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人胚胎干细胞建系的研究现状与存在的问题

孟国良" 尚克刚 丁明孝
（北京大学生命科学学院，北京 !$$"1!）

摘 要 人胚胎干细胞系的建立，对人类胚胎发生和人类发育生物学研究、人类新基因的发现和功能研究以及基

因治疗、细胞和组织的移植治疗等领域的突破性进展具有重大意义；回顾了人胚胎干细胞建系研究的历程，就建系

的几种方案、路线、意义和可行性进行了探讨；详细系统地说明了迄今为止建立人胚胎干细胞系所需要的饲养层类

型、培养基组成、添加细胞因子种类及其作用；分析了建立和维持人胚胎干细胞系所需消化酶的种类及其作用以及

目前常用的几种传代方法；从若干方面总结了人胚胎干细胞系的鉴定方法，并对建立和维持人胚胎干细胞系中存

在的若干问题进行了剖析，提出了目前急待解决的问题。
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小鼠胚胎干细胞（7@ 细胞）系的建立，为其它动物及人

类胚胎干细胞的分离和体外培养开辟了通道。自 !A"! 年英

国剑桥大学的 7B,:C 和 D,EF8,:［!］以及美国加州大学旧金山

分校的 +,-=9:［#］用不同的方法成功分离、建立了小鼠胚胎干

细胞系以来，人们先后建立了鱼类、鸟类、哺乳动物［% G !%］以及

人类的 7@ 细胞系或类 7@ 细胞系［!2，!6］。

!AA" 年，美国威斯康星大学的 3/’8C’:［!2］和霍普金斯大

学的 H4,-/,-= 小组［!6］分别报道了他们用不同材料、不同方法

成功分离、建立了具有多方向分化潜能和永久增殖能力的人

胚胎干细胞（7@ 细胞）系和人胚胎生殖细胞（7H 细胞）系（也

有人把二者统称为胚胎干细胞系）。人胚胎干细胞系的建

立，引起了各国政府和研究人员的极大兴趣，并为此引发了

关于伦理、道德等方面的激烈争论，各国政府也纷纷制定了

相关法律。尽管如此，科学工作者在短短的 ! G # 年时间里，

在人 7@ 细胞定向分化、细胞与组织的移植治疗等方面取得

了瞩目的成就，这项研究分别被美国《@.94:.4》杂志和《3984C》
周刊评为 !AAA 年和 #$ 世纪末世界十大科技成就之首。

人胚胎干细胞系的分离和体外成功培养，在人类生命科

学研究的理论和实践中将产生重大的意义和影响。人 7@ 细

胞可用于体外研究人类胚胎发生发育及非正常发育，有助于

理解发育过程的机理、认识生命和疾病现象，从而进一步丰

富、完善和发展人类发育生物学；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

能的研究提供了一种新方法；临床上，在生育缺陷的控制和

检测等方面的研究中将发挥重要作用，尤其为基因治疗、细

胞和组织的移植治疗的突破性进展提供了不可替代的细胞

资源［!5 G #$］。

上述各项重大研究的基础在于体外分离、培养永恒增殖

的、具有多能或全能性的人胚胎干细胞系。到目前为止，有

关人 7@ 细胞建系成功的报道仅有 % 例［!2，!6，#!］，用于建系的

培养系统还不够完善，建系和培养过程中还存在不少问题。

这些问题的存在限制了人 7@ 细胞的研究和应用，因此进一

步完善人 7@ 细胞的培养系统已成为当务之急。

! 人胚胎干细胞建系的研究历程

!A"2 年 3/’8IC’:［##］和 J:K-4LC［#%］两个小组分别报道从

人的畸胎瘤获得了可在体外分化为神经及其它细胞类型的

克隆细胞系；随后，M4-, 等人［#2］从人的畸胎瘤中分离得到的

这类细胞系可分化为代表三个胚层的不同组织，这种来自畸

胎瘤的细胞系被称之为 7? 细胞系。人的 7? 细胞系往往具

有非整倍体核型，通常自然分化为体细胞和组织的能力较

低，况且由于 7? 细胞的致癌性，使这种干细胞在理论研究

