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胚胎干细胞诱导分化研究进展
Ξ

马勇江,杨学义,窦忠英
(西北农林科技大学 陕西省干细胞工程技术研究中心,陕西 杨陵 712100)

　　[摘　要 ]　哺乳动物胚胎干细胞一般可从胚胎囊胚内细胞团分离得到,具有在体外保持不分化的无限增殖能

力,在合适的培养条件下,胚胎干细胞可定向诱导分化形成多种细胞类型。人们对胚胎干细胞进行体外培养与定向

分化可以得到大量同源细胞,以应用于患疾病的细胞或器官移植治疗等研究。文章概述了胚胎干细胞增殖与分化

的信号调节机制、诱导分化方法,国内外研究概况及展望 4个方面的内容。
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　　胚胎干细胞 (em b ryon ic stem cells, ES)自 20

世纪 80年代首次从小鼠囊胚内细胞团分离得到并

建系以来[1, 2 ] , ES 细胞诱导分化研究一直就是热点

话题,特别是 1998年人类ES细胞的建系成功[3 ] ,更

是对干细胞研究起到了推波助澜的作用。由于 ES

细胞具有体外不分化的无限增殖潜能和处于合适的

培养条件下,可分化形成多种细胞类型的分化潜能,

人们期望通过对 ES细胞进行体外定向诱导分化得

到特定的细胞系 (例如,心肌细胞、神经细胞、造血细

胞等) ,将其用于一些疾病 (例如,帕金森氏病、心脏

病、糖尿病等)的细胞移植治疗或进行药物筛选等研

究。近年来,人类在 ES细胞体外定向诱导分化上已

取得一些成功,这为人类开展上述研究奠定了基础。

现就 ES细胞增殖与分化的信号调节机制、ES 细胞

诱导分化国内外研究进展和展望进行概述。

1　胚胎干细胞增殖与分化的信号调节
机制

体外培养 ES 细胞, 其在增殖及未分化状态时

表现出对细胞因子的依赖性[4 ]。例如:体外培养小鼠

ES 细胞, 撤除白血病抑制因子 (L IF )会出现分化。

近年来,对 ES 细胞增殖或分化调节机制的许多研

究表明,胞外信号调节通路——信号转导及转录活

化 蛋 白 3 ( signal t ran sducer and act iva to r of

t ran scrip t ion 3, STA T 3 ) 及胞外信号调节激酶

(ex tracellu lar signal2regu la ted k inase, ER K)在 ES

细胞增殖 (Self2R enew al)及其诱导分化方面起重要

作用。这两条信号通路,可能确定是选择分化,还是

选择增殖。这些信号的选择性抑制或活化将加强人

们对 ES细胞增殖、分化的控制研究。

ES细胞增殖或分化的信号调节模式为[4 ]: 胞外

信号 (配体)与细胞表面受体结合后,激活与该受体

耦联的酪氨酸激酶 (JA K) , JA K 活化后使 STA T 3

和 ER K 上的酪氨酸磷酸化, 活化后的 STA T 3 和

ER K 进一步调节 ES 细胞特定基因的表达,使其增

殖或分化。此外,酪氨酸磷酸酶 (SH P22)亦可直接或

通过调节 ER K 的活性间接参与 ES 细胞增殖或分

化的调节。

1. 1　STA T 3信号通路对胚胎干细胞增殖及分化的

调节

1. 1. 1　STA T 3信号通路对胚胎干细胞增殖的调节

　STA T 3 信号通路在介导对 ES 细胞的生物学反

应上发挥重要功能。细胞因子 (如, IL 26、L IF 等)通

过信号受体复合物 gp 130 (细胞因子受体超家族中

的一员)激活 JA K 及 STA T 3的信号级联传导作用

于 ES细胞内的靶基因,调节其增殖[5 ]。缺失功能性

gp 130, 则 STA T 3 活性降低, 阻断了细胞因子L IF

信号通路,进而导致L IF 不能抑制 ES 细胞分化[6 ]。

当 ES细胞用维甲酸 ( ret ino ic acid, RA )诱导或撤除

L IF 而出现分化时, 酪氨酸磷酸化的 STA T 3 的含
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量迅速降低,其DNA 结合活性降低。STA T 3活性

