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  干细胞( Stem cell)是具有多向分化潜能、自我更

新能力的细胞,是处于细胞系起源顶端的最原始的、在

体内能够分化产生某种特定组织类型的细胞[ 1] 。在干

细胞和其终末分化的子代细胞之间存在着被称为/定
向祖细胞0的中间祖细胞群,具有有限扩增能力和限制

性分化潜能[2]。按照发生学来源, 干细胞可分为胚胎

干细胞和成体干细胞,胚胎干细胞具有发育的全能性,

理论上可以诱导分化为机体所有类型的细胞,在体外

可以大量扩增、筛选、冻存和复苏而不会丧失原有特

性; 成体干细胞是指存在于一种已经分化组织中的未

分化细胞,能够自我更新和特化形成组织细胞,甚至能

够表现出很强的跨组织分化潜能。由于干细胞在医

学和农业上有巨大的应用潜力, 在 1999 年被《Science》

杂志列为世界十大科技进展之首, 2000 年再度入选世

界十大科技进展。至今为止, 干细胞的研究主要在哺

乳动物(包括人)开展;在水生动物中,对鱼类进行了较

深入的胚胎干细胞研究[3] 。作者主要介绍近年来干细

胞研究进展,并展望干细胞技术在经济水生动物资源

利用研究中的应用前景。

1  干细胞分离、培养和扩增方法

基于干细胞的物理特性(如细胞体积、密度、黏附特

性等)和表面标志(受体分子)使之与其它组织细胞分

开。对于单个胚胎, 先采用显微切割或胰蛋白酶消化,

使干细胞暴露于显微镜下,再用细玻璃管挑出[4, 5] 。

干细胞的培养与通常的动物细胞培养类似, 但

培养条件更为苛刻。人胚胎干细胞 ( hES )需要在滋

养层细胞上生长,还需要稳定的培养温度( 37 e )和湿

度,以及 5% CO2 , 一般还在培养皿上铺一层有利于

细胞黏附的基质(如明胶)。在干细胞培养基中,需要

添加适量的干细胞因子、白细胞介素(如 IL- 3, IL- 6)

等,为了使干细胞较好生长和防止细菌污染 ,胎牛血

清、谷氨酰胺、B-巯基乙醇和抗生素是常用添加物。

在哺乳动物胚胎干细胞培养建系初期还可加入人重

组白血病抑制因子 ( rhL IF ) [ 6] 。胚胎干细胞一般以

DM EM 为基础培养基。

在各类干细胞中,体外培养和规模化扩增研究较

多, 技术较成熟的是造血干细胞[ 7, 8] 。这主要归因于

造血干细胞具有巨大的临床需求。目前已经致力于

研究大规模培养造血干细胞的生物反应器系统设

计[ 9]。研究表明, 干细胞生长因子、白细胞介素( IL- 3

和 IL- 6)、粒细胞集落刺激因子和红细胞生成素 5 种

细胞因子联合对脐血 CD34+ 细胞 (主要为造血干/祖

细胞)扩增效果最好, 其增殖高峰在第 3~ 4 周, 单个

核细胞数和粒红巨噬巨核细胞集落形成单位( CFU-

GEM M )增殖倍数最高分别达 3 268 倍 ? 1 024 倍和

85 倍 ? 31 倍 [10]。

2  干细胞鉴定

除了细胞形态和生长特性外,还需要用一些生物

化学方法来鉴定干细胞。目前普遍采用的方法是依

靠干细胞的表面标志或称分化抗原(即覆盖在细胞表

面的特殊的蛋白质受体,能选择性地结合或黏附其它

信号分子)来区分和鉴定各种干细胞。利用单克隆抗

体的特异性和多样性, 应用不同抗体的合理组合, 与

干细胞的多个表面标志进行结合反应,即可证明。此

外, 可以通过检测特异性的基因和转录因子来鉴定干

细胞。不同干细胞的培养特征、标记分子和分化能力

见表 1。
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表 1  不同干细胞的特点及鉴定方法

干细胞 形态和生长特性 标记分子 分化能力

胚胎干细胞 胞体体积小、核大、核仁 1个或几

个;克隆状生长,细胞紧密聚集,形

似鸟巢,细胞界限不清

SSEA-1, SS EA-3

SSEA-4, T RA-1-60

TRA-1-81

体外分化为各种细胞、可形成

拟胚体, 体内分化实验可生成

组织瘤, 还可进行嵌合体形成

实验和核移植实验

造血干细胞 高度的增殖能力 CD34+ CD38+ , Lin- CD34-

CD34+ CD38- ( Lin- ) ,

CD133+ , KDR+

具有向髓系和淋巴系多向分化

的潜能

神经干细胞 大多呈梭形,两端有较长的神经突

起;原代培养的细胞在 24 h 内自

动聚集成团

巢蛋白、波形蛋白、

RNA 结合蛋白 Musashi,

RCl抗原

可分化为神经、肌肉、血液和肝

细胞

骨髓间充质干

细胞

细胞体积小、呈梭形、核大 表达 SH 2, S H3, CD29, CD44,

CD71, CD90等

可分化为多种细胞: 骨、软骨、

脂肪、肌肉、神经、肝和内皮等

肌肉干细胞 多呈纺锤形,细胞之间有细丝相连

成网

检测结蛋白、磷酸肌醇激酶

CK-MM 亚型

可向造血系统分化

原始生殖细胞 体外培养 7 d,出现鸟巢状或其它

形状集落

小鼠胚胎 7. 5 ~ 8. 5 d 以后,

检测 TNAP, SSE Al和 OC T- 4

(一种转录因子)

