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小鼠孤雌胚胎干细胞的建立及其向运动神经元分化的
初探 
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摘要: 文章采用小鼠的孤雌囊胚建立胚胎干细胞系, 探究其向运动神经元分化的可能, 为临床治疗以及研究基

因组印记与神经分化的的关系提供理论基础。结果表明：卵母细胞孤雌激活率达到 93.26%, 成功建立了 8 个孤

雌胚胎干细胞系, 建系率达到 23.53%。克隆表达多潜能标记 Oct4 及细胞表面标记 SSEA-1, 有高水平的碱性磷

酸酶活性, 在细胞第 10 代和第 30 代时核型分析检测显示为正常的 40 条染色体。体内、外均分化出三胚层来

源的细胞。联合应用全反式维甲酸(RA)、音猬因子(Shh)及细胞外基质, 小鼠孤雌胚胎干细胞可被诱导表达运动

神经元的标志性标记 HB9、Olig2。 
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Abstract:  In this study, we generated embryonic stem cells from parthenogenetic embryos (PESCs), and induced them 
to differentiate to motor neurons, which could be an alternative source of histocompatible cells for replacement of therapy 
and theoretical foundation for studying the relationship of genome imprint and neural differentiation. The parthenogenetic 
activation rate of B6D2F1 mouse oocytes was 93.26%. We established eight parthenogenetic embryonic stem cell lines and 
the establishment rate from parthenogenetic embryos was 23.53%. The pluripotency marker Oct4, the cell surface marker 
SSEA-1, and alkaline phosphatase exhibited in PESCs. Karyotype analysis showed normal 40 chromosomes when exam-
ined at passages 10 and 30, which was in accordance with their oocyte origins. Three germinal layers were differentiated in 
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vivo and in vitro. Mouse PESCs, which were treated by tretinoin and sonic hedgehog with extracellular matrix, could gener-
ate motor neurons that expressed the specific markers such as HB9 and Olig2. 

Keywords: parthenogenetic embryonic stem cells; imprinted genes; motor neurons; differentiation; Tretinoin (RA); 
Sonic hedgehog (Shh) 

胚胎干细胞(Embryonic stem cells, ESCs)是来源
于囊胚内细胞团(Inner cell mass, ICM)的具有自我更
新和多潜能性的一类细胞。可以作为种子细胞应用

于再生医学。但建立ESCs时破坏了胚胎的完整, 因
此研究和应用都受到伦理及法律等方面的制约。孤

雌生殖是某些昆虫、低等脊椎动物的一种单性生殖

方式, 单个卵在没有精子参与的情况下可以发育成
一个胚胎。从孤雌胚胎建立的孤雌胚胎干细胞

(Parthenogenetic embryonic stem cells, PESCs)具有与
正常受精获得的胚胎干细胞相同的性质, 同时不受
伦理及法律的制约, 可应用于组织修复、疾病治疗
等医学领域[1, 2]。目前已成功建立了小鼠、兔、非人

灵长类和人的PESCs系[1~5]。 
胚胎干细胞可作为研究胚胎早期细胞谱系决定

的体外模型。 
体内脊髓运动神经元的发生有以下 3 个步骤：

外胚层细胞的原始神经化 ; 神经细胞的尾侧定位 ; 
尾侧定位的神经细胞的腹侧定位[6, 7]。这一过程是在

一系列的信号调节下完成的。首先外胚层细胞在骨

形态发生蛋白(Bone morphogenetic protein, BMP)、
成纤维生长因子 (Fibroblast growth factor, FGF)和
WNT信号的调节下形成原始的头侧神经元前体 [7]; 
尾侧的信号, 如全反式维甲酸(Tretinoin, RA), 为头
侧神经元前体提供了在脊髓上的定位 [8]; 之后腹侧
信号音猬因子(Sonic hedgehog, Shh)诱导脊髓的神经
前体细胞形成运动神经元前体。运动神经元前体的

诱导依赖于Shh的活性, 高水平的Shh信号可诱导细
胞表达运动神经元前体特征性的同源结构域和碱性

螺旋-环-螺旋蛋白[9]。 
目前ESCs有两种神经诱导分化的方法：一种是

利用RA等小分子物质进行诱导 [10], 另一种是有诱
导活性的基质细胞系PA6 作为神经诱导物进行共培
养[11, 12]。我们前期利用第一种方法, 通过模拟体内
运动神经元分化的过程, 添加RA、Shh并经基质程序

