
生命科学

Chinese Bulletin of Life Sciences

第21卷  第5期

2009年10月

Vol. 21, No. 5

Oct., 2009

文章编号 ：1004-0374(2009)05-0734-06

　

干细胞与组织工程
陈　冰，肖志峰，戴建武*
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摘　要：随着生物材料、生物反应器设计及对机体发育和创伤修复机制的深入理解，在体外构建用于

修复替代人体丧失功能的组织器官这一人类理想，已发展成一门独立且蓬勃发展的学科——组织工程学

(Tissue Engineering)。组织工程学是一个多学科交叉的新兴领域，至少涉及生命科学、医学及工程学

等三个学科。种子细胞、支架材料和诱导信号是组织工程学的三个基本要素。目前种子细胞是制约组

织工程发展的一个主要瓶颈。干细胞生物学的发展使人们看到了打破这个瓶颈的可能。干细胞体外扩增

及定向分化的技术发展，及对其增殖和诱导分化机制的深入理解，使工程化组织可以获得理想的基本功

能单位，使其应用于临床成为可能。
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Stem cells and tissue engineering
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Abstract: With the development of biomaterials, bioreactor design and the increased understanding on the

mechanism of the development and injuring repair of the human body, the ideal of constructing tissues and

organs in vitro to replace the dysfunctional parts in the body has become an independent and flourishing field—
—Tissue Engineering. It’s an interdisciplinary field that involves life science, medicine and engineering. Cells,
scaffolds and signaling factors are three major elements. At present, obtaining appropriate cells is the bottle-

neck retarding the development of tissue engineering. Stem cell biology provides the possibility of resolving

this problem. Increasing understanding of the mechanism on proliferation and differentiation of stem cells has

been achieved. More techniques about expanding and direct differentiation of stem cells are being developed.

The recent development in stem cell research makes engineering functional tissues closer to the reality.
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组织器官的丧失或功能障碍是人类健康面临的

主要危害之一，直接影响生活质量，甚至造成死

亡。重建受损组织器官及其功能，是人类不懈追求

的理想。随着细胞生物学和分子生物学两大领域的

飞跃性发展，人类对生命本质的认识达到新的高

度，同时也使人们对健康、长寿和生命的质量有了

更高要求。人们对生命机体的发育及损伤组织修复

机理的理解，以及材料学、工程学对生物学及医学

的渗透，使组织工程这一学科应运而生。组织工程

学为人类勾画了组织器官替代的宏伟蓝图，但也受

到细胞来源不足等问题的困扰。干细胞的发现使人

们看到解决这一问题的希望。

1    组织工程(Tissue Engineering)

组织工程是单独或联合使用支架材料、种子细

胞及诱导信号，应用科学原理在体外设计、构建、
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修饰及培育具有生命力和生理功能的组织，以维

