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人类胚胎干细胞研究述评
Ξ

华进联, 杨炜峰, 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 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　对人类胚胎干细胞 (hESC s)的来源、培养方法、建系条件、生物学特性和鉴定方法、遗传操作及其需

解决的问题进行了讨论。提出目前研究的重点在于揭示维持 ES 细胞多能性和自我更新的机理, 进一步优化人类和

其他哺乳动物类 ES 细胞的分离、培养、建系方法, 探讨其定向分化机理, 建立胚胎干细胞 (ESC s) 和胚胎生殖细胞

(EGC s)的大规模快速扩增技术; 完善 hESC s 向重要功能细胞 (生殖细胞)分化的体系; 单细胞比对分析 ESC s、畸胎

瘤细胞 (ECSs)、EGC s、类胚体 (EB s)、各级生殖细胞和成体细胞的基因及蛋白表达图谱, 以探求生殖细胞、成体细

胞、ESC s、ECSs、EGC s 的本质区别, 积极开展将 ES 细胞用于治疗人类疾病模型的研究。
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Re v iew on hum a n em b ryonic s tem (ES ) ce lls

HUA J in2lian, YAN G W ei2feng,DOU Zhong2ying
(S haanx i Cen tre of S tem Cells E ng ineering & T echnology ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: H um an em b ryon ic stem cells (hESC s) are derived from the inner cell m ass ( ICM ) and have

the ab ility to self2renew and p roduce one o r mo re differen t ia ted cell types,w h ich can be differen t ia ted in to

derivat ives of a ll th ree em b ryon ic germ layers w hen tran sferred to an in v itro environm en t and have the a2
b ility to fo rm any fu lly differen t ia ted cells of the body. H um an ES cells have eno rmou s po ten t ia l as an un2
lim ited sou rce of cells fo rcell2based rep lacem en t therap ies, t issue engineering, and as a model fo r early hu2
m an developm en t, cell defieren t ia t ion, etc. In recen t years, estab lishm en t of hum an ES cell lines and their

d ifferen t ia t ion have m ade great p rogresses. T h is paper review the derivat ion of hESC s, eth ica p rob lem s, d if2
f icu lt ies in estab lishm en t of hum an ES cells lines, d irected differen t ia t ion imm uno logica l reject ion and o ther

p rob lem s great ly rest rict the research of hum an ES cells. N ow , w e shou ld focu s on the research of the

m echan ism of self2renew al and differen t ia t ion of em b ryon ic stem (ES) cells as w ell as adu lt stem cells, im 2
p rove the eff iciency of estab lishm en t of hum an ES cell lines and their specif ic d ifferen t ia t ion in to som e im 2
po rtan t m atu re funct ional cells, m aster the techno logy and m ethod of qu ick p ro lifera t ion in a large scale,

analyse and compare the gene and p ro tein exp ression pat tern s of em b ryon ic stem cells (ESC) , ECSs, em b ry2
on ic germ (EG) cells, em b ryo id bodies (EB s) , germ cells (GC s) at d ifferen t ia l stage and adu lt cells, to ex2
p lo re the essen t ia l d ifferences betw een them.
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　　自 1998 年, 人类胚胎干细胞 (hum an em b ryon2 ic stem cells, hESC s)建系以来, 人们在 hESC s 的分
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离培养、建系和定向分化研究上已经取得一些重要

