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M摘 要N 人胚胎干细胞的培养是了解人胚胎发育机制和实现治疗性克隆的前提O在人胚胎干细
胞建系和维持过程中6胚胎材料来源P内细胞团分离P扩增传代P冻存复苏等均为难点O从鼠源饲养
层P人源饲养层到无饲养层培养系统的发展6以及体细胞核移植技术平台的建立6奠定了治疗性克
隆的基础O

M关键词N 干细胞2胚胎2细胞分离2细胞培养2细胞系2综述文献
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人胚胎干细胞*=C89>D8TKU,>:F@GD8
FD;;637V1是一类具有体内和体外发育多潜能
性的细胞O由于人胚胎干细胞可以作为研究人
类疾病的模型和治疗性克隆的工具6因此将广
泛应用于人类发育生物学和医学治疗的研究6
是")世纪生物医学的一个热点M)5"NO至今为止6
在美国+W3网站上6登记的37V细胞系一共有

.&株6其中只有))株37V系正常6可供后期实
验使用*=GGH!I@GD8FD;;@4>:=4?,XLKD?:@GKUL1O
与Y7V相比M’N6由于37V在培养过程中存在增
殖慢6培养条件和稳定性要求高6操作难6易污
染6冻存复苏率低等问题6因此建立优化的培养
系统6提供大规模培养37V的技术是利用37V
的先决条件O现就37V建系及维持方法P胚胎
材料来源P饲养层等与培养系统相关的最新研
究进展进行综述O

Z 人胚胎干细胞系的建立及维持

37V起源于体外受精卵发育到囊胚期的
内细胞团*:>>DKFD;;89@@6W[Y1O常规脱带去
滋养层后6最终将W[Y 接种于饲养层上6.\)#
E待克隆增殖后6初步分离W[Y6再次接种于新
鲜饲养层上6继续传代M)NO由于37V的倍增时
间一般需要"$\."=6因此(\)#E才能传代)
次M$NO建系之初五代是37V生长的]瓶颈期 6̂

之后 37V增殖速度加快6生长活性增加M(NO
37V建系的标准包括体外传代的代数P克隆形
成能力P核型P碱性磷酸酶*S_‘1P特异性表面
分子抗原*VV7S%’PVV7S%$PaQS%)%0#PaQS%
)%&)16以及特异分子bFG%$P+9>,?等M)6$5(NO
常规37V的培养对血清的质量和批号要

求很高6血清中许多不明的生长因子对于37V
的自我更新具有决定性作用O为此6发展了无血
清培养体系O在无血清培养体系中6血清替代物

*@DKC8KDH;9FD8D>G6VQ1替换了血清6并添加$
>?L8;的碱性成纤维生长因子*T9@:Fc:TK,T;9@G
?K,JG=c9FG,K6Tded16这使得培养过程更稳
定6易操作O如果无Tded637V在"周内分化6
这说明Tded在37V的自我更新中有重要的作
用O但是6在血清存在条件下6Tded没有明显
作用M0NO至今没有单独利用血清替代物成功建
系的报道6可能建系之初需要血清中的多种成
分共同促进内细胞团的增殖并维持不分化状
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态!虽然"#$不能维持%&’的未分化状态(但
是多数建系的培养液中(仍然添加了至少)***
+的"#$(用以维持%&’的自我更新,-.!
在%&’的传代培养过程中(由于部分%&’

细胞自发分化(因此常利用机械法挑取不分化
的%&’细胞集落(将其划成小块传代,).!这种
传代方法低效率(长耗时(费人力(易污染(只适
合小规模的%&’培养,/.!然而也有利用中性蛋
白酶或胶原酶传代的,0.!最近(哈佛12345等
人成功建系的)/个细胞株(在建系之初的五代
利用机械划取法传代(但以后利用*6*07的胰
酶8&9:;酶解成功传代(这种方法学上的改
进(节省大量的时间和人力(推进了%&’的大
规模培养,-.!

%&’的冻存和复苏多数采用普通的梯度
冻存方法(冻存液为)*79<’=()*7>?*7的

$@’(剩余成分为%&’培养液,-(AB?.(高浓度的

$@’对于%&’的保护作用强!但是(常规冻存
方法的复苏率很低(通常只有)7>)*7!探索
最佳的冻存复苏方法(仍旧是%&’培养过程中
的一个难点!另外(由于双抗对于%&’细胞生
长有一定影响(为防止污染的发生(建立合适的
抗生素培养体系已成为大规模培养系统中的重

要环节!

