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技术与方法                                                               

山羊胚胎干细胞的分离与培养 

闫龙, 雷蕾, 杨春荣, 高志敏, 雷安民, 马晓玲, 窦忠英 
西北农林科技大学 陕西省干细胞工程技术研究中心 陕西省农业分子生物学重点实验室, 杨凌 712100 

摘  要: 对关中奶山羊配种后 6~7 天的桑椹胚和囊胚, 分别采用全胚培养法、酶消化法和免疫外科法进行处理。将处理

后的胚胎培养于小鼠胎儿成纤维细胞(MEF)饲养层上, 分离培养山羊胚胎干细胞(Embryonic stem cell, ESC)。对分离传

代的山羊 ESCs 分别进行免疫组化染色, RT-PCR 检测和体外诱导分化试验。结果表明, 全胚培养法易于胚胎贴壁形成原

代集落, 采用全胚培养法获得的 ESCs 有一株目前已传至 18 代。山羊 ESCs Nanong、Oct4、SSEA-3 免疫组化染色呈阳

性, SSEA-1 免疫组化染色呈弱阳性, SSEA-4 免疫组化染色呈阴性, RT-PCR 检测显示其表达 Nanog、Oct4、端粒酶、CD117。

山羊 ESCs 经 DMSO 体外诱导可以向心肌细胞分化, 这些试验均表明该细胞具有 ESCs 的生物学特性。 

关键词 : 山羊 , 胚胎干细胞 , 内细胞团 , 免疫外科  

Isolation and Cultivation of Goat Embryo Stem Cells 
Long Yan, Lei Lei, Chunrong Yang, Zhimin Gao, Anmin Lei, Xiaoling Ma, and Zhongying Dou 

Shaanxi Key Laboratory for Molecular Biology of Agriculture, Shaanxi Center of Stem Cell Engineering & Technology, Northwest A & F University, 
Yangling 712100, China 

Abstract: Morulaes and blastocysts obtained from Guanzhong dairy goats 6~7 days after mating were treated with whole embryo 
cultivaton, enzymatic digestion and immunosurgery separately. The goat embryonic stem cells (ESC) were isolated and cultured on a 
feeder layer of mitomycin-inactivated mouse embryo fibroblasts (MEF). The characteristics of goat ESCs were analyzed by 
immunohistochemisty, RT-PCR and inducing differentiation in vitro. The results indicated that the embryos were easier to attach the 
culture dish and form primary colonies with whole embryo method. There were colonies that maintained undifferentiated for 18 
passages. The ESCs expressed the protein of Nanog, Oct4 and SSEA-3, whereas the protein of SSEA-4 was absent and the protein of 
SSEA-1 was weakly expressed. In addition, the genes of Nanog, Oct4, TERT and CD117 were expressed in goat ESCs. The cells also 
could differentiate to myocardial cells when induced in vitro by DMSO. These results suggest that the goat ESCs have characteristics 
of ESCs. 

Keywords: goat, ESCs(embryonic stem cell), ICM(inner mass cell), immunosergery 

胚胎干细胞(Embryonic stem cell, ESC)是指从

附植前囊胚内细胞团或桑椹胚分离的多潜能细胞 , 

具有自我更新、无限增殖和多向分化的潜能。ESCs

在体内外都可以被诱导分化为机体几乎所有的细胞

类型。自 1981 年 Evans 和 Kaufman 首次成功分离得

到小鼠 ESCs 并建立稳定增殖的 ESCs 系以后[1], 国

内外研究人员先后在牛[2]、猪[3]、仓鼠[4]、大鼠[5]、

兔[6]、水貂[7]、恒河猴[8]、美洲长尾猴[9]以及人类[10]
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等物种上建立了类 ESCs 系, 但至今没有山羊成功

