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文章亮点： 

实验用小鼠胚胎干细胞作为研究对象，探讨酸性成纤维细胞生长因子对造血祖细胞表面标记物 Flk-1
+

与

CD133
+

细胞的影响，发现酸性成纤维细胞生长因子可促进 Flk-1
+

与 CD133
+

细胞的产生，证明酸性成纤

维细胞生长因子能够有效地促进拟胚体的扩增以及成血管血液干细胞的产生与增殖。 
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摘要 

背景：有研究表明，在卵黄囊造血、胎肝造血和胚胎干细胞向造血干细胞分化过程中，酸性成纤维细胞

生长因子可强烈表达。 

目的：探讨酸性成纤维细胞生长因子对小鼠胚胎干细胞造血分化的作用，在拟胚体培养阶段施加酸性成

纤维细胞生长因子，验证酸性成纤维细胞生长因子对造血形成细胞产生的调控作用。 

方法：培养小鼠胚胎干细胞，将饲养层上生长状态良好的小鼠胚胎干细胞用胰酶消化成单个细胞后，利

用悬滴法制备拟胚体，拟胚体继续悬浮培养，以 1，2和 5 µg/L酸性成纤维细胞生长因子分别培养 3，5，

7，9 d，通过免疫荧光法检测胚胎干细胞与拟胚体中酸性成纤维细胞生长因子的表达，流式细胞术检测

Flk-1
+

与 CD133
+

阳性细胞率。 

结果与结论：酸性成纤维细胞生长因子在拟胚体中呈阳性表达。在 5 µg/L酸性成纤维细胞生长因子作用

下，Flk-1
+

细胞随时间增加表达增加，CD133
+

细胞表达模式与 Flk-1
+

细胞类似。在 1 µg/L时，Flk-1
+

细

胞在 7 d时表达达到高峰，随后下降。CD133
+

细胞表达结果类似。而在 2 µg/L时，5 d时 Flk-1
+

细胞表

达升高，随后下降，在 9 d时表达又增高。而 CD133
+

细胞则总体呈现升高趋势。酸性成纤维细胞生长

因子可促进 Flk-1
+

与 CD133
+

细胞的产生，证明酸性成纤维细胞生长因子能够有效促进拟胚体的扩增以

及成血管血液干细胞的产生与增殖。 
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Abstract 

BACKGROUND: Studies have shown that acidic fibroblast growth factor can be strongly expressed in the 

yolk sac hematopoietic cells and fetal liver hematopoietic cells and in the differentiation process of 

embryonic stem cells to hematopoietic stem cells.  

OBJECTIVE: To explore the effect of acidic fibroblast growth factor on hematopoietic differentiation of mice 

embryonic stem cells, to test and verify the regulation effect of acidic fibroblast growth factor in the 

formation of hematopoietic cells through adding the acidic fibroblast growth factor into the embryoid body 

culture stages.  
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METHODS: The mouse embryonic stem cells were cultured and then digested into single cells using trypsin when 

they were in good conditions on the feeder layer. The embryoid bodies were prepared with hanging drop method 

and then continue suspension cultured for 3, 5, 7 and 9 days with 1, 2 and 5 μg/L acidic fibroblast growth factor. 

The expression of acidic fibroblast growth factor in embryonic stem cell and embryoid bodies was detected with 

immunofluorescence, and the Flk-1
+
 and CD133

+
 positive rates were detected with flow cytometry.  

RESULTS AND CONCLUSION: Acidic fibroblast growth factor showed positive expression in embryoid bodies. In 

the effect of 5 μg/L acidic fibroblast growth factor, Flk-1
+
 cells expression was increased with time increasing, the 

CD133
+
 cells expression patterns were similar to Flk-1

+
 cells. In the effect of 1 μg/L acidic fibroblast growth factor, 

Flk-1
+
 cells expression peaked at 7 days and then decreased, and the CD133

+
 cells showed similar expression 

patterns. But in the effect of 2 μg/L acidic fibroblast growth factor, Flk-1
+
 cells expression was increased at 5 days, 

then decreased, and increased again at 9 days; while CD133
+
 cells expression emerged a rising trend totality. 

