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Abstract
AIM: To investigate the effect of inducing the 
differentiation of definitive endoderm derived 
from mouse embryonic bodies (EBs) cultured by 

the hanging drop method in promoting the dif-
ferentiation of intestinal absorptive cells in vivo.

METHODS: The differentiation of definitive 
endoderm during EBs formation derived from 
mouse ES-E14TG2a embryonic stem cells (ESC) 
and the role of Activin A in promoting its differ-
entiation were monitored by detecting its mark-
ers by RT-PCR and fluorescence-activated cell 
sorting. Subsequently, the EBs with high propor-
tion of definitive endoderm were hypodermi-
cally engrafted into the back of NOD/SCID mice 
to form grafts. The markers for small intestinal 
absorptive cells, including SI, LPH, and Fabp2, 
were detected in these grafts by quantitative RT-
PCR and immunohistochemistry.

RESULTS: The marker genes for definitive 
endoderm were more highly expressed in the 
5-day EBs than in other stages of EBs (Gsc: 0.9809 
± 0.1001 vs 0.5435 ± 0.0821, 0.5525 ± 0.0786, 0.2234 
± 0.0425; Tm4sf2: 0.9231 ± 0.1121 vs 0.0017 ± 
0.0007, 0.0176 ± 0.0058, 0.6542 ± 0.0742; Gpc1: 
0.8639 ± 0.1098 vs 0.5882 ± 0.1027, 0.7112 ± 0.0956, 
0.4239 ± 0.0874, all P < 0.05). The percentage of 
definitive endoderm cells in the 5-day EBs in-
duced with 50 μg/L Activin A (SF-A group) was 
significantly higher than that in controls (all P < 
0.05). SI and LPH mRNA expression in the grafts 
from the SF-A group was significantly higher 
than that in control groups (all P < 0.05). Immu-
nohistochemical analysis revealed that Fabp2 
was expressed in some immature cells without 
specific structure or adenoid structures in the 
grafts from the SF-A group.

CONCLUSION: The differentiation of definitive 
endoderm derived from mouse ESC could be in-
duced with 50 ng/ml Activin A in EBs cultured 
by the hanging drop method. Increasing the pro-
portion of definitive endoderm in EBs promotes 
the differentiation of intestinal absorptive cells 
in vivo.

Key Words: Embryonic stem cells; Definitive endo-
derm; Activin A; Intestinal absorptive cells; Differ-
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■背景资料
小鼠胚胎干细胞
在去除白血病抑
制因子的培养基
中可形成胚体, 并
分化为内、中、
外三个胚层的细
胞. 内胚层细胞包
括定型内胚层和
脏内胚层, 前者是
肠上皮干细胞及
各种肠上皮细胞
的前体.. 

■同行评议者
伍 晓 汀 ,  主 任 医
师, 四川大学华西
医院胃肠外科中
心; 朱亮, 副教授, 
大连医科大学生
理教研室



邓娜, 等. 小鼠拟胚体中定型内胚层的比例对小肠吸收细胞分化的促进作用				              1687

www.wjgnet.com

entiation

Deng N, Yu T, Shi L, Lan SY, Zhou HM, Chen H, Chen 
QK. Differentiation of intestinal absorptive cells derived 
from mouse embryonic bodies can be promoted by in-
ducing the differentiation of definitive endoderm in vivo. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(16): 1686-1692

摘要
目的��: 探讨悬浮状态下小鼠拟胚体中定型内
胚层的分化比例对其体内小肠吸收细胞分化
的影响.. 

方法�: 利用标志分子检测不同阶段胚体中定利用标志分子检测不同阶段胚体中定
型内胚层的分化及Activin A对其分化的促进
作用. 随后, 接种含高比例定型内胚层的胚体
至裸鼠皮下培育移植瘤, 研究移植瘤中吸收细
胞的分化.. 

结果��: 培养5 d的胚体中定型内胚层的比例较
1、3、7 d高(Gsc: 0.9809±0.1001 vs  0.5435
±0.0821, 0.5525±0.0786, 0.2234±0.0425; 
Tm4sf2: 0.9231±0.1121 vs  0.0017±0.0007, 
0.0176±0.0058, 0.6542±0.0742; Gpc1: 0.8639
±0.1098 vs  0.5882±0.1027, 0.7112±0.0956, 
0.4239±0.0874, 均P <0.05), 50 μg/L的Activin 
A可使其分化比例进一步升高(均P <0.05). 诱
导组胚体细胞所形成的皮下移植瘤中, 小肠吸
收细胞标志分子的表达量显著高于对照组(均
P <0.05), 且含有较多表达Fabp2的细胞团及腺
样结构.

