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摘要    细胞能量代谢与细胞生命活动紧密相关, 但目前对于鸡胚胎干细胞能量代谢特点

的研究较少. 本研究利用前期建立的 chES 细胞模型, 通过电子显微镜发现未分化的 chES

细胞胞质内储存大量糖原颗粒和卵黄颗粒. 逆转录-聚合酶链反应对能量代谢途径中的主要

限速酶的基因表达分析显示, 未分化的 chES细胞不表达丙酮酸羧化酶和磷酸烯醇式丙酮酸

羧激酶, 与鸡胚胎成纤维细胞相比低表达葡萄糖转运蛋白 1 和磷酸果糖激酶, 高表达己糖

激酶 1 和糖原合成酶; 分化中的 chES 细胞与成年母鸡肝脏相比少量表达 PCX 和 PCK2, 与

CEF 细胞相比高表达 GLUT1, HK1, PFK, 而 GYS 的表达没有显著性差异. 过碘酸希夫氏染

色显示, 细胞培养过程中未分化 chES 细胞中储存的糖原颗粒未见减少, 而分化中的 chES

细胞的糖原颗粒逐渐减少. 此外, 通过赫斯特荧光染料 33342 和碘化丙啶双染色发现, 大量

未分化的 chES 细胞在体外培养过程中死亡, 而添加外源性 6-磷酸葡萄糖显著减少细胞死

亡. 上述结果说明, 未分化 chES 细胞主要以糖原合成为主, 无糖异生代谢, 而分化中的

chES 细胞以糖酵解代谢为主. 未分化的 chES 细胞以大量消耗代谢中间产物 G6P 为代价进

行糖原合成, 造成细胞内源性 G6P 相对不足引起细胞死亡. 因此, 细胞内糖原的含量反映

了 chES 细胞的分化程度. chES 细胞在体外培养时可通过添加 G6P 来提高生存率.  
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鸡胚胎干细胞 (chicken embryonic stem cells, 

chES)是一类从鸡 X 期胚盘分离, 体外培养时可以无

限增殖并保持发育全能性的细胞 [1~3]
. 与小鼠囊胚不

同, 鸡 X 期胚盘由单个受精卵母细胞在 18~20 h 内分

裂, 含有 40000~60000 个全能性前体细胞[1,4,5]
. 细胞

分裂在封闭的输卵管进行, 平均每 45 min分裂一次[6]
, 

这种快速的分裂方式促使前体细胞保留了一些早期

分裂细胞的特点 , 例如Ⅹ期胚盘细胞分离的原始生

殖细胞(primordial germ cells, PGCs)内含有大量糖原

颗粒[7,8]
; 由其分离的 chES 细胞胞质中同样含有许多

卵黄颗粒[9,10]
. 这些贮藏能量物质大量出现在前体细

胞中, 是否意味着其具有特殊的能量代谢特征? 

糖原的合成与分解是鸡早期胚胎发育的主要能

量代谢方式, 而卵黄颗粒的沉积为晚期胚胎发育存储

能量. 糖原合成早在卵母细胞生成晚期开始[11]
, 这些

早期合成的糖原却因排卵能耗的需要被全部分解供

能[12,13]
. 此后, 由排卵后期到卵裂前期(EGK I-EGK Ⅵ)

掀起第二波糖原合成[4]
. 这些糖原成为中后期卵裂直
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至Ⅹ期胚盘期(EGKVI-EGK Ⅹ)的主要能量来源[11,14]
. 

卵黄的沉积由卵母细胞发育至晚期时启动 . 成熟卵

母细胞依靠受体介导的细胞内吞作用摄取脂蛋白前

体-卵黄蛋白原(vitellogenin, VTG)和低密度脂蛋白

(low-density lipoprotein, LDL)
[15~17]

, 并将它们沉积在

胞质中形成卵黄成为能量储备. 其中, VTG 被裂解为

磷蛋白(lipovillin)和卵黄高磷蛋白(phosvitin)并且结

合其他物质组成实质性的卵黄球 [18]
; 低密度脂蛋白

则被裂解成为卵黄中非实质性的部分[17,19,20]
. 受精后, 

受精卵在子宫进行第一次卵裂[4]
, 由于卵黄占据大部

分胞质, 细胞核被挤到卵原生质部分进行卵裂. 在细

胞分裂Ⅱ期(EGK Ⅱ), 卵黄颗粒穿过卵黄膜进入正

在分裂的细胞, 并随着细胞分裂分布到子细胞中[21]
. 

只有小部分卵黄颗粒被转化为糖原为细胞供能 , 绝

大部分卵黄颗粒以能量贮备的形式存在于卵裂细胞

中[11]
.  

大量证据表明, 能量代谢和细胞命运紧密相关. 

许多正常和癌变细胞在细胞分裂期增加氧耗和能

耗[22~24]
, 在此期间如果 ATP 合成不足, 细胞将在没

有任何 DNA 损伤的情况下静止于 G1 期[25]
. 糖原在

G1 期结肠癌细胞中含量高, 在 S 期较少, 说明糖原

代谢在癌细胞由 G1 到 S 期转化中发挥重要作用[26]
. 

