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人胚胎生殖细胞饲养层的制备 

姜 蓉，黎晓莉，吴 宏，王 璐 

(重庆医科大学基础医学院组织学与胚胎学教研室、干细胞与组织工程研究室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：建立稳定高效的人包皮成纤维细胞 Human foreskin fibroblasts，HFF)饲养层培养体系，用于培养人胚胎生殖细 

胞(Embryonic germ cells，EGCs)。方法：取4～5岁小儿包皮，采用机械法和组织消化法分离、培养成纤维细胞，倒置相差显微镜 

观察细胞生长状况，免疫细胞化学法、M'IT法、流式细胞术检测细胞纯度、生长曲线及细胞周期，筛选丝裂霉素 C作用的最佳浓 

度和时间。分离5-11周人胚胎原始生殖细胞(Primordial germ cells，PGCs)并培养于经丝裂霉素c处理的HFF饲养层上，观察 

人 EGCs生长情况。结果：机械法和组织消化法结合分离HFF方法可靠，纯度高，细胞生长活性好，能快速进入对数生长期，细 

胞周期与细胞生长曲线保持一致，细胞可以传60代以上，P3～P30代均适宜作饲养层；丝裂霉素C抑制细胞增殖的适宜浓度及 

时间为l2．5 mg／L作用2．5 h；分离的人PGCs在该饲养层上培养可形成典型的EGCs集落，体外连续培养超过3代。结论：HFF 

饲养层能有效地支持人 EGCs的生长 
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The preparation Of human embryonic germ cell feeder layer 

J／ANG Rong，LIXiao-li， Hong，WANG Lu 

(Department ofHistology and Embryology，Laboratory ofStem Cell and Tissue Engineering，College ofBasic 

Medicine，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To establish a stable and effective system of human foreskin fibroblast(HFF)feeder layer in order to culture 

human embryonic germ cells(EGCs)in vitro．Methods：The HFF were isolated and cultured from the 4-5 year old children’S fore- 

skin through mechanical method and primary tissue digestion．The condition of cell growth was observed under inve~ed phase con- 

trast microscope．The purity of cells，cell growth curve and cell cycle of HFF were detected by immunoeytochemistry ，MTF and flow 

eytometry．The optimal concentration of mitomycin C and the time for treating with mitomycin C on HFF were determined by MTF as- 

say．Th e primordial germ ceils from human embryos of 5-1 1 weeks were isolated；EGCs were cuhured on the HFF feeder layer treat— 

ed by mitomycin C and the state of cells growth was observed．Results：Th e mechanical method and primary tissue digestion was a 

credible and efficient way to obtain primary HFF，witll which the cells had high purity and active proliferative abilities，and quickly 

entered exponential phase of growth．Th e cell cycle eo~esponded to cell growth curve．The fibroblasts，with an anticipated life span 

0f 60 generations．were used in our experiments after 3-30 generations．HFF proliferation could be efficiently repressed after being 

treated with mitomycin C 12．5 mggL for 2．5 h．Human EGCs cultured in the HFF feeder layer could form typical embryo germocyte 

colony and last P3 generations continuously．Conclusion：HFF feeder layer could efficiently suppo~the growth of human EGCs． 
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人胚胎生殖细胞(Embryonic germ cells，EGCs)是自原始 

生殖细胞(Primordial germ cells，PGCs)分离得到的一种多能 

干细胞【lJ。可用于研究诱导细胞分化的模型以及研究EGCs发 

育、分化和成熟的调节机制及生殖系肿瘤发生田。但是人EGCs 

体外培养难度较大，关键在于分化抑制，即在培养体系中要 
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加入分化抑制物或将其培养在能分泌分化抑制因子的饲养 

层细胞上，优化其培养体系必将促进其发展。小儿包皮来源 

广泛。取材方便，在人胚胎组织工程领域，已用做人胚胎干细 

胞(Embryonic stem cell，ES cel1)体外培养的饲养层并取得成 

功[31。故本文采用人包皮成纤维细胞 Human foreskin fibrob— 

lasts，HFF)作为饲养层，探讨包皮成纤维细胞分离培养的最 

适条件。丝裂霉素c处理饲养层的适宜条件，旨在为体外培 

养人EGCs提供更为可靠的保证。 
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究的热点。但胚胎及子宫内膜等来源的饲养层受到标本来源 

及伦理道德的限制。包皮环切术后d,JL,包皮来源广泛，取材 

方便。且不受伦理道德的限制。Amit等翻用人包皮成纤维细胞 

作饲养层培养人Es细胞获得成功，因此我们制备包皮环切 

术后小儿包皮成纤维细胞饲养层，观察其对人 EGCs生长的 

影响。 

如何获得最大量、活性高、纯度大的成纤维细胞是人包 

皮成纤维细胞饲养层制备需要解决的关键问题。我们采用机 

械法和组织消化法相结合分离包皮的表皮与真皮，结果发现 

O．25％胰酶、4℃消化过夜(12～16 h)是适合分离表皮与真皮 

的条件 ：之后用 0．2％I型胶原酶消化真皮片4 h获得的成纤 

维细胞数量多，活力佳，生长快，且 P3代成纤维细胞的纯度 

达到95％以上。细胞体外培养到30代仍保持旺盛的增殖能 

力， 、P9、P ，、P 、 、P加代细胞的生长曲线没有明显的滞留 

期，在1~6 d都处于快速增殖期，第7天开始处于平台期，细 

胞周期大多数处于GdG。期，为细胞进入 s期做准备，细胞周 

期与细胞生长曲线保持一致。因此，包皮成纤维细胞 P，～P 

代均适宜作饲养层。这样大大减少了胚胎生殖细胞培养的工 

作量和成本。 

有关丝裂霉素c处理饲养层的研究报道较多，但结果差 

异较大 41。可能与饲养层细胞来源、各实验者具体操作方法 

不同有关。本实验为了建立可靠的胚胎生殖细胞培养平台， 

对实验所用丝裂霉素 C的作用浓度、时间做了较为详细的筛 

选。实验结果表明丝裂霉素C抑制包皮成纤维细胞生长与作 

用浓度和时间均相关，丝裂霉素c浓度太高作用时间太长会 

导致细胞死亡．浓度太低作用时间太短又不能抑制细胞的增 

殖，选择适宜的浓度和作用时间使丝裂霉素c在抑制细胞增 

殖能力的同时能保持细胞的粘附性和分泌功能是成功制备 

饲养层的关键，在我们的实验中丝裂霉素c浓度为12．5 me：／ 

L作用2．5 h抑制饲养层增殖效果好，不导致饲养层细胞大 

量死亡，且可以存活约2周，结合细胞生长曲线可看出实验 

制备的饲养层在7 d内完全能维持在稳定水平。人EGCs在 

制备的HFF饲养层上培养显示该饲养层能支持人 EGCs的 

生长，在原代培养第 5—7天即出现典型 EGCs集落，体外连 

续培养超过3代。 

本实验探讨了人包皮成纤维细胞作为人 EGCs培养饲 

养层的可能性及制备的最适宜实验条件。成功分离培养了人 

EGCs，为本课题组成功搭建了胚胎生殖细胞实验操作平台， 

也为人包皮成纤维细胞在干细胞和组织工程领域的广泛应 

用打下一定基础。 
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