结论�: Activin A可通过提高悬浮状态下小鼠Activin A可通过提高悬浮状态下小鼠
拟胚体中定型内胚层的分化比例促进其小肠
吸收细胞的体内分化..

关键词: 胚胎干细胞; 定型内胚层; ������ ��活化素��� ��A; 小肠

吸收细胞; 分化
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0  ��引言

胚胎干细胞(embryonic stem cell, ESC)具有自

我更新及多向分化的潜能[1]. 小鼠ESC在去除

白血病抑制因子(leukemia inhibiting factor, LIF)
的培养基中可以形成胚体(embryonic bodies, 
EBs)[2-4], 并分化为3个胚层的细胞, 其中内胚层

细胞包括定型内胚层(标志为Gsc、Tm4sfz、
Gpc1及CXCR4)和脏内胚层(标志为Sdc4)[5-10]. 

Activin A通过激活Nodal通路可促进定型内胚

层的分化[5]. 研究显示, 定型内胚层是肠上皮干

细胞及各种肠上皮细胞的前体[11-14]. 其中小肠

吸收细胞特异表达蔗糖酶异麦芽糖酶(sucrase-
isomaltase, SI)、乳糖酶根皮苷水解酶(lactase 
phlorizin hydrolase, LPH)及肠脂肪吸收蛋白

(intestinal fatty acid-binding protein 2, Fabp2)[15-18]. 
目前, Activin A对定型内胚层的分化促进研究主

要针对贴壁培养的EBs细胞, 而Activin A能否提

高悬滴培养状态下EBs中的定型内胚层比例, 以
及通过这一处理, 能否提高EBs在体内分化为小

肠吸收细胞的能力还有待探讨..

1  �����材料和方法

1.1 材料材料 (1)ESC培养基: 以高糖DMEM为基础培

养基, 各添加物的终浓度为: 100 mL/L胎牛血清, 
10 mmol/L HEPES, 0.12% NaHCO3, 0.1 mmol/L
非必需氨基酸, 0.1 mmol/L β-巯基乙醇, 1 000 
kU/L LIF(购置于Chemicon公司). EBs培养基

(FCS组): 以高糖DMEM为基础培养基, 各添加

物的终浓度为: 100 mL/L胎牛血清, 10 mmol/L 
HEPES, 0.12% NaHCO3, 0.1mmol/L非必需氨基

酸, 0.1mmol/L β-巯基乙醇. ActivinA无血清培

养基(SF-A): 以高糖DMEM为基础培养基, 各
添加物的终浓度为: 10% KnockoutTM血清替代

物(KSR), 10 mmol/L HEPES, 0.12% NaHCO3, 
0.1 mmol/L非必需氨基酸, 0.1 mmol/L β-巯基乙

醇, 50 μg/L Activin A(购置于R&D公司). 无血清

对照培养基(SF): 以高糖DMEM为基础培养基, 
使各添加物的终浓度为: 10% KSR, 10 mmol/L 
HEPES, 0.12% NaHCO3, 0.1 mmol/L非必需氨基

酸, 0.1mmol/L β-巯基乙醇. 兔抗小鼠Fabp2多克

隆抗体购置于Cayman公司; (2)梯度PCR仪购于

美国PE公司. Beckman Coulter EPICS ALTRA流

式细胞仪购于Beckman Coulte公司. 倒置显微

镜购于LECIA公司; (3)小鼠ES-E14TG2a系ESC, 
购于American Type Culture Collection(ATCC). 
NOD/SCID免疫缺陷小鼠, 购于中山大学北校区

实验动物中心(广州), 雌雄各半, 周龄6-8 wk.
1.2 方法方法 
1.2.1 EBs的悬滴培养:: 制备ESC的细胞悬液, 分制备ESC的细胞悬液, 分
别使用SF-A、SF及EBs培养基调整细胞浓度为

1.0×109/L左右, 在90 mm培养皿皿盖上使用定

量移液器接种细胞悬液液滴, 每滴32 μL, 翻转皿

盖并盖合至皿上, 放入37 ℃, 50 mL/L CO2的细

胞培养箱中. 每日进行换液, 每次每个液滴更换

■研发前沿
该领域的研究热
点主要集中在胚
胎干细胞的体内
和体外分化..
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培养基25 μL.. 
1.2.2 利用RT-PCR检测EBs悬滴培养状态下内