最近一项研究表明, CD8
+
 T 细胞因为 TRAF6 的缺失

而不能成功将糖酵解为主的能量代谢转化为脂肪酸

代谢, 从而大大影响了细胞的存活率[27]
. 上述报道说

明, 细胞能量代谢影响细胞生长、增殖和分化等多项

细胞活动. 反之, 细胞又可利用调节细胞活动的蛋白

调控能量代谢 , 从而将能量代谢与细胞活动有机地

联系在一起. 例如, 缺氧能够诱导神经干细胞中缺氧

诱导因子 1a(hypoxia inducible factor, HIF1a)的表达, 

HIF1a 在增强促进自我更新[28]、抑制促进分化或凋亡

的信号转导通路 [29,30]的同时, 也激活与糖酵解相关

基因 , 如葡萄糖转运蛋白 1(glucose transporter 1, 

Glut1)
[31]、己糖激酶(hexokinases, Hks)

[32]和磷酸果糖

激酶(phosphofructokinase, Pfk)
[33]的表达; 如果由于

TCR 胸腺细胞与 T 细胞缺失 IL-7 或 Notch, 会引起

Glut1 的不表达, 从而导致细胞糖代谢异常[34,35]
. 目

前, 对于 chES 细胞能量代谢特点的研究较少, 如果

能够了解 chES 细胞的能量代谢, 那么将有可能通过

调节能量代谢来调控 chES 细胞的命运(cell fate).  

鸡 X 期(EGK)胚盘明区细胞在饲养层和条件培

养基中可以长期培养传代 20代以上[9,10]
. 这种分离培

养 chES 细胞的方法即费时又费力, 因为即使已传很

多代也难使所有细胞获得全能性 [2,6,9,36,37]
. 此外, 该

培养体系还有以下缺陷: (1) 不能稳定获得和保持全

能性; (2) chES 细胞在此体系中极易分化; (3) 由此体

系获得的数据有可能是 chES 细胞和饲养层细胞共同

作用的结果. 前期报道了一种用鸡类囊胚(blastocyst- 

like structure, BLS)获得 chES 细胞的方法, 即胚盘前

体细胞形成 BLS, 作为一个共同体悬浮培养, 在三维

空间发育[38]
. 这种培养方法极大地模拟了胚胎细胞

在输卵管的发育 , 从而使它们能够很快地获得并且

维持 chES 细胞的全能性. 由于不需要饲养层细胞, 

避免了由饲养层细胞参与引起的基因表达分析等的

实验误差. 用 BLS 获得和维持 chES 细胞的体系成为

体外研究 chES 细胞的极佳模型.  

以 BLS为实验模型对 chES细胞能量代谢的研究

表明, chES 细胞内的糖原水平反映了细胞的分化程

度. 未分化 chES 细胞通过不断利用进入细胞的葡萄

糖合成糖原而维持较高的糖原水平; 相反, 分化中的

chES 细胞减少糖原储备并充分利用葡萄糖转化能量. 

同时发现, 体外培养体系中添加外源性 G6P, 可弥补

由于未分化 chES 细胞糖原合成而消耗的代谢中间产

物 G6P, 从而减少由于内源性 G6P 相对不足而引起

的细胞死亡.  

1  实验材料与方法 

1.1  鸡 BLS的培养 

获取新鲜未孵化种蛋 , 按照 Eyal-Giladi 和

Kochav
[4]方法鉴定胚盘的发育阶段. 选择处于X期的

胚盘进行分离培养. 纸环法将 X 胚盘与卵黄分离, 再

将明区细胞剥离并用吸管转移至 PBS. 在 PBS 缓冲

液中机械吹打明区细胞 5 次. 将获得的细胞块转移到

35 mm 超低吸附细胞培养皿 (low-attachment dish, 

Fisher), 于 chES 细胞培养液或分化培养液中培养, 

培养条件为 37℃, 5%CO2 和 100%相对湿度. 约 7 h

后, BLS 形成. 收集 20~30 个成形的 BLS 并转至新的

超低吸附细胞培养皿, 相同条件下培养, 每 2.5天换培

养液 1 次 . chES 细胞培养液成分 : 高糖 DMEM 

(Invitrogen), 20%胎牛血清(fetal bovine serum, FBS; 

Invitrogen), 1 mmol/L -巯基乙醇(-mercaptoethanol, 

Sigma), 2 mmol/L L-谷氨酰胺(L-glutamine, Invitrogen), 

1× 非必需氨基酸(non-essential amino acids, Invitrogen), 
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1×chES 细胞核苷酸(ES cell nucleotides, Millipore),  

1 mmol/L 丙酮酸(pyruvate, Invitrogen)和 2× 10
6 

U 人用

LIF(hLIF, ESGRO). 除未添加人用 LIF, 分化培养液

成分与 chES 细胞培养液基本相同.  

1.2  核糖核酸提取和实时聚合酶链反应(RT-PCR) 

提取 BLS, 鸡 X 期胚盘, 鸡胚胎成纤维(primary 

chicken embryo fibroblast, CEF)细胞及成年雌鸡肝脏

总 RNA. 提取方法参照试剂盒(Ambion)说明书. 分

光光度计 260 nm 测定提取的总 RNA 质量. 利用试剂

盒(Superscript first-strand synthesis system, Invitrogen)

将 2 µ g RNA 进行反转录. 以反转录 cDNAs 为模板特

异性引物(表 1)进行 PCR 扩增. 基因表达量的相对差

异用试剂盒(Platinum
®
 SYBR

®
 Green qPCR SuperMix- 

UDG, Invitrogen), 实时定量 PCR 仪测定 (BioRad, 

Munich, Germany). 所有实验重复 3 次.  