水平对于维持 ES细胞未分化状态起决定作用[7, 8 ]。

1. 1. 2　 STA T 3 对胚胎干细胞分化的调节　

STA T 3 对 ES 细胞分化的调节机制具体表现在以

下几个方面: (1) STA T 3 维持与 ES 细胞多能性有

关的特异基因 (例如, oct24基因)的表达。STA T 3调

节 oct24 持续表达,而 oct24 基因表达产物转录因子

O ct24对于胚胎多能性干细胞的确立与维持是必不

可少的[9 ]。 (2) STA T 3可调节 ES细胞的细胞周期。

对 STA T 3突变 (STA T - ö- )细胞及BA F3类型细胞

gp 130信号的研究结果显示, STA T 3活性与周期蛋

白依赖激酶抑制因子 p 27kip1的表达减少有关,进一步

得出 STA T 3 可加速细胞周期的进程。 (3) STA T 3

抑制指导分化的信号转导蛋白的活性[10, 11 ]。通过对

多种细胞类型的 gp 130检测,发现 STA T 3 与 ER K

信号存在一种互相拮抗的关系。比如, 活化后的

ER K 促进分化细胞系的建立, 而 STA T 3 可阻断

ER K 的活化。另外, STA T 3信号通路与 ER K 信号

通路在基因表达水平上相互竞争,调节分化基因的

表达。例如, STA T 3与DNA 结合位点结合后,占据

了 ER K 的结合位点,从而关闭分化基因的表达; 相

反, ER K 先与DNA 结合位点结合后, STA T 3 则不

能再结合,从而诱导分化基因的表达。

1. 2　ER K 信号通路对胚胎干细胞增殖及分化的调

节

1. 2. 1　SH P22öER K 信号对胚胎干细胞增殖的调

节　ER K 信号通路对 ES 细胞的增殖具有调节作

用。ES细胞用 PD 098059 (活化 ER K 的丝裂原激活

的蛋白激酶的激酶 (M EK)抑制剂)处理后, ES细胞

的增殖不受影响, 表明 ER K 信号不能直接调节干

细胞的增殖[12 ]。粒细胞集落刺激因子受体 ( G2
CSFR ) ögp 130 突变受体 (Y118 SH P22 结合位点突

变为苯丙氨酸)稳定导入 ES 细胞的实验表明,突变

SH P22 受体可指导 ES 细胞的增殖, 且其实质为突

变受体延长了 STA T 3信号活化作用,增强了 ES细

胞增殖能力, SH P22 表达时可负调节 ES 细胞的增

殖信号, SH P22 的不表达对于维持 ES 细胞的增殖

是必要的[12 ]。

1. 2. 2　SH P22öER K 信号对胚胎干细胞分化的调

节　SH P22 对 ES 细胞的分化调节具有重要作用。

催化无活性 SH P22 的过量表达可抑制体外单层培

养及胚胎中ES细胞的分化[12 ]。小鼠 SH P22△46～ 110或

SH P22突变的纯合胚胎在妊娠 8. 5～ 10. 5 d 发生死

亡, SH P22△46～ 110胚胎死亡鉴定结果表明,死亡胚胎

胚内中胚层及胚外中胚层异常[13 ]。因此, SH P22对

胚胎早期分化进程具有重要的调节作用。同时,

ER K 活化是通过诱导细胞周期蛋白D 1 的表达调