进展[1233 ]。相继有 20 多个实验室报道已建立 hESC s

系, 但可供公共使用的 hESC s 不到 20 株, 各个

hESC s 株的生物学特性并不相同, 建系的 hESC s 株

远不能满足应用的需要。本文对 hESC s 的来源与培

养方法、建立和维持 hESC s 系的条件、hESC s 的生

物学特性及鉴定方法、hESC s 的储藏、遗传操作及

hESC s 研究面临急需解决的问题进行了评述, 以供

相关的研究人员参考。

1　人类胚胎干细胞的来源与培养方法

hESC s 建系方法与小鼠等其他动物相似。

hESC s 系的主要来源为体外受精囊胚, 最近科学家

也在尝试应用细胞核移植胚胎和早期发育的桑椹胚

等来分离培养 hESC s。hESC s 来源与培养方法主要

有以下几种。

1. 1　囊胚法

囊胚内细胞团 ( Inner cell m ass, ICM ) 是分离

ESC s 的最常用材料。将人工受精的胚胎或正常体

内受精的胚胎培养至囊胚, 分离培养其 ICM , 进一

步分离培养增殖的 ICM , 得到 ES 细胞集落, 传代增

殖并检测后即得到人 ES 细胞系。目前所建立的

hESC s 系基本上都是由人工体外受精培养至囊胚

期的 ICM 分离培养得到[1, 8, 27, 31 ]。其具体技术路线

为: 囊胚→脱透明带 (T yrode 酸或链蛋白酶或机械

法) →去滋养层细胞 (免疫外科法或酶消化法) →纯

化的 ICM →适宜的饲养层上扩增 ICM →离散增殖

的 ICM 为小细胞团块→重新接种在饲养层上培养

→离散 ES 细胞集落为小细胞团块→接种在饲养层

上传代培养→出现多个 ES 样集落→在饲养层上或

无饲养层扩大培养→鉴定→hESC s 系。近几年, 世

界上很多实验室报道由人囊胚 ICM 建立 hESC s

系, 但由于各个实验室使用的胚胎质量、培养条件、

建系标准和统计方法不同, 所以不同实验室的建系

效率具有明显差异 (17%～ 100% )。

1. 2　克隆胚胎法

将通过细胞核移植技术得到的克隆胚胎体外培

养至囊胚, 分离培养其 ICM , 进一步分离培养获得

hESC s。克隆胚胎 hESC s 的分离培养过程与囊胚源

胚胎相似。克隆胚胎法分离 hESC s 即是常说的治疗

性克隆。采用这种技术可以为特定病人建立特化ES

细胞系, 可望真正实现个体化的治疗。目前估计该技

术尚需 10～ 15 年时间才能相对成熟。也有研究者尝

试利用其他哺乳类动物的卵细胞作为人体细胞核的

受体进行细胞核转移研究, 如用牛或兔的卵细胞作

核受体构建克隆胚胎, 以分离 hESC s。Chen 等[5 ]用

兔卵母细胞作受体, 人类体细胞作供体克隆出早期

胚胎, 并得到 hESC s。该类细胞存在异种受体卵母

细线粒体的遗传问题, 其是否能用于细胞移植治疗

有待于进一步研究。

1. 3　胚胎单卵裂球法

采用附植前遗传学诊断技术自 8 细胞期小鼠胚

胎提取单个卵裂球细胞, 与 100 个 GFP 标记的

129SvöCD ES 细胞在微孔内用类似 ES 细胞培养的

方法共培养。扩增纯化培养可得到 ES 细胞系和滋

养层细胞系[9 ]。目前, 尚未见到自单个卵裂球细胞分

离得到 hESC s 系的报道。

1. 4　胚胎干细胞融合法或胚胎干细胞提取物共培

养法

　　Cow an 等[9 ]通过化学途径使人体皮肤细胞与

胚胎干细胞融合 (即利用胚胎干细胞的细胞质与成

人体细胞核形成融合细胞) , 使核内遗传信息重新编

程, 从而使体细胞具有多能性或全能性, 证明人

ESC s 的胞质同卵母细胞的胞质一样, 可以启动体

细胞核的重新编程。融合的杂交细胞具有 ES 细胞

特性。有人认为, 干细胞中有些人类尚不了解的物

质, 能够打开体细胞的基因“开关”, 让体细胞重归到

ES 细胞状态。有研究表明, 将 293T 细胞与畸胎瘤

细胞的提取物共培养, 可以使 293T 细胞重编程, 获

得畸胎瘤细胞的多能性[34 ]。Co llas 等采用此种技术

使许多细胞表型发生转归。如果此项技术在人类ES

细胞上获得成功, 那么在人类 ES 细胞建系时就不

需要人类胚胎, 只需成体细胞即可得到人类 ES 细

胞系, 可以避免破坏人类胚胎引起的伦理学问题。

1. 5　孤雌激活胚胎法

小鼠和非人灵长类孤雌激活胚胎源的胚胎干细

胞已成功建系[14 ]。人类孤雌生殖胚胎干细胞系的建

立已经有人在尝试, 这为 hESC s 的分离克隆开避了

一条新的途径, 可解决用胚胎研究引起的伦理问题。

但其与正常胚胎源的 ES 细胞是否完全相同, 是否

能替代 hESC s 尚需深入探讨。

1. 6　其他途径和来源

最近研究表明, 羊水细胞内可能含有一些具有

多能性干细胞特性的细胞, 可作为 ES 细胞的另外

一个有效来源。有人从新生鼠睾丸[35 ]、羊膜、羊水和

脐带血细胞内分离出 ES 样细胞, 基本具有 ES 细胞

的各种特性, 表明 ES 细胞可能具有更广的来源。在

胚胎以外的其他组织器官中发现的 ES 细胞样细
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胞, 其来源可能有 2 个途径: 一是在机体发育过程中

