
畜牧兽医学报　２０１１，４２（７）：９０５９１２

犃犮狋犪犞犲狋犲狉犻狀犪狉犻犪犲狋犣狅狅狋犲犮犺狀犻犮犪犛犻狀犻犮犪

鸡犈犛细胞体外定向诱导分化特性的研究
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摘　要：旨在探索鸡胚胎干细胞（ＥＳ细胞）体外定向诱导的多向分化潜能。分离鸡Ｘ期胚盘细胞，体外培养传代，

经鉴定后，采用地塞米松（ＤＥＸ）、β甘油磷酸钠（βＧＰ）和维生素Ｃ（ＶｉｔＣ）诱导ＥＳ细胞向成骨细胞分化；采用维甲

酸 （ＲＡ）、３异丁基１甲基黄嘌呤（ＩＢＭＸ）诱导ＥＳ细胞向神经元样细胞分化；采用ＤＥＸ、胰岛素、ＩＢＭＸ诱导ＥＳ细

胞向脂肪细胞分化，比较不同浓度组合诱导剂的诱导效果，分别用 ＶｏｎＫｏｓｓａ’ｓ染色法、甲苯胺蓝染色法、免疫组

化法、油红Ｏ染色法和ＲＴＰＣＲ鉴定诱导产生的细胞。结果显示，ＥＳ细胞被诱导３～２１ｄ后，分化为成骨细胞，诱

导率为４０％～７２％；被诱导４～７ｄ后，分化为神经元样细胞，诱导率为７１％～８４％；被诱导２～２１ｄ后，分化为脂肪

细胞，油红Ｏ染色阳性，并表达犘犘犃犚γ基因。结果表明，在体外条件下，ＥＳ细胞可被特异的化学物质定向诱导分

化为成骨细胞、神经元样细胞和脂肪细胞，具有多向分化潜能。
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　　胚胎干细胞（Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＥＳ细胞）