性作用获得了由ESCs分化的脊髓运动神经元[13]。运

动神经元病是运动神经元(Motor neuron)选择性变性
导致进行性肌无力和死亡, 目前尚无有效治疗方法, 
利用ESCs分化为运动神经元进行替代治疗是一种可
能的治疗方法[14~16]。ESCs来源于早期胚胎, 某些细
胞表面免疫相关蛋白 (如组织相容性复合体 , 即
MHC)还未表达, 移植治疗时的免疫排斥效应不大, 
易于通过NK细胞的识别而免于发生排斥反应[17]。在本

研究中, 我们尝试使用外源性的RA和Shh小分子来
诱导PESCs分化形成运动神经元, 为运动神经元病
的干细胞治疗提供了良好的实验基础。 

1  材料和方法 

1.1  小鼠卵母细胞孤雌激活 

6~8 w龄雌性B6D2F1 小鼠(北京维通利华实验
动物技术有限公司), 自由采食饮水。腹腔注射 7.5 
IU PMSG(宁波第二激素厂 ), 48 h后注射 5 IU 
hCG(宁波第二激素厂)。注射hCG 13 h后处死小鼠, 
收集MⅡ期卵母细胞。预先配制激活液 , 在无
Ca2+/Mg2+的CZB培养液中加入 10 mmol/L SrCl2 

(Sigma)和 5 μg/mL细胞松弛素B(Sigma)。将卵母细
胞放入激活液中 6 h后放入CZB操作液中清洗, 之后
将孤雌胚胎移入 37℃、5%CO2的KSOM微滴中培养。 

1.2  小鼠 PESCs的分离培养 

利用酸性操作液去除孤雌囊胚透明带, 并移至
饲养层细胞上, 37℃、5%CO2培养。其中, 培养液采用
含 20%(体积分数)Knockout™血清替代物(Invitrogen)
的Knockout™ D-MEM(Invitrogen), 并加入白血病抑
制因子(leukemia inhibitory factor, LIF; Invitrogen)抑
制分化。利用机械法分离细胞团并以 0.25%胰酶消
化传代, 直到形成典型胚胎干细胞集落, 改为常规
胰酶消化传代。稳定传代后, 改用常规胚胎干细胞
培养液(含 10%胎牛血清的高糖D-MEM)培养。 
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1.3  小鼠 PESCs特性的鉴定 

1.3.1  碱性磷酸酶(Alkaline phosphatase, AKP)活性

的检测 

将小鼠 PESCs细胞接种到铺有明胶的盖玻片上
培养 24 h, 按照AKP染色试剂盒(南京建成生物工程
研究所)的操作说明进行检测。 

1.3.2  细胞表面抗原的检测 

将小鼠 PESCs接种到铺有明胶的盖玻片上培养
24 h, 以 4%多聚甲醛常温固定 1 h, 免疫荧光染色观
察多潜能细胞标记 Oct4和 SSEA-1的表达。 

1.3.3  核型分析 

0.25%胰酶消化后的细胞在 0.075 mol/L KCl中
37℃低渗处理 15 min, 以甲醇：冰醋酸(3:1)于 4℃固
定 20 min。将细胞悬液滴在-20℃预冷的载玻片上。
晾干后以Giemsa染色 10 min, 在 100×物镜的油镜下
对染色体标本观察、计数并拍照。 

1.4  小鼠 PESCs体内分化能力的检测 

将含有 1×106个PESCs的 100 μL细胞悬液注射
到裸鼠的后肢及背部皮下, 4~6 w后处死裸鼠, 收集
畸胎瘤, 以 4%多聚甲醛固定, 常规石蜡包埋, H.E.
染色观察[18]。 

1.5  小鼠 PESCs体外分化能力的检测 

通过 EBs 的形成来检测 PESCs 的体外分化能
力。将小鼠 PESCs 以 0.25%胰酶常规消化, 接种到
低黏附的细菌培养皿中, 更换为 EBs培养液(含 15%
胎牛血清的高糖 D-MEM)进行培养, 隔天换液。10 d
后收集 EBs, 以 4%多聚甲醛室温固定、梯度蔗糖处
理后, OCT包埋, 做冰冻切片。免疫荧光染色观察 3
个胚层的分子标记的表达：外胚层 Nestin和 NF-L、
中胚层 α-SMA和 PECAM、内胚层 AFP。 