潜伏下来的 ES 细胞, 二是来源于成体组织的干细

胞。这些细胞在一定的微环境作用下, 重新编程恢复

多潜能性。成体组织 ES 样细胞的发现, 可以避免用

胚胎分离 ES 细胞的伦理学困扰, 为细胞移植治疗

提供了更广的细胞来源。

2　建立和维持 hESC s 系的条件

2. 1　饲养层

　　饲养层是建立和维持 ES 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 ES 细胞

系均是在饲养层条件下建立和维持的。有研究表明,

小鼠胚胎成纤维细胞 (M ou se em b ryon ic fib rob last,

M EF ) 作为建立 hESC s 系的饲养层是有效可行

的[10 ]。但由于M EF 一般仅能维持生长至 5 代左右,

用M EF 作为建立 hESC s 系的饲养层, 需不断地分

离M EF, 因此工作量相当大。更重要的是M EF 为

异源细胞, 用其培养 hESC s 存在传播病原体和造成

异种蛋白污染的危险。因此, 人们在尝试用其他饲养

层来替代M EF, 如人胚胎成纤维细胞[28 ]、输卵管上

皮细胞[20 ]、子宫内膜上皮细胞[20 ]、人骨髓间质干细

胞[4 ]、包皮成纤维细胞[13, 25 ]、商品化的成人和胎儿成

纤维细胞[29 ]以及 hESC s 分化的成纤维细胞等[23 ]。

结果表明, 人源饲养层细胞在一定程度上能替代

M EF, 作为 hESC s 的饲养层细胞。人类饲养层细胞

在体外可以连续传代, 不仅较M EF 可以节约大量

时间, 而且用同一材料作饲养层相对较不同批次的

M EF 稳定。另外, 还可避免用 STO 或M EF 培养

hESC s 时存在异种蛋白污染等危险。但尚未见到用

人源饲养层细胞直接培养人类胚胎建立 hESC s 系

的报道。

饲养层对 hESC s 系的建立和维持是必需的, 但

用何种细胞作饲养效果最好还需要深入研究, 以解

决异源蛋白污染和疾病传播的问题。目前, 各个实验

室所用的细胞饲养层和效果报道有差异, 作者认为

这是由于各个实验室所用的细胞活力、细胞密度等

差异引起的。筛选人源饲养层或无饲养层、无血清的

大规模扩增技术是研究的方向和趋势。

2. 2　培养基组成

hESC s 系的培养基组成与m ES 细胞系的培养

基组分相似。一般采用高糖DM EM (葡萄糖质量浓

度为 4 500 m göL ) 培养液, 补加体积分数 15%～

20%的胎牛血清 ( FBS 或 FCS ) 或血清替代品

(KSR )和其他一些微量营养成分 (如非必需氨基酸、

谷氨酰胺等)、抗氧化剂 (如 22巯基乙醇 (22M E) ) 和

抗生素等。多数研究认为, 碱性成纤维细胞生长因子

(bFGF) , FBS 或 KSR 在 hESC s 培养中具有重要作

用[13, 32 ]。hESC s 不像小鼠 ES 细胞那样依赖于L IF,

但需要 bFGF, 所以有些人用不含L IF 的培养液培

养 hESC s。目前, 对生长因子 (如L IF 和 bFGF ) 在

hESC s 的作用还没有统一的认识。但多数研究认

为, bFGF 是 hESC s 自我更新和维持未分化状态所

必需的。目前, 许多学者对影响 hESC s 分离培养的

因素进行了研究, 发现其可能与 hESC s 的多能性维

持和增殖有关 (表 1)。
表 1　细胞因子等对 hESC s 分离培养的影响

T able 1　Effects of cytesk ines on

iso la t ion and cu ltu re of hESC s

影响因子
Facto r

效果
Resu lt

报道者
Repo rter

BM P22 - Pera, et al, 2004

BM P24 - Xu, et al, 2002

SM AD 1 + Xu, et al, 2005

M EF2CM , ECM + Am it, et al, 2000

bFGF + Xu, et al, 2001; Xu, et al,
2005;W ang, et al, 2005

P I3KöA k töPKB + Kim , et al, 2005

T GF2beta 1 + Jam es, et al, 2005

GSK 1 + Sato, et al, 2004

　　注: + . 促进 hESC s 的增殖; - . 不利于 hESC s 的增殖。

N o te: + . Enhancing p ropagation of hESC s; - . D etrim e to p rop2

agation of hESC s.

目前, hESC s 研究重点在于筛选使胚胎干细胞

保持在未分化状态的最佳培养体系; 检验得到的胚

胎干细胞生物学特性是否稳定。

3　hESC s 的生物学特性及鉴定方法

hESC s 与小鼠胚胎干细胞 (M ou se em b ryon ic

stem cells, m ESC s) 相似, 体积小, 核大而明显, 有一

个或多个核仁, 核质比高。ES 细胞在体外培养时呈

集落状生长, hESC s 集落与小鼠的集落形态明显不

同, 呈相对松散、扁平状集落, 集落内细胞界限隐约

可见。hESC s 具有正常稳定的二倍体核型和带型。

hESC s 碱性磷酸酶活性呈阳性, 已分化的细胞呈弱

阳性或阴性。hESC s 表达的人早期胚胎阶段特异性

抗原有: SSEA 23、SSEA 24、TRA 21260 和 TRA 212
81。hESC s 还表达O ct4、Fgf4、H 2az、Foxd3、N anog

