
开阴道壁 ,暴露膀胱颈 ,使用特制穿刺针用一对单线将

膀胱颈旁组织悬吊在腹直肌鞘。与开放手术相比 ,

Stamey 手术创伤小 、操作简便 ,因此这种术式已被广泛

应用。但该术式最大缺陷为软组织间悬吊及点状悬

吊 ,缺乏稳定的支持 ,缝线张力不能保持恒定 ,悬吊后

膀胱颈成角 ,导致术后腹压增加时缝线张力过高引发

对组织的切割及断线 ,影响远期手术效果 。1987 年

Gittes等[ 4]对Stamey 法长针膀胱颈悬吊术进行改良 ,提

出阴道壁不切开的术式 ,但仍然是借助软组织间悬吊

及点状悬吊 ,缺乏稳定的支持 ,缝线张力不能保持恒

定。Vesica经皮悬吊术治疗女性压力性尿失禁是一种

微创的手术方式[ 5] ,通过骨钉使悬吊线固定耻骨节结

上 ,为缝线提供了固定支点 ,悬吊线张力恒定 ,避免了

缝线断裂及缝线对组织的切割;采用“Z”形悬吊 ,将阴

道壁及耻骨膀胱韧带悬吊在一起 ,悬吊面积宽阔而不

影响血运 ,提高了控尿能力;应用膀胱尿道镜监视 ,保

证了手术安全;将悬吊线通过余量器结扎 ,使悬吊程

度相对量化 ,防止了膀胱颈过度纠正及出口梗阻 ,便于

掌握 。由上述可以看出:Vesica 经皮悬吊术治疗女性

压力性尿失禁汇总了既往许多术式中优点 ,手术简单

创伤小 、稳定性好 、可靠性强 、并发症少。Appell 等
[ 6]

报道 71例患者应用本术式治疗 ,随访 12个月治愈率

94%,1例耻骨后脓肿 , 1例皮肤窦道 , 4例患者短期尿

潴留。本组 10例患者 , 2例短期尿潴留 ,再次导尿至

10 d后正常排尿 。1例患者出现耻骨联合及耻骨上区

隐痛不适 ,半月后自行缓解 , 未见其它并发症 。故

Vesica经皮膀胱颈悬吊术治疗女性压力性尿失禁 ,是

一种值得推广的微创 、安全 、操作易掌握 、效果满意的

手术 。
　　关键词:尿失禁;Vesica经皮;膀胱颈悬吊术
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几种培养方法对 ES/GFP小鼠胚胎干细胞系增殖和分化能力作用比较

Comparison of methods for culturing mouse embryonic stem cell line ES/GFP and its

effect on cell proliferation and differentiation
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神经科学研究所 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　观察采用不同的饲养层和培养基对永久表达绿色荧光蛋白的小鼠胚胎干细胞系 ES/GFP的增殖 、分

化和绿色荧光蛋白表达的影响。方法　分别采用小鼠胚胎成纤维细胞和人胚胎成纤维细胞为饲养层 , 采用含重组人白血

病抑制因子的 DMEM/FCS 培养基和 Buffalo条件培养基培养 ES/GFP细胞系。N2 无血清培养基诱导 ES/GFP 小鼠胚胎干细

胞为神经前体细胞 , Nestin免疫组化染色。结果　小鼠胚胎成纤维细胞和人胚胎成纤维细胞为饲养层 , 常规 LIF 培养液和

Buffalo条件培养基均能较好维持 ES/GFP细胞的高增殖能力和全能分化能力 ,对绿色荧光蛋白的表达和胚体形成 、神经前

体细胞的分化无明显差异。结论　人胚胎成纤维细胞可替代小鼠胚胎成纤维细胞作为 ES/ GFP饲养层 , 减少饲养层制备

的工作量和污染的机会。 Buffalo条件培养基可完全替代 LIF培养基 , 降低细胞培养的成本。
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　　胚胎干细胞(embryonic stem cell , ES)是从着床前

