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北京油鸡胚胎肝脏间充质干细胞的生物学特性
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摘要 从7日龄北京油鸡胚胎肝脏中分离间充质干细胞,原代培养并传代至15代,免疫荧光法检测造血祖

细胞/肝卵圆细胞的表面标志物CD34、CK19呈阴性表达;RT-PCR检测CD29、CD44、CD71、CD73呈阳性表达。

尝试不同培养条件对细胞生长曲线的影响,选取最佳培养方案,同时对细胞进行细胞周期测定。肝脏间充质干

细胞通过不同诱导液被成功诱导分化成脂肪细胞、心肌细胞,结果表明,从鸡胎肝中分离获得的间充质干细胞具

有和人类间充质干细胞相似的生物学特性及分化潜能,其所具有多向分化的潜能,为今后临床广泛应用提供了

可能。
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  间 充 质 干 细 胞 (mesenchymalstem cells,

MSCs)是来源于早期中胚层的一类具有自我更新

和多向分化潜能的成体干细胞,存在于机体各个组

织内,具有贴壁能力,体外能够大量扩增和免疫原性

低的特点,其在特定条件下可向成骨细胞、脂肪细

胞、软骨细胞和肌细胞等细胞类型分化,是一种较为

理想的细胞治疗应用的种子细胞。
北京油鸡是中国特有的肉蛋兼用型优良家禽品

种,曾为清代宫廷御用鸡种,距今已有300余年历

史,其肉质细腻、肉味鲜美、蛋质优良、生活力强、遗
传性稳定,适合北京地区散养。21世纪初北京油鸡

已处于畜禽遗传资源受威胁等级目录中仅高于濒临

灭绝等级的濒危资源等级[1],已被列入国家级畜禽

遗传资源保护名录[2],同时北京油鸡是国内37个受

到严重威胁的畜禽遗传资源品种之一。笔者应用现

阶段主流细胞生物学研究方法,对中国特有家禽品

种北京油鸡胎肝 MSCs生物学特性进行研究,以期

达到丰富畜禽 MSCs研究的物种范畴,揭示北京油

鸡胎肝 MSCs适合的培养条件、保存及分化过程中

的一些特性的目的,并为今后的深入研究提供一些

借鉴。

1 材料与方法

1.1 材 料

北京油鸡入孵7日龄胚胎由中国农业科学院北

京畜牧兽医研究所昌平实验基地种禽场提供。
1.2 主要试剂

MEM、DF-12、FBS购自美国 GIBCO 公司,胰
蛋白酶、地塞米松、胰岛素、IBMX、5-氮胞苷、DMSO
购自美国Sigma公司,bFGF购自英国Peprotech
公司,CK19(兔抗鸡,1∶100)、CD34(兔抗鸡,1∶
100)购自日本 MBL公司,MHC(鼠抗鸡,1∶100)
抗体购自美国DSHB公司,FITC标记的羊抗兔二

抗、FITC标记的羊抗小鼠二抗购自北京中杉金桥

(2F-0311、2F-0312),RT-PCR试剂盒购自TaKaRa
(DR001A)公司,RT-PCRMarker均为北京天根生

产 MarkerⅠ(MD101),引物合成由上海生工生物工

程有限公司进行。
1.3 鸡胎肝 MSCs 分离培养

无菌环境中取入孵7日龄鸡胚置于装有PBS
溶液的平皿中,眼科手术器械分离鸡胚肝脏,同时剔

除肝脏韧带,PBS漂洗胚胎肝脏3遍,挤压排尽胚胎
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肝脏内血液,冲洗后的胚胎肝脏放置于干燥空平皿

中,用眼科剪将胚肝剪碎为约1.0mm3大小组织

块,加入2mL0.125%(质量分数)胰蛋白酶溶液

(美国Sigma公司),37℃消化20min后加入5mL
含10%FBSMEM培养基终止消化,轻轻吹打消化

的组织块,使细胞从组织中充分分离,经75μm细

胞筛滤过,除去未消化组织块,1000r/min离心

5min,弃上清。用事先配制的4组培养基(Ⅰ:含

10%FBSMEM培养基;Ⅱ:含10%FBS、5ng/mL
bFGFMEM培养基;Ⅲ:含10% FBSDMEM/F12
培养基;Ⅳ:含10% FBS、5ng/mLbFGFDMEM/

