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摘要　目的：寻找一种能诱导多种胚胎干细胞向生殖细胞方向分化的化合物，并以常用的诱导物维甲酸（ＲｅｔｉｎｏｉｃＡｃｉｄ，
ＲＡ）作为阳性参照物。方法：分别培养小鼠胚胎干细胞１Ｂ１０、Ｄ３、Ｒ１／Ｅ，诱导它们形成拟胚体，让拟胚体贴壁生长，加入特
定化合物诱导贴壁细胞分化，诱导７２ｈ后，提取被诱导细胞的ＲＮＡ，再合成ｃＤＮＡ，最后利用实时荧光定量ＰＣＲ检测各被
诱导细胞中与生殖分化相关的基因的表达水平的变化。结果：发现齐墩果酸（ＯｌｅａｎｏｌｉｃＡｃｉｄ，ＯＡ）显著上调了所有被研究
的小鼠胚胎干细胞的生殖分化关键基因的表达水平，同时发现阳性参照物ＲＡ仅能诱导１Ｂ１０、Ｒ１／Ｅ，而不能诱导Ｄ３向生
殖细胞方向分化。结论：ＯＡ能诱导多种胚胎干细胞向生殖细胞方向分化，诱导能力方面具有比常用诱导物维甲酸更广泛
的普遍性。
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　　胚胎干细胞来源于胚胎在囊胚时期的囊胚中的
内细胞团，被发现具有强大的分化能力，在体外能被

特定的化合物或者蛋白质因子诱导分化为多种细

胞，比如心肌细胞［１］、表皮细胞［２］、血管细胞［３］、角

化细胞［４］、神经细胞［５］、生殖细胞［６］等等。目前，体

外诱导系统被广泛地采用来研究胚胎干细胞的分

化，现已有多种诱导物被发现，包括 ＰＤＧＦ，ＢＭＰ２，
ＢＭＰ４，ＡｃｔｉｖｉｎＡ，ｂＦＧＦ，Ｗｎｔ３ａ，ＲＡ，ＦＧＦ，ＤＭＳＯ，ａｎｄ

ＴＧＦｂ１［７－９］。
近年来，新的诱导物或者诱导方法频繁被发现，

使得胚胎干细胞的体外诱导系统不断被充实，说明

体外诱导系统有广泛的空间可以被挖掘。很多中药

单体被发现具有令人感兴趣的功能，所以，我们希望

从中药单体中寻找新的可诱导胚胎干细胞向生殖细

胞分化的物质。另一方面，目前被研究的胚胎干细

胞有多种细胞株，拿小鼠胚胎干细胞来说，就有
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１Ｂ１０、Ｄ３、Ｒ１／Ｅ、ＣＥ３、Ｊ１等，这些细胞株虽然都来自
于囊胚的内细胞团，但是其遗传背景是有差别的，同

一种诱导物能否诱导多种胚胎干细胞的定向分化的

较系统的考察未见报道，所以，我们也希望考察新发

现的诱导物和常用诱导物 ＲＡ在诱导能力方面的普
遍性。

本研究中，我们首先发现了 ＯＡ能诱导１Ｂ１０的
生殖分化，同时发现ＲＡ有类似作用，接着我们考察
了诱导能力的普遍性，发现：ＯＡ能诱导 １Ｂ１０、Ｄ３、
Ｒ１／Ｅ的生殖分化，而 ＲＡ仅能诱导 １Ｂ１０、Ｒ１／Ｅ的
生殖分化，不能诱导Ｄ３的生殖分化。