胚胎(孕 3 ～ 5 d)的内细胞群(inner cell mass , ICM)分离

得到的 ,能在体外培养的一种高度未分化的细胞。近

年来对 ES细胞向神经细胞 、造血细胞 、心肌细胞等定

向诱导分化的研究[ 1] ,为难治性血液系统疾病和神经

变性疾病等提供了组织 、器官移植的原材料 。同时 ES

细胞在药物的开发利用 、遗传性疾病的防治以及基因

的筛选和功能研究等方面展示了广阔的应用前景。

ES细胞的体外培养是进行上述各项研究的前提与基

础。由于多向分化潜能是 ES 细胞的主要特性之一 ,体

外培养条件的轻微变化就可能导致分化机制的启动。

因此ES细胞体外培养条件非常严格 ,在维持细胞分裂

增殖的同时必须抑制其分化倾向 ,才能保持ES细胞的

分化全能性 。常用的方法是用小鼠胚胎成纤维细胞

(mouse embryonic fibroblast , MEF)作饲养层进行体外培

养 ,在培养基中加入白血病抑制因子(leukemia inhibito-

ry factor , LIF)抑制 ES 细胞的分化
[ 2 ～ 4]

。但 MEF 饲养

层制备比较繁琐 ,可使用代数少 ,加大了 ES 培养的工

作量 ,同时也增加了污染的机会。常规含 LIF 的 ES培

养基虽然能够较好维持 ES细胞的未分化状态 ,但 LIF

很昂贵 ,在 ES培养中使用量较大 ,增加了ES 培养的成

本。本实验尝试用人胚胎成纤维细胞(human embryon-

ic fibroblast , HEF)替代小鼠胚胎成纤维细胞作为ES培

养的饲养层 ,用大鼠 Buffalo条件培养基[ 5]替代传统的

LIF培养基 ,观察对永久表达绿色荧光蛋白(green fluo-

rescence protein , GFP)的小鼠 ES细胞系 ES/GFP增殖 、

分化和绿色荧光表达的作用。

1　材料与方法

1.1　材料
　　永久表达绿色荧光蛋白的小鼠胚胎干细胞系 ES/ GFP 细

胞 、Buffalo 大鼠肝癌细胞株 , 购自北大生命科学院。人胚胎成

纤维细胞株 ,中山医科大学附属第一医院生殖医学中心李晓红

博士惠赠。 DMEM(高糖)、 谷氨酰胺 2 mmol/ L、N2 supplement

(GIBCO提供),优质胎牛血清(Hyclone提供), β 巯基乙醇 、丝裂

霉素 、纤维连接蛋白 、多聚鸟氨酸(Sigma提供), 重组人白血病

抑制因子(human leukemia inhibitory factor , hLIF)(Chemicon 提

供), Nestin 抗体(Pharmergen),二抗和三抗(Zymed 提供)。

1.2　方法
1.2.1　BRL(buffalo rat liver)条件培养基的制备　　把大鼠肝

癌细胞种植于T25 细胞培养瓶中 ,用不含 hLIF 的 ES 细胞培养

液培养3 d 后(中间不更换培养液),将培养液离心(2 000 r/min ,

20 min),过滤。按 3∶7 比例加入 3 份不含 hLIF 的 ES 细胞培养

液 ,并补加适量胎牛血清 、谷氨酰胺 ,制成 BRL条件培养基。

1.2.2　MEF 饲养层的制备　　取 13.5 d 昆明小鼠胚胎去除

头 、四肢和内脏 , PBS 冲洗 ,将组织块剪成约1 mm×1 mm×1 mm

大小的碎块 ,再用 PBS洗两次 , 0.25%胰蛋白酶消化 , 加等量饲

养层细胞培养液中和 , 室温下静置 10 min , 取上层细胞悬液离

心。接种于T25 培养瓶内培养 , 加入饲养层细胞培养液 , 每天

