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摘　要：人胚胎干细胞 (human embryonic stem cells, hESCs) 具有自我更新和分化的潜能，自成功建立细胞

系以来学者们一直在改进建系方法和培养体系，如避免异源污染 ( 基质胶的研究、无饲养层和无血清培养

体系的研究等 ) 以建立优质的细胞系，获得更高全能性的干细胞 ( 采用不同小分子的组合培养干细胞或建

系 )，这些研究已经取得巨大成果。现通过胚胎来源、内细胞团 (inner cell mass, ICM) 分离、hESCs 培养体

系 3 个方面综述 hESCs 建系的研究进展。
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Abstract: Human  embryonic  stem  cells  (hESCs)  have the  potential  of  self-renewal  and differentiation. Since 
it has been successfully established from embryo, scholars have been improving the method and culture system to 
obtain high-quality cell lines. The process of derivation is especially important cause it’s the basis for follow-up 
experiments. This  review  summarizes  embryonic  origin,  inner  cell mass  (ICM)  separation  and  hESC  culture  
system to  present the progress  of  hESC lineage. 
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胚胎干细胞 (embryonic stem cells, ESCs) 是从早

期胚胎的内细胞团 (inner cell mass, ICM) 或单卵裂

球中分离培养得到的一类细胞，其主要特点在于自

我更新能力和产生机体内所有细胞的潜能。1981年，

Evans 和 Kaufman[1] 用小鼠胚胎成功建立鼠胚胎干

细胞系 (mouse embryonic stem cells, mESCs)。随

后，研究人员开始探索建立人胚胎干细胞系 (human 
embryonic stem cells, hESCs) 的方法。直至 1998 年，

Thomson 等 [2] 从体外受精 (in vitro fertilization, IVF)
的早期胚胎中分离得到 hESCs，这一研究成果在世

界范围内引起了巨大反响。

时至今日，hESCs 的研究仍是全球研究的热门

领域之一。学者们一直致力于改进 ICM 分离方法、

寻找更适合 hESCs 生长的培养基，以得到全能性更

强的 hESCs。本文将从胚胎来源、ICM 的分离方法、

hES 细胞培养体系三个方面对 hESCs 建系的研究进

展进行综述。

1　胚胎来源

目前，hES 细胞建系的胚胎来源主要有两种。

一是自愿捐献，包括接受辅助生殖治疗，如 IVF 或胞

浆内单精子显微注射 (intra-cytoplasmic sperm injection, 
ICSI) 的患者未使用的胚胎等，这种来源的胚胎在

使用前必须经捐献者同意，签署知情协议书后方能

使用；另外一种是通过体细胞核移植技术 (somatic 
cell nuclear transfer, SCNT) 得到的囊胚，即将体细

胞的细胞核注入去核卵母细胞中，激活其发育后得

到的囊胚 [3]。
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2　ICM的分离方法

滋养层 (trophectoderm, TE) 细胞生长速度要快

于 ICM，且分布在 ICM 外周，体外建系过程中生

长旺盛的 TE 细胞会抑制 ICM 的生长，阻碍 ICM
与培养基的接触。hES 细胞建系过程中除去 TE 细

胞有助于提高建系效率、缩短建系时间，帮助 ICM