Acidic fibroblast growth factor can promote the generation of Flk-1
+
 and CD133

+
 cells, suggesting that acidic 

fibroblast growth factor can effectively promote the amplification of embryonic body and the production and 

proliferation of hemangioblasts. 

Key Words: stem cells; tumor stem cells; mouse embryonic stem cells; embryoid body; acidic fibroblast growth factor; 

Flk-1; CD133; National Natural Science Foundation of China; stem cell photographs-containing paper 
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0  引言 

 

胚胎干细胞是一类拥有强大的自我复制能力和发育的全能型的全能干细胞，在体外可以

定向诱导分化成某种特定的细胞类型，胚胎干细胞的这些特点成为细胞治疗的新希望，也使

胚胎干细胞的相关研究成为生物界的热门领域
[1]
。在胚胎干细胞向其他各种细胞类型分化的

研究模型中，向造血细胞分化的研究是较多的一部分。成血管血液干细胞是造血干细胞的前

体细胞，具有双潜能性，是造血干细胞和成血管母细胞的祖细胞。因此其在胚胎造血和血管

形成过程中具有重要作用。目前已经发现了很多因子与胚胎干细胞造血分化过程相关，如wnt、

notch、shh、骨形态发生蛋白等，但是酸性成纤维细胞生长因子作为成纤维生长因子家族的重

要成员，对细胞的增殖与分化具有重要作用。有研究显示，在卵黄囊造血分化过程中，酸性成

纤维细胞生长因子可强烈表达
[2]
。酸性成纤维细胞生长因子在胚胎造血方面的研究国内外很少，

实验利用向拟胚体培养基中添加酸性成纤维细胞生长因子，检测Flk-1
+
与CD133

+
细胞的变化情

况，从而探讨酸性成纤维细胞生长因子在胚胎干细胞造血分化中的作用。 

 

1  材料和方法 

 

设计：单一样本观察。 

时间及地点：实验于2011年7至12月在滨州医学院干细胞研究所完成。 

材料： 

主要细胞及试剂： 

Main cells and reagents: 

 

 

 

 

 

 

细胞及试剂 来源 

小鼠胚胎干细胞 D3细胞系                        

高糖 DMEM培养基(H-DMEM)、胎牛血清                  

免疫荧光相关抗体                                      

明胶和胰蛋白酶、L-谷氨酰胺、非必需氨基酸、β-巯基乙醇  

二甲基亚砜                                        

LIF(10
6
 U)                                            

