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小鼠胎肝基质细胞体外扩增骨髓来源的 !"#$%#

苑春慧 刘 兵 吴 英 张 毅 毛 宁"

（军事医学科学院基础医学研究所细胞生物学研究室，北京 !%%12%）

摘 要 基质细胞是胎肝造血微环境的主要成分，参与造血干@祖细胞的自我更新、增殖分化的调控。为了研究小
鼠胎肝基质细胞在造血微环境中的功能，采用转染 A(#%大 5抗原基因的方法建立了小鼠胚胎期第 !$B2天（78?C/0
);:> D9/ !$B2，7!$B2D）胎肝基质细胞系 4#、E&，并进一步鉴定基质细胞系的一般细胞生物学特性和造血支持功能。
结果：4#、E&为细胞形态、生长行为以及表面分子表达不同细胞系，二者均可维持骨髓源长期培养启动细胞（F);<0
G6C8 >.*G.C60:;:G:9G:;< >6**，F5H0IH）至少 #周并且有不同程度的扩增 F5H0IH能力，其中 E&扩增 F5H0IH的能力是 4#的
1B&倍。外源性细胞因子组合 AHJ K IF0& K IF03 K 7L) 在本实验体系中不影响 F5H0IH 数量的维持和扩增。暗示
7!$B2D胎肝造血微环境中基质细胞的功能是不同的，其机制有待进一步研究。
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胎肝是小鼠胚胎期的主要造血器官。自 7"D
胚胎循环建立到 7!$D卵黄囊和@或 4OP区的造血
干细胞（Q689G)L):6G:> MG68 >6**M，QAHM）移居胎肝之
前，小鼠胎肝中就能检测到造血祖细胞，但没有

QAHM［!］，此时胎肝的功能主要是产生成熟的造血细
胞以满足胚胎快速生长的需要。自 7!$D起，胎肝中
的 QAHM开始扩增，7!3D时扩增下降直至出生时终
止［$］。因此，7!$07!3D的胎肝造血微环境具有强大
的支持造血的功能。

造血微环境与造血干@祖细胞的相互作用是通
过细胞间的直接接触和基质细胞分泌的造血相关因

子的影响实现的。因此研究胎肝造血早期微环境中

不同基质细胞和某些造血相关因子对骨髓源 F5H0
IH 维持和扩增的影响有助于了解基质细胞在
7!$B2D胎肝造血微环境中的功能。

& 材料与方法

&’& 抗体、细胞因子与质粒
本实验所使用的 JI5H0R740!、JI5H09;G:0HS$"、

JI5H09;G:0HS&!、 JI5H09;G:0HS&# 、T709;G:0HS## 、
JI5H09;G:0HS#2、JI5H09;G:0HS!%2 和 JI5H09;G:0HS!##
抗体购自 EUS公司。重组鼠干细胞因子（N6>)8?:0

;9;G 8).M60AG68 H6** J9>G)C，C80AHJ）、重组鼠白细胞
介素 &（C80I;G6C*6.V:;，C80IF0&）、重组人白细胞介素 3
（N6>)8?:;9;G W.89;0IF03，CW0IF03）重组人粒细胞@巨
噬细胞集落刺激因子（CW0OC9;.*)>/G6@P9>C)LW9<60H)*0
);/ AG:8.*9G6D J9>G)C，CW0OP0HAJ）和重组人红细胞生
成素（CW07C/GWC)L):6G:;，CW07L)）等细胞因子购自 T6L0
C)56>W公司。LA(&;6) 质粒由军事医学科学院基础

医学研究所郭子宽提供。

&’( 动物与胚胎
H2’EF@3小鼠购自军事医学科学院实验动物中

心。雌雄小鼠 $ X ! 合笼，次晨发现阴栓者记为
7%B2D，7!$B2D时剥离胚胎。
&’) 胎肝基质细胞系的建立与鉴定
充分剪碎 7!$B2D 胎肝，用 %B%2Y胶原酶（A:<0

89）&’Z孵育 $%8:;，吹打成单个细胞。细胞悬浮在
含 !%Y JEA（Q/>*);6）的 IPSP（Q/>*);6）中，按 $ [
!%3 @8F接种在 3 孔板（H)MG9C）中，&’Z，2Y H\$ 培

养，隔天换液，充分去除非贴壁细胞。培养至 2%Y
以上培养面积时以脂质体（O:?>)）介导转染 LA(&;6)
质粒。细胞进一步培养 !周，用含有 #%%!<@8F O#!1
（A:<89）的培养基筛选抗性克隆。& ] #周后分离单