增殖 [4]。分离 ICM 的方法主要有免疫外科法、机

械分离法、全胚培养法、激光法和单卵裂球法，5 种

分离方法建系效率的比较见表 1。
2.1　免疫外科法

免疫外科法是目前使用最多的方法，成功率高。

自 1998 年 Thomson 等 [2] 用该法得到 ICM 并成功

建立 hES 细胞系以来，许多研究人员仍沿用此法。

其原理是用链酶蛋白酶 (Pronase) 处理去除透明带，

再用抗人的血清处理，然后移至含豚鼠补体的溶液

中，囊胚的滋养层 (TE) 细胞发生免疫溶解，再用

机械的方法挑出 ICM。免疫外科法能较为完整地除

去 TE 细胞，但也有人认为含有动物源性的抗体和

补体会对得到的 hES 细胞造成污染，对于临床应用

来说并不是获取 ICM 最理想的方法。

2.2　机械分割法

顾名思义，机械分割法是用借助特定的工具将

TE 细胞去除，使 ICM 暴露在建系培养基中，从而

得到 ES 细胞系。2007 年，Ström 等 [5] 率先使用一

种针状工具分离 ICM 并成功建立 hES 细胞系，效

率约为 26%。机械分割法避免了免疫外科法中动物

源性抗体的潜在污染，成本低，但该法对实验人员

的操作要求比较高，TE 细胞去除不完全。

2.3　全胚培养法

全胚培养法与免疫外科法大致相似，不同的是

酶解法脱掉透明带后，直接将囊胚放入培养皿中，

而不经过机械法挑取 ICM。全胚培养法最初是由

Kim 等 [4] 发明，初衷是囊胚的质量较差，无法使用

免疫外科或机械分离法去除 TE 细胞。这种方法操

作简单，没有动物源性的潜在污染，但由于没有去

除 TE 细胞，其建系效率及质量都不如上述两种。

2.4　激光法

激光法是近年来发展起来的，其原理是用激光

把 TE 细胞杀死，以获得纯净的 ICM，用于 hES 细

胞建系。这种方法最早是 Cortes 等 [8] 提出的，后来

也被广泛应用于 hES 细胞建系 [6,9]。激光法能够完

整的去除 TE 细胞，并且无动物源性潜在污染，但

成本较高，对实验人员的操作要求也比较高。

2.5　单卵裂球法

单卵裂球法最早是 Klimanskaya 等 [7] 提出的，

他们将 8-cell 胚胎在酸性台式液 (Tyrode’s solution)
中短暂暴露破坏透明带后，取出单个卵裂球，放入

Quinn’s 囊胚培养液中， 待其分裂 1~2 次后将这些细

胞放入 MEF 上培养。Yang 等 [10] 从囊胚中取出单

细胞放入人包皮成纤维细胞 (human foreskin fibroblasts, 
HFF) 中直接培养而不经其体外分裂过程。此外，

Zdravkovic 等 [11] 也用 8-cell 单卵裂球成功建立 hES
细胞系。单卵裂球建系法不以牺牲胚胎为代价，不

存在 TE 细胞的去除问题，但这种方法对实验人员

的操作要求很高，不适合初学者使用。 

3　hES细胞培养体系

hES 细胞的培养基一般为 DMEM/F12，添加血

清替代物 (serum replacement, SR)、2- 巯基乙醇、碱性

成纤维生长因子 (basic fibroblast growth factor, bFGF)、
谷氨酰胺、非必需氨基酸 [12]，根据饲养层的有无可

以分为含饲养层和无饲养层体系两种。

3.1　含饲养层培养体系

自 Thomson 等 [2] 使用丝裂霉素 C 或 γ 射线灭活

的小鼠胚胎成纤维细胞 (mouse embryonic fibroblast, 
MEF) 作为饲养层成功建系以来，含饲养层培养体

系一直被大多数研究人员所接受，至今仍是 hES 细

胞培养最常见的体系 [13-14]。这种体系中培养的 hES
细胞状态比较稳定，但 MEF 在体外培养代次有限

( 一般为 8 代左右，饲养层常用第 4 代左右 )，人力物

力耗费大，且是鼠源物质，给 hES 细胞的临床应用

表1  ICM分离方法比较

分离方法 优点 缺点 建系效率

免疫外科法 能较为完整地除去TE细胞 含有动物源性的抗体和补体会对得到的hES细胞造成污染 12.5%[2] 
机械分割法 避免异源污染，成本低 对实验人员的操作要求比较高，TE细胞去除不完全 26%[5]

全胚培养法 操作简单，没有动物源性的潜在污染 TE细胞去除不完全 11.1%[4]

激光法 能够完整的去除TE细胞，无动物源性 成本较高，对实验人员的操作要求也比较高 20%[6]