中国科学院上海生命科学研究所 

美国 Hyclone公司 

santa cruz公司 

美国 Sigma公司 

浙江海正药业股份有限公司 

MILLIPORE公司 
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实验方法： 

溶液配制：①胚胎干细胞培养基：H-DMEM+体积分

数15%胎牛血清+2 mmol/L谷氨酰胺+0.1 mmol/L β-巯

基乙醇+非必需氨基酸+10
6
 U/LIF。②消化液：2.5 g/L

胰蛋白酶-0.02%EDTA。③冻存液：体积分数为90%的

胎牛血清+10%二甲基亚砜。 0.01④  mol/L PBS配制：

NaCl 8.0 g/L；KCl 0.2 g/L；Na2HPO4·12H2O 2.89 g/L；

KH2PO4 0.2 g/L；依次溶解于三蒸水中，定容后调pH达

7.4。 0.1%⑤ 明胶。 

胚胎干细胞的复苏：培养方法参照Kurosawa
[3]
方法。

从液氮中取出冰冻的小鼠胚胎干细胞冻存管，立即投入

37 ℃水浴中快速旋转以迅速解冻(控制在1 min之内)，待

融化剩一片冰晶时消毒冻存管外壁拿入超净工作台，移

入预先加有胚胎干细胞培养液的离心管中，1 000 r/min，

离心5 min，弃上清，吹打均匀后按1×10
6
/cm

2
密度接种

于丝裂霉素处理过的饲养层细胞之上，放入37 ℃，体

积分数5%CO2培养箱中培养。次日起开始更换培养液，

每天更换1次。第二三天可以看见微小的克隆出现，之

后逐渐长大，复苏后第4-6天传代，具体情况视细胞生

长情况而定。 

拟胚体制备：当传代的胚胎干细胞的在饲养层细胞上

生长2 d后，镜下观察呈明显突起的集落状态，克隆边缘

与周围饲养层细胞分界清晰时，用差速贴壁法去除饲养层

细胞，收集悬液后用于制备拟胚体，离心后用未添加白血

病抑制因子的胚胎干细胞培养液重悬，按1×10
8
 L

-1
的细胞

浓度以每滴25 μL接种于10 cm培养皿盖上，注意每滴间

的距离不宜太近或太远，皿内加10 mL PBS悬滴培养于

CO2培养箱内，24 h后大体可见悬滴内白色颗粒状物，

48 h后收集。 

细胞的免疫荧光染色：①胚胎干细胞差速贴壁30 min

后，吸取上层悬液按10
8
 L

-1
种在预铺有0.1%明胶的24

孔板上。②在37 ℃，体积分数5%CO2饱和湿度的培养

箱中培养24 h。③弃旧培养液，PBS清洗3 min，40 g/L

多聚甲醛室温固定20 min。 PBS④ 清洗3 min，0.5% 

TritonX-100孵育15 min；PBS清洗2次，5 min/次。⑤

体积分数2%羊血清封闭20 min；加入体积分数1%牛血

清白蛋白稀释的1∶100抗兔酸性成纤维细胞生长因子

多克隆抗体，4 ℃孵育过夜。⑥加入1%BSA稀释的   

1∶200 FITC标记的鼠抗羊二抗，避光条件下室温孵育 

1 h；PBS漂洗2次，5 min/次。 DAPI⑦ 染色5 min；抗

淬灭缓冲甘油封固剂封固，倒置荧光显微镜观察拍照。

⑧对照组用PBS代替一抗，其余步骤均同。实验组和对

照组各设3个复孔。 

流式细胞仪检测：①悬滴法收集48 h拟胚体后，用悬

浮法继续培养，在分化培养液中分别添加1，2和5 μg/L

的酸性成纤维细胞生长因子，收集经不同质量浓度的酸

性成纤维细胞生长因子悬浮培养后的拟胚体。②用  

2.5 g/L胰蛋白酶 -0.02%EDTA将拟胚体消化 10-     

20 min，轻轻吹打成单细胞悬液，培养9 d的拟胚体较

难消化可适当延长时间。③离心后弃去上清液，用40 g/L

多聚甲醛固定10 min；PBS漂洗1次，3 min。④离心后

弃去上清液，0.5%TritonX-100孵育15 min；PBS漂洗1

次，5 min。⑤离心后弃去上清液，体积分数5%羊血清

封闭20 min。⑥分别加入1%BSA稀释的1∶100抗兔

Flk-1多克隆抗体、抗羊CD133多克隆抗体，4 ℃孵育过

夜。⑦分别加入1%BSA稀释的1:200FITC标记的鼠抗羊

二抗、CY3标记的羊抗兔二抗，避光条件下室温孵育1 h。

⑧加入PBS后转入流式管中，流式细胞仪检测。⑨调零

组用相同状态未添加酸性成纤维细胞生长因子培养所

得细胞。分别培养3，5，7，9 d后用流式细胞术检测其

中Flk-1和CD133阳性细胞率。 

主要观察指标：①小鼠胚胎干细胞的形态学观察结

果。②酸性成纤维细胞生长因子在胚胎干细胞中的表

达。③拟胚体中酸性成纤维细胞生长因子的表达。④流

式细胞仪检测Flk-1阳性细胞率。⑤流式细胞术检测

CD133阳性细胞率。 

   

2  结果 

 

