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凹凸界面对小鼠胚胎干细胞多能性的影响
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摘要：目的　 探究凹凸界面对体外培养的小鼠胚胎干细胞多能性维持的影响。 方法　 制作凹凸不同的细胞外基质

培养小鼠胚胎干细胞，观察细胞的克隆形态，并通过免疫荧光和碱性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）染色，检测

胚胎干细胞的多能性。 结果　 在凹面和凸面基底上，胚胎干细胞的立体度和圆度均比平面基底高，但凹面基底更

明显。 凹面和凸面基底上干细胞的 Ｏｃｔ４⁃ＧＦＰ 表达含量和 ＡＬＰ 染色强度均明显高于平面基底，其中凹面基底更为

显著。 结论　 与平面基底相比，凹面基底和凸面基底均对胚胎干细胞的多能性维持有积极影响，能够有助于维持

全能性，但凹面基底效果更好。 通过改变细胞外基质曲率，可以帮助胚胎干细胞体外培养维持多能性。 研究结果

对胚胎干细胞的研究和临床应用有重要意义。
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　 　 胚胎干细胞是拥有多能性并且可以实现自我

更新的一类细胞，它具有能够分化成机体几乎所有

细胞类型的特性，并且在体外培养时也能保持未分

化状态、无限增殖能力以及分化为多种类型细胞的

分化潜能。 这一特性使得胚胎干细胞在研究哺乳

动物细胞分化、组织形成过程以及临床移植治疗的

领域得到广泛应用［１⁃２］。
在细胞增殖分化的过程中，除了各种生长素这

些生物化学因素在起作用外，力学因素也同样在其

中扮演着重要的角色。 众所周知，体内很多细胞存

在于形态各异、力学环境不断变化的组织器官中，
细胞可以感受微环境中的物理刺激并作出相应响

应［３⁃４］。 已有实验研究证明，基底的力学性质（如材

料表面图案和硬度等）会对细胞生长产生影响［４⁃６］。
随着微加工技术的不断进步，近些年很多学者

已经不满足于研究单纯的二维黏附形貌约束对细

胞产生的影响。 作为三维拓扑结构的重要特性，基
底曲率对细胞生理行为的影响受到众多关注。
Ｈｗａｎｇ 等［７］研究发现，成纤维细胞在纤维丝上趋于

沿着纤维轴向排列，并且在曲率越大的纤维上，细
胞沿轴向排列的一致性越高。 Ｐｉｌｉａ 等［８］ 研究了基

底曲率对成骨细胞排列方向和基质沉积的影响。
刘程林等［９］ 研究表明，由于曲率的不同，基底对细

胞施加不同的最大剪应力，从而使细胞排列和极化

受到影响。 但是，目前有关基底曲率对胚胎干细胞

生理行为影响的研究还鲜有报道。 本文主要研究

基底曲率（凹面与凸面）对小鼠胚胎干细胞多能性

维持的影响。

１　 材料与方法

１ １　 主要试剂和设备

不锈钢钢丝（上海富曦机电国设备有限公司），
ＰＤＭＳ 聚二甲基硅氧烷 Ｄｏｗ⁃ｃｏｒｎｉｎｇ １８４ 硅胶（Ｄｏｗ⁃
ｃｏｒｎｉｎｇ公司，美国），ＯＧ２ 细胞，小鼠胚胎干细胞，ＤＭＥＭ

培养基，胎牛血清（ＦＢＳ），０ １％明胶（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司，美
国），双抗（上海翊圣生物科技有限公司），非必需氨基

酸（Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司，美国），β 巯基乙醇（Ａｍｒｅｓｃｏ 公司，美
国），鬼笔环肽（Ａｂｃｏｍ 公司，美国），ＡＬＰ 显色试剂盒

（上海碧云天生物技术有限公司），倒置相差显微镜

（Ｌｅｉｃａ公司，德国），细胞培养箱、超净工作台（Ｔｈｅｒｍｏ
公司，美国），激光共聚焦显微镜（Ｌｅｉｃａ 公司，德国），台
式离心机（Ｈｅｒｍｌｅ 公司，德国）、移液枪（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公
司，德国），培养瓶、培养板、离心管等细胞培养相关耗

材（Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司，美国）。
１ ２　 曲率基底制作

根据小鼠胚胎干细胞的克隆尺寸大小和刘程

林等［９］的经验总结，选择直径为 ３００ μｍ 钢丝，以得

到直径为 ３００ μｍ 凹凸基质。 紧密排列钢丝，用二甲

基二氯硅烷处理 １０ ｍｉｎ，再将聚二甲基硅氧烷

（ＰＤＭＳ）按照凝胶与固化剂 １０ ∶１的比例充分混合，并
浇注到钢丝上，抽真空后放入６０ ℃烘箱固化 ８ ｈ，然
后揭掉钢丝，即得到凹曲面基底。

按照步骤（ａ） ～（ｃ）得到凹面基底，按照步骤（ａ） ～（ｅ）得到凸面基底

图 １　 曲面基底制作示意图

Ｆｉｇ．１　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｆｏｒ ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｔｈｅ ｃｕｒｖｅｄ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ

将 ＰＤＭＳ 按照凝胶与固化剂 ５ ∶１的比例重复上

述过程，得到凸曲面的模具，将模具曲面朝上正放

在皿里，按照凝胶与固化剂 １０ ∶ １的比例充分混合

ＰＤＭＳ 凝胶，抽真空后 ６０ ℃条件下固化 １ ｈ，揭掉较

硬的 ＰＤＭＳ 模具，即得凸曲面基底［９⁃１０］。 按照同样

的比例和处理方法，在没有钢丝和模具的皿里制作

平面 ＰＤＭＳ 基底作为对照（见图 １）。

１９１　 　 　 　
翟媛媛，等． 凹凸界面对小鼠胚胎干细胞多能性的影响
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１ ３　 细胞培养

对已获得的 ＰＤＭＳ 凹面和凸面基底，用小型离

子溅射仪处理 １ ～ ３ 次，使其表面具有亲水性，有利

于后续细胞贴壁。 在 ＰＢＳ 缓冲液中照紫外灭菌

２ ｈ，加入 ０ １％ 明胶在 ３７ ℃条件下孵育 ３０ ｍｉｎ，吸
掉明胶，接种小鼠胚胎干细胞 ＯＧ２，加入胚胎干细

胞培养基（ＤＭＥＭ、１５％ 血清、双抗、ＮＥＡＡ、β 巯基乙

醇），在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 环境中培养 ４ ｄ，每天换液。
１ ４　 免疫荧光染色

将贴壁生长于曲面基底上的细胞弃掉培养基，
用 ＰＢＳ 冲洗 ３ 遍，加入 ４％ 多聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎ；
ＰＢＳ 洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，加入 ０ ２％ 的 Ｔｒｉｔｏｎ 破膜

１０ ｍｉｎ；ＰＢＳ 洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，加入 ５％ ＢＳＡ 孵育

２ ｈ；ＰＢＳ 洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，按照鬼笔环肽和 ＰＢＳ
１ ∶４０的比例配置染液，在皿底铺上封口膜，滴加染

液，将细胞贴壁的曲面基底倒扣在染液上，避光４ ℃
过夜；ＰＢＳ 洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，按照 ＤＡＰＩ 和 ＰＢＳ 为

１ ∶１０ ０００ 的比例配置染液，同样用倒扣的方法避光

孵育 １０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 清洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ。 在激光共

聚焦显微镜下观察采集图像。
１ ５　 ＡＬＰ 染色

将不同曲面基底上的细胞培养液弃掉， ＰＢＳ 冲

洗 ３ 遍后加 ４％ 多聚甲醛室温固定 ３０ ｍｉｎ。 ＰＢＳ 清

洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ。 参照 ＡＬＰ 显色试剂盒的说明

书，将碱性磷酸酯酶显色缓冲液、ＢＣＩＰ 溶液（３００×）
和 ＮＢＴ 溶液（１５０×）按照 ３００ ∶１ ∶２比例混合得到工

作液，加入至可以覆盖细胞，室温避光孵育 ３０ ｍｉｎ。
去除染色工作液，用蒸馏水洗涤１～２次即可终止显

色反应。 在 ＰＢＳ 中用显微镜观察采集信息。
１ ６　 测量立体度和圆度

将在凹面和凸面基质材料上培养的胚胎干细

胞用激光共聚焦显微镜进行层扫拍摄，得到细胞平

面图像和纵切面图像。 将平面图像利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软

件进行处理，可直接得到圆度（ ｃｉｒｃｕｌａｒｉｔｙ），其数值

取值范围为 ０～１，数值越接近 １，表明图像越接近正

圆形。 将纵切面图像用激光共聚焦显微镜的图像

处理软件分析，得到细胞团纵切面图像在 ｘ 轴和

ｚ 轴方向的最边缘 ４ 个点的坐标，以此计算细胞团

的高与长，从而用高与长的比值表征胚胎干细胞克

隆的立体度。

２　 结果

２ １　 形态学观察

胚胎干细胞在体外培养时贴壁生长，并形成克

隆，克隆呈半球状，表面光滑，克隆内部细胞之间联

系紧密。 而当胚胎干细胞产生分化后，细胞在增殖

过程中会呈不规则铺展状生长，细胞之间联系松

散。 由此，对在不同曲面基底上培养的胚胎干细胞

进行立体度和圆度的分析，以此来表征其全能性的

维持。 本文用胚胎干细胞克隆纵切面高与长的比

值来表征细胞克隆的立体度，比值越大，立体度越

好，细胞全能性维持越好；反之，细胞全能性降低，
细胞分化。 圆度的取值范围为 ０ ～ １，圆度值越接

近 １，说明形态越趋近于正圆形，细胞全能性维持越

好；反之，全能性降低，细胞分化。

图 ２　 不同曲面基底上胚胎干细胞细胞形态分析（∗Ｐ＜０ ０５）
Ｆｉｇ．２　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｕｒｖｅｄ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ　 （ａ） Ｓｔｅｒｅｏ ｄｅｇｒｅｅ， （ｂ） Ｒｏｕｎｄｎｅｓｓ