和实际中的应用受到了限制［#6 G #1］。然而，这些尝试性的工

作初步表明了分离、培养人 7@ 细胞的可行性；!AA2 年，N’:;0
C’ 等人［#"］以人输卵管上皮细胞为饲养层，在 O&P 组织培养

液中，将体外受精的 #! 枚原核期胚胎培养至囊胚，然后在

?/,:; 氏培养基中添加人白血病抑制因子（/QOP）继续培养，

第一次获得了可增殖传代的类人 7@ 细胞克隆，并传代培养

至第二代；!AA6 年，3/’8C’:［#A］以小鼠胚胎成纤维细胞（+7P）

做饲养层，以添加了 #$RPN@ 及多种微量添加物的 S+7+ 为

培养基，第一次从恒河猴囊胚中分离建立了 % 株灵长类 7@
细胞系，其中 ! 株在体外传代培养 ! 年多时间，另 # 株在体



外培养 ! 个月以上，均具有稳定正常的核型和分化为滋养层

及三个胚层不同组织的能力；"##$ 年，%&’()’* 等［!+］建立了 ,
个狨的 -. 细胞系，其中 / 株在体外培养长达 " 年有余，仍维

持了正常核型和未分化状态，在撤掉饲养层的情况下，可分

化为包括滋养层和内胚层在内的多种细胞类型；"##, 年，

%&’()’*［"0］利用临床上自愿捐献的体外受精的胚胎在 1"2/
和 1/2/ 培养基中培养至囊胚，然后以!3射线灭活的小鼠胚

胎成纤维细胞（4-5）为饲养层，以补加 /+657. 及多种微量

添加物的 84-4 为培养基，从 "0 个囊胚的内细胞团（9:4）中

分离出 ; 个人的 -. 细胞系，这些细胞系具有高的端粒酶活

性和正常核型，其中 0 株在体外培养了 ; < $ 个月，" 株在体

外培养了 , 个月（!/ 代），; 个细胞系都保持了形成 ! 个胚层

不同组织和细胞的能力；同年，1=>?&>?@ 小组［";］以 ; < # 周胎

儿生殖脊和肠系膜为材料，以!3射线灭活的 .%A［.%A 细胞

是来自 .94 小鼠胚胎的（.）、对硫代鸟嘌呤（%&B’CD>*B*=，%）和

乌本苷（AD>E>B*，A）有抗性的成纤维细胞系］为饲养层，以添

加 ";657. 和其它微量添加物及多种生物因子的 84-4 为

培养基，分离出 ; 个 -1 细胞系，其特征与小鼠 -. 和 -1 细

胞系相似，所获得的细胞在 4-5、F-5（人胚胎成纤维细胞）

及明胶处理过的培养皿上培养是不成功的，这些饲养层和基

质不能替代 .%A 来建立 -1 细胞系；/+++ 年，G=DEB*’HH［/"］采用

与 %&’()’* 相似的方法从 0 个人的囊胚中获得 / 株人 -. 细

胞系，这 / 株 -. 细胞系增殖速度快、核型正常，在未分化状

态下已分别在体外传代培养 $0 和 00 代，群体倍增分别为

!,0 和 /$0，注射到严重联合性免疫缺陷小鼠（.:98）体内能

分化为来自 ! 个胚层的不同组织，体外可分化为滋养层和各

种体细胞类型。同时，表达多能干细胞所特有的转录因子

AI@30。同年，J(B@［!"］从体外培养的 $ < K 个月的人 -. 细胞系

中，以 4-5 为饲养层，以添加了 E515 的无血清培养液为培

养基，在 !,0 个单细胞中获得 / 个可扩大培养的克隆细胞

系，这两个克隆细胞系，经 $ 个月的传代培养，仍维持了母代

-. 细胞系的正常核型、表达特异标记和多分化潜能。

! 人胚胎干细胞建系路线

!"# 囊胚法

将人工 受 精 得 到 的 胚 胎 培 养 至 囊 胚，分 离 培 养 其 内

9:4，进一步分离、培养增殖的 9:4 及 -. 细胞集落，扩大培

养后即得到人 -. 细胞系。%&’()’* 和 G=DEB*’HH 是采用这一

方法分别建立起人 -. 细胞系的，即：体外受精胚胎!囊胚!
脱去透明带!裂解滋养层细胞!4-5 上培养分离的 9:4!
离散增殖的 9:4 为细胞团块!重新接种在 4-5 上培养!离

