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猪多能干细胞建系技术规范


1  范围
本标准规定了猪多能干细胞系建立的一般要求和建系流程。

本标准适用于猪多能干细胞建系。

2 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。
2.1 干细胞 stem cell

指同时具有自我更新和分化能力的细胞。

2.2 胚胎干细胞 embryonic stem cell
胚胎干细胞是从早期胚胎或原始性腺中分离出来的一类细胞，它具有体外无限增殖、自我更新和多向分化的特性。

2.3 诱导多能干细胞 induced pluripotent stem cell
通过体细胞重编程技术在体外获得的具有类似胚胎干细胞特性的一类干细胞。
2.4 核移植胚胎  nuclear-transferred embryo

通过显微操作，将细胞注射到去核卵母细胞中，体外培养发育成的胚胎。

2.5 孤雌胚胎 parthenogenetic activated embryo

指处于第二次减数分裂中期的成熟卵母细胞不经精子受精作用，而在某些理化因素的刺激下发生卵裂发育成的胚胎。 
2.6 体外受精胚胎 in vitro fertilized embryo

    精子和卵子在体外人工控制的环境中完成受精而发育成的胚胎。
2.7 初始态 naïve-state

能够实现生殖系嵌合发育或者四倍体嵌合能力的多能干细胞所具有的多能性状态。
2.8 激发态 primed-state

具有体外自我更新和三胚层分化能力但不具有生殖系嵌合发育或者四倍体嵌合能力的多能干细胞所具有的多能性状态。
2.9 拟胚体 embryoid body

    将多能干细胞在体外悬浮培养形成的具有内、中、外三个胚层祖细胞的细胞聚集体。
2.10 畸胎瘤 teratoma

    来源于多能干细胞，含有内、中、外三个胚层组织成分的肿瘤。
2.11 嵌合体动物 chimera

将多能干细胞注射到早期胚胎中，细胞能够嵌合到胎儿的各个器官、组织或者生殖腺。
2.12 四倍体补偿 tetraploid embryo complementation

多能干细胞与四倍体胚胎发育潜能相互补偿，能够获得完全由多能干细胞发育而来的动物个体的技术。
2.13 饲养层细胞 feeder cell

指经过特殊处理失去分裂增殖能力的细胞，单层铺在培养皿表面，用来支持多能干细胞和其它类型细胞的体外培养。 
2.14 细胞冻存 Cell cryopreservation
    将细胞保存在低温环境中，使其暂时脱离生长状态但最大限度保持活性的细胞储存方法。

2.15 细胞复苏 cell thawing

     将保存在低温环境中的细胞解冻之后重新培养，使其重新恢复活力的过程。
3  分类
   根据多能干细胞的来源不同，可以分为胚胎干细胞和诱导多能干细胞。 
4  一般要求
4.1 伦理要求
4.1.1 干细胞的研究和生产应符合国家法律法规和行业要求。
4.1.2 干细胞的来源、胚胎获得方式要符合生命伦理道德规范。
4.2 质量要求
4.2.1 应建立包括但不限于细胞形态、多能性、遗传稳定性、标志物、分化潜能、代谢和生物学活性等质量检测指标。

4.2.2 应建立包括但不限于无菌试验、支原体检测、内毒素检测、外源致病因子检测、致瘤性检测等安全性检测指标。
4.2.3 应建立包括但不限于细胞来源、细胞状态、密度、生物特性、功能特性等记录指标，保证细胞的可追溯性。

4.3 人员要求
4.3.1 干细胞操作人员应具备相应的实验技术要求和扎实的理论基础，并定期参加考核和培训。
4.3.2 实验人员应穿着专用工作服，带好帽子和手套，并注意个人卫生清洁。
4.4 材料和环境要求
4.4.1 根究干细胞特性，应对温度、湿度和洁净度等操作环境条件进行控制。

4.4.2 培养基、生长因子和小分子应符合相应的质量要求。
4.4.3 使用动物血清时，应无特定动物源性病毒污染。

4.4.4 相应设备应满足干细胞研究和生产要求。

5. 猪多能干细胞建系技术要求
5.1 猪诱导多能干细胞建系

5.1.1 诱导方法的选择 见附件A
5.1.2 猪诱导多能干细胞克隆的挑取和细胞的传代培养
    应每日观察诱导后的细胞生长状况，克隆出现后，挑取边缘清晰、形态饱满的单克隆进行消化，并接种到饲养层细胞上进行培养。
5.2 猪胚胎干细胞建系
5.2.1 胚胎的选择 见附录B

用于猪胚胎干细胞建系的胚胎应选择高质量的体内胚胎或体外培养胚胎，体外培养胚胎可选择核移植胚胎、孤雌胚胎和体外受精胚胎。
5.2.2 源头细胞  见附录B

   根据细胞培养体系的不同可选择不同发育时期的胚胎细胞进行建系，如4-8细胞时期细胞、桑葚胚时期细胞、囊胚的内细胞团以及球形胚胎的上胚层细胞。
5.2.3 源头细胞的分离方法  

