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鸡胚胎干细胞分离方法和培养体系的优化**★ 
张曼玉1，陈志胜2，计慧琴2，陈胜峰2，刘本杰1，邓衔柏1，王丙云2，袁  立3，江青艳4 

Optimization of separation methods and culture system of chicken embryonic stem cells in vitro   
 
Zhang Man-yu1, Chen Zhi-cheng2, Ji Hui-qin2, Chen Sheng-feng2, Liu Ben-jie1, Deng Xian-bo1, Wang Bing-yun2, Yuan Li3,  
Jiang Qing-yan4 
 
Abstract 
 
BACKGROUND: Embryonic stem cells are undifferentiated permanent cell line derived from inner cell mass cells and primordial 
germ cells of animal’s early embryos. Chicken embryonic stem cells are derived from the blastodermal of a X-stage embryo. 
OBJECTIVE: To optim the separation method and in vitro cultural system of chicken embryonic stem cells. 
METHODS: The X-stage chicken embryos were isolated by using a small square of filter paper with a hole punched in the center, 
and the blastodermal cells were isolated by using the hair loop. STO cells were used to make feeder layer; at the same time, 
BRL-CM and cytokine were also used for chicken embryonic stem cells in vitro cultural system.  
RESULTS AND CONCLUSION: The filter paper loop and the hair loop could obtain complete the blastoderm, and the successful 
percentage was 75%-85%. The colony formation rate was about 50%. After culture in the BRL-CM + feeder layer + cytokine 
culture system, the passage of CES cells is the seventh generation; BRL-CM + feeder layer + cytokines, cultured chicken 
embryonic stem cells could passage to the 25th generation. Isolated chicken embryonic stem cells were in an undifferentiated 
state detected by alkaline phosphatase staining and SSEA-1 staining. The findings indicate that this experiment not only 
optimized the isolation method of chicken embryonic stem cells to obtain complete and pure embryos, but also further improved 
the in vitro culture system of chicken embryonic stem cells. 
 
Zhang MY, Chen ZC, Ji HQ, Chen SF, Liu BJ, Deng XB, Wang BY, Yuan L, Jiang QY. Optimization of separation methods and 
culture system of chicken embryonic stem cells in vitro.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011;15(45): 
8429-8433.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
 
背景：胚胎干细胞是从动物早期胚胎的内细胞团或原始生殖细胞分离出来的具有发育全能性的一种未分化的无限增殖细胞

系。而鸡胚胎干细胞则是从 X 期鸡胚的胚盘分离而来。 
目的：优化鸡胚胎干细胞分离方法和离体培养体系。 
方法：采用滤纸纸环-发环的方法从 X 期鸡胚分离胚盘细胞,并采用 STO 细胞作为饲养层和大鼠肝细胞(BRL)条件培养基

(CM)+细胞因子作为离体培养体系对分离的胚盘细胞进行培养。 
结果与结论：滤纸纸环-发环法获得的完整胚盘率为 75%~85%，克隆形成率约为 50%。BRL-CM+饲养层培养体系，鸡胚

胎干细胞可传至 7 代，而 BRL-CM+饲养层+细胞因子培养体系，鸡胚胎干细胞可传至 25 代。分离到的鸡胚胎干细胞，经

碱性磷酸酶染色、SSEA-1 染色鉴定，表明鸡胚胎干细胞处于未分化状态。提示，实验不仅优化了鸡胚胎的分离方法，获得

完整且杂质少的胚盘，而且进一步优化了鸡胚胎干细胞体外培养体系。 
关键词：鸡；胚胎干细胞；分离；培养；细胞因子 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2011.45.015 
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0  引言 
 

鸡胚胎干细胞(chicken embryonic stem 
cells，CES Cells)是指从鸡X期胚胎的胚盘细胞

(BDCs)分离而来的经体外培养后仍具有无限

增殖和分化全能性的细胞。因此，胚胎干细胞

在理论上包括鸡的全部遗传信息，并且具有使

这些信息在合适的时间、空间表达的能力。CES
细胞不仅为研究胚胎早期发育和分化提供了一

个模型[1]，而且为一种通过对基因组的遗传操作

制备转基因鸡提供了有效载体，在胚胎发育基

础、转基因禽类的生产以及家禽育种等方面具

有巨大的应用前景[2-3]。 
目前仅在小鼠上获得真正意义上的胚胎干

细胞，即具有参与生殖系传递能力的胚胎干细

胞。1990年，Petitte等[4]从X期鸡胚明区分离得

到的胚盘细胞能够发育为所有的体细胞组织[3]，

且可作为受体胚胎的生殖种系。随后许多学者

进行了大量相关研究，欲从胚盘细胞分离培养

可长期传代的CES细胞系，但至今仍没有获得

真正意义上的CES细胞[5-11]。目前，CES细胞主

要由X期胚盘细胞和原始生殖细胞(primordial 
germ cells，PGCs)两种途径分离，但前者获得

的胚胎干细胞性腺嵌合低,而后者获得EG细胞操

作复杂，均限制了胚胎干细胞的培养和应用[12]。
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本实验采用滤纸纸环-发环的方法从X期鸡胚分