1.6  小鼠 PESCs向运动神经元诱导分化 

小鼠 PESCs形成 EBs 4 d后, 在 EBs培养液中
加入 2 μmol/L RA 培养 2 d, 之后添加 30 nmol/L 
Shh(R&D)继续培养 2 d, 将处理后的 EBs 放入预处
理的 4 孔板中。预处理过程为：在 4 孔板中加入添
加 PLO(poly-L-ornithine, Sigma)基质的 D-MEM: 
F12(1:1)培养液孵育 4 d, 之后弃掉基质培养液并加

入 1 µg/mL层粘连蛋白(Laminin, Invitrogen)孵育 1 h, 
弃液待用。EBs 以胰酶消化后接种到处理好的 4 孔
板中。采用神经干细胞培养液 , 即在等体积的
DMEM:F12 中加入神经细胞培养基 (Neurobasal, 
Invitrogen)以及 1%N2、2%B27(N2 和 B27 均购于
Invitrogen), 每天换液。在 4孔板中培养 11 d后, 以
4%多聚甲醛室温固定, 免疫荧光染色观察是否含有
神经元标记 Olig2、Tuj1 和 HB9 的表达; 并以基质
处理组和 RA+基质处理组作为阴性对照组 , 观察
Olig2的表达。 

1.7  印记基因和多潜能基因的 RT-PCR分析 

使用 Trizol一步法分别从 PESCs、R1胚胎干细
胞、EBs 及小鼠胎儿成纤维细胞(Mouse embryonic 
fibroblast, MEF)中提取总 mRNA。取 1 μg mRNA经
RT-PCR 试剂盒(TaKaRa)逆转录得到相应的 cDNA, 
取上述 cDNA为模版进行 PCR扩增。引物序列、扩
增片段长度、复性温度见表 1。 

1.8  免疫荧光染色 

按照常规的免疫荧光染色的方法操作。其中一

抗分别采用鼠源单克隆抗体 Oct4、SSEA-1、NF-L、
α-SMA、 PECAM、 AFP 和 Olig2(Santa Cruze), 
Nestin(Chemical), Tuj1(碧云天生物技术研究所), 山
羊源单克隆抗体 HB9(Abcam); 二抗分别采用 FITC
标记山羊抗小鼠 IgG, TRITC 标记的牛抗山羊抗体
(Sigma)。核染料为 Hoechst33342(Sigma)。 

1.9  统计数据及分析 

实验数据经 Student t-检验进行统计学计算分析, 
P<0.05 为差异性有显著性意义, 所有数据用均数±
标准差表示。 

2  结果与分析 

2.1  小鼠 PESCs的分离培养和传代 

3 只雌性B6D2F1 小鼠收集得到 89 枚MⅡ期卵
母细胞, 分别置于 3个微滴中激活并继续培养。SrCl2

法激活率为 93.26%, 囊胚率 92.77%。每只小鼠挑选
11~12枚囊胚接种到饲养层上, 最终经鉴定得到 8个
PESCs细胞系(表 2)。 
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表 1  引物序列及复性温度 

基因 引物序列(5′→3′) 目的片段(bp) 复性温度(℃) 

Oct4 F: CTGTAGGGAGGGCTTCGGGCACTT 
R: CTGAGGGCCAGGCAGGAGCACGAG 216 58 

Nanog F: ATGAGTGTGGGTCTTCCTGGTCC 
R: GACTCCACCAGGTGAAATATGA 918 62 

H19 F: TGTAAACCTCTTTGGCAATGCTGCC 
R: TATTGATGGACCCAGGACCTCTGGT 200 55 

Igf2 F: CGCCCTTCTCCTCCGATC 
R: CGCCCTTCTCCTCCGATC 110 60 

Peg3 F: ATGTACCATCACGAAGACGACACC 
R: CTCGGCATCCTGGGATCGAGACTC 125 60 

Snrpn F: GCTGCTGTTGCTGCTACTGCTAGC 
R: GCAGTAAGAGGGGTCAAAAAGCTTGC 233 60 

Ndn F: CTTCCTCTGCTGGTCTCCAC 
R: TCCTTCACCAACACGTACCA 435 61 

Igf2r F: CAGGTAGCGAAAAGTGGTAAGT 
R: GCCTGGTCTGTTTCTGTGATTG 469 60 

Gtl2 F: ACATGAACCTGTTTCCAGCC 
R: ATCCTGGGGTCCTCAGTCTT 381 60 

Ube3a F: TCGTTACGCTTCTCTTCCGT 
R: GGAGGGATGAGGATCACAGA 560 61 

GAPDH F: TGAAGGTCGGTGAACGGAT 
R: CAGGGGGGCTAAGCAGTTGGT 980 60 

 
表 2  小鼠孤雌激活率、PESCs 建系率 
卵母细

胞数 
2-细胞数(%) 囊胚数 

接种囊

胚数 
建系数(%)

