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人胚胎干细胞建系及其研究进展
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[摘要]人胚胎干细)g巴(human embryonic stem cell，hES)在再生医学、药物筛选和发育生物学

等领域具有重要的研究和应用价值。hES细胞系通常生长在小鼠胚胎成纤维细胞上，动物源性病

原生物的污染风险限制了这类hES的临床应用，因此寻找无血清、无饲养层细胞的成分明确的培养

体系进行hES细胞建系及培养，生产细胞移植临床安全应用标准的hES是近年hES建系的努力

方向。
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[Abstract]Human embryonic stem(hES)cells are considered to be a valuable resource for

research in regenerative medicine，drug screening，and developmental studies．However，hES cells

are usually established and maintained on mouse embryonic fibroblast feeder layers。and the risk

of animal origin contamination from feeder layer generally excludes the clinical use of these hES

cells．The main emphasis over the last several years has been in finding defined serum—and feeder

layer—free system for derivation and culture of hES cells to enable the clinical use of hES cell for

cell transplantation．
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人胚胎干细胞(human embryonic stem

cell，hES)是一种取自人囊胚内细胞团，经体外

分离、培养获得的一种原始多能(pluripotent)

干细胞。它具有体外无限增殖和多向分化潜能

两个基本特点，①在体外能保持稳定的二倍体，

能长期增殖且保持不分化状态；②在移植或体

外适当培养条件下能够自发或被诱导分化为

内、中、外三个胚层的多种类型细胞[1口]。
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有极其重要的研究和临床应用价值。hES细胞