离胚盘细胞，并采用STO细胞作为饲养层和大

鼠肝细胞(BRL)条件培养基(CM)+细胞因子作

为离体培养体系对分离的胚胎干细胞进行培

养，以期找到适合鸡胚胎干细胞的高效分离方

法与最佳培养体系，为建立可无限增殖的鸡胚

胎干细胞系提供试验依据。 
 
1  材料和方法 

 
设计：细胞观察实验。 
时间及地点：实验于2009-11/2011-02在

佛山科学技术学院(北院)生物技术研究中心完

成。 
材料： 
实验动物、细胞系及试剂： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
实验方法： 
BRL细胞条件培养基的制备

[11-12]
：参照 van 

de Lavoir and Mather-Love，孟春花等[13]的方

法，加以改进。BRL细胞铺满后，加入条件培

养基，培养3 d，收集培养液，-20 ℃储藏；再

重复2次，共3次收集。在-20 ℃储藏，使用前

0.22 μm微孔滤膜过滤。获得的BRL-CM用于配

制CES细胞完全培养基：含体积分数80% BRL
细胞条件培养基、体积分数10%FBS、2 mmol/L
谷氨酰胺、1x核苷、1x非必需氨基酸、0.1 mmol/L 
β-琉基乙醇、1 000 IU/mL LIF、10 μg/L 碱性

成纤维细胞因子、5 μg/L干细胞因子，最后用

KNOCKOUTTMDMEM培养基补充到100%。 
STO饲养层细胞的制备：STO细胞铺满后，

PBS洗2遍后加入含10 mg/L丝裂霉素C的培养

液，37 ℃孵育2.0~2.5 h。去掉培养基，PBS
充分洗涤STO细胞4~6次，以确保完全去除丝

裂霉素C。胰酶消化约30 s，制备单细胞悬液；

调整细胞至合适浓度，接种于明胶包被的培养

板中，培养箱中培养，24 h后可使用。观察，

若发现细胞过稀则补加丝裂霉素C处理过的细

胞，以保证细胞铺成单层，能连成一片而没有

间隙。同时，饲养一大批STO细胞，用终浓度

为10 mg/L的丝裂霉素C处理过，冷藏保存。 
鸡胚X期胚盘细胞的分离

[11，14]
：参照 van de 

Lavoir and Mather-Love和戴建明等的方法，并

加以改进。使用纸环+发环法来分离获得胚盘细

胞。取新鲜的种蛋(每次约10枚)，浸洗消毒。

通风橱中，打开鸡蛋，鉴别胚胎在蛋黄上的位

置，将胚胎置于蛋黄上面；用眼科剪剪破胚盘

上部的浓蛋清，将蛋清刮除干净，露出干燥的

蛋黄膜。将一小片中央穿孔的滤纸放置到蛋黄

上，直径约为5 mm，使胚胎显露在孔的中央，

即可原位鉴定出鸡胚；剪取胚盘，浸入PBS中
洗涤。使用发环操作胚盘，除去蛋黄，得到明

区细胞。进一步清洗胚盘细胞。加入200 μL 
CES细胞培养基，不使用胰蛋白酶消化，直接

吹打。将胚盘尽量吹散，制成细胞悬液，不必

吹打到单细胞，接种到丝裂霉素C处理过的

STO饲养层细胞上[15]。尽量保持培养板平衡，

以避免细胞分布不均匀。置 37 ℃、培养箱中

培养，每24 h换液1次。 
CES细胞的培养与传代：观察胚胎干细胞的

生长情况，选择细胞集落生长良好，隆起明显，

边缘清晰，形态未分化的集落进行初次传代；从

培养板的一个孔中收集培养基用来传代，等量分

到2个新的孔中，占最终容积的30%~50%。用

无钙、镁PBS小心的清洗1次。谨慎的添加PBS
以免松动和过早的除去CES细胞。加入新鲜的无

钙、镁PBS，37 ℃养箱孵育细胞8~10 min。在

显微镜下观察，细胞出现轻度的向上漂浮；细

胞集落边缘会呈现白色，显的粗糙，可见细胞

集落与饲养层稍分开。去掉PBS。加入培养基，

吸管收集所有的细胞，适度的吹打获得小细胞

团，将细胞分到2个新的孔中。或者用口吸管将

边缘漂起的细胞集落吸出，离心，去上清。机

械研磨，再加胰蛋白酶，消化2.0~3.0 min，机

械吹打。离心，细胞移入ES细胞培养液中，细

胞团可分散为小细胞团悬液，每24 h换液一半。 
CES细胞的鉴定

[12-16]
：参照安静，戴建明和

孟春花等[13-15]的方法。 

试剂及仪器 来源 

鸡受精蛋(麻黄鸡) 
                  