具有参与嵌合体组织 (包括生

殖系统)的能力

注:表 1中生长特性是指在体外培养中; SSEA:胚胎阶段特异性细胞表面抗原; CD:分化群

3  干细胞定向分化
在一定条件下, 如添加造血生长因子, 体外培养

的胚胎干细胞能够分化发育成神经干细胞[ 11] 和造血

干/祖细胞[ 12] 。将发育 3~ 35 d的小鼠胚胎干细胞置

于含有集落刺激因子和血管内皮细胞生长因子的培

养基中,则可以形成胚胎细胞样集落, 细胞表面表达血

液细胞的抗原标志分子,表现明显的造血潜能[ 13, 14] 。

最近已从鼠胚胎干细胞获得淋巴细胞[15, 16] 。在定向

分化过程中,可以对干细胞进行遗传操作,也可以对分

化途径中的细胞进行微环境的控制(图 1)。

图1  胚胎干细胞分化为 B, T 细胞示意图

 OP9: 骨髓基质细胞系; OP9- DL1:通过转基因, 能够表达

Notch配体 ) Delta- like 1( DL1) 蛋白分子, DL1在 T 细胞发

育和成熟过程中具有关键作用

4  水生动物干细胞研究现状

已经在鱼类、海绵、扁形动物、海鞘、水螅等许多水

生动物研究了干细胞的分离、体外培养、体内分布、迁

移等基础生物学。近来已经开始研究青鳉胚胎干细胞

系保持全能性(即阻止自发分化)的分子机制[17] 。

鱼类胚胎干细胞的培养研究已经从小型模式种

类(如青鳉和斑马鱼 )扩大到养殖种类。Chen 等[ 18]

报道 ,从海水养殖鲈鱼 ( L ateolabrax j aponicus )囊胚

期受精卵获得干细胞并建成一个多能细胞系

( L JES1) ,其基础培养基是 DM EM , 另外添加胎牛血

清、海水鱼血清、鲈鱼胚胎浸出物、微量元素硒、碱性

成纤维细胞生长因子和白血病抑制因子等。在培养

中, 这些胚胎干细胞样细胞较小, 圆形或多角形,生长

活跃且稳定, 组织化学染色表明,碱性磷酸酶活性呈

阳性。用全顺式维甲酸处理, L JES1 分化为多种细胞

类型, 包括神经元样细胞、肌肉细胞等。染色体分析

揭示 LJES1细胞具有正常的二倍体核型。到他们发

表论文时, L JES1 细胞培养时间已经超过 150 d, 传

40 多代。冻存后,其存活率很高, GFP报告基因被转

入并成功表达。该研究显示,通过培养的胚胎干细胞

进行遗传操作进而培育鱼类新品种具有广阔前景。

硬骨鱼类成体视网膜对研究脊椎动物中枢神经系统

持续的和损伤诱导的神经发生是一个重要的模型。

大量证据表明那些为视网膜边缘和视干细胞提供神
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经元的祖细胞就来自多能干细胞, 而且在视网膜中

与生长关联的神经发生的行为部分是由生长激素/

胰岛素样生长因子- I 轴调节的[ 19] 。

海洋扁形动物干细胞( neoblasts)是多能的(很可

能是全能的)未分化细胞, 在成体生活期间具有增殖

能力,所有的体细胞和生殖细胞都来自干细胞。用胸

腺嘧啶脱氧核苷类似物 ) ) ) 5-溴- 2-脱氧尿苷( BrdU )

标记 Macros tomum sp. S-期细胞,发现 S-期细胞就是

neoblast s, 分布于身体两侧的带状区域, 而身体中轴

线附近和眼前部区域没有标记细胞。这一结果与用

抗磷酸化组蛋白 H 3 抗体显示有丝分裂细胞的分布

是一致的。BrdU 标记还表明上皮细胞的更新非常

频繁[20] 。

在海绵动物干细胞的研究中, 使用了来自

Suber ites domuncula 切碎的约 1 mm3 小块组织

( primmorphs) , 培养在有或形态发生因子无硅酸盐

和三价铁离子的培养基中 ( RPM I 1640/ seawater )。

在 primmo rphs 中发现 2 个编码基因, 他们编码的蛋

白质出现于高等后生动物的干细胞。一个是 nogg in

基因,在两栖类( Spemann) 组织者( o rg anizer )出现;

