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摘要 � 目的:探讨小鼠胚胎干( ES)细胞在无血清培养基中以单层粘附培养方式向神经分化的方

法。方法: 比较 ES细胞在不同培养基中的生长情况,分析 ES细胞在不同时间分化形成神经细胞

的比例。结果: ( 1) DMEM�F12和 Neurobasal�B27的 1�1混合培养基最适合 ES的生长。( 2)单层粘

附的 ES 细胞表达神经细胞粘附分子(NCAM)的比例随时间增长而增加, 而 nestin的表达先增加

后下降。( 3) ES细胞可在两周分化为神经胶质及神经元,形成神经网络。结论: 小鼠 ES 细胞可

在单层粘附培养中获得向神经的高效分化。
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� � 小鼠胚胎干( ES)细胞能够产生各种细胞类型。

但由于不能有效控制 ES细胞的体外分化,因此,将

其作为细胞移植治疗的一种细胞来源受到限制。

对ES细胞而言, 将单细胞悬浮培养后开始出现神

经分化, 但所获得的神经分化比例很低( 0�1% ~

0�2% )
[ 1]
。多数研究认为多细胞的聚集, 即形成胚

胎小体( embryonic body, EB)或与诱导分化的基质

细胞共培养,是 ES 细胞向神经细胞有效分化起始

的必需条件。通过 EB 形成后加入全反式维甲酸

(RA)或者与特定的基质细胞共培养, 可获得向神

经细胞的高效分化
[ 1, 2]

, 其中 RA 的作用是多方面

的并具有不确定的生理相关性,而基质细胞具有不

明确的神经诱导活性
[ 3]
。这种分化条件较为复杂,

并且 EB的外层细胞先分化而内层细胞仍保持未

分化状态,形成的细胞群分化不均一。本文报道一

种在单层粘附培养中从 ES细胞获得向神经细胞有

效分化的方法。

1 � 实验材料和方法

1. 1 � 未分化 ES细胞的培养

小鼠 ES J1 细胞系由哈佛大学王征宇博士惠

赠,该细胞系由 SNL 作为滋养层, 按 Orimo 等
[4]
的

方法培养, DMEM( Gibico )培养液中加入 0�1mmol�L
的非必需氨基酸, 小鼠的白血病抑制因子( mLIF)

( Stemcell 公司 ) 10ng�ml, 100�mol�L 的硫代甘油
(MTG) ( Sigma公司)及谷氨酰胺 2mmol�L,每 24h换

培养液,隔日传代。

1. 2 � ES细胞分化的条件

首先将未分化的 ES细胞利用差速贴壁法去除

SNL 滋养层细胞(SNL在培养 1h即可贴壁, ES 细胞

贴壁需 4~ 6h) , 使其在由 LIF 的培养液中继续生长

达到 60% 汇合。将上述无 SNL 的 ES 细胞用

0�05%�0�02%的胰酶�EDTA( Gibico) 消化后以 1 ∀

10
4�cm2

种在用 1%明胶包被的 6孔及 24孔培养板

中( Corning 公司 ) , 分别用 DMEM�F12�Neurobasal�
B27( 1�1 混合, Gibico )、DMEM�F12�B27 ( Gibico )及
DMEM�F12加 2% BSA( Sigma)培养基同时添加 ITS

(胰岛素、转铁蛋白和硒酸钠混合物, Giboco)培养,

隔日半量换液。在 6、12、24、48、96h, 将 24孔板中

的ES细胞置于相差显微镜下观察, 并各选取三孔

消化收集细胞,用胎盘蓝染色后活细胞计数。

1. 3 � 流式细胞检测

收集 6孔板中第 2、4、8天单层培养的细胞,分

别用 PE标记的 CD31单克隆抗体、IgG对照 (均购

自 BD Biosciences 公司 ) 和鼠源的 NCAM 单抗

(Chemicon公司)及相应的 FITC 标记的兔抗鼠二抗
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(SouthernBiotech 公司)标记细胞, 用流式细胞仪(美

国 BectonDickinson公司)检测阳性率。

1. 4 � 免疫细胞化学染色

不同时间的培养细胞用 4%的多聚甲醛固定

40min后, 0�1mol�L 的 PBS冲洗 2 次, 用 1% Triton�
100透膜 15min, 0�02%Tween20�PBS洗 5min, 0�02%
Tween20�1%BSA�PBS洗 5min, 3%的 BSA孵育1h以