建系的报道。 

Udy 等[11]用大鼠肝脏细胞条件培养液培养山羊

内细胞团(Inner cell mass, ICM), 结果发现低氧浓度

有助于山羊类 ESCs 的存活, 但最多只能传 3 代。Tian

等 [12]发现 , 山羊囊胚全胚在小鼠胎儿成纤维细胞

(MEF)饲养层上培养时不能形成类 ESCs 集落 , 而

ICM适宜于分离山羊类 ESCs, 小鼠 ESCs条件培养液

可以促进山羊类 ESCs 自我更新, 最高传至 8 代。1996 

年 Meinecke-Tillmann 等[13]分别从绵羊和山羊胚胎中

分离培养类 ESCs, 发现在山羊, 7~8 d ICM, 仅原代

形成集落; 7~8 d 囊胚全胚, 最高传至 7 代; 10d 胚盘

(Embryonic discs), 最高传至 9 代; 11 d 胚盘, 最高传

至 28 代, 但无后续报道。桑润滋等[14]将山羊桑椹胚

和囊胚分别培养于 MEF 饲养层或同源胎儿成纤维细

胞饲养层, 结果发现后者更有利于山羊类 ESCs 培养, 

最高传至 5 代。葛秀国等以 MEF 为饲养层, 采用机

械分割的传代方法, 将山羊 ESCs 最高传至 10 代。可

见, 目前对山羊 ESCs 稳定增殖所需的微环境还不够

清楚, 缺乏有效的传代方法, 导致山羊 ESCs 在体外

培养过程中不能稳定传代, 过早分化或死亡。 

本试验以山羊 6~7 d 的桑椹胚和囊胚为材料, 参

照人和小鼠 ESCs培养体系, 探索了适宜于山羊 ESCs

生长和传代的条件, 对其在体外培养时的生长行为、

增殖能力、分化潜能以及影响因素进行了研究。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
胚胎供体为非泌乳期成年关中奶山羊, 由西北

