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胚胎干细胞体外定向诱导分化研究进展
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　　[摘　要 ]　胚胎干细胞是由早期内细胞团分离的一种多潜能细胞, 在体外分化抑制培养时, 可保持未分化状

态而无限增殖。一旦撤除分化抑制因素, 或添加适当的诱导剂, ES 细胞可分化为内胚层、中胚层和外胚层的多种类

型的特化细胞。文章综述了体外定向诱导 ES 细胞分化为造血细胞、心肌细胞、神经细胞、脂肪细胞、胰岛细胞、内皮

细胞、上皮细胞、成骨细胞、软骨细胞和黑素细胞等的途径和方法。
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　　胚胎干细胞 (em b ryon ic stem cells, ES 细胞) 是

来自内细胞团 ( inner cell m ass, ICM ) 的一种多潜

能细胞, 具有自我更新、高度增殖和多向分化的能

力。1981 年, Evan s 等[1 ]首次从小鼠延迟着床的胚泡

中获得了 ES 细胞, 随后, 人们相继得到了不同动物

的 ES 细胞。在体外, 分化抑制培养可使 ES 细胞保

持未分化状态而无限增殖, 一旦撤除分化抑制因素,

又可分化为包括内胚层、中胚层和外胚层的多种类

型的细胞[2, 3 ] , 培养基条件适宜时, ES 细胞则可发生

定向分化。1998 年, 人类 ES 细胞系的建立[4, 5 ] , 引起

了世界范围内的广泛关注和巨大反响, 1999 年, Sci2
ence 将 ES 细胞研究列为世界十大科学进展之首。

目前, ES 细胞定向诱导分化已成为干细胞工程领域

的热点和难点课题。本文综述了近年来 ES 细胞体

外定向诱导分化为造血细胞、心肌细胞、神经细胞等

不同特殊类型细胞的方法和途径。

1　体外定向诱导分化方法

在体胚胎分化过程中, 组织的发生和身体构造

的形成具有时空顺序性和相互诱导性。体外诱导分

化的原理, 就是选择适当的诱导剂和诱导模式, 通过

诱导物与细胞表面受体结合或使细胞发生轻度可逆

性损伤等, 使被诱导细胞按预定的细胞类型方向分

化。目前, 在 ES 细胞体外定向诱导分化时, 多先将

ES 细胞悬浮培养形成类胚体 ( em b ryo id bodies,

EB s) , 再将 EB s 消化成单细胞贴壁培养, 并于不同

的培养阶段添加不同种类和不同浓度的条件培养

液、化学物质或细胞因子, 直接促进 ES 细胞定向分

化为某种特殊类型的细胞[6 ] , 或培养条件对某些类

型的细胞分化起抑制作用, 从而高效诱导目的细胞

的分化[7 ]。对被诱导分化的细胞还可作进一步的筛

选培养[8, 9 ] , 以获得高度纯化的分化细胞。

2　体外定向诱导分化细胞