STO(鼠胚成纤维细胞系)     
          
大鼠肝细胞(buffalo rat  

liver cell，BRL-3A 细胞)   
 
Knockout-DMEM、β-巯基乙醇、 

L-谷氨酰胺、2.5 g/L 胰蛋白 
酶-0.05% EDTA 溶液、双抗、 
碱性成纤维细胞生长因子、 
干细胞生长因子 

胎牛血清、高糖 DMEM、PBS    
非必需氨基酸、核苷、DMSO、 
明胶等                       

白血病抑制因子                 
BCIP/NBT 染色液               
丝裂霉素 C                     

广东省食品企业集团佛 
山市南海种禽有限公司

武汉大学保藏中心(中国 
典型培养物保藏中心) 

中科院上海生命科学 
研究院生物化学与 
细胞生物学研究所 

Invitrogen 公司 
 
 
 
 
Gibco 公司 
Sigma 公司 
 
Millipore 
上海生工 
Merk 
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主要观察指标：①鸡胚盘细胞分离的效率。②条件

培养基与细胞因子对CES细胞培养效果的影响。③鸡胚

盘细胞的生长观察。④CES细胞生长情况和鉴定结果。 
统计学分析：由第一作者应用SPSS 13.0统计软件

进行统计分析，指标以x
_

±s表示。 
   

2  结果 

 
2.1  鸡胚盘细胞分离的效率  实验比较了纸环法、发

环法和药勺法等方法在分离胚盘时的效果。药勺法操作

较难将胚盘从蛋黄中完全分离出来，且易于丢失胚盘；

发环法分离胚盘操作复杂，分离出胚盘成功率低；单独

使用纸环法，取得的胚盘细胞杂质较多；纸环+发环法

联合使用时，易于取得完整的胚盘，且胚盘上几乎不附

着蛋黄，操作熟练，成功率极高。见表1。 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.2  条件培养基与细胞因子对CES细胞培养效果的影

响  用含LIF等细胞因子的CES细胞完全培养液和不含

细胞因子的培养液，在STO细胞饲养层上培养鸡胚胎干

细胞，观察克隆生长情况。两种培养体系的细胞克隆数

在第5代最多，随后呈下降趋势。不含细胞因子的完全

培养液只能将CES细胞培养到第7代，而添加细胞因子

的完全培养液可将CES细胞培养至25代；添加细胞因子

的培养体系的CES细胞克隆数明显多于未添加细胞因

子的。见表2。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.3  鸡胚盘细胞的生长观察  X期鸡胚，在蛋黄上放置

一白色滤纸纸片且中间有一约5 mm直径的孔，可原位

鉴定出鸡胚，见图1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
镜下观察胚盘细胞，有单个细胞，也有粘连在一起

的小细胞团；胚盘细胞形状规则，呈圆形或椭圆形；大

小不均匀，有的体积很大是小胚盘细胞的两三倍，细胞

表面粗糙；还有很多脂滴以及糖原，可见一些形状怪异

的细胞和破裂的胚盘细胞，甚至可见胚盘细胞不断释放

出一些颗粒，见图2a，b。第1周内的培养，细胞形态会

改变，细胞会变的相对较小，有一个很大的细胞核和一

个突出的核仁。这些细胞很大且有很多糖原，有一些在

培养的第1周内就会损失掉。X期胚盘细胞培养24 h后会

出现克隆，见图2c，48 h后克隆较明显，多呈圆形或椭

圆形，细胞间隙不明显甚至观察不到单个细胞。三四天

克隆生长明显，五六天克隆进一步生长增大，克隆立体

感强，边缘清晰，多呈鸟巢状、葵花状等，见图2d。 
 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.4  CES细胞生长情况和鉴定结果  胚盘细胞接种

