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类胚体诱导脐带间充质干细胞向生殖细胞的分化 

吕  品，何  玲，柴惠霞 

 

Differentiation of human umbilical cord mesenchymal stem cells into germ cells induced by 

embryoid bodies    

Lü Pin, He Ling, Chai Hui-xia 

Abstract 

BACKGROUND: Whether umbilical mesenchymal stem cells (UC-MSCs) can be induced into oocytes under in vitro and 

in vivo microenvironment is very important for female reproductive maintenance and oocyte regeneration.  

OBJECTIVE: To further testify the effects of embryonic bodies (EB) under in vitro microenvironment on the differentiation 

of UC-MSCs into germ cells. 

METHODS: UC-MSCs were cultured in hanging drop to form EB, which were co-cultured with human ovarian granulosa 

cells or mouse ovarian granulosa cells, or were cultured in follicular fluid to induce differentiation of UC-MSCs into 

primary germ cells in vitro.  

RESULTS AND CONCLUSION: The EB were successfully prepared when UC-MSCs were cultured in hanging drop. 

Flow cytometry results: SSEA-1
+
 cells accounted for 15.61% after 5 days of EB formation. The results of 

immunohistochemistry: EB of 5 days were co-cultured with human ovarian granulosa cells or mouse ovarian granulosa 

cells for 10 days, germ-line markers of synaptonemal complex protein-3 and growth differentiation factor-9 positively 

expressed, while these two markers did not express in granule cells or EB cultured in follicular fluid. EB can be formed 

when UC-MSCs are cultured in hanging drop in vitro. Germ-line markers will express in EB when they are co-cultured 

with human ovarian granulosa cells or mouse ovarian granulosa cells. 

 

Lü P, He L, Chai HX. Differentiation of human umbilical cord mesenchymal stem cells into germ cells induced by 

embryoid bodies.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(23): 4217-4221.      

[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 

摘要 

背景：脐带间充质干细胞能否在体外和体内微环境条件下衍生为卵母细胞，对女性生殖的维持及卵母细胞的再生均

具有十分重要的意义。 

目的：进一步验证体外微环境类胚体对脐带间充质干细胞向生殖细胞分化的影响。 

方法：将脐带间充质干细胞进行悬滴培养，使其形成类胚体，进而采用将类胚体与人或小鼠卵巢颗粒细胞共培养、

卵泡液条件培养基培养等方法，体外诱导脐带间充质干细胞向早期生殖细胞分化。 

结果与结论：①将脐带间充质干细胞进行悬滴培养，其能够形成类胚体。②流式细胞仪检测结果：类胚体形成 5 d

后，其中 SSEA-1阳性细胞占 15.61%。③免疫组织化学检测结果：形成 5 d的类胚体与人或小鼠的卵巢颗粒细胞共

培养，10 d后生殖系标记物 SCP3、生长分化因子 9阳性表达，而颗粒细胞及采用卵泡液培养的类胚体均无表达。

结果表明，脐带间充质干细胞体外悬滴培养可形成类胚体，与人或小鼠卵巢颗粒细胞共培养后均表达生殖系特异性

标记物。 

 

关键词：类胚体；生殖细胞；脐带间充质干细胞；诱导； SCP3；生长分化因子 9；阶段特异性胚胎抗原 

doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2012.23.008 

缩略语：SEEA: stage-specific embryonic antigens，阶段特异性胚胎抗原 
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0  引言 

 

近年来的研究表明，胚胎干细胞和成体干细胞均具

有分化为生殖细胞的潜能。由于胚胎癌细胞是一种癌细

胞，用其诱导分化的生殖细胞存在很大缺陷，并且虽然

其印记基因与生殖细胞形似，但是其低甲基化状态导致

不能用来诱导分化生殖细胞。诱导性多功能干细胞

(induced human pluripotent stem，IPS)由于导入了外

源基因，可能会出现不同程度的细胞生物学和分子生物

学的变化，影响后续的诱导分化。研究脐带间充质干细

胞能否在体外和体内微环境条件下衍生为卵母细胞或

能否促进卵巢功能的恢复及其作用机制，对女性生殖的

维持及卵母细胞的再生均具有十分重要的意义。因此作

者拟对脐带间充质干细胞进行分离培养，采用类胚体诱

导体外其向早期生殖细胞分化，观察不同微环境对脐带

间充质干细胞分化的影响。 

 

