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CF-1小鼠胚胎成纤维细胞饲养层的制备**★ 
卢  海1，张  志2，赵毅超1，饶小惠1，江金群2，孟  镔3，艾  民4，潘明新1，高  毅1 

Preparation of CF-1 mouse embryonic fibroblast feeder layers    

Lu Hai1, Zhang Zhi1, Zhao Yi-chao1, Rao Xiao-hui1,Jiang Jin-qun2, Meng Bin3, Ai Min4, Pan Ming-xin1, Gao Yi1 

Abstract 
 
BACKGROUND: Mouse embryo fibroblasts as the feeder layer for growth of stem cells exhibit better effects than the circumstance 
without feeder layer because they can secrete some factors which can promote the growth of stem cells and inhibit the 
differentiation of stem cells.  
OBJECTIVE: To establish the optimal method for isolation and culture of CF-1 mouse embryo fibroblast feeder layer and 
investigate the optimal concentration of mitomycin C in inhibiting the proliferation of fibroblasts and the processing time. 
METHODS: Fetal mice were taken from CF-1 mice at pregnancy days 10-15. Primary fibroblasts were isolated and treated with 
different concentrations (5, 10, 15, 20 mg/L) of mitomycin C for different time periods (1, 1.5, 2, 2.5, 3 hours) to prepare feeder 
layers. Cell proliferation was observed. Human induced pluripotent stem cells or embryonic stem cells were cultured on mitomycin 
C-treated feeder layer and the growth of cell colonies was observed. 
RESULTS AND CONCLUSION: The optimal fetal age for preparing CF-1 mouse embryo fibroblast feeder layer was 13.0-14.0 
days. Treatment with 10 mg mitomycin C for 2.5 hours showed optimal effects on inhibiting the proliferation of CF-1 mouse embryo 
fibroblasts and fibroblast feeder layer could maintain 5-7 days. Induced pluripotent stem cells and embryonic stem cells can 
develop into typical “bird nest”-shaped colony of stem cells after treatment with 10 mg/L mitomycin C for 2.5 hours. 
 
Lu H, Zhang Z, Zhao YC, Rao XH, Jiang JQ, Meng B, Ai M, Pan MX, Gao Y. Preparation of CF-1 mouse embryonic fibroblast 
feeder layers.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(10): 1786-1790.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
 
背景：小鼠胚胎成纤维细胞作为干细胞生长用饲养层，优于无饲养层，它能够分泌一些既促进干细胞生长又能抑制干细胞分

化的因子。 
目的：建立 CF-1 小鼠胚胎成纤维细胞饲养层最佳的分离培养方法，分析丝裂霉素 C 抑制成纤维细胞增殖的最佳浓度与时间，

用于培养诱导多能性干细胞。 
方法：取孕 10~15 d CF-1 小鼠，分离胎鼠原代成纤维细胞，经不同质量浓度(5，10，15，20 mg/L)丝裂霉素 C 处理不同时

间(1，1.5，2，2.5，3 h)制备饲养层，并观察其增殖情况。将人诱导多潜能干细胞或胚胎干细胞在丝裂霉素 C 处理过的饲养

层上培养，观察细胞集落生长情况。 
结果与结论：制备 CF-1 小鼠胚胎成纤维细胞饲养层的最佳胎龄为 13.0~14.0 d。丝裂霉素 C 抑制 CF-1 小鼠胚胎成纤维细胞

增殖的最佳浓度及作用时间为 10 mg/L，2.5 h，成纤维细胞饲养层可以维持 5~7 d。诱导多能性干细胞与胚胎干细胞在

经 10 mg/L 丝裂霉素 C 处理 2.5 h 后饲养层上能发育成典型的“鸟巢”状干细胞集落。 
关键词：胚胎成纤维细胞；诱导多潜能分化干细胞；饲养层；丝裂霉素 C；细胞集落 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2012.10.017 
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0  引言 
 