后，约需1周的培养，方可看见CES细胞；单个CES细
胞在形态学上类似于mES细胞；有一个大的细胞核和一

个显著地核仁。培养板上，细胞之间大的空腔，说明CES
细胞生长良好；这些空腔先前是被STO饲养层细胞铺满，

Figure 2  Chicken blastodermal cells 
图 2  鸡胚盘细胞 

a: Blastodermal cells (×100) 

表 1  不同分离方法对胚盘分离效率的影响 
Table 1  Effect of different separation methods on blastoderm 

separation efficiency  

Blastoderm separation method Average rate of embryos (%) 

Filter paper wreath+hair wreath 
Filter paper wreath 
Hair wreath 
Spoon isolation 

75-85 
60-70 
35-45 
35-45 

表 2  条件培养基与细胞因子对 CES 细胞克隆培养的影响 
Table 2  Effect of conditioned medium (CM) and cytokines on 

chicken embryonic stem (CES) cell clones culture   
 (x

_

±s, n=6)

P < 0.05, vs. CES cell complete medium with 80%BRL-CM 

Number of CES cell 
clones 

CES cell complete 
medium with 
80%BRL-CM 

CES cell complete 
medium with cytokines 

and 80%BRL-CM 
 
Passage 4 
Passage 5 
Passage 6 
Passage 7 
Passage 8 
Passage 25 

 
20.3±2.2 
23.3±4.5 
15.4±6.7 
 9.8±4.2 

 0 
  

 
37.9±8.7a 
45.6±6.7a 
40.5±5.1a 
32.2±3.9a 
28.4±2.5a 

7.3±2.8 

Figure 1  Isolation of stage X embryo by filter paper wreath 
method 

图 1  纸环法分离 X 期鸡胚 

b: Blastodermal cells (×400) 

c: Blastodermal cells cultured for  
1 d on feeders (×100) 

d: Blastodermal cells cultured 
for 5 d on feeders (×200) 
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但随着CES细胞的生长，STO细胞被CES细胞推开。实

验中CES细胞逐渐习惯STO饲养层，细胞集落呈现出一

较为固定的形状，且集落形状有些类似mES细胞，见图

3a。实验发现，CES细胞分化时会停止生长，分化的细

胞比CES细胞更为紧密坚固的附着在饲养层上。获得的

CES细胞克隆，立体感强，呈鸟巢状，细胞集落与饲养

层界限清晰，细胞连接紧密，界限不清；细胞集落上附

着有大量的卵黄颗粒(镜下呈棕黑色颗粒)。多个克隆连接

长成一片时，会形成多种形态，并不规则。随CES细胞

传代次数增多，细胞克隆趋向于鸟巢状，见图3b~e)。 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
成功取得的完整胚盘，接种到24孔板，1个胚盘/孔，

其中约有50%的胚盘细胞可形成CES细胞克隆。实验

中，采用BRL-CM+饲养层培养体系，来培养CES细胞

时，细胞可传代到六七代，继续传代，则大部分CES细
胞处于分化状态；采用BRL-CM+饲养层+细胞因子培养

体系时，观察到CES细胞可传代到25代。加细胞因子的

培养体系，CES细胞克隆形成率明显高于未加细胞因子

的体系。CES细胞克隆进行AKP染色呈蓝紫色，已分化

的细胞及饲养层细胞不着色，见图4；CES细胞进行

SSEA-1染色呈阳性反应，细胞发出黄绿色荧光，饲养

层细胞及已分化细胞均呈阴性，见图5a，b。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
    

3  讨论 

 
维持CES细胞未分化状态培养，需要注意CES细胞

生长培养的细节，除此之外还要有来自经验的判断，如

判断何时传代、加培养基。每一培养都有其特异性，时

常的监测和警惕对维持CES细胞健康培养是必须的。

Smith等[17]用BRL-CM阻止了无饲养层条件下培养ES细
胞的自发分化。1994年，Petitte以STO细胞为饲养层，

用BRL-CM培养CES细胞，细胞在体外连续培养20代仍

可保持ES细胞的诸多特性[18]。 
本实验中，当仅用BRL-CM培养CES细胞，未加外

源因子，BRL-CM在短期传代中也能很好的维持CES细
胞全能性及核型正常；添加外源因子后，CES细胞可延

长培养到25代左右。可知，BRL-CM能提供分化抑制因

子，对CES细胞的体外培养有一定作用，但要维持CES
细胞的无限增殖和未分化状态，只依靠BRL-CM提供的

少量生长因子是不够的，必须添加多种外源因子，抑制

细胞分化的同时还要促进细胞分裂增殖。 
目前维持胚胎干细胞体外培养最有效的方法是采

用饲养层细胞，鸡和小鼠的初期胚胎成纤维细胞并不支

持CES细胞的生长[19]。虽然CES细胞逐渐适应BRL细
胞，但相较于BRL细胞，CES细胞更加依附于STO细胞，

这使CES细胞传代困难。偶然极少的一些STO细胞虽经

丝裂霉素C处理过，却仍能继续生长。CES细胞相对于

过度生长的STO细胞，其增殖不够快；最终，在培养中

Figure 3  Chicken embryonic stem (CES) cells during 
subculture 

图 3  传代培养中的鸡胚胎干细胞 

a: The third generation of CES cells 
cultured for 5 d on feeders (×100) 