2.1  小鼠胚胎干细胞的形态学观察  见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

小鼠胚胎干细胞在原代小鼠胚胎成纤维细胞制备

的饲养层上呈未分化状态生长，镜下观察饲养层细胞为

A：未分化的小鼠胚胎干细胞 

注：未分化的小鼠胚胎干细胞为梭形细胞，呈现明显细胞集落。

随着时间的增加，细胞数目逐渐增多，体积增大，边缘模糊不清，

克隆变得扁平或表面变为粗糙的内胚层细胞，表明胚胎干细胞开

始分化。 

B：分化的小鼠胚胎干细胞

图 1  未分化和分化的小鼠胚胎干细胞形态(×100) 

Figure 1  Morphology of undifferentiated and differentiated 

mouse embryonic stem cells (×100) 
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梭形细胞，胚胎干细胞呈现明显细胞集落，聚集成椭圆

状，克隆边缘清晰，折光性强，细胞小，排列紧密，界

限清楚，见图1A。随着时间的增加，胚胎干细胞的数目

逐渐增多，体积逐渐增大，边缘逐渐模糊不清，克隆变

得扁平或表面变为粗糙的内胚层细胞，表明胚胎干细胞

开始分化，见图1B。 

 

2.2  酸性成纤维细胞生长因子在胚胎干细胞中的表达 

利用差速贴壁法去除饲养层细胞后，在胚胎干培养基培

养24 h，做细胞的酸性成纤维细胞生长因子免疫荧光染

色，结果显示小鼠胚胎干细胞本身高表达酸性成纤维细

胞生长因子，见图2。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  拟胚体中酸性成纤维细胞生长因子的表达  利用

悬滴法制备拟胚体，48 h后收集，免疫荧光染色检测拟

胚体中酸性成纤维细胞生长因子的表达情况，结果见图

3，拟胚体中酸性成纤维细胞生长因子呈阳性表达。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  流式细胞仪检测Flk-1阳性细胞率  见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

结果显示，在5 μg/L酸性成纤维细胞生长因子作用

下，Flk-1
+
细胞随时间增加表达增加，在1 μg/L时，Flk-1

+

细胞在7 d时表达达到高峰，随后下降，而在2 μg/L时，

5 d时Flk-1
+
细胞表达升高，随后下降，在9 d时表达又

增高；5 d内不同质量浓度酸性成纤维细胞生长因子作

用后，Flk-1
+
细胞量较少，虽然3 d与5 d组间比较发现

Flk-1
+
细胞呈现缓慢增长趋势，但相对于正常对照组其

总体是呈下降趋势；随着时间的延长，Flk-1
+
细胞量出

现快速上升，相对于对照组也呈增长趋势。 

 

2.5  流式细胞术检测CD133阳性细胞率  见表2。结果

显示，在1 μg/L和5 μg/L质量浓度时，CD133
+
细胞在7 d

时表达达到高峰，随后下降，在2 μg/L 酸性成纤维细胞

生长因子作用下，CD133
+
细胞总体呈增长趋势；在5 d

内，不同浓度酸性成纤维细胞生长因子作用后， 

表 1  流式细胞术测得 Flk-1阳性细胞率的结果 

Table 1  Flk-1 positive rate tested by flow cytometry   (x
_

±s, %)

与对照组比较，
a
P < 0.05；与 5 d组比较，

b
P < 0.05。 

注：在 5 µg/L 酸性成纤维细胞生长因子作用下，Flk-1
+
细胞随时间增加表

达增加，在 1 µg/L时，Flk-1
+
细胞在 7 d时表达达到高峰，随后下降，而

在 2 µg/L时，5 d时 Flk-1
+
细胞表达升高，随后下降，在 9 d时表达又增

高。 

时间 1 µg/L       2 µg/L       5 µg/L      对照组 

3 d 

5 d 

7 d 

9 d 

0.95±0.5
ab

 

2.24±0.45 

5.52±0.57
a
 

1.55±0.26     

1.27±0.49
ab

 

5.41±0.92  

3.33±1.19 

6.02±0.11
a
     

0.66±0.39
ab

 

3.91±0.87 

5.89±0.39
a
 

7.13±0.29
a
     

1.39±0.67 

3.42±0.77 

4.69±0.95 

4.25±0.47 

图 2  胚胎干细胞的荧光结果(×200) 

