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人胚胎干细胞培养体系的研究进展
陈厚良 综述 陈 宇 审校

摘要 人胚胎干细胞( hESC) 具有显著的增殖能力和分化潜

能，已经成为研究再生医学、药物学、药理毒理学、人胚胎发

育学和功能基因组学的种子细胞库。hESC 在长期维持培养

中保持增殖潜能和未分化状态需要饲养层细胞或基质蛋白、

血清或基因敲除血清( KSＲ) 以及碱性成纤维生长因子、骨形

态蛋白、转化生长因子、激活素 A 等生长因子。本文就 hESC

培养体系的传统小鼠胚胎成纤维细胞饲养层、人源性饲养

层、Matergel 胶、KSＲ 取代血清、在基质中加入明确的不同的

细胞因子等培养方案和 hESC 的组织工程学应用的研究现

状及进展作一综述。
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人 胚 胎 干 细 胞 ( human embryonic stem cell，
hESC) 是来源于囊胚期胚胎的内细胞团的一类细

胞，具有无限增殖、自我更新和多向分化等特性，在

体外可分化为三胚层，在体内形成畸胎瘤。传统的

hESC 培养扩增方法应用含动物血清培养基，并依赖

饲养层细胞培养，但异源动物血清介入增加了病原

污染及免疫排斥的发生概率; 血清中含有成分不明

的促进胚胎干细胞分化的诱导因子，限制了 hESC
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的增殖和自我更新; 同时依赖饲养层细胞制约了干

细胞的规模培养，hESC 培养的质量也无法得到充分

保证。

1 建立无血清的培养条件

为了最大限度的减少病原体污染和血清中未知

成分的干扰，使用基因敲除血清 ( knock-out serum
replacement，KSＲ) 取代血清。使用完全无动物源性

的培养基-ＲegES，其保持 hESC 和诱导多能干细胞

传代培养超过 80 代，仍保持正常细胞特点［1］。

2 人源性饲养层细胞作为饲养层细胞培养 hESC
的建立

为了减少异源性污染和免疫排斥反应，探索使

用人 脐 带 间 充 质 干 细 胞 ( mesnchymal stem cells，
MSCs) 、人成纤维细胞、包皮成纤维细胞、皮肤成纤

维细胞、胎盘纤维母细胞、胎儿肺成纤维细胞等人源

性细胞替代传统人胚胎成纤维细胞制备饲养层并成

功支持 hESC 的生长和建立新的品系。
2． 1 人脐带 MSCs 来源于人胚胎干细胞的间充

质干细胞( hESC-MSCs) 可以作为饲养层支持 hESC
自 身 的 生 长。人 胚 胎 细 胞 系 SNUhES3 培 养 在

hESC-MSCs，维持了良好的 hESC 的形态和相关因子

表达，传代到 30 代时未见异常核型［2］。Ding et al［3］

利用脐带 MSCs 支持 hESC 生长 40 代后，hESC 表达

正常的核型并保持多项分化潜能。
2． 2 人包皮成纤维细胞 生长在不同来源的成

纤维细胞作为饲养层上的 hESC，其形态及生长速度
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有较大的差异。Hongisto et al［4］发现此种饲养层细

胞通过 产 生 层 黏 连 蛋 白-511 和 表 达 层 黏 连 蛋 白

α3β1、α6β1、α7β1 之间的整合素而起作用。
2． 3 来自拟胚体( human embryonic bodies，hEB)