另一个基因编码间质干细胞样蛋白。在有硅酸盐和

三价铁离子的培养基中, primmorphs 中 nog gin 的表

达显著上调,而后者表达被抑制[ 21] 。

5  干细胞技术在水生动物研究中的应

用前景 ) ) ) 以中国鲎为例

中国鲎(T achyp leus tr id endatus ) 隶属节肢动物

门、肢口纲、剑尾目,在我国长江口以南沿岸海域(浙

江至广西)均有分布[ 18] ,为我国传统的海产食品和药

源生物。从鲎血细胞制取的鲎试剂(与内毒素起凝聚

作用的酶系统,即凝固蛋白原、凝固酶原、B因子和 C

因子)检测革兰氏阴性菌内毒素具有高灵敏度, 且简

便、快速, 目前已广泛用于临床医学、制药工业、药品

检验、环境监测、食品卫生等领域。世界上许多国家

都建立了专门生产鲎试剂的工厂和公司。在生产过

程中必须从活体鲎取血,常常导致鲎死亡。现已从鲎

的天然免疫系统(包括血浆和血细胞)发现 50多种活

性蛋白和多肽[22] , 其中多种免疫物质具有治疗人类

肿瘤的可能,可见鲎血具有极大的研究和开发价值。

要想获取大量的鲎血, 而不对鲎种群构成危害, 是非

常困难的。造血干细胞( H ematopoietic stem cell)是

具有高度自我更新能力和多向分化潜能的造血前提

细胞。哺乳动物造血干细胞来自骨髓、外周血和脐带

血,造血系统在体内相对独立, 易于分离和操作。造

血干细胞是不均一的细胞群体, 缺乏直接的形态学

鉴别特征。利用细胞表面的分化抗原 (如 CD34)及

免疫磁珠、流式细胞术等技术可分离纯化造血干/祖

细胞, 并可进行体外扩增。

对成体鲎(雄性,最大壳宽在 17~ 22 cm)黄色结

缔组织切片的电镜观察表明,血细胞发生于与生殖细

胞发生相邻部位的结缔组织, 其间以基膜为界; 血细

胞在由基膜形成的网状结构中发育, 可分 3 个阶段:

原始细胞( pr ohaemocyte)、浆细胞( plasmat ocyte )和

颗粒细胞 ( g ranulocy te) , 原始细胞长径平均 10. 5

Lm、短径 3. 5 Lm, 而成熟的血细胞大小在 10~ 15

Lm [ 23] 。这里的原始细胞可能就是造血祖细胞, 它的

前体细胞可能是或者更接近造血干细胞。由于成体

鲎血细胞发生位点已经确定,而且造血祖细胞在形态

上有别于成熟的血细胞,分离成体造血干祖细胞是可

行的。十分有趣的是, 印度科学家成功地进行了培养

鲎( Tachyp leus gigas )鳃组织造血的实验, 用添加

10%鲎血清的 L- 15 培养基在 28 e 摇床培养鲎鳃组
织, 血细胞不断产生出来, 长达 6~ 8 周[ 24] 。作者用

DM EM 为基础培养基, 添加 10% ~ 20% 的小牛血

清, 进行中国鲎鳃组织培养, 实验第 3 天观察到有活

动能力的血细胞(未发表资料)。这些工作表明,鲎鳃

具有造血功能, 亦即鲎鳃组织中有造血干/祖细胞。

作者下一步打算分离出这些细胞。

干细胞技术能够渗透进海洋动物研究的许多方

面。将胚胎干细胞技术与基因打靶技术结合起来,可

对基因组进行定点操作[ 25] , 从而获得遗传改良的水

产养殖新品种。若把海洋药用动物的干细胞大规模

培养后, 定向分化为可分泌活性物质的功能细胞, 则

可解决目前困扰世界海洋生物制药产业的瓶颈 ) ) )
海洋药源生物严重不足的问题。若把高级食用水产

动物的干细胞扩增后分化为具有特殊风味的细胞,则

可作为食品添加剂。最近, Thomas 等[ 15] 把从胚胎干

细胞培育出来的未成熟的免疫细胞移植到免疫系统

缺乏的老鼠身上,能帮助老鼠抵抗温和的滤过性毒菌

引起的感染。日本学者从一种三倍体鲫 ( ginbuna

crucian carp, Carassius auratus langsdor f ii )肾脏分

离出造血干细胞进行培养和扩增,并将之通过尾静脉

注射入该鱼的四倍体杂种个体, 经 DNA 分析发现, 4

~ 12 周后在受体鱼血液中移植的造血干细胞分化为

成熟的红细胞[ 26] 。这些工作对探索新的水产动物病

害防治途径具有很大的启发意义。可以预计,干细胞

理论和技术将极大地推动水生生物学诸多领域的发

展, 具有重要的理论和实践意义。
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