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摘要  基质胶是人胚胎干细胞的无饲养层培养体系中常规使用的包被材料, 但其价格昂贵同时
不方便使用. 本文研究了明胶作为替代包被材料的可能性. 结果表明, 明胶能够维持经胰蛋白
酶消化的人胚胎干细胞的未分化状态. 生长在明胶上的胚胎干细胞表达多能性标志物, 具有畸
胎瘤形成能力同时维持正常核型. 对在明胶上培养了 10代的人胚胎干细胞进行检测, 结果显示
这些细胞仍然表达高水平的 Oct4. 同时, 与基质胶上生长的人胚胎干细胞相比, 明胶上生长的
人胚胎干细胞能够形成相似大小和数量的碱性磷酸酶阳性集落(P>0.05), 同时生长在两种包被
材料上的人胚胎干细胞含有相似比例的 SSEA-4阳性细胞(95.1% vs 94.3%. P >0.05). 这个基于
明胶的培养方法可能会帮助我们低成本地对人胚胎干细胞进行大规模扩增 
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人胚胎干细胞用于治疗人类疾病的前景广阔[1,2]. 

一个低本高效同时便于操作的培养体系对于无分化

扩增人胚胎干细胞进行再生治疗至关重要[3]. 因为 hESC
需要锚定生长才能形成集落 , 因此有必要寻找既像
基质胶那样能够有效支持 hESC生长, 同时又费用较
低的包被材料[4~8].  

在培养液中添加有高浓度碱性成纤维细胞生长

因子(basic fibroblast growth factor, bFGF)的条件下, 
人们已经检测到几种类型的基质能够效率不同地支

持人胚胎干细胞的无分化生长[4~7]. 层黏连蛋白和基
质胶支持 hESC生长的效果比较好, 但是胶原Ⅳ的支
持作用却不好 [4,7~11]. 如果在纤黏连蛋白上生长 , 
hESC 在种植后很短的时间内就会发生分化[5,8,11]. 此
外还有其他研究检测了其他的底物, 如人血清、小鼠
成纤维细胞的细胞外基质和合成材料支持 hESC自我
复制的作用[7,10,12~14].  

明胶能够支持小鼠胚胎干细胞的不分化生长 , 
也是与上述所有包被材料相比最为经济的一种材料. 
但研究表明 , 明胶并不支持经胶原酶Ⅳ消化后的
hESC 的生长 [11]. 由于明胶中含有胶原酶Ⅳ的底物, 
我们猜测这可能是由于胶原酶Ⅳ作用的结果.  

为了证实上述猜测 , 本文研究了明胶是否能够
支持胰蛋白酶而非胶原酶Ⅳ消化后的 hESCs 的长期
扩增. 

1  材料和方法 

(ⅰ) 人胚胎干细胞系 PUSC-1的建立和培养. 冷
冻胚胎来源于临床上进行体外受精患者的捐赠 , 胚
胎的使用获得患者知情同意并且得到北京大学伦理

委员会批准. 胚胎培养到囊胚阶段, 免疫手术法分离
内细胞团[15], 并接种到丝裂霉素 C 灭活的小鼠胚胎
成纤维细胞饲养层上 .  人胚胎干细胞培养基包括
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80% Knock-out DMEM (Gibco), 20%的血清替代品 
(Gibco), 0.1 mmol/L β-巯基乙醇(Gibco), 1%非必需的氨
基酸(Hyclone), 2 mmol/L谷氨酰胺(Hyclone), 4 ng/mL
人碱性成纤维细胞生长因子(bFGF) (Sigma). 人胚胎干
细胞进行传代用 1 mg/mL 胶原酶Ⅳ(Gibco) 37℃消化
10~15 min, 然后接种到新鲜制备的饲养层上, 每天换
液, 5~7 d传代一次.  

(ⅱ) 制备条件培养基 .  小鼠胚胎成纤维细胞
(2~5 代)经丝裂霉素 C 处理后胰酶消化接种到 60 mm
的培养板上, 培养基为高糖的DMEM (Hyclone), 添加
10%胎牛血清(Hyclone), 2 mmol/L谷氨酰胺(Hyclone). 
待细胞贴壁后, 换入人胚胎干细胞培养基. 24 h后, 收
集培养基即为条件培养基, 再换入新鲜人胚胎干细胞
培养基, 每天收集, 收集 7~10 天. 条件培养基在用于
培养人胚胎干细胞之前另加入 4 ng/mL碱性成纤维细
胞生长因子. 收集的条件培养基 4℃可以保存一周, 
−20℃可以存放 2个月.  