综上所述，本研究一方面充实了体外诱导系统

的内容，另一方面首次较系统地考察了一种诱导物

诱导能力的普遍性。

１　材料
１１　细胞株　１Ｂ１０细胞株为四川大学刘聪老师馈
赠，Ｄ３、Ｒ１／Ｅ细胞株购自中国科学院上海细胞库。
１２　药品和试剂　ＯＡ为成都中医药大学药学院制
备，纯度９８％，ＲＡ购买自 Ｓｉｇｍａ公司，货号：Ｒ２６２５，
纯度９８％，ＯＡ和ＲＡ的原液浓度都为３ｍｇ／ｍＬ，溶
剂都为 ＤＭＳＯ；ＤＭＥＭ 高糖培养液、胎牛血清
（ＦＢＳ）、细胞培养用双抗（青霉素和链霉素）、磷酸缓
冲液（ＰＢＳ）、细胞消化用胰蛋白酶均购自成都哈里
公司，批号分别为 ２０１３０４０１、２０１３０４０５、２０１３０３１５、
２０１３０５０５、２０１３０４０８；非必需氨基酸（ＮＥＡＡ），美国
Ｇｉｂｃｏ公司，批号：０３９８５Ｋ１１；β巯基乙醇（βＭＥ），
美国 Ｇｉｂｃｏ公司，批号：８６２９８６；白血病抑制因子
（ＬＩＦ），美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，批号：１９９３９４９。普通细
胞６孔培养板和超低吸附培养６孔板购自美国 Ｃｏｒ
ｎｉｎｇ公司，批号分别为０４７１８６０１、１０３１２０４１；ＲＮＡ提
取试剂盒ＴｒｉＲｅａｇｅｎｔ，美国ＭｏｌｅｃｕｌａｒＲｅｓｅａｒｃｈＣｅｎｔｅｒ
公司，批号：４０７１；反转录试剂盒 ｉＳＣＲＩＰＴｃＤＮＡ
ＳＹＮＴＨＥＳ，美国 ＢｉｏＲａｄ公司，批号：Ｔ７３０００１９７２；
ｃＤＮＡ合成试剂盒 ｉＱＳＹＢＲＧＲＮ，美国 ＢｉｏＲａｄ公
司，批号：Ｔ７６０００００８２。
１３　仪器　ＵＰＲＩ１０Ｔ纯水机（中国优普公司）；
３１１１型 ＣＯ２细胞培养箱（美国 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公
司）；ＳＷＣＪ２ＦＤ超净工作台（中国苏州净化公司）；
ＴＤＬ４０Ｂ型大体积离心机（中国 Ａｎｋｅ公司）；Ｌｅｇｅｎｄ
Ｍｉｃｒｏ１７Ｒ型高速台式冷冻离心机（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公
司）；ＤＭＩ３０００Ｂ型倒置显微镜（德国 Ｌｅｉｃａ公司）；
ＣＦＸ９６型定量ＰＣＲ仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）。
２　方法
２１　小鼠胚胎干细胞的培养　培养小鼠胚胎干细

胞的饲养层细胞使用小鼠胚胎成纤维细胞 ＮＩＨ３Ｔ３。
培养ＮＩＨ３Ｔ３的培养液为 ＤＭＥＭ高糖培养液，其中
含１０％ ＦＢＳ、１００Ｕ／ｍＬ盘尼西林、０１ｍｇ／ｍＬ链霉
素。培养小鼠胚胎干细胞的培养液为 ＤＭＥＭ高糖
培养液，其中含１７％ ＦＢＳ、１００Ｕ／ｍＬ盘尼西林、０１
ｍｇ／ｍＬ链霉素、０１ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＮＥＡＡ、０１ｍｍｏｌ／Ｌ
的βＭＥ和１０００Ｕ／ｍＬＬＩＦ。待培养孔中的ＮＩＨ３Ｔ３
生长到９０％汇合度时，加入丝裂霉素 Ｃ至终浓度为
１０μｇ／ｍＬ，将培养板放入细胞培养箱中孵育３ｈ，而
后用无菌ＰＢＳ清洗细胞５遍。在培养孔中加入适量
的小鼠胚胎干细胞的培养液，将相应的小鼠胚胎干