胚层的分化情况:: 从各组不同时间的EBs中提取从各组不同时间的EBs中提取

RNA, 小鼠各内胚层标志分子的PCR引物序列

(表1). RT-PCR采用半定量分析, 以β-actin作为内

参, 结果以相对灰度表示.. 
1.2.3 流式细胞仪分析SF-A诱导组和对照组EBs
中定型内胚层的分化情况:: 用胰酶消化各组不用胰酶消化各组不

同阶段的EBs, 制备单细胞悬液, 用PE标记的

CXCR4抗体(购于R&D公司)标记细胞, 选择488 
nm激光测定第1、3、5、7天各组EBs中CXCR4
的表达, 比较SF-A诱导组和对照组中定型内胚

层细胞的比例有无差别.. 
1.2.4 利用定量RT-PCR方法检测移植瘤中SI和
LPH mRNA表达的相对量:: 分别将未分化的ESC分别将未分化的ESC
以及在SF-A、SF、EBs培养基中培养5 d的EBs皮
下注射至NOD/SCID免疫缺陷小鼠背部, 形成移

植瘤. PCR引物序列设计(表2). 采用ΔΔCt的统计

方法, 以β-actin作为内参, 以ESC组的结果为对照.. 
1.2.5 免疫组织化学测定移植瘤中Fabp2的表达:: 
免疫组织化学采用链霉菌抗生物素蛋白-过氧化

物酶联结法, 测定各组移植瘤中Fabp2(抗体1∶
200稀释)的表达, 并以正常小鼠小肠作为阳性对

照, 用DAB显色液显色, 苏木素复染.. 

统计学处理 所有资料统计均采用SAS8.1统所有资料统计均采用SAS8.1统
计软件分析, 计量资料以mean±SD表示, 计数资

料以百分率表示, 均数的比较采用t检验, 率的比

较采用χ2检验, P <0.05为差别有统计学意义.

2  ��结果

2.1 EBs的悬滴培养 SF-A、SF及EBs培养基悬滴

培养的细胞见图1.见图1.图1.
2.2 利用RT-PCR检测EBs中定型内胚层的分化

情况 Gsc在1、3、5、7 d EBs中表达的相对灰

度分别为0.5435±0.0821、0.5525±0.0786、
0.9809±0.1001、0.2234±0.0425(n = 3); Tm4sf2
分别为0.0017±0.0007、0.0176±0.0058、
0.9231±0.1121、0.6542±0.0742(n = 3); Gpc1
分别为0.5882±0.1027、0.7112±0.0956、
0.8639±0.1098、0.4239±0.0874(n = 3). 以上

结果显示, 第5天EBs中各定型内胚层标志基因

的表达量显著高于其他阶段的EBs[5 d EBs vs  
1 d EBs: t  = 5.852, P  = 0.005(Gsc); t  = 14.236, 
P <0.001(Tm4sf2); t  = 3.176, P  = 0.034(Gpc1). 
5 d EBs vs  3 d EBs: t  = 5.830, P  = 0.004(Gsc); 
t  = 13.972, P <0.001(Tm4sf2); t  = 1.817, P  = 
0.041(Gpc1). 5 d EBs vs  7 d EBs: t  = 12.065, 
P <0.001(Gsc); t  = 3.465, P  = 0.026(Tm4sf2); t  = 

■相关报道
Kubo等报道 ,  加
入Activin A的培
养基可促进胚胎
干细胞向定型内
胚层分化.

表  1  小鼠各内胚层标志分子的PCR引物序列

     
基因名称                                   引物序列 目的片段大小(bp)

Tm4sf2 上游: 5'-AGA ATG CCA CAC ACC TTT CC-3' 443

下游: 5'-TTC GTT TCC CTT CCA CAC TC-3'

Gsc 上游: 5'-GCC GAG AAG TGG AAC AAG AC-3' 210

下游: 5'-CAG CTA GCT CCT CGT TGC TT-3'

Gpc1 上游: 5'-GGT CAA TGA GAC CTG GCA CT-3' 272

下游: 5'-GAA GAT GGA GCC TTG ACA GC-3'

Sdc4 上游: 5'-GTG AGT TTT CGT GTG GCT GA-3' 342

下游: 5'-AGG GAG ACA AGC AAA GCT GA-3'

β-actin 上游: 5'-GTC CAC CTT CCA GCA GAT GT-3' 620

下游: 5'-CCT GGG CCA TTC AGA AAT TA-3'

表  2  小鼠小肠吸收细胞标志SI和LPH的PCR引物序列

     
基因名称                                 引物序列 目的片段大小(bp)