的特殊基质作为饲养层 Fu et al［5］运用一种来自

于拟胚体分泌的细胞外基质培养未分化的 hESC 细

胞。这种细胞外基质由 4 型胶原酶、层黏连蛋白、纤
连蛋白构成，其外基质和无动物源性的 TeSＲTM2 培

养基共同维持 H1、H9 的生长，检测后胚胎干细胞的

表达特异标记: OCT4、SSEA-4 和 Tra-1-60，核型分析

表达 SSEA-3 /4，在体外实验可以形成拟胚体，体内

试验成功进行畸胎瘤实验。
人类支持性细胞系培养方法对饲养层细胞的依

赖限制了 hESC 的大规模培养，同时饲养层细胞存

在批次间的差异，无法在保证质量的前提下可重复、
大规模生产。饲养层的存在，限制了部分基因技术

操作，且无法保证饲养层细胞从 hESC 完全分离，阻

碍了其临床应用。为克服这些障碍，需要建立一个

无饲养层的培养系统。

3 无饲养层培养系统的改良

建立无饲养层基质-Matrigel 胶，这种基质是一

种从小鼠恶性肿瘤基膜分离的再生基膜，主要成分

是层黏蛋白、IV 型胶原和蛋白糖苷肝素硫酸盐，还

包含了生长因子、基质金属蛋白酶等。层黏蛋白或

纤连蛋白等可以介导细胞与细胞外基质的黏附、能
激活细胞增殖、凋亡、细胞运动、基因表达和细胞分

化的信号转导通路。
Hughes et al［6］运用蛋白组学分析了 5 种未完全

明确特性的培养方案，发现纤连蛋白是这些培养方

案中主要的促 hESC 生长的支持基质，纤连蛋白亦

可使 H9 和 CA1 品系 hESC 保持分化潜能。

4 建立成份确定的促进 hESC 培养体系

Ludwig et al［7］利用 TeSＲ1 和 mTeSＲ1 培养基成

功的培养了 hESC，其中 TeSＲ1 培养基是一种化学

成分确定的培养基。在 Matrigel 基质上，TeSＲ1 可

用于未分化状态 hESC 的维持和扩增，而不必添加

其他生 长 因 子。Liberski et al［8］ 利 用 成 分 明 确 的

mTeSＲ1 培养 方 案，结 合 稳 定 蛋 白 标 记 技 术 研 究

hESC 分化和自我更新机制。Hannoun et al［9］使用

mTeSＲ 培养基 hESC 维持培养超过 30 代，与在鼠胚

胎成纤维细胞条件培养基( MEF-CM) 环境下培养的

hESC 产生同等的人肝内皮细胞。无异源性的 hESC

培养基与传统血清替代培养基比较: hESC 在无异种

性培养基中可以保持多项分化潜能并表达 hESC 的

维持稳定的核型、形成拟胚体，分化形成三胚层 － 内

胚层、中胚层、外胚层，但 hESC 的分化、扩增能力下

降。
使用筛选出来的生长因子，在无血清无饲养层

条件下长期培养 hESC。现在已经确定了数种维持

hESC 生 长 的 生 长 因 子: 主 要 是 成 纤 维 生 长 因 子

( basic fibroblast growth factor，bFGF) 、骨形态蛋白

( bone morphogenetic protein，BMP) 、转化生长因子

( transforming growth factor，TGF) 、激活素 A( Activin
A) 、Noggin、白血病抑制因子( leukemia inhibitory fac-
tor，LIF) 、胰岛素生长因子 ( insulin-like growth fac-
tor，IGF) 等细胞因子。
4． 1 bFGF bFGF 是维持 hESC 自我更新必需。
高浓度的 bFGF 能够长时间的维持 hESC 在缺乏纤

维母细胞层时的生长。过表达 bFGF 的人胎肝基质

细胞支持 hESC 的生长和保持未分化潜能［10］。
Liu et al［11］在以人包皮成纤维细胞为饲养层，

无异源性无血清培养体系中未添加外源性的 bFGF，

连续培养 hESC 超过 10 个月，hESC 保持正常的核

型和表面标志物，体外实验能形成低质量的拟胚体，

但进一步研究人包皮成纤维细胞可分泌少量 bFGF，

说明 bFGF 对于 hESC 的自我更新、生长、分化是必

不可少的。bFGF 可以保持 hESC 未分化状态，bFGF
调控 hESC 多能性表面标志物 OCT3 /4 的表达，FGF-
2 通过介导 PI3-K 信号直接参与调节 Wnt 通路下游

信号而维持 hESC 的未分化状态［12］。
4． 2 BMP BMP 是 hESC 的促生长因子，可与其

他生长因子协同作用，诱导 hESC 的分化［13］。Nog-
gin 是 BMP 的拮抗剂，能与 bFGF 协同促进 hESC 保

持未 分 化 状 态。BMP4 通 过 SLUG 和 MSX2 促 进

hESC 原肠胚和中胚层的形成。SLUG 和 MSX2 是

BMP4 诱导 hESC 分化的重要转录因子。BMP4 诱导

的 MSX2 表达 可 以 促 进 hESC 向 心 血 管 分 化［14］。
BMP-11 和肌生成抑制蛋白支持 hESC 在无饲养层

培养体系中保持未分化状态并促进 hESC 的自我更

新，无血清培养基条件下补充肌生成抑制蛋白和

BMP-11 可 维 持 未 分 化 hESC 的 克 隆 和 POU5f1、
NANOG、TＲA-1-60、SSEA4 的表 达，增 加 SMAD2 /3
的磷酸化［15］。
4． 3 activin /nodal 信号阻断剂 activin /nodal 信号

阻断剂在 hESC 无饲养层细胞培养可导致多能性表

面标准 OCT4 的缺失。TGF-β 和 activin、nodal 已经
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证明对维持 hESC 多能性是必要的，已经被证明对

维持 hESC 的多项分化潜能有重要作用。阻断 ac-
tivin /nodal 信号影响 hESC 中 miＲNA 子集-miＲ-373
的表达，适当水平的 miＲ-373 对于维持 hESC 多项

分化潜能起关键作用，其过表达引起 hESC 向中胚

层分化，因 miＲ-373 参与 TGF 信号的传导［16］。
4． 4 TGF-β 和 IGF-Ⅱ TGF-β、IGF-Ⅱ协同 FGF
可以维持 hESC 在无饲养层培养状态下的细胞内平

