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鱼类胚胎干细胞的研究进展
3

刘映娴 ,安立龙 3 ,冯　业
(广东海洋大学农学院动物科学系 ,广东 湛江 　524088)

[摘　要 ] 　胚胎干细胞是存在于早期胚胎或原始生殖嵴 ,具有发育全能性和无限增殖能力的

一类细胞。作为实验材料 ,该类细胞已广泛应用于基因的表达与调控、细胞分化的机制、动物

克隆及转基因动物生产等研究领域。与其他哺乳动物胚胎干细胞的研究相比 ,虽然鱼类胚胎

干细胞的研究起步较晚 ,但近年来该领域的研究进展迅速。本文综述了鱼类胚胎干细胞的分

离培养、生物学特性、体外分化能力及嵌合体形成等方面的研究进展。
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　　胚胎干细胞 ( ES 细胞) 是从动物早期内细胞团

或原始生殖细胞经体外分化抑制培养分离和克隆出

来的一种具有发育全能性、无限增殖和多向分化潜

能的细胞。在适合的条件下 ,ES 细胞能够分化为多

种类型的细胞或组织。ES 细胞还具有种系传递功

能 ,将 ES 细胞移植到宿主囊胚后 ,它可参与宿主胚

胎各组织器官的生长发育 ,并形成生殖细胞。此外 ,

ES 细胞还可通过引入外源基因或同源重组或基因

打靶等技术 ,将动物基因组的体内和体外的各种遗

传操作联系起来。因此 ,ES 细胞为动物早期发育中

细胞分化及组织形成的分子机制、基因调控及基因

功能等发育生物学的基础研究提供一个非常理想的

工具 ,也是提高动物生产性能及疾病防治的重要手

段。鉴于 ES 细胞在发育生物学等基础研究以及组

织工程、临床医学研究中展示的优势 , ES 细胞的研

究已引起国内外科学家的高度关注。

1981 年 , Evans 和 Kauf man 用延缓着床的胚

泡 ,Martin 用条件培养基分别成功地分离及体外培

养了小鼠的 ES 细胞 ,这是 ES 细胞分离成功的首次

报道 ,它开创了胚胎干细胞研究的新领域 ,为建立其

他动物胚胎干细胞技术奠定了基础。目前 ,小鼠 ES

细胞分离、建系及基因打靶技术已趋于完善 ,并成功

制作了多种转基因或基因敲除小鼠。除小鼠外 ,其

他哺乳动物 ES 细胞的研究也取得了一定的成绩 ,

目前已成功建立了猪、牛、马、鸡、兔、羊、水貂、猕猴

等动物的类 ES 细胞系。

1 　鱼类胚胎干细胞研究概况

鱼类胚胎干细胞培养研究最早始于 20 世纪 90

年代 ,基本上是借鉴小鼠 ES 细胞培养的方法 ,但得

到的结果却差强人意。目前 ,鱼类 ES 细胞的研究

主要集中在一些应用模型鱼和经济鱼上 ,包括 :青

鳉、斑马鱼、大菱鲆、花鲈、金头海鲷 ,特别是斑马鱼 ,

由于它具有个体小 ,成体长 3～4cm ;胎间距短 ,孵出

后约 3 个月可达性成熟 ;全年均可繁殖 ,通过人工控

制光照可使成熟个体每天产卵 ,产卵量大 ,卵大且透

明 ;胚胎发育非常迅速 (从受精到孵出大约 3d) ,且

来之于同一母体的胚胎是同步发育的 ,易于大量收

集特定阶段的同期胚胎材料等特点 ,因此成为研究

鱼类 ES 细胞及低等脊椎动物发育遗传较为理想的

实验模型动物。

有关鱼类 ES 细胞分离最早的报道为 Collodi P

等在斑马鱼上进行的研究。他们对来源于囊胚期的

细胞 ,以虹鳟鱼胚胎作为饲养层细胞 ,用条件培养基

进行培养。在连续培养 2 周后 ,斑马鱼胚胎原代培

养细胞形成少量细胞集落 ,他们推测在细胞集落中
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的小细胞可能为未分化的 ES 细胞。随后 ,Sun L 等

成功获得了斑马鱼胚胎成纤维细胞系 ( ZEF) ,并以

ZEF 为饲养层细胞 ,以 LDF 为基础培养基 ,用前添

加 0. 18mg/ mL 碳酸氢钠、15mol/ L Hepes (p H7.