散 -. 细胞集落为细胞团块!接种在 4-5 上培养!出现多

个 -. 样集落!扩大培养!核型、带型分析及鉴定!成系。

!"! 胎儿原始生殖细胞（$%&’）法

从 ; < # 周流产胎儿分离、培养 L1:) 细胞，获得具有多

分化潜能的胚胎生殖细胞系（-1 细胞系），有人将其称为生

殖干细胞（1=?( .@=( :=MM，即 1.），也有人将其和来自囊胚的

多能干细胞统称为人胚胎干细胞（即 -. 细胞）。1=>?&>?@ 小

组从流产胎儿的 L1:) 中建立了 ; 个人多能 -1 细胞系：

人胎儿生殖脊及肠系膜!离散为单细胞或小细胞团!
.%A 饲养层上培养!出现 -. 样集落!离散后重新接种到

.%A 饲养层上培养!扩大培养!分析、鉴定!成系。

!"( 核移植细胞法

首先将人卵母细胞脱核，然后将体细胞的细胞核转移到

去核卵细胞中，再将这种经核转移处理的卵细胞进行体外培

养，待囊胚形成后分离、培养其内细胞团，获得人 -. 细胞的

过程与囊胚法相似。不过，用这种方法获得的是携带特定个

体遗传物质的胚胎干细胞，是治疗性克隆的珍贵细胞资源。

建系的技术路线示意图如下［!/］：

病人体细胞!体细胞核移入去核卵母细胞!卵裂期的

胚!囊胚期的胚!培养分离的 9:4!分离、扩大培养 -. 细

胞!遗传基因的改造或修饰!定向分化为特定的组织!组

织移植给病人。

也有研究者利用其它哺乳类动物的卵细胞作为人体细

胞核受体进行细胞核转移研究，如用牛的卵细胞进行的人类

-. 细胞的克隆实验；还有人利用胚胎干细胞的细胞质与成

人体细胞核形成融合细胞，对核内遗传信息重新编程，从而

实现体细胞的多能或全能化。但是，由于在伦理、技术以及

机理方面尚存在不少问题，这两方面的研究还在探索之中，

目前还没有肯定的研究结论［!/，!!］。

( 建立和维持人胚胎干细胞系的条件

("# 饲养层

饲养层是建立和维持人 -. 细胞系的必要条件。迄今为

止，已分离得到的非人灵长类和人胚胎干细胞系无一不是在

饲养层条件下建立和维持的。除人 -1 细胞系是以 .%A 细

胞为饲养层建立的之外［";］，非人灵长类和人胚胎干细胞系

均以小鼠胚胎成纤维细胞（4-5）为饲养层建立的［"0，/"，/#，!+］。

在无饲养层的情况下，人 -. 细胞毫无例外地分化为多种细

胞类型［/;，/K］。到目前为止，还没有发现一种细胞因子或条件

培养基能够替代饲养层细胞的作用。已有的结论表明，4-5
作为建立人 -. 细胞系的饲养层是可行的、有效的。其它饲

养层，如人胚胎成纤维细胞及输卵管上皮细胞，均不能替代

4-5 的作用［"0，";，/"，/,］。在小鼠 -1 细胞的建系和维持过程

中，4-5 也是其必要条件之一。而在仅有的一例关于人 -1
细胞系的建系报道中，用 4-5 作为饲养层却是不成功的，而

.%A 饲养层在人 -1 细胞建系中具有不可替代的作用［";］。

这一结论是很难解释的，因为仅有一例报道，尚不能确定

4-5 在人 -1 细胞建系中的确切作用。

("! 培养基组成

用于人和其它动物胚胎干细胞分离培养的培养基的组

成大同小异，一般采用 84-4（无丙酮酸钠、0;++(CNO 葡萄

糖）培养液，补加 ";6 < /+6的胎牛血清（FPIM’*=）和其它一

些微量成分如"34-、非必需氨基酸、谷氨酰胺等，如 %&’()’*
和 G=DEB*’HH 所采用的培养基组成分别为：84-4 Q /+6胎牛

血清 Q "((’MNO 谷氨酰胺 Q +2"((’MNO"34- Q "6非必需氨基

/!" 生 物 工 程 学 报 ", 卷



酸；!"#"$ %&’胎牛血清 $ %(()*+, 谷氨酰胺 $ &-.(()*+,

!/"# $ .’非必需氨基酸 $ 0&12+(, 青霉素 $ 0&"3+(, 链霉

素 $ %&&&12+(, 4,15。这两组配方并无本质区别，主要不同

在于后者添加了人白血病抑制因子（4,15），但 6789:;)<< 的研

究工作证明了 4,15 在人胚胎干细胞建系和维持过程中是没

有作用的。=7>?4>?@ 等人在建立 #= 细胞系中所用的培养基

组成 为：!"#" $ .0’ 胎 牛 血 清 $ %(()*+, 谷 氨 酰 胺 $
&-.(()*+,!/"# $ &-.(()*+, 非必需氨基酸 $ .(()*+, 丙酮

酸钠 $ .&&12+(, 青霉素 $ .&&"3+(, 链霉素 $ %&&&12+(, 4,15
$ .;3+(, 45=5 $ .&"()*+, 5)?AB)*:;（毛喉素），从这一培养基