和 Sox2 等与多能性有关的关键蛋白[2, 7, 17 ]。另外,

hESC s 具有高端粒酶活性及向 3 个胚层细胞分化

的潜能。hESC s 的生物学特性为自我更新及全向分

化。
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4　hESC s 的遗传操作

ESC s 的遗传操作包括外源性基因瞬时表达、

以附加体形式在染色体外表达、随机整合外源性基

因表达及传统的通过同源重组实现基因打靶。多种

基因转染途径均可在小鼠 ESC s 基因组的多个位点

应用, 包括瞬时表达、随机整合和定点基因打靶。

一些转录因子, 可以使 ESC s 定向分化, 转染调

控N u rrl 的 E1a 启动子的m ESC s 可分化为中脑多

巴胺型神经细胞; 表达 GA TA 4 和 GA TA 6 的小鼠

ESC s 可分化为胚外中胚层细胞。为避免外源基因

对基因组的影响, 设计携带有意义的 cDNA 附加体

载体组成表达分化因子以达到诱导分化的目的。用

拮抗剂 Sfrp 2 可刺激小鼠ESC s 向神经祖细胞分化,

能得到 100% 的目的细胞表型。最近已有多篇关于

hESC s 遗传操作的报道[3, 12, 18 ] , 如向 hESC s 转染标

记基因 EGFP 及O ct4 等。由于技术上的限制, 传统

的 hESC s 转染方法效率较低。同源重组实现定点基

因打靶成功率也很低, 且 hESC s 单细胞很难增殖,

所以 hESC s 遗传操作较m ESC s 难度更大。

5　hESC s 定向分化的研究

hESC s 具有能发育成构成人体 210 种细胞类

型中的任何一种的潜力。hESC s 体外定向分化技术

是干细胞研究和应用的关键技术, 也是生命科学领

域的世界性难题之一。目前人们已成功地将 ES 细

胞诱导分化出造血干细胞、造血细胞、内皮细胞、肝

细胞、脂肪细胞、软骨细胞、神经细胞、胰岛细胞、心

肌细胞、成骨细胞, 甚至滋养层细胞和生殖细胞等所

有 3 个胚层的细胞类型[7, 11, 21222 ]。有实验证实,

hESC s 能有效治疗心肌梗死、糖尿病、中风等疾病。

6　人类胚胎干细胞研究面临的问题

虽然 hESC s 建系、体外诱导定向分化及进一步

将 ES 细胞源细胞用于移植治疗有着诱人的应用前

景, 但要真正将其应用于临床, 还有许多问题有待解

决。

6. 1　伦理道德之争

人类胚胎干细胞的出现, 为成千上万的患者带

来了福音, 为生物学基础研究提供了良好的模型。因

此, 人类胚胎干细胞研究成为生命科学领域的热点

课题。然而研究胚胎干细胞需要大量的人类胚胎, 胚

胎干细胞的最终应用需要借助克隆技术解决免疫排

斥问题, 即实行治疗性克隆, 而治疗性克隆距生殖性