个克隆并扩增。流式细胞术检测 !"#$% 结合情况
以及 &’()、&’*%、&’*+、&’++、&’+,、&’%-,、&’%++
的表达。

!"# 集落形成细胞（$%&%’()*%+,-’. $/&&0，$*$0）
和 12$)3$检测
取 . / 0周龄的 &,1234.雌性小鼠双侧股骨，收

获骨髓细胞后，用密度 %5-0*6478*的 9:7;<< 分离液
（=:68>）分离单个核细胞。骨髓单个核细胞用体外
长期培养（3;?6$@AB8 &C<DCBA，3@&）培养基［*］悬浮。
胎肝基质细胞按常规方法传代至预先包被 %E

明胶（=:68>）的 ).孔板和 (+孔板（&;FD>B），换用 3@&
培养基培养至 )-E培养面积时照射（(-GH，.- &;）用
于下述检测 3@&$I&频率和 &9&F 实验。基本实验流
程见图 %。

图 % 检测 &9&F和 3@&$I&的实验设计
9:6J% "KLAB:8A?D>< MAF:6? N;B &9&F >?M 3@&$I& MADAB8:?>D:;?

!"4 $*$0和 12$)3$检测
将 % O %-, 个骨髓单个核细胞接种到上述预先

铺有滋养层的 (+ 孔板中，分为无因子组和有因子
组，后者 3@& 培养基中含有 B8$=&9（%-?6483），
B8$I3$*（(?6483），BP$I3$.（(?6483），BP$"L;（%C483）。
*1Q，,E&R(，饱和湿度培养，每周半量换液；至 +周
时收集所有贴壁和非贴壁细胞，一部分用于检测

&9&F，一部分用于 3’#实验。
&9&F检测：第 -周和第 +周时将待检测细胞接

种到标准甲基纤维素集落培养基［*］中，细胞因子组

合：B8=&9（,-?6483），B8I3$*（%-?6483），BP$I3$.（%-?64
83），BP$GS$&=9（%- ?6483）BP$"L;（.C483）。*1Q，
,E&R(，饱和湿度培养，%(M时计数 &9&F。集落包含

*-个细胞以上为一个 &9&。
3’#检测 3@&$I& 频率：检测第 - 周 3@&$I& 频

率：第 - 周时将待检测细胞按 %--，,--，%---，%,--，
(---的细胞密度接种到上述的 ).孔板，(+孔4剂量；
同样分为无因子组和有因子组。*1Q，,E&R(，饱和

湿度培养，每周半量换液；至第 +周时，吸弃培养液，
用标准甲基纤维素集落培养基覆盖，继续培养 %(M，

计数无集落形成的负孔数。检测第 + 周 3@&$I&频
率：方法同上。使用 T;:FF;? 统计和 UA:6PDAM$8A>?
法［+］估计 3@&$I&频率。

3@&$I&的绝对数用第 -周或第 +周测算的全部
单个核细胞分别与第 - 周和第 + 周 3@&$I&频率相
乘计算。

!"5 资料分析
实验数据用平均值 V 标准误差表述，用双侧

=DCMA?DF’D$DAFD检测显著性水平。

6 结 果

6"! 建立与鉴定胎肝基质细胞系
以携带 =W+- 大 @抗原的 L=W*?A; 质粒转染原

代培养的 "%(5,M胎肝基质细胞，经 G+%0筛选获得
)个克隆，从中挑选两个细胞形态不同的克隆，即
#+和 2*进行扩增培养及鉴定。其中 #+为成纤维
样细胞，传代超过 (-代，群体倍增时间为 (,P；2*为
上皮样细胞，传代超过 (,代，群体倍增时间为 *1P。
二者在培养过程中均未出现增殖危机现象。流式细

胞术检测结果表明：#+、2*均高表达 &’++、&’()，均
低或不表达 &’*%、&’*+、&’+,、&’%++；#+ 与 !"#$%
结合率高，不表达 &’%-,；而 2* 高表达 &’%-,，与
!"#$%结合率很低（9:65(）。上述结果说明，#+、2*
为形态特征、生长行为、表面分子表达不同的细胞

