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Abstract 

BACKGROUND: Up to now it has been confirmed that under proper conditions of hematopoietic growth factors, feeder layers of 

stromal cells from hematopoietic niches and their conditioned media, embryonic stem cells (ESCs) can be induced into 

hematopoietic stem cells (HSCs).  

OBJECTIVE: To direct murine ESCs into HSCs in vitro by the support of human aorta-gonad-mesonephros (AGM) region stromal 

cells, and to compare the function of hematopoietic reconstitution in vivo by different routes of HSCs transplantation in mice. 

METHODS: Firstly, E14 murine ESCs were induced into embryoid body (EB). Then the cells from EB were further co-cultured with 

human AGM region stromal cells in Transwell non-contact system for 6 days. The induced EB cells were collected for Sca-1+c-Kit+ 

cells analysis by flow cytometry, checked for teratoma formation and transplanted to BALB/C female mice conditioned with lethal 

dose 60Co γ-ray irradiation. The recipient mice were divided into four groups at random, including intravenous injection group, 

bilateral tibia intra-bone marrow (IBM) injection group, irradiation control group and normal control group. The survival rates, 

reconstitution of hematopoietic and engraftment of donor cells of different groups were monitored. 

RESULTS AND CONCLUSION: Sca-1+c-Kit+ cells in EB cells after co-cultured with human AGM region stromal cells accounted 

for (13.12±1.30)%. Teratoma could be detected in NOD-SCID mice after subcutaneous injection of EB cells co-cultured with 

human AGM region stromal cells, while there was no teratoma in the mice after IBM injection of that cells. The recipients in 

intravenous injection group all died. The survival rate was 55.6% in IBM group, in which the peripheral blood cell count was near to 

the normal at day 21 after transplantation and Sry gene copies from donor could be detected. It suggested that feeder cells from 

human AGM region can induce directed differentiation of murine ESCs into HSCs which can reconstruct hematopoiesis in vivo 

without teratoma by IBM administration. 

 

Cai Y, Zhang XC, Chen HQ, Huang SL. Differentiation of murine embryonic stem cells into hematopoietic stem cells induced by 

stromal cells in human aorta-gonad-mesonephros region and hematopoietic reconstitution in vivo. Zhongguo Zuzhi Gongcheng 

Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011;15(36): 6776-6780.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 

摘要 

背景：研究证实多种造血生长因子、基质细胞饲养层及其条件培养液可促进胚胎干细胞向造血干细胞分化。 

目的：以人主动脉-性腺-中肾(aorta-gonad-mesonephros,AGM)区基质细胞为饲养层体外诱导小鼠胚胎干细胞分化为造血干

细胞，并比较不同移植途径对造血干细胞体内造血重建能力的影响。 

方法：将小鼠 E14 胚胎干细胞诱导为拟胚体，采用 Transwell非接触共培养体系在人 AGM区基质细胞饲养层上诱导 6 d，

接种 NOD-SCID小鼠检测体内致瘤性。再将诱导后的拟胚体细胞移植经致死量
60

Co γ射线辐照的 BALB/C雌鼠，受鼠随机

分为静脉移植组、骨髓腔移植组、照射对照组及正常对照组。 

结果与结论：拟胚体细胞经人 AGM 区基质细胞诱导后 Sca-1
+
c-Kit

+
细胞占(13.12±1.30)%。NOD-SCID 小鼠皮下接种经人

AGM 区基质细胞诱导的拟胚体细胞可出现畸胎瘤，经骨髓腔接种未见肿瘤形成。静脉移植组动物全部死亡，骨髓腔移植组

生存率为 55.6%，移植后 21 d外周血象基本恢复，存活受鼠检测到供体来源 Sry基因。提示小鼠胚胎干细胞经人 AGM区基

质细胞诱导分化的造血干细胞通过骨髓腔移植安全并具有一定的造血重建能力。 

关键词：主动脉-性腺-中肾区；胚胎干细胞；造血干细胞；拟胚体；造血重建 
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0  引言 