4) 、400μg/ mL 青霉素、400μg/ mL 链霉素 , 50μg/

mL 氨苄青霉素、10μg 牛胰岛素、0. 4 %虹鳟鱼血清

和 5 %小牛血清 ,此外 ,还添加了虹鳟鱼胚胎抽提

液、硒、胰岛素及白血病抑制因子等因子 ,并用此培

养基对来源于囊胚阶段的细胞进行培养。经过多代

传代培养后 ,获得了 ES 细胞系 ,这些细胞表现出正

常二倍体核型 ,并具有高的碱性磷酸酶活性。

在青鳉上 , Wakamat su 等建立了饲养层培养

ES 细胞的技术。他们以来源于囊胚期或原肠胚期

的青鳉细胞 HN I 系为饲养层细胞 ,培养基中除添加

bF GF、鲤鱼血清外 ,其他营养因子与用于小鼠 ES

细胞培养的培养基相同 ,并成功地从 HN I 系青鳉囊

胚中分离培养出 ES 样细胞 OL ES1 系。这些细胞

能够稳定生长 ,具有 ES 细胞的形态及高的碱性磷

酸酶活性 ,更为重要的是在视黄酸的作用下能够分

化为各种细胞类型。虽然 OL ES1 细胞系的全能性

未经形成嵌合体的试验所证实 ,但上述所有特征都

充分证明 OL ES1 细胞系确实为 ES 样细胞系。由

于没有找到合适的细胞作为饲养层细胞 , Hong Y

等建立了无饲养层细胞培养技术 ,并形成了用于中

期囊胚细胞原代及维持培养的培养基 ESM1、

ESM2、ESM3 及 ESM4。这 四 种 培 养 都 是 以

DM EM (高糖)为基础培养基 ,用前添加一些营养因

子。Yunhan Hong 等以 ESM1 作为原代培养基 ,以

ESM3 作为维持生长的培养基 ,成功地从 HB32C 系

青鳉中期囊胚中分离培养出三个 ES 样细胞系 ,并

以 M ES1 系为代表。在经过 18 个月、100 多代的连

续培养后 ,M ES1 都表现出稳定的生长和形态 ,没有

出现任何分化危机 ;该细胞可以长期冷冻保存 ,解冻

复苏后仍可正常生长。M ES1 细胞系具有鼠类 ES

细胞的各种特征 ,包括 :稳定生长、细胞小、核大而胞

质稀少、细胞圆或多边形、具有高碱性磷酸酶活性及

正常二倍体核型。由此充分证明 ,M ES1 细胞系确

实是 ES 样细胞系。

J ulia Bejar 等采用 Yunhan Hong 等建立的无

饲养层细胞培养技术 ,以 L - 15 为基础培养基 ,用

前添加 20mM Hepes、抗生素 (青霉素 100U/ mL ;链

霉素 100mg/ mL ;两性霉素 250ng/ mL ) 、15 %胎牛

血清、4mM 谷氨酰胺、1mM 丙酮酸钠、1mM 非必需

氨基酸、2nM 亚硒酸钠、50uM 2 - 巯基乙醇、10ng/

mL 人重组碱性成纤维生长因子 ( bF GF) 、1 %鱼血

清及胚胎抽提液。采用这种培养系统 ,以 26 ℃为培

养温度 ,也成功地建立了来源于中期囊胚阶段的金

头海鲷 SaB E - 1 细胞系。该细胞系在经过 9 个月、

50 多代的连续培养中 ,都表现出稳定的生长 ,细胞

形态无明显变化或分化现象 ,同时具有高的碱性磷