是由动物附植前胚胎的内细胞团（Ｉｎｎｅｒｃｅｌｌｍａｓｓ，

ＩＣＭ）或原始生殖细胞 （Ｐｒｉｍｏｒｄｉａｌｇｅｒｍｃｅｌｌｓ，

ＰＧＣｓ）经体外分离培养而建立的克隆细胞系
［１］。由

于具有发育多潜能性，ＥＳ细胞自１９８１年首次分离

以来，就受到各领域的关注，近年来，其定向诱导分

化更成为研究热点。目前，干细胞定向分化研究多

见于骨髓间充质干细胞、大鼠、小鼠以及人类ＥＳ细

胞等方面。Ｓｏｔｔｉｌｅ等
［２］将ｈＥＳＣｓ诱导分化为成骨

细胞，董晓先等［３］用天麻素诱导骨髓间质干细胞分

化为神经元样细胞，郭雨霁等［４］用ＲＡ、β巯基乙醇

和大脑皮层细胞条件培养液联合诱导 ＥＳ细胞，

７０％以上分化为 ＮＳＥ 免疫阳性的细胞，Ｎａｒｕｓｅ

等［５］成功将大鼠骨髓间质干细胞诱导为脂肪细胞，

Ｙａｇａｍｉ等
［６］对人软骨分离的间叶干细胞进行诱导，

结果间叶干细胞分化为脂肪细胞。作为一种重要的

胚胎源性干细胞，鸡ＥＳ细胞体外定向诱导分化特

性的相关研究报道很少。通过对不同体外诱导条件

下鸡ＥＳ细胞分化为成骨细胞、神经元样细胞、脂肪

细胞能力的研究，本试验进一步证实其多潜能性，为

干细胞研究提供可靠的试验数据。

１　材料与方法

１．１　试验材料

受精蛋来自中国农业科学院家禽研究所实验禽

场苏禽９６鸡群，３８．０℃，相对湿度６０％的条件下孵

化。孵化分期按 Ｈａｍｂｕｒｇｅｒ
［７］和Ｌｉ

［８］等建立的方

法划分。

１．２　主要试剂

高糖ＤＭＥＭ、胎牛血清、β巯基乙醇、丝裂霉素

Ｃ；鸡血清、Ｌ谷氨酰胺、丙酮酸钠、鼠白血病抑制因

子（Ｍｏｕｓｅｌｅｕｋｅｍｉａｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ，ｍＬＩＦ）、人干

细胞因子（Ｈｕｍａｎｓｔｅｍｃｅｌｌｆａｃｔｏｒ，ｈＳＣＦ）、碱性成

纤维生长因子（Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂａｓｉｃ，ｂＦ

ＧＦ）、人白细胞介素１１（Ｈｕｍａｎｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１１，ｈＩＬ

１１）、３异丁基１甲基黄嘌呤ＩＢＭＸ和维甲酸；人胰

岛素样生长因子（Ｈｕｍａｎｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃ

ｔｏｒ，ｈＩＧＦ）、地塞米松Ｄｅｘ、胰岛素Ｉｎｓ、油红 Ｏ、鼠

抗人神经元特异性烯醇化酶单克隆抗体ＮＳＥ、鼠抗

人神经纤维细丝蛋白单克隆抗体ＮＦ、鼠抗人胶质

纤维酸性蛋白单克隆抗体ＧＦＡＰ；ＳＰ超敏试剂盒、

ＤＡＢ显色剂；即用型ＳＡＢＣ免疫组化试剂盒、Ｉ型胶

原单克隆抗体ＣＯＬＩ；ＲＮＡ 提取试剂盒 ＴＲＩｒｅａ

ｇｅｎｔ、反转录试剂盒ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤ

ＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ。

１．３　试验方法

１．３．１　ＥＳ细胞培养体系　　以ＤＭＥＭ 培养基为

基础，添加１０％胎牛血清、２％鸡血清、２ｍｍｏｌ·Ｌ－１

Ｌ谷氨酰胺、１ｍｍｏｌ·Ｌ－１丙酮酸钠、５．５×１０－５

ｍｏｌ·Ｌ－１β巯 基 乙 醇、５ ｎｇ· ｍＬ
－１ ｈＳＣＦ、１０

ＩＵ·ｍＬ－１ ｍＬＩＦ、１０ ｎｇ· ｍＬ
－１ ｂＦＧＦ、０．０４

ｎｇ·ｍＬ
－１ ｈＩＬ１１，１００Ｕ·ｍＬ－１硫酸庆大霉素。

以鸡胚第２代成纤维细胞作饲养层，制作方法见参

考文献［９］。

１．３．２　鸡ＥＳ细胞的分离、培养传代和鉴定　　采

用药勺获取法，分离鸡ＥＳ细胞，体外培养传代，分

别进行碱性磷酸酶（ＡＫＰ）活性，Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２免疫

荧光染色鉴定。ＥＳ细胞分离、体外培养传代及鉴定

方法参照吴信生等［１０］人的方法操作。

１．３．３　成骨细胞诱导及鉴定　　第３代生长良好

的ＥＳ细胞，培养４８ｈ，分别加入诱导分化剂Ⅰ、Ⅱ、

Ⅲ和Ⅳ，对照组为普通培养基。３ｄ换１次液，每２４

ｈ观察１次，诱导２１ｄ，倒置显微镜下观察并检测。

诱导２１ｄ后，固定液固定１ｈ，分别进行 Ｖｏｎ

Ｋｏｓｓａ’ｓ染色和免疫组化鉴定（即 ＳＡＢＣ免疫组

化），于倒置显微镜下观察、拍照，具体方法参见魏彩

霞等［１１］的操作。

１．３．４　神经元样细胞诱导及鉴定　　第３代生长

良好ＥＳ细胞，培养４８ｈ，原培养液分别换为神经细

胞诱导液Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ，对照组为普通培养基。３ｄ换

１次液，每２４ｈ观察１次。诱导４ｄ，倒置显微镜下

观察并检测。

６０９
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表１　体外分化为成骨细胞的诱导分化剂组成

犜犪犫犾犲１　犜犺犲犮狅犿狆狅狊犻狋犻狅狀狅犳狋犺犲犻狀犱狌犮狋犻狅狀犿犲犱犻犪犻狀狅狉犻犲狀狋犪狋犻狅狀狅犳狅狊狋犲狅犫犾犪狊狋狊

诱导分化剂

Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｍｅｄｉａ
ＤＭＥＭ／％ ＦＢＳ／％ βＭＥ／（ｍｏｌ·Ｌ