 

目前研究表明单独或联合应用多种造血生

长因子、基质细胞饲养层及其条件培养液均可促

进胚胎干细胞向造血干细胞分化
[1]
。主动脉旁胚

脏壁(paraaortic splanchnopleura，P-Sp)/ 主动

脉-性腺-中肾 (aorta-gonad-mesonephros，

AGM)区是脊椎动物胚胎确定造血的造血干细

胞起源部位
[2]
，其微环境为原始造血干细胞产

生提供了必要的细胞、细胞外基质、分泌因子

等启始条件。 

实验室前期已制备人AGM区基质细胞系
[3]
，

课 题 组 以 含 骨 形 态 发 生 蛋 白 4 (bone 

morphogenesis protein，BMP4)和血管内皮生长

因子(vascular endothelial growth factor，VEGF) 
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的半固体培养基首先诱导胚胎干细胞为富含造

血起源细胞的拟胚体，再将拟胚体细胞与人

AGM区基质细胞饲养层共培养，检测造血干细

胞分化效率及致瘤性，并经小鼠静脉或骨髓腔

输注两种移植途径检测其体内造血重建能力。 

 

1  材料和方法 

 

设计：细胞学观察，随机对照动物实验。 

时间及地点：于2009-01/2010-01在中山

大学附属第二医院干细胞研究中心完成。 

材料：小鼠E14胚胎干细胞系
[4]

(建株自

129/Ola雄鼠)由中山二院干细胞研究中心引

进。人AGM区基质细胞株取自孕28~35 d经米

非司酮及米索前列醇药物流产的人胚AGM组

织
[3]
，经患者和家属知情同意，实验方案经医院

伦理委员会批准。无特定病原体 (SPF级 ) 

BALB/C雌鼠，七八周龄，体质量16~18 g；6~8

周龄NOD-SCID小鼠，体质量18~20 g，由中山

大学实验动物中心提供， 许可证号：SCXK(粤) 