农林科技大学陕西省干细胞工程技术研究中心动物

试验场提供, 健康状况良好。 

成年新西兰白公兔, 2 只, 由西北农林科技大学

陕西省干细胞工程技术研究中心动物试验场提供。 

昆白系小鼠, 6~8 周龄, 购自第四军医大学实验

动物中心。 

高糖 DMEM(Gibco), 胎牛血清 (FBS, Gibco), 

人 bFGF(Chemicon), LIF(Chemicon), β-巯基乙醇(β- 

Me, Gibico), 谷氨酰胺(L-glutamine, Gibico), 非必

需氨基酸(NEAA, Gibico), 豚鼠血清(北京鼎国), 新

生牛血清(NBS, 银香国际), 丝裂霉素 C(浙江海正

药业 ), 卵泡刺激素 (FSH)(宁波市激素制品有限公

司), 氯前列烯醇(PG, 上海市计划生育科学研究所), 

孕酮栓 (CDR-G, 新西兰生产 ), 免疫组化试剂盒

(Invitrogen), 免疫组化染色所用抗体(Nanog、Oct-4、

SSEA-1、SSEA-3 和 SSEA-4)(Chemicon), 反转录试剂

盒(Fermental)。 

MEF 培养液为: 含体积分数 10% NBS、100 IU/mL

青霉素钠和 0.1 mg/mL 硫酸链霉素的高糖 DMEM。 

山羊 ESCs 培养液为: 含体积分数 15% FBS、

100 IU/mL 青霉素钠和 0.1 mg/mL 硫酸链霉素、  

0.1 mmol/L β-巯基乙醇、2 mmol/L 谷氨酰胺、0.1 

mmol/L 非必须氨基酸、1000 IU/mL LIF、10 ng/mL 

bFGF 的高糖 DMEM。 

1.2  山羊超数排卵及胚胎采集 
关中奶山羊在放入孕酮栓后第 10 天(放栓第 7 

天换栓)早上开始肌注 FSH, 连续注射 4 d(剂量分别

是 60 IU, 40 IU, 30 IU, 20 IU/次), 每天早晚各 1 次

(间隔 12 h), 并在第 12 天晚和第 13 天早肌注 FSH

的同时, 肌注氯前列烯醇各 0.2 mg, 第 13 天中午去

栓。去栓后观察发情, 并及时配种(发情后配种, 每次

间隔 6 h, 连配 2~3 次)。配种后 6~7 d, 腹中线手术

法采胚, 体视镜下检胚。 

1.3  小鼠胎儿成纤维细胞(MEF)饲养层的制备 
MEF 分离自怀孕 13.5 d 的昆白鼠胎儿, 选择 1~ 

5 代的 MEF 细胞, 用 10 μg/mL 丝裂霉素 C 处理 2 h

后, PBS 洗 4~6 次以除去可能残留的丝裂霉素 C, 并

按 0.8×105~1.0×105 个/mL 的细胞密度接种到预先用

1 g/L明胶处理过的四孔板, 或者制作成 100 μL的微

滴, 38.0oC、5% CO2 和饱和湿度条件下培养 3~24 h

待用。培养液为 MEF 培养液。 

1.4  兔抗山羊血清的制备 
无菌取屠宰的成年关中奶山羊脾脏, 用生理盐

水冲洗后, 去掉脾脏被膜, 充分剪碎, 匀浆, 加生理盐

水悬浮细胞, 800 目滤纱过滤, 1000 r/min 离心 10 min。

用生理盐水重悬细胞, 调节细胞浓度为 1×107 个/mL, 

于−196oC 冷冻保存。选择健康新西兰公兔 2 只, 腹

腔注射解冻后的脾脏细胞, 每次注射量为 4×108 个

细胞。连续注射 4 次, 每次间隔 10 d, 最后一次注射

10 d 后心脏采血 , 血液分装于 250 mL 玻璃瓶中

制成斜面 , 静置过夜使血清析出。吸取上层血清 , 

4000 r/min 离心 30 min, 取上清液 , 56oC 灭活     

30 min。0.22 μm滤膜过滤后, 无菌分装, −20oC保存。 
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1.5  山羊 ESCs 的原代培养 
1.5.1  全胚培养法 

