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胚胎干细胞(embryonic stem cells，ES细胞)主要来 自囊 

胚内细胞团及受精卵发育至桑堪胚之前的早期胚胎细胞，或 

者从胎儿生殖嵴分离得到的原生殖细胞以及体细胞核转移 

至去核卵母细胞后培育出来的全能细胞：自 1981年 Evans 

和 Kaufman等成功地分离 、建立了小鼠胚胎干细胞系以来 ， 

历经将近 20年，第一株人 Es细胞系在美国威斯康星大学成 

功建立。同年，另一研究小组用流产胎儿性腺成功地分离和 

培养了人胚胎生殖细胞系 (embryonic germ cells，EG细胞 )： 

二者可统称为胚胎干细胞系。Es细胞不但成为研究早期胚 

胎发生、细胞组织分化 、基因表达调控等发育生物学事件的 

一 个理想模型，更重要的是人胚胎干细胞 fhuman embryonic 

stem cells，hESC)可为临床上细胞移植 、组织替代和器官克隆 

提供新的细胞来源，为多种难治性疾病的治疗带来希望；同 

时 hESC在确定药物作用靶点、药物毒性检测 、药物的开发利 

用等方面也有着不可取代的优势。Es细胞有两个最显著的 

特征即：自我更新和发育全能性。研究表明，ES细胞的自我 

更新同时受到细胞生长环境和内源性调节因子的控制：近年 

来胚胎干细胞 自我更新机制和定向分化条件的研究是干细 

胞研究的热点，也是胚胎干细胞得以临床广泛应用的前提? 

本文将就 Es细胞自我更新相关的信号转导途径及体外培养 

系统来作一综述。 

1 胚胎干细胞自我更新相关的信号转导途径 

很多研究表明：多条信号转导通路和多种转录调节因 

子都参与胚胎干细胞体内体外不分化状态的维持⋯，阐述如 

下 ： 

1．1 LIF-LIFWgp1 30一JAK—STAT3途径 

该途径是小鼠胚胎干细胞 自我更新的重要途径 。LIF 

(1eukemia inhibitor factor)是 IL一6家族成员之一 ，对小鼠胚胎 

干细胞 mouse embryonic stem cells，mES cells)体外多潜能性的 

维持发挥着重要的作用 I。LIF与 ESC表面低亲和力 LIF受体 
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(LIFR)结合 ，使其活化成为高亲和力受体 ，后者再与细胞因 