目前, 已报道的自 ES 细胞诱导分化的细胞主

要包括造血细胞、心肌细胞、神经细胞、脂肪细胞、胰

岛细胞、内皮细胞、上皮细胞、成骨细胞、软骨细胞和

黑素细胞等。

2. 1　造血细胞

干细胞因子 (SCF)、血小板生成素 (T PO ) 和胚

胎条件培养液可诱导小鼠 ES 细胞分化为造血干ö
祖细胞。诱导第 6 天, CD 34+ 细胞为 86% , 而 SCF、

白细胞介素 ( IL 26)和原代骨髓基质细胞饲养层可使

这些造血干ö祖细胞进一步分化为B 淋巴细胞系。

诱导第 14 天, 大多数为D 34- CD 38+ 浆细胞[10 ] , 诱

导形成的功能上类似于正常胎儿肝源或骨髓源的B

系细胞, 脂多糖刺激时能分泌免疫球蛋白[11 ]。

在不添加外源因子的条件下, ES2D 3 细胞与骨

髓基质O P9 细胞共培养, 第 5 天时即出现分化的造

血祖细胞, 第 14 天时 90% 以上的 ES 细胞分化为嗜

中性粒细胞、巨噬细胞、红细胞、浆细胞、巨核细胞和

B 淋巴细胞, 培养基中添加 200 m göL 的巨噬细胞

克隆刺激因子 (M 2CSF ) , 第 10 天时巨噬细胞的数

量剧增, 90% 以上的分化细胞为巨噬细胞[12 ]。
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将 ES2D 3 细胞与骨髓基质细胞 R P0. 10 单层

共培养, 同时添加 IL 26, IL 23 和 IL 27 时, ES 细胞可

分化为 T 淋巴祖细胞 (Jo ro75+ )、B 淋巴祖细胞 (B 2
220+ ) 及其他造血祖细胞 ( T hy21+ , PgP21+ , c2
k it+ ) , 这些分化细胞可重建 T 2和B 2淋巴细胞缺陷

型 scid 小鼠的淋巴组织, 在亚致死量放射线照射的

正常鼠体内, 也可产生成熟的 T ,B 淋巴细胞[13 ]。

2. 2　心肌细胞

ES 细胞源的 EB s 在含 1 Λmo löL 维生素A 酸

(RA )的BRL 细胞条件培养液中贴壁培养诱导分化

15 d 时, 开始出现有节律收缩的心肌样细胞团, 透

射电镜观察证实, 收缩的细胞内存在明显的肌原纤

维、肌小节、闰盘以及丰富的充满嵴的线粒体等典型

的心肌细胞特有结构[6 ]。

电场可诱导 EB s 阳极侧的超极化和阴极侧的

去极化, 4 d 龄的 EB s 经 250 和 500 V öm 场强的单

直流场脉冲作用 90 s, 分化成跳动心肌细胞团的数

量和跳动区域的面积明显增加, 过氧化氢 (H 2O 2) 或

维生素 K 3 可促进 EB s 中心肌的生成, 而自由基清

除剂 t ro lox 等则产生抑制作用, 磷脂酰肌醇激酶23

抑制剂和渥曼青霉素可完全阻止 EB s 向心肌的分

化[14, 15 ]。

相关因子研究表明, 具有表皮生长因子 (EGF)