2004-0011。动物置于无菌层流室洁净饲养柜

中，对其处置符合动物伦理学标准
[5]
。 

主要试剂： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

人AGM区基质细胞饲养层的制备
[6]
：按本室方

法将人AGM区基质细胞接种至6孔板，置于  

37 ℃、体积分数5%CO2及饱和湿度培养箱中，

培养基为含体积分数20%FBS、5%马血清、  

10 μmol/L β-巯基乙醇、2mmol/L Glutamax-I、

1 μmol/L Hydrocortisone的α-MEM。细胞生长

融合达80%~90%时予10 mg/L丝裂霉素C处理

2 h，PBS洗3次后加培养基过夜，次日即可接

种拟胚体细胞。 

诱导小鼠E14胚胎干细胞向拟胚体分化：按本

室方法进行小鼠E14 胚胎干细胞传代培养
[7]
。

将脱离小鼠胚胎成纤维细胞饲养层二三代的胚

胎干细胞按2×10
7
 L

-1
浓度接种至35 mm细胞

培养皿，加入含10 g/L甲基纤维素、体积分数

15%胎牛血清、0.1 mmol/L β-巯基乙醇、     

2 mmol/L L-谷氨酰胺、25 μg/L BMP4及    

10 μg/L VEGF的IMDM半固体培养基，置于 

37 ℃、体积分数5%CO2及饱和湿度培养箱中，

每两三天半量换液，观察拟胚体形成情况。培

养9 d用1 g/L胶原酶消化、收获细胞，加入大

鼠抗小鼠FITC-Sca-1、PE-c-Kit，同型IgG为阴

性对照，流式细胞仪检测Sca-1+c-Kit+细胞含

量。 

拟胚体细胞在人AGM区基质细胞饲养层上诱

导：取上述培养9 d的拟胚体细胞以4×10
5
/孔接

种于Transwell 6孔板插入子中，加入含体积分

数15%胎牛血清、4 μg/L碱性成纤维细胞生长

因子、10 μg/L 白细胞介素6、25 μg/L BMP4、

20 μg/L FLT-3L及50 μg/L 干细胞因子的

IMDM完全培养基，与人AGM区基质细胞饲养

层在 37 ℃、体积分数5%CO2及饱和湿度条件

下共培养，每两三天半量换液。培养6 d收获拟

胚体细胞检测Sca-1
+
c-Kit

+
细胞含量。 

诱导后拟胚体细胞体内致瘤实验：取人AGM区

基质细胞诱导6 d的拟胚体细胞，分别经大腿内

侧皮下或单侧胫骨骨髓腔注射各接种2只NOD- 

SCID小鼠，骨髓腔注射法参考文献[8]。皮下或

骨髓腔注射浓度及剂量分别为1×10
10

 L
-1
、   

0.5 mL和3.3×10
10

 L
-1
、30 μL。对照组用未分

化胚胎干细胞，饲养6周后观察畸胎瘤。 

BALB/C小鼠移植实验：BALB/C雌鼠随机分

为4组，每组9只：①静脉移植组。②双侧胫骨

骨髓腔移植组(骨髓腔移植组)。③照射对照组。

④正常对照组。前3组术前8 h予8.0 Gy [
60

Co γ]

射线全身一次性辐照，剂量率0.5 Gy/min。静脉

移植组和骨髓腔移植组每只受鼠移植经人AGM

区基质细胞诱导后拟胚体细胞1×10
6
，静脉、骨

髓腔注射浓度分别为5×10
9
 L

-1
、2×10

10
 L

-1
。照

射及正常对照组均予双侧骨髓腔注射IMDM共

50 μL。观察移植后受鼠生存情况及移植物抗

宿主病(graft-versus-host disease，GVHD)表

现60 d，绘制Kaplan-Meier生存函数曲线；第

7，14，21，60天断尾法检测存活小鼠外周血

白细胞、红细胞、血小板计数；第60天制备各

组存活受鼠下肢骨髓细胞悬液，提取DNA，

PCR扩增供体来源Y染色体性别决定基因Sry，

引物设计参考文献[9]，反应产物经1.0%琼脂糖

凝胶电泳，Sybr Gold染色，凝胶成像仪中成像

分析。同期取骨髓单个核细胞2×10
4
以1 mL甲

试剂 来源 

α-MEM、IMDM、Ⅰ型胶原酶、 

β-巯基乙醇、L-谷氨酰胺、 

非必需氨基酸  

小鼠 BMP-4、VEGF、干细胞因 

子(SCF)、FMS样酪氨酸激 

酶 3配体(FLT-3L)  

大鼠抗小鼠 FITC-Sca-1、PE-c-Kit 

小鼠造血集落培养基 

MethoCultTM GF+ M4434  

QIAampDNA抽提试剂盒  

Y染色体检测试剂盒  

美国 Gibco公司 

 

 

美国 PeproTech公司 
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美国 Stem cell公司 

 

德国 Qiagen公司 
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基纤维素半固体培养基接种于35 mm细胞培养皿，在  

37 ℃、体积分数5% CO2及饱和湿度条件下培养并计数

造血集落形成单位，按文献[10]方法7 d计数粒单系集落

形成单位，14 d计数红系爆式集落形成单位、混合集落

形成单位，21 d计数高增殖潜能集落形成单位。 

主要观察指标：①人AGM区基质细胞诱导前后拟胚

体细胞中Sca-1
+
c-Kit

+
细胞含量。②诱导后拟胚体细胞体

内致瘤性。③各组BALB/C鼠移植后生存情况、外周血

象、造血集落计数及供体植入证据。 

统计学分析：第一、二作者采用SPSS11.5软件进

行配对样本t 检验或多组间单因素方差分析及LSD-t 检

验，比较Kaplan-Meier生存函数曲线。P < 0.05为差异

有显著性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  拟胚体的发育形成  E14 胚胎干细胞在小鼠胚胎