持、重建及替代人体丧失功能的组织[1-3]。组织工

程是多学科交叉的新兴领域，至少涉及到生命科

学、医学和工程学等学科。 早的报道可追述至

1933年，Bisceglie等将肿瘤细胞用多聚物膜包裹移

植到猪体内以抵御免疫系统的攻击[3]。Langer于20

世纪60年代发明了高分子化合物控释系统，随后又

发现了一类新型可降解聚合物材料，这可视为组织

工程学的萌芽。80年代初，Langer 和 Vacant 首次

描述了组织工程的简单涵义并开展了初步的研究工

作。随后相继有皮肤替代物的出现和临床应用的报

道[4,5]，标志着组织工程时代的到来。1987 年，随

着细胞和分子生物学的深入研究以及材料科学和生

物技术的飞速发展，美国国家科学基金会在华盛顿

举办的生物工程小组会上正式提出 “ 组织工程 ” 一

词。这一学科的应用领域直接与临床医学和人类健

康密切相关，随着近年来组织工程的飞速发展，其

内涵逐渐扩大，并且成为再生医学(Regenerative

Medicine)的重要手段。

组织工程不仅融汇了生命科学、医学及工程学

的原理和方法，还涉及力学、材料学、信息学、

生物电子及计算机等学科。组织工程的基本要素包

括：种子细胞、支架材料和诱导信号。利用生物

工程构建的组织有许多形式，从简单的细胞集合、

细胞薄片到复杂组织的三维结构， 终到完整的具

有功能的器官。目前应用的一般策略是：将体外分

离、培养、扩增的正常组织细胞，接种于一种生

物相容性良好并可被机体吸收的生物材料上，同时

在材料上复合一定具有诱导分化增殖的信号分子，

然后将其在特制的生物反应器中进行培养，再将这

种细胞- 生物材料复合物植入机体的病损部分，细

胞在生物材料逐渐被机体降解吸收的过程中形成新

的在形态和功能方面与相应组织器官相一致的组

织，从而达到修复创伤和重建受损组织器官功能的

目的[6]。可以看出，在体外模拟体内组织器官发生

的微环境是其核心问题，具体涉及到以下几项基本

技术：(1)种子细胞的体外分离和培养，用以提供

组织形成的基本功能单位；(2)利于细胞增殖和分化

的人工支架材料的制备，用以替代细胞外基质，对

细胞不仅起物理支持作用，还提供细胞生长、增殖

和分化的天然环境[7]；(3)诱导信号的携带方法，诱

导信号是指令细胞如何分化生长的因素，对细胞的

高效增殖和分化，以及诱导新生血管的生成发挥重

要作用。另外，尚需考虑机体免疫系统对移植的人

工组织的排斥反应。

经过20 多年的发展，组织工程的各项技术都

取得很多成就，但有限的、能够行使生物功能的种

子细胞始终是制约其从实验室走入临床以及工业化

的瓶颈。工程化组织的成功构建依赖于能够行使特

殊生物功能的细胞，这些细胞具有能以正确的组织

形式产生细胞外基质，分泌细胞因子和其他信号分

子，能够与临近的组织和细胞整合等生理特性。机

体成熟的原发细胞(primary cells)当然是在功能上

理想的细胞，因为它具有 完整的功能性并且无需

考虑免疫抵抗问题。但是这些细胞通常是终末分化

的细胞，已经无法进行有丝分裂，所以其获得和扩

增都存在困难，而且从患者自身获取这些细胞通常

也不具有可操作性，很难应用于临床。而干细胞的

发现和分离分化技术的发展为解决这个问题开辟了

新的道路。

2    干细胞(stem cells)

干细胞是一类具有自我更新能力，能分化为一

种或多种特定细胞表型的细胞。自我更新是干细胞

的特性，并且这种自我更新在增殖的同时仍维持其

本身的增殖和分化潜能。干细胞增殖性能的维持、

分化及凋亡的抑制是一系列不同信号通路共同作用

的结果[8-10]。对不同的信号，干细胞可以产生对称

或不对称分裂。这样就能在机体损伤时既维持干细

胞的数量，又可扩增足够的细胞进行分化以完成损

伤的修复。干细胞按来源可分为胚胎干细胞

(embryonic stem cells, ESCs)和成体干细胞(adult stem

cells, ASCs)。ESCs来自于哺乳动物胚胎，在一定

条件下可以分化为人体几乎所有的细胞；ASCs 来

自于能够再生的组织或器官，它们位于自身来源组

织器官已分化的细胞中一定的内环境里，能够维持

和修复来源组织器官，也可形成多种细胞类型，具

有分化的多能性。

胚胎干细胞的提出源于对小鼠畸胎瘤的研究。

19世纪五六十年代，Pierce和Stevens等相继发现取

自小鼠畸胎瘤的细胞可以分化为多种细胞类型，他

们把这种具有多能性的细胞称为 EC(embryonal

carcinoma)细胞[11,12]。之后EC细胞的分离培养方法

建立，为发育生物学家体外研究细胞的分化提供了

很好的模型[13]。1981 年，首次报道鼠胚胎干细胞

的分离[14,15]，随后多种动物的ESCs 系相继成功建

立。1995 年，Thomson 等[16]从恒河猴的囊胚中分
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离建立了世界上第 l株灵长类动物的ESCs。1998年，