细胞接种至培养孔，每天更换培养小鼠胚胎干细胞

的培养液，４～７ｄ后，可见干细胞克隆出现。
２２　拟胚体（ＥＢ）的诱导形成　诱导 ＥＢ形成的培
养液与培养小鼠胚胎干细胞的培养液成分一样，只

是没有ＬＩＦ。ＥＢ形成的操作程序如下：往培养孔中
加入细胞消化用胰蛋白酶；将培养板放入细胞培养

箱中消化３ｍｉｎ；吹打消化下来的细胞至细胞呈单细
胞状态；细胞混合液放入细胞培养箱中静置３０ｍｉｎ，
以利用差速贴壁法分离饲养层细胞 ＮＩＨ３Ｔ３和小鼠
胚胎干细胞；收集混合液静置后的上清液（大部分悬

浮细胞为小鼠胚胎干细胞），移入超低吸附培养板；

２４ｈ后，可观察到悬浮的类圆形的 ＥＢ形成，再过
２４ｈ，收集所有ＥＢ待用。
２３　相关化合物对小鼠胚胎干细胞形成的 ＥＢ的
干预　将收集得到的 ＥＢ移入普通细胞培养板。
２４ｈ内ＥＢ贴壁并生长。２４ｈ后，对相应的培养孔中
分别加入ＲＡ和ＯＡ，终浓度都为３０μｇ／ｍＬ，同时设
ＤＭＳＯ溶剂对照，干预７２ｈ后。
２４　实时荧光定量 ＰＣＲ分析（ｑＰＣＲ）　贴壁的 ＥＢ
被干预７２ｈ后，利用 ＲＮＡ提取试剂盒 ＴｒｉＲｅａｇｅｎｔ
提取各孔的总ＲＮＡ，而后以提取的ＲＮＡ为模板利用
ｃＤＮＡ合成试剂盒合成 ｃＤＮＡ，最后以 ｃＤＮＡ为模板
利用ＳｙｂｒＧｒｅｅｎＱｐｃｒ试剂盒进行 ｑＰＣＲ分析，目标
基因为１１种与生殖分化相关的基因，分析中以 β
ａｃｔｉｎ为内参基因，具体基因名称和各引物序列，见
表１。表１所列基因的功能可描述如下：Ｏｃｔ４对于
保持干细胞的多能性很重要，过低或者过高的 Ｏｃｔ４
将导致干细胞分化［１０］；ＧＤＦ９是向雌性生殖细胞分
化的早期标记基因［１１］；Ｓｔｒａ８是向雄性生殖细胞分化
的早期标记基因［１２］；ＳＣＰ３是减数分裂的早期标记
基因［１３］；Ｍｖｈ是向雌性生殖细胞和雄性生殖细胞分
化的早期标记基因［１４］；ＺＰ１，ＺＰ２，ａｎｄＺＰ３是卵子细
胞形成的标记基因［１５］；Ｉｔｇａ６，Ｉｔｇｂ１，ａｎｄＴＰ２是精子
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细胞形成的标记基因［１６－１７］；βＡｃｔｉｎ被做为ｑＰＣＲ检
测的内参基因。