89 83(93.26) 77(92.77) 34 8(23.53) 

 

2.2  小鼠 PESCs特性的鉴定 

PESCs 在饲养层上呈现典型 ESCs 形态学特征, 
边缘光滑, 与饲养层分界清晰, 细胞间界限不清。细
胞显示高水平的碱性磷酸酶活性。核型分析结果显

示为 40 条。免疫荧光染色显示多潜能标记 Oct4 及
小鼠胚胎干细胞表面标记 SSEA-1 的表达(图 1), 实
验结果表明, 建立的 PESCs 具有 ESCs 特有的多能
性以及正常二倍体核型的 40条染色体。 

2.3  小鼠 PESCs体内分化能力的检测 

将 PESCs 注射到裸鼠的后肢及背部皮下 (图
2A)。2 w内可形成畸胎瘤, 6 w后取畸胎瘤做组织学
检测, 显示其含有所有 3 个胚层的结构。其中, 图
2B 为来源于外胚层的神经细胞, 图 2C 为中胚层来
源的血细胞, 图 2D为内胚层来源的黏液腺。实验结
果表明, PESCs在体内能够分化成三胚层来源的细胞。 

2.4  小鼠 PESCs体外分化能力的检测 

体外诱导分化产生的 EBs 做冰冻切片, 免疫荧
光分析显示表达 3个胚层的分子标记：外胚层 NF-L

和 Nestin, 中胚层 α-SMA 和 PECAM, 内胚层
AFP(图 3)。实验结果表明, PESCs 在体外能够分化
成三胚层来源的细胞。 

2.5  小鼠 PESCs向运动神经元诱导分化 

处理后的 EBs接种到 PLO基质上培养 2~3 d后, 
发现能够贴附生长的 EBs向外伸出大量上皮样细胞, 
而未贴壁的 EBs不能进行分化。接种后 7 d, 可观察
到 EBs 周围有许多细长的突起。免疫荧光染色显示
EBs 表达神经元特异标记 Tuj1, 同时也观察到了运
动神经元标记 HB9和 Olig2的表达(图 4)。而只应用
基质处理组和 RA+基质处理组中没有观察到运动神
经元标记 Olig2 的表达。实验结果表明, 联合应用
RA、Shh 及细胞外基质可以得到表达特异标记的运
动神经元。 

2.6  RT-PCR分析 

RT-PCR结果显示, PESCs的多潜能基因Oct4和
Nanog表达水平与 R1 ESCs系无显著差别。在 PESCs
中不仅检测到了母源表达的印记基因(H19、Gtl2、
Igf2r、Ube3a), 也检测到了父源表达的印记基因
(Igf2、Snrpn、Peg3、Ndn)。PESCs、EBs 2d、EBs 8 
d分别与 R1进行两两比较。PESCs的印记基因 H19、
Igf2r、Igf2及 Ndn表达量显著高于 R1; EBs形成 8 d
时, H19的表达量显著高于 R1 (图 5)。 
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图 1  小鼠 PESCs 特性的鉴定 
A：PESCs形态学图片; B：AKP活性染色; C：Giemsa核型分析; D：Oct4免疫荧光染色; E：SSEA-1免疫荧光染色。 
 

 
 
图 2  小鼠 PESCs 体内分化能力的检测 
A：注射 PESCs 6 w后的裸鼠(黑色箭头所示为畸胎瘤); B：外胚层结构细胞; C：中胚层结构细胞; D：内胚层结构细胞。图中以黑色
箭头指出。 

 

 
 
图 3  小鼠 PESCs 体外分化能力的检测 
A~E：Nestin、NF-L、α-SMA、PECAM、AFP阳性的细胞; F~J：A~E的核染色。 

 
3  讨 论 

目前对于向运动神经元分化的研究主要集中在

神经干细胞和骨髓间充质干细胞两种来源, 这两种 

细胞移植后存在免疫排斥, 尚无应用于临床治疗的
报道。而对于PESCs的神经分化潜能也仅停留于神
经前体细胞及神经胶质细胞的分化[19~22]。最近研究

表明, 小鼠PESCs不能有效产生终末分化的神经元 
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图 4  小鼠 PESCs 向运动神经元诱导分化 
A~L：Olig2阳性细胞; M~P：Tuj1阳性细胞; Q~T：HB9阳性细胞; A~D：基质处理组; E~H：RA+基质处理组; I~L：RA、Shh+基质处
理组; B、F、J、N和 R为核染色; C、G、K、O和 S为 2通道合成图; D、H、L、P和 T为光镜图。 