克隆仅一步之遥。目前, 各国普遍已经制定了有关

ES 细胞和治疗性克隆的伦理准则或规范, 但有关伦

理学的争议仍然是一个不可回避的现实问题。世界

各国政府都对生殖性克隆人的行为明确禁止, 但对

治疗性克隆英国、日本、中国、韩国等支持, 认为一个

单个的受精卵没有感觉功能, 不是真正意义上的

“人”, 通过治疗性克隆可以治愈疾患, 是社会的进

步; 而美国、德国等反对对人类胚胎进行的任何克

隆。最近报道的细胞融合法或从单个卵裂球细胞分

离建立 hESC s 系, 有望解决伦理学的争议问题[9 ]。

6. 2　无饲养层和无血清培养体系规模化扩增

hESC s 体系的建立

　　ES 细胞是源于 ICM 或 PGC s, 经体外抑制分化

培养, 克隆出的一种具全能性的细胞。由于在胚胎及

机体发育过程中, 分化和分裂增殖一般同时进行, 而

在 ES 细胞建系时, 要求 ES 细胞既能快速无限增

殖, 又呈未分化状态。抑制分化和扩增是一对矛盾,

必须筛选适宜的培养基。目前, 已建立的 hESC s 系

远不能满足科学家的需要。另外 hESC s 系的分离培

养, 迫切需要建立无饲养层和无血清培养体系。因为

传统培养常使用m EF 作饲养层, 并使用牛血清, 由

于血清含有许多生长因子和活性物质, 很有可能对

分析特定分化细胞的分化调控因子和信号造成干

扰。同时对于 hESC s 来讲, 牛血清也是一种异源蛋

白污染, 在很大程度上存在传播动物疫病和产生异

种免疫排斥的风险。因此, 迫切需要建立 ES 细胞源

分化细胞的无血清培养诱导体系。科学家尝试过各

种人源饲养层, 甚至不用饲养层而用 KSR 结合

bFGF 分离 hESC s, 这些方法虽然在一定程度上能

提高了 hESC s 分离效率, 但目前 hESC s 的分离培

养仍然相当烦琐, 培养程序、体系和建系检测标准都

有待完善。要实现 ES 细胞在临床上的应用, 需要建

立无饲养层和无血清培养体系, 以高效快速大规模

扩增 hESC s。

6. 3　ES 细胞向特定类型细胞的分化

　　目前, 人们对“定向分化”的条件和准确的分子

机理仍然不很清楚, 对各种特异性基因、转录因子、

细胞因子相互调控作用模式需要进一步深入研究。

如何控制 ES 细胞的定向分化是其应用于临床的关

键。目前, 科学家已成功地将小鼠和人胚胎干细胞诱

导分化为神经细胞、造血细胞、心肌细胞、胰岛素分

泌细胞等多种功能性细胞, 但其定向率还较低, 很难

得到 100% 纯度的目的细胞。hESC s 诱导分化的成

功率远低于小鼠 ES 细胞, 得到的大多是包含了目
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的细胞在内的多种细胞的混合物, 目的细胞所占的