组成可以看出，其与前二者的主要不同在于培养基中添加了

几种细胞因子。现在已经清楚，无论是小鼠 #= 细胞系还是

人 #= 细胞系的建立和维持，,15、5=5、<)?AB)*:; 都是不可缺少

的［.C，DC］。

!"! 增殖的 #$%、胚胎干细胞克隆的离散及扩大培养

到目前为止，在人胚胎干细胞建系和培养过程中还没有

找到一种理想的消化液。人的 #E 细胞在胰蛋白酶（F?GHA:;）

消化液中很容易离散为单个细胞，而单个 #E 细胞是很难形

成克隆的；人的 #= 细胞恰恰相反，对 F?GHA:; 消化液有相当

强的抗性，很难将 #= 细胞克隆离散为单个细胞悬液，只能

分离为细胞团块。所以在人 #E 和 #= 建系和培养过程中所

用的消化液是不一样的［.C，.0，%.，%I］。

.IIC 年，J);3A) 在最初分离人 #E 细 胞 时，曾 以 &-0’
F?GHA:;/&-0D’#!FK 消化液离散 1L" 和人 #E 细胞克隆，但

#E 细胞克隆仅传递 % 代，并未建成系。没有建成 #E 细胞系

的原因，除了饲养层和培养基等因素外，可能也与消化液不

理想有关。在 % 例人胚胎干细胞建系成功的报道中，均以以

下方法继代培养 #E 细胞：首先用 .()*+, #!FK 的无 L>% $ +
"3% $ MJE、或 .&(3+(, 中性蛋白酶、或机械法离散增 殖 的

1L"，接着用毛细管机械法离散出现的 #E 细胞集落，再用

.(3+(, 的 1N 型胶原酶或机械法进行扩增和传代培养。细

胞团块的大小以 0& O .&& 个细胞为宜，单细胞和小细胞团块

重新接种后很难增殖。在人 #E 细胞单细胞克隆研究中，用

&-&0’F?GHA:;/&-%0’ #!FK 将细胞消化为单细胞悬液，结果

仅得到 % 个可以进一步扩大培养的克隆，可见单个细胞的增

殖是极其困难的；克隆的扩大培养，则用#型胶原酶。在建

立人 #= 细胞系时，用 &-&0’ F?GHA:;/&-0D’ #!FK 或 &-%0’
F?GHA:; 进行扩大培养是可行的。

& 人胚胎干细胞的生物学特性及鉴定方法

人胚胎干细胞是来自着床前胚胎或胎儿原始生殖细胞

（M=LA）的、可在体外未分化状态下长期增殖传代培养的、具

有稳定的二倍体核型和多能干细胞表面特异标记的、可分化

为 D 个 胚 层 来 源 的 各 种 组 织 和 细 胞 类 型 的 永 久 细 胞

系［.C，.0，%0，%P］。胚胎干细胞鉴定的理论基础是其生物学特性。

&"’ 人胚胎干细胞特点及其集落形态

人胚胎干细胞与小鼠胚胎干细胞相似：细胞体积小，核

大而明显，有一个或多个核仁，核质比高。#E 细胞在体外培

养时呈集落状生长，就集落形态而言，人的 #= 细胞集落与

小鼠 #E 细胞集落更接近，呈紧密牢固结合、多层密集立体生

长的无明显细胞界限的集落；而人的 #E 集落与小鼠的明显

不同，呈相对松散、扁平状集落，集落内细胞界限隐约 可

见［.C，.0，%0，%P，D0］。

&"( 核型分析

人胚胎 干 细 胞 具 有 正 常 稳 定 的 二 倍 体 核 型 和 带 型。

F4)(A);等人所建立的 0 个细胞系中，D 个具有正常 QR 核