F12培养基)分别将离心的细胞重悬并细胞计数,调
整细胞浓度为5×104个/mL后接种于六孔培养板

中,每孔1.5mL。原代分离细胞24h后更换培养

基,去除未贴壁细胞。每天对细胞进行观察,每2~
3d换液1次,记录细胞传代时间。

常规消化法收集细胞,用 细 胞 冻 存 液(50%
FBS+10% DMSO+40% DMEM)重悬细胞,将悬

液移置冻存管中,-80℃冰箱过夜,次日投入液氮

中长期保存。细胞复苏时将冻存管从液氮中取出,
投入42℃水浴锅中使其迅速融化,移至含有新培养

液的培养板中,于37℃、饱和湿度5% CO2培养箱

中继续培养,24h后更换培养液。
1.4 不同培养条件鸡胎肝 MSCs 生长曲线测定

取4组不同培养基P3代状态良好的细胞消化

后计数,调整细胞密度为1×104个/mL,接种于24
孔板,每孔100μL。从第2天起至细胞长满,连续

每天随机选取3孔,连续7d。使用血球计数板于倒

置显微镜下进行计数,每孔计数重复3遍取其平均

数,以时间(d)为横坐标,细胞数为纵坐标绘制生长

曲线,比较4种培养基对细胞生长速度的影响。
1.5 鸡胎肝 MSCs 细胞周期检测

取最佳培养基培养的P7代对数生长期的鸡胎

肝 MSCs,用0.125%胰蛋白酶消化并吹打成单个细

胞悬液,加入含10%FBSDF-12培养基终止消化,

1000r/min离心10min,弃上清,用PBS将细胞重

悬,1000r/min离心4min,重复1次,去除细胞碎

片,弃净PBS加入4℃预冷的70%乙醇,置于4℃
固定18h以上。之后1200r/min离心8min,弃去

乙醇,加入PBS重悬,1000r/min离心4min,弃去

PBS,加入100μg/mLPI染液,于4℃避光着色20
min,流式细胞仪(BECKMANCOULTER,cytom-
icsFC500MPL)检测。

1.6 鸡胎肝 MSCs 鉴定

取入孵7日龄北京油鸡胚胎肝脏冷冻切片,包
埋剂进行包埋,切片后使用经多聚赖氨酸包被的载

玻片贴片备用,北京油鸡P3代肝脏 MSCs经爬片

后再与胚肝组织切片一起固定、通透、封闭处理,之
后加入1%BSA 稀释的一抗 CK19(兔抗鸡,1∶
100)、CD34(兔抗鸡,1∶100)室温孵育1h,PBS冲

洗细胞3次,每次5min;加入FITC标记的羊抗兔

二抗(1∶100)暗室中室温孵育1h,PBS洗3次;激
光共聚焦显微镜(NikonTE-2000-EJapan)拍照。

取60mm培养皿培养生长至90%P3代细胞,
酶消化法收集细胞提取总RNA,调整RNA质量浓

度为500ng/μL;参照TaKaRaTaqRT-PCR试剂

盒反转录总RNA为cDNA,根据TaKaRaExTaq
试剂盒说明扩增 MSCs标志物CD29、CD44、CD71、

CD73和内参GAPDH并检测表达强度,Marker为

北京天根 MarkerⅠ。引物序列见表1。
1.7 鸡胎肝 MSCs 诱导分化及检测

分别取60mm 培养皿培养的 P7代生长至

40%~50%细胞,吸净培养板中旧培养液,加入

2mLPBS清洗2遍。脂肪细胞诱导液(10-6mol/L
地塞米松 +10mg/L 胰岛素 +5×10-4 mol/L
IBMX+ DMEM/F-12完全培养基)、心肌细胞诱