便消除非特异染色。使用一抗为鼠源 nestin( 1�

200)单克隆抗体、兔源 GFAP( 1�1000)多抗、鼠源

NCAM( 1�200)单抗、兔源NF( 1�200)单抗、鼠源 #��
tubulin( 1�400)单抗(均购自 Chemicon公司)及相应

的抗鼠、抗兔的 FITC( 1�200)、TRITC( 1�200) (购自

SouthernBiotech公司)标记的二抗。用 3% BSA将一

抗稀释为相应浓度在 4 ∃ 孵育过夜, 加相应二抗后

室温避光 1h, 60% 甘油�PBS 封片, 用 Olympus7lx

(Japan ) 及 SPOT RT CCD ( Diagnost ic Instruments,

Sterling Heights, MI) 照像。

1. 5 � 细胞计数及数据处理

活细胞用胎盘蓝染色后血球计数仪计数, 免疫

荧光染色后的阳性细胞数用 SPOT 软件( Diagnost ic

Instruments)图像合成后计数, 数据用均数 % 标准差

(SD)表示,两组数据间用 t 检验, P < 0�05时有显
著差异。

2 � 结 � 果

(1)单层粘附的ES在三种无血清培养条件下的

图 1 � ES细胞在不同培养基中的生长情况
在相同的接种密度下(1�0∀ 103�cm2) ,在 48h及 96h, DMEM�F12+ ITS�
Neurobasal�B27中的活细胞数较DMEM�F12+ ITS+ B27中的多( * P< 0. 05)

图 2� 在 96h, 不同培养基中活细胞增加的倍数
DMEM�F12+ ITS�Neurobasal�B27 和 DMEM�F12 + ITS�Neurobasal�B27 较
DMEM�F12+ ITS+ 2%BSA中存活的细胞数明显增多( * * P< 0. 01, * P< 0. 05)

图 3 � 单层粘附生长的 ES细胞在无血清培养基 DMEM�F12+ ITS�Neurobasal�B27 中不同时间的生长状态

6h以 1. 0∀ 103�cm2 接种,到 96h已汇合,并开始复层生长,表层有部分死细胞
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生长情况不同。在相同的接种密度下 ( 1�0 ∀

10
4�cm2

) , ES细胞生长 48h及 96h后活细胞计数显

示, DMEM�F12+ ITS�Neurobasal�B27 中的细胞数较
DMEM�F12+ ITS+ B27中的多( * P< 0�05) (图 1)。

计算在 96h三种无血清培养基中活细胞增加的倍

数。结果显示, DMEM�F12 + ITS�Neurobasal�B27 和
DMEM�F12+ ITS�Neurobasal�B27 无血清培养基较
DMEM�F12+ ITS+ 2%BSA中存活的细胞数明显增