Figure 2  Immunofluorescence results of embryonic stem cells 

(×200) 

A：FITC-FGF1 

注：小鼠胚胎干细胞本身高表达酸性成纤维细胞生长因子。

B：DAPI-核 

C：光镜下胚胎干细胞 D：对照组 

E：DAPI-核 F：光镜下胚胎干细胞 

A：FITC-FGF1 

注：拟胚体中酸性成纤维细胞生长因子呈阳性表达。 

B：光镜下拟胚体 

图 3  拟胚体荧光结果显示酸性成纤维细胞生长因子呈阳性

表达(×100) 

Figure 3  Immunofluorescence results of embryonic body 

showed the positive expression of acidic fibroblast 

growth factor (×100) 
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CD133
+
细胞量较少，相对于正常对照组其总体是呈下

降趋势；随着时间的延长，CD133
+
细胞量出现快速上

升，相对于对照组呈增长趋势。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

胚胎干细胞是从早期胚胎组织中分离的一种能自

我更新、长期增殖并且具有多向分化潜能的干细胞。由

于胚胎干细胞的全能性，已成为体外研究器官分化发育

机制的理想工具。胚胎干细胞分化形成拟胚体的过程是

完全自发的，最早形成的拟胚体是类球状的实体结构，

拟胚体继续发育内部出现囊腔时，即为囊状拟胚体，此

时期的拟胚体提供了胚胎发育过程中各类型细胞相互

作用的微环境，与胚胎发育过程中卵黄囊相似
[4]
。因此，

拟胚体的形成是一种模拟体内早期胚胎发育过程的方

法，目前已被广泛应用于胚胎干细胞的诱导分化的相关

研究，胚胎发育机制的研究包括细胞形态发生的检测研

究等
[5-6]
。而目前对于制备拟胚体的方法彼此相差很大，

实验采用了悬滴法制备，悬滴法可以控制拟胚体形成时

的起始细胞数，从而得到大小均一、发育阶段同步的拟

胚体，为之后的研究做好基础。 

 

成血管血液干细胞被认为是造血干细胞和成血管

细胞的共同祖细胞，在胚胎造血分化和血管形成过程中

都具有重要作用。研究显示成血管血液干细胞的发育起

始了胚胎干细胞的造血分化
[7]
。而Flk-1和CD133是启动

胚胎干细胞造血发育的重要基因。成纤维细胞生长因子

是一个多肽家族，它不仅存在于脊椎动物体内，在无脊

椎动物体内也表达，科学家通过对各种生物种类的成纤

维细胞生长因子鉴定，发现不同动物之间成纤维细胞生

长因子序列具有很高的同源性。成纤维细胞生长因子1

亦称酸性成纤维细胞生长因子，它是成纤维细胞生长因

子家族成员之一，具有促进有丝分裂和细胞生存的活

性，并参与组织器官发育、胚胎发生和伤口愈合及肿瘤

形成等多种生物学过程
[8-9]
。酸性成纤维细胞生长因子能

够作用于多种器官组织的形态发生、分化及功能，它通

过与细胞表面的受体结合，利用细胞外途径可使受体磷

酸化，细胞内途径可通过跨膜转运后，进入胞内直接作

用于DNA，促进细胞的增殖
[10]
。另有研究报道酸性成纤

维细胞生长因子具有强大的促进细胞分裂和抑制细胞

凋亡的作用
[11-12]
。酸性成纤维细胞生长因子在胚胎的形

态发生与细胞分化过程中起着重要的作用，以往研究发

现，酸性成纤维细胞生长因子参与心脏的发育，在促进

上皮和间充质的转变过程中具有重要作用
[13]
；与肺支气

管的发生与肺表面活性物质相关蛋白的合成有紧密关

系
[14]
；在肾脏、毛囊、牙齿等的发育中都起着重要作用。 

 