节 G1 期并使细胞处于 G1 期所必须的, ER K 可能

有助于与分化有关基因的表达。

2　胚胎干细胞诱导分化的一般方法

目前由 ES 细胞体外诱导分化获得目的细胞一

般有 3种方法,即细胞因子诱导法、选择性标记法和

特异转录因子异位表达法。

2. 1　细胞因子诱导法

在体外诱导 ES 细胞分化方面, 对细胞因子诱

导法研究的最为广泛和深入,获得的研究成果到目

前为止也最多。体外培养下, ES细胞对细胞因子具

有依赖性[4 ]。培养过程中添加或撤除某一或某些细

胞因子可指导 ES细胞的增殖或分化。目前,利用细

胞因子诱导 ES 细胞朝一定方向分化时, 一般采用

分阶段的办法,即先得到类胚体 (em b ryo id bodies,

EB s) ,再在 EB s的基础上进一步诱导使其分化为目

的细胞。在各阶段添加的细胞因子不同,具体表现为

细胞因子种类、浓度或组合的不同。目前利用此法,

国内外学者已得到多种目的细胞,如: 造血细胞、心

肌细胞、神经细胞等。但是,利用此法获得的目的细

胞纯度不高,这是 ES 细胞内在的全能性发育程序

所决定的,因此,将 ES 细胞诱导形成同一类细胞的

定向分化研究,是一项探索性很强的研究课题。

2. 2　选择性标记基因筛选目的细胞法

选择性标记基因导入小鼠 ES 细胞已有成功的

报道,但人 ES细胞目前仍未见报道。K lug 等[14 ]建

立了一种带有选择性标记基因 (新霉素抗性基因)的

小鼠 ES细胞。体外分化时,在培养体系中加入新霉

素,由于采用一种心脏特异性启动子启动 ES 细胞

分化的心肌细胞表达新霉素抗性基因,从而使分化

的心肌细胞存活,而非心肌细胞被破坏,得到近似单

一的心肌细胞群。L i等[15 ]建立了一个有效纯化神经

上皮祖细胞的系统,将新霉素抗性基因导入小鼠 ES

细胞并使其在 Sox2 基因控制下, 离体分化时只有

Sox2基因表达,新霉素抗性基因才表达,而 Sox2基

因表达仅局限于早期神经板,因此,在培养体系中加

入新霉素就可能纯化神经上皮祖细胞,其随后分化

形成神经细胞,组成神经网络,而无其他类型细胞。

Ko lo ssov 等[16 ] 将 编 码 绿 色 萤 光 蛋 白 ( green

fluo rescen t p ro tein, GFP )的基因导入小鼠 ES 细

胞, 并使其在心肌 Α肌动蛋白 (Α2act in)启动子控制
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之下,这样只有分化的心肌细胞能表达 GFP, 因此

用流式细胞仪分离便可得到高纯度的心肌细胞。利

用此法可获得高纯度的目的细胞, 但是由于对 ES

细胞进行了遗传操作,所得的目的细胞的安全性仍

有待于评价。

2. 3　特异性转录因子异位表达法

特异性转录因子异位表达就是将细胞系特异表

达基因导入 ES细胞,并使其表达,产生特异性转录

因子。细胞系特定转录因子的异位表达可诱导 ES

细胞分化为目的细胞系。例如,成肌细胞决定基因

(m yoD ) ,同源异型基因B 4和 11 (HoxB 4和Hox11)