成纤维细胞饲养层上呈克隆性生长，边界清晰，保持良

好的未分化状态，见图1。将脱离饲养层细胞仍可形成

克隆的胚胎干细胞接种于甲基纤维素半固体培养基中

诱导分化，两三天后细胞逐渐形成小拟胚体，至5~8 d

时拟胚体明显增多、变大，光镜下结构为一群致密的细

胞团，见图2；12~15 d时拟胚体形态仍较完整。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  经人AGM区基质细胞诱导后拟胚体细胞中Sca-1
+
 

c-Kit
+
细胞检测结果  经流式细胞仪检测，人AGM区基

质细胞诱导前后拟胚体细胞中Sca-1
+
c-Kit

+
细胞含量分

别为(5.42±1.63)%、(13.12±1.30)%，诱导后阳性细胞

比例明显增高(t =-52.175，P < 0.01)。 

2.3  经人AGM区基质细胞诱导后拟胚体细胞致瘤实验

结果  NOD-SCID小鼠皮下接种未分化胚胎干细胞和

经人AGM区基质细胞诱导的拟胚体细胞，约2周可见局

部皮肤隆起，肿块进行性增大，6周平均体积6.5 cm
3
，

病理学检查为畸胎瘤。经骨髓腔途径接种后，未分化胚

胎干细胞在注射侧胫骨内形成畸胎瘤，镜下表现为骨骺

端结构紊乱，骨小梁断裂，骨髓腔内可见上皮样、平滑

肌、软骨等组织，见图3。而接种人AGM区基质细胞诱

导后拟胚体细胞者胫骨组织形态正常，未见肿块形成，

见图4；解剖接种部位及相邻区域组织结构正常，探查

全身未见肿瘤。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  移植后受鼠生存状况及GVHD  各移植组均未见

Figure 1  Colonies of E14 embryonic stem cells on feeder 
layers of murine embryonic fibroblasts (×100) 

图 1  E14 胚胎干细胞在小鼠胚胎成纤维细胞饲养层上的
克隆性生长(×100) 

Figure 2  Morphology of embryoid body (EB) cultured in 
semisolid medium for 6 d (×100) 

图 2  半固体培养基中培养 6 d的 EB(×100) 

Figure 4  Morphology of the tibia at 28 d after injection of 
embryoid body cells induced by human stromal cells
in aorta-gonad-mesonephros (AGM) region through 
bone marrow cavity (Hematoxylin-eosin staining, 
×100) 

图 4  髓腔途径接种经人 AGM区基质细胞诱导的 EB细胞
28 d时胫骨的组织形态(苏木精-伊红染色，×100) 

Figure 3  Teratoma in tibia at 28 d after injection of E14 
embryonic stem cells through bone marrow cavity 
(Hematoxylin-eosin staining) 

图 3  骨髓腔途径接种 E14 胚胎干细胞 28 d时胫骨形成畸
胎瘤(苏木精-伊红染色) 

a: Teratoma in bone cavity of tibia 

(×40)  

b: Mucous gland in teratoma 

(Arrow, ×100)  

c: Squamous epithelium in 

teratoma (Arrow, ×100) 

d: Smooth muscle tissue in 

teratoma (Arrow, ×100)  
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皮肤黏膜红肿、溃疡或腹泻等GVHD表现。60 d，正常

对照组全部存活；照射对照组、静脉移植组2周内全部

死亡，中位生存时间分别为8，12 d；骨髓腔移植组存

活率55.6%(5/9)，死亡时间为第12~15天，各组生存函

数曲线见图5。Log rank检验提示骨髓腔移植组生存率

明显高于静脉移植组和照射对照组(QPH=31.64，P < 

0.01)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5  移植后受鼠体内造血重建  照射对照组辐照后 