－１） ＤＥＸ／（ｍｏｌ·Ｌ－１） βＧＰ／（ｍｏｌ·Ｌ
－１） ＶｉｔＣ／（ｇ·Ｌ

－１）

Ⅰ ９０ １０ ５．５×１０５ １×１０７ ０．０１ ０．０５

Ⅱ ９０ １０ ５．５×１０５ １×１０７ １×１０４ ０．０５

Ⅲ ９０ １０ ５．５×１０５ １×１０８ １×１０４ ０．０５

Ⅳ ９０ １０ ５．５×１０５ １×１０８ ０．０１ ０．０８

对照组Ｃｏｎｔｒｏｌ ９０ １０ ５．５×１０５ — — —

表２　体外分化为神经元样细胞的诱导分化剂组成

犜犪犫犾犲２　犜犺犲犮狅犿狆狅狊犻狋犻狅狀狅犳狋犺犲犻狀犱狌犮狋犻狅狀犿犲犱犻犪犻狀狅狉犻犲狀狋犪狋犻狅狀狅犳狀犲狌狉狅狀犾犻犽犲犮犲犾犾狊

诱导分化剂

Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｍｅｄｉａ
ＤＭＥＭ／％ ＦＢＳ／％ βＭＥ／（ｍｏｌ·Ｌ

－１） ＲＡ／（ｍｏｌ·Ｌ－１） ＩＢＭＸ／（ｍｏｌ·Ｌ－１）

Ⅰ ９０ １０ ５．５×１０５ ２×１０６ —

Ⅱ ９０ １０ ５．５×１０５ — ５×１０３

Ⅲ ９０ １０ ５．５×１０５ ２×１０６ ５×１０３

对照组Ｃｏｎｔｒｏｌ ９０ １０ ５．５×１０５ — —

表３　不同诱导液对犈犛细胞诱导分化为成骨细胞的效果

犜犪犫犾犲３　犜犺犲犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪狋犻狅狀狉犪狋犲狊狅犳犻狀犱狌犮狋犻狅狀狅犳狅狊狋犲狅犫犾犪狊狋

诱导分化剂

Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍ

ＥＳ细胞数／（个·视野－１）

ＮｕｍｂｅｒｏｆＥＳｃｅｌｌｓ

成骨细胞数／（个·视野－１）

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ

分化率

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｒａｔｅ

Ⅰ ３３．９０±４．１２ ２４．５０±３．７５ ０．７２±０．０６Ａ

Ⅱ ３７．８０±７．２３ ２６．４０±６．６０ ０．６９±０．０６Ａ

Ⅲ ３４．９０±５．５３ １４．２０±３．９１ ０．４０±０．０７Ｂ

Ⅳ ３５．１０±５．６３ ２０．１０±２．５６ ０．５８±０．０８Ｃ

对照组Ｃｏｎｔｒｏｌ ３５．００±８．０１ ０．５０±０．５３ ０．０１±０．０１Ｄ

同列肩注中不同字母表示差异极显著（犘＜０．０１），所标字母相同表示差异不显著（犘＞０．０５）。下同

Ｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂｅｔｗｅｅｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ（犘＜０．０１），ｔｈｅ

ｎｕｍｂｅｒｓｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔａｒｅｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂｅｔｗｅｅｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ（犘＞０．０５）．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ

　　诱导后，进行甲苯胺蓝染色和免疫组化检测

ＮＳＥ、ＮＦ、ＧＦＡＰ
［１２］。

１．３．５　脂肪细胞诱导及鉴定　　第３代生长良好

的ＥＳ细胞加入脂肪诱导液（以ＤＭＥＭ 为基础，添

加１０％ＦＢＳ、５．５×１０５ ｍｏｌ·Ｌ－１βＭＥ、１×１０
－６

ｍｏｌ·Ｌ－１ＤＥＸ、１０ ｍｇ·Ｌ
－１ 胰 岛 素、５×１０－４

ｍｏｌ·Ｌ－１ＩＢＭＸ）。３ｄ后，换为循环液（以ＤＭＥＭ

为基础，添加１０％ＦＢＳ、５．５×１０５ ｍｏｌ·Ｌ－１βＭＥ、

１０ｍｇ·Ｌ
－１胰岛素），处理１ｄ，再换为诱导液继续处

理，如此循环３次。每２４ｈ观察１次。诱导２１ｄ，进

行检测。

诱导２１ｄ后，油红Ｏ染色，显微镜检，并提取总

ＲＮＡ，ＲＴＰＣＲ检测脂肪细胞中犘犘犃犚γ表达，具

体参见余飞等［１３］的操作。

１．４　诱导分化率

鸡ＥＳ细胞诱导率的计算：随机抽取１０个非重

叠视野（×１００），计算分化细胞占总细胞数的比例。

１．５　数据处理

采用ＳＰＳＳ１１．５统计软件，显著性分析采用狋检

验，结果以“平均值±标准误”表示。

２　结　果

２．１　鸡犈犛细胞的一般特性

单个ＥＳ细胞体积较小，核大，具有一个或多个

７０９
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核仁。置于饲养层培养２４ｈ出现小的细胞集落。

４８ｈ后集落明显增多，生长明显，隆起增大，呈典型

ＥＳ细胞所特有的鸟巢状形态 （图１）。随时间延长，

集落进一步增大，边缘更清晰，此时传代。传代２４

ｈ，细胞开始聚集，形成集落，但形状并不典型，随后

开始增殖，形成克隆。４８～９６ｈ细胞生长速度较

快，细胞开始沿瓶底铺展，当细胞铺满瓶底便需再次

传代，传至第５代进行相关检测。

２．２　鸡犈犛细胞的鉴定

２．２．１　ＡＫＰ染色鉴定　　经ＡＫＰ染色，ＥＳ细胞

集落和未分化ＥＳ细胞呈红棕色，为 ＡＫＰ阳性（图

２）；而已分化ＥＳ细胞和饲养层细胞不着色或呈黄色。

２．２．２　免疫荧光染色鉴定（即 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色

鉴定）　　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色结果显示：ＥＳ细胞显

示核荧光标记，荧光下呈蓝色（图３）。

由表３可知，第３代ＥＳ细胞培养４８ｈ，在不同

浓度组合的诱导分化剂作用下，均能诱导产生成骨

细胞，诱导率为４０％～７２％。其中，诱导剂Ⅰ和Ⅱ

诱导效果最好，且无显著差异（犘＞０．０５）。诱导剂

Ⅰ、Ⅱ与诱导剂Ⅲ、Ⅳ之间差异极显著（犘＜０．０１），

诱导剂Ⅲ和Ⅳ之间也存在极显著差异（犘＜０．０１）。

试验组效果均极显著高于对照组（犘＜０．０１），即１×

１０－７ｍｏｌ·Ｌ－１ＤＥＸ、０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１βＣＰ和０．０５

ｇ·Ｌ
－１ＶｉｔＣ的诱导效果最好。

２．３　不同诱导液对犈犛细胞诱导分化为成骨细胞

的影响

２．３．１　诱导分化为成骨细胞的观察　　诱导１ｄ

后，９０％以上ＥＳ细胞无变化，呈圆形，集落状生长。

３～６ｄ，少量细胞由圆形变梭形，呈成纤维细胞样生

长。９～１０ｄ，大多数ＥＳ细胞呈梭形、三角形、多角

形或不规则形，突起数目及形态各不相同，胞体较

大，互相连接，核大且偏于细胞一侧。１５～２１ｄ，细

胞出现散在分布、大小形态各异的致密颗粒矿化结

节，逐渐增大，最终形成白色钙化结节。ＡＬＰ染色

鉴定，大多数胞浆内存在黑色颗粒，呈强阳性。对照

组分化不明显。

２．３．２　诱导分化为成骨细胞的鉴定

２．３．２．１　ＶｏｎＫｏｓｓａ’ｓ染色鉴定：试验组细胞外基

质中可见棕黑色沉着物，为棕黑色矿化结节（图４）。

２．３．２．２　免疫组化鉴定：ＳＡＢＣ法染色，试验组为

棕褐色，呈阳性（图５），分泌Ｉ型胶原。

表４　不同诱导液对犈犛细胞诱导分化为神经元样细胞的效果

犜犪犫犾犲４　犜犺犲犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪狋犻狅狀狉犪狋犲狊狅犳犻狀犱狌犮狋犻狅狀狅犳狀犲狌狉狅狀犾犻犽犲犮犲犾犾狊