的组成型异位表达可诱导小鼠 ES 细胞分化为肌肉

细胞[17 ]、造血细胞[18 ]。然而, ES细胞内诱导分化基

因的组成型表达可能对 ES 细胞的增殖产生危害或

诱导不可预料的分化。因此利用此法诱导 ES 细胞

分化为目的细胞系,必须建立一适宜细胞系特异性

转录因子的异位表达载体系统。V allier等[19 ]构建了

一双顺反子基因诱捕载体,该载体可驱动外源基因

在体内及离体的条件下表达, 且对导入 ES 细胞无

损伤作用。利用此法可获得高纯度的目的细胞,同样

亦存在目的细胞的安全性问题。

3　国内外胚胎干细胞诱导分化研究概
况

体外培养下, 小鼠 ES 细胞自发分化可形成造

血细胞、心肌细胞、脂肪细胞、神经细胞、角质细胞等

多种细胞类型[20 ]。人 ES细胞自发分化亦可形成上

皮细胞、成纤维细胞、神经细胞等多种类型细胞[21 ]。

近年来, ES 细胞体外定向诱导分化也取得一定进

展,人类已成功地诱导了小鼠和人的 ES 细胞向造

血细胞、神经细胞、脂肪细胞、胰岛细胞等多种细胞

分化。

3. 1　造血细胞

在 ES 细胞体外诱导分化的研究中, 造血细胞

是报道最多的一种分化细胞类型。一系列研究已证

实,体外诱导分化体系中,同样存在着体内胚胎造血

细胞发育的分子机制和细胞发育事件,例如,小鼠胚

胎造血细胞发育中,在怀孕 7. 5 d 时最早在卵黄囊

血岛内出现大而有核的前成红细胞, 随后在怀孕

10～ 11 d时,产生造血细胞的潜能从卵黄囊转移到

胚胎肝脏时,这些前成红细胞逐渐消失。同样在小鼠

ES 体外分化研究中,在 EB s形成第 4天时,首先出

现前成红细胞, EB s生长至第 10～ 12 天时,前成红

细胞也逐渐消失。另一方面,不论在胚胎卵黄囊还是

EB s中,成熟红细胞和髓细胞都是在前成红细胞出

现后不久才产生。近年,N akano 等[22 ]诱导小鼠 ES

细胞分化形成造血干细胞。此外,N akano [23 ]建立一

新的小鼠胎肝基质细胞系—O P9 细胞系,它不能产

生功能性巨噬细胞集落刺激因子 (M 2CSF ) , 将 ES

细胞在O P9细胞饲养层上培养,可有效地使其向造

血细胞分化,并进一步分化为成体红细胞、骨髓细胞

和B 系淋巴细胞。Palacio s等[24 ]将小鼠 ES 细胞置

于含 IL 23, IL 26和R P0. 10饲养层细胞系上培养,并

加入培养 FL S4. 1 胎肝饲养层细胞系的上清液, 培

养 5～ 7 d 后,将此诱导的细胞注入经致死量照射的

受体小鼠,于 15～ 20 d 后检测,发现 ES细胞诱导分

化的细胞能重建经致死剂量60CoΧ射线照射受体小
鼠淋巴、髓系和红细胞系的造血功能。1998年,徐令

等[25 ]、常万存等[26 ]分离和克隆出人类 ES 细胞, 并

先后将其诱导分化形成浆细胞[ 27 ] ,造血细胞[28 ]。上

述进展为分析 ES细胞分化为造血细胞的早期决定

与分化机理和过程,为临床上移植或输血应用的血

源找到了一个新的突破口。

3. 2　神经细胞

在 ES 细胞体外分化实验中, EB s 在特定条件

下贴壁培养时也能分化出神经细胞, 但效率不高。

Bain 等[29 ]将小鼠 ES 细胞在无L IF 的培养液中培

养 4 d, 其分化形成 EB s 后添加维甲酸继续培养 4

d, 然后用胰蛋白酶进行消化, 之后在粘性底物

(adhesive sub stra te)上单层培养,几天之内可观察

到大量神经元样细胞,约占总细胞数的 40% , 这些

神经元样细胞不仅表达专一性的神经丝M 和Β～微
管蛋白, 还有钠、钾、钙等离子通道的特征。O kabe

等[30 ]采用另一种方法诱导小鼠 ES细胞分化也得到

神经元细胞: ES细胞在标准培养液 (不添加维甲酸)