多(
**

P< 0�01, * P< 0�05) (图 2)。用相差显微镜

观察单层粘附生长的 ES 细胞在无血清培养基

DMEM�F12+ ITS�Neurobasal�B27 中的生长状态。6h

ES以 1�0 ∀ 10
4�cm2

接种, 随时间增加,单层粘附生

长的细胞集落逐渐增大,到 96h已汇合,并开始复

层生长,表层有少量死细胞(图 3)。

( 2)流式细胞检测显示,单层粘附的 ES 细胞,

在DMEM�F12�Neurobasal�B27无血清培养基中生长
48h后, 出现 NCAM 表达阳性的细胞, 阳性率为

18�7% % 5�7% , 并且 NCAM 表达阳性细胞的比例

随时间增长而增加, 第 4天时为 31�5% % 6�1% ,在

第8天时, 可达 73�2% % 4�3%。而 ES细胞 CD31

的表达随时间增长而下降, 第 2 天时 82�3% %

7�2% ,第 4天为 50�1% % 6�4% , 在第 8天时下降

为 17�6% % 5�2%(图 4)。

( 3)免疫细胞化学染色显示,在单层粘附的ES

图 4� 流式细胞检测显示, 单层粘附的 ES细胞, 在 DMEM�F12�Neurobasal�B27无血清培养基中生长 48h后,出现

NCAM 表达阳性的细胞,并且 NCAM 表达阳性的细胞比例随时间增长而增加,而 CD31 的表达随时间增长而下降

细胞中, nestin 的表达在第 4 天时升高 ( 44% %

10% ) ,第 6天时达到最高比例( 72�7% % 4�8% ) ,第

8天时开始下降( 66% % 4�0% )。推测上述 ES细胞

分化的 nestin阳性的神经祖细胞在第 8天时开始

向神经胶质细胞及神经元分化(图 5)。单层粘附

的ES培养两周后, 相差显微镜下可见大部分细胞

有细长突起长出,相互间形成神经网络(图 6)。免

疫细胞化学染色后显示, GFAP 阳性的细胞达到

63�6% % 7�8%, 44�7% % 6�8%的细胞表达 NF, 而

35�7% % 6�9%的细胞表达 #��tubulin(图 7, 8)。上

述结果说明,在单层粘附培养体系中,从 ES细胞分

化为表达 nestin的神经祖细胞需要 4~ 6天。经两

周时间,神经祖细胞已分化为神经胶质及神经元,

图 5� 单层粘附生长的 ES细胞在无血清培养基

DMEM�F12+ ITS�Neurobasal�B27 中生长,在不

同天数, nestin阳性细胞的百分比的变化

第 4天时 nest in阳性细胞开始增多,第 6天最高,

到第 8天开始下降
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图 6 � 单层粘附生长的 ES细胞在无血清培养基 DMEM�F12+ ITS�Neurobasal�B27中生长分化两周时,

大部分细胞长出细长突起,呈神经样细胞( a) , 高倍镜下可见细胞间有神经网络形成( b)

图 7 � 单层粘附生长的 ES细胞在无血清培养基 DMEM�F12+ ITS�Neurobasal�B27中生长分化两周时,

用免疫组化染色检测星形胶质细胞的标志(GFAP)及神经元标志( NF,�� tubulin# )

阳性细胞用红色(TRITC)及绿色(FITC)显示, 蓝色的胞核用 DAPI 复染

形成神经网络。在无外源细胞因子存在时, 形成的

胶质细胞与神经元细胞比例恒定, 前者多于后者。

图 8� 单层粘附生长的 ES细胞在无血清培养基 DMEM�

F12+ ITS�Neurobasal�B27中生长分化两周时, 用免疫组

化染色检测星形胶质细胞的标志( GFAP)及神经元标志

(NF, ��tubulin # )。显示在无外源细胞因子时, 表达

GFAP的星形胶质细胞多于表达 NF 和 ��tubulin#的神

经元细胞( * P< 0. 05)

3 � 讨 � 论

如何诱导 ES 细胞向特定的细胞表型分化, 也

是研究阐明脊柱动物胚胎胚系分化多样性所面临

的挑战。从全能的 ES细胞分化形成神经外胚层的

机制并不很清楚。从鸡胚研究表明,这种胚系的形

成可能是一种缺省途径也可能是一种指导途

径
[ 5, 6]
。Ying等

[7]
发现, 多细胞的聚集对于激活鼠

胚中神经外胚层的特异基因 Sox1的表达并不是必

需的,当 ES细胞在明胶包被的培养板上生长而撤

去白血病抑制因子( LIF)时,细胞分化被启动,但分

化细胞在有血清存在时并不表达神经外胚层特异

的基因�Sox1基因, 而在无血清时出现该基因的表

达。ES 细胞在早期就有内皮细胞的表面标志

CD31的表达
[ 8, 9]

,我们发现, ES细胞在无血清分化

的第二天, 82�3%的细胞表达 CD31,到第 8 天时下

降至 17�6%,推测血清中含有的一些细胞因子促使

81第12期 汤锋武 等:小鼠胚胎干细胞在单层粘附培养中向神经细胞的分化



ES细胞向非神经细胞如向内皮、造血分化, 而无血

清存在时,相关的信号途径不再被激活, 基因表达

下调或关闭。研究表明,胚胎在神经分化时, 需要

成纤维生长因子 FGF 的信号,而 ES 细胞表达一定

量的FGF4 蛋白
[ 10~ 12]