表１　ｑＰＣＲ分析中的相关基因名称及引物序列

编号 基因名 引物方向 引物序列

１ Ｏｃｔ４ ５方向 ＣＧＧＡＡＧＡＧＡＡＡＧＣＧＡＡＣＴＡＧＣＡ
３方向 ＴＧＡＴＴＧＧＣＧＡＴＧＴＧＡＧＴＧＡＴＣ

２ ＧＤＦ９ ５方向 ＴＧＣＴＴＴＧＣＣＴＧＧＣＴＧＴＧＴＴ
３方向 ＴＣＴＡＣＡＧＧＣＡＧＣＡＧＣＡＡＧＧＡ

３ Ｓｔｒａ８ ５方向 ＴＧＣＣＡＣＣＴＧＣＡＡＣＴＣＡＧＡＡＡ
３方向 ＣＴＧＧＴＴＣＣＴＧＧＴＴＴＡＡＴＧＧＡＧＴＧＴ

４ ＳＣＰ３ ５方向 ＡＴＣＴＧＧＧＡＡＧＣＣＡＣＣＴＴＴＧＧ
３方向 ＣＴＧＧＡＧＣＣＴＴＴＴＣＡＴＣＡＧＣＡＡ

５ Ｍｖｈ ５方向 ＣＡＡＡＧＧＡＡＣＡＡＣＧＣＣＡＡＡＣＣ
３方向 ＴＴＧＣＣＣＡＡＣＡＧＣＧＡＣＡＡＡＣ

６ ＺＰ１ ５方向 ＴＣＧＡＧＣＣＴＧＧＣＴＴＴＧＡＡＴＡＣＡ
３方向 ＣＡＡＡＣＣＧＧＴＴＣＣＣＡＡＡＴＴＣＡＴ

７ ＺＰ２ ５方向 ＣＴＣＴＣＴＴＣＡＣＴＣＡＡＧＣＴＧＡＣＣＴＴＣＴ
３方向 ＡＡＡＣＣＣＡＴＣＣＴＧＴＧＣＡＣＡＣＡ

８ ＺＰ３ ５方向 ＣＣＧＧＧＴＧＴＣＣＧＴＧＧＡＴＡＣ
３方向 ＣＧＡＧＧＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＡＧＧＡＡ

９ Ｉｔｇａ６ ５方向 ＧＡＣＡＴＧＡＡＧＴＣＣＧＣＧＣＡＴＣＴ
３方向 ＴＧＣＣＡＣＣＣＡＴＣＴＧＣＡＴＴ

１０ Ｉｔｇｂ１ ５方向 ＴＣＣＡＡＡＴＡＡＧＧＡＧＴＣＴＧＡＡＡＣＣＡＴＴ
３方向 ＧＧＡＴＧＣＣＡＴＧＧＣＴＴＴＧＡＣＡ

１１ ＴＰ２ ５方向 ＣＡＴＣＣＧＴＧＣＡＣＴＣＴＣＧＡＣＡＣＴ
３方向 ＣＣＴＣＣＴＧＡＣＧＧＣＣＴＴＴＣＴＣＴ

１２ βＡｃｔｉｎ ５方向 ＴＧＧＣＡＴＣＣＡＴＧＡＡＡＣＴＡＣＡＴＴＣＡ
３方向 ＴＧＣＣＴＧＧＧＴＡＣＡＴＧＧＴＧＧＴＡ

２５　统计学处理　利用 ＳＰＳＳ１３０软件进行统计
学分析，各干预组的数据与相应的 ＤＭＳＯ溶剂对照
的数据进行比较，比较采用独立样本 ｔ检验。Ｐ＜
００５被认为有统计学意义。
３　结果
３１　ＲＡ能诱导１Ｂ１０、Ｒ１／Ｅ，同时不能诱导 Ｄ３向
生殖细胞方向分化　对于 １Ｂ１０，ＲＡ显著上调了
ＧＤＦ９、Ｓｔｒａ８、Ｍｖｈ、ＺＰ２、ＺＰ３、ＴＰ２，非显著上调了 Ｉｔ
ｇａ６、Ｉｔｇｂ１，显著下调了 Ｏｃｔ４，非显著下调了 ＳＣＰ３、
ＺＰ１，小结起来：ＲＡ能启动１Ｂ１０向雌性生殖细胞和
雄性生殖细胞方向的分化；对于 Ｄ３，ＲＡ显著上调了
Ｓｔｒａ８，显著下调了 Ｏｃｔ４、ＧＤＦ９、ＳＣＰ３、Ｍｖｈ、ＺＰ３、Ｉｔ
ｇａ６、Ｉｔｇｂ１、ＴＰ２，非显著下调了 ＺＰ１、ＺＰ２，小结起来：
ＲＡ不能启动 Ｄ３向雌性生殖细胞和雄性生殖细胞
方向的分化；对于 Ｒ１／Ｅ，ＲＡ显著上调了 ＧＤＦ９、
Ｓｔｒａ８、ＳＣＰ３、Ｍｖｈ、ＺＰ１、ＺＰ２、ＺＰ３，非显著上调了 ＴＰ２，
显著下调了Ｏｃｔ４，Ｉｔｇａ６、Ｉｔｇｂ１，非显著下调了 Ｏｃｔ４，
小结起来：ＲＡ能启动Ｒ１／Ｅ向雌性生殖细胞方向的
分化，不能诱导 Ｒ１／Ｅ向雄性生殖细胞方向的分化。
综上所述：ＲＡ能诱导１Ｂ１０、Ｒ１／Ｅ，同时不能诱导Ｄ３
向生殖细胞方向分化。见图１。