(ⅲ) 底物铺底.  基质胶(Becton Dickinson)按 1 : 
20 稀释到预冷的 Knock-out DMEM中然后铺到培养
板上, 室温放置 1 h. 0.1%明胶(Sigma)铺到培养板上
室温放置 1 h. 在接种人胚胎干细胞前将基质胶和明
胶溶液吸出.  

(ⅳ) 人胚胎干细胞从饲养层上转移到基质胶或
明胶上.  将饲养层上连续培养 65代的 PUSC-转移到
基质胶或明胶包被的培养板上 . 基质胶转移用胶原
酶Ⅳ进行消化, 明胶转移用胰酶消化. 处理方法如下: 
1 mg/mL胶原酶Ⅳ37℃消化细胞 10~15 min, 培养基
中用吸管吹打成小细胞团块 , 接种于基质胶包被的
培养板上; 0.05%胰酶消化细胞 1~2 min后, 吸管吹打
成小块接种于 0.1%明胶包被的培养板上.  

(ⅴ) 免疫荧光与化学法染色.  以下抗体 SSEA-4, 
TRA-1-60, TRA-1-81, Sox2 (Chemicon), Nanog, SSEA- 1, 
SSEA-3, Oct-4 (Santa Cruz Biotechnology)用于人胚胎
干细胞的免疫荧光检测 . 细胞经 4%多聚甲醛固定 , 
10%山羊血清室温封闭 30 min, 然后一抗 4℃过夜, 小
鼠或兔血清用于阴性对照. PBS洗 3遍, 小鼠或兔的荧
光二抗室温避光孵育 1 h. PBS洗 3遍后荧光镜下观察
染色结果.  

碱性磷酸酶检测采用细胞化学法, 4%多聚甲醛
固定细胞 , 加入碱性磷酸酶缓冲液 (100 mmol/L 

Tris-HCl, 100 mmol/L NaCl, 50 mmol/L MgCl2, pH 
9.5)洗 1遍, 与 NBT/BCIP染色液(Roche)室温下避光
孵育至着色满意时, 用 PBS冲洗终止. 以细胞着色为
蓝色或紫蓝色为阳性.  

(ⅵ) 核型分析.  秋水仙素处理细胞 3~4 h, 胰
酶消化并重悬于 0.075 mol/L KCL, 37℃孵育 30 min, 
然后固定液(甲醇 : 冰醋酸 = 3 : 1)固定 5 min, 离心
固定重复 3次. 收获细胞, 利用标准的 G显带技术及
相关软件分析染色体配对. 

(ⅶ) 畸胎瘤 .  人胚胎干细胞经胶原酶Ⅳ消化 , 
离心, 沉淀, 用 PBS 悬浮, 用 1 mL 注射器将细胞悬
液注入严重联合免疫缺陷(severe combined immuno-
deficiency, SCID)小鼠后腿肌肉内. 4~6周后可见小鼠
腿部有肿块长出, 肿瘤组织经固定, 石蜡包埋, 切片
并用苏木精伊红染色进行观察.   

(ⅷ) 免疫印迹分析 Oct4 的表达.  在基质胶和
明胶传至第 10 代的人胚胎干细胞用蛋白裂解液(50 
mmol/L Tris-HCl, pH 7.5, 150 mmol/L NaCl, 0.5%脱
氧胆酸钠, 1% NP-40)裂解. 20 mg裂解蛋白用 10%聚
丙烯酰胺凝胶分离, 转移到硝酸纤维素膜上, 5%脱脂
奶粉封闭, 4℃一抗过夜. TBST (20 mmol/L Tris- HCl, 
pH 7.6, 136 mmol/L NaCl, 0.1% Tween-20) 洗膜后与
IRDye700或 800-连接的荧光二抗室温孵育 1 h, 然后
通过 Li-Cor Odyssey成像系统进行显影.  