胚胎干细胞是从囊胚内细胞团中分离出来

的原始全能干细胞，是所有成体干细胞和成熟

细胞的分化源头，具有分化为所有组织与细胞

的潜能 [1-6] ；诱导多能性干细胞 (induced 
pluripotent stem cells，iPS)是由体细胞在体外

通过重编程方式获得的与胚胎干细胞类似的全

能干细胞，能够向不同的组织分化[7-13]，胚胎干

细胞与iPS细胞在体外培养极易自发分化，必须

在培养体系中加入一些抑制分化因子或在饲养

层体系中维持培养。单独添加抑制分化因子效

果不是很理想。鼠胚胎成纤维细胞 (mouse 

embryonic fibroblast，MEF)饲养层体系可以合

成与分泌多种细胞因子，如胰岛素样生长因子、

成纤维细胞生长因子等促有丝分裂因子和白血

病抑制因子等细胞分化抑制因子[14-16]。 
目前MEF饲养层制备主要的方法有γ射线

照射或丝裂霉素C处理[2, 4, 6, 8, 13, 17]。γ射线的优

点是可大批处理MEF细胞，但是一些小的实验

室不具备实验条件，因此多数实验研究仍采用

丝裂霉素C处理MEF来制备饲养层[5,18-19]。很多

研究小组采用如胎儿包皮成纤维细胞、人胎盘

成纤维细胞等人源性细胞作为饲养层或制备条

件培养基，但并不是所有的人源细胞都能很好

地支持干细胞生长与扩增，而且异体来源的细

胞依然存在交叉污染问题[20]。无饲养层培养体
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系虽也有报道，但其对维持干细胞生长的稳定

性仍有待研究[19,21-25]，但MEF作为干细胞培养

饲养层是最早最常用的方法，成本低廉，取材

方便，能有效产生抑制干细胞自发分化和促进

其增殖的细胞因子，尽管国内对MEF也有报道，

但对CF-1小鼠胚胎成纤维细胞饲养层的详细制

备未见报道。 
本实验以CF-1小鼠为实验材料，探索CF-1

小鼠胚胎成纤维细胞培养及饲养层制备的最佳

条件，为后期深入研究胚胎干细胞与iPS细胞提

供实验基础。 
 
1  材料和方法 

 
设计：细胞形态学观察实验。 
时间及地点：于2010-09/2011-01在南方

医科大学再生医学研究所完成。 
材料： 
实验动物：实验用SPF级孕10~15 d CF-1小

鼠，由中国科学院广州生物医药与健康研究院

提供。 
人胚胎干细胞与脐带间充质细胞重编程获得

iPS细胞：来源于南方医科大学珠江医院再生医

学研究所。 
主要试剂： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
方法： 

溶液配置：①MEF培养基：DMEM(高糖)，
体积分数10%FBS，1%NEAA，1%青链霉素，

1%β-2巯基乙醇。②MEF冻存培养基：体积分

数90%FBS，10%DMSO。③丝裂霉素C贮存液

(100×，1 g/L)。④DPBS配制5 g/L的MTT。⑤

干细胞培养基： DMEM/F12 ， 10%KSR ， 
1%NEAA，1%青链霉素，1%β-2巯基乙醇，

0.1%碱性成纤维细胞生长因子。 

原代MEF细胞分离与培养：①将孕10~15 d 
CF-1小鼠颈椎脱臼处死。②放入体积分数75%
乙醇中浸泡5~8 min。③无菌取出子宫，DPBS(含
1%青链霉素)洗涤血迹(一般洗涤三四次)。④剪