Thomson等[17]和Shamblott等[18]分别从人的胚胎组织

或原始生殖嵴中，成功分离培养了ESCs 和 EG。截

至2008年4月18日，在美国国立卫生研究院(NIH)

网站上登记的人ESCs系一共有78株，其中21株正

常。

胚胎干细胞的自我更新和分化作用与其全能性

密切相关，是干细胞执行其特殊功能相辅相成的两

个方面。“自我更新”可以保持全能性，复制出

与自身完全一致的子细胞，“分化”使全能性丧

失，但继续形成了有功能的细胞进而构成功能化组

织器官，体现了干细胞全能性的具体过程。目前研

究认为调控这两个方向是通过以 OCT4、Nano g、

FoxD3 和 Sox2 为核心的分子调控网络实现的[19-23]，

并且涉及Activin/Nodal/transforming growth factor-β(TGF-
β)[24]、bone morphogenetic protein(BMP)[25]、Wnt/β-
catenin[26]等多个重要信号通路。在体外如何不断使

ESCs 扩增，如何定向诱导ESCs 向特定的细胞系分

化是我们面临的挑战，也是干细胞应用于组织工程

必须解决的问题。不仅需要在基础理论方面的探

索，而且要有在理论指导下对好的建系方法的探

索，及不断发明新的培养模式。将克隆技术引入

ESCs的研究[27]及诱导型多能干细胞 (induced pluri-

potent stem cells，iPS)的建立[28-30]是干细胞研究领

域的重要突破，这有可能对干细胞的应用研究产生

深远的影响。2006年，Takahashi和Yamanaka[29]将

Oct3/4、Sox2、c-Myc和Klf4基因转染胎儿期和成

年期小鼠尾部成纤维细胞，获得具有类似ESC的诱

导型多能干细胞。2007年，Takahashi等[28]又将这

4个基因转入成年妇女皮肤成纤维细胞，Yu等[30]用

Oct4、Sox2、Nanog 和 Lin28 对胎儿皮肤和男婴包

皮细胞进行转染，均得到iPS细胞。这些细胞具有

正常的核型和端粒酶活性，能表达人 ESCs 特征的

细胞表面标志和基因，并可分化为所有三个原始胚

层的组织和细胞。尽管iPS技术目前还存在很多安

全性的担心，但在组织工程领域仍有很好的应用前

景，这些人诱导型多能细胞系有望成为新的种子细

胞来源。

成体干细胞存在于成体的各种组织中，具有多

向分化潜能，可以分化为某一组织的多种细胞。人

体拥有不同种类的成体干细胞，如造血干细胞、心

肌干细胞、骨骼肌干细胞、表皮干细胞等。它们

在体内可以随个体终生自我更新并产生它们所处的

组织需要的细胞。将成体干细胞应用于组织工程不

存在伦理上的争议，可以实现个体化治疗，无免疫

排斥问题，致瘤风险小。成体干细胞的研究目前也

是一个热点，而且已有很多成功应用于组织修复的

例子。但是在体内成体干细胞非常稀少，因此难于

分离，而在培养条件下又易于分化，所以其多能性

的维持也比较困难。因而克服这些困难是成体干细

胞成功应用需要解决的问题。

3　干细胞在组织工程中的应用

前面提到，组织工程的发展受到细胞来源的制

约，目前组织工程种子细胞主要有三个来源：与缺

损组织细胞同源的自体原发细胞、胚胎干细胞及成

体干细胞。目前认为，由于不存在免疫抵抗，自

体原发细胞是种子细胞的 佳来源，但通常这些细

胞都是终末分化细胞，且在离体培养时一些细胞有

去分化的倾向，并有异常表型的表达。所以干细胞

成为种子细胞的 佳选择。

理论上干细胞能够为组织工程提供取之不尽的

种子细胞，目前研究集中于干细胞体外扩增的方

法，干细胞的定向分化，分化后细胞的纯化以确保

没有残留的致癌可能性并经移植后可替代或增进病

损组织的功能[31]。

3.1　ESCs在组织工程中的应用[32]

ESCs 是能够用于组织工程的可塑性 强的细

胞[33]，与成体干细胞相比，它几乎可以一直保持非

分化状态[17]，这就使工程组织在构建早期可以获得

足够的细胞量。然后大量来自同一克隆的细胞可以

在特定条件下定向分化为足够的功能性细胞，避免

了从供体收获和扩增特定细胞系的困难。

3.1.1　皮肤　皮肤是人体 大的器官，主要分为表

皮和真皮。角质细胞是表皮中 丰富的细胞，

Green等[34] 先报道了ESCs向角质细胞的分化，但

随后的研究表明这种分化效率极低，而且由于存在

其他类型的细胞污染使扩增困难。近年Metallo等[35]

通过视黄酸(retinoic acid, RA)和 BMP信号通路由

ESCs 获得了较纯的角质细胞，能够表达终末分化

标志蛋白，并可形成表皮样的薄层。

3.1.2　角膜　Ahmad等[36]尝试用含血清的条件培养

基模拟角膜上皮干细胞微环境诱导人ESCs分化为角

膜上皮细胞，产生了表达K3/K12 的角膜细胞，但

同时还产生了表达K10的可能是皮肤细胞的细胞群。

3.1.3　神经　获得成体神经前体细胞非常困难，因

而对ESCs进行诱导分化成为神经组织工程的研究重
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点。在缺乏BMP 信号时，人ESCs 很容易分化为神

经前体细胞。将这种细胞继续培养在诸如laminin这

类的神经基质上就可以产生神经元细胞[37]。

3.1.4　心脏　添加抗坏血酸的无血清培养技术可增

进心肌细胞的有效分化[38]，由人ESCs 分化而来的

心肌细胞移植入完全房室梗阻猪，能够与猪自身的

心肌组织整合并与其心脏同步搏动[39]。Caspi等[40]

