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要!建立能够稳定表达红色荧光的小鼠胚胎干细胞系#并研究其在体内不同部位形成畸胎瘤的能力&构建

含红色荧光蛋白!

[:E0K6GS

f

)0::

"的表达质粒#并采用磷酸钙法包装成慢病毒转染小鼠胚胎干细胞!

HG4P:

"&筛选

得到强阳性克隆#对其进行
E76\PE

检测和裸鼠%

P%M

小鼠体内成瘤实验验证细胞特性#最后获得稳定表达红色荧

光的胚胎干细胞!

E0K6G4P:

"&

E0K6G4P:

能够表达多能性基因#如
3R#A

#

G5&"

#

*965

7

等#也能在裸鼠体内成瘤&

不同部位的畸胎瘤在基因表达上有差异#其中肝部形成的畸胎瘤表达肝特性基因&成功建立稳定表达红色荧光的

小鼠胚胎干细胞系#其在体内形成的畸胎瘤性质受到体内环境的影响&

关键词!胚胎干细胞$红色荧光蛋白$畸胎瘤$肝特异性基因

中图分类号!
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胚胎干细胞$
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'*25:;0H50,,:
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G4P:

%是一类

原始的未分化细胞&来自早期胚胎的内细胞团$

2**0)

50,,H+::

&

QP@

%或桑椹胚&具有最高级的发育全能性&

理论上在合适的条件下可以分化出成体动物的所有组

织和器官$包括生殖细胞%&因此研究前景十分广阔*

$

+

'

但是胚胎干细胞在应用过程中还面临着成瘤的风险'

根据"胚巢理论#&即认为恶性肿瘤的最初来源是体内

残存的胚胎性细胞*

"

+

'受非胚胎环境的影响&残存于

正常组织中的胚胎性细胞会恶变形成肿瘤干细胞&这

是恶性肿瘤发生并且持续恶化的原因之一'

因为
G4P:

的研究比较多地集中在体外分化和

体内细胞组织修复&对
G4P:

做相应的标记可以更

好地观察
G4P:

的体外分化&及追踪其在体内参与

组织修复的过程'利用荧光物质示踪是人们对分子

水平进行观察时普遍采用的工具&已经有报道通过

给
G4P:

标记绿色荧光观察分化和发育情况*

!6A

+

'

红色荧光蛋白$

)0K-,(')0:50*;

f

)';02*

&

E]\

%发现

自珊瑚纲下动物的一类标记物&可与绿色荧光蛋白

共用&其激发和发射波长更长&具有发光效率高)耐

光性强)细胞内成像背景低)对多
f

X

值耐受力强的

优点*

%6C

+

&在实际应用中可以起到与绿色荧光互补的

作用&为细胞内的多色标记提供更多的荧光标记'

为了更好追踪胚胎干细胞进入体内的变化&笔者

利用携带
[:E0K6GS

f

)0::

的慢病毒转染
P%M

小鼠胚

胎干细胞$

HG4P:

%&获得了可以稳定表达红色荧光蛋

白的胚胎干细胞系$

E0K6G4P:

%'

E76\PE

检测和体

内成瘤实验的结果均证明
E0K6G4P:

全能分化性未受

到明显影响'其次&将
E0K6G4P:

注入
P%M

小鼠的不

同部位$皮下&腹腔和肝部%&观察其形成肿瘤的能力&

研究体内不同微环境对胚胎干细胞的作用'

!

!

材料和方法

$?$

!

材料

"D!7

细胞$美国菌种保藏中心%&裸鼠)

P%M

小鼠



$中国科学院上海实验动物中心%,
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合成试剂盒)

4ZVE

1

E0+,;2H0

\PE @+:;0)@2S

试剂盒购自
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)
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]V4

)

=0()'L+:+,@0K2(H
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购自
U2L5'

公司,其余为国产分析纯试剂,引物

合成均为上海
Q*92;)'

3

0*

公司合成'

$?"
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方法

$?"?$

!

[:E0K6GS

f

)0::

表达载体构建及慢病毒包装

以
f

Y>$"#6/@E

为模板
\PE

得
[:E0K

片段&上

游引物为!

P7NUP7NUP7NUN7UUPP7PP7PPUN

&

下游引物为!

7UU7UUNPNNUUNPN7P P77NNU

PUU

&应用
*J-Q

和
;R5?Q

双酶切连入慢病毒表达载

体
\Y>$"#6G]$

$

&得到
[:E0K6GS

f

)0::

'

采用三质粒磷酸钙转染
"D!7

细胞的方法获得

携带标记基因的慢病毒'质粒准备!应用
lQNUG=

公司的
lQNUG=\,+:H2K\()2-25+;2'*

试剂盒大量

抽取
[:E0K6GS

f

)0::

)

f

:\NW"

和
f

@["?U

&经分光

光度法准确定量后按照
!_"_$

的质量比混合均

匀'细胞准备!将生长状态良好的
"D!7

细胞培养

在
$#R ]V4

的无抗生素
[@G[6X

培养液中&

$#5H

细胞培养皿预包被
#?$R

明胶&至细胞密度约

为
F#R

#

D#R

'每个
$#5H

细胞培养皿操作!