图１　ＲＡ对不同小鼠胚胎干细胞的１１种与生殖分化
相关基因表达的影响

Ａ：１Ｂ１０；Ｂ：Ｄ３；Ｃ：Ｒ１／Ｅ

３２　齐墩果酸能诱导１Ｂ１０、Ｒ１／Ｅ、Ｄ３向生殖细胞
方向分化　对于 １Ｂ１０，ＯＡ显著上调了 ＧＤＦ９、
Ｓｔｒａ８、Ｍｖｈ、ＺＰ２、ＺＰ３、ＴＰ２，非显著上调了 Ｏｃｔ４、Ｉｔ
ｇａ６、Ｉｔｇｂ１，非显著下调了 ＳＣＰ３、ＺＰ１，小结起来：ＯＡ
能启动１Ｂ１０向雌性生殖细胞和雄性生殖细胞方向
的分化；对于 Ｄ３，ＯＡ显著上调了 ＧＤＦ９、Ｍｖｈ、ＺＰ３、
Ｉｔｇａ６、Ｉｔｇｂ１、ＴＰ２，非显著上调了 Ｏｃｔ４、ＳＣＰ３、ＺＰ１，非
显著下调了Ｓｔｒａ８、ＺＰ２，小结起来：ＯＡ能启动 Ｄ３向
雌性生殖细胞和雄性生殖细胞方向的分化；对于

Ｒ１／Ｅ，ＯＡ显著上调了Ｓｔｒａ８、ＳＣＰ３、Ｍｖｈ、ＺＰ１、ＺＰ２、Ｉｔ
ｇａ６、Ｉｔｇｂ１、ＴＰ２，非显著上调了 Ｏｃｔ４、ＧＤＦ９、ＺＰ３，小
结起来：ＯＡ能启动Ｒ１／Ｅ向雌性生殖细胞和雄性生
殖细胞方向的分化。综上所述：ＯＡ能诱导 １Ｂ１０、
Ｄ３、Ｒ１／Ｅ向生殖细胞方向分化，见图２。

图２　ＯＡ对不同小鼠胚胎干细胞的１１种与生殖分化
相关基因表达的影响

Ａ：１Ｂ１０；Ｂ：Ｄ３；Ｃ：Ｒ１／Ｅ

４　讨论
本研究发现了ＯＡ能诱导１Ｂ１０、Ｄ３、Ｒ１／Ｅ等多

种小鼠胚胎干细胞向生殖细胞方向分化，而研究中

作为阳性药物对照的 ＲＡ仅能诱导１Ｂ１０和 Ｒ１／Ｅ，
不能诱导Ｄ３向生殖细胞方向分化，而且对于Ｒ１／Ｅ，
ＲＡ仅能诱导其向雌性生殖细胞分化，不能诱导其向
雄性生殖细胞分化。