(ⅸ) 流式细胞分析.  基质胶和明胶上传至 12
代的人胚胎干细胞胰酶消化成单细胞悬液, 与 PE 标
记的 SSEA-4抗体(eBioscience) 4℃孵育 30 min, 小鼠
IgG2b-PE 被用作同型对照. 细胞染色用 FACS cali-
burTM流式细胞仪的 CellQuest软件进行分析. 

(ⅹ ) 统计分析 .  所有数据以均值 ±标准差
( x ±SD)表示. 采用 SPSS 软件 t 检验用于组间比较. 
P<0.05为差异有显著性.  

2  结果  

2.1  人胚胎干细胞系 PUSC-1的建立及鉴定 

6 个胚胎由行体外受精治疗不孕症的夫妇捐赠,  
并签署了知情同意书 . 通过免疫手术法分离内细胞
团, 最终得到一个人胚胎干细胞系 PUSC-1. 由于初
始细胞较少, 所以在前 5 代用机械分离法传代, 随后
细胞数量增多, 再用胶原酶Ⅳ进行传代. 高倍镜下显 
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示这些细胞具有明显的核仁 , 且胞核与胞浆的比率
高. PUSC-1 与以前报道的人胚胎干细胞不仅在形态
学上极为相似, 而且还表达特异性多潜能标志物(图
1(a)~(k)). PUSC-1 在体外连续传 70 代保持未分化状
态 , 同时保持正常的染色体核型 (46, XX)(图 1(l)). 
PUSC-1 注入到 SCID 小鼠后腿肌肉内可以形成畸胎
瘤 , 畸胎瘤切片苏木精伊红染色结果显示畸胎瘤包
含有 3个胚层来源的组织细胞(图 1(m)~(p)). 

2.2  明胶上生长的人胚胎干细胞的鉴定 

人胚胎干细胞用胶原酶Ⅳ或胰酶消化分别传到

基质胶或明胶包被的培养板上, 第 2天观察细胞大部
分贴壁, 随后几天细胞克隆不断长大. 从形态上看, 
在明胶上生长的细胞克隆与基质胶上生长的十分相

似(图 2(a)和(b)), 但比在饲养层上生长的(图 2(c))看

起来要扁平一些. 随后, 我们从标志物、核型分析及
体内多潜能方面对生长在明胶上的人胚胎干细胞进

行鉴定 . 在明胶上生长的人胚胎干细胞克隆碱性磷
酸酶染色阳性(图 2(d)), 表达 Oct4, Sox2和 SSEA-4(图
2(e)~(g)); 并且传 15代后仍保持正常的核型(图 2(h)); 
细胞在 SCID小鼠体内可以形成具有三胚层组织细胞
的畸胎瘤(图 2(i)~(l)).  

2.3  明胶和基质胶培养人胚胎干细胞的比较 

通过检测人胚胎干细胞 Oct4, 碱性磷酸酶和
SSEA-4 的表达, 比较明胶和基质胶上培养人胚胎干
细胞的增殖能力. 免疫印迹实验结果表明, 在明胶和
基质胶上生长的人胚胎干细胞都表达 Oct4, 并且表
达量无明显差异(图 3(a)). 人胚胎干细胞经胶原酶Ⅳ
或胰酶消化分别接种到基质胶或明胶包被的培养板 

 

 

图 1  胚胎干细胞系 PUSC-1的鉴定 
(a) PUSC-1 在低倍镜下呈现相对扁平的克隆; (b) 在高倍镜下克隆中单个细胞具有明显的核仁, 并且胞核与胞浆的比率高未分化的人胚
胎干细胞表达 SSEA-3(c), SSEA-4(d), Tra-1-60(e), Tra-1-81(f), Oct4(g), Nanog(h), Sox2(i), 但不表达 SSEA-1 (j); 未分化的细胞还高表达
碱性磷酸酶(k); PUSC-1 保持正常的 46, XX 核型(l); 细胞注入 SCID 小鼠后腿肌肉所形成的畸胎瘤包含三胚层来源的组织细胞, 包括 

神经管(m)、肌肉(n)、软骨(o)及管腺状组织(p) 
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图 2  PUSC-1维持在明胶上的特性 
在明胶上生长的细胞克隆(a)与基质胶上生长的细胞克隆(b)十分相似, 但比在饲养层上生长的细胞克隆(c)看起来要扁平一些. 细胞表达
碱性磷酸酶(d)、Oct4(e)、Sox2(f)和 SSEA-4(g), 并且传 15代后仍保持正常的核型(h); 细胞在 SCID小鼠体内可以形成具有三胚层组织