用含内皮细胞、胚胎成纤维细胞和人 ESCs 分化的

心肌细胞构建了一个血管化的三维心脏组织，能够

表达心肌细胞分化的早期和晚期标志蛋白。

3.1.5　骨和软骨　骨和软骨都来自于骨髓基质细胞

系，人ESCs 可被诱导形成骨髓基质前体细胞，并

表达表面标志蛋白 CD73，这些细胞可以进一步分

化为成骨细胞和软骨细胞[41]。

3.1.6　循环系统　血细胞和内皮组织在胚胎发生时

来源于共同的前体细胞，已证明相同的环境刺激能

诱导人ESCs分化为造血细胞和上皮细胞[42, 43]。

3.1.7　胰脏　β-胰岛细胞是胰脏执行功能的重要细

胞，其功能丧失和死亡是导致糖尿病的重要原因。

目前有多项研究定向诱导了人ESCs 的分化，并能

表达一定胰岛标志蛋白，但是有些缺乏功能，有些

发育不全，提示需进一步深入研究以获得全功能的

成熟胰岛细胞。

3.1.8　肝脏　在FGF-4和肝细胞生长因子的共同作

用下，人ESCs 可分化为有功能的肝细胞[44]。而且

三维的胶原支架能够在空间上模拟人ESCs向肝细胞

分化的体内微环境[45]。

以上介绍了ESCs 向不同细胞分化的情况，经

定向诱导分化后，不同的细胞类型可以依其表达的

标志蛋白予以有效地分选纯化。当这些细胞与组织

工程技术相结合，就可以在体外构建工程化的组

织。近些年已有不少这方面成功的报道。虽然胚胎

干细胞系的体外鉴别、分离纯化、扩增和培养技术

相对较为成熟，在组织工程中有着广泛的应用前

景，但也应看到，其大规模应用尚存在一些问题。

ESCs 存在伦理问题，有潜在的致瘤性；分化细胞

的移植面临免疫抵抗作用；在技术上，现在对

ESCs 的诱导分化效率仍然比较低，不能满足临床

应用的需求，而且有些分化细胞缺乏特定的标志蛋

白，给分选纯化带来困难；另外工程化组织血管网

的构建也是一个难点。

3.2　ASCs在组织工程中的应用

动物体内许多组织都存在成体干细胞，包括骨

髓、脑、肝、皮肤及循环系统等。它们的主要功

能是维持及修复自身存在的组织。成体干细胞的发

现使人们提出这样的设想：从患者体内分离成体干

细胞，经过扩增诱导分化得到的工程组织回植于患

者体内，这样就可以避免免疫抑制手段的使用。在

临床需求的推动下，近年来成体干细胞的研究也得

到了快速发展。以下就几类成体干细胞的应用做一

简述。

3.2.1　骨髓基质干细胞[46]　是目前研究较深入的一

种成体干细胞，在不同的诱导条件下可分化为骨、

软骨、肌腱、肌肉、脂肪、神经元等多种细胞。

3.2.2　皮肤干细胞　包括由皮肤表皮基底层分离的

表皮干细胞和位于表皮下毛囊隆突处的毛囊干细

胞，利用这些干细胞可培养出神经细胞、脂肪细胞