小鼠胚胎干细胞１Ｂ１０是Ｅ１４ＴＧ２ａ（ＡＴＣＣＮｏ：
ＣＲＬ１８２１）的亚克隆，其最终来源于 １２９／Ｏｌａ小鼠
系，同时，当其被注射进入囊胚后，将形成生殖细
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胞［１８］。小鼠胚胎干细胞 Ｒ１／Ｅ（ＡＴＣＣＮｏ：ＳＣＲＣ
１０３６）来源于１２９Ｘ１×１２９Ｓ１系的雄性的３５ｄ的囊
胚，同时，其具有形成生殖细胞的能力［１９］。小鼠胚

胎干细胞Ｄ３（ＡＴＣＣＮｏ：ＣＲＬ１１６３２）来源于１２９／Ｓｖ
＋ｃ／＋ｐ系的３５ｄ的囊胚，同时，当其被注射进入
囊胚后，将形成生殖细胞［２０］。综上所述，从 ＡＴＣＣ
的描述上，３种小鼠胚胎干细胞虽然来源有一些差
别，但是都具有分化为生殖细胞的潜能，尚不能看出

上述３种小鼠胚胎干细胞在成为生殖细胞方面的重
大差别，所以ＲＡ和ＯＡ在诱导它们向生殖细胞分化
的能力差别，更有可能是源自于ＲＡ和ＯＡ诱导潜能
方面的差别。

ＲＡ和ＯＡ功能上的差别最终源自于结构上的
差别。ＲＡ是维生素 Ａ的衍生物，是目前获得公认
的胚胎干细胞的生殖分化诱导物［２１］。ＯＡ为五环三
萜类化合物，以游离或结合成苷的形式存在于白花

蛇舌草、山楂、丁香、大枣、女贞子、枇杷叶、橡木及夏

枯草等植物中［２２］。ＯＡ有保肝、降糖、抗ＨＩＶ和抗肿
瘤等作用［２３］。ＯＡ是补肾中药女贞子的主要有效成
分之一［２４］，较新的研究表明 ＯＡ也具有调节中医药
概念“肾精”的功能［２５］。图３和图４展示了 ＯＡ和
ＲＡ的结构，可见两者结构差异较大，反映在诱导能
力上ＯＡ强于ＲＡ。进一步的研究将探索ＯＡ类似物
的诱导能力。

图３　齐墩果酸（ＯＡ）的结构图

图４　维甲酸（ＲＡ）的结构图

　　综上所述，在诱导小鼠胚胎干细胞向生殖细胞
分化方面，ＯＡ比ＲＡ具有更广阔的适用对象。此研
究结果不仅拓宽了外源的生殖分化诱导物的范围，

也完成了较系统评估某种化合物诱导生殖分化能力

的首次报道。本研究具有一定的创新性和一定的潜

在实用性。
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效较好，肾虚血瘀为最佳，有效率达８８８９％［１７－２０］。

故肾病的治疗应紧扣“本虚标实”病机，治宜益肾活

血为主。益肾活血中药肾康灵方中黄芪补气升阳、

利水消肿、益气行血，生地黄清热凉血、益肾活血，二

药共为君药，主益肾活血；山茱萸补益肝肾、收敛固

涩，山药益气养阴、补脾肾、固肾精，牡丹皮活血凉

血，三七活血化瘀止血。全方共奏益肾气、行气血、

化瘀血之功效。中药肾康灵应用于临床治疗 ＰＮＳ
已有二十余年，取得显著疗效，益肾活血法疗效明显

优于单纯益肾法和单纯活血法，在本研究中通过结

合现代分子生物学技术，证实肾康灵可抑制 ＣＸ
ＣＬ１６、ＣＤ３６的释放，进而减少 ＩＦＮγ、ＩＬ６、ＴＮＦα等
炎性反应递质的分泌，有效地抑制系膜细胞的增殖

而发挥其保护作用。
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