导液(5-氮胞苷贮存液稀释成终浓度为10μmol/L
的工作液);心肌细胞诱导液添加24h后吸净培养

板中诱导液,PBS清洗2遍,加入含10%FBS的

DF-12基础培养基。每日观察细胞生长状态及细胞

的形态变化,适时进行细胞诱导鉴定。
诱导的脂肪细胞进行油红 O染色。诱导后的

心肌细胞参照细胞鉴定进行 MHC免疫组化检测。
并分别取诱导后的脂肪细胞、心肌细胞用提取总

RNA 使 用 TaKaRaTaq RT-PCR 试 剂 盒 检 测

PPAR-γ、LPL、Desmin、MyoD1及内参GAPDH 表

达的强度,Marker为北京天根 MarkerⅠ(引物序列

见表1)。

2 结果与分析

2.1 鸡胎肝 MSCs 不同培养基条件下形态学观察

及冻存复苏结果

  倒置显微镜下观察细胞形态(图1),刚分离获

得的未贴壁,鸡胎肝 MSCs圆形,强折光性;培养

24h后细胞贴壁,少量漂浮未贴壁,为梭形及多角

形,镜下形态类成纤维细胞;初期细胞生长较为缓
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表1 RT-PCR鉴定引物序列

Table1 PrimersequencesusedinRT-PCR

基因

Gene
引物序列(5′-3′)
Primersequence

退火温度/℃
Temperature

循环数

Cycle
片段大小/bp
Fragmentsize

CD29
F:GAACGGACAGATATGCAACGG
R:TAGAACCAGCAGTCACCAACG

60 30 300

CD44
F:CATCGTTGCTGCCCTCCT

R:ACCGCTACACTCCACTCTTCAT
58 30 290

CD71
F:CCCAGGCTTCCCTTCGT

R:GGGCTCCAATCACAACATAC
56 30 305

CD73
F:AGTGCAAACATTAAGGGAAAA
R:CCTCCAATAACAACATCCACTCCT

58 30 310

PPAR-γ
F:CTGTCTGCGATGGATGAT
R:AATAGGGAGGAGAAGGAG

47.3 30 199

LPL
F:AGTGAAGTCAGGCGAAAC
R:ACAAGGCACCACGATT

48.7 30 477

Desmin
F:GGGCTTTCTCCTACCTGC
R:GCTTCCTTGCCATCCTGT

57 30 240

MyoD1
F:GCTACTACACGGAATCACCA
R:GGGCTCCACTGTCACTCA

57 30 198

GAPDH
F:TAAAGGCGAGATGGTGAAAG
R:ACGCTCCTGGAAGATAGTGAT

53 30 244

 A:刚分离获得的鸡间充质干细胞形态 Morphologyoffreshlyisolatedmesenchymalstemcellsfromchicken;B:冻存前细胞形态

Morphologyofthecellsbeforefreezing;C:复苏后细胞形态 Morphologyofthecellsafterrecovery;D:P15代细胞形态 Morphologyof

thecellsofP15;E:培养5d时培养基Ⅰ细胞形态 Morphologyofthecellscultured5daysinmedium Ⅰ;F:培养5d时培养基Ⅱ细胞

形态 Morphologyofthecellscltured5daysinmediumⅡ;G:培养5d时培养基Ⅲ细胞形态 Morphologyofthecellscultured5daysin

medium Ⅲ;H:培养5d时培养基Ⅳ细胞形态 Morphologyofthecellscultured5daysinmedium Ⅳ.

图1 北京油鸡间充质干细胞形态(40×)

Fig.1 MorphologyofmesenchymalstemcellsfromBeijingfattychicken
慢,同时镜下可见混杂有铺路石状的卵圆细胞;随着

培养时间的延长 MSCs成单层片状生长,遮光性较

强。在4种培养条件下均可生长至90%并传代培

养,随细胞传代培养混杂的卵原细胞逐渐消失,当细

胞传代至P3代时,镜下已无混杂铺路石状卵圆细

胞。4种培养条件原代传代时间分别为:8.0、6.5、

7.0、5.0d。P1代、P2代细胞所需传代时间除Ⅳ为

24h,其余3种均为30h左右。
在后续培养过程中采用Ⅳ培养基共培养15代,

细胞传代超过P8代时,细胞的传代时间明显延长

达3~5d,当细胞传代达13代时出现明显的老化迹

象,表现为细胞遮光性下降,部分细胞呈平铺状,开
始出现空泡。P15代细胞生长无法达到70%,且传

代后细胞贴壁数量极少,不再生长,无法传代。
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鸡胎肝MSCs冻存前与复苏后在形态上差异不