可用于体外研究人类胚胎发生发育过程，有助

于理解分化发育机理、认识生命和疾病现象；通

过对其体外分化和定向分化的研究，识别某些

靶基因，为人类新基因的发现及其功能的研究

提供新的方法[23；hES细胞最为深远的潜在用

途是通过定向分化诱导产生各种特化的细胞和

组织，用于修复或替换丧失功能的组织和器官，

为人类疾病的基因治疗开辟广泛的应用前景。

而建立理想的人胚胎干细胞培养系统是开展上

述研究的首要条件。目前人们研究的热点主要

集中于探索hES细胞建系的新方法，开发安全

有效的可达至!j临床应用标准并适合在体外进行

大规模扩增的人胚胎干细胞培养体系。

1 hES细胞分离和建系

人受精卵体外培养5～7 d发育形成囊胚，

其外周是滋养层细胞，中央是内细胞团(inner

cell mass，ICM)。此时可用Tyrodes或链霉蛋白

酶(pronase)脱去透明带后分离获得ICM，也可

将胚胎培养至第8天，待胚胎完全孵出再进行

ICM的分离[3]。囊胚ICM细胞的分离非常重要，

分离的成功率取决于囊胚的质量、分离的条件和

实验者的经验。分离ICM的方法主要有免疫外

科法和机械法两种。目前绝大多数hES细胞系都

是采用免疫外科方法，一般用兔血清和豚鼠血清

的抗体和补体使囊胚的滋养层细胞发生免疫溶

解，从而得到ICM细胞[4]。但免疫外科法的缺点

是ICM细胞会接触到动物源性蛋白。机械法可

避免接触动物蛋白，但操作难度较大。

取得ICM细胞后将其置于准备好的饲养

层上培养，饲养层一般用丝裂霉素C处理或7

射线照射的方法使其失去增殖能力。ICM经过

6～10 d的培养、克隆增殖后，分离ICM并接种

于新鲜饲养层上，随后以机械法或酶消化法进

行反复的传代、扩增，最终建成hES细胞系。

hES建系是一项耗时而精密的工作，hES

细胞对培养条件要求很高，非常容易分化，必须

密切观察其形态变化，注意及时换液和传代。一

般来说，当hES细胞在体外传至15代以上，并

保持其基本特性，则建系基本成功[2五]。

2 hES建系的质量体系

2．1 hES的胚胎来源 目前建立的hES细胞

株主要来源于临床进行体外受精一胚胎移植

(in vitro fertilization and embryo transfer，

IVF—ET)和胞浆内单精子注射(intracytop—

lasmic sperm injection，ICSI)治疗的患者捐赠

的多余废弃胚胎。一般认为，高质量的含有一定

ICM细胞数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，但有研究报道，

hES细胞系对囊胚的质量要求没有IVF高，可

以利用废弃的胚胎作为获得hES细胞的

来源‘引。

由于传统hES来自囊胚的ICM，ICM分离

后囊胚被毁，而这些囊胚是具有发育形成个体

的潜在能力，在伦理道德问题上一直存在争议。

最近有报道利用小鼠的单个卵裂球分离并培养

了5个胚胎干细胞系和7株滋养干细胞系[7]，单

个卵裂球的分离等同于植入前遗传学诊断中的

胚胎活检过程，由于此时胚胎细胞具有全能分

化潜能，单个卵裂球的分离通常不会带来胚胎

的毁坏，也不影响胚胎的发育潜能，因此如果将

该技术应用于hES的建系，不仅可解决伦理的

争议，而且也大大扩充了建系的胚胎来源，并可

为自体干细胞的移植治疗开辟广阔的途径。

2．2 hES细胞的体外培养体系 体外培养

hES细胞的基本原则是，在促进hES细胞增殖

的同时，维持其未分化的二倍体状态，并保持其

多向分化潜能。hES细胞的倍增时间通常在30

～40 h之间，约6--．,7 d传代一次。hES建系初

期生长缓慢，之后其增殖速度才逐步加快，生长

活性也相应增加。hES的成功建系和维持不仅

取决于高质量的囊胚来源，而且也决定于稳定

的培养条件和培养体系。

2．2．1培养环境：hES对培养条件要求很高，

需要稳定的培养温度(37℃)和湿度，以及5％的

CO。。hES细胞比较脆弱，当受到外来压力产生

应激反应时，细胞常常会发生分化并启动凋亡

程序。因此，需定期检测温度、湿度和CO：浓度，

以维持hES稳定的培养环境。

2．2．2基础培养基：用于人和其它动物胚胎

干细胞分离培养的基础培养基的成分基本相
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同，早先采用高糖DMEM或DMEM／F12培养