子亚单位 gpl30(glycoprotein 130)迅速聚合形成异二聚体，共 

同介导信号转导 I：gpl 30介导的 LIF信号传导通路最终通 

过激活下游转录因子 STAT3来维持 mES细胞的不分化状 

态：STAT3的激活才是 mES细胞 自我更新的关键。相反 ， 

STAT3功能丧失则引起胚胎干细胞分化 I。 

JAK—STAT3途径是细胞增殖分化的重要信号转导途 

径，在生物体发育过程中也起重要作用 。JAK0ust another 

kinase或 janus kinase)是胞浆中一类可溶性的非受体酪氨酸 

蛋白激酶，分子量为 120—140kD，结构中不含 SH2和 SH3结 

构域 ：现在 已经 发现 有 4个成员 (JAK1，JAK2，JAK3与 

TYK2)，在胚胎干细胞增殖分化过程中起作用的JAK成员主 

要有 JAK1，JAK2与 TYK2，它们主要是通过激活转录因子 

STAT3来促进胚胎干细胞的自我更新 I。 

SHP2是 gpl30信号转导途径的另一个较为重要的效 

应分子：它是一种酪氨酸磷酸酶，能水解酪氨酸上的磷酸基 

团：SHP2通过氨基末端的SH2结构域与受体结合。SHP2为 

ERK的上游分子，另外 SHP2还可以通过 Grh ，Grhz结合蛋 

白(Grb2-associated binderprotein 1，Gab1)等分子激活 ERK信 

号转导通路：SHP2是胚胎干细胞 自我更新的负调节因子。 

STAT3可被 SHP2脱磷酸化 ，SHP2缺陷也可以维持胚胎干 

细胞的未分化状态，但这一状态不能长久维持，并且在这一 

过程中还有一些异常分化细胞产生 ： 

1．2 MAPK途径 

该途径 通 过促分 化 而抑制 ES细胞 的 自我更 新 。 

Ras／MAPK(mit0gen—activated protein kinase)信号转导途径对细 

胞生长 、增殖、分化发育及癌细胞生长起重要作用㈣。研究发 

现，细胞外调节激酶 1／2(extracellular regulated kinase 1／2． 

ERK一1／2)信号通路在胚胎早期发育过程中具有重要作用， 

ERK突变的胚胎不能形成正常的外胚层和外囊胚，这似乎表 

明 ERK一1／2在滋养层干细胞(trophoblast stem cells，TS)增殖中 

起作用：但是 ERK一1／2的活化在 Es细胞的增殖过程中是可 

有可无的，相反它的活化能干扰 Es细胞的自我更新并且能 

促进分化。ERK一1／2在维持 Es细胞自我更新与分化之间的 

平衡、在胚胎早期发育过程中似乎都发挥作用 。 
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研究[ml发现gpl30能陡MAP激酶磷酸化进而蒯恬ERK一1／2 