酸酶活性。

Song - Lin Chen 等利用完全培养基成功从囊

胚中分离培养出了二个花鲈胚胎干细胞并建系

(LJ ES1 细胞系) 。完全培养基是以 DM EM 为基础

培养基 ,加 20mM Hepes、抗生素 (青霉素 100U/

mL ;链霉素 100mg/ mL) 、15 %胎牛血清、1 %的花鲈

血清、0. 1 %花鲈胚胎抽提液、8nM 亚硒酸钠、5ng/

mL bF GF、5ng/ mL hL IF、27. 5uM 2 - 巯基乙醇、

1mM 丙酮酸钠、1mM 非必需氨基酸构成的。其培

养的温度为 25 ℃,在培养 150d、40 多代后 ,细胞仍

保持稳定生长 ,冷冻保存解冻复苏后细胞存活率为

60 %。同年 ,E Holen 和 K Hamre 也成功地从大菱

鲆囊胚中分离培养 ES 样细胞系。这种细胞系在早

期培养中表现出典型的 ES 细胞形态 ,延长培养后 ,

大部分细胞出现分化现象 ,只有 4～5 %的细胞存活

下来 ,并具有高的碱性磷酸酶活性及表达 Oct - 4。

2 　鱼类胚胎干细胞的体外分化能力

Sun 等研究表明 ,斑马鱼 ES 样细胞培养于含 D

- 赖氨酸和视黄酸的培养基时或培养于 BRL - CM

及低浓度血清的诱导下 ,可以分化成神经元细胞。

当斑马鱼胚胎细胞与 ZEF 和 BRL 饲养层细胞共同

短期培养后产生黑色素细胞 ,而当移去饲养层细胞

进行悬浮培养时能够形成类胚体 ,表明该 ES 样细

胞具有体外分化能力。

Yunhan Hong 等研究表明 ,M ES1 具有很强的

体外分化能力。在正常培养条件下 ,大多数都保持

未分化状态 ,只有一小部分 ( < 1 %)自发分化为神经

细胞、纤维细胞、黑色素细胞等细胞类型。此外 ,在

视黄酸的诱导下 ,经过 1d 的悬浮培养后形成细胞集

落 ,这些集落稳定变大、变密 ,甚至发展为球状结构 ,

这种结构与小鼠 ES 细胞的类胚体相似。J ulia Be2
jar 等对 SaB E - 1 体外分化能力的研究也得出同样

的结果。

在花鲈上 ,LJ ES1 在视黄酸的诱导下 ,能够分化

为各种细胞类型。而大菱鲆的 ES 样细胞在培养基

中添加视黄酸及去除 L IF 后 ,类胚体形成的比例增

加了。
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此外 ,试验研究还表明 ,鱼类胚胎干细胞体外分

化及分化为哪种类型的细胞与培养的密度和培养的

时间有关。J Bejar 等的研究结果表明 ES 样细胞的

分化趋势与培养条件特别是与培养时的细胞密度有

关 :低密度培养容易引起细胞分化。例如 MSE1 在

低密度培养 ,容易分化为神经细胞及纤维细胞 ,黑色

素细胞却只在高密度培养时才出现 ,而肌肉细胞则

需要在细胞与细胞紧密相连后更长的一段时间才出

现 ;10～30 代的 LJ ES1 细胞用视黄酸处理 10～15d

后 ,在低密度培养下 ,大部分细胞分化为神经细胞 ;