C 胚胎来源及其质量控制

从当前的研究来看(发育到囊胚期的新鲜
优质胚胎成为获取%&’的主要材料,)(-(/BA.!李
涛等人认为高质量的囊胚才可能得到生长快速

的原代克隆并传代(建系机会高,)*.!但是(由于
受到伦理学上的限制(不能获取足够新鲜的受
精卵(严重阻碍了%&’的建系和研究!临床上
一般要选择形态和质量上级别最高的胚胎进行

人体移植(以获得高的妊娠率(滞缓发育的胚胎
通常丢弃!另外(每次取卵受精后(除了植入母
体的胚胎外(多余的胚胎被冻存起来(以备今后
之用(当冻存的胚胎不再需要时(也被丢弃!研
究人员利用这些不良或者多余的胚胎也成功建

立了%&’系!胚胎来源的扩展(避免了伦理学
的争论(为%&’的建系提供了材料!
C6D 冷冻复苏胚胎 EFGH4IJK等复苏体外受
精后 LJ冻存的 A细胞胚胎(利用连续培养体

系(培养到囊胚期(成功建系,)).!M4IN等复苏了

O*个冻存0年的卵裂期胚胎培养到囊胚(并复
苏了O*个囊胚期冻存的胚胎(分别建立了O个
和/个%&’细胞系,)O.!12345等人复苏了0A个
囊胚期冻存的胚胎(从中成功建成了0个%&’
细胞系P复苏了OAQ个Q>)O个细胞期的胚胎(
进一步培养到囊胚期(从中建立了)O个%&’细
胞系,-.!由此看来(复苏囊胚期胚胎建系的成功
率比复苏卵裂期冻存胚胎体外培养到囊胚期再

建系的成功率要高!
C6C 劣质胚胎 囊胚质量在#R$中是获得高
妊娠率的关键(一般把囊胚分成Q个等级()级
最好(Q级最差!从L级囊胚开始(内细胞团细胞
和滋养层细胞各自被再次分为 ;@1L个等

级,)L.!<4FK4S等从 )?个胚胎中获得了 -个

%&’细胞系(这-个细胞系均为级别在L11或
质量更差的囊胚中获得,)-.!在体外受精后(还
常常可以得到 )个或者 L个原核TUI25VGWXF(

MYZ的非整倍体受精卵(这些受精卵也不能用
于植入体内!’VKK等人培养了Q*个非整倍体受
精卵(其中 ?个发育到囊胚期(去除透明带后(
直接接种在鼠源饲养层上(Q个贴壁()个成功
建立%&’系,)0.!12345等人建系的)/个细胞
株(其中L个起源于即将丢弃的质量差的囊胚(
-个起源于一般级别的囊胚,-.!这显示了%&’
细胞系对囊胚的质量要求没有试管婴儿高(可
以利用废弃的胚胎作为获得%&’细胞的来源(
以避免伦理学上的冲突!
C6[ 体细胞起源胚胎 上海第二医科大学盛
慧珍等利用体细胞核移植技术TK2S4\FGGXWW
5VGWX4I\I45K]XI(’1Y:Z(将不同年龄人的体细
胞核转移到兔子的去核卵细胞中(在体外进一
步培养后(成功建立了具有自我更新和分化能
力的%&’细胞系,)Q.!卢光琇等人成功地将人供
体细胞核注射到人成熟卵母细胞中(卵母细胞
激活后(去除雌原核而保留体细胞核(经过体外
培养后(有少量核移植胚发育到囊胚阶段,)/.(
准备进一步建立%&’细胞系!韩国%345̂ 等人
也利用’1Y:技术(将体细胞核移植到人卵母
细胞中(成功建立%&’细胞系,)A.!这为治疗性
克隆的实现提供了技术平台!
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! 饲养层共培养系统

在体外细胞培养过程中"有的细胞其生长
和分化需要另一类细胞提供环境和生长因子"
即饲养层细胞#$%%&%’()*%’+%((,-.胚胎干细胞
的饲养层是指与胚胎干细胞共培养时"能模拟
体内附着环境"分泌各种因子"维持胚胎干细胞
自我更新状态的一类细胞.一般是经过丝裂霉
素/或0射线处理过后"失去分裂能力的单层
细胞.
!12 小鼠胚胎成纤维细胞#345,%%36’*478+
$86’46(),9,":;<-饲养层 :;<是最常用的

=;>的饲养层细胞?@"ABCD.:;<能分泌EF<等
多种细胞因子"EF<可以维持 :;>不分化状
态"但是EF<对=;>没有很大的作用?@D"所以现
在还不确切知道:;<分泌的哪一类生长因子
在维持=;>的自我更新.制作:;<的小鼠品
系可能也有关系"多数文献报道利用远交系或
杂交系的小鼠成功建系和维持=;>生长"例如

/G?@DHF/I?ADH昆 明 鼠?JDH/JKLMECN @OPL>Q
等?KD.=;>一旦建系后"可能对建系所用的

:;<品系具有一定的依赖性"因此保证:;<
的稳定性在=;>培养过程中非常重要.但是由
于:;<直接起源于小鼠胚胎"可能带来异种蛋
白或成为污染源"造成不易获得纯净=;>.
!1R >ST饲养层 >ST细胞是小鼠成纤维细
胞株"唯一@例=;U细胞系是利用>ST作为细
胞系建系的"并具有不可替代性"这可能与>ST
分泌某种特殊的生长因子有关?OD.韩国利用丝裂
霉素/处理的>ST细胞系作为饲养层"已经建
立了来源于体外受精后的新鲜囊胚?@PD和冻存复