及平滑肌细胞等。

3.2.3　神经干细胞　在治疗神经系统退行性病变及

修复中枢神经损伤方面具有优势。可定向分化为神

经元、神经角质细胞，并分泌神经营养因子。

近发现中枢鞘蛋白抑制因子除具有已知的抑制神经

元轴突再生的功能，在调节神经干细胞分化过程中

发挥重要作用外，还具有很强的胶质细胞诱导作

用[47]。

3.2.4　脂肪干细胞　来源比较广泛，在不同的诱导

条件下可分化为不同的功能细胞，如脂肪细胞、成

骨细胞、软骨细胞、肌细胞及神经组织细胞等。

3.2.5　造血干细胞　造血干细胞在临床已有大量应

用，用以治疗血液及缺血性疾病。它们易于移植，

并能产生所有类型的血细胞。但是外周血、骨髓或

脐带来源的造血干细胞仍存在纯度不够，有其他生

物杂质污染的危险。

3.2.6　角膜缘干细胞　角膜缘干细胞是角膜表皮再

生的功能细胞。当创伤或疾病造成这群细胞的丢

失，移植角膜可以避免由于疤痕组织造成的视力损

伤[32]。

同样成体干细胞来源的各类分化细胞结合组织

工程手段可以获得工程化组织。成体干细胞来源比

较广泛，不存在伦理问题，在组织工程领域具有广

泛的应用前景。如果能够解决它的分离培养问题，

将是种子细胞非常方便的选择。

干细胞离体培养条件下自我更新能力的维持及

有效的定向分化方法的实现将为组织工程提供充足

的种子细胞，真正产生“活”的组织，必将促使

组织工程获得根本性的发展。
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4　干细胞和组织工程发展面临的挑战

经过二十多年的发展，组织工程领域已取得很

多成就，但是组织工程产业想达到人们预期的设想

还有很长的路要走。在体外模拟体内组织器官发生

的微环境是主要的挑战。如何获得大量的细胞，合

适的支架材料，如何避免移植免疫反应，如何实现

移植物的细胞化，如何建成组织的血管网，干细胞

的定向分化，细胞活力的维持，体内细胞数量的维

持等等都是需要逐一解决的。人们也提出了一系列

方法试图解决这些问题，如将重组生长因子或定向

分化信号等诱导因素与支架材料整合[48]、使用基因

治疗载体[49]、使用基因工程化细胞[50]、使用诱导型

的多能干细胞等等。鉴于组织工程学的多学科交叉

性，尚需细胞生物学、发育生物学、分子生物学、

移植免疫学、生物材料学、生物化学、临床医学

等多学科研究人员的共同攻关。当然种子细胞仍然

是组织工程发展的一个瓶颈，因此干细胞基础理论

的重大突破必然会推动组织工程发展产生质的飞跃。
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