系。

6"6 检测 $*$0 和 12$)3$
采用密度为 %5-0*6478* 的 9:7;<<分离液分离骨

髓单个核细胞，分离比例为 (,5*)E。将分离获得
的骨髓单个核细胞接种在经照射的基质细胞层上，*
/ 1M 后出现明显的造血集落，随着培养时间的延
长，可观察到造血细胞的扩增（9:65*）。&9&F检测结
果表明，骨髓单个核细胞在 2*滋养层上培养 +周，
&9&=的绝对数比第 - 周分别扩增了 %%51,（ V -5*+
倍）（无因子组）和 %,5+.（ V -5**倍）（因子组）；而在
#+滋养层上，&9&F仅扩增了（%5() V -5-*倍）（无因
子组）和 (5,(（ V -5-*）倍（因子组）（9:65+）。同时第
-周时 %-+ 个有核细胞中 &9&F 含量为 ,*5.（ V
*5,+），而第 +周时 %-+ 个有核细胞中 &9&F含量分别
为 (*5+（ V %5(.）（#+ X因子），(%51.（ V %5(-）（#+），
%,5%-（ V -5.0）（2* X因子），(%5-(（ V -510）（2*）。

3’#实验分别在两个时间点，即第 - 周和第 +
周，检测 3@&$I& 的频率并计算 3@&$I& 含量。3’#
和 3@&实验结果表明第 -周 +个实验组中 %-, 新分
选的骨髓单个核细胞中含有的 3@&$I&数目之间没

%,++期 苑春慧等：小鼠胎肝基质细胞体外扩增骨髓来源的 3@&$I&



有显著性差异（! ! "#"$）。而经过 % 周培养后第 "
周时接种的 &’（ ( )）*+,-.,/’"$ 骨髓单个核细胞分
别扩增至 ’01"#12（ ( 0)%#%1）（31 4 因子），’%’"#’2
（( 02"#01）（31），’2$#%（ ( 1%#$&）（5% 4 因子）和
’%$#$（ ( 06#$2）（5%）个（789#$ 5）；但是在第 % 周时

’"% 有核细胞中 *+,-., 的含量分别为 00#%$（ (
$#’)）（31 4 因子），%6#")（ ( )#2&）（31），0)#22（ (
$#&&）（5% 4 因子）和 %$#6$（ ( )#26）（5%）个（789#$
3）。

图 0 基质细胞表面分子的表达
789:0 ;<=>?@A BCDA@<DAE AFG=AEE8CH CH EI=CB?D @ADDE

;ICB?D @ADD D8HAE 5%，31 >=CB J’0#$K >AI?D D8LA= MA=A ?H?DNOAK: +PA G=C>8DAE C> >D<C=AE@AH@A 8HIAHE8IN >C= IPA L?=8C<E E<=>?@A BCDA@<DAE CH A?@P EI=CB?D @ADD D8HA

8H@D<KA IPA GA=@AHI?9A C> GCE8I8LA @ADDE: +PA MP8IA P8EIC9=?BE =AG=AEAHI 8ECINGA B?I@PAK HA9?I8LA @CHI=CD QC5R

图 1 基质细胞层上造血细胞的扩增
789:1 S=CD8>A=?I8CH C> PAB?ICGC8AI8@ @ADDE CH EI=CB?D @ADD D?NA=E
SP?EA-@CHI=?EI B8@=C9=?GPE C> G=CD8>A=?I8H9 PAB?ICGC8AI8@ @ADDE M8IP 5% >AAKA=

CH K?N6（5），K?N’%（3），?HK M8IP 31 >AAKA= CH K?N6（,），K?N’%（T）

图 % ,7,E的扩增
789:% JFG?HE8CH C> ,7,E

.H *+,-,7,E AFGA=8BAHIE，IPA H<BRA= C> ,7,E ?BCH9 ’"% >=AEPDN 8ECD?IAK

RCHA B?==CM H<@DA?IAK @ADDE ?I MAAU" B<DI8GD8AK ?>IA= % MAAU @C-@<DI<=A

M8IP 5% C= 31 EI=CB?D @ADDE: T8>>A=AH@AE RAIMAAH MAAU" ?HK MAAU%：! V

"#"$ : T8>>A=AH@AE RAIMAAH 5% ?HK 31（M8IP C= M8IPC<I @NICU8HAE）?BCH9

MAAU%：! V "#"$ : T8>>A=AH@AE RAIMAAH‘M8IP’?HK‘M8IPC<I @NICU8HAE’

9=C<GE ?BCH9 MAAU% 9=C<G：! V "#"$ : +PA @CDCHN @CHI?8H8H9 CLA= 1"

@ADDE =AG=AEAHIE CHA ,7,:! WAAU %；" WAAU "
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图 ! 经过与 "# 或 $% #周共培养后 &’()*(总数的扩增以及在有核细胞中含量的变化
+,-.! /01234,53 56 &’()*( 274589:; 39<7;= 26:;= # >;;?4 @5)@98:9=; 53 "# 5= $% >,:A 5= >,:A59: ;0:=2