   可采用全胚接种、机械切割或酶消化的方法分离目的细胞。
5.2.4 细胞培养
将细胞接种在状态良好，密度适宜的饲养层细胞上，应每天观察细胞生长状态，及时更换新鲜培养基。培养基中应添加相应信号通路的小分子抑制剂或细胞因子。培养基、细胞因子和小分子应符合相应质量要求。使用动物血清时，应无特定动物源性病毒的污染。

5.2.5 细胞传代
    对原代克隆，可采用机械分割的方法进行传代；随着传代次数增加，细胞数量增多，细胞状态稳定后可用酶消化法进行传代。   
5.3 猪多能干细胞的质量控制
5.3.1 细胞形态特征鉴定
根据不同的培养体系，细胞可呈现两种不同的形态。一种为边界清晰，形态扁平，呈上皮样的Primed状态；另一种为细胞聚集增殖，排列紧密，克隆立体的Naïve状态。(如下图，图片来自中国农业大学韩建永实验室)
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5.3.2 碱性磷酸酶染色
    对猪多能干细胞进行碱性磷酸酶染色，细胞应呈AP阳性。
5.3.3 核型分析
猪多能干细胞应具有正常稳定的二倍体核型，包括18对常染色体和一对性染色体（XY）。
5.3.4 多能性基因的表达情况
猪多能干细胞应表达多能性基因POU5F1, NANOG, SOX2, KLF4, 多能干细胞表面特异蛋白标记SSEA-1, SSEA4。

5.3.5  X染色体激活
Naive状态的猪多能干细胞两条Ｘ染色体应处于活化状态, Primed状态的猪多能干细胞其中一条X染色体失活。

5.3.6 拟胚体的形成及分化能力检测

猪多能干细胞在体外悬浮培养时, 细胞应聚合形成拟胚体, 拟胚体贴壁培养后,能分化成内胚层、中胚层和外胚层三个胚层的细胞。 
5.3.7 畸胎瘤的形成
猪多能干细胞注射到免疫缺陷小鼠的皮下或肾囊中可在注射部位形成畸胎瘤实体，将畸胎瘤组织取出进行苏-木精伊红染色，能够观察到具有内胚层、中胚层和外胚层三个胚层的组织。
5.3.8 生殖腺嵌合能力
在猪的早期胚胎中注射猪多能干细胞后，注射的细胞应能够嵌合到胚胎；嵌合胚胎进行移植后，能够获得嵌合到胎儿包括生殖系在内的各个组织器官。

6 细胞冻存
细胞冻存时应进行梯度降温，最终保存在液氮中。冻存过程中应标明细胞名称，密度，状态，代次，日期，培养条件、操作者等信息。
7 细胞的复苏
细胞复苏应快速融化，最大限度保证细胞的活性和生物学特性。
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附录A
(规范性附录)

猪诱导多能干细胞诱导方法和源头细胞的选择
	诱导方法
	源头细胞
	参考文献

	逆转录病毒
	PEF
	(Esteban et al.,2009)

	慢病毒
	PEF
	(Ezashi et al.,2009)

	四环素可诱导的慢病毒体系
	PEF
	(Wu et al., 2009)

	睡美人转座子体系
	PEF
	(Kues et al.,2013)

	逆转录病毒+microRNA 模拟体
	PEF
	(Ma et al., 2014)


附录B

(规范性附录)

	胚胎来源
	胚胎时期
	饲养层细胞
	参考文献

	体内胚胎
	E5.5
	STO 
	(Evans et al.,1990)

	体内胚胎
	E5.5
	MEF
	(Chen et al.,1999)

	孤雌胚胎、IVF胚胎
	E5.5
	MEF
	(Brevini et al.,2010)

	体内胚胎
	E10.5-E12.5
	MEF
	(Alberio et al.,2010)

	SCNT 胚胎
	E7
	MEF
	(Vassiliev et al.,2011)

	IVF 胚胎
	E5.5
	MEF
	(Haraguchi et al., 2012)

	孤雌胚胎
	E6.5
	MEF
	(Jung et al., 2014)

	SCNT重构胚
	E6.5
	STO MEF
	(Siriboon et al.,2015)

	IVF 胚胎
	E5.5
	MEF
	(Zhang et al., 2019)


缩略语表
	英文名称
	英文全称
	中文名称

	ESCs
	Embryonic stem cell
	胚胎干细胞

	iPSCs
	Induced pluripotent stem cell
	诱导多能干细胞

	SCNT
	Somatic cell nuclear transfer
	体细胞核移植

	PA
	parthenogenetic activated
	孤雌激活

	IVF
	In vitro fertilized
	体外受精

	EB
	Embryoid body
	拟胚体

	STO
	Mouse embryo fibroblast
	小鼠胚胎成纤维细胞

	PEF
	Pig embryo fibroblast
	猪胎儿成纤维细胞

	MEF
	Mouse embryo fibroblast
	小鼠胎儿成纤维细胞
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