中培养 4 d 后形成 EB s,然后将 EB s转到粘性底物

上培养,此时用无血清培养液,代替标准培养液,几

天之后,许多细胞死亡,而活细胞表达神经元和神经

胶质细胞的共同前体细胞专一性标志——巢蛋白

(nest in) ,当碱性成纤维细胞生长因子 (bFGF )存在

时,这些 nest in 阳性细胞分化成神经元和神经胶质

细胞。这表明 ES细胞在特定的体外分化体系中存

在神经细胞早期决定与分化的机制, 因而 ES 细胞

也是研究神经细胞发育的较理想模型。近年,

B ru st le 等[31 ]诱导小鼠 ES 细胞使其定向分化成神

经胶质细胞,再将他们注射到患有遗传性髓鞘形成

缺陷的小鼠的脊髓束中,这些胶质细胞在小鼠体内

形成髓鞘并包绕神经纤维。因此,诱导分化的 ES细
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胞有可能成为移植用细胞的新来源之一。

3. 3　心肌和肌肉细胞

在小鼠 ES 细胞体外分化实验中, EB s 在一定

的条件下贴壁数天后,常发现某些分化细胞团的局

部区域出现有节律的自发收缩现象,对其进行电镜

观察,发现收缩的细胞内存在着肌原纤维、肌小节和

闰盘等典型心肌细胞特有结构。除心肌细胞外,决定

骨骼肌发育的基因M yf25, M yogen in, M yoD 等在

ES 细胞 EB s 的分化细胞中能够表达, 而且表达时

序与在体胚胎发育中相同。ES 细胞 EB s贴壁培养

1～ 2周后一般都能出现肌肉细胞,继续培养则融合

成肌管, 显示出骨骼肌发育的典型特征。近年,

Kehat 等[32 ]建立了人 ES 细胞分化形成心肌细胞的

诱导分化系统。用 IV 型胶原酶 (1 göL , 20 m in)消化

人 ES 细胞集落, 得到许多小集落 (3～ 20 细胞ö集
落) ,之后 ES细胞按 5×106 细胞ödm 组织细胞培养

皿的细胞浓度悬浮培养 7～ 10 d, 形成 EB s 后, 将

EB s 按 1～ 5 类胚体ö孔的浓度培养于质量分数为
0. 1%明胶包被的培养皿中,在贴壁后 4～ 22 d 可观

察到大约 8. 1% EB s 发生自发收缩现象 (收缩频率

为 (94±33) 次öm in)。此外, 该研究表明, 改变 ES

细胞浓度虽对 EB s形成数目有影响,但不影响具有

跳动功能的 EB s形成率; 在悬浮培养过程中添加体

积分数为 0. 75%的二甲基亚砜 (DM SO )对 ES细胞

分化形成心肌细胞无明显刺激作用 (添加DM SO

后,大约 10. 1% EB s出现自发收缩现象)。2000年,

本实验室研究人员对分离培养的人类 ES 细胞进行

体外分化,亦得到与 Kehat 等[32 ]人相同的心脏跳动

样细胞团。

3. 4　胰岛细胞

体外诱导 ES细胞分化为胰岛样细胞仅有个别

报道。L um elsky 等[33 ]采用分步诱导方式诱导小鼠

ES细胞分化形成功能性胰岛样结构 (能分泌胰岛素

及其他胰内分泌激素)。具体方法为,将未分化的小

鼠 ES 细胞在明胶包被的培养皿中培养 2～ 3 d,无

饲养层细胞, 培养液中添加L IF; 第二步, 转入无

L IF 的 ES 细胞培养液中悬浮培养 4 d,此时 ES 细

胞分化形成 EB s,其富含 nest in 阳性细胞; 第三步,

无血清培养液 ( IT SFn)中培养 EB s 6～ 7 d,大部分

非 nest in 阳性细胞死亡; 第四步, 将 nest in 阳性细

胞于N 2 无血清培养液 (含B 27基质)中培养 6 d,培养

时添加 bFGF;第五步,撤掉 bFGF,最终形成功能性

胰岛样结构。

3. 5　脂肪细胞

ES细胞分化为脂肪细胞已有报道。D an i等[34 ]