@B:5?,3;4 23C :A; 1=515=:,53 56 &’()*( >,:A,3 39@8;2:;C @;884 53 >;;?D 23C >;;?#
". ’A; 274589:; 39<7;= 56 &’()*(4 <2,3:2,3;C 23C ;0123C;C 6=5< ED! ,4582:;C 753; <2==5> 39@8;2:;C @;884 26:;= # >;;? @5)@98:9=,3- 53 4:=5<28 6;;C;= >,:A 5=

>,:A59: @B:5?,3;4 >24 @5<12=;C >,:A :A2: 1=;4;3:,3- ,3 6=;4A8B ,4582:;C ED! 753; <2==5> 39@8;2:;C @;884. F,66;=;3@; 7;:>;;3 >;;? D 23C >;;? #：! G DHD! .

F,66;=;3@; 7;:>;;3 "# 23C $%（>,:A 5= >,:A59: @B:5?,3;4）：! G DHD! .

$.’A; 1=515=:,53 56 &’()*( 1;= ED# 39@8;2:;C @;884 6=5< 6=;4A8B ,4582:;C 753; <2==5> 53 >;;? D 23C 6=;4A8B 2@I9,=;C 353)2CA;=;3: 23C 2CA;=;3: @;884 53

>;;?# . F,66;=;3@; 7;:>;;3 "# 5= $% 53 >;;?# 23C "# 5= $% 53 >;;?D：! G DHD! . F,66;=;3@; 7;:>;;3 "# 5= $% 53 >;;?# 23C "# >,:A @B:5?,3;4 5= $% >,:A

@B:5?,3;4 53 >;;?#：! G DHD! .! J;;?#；" J;;? D

! 讨 论

!"# 建立并鉴定小鼠胎肝永生化基质细胞系 $%、
&!
造血微环境是极其复杂的，很难在体内直接研

究微环境与原始造血细胞之间的相互作用。基质细

胞是造血微环境的主要成分，通过体外转染 KL#D大
’抗原基因使细胞获得永生性建立基质细胞系并进
一步研究这些细胞系的体外造血支持功能是分析造

血微环境的重要途径［E，!，M］。转染 KL#D大 ’抗原基
因一方面促进正常细胞的体外转化、提高建系效率，

另一方面能有效地维持转染前后细胞的大部分特

性［N］。本实验用携带大 ’抗原基因的 1KL%3;5质粒
转染 /EOH!C胎肝基质细胞，建立并鉴定了 "#、$%两
个单克隆基质细胞系。二者的细胞形态、生长行为

和免疫表型有一定差异，但均在体外表现出一定程

度的造血支持活性，表明通过转染 KL#D建系至少能
够部分保留胎肝基质细胞的造血调控功能。

!"’ $%、&!体外均能维持骨髓源 ()*+,*，但是 &!
具有明显的扩增功能

基质细胞系对 PK(4的调控作用可以通过检测
体外长期培养体系中 &’()*( 的维持和扩增来评
估［Q］。&’()*(的维持是指起始接种的 &’()*(经培
养 #周后至少能形成一个集落，&’()*(的扩增是指
经 #周培养后 &’()*(的总数增加。第 D周 &F"实
验表明：以 "# 或 $% 为滋养层，等量的骨髓单个核
细胞中 &’()*(的含量无显著差别，表明这两个基质
细胞系维持 &’()*(的能力是相近的。经过 # 周培
养后，"#和 $%均表现出一定程度的扩增 &’()*(总
数的能力，而 $%对 &’()*(的扩增能力是 "#的 QH%

倍，说明 $%具有比 "#更强的扩增 &’()*(的作用。
进一步的研究发现 "#和 $%促进 &’()*(扩增的同
时其它造血祖细胞以相近的比例发生扩增，造成两

个培养体系中 &’()*(频率和 (+(4在增殖细胞群体
中的含量接近。而且每个 &’()*(在没有外源因子
存在的条件下保持生成 M（ R EHO）个 (+(4 的能力，
表明 &’()*(的增殖潜能也得到维持。
造血微环境中的基质细胞存在显著的异质性：