	 　潜在污染 
单卵裂球法 不以牺牲胚胎为代价 实验人员的操作要求很高 29%[7]
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带来安全隐患。 
为避免异源污染，韩国学者用人羊水细胞 (human 

amniotic fluid cells, HAF) 作为饲养层，并用 SR 代

替血清培养 hES 细胞，这一研究使 hES 细胞摆脱

动物源污染 [15]。除此之外，研究人员还用羊水间充

质干细胞 [16]、骨髓间充质细胞 [17]、毛囊间充质 [18]、

成纤维细胞 [19] 作为饲养层，为临床应用奠定基础。

3.2　无饲养层培养体系建系及培养

3.2.1　基质胶的发现与使用

饲养层体系建系、培养 hES 细胞的局限性使学

者们渴望寻求一种基质，来代替 MEF 或其他类型

的饲养层为 hES 细胞的生长提供营养。

Teotia 等 [20] 用人源饲养层细胞的条件培养基

来培养 hESCs，条件培养基是细胞处于对数生长期

时回收的培养基，经过滤除菌后再次使用，但这种

培养基培养细胞容易分化。Miyazaki 等 [21] 发现 hES
细胞主要表达整合素 α6β1，其主要结合层黏连蛋白

(recombinant human laminin, rhLM) -111、-332 和 -511/-
521。 当将 hESCs 接种到 rhLM 上时，细胞确实明

显地黏附于 rhLM-332，并且 rhLM-511 和 rhLM-111
的黏附程度较低。 hESCs可以在这三种 rhLM上增殖，

同时保持它们的多能性。 这些结果显示 rhLM-111、 
-332 和 -511 是扩展未分化 hESCs 的良好底物。

此外，用作基质胶的还有 Matrigel，它与 rhLM
都是无饲养层培养体系中常用的基质胶，主要成分

是层粘连蛋白、IV 型胶原、巢蛋白、硫酸肝素糖蛋

白等。Xu 等 [22] 认为这两种基质胶仍存在异种污染

的潜在风险，因此，Xu 等用辣根过氧化物酶和过

氧化氢交联酪胺部分得到 HA-Tyr (hyaluronic acid-
tyramine) 水凝胶，用其作为基质进行 3D 培养后发现

hES 细胞仍具有全能性，他们认为这种基质可以完

全通过化学方法来获得，是比较理想的基质胶选择。

3.2.2　无血清培养基的研究

防止异源污染的另一种方法是使用成分明确的培

养基，即无血清培养体系。无血清培养体系的研究

主要包括美国 Thomson 实验室和北京大学邓宏魁实

验室。

2006 年，首次分离出 hESCs 的 Thomson 实验

室使用一种成分明确的培养基 TeSR1 和 Matrigel 包
被的培养皿共同维持 hESCs 的生长 [23]。同年，该

实验室又报道了对 TeSR1 培养基的改进——以斑马

鱼来源的 bFGF (zebrafish basic fibroblast growth factor, 
zbFGF) 取代了人源 bFGF ，即 mTeSR1[24]。2011 年，

Thomson实验室又提出只含有8种成分的培养基 (即

E8) 就可以保证维持人诱导多能干细胞 (human induced 
pluri-potent stem cells, hiPSCs) 的自我更新和全能

性 [25]。这两种培养基都被 StemCell 公司产品化，

从而推出了完全成分确定的无血清培养基，即

mTeSRTM1 和 TeSRTM-E8TM。

此外，邓宏魁实验室一直沿用 NBF 培养体系，

即 DMEM/F12 中添加 N2、B27、bFGF 来支持 hESCs
的自我更新和增殖 [26]，但这种培养基并没有商品化

生产。近来，该实验室在之前的基础上添加 Human 
LIF、CHIR99021、(S)-(+)-dimethindene maleate、
minocycline hydrochloride 四种小分子可以得到全能