诱导分化剂

Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍ

ＥＳ细胞数／（个·视野－１）

ＮｕｍｂｅｒｏｆＥＳｃｅｌｌｓ

神经元样细胞数／（个·视野－１）

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｎｅｕｒｏｎｌｉｋｅｃｅｌｌｓ

分化率

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｒａｔｅ

Ⅰ ３６．１０±４．６８ ３０．３０±３．３７ ０．８４±０．０５Ａ

Ⅱ ３５．９０±４．７０ ２９．００±３．３３ ０．８１±０．０５Ａ

Ⅲ ３５．８０±４．０８ ２５．３０±３．２３ ０．７１±０．０６Ｂ

对照组Ｃｏｎｔｒｏｌ ３６．４０±５．４２ ０．８０±０．４２ ０．０２±０．０１Ｃ

　　由表４可知，不同浓度组合的诱导分化剂均能

诱导产生神经元样细胞，诱导率为７１％～８４％。其

中，诱导剂Ⅰ和Ⅱ诱导分化效果最好，且无显著差异

（犘＞０．０５），但诱导剂Ⅰ、Ⅱ与诱导剂Ⅲ之间差异极

显著（犘＜０．０１）。由此可得，ＲＡ、ＩＢＭＸ单独使用

诱导率极显著（犘＜０．０１）高于二者联合使用。

２．４　不同诱导液对犈犛细胞诱导分化为神经细胞

的影响

２．４．１　诱导分化为神经细胞的观察　　诱导１ｄ

后，９０％以上细胞集落状生长，呈圆形，可见个别单

个小的神经元样细胞出现。４８ｈ后，ＥＳ细胞伸出

突起，形成单一的多突起细胞；细胞集落变松散，边

缘伸出突起，突起连接成较紧密的网状。４ｄ后，

７０％左右ＥＳ细胞分化成神经元样细胞，单个神经

元样细胞呈树枝状突起，突起细长。甲苯胺蓝染色，

可见胞质中存在蓝紫色块状或颗粒状的尼氏体。诱

导产生的神经元样细胞７～８ｄ后逐渐凋亡。对照

组未见典型的神经元样细胞。

２．４．２　诱导分化为神经细胞的鉴定　　诱导后的

细胞ＮＳＥ、ＮＦ反应为阳性（图６、图７），呈棕黄色，

大多数细胞的胞体与突起呈强阳性，少数细胞只有

胞体呈强阳性，突起的部分免疫反应较弱。ＧＦＡＰ

反应为阴性（图８）。
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图１　鸡犈犛细胞的克隆（２００×）