样结构域的生长因子C rip to21 (C r21) 是体外形成收

缩心肌细胞所必需的因子[16 ]。转录因子 GA TA 24,

GA TA 25, GA TA 26 可参与调节心基因的表达和心

肌分化, 但 GA TA 24 缺失的 ES 细胞仍保留分化为

心肌细胞的能力, GA TA 25 或 GA TA 26 可能具有补

偿 GA TA 24 的作用[17 ]。

2. 3　神经细胞

神经生长因子 (N GF ) 可促进 EB s 中神经元样

细胞的形成[18 ]。在 EB s 悬浮培养过程中添加 0. 5

Λmo löL RA , 可使贴壁培养的 EB s 在 48 h 内出现

神经元样细胞, 4～ 6 d 时达到最多, 细胞间形成丰

富的网络样结构, 这些细胞都能特异地与神经微丝

蛋白 (N F ) 抗体反应, 神经突起中抗体反应最为明

显; 8～ 10 d 后, 神经元样细胞逐渐减少, 神经突起

逐渐变细、缩短, 网络结构逐渐消失[19 ]。骨形态发生

蛋白24 (BM P24) 可阻止RA 对小鼠 ES 细胞的神经

化作用而促进其向中胚层分化[20 ] , 而应用血清饥饿

法抑制中胚层分化, 添加碱性成纤维细胞生长因子

(bFGF)可促进神经前体细胞形成, 并进一步应用神

经营养因子, 可显著提高多巴胺 (DA )能神经元的数

量, 并能有效维持存活和显著促进细胞增殖[7 ]。

EB s 单细胞贴壁培养, 经 0. 5 Λmo löL RA 诱导

分化的细胞表达胶质原纤维酸性蛋白 (GFA P)、Χ2
氨基丁酸 (GABA )、酪氨酸羟化酶 (TH ) 和脑因子21

(BF21)等神经元相关蛋白[21 ]。采用 4- ö4+ 诱导法,

0. 5 Λmo löL 的 RA 可诱导 ES 细胞分化为 GFA P

抗体染色阴性和N F 抗体染色阳性的成熟神经元细

胞, 第 8 天神经元细胞的分化比例达最大值

(31. 7% ) [22 ]。用RA 诱导 ES 细胞不仅可获得 GA 2
BA 神经元, 也可获得DA 神经元[13 ] , 且分化的神经

祖细胞冻存后仍具有扩增和分化为功能性神经元的

能力[23 ]。

PA 6 基质细胞表面存在强有力的神经化活性

物 SD IA , 将猕猴 ES 细胞接种于 PA 6 细胞单层上

分化培养 2 周时, 所诱导的神经元细胞中 35% 为

TH + 神经元, 这些神经元可产生有效量的DA (1. 0

pmo lö107 细胞) , 且这种分化的发生要比胚胎中快

(10 dö35 d) [24 ]。小鼠 ES 细胞与 PA 6 基质细胞共培

养, 可高效诱导分化为能产生DA 的 TH + 神经元,

这些DA 神经元移植后可整合于小鼠纹状体并表达

TH [25 ]。

单层培养的ES25 细胞, 添加 1 Λmo löL RA 与 1

mmo löL 双丁酰基环腺苷单磷酸 (dBcAM P ) , 可使

诱导产生的分化细胞比例高达 90%～ 95% , 分化早

期的神经胶质细胞占分化细胞的 90%～ 95% [6 ]。将

ES 细胞在 ES IM 培养基中培养 4 d 后, 添加 0. 5

Λmo löL RA 再诱导培养 4 d, 使 ES 细胞形成 EB s,

多数 EB s 细胞呈神经祖细胞免疫标志巢素 (nest in)

阳性, 离散的 EB s 细胞在神经细胞基础培养液中可

形成神经元、星形细胞和少突神经胶质细胞, 纯化培

养后可使少突神经胶质细胞纯度达 92% , 并具有重

新形成轴突髓鞘的作用[8, 9 ]。

2. 4　脂肪细胞

EB s 经 10 nmo löL RA 处理后, 可检测到脂肪

特殊基因 PPA R Χ和 adip sin 的高效表达, 而单个

EB s 经低浓度RA 预处理可产生脂肪细胞和骨骼肌

细胞, RA 浓度高于 10 nmo löL 时, 肌浆蛋白素

(m yogen in) 的表达被抑制, 而脂肪酸结合蛋白 (a2
FABP)的表达增加[26 ]。在 ES 细胞体外分化为脂肪

细胞过程中, RA 可能起着至关重要的作用, 即在

ES 细胞形成 EB s 的早期分化阶段, 必须先用 RA

作短时间处理。在EB s 形成的 2～ 5 d, 相当于 ES 细

胞的随意分化期, 添加RA 以影响 ES 细胞的分化,

随后, 在相当于 ES 细胞的终末分化期, 应用脂肪形

成激素, 如在 7～ 20 d 添加 85 nmo löL 胰岛素 ( In s)
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和 2 nmo löL 三碘甲状腺氨酸 (T 3) , 脂肪细胞的形