比率不高。要解决这一难题需明确控制 ES 细胞向

特定类型细胞分化的调控基因和环境信号。因为细

胞分化是细胞特异基因在时间和空间上差异表达的

结果, 主要取决于哪些基因被激活和在什么时间与

位点被激活。因此, 可以利用 ES 细胞的体外遗传可

操作性, 通过强化或抑制某些基因的表达来形成单

一谱系所特有的基因表达形式, 结合培养条件和诱

导因子的作用, 提高定向诱导的成功率。基因的修饰

和选择、提纯特异性分化的目的细胞, 是 hESC s 成

功应用于临床的重要前提。

6. 4　ES 细胞源特定分化细胞的扩增与纯化

　　由 ES 细胞诱导分化而来的终末分化细胞或其

前体细胞, 一般只能原代或短期培养, 往往不能在体

外大量增殖传代, 不能建立永生细胞系, 并难于筛选

纯化, 这就限制了其作为细胞移植治疗供体的临床

应用。这一难题可以从细胞永生化方面解决, 如导入

SV 40 病毒的大 T 抗原基因 (简称L TA g 基因) 或端

粒酶基因以使其永生化, 可从 ES 细胞诱导分化的

细胞群体中建立不同类型分化细胞的永生化细胞

系。特定分化细胞可应用特异性抗体结合流式细胞

仪或免疫磁珠技术或密度梯度分选技术来筛选纯

化, 但由于各种细胞特异性抗体较少, 操作复杂, 且

细胞活力受到一定的影响, 所以筛选纯化效率有待

提高。

6. 5　ES 细胞源细胞用于移植治疗的免疫排斥问题

　　hESC s 具有独特的免疫“豁免”特权 ( Imm une2
p rivileged) , 提示 ES 细胞源的细胞ö器官移植手术

可能不会发生排斥反应, 因此, 在用 hESC s 进行移

植治疗时, 也许可以减少甚至不需要采取免疫抑制

手段[36 ]。但也有报道称, 虽然 hESC s 低水平表达产

生免疫排斥反应的重要分子——M HC I, 但在

hESC s 分化过程和 IFN 诱导后,M HC I 上调, 因此

同种异体的 hESC s 移植在临床应用时仍存在巨大

的免疫排斥危险[19 ]。在分化、未分化及用干扰素

( IFN s) 诱导的情况下, hESC s 均不表达M HCÊ , 但

当其分化为造血系细胞时, 表达M HCÊ (主要在淋

巴细胞表达)。

免疫排斥仍然是 hESC s 进行细胞移植治疗的

一大障碍。人们设想可通过以下 4 个途径解决免疫

排斥问题: (1) 通过建立“干细胞库”, 储存大量的

hESC s 系, 挑选与患者遗传型和M HC 相近的 ES

细胞; 或通过治疗性克隆 (基因替换) 以尽量减小供

受者之间的免疫排斥。这是一条基础性和长远的工

作, 目前许多国家和科学家都相当重视该项研究。

(2)应用免疫抑制剂减轻排斥, 这是临床上最通用的

方法, 但免疫抑制剂具有一定的副作用, 且长期用药

比较烦琐。(3)通过遗传操作, 创建“万能供体细胞”。

目前应用基因重组技术剔除M HCÉ , Ê 是可行的,

但在皮肤移植中剔除M HC É , Ê 仍然会产生排斥

作用。这一技术可以说是目前器官移植和免疫学研

究的关键性基础问题, 要付诸实践, 尚需时日。(4)通

过造血细胞嵌和、预先移植供体源血细胞等技术提

高供者细胞耐受性。此技术需首先将 ES 细胞诱导

分化为造血细胞、血细胞, 可行性不大。