换液 1 次 , 2 ～ 3 d传代 1 次 , 3～ 5 代的MEF 可用作饲养层。 使

用前用丝裂霉素 10 mg/L 处理 60 min 使饲养层细胞失去增殖

能力。

1.2.3　HEF饲养层的制备　　冻存的 HEF 细胞一支快速复苏

后加入 8 倍体积的 DMEM 培养液 , 离心弃上清 , 加入含 7.5%

FCS的 DMEM培养基中 , 培养方法同上 , 12 ～ 30 代的 MEF均可

用作 ES 细胞的饲养层。使用前用丝裂霉素 10 mg/L 处理

160 min。

1.2.4　ES/GFP 细胞的培养及分组　　将储存于液氮中的

ES/GFP细胞株取出快速复苏后加入 ES 细胞培养基 ,离心(1 000

r/min , 10 min)。接种到已制备好的饲养层上 , 每天换液 1 次 ,

1 ～ 2 d 传代 1 次。 ES/GFP 细胞培养的分组情况:包括用 HEF

和MEF做饲养层两组 ,每组中又包括 ES 细胞培养基和 BRL 条

件培养基两组。

1.2.5　细菌培养皿培养胚体及胚体的贴壁 　　将培养的

ES/GFP细胞用胰酶/EDTA消化 , 吹打成单细胞悬液后以 1.5×

105/个培养皿的细胞密度加入细菌培养皿(直径 7 cm), 培养于

含 10% FCS , 100 μmol/L β-巯基乙醇的 DMEM 培养基中 , 37 ℃,

5%CO2培养。将第 4 天的胚体转入经纤维连接蛋白预处理的

6 孔板中 ,在 DMEM-10%FCS 中培养 24 h 以使其贴壁。然后换

成含N-2 supplement 、纤维连接蛋白(5μg/ml)的 DMEM/F12 培养

液 ,每 2 天换液 1次。

1.2.6　免疫组化　　用 4%多聚甲醛固定细胞 10 min , 0.2%Tri-

ton X-100 处理10 min , 5%正常羊血清封闭 10 min , 用0.3%H2O2

封闭内源性过氧化物酶 10 min ,加入 nestin 一抗(1∶100)室温 1 h ,

4 ℃过夜 ,用 PBS 漂洗后 ,其余步骤按 ABC 方法常规操作。

2　结果

2.1　MEF和 HEF 作为饲养层培养 ES/GFP 比较
　　MEF细胞为短纤维样 , 1～ 2 代杂细胞多 , 5 代以后生长缓

慢 ,丝裂霉素处理时间短 , 处理过的细胞可存活 2 ～ 3 周。HEF

细胞形态为纤维样 、细长 、排列规则 , 7～ 30 代生长旺盛 ,丝裂霉

素处理时间长 , 处理过的细胞可存活 3～ 4 周。 ES 细胞在 MEF

的饲养层上培养呈集落突起状生长 ,集落呈发亮的卵圆形或椭

圆形 , 集落边缘清晰 、光滑 , 细胞体积小排列紧密 , 细胞之间界

限不清 ,生长旺盛 , 荧光显微镜下可见 ES 细胞克隆发出绿色荧

光 ,而周围的饲养层细胞不发光。 ES 细胞在 HEF饲养层上培

养呈集落突起状生长 , 集落呈发亮的梭形 , 克隆边缘清晰 、光

滑 ,细胞体积小排列紧密 , 细胞之间界限不清 , 生长旺盛 , 荧光

显微镜下可见 ES 细胞克隆发出绿色荧光。

2.2 　含 LIF 的 ES 培养液和 BRL 条件培养基对

ES/GFP 的增殖和分化的作用
　　含 LIF 的 ES 培养液和 BRL条件培养基中 ES/GFP 都能快

速增殖 , 细胞克隆形态典型 , 边缘整齐 , 呈未分化状态 , 克隆均
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能发出绿色荧光。同样大小视野中 ES/GFP 克隆数无明显差