性更强的扩展多潜能干细胞 (extended pluripotent 
stem cells, EPSCs)[27]。

3.3　培养体系的优化

hESCs 的自我更新是通过若干个信号通路，如

FGF2[28]、MAPK/ERK[29]、PI3K/AKT[30]、IGF[31]、

SphK[32] 以及 Activin/Nodal[33] 的活化或抑制来实现

的，这些信号通路对 hESCs 的维持意义重大。

3.3.1　使用小分子化合物维持hESCs全能性

Ying 等 [34] 发现 MEK 抑制剂 PD0325901 和 GSK3
抑制剂 CHIR99021 联合使用 ( 即 2i)，就能够充分

维持 ESCs 的自我更新。还有一些实验室在培养基

中添加鞘氨醇 -1- 磷酸 (S1P) 和血小板衍生生长因

子 (PDGF) 来维持 hESCs 的多能性 [35]。

3.3.2　优化不同小分子的组合得到Naïve状态hESCs
Naïve 状态 hESCs 具有形成嵌合胚胎的能力，

即可以通过四倍体补偿形成完全由 Naïve 干细胞来

源的胚胎，而 Primed 干细胞不具备该能力。就

Primed 干细胞而言，不同细胞系之间基因表达的异

质性比较大，存在细胞系之间分化能力的差异，而

Naïve 干细胞在不同细胞系之间基因表达的异质性

较小，分化能力不存在明显差别 [36]。

得到 Naïve 干细胞的途径主要有两种。一是直

接从 ICM 中分离得到，英国剑桥团队的最新研究

表明这种方法完全可行 [37]，但此种方法研究较少，

还不够成熟。二是通过改变培养体系将 Primed 转化

为 Naïve 干细胞，这类研究目前较多。

Bao 等 [38] 在培养基中加入 4 种小分子 (ActA、

BMP4、CHIR99021 和 LIF) 激活 TGF-β、抑制 GSK3
信号通路，将 hESCs 转化为超甲基化 Naïve 干细胞，

这些细胞与 Naïve 干细胞相比表现出稳定的高甲基

化表观基因组和大部分完整的印记，是介于 Naïve
和 Primed 之间的一种状态。邓宏魁实验室在 Bao 的

基础上，用 (S)-(+)-dimethindene maleate 和 min-ocycline 
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hydrochloride 替换 ActA 和 BMP4 培养 hESCs，得到

扩展多潜能干细胞 (EPSCs)[27]。由这种细胞产生的

嵌合体小鼠在胎盘和胎儿体内均检测到 EPSCs 来
源的细胞的存在，并成功通过四倍体补偿的方法成

功发育为小鼠个体，这些特征正是 Naïve 干细胞才

有的。Jaenisch 实验室则在培养基中加入了更多的小

分子，即 MEK、GSK3、BRAF、ROCK、SRC 等 5
种信号通路抑制剂培养 Primed 干细胞，发现这些

细胞中原本失活的 X 染色体在 Naïve 培养基中重新

被激活，甲基化水平也普遍降低，从而得到 Naïve
干细胞 [39-40]。

4　展望

hES 细胞于 1998 年首次建立，从那时起，建

系和培养方法都得到了显著改进和简化。目前研究

人员可以在成分明确的无动物源条件下建立和培养

hESCs，可以得到全能性很高的扩展多潜能干细胞

系 [27] ；ICM 的来源不再局限于被遗弃的胚胎，近年

有许多研究表明可以从孤性胚胎中分离得到，如从

直接激活 MII 的卵母细胞形成的孤雌囊胚中分离得

到的孤雌胚胎干细胞 (parthenogenetic haploid embr- 
yonic stem cells, PG-haESCs)[41]，以及用精子替换卵

母细胞核形成的胚胎中分离而来的孤雄胚胎干细胞

(androgenetic haploid embryonic stem cells, AG-haESCs)[42]，

这两种 ES 细胞也已成功建系。使用无饲养层体系建

立 hESCs 细胞系也成为目前研究的热点 [43]。这些细

胞系的建立为遗传学研究提供了重要工具，一定程

度上也缓解了干细胞来源方面的道德压力 [44]。

对于治疗各种疾病的细胞疗法而言，hESCs 是
再生医学方面的一个巨大希望 [45]。此外，具有靶向

分化的 hESCs 的广泛应用可以成为研究早期胚胎发

育途径、疾病病原学和药物毒理学测试的有力工具。

2012 年 FDA 批准了首次使用干细胞治疗黄斑变

性的临床试验 [46]，我国在 2017 年也报道了利用

hESCs 治疗帕金森病的案例 [47]。这些研究的推进，

让人们看到了干细胞在未来临床研究中的希望，但

碍于道德伦理方面的束缚，干细胞治疗还有很长的

路要走。
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