明显,生长状态等同于常规传代培养,且冻存复苏前

后细胞存活率均大于90%,符合细胞冻存保存条

件,可以作为保存北京油鸡这一中国特有地方家禽

品种的一种方法。
2.2 不同培养条件鸡胎肝 MSCs 细胞生长曲线测

定结果

  4种培养基条件下添加了bFGF的FD-12D培

养基(Ⅳ)细胞生长曲线明显优于其他3组,同取原

代分离培养5d的细胞,倒置显微镜下观察,细胞生

长状况良好,优于其他3组,同时原代生长达到可进

行传代的汇合程度的时间最短(图2-A)。
2.3 鸡胎肝 MSCs 细胞周期检测结果

采用流式细胞仪分析第7代鸡胎肝MSCs细胞

周期(DNA 含量),结果如图2-B所示,G0/1期细胞

占细胞 总 数 的23.38%,S期 细 胞 占 细 胞 总 数 的

20.14%,G2 期细胞占细胞总数的56.48%。检测

结果显示,绝大多数细胞处于静止期G2,为有丝分

裂的准备期,DNA合成后期即将进入分裂期,G0/1
期细胞所占比例较低,说明细胞暂不增殖及不增殖

细胞所占比例小于23.38%。说明分离培养细胞在

体外培养的环境下具有较强的扩增能力。

 A:北京油鸡间充质干细胞不同培养基生长曲线CellgrowthcurvesofmesenchymalstemcellsfromBeijingfattychickendifferentme-
diumgrowth;B:北京油鸡间充质干细胞细胞周期 MesenchymalstemcellsfromBeijingfattychickencellcycle.

图2 北京油鸡间充质干细胞生长曲线及细胞周期

Fig.2 CellgrowthcurvesofmesenchymalstemcellsfromBeijingfattychickenandcellcycle
2.4 鸡胎肝 MSCs 鉴定结果

进行鸡胚胎肝脏切片,结果发现卵原细胞标

志物CK19、造血祖细胞标志物CD34阳性表达;分
离培养P3代鸡胎肝 MSCsCK19、CD34阴性表达,
检测RT-PCR检测鸡胎肝 MSCs表面特异性标志

物 CD29、CD44、CD71、CD73 均 成 阳 性 表 达

(图3)。表 明 试 验 所 分 离 培 养 的 细 胞 为 鸡 胎 肝

MSCs,而非胚胎肝脏中可能存在的卵原细胞及造

血祖细胞。

2.5 鸡胎肝 MSCs 诱导分化及检测

鸡胎肝 MSCs诱导分化及检测结果如图4所

示。鸡胎肝 MSCs向脂肪细胞诱导分化,细胞加入

脂肪诱导液2d后体积增大,同时光镜下胞质内可

见遮光性很强的呈淡黄色的小脂滴,随着诱导分化

时间的延长,脂滴数量增多并相互融合形成大而圆

的脂滴,诱导6d后,油红 O 染色呈阳性,RT-PCR
检测脂肪细胞特异性表面标志pparγ、LPL均呈阳

性表达。
鸡胎肝 MSCs向心肌细胞诱导分化24h后,细

胞无明显变化,有个别细胞出现死亡漂浮。更换为

标准培养液后,细胞与普通传代培养状态相似,培养

5d开始出现个别细胞融合现象,随着培养时间的

延长,融合的细胞逐渐增多,并呈不规律性平行部分

融合排列,经过25d成肌诱导后,细胞数量明显增

多,呈现非单层细胞结构,出现多核肌管。经免疫细

胞化学染色法检测肌管特异性标志 MHC呈阳性

表达。

3 讨 论

我国是世界上畜禽品种资源大国,拥有古老而

独特的地方畜禽品种,但我国许多特有地方品种尚

未被开发利用就已灭绝,非常可惜[3]。而很多畜禽

品种则受到引进品种的替代及改良,其种群保有数

量堪忧,以北京油鸡为代表的中国特有家禽品种如

萧山鸡、矮脚鸡等的状况也不容乐观。虽然目前已

有通过成纤维细胞保存畜禽遗传资源这一种途

径[4],但相较干细胞成纤维细胞属于终末分化,虽然

包含全部遗传信息,但在细胞RNA转录水平层级

的研究价值大大低于干细胞,且MSCs具有更强的
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 A:鸡间充质干细胞不表达CK19ChickenmesenchymalstemcellsdonotexpressCK19;B:鸡胎肝组织表达CK19Chickenfetalliver

tissueexpressCK19;C:鸡间充质干细胞不表达CD34ChickenmesenchymalstemcellsdonotexpressCD34;D:鸡胎肝组织表达CD34

ChickenfetallivertissueexpressCD34.标尺=50μmBar=50μm.M:MarkerⅠ(600bp);1:CD29(300bp);2:CD44(290bp);

3:CD71(305bp);4:CD73(310bp);5:GAPDH(244bp).