1  材料和方法 

 

设计：单一样本观察。 

时间及地点：实验于2010-11/2011-07在辽宁医学

院解剖学教研室完成。 

材料： 

实验动物：3周龄健康雌性昆明小白鼠，体质量

15~18 g，由辽宁医学院实验动物中心提供，许可证号

SYXK(辽)2003- 0011。实验过程对动物的处置符合医

学伦理学标准。 

试剂： 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

干细胞分离、原代培养、纯化、鉴定：干细胞由天大科

技园国家干细胞中心提供(编号为G1161)，分离、原代

培养、纯化及鉴定参考文献[1]进行。原代细胞生长对数

期进行传代，2.5 g/L胰蛋白酶(含0.02%EDTA)进行消

化，1∶2分装(25 cm
2
)培养。传至第3代备用。 

类胚体的培养：①培养第3代的脐带间充质干细胞，用

2.5 g/L胰蛋白酶将其消化成为单细胞悬液。②用类胚体

形成培养基，将细胞稀释成2×10
7
 L

-1
，以50 μL/滴种植

于培养皿盖上，翻转培养皿盖，进行悬滴培养。③置体

积分数5%CO2、95%湿度、37 ℃恒温细胞培养箱中培

养，两三天后显微镜下观察每个悬滴中均有类胚体形成

后，用吸管将培养皿盖上的悬滴轻轻吹打下来，转移到

类胚体分化培养基进行悬浮培养。 

人卵巢颗粒细胞培养：①显微镜下捡取卵子周围颗粒

细胞以及卵泡液中松散的颗粒细胞团块,反复冲洗尽量去

除红细胞。②以100 U/mL透明质酸酶消化1.0~2.0 min后，

1 000 r/min，离心3 min。③将细胞沉淀用含10%胎牛

血清的DMEM培养基重新悬浮后，接种于细胞培养皿中

培养。 

小鼠卵巢颗粒细胞的培养：①每只小鼠腹腔注射

PMSG 5 U。②48 h后将小鼠颈椎脱臼处死，无菌条件

下迅速取出双侧卵巢，去除周围脂肪和被膜，将其放入

盛有低糖DMEM培养基的细胞培养皿内，在体视显微镜

下用1 mL注射器针头刺破卵泡，使卵母细胞和颗粒细胞

释放出来。③将卵巢组织转移到管中，反复吹打1.0~   

2.0 min，200目筛网过滤，收集滤液，1 000 r/min，离

心5 min，弃上清液，用低糖DMEM+体积分数10%胎牛

血清重新悬浮细胞沉淀，接种到细胞培养皿中。 

卵泡液处理：①收集HIV、梅毒螺旋体、丙型肝炎病

毒、肝、肾功能、乙肝两对半等各项生化指标均正常的

IVF患者舍弃的卵泡液。②将卵泡液以2 000 r/min，离

心10 min，取上清。③上清液经22 μm过滤器过滤，   

-20 ℃储存备用。 

流式细胞仪检测类胚体中阶段特异性胚胎抗原

(stage-specific embryonic antigens，SSEA) 1阳性细胞表达：

①将类胚体去掉培养液，PBS洗2遍后用DNA酶I、透明

质酸酶和胶原酶Ⅳ混合酶消化，用含3%BSA的PBS洗

涤，制成浓度为 1.0×10
9
 L

-1
的单细胞悬液，加入

Eppendorf(EP)管中。②EP管加入FITC标记的抗人

SSEA-1单克隆抗体。③设定1管同型对照，加入5 μL 

IgG1-FITC单克隆抗体。④室温孵育30 min，PBS洗涤

细胞2次，重悬于200 μL PBS中，用流式细胞仪检测细

胞免疫表型。 

类胚体继续诱导分化：诱导组：将形成后5 d的类胚体

分别移入人卵巢颗粒细胞培养皿、小鼠卵巢颗粒细胞培

养皿中，采用去除LIF的类胚体分化培养基培养。对照

组：将形成后5 d的类胚体采用添加体积分数10%胎牛

血清和5%卵泡液的DMEM培养基培养。 

试剂 来源 

胰蛋白酶                                              

羊抗人 vasa单克隆抗体、兔抗人 

生长分化因子 9单克隆抗体          

人卵巢颗粒细胞、卵泡液                      

美国 SIGMA公司 

武汉博士德 

 