表 1  引物序列 

基因名称 序列 GeneBank 登录号 

Glut1 5′ GCA ATG AGG AGA ACA AAG 3′ 

5′ ACA ATA AAC CAA GGG ATG 3′ 

NM_205209 

Gys 5′ GGT GAA GGA GAA GTT TGG 3′ 

5′ CAT AGT AGG AGG GGA AGA C 3′ 

AB 090806 

Hk1 5′ CTT CAC CTT CTC CTT CCC 3′ 

5′ ACC TCC TTG ACG ATG ATG 3′ 

AB 083369 

 

Pcx 5′ CGC ATC CGT GGT GTA AAG 3′ 

5′ AGC AGG TTG GGC AGG TAG 3′ 

NM 204346 

Pck2 5′ GGA TGA GCC CAC GGA G 3′ 

5′ CCC AGC CAG GAG GTG TAG 3′ 

XM 001236575 

Pfk 5′ GGT GCT GAT GCT GCC TAC 3′ 

5′ ATC CTC TTT TGC CTG ACG 3′ 

AB 061205 

Tert 5′ GAG CGA AGT CAT CAC AAG 3′ 

5′ GCA CAT AGT CAA GCA AGC 3′ 

NM_001031007 

Bmp5 5′ ACC TCA CAG ACC CAG ACC 3′ 

5′ TTC CTT GTA GTG CCT TCG 3′ 

NM 205148 

T 5′ TCG CAG TTA GGT AGT TGG 3′ 

5′ GCA GGC AGA GGA GTT ATC 3′ 

U 67086 

Vil1 5′ CTC AAC AGT GCC CTC AAG 3′ 

5′ CCA TCA TCC ACC ATC TTC 3′ 

J 03781 

Cxcl12 5′ CAG CCT GAC TTA CCG ATG 3′  

5′ CCC CAG CAC AGA TAC TTT AG 3′ 

NM 204510 

Isl1 5′ ATA TTC TGA GGG TTT CTC CG 3′ 

5′ ACT CGA TGT GGT ACA CCT TG 3′ 

NM_205414 

Gapdh 5′ AGA ACA TCA TCC CAG CGT CC 3′ 

5′ CAG CAG CAG CCT TCA CTA CC 3′ 

NM_204305 

1.3  细胞染色 

收集 BLS 于磷酸盐缓冲液(phosphate buffered 

saline, PBS; Invitrogen), 新鲜 PBS 冲洗, 冷的 4%多

聚甲醛固定 15 min. BLS 细胞在 0.1%曲拉通 X-100/ 

PBS(Triton X-100/PBS)中透化 10 min 后, 用 PBS 冲

洗 3次, 每次 5 min. 碱性磷酸酶(alkaline phosphatase, 

ALP)染色: 将固定并透化处理的类囊胚在 ALP 染色

液(100 mmol/L NaCl, 100 mmol/L Tris-HCl pH 9.5, 5 

mmol/L MgCl2, 1 mg/mL NBT 6.6 L, 0.1 mg/mL 

BCIP 3.3 L; Bio-Rad)中 37℃避光孵育 30 min. 过碘

酸希夫氏(periodic acid schiff, PAS)染色: 将固定并透

化处理的 BLS 在 periodic acid 染液中孵育 5 min, 然

后在 schiff 染液中常温避光孵育 30 min. SSEA 1 免疫

荧光染色: 经固定并透化处理的 BLS 在 1%牛血清白

蛋白(bovine serum albumin, BSA; Sigma)中常温封闭

30 min, 然后在 FITC 标记的 SSEA1 单克隆抗体稀释

液(抗体原液用 1%的 BSA/PBS 100 倍稀释)中 4℃避

光孵育过夜. PBS 清洗, BLS在赫斯特荧光染料 33342 

(Hoechst 33342, Sigma)染液中避光染色 10 min. 所有

BLS 染色样品漂洗后封片. ALP 染色或 PLS 染色标本

在 Leica 倒置显微镜下观察 . SSEA 1 染色标本在

Leica CTR MIC 倒置荧光显微镜下观察. 激发滤片

495 nm 观察 SSEA-1 抗体荧光, 351~363 nm 波长观

察 Hoechst33342 荧光.   

1.4  透射电子显微镜 

用 4%戊二醛 4℃预固定 BLS 4 h. 0.1 mol/L PBS 

(pH 7.2)4℃冲洗样品 2 h, 1%OsO4 4℃ 固定 2 h, 0.1 

mol/L PBS(pH 7.2)4℃冲洗样品 15 min. 30%, 50%, 

70%, 80%, 90%, 95%, 100%的乙醇逐级脱水后, 环氧

树脂包埋样品. 包埋完毕的样品放入烘箱聚合, 聚合

的时间和温度分别为 37℃, 12 h; 45℃, 12 h; 60℃, 48 

h. 用超薄切片机(LKB, 8800Ⅲ)将聚合好的组织块切

割成半薄与超薄切片. 用铜网沾上切下的超薄切片, 

醋酸铀与柠檬酸铅染色. 最后用电子显微镜对 BLS

进行超微结构观察.  