成比例可达 50%～ 70% , 缺乏 RA 处理组仅为

2%～ 5%。但在 EB s 形成的早期阶段, 单独或联合

应用 In s, T 3, 地塞米松或脂肪特殊基因 (PPA R s) 强

效激活剂均可导致低水平的脂肪发生 (5% ) [27 ]。由

EB s 形成的脂肪细胞对胰岛素和 Β2肾上腺能兴奋

剂, 分别表现出脂肪形成活性和脂解活性。

2. 5　胰岛细胞

ES 细胞悬浮培养 4 d 后形成 EB s, 并筛选培养

巢素 (nest in ) 阳性细胞 6～ 7 d, 随后添加丝裂原

B 27, bFGF 培养胰腺内分泌前体细胞 6 d, 撤除丝裂

原后添加烟碱可诱导分化为分泌胰岛素的胰岛细

胞[28 ]。在此过程中, ES 细胞首先转化为 nest in 阳性

细胞, 随后出现胰岛素和 Β2微管蛋白Ë (TU J 1, 神经

元特异抗原) 阳性细胞, 撤除丝裂原后, 胰岛素强阳

性细胞和成熟神经元逐渐增加, 分化为胰岛素阳性

细胞的比例可达 31. 5%。分化形成的细胞群与在体

胰岛局部解剖相似, 具有分泌胰岛素 (Β细胞)、胰高

血糖素 (Α细胞)、抑生长素 (∆细胞) 和胰腺多肽 (PP

细胞)的功能, 移植于链脲菌素性糖尿病小鼠的肩部

皮下, 胰岛样细胞群可在体内存活并表达胰岛素, 移

植后第 12 天出现导管化, 移植小鼠可存活较长时

间[28 ]。

2. 6　内皮细胞

利用具过度表达转化生长因子 Β1 (T GF2Β1) 的

ES 细胞, 在 RA 培养液中经悬滴培养先形成 EB s,

继续贴壁培养后, EB s 周围呈辐射状长出许多血管

样结构[29, 30 ] , 这些管状结构由内皮细胞排列组

成[31 ] , T GF2Β1 可促进内皮细胞形成索状结构[29 ]。进

一步研究表明, T GF2Β1 可能是通过细胞外基质行

使其形成血管的功能。此外, ES 细胞经重组 T GF2
Β1 处理后, 能检测到 bFGF 基因表达, 从而提示

bFGF 可能具有促进内皮细胞和血管形成的作

用[30 ]。ES 细胞在体外聚积形成EB s 的前 12 d, 潜伏

转移生长因子2Β结合蛋白 1 (L TBP21) 的表达增加,

12～ 24 d 保持恒定, 其后开始下降。L TBP21 多克隆

抗体可抑制内皮特化基因 ICAM 22 和 von W ille2
b rand 因子的表达, 并延迟已分化内皮细胞形成索

状结构[29 ]。在 ES 细胞分化过程中,L TBP21 可能通

过 T GF2Β依赖机制影响内皮细胞形成索状结构。

2. 7　上皮细胞

培养基中添加 10 göL 的N GF, 可使 60% 单层

培养的猕猴 ES 细胞分化为上皮样细胞[32 ]。

Kaw asak i 等[33 ]报道, 将猕猴 ES 细胞在 PA 6 基质

细胞层上培养 3 周时, 意外地发现, 约 8% 的 ES 细

胞克隆中含有大量色素沉着的上皮细胞, 这些细胞

呈多角形紧密排列, 明显不同于黑素细胞, 细胞增殖

速度相当快, 视杯标记 Pax6 为阳性, 为视网膜色素

上皮细胞, 而 SD IA 处理小鼠 ES 细胞或猕猴 ES 细

胞培养于胶原包被的培养皿时则极少出现这种现

象。

2. 8　成骨细胞

将小鼠 ES 细胞培养于含血清培养基, 并补加

维生素 C (V c)、Β2磷酸甘油 (Β2glyceropho sphate) 和

地塞米松 (dexaethasone)或RA , 或与胎儿成骨细胞

共培养诱导分化, ES 细胞可形成由 50～ 100 个细胞

组成的离散的矿化骨小结, 且细胞外基质中含有胶

原21 (co llagne21)和骨钙素 (o steocalcin)。地塞米松

协同V c 或单独应用 Β2磷酸甘油都能大量诱导骨小

结的生成, 添加培养 14 d 后, 骨小结数量可增加 7

倍; ES 细胞与成骨细胞共培养比 ES 细胞单独培养

形成的骨小结数量增加 5 倍[34 ]。

2. 9　软骨细胞

ES 细胞诱导分化为软骨细胞的条件较为苛刻,

一般成功率也较低。Baker 等[35 ]报道, 将 RO SA Β2
geo 基因转染 ES 细胞, 在缺乏新霉素 (genet icin,

G418)的情况下, 这种 ES 细胞在体外能被诱导分化

为软骨细胞。首先将 ES 细胞聚集成 EB s, 用体积分

数 10% 小牛血清代替胎牛血清, 培养液中含有 1

Λmo löL 地塞米松, 2～ 3 d 更换培养液。50 d 后 EB s

中出现软骨细胞, 经 1% 阿尔辛蓝 (A lcian b lue) 液