采取先用维甲酸短期 (2～ 5 d)处理 ES 细胞早期分

化产物 EB s,后再添加脂肪生成激素 (85 nmo löL 胰
岛素+ 2 nmo löL 三碘甲腺原氨酸 (T 3 ) )培养的方

法,诱导 ES细胞分化,这种方法得到的脂肪细胞含

量为 50%～ 70% ,而无维甲酸处理仅有 2%～ 5%。

4　胚胎干细胞诱导分化研究展望

ES 细胞的诱导分化研究意味着人类要控制他

们的分化,导向产生一种单一类型的分化细胞,这是

一个探索性很强的课题。近几年来,人类已建立了多

个小鼠和人 ES 细胞体外诱导分化体系, 尽管这些

分化体系存在或多或少的不足之处,但是,这些体系

的初步建立表明人类已在该领域迈出了可喜的一

步。随着人类对细胞分化的分子机制的更多了解,必

将进一步发现在基因表达调控方面许多细胞类型专

一的转录因子、细胞专一蛋白或细胞因子在细胞决

定、定型及分化中的作用,必将有更多优化的体外诱

导体系建立。通过 ES 细胞定向分化得到目的细胞

进行细胞、组织的修复和移植治疗并不是遥不可及

的。
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E stab lishm en t of cu ltu re system in goa t m amm ary ep ithelia l ce ll

OUYANGW u-q ing, QIAN Ju-fen
(Colleg e of A n im al S ciences and T echnology ,N orthw estern S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: Cu ltu re system in goat m amm ary ep ithelia l cellw as estab lished to study the p ro lifera t ion and

differen t ia t ion and mo lecu lar m echan ism of gene exp ress in m amm ary ep ithelia l cell. T he m amm ary t issues

from healthy goat second bo rn du ra t ion of lacta t ion have been cu ltu red in v itro. T he basic m edium is

R P IM 1640 and 15% feta l ca lf serum , and EGF (10 ΛgöL ) , in su lin (0. 1 m göL ) , E2 (1 ΛgöL ) , hydroco rt isone

(0. 1 m göL ) , P (1 m göL ) , pen icillin (0. 1 göL ) and strep tom ycin (0. 05 göL ) w ere added. T he cell cu ltu red

on the p last ics that covered co llagen. T he cell b io logica l p ropert ies w ere ob served and invest iga ted from the

cell p lan t ing su rvival eff iciency, cell popu la t ion doub ling t im e, cell grow th cu rve and cell d ivision index. T he

resu lts show ed that the goat m amm ary ep ithelia l cell grow s w ell and p ro lifera tes vigo rou sly in th is cu ltu re

system. T he electropho resis and w estern b lo t of the p roducts of the cell show ed that the cu ltu red cell is

goat m amm ary ep ithelia l cell, and it has a funct ion that exp resses the goat casein.

Key words: goat; m amm ary ep ithelia l cell; cu ltu re system
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R esearch p rogress on induced d ifferen t ia t ion of em b ryon ic stem cells

M A Y ong- j iang,YANG Xue-y i,DOU Zhong-y ing
(S tem Cell EN g ineering T echnology R esearch Cen ter of S haanx i P rov ince,

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 w ere derived from the inner cell m asses of cu ltu red b lastocysts in

m amm al and capab le of un lim ited, undifferen t ia ted p ro lifera t ion in v itro. A t the sam e t im e, em b ryon ic stem

cells cou ld also be direct ly induced to differen t ia te in cu ltu re in to a variety of cell types under app rop ria te

condit ion s. Homogeneou s popu la t ion s of cells p roduced by directed differen t ia t ion in v itro cou ld be app lied

to study the cell rep lacem en t therap ies of d isease, etc. T h is paper elabo ra ted signaling m echan ism s

regu la t ing self2renew al and differen t ia t ion on induced differen t ia t ion of em b ryon ic stem cells, m ethods of

induced differen t ia t ion of em b ryon ic stem cells, research p rogress and p ro spects on induced differen t ia t ion

of em b ryon ic stem cells.

Key words: em b ryon ic stem cells; induced differen t ia t ion; signaling m echan ism s
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