SI 上游: 5'-GGG TCC AGC TTT TAT GGT GA-3' 213

下游: 5'-TAT GTG TTC TGT GCC GGT TC-3'

LPH 上游: 5'-CAC TTT GTG AAC CGC TCT GA-3' 297

下游: 5'-GGA GCG CTT GCA GTA TTT GT-3'

β-actin 上游: 5'-GTC CAC CTT CCA GCA GAT GT-3' 620

下游: 5'-CCT GGG CCA TTC AGA AAT TA-3'
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5.430, P  = 0.006(Gpc1). 图2]. 而脏内胚层标志基

因Sdc4在1、3、5、7 d EBs中表达的相对灰度

分别为0.0235±0.0051、0.1027±0.0226、0.5899
±0.0678、0.8021±0.0877(n = 3), 在第7天EBs
中表达显著增高(7 d EBs vs  1 d EBs: t  = 15.351, 
P<0.001; 7 d EBs vs  3 d EBs: t  = 13.376, P<0.001; 
7 d EBs vs  1 d EBs: t  = 3.316, P  = 0.029. 图2).
2.3 Ac t iv in A对定型内胚层分化的促进作用 
SF-A组中CXCR4＋细胞在第1、3、5、7天EBs
中的比例分别为10.40%±2.63%、29.10%±

2.41%、41.90%±4.21%、26.70%±2.36%; SF
组中分别为4.50%±1.37%、7.30%±1.84%、

17.50%±2.90%、12.80%±3.88%; FCS组中分

别为8.80%±3.68%、24.50%±3.76%、33.40%
±2.87%、16.50%±3.36%. 根据上述结果, SF-A
组第5天的EBs中定型内胚层比例显著高于其他

组及其他分化阶段(n = 3, SF-A组: 5 d EBs vs  1 

d EBs: t  = 11.009, P <0.001; 5 d EBs vs  3 d EBs: t  
= 4.580, P  = 0.010; 5 d EBs vs  7 d EBs: t  = 5.468, 
P = 0.005. 5 d EBs: SF-A组 vs  SF组: t  = 8.273, P  
= 0.001; SF-A组 vs  FCS组: t  = 2.884, P  = 0.045. 
图3). 
2.4 小肠吸收细胞标志SI及LPH在各组移植瘤中

的表达 各组第5天的EBs细胞接种至NOD/SCID
小鼠皮下后形成移植瘤. 以ESC移植瘤为参照, 
SI在SF-A组、FCS组、SF组及小鼠小肠组织中

mRNA的相对量分别为24.5±3.9、13.2±2.7、
10.9±2.5及35.6±4.1; LPH mRNA的相对量分别

为19.4±2.8、9.9±1.8、11.8±2.0及41.7±6.8. 
结果显示, 经Activin A诱导后悬滴培养5 d的EBs
细胞所形成的移植瘤中, SI和LPH的表达均显著

高于对照组[n = 3, SF-A组 vs  FCS组: t  = 4.126, 
P = 0.015(SI); t  = 4.943, P = 0.008(LPH). SF-A组

vs  SF组: t  = 5.085, P = 0.007(SI); t  = 3.826, P = 
0.019(LPH), 图4]. 
2.5 小肠吸收细胞标志Fabp2在各组移植瘤中

的表达 SF-A组移植瘤组织切片中Fabp2的表达

较多, 且多表达于未定型细胞团及腺样结构中. 
而对照组中可见较多的神经管样结构, 不表达

Fabp2(图5).

3  ��讨论

ESC具有增殖、自我更新及多向分化的潜能[1]. 
ESC在体内、外可以诱导分化为几乎所有的成

体组织细胞[19], 这一强大的分化能力为利用前

体细胞移植修复组织损伤和改善器官功能提供

了一个理想的细胞来源, 其诱导分化过程具有

很高的理论研究意义及应用前景. ESC的体外诱

导分化是目前生物领域研究的热点, 国内外研

究报道将ESC诱导分化为心肌细胞[20-22]、神经

细胞[23-25]、肝细胞[26,27]、胰岛素分泌细胞胰岛素分泌细胞[28,29]等

较多, 但将ESC诱导分化为小肠上皮细胞的文献

■创新盘点
国内外研究将胚
胎干细胞诱导分
化 为 小 肠 上 皮
细胞较少 .  目前 , 
Activin A对定型
内胚层的分化促
进研究主要针对
贴壁培养的胚体
细胞, 本次研究加
入Activin A后胚
体培养仍采取悬
滴培养, Activin A
诱导后的胚体在
体内具备更高的
肠上皮吸收细胞
的分化能力..