1.5  细胞死亡计数 

为统计细胞的死亡率 , 分别对死活细胞进行染

色. BLS 用 PBS 清洗后, 10 g/L 碘化丙啶(propidium 

iodide, PI; Sigma) 37℃避光染色 20 min, PBS 洗涤 2

次, 10 g/L Hoechst 33342 4℃避光染色 10 min. PBS
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清洗, 最后将 BLS 置于载玻片上, 用盖玻片压片, 荧

光显微镜下观察, 照相. PI通过 540 nm光激发呈红色

荧光, Hoechst 33342 通过 340 nm 紫外光激发呈蓝色

荧光. 然后用 Image-Pro Plus 5.0(Media Cybernetics, 

Inc)软件系统分别对死亡细胞(红色荧光)和活细胞(蓝

色荧光)分别计数, 死亡率的计算为红色荧光的细胞

数除以蓝色荧光的细胞数.  

1.6  数据分析 

所有数据分析用 SAS V8 统计分析系统(SAS 

Institute, Cary, NC), 单因素方差分析及 Dunnett 检验

完成.  

2  结果 

2.1  chES细胞鉴定 

BLS 细胞具有 chES 细胞的特征[38]
. 为确定经培

养数日后 BLS 细胞仍能保持 chES 细胞的特性, 对培

养 7 天的 BLS 进行 chES 细胞鉴定.    

(1) chES 细胞表面抗原检测.  利用荧光标记的

SSEA-1抗体检测 chES细胞特异性表面标志, 结果显

示 BLS 细胞表面抗原呈阳性(图 1(A)(a)), 而未加抗

体的空白对照呈阴性(图 1(A)(d)).  

(2) ALP 染色.  BLS 呈现较强的 ALP 阳性反应

(图 1(B)(a)), 空白对照呈阴性(图 1(B)(b)).  

(3) 端粒酶检测.  利用端粒酶反转录酶(chicken 

telomerase reverse transcriptase, Tert)基因表达量的相

对高低鉴定BLS细胞端粒酶的含量, RT-PCR 结果显

示, BLS 细胞表达较高水平的 Tert, 其表达量显著高

于鸡Ⅹ期胚盘(XE)与 CEF 细胞(P<0.05, 图 1(C)和

(D)).  

综合上述 3 项结果, BLS 细胞在长期培养后仍能

维持 chES 细胞的特性.  

2.2  chES细胞的分化 

chES 细胞可经维甲酸(retinoic acid, RA)诱导分

化或通过形成胚样体(embryonic bodies, EBs)自发分

化[9,36]
. 早期研究将 BLS 置于组织培养皿, 分化培养

液中培养, BLS 经短暂的悬浮生长后, 48 h 内贴壁生

长. 经过 1 周, 免疫荧光染色显示, BLS 细胞分化为

神经细胞[38]、血管内皮细胞和肌肉细胞(结果未发表). 

此次对分化培养悬浮期 BLS 细胞的分化程度进行了

测定. ALP 染色显示, 无 LIF 支持的 BLS 细胞在悬浮

培养前 12 h 仍保持 chES 细胞特性(图 2(A)), 24 h 

 

 

图 1  chES 细胞鉴定 

(A) 培养 7 天的 BLS 表面抗原 SSEA1 免疫荧光检测. (a)和(d): FITC 标记的 SSEA-1 抗体免疫荧光, 其中(d)为空白对照; (b)和(e): Hoechst 

33342 荧光染色(a)和(d)的细胞核(蓝色); (c)和(f) 合并后的图片; (B) ALP 染色. (a) BLS 细胞 ALP 阳性(紫色); (b) 空白对照; (C) RT-PCR

检测 BLS 表达 Tert 基因的高低, Gapdh 持家基因的表达为内参; XE: 鸡 X 期胚盘细胞; chicken BLS: 鸡类囊胚; CEF: 鸡胚胎成纤  

维细胞. * 示差异显著(P<0.05) 
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后部分细胞开始分化(图 2(B)), 36 h 后绝大部分细胞

分化(图 2(C)). LIF 支持下的对照组 BLS 细胞在超低

吸附细胞培养皿中悬浮培养 36 h 内无任何分化迹象

(图 2(D)~(F)). 通过对基因表达的分析可以了解细胞

的分化程度, 从而测定了无 LIF 支持下, BLS 悬浮培

养 36 h 内, 鸡 Tert 基因以及早期内、中和外胚层标

志性基因的表达谱(图 3). Tert 基因的表达在 24 h  

后显著下调 (P<0.05). 原始内胚层标志基因 villin 

1(Vil1), 培养 12 h 后表达, 24 h 后显著上调(P<0.05). 

原始中胚层标志基因 brachyury(T)培养 24 h 后表达. 

中胚层分化的心脏细胞标志基因  LIM/homeodo- 

main(Isl1)分化前 12 h 已表达 , 24 h 后显著上调

(P<0.05). 背脊中胚层分化细胞的标志基因 bone 

morphogenetic protein(Bmp)5 分化 12 h 后表达, 到 24 

h 显著上调 (P<0.05). 内胚层标志基因 chemokine 

(C-X-C motif) ligand(Cxcl)12, 前 12 h 持续表达, 24 h

后显著上调表达(P<0.05). 相反, 没有探测到任何上

述 3胚层标志基因在有 LIF支持并且悬浮培养的 BLS

细胞中表达. 基因表达谱分析显示, BLS 细胞分化

12~24 h 期间, 来自 3 个胚层的标志基因均有所表达.  