 

 
 
图 5  不同印记基因的相对 GAPDH 的表达量 
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类型[23], 但微环境的调节可以影响这一分化过程。
有报导指出, 高浓度的RA处理能够促进神经谱系的
基因表达并且抑制中胚层的基因表达, 在EBs形成
后无血清培养可以使神经细胞进行选择[10]; 而RA
促进ESCs的神经谱系分化时, 具有浓度依赖性, 低
浓度RA诱导ESCs分化为神经前体细胞, 高浓度RA
促进神经前体细胞分化为成熟的神经元和神经胶质

细胞[24, 25]。我们通过转录因子和细胞外基质的联合

应用初步从PESCs获得了运动神经元。这些神经元
能够表达运动神经元特异标记Olig2和HB9。但其功
能还需要进一步的电生理等的验证。与我们之前的

研究相比, 从PESCs得到运动神经元的比例较低。这
可能是由于两种ESCs之间可能存在一定的差别, 能
够诱导常规ESCs的转录因子的剂量未必能完全成功
诱导PESCs的神经分化。同时印记基因的表达模式
不同也可能是导致这一结果的原因。体内发育的研

究证明, 神经管的尾侧和背腹轴的发育模式是通过
许多诱导因子(包括RA、Shh和BMPs)来定向的。本
研究尝试应用这些诱导信号使PESCs直接分化为运
动神经元。结果显示RA和Shh信号以及PLO基质的
联合应用成功地诱导PESCs产生了运动神经元, 
Laminin的应用促进了神经突起的生长。表明可以通
过改良诱导条件从PESCs有效获得目的细胞从而应
用于替代治疗。 

哺乳动物母源和父源基因组的共同贡献对于正

常发育是必须的, 这是由于基因组的亲本等位基因
的特异性修饰, 即基因组印记。基因组印记与胚胎发
育及一些人类疾病都有着密切的关系。例如, Igf2基因
印记丢失可导致多种肿瘤的发生 , 如Wilm's瘤 [26]; 
Prader-Willi综合征是由于印记基因(如Snrpn)在大脑
中高表达所致[27]。孤雌胚胎仅有母源性基因组, 因
此基因印记是异常的, 但从孤雌囊胚建立胚胎干细
胞系的过程是一个通过表观遗传学修饰使细胞具有

多能性和永生性的过程。我们的实验表明, PESCs不
仅表达母源表达的印记基因 (H19、Gtl2、 Igf2r、
Ube3a), 也表达父源表达的印记基因(Igf2、Snrpn、
Peg3、Ndn), 显示了一些父源印记基因的激活, 这可
能与体外操作相关[28]。而Li等[29]的研究显示PESCs
表达父源印记基因, 可能与早期胚胎的整体去甲基
化同时发生, 体外分离和培养条件可以降低母源的
甲基化印记, 促进孤雌胚胎干细胞中父源表达的印

记基因的表达并且维持母源表达的印记基因的表

达。这与我们所检测的结果是一致的。PESCs在长
期体外培养过程中确实发生了与其来源的孤雌胚胎

不同的印记基因改变, 但是具体机制仍有待进一步
研究。 

PESCs代表了一种组织相容性干细胞的潜在来
源, 建立PESCs系是构建患者自身特异性多能干细
胞的方法之一, 由于遗传物质全部来自于卵母细胞, 
其人类白细胞抗原(HLA)与供卵者完全匹配 , 分化
后得到的功能细胞移植到供卵者体内, 相当于自体
移植, 不会引起免疫排斥反应, 因此对于育龄女性
患者是非常有利的。由于PESCs来源于孤雌囊胚 , 
MHC等细胞表面免疫相关蛋白还未表达[17], 我们用
RA、Shh和细胞外基质结合的方法直接诱导PESCs
分化产生的运动神经元相对于非自体神经干细胞及

骨髓间充质干细胞来源的运动神经元的免疫排斥反

应小。虽然其安全性还有待研究, 但对科研和临床
应用具有极大的价值。 
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