开子宫，取出胎鼠，DPBS(含1%青链霉素)洗涤

3次。⑤用无菌镊子去除胎鼠的头、四肢、内脏，

仅保留躯干，DPBS洗涤躯干3次。⑥用无菌眼

科剪剪碎躯干，15~20 min。⑦加入等体积混合

的0.25%与0.05%胰酶10 mL，继续剪2.0~   
3.0 min至躯干成1 mm3以下的碎块。37 ℃，体

积分数5%CO2，95%湿度培养箱中15 min，每

隔3.0~4.0 min取出培养皿，用吸管轻轻吹打

0.5~1.0 min。⑧加入等体积的MEF培养基终止

消化，1 080 r/min，离心10 min，MEF培养基重

悬细胞。⑨细胞接种至10 cm培养皿中(约每个培

养皿接种一个胚胎)，37 ℃，体积分数5%CO2，

95%湿度培养箱内培养。每2 d 80%换液1次。 
MEF传代及冻存与复苏：原代MEF细胞汇合生

长至80%~90%并仍处于对数生长期时进行消化

传代，0.05%胰酶3 mL/10 cm皿，37 ℃，体积

分数5%的CO2，95%湿度培养箱3 min，显微镜

下观察，当细胞回缩变圆时立即用新鲜培养基终

止消化，1 080 r/min，离心4 min后，按1∶4
重新接种至新的培养皿，或按照1∶3冻存，冻

存后细胞经过检测支原体检测后及可放入液氮

长期保存待用。MEF复苏时，从液氮中取出并快

速于事先准备的37 ℃水浴锅中，快速轻轻晃动

(注意不要让水淹过管盖)，待仅剩很少一部分冰

块时，停止水浴，体积分数75%乙醇棉球擦拭冻

存管，将冻存管中的MEF液加到15 mL离心管

中，逐滴加入MEF培养基，边加边轻轻晃动离心

管，1 050 r/min，离心4 min，吸弃上清，用MEF
培养基重悬后接种至培养皿中，37 ℃，体积分

数5%CO2，95%湿度培养箱内培养。 
饲养层的制备：一般采用第3代MEF制备饲

养层。显微镜下观察细胞汇合生长至90%左右

时，用质量浓度5，10，15，20 mg/L丝裂霉素

C于37 ℃，体积分数5%的CO2，95%湿度培养

箱1，1.5，2，2.5，3 h后，吸弃丝裂霉素C，

DPBS洗涤三四次，加入0.05%胰酶3 mL/培养

皿，消化好后加3 mL/培养皿MEF培养基终止消

化，吹下细胞收集至50 mL离心管，1 080 r/min，
离心5~8 min，经支原体检测阴性后冻存备用。 

MTT法测定细胞数量：96孔培养板细胞培养1，
3，5，7 d终止培养，终止前4 h吸弃100 μL培养

上清，加入MTT 20 μL，继续培养4 h，最后用

DMSO 150 μL终止培养，轻轻振荡10 min，检
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测560 nm处A值。 
用饲养层细胞培养人胚胎干细胞与iPS细胞：采用以上

实验获得的丝裂霉素C最佳质量浓度和作用时间处理

MEF，并接种至0.1%明胶包被的培养皿中，培养24 h
后，吸弃培养基，用DMEM/F12洗涤一二次，将人胚胎

干细胞与iPS细胞接种至饲养层中培养，显微镜下观察

胚胎干细胞及iPS细胞生长情况。 
主要观察指标：①ICR小鼠胚胎成纤维细胞的增殖情

况。②不同质量浓度与不同时间丝裂霉素C处理后的MEF
细胞活性。③干细胞在制备饲养层上的生长状态。 

统计学分析：采用SPSS 13.0统计学软件分析实验

数据，采用Dunnett-t 检验，以P < 0.05为差异有显著性

意义。 
   

2  结果 

 
2.1  MCF-1小鼠胚胎成纤维细胞的生长形态  MEF是
贴壁生长型细胞，大小不均，一般需要4~6 h细胞开始

贴壁生长，12 h进入对数生长期；原代细胞一般需要

8~10 h开始贴壁，经过二三天后达90%。显微镜下观察，

细胞成梭形、不规则等形状，胞质透明，中间可见卵圆

形核。起初细胞间隙明显，随着细胞增殖，细胞生长呈

放射状或旋涡状生长，原代中杂细胞较多，传二代后细

胞形态较原代形态单一，原代细胞见图1，丝裂霉素处

理后的饲养层细胞见图2。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.2  饲养层的制备  制备CF-1小鼠胚胎成纤维细胞饲

养层的最佳胎龄为13.0~14.0 d。选择5，10，15，20 mg/L

丝裂霉素C处理CF-1小鼠胚胎成纤维细胞1，1.5，2，
2.5，3 h后，测细胞培养1，3，5，7 d细胞数，结果见

图3。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 3  Proliferation of mouse embryonic fibroblasts after 
treatment with different concentrations of mitomycin 
C for different time 

图 3  不同质量浓度丝裂霉素 C 处理不同时间后鼠胚成纤维
细胞的增殖情况 

1.5

1.0

0.5

0

A
 

1 d       3 d        5 d       7 d 
a: 1 h 

Figure 1  Primary CF-1 mouse embryonic fibroblasts (×100)
图 1  原代 CF-1 小鼠胚胎成纤维细胞(×100)  

Figure 2  CF-1 mouse embryonic fibroblasts after mitomycin C
treatment (×100) 

图 2  丝裂霉素 C 处理后的鼠胚成纤维细胞(×100)   
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c: 2 h 
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d: 2.5 h 
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从图3中可得出丝裂霉素C质量浓度为10 mg/L，处

理2.5 h，能抑制MEF增殖，但不死亡，与刚开始接种细

胞数量相比差异有显著性意义(P < 0.05)；丝裂霉素C质

量浓度较低时(5 mg/L)，处理时间延长对MEF无明显的

抑制作用；丝裂霉素C质量浓度过高(>10 mg/L)，无论

时间长短，对MEF抑制明显，大量细胞死亡。 
2.3  胚胎干细胞与 iPS细胞在饲养层上的生长结果  
贴壁后的胚胎干细胞与iPS细胞增殖迅速，将周围的饲

养层挤开，五六天可以形成典型的胚胎干细胞或iPS集
落，细胞排列紧密，界限清楚，细胞核大，见图4。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3  讨论 