犉犻犵．１　犜犺犲犮犾狅狀犲狊狅犳犮犺犻犮犽犲狀犈犛犮犲犾犾狊（２００×）

图２　培养５犱的第５代犈犛细胞的犃犓犘染色鉴定（４００

×）

犉犻犵．２　犜犺犲５狋犺犵犲狀犲狉犪狋犻狅狀犈犛犮犲犾犾狊犮狌犾狋狌狉犲犱犳狅狉５犱犪狔狊犻狊

狊狋犪犻狀犲犱犫狔犃犓犘狊狋犪犻狀犻狀犵（４００×）

图３　犎狅犲犮犺狊狋染色的鸡犈犛细胞克隆（２００×）

犉犻犵．３　犜犺犲犮犾狅狀犲狊狅犳犮犺犻犮犽犲狀犈犛犮犲犾犾狊狊狋犪犻狀犲犱犫狔犎狅犲犮犺狊狋

狊狋犪犻狀犻狀犵（２００×）

图４　鸡犈犛细胞加入成骨细胞诱导剂２１犱后进行钙结

节犞狅狀犓狅狊狊犪’狊染色（２００×）

犉犻犵．４　犆犺犻犮犽犲狀犈犛犮犲犾犾狊犪狉犲狆狅狊犻狋犻狏犲犳狅狉犞狅狀犓狅狊狊犪’狊狊狋犪犻

狀犻狀犵狅狀犱犪狔２１犪犳狋犲狉犻狀犱狌犮狋犻狅狀（２００×）

图５　鸡犈犛细胞加入成骨细胞诱导剂２１犱后进行免疫

组化鉴定，呈阳性反应（２００×）

犉犻犵．５　犆犺犻犮犽犲狀犈犛犮犲犾犾狊犪狉犲狆狅狊犻狋犻狏犲犳狅狉犮狅犾犾犪犵犲狀Ⅰ狊狋犪犻

狀犻狀犵狅狀犱犪狔２１犪犳狋犲狉犻狀犱狌犮狋犻狅狀（２００×）

图６　鸡犈犛细胞诱导后产生的神经元样细胞进行免疫

组化检测，呈犖犛犈阳性（４００×）

犉犻犵．６　犆犺犻犮犽犲狀犈犛犮犲犾犾狊犪狉犲狆狅狊犻狋犻狏犲犳狅狉犖犛犈狊狋犪犻狀犻狀犵犪犳

狋犲狉犻狀犱狌犮狋犻狅狀（４００×）

９０９
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图７　鸡犈犛细胞诱导后产生的神经元样细胞进行免疫

组化检测，呈犖犉阳性（４００×）

犉犻犵．７　犆犺犻犮犽犲狀犈犛犮犲犾犾狊犪狉犲狆狅狊犻狋犻狏犲犳狅狉犖犉狊狋犪犻狀犻狀犵犪犳狋犲狉

犻狀犱狌犮狋犻狅狀（４００×）

图８　鸡犈犛细胞诱导后产生的神经元样细胞进行免疫

组化检测，呈犌犉犃犘阴性（４００×）

犉犻犵．８　犆犺犻犮犽犲狀犈犛犮犲犾犾狊犪狉犲狀犲犵犪狋犻狏犲犳狅狉犌犉犃犘狊狋犪犻狀犻狀犵

犪犳狋犲狉犻狀犱狌犮狋犻狅狀（４００×）

图９　鸡犈犛细胞诱导２１犱后进行脂肪细胞油红犗染色

脂滴为橙红色（２００×）

犉犻犵．９　犆犺犻犮犽犲狀犈犛犮犲犾犾狊犪狉犲狆狅狊犻狋犻狏犲犳狅狉犗犻犾狉犲犱犗狊狋犪犻

狀犻狀犵（２００×）

图１０　犚犜犘犆犚扩增的脂肪细胞中犘犘犃犚γ犮犇犖犃的聚

丙烯酰胺凝胶电泳分析

犉犻犵．１０　犘犘犃犚γ犮犇犖犃犻狀犪犱犻狆狅犮狔狋犲狊犪犿狆犾犻犳犻犲犱犫狔犚犜

犘犆犚犻狊犪狀犪犾狔狕犲犱犫狔狆狅犾狔犪犮狉狔犾犪犿犻犱犲犵犲犾犲犾犲犮狋狉狅

狆犺狅狉犲狊犻狊

２．５　诱导分化为脂肪细胞的观察与鉴定

２．５．１　诱导分化为脂肪细胞的观察　　诱导１ｄ

后，９０％以上ＥＳ细胞集落状生长，细胞为圆形。２～３

ｄ后，少数细胞出现小脂滴，主要集中于核周围。９～

１０ｄ后，大多数细胞中出现脂滴，并有相互聚集的趋

势。１１～２１ｄ后，细胞中脂滴数明显增多，小脂滴聚

集为大脂泡，最终形成典型的戒环样结构。

２．５．２　诱导分化为脂肪细胞的鉴定

２．５．２．１　油红Ｏ染色鉴定：油红Ｏ染色后，显微镜

下观察，脂滴为橙红色（图９）。

２．５．２．２　ＲＴＰＣＲ检测脂肪细胞中犘犘犃犚γ表达：

提取的脂肪细胞总ＲＮＡ电泳显示，２８Ｓ、１８ＳＲＮＡ

条带清晰，浓度比约为２∶１。分光光度计检测

ＲＮＡ纯度和含量：Ａ２６０／Ａ２８０＝１．９，说明提取总

ＲＮＡ的完整性良好。经３２个循环的ＰＣＲ扩增后，

取１０μＬＰＣＲ扩增产物进行聚丙烯酰胺凝胶电泳

分析，凝胶上分别出现大小约为３０１ｂｐ左右的单一

条带（图１０），与预计结果相符。

３　讨　论

ＥＳ细胞源于动物胚胎内细胞团或原始生殖细

胞，具有长期自我更新能力和发育多潜能性，理论上

能分化为多种类型的细胞，如神经细胞、心肌细胞、

内皮细胞，甚至生殖细胞、精子，可作为细胞替代疗

法、胚系分化模型良好的试验材料。本研究证明了

鸡ＥＳ细胞的多向分化潜能，为其体外操作提供了

前提条件，为干细胞研究、药物开发和器官移植等领

域提供了必要的试验依据。
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　７期 李碧春等：鸡ＥＳ细胞体外定向诱导分化特性的研究