实验采用小鼠胚胎干细胞形成拟胚体后，将酸性成

纤维细胞生长因子因子添加在拟胚体培养基中继续悬

浮培养，观察酸性成纤维细胞生长因子对拟胚体中造血

祖细胞表面标记物Flk-1与CD133的变化情况，发现酸性

成纤维细胞生长因子的使用量影响Flk-1
+
与CD133

+
细

胞的产生，酸性成纤维细胞生长因子对胚胎造血发育的

作用受不同因子的调控，而这种作用就表现为促进或者

抑制作用，实验结果显示酸性成纤维细胞生长因子在拟

胚体中呈阳性表达。在5 µg/L酸性成纤维细胞生长因子

作用下，Flk-1
+
细胞随时间增加表达增加，CD133

+
细胞

表达模式与Flk-1
+
细胞类似。在1 µg/L浓度时，Flk-1

+
细

胞在7 d时表达达到高峰，随后下降。CD133
+
细胞表达

结果类似。而在2 µg/L浓度时，5 d时Flk-1
+
细胞表达升

高，随后下降，在9 d时表达又增高。而CD133
+
细胞则

总体呈现升高趋势。在短时间内(5 d内)，不同浓度酸性

成纤维细胞生长因子作用后，Flk-1
+
与CD133

+
细胞量较

少，虽然相对于正常对照组其总体是呈下降趋势，但3 d

与5 d组间比较发现Flk-1
+
与CD133

+
细胞呈现缓慢增长

趋势；随着时间的延长，Flk-1
+
与CD133

+
细胞量出现快

速上升，相对于对照组也呈增长趋势，表明这段时间造

血细胞大量生成，而酸性成纤维细胞生长因子介导的通

路也发挥了重要的作用。有研究证明FGF通路对胚胎的

原始造血具有负调节作用
[15]
，这与实验中开始Flk-1

+
与

CD133
+
细胞呈缓慢增长或者说是负增长相符，而原始

造血在小鼠胚胎卵黄囊中最早开始于胚胎发育的7.5 d，

实验结果显示7 d后Flk-1
+
与CD133

+
细胞呈大量增长，

表 2  流式细胞术测得 CD133阳性细胞率的结果 

Table 2  CD133 positive rate tested by flow cytometry (x
_

±s, %)

与对照组比较，
a

P < 0.05。 

注：在 5 µg/L 酸性成纤维细胞生长因子作用下，Flk-1
+

细胞随时间增加表

达增加，在 1 µg/L时，Flk-1
+

细胞在 7 d时表达达到高峰，随后下降，而

在 2 µg/L时，5 d时 Flk-1
+

细胞表达升高，随后下降，在 9 d时表达又增

高。 

时间 1 µg/L       2 µg/L       5 µg/L      对照组 

3 d 

5 d 

7 d 

9 d 

1.15±0.34
a

 

1.74±0.56
a

 

6.18±0.46
a

  

1.88±0.21    

1.27±0.45 

2.65±0.26   

3.17±0.49  

6.29±0.47
a

     

0.85±0.33
a

 

1.22±0.38
a

  

6.19±0.20
a

  

4.49±0.80      

1.54±0.26 

2.92±0.36 

4.11±0.22 

6.24±0.49 
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这时间与胚胎开始造血时间相近。不同浓度酸性成纤维

细胞生长因子对Flk-1
+

与CD133
+

细胞的影响表明酸性

成纤维细胞生长因子在刺激阳性细胞产生的同时，不同

浓度的酸性成纤维细胞生长因子可能对别的信号途径

形成反馈性作用，导致酸性成纤维细胞生长因子信号减

弱或增强，因此，Flk-1
+

与CD133
+

细胞表达受酸性成纤

维细胞生长因子浓度的一定影响。在实验中使用酸性成

纤维细胞生长因子探讨其对造血祖细胞表面标记物

Flk-1
+

与CD133
+

细胞的影响，发现酸性成纤维细胞生长

因子可促进Flk-1
+

与CD133
+

细胞的产生，可以证明酸性

成纤维细胞生长因子能够有效地促进拟胚体的扩增以

及成血管血液干细胞的产生与增殖，这为进一步研究胚

胎干细胞造血分化提供了一定的实验基础，但具体机制

尚不清楚。 
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