异。在 ES 培养液和 BRL条件培养基中培养的 ES/GFP 克隆接

种到细菌培养皿后均能形成发绿色荧光的胚体 , 同样体积的培

养液中胚体数无明显差异。

2.3　不同培养方法培养的 ES/GFP 分化为 NPCs能力

比较

　　不同培养方法培养 ES/GFP 形成的胚体贴壁后 ,胚体边缘

部位的细胞为单层上皮样形态 , 中心部位为多层细胞。更换

成无血清 N2 选择性培养基后培养 24 h , 多层细胞覆盖的部位

大多变为单层 , 单层细胞死亡不明显 , 贴壁细胞形态无变化。

72 h 后观察 , 存活的细胞形态多数为细长形 , 无上皮样形态的

细胞存在 , 荧光显微镜下可见发绿色荧光的有多个突起的细

胞。取第 5天的细胞作 Nestin 免疫组化染色 , 86%的细胞为阳

性细胞 , 阳性细胞形态以细长形居多 , 有少数呈三角形和不规

则形 , 细长和三角形细胞着色最深 , 多角形片状细胞染色较浅 ,

对照完全不着色。不同的饲养层和培养基对最终得到的 NPCs

数目无明显差异。

3　讨论

　　ES细胞培养主要采用饲养层培养 ,它是一种常规

稳定的 ES细胞培养方式。小鼠原代胚胎成纤维细胞

是从 13 ～ 15 d胎龄的小鼠中分离得到 ,一般在分离后

传2代以去除杂细胞 。作为在 ES 细胞建系 、扩增培养

中最为常用的饲养层 ,小鼠原代胚胎成纤维细胞提取

较为简单 ,但作为饲养层使用时间短 ,一般传了 5代以

后 ,MEF 的增殖能力大为下降 ,已不宜作为饲养层 ,且

丝裂霉素处理后存活时间短 ,故需经常制备 ,但 HEF

的使用消除了异种蛋白污染的可能 。而人胚胎成纤维

细胞可长期培养 ,制备 1次可以长期使用(我们已经使

用了 2年 ,HEF 仍然保持良好的增殖能力),丝裂霉素

处理后存活时间长 ,有利于长期体外培养[ 6 , 7] ,但 HEF

的使用存在伦理学的问题 ,采用建系的 HEF 可解决这

一问题。

　　全能性是 ES 细胞最主要的特征 ,要保持 ES细胞

的全能性就必须在维持细胞分裂增殖的同时抑制其分

化倾向 。目前最长使用的是含 LIF 的培养液 ,而购买

LIF比较昂贵 ,不利于 ES细胞的大量扩增 。BRL条件

培养基中含有较高浓度的 LIF ,完全可以替代常规的

LIF的培养液 ,能保持 ES 细胞的未分化状态和无限增

殖能力 。大鼠肝癌细胞存活容易 ,生长迅速 ,无限增

殖 ,可源源不断地提供 BRL条件培养基 。

　　永久表达绿色荧光蛋白的 ES 细胞系在研究ES细

胞的分化 、细胞移植中具有广阔的应用前景[ 8] 。由于

经 ES细胞诱导而来的神经前体细胞脑内移植后存在

迁移 ,如将神经前体细胞注射到正常成年小鼠的侧脑

室 ,NPCs一般先迁移到室下区 ,然后沿着特定的路径

迁移到嗅球[ 9] 。如何追踪移植的 NPCs并观察其分化

状态成为细胞移植中最常见的问题 。采用基因转染将

GFP整合入 ES细胞系的染色体使其永久表达绿色荧

光 ,而后将其诱导为发绿色荧光的 NPCs进行移植 ,利

用绿色荧光标记及神经元和胶质细胞特异性细胞标记

(如 β-tubulin和 GFAP)的免疫双荧光染色可以较为方

便地追踪和分析抑制细胞的迁移和分化 。
　　关键词:胚胎干细胞;神经前体细胞;细胞分化;白血病抑

制因子;小鼠
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