2.3  未分化 chES细胞内存贮大量卵黄和糖原颗粒 

有研究报道, 分裂期鸡胚胎细胞中富含卵黄颗

粒和糖原[11,14]
. 为探测未分化 chES 细胞是否具有与

早期分裂期胚胎细胞相似的特性, 对 chES 细胞培养

和分化培养的 BLS 细胞分别进行了超微结构分析. 

透射电子显微镜观察表明, 未分化 chES 细胞核大(图

4(A)~(C), 箭头), 胞质中富含卵黄颗粒和糖原等能量

储存物质. 卵黄颗粒直径在 0.2~2.3 m 不等, 其数量

随着细胞培养而减少, 成分也随着细胞培养而变化

(图 4(A)~(D), 箭头). 卵黄颗粒在电子显微镜下观察

由电子致密结构(图 4(A), 箭头)转变为半致密半疏松

结构(图 4(B), 箭头), 并最终成为电子疏松结构(图

4(C), 箭头), 表明卵黄颗粒经历了富含蛋白阶段、蛋

白部分降解脂肪暴露阶段、蛋白完全降解成为脂肪滴

的动态变化. 这些富含蛋白的卵黄颗粒或脂肪滴有

时位于线粒体附近, 有时直接与线粒体结合(图 4(D), 

箭头), 显示卵黄蛋白可能被用于转化能量 . 由于分

化中的 chES 细胞同样存在此现象, 说明卵黄蛋白的

降解和消耗与 chES 细胞的分化程度无关. 糖原颗粒 

(图 4(E), 三角形)多区域性聚集(图 4(E), 箭头)在未 

 

 

图 2  ALP 染色检测分化中的 BLS 细胞 

(A)~(C) ALP 染色检测无 LIF 支持下培养 12, 24 和 36 h 时的 BLS. (A) 12 h, BLS 的所有细胞呈阳性(紫色); (B) 24 h, 小部分 BLS 细胞呈染

色阳性(箭头); (C) 36 h, 零星细胞染色阳性(箭头); (D)~(F) ALP 染色检测 LIF 支持下培养 12, 24 和 36 h 时的 BLS, BLS 内所有细胞均呈 

阳性 
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图 3  BLS 分化基因的表达追踪 BLS 的分化 

为追踪分化培养的BLS在悬浮期的分化状况, RT-PCR检测BLS分化培养 7, 12, 24和36 h Tert 早期内胚层标记: Vil1; 原始中胚层标记: T; 

中胚层来源心脏细胞标记: Isl1; 中胚层来源背脊细胞标记: Bmp5; 外胚层标记: Cxcl12 基因的表达. 其中 X 期胚盘细胞(XE)作为分化起  

始. Gapdh 基因的表达作为内参. * 示差异显著(P<0.05) 
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分化 chES细胞的胞质中, 而分化 chES细胞中糖原颗

粒聚集区的数量明显少于未分化 chES 细胞. 为进一

步验证, 对 chES 细胞培养和分化培养的 BLS 细胞分

别进行 PAS 染色, 结果表明 LIF 支持下的 BLS 细胞

在培养 36 h 内全部呈现染色阳性(图 5(A)~(C)), 而无

LIF 支持的 BLS 细胞 24 h 后开始出现 PAS 染色阴性

(图 5(E)和(F)). 该染色证实了未分化 chES 细胞富含

糖原, 一旦启动分化, chES 细胞糖原含量显著减少. 

2.4  未分化 chES细胞以糖原生成为主的代谢特点 

上述结果显示, 未分化 chES 细胞具有储存糖原

的性质, 意味着未分化 chES 细胞可能具有独特的能

量代谢方式. 为探求未分化 chES 细胞能量代谢的特

点, 分别对不同代谢途径中限速酶的基因表达进行

了分析.  

针对糖酵解和糖原生成途径, 利用 RT-PCR比较

ALP 阳性 BLS, ALP 阴性 BLS, X 期胚盘以及 CEF 细

胞之间的糖转运蛋白(glucose transporter protein type 

1, GLUT1)、己糖激酶(hexokinase 1, HK1)、糖原合成

酶(glycogen synthase, GYS)、磷酸果糖激酶(phospho- 

fructokinase, PFK)的相对表达量高低(图 6). ALP 阳性

BLS细胞和Ⅹ期胚盘中 GLUT1 和 PFK的表达量显著

低于 CEF 细胞(P<0.05), 而 ALP 阴性 BLS 细胞 

GLUT1 和 PFK 的表达却高于 CEF 细胞, 说明未分化

chES 细胞及Ⅹ期胚盘细胞的糖酵解率低于正常细胞

和分化的 chES 细胞; ALP 阳性 BLS 细胞 HK1 的表达

显著高于 CEF 细胞和 ALP 阴性 BLS 细胞(P<0.05), 

表明未分化 chES 细胞将更多的葡萄糖转化为 G6P. 