图3 北京油鸡间充质干细胞鉴定

Fig.3 IdentificationofmesenchymalstemcellsfromBeijingfattychicken

 A:向脂肪细胞诱导前的P7代细胞P7cellsbeforeinducedtotheadipocyte;B:向脂肪细胞诱导后细胞形态 Morphologyofthecells

afterinductiontoadipocyte;C:诱导后油红O染色脂滴呈红色ThelipiddropletswaspositiveexpressionunderredoilOdyed;D:成脂

诱导后RT-PCR鉴定 RT-PCRidentificationofadipogenicdifferentiation;E:向心肌细胞诱导前的P7代细胞P7cellsbeforeinducedto

themyocardialcells;F:向心肌细胞诱导后细胞形态 Morphologyofthecellsafterinductiontomyocardialcells;G:向心肌细胞诱导后

表达MHCMHCexpressedafterinductiontomyocardialcells;M:MarkerⅠ;1:pparγ(199bp);2:LPL(477bp);3:GAPDH(244bp);

4:Desmin(240bp);5:MyoD1(198bp);6:GAPDH(244bp);标尺=50μmBar=50μm.

图4 北京油鸡间充质干细胞诱导分化及鉴定(200×)

Fig.4 Beijingfattychickenmesenchymalstemcellsinduceddifferentiationandidentification
自我更新能力和成纤维细胞所不具备的多向分化潜

能,所以在物种遗传资源保存上,干细胞比成纤维细

胞更加适合进行遗传资源的保存。
早期 MSCs的研究主要集中在骨髓 MSCs,之

后研究者也不断从其他组织,如脂肪、脐带、胎盘、骨
实质和肌肉等中成功分离获得 MSCs[5]并进行了大

量相关研究。MSCs在成体的分布更广泛,甚至在

牙髓中也存在 MSCs[6]。MSCs所具备的优点使其

一直是干细胞研究中的热点。虽然目前的研究已非

常深入,但对畜禽 MSCs研究还是相对较少。
笔者通过使用不同培养条件进行对比,发现北

京油鸡胎肝 MSCs最适合在含微量bFGF的DF-12
含血清培养基中生长,其生长曲线及传代时间均优

于不含bFGF及 MEM 培养基,说明微量bFGF具

有促进干细胞的有丝分裂能力,而 MSCs的增值能

力强更适合使用DF-12这类营养成分更丰富的培
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养基;细胞在体外适宜的条件下成功传代达15代,
但并未达到无限细胞系,这也说明 MSCs是一个异