细胞的畸胎瘤, 包括神经管(i)、肌肉(j)、软骨(k)及管腺状组织(l) 

 
上, 培养 5~6 d后用碱性磷酸酶染色, 并在 200倍显
微视野下对碱性磷酸酶阳性的克隆进行计数. 如图
3(b)所示, 在两种基质上培养的碱性磷酸酶阳性克隆
无论在大小上还是数目上都无明显差别(P >0.05). 同
时我们通过流式细胞仪量化了两种基质上人胚胎干 

细胞 SSEA-4 的阳性率, 结果表明, 在明胶和基质胶
上的人胚胎干细胞 SSEA-4 阳性率分别为 94.3%和
95.1%, 二者之间无明显差别(P>0.05) (图 3(c)). 

2.4  明胶支持 H-1人胚胎干细胞的不分化生长 
H-1 人胚胎干细胞用胰酶消化后传到明胶包被 
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图 3  明胶上和基质胶上的人胚胎干细胞特性的比较 
(a) 免疫印迹实验结果表明, 在明胶和基质胶上生长的人胚胎干细胞都表达高水平的 Oct4; (b) 在两种基质上培养的碱性磷酸酶阳性克隆无
论在大小上还是数目上都无明显差别(P>0.05); (c) 在明胶和基质胶上的人胚胎干细胞 SSEA-4阳性率分别为 94.3%和 95.1%, 二者之间

无明显差别(P>0.05) 

 
的培养板上. 在明胶上生长的H-1人胚胎干细胞克隆
的形态扁平(图 4(a)). 这些克隆碱性磷酸酶染色呈阳
性(图 4(b)), 表达 Oct4, Sox2和 SSEA-4(图 4(c)~(f)); 
并且传 20代后仍保持正常的核型(图 4(f)).  

3  讨论 
为临床研究进行的任何大规模扩增 hESC的尝试

中 , 一个限定的低成本高效的培养体系都会是第一
个无法或缺的目标[3]. hESC 锚定生长并形成单一的
集落样形态 , 因此目前的扩增方法都会围绕基质的
使用 [4~6]. 本研究发现 , 胰蛋白酶消化后 , 明胶能够
支持 hESCs 的长期不分化生长. 与基质胶上生长的
hESCs 相比, 明胶上生长的 hESCs 表达相似水平的
Oct4, 形成相似大小和数目的 AKP 阳性集落, 同时
含有相似比例的 SSEA-4阳性细胞. 

虽然基质胶常规应用于 hESCs 的无饲养层培养, 
除了它的小鼠肉瘤来源引发的安全问题 , 这种材料
昂贵的价格也很大程度地限制了 hESCs 的大规模生

产. 与基质胶相比, 明胶是细胞培养中广泛应用的包
被材料. 虽然它是动物来源的, 但是根据世界卫生组
织(World Health Organisation, WHO)和欧盟健康消费
者保护总署(The European Commission for Health and 
Consumer Protection)的规定, 明胶被认为是一种健康
安全的食物 http://www.gelatine.org/en/gelatinesafety/ 
682.htm). 同时, 明胶用做包被材料的成本仅为基质
胶的万分之一. 

本研究成功地在明胶包被的培养皿中维持了人

胚胎干细胞 PUSC-1和 H1 hESCs. 但是, 之前的研究
认为, 胶原酶Ⅳ消化后, hESCs无法在明胶上生长[11]. 
究其原因 , 我们认为明胶作为不可逆的水解胶原形
式, 很可能是胶原酶Ⅳ的底物. 

我们还需要进一步的研究证实明胶用于临床大规

模扩增 hESCs包被材料的可行性. 但是, 这个基于明胶
的培养方法为以科学研究为目的的大规模扩增 hESCs
提供了帮助. 
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图 4  人胚胎干细胞系 H1维持在明胶上的特性 

(a) H1胚胎干细胞克隆在明胶上生长的形态. 在明胶上生长的 H1 胚胎干细胞克隆表达碱性磷酸酶(b), Oct4(c), Sox2(d)和 SSEA-4(e), 并
且传 20代后仍保持正常的核型(f) 
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