文献报道 G6P 的增加能够在转录水平促进 Glut-1, 

PFK 等糖酵解相关基因的表达 . 而上述结果显示 , 

Glut-1, PFK 基因低水平表达, 表明 G6P 生成后并未

在胞质中积累; ALP 阳性 BLS 细胞 GYS 基因的表达

显著高于 CEF 细胞(P<0.05), 表明未分化 chES 细胞

中大量生成的 G6P 被用于糖原合成. 相反, ALP 阴性

BLS 细胞 GYS 的表达与 chES 细胞相比没有显著差

异; X 期胚盘细胞中 HKI 和 GYS 的表达与 ALP 阳性

BLS 细胞相似.  

以上结果说明, 未分化 chES 细胞主要以糖原生

成为主要糖代谢途径, 而 chES 细胞一旦启动分化, 

糖原生成的糖代谢逐渐被糖酵解取代.  

针对糖异生途径, RT-PCR测定了ALP阳性BLS, 

ALP 阴性 BLS, X 期胚盘及禁食雌鸡肝脏之间丙酮酸

羧化酶(pyruvate carboxylase, PCX)和线粒体磷酸烯

醇式丙酮酸激酶(itochondrial phosphoenolpyruvate 

 

 

图 4  未分化 chES 细胞超微结构 

BLS 于 chES 细胞培养液中培养, 随时间延长对 BLS 细胞进行透射电子显微镜观察. (A)~(C) 未分化 chES 细胞中的卵黄颗粒随培养而变

化. (A) 7 h 时的卵黄颗粒为电子致密体(箭头); (B) 24 h 的卵黄颗粒为半致密半疏松的结构(箭头); (C) 36 h 的卵黄颗粒为电子疏密的结构

(箭头); 细胞呈现较大的细胞核(三角形); (D) 卵黄颗粒或结合于线粒体(三角形)或位于线粒体附近(箭头); (E) 糖原聚集糖原区(箭头), 其 

中散在数个糖原颗粒(三角形) 
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图 5  PAS 染色检测 BLS 细胞内糖原变化 

(A)~(C) PAS 染色显示无 LIF 支持的 BLS 细胞随着培养糖原发生变化. (A) 12 h BLS 所有细胞 PAS 染色阳性(红色); (B) 24 h BLS 细胞逐

渐呈现染色阴性; (C) 36 h 大量 BLS 细胞呈现染色阴性. * 示染色呈阳性区域. (D)~(F) PAS 染色显示 LIF 支持的 BLS 细胞随着 

培养在 12 h(D), 24 h(E)及 36 h(F)时糖原发生的变化. n 示检测的 BLS 数 

 
 

 
 

 

图 6  糖酵解和糖原合成代谢途径中相关基因表达的检测 

RT-PCR 检测糖酵解相关基因 Glut 1, Pfk 和 Hk1 及糖原合成限速

酶 Gys 的表达. Gapdh 基因表达作为内参. XE: 鸡 X 期胚盘; U: 

ALP 阳性 BLS; D: ALP 阴性 BLS; CEF: 鸡胚胎成纤维细胞.  

* 示差异显著(P<0.05) 

carboxykinase, PCK2)相对表达量的高低(图 7). ALP

阳性 BLS 和 X 期胚盘不表达 PCK2 与 PCX; ALP 阴

性 BLS 表达 PCK2 与 PCX, 但其表达量显著低于禁

食雌鸡肝脏(P<0.05). 结果表明, 未分化 chES 细胞

无糖异生代谢.  

 

 

图 7  糖异生途径中相关基因表达的检测 

RT-PCR 检测糖异生途径中相关基因 Pck2 和 Pcx 的表达. Gapdh 基

因的表达作为内参. XE: 鸡 X 期胚盘; U: ALP 阳性 BLS; D: ALP 阴

性 BLS. * 示差异显著(P<0.05) 
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2.5   加入外源性 G6P可减少 chES细胞的死亡 

chES 细胞的培养液多以葡萄糖作为主要能量物

质, 丙酮酸作为辅助能量物质[1,2,9,36]
, 而上述实验通

过对 chES 细胞能量代谢的研究发现, 葡萄糖并不是

未分化 chES细胞的主要能量物质. 因此对用 chES培

养(UC, 葡萄糖作为主要能量物质)和分化培养(DC, 

葡萄糖作为主要能量物质)的 BLS 进行了量化的细胞

死亡检测. BLS 细胞用 Hoechst 33342 和 PI 双染色后

统计死亡细胞和总细胞数 , 以活细胞数除以总细胞

数计算死亡率(mortality rate, MR). UC 组 7 h 平均 MR

为(3± 1)%, 到 36 h 增加到(57± 5)%. DC 组 7 h 平均

MR 为(2± 1)%, 36 h 内仅增至(15± 1)%(图 8). 结果表

明, 未分化 chES 细胞在以葡萄糖为主要能量物质的

培养液中大量死亡.  