级联反应；ERK一1／2的激活并没有促进 Es细胞的增殖 ，相反 

它的激活却降低了 ES细胞的自我更新能力。在 LIFR-gpl30 

二聚体介导的信号转导过程中，SHP2是一个很重要的中介 

分子。SHP2的酪氨酸残基磷酸化后为 Grh2提供结合位点， 

SHP2还与 Gabl联系，通过 Gahl间接与 Grh2结合，从而激 

活 MAPK。gpl30的Y757是 SHP2与 gpl30结合进而被磷酸 

化的重要位点，这一位点的突变会阻断 Ras—MAPK途径的激 

活但不影响依赖于 LIF的 Es细胞增殖。此外 ，SHP2失活或 

者用 ERK一1／2的抑制剂 PD98059来抑制 ERK一1／2的活性都 

能够促进 ES细胞的自我更新；ERK磷酸酶的高表达也具有 

类似的作用l】tl，然而对 ERK途径的抑制不能替代 ES细胞自 

我更新过程中 STAT3的作用，但是可以增强其作用：目前这 

种促进作用是通过直接作用还是间接作用还不是很清楚。 

Grb2或 SHP2的基因缺失也会抑 制胚胎 干细胞分 化在 

Grb2一，一的 ES细胞中重新转入 Grb2一Sos复合体或 Ras的活 

性形式，能重塑 Es的正常分化功能。这都表明ERK的活化 

能够抑制 ES细胞的自我更新并促进分化llf】【。STAT3与 ERKs 

激活后作用相反，它们之间的相互协调对于维持 ES细胞的 

自我更新和分化之间的平衡具有重要作用。 

1-3 BMP—Id途径 

BMP4在促进胚胎干细胞 自我更新中作用不明显，但是 

最近研究发现 BMP4可以通过 Id(inhibitor of differentiation)途 

径抑制胚胎干细胞向神经系统分化。BMP4可以诱导 smad进 

而激活 Id蛋白表达，而 Id能够抑制诱导 Es细胞向神经分 

化的因子的表达，从而维持胚胎干细胞的自我更新。BMP4在 

维持 Es细胞 自我更新中的这一作用需要在 LIF的存在下才 

能实现，这是因为 BMP4单独存在时能诱导 Es细胞向内胚 

层和中胚层分化 ，LIF通过 LIF—STAT3途径抑制了 BMP4的 

这一促分化作用，但是对 BMP4诱导的 Id表达没有作用，从 

而共同维持 Es细胞的 自我更新。以前认为 LIF是小鼠胚胎 

干细胞不分化的充分条件 ，可能是因为血清培养基掩盖了 

BMP4的作用【l2】。没有 LIF时，BMP4促进 ES细胞向除神经系 

统外的所有细胞分化，Es细胞在有 BMP4和 LIF的培养基中 

则可以完成自我更新。此外，BMP4的激活还能够抑制 MAPK 

和 P38的活性，用 MAPK的抑制剂 PD98059和 P38抑制剂 

SB203580能够模拟 BMP4激活时的促胚胎干细胞自我更新 

作用。MAPK和 P38可以抑制 Id的表达，BMP4可能是通过 

抑制 MAPK和 P38活性来促进 Id的表达D3]，从而在 Es细 

胞 自我更新过程中发挥作用。但是 BMP4到底通过怎样的途 

径激活 Id的表达，还需要进一步研究。 

1．4 Wnt途径 

Wnt途径在动物发育过程中起关键作用 ，它能够调节胚 

胎干细胞在皮肤 、神经系统 、血液系统的命运决定It4}。有报道 

称，用 GSK-3(glycogen synthase kinase一3)的特异性抑制剂 BIO 

(6-bromoindirubin3一oxime)抑制 GSK一3的活性从而激活 Wnt 

途径。BIO是人工合成的化学制剂 ，可以特异性 的抑制 

GSK一3的磷酸化活性，从而模拟 Wnt与受体结合后所导致 

的 GSK一3活性抑制，激活 Wnt的下游信号转导途径。研究发 

现，BIO通过激活 Wnt途径可以促进 0c卜3，4，Rex-1，Nanog 

(0 t一3／4，Rex-1，Nanog是维持胚胎干细胞多潜能性的重要 

转录囚子[t51)等转录因子的表达 ，维持多种胚胎干细胞的自 

我更新 I。还有研究表明，Wnt能够上调 BMP2，BMP4，BMP7 

的表达，能够调节 BMP4的表达抑制胚胎干细胞向神经的分 

化；还可能通过激活上调 HoxB4，Notch。。以及 Hes 来抑制分 

化_I5】。Wnt途径可能是 ES细胞 自我更新的主要途径。 

1．5其他重要的信号分子 

(~Oet一3／4是未分化的 ESC自身表达的表面抗原，它们 

也具有抑制 ESC分化的作用，但是其作用机制仍需依赖 

LIF—gpl30一Stat3信号途径lI7】。Oct一3／4：为 POU家族的转录因 

子 ，由Pou5fl基因编码，是植入前胚胎发育的重要调节因子， 

特异性的表达于多种全能性细胞：卵母细胞 、原始生殖细胞、 

早期植入前胚胎 、原始外胚层 、ICM和 Es细胞。Oct一3／4是细 

胞全能性的标志 ，它能够促使 ICM形成、维持胚胎干细胞未 

分化状态并促进其增殖。目前，Oct一3／4的表达水平己作为衡 

量 ES细胞是否发生分化的常用指标。在 ES细胞的发生中， 

Oct一3／4通过诱导生长因子 FGF一4的表达和分泌，影响干细 

胞周围滋养层细胞的成熟，从而调节 ES细胞的分化。 

②nanog因子作为一种同源结构蛋白在多潜能 Es和 

EG细胞中表达，当细胞发生分化时表达下调 。nanog可以抑 

制 ESC分化，而不依赖 LIF2一gpl 30一Stat3信号途径，在保持 

ESC的全能性方面发挥重要作用【lfI，其具体机制尚未明确，其 

中一个可能的机制是转录抑制促进分化的基因，如，GATA4 

和 GATA6，具体有待于进一步研究。 

综上所述 ，LIF—LIFR／gp l 30一JAK—STAT3．Wnt．Oct一3／4 

和 Nanog是目前已知的维持胚胎干细胞全能性的主要途径。 

LIF—LIFR／gpl30一JAK—STAT3信号转导通路的激活足以维持 

某些小 鼠的 Es细胞在体外保持不分化状态 ，SHP2一ERK途 

径为 LIF的另外一条下游信号转导通路 ，虽然不是 Es细胞 

自我更新的必需途径，但在一定程度上可对 Es细胞依赖于 

LIF的自我更新过程起调节作用。LIF虽然在体外可以维持 

部分小鼠Es细胞不分化，但是人的Es细胞在 LIF的存在下 

不能保持其发育上的全能性 ，并且在体内 LIF对于胚胎的生 

长发育也不是必需的，这些都说明 LIF—STAT3途径并不是 

Es细胞 自我更新的本质机制。与此不同，Wnt途径可上调 

c-lnye的表达，可能是 Es细胞自我更新的主要途径。转录因 

子 Oct一3／4和 Nanog特异地表达于全能性的细胞中，近几年 

的研究表明它们才是维持胚胎干细胞 自我更新最关键的因 

子 

2 体外培养和扩增 ES细胞的系统 

胚胎干细胞体外培养必须满足 2个基本条件，即促进 

细胞分裂增殖的同时抑制细胞分化。饲养层细胞可满足上述 
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条件：影响 Es细胞分离克隆的因素很多，其中饲养层的研究 