通过分析胚胎干细胞克隆的立体度和圆度可

知，不同曲面基底上的立体度和圆度差别明显，凹
面和凸面基底上的干细胞立体度和圆度均比平面

基底高，且凹面基底更明显（见图 ２）。 由此可以得

出，基底曲率确实会对胚胎干细胞的全能性产生影
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响。 具体表现为：凹面基底有助于胚胎干细胞维持

全能性，凸面基底也能在一定程度上有利于全能性

的维持，但效果有限。
２ ２　 免疫荧光结果

胚胎干细胞的多能性可以通过转录因子 Ｏｃｔ４
的表达水平来判断，它是胚胎干细胞细胞多能性的

标志， 会随着胚胎干细胞的分化而表达下降［１１⁃１２］。
使用的胚胎干细胞 ＯＧ２ 品系携带由 Ｏｃｔ４ 基因启动

子驱动的 ＧＦＰ 蛋白（Ｏｃｔ４⁃ＧＦＰ），用激光共聚焦显

微镜观察生长在不同曲面基底上胚胎干细胞 ＯＧ２
中的 Ｏｃｔ４⁃ＧＦＰ 的表达情况。 可以看出，凹面基底

上的胚胎干细胞的 Ｏｃｔ４⁃ＧＦＰ 表达含量明显高于平

面基底，凸面基底上的表达量比平面基底高，但低

于凹面基底（见图 ３）。 分析凹面基底能够帮助抑制

胚胎干细胞的分化，维持全能性。 相比平面基底，
凸面基底能一定程度上帮助维持全能性，但也同时

会诱导胚胎干细胞发生部分分化。

图 ３　 不同曲面基底上胚胎干细胞的全能性标志基因 Ｏｃｔ４ 免疫荧

光结果（∗Ｐ＜０ ０５）
Ｆｉｇ．３ 　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｃｙ ｍａｒｋｅｒ ｇｅｎｅ

Ｏｃｔ４ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｕｒｖｅｄ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ
（ａ） Ｏｃｔ４ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍａｐ， （ｂ）Ａｖｅｒａｇｅ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ

２ ３　 ＡＬＰ 结果

经过 ＡＬＰ 染色并在显微镜下观察采集信息发

现，平面培养的细胞染色很弱，说明分化较明显；而
凹面基底和凸面基底上的小鼠胚胎干细胞均呈阳

性结果，具有多能性。 但凹面基底上胚胎干细胞克

隆强度高于凸面基底细胞，多能性维持效果好，细
胞分化程度低（见图 ４）。

图 ４　 不同曲面基底上小鼠胚胎干细胞 ＡＬＰ 染色结果（∗Ｐ＜０ ０５）
Ｆｉｇ． ４ 　 ＡＬＰ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｏｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｕｒｖｅｄ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ　 （ａ） Ｓｔａｉｎｉｎｇ ｍａｐ， （ｂ） Ｓｔａｉｎｉｎｇ
ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

３　 讨论与结论

胚胎干细胞的体外培养要遵循两个基本原则：
一是要使胚胎干细胞能够永久性分裂增殖；二是在

这个过程中使其处于未分化的状态，维持其多能

性。 前者是在数量上对体外培养提出的要求，后者

是在培养过程中对其功能的保证［１３］。 为了同时满

足这两个条件，选择合适的体外培养体系是关键，
这其中涉及包括饲养层、基本培养基、血清及其他

培养添加物等很多因素的作用［１４⁃１５］。 本文通过比

较凹面基底、凸面基底和平面基底对小鼠胚胎干细

胞体外培养的影响，发现凹面基底更有利于胚胎干

细胞的体外培养，在不添加白血病细胞抑制因子和

抑制分化的药物的情况下，依然能够使胚胎干细胞

正常生长，并维持其全能性。 该结果有助于将来优

化胚胎干细胞的体外培养体系。
小鼠胚胎干细胞具有向多个方向分化的潜能，

可以分化为心肌细胞、造血细胞、卵黄囊细胞、骨髓

３９１　 　 　 　
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细胞、平滑肌细胞、脂肪细胞、软骨细胞、成骨细胞、
内皮细胞等［１６］。 从实验结果分析，凸面基底会使胚

胎干细胞产生一定程度分化，这意味着改变基底曲

率可以诱导胚胎干细胞进行分化，有利于胚胎干细

胞的临床应用。
本文证明了培养基底确对胚胎干细胞的体外

培养产生影响，但其具体的作用机制还不清晰，凹
面基底能否代替添加物来维持胚胎干细胞的全能

性，以及凸面基底会将胚胎干细胞诱导分化成哪一

类细胞依然需要后续研究探讨。 同时，凹凸基底的

不同曲率大小对胚胎干细胞体外培养的影响，也将

值得继续研究。
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