型，% 个具有 QQ 核型，其中 SI 细胞系经 T 个月的培养仍维

持正常的 QQ 核型；=7>?4>?@ 等建立的 #= 细胞系在 U O .& 代

（T& O P&V）进行了核型分析，在 0 个 #= 细胞系中，D 个为 QQ
核型，% 个为 QR 核型，核型正常稳定；6789:;)<< 建立的 % 个

QQ核型人 #E 细胞系 S#E/. 和 S#E/% 分别在 0 O P、.C O .U、

%% O %T、CC O CT 代和 T O U、C& O C% 代进行了核型检测，结果表

明，两个细胞系在体外培养数十代后仍保持了正常核型；

K(:@ 等人从体外培养 T 个月的 SI 细胞系中克隆出 % 个 #E
细胞系 SI-. 和 SI-%，这 % 个细胞系在体外继续培养 U 个月

后仍保持了正常的 QQ 核型。

&"! 碱性磷酸酶活性测定

碱性磷酸酶（KWM）活性常被用来作为鉴定胚胎干细胞

及其分化与否的重要标志，非人灵长类和人胚胎干细胞碱性

磷酸酶活性呈阳性，已分化的细胞呈弱阳性或阴性［.0，D&］。

&"& 人胚胎干细胞特异性表面抗原的表达

人胚胎干细胞表面抗原的表达与小鼠 #E 细胞存在明显

的种属差异，如小鼠 #E 细胞表达早期胚胎细胞的特异性表

面抗原 EE#K/.，但并不表达 EE#K/D 和 EE#K/C［DT］；而人 #E 细

胞则表达人早期胚胎阶段特异性抗原 EE#K/D，EE#K/C，F6K/
./T&，F6K/./U.；人 #= 细胞表达 EE#K/.，EE#K/D，EE#K/C，F6K/
./T&，F6K/./U.。人的 #E 细胞表现 EE#K/. 阴性，而人的 #=
细胞、小鼠的 #E 细胞和 #= 细胞则表现 EE#K/. 阳性。目前

认为，EE#K/. 的表达与否，可能反映了相对扁平疏松结合的

#E 细 胞 集 落（EE#K/. 阴 性）与 多 层 叠 垛 集 落 的 #E 细 胞

（EE#K/. 阳性）之间存在的差异［.C，.0，%0，%P，D.］。

&") 胚胎干细胞的端粒酶活性

端粒酶是增加染色体末端端粒序列、维持端粒长度的一

种核糖核蛋白，端粒长度对其复制寿命具有很重要的作用，

端粒酶的表达与人细胞系的永生化程度高度相关；向人的某

些二倍体细胞中重新导入端粒酶活性将会延长其复制寿命；

人的二倍体细胞不表达端粒酶活性，随着年龄的增长，其染

色体端体变短，在组织培养过程中，经过有限的增殖期后，即

进入复制衰老状态。相反，在生殖细胞系和胚胎细胞中，端

粒酶高水平表达［DP，DU］。因此，人 #E 细胞系高水平端粒酶活

性的表达，表明其复制寿命要长于体细胞的复制寿命［.C，%.］。

一般而言，端粒酶的活性与端粒长度的维持是相关的，

人 #E 细胞系表达高水平端粒酶活性，说明这类细胞体外未

分化状态培养的永久性。

&"* 转录因子 +,-.& 的表达

XY@/C 是 MX2 区域的一个转录因子。在小鼠，它只限定
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在多潜能细胞中表达［!"］。最近的研究结果直接表明，受精