将超排得到的山羊囊胚和桑椹胚, 不经脱带处

理, 直接培养 MEF 饲养层上, 38.0oC、5% CO2、饱

和湿度培养, 由其自然孵化并贴壁增殖。培养液为

山羊 ESCs 培养液。 

1.5.2  酶消化法分离囊胚 ICM 

参照杨炜峰等[15]报道的方法。在室温下, 将囊

胚用链蛋白酶脱带处理后, 用含 0.25%胰蛋白酶、

0.04% EDTA 消化 5 min, 于解剖镜下观察, 若发现

滋养层细胞开始脱落 , 迅速将其移入操作液中 , 在

解剖镜下借助细玻璃针分离出山羊 ICM。操作液为

MEF 培养液。 

1.5.3  免疫外科法分离囊胚 ICM 

将除去透明带的山羊囊胚, 在无钙镁 PBS 中洗

3 遍。然后将其移入 1:10 稀释的兔抗山羊血清中作

用 30 min。再在 PBS 中洗 3 遍, 以除去可能残留的

抗体, 之后移入豚鼠血清中, 作用 30 min。然后用吸

胚管将胚胎转移到操作液中 , 轻轻吹打 , 除去滋养

层细胞, 即可得到 ICM。操作液为 MEF 培养液。 

1.6  山羊 ESCs 的传代培养 
机械切割法: 将 ESCs 集落用玻璃针挑出置于

操作液, 用胚胎切割刀将 ESCs 集落分割成 4~20 个

细胞的小块, 用吸胚管转移于新的饲养层培养。 

酶消化法: 将 ESCs 集落挑出后, 放于 0.1% IV

胶原酶中, 38.0oC 消化 30~40 min, 期间, 辅以轻柔

的吹打, 之后用 MEF 培养液中和。最后, 将分离开

的细胞团块移至新的饲养层培养。 

1.7  山羊 ESCs 的鉴定 
1.7.1  形态学鉴定 

在倒置显微镜下观察山羊 ESCs 的生长行为 , 

并记录其形态特征。 

1.7.2  免疫组化染色 

对山羊第 9 代 ESCs 表面标志抗原 Nanog、Oct4、

SSEA-1、SSEA-3 和 SSEA-4, 采用免疫组化染色进行

鉴定, 具体操作按照试剂盒说明书进行。倒置显微

镜下观察 , 阳性细胞为棕红色 , 阴性细胞和对照组

细胞不着色。 

1.7.3  RT-PCR 检测 

收集第 9 代山羊 ESCs, 用 TRIzol 一步法提取

总 RNA, 测定 A260/A280 比值在 1.8~2.0 之间 , 用反

转录试剂盒将 RNA 反转录, 得到山羊 cDNA。对

照组为山羊 ESCs 的饲养层细胞(MEF), 采用相同

的方法提取 RNA, 之后用相同量的 RNA 进行反转

录, 得到 MEF cDNA。应用 PCR 法检测 Nanog、

Oct4、CD117、端粒酶基因的表达。检测过程中所

使用的引物序列见表 1, 其中 Nanog、β-actin 以及

GAPDH 基因的引物由作者根据 NCBI 中的基因序

列(序列号见表 1)自行设计 , 其余引物则参考他人

文献。  

1.8  山羊 ESCs 向心肌细胞诱导分化 
离心收集第 13 代山羊 ESCs, 用诱导培养液(无

LIF 的 ESCs 培养液+1% DMSO)做成 20 μL(1.5×104

个/mL)的悬滴培养 2 d 后, 形成的类胚体转移至铺

有琼脂的培养皿悬浮培养 5 d(隔天部分换液, 培养

液为诱导培养液), 最后将类胚体转移至明胶处理过

的 48 孔板, 每孔接种一个类胚体, 使其向心肌细胞

分化, 隔天换液(培养液为无 LIF 的 ESCs 培养液)。  

7 d 后用心肌特异性抗体α-actin 对其进行免疫组化

染色 , 对照组没有经过 DMSO 诱导 , 培养液为无

LIF 的 ESCs 培养液, 具体操作按照试剂盒说明书

进行。 

表 1  RT-PCR 中所用的检测引物 
Table 1  Primers for determining in RT-PCR 

Gene Primer sequence(5′→3′) Size Annealing temp References 

Oct-4 cgtgaagctggagaaggagaagctcaagggccgcagcttacacatgtt 247bp 57°C [16] 

Nanog ccgctcgagatgagtgtgggcccagcttgtcccaagcttacaaatcttcaggctgtatgttg 903bp 64°C AY 786437 

hTERT gtgtgctgcagctcccattcgctgcgtctgggctgtcc 264bp 61°C [17] 

β-actin cacggtgcccatctacgacttgatgtcacggacgattt 157bp 60°C AF 481159 

CD117 ggcagccagaaatatcctccttactaccacgggcttctgtcggttgg 423bp 60°C [18] 

GAPDH attcaacggcacagtcaagg cagtgtagcccaagatgccct 665bp 56°C XM 001473623
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2  结果 
2.1  山羊胚胎采集结果 

本试验对超排处理的 4 只关中奶山羊采胚, 共

采集胚胎 42 枚 , 可用胚 39 枚 , 胚胎可用率为

92.9%(39/42), 其中桑椹胚 5 枚, 囊胚 28 枚, 孵化囊

胚 6 枚(图 1A)。 

2.2  不同处理方法对山羊 ESCs 原代集落的影响

和 ESCs 的传代培养 
原代培养时对采集到的 39 枚胚胎使用不同的

方法进行处理, 其中 22 枚用全胚法培养(图 1A), 8

枚胚胎用酶消化法处理(见图 1B, 一枚胚胎已脱去

透明带 , 并有部分滋养层细胞脱落 , 另一枚胚胎正

在脱去透明带), 9 枚胚胎用免疫外科法处理(图 1C, 

正在用免疫外科法处理的胚胎, 大量的滋养层细胞

已脱落)。由表 2 可知, 用酶消化法和免疫外科法处

理胚胎后得到的 ICM 贴壁率较低, 全胚培养法易于

胚胎孵化后贴壁并形成原代集落(t 检验 P<0.05, 差

异显著), 而且更适于传代培养(t 检验 P<0.05, 差异

显著)。由表 3 可知, 不同发育阶段的胚胎采用全胚

法培养时 , 孵化囊胚的贴壁率高于桑椹胚和囊胚(t

检验 P>0.05, 差异不显著), 但囊胚贴壁后更适于传

代培养(t 检验 P<0.05, 差异显著)。 

原代培养时分别将没有经过处理的胚胎, 以及

用酶消化法和免疫外科法处理胚胎后得到的 ICM, 

置于四孔板和微滴做成的饲养层上进行培养。本实

验中, 6 代以前的 ESCs, 采用机械切割法传代, 6 代

之后的 ESCs 采用酶消化法传代。其中开始用酶消化

法处理过滋养层的胚胎得到的 ESCs 最高传至 6 代

(图 1D), 用免疫外科法处理过滋养层的胚胎得到的

ESCs 最高传至 10 代(图 1E 为第 8 代的 ESCs 集落), 

而全胚法培养胚胎得到的 ESCs 有一株目前已传至

18 代(图 1F 为第 14 代的 ESCs 集落)。 

2.3  山羊 ESCs 的生长行为及形态学特征 
山羊全胚胎或 ICM 接种后, 2~5 d 内贴壁, 卵裂

球开始增殖 , 中央细胞呈小圆形 , 周围也会出现扁

平的空泡样细胞, 形成一个具有核心的结构。5~7 d

后 , 中央核心部分的小圆形细胞逐渐增殖为集落 , 

这些集落呈不同的形态, 大致包括以下几种: (1)有 8 

 
图 1  山羊胚胎和 ESCs 集落特征 

Fig. 1  Characterization of goat embryos and derived ESCs colonies 
A: goat morulaes and blastocysts (×100); B: goat embryos dealed by enzymatic digestion (×100); C: goat embryos treated by immunosurgery 