为检测是否可以通过添加外源性能量物质来减

少 chES 细胞在培养过程中的死亡, 在 chES 培养基中

分别添加 ATP, G6P, 葡萄糖或丙酮酸, 并以不添加

任何能量物质为对照, 检测培养 7, 12, 24 及 36 h, 

chES 细胞的死亡状况. 在正式实验前, 绘制标准曲

线以测定 ATP, G6P, 葡萄糖或丙酮酸的最佳作用浓

度, 并以最佳作用浓度进行正式实验 . 正式实验中

(图 9(A)), 对照组平均 MR 在 36 h 内由(2.5± 1)%上升

到(55± 3)%, 添加了 5 mmol/L G6P 后, 实验组 36 h 平

均 MR 与对照组相比下降了 77%(P<0.05). ALP 染色

显示, 此期间 BLS 细胞保持高水平的 ALP 活性. 用

高浓度葡萄糖(35 mmol/L)、高浓度丙酮酸(5 mmol/L)

或 ATP(2 mmol/L)处理的实验组与对照组相比平均

MR 没有显著差异. 采用相同实验检测了分化培养的 

 

 

图 8  BLS 体外培养细胞死亡检测 

(A) BLS 在 chES 培养液(UC)中培养 7, 12, 24 和 36 h 时, BLS 内细胞 Hoechst 33342 和 PI 双染色合并后图像, 三角形指示 Hoechst 33342

所染活细胞(蓝色), 箭头指示 Hoechst 33342 和 PI 双染的死细胞(粉色); (B) BLS 在 chES 培养液(DC)中培养 7, 12, 24 和 36 h, BLS 内细胞

Hoechst 33342 和 PI 双染色合并后图像; (C) BLS 随培养细胞死亡率的变化. n 示检测的 BLS 数量 
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BLS 在培养过程中细胞的死亡情况(图 9(B)). 结果显

示, 未添加外源能量物质的、分化中的 chES 细胞 36 h

内平均 MR 由(3± 1)%上升到(14.5± 2)%, 而添加 G6P 

(5 mmol/L), 高浓度葡萄糖(35 mmol/L), 高浓度丙酮

酸(5 mmol/L)或 ATP(2 mmol/L)并没有减少平均 MR.  

3  讨论 

通过上述对 chES 细胞能量代谢的研究发现: (1) 

未分化 chES 细胞通过不断将进入细胞内的葡萄糖合

成糖原而维持细胞内较高的糖原水平 , 由此引起代

谢中间产物 G6P 的大量消耗 ; 与此同时 , 未分化

chES 细胞并不能像子宫期卵裂胚胎细胞那样将储存

在细胞内的卵黄颗粒通过糖异生转化为 G6P, 而是

被降解生成丙酮酸, 致使细胞内 G6P相对不足, 引起

未分化 chES 细胞的死亡; (2) chES 细胞一旦启动分化, 

胞质内糖原逐渐减少 , 糖原合成为主的糖代谢逐渐

被糖酵解取代, G6P 相对不足的状况得到改善. 该结

果显示, 细胞内糖原水平的高低可反映 chES 细胞的

分化程度 , 而添加外源性 G6P 可以减少体外培养

chES 细胞的死亡.  

鸡早期胚胎细胞能量代谢以糖原合成和糖原分

解为主, 储存在胚胎细胞胞质中的卵黄颗粒通过糖

异生作用将卵黄蛋白转化为糖原 , 而糖原分解则为

细胞分裂、紧密化、迁移等细胞活动提供能量[4,11,14]
. 

本研究发现, 进入未分化 chES 细胞的葡萄糖并没有

经过糖酵解途径为细胞供能 , 而是转化为糖原储存

在细胞中, 这些糖原不被分解代谢 , 从而使未分化

chES 细胞内的糖原始终维持在较高水平. 由于未分

化 chES 细胞细胞周期短, 生长迅速, 糖原合成可能

直接与细胞分裂有关. 早期文献[14,39~41]报道, 胚胎分

裂期细胞或癌细胞等增殖旺盛的细胞中 , 糖原颗粒

紧密结合于核鞘、内质网和环纹板等细胞器上, 随后

又有文献[42~46]报道糖原出现在细胞核内 . 而近期在

研究非洲爪蟾(Xenopus laevis)卵裂期胚胎细胞时发

现, 糖原不但是新细胞核合成的材料, 而且直接催化

新细胞核的合成[47,48]
. 由此推断, 未分化 chES 细胞

需要储备大量的糖原来维持其快速的细胞分裂 . 尽

管还没有直接的证据证明此推断 ,  但本研究发现 , 

chES 细胞启动分化后, 糖代谢由糖原合成转变为糖

酵解, 细胞储存的糖原大量减少, 并且糖原开始减少

的时期几乎与 chES 细胞开始表达分化基因的时间相

吻合(分化培养 12~24 h). 细胞分化常伴有细胞增殖

减缓, 细胞周期静止于 G0 期可为细胞分化提供条

件[49~52]
, 上述结果可以解释为分化中 chES 细胞因细

胞增殖放缓而减少了对糖原的需求 , 并逐渐停止糖

原合成. chES 细胞完成这种转化需要借助蛋白连同

其所在信号转导通路来完成 , 并且该蛋白既能调控

细胞增殖与分化, 又能调控能量代谢. 丝氨酸/苏氨

酸蛋白激酶家族的糖原合成酶激酶 3 (g ly co g en 

synthase kinase 3, GSK3)和其所在的 phosphoinositide 

3-kinase(PI3K)/Akt/GSK3 信号转导可能参与此调控. 