10 d内均死于造血衰竭；静脉移植组在14 d时白细胞、

红细胞有所恢复，但仍在15 d内死亡；骨髓腔移植组血

象于移植后14 d逐步回升，21 d已接近正常，尤其是红

细胞计数与正常值无明显差异，第60天全面恢复。两个

移植组比较，14 d时骨髓腔移植组白细胞、血小板计数

明显高于静脉移植组，见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    移植后60 d骨髓腔移植组存活小鼠骨髓单个核细

胞可形成各造血集落，粒单系集落形成单位、红系爆式

集落形成单位、混合集落形成单位、高增殖潜能集落形

成单位计数分别为192±13，25±4，15±1和9±2，均达

正常水平。 

2.6  供体植入证据检测结果  移植后60 d，骨髓腔移植

组5只受鼠均检测到Y染色体Sry基因，见图6。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

造血发生发育过程中各造血位点微环境对造血发

生与分阶段完善存在重要的“时空”调控作用
[11]
。在体

外诱导模型中，充分模拟胚胎造血微环境可提高胚胎干

细胞向造血干细胞分化的效率和造血功能
[12-13]

。哺乳动

物长期重建造血的造血干细胞最早衍生区域为AGM区

背主动脉腹侧壁
[14]
，在人胚出现时间为孕30~37 d，小

鼠则是孕9.5~11.5 d。Taylor等
[15]
发现11 d鼠胚AGM区

组织可在体外扩增永久造血干细胞，Tavian 等
[16]
发现

人孕30~37 d胚胎AGM区已存在大约含800个细胞的

CD34
+
造血细胞簇。研究AGM区微环境对胚胎干细胞向

造血干细胞分化的调控作用有助于体外控制胚胎干细

胞分化时相，提高造血干细胞分化比例，得到更多处于

分化早期、可重建造血的造血干细胞。 

实验采用Transwell体系，经人AGM区基质细胞诱

导后拟胚体细胞中代表原始造血干细胞的Sca-1
+
c-Kit

+

细胞明显增高
[17-18]

，提示人AGM区基质细胞体外非直接

接触培养可在一定程度上诱导拟胚体细胞分化为造血

干细胞。Gordon-Keylock等
[19]
研究发现来源于小鼠

AGM区主动脉及周围间充质的基质细胞可促进中胚层

细胞分化为造血祖细胞。Buckley等
[20]
将小鼠Lin

-

骨髓细

胞分别与AGM区、胎肝基质细胞在Transwell体系中共

培养，发现AGM区基质细胞Wnt5a表达明显高于胎肝基

质细胞，可维持竞争性重建造血造血干细胞活性3周，

而胎肝基质细胞无以上作用。若将25% AGM区与75%

胎肝基质细胞作为混合饲养层，或将Wnt5a加入单纯胎

肝基质细胞饲养层中均可维持造血干细胞活性，提示

AGM区基质细胞可通过分泌可溶性因子如Wnt5a发挥

其特定生物学作用。 

实验发现人AGM区基质细胞诱导后的拟胚体细胞

经皮下接种仍有致瘤性，可能是胚胎干细胞残留或分化

异常的拟胚体细胞所致。预实验时将拟胚体细胞直接接

表 1  各实验组小鼠不同时点外周血细胞计数结果 
Table 1  The results of peripheral blood cell count in 

experimental groups at different time points (x
_

±s, n=5)

a
P < 0.05, vs. normal group; 

b
P < 0.05, vs. intravenous group at the same 

time points 

Peripheral 

blood 

Intra-bone 

marrow 
Intravenous 

Irradiation 

control 

Normal 

control 

 

 

0.32±0.05
a
 

 

 

0.20±0.02
 a
 

 

 

0.21±0.03
a
 

2.46±0.22
ab

 1.04±0.08
 a
 / 

3.66±0.22
a
 / / 

 

WBC (×10
9
/L) 

7 d 

14 d 

21 d 

60 d 4.91±0.46 / / 

 

 

4.86±0.52

 

33±4
a
 

 