$"A

+

Y

的
P+P,

"

与适量的水混合均匀&将已混匀的质粒混

合液逐滴加入&终体积为
$HY

&吹打混匀,加入

$HY"SXG\G4

液&混匀静置
"#H2*

,将混合液均

匀点加到细胞培养皿后&轻晃扩散,

C/

后&移除含

有
[=N

磷酸钙复合物的上清&代之以正常培养液

[@G[6X

$

$#R]V4

%并开始计时,转染
"A/

后&补

加
%HY

培养液,

AF

)

M"/

各收集一次病毒&将合并

的病毒上清在高速超滤浓缩离心管中离心浓缩
%#

倍&

BF#b

保存'

$?"?"

!

建立稳定表达
E]\

的
G4

细胞系

对
P%M

小鼠的
G4P:

采用
="V"MO!2

无血清培

养体系*

M

+

&培养板用明胶预包'将病毒浓缩液点加

入生长状态良好的
HG4P

&

$"/

后换液&隔天荧光显

微镜下观察荧光表达情况&挑出红色荧光的
HG4P

单克隆化&

DC

孔板扩大培养
!K

后转移到
"A

)

C

孔板

扩大培养&挑取荧光最强克隆二次筛选'

将获得的
[:E0K6G4P:

用天根公司的
[=N

提

取试剂盒总
[=N

'用
\PE

对转基因细胞进行基因

表型检测'

[:E0K6GS

f

)0::

引物为上游引物为!

P7NUP7NUP7NUN7UUPP7PP7PPUN

&下游引

物为!

7UU7UUNPNNUUNPN7PP77NNUPUU

'

$?"?!

!

胚胎干细胞在不同部位的成瘤

选择生长状态良好的
[:E0K6G4P:

&制成高密

度单细胞悬液$

\V4

%&分别
$T$#

C个细胞注射到裸

鼠的皮下&

P%M

小鼠的皮下)腹腔和肝部$经肝门静

脉注射%'

A

周后&处死小鼠&观察成瘤情况&摘除畸

胎瘤'将得到的畸胎瘤用
AR\]N

固定&送由东方

肝胆外科医院病理科进行石蜡包埋&按照步骤对切

片进行
XiG

染色*

F

+

'

$?"?A

!

E76\PE

及
I

\PE

法检测细胞组织中的基

因表达

!!

将各部位获得的畸胎瘤切小块研磨&应用

7)2J',

法提取细胞总
HE=N

&细胞则直接弃去上清

后加入
7)2J',

提取'经
Q@\YG=

公司的微量核酸

蛋白检测仪测定浓度后&采用
7dZdVd

公司的

E090)7)+N50

I

\PEE7 @+:;0)@2Sj2;/

3

[=N

E0H'90)

试剂盒反转录为
5[=N

&

B"#b

保存'

5[=N

样品用
KKX

"

d

稀释后进行半定量
E76\PE

&

以检测干细胞标记
3R#A

)

G5&"

)

*965

7

)

;N

7

$

)

B

7A

A

)

<#

A

$

的表达'每
$##

+

Y\PE6@+:;0)H2S

种

$#T7+

I

V(--0)$#

+

Y

&

K=7\

$

$#HH',

-

Y0+5/

%

A

+

Y

&上下游引物$

$#

+

H',

-

Y

%

%

+

Y

&

7+

I

[=N

\',

<

H0)+:0

$

%8

-

+

Y

%

!

+

Y

&各基因引物见表
$

&

%

.2R#,6

为内参'反转录得到的
5[=N

按
$_A

稀释&

取
$

+

Y

作模板&加入到
$D

+

Y\PE6@+:;0)H2S

&按

DAb$H2*

)核酸解链温度
B%bA%:

)

M"b$H2*

循环

"%

次&

M"b

终延伸
$#H2*

的程序进行
\PE

扩增'

表
!

!