(×100); D: passage 5 goat ESCs colonies (×100); E: passage 8 goat ESCs colonies (×100); F: passage 14 goat ESCs colonies (×100); G: bird’s 
nest-like colony was formed after the goat embryo adhered (×100); H: fried eggs-like colony was formed after the goat embryo adhered (×50); 

I: the goat ESCs all differentiated to vacuole-like cells (×50) 
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表 2  不同处理方法山羊胚胎的贴壁率及传代培养 
Table 2  The adherence rate of goat embryos and subculture of ESCs by different methods 

Different disposal The adherence rate of goat 
embryos (%) 

The number of cell lines obtained 
of 6 passages The highest passages of ES cells 

The whole embryos 86.4 (19/22) 14 18~ 

Enzymatic digestion 50 (4/8) 2 6 

Immunosurgery 66.7 (6/9) 4 10 

 
表 3  不同种类的胚胎采用全胚法培养时的贴壁率及传代培养 

Table 3  The adherence rate of different embryos by whole embryos method and subculture of ESCs 

The kinds of embryos The adherence rate of 
embryos (%) 

The number of cell lines obtained 
of 6 passages The highest passages of ES cells

Morulaes 80 (4/5) 2 8 

Blastocysts 81.8 (9/11) 8 18~ 

Hatched blastocysts 100 (6/6) 4 13 
 

 

图 2  山羊 ESCs 免疫组化染色 
Fig. 2  The immunohistochemistry of goat ESCs 

A: the goat ESCs showed positive staining for Nanog in the immunohistochemistry (×200); B: positive staining for Oct4 (×200); C: weak 
positive staining for SSEA-1 (×200); D: positive staining for SSEA-3 (×200); E: negative staining for SSEA-4 (×200); F: negative control was 

not stained (×200) 
 
枚囊胚、1 枚桑椹胚和 1 枚孵化胚贴壁培养后形成

的集落呈鸟巢状, 周围很少有分化的细胞(图 1G); (2)

有 6 枚囊胚、1 枚桑椹胚和 3 枚孵化胚贴壁培养后

形成煎蛋样集落 , 周围存在大量的空泡样细胞 , 中

间为 ICM 贴壁后增殖形成的集落(图 1H); (3)还有部

分胚胎贴壁培养后全部分化为空泡样细胞, 没有典

型的集落形态(图 1I)。将 ESCs 集落进行机械法传代, 

小圆形细胞迅速增殖 , 重新形成集落结构 , 同时空

泡样的分化细胞也不断增加。采用酶消化法传代后, 

ESCs 增殖变慢, 集落变少, 但形态规则, 同时空泡

样细胞也明显减少。研究发现, 原代培养时具有鸟

巢状集落的克隆活力较好, 传代培养时出现的分化

细胞也较少。 

2.4  山羊 ESCs 免疫组化染色分析 
对第 9 代山羊 ESCs 进行免疫组化染色, 结果显

示, 山羊 ESCs Nanog、Oct4、SSEA-3 免疫组化染色

呈阳性, SSEA-1 呈弱阳性, SSEA-4 呈阴性, 对照组细

胞不着色(图 2)。 

2.5  山羊 ESCs 多能性因子检测 
对山羊 ESCs的多能性因子进行 RT-PCR检测, 结

果显示, 山羊 ESCs 表达 Nanog(903 bp)、端粒酶(264 

bp)、CD117(423 bp)、Oct4(247 bp)、山羊β-actin (157 bp)

基因(图 3A)。阴性对照组为饲养层细胞(MEF), 只表达

端粒酶(264 bp)和小鼠 GADPH (665 bp) (图 3B)。 
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图 3  山羊 ESCs RT-PCR 检测 
Fig. 3  The RT-PCR detection of goat ESCs 

A: RT-PCR result of goat ESCs; M: marker DL 2,000; Positive control: goat β-actin; B: RT-PCR result of MEF; 
M: marker DL 2,000; Positive control: mouse GADPH 

 
2.6  山羊 ESCs 体外诱导分化 

用诱导培养液将 13 代的山羊 ESCs 进行悬滴和

悬浮培养 , 形成类胚体 (Embryonic body, EB)(图

4A)。EB 贴壁培养后, 由边缘开始向心肌样细胞分

化, 逐渐形成生长晕, 培养约 2 d 可见梭形细胞平行

排列伸出, 细胞间彼此纵向相连(图 4B)。用心肌特

异性抗体α-actin 进行免疫组化染色, 结果显示诱导

后的细胞呈阳性(图 4C), 对照组细胞不着色(图 4D)。 

 