液，补加15％～20％的胎牛血清和一些微量成

分，如p巯基乙醇、非必需氨基酸、谷氨酰胺

等[1≈]。由于血清中所含的各种生长因子对于

hES的自我更新具有决定性作用，hES的培养

受血清的质量和批号影响很大，因此现在一般

采用无血清培养。在无血清培养体系中，一般使

用Knockout DMEM取代高糖DMEM。因为

Knockout DMEM的渗透压更接近正常的胚胎

组织，对ES的生长比一般的DMEM或

DMEM／F12好；同时用成分明确的Knockout

SR(serum replacement)取代胎牛血清，不仅避

免了胎牛血清带来的种种问题，而且为诱导分

化研究带来了许多便利[8]。

2．2．3细胞因子：在无血清培养体系中需添加

细胞因子，如白血病抑制因子(1eukemia

inhibitory factor，Lif)和人碱性成纤维生长因子

(basic fibroblast growth factor，bFGF)，至今

没有单独利用血清替代物成功建系的报道。Lif

能抑制鼠胚胎干细胞的分化，但不足以抑制体外

培养的hES分化。有研究认为hES在没有饲养

层的情况下，无论加或不]JILif都会自发分化，即

使有饲养层，Lif也不能防止hES在高密度生长

时的分化。此外，有人报道猴ES细胞在有饲养层

细胞共同培养的条件下，不加Lif仍保持生长和

不分化状态[g]。这些结果提示Lif不能抑制hES

的分化，但研究人员在培养hES的早期仍使用

Lif，在其后的传代培养中不加Lif。hES在有血

清的培养系统中可不加bFGF因子，但在无血清

培养系统中若没有bFGF，则细胞分化，且bFGF

能增]JIhES建系初期阶段的细胞克隆形成率，维

持hES的生长和不分化状态。

2．2．4饲养层细胞：饲养层细胞是指与hES

细胞共培养时，能促进其增殖并抑制其自发分

化的细胞。经丝裂霉素C或丫射线处理的小鼠

胚胎成纤维细胞(mouse embryonic fibroblast，

MEF)是培养hES细胞的最早且最常用的饲养

层细胞。MEF细胞取自孕12．5～13．5 dpc的胚

胎小鼠，通常在体外培养至第2或3代。但MEF

细胞含有丰富的鼠源性唾液酸蛋白一乙醇酰甘

露糖胺丙酮酸(N—glyeolylneuraminie acid，

Neu5Gc)，相关研究证实，目前培养在MEF上

的hES细胞，以及它们分化形成的类胚体都带

有鼠源性Neu5Gc[1引。在正常人群中，大多数人

血液中都含有抗Neu5Gc的抗体。如果将这种

含有Neu5Gc的细胞注入人体内，人体所含有

的抗Neu5Gc抗体就会引起这些外源细胞的死

亡。近来发现，用分离培养的流产人胚胎成纤维

细胞、新生儿或成人包皮皮肤细胞、人输卵管上

皮细胞、人子宫内膜细胞等经丝裂霉素C处理

后，均可作为hES细胞的饲养层[1卜133；另外，来

源于活检的成人皮肤细胞和骨髓间充质细胞也

可作为hES细胞的饲养层细胞[1引。通过比较研

究，发现上述人源性饲养层细胞完全可替代

MEF，hES传代后仍保持胚胎干细胞的各种生

物学特征。而且人胚胎成纤维细胞连续传代16

代，包皮皮肤细胞连续培养超过42代依然生长

旺盛，经丝裂霉素C处理后可存活3～4周，不

仅大大降低了饲养层制备的工作量，而且杜绝

了异种病原生物的污染问题。近期有学者报道

用人源细胞饲养层成功建系，提示人源细胞饲

养层不仅可用于hES细胞的传代扩增培养，也

可用于hES的原代培养和建系[1 3’15]。

2．2．5 非饲养层培养体系：尽管利用饲养层

细胞进行hES建系和培养最为简便经济，但其

局限性仍不容忽视。一方面，饲养层细胞存在异

源蛋白的污染，培养的hES达不到临床应用的

标准；另一方面饲养层细胞的存在和hES之间

相互复杂的作用会掩盖外源因子对hES的作

用，对其体外增殖和分化发育的生化特性及分

子生物学机制变得复杂。去饲养层细胞培养的

hES细胞与在饲养层上培养的hES细胞一样高

表达hES所有的全能性分子标记，仍具有正常

的核型，且保持有向三个胚层hES分化的能力。

较早的非饲养层培养体系通常使用条件培

养液(CM)，并用基质胶、层粘连蛋白或纤连蛋

白等包被hES培养皿[1引，虽然这种体系消除了

hES细胞与饲养层细胞的直接接触，但培养的

hES体系中仍包含动物源性的成分，同时存在

培养成功率低和传代后细胞核型不稳定等现

象，限制了hES细胞大规模扩增和临床应用。最

近发展的成分明确的hES培养体系为临床标准

的hES细胞生产带来突破，该培养体系是在无

血清的培养液中添加各种能促进hES细胞自我
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更新的蛋白质和生长因子，Jean等报道了用成