FUGHVF

引物

基因 上游引物 下游引物
核酸解链

温度-
b

3R#A UP7PNUPP77NNUNNPN7U7U7NNUP UPP7PN7NP7P77P7PU77UUUN C#

G5&" 7NUNUP7NUNP7PPUUUPUN7UN 77UPP77NNNPNNUNPPNPUNNN C#

*965

7

PNUU7U777UNUUU7NUP7P PUU77PN7PN7UU7NPNU7P C#

<#

A

$ UUN7U7PPPUU7UNP7NPU7P7U UUPUUN7P7UU77N7PUNNUUU7 C#

;N

7

$ UNNU7P7UU77PP77UUPNUUN7U NP7PUN7NPNP7UUPP7NUP C#

B

7A

A PU7UU7UNUPN7P77PUUNU7UU PP77P77UU7PPUPPPU77P77N C#

%

.2R#,6 N77P77PU77U7PNNUPPUPPNNNU7UUNU NU77U777UP7UPUUNU77U7PN7P7PU7P %%
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E0+,672H0

I

\PE

通过
7dZdVd

公司的
4ZVE

1

E0+,;2H0\PE@+:;0)@2S

试剂盒&应用
NVQ4;0

f

d*07@

E0+,672H0\PE4

<

:;0H

检测肝特异性基因
2B@

基因的

表达水平&

:9

Y

MJ

为内参&各基因的引物见表
"

'

表
'

!

F4=KGU7I4

^

HVF

引物

基因 上游引物 下游引物

:9

Y

MJ PN7UUPP77PPU7U77PP7N UPUUPNPU7PNUN7PPN

2B@ 7P777PPNP7PPNP777UUP UUPUN7UUU7U777NUNNNU

'

!

结
!

果

"?$

!

构建稳定表达红色荧光蛋白的小鼠胚胎干细胞

含
[:E0K6GS

f

)0::

的慢病毒三质粒按比例经磷

酸钙法转染
"D!7

细胞
"A

)

AF/

后在荧光显微镜下

可见
M#R

)

D#R

的细胞发出红色荧光$图
$

%&证明携

带
[:E0K6GS

f

)0::

的慢病毒已经在细胞内成功包

装&而且转染效率较高'将病毒浓缩液转染
HG4P:

"A/

以后&可在荧光显微镜下观察到发红光的克

隆'挑选荧光强度较大的单细胞于
DC

孔板中二次

培养&得到稳定表达红色荧光蛋白的小鼠胚胎干细

胞系$

E0K6G4P:

%$图
"

$

+

%%'

\PE

结果证明
E0K6G4P:

携带约
M##L

f

的
[:E0K

基因$图
"

$

L

%%'

图
$

!

慢病毒转染
"D!7

细胞情况

图
"

!

获得稳定表达红色荧光蛋白的
HG4P:

"?"

!

E0K6G4P:

具有多能性

图
!

为半定量
E76\PE

检测
E0K6G4P:

部分多

能性基因的结果&一些与干细胞多能性相关的基因

如
3R#A

)

G5&"

)

*965

7

等的表达与未转染的
G4P:

相比没有明显差别'将
E0K6G4P:

细胞注射入裸鼠

皮下&

A

周后可以形成约
$5H

的肿瘤&图
AXiG

染

色可见肿瘤含有三胚层的组织&证明
E0K6G4P:

具

有全能性'

G4P:

经慢病毒转染后能够表达红色荧

光蛋白&转染过程对它的多能性影响不大'

!

注!

G4P

!未经病毒处理细

胞&作为阳性对照,

@G]

!小

鼠胚胎成纤维细胞&作为阴

性对照'

图
!

!

E0K6G4P:

多能性基因的表达结果

图
A

!

裸鼠内形成畸胎瘤的
XiG

染色结果

"?!

!

E0K6G4P:

在体内不同部位成瘤

将相同浓度的单细胞悬液注射到
P%M

小鼠的

皮下&腹腔和肝脏&

A

周后处死小鼠&均可在注射部

位观察到畸胎瘤的生成'这些畸胎瘤从外观上没有

明显的差异&但是图
%E76\PE

的结果表明某些多

能基因的表达受到了影响&如
B

7A

$

&

<#

A

$

在皮下和

图
%

!

不同部位畸胎瘤多能性基因的表达

注!

E0K6G4P

!阳性对照,

@G]

!阴性对照,

47

!皮下

畸胎瘤,

\7

!为腹腔畸胎瘤,

Y7

!肝部畸胎瘤'

CA"
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腹腔的畸胎瘤组织中没有表达&但在肝脏畸胎瘤组

织中表达量升高'因为肝部微环境比其他部位要复

杂得多&所以我们另外检测了
2B@

这个肝部特异性

表达的基因'从图
C

I

\PE

的结果可以看出&肝部畸

胎瘤的
2B@

的表达上是远高于其他部位的畸胎瘤'

图
C

!

不同部位畸胎瘤细胞肝特异性基因的表达

注!以
G4P

的
N]\

表达量为
$

&

47

!皮下畸胎瘤&

\7

!腹腔畸胎

瘤&

Y7

!肝部畸胎瘤'

$

!

讨
!