12～20d 后分化为纤维细胞 ,而在高密度培养 15～

20d 后则分化肌肉细胞。

3 　鱼类胚胎干细胞嵌合体的形成

能否形成嵌合体是判断 ES 细胞是否具有全能

性的一个重要的标准。目前 ,有关鱼类嵌合体的研

究只有几篇报道 ,但这些试验均是用囊胚细胞作为

供体细胞 ,而有关将经过长期培养的 ES 细胞移植

后形成嵌合体的研究目前也仅在青鳉等鱼类上。

Collodi P 等首次用质粒转染技术将标记基因

引入斑马鱼的 ES 细胞中 ,并将转染的细胞重新移

植到囊胚阶段的胚胎中 ,结果表明 ,培养的细胞能够

存活下来并有可能参与各种组织器官的发育。

Yun Han Hong 等将传代培养 27～66 代的青

鳉 ES 样细胞系 ( M ES1) 显微注射到青鳉白化品系

的囊胚中。在注射的 551 个胚胎中 ,有 263 个胚胎

存活下来并有 15 个胚胎身上出现了一个或多个野

生型黑色素细胞 ,黑色素嵌合体的比例大约为 6 % ,

这些黑色素细胞主要分布在头部 (4 例) 、头内部 (2

例) 、躯干部 (2 例) 、眼睛 (2 例) 及卵黄囊 (5 例) 。在

M ES1 细胞通过显微注射到受体胚胎后所获得的鱼

苗中 , PCR 检测表明每个嵌合体中所含的 M ES1

DNA 量为 2 %～10 %。另外 ,他们还用绿色荧光蛋

白 ( GFP)转染了 M ES1 细胞 ,大约 7 %的 M ES1 细

胞表达了 GFP 蛋白。然后将携带 GFP 基因的

M ES1 细胞显微注射到白化青鳉品系囊胚中 ,在培

育 10d 后 ,86 %～90 %发育为 GFP 阳性鱼。这些嵌

合体鱼苗含有 1～50 个 GFP 阳性的 M ES1 细胞。

J ulia Bejar 等将 150 个转染了 EGFP 的 SaB E

- 1 胚胎注射到 5 个早期囊胚中。在注射的 150 个

胚胎中 ,24h 后存活的有 63 个 ,存活率为 43 %。在

存活的 63 个中 ,有 26 个表达了 EGFP ,在培养 48h

后 ,只有 11 个存活下来。培养 4d 后 ,只有一个胚胎

存活下来并发育到幼虫状。此外 ,以转染 EGFP 的

细胞数量作为判断嵌合程度的标准时 ,发现转染

EGFP 的细胞数量从一个细胞增殖到 25～30 个细

胞 ,这些细胞分布在胚胎内及胚胎外的一些结构中。

在胚胎内结构中 ,这些细胞分布于三胚层的不同组

织器官中 ,如血管、耳囊、体节及内脏。

沙珍霞等将表达率为 5 %～10 %标记 GFP 基

因的花鲈 ES 细胞通过显微注射方法移植到花鲈囊

胚中 ,共移植囊胚 478 枚 ,获得了 20 枚表达 GFP 的

合体胚胎 ,其中的 15 枚胚胎发育成鱼苗 ,嵌合部位

可分布于胚体的 3 个胚层。

值得一提的是 ,核移植技术虽在脊椎动物上已

经成熟 ,但在早期胚胎发育时 ,鱼与哺乳动物在一些

形态及生理上仍是有区别的 ,因此 ,与小鼠相比 ,鱼

胚胎嵌合体的形成率较低。造成低嵌合率的最主要

的原因是供体与受体在生理上的不相容 ,表现在四

个方面 : (1)在中期囊胚阶段鱼胚胎缺乏合子转录 ,

而体外培养的细胞却表现明显的合子转录 ,在小鼠

上 ,受体胚胎在 2 细胞阶段就已高度表达合子转录 ;