卵所表达的 #$%&’ 对于建立自 ()* 的多能干细胞来说是必

需的［’+］。#$%&’ 也在人的 ,) 细胞中表达［-’，’.］。用 /0&1)/
分析人 ,2 细胞的 3/45，结果表明，人的 ,2 细胞也表达 #$%&
’。克隆 1)/ 产物并测序，显示了其与人 #$%&’ 序列的一致

性［-.］。人和小鼠的 ,2 细胞都表达转录因子 #$%&’，当 ,2 细

胞分化时，其表达能力大大降低。#$%&’ 可能是哺乳动物不

同发育阶段多潜能细胞所特有的少数特异的调控分子之一。

!"# 体内外分化能力鉴定

将人 ,2 细胞或 ,6 细胞注射到 2)(7 小鼠体内将产生畸

胎瘤，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［.’，.8，-.］。在体外经过长期培养和重

新亚克隆的人 ,2 细胞系，都能保持其多方向分化潜能［-.，!.］。

人 ,2 细胞在缺乏小鼠胚胎成纤维细胞饲养层时，无论

培养基中是否添加 9(:，都会分化为滋养层和各种细胞类

型［-.］。高密度培养的情况下可获得与早期着床后的胚胎非

常相似的类胚体。

$ 人胚胎干细胞建系中存在的问题

（.）与小鼠囊胚不同，人的囊胚在体外培养情况下不容

易自行脱去透明带，用囊胚的免疫手术法建立人的 ,2 细胞

系，如果操作不熟练、去除透明带和滋养层所用的链酶蛋白

酶（1;<=>?@）、抗血清和补体的浓度及作用时间不合适，就不

容易彻底去除滋养层或是造成 ()* 受损，从而影响 ()* 的

完整性、贴壁能力及生长状况。如果滋养层去除不净，贴壁

生长的 ()* 在生长过程中会很快发生分化。

（-）受材料来源限制，无法像小鼠 ,2 细胞那样建系，限

制了各种实验方案的实施和可行性探讨。

（!）目前为止，还没有找到一种理想的人 ,2 细胞传代培

养的消化液和离散方法。离散 ()* 增长物、,2 样集落以及

扩大培养所应用的方法和消化液还不尽人意，每次离散或传

代都有大量细胞死亡。重新接种的 ,2 细胞团块在 8+ A .++
个细胞时，才可能长成新的 ,2 细胞集落；细胞团块在 .+ 个

细胞以下时，很难再生长为新的集落［.’，-.］。53B% 等人在进行

人 ,2 细胞克隆时，在接种的 !C’ 个单细胞中，只出现了 - 个

可以扩大培养的克隆，而且其要求的条件极其苛刻［!.］。目

前的培养系统和培养条件仅仅是亚适合的，而不是理想的。

（’）人的 ,2 细胞系是饲养层依赖型的［.’，.8，-.］，在建系和

培养过程中缺乏对 9(: 及该细胞因子家族相关成员的反应。

在无饲养层的情况下，无论培养基中有无 9(: 等因子，,2 细

胞都将发生分化［.’，-.］；而人的 ,6 细胞有所不同，至少部分

依赖于 9(: 和 D:6:［.8］。

（8）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，采用模仿建立小鼠 ,2
细胞系的方法建立人的 ,2 细胞系有很大的偶然性。

（E）迄今为止，除 0D<3?<=，6@>;D>;%，/@FGB=<HH 等的报道

外，尚无其它成功建系的例子，国内也在这方面进行了探索，

但到目前为止还没有真正建成一株人胚胎干细胞系。

由此可见，人胚胎干细胞建系方面的研究，还有许多工

作要做，只有真正解决了建系过程中的这些问题，才可能为

后续的一系列研究开辟道路、奠定基础。
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