为妇产科生殖中心体外受精-

胚胎移植(IVF-ET)过程中舍

弃的颗粒细胞和卵泡液  
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免疫组织化学方法检测特异基因SCP3、生长分化因子9

的表达：将培养基倾去，0.01 mol/L PBS洗涤2次；40 g/L

多聚甲醛固定30 min；0.01 mol/L PBS漂洗3次，5 min/

次；0.5%Triton-100穿孔15 min；0.01 mol/L PBS漂洗3

次，5 min/次；5%BSA封闭30 min；将封闭液倾掉后，

加入适当稀释的一抗(稀释比例按照说明书的要求)，   

4 ℃孵育过夜；0.01 mol/L PBS漂洗3次，5 min/次；加

入适当稀释的二抗(具体按照说明书的要求)，于37 ℃杂

交孵育2 h；0.01 mol/L PBS漂洗3次，5 min/次；5 mg/L 

DAPI染色2 min。 

主要观察指标：①流式细胞仪检测类胚体中

SSEA-1阳性细胞表达。②免疫组织化学方法检测特异

基因SCP3、生长分化因子9的表达。 

   

2  结果 

 

2.1  细胞形态学及生长特点  类胚体形成将脐带间充

质干细胞进行悬滴培养，培养两三天后观察，发现每个

悬滴中均有类胚体形成；将类胚体进行悬浮培养后，类

胚体的体积逐渐增大，其中细胞形态轮廓不清，见图1，

2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  卵巢颗粒细胞形态  倒置相差显微镜下观察，刚

接种时颗粒细胞呈球形，24 h后贴壁生长，细胞形态

不规则，呈星形或梭形，细胞间有延长的伪足相互连

接，细胞核大、圆，胞质透光性好，有聚集生长现象，

人卵巢颗粒细胞和小鼠卵巢颗粒细胞形态相似，见图

3，4。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  流式细胞仪检测结果  流式细胞仪分析发现：类

胚体形成后5 d，SSEA-1阳性细胞占15.61%，见图5，

6。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1  Hanging drop culture of umbilical cord mesenchymal 
stem cells  

图 1  将脐带间充质干细胞进行悬滴培养 

Figure 2  Morphological observation of the embryoid bodies 
(×200)  

图 2  类胚体形态观察(×200) 

Figure 3  Human ovarian granulosa cells after culture for 24 h 
(×200) 

图 3  人卵巢颗粒细胞培养 24 h形态(×200) 

Figure 4  Mouse ovarian granulosa cells after culture for 24 h 
(×200) 

图 4  小鼠卵巢颗粒细胞培养 24 h形态(×200) 

Figure 5  Number of SSEA-1
+
cells in embryoid bodies detected 

by flow cytometry (control group) 
图 5  流式细胞术检测类胚体中SSEA-1阳性细胞数量(对照组) 



 

吕品，等. 类胚体诱导脐带间充质干细胞向生殖细胞的分化 

P.O. Box 1200, Shenyang   110004   cn.zglckf.com 4220 

www.CRTER.org 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  免疫细胞化学染色结果  形成后5 d的类胚体分别

与人卵巢颗粒细胞和小鼠卵巢颗粒细胞共培养10 d后，

免疫组织化学检测，SCP3、GDF-9均阳性表达。对照

组及颗粒细胞表达阴性。见图7。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

近来很多学者研究发现成体干细胞在体外诱导后

能够分化为雄性或雌性生殖细胞
[1-3]
。间充质干细胞、胚

胎癌细胞、iPS细胞均可以分化为3个胚层的所有细胞类

型
[4-6]
，是目前用来诱导分化生殖细胞的研究热点。 

胚胎癌细胞来自于畸胎癌和胚胎干细胞类似，是一

种多能干细胞，在体外能够形成类胚体并分化为生殖细

胞。Nayernia等
[7]
将胚胎癌细胞诱导分化形成的雄性生

殖细胞移植到不育的小鼠体内，发现其能够进行减数分

裂并形成精子，但是发现精液中的精子数量少，并且畸

形率达到43%(正常为8%)，体外进行精子卵浆内注射后

发现，受精卵在6~8细胞期停止发育。这说明胚胎癌细

胞诱导分化后的生殖细胞存在很大缺陷。Okamoto等
[8]