　　目前实现ＥＳ细胞诱导分化的方法主要包括：

外源性生长因子、转基因诱导、与其他细胞共培养

等。ＥＳ细胞定向诱导分化研究的一个重要目标是

控制其分化方向。本研究利用 ＤＥＸ、ＩＢＭＸ、胰岛

素、ＲＡ等化学物质实现了ＥＳ细胞向成骨、神经元

样和脂肪细胞的定向分化。结果表明：加入诱导剂

的ＥＳ细胞没有经过类胚体阶段直接分化，不仅诱

导分化效率较高、方法简单、易重复，而且诱导分化

的时间较短。在研究中，不同浓度组合的诱导分化

剂的分化率不同，可能是不同分化阶段所需的细胞

因子种类、最适浓度或组成不同。因而本研究根据

相关研究采用不同浓度组合的诱导分化剂，获得了

较高的诱导分化率。

３．１　犈犛细胞向成骨细胞的定向诱导分化

ＤＥＸ对ＥＳ细胞向成骨细胞分化有促进作用，

同时可抑制ＥＳ细胞增殖，提高碱性磷酸酶（ＡＬＰ）

活性，诱导表达骨钙素，增加Ｉ型胶原 ｍＲＮＡ，促进

细胞外基质胶原合成。βＧＰ提供磷酸离子作为合

成ＡＬＰ的底物，促进有机磷向无机磷转化，加速钙

盐沉着；而且破坏钙化抑制剂，从而启动钙化［１４］。

ＶｉｔＣ是胶原中脯氨酸和赖氨酸末端羟基化的共同

影响因子，通过诱导特异性分化蛋白基因的表达来

诱导ＡＬＰ活性的增加，刺激Ｉ型胶原合成，同时能

增加钙盐的沉积和促进钙化结节的形成［１５］。

目前，研究者大多联合使用地塞米松（ＤＥＸ）、β

甘油磷酸钠（βＧＰ）和维生素Ｃ（ＶｉｔＣ）以达到诱导

效果，但由于３者的浓度配比及组合方式不同，诱导

效果存在差异。本研究设计了３种诱导剂，结果发

现，各浓度组合的诱导分化剂均能诱导ＥＳ细胞产

生成骨细胞，诱导剂Ⅰ（１×１０
－７ ｍｏｌ·Ｌ－１ ＤＥＸ、

０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１βＧＰ和０．０５ｇ·Ｌ
－１ＶｉｔＣ）的诱导

分化率高于其他组，达７２％。诱导剂Ⅰ、Ⅱ与诱导剂

Ⅲ、Ⅳ之间差异极显著（犘＜０．０１），表明ＤＥＸ在诱导

骨向分化过程中，起主要作用，显著促进成骨细胞的

增殖与分化。

诱导２１ｄ后，ＳＡＢＣ免疫组化法检测Ⅰ型胶

原，试验组细胞呈阳性，而Ⅰ型胶原是成骨细胞增殖

和分化过程中增加最多的生物大分子，这进一步说

明诱导产生的是成骨细胞，从而证明ＥＳ细胞在体

外一定诱导条件下具有向成骨细胞分化的能力。

３．２　犈犛细胞向神经元样细胞的定向诱导分化

ＲＡ是一种强细胞分化诱导剂，作为ＶｉｔＡ在体

内的活性衍生物，对胚胎发育尤其是神经系统发育

起重要作用，可诱导拟胚体分化成多种细胞类型，如

神经细胞、肌细胞等，其分化方向取决于ＲＡ的作用

阶段以及作用剂量。因此，ＲＡ在ＥＳ细胞向神经细

胞的诱导分化中起重要作用。Ｗｏｕｔｅｒ等
［１６］证实单

纯用生物化学信号ＲＡ诱导就可使ＥＳ细胞产生有

功能的神经元。ＩＢＭＸ是一种磷酸二酯酶抑制剂，

能提高细胞内ｃＡＭＰ的水平，诱导人前列腺癌细胞