图 4  山羊 ESCs 体外诱导分化 
Fig. 4  The induced differentiation of goat ESCs in vitro 
A: the embryonic body induced for 2 d (×200); B: the embryonic 

body attach to dish for 5 d (×200); C: α-actin immunohistochemistry of 
embryonic body after induced for 7 d (×200); D: negative control 

(×200) 
 

3  讨论 

本试验以山羊桑椹胚和囊胚为材料, 原代培养

时分别采用全胚培养法、酶消化法和免疫外科法 , 

分离得到山羊 ESCs。山羊 ESCs 体积小, 不规则, 细

胞核大, 原代培养时具有鸟巢状、煎蛋样和山包样

集落, 其中具有典型鸟巢状结构的集落较易于进行

传代培养。传代培养时, 6 代以前的山羊 ESCs 采用

机械分割法, 6 代以后的山羊 ESCs 采用酶消化法, 

目前一株原代培养时采用全胚法培养的山羊 ESCs

已传至 18 代。山羊 ESCs Nanog、Oct4 和 SSEA-3

免疫组化染色呈阳性, SSEA-1 免疫组化染色呈弱阳

性, SSEA-4 免疫组化染色呈阴性; RT-PCR 检测发现, 

山羊 ESCs 表达 Nanog、Oct4、CD117、端粒酶基因。

诱导分化试验细胞α-actin 免疫组化染色呈阳性, 说

明山羊 ESCs 经体外诱导可向心肌样细胞分化。这些

均表明山羊 ESCs 具有多能性。 

Rossant 等[19]研究发现, 小鼠 ICM 为混合细胞

群体。本研究中也发现, 在山羊 ICM 细胞增殖后出

现上皮样、空泡样等不同类型的细胞, 因此推测山

羊 ICM 同样为混合的细胞群体。试验中还发现, 山

羊 ESCs 在体外增殖时会出现一些小圆形细胞, 呈

集落样生长, 同杨炜峰等[15]的研究结论一致。 

本研究中, 山羊胚胎原代培养时分别采取全胚

法、酶消化法和免疫外科法 3 种方法, 发现全胚培

养法更有利于胚胎贴壁并形成原代集落, 其中孵化

囊胚的贴壁率略高于桑椹胚和囊胚, 但是从囊胚得

到的山羊 ESCs 增殖较稳定, 有一株已传至 18 代。

由此可见, 使用 MEF饲养层, 并参照小鼠和人 ESCs

培养液(添加 LIF、bFGF), 原代培养时采用全胚培养

法, 更有利于得到可稳定传代的山羊 ESCs, 而用酶

消化法和免疫外科法处理胚胎得到的 ICM 贴壁生长

后, 传代时 ESCs 生长状态不稳定, 分化细胞较多, 

最高分别传至 6 代和 10 代, 主要原因可能是应用酶

消化法和免疫外科法对胚胎进行处理时, 产生的损

伤太大, 不利于 ESCs 的稳定增殖。在预试验传代培

养时发现, 早期培养采用机械法传代更有利于山羊
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ESCs 达到稳定的增殖状态并形成新的集落, 但随着

传代数的增加, 至第 6 代左右, ESCs 活力下降, 机械

切割对 ESCs 集落产生的损伤愈加明显, 导致大量

ESCs 死亡, 集落变黑, 分化细胞也增多, 这时换用

酶消化法传代可以有效地减少 ESCs 的死亡和分化。

所以, 正式试验时, 第 6 代以前细胞采用机械切割

法传代, 而 6 代以后细胞采用酶消化法传代。 

此外 , 在试验中还发现 , 随着传代数的增加 , 

较多的山羊 ESCs集落 4代以后便不再具有致密的结

构 , 而是变得较为松散 , 说明分化细胞增多 , ESCs

活力开始下降。 

目前, 虽然关于人和小鼠 ESCs 建系的方法已

被详细报道 , 然而依其为参照 , 在山羊上国内外仍

无建系的报道。在本研究中, 虽然有一株细胞目前

已传至 18 代, 但具有典型形态的集落随着代数的增

加不断减少 , 而且这时的集落也变得比较松散 , 没

有致密的结构, 这说明山羊 ESCs 传代时仍存在很

大程度的细胞分化和死亡。所以, 目前在山羊 ESCs

培养过程中, 如何提供稳定的、适宜的培养条件和

有效的传代方法, 仍然是亟待解决的问题。 
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