b: The ninth generation of CES 
cells cultured for 4 d on feeders 
(×200) 

c: The tenth generation CES cells 
cultured for 4d on feeders (×100) 

d: The fourteen five generation 
CES cells cultured for 5 d on 
feeders (×100) 

e: The seventeenth generation 
CES cells cultured for 5 d on 
feeders (×100) 

Figure 4  Chicken embryonic stem cells cultured on the 
feeders after alkaline phosphatase staining (×100)

图4  饲养层细胞上培养的CES细胞碱性磷酸酶染色(×100)

Figure 5  Chicken embryonic stem (CES) cells cultured on the 
feeders after SSEA-1 staining (×100)  

图 5  饲养层细胞上培养的 CES 细胞 SSEA-1 染色(×100) 

a: CES cells b: Cells on the feeders 
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STO细胞会变为主要的细胞类型。因此，制备好的饲养

层要密切观察是否还在继续生长。丝裂霉素C的处理时

间要把握好，STO细胞是2~2.5 h；丝裂霉素C若清洗不

净会对CES细胞产生毒害作用，因此操作中用无钙、镁

的PBS清洗4~6次以保证无残存的丝裂霉素C。另外，

STO细胞死亡时释放的细胞碎片和废物也会影响ES细
胞的生长，不易获得纯的ES细胞进行遗传操作。高度集

中的STO细胞会阻碍CES细胞的生长；太稀的饲养层，

不能连成一片，空隙过多，不利于CES细胞贴壁附着，

影响细胞克隆的形成，所以制备饲养层时，使细胞尽可

能均匀的遍及培养板；状态良好的饲养层，是铺成单层

的、连接成片的细胞。利用STO细胞制备的饲养层可很

好的支持CES细胞生长。 
细胞传代的比例和时间是影响细胞传代的重要因

素。由实验可知，当CES细胞高密度接种且以小的细胞

团来传代时，可很好地维持。在这种条件下，CES细胞

每24 h就会加倍。培养细胞至80%~90%的汇合时，可

按1∶2的比例传代，这意味着每天都要传代。传代的比

例可以改变，在不平坦的平皿培养且有分化现象。本实

验采用1∶1比例传代。当培养过于密集，到下1天以1∶
2的比例传代太过稀疏时，以2∶3的比例传代；有时，

CES细胞非常密集，实验就按1∶3的比例传代。胰蛋白

酶是影响CES细胞的另一重要因素。细胞传代时，胰蛋

白酶的作用时间不能太长，反复使用胰酶，会引发分化。

CES细胞是非常敏感的，且易分化；传代后，原培养板

有一些CES细胞会不可避免的遗落下来，仍然附着在饲

养层上，仍要添加新鲜培养基到以前的培养板，健康

的CES细胞集落才会恢复生长。Van de Lavoir等[11]将

发展这个方法作为一后援对策，保证CES细胞的备用

细胞源。换液方式与次数也会影响CES细胞。鸡胚胎

干细胞生长速度快，每天需换液1次，最好是半换或2/3
换液。血清是影响SEC细胞体外培养的另一重要因素。

实验中，STO细胞和BRL细胞的培养采用体积分数

10%血清，BRL细胞条件培养基含体积分数5%血清，

CES细胞培养基含体积分数15%血清；制备BRL细胞

条件培养基、建系和维持ES细胞所使用血清为同一批

次。支持鼠胚胎干细胞(mES细胞)生长的血清可能并不

支持CES细胞的生长，在使用前需要评估，鸡血清也

取代不了FBS。 
总之，培养体系是CES细胞不分化且能长期培养的

关键因素。邹清雁等[20]利用添加碱性成纤维细胞因子，

LIF等因子的培养液，在鸡成纤维细胞饲养层上培养鸡

胚盘细胞，将类ES细胞传至9代。本实验不仅优化了鸡

胚胎的分离方法，获得完整且杂质少的胚盘，而且进一

步优化了CES细胞体外培养体系，为建立能无限增殖的

细胞系提供了试验依据，为发展和研究CES细胞以及生

产转基因鸡奠定基础。 
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