衡。把 hESC 培养在人 MSCs 来源的培养基中，在缺

乏 IGF-Ⅱ的情况下，hESC 一样可以保持多项分化

潜能和自身的稳态［17］。
4． 5 LIF LIF 是一种由 179 个氨基酸残基组成的

多肽生长因子。在体内由成纤维细胞、T 细胞和巨

噬细胞释放，对原初生殖细胞和胚胎干细胞的生长

和分化起调节作用。无小鼠胚胎成纤维细胞饲养层

的小鼠胚胎干细胞培养基中 LIF 维持其干细胞特征

和未分化状态。LIF 却不能支持无饲养层的 hESC
培养物，其在 hESC 蛋白质翻译过程中不活跃或者

缺如。但是在一个已经证实了保持多项分化潜能的

传代超过 100 代的 hESC 的多种培养基方案中包含

有 LIF［18］。
4． 6 FGF /MEK/Erk 和 GSK3β通路的阻断剂

其可以调节人卵裂球多项分化潜能的信号通路。在

加入 阻 断 剂 的 胚 胎 细 胞 中 高 表 达 OCT3 /4 和

NANOG、NANOG 和 OCT3 /4 是干细胞多潜能分化

最重要的标志［19］。其中 OCT4 包含 3 个亚型和 6 个

表达基因，高表达的 OCT4A 可使 hESC 克隆形成效

率明显提高且不引起分化［20］。
4． 7 Activin A Activin A 是 hESC 保持未分化和

自我复制的关键调控因子之一，不同浓度的 Activin
A 通过不同的方式影响 hESC 的“干”性。高浓度

Activin A 有利于 hESC 原肠胚的形成，在 hESC 培养

中添加 Activin A 使其倾向于形成内胚层细胞［21］。
此外，蛋白精氨酸甲基转移酶( protein arginine meth-
yltransferase 5，PＲMT5) 可以维持 hESC 的自我更新，

多对于 hESC 的多向分化无明显作用; PＲMT5 的消

耗对于 OCT4、NANOG、SOX2 的表达无明显影响，体

内不能阻止拟胚体形成; 其通过提高 G1 期细胞阻

断物 P57 的表达起作用［22］。
完全无动物源物质成份确定的培养系统不仅利

于 hESC 的临床应用和基础研究，也利于提高培养

系统的可重复性和标准化; 建立这种系统可广泛用

于药物、新型临床治疗方式研究。

5 hESC 的组织工程学应用

目前研究热点多集中在使用聚合物、蛋白质、多
肽聚合物等涂层在三维支架为 hESC 生长提供理想

的微观环境，供 hESC 附着、迁移、生长、分化。同时

满足细胞对营养和生理的需求。这些生物材料在成

本上相对传统的胶原酶、纤连蛋白、层黏连蛋白具有

优势并且易大规模生产，性能稳定。
一定孔径密度的聚对苯二甲酸乙二醇酯膜有助

于 hESC 的黏附、更新、保持未分化状态［23］。对比二

维、三维微环境培养状态下培养 hESC 的生长和代

谢: 三维培养减少 hESC 的生长周期和分化能力，延

长 G1 期、缩短 G2 /M 细胞周期，在葡萄糖和乳酸代

谢中两者相识［24］。在三维动态培养状态下可以促

进 hESC 向肝细胞分化，诱导胎儿肝细胞成熟，延长

成人肝细胞功能［25］。三维 培 养 系 统 提 供 真 实 的

hCMC 细胞的黏附和生长环境，Jahnke et al［26］整合

微列阵和 API 定量检测阿霉素、去甲肾上腺素等在

三维条件下对 hESC 诱导的心肌细胞的影响。三维

培养可以提高 hESC 向内皮细胞的有效分化表达和

人脐静脉内皮细胞相同的生物标志物。内皮分化效

率提高到 18%［27］。三维支架扩展了 hESC 的应用

空间，为更好的理解细胞结构、功能以及细胞-组织-
器官间的相互关系提供了有力的实验平台。

6 展望

目前 hESC 主要的发展方向是建立一种无异源

性、成分明确的适宜 hESC 增殖、保持未分化状态的

培养基。阐明 hESC 增殖、分化的内部机制，使其适

应临床要求; 如标记胚胎干细胞分化的成血管细胞，

为胚胎干细胞体外造血分化的分子机制研究奠定基

础［28］; 将 hESC-MPs 移植到顺铂诱导的急性肾损伤

小鼠中，可显著改善了受损小鼠的肾功能，促进了肾

组织修复［29］。
另外建立严格的培养基生产的 ISO 体系，定期

评估新建立的 hESC 品系，广泛利用组织工程学三

维支架技术也是必不可少的。这些不仅有利用提高

培养系统的可重复性和标准化，也有利于 hESC 的

临床应用和基础研究。
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