染色, 显示出明显的软骨细胞特征, 细胞间存在着Ê
型胶原。培养基中添加 T GF2Β后,A lcian b lue 蓝染

区域略有减少, 而BM P22 和BM P24 则具有诱导软

骨分化的作用, 且应用BM P22 的诱导作用具有时间

依赖性, 这与其补充软骨祖细胞的作用相一致[36 ]。

2. 10　黑素细胞

ES 细胞在体外可高效诱导分化为黑素细胞。

ES 细胞与骨髓基质细胞共培养时, 可产生少量黑素

细胞 (m elanocytes) , 但在 SCF 和 c2K it 受体酪氨酸

激酶配体存在时, 地塞米松对这种诱导具有促进作

用。用不能产生造血细胞的 SCL öta l21 (- ö- ) 细胞进

一步证实了 c2K it 在祖细胞的表达、所产生细胞的

形态、对生长因子的活性和黑素基因标记的表达均

清楚地表明, 这些细胞是黑素细胞[37 ]。

3　结　语

在体外, ES 细胞定向诱导分化的研究尚处于起
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步阶段。虽然, 定向分化的细胞类型还相当有限, 但

这些研究成果已在生物学基础研究和临床医学领

域, 显示出了潜在的异乎寻常的应用前景。ES 细胞

被定向诱导分化为各种具有特殊功能的细胞培养体

系的建立, 将使人们对正常生物体发育过程中所发

生的复杂事件、异常的细胞特化和细胞分裂有更加

深刻的认识, 诱导分化的特殊类型的细胞将为细胞

治疗和组织治疗, 甚至器官移植提供新的来源。一旦

人们在体外能够完全控制 ES 细胞的分化方向, 必

将引发一场新的生物医学革命, 人类完美修复或替

代因遗传或后天疾病引起的重要组织、器官的缺陷

及损伤的梦想将得以实现。
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T he study p rogress of induced comm itm en t and

d ifferen t ia t ion of ES cells in v itro

SONG X iao-p ing,DOU Zhong-y ing
(L abora tory of L ivestock R ep rod uctive E nd ocrinology and Em bry o B iotechnology ,N orthw est S ci2T ech U niversity of

A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: Em b ryon ic stem cells are p lu ripo ten t cells derived from the inner cell m ass of early b last ro2
cyts that can be p ropagated indefin itely in the p rim it ive undifferen t ia ted sta te under in v itro differen t ia t ion2
inh ib ited cu ltu re. U nder app rop ria te condit ion s em b ryon ic stem cells have been show n to differen t ia te in

v itro to m u lt ip le cell types of endoderm , m esoderm and ectoderm. T h is paper review s the pathw ays of ES

cells in v itro being comm it ted and differen t ia ted to hem atopo iet ic cells, card iom yocytes, neu ra l cells,

ad ipocytes, pancreat ic islets, endo thelia l cells, ep ithelia, o steob lasts, chondrob last and m elanocytes.

Key words: em b ryon ic stem cells; induced comm itm en t and differen t ia t ion; b io techno logy
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