。因此, 上述单层粘附的 ES

细胞向神经细胞的分化并非必需外源诱导信号的

刺激, ES细胞在培养过程中自分泌产生 FGF 可能

是诱导 ES 细胞向神经分化的主要原因。由此可

见,去除血清是单层粘附 ES细胞自发向神经分化

的必需条件。

为了使ES细胞在无血清时也能得到更好的生

长,我们用 DMEM�F12和 Neurobasal�B27的 1�1混

合培养基、DMEM�F12�B27及 DMEM�F12加 2% BSA

三种培养基并添加 ITS对 ES细胞进行单层粘附培

养,并对不同时间的生长情况进行分析。结果显

示,在无血清时, DMEM�F12和 Neurobasal�B27的 1�

1混合培养基最适合 ES的生长, DMEM�F12�B27次
之,而 DMEM�F12加 2%BSA最差,生成的活细胞数

在两周时分别为接种时的 7�4、5�3 和 1�7 倍。因
此,无血清时, 通过优化培养基的配方仍能够获得

ES细胞的良好生长。

我们发现单层培养的小鼠 ES细胞在向神经分

化时,第 2天既有 NCAM 的表达, 到第 8天时比例

可达到73�2%。由于NCAM表达在细胞表面, 容易

与其抗体结合, 因此, NCAM 可作为用荧光激活的

流式细胞分选( FACS)的细胞表面标志, 从 ES细胞

中分选分化的神经细胞。nestin 的表达在第 2天即

出现,第 4天升高,到第 6天时达最高,第 8天后开

始降低。从上述 nestin表达比率的变化推测,在此

培养条件下, 从 ES细胞分化的 nestin阳性的神经

祖细胞在第 8天时已进一步分化为成熟的神经细

胞, 从而使 nestin 表达比率下调。分化两周的 ES

细胞用免疫细胞化学染色发现,有 63�6% % 7�8%
的分化为 GFAP 阳性的星形胶质细胞, 而 44�7% %

6�8%表达 NF, 35�7% % 6�9%的表达 #��tubulin,后
两者均为神经元的标志。说明由 ES 分化的 nestin

阳性的神经祖细胞在没有外源细胞因子作用时,既

能分化为神经胶质细胞又能分化为神经元, 但前者

的比例较后者多。

总之,用粘附单层培养小鼠ES细胞, 可获得高

比例的神经细胞,在分化第6~ 8天时以 nestin阳性

的神经祖细胞为主, 分化两周时产生大量表达

GFAP 的星性胶质细胞及表达 NF、#��tubulin的神
经元。这一分化培养体系可为进一步研究神经细

胞分化的分子机制以及为获得大量神经祖细胞作

为细胞移植治疗的细胞来源提供一种技术平台。
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Differentiation of Mouse Embryonic Stem Cells into

Neural Cells in Adherent Monoculture

TANG Feng�wu � LI Zong�jing � FAN Cun�gang � LU Shi�hong � LIU Bin � HAN Zhong�chao
( State Key Laboratory of Experimental Hematology, National Research Center for Stem Cell Engineering & Technology,

Chinese Academy of Medical Sciences & Peking Union Medical College, Tianjin � 300020, China)

Abstract � Objective : To evaluate different methods of adherent monocultured mouse embryonic stem ( ES)

cells& differentiation into neural cells in serum�free medium. Methods: We selected the best medium fitted for ES

cells culture, and analyzed the neural differentiation of ES cells by comparing increased number of viable cells among

different serum�free medium. Results: ( 1) DMEM�F12�Neurobasal�B27 was the opt imal serum�free medium suitable

for ES cells monoculture. ( 2) The percentage of cells positive for neural cell adhesion molecule ( NCAM) increased

along with the t ime,while the percentage of nestin positive cells began to increase at day 4 and then dropped at day 8.

(3) Two weeks later, 63�6% % 7�8% of cultured cells expressed glial f ibrillary acidic protein ( GFAP) , 44�7% %
6�8% cells expressed neurofilament (NF) and 35�7% % 6�9% cells expressed #��tubulin. Conclusion: In adherent

serum�free monoculture, ES cells can suff iciently develop into neural precursors and then different iate into astrocytes

and neurons.

Key words � Embryonic stem ( ES) cells � Differentiation � Neural cells � Monoculture
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Comparison of the Expression Properties of Three Mammary

Gland�specific Expression Vectors
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Abstract � To compare the expression properties of self�constructed mammary gland�specific vector p205C3 with

vectors pBJ41 and pBC1 obtained from abroad, hLYZ cDNA was subcloned into the three vectors. After mixing with

25kDa polyethylenimine ( PEI) , the three recombinant vectors, p205C3LYZ, pBJLYZ and pBCLYZ, were injected into

mice in lactation via tail vein route, respectively.Micrococcal lysis assay of the milk samples showed that the cDNA was

efficiently expressed in the mammary glands with similar expression levels ranging from 60 to 87mg�L. Different tissues
of each vector�injected mouse were assayed for transcription of hLYZ mRNA by dot�blott ing and for expression of hLYZ

activity by Micrococcal lysis assay. The results showed that expression of the three recombinant vectors was mainly

restricted to mammary glands with some degrees of ectopic expression in spleen, intestines and�or kidney. These data

indicate that expression properties of the self�constructed mammary gland�specif ic vector p205C3 were similar to other

two vectors obtained from abroad and usable for developing mammary gland bioreactors.

Key words � Human lysozyme cDNA � Mammary gland�specific expression vectors � Transient expression
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