论

胚胎干细胞在再生医学和疾病模型研究拥有巨

大潜力&自发现以来一直是科学界的研究热点'在

不影响
G4P:

的全能性的情况下&建立带有明显标

记的胚胎干细胞无疑是为
G4P:

的体外分化和体内

研究带来极大的便利'红色荧光蛋白表达稳定&十

分适合标记细胞&在不少情况下可以起到与绿色荧

光蛋白互补的作用'这项研究中&利用慢病毒将红

色荧光蛋白基因导入胚胎干细胞&通过二次筛选得

到稳定表达红色荧光蛋白的胚胎干细胞系$

E0K6

G4P

%'其后的多能基因检测和裸鼠成瘤试验均表

明&插入的
E]\

基因并未对细胞的多能性造成极大

的影响&

E0K6G4P:

仍保有
G4P:

的部分全能性'

尽管在研究中发现体内不同部位
EG[6G4P:

都可以形成畸胎瘤&在肿瘤的外观没有明显的差别&

但是从
E76\PE

的结果可以发现&

G4P:

的多能性

受到了部分影响'虽然
4'S"

和
=+*'

3

这
"

个干细

胞维持多能性的重要调节基因的表达没有明显的减

少&但是
B

7A

$

)

<#

A

$

在皮下和腹腔畸胎瘤的表达明

显下降&

<#

A

$

的表达在肝脏畸胎瘤中却呈上升状

态'成纤维细胞生长因子
$

$

]U]$

%受
B

7A

$

编码&

是
]U]

蛋白家族一个重要的成员&参与胚胎发育)

细胞增殖)血管形成)组织修复等广泛的细胞生理活

动*

D

+

&

B

7A

$

的表达改变对细胞的影响是十分深远

的'

<#

A

$

基因在维持干细胞的自我更新起到重要

的缓冲调节作用&可以通过与
D

'

R

和
@?F"

协同作

用维持胚胎干细胞的全能性和长期增殖能力*

$#

+

'

肝脏畸胎瘤中
<#

A

$

的表达明显升高可能是胚胎干

细胞受到肝脏微环境作用为维持自我更新能力的一

个应激反应'

目前&干细胞的体外培养诱导是其进入临床应

用的主要途径&科学家已经采用拟胚体诱导)体细胞

共培养)三维立体培养等多种方式成功的将人的胚

胎干细胞诱导分化为心肌细胞)造血细胞)神经细

胞)少淋巴细胞)胰岛细胞等几十余种细胞&并且这

些细胞移植入体内能够模拟一定的生物功能*

$$6$!

+

'

胚胎干细胞之所以不能直接应用于临床的原因是其

在体内的分化不受控制&若直接注入体内会形成畸

胎瘤&引发免疫反应*

$A

+

'畸胎瘤是一类自胚胎性组

织的恶性瘤组织&其分离得到的细胞兼具肿瘤恶性

和多能性&为胚胎癌细胞$

GP

%'由于胚胎癌干细胞

特性与肿瘤干细胞特性有相近之处&有学者猜测肿

瘤干细胞可能来自于正常干细胞的癌变&有少量存

在于成体器官中的胚胎性组织&一般处于静息状态&

但是若所处微环境变化&这些残存的胚胎组织会重

新开始增殖&但由于相关的调控的缺失&只能产生大

量类似胚胎组织的细胞而不能发育成完整的个体&

形成肿瘤'因为胚胎组织的这种变化与体内环境相

关&故本文通过将胚胎干细胞注射入皮下&腹腔和肝

内&观察体内不同微环境对胚胎干细胞的影响'

肝脏是人体一个重要的器官&功能繁多&因此肝

脏微环境比皮下或者腹腔要复杂许多&胚胎干细胞

可能在这样复杂的环境下获得某些肝特性'我们用

I

\PE

法检测肝部畸胎瘤检测的
2B@

表达'

2B@

是幼肝细胞特异性表达的基因*

$%

+

&表明有部分细胞

在肝部微环境的影响下向着肝细胞的方向分化'值

得注意的是
N]\

同时也是肝癌细胞的一个标记

物*

$C

+

&

G4P:

在肝脏微环境的影响下也存在着朝肝

癌细胞方向恶化的可能性'

)

!

结
!

论

通过慢病毒转染的方法成功构建了稳定表达红

色荧光蛋白的小鼠胚胎干细胞系&并且标记蛋白的

表达对胚胎干细胞的全能性没有明显影响&将该细

胞注射入体内不同部位均可形成畸胎瘤'但是这些

畸胎瘤细胞在某些多能性基因和组织特异性基因的

表达存在着一定的差异&甚至有表达癌症相关的标

记基因&说明体内微环境对
G4P:

的影响是复杂多

变的&在今后的胚胎干细胞研究中对体内环境应该

更加重视'

MA"
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