出现神经元形态［１７］。

本研究采用 ＲＡ和ＩＢＭＸ分别单独和联合诱

导，结果显示：诱导剂Ⅰ（２×１０
６ ｍｏｌ·Ｌ－１ ＲＡ）的

诱导率达８４％，诱导剂Ⅰ、Ⅱ效果间无显著差异（犘

＞０．０５），诱导剂Ⅲ效果极显著低于Ⅰ和Ⅱ（犘＜

０．０１）。这证明在体外，ＲＡ和ＩＢＭＸ均能诱导ＥＳ

细胞分化为神经元样细胞，但联合使用效果显著低

于单独使用效果，可能是二者在诱导鸡ＥＳ细胞向

神经元细胞分化方面无协同作用。

诱导后的神经元样细胞经甲苯胺蓝染色显示存

在尼氏体结构。免疫组化鉴定显示，诱导后，大多数

神经元样细胞的胞体与突起呈ＮＳＥ、ＮＦ强阳性，而

少数细胞只有胞体呈阳性，可能原因是该细胞尚处

于神经元前体细胞阶段。而 ＧＦＡＰ免疫组化反应

为阴性，说明本研究诱导产生的是神经元样细胞而

非星形胶质细胞。

３．３　犈犛细胞向脂肪细胞的定向诱导分化

本试验采用含１×１０－６ ｍｏｌ·Ｌ－１ ＤＥＸ、５×

１０－４ｍｏｌ·Ｌ－１ＩＢＭＸ和１０ｍｇ·Ｌ
－１胰岛素的诱导

液和含１０ｍｇ·Ｌ
－１胰岛素的循环液对ＥＳ细胞定

向诱导，油红Ｏ染色及犘犘犃犚γ的ＲＴＰＣＲ检测表

明ＥＳ细胞可定向分化为脂肪细胞。

研究表明，ＤＥＸ可激活细胞表面的核激素受体

超家族成员糖皮质激素受体，使其向脂肪细胞分

化［１８］。ＩＢＭＸ是磷酸二酯酶的特异性抑制剂，可通

过抑制ｃＡＭＰ的降解而提高其在细胞内的水平。

ｃＡＭＰ可通过激活结合蛋白（ＣＲＥＢ）调控Ｃ／ＥＢＰα

和Ｃ／ＥＢＰβ的表达，促进脂肪细胞的产生
［１９］。胰岛

素的存在使细胞内敏感性脂肪酶的活性提高，促进

脂肪细胞的形成［２０］。本研究中，诱导后的细胞中脂

滴逐渐增加并聚集成大脂泡，表现出与脂肪细胞相

似的生长特点，油红Ｏ染色结果显示脂滴为橙红色，

从而排除了由于细胞提取方法和自身特性而出现的

脂肪滴干扰，证实ＥＳ细胞向脂肪细胞的定向诱导。

过氧化物酶增殖物活化受体家族（ＰＰＡＲα、

ＰＰＡＲδ和ＰＰＡＲγ）调控脂肪细胞的分化。ＰＰＡＲγ
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亚型的表达呈脂肪组织特异性，是ＰＰＡＲｓ家族与

脂肪细胞分化最密切的组分，于大多数脂肪细胞特

异性基因尚未表达前已表达［２１］。本研究提取诱导

后细胞的总ＲＮＡ，经ＲＴＰＣＲ，凝胶上出现大小约

３０１ｂｐ的单一条带，说明诱导后细胞中有犘犘犃犚γ

表达，进一步证明ＥＳ细胞在体外具有的向脂肪细

胞分化的能力。

４　结　论

本研究证实了ＥＳ细胞的多向分化潜能，初步确

定向成骨细胞、神经元样细胞和脂肪细胞分化的诱导

剂中较理想的浓度配比和组合方式，为其在组织工

程、细胞移植、基因治疗等领域的运用提供了研究基

础，为最终实现组织器官的再生和替换提供了可能。
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