(2)培养的细胞与受体胚胎在细胞周期时间上相差

高达 80 多倍 ; (3) 体外培养的细胞形态上会发生改

变 ,如与受体细胞相比 ,培养的细胞缩小了近 30 倍

同时还失去了伪足 ; (4) 鱼的早期发育是非常快的 ,

要使受体和供体相容则必须在受精后 6h 内进行。

此外 ,嵌合体的形成还与供体和受体的基因背景及

培养时间有关。Yunhan Hong 等的试验证实了这

一观点 ,在青鳉上 , HB12A、HB32C 及 HN I 三个细

胞系与其他细胞系相比 ,更容易产生黑色素嵌合体 ,

同时 ,延长体外传代次数会降低嵌合体形成率及嵌

合程度 ,这一观点也为 M. Hyodo 等人所证实。

4 　几种因子对鱼类胚胎干细胞的影响

在哺乳动物 ES 细胞的培养中 ,饲养层细胞具

有同化培养液、为胚胎发育提供一些必需因子及除

去体外培养环境中的毒素和代谢抑制因子等作用。

在斑马鱼上 ,采用饲养层细胞来培养 ES 细胞的结

果并不乐观 ,因此 ,有学者认为饲养层细胞可能不适

用于鱼或其他低等的脊椎动物。

在小鼠上 ,hL IF 主要是用来抑制 ES 细胞的自

发分化 ,而对于青鳉、斑马鱼及金头海鲷来说 ,hL IF

对 ES 细胞的全能性及分化不起作用 ,但 E Holen

和 K Hamre 报道 ,L IF 为抑制大菱鲆 ES 样细胞分

化所必需 ;叶寒青等报道 ,L IF 因子对早期 LJ ES1

细胞增殖几乎没有作用 ,其主要作用是维持 LJ ES1

细胞的未分化状态 ,但对晚期 LJ ES1 细胞的增殖有
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一定的作用。这些试验结果的不同可能与试验动物

及试验条件不同有关。

许多研究表明 , bF GF 因子对很多细胞都有促

有丝分裂的作用。叶寒青等报道 , bF GF 因子对

LJ ES1 细胞有强烈的刺激增殖作用 ,且刺激增殖的

作用随浓度的增加而增加 ,其有效浓度上限为 2ng/

mL 。此外 ,bF GF 因子对斑马鱼 ES 细胞分化为黑

色素细胞有很好的抑制作用 ,但对于青鳉来说 ,bF2
GF 因子却可能只是一种促分裂因子 ,而不起抑制

分化作用。

此外 ,鱼类胚胎抽提液 ( FEE) 现已证实为许多

鱼类如斑马鱼、青鳉、花鲈 ES 细胞生长所必需的一

种促分裂因子 ,它的促生长作用可能是因为 FEE 中

存在细胞生长调节因子 ,且来源于同种鱼或相近种

属鱼的 FEE 促分裂效果最佳。

5 　鱼类胚胎干细胞的应用前景与展望

虽然我国鱼类胚胎干细胞及基因打靶的研究尚

处于起步阶段 ,但鉴于基因打靶技术在有害基因的

敲除及基因功能分析等方面具有巨大的潜力和应用

价值 ,必然会引起人们的高度重视。可以预见 ,鱼类

胚胎干细胞的研究及基因打靶技术必将在鱼类发育

生物学、鱼类基因工程等方面发挥更大的作用。
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Research Progress on Fish Embryonic Stem Cells

L IU Ying2xian ,AN Li2long 3 ,FEN G Ye
( Department of A nimal Science , A gricult ural College , Guang Dong Ocean Universit y , Zhanj i ang , Guang dong 　524088 , China)

Abstract : Embryonic stem cells are located in embryo or p rimordial genital ridge , which possess toti2
pontency and infinite p roliferation. The cells have been applied to st udy t he t ranslation and regulation of

genes , t he differentiated mechanism of cells , clone animals and produce t ransgenic animals as experimental

materials. Compared with the others mammal embryonic stem cells , t he research of embryonic stem cells

are later in fish. However , t he p rogress is rapid in recent years. Here , t he isolation and culture , biological

characteristics , in vit ro differentiation and forming chimera on fish embryonic stem cells were reviewed in

t his article.
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