因为 GSK3 作为 PI3K/Akt 通路的下游蛋白参与调控

细胞增殖与分化[53~55]
, GSK3 又通过直接封闭其作用

底物糖原合成酶(glycogen synthase, GYS)来调控糖原

合成[56]
. 虽然此次研究不能充分解释糖原颗粒在未 

 

 

图 9  外源性能量物质的添加对 chES 细胞死亡的影响 

(A) BLS 在 chES 培养液基础上(U)分别添加 G6P, 葡萄糖(glucose), ATP 及丙酮酸(pyruvate)后在培养 36 h 内细胞死亡率的变化; (B) BLS 

在 chES 培养液基础上(D)分别添加 G6P, 葡萄糖, ATP 及丙酮酸后在培养 36 h 内细胞死亡率的变化 
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分化 chES 细胞中扮演的角色, 但发现了糖原水平的

高低直接与 chES 细胞的分化程度相关, 即未分化

chES细胞胞质内糖原水平高而已分化 chES细胞糖原

水平低. 进一步深入研究未分化 chES 细胞中糖原颗

粒的作用 , 需要实时了解细胞在增殖和分化两种状

态下糖原转运的动态过程.  

文献报道 chES 细胞在培养过程中因细胞分裂可

造成胞质内卵黄颗粒数量的减少 [9,10]
. 本研究发现, 

chES 细胞能够利用卵黄颗粒中的蛋白成分. 有以下

证据支持此结论: (1) 电子显微镜观察发现, chES 细

胞培养过程中卵黄颗粒发生实质性变化, 即由富含

蛋白的电子致密物质转变为完全由脂肪组成的电子

疏松物质; (2) 超微结构分析发现, 卵黄颗粒有时直

接与线粒体结合, 有时位于接近线粒体的部位. 对非

洲爪蛙卵裂期胚胎细胞的研究表明, 卵黄蛋白降解

后部分氨基酸被转化为苹果酸 , 进而在线粒体中转

化为丙酮酸[57]
. 因为糖酵解率较低, 这些由卵黄蛋白

转化而来的丙酮酸成为未分化 chES 细胞中丙酮酸的

主要来源. 细胞在糖酵解率低的情况下, 通常会将丙

酮酸转化为磷酸烯醇式丙酮酸并转送出线粒体由糖

异生途径生成 G6P
[57]

. 本研究中未分化 chES 细胞没

有糖异生代谢 , 丙酮酸在糖酵解率低的情况下不能

被转化为 G6P, 而是在线粒体内直接进入三羧酸循

环代谢产能. 由此可见, 卵黄蛋白是体外 chES 细胞

内源性丙酮酸的来源和主要供能物质.  

本实验发现, 在体外培养和维持 chES 细胞特性

的过程中细胞大量死亡, 而 BLS 本身并不是造成

chES 细胞死亡的原因, 因为在将 BLS 置于分化培养

液中培养时细胞死亡数显著减少. 在 chES 细胞培养

液中添加外源性能量物质或能量底物时发现 , 只有

添加 G6P可以显著抑制细胞的死亡, ATP或其他能量

底物如高浓度葡萄糖和高浓度丙酮酸没有效果 . 对

非洲爪蛙胚胎细胞和卵母细胞的研究发现 , 如果不

能保证进入磷酸戊糖途径 G6P 的水平, 将会间接激

活 caspase-2引起细胞凋亡, G6P因而在细胞中传递着

抑制细胞死亡的信号[58]
. 由此推断, 未分化 chES 细

胞中内源性的 G6P 不能达到抑制其死亡的水平. 原

因是大量糖原合成快速消耗 G6P, 而 G6P 不能及时

从糖异生途径获得补充 ,  导致进入磷酸戊糖途径

G6P 的相对不足, 激活细胞死亡途径. 细胞死亡随

chES 细胞分化和糖原合成的减少而缓解的证据进一

步证实了此推断. 综上所述, 体外培养 chES 细胞时,  

 

 

 

图 10  未分化 chES 细胞能量代谢特点 
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添加外源性的 G6P 可缓解由于内源性 G6P 相对不足

引起的细胞死亡.  

本研究结论建立在前期构建的 chES 细胞培养体

系上, 由于用类囊胚方法培养的 chES 细胞不能长期

传代, 所以该结果是否能在长期传代后(传代 10 代以

上)的 chES 细胞中应用尚需进一步验证.  

本实验发现了 chES 细胞在体外培养时的一些代

谢特点(图 10), 而正是这些特点引起 chES 细胞在现

有培养条件下的大量死亡, 进而提出改善 chES 细胞

存活率的建议. 另外通过比较 chES 细胞在未分化与

分化两种状态下能量代谢的变化, 认为 chES 细胞可

以用来研究信号转导途径中调控能量代谢的通路与

调控细胞增殖和分化的通路之间的关系.  

进入未分化 chES 细胞的葡萄糖(glucose)被己糖

激酶 1(HK1)磷酸化为 6-磷酸葡萄糖(G6P). G6P 在糖

原合成酶(GYS)的催化下迅速用于糖原(glycogen)合

成. 只有小部分 G6P 进入糖酵解途径产生少量丙酮

酸(pyruvate)或进入磷酸无糖途径(PPP)转化 NAPDH. 

部分由卵黄蛋白分解而来的氨基酸(amino acids)在线

粒体内被转化为丙酮酸, 这些丙酮酸直接进入三羧

酸循环(krebs cycle)产能, 为未分化 chES 细胞提供能

量, 进而保证细胞的有效存活与增殖.  
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