大多数基质细胞可能仅仅是造血微环境的结构成分

而非功能成分，而即使是作为功能成分，在调控

PK(4自我更新、存活或分化等生物学行为中亦表现
出异质性［M］。与骨髓的稳态造血不同，在胎肝造血

早期，PK(4发生很大程度的扩增，与胎肝造血微环
境的发育有关，因此分离胎肝造血微环境中的核心

功能组分用以研究造血干S祖细胞与造血微环境的
相互作用机制具有重要的理论价值和广阔的临床意

义。以往的研究表明 /EOH!C胎肝中存在体外扩增
脾集落形成单位（(5853B +5=<,3- T3,:)K18;;3，(+T)K）
ED周的基质细胞，远长于骨髓［!］。而 &’()*( 是比
(+T)K更原始的造血祖细胞，本研究表明胎肝中存
在体外扩增 &’()*(至少 #周的基质细胞 "#和 $%，
而且 $%具有更强的扩增能力，推测其可能是作为
/EOH!C胎肝造血微环境中的关键功能成分起作用
的。因此，深入研究 $% 与 &’()*(的作用机制有望
加强对胎肝造血早期 PK(4 的增殖、分化甚至迁移
的认识。

!"! 造血相关因子 -*.、,(+!、,(+/ 和 012 不影响
()*+,*数量的维持和扩增
造血相关因子对造血干S祖细胞的影响是造血

微环境与造血细胞相互作用的重要内容。以往的研
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究表明 !"#、$%&’、$%&(等对早期祖细胞如 %)"&$"和
晚期祖细胞如 "#"*的作用不同，而且因子的诱导作
用会造成干细胞潜能的损失［+］，然而某些基质细胞

的参与会弥补 %)"&$"的损失［,-］。本研究表明，%)"&
$"总数的维持和扩增与加入外源因子 !"#、$%&’、$%&
(、./0没有关联，仅与所采用的基质细胞系 12 或
3’有关，12或 3’与 %)"&$"的相互作用是维持和扩
增 %)"&$"总数的关键因素。在无外源因子存在的
情况下，骨髓单个核细胞与 12、3’共培养能显著提
高增殖细胞群体中 %)"&$" 的含量，是一个富集过
程，而因子组合的参与显著扩增了 "#"*和增殖细胞
总数使 %)"&$"的含量维持与第 -周相近的水平，说
明基质细胞 4因子组合的培养体系更接近于体内的
造血微环境，而且 3’ 4 因子组合共同调控造血干5
祖细胞增殖和分化的功能对于发育的胎肝早期造血

具有重要的意义———既扩增原始造血干5祖细胞又
协调分化以满足造血发育和胚胎发育的共同需要。
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新书介绍

神经生物学———从神经元到脑
（G.’( R+-.’) 8’ @.!#)，<%* +3> "& S’*) T>R#2*’$$, ’$ () > M#)!-+. E,,’2#!%+,，:)2>KCCB）

杨雄里 院士 主译

KCCA年 O月 AC日出版，DOC页，BC面彩图，定价 UD元
本文是一版再版的神经科学名著《从神经元到脑》第 <版的中译版。原书是国际上被使用得最广泛的神经科学教科书和

参考书之一。

正如本书序言中所说：“本书初版问世时，神经生物学的书籍廖廖无几，而现在情况已迥然不同，出现了不少优秀的、内容

全面的教科书、概论和专著。我们希望本书将继续作为一册具有良好可读性的著作，以一种融汇贯通的方式，向读者阐述细

胞水平和分子水平的研究途径如何能深入地阐明脑的活动。我们并不试图把所有目前已知的全告诉读者，而是想向读者传

递某些研究所蕴涵的优美和优雅，以及在学术界所引起的激奋，这些研究应用了目前拥有的各类技术，从神经元的基因表达

和分子事件直至脑的最高级功能。”

·本书特色：

B> 名家名作，经典再版，学子必备
K> 不贪图全面，而强调融汇贯通，深入浅出
A> 翻译质量高

·新英格兰医学杂志评价：

“该书行文流畅，读后得益甚丰。”

·杨雄里院士评价：

“本书作者以翔实的材料、清晰的逻辑、严谨的风格、斐然的风采、精致的插图，向人们展示了脑和神经系统工作原理的全

景图。⋯⋯

本书并非以包罗万象见长，许多重要领域并未涉及。神经生物学的发展是如此之迅速，要想涵盖其所有分支，不仅会使

篇幅过于庞大，而且易使初学者在这门学科的浩瀚海洋中迷失方向。作者在组织材料时，匠心独运，针对神经生物学的主要

论题，基于他们对学科发展历史的深厚积淀，以及多年的研究经验，把内容加以梳理、编排，从而清楚地展现了发展的脉络，使

读者对其内涵、研究思路、研究方法等形成完整的概念。

我们谨以此中译本从一个侧面对中国神经生物学的发展略尽绵薄，并恳切期待同行和读者对译文的指正。”

欢迎各界人士邮购科学出版社各类图书（免邮费）邮购地址：BCCVBV 北京东黄城根北街 BH号科学出版社 科学分社
联系人：阮芯 联系电话：CBC W H<CA<HKK（带传真）
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