研究发现胚胎癌细胞的染色质总体处于低甲基化状态，

并且印记基因，如H19的启动子处于未甲基化状态。因

此虽然胚胎癌细胞的印记基因与生殖细胞形似，但是其

低甲基化状态导致不能用来诱导分化生殖细胞。 

研究发现，含有Oct4、Sox2、c-Myc和Klf4基因的

反转录病毒转染进成纤维细胞后可以将其转变为胚胎

样干细胞，称为IPS细胞
[9-12]

。该细胞具有胚胎干细胞基

因表达谱的特征、自我更新能力及多潜能性，并且能形

成畸胎瘤和嵌合体小鼠，可以用来诱导分化生殖细胞。

但是由于细胞转入了外源基因，其可能会出现不同程度

的细胞生物学和分子生物学的变化，影响后续的诱导分

化。此外，细胞中导入了反转录病毒，在临床应用方面

显著增加了导致肿瘤发生的危险因素。 

相比以上两种细胞，间充质干细胞具有很大优势，

已有研究报道骨髓间充质干细胞、猪皮肤干细胞、大鼠

胰腺干细胞等均可衍生出卵母细胞样细胞
[13-16]

。作者在

前期研究中已经证实脐带间充质干细胞是一种多分化

潜能成体干细胞，不仅具有分离简单、来源丰富、伦理

争议小等特点，而且免疫状态幼稚，是理想的成体干细

胞来源。 

生长分化因子9由卵母细胞分泌，通过旁分泌的方式

与卵母细胞周围的颗粒细胞相互作用，是原始卵泡形成所

必需的
[17-18]

。生长分化因子9
-/-
小鼠的卵泡在初级卵泡阶

段停止发育，周围仅围绕单层颗粒细胞，缺乏膜细胞层的

围绕
[19-20]

。SCP3(synaptonemal complex protein 3)是一

种联会丝复合体蛋白，在减数分裂过程中特异性表达。    

SSEA是一种糖蛋白，它常表达十胚胎发育早期，

故此它常作为胚胎性干细胞的标志分子之一。人类及某

些非人灵长类胚胎干细胞、胚胎癌细胞，表达SSEA-3

及S SEA-4，不表达SSEA-1，但是EG细胞中SSEA-1，

SSEA-3，SSEA-4均为阳性表达。 

本实验脐带间充质干细胞经悬滴培养后形成类胚

体后5 d，流式细胞术检测到SSEA-1阳性细胞占

15.61%，提示有早期生殖细胞出现，表明该诱导方法

是有效的。将类胚体继续与卵巢颗粒细胞共培养10 d

后，免疫组织化学方法检测到生殖系特异性标记物

Figure 6  Number of SSEA-1
+
cells in embryoid bodies 

detected by flow cytometry (experimental group) 
图 6  流式细胞术检测类胚体中SSEA-1阳性细胞数量(实验

组) 

A1: Positive SCP3 

Figure 7  Synaptonemal complex protein-3 (SCP3) and 
growth differentiation factor-9 (GDF-9) positively 
expressed in embryoid bodies after they were 
co-cultured with human ovarian granulosa cells or 
mouse ovarian granulosa cells for 10 d (×200) 

图 7  类胚体与人卵巢颗粒细胞共培养后 10 d SCP3、生长
分化因子 9均阳性表达(×200) 

A2: DAPI nuclear 

staining 

A3: Superposition of 

A1 and A2 

B1: Positive GDF-9 B2: DAPI nuclear 

staining    

B3: Superposition of 

B1 and B2 
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SCP3、生长分化因子9阳性表达，与Qing等
[21]
所研究的

结果类似。表明通过模拟卵母细胞形成的微环境，采用

类胚体培养以及与颗粒细胞共培养的方法，对诱导生殖

细胞的生成是有效的，与人或小鼠卵巢颗粒细胞共培

养，对生殖细胞的诱导分化效果未见明显差异。 
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来自本文课题的更多信息--  

作者贡献：实验设计为第一作者，实施为第三作者，

评估为第二作者。 

利益冲突：课题未涉及任何厂家及相关雇主或其他

经济组织直接或间接的经济或利益的赞助。 

伦理要求：实验过程中对动物处置符合 2006 年科

学技术部发布的《关于善待实验动物的指导性意见》标

准。 