苏受精卵生长到囊胚期的胚胎的 =;>系?@OD.
>ST是一个永久细胞系"比:;<更具有可操作
性和稳定性.但是由于>ST长期传代"变异性
高"因此其分泌细胞因子的能力可能下降.
!1! 人源饲养层 为了能在细胞治疗中应用

=;>"必须建立一个无鼠源的培养体系"用于防
止小鼠饲养层带来的各种病毒和支原体等交叉

污染.I8+V)’&,利用起源于:;<的=;>系"成
功维持在人胚胎肌肉细胞#V53)7$%9)(35,+(%"
<:-H胚胎表皮细胞#$%9)(,W87"<>-和成人输卵
管 上 皮 细 胞 #V53)7)&5(9$)((4X8)7956)(

%X89V%(8)(+%(("Y<S-上"已超过OZ代.同时还利
用@A周流产胎儿的<: 和人血清替换鼠源饲养
层和胎牛血清"添加胰岛素[转铁蛋白[硒U补充
成 分 #87,5(87[9’)7,$%’’87[,%(%7853 U ,5XX(%[
3%79-"成功建立了@株=;>细胞系"这种培养
体系减少了鼠源污染发生的可能"为大规模培养

=;>和直接应用于临床奠定了基础?@@D.
Y389等人利用胎牛血清"血清替代物和人

血清培养分别建立了人包皮细胞系"维持了AO
代以上.用其作为饲养层"添加血清替代物"成
功传代=;>JK代?PD.随后"=4Q)99)等利用商
品化的人包皮成纤维细胞系作为饲养层"从 J
个囊胚中建立了O个=;>细胞系?OZD.这些=;>
细胞系和起源于:;<的细胞系没有发现存在
任何差异.这说明利用人包皮成纤维细胞系完
全可以替代:;<"作为=;>的饲养层细胞"既
避免了鼠源的污染"也比:;<更稳定./V%7\
等人利用辐照后的人骨髓基质细胞#V53)7
3)’’4],9’43)(+%((,"V:>/,-在无血清条件
下对=;>进行扩增培养"传代@̂ 代后仍然维持
单一表型H分化潜能和正常核型"能表达>>;Y[
AHT+9[A等分子标记?O@D.
!1_ 无饲养层培养系统 利用饲养层培养有
其局限性"比如饲养层细胞和=;>之间相互复
杂的作用会掩盖外源因子对=;>的作用"而饲
养层细胞也可能由于逃避生长抑制而污染

=;>.另外"两种细胞的存在使得对=;>体外
增殖和分化发育的生化特性及分子生物学机制

的分析变得复杂.为了克服这种局限性"发展了
非饲养层培养体系"从而能大规模地培养=;>"
加快其临床应用.‘5等利用:)9’8\%(和层粘连
蛋白#()38787-作为外源胞外基质"添加 :;<
条件培养液"实现了无饲养层培养=;>"增殖了

@̂Z倍?OOD.Y389等人最近利用层粘连蛋白作为
胞外基质"添加 @Ja>I"以及 SU<bHEF<和

6<U<等多种生长因子"建立了=;>无动物培
养系统?ÔD.

_ 展 望

实现=;>的成功建系和大规模培养后的
临床应用"首先需要大量的胚胎.伦理学的限
制"使得人胚胎的获得成为难点.以前的研究表
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明囊胚质量越好建系越容易成功!但是研究者
尝试用质量不好的胚胎也成功建系!开阔了胚
胎材料来源的途径"但是在发育过程中!以这种
方式获得的 #$%细胞系是否和正常起源的

#$%细胞系完全一样!还有待今后的研究验
证"利用体细胞核移植技术建立#$%细胞系的
成功为治疗性克隆的实现提供了技术平台!但
是异种细胞核移植!是否会改变其发育过程!尚
待肯定"另外!#$%的培养过程和&$%的培养
过程相比!仍旧烦琐复杂!操作不便!还需进一
步明确维持#$%自我更新的分子机制!探索最
佳的传代和冻存方法!建立并推广成熟的#$%
无饲养层无血清培养系统"这些努力将会为

#$%临床上的广泛应用铺平道路"
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浙江大学申报yzz{国家自然科学基金项目获得可喜成绩

CDDv年我校在国家自然科学基金项目的申报工作中成绩显著"共批准各类基金项目ECF项"批
准经费MGFI万元|其中面上项目EDD项"批准经费ICID万元|重点}重大项目HD项"批准经费HGGD
万元|专项基金a项"批准经费II万元|杰出青年基金v项"批准经费vDD万元|海外及港澳青年学者
合作基金E项"批准经费HCD万元~可喜的是"我校在保持近几年国家自然科学基金项目批准经费数
持续增长的同时"今年在面上项目批准项数}批准经费数名列全国第二位"重点项目批准数达到

HD项~
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