36±2
 a
 

 

32±3
a
 

48±5
ab

 35±2
 a
 / 

184±15
a
 / / 

PLT(×10
9
/L) 

7 d 

14 d 

21 d 

60 d 228±31 / / 

 

261±45

 

3.23±0.41
a
 

 

3.03±0.11
 a
 

 

2.01±0.10
a
 

5.80±0.66
a
 5.35±0.83

 a
 / 

6.18±0.66 / / 

RBC (×10
12

/L) 

7 d 

14 d 

21 d 

60 d 6.98±0.77 / / 

 

7.82±1.02

Figure 5  Survival function curve of recipient mice after 
transplantation (n=9) 

   图 5  移植后各组小鼠生存函数曲线(n=9) 
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Figure 6  Gel electrophoresis of Sry gene in bone marrow 
cells of recipient mice at 60 d after transplantation 
(127 bp products) 

图 6  移植后 60 d 受鼠骨髓细胞中供体 Sry 基因检测结果
(127 bp产物) 

a                                       b                                        c                                      d                                    e                                  f                                       g 

a: 50 bp DNA ladder marker; b: Positive control group; c-g: Intra-bone

marrow group 

IBM: intra-bone marrow 
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种于AGM区基质细胞饲养层上共培养，发现单个拟胚体

细胞呈贴壁生长并可再次形成胚胎干细胞克隆，提示

AGM区在一定条件下具有维持细胞原始不分化的作用。

而经骨髓腔途径接种诱导后拟胚体细胞未见畸胎瘤形

成，本课题组尚发现经人AGM区和骨髓基质细胞依次诱

导后的拟胚体来源细胞皮下接种NOD-SCID小鼠亦无

致瘤性(待发表资料)，原因未明，可能与骨髓微环境对

该细胞的进一步诱导造血分化作用有关。 

实验中静脉移植组动物全部死亡，骨髓腔移植组超

过半数生存，血象恢复，可检测到供体来源Sry基因，

提示小鼠胚胎干细胞经人AGM区基质细胞诱导分化的

造血干细胞通过骨髓腔途径移植安全，具有一定造血重

建能力，但植入水平需进一步检测。胚胎干细胞源性造

血干细胞体内造血重建能力、受体生存率与诱导条件、

预处理方法、移植细胞分选、移植途径等密切相关。Fu 

等
[21]
采用BALB/C鼠AGM区基质细胞与小鼠D3 胚胎干

细胞来源拟胚体细胞共培养7 d，CD34
+
、CD34

+
Sca-1

+

细胞分别达到(39.71±1.76)%、(21.64±1.78)%，免疫磁

珠分选CD34
+
细胞后，Ⅳ移植经环磷酰胺预处理的

BALB/C雄鼠，生存率为62.5%，存活受鼠获得造血重

建。Burt等
[22]
以SCF、白细胞介素3、白细胞介素6等细

胞因子诱导拟胚体细胞7~10 d，可产生7% c-Kit+细胞

和5% CD45
+
细胞，受鼠IV输注未分选的诱导后拟胚体

细胞全部死亡，而经骨髓腔注射者长期存活率为

2%~12%，约30%(2/7)出现畸胎瘤。Verda等
[23]
以上述

细胞因子诱导小鼠R1 胚胎干细胞 9~11 d，分选c-Kit
+

细胞，经骨髓腔或静脉移植亚致死量辐照的NOD/LtJ鼠，

存活率分别为90%和60%，移植后24周流式细胞仪检测

受鼠CD45
+
细胞中供体比例分别为(9.1±6.7)%、(3.6± 

2.7)%(P < 0.05)，作者认为骨髓腔途径供体植入率较

高，可能因为体外培养的胚胎干细胞源性造血干细胞选

择素和/或整合素表达受损而经IV移植时影响骨髓归巢，

或骨髓微环境可诱导该造血干细胞向造血细胞或造血

支持细胞分化，其机制待深入研究。 
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