 
饲养层是将具有黏附能力的细胞用紫外线或丝裂

霉素C处理后作克隆样细胞生长的底物，且能产生促进

克隆样细胞增殖和抑制其分化的细胞层。饲养层经射线

或丝裂霉素C处理后，虽然失去分裂能力，但仍能生存

并有同化培养液的能力，为胚胎发育提供一个近似体内

细胞生长发育的环境[5,16,26-27]。MEF饲养层能分泌抑制

干细胞自主分化的细胞因子，保持胚胎干细胞和iPS细
胞的未分化和增殖状态，但MEF细胞生命周期有限，为

了满足胚胎干细胞和iPS细胞的培养需要，必须不断制

备新的MEF。 
目前国内制备MEF最常使用的是昆明小鼠，为中国

特有的封闭群小鼠，因其适应性强，繁殖能力高，容易

获取，被广泛用于各类动物实验[23-24]。国外实验室已经

开始使用CF-1小鼠制备MEF饲养层细胞，但各实验室在

制备细节上不同，所获取的饲养层细胞的状态也不同，

国内使用CF-1小鼠制备MEF饲养层报道甚少。本实验选

择CF-1小鼠进行胚胎干细胞和iPS细胞的饲养层制备，在

分离培养，丝裂霉素处理质量浓度及时间方面进行探讨，

探索CF-1小鼠MEF的分离和饲养层制备的最佳条件。 
胎龄影响MEF分离培养，尽管胚胎成纤维细胞存在

于小鼠胚胎生长发育的各个阶段，但有资料显示12~16 d
为合适胎龄，13.5 d为最佳胎龄[4，6，14，17，27]，胎龄较小

时，胎鼠小、柔软，不易操作，难以完全去除头、尾、

四肢和内脏，获得的细胞中混有大量的神经母细胞和红

细胞影响饲养层质量；胎龄较大，鼠骨骼已成型，组织

难以剪碎，且细胞间连接紧密，难以消化。本实验选择

13.5 d CF-1孕鼠，实验结果显示在37 ℃，体积分数

5%CO2，95%湿度培养箱内经过0.15%胰蛋白酶(含
0.02% EDTA)消化15 min所获得的细胞数量最多，增殖

速度快，活性好，传代培养活性较可查文献的0.25%和

0.05%的好。细胞传代培养发现，降低胰蛋白酶浓度，适

当延长消化时间，可明显减少胰蛋白酶对细胞的损伤。 
本实验结果表明，原代分离的CF-1小鼠MEF细胞4

代以前生长状态好，以后便出现衰老现象，因此使用4
代以前细胞做饲养层，又由于原代，1代，2代含有少许

杂细胞，4代细胞有时已出现衰老现象，所以一般选择3
代细胞作为饲养层。制备饲养层关键是对MEF进行预处

理，使其有良好分泌功能的同时，失去增殖能力，以免

其与胚胎干细胞或iPS细胞竞争营养。胚胎干细胞与iPS
细胞扩增过程中保持未分化状态需要饲养层分泌足够

的细胞因子抑制其分化，这就要求饲养层细胞纯度要

高，生长状态好。经丝裂霉素C处理的MEF，细胞仍处

于有分泌活性，能分泌一些细胞因子促进胚胎干细胞与

iPS细胞增殖，并保持其未分化状态。制备MEF过程中

需要对丝裂霉素C质量浓度及处理时间调控，处理不足

无法抑制其增殖，处理过度则会造成细胞大量死亡，实

验结果表明丝裂霉素C最佳工作质量浓度为10 mg/L，作
用时间为2.5 h，制备的饲养层效果最佳，可维持10 d
以上不出现细胞的大量死亡。 

胚胎干细胞或iPS细胞接种到CF-1小鼠饲养层上，

MEF分泌一些细胞因子如白血病抑制因子等，抑制细胞

分化，成纤维细胞生长因子等促进细胞增殖，使得接种

的胚胎干细胞或iPS细胞迅速增殖，形成典型的克隆样

细胞集落，并保持未分化的细胞状态。 
MEF取材方便，所需费用少，因此，MEF是分离培

养胚胎干细胞或iPS细胞做早使用的饲养层，也是目前

研究胚胎干细胞与iPS细胞最常用的饲养层。 
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文章概要： 

文章要点：首次对如何制备 CF-1 小鼠胚胎成纤维细胞

饲养层作了详细的报道，有别于目前国内主要以 ICR 小鼠、

昆明小鼠等胚胎成纤维细胞作为饲养层。 

关键信息：CF-1 小鼠胚胎成纤维细胞作为饲养层能够

维持生长 5~7 d，这符合干细胞传代生长特征。 

研究的创新之处与不足：在干细胞研究过程中发现，

CF-1 小鼠胚胎成纤维细胞作为饲养层能很好地支持人源性

干细胞生长，优于其他饲养层，但由于实验条件限制，并没

有与其他种属小鼠成纤维细胞饲养层做统计学处理。