图� �� �������������������  1 不同培养 基悬滴培养的EB(×50). A: SF-A培养基; B: SF培养基; C: EB培养基.

A B C

图� ��� ������������������������  2  RT-PCR测定定型内胚层及脏内胚层标志分子在各阶
段EBs中的表达. A: 电泳图; B: 各基因表达的半定量结果. 
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报道较少. 
小鼠的ESC可以在体外形成EBs, 并进行

内、中、外3个胚层细胞的分化. EBs的悬滴培

养是体外模拟囊胚中内细胞团悬浮分化的理想

模型, 通过这一特殊的培养方法可以模拟早期

胚胎中3个胚层的发育[30], 为内胚层细胞的分化

研究提供了有效的手段[31]. 本次研究采用通用

的悬滴法培养EBs, 测定第1、3、5、7天定型内

胚层标志基因Gsc、Tm4sf2及Gpc1的表达情况, 
结果发现各标志分子的表达在第5天的EBs中达

到高峰, 随后表达逐渐减低, 提示在维持悬滴培

养的状态下第5天的EBs可分化为较多的定型内

胚层细胞. 由于脏内胚层的分化在时间上与定

型内胚层相近, 但与肠上皮细胞的分化无关, 因
此, 本次研究对EBs中脏内胚层的伴随分化也进

行了观察. 结果发现, 脏内胚层标志基因Sdc4在
EBs悬滴培养过程中逐渐升高, 并于第7天达高

峰, 呈现出与定型内胚层不同的分化特征. 这些

结果与其他相关研究基本一致[5-7]. 根据以上实

验结果, 可以认为悬滴培养下第5天的EBs中定型

内胚层分化较多, 是研究其体内分化的理想状态.
Activin A因子是TGF-β家族的一员, 作用于

细胞表面的Nodal信号通路受体, 并激活Nodal通
路[32,33], 可以有效诱导ESC分化为定型内胚层[5-7]. 
在既往研究中, EBs在形成早期(24 h左右)经消

化分散后, 加入含Activin A的培养基进行贴壁生
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图� �� ����������������������� 4 定量  PCR测定SI及LPH在各组移植瘤中的表达. 
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图� �� ����������������������������  3 流式 细胞仪测定各组中不同阶段CXCR4阳性细胞的比例. A: 流式细胞仪测定结果; B: CXCR4阳性细胞的比例. A1-3��: 

SP-A组; B1-3: SF组; C1-3: FCS组. A1, B1, C1: 1 d EBs; A2, B2, C2: 3 d EBs; A3, B3, C3: 5 d EBs; A4, B4, C4: 7 d EBs. 

■应用要点
在维持悬浮培养
的状态下, Activin 
A 可 以 提 高 胚 体
中定型内胚层的
分化比例, 且第5
天胚体在体内具
有更高的肠上皮
吸收细胞的分化
能力, 为研究前体
细胞移植修复肠
上皮损伤提供了
坚实的实验基础..
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长, 以促进定型内胚层的诱导分化[5-7]. 本次研究

不同之处是[5-7,34-36], 为了保持EBs更好的自然分

化状态, 在加入Activin A后EBs继续采用悬滴法

进行悬浮培养, 同时用KSR替代培养基中的胎

牛血清, 以减少血清中促分化成分对Activin A诱

导的干扰. 结果显示, 以CXCR4作为定型内胚层

的标志分子, Activin A诱导组中CXCR4+细胞的

比例明显增加. 在Activin A诱导分化后的第5天, 
EBs中CXCR4+细胞的比例达41.90%±3.21%, 
显著高于对照组. 

本次研究观察了经50 μg/L Activin A诱导分

化5 d后含高比例定型内胚层细胞EBs在裸鼠体

内的分化情况. 结果显示, 与ESC和同阶段对照

组EBs所形成的移植瘤相比, SF-A组移植瘤中

小肠吸收细胞的标志分子SI、LPH的表达明显

升高, 显著高于对照组. 同时, 组织学结果显示

SF-A组移植瘤中含有较多的腺体结构, 且表达

另一成熟小肠吸收细胞的标志分子Fabp2. 以上

结果证明, Activin A诱导后的EBs在体内具备更

高的肠上皮吸收细胞的分化能力. 
总之, 在维持悬浮培养的状态下, Activin A

可以提高EBs中定型内胚层的分化比例, 利用此

处理方法所获得的第5天EBs在体内具有更高的

肠上皮吸收细胞的分化能力, 这一结果为研究

前体细胞移植修复肠上皮损伤提供了有力的实

验基础. 
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