6. 6　ES 细胞源细胞移植治疗的安全性问题

由于 ES 细胞具有全能性, 因此在进行移植治

疗时有形成肿瘤的危险。即使对 ES 细胞体外诱导

后再进行移植治疗仍有形成肿瘤的危险, 因为用于

移植治疗的分化细胞中有可能混杂有少数未分化的

ES 细胞, 而且部分分化细胞有可能在体内某些条件

下去分化变为干细胞。这个问题可能通过在 ES 细

胞中插入自杀基因来解决, 移植的细胞如果处于返

回到 ES 细胞或进入肿瘤样增殖状态时, 就会启动

自杀基因, 导致细胞凋亡。另外, 细胞的突变也是一

个危险问题。这个问题的解决可能需要建立稳定可

靠的培养和诱导体系。

7　小　结

人类、小鼠和其他哺乳动物类 ES 细胞的分离

培养建系及定向分化研究已经取得一些重要进展,

许多研究证实, ES 细胞可以诱导分化为包括生殖细

胞在内的 3 个胚层的所有细胞类型。目前研究的重

点在于揭示维持 ES 细胞多能性和自我更新的机

理, 进一步优化人类和其他哺乳动物类 ES 细胞建

系的条件与程序, 建立 ESC s 和 EGC s 的大规模快

速扩增技术, 完善诱导其向重要功能细胞 (生殖细

胞) 分化的培养体系, 单细胞比对分析 ESC s、ECSs、

EGC、EB s、各级生殖细胞和成体细胞的基因表达图

谱, 探讨生殖细胞、成体细胞、ESC s、ECSs 和 EGC s

的本质区别, 积极开展将 ES 细胞用于治疗人类疾

病模型的研究。
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本试验之所以选择N S 3 基因作为靶基因, 是因

为瘟病毒N S3 蛋白具有丝氨酸蛋白酶、N T Pase、解

螺旋酶活性[5 ]。CSFV 与同属的牛病毒性腹泻病毒

(BVDV ) 基因组序列具有高度同源性, BVDV N S3

蛋白的产生一般与病毒的致细胞病变效应 (CPE) 密

切相关[6 ]。p 80 蛋白通过水解N T P 获得能量使结合

在模板链上的RNA 或DNA 解脱下来, 从而使新合

成的RNA 链与模板链分离。因此, 瘟病毒p 80 蛋白

在病毒的复制及病毒与宿主细胞的相互关系中起着

极为重要的作用[7 ]。

国外学者为了研究病毒非结构蛋白基因的生物

学功能, 将 RNA 干扰技术应用于病毒基因沉默的

研究中。靶向 SA R S 病毒RNA 聚合酶的 siRNA 分

子, 阻断了病毒对V ero 细胞的致细胞病变效应, 并

且还阻断了病毒RNA 以及蛋白的合成, 抑制了病

毒的复制[8 ]。T eresa 等[9 ]构建了针对口蹄疫病毒

(FM DV )非结构蛋白 2B 基因编码区的 shRNA 分

子, 将这些小干扰RNA 分子转染猪体细胞, 然后接

种 FM DV , 结果表明针对 2B 基因的 shRNA 分子

至少能沉默 4 种血清型的 FM DV。基于上述的研究

成果, 本试验设计针对CSFV N S 3 基因的特异性干

扰序列, 并成功构建了靶向N S 3 基因的重组干扰载

体, 为 CSFV N S 3 基因在病毒复制、增值以及致细

胞病变中的生物学功能的研究奠定了基础。
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