分明确的培养体系可使培养的hES细胞保持理

想的未分化状态并维持ES细胞的各种生物学

特征，该体系的HESCO培养液含纯化的人血

清白蛋白、胰岛素、胆固醇、增殖诱导配体／B细

胞激活TNF因子(a proliferation—inducing

ligand／B cell—activating factor belonging to

TNF，April／BAFF)、Wnt3a蛋白和bFGF[1引。

Ludwig等也报道了用成分明确的TeSRl培养

液成功分离到hES细胞并建系[1 8|。成分明确的

培养体系是目前最为优化的接近临床应用标准

的培养体系，但其不足之处在于添加的各种培

养物都是体外纯化的，价格十分昂贵，因此hES

细胞的培养系统仍有待进一步的优化。

3 hES细胞系的特征及鉴定

目前关于hES细胞系的鉴定已有一套公认

的标准，可从形态学、细胞学和分子生物学等方

面的特征进行鉴定[6舟-9]。未分化的hES细胞具

有以下特点：

3．1形态学特点 人胚胎干细胞与小鼠胚胎

干细胞外观相似。在体外培养时均呈集落状生

长，边界明显，细胞体积小，核大而明显，有一个

或多个核仁，核质比例高。但hES与小鼠ES相

比，集落较扁平，集落内部的细胞结构相对松

散，细胞界限隐约可见。

3．2细胞学特征hES细胞具有在体外无限

增殖，并保持未分化状态的自我更新能力和多

向分化潜能，在体外和体内均能分化成三胚层

(外、中和内胚层)来源的细胞类型。在体外经过

长期培养和重新亚克隆的hES细胞系，也能保

持其多方向分化潜能。将hES细胞注射到SCID

小鼠体内产生畸胎瘤是鉴定hES体内分化能力

的一种方法，每个畸胎瘤都包括内胚层、中胚层

和外胚层三个胚层的不同组织和细胞类型。

hES在无饲养层的条件下悬浮培养形成类胚体

(embryoid bodies，EB)，是体外鉴定hES分化

能力的另一种方法。EB中也含有来自三个胚

层的细胞，但其种类没有畸胎瘤内的细胞多。

hES在体外经过长期传代后仍应具有正常的二

倍体核型，这对于将来是否能用于临床非常重

要，因此在培养过程中需经常鉴定hES的核型，

以确定hES是否发生了染色体畸变。

3．3分子生物学特征hES细胞表达以下所

有分子标志物：①碱性磷酸酶(AKP)：AKP活

性常被用来鉴定hES细胞分化与否的重要标

志，未分化的人胚胎干细胞AKP呈阳性，已分

化的细胞呈弱阳性或阴性。②胚胎干细胞表面

标志物：阶段特异性胚胎表面抗原在胚胎发育

早期受到严密的调节Dg]，胚胎干细胞表面标志

物是鉴定hES的重要工具。未分化的hES表达

干细胞表面标志物SSEA一3、SSEA一4、TRA—l一

60、TRA—l一8l，当细胞分化时这些抗原的表达

量显著下降。未分化的hES不表达SSEA—l，分

化时SSEA—l表达量略有提高。③端粒酶：体外

培养的hES高表达端粒酶。端粒酶是一种逆转

录酶，在维持染色体长度及决定细胞寿命方面

有重要作用。hES中高表达端粒酶提示这种细

胞比体细胞的寿命长，具有保持体外未分化状

态培养的永久性。④转录因子0CT一4：OCT一4

属于POU家族转录因子，对全能细胞的发育很

重要，仅在卵母细胞、分裂早期胚胎、内细胞团、

原始外胚层和原始生殖细胞中表达，OCT一4阳

性表达也是hES细胞保持其全能性的标志之一。

3．4其它特征hES细胞与已分化体细胞不

同的其它特征主要有：①缺乏细胞周期中G1期

的限制点，即hES细胞不需任何外界刺激来启

动DNA的复制，大部分时间都处于细胞周期的

s期，在此期进行DNA的合成；②不存在X染

色体的失活；③具有克隆能力，即一个单一的

hES细胞能产生一群具有相同遗传特性的

克隆。

由于hES在体外生长较慢，应在维持细胞

稳定扩增的同时选择适当的次序对干细胞进行

逐步鉴定，一般先检查碱性磷酸酶和核型，然后

鉴定干细胞的表面标志物，当hES细胞达到一

定数量后再鉴定干细胞的体外体内发育全能

性，每种鉴定都要重复多次。

质量低下的胚胎尤其是单个卵裂球的成功

建系，不仅缓解了伦理的争议，同时开阔了干细

胞建系的材料来源；hES细胞培养条件的优化，

使人胚胎干细胞的建系效率有所提高；人源饲

养层细胞的应用和无饲养层培养体系的建立，

为生产临床应用安全标准的hES细胞奠定了基
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础。但是在不明确人早期胚胎发生的机理，相关

基因的开放、表达、调控及信号传导路径的情况

下，建立hES细胞系仍有很大的偶然性。只有对

干细胞基础研究不断深入，真正解决建系过程

中的关键问题，才能为将来大规模建立并生产

符合临床应用标准的hES细胞系打开希望

之门。
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