质性群体的事实[7]。目前没有证据证明 MSCs在体

内的细胞表型是怎样的,所有试验结果都是基于

MSCs在体外扩增许多倍之后的细胞群体来检测

的,即使是原代细胞,它也是由最初的几十到几百个

细胞扩增而来。这就不可避免使得MSCs在体外扩

增过程中要分化或衰老,丧失一部分或者全部分化

能力,变成单一祖细胞或者成熟细胞,随着扩增倍数

的增加、细胞代次的增高,出现分化的细胞在整个细

胞群体中的比例会逐渐增大,这也是目前在 MSCs
研究中亟待解决的实际应用问题。

分离培养到的鸡胎肝 MSCs(免疫细胞化学检

测)不表达肝脏卵圆细胞特异性标志物CK19[8]及
造血祖细胞标志物CD34[9],而这两种标志物在鸡

胚胎肝脏中呈阳性表达,说明,我们所分离培养的细

胞不是鸡胚胎肝脏中可能存在的卵原细胞或造血祖

细胞;而RT-PCR检测 MSCs特异性标志物CD29、

CD44、CD71、CD73均呈阳性表达,印证了免疫细胞

化学检测的结果。同时细胞被诱导成脂肪细胞和心

肌细胞的分化类型,表明分离的细胞具有向其他细

胞类型分化的潜能,符合干细胞的定义。本研究中

细胞向脂肪细胞分化所需时间较其他物种及人类

短[10],可能与细胞对诱导液的敏感度有关,这一点

值得今后继续进行深入研究。5-氮杂胞苷作为一种

促使 MSCs向心肌细胞分化的诱导剂已得到确

认[11]。本试验过程中分化的心肌细胞虽未在镜下

观察到自律性的博动[12],但出现呈短圆柱形、有分

支相连、其细胞核位于细胞中央的典型的心肌细胞

形态。分化得到的脂肪细胞、心肌细胞分别表达

PPAR-γ、LPL 和 Desmin、MyoD1 标 志 物,与

Gong[12]、Makino等[13]所报道的分化细胞标志物一

致,油红 O染色及 MHC免疫组化结果呈阳性,说
明鸡胚肝脏 MSCs向脂肪细胞、心肌细胞分化是可

行的、可信的。虽然所分离培养的 MSCs在化学诱

导的条件下可以顺利分化为目的细胞,且化学诱导

法简单易行,但是缺点也很明显,诱导效率无法保

证,对细胞的伤害比较大,如5-氮胞苷具有细胞毒

性作用,尽管在试验中以低浓度诱导,但仍不排除其

对细胞增殖的抑制。Tomita等[14]发现,5-氮胞苷浓

度越高,诱导作用越强,50μmol/L5-氮胞苷作用

1d,即见 MSCs成肌分化,但伴有较高的毒性作用。
目前多数观点认为 MSCs的分化方向与微环境“壁

龛”(niche)密切相关[15-16]。“壁龛”的组织成分相当

复杂,不同组织的细胞微环境有着各不相同的因子。
可能这就是诱导进入不同组织的MSCs获得靶组织

的表型、向不同细胞谱系分化的主要原因之一。同

时亦有研究表明 MSCs的分化效率与物理因素有

关[17],目前已有学者使用细胞因子对间充质按细胞

进行诱导分化取得了成功[18]。这也是 MSCs未来

深入 研 究 的 一 个 方 向,即 微 环 境 及 物 理 因 素 对

MSCs分化的影响。

MSCs被证实具有支持造血干细胞增殖的能

力[19-21],其不仅可作为细胞治疗的种子细胞,亦可提

供辅助治疗功能,简化治疗过程,加速治疗进度,减
轻治疗痛苦。同时 MSCs适合冷冻保存,可以作为

遗传资源保存的一种形式,未来可筹建干细胞库以

满足细胞治疗的需要,为其应用拓展更广阔的空间。
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Biologicalcharacterizationofmesenchymalstemcells
fromBeijingfattychickenfetalliver

MURen1,2 BIANYan-chao1,2 PUYa-bin2 LIXiang-chen2 WANGFeng-long1 GUANWei-jun2

1.CollegeofAnimalVeterinary,InnerMongoliaAgriculturalUniversity,Hohhot010018,China;

2.InstituteofBeijingAnimalScienceandVeterinary,ChineseAcademyof
AgriculturalSciences,Beijing100193,China

Abstract Mesenchymalstemcells(MSCs)fromchickenfetalliveraremultipotentstemcellsthat
candifferentiateinvitrointovariousterminallydifferentiatedcells.ThemajorityofstudiesofMSCs
havebeenfocusedonhuman.Inthisstudy,chickenliver-derivedMSCswereisolatedfrom7-day-oldem-
bryoofBeijingfattychickens.Primaryliver-derivedMSCsweresub-culturedtopassage15.Thesurface
markers,CD29,CD44,CD71andCD73ofliver-derivedMSCsweredetectedbyRT-PCRandthesurface
markers,CD34andCK19ofhematopoieticprogenitorcells/hepaticovalcellswerenotdetectedbyim-
munofluorescence.Thebestcultureconditionsweredeterminedbydrawinggrowthcurveandthecells
cyclewereinvestigated.Liver-derivedMSCsweresuccessfullyinducedanddifferentiatedintoadipocytes
andmyocardialcells.TheresultssuggestedthattheMSCsisolatedfromchickenfetalliverpossesssimi-
larbiologicalcharacteristicswiththosederivedfromhuman,andtheirmultilineagepotentialwouldpro-
videmanypossibleapplications.

Keywords Beijingfattychicken;mesenchymalstemcells;growthcurve;differentiationpotential
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