颇多。饲养层的影响主要体现在饲养层种类 、丝裂霉素处理 

饲养层的时间、饲养层细胞的代数和饲养层细胞的密度等。 

动物种类不同对饲养层种类的要求也不同：最可靠的方法是 

根据动物种类筛选最佳饲养层，饲养层的选择直接关系到胚 

胎干细胞分离克隆的效果。 

2．1 小鼠或人来源的饲养层培养系统 

常用的饲养层细胞有小鼠胚胎成纤维细胞 murine tqm— 

bryonic fihrohlast，MEF)和STO细胞等。经 射线照射或丝裂 

霉素 一C等处理后，这些细胞虽失去分裂能力，但仍可生存并 

有同化培养液的能力。使用 MEF作为饲养层培养人 Es细胞 

是最早和最常用的方法。目前维持人 Es细胞的自我更新常 

常需要 MEF作为饲养层的存在。其促增殖作用主要是由于 

能分泌成纤维细胞生长因子(fibroblast growth factor，FGF)等促 

有丝分裂因子。同时营造类似于体内移植时的培养环境，使 

细胞的贴壁过程与胚胎在体内的附着过程相似，内细胞团快 

速增殖。其分化抑制作用则是由于能分泌白血病抑制囚子 

fleukemia inhibitory factor，LIF)等细胞分化抑制因子 【。然而， 

使用 MEF培养 Es细胞有以下几方面的不足：①MEF可能将 

动物病原通过培养系统传播给人 Es细胞120【。②需要制备大 

量的 MEF。因为 MEF生命期有限，不能在体外长期传代，且 

其产生促增生因子和抑制分化因子的能力会随着传代时间 

的延长而减弱甚至丧失；③不易获得纯的 Es细胞作为生化 

和分子生物学方面的分析 ；④死亡的 MEF的染色体的释放 

可能会引起 ES细胞的突变及影响正常核型的保持? 

为了避免上述问题 ，多位学者建立了以人来源的胚胎 

或成体细胞作为饲养层的无动物来源成分的培养系统 分别 

用人胚胎成纤维细胞或成体输卵管上皮细胞 、人的骨髓基质 

细胞、人包皮细胞 、人胎盘上皮细胞代替 MEF作为饲养层 ， 

均可以维持人 ES细胞长期未分化的增殖状态12o 【。尽管用人 

来源的细胞解决了生物安全问题 ，但以人饲养层为基础的培 

养系统仍然需要饲养层细胞和人 Es细胞的同时生长：并且， 

临床细胞替代治疗常需要大量的细胞 ，目前的培养方法尚不 

能在短时间内大量扩增未分化的人 ES细胞。因此，建立无动 

物来源成分和无饲养层的培养系统对大规模培养人 Es细胞 

具有重要的临床应用价值。 

2．2 无饲养层培养系统 

无饲养层培养系统是在基础培养基中加入促进增殖和 

抑制分化的因子制备成条件培养基，或者利用各种能分泌以 

上因子的细胞制备条件培养基。不使用饲养层细胞而使用条 

件培养基培养人 Es细胞是一种趋势。目前无饲养层系统培 

养人 Es细胞主要经历以下 3个阶段的发展：无血清系统 、含 

动物来源基质和培养基的培养系统以及无动物来源成分的 

培养系统。 

2．2．1无血清培养系统 

胎牛血清是 Es细胞培养液中不可缺少的成分，在促进 

Es细胞增殖方面起到很好的作用。然而有如下缺点：①成分 

复杂，不利于整合到 Es细胞基因组中的外源性基因功能的 

测定；②可能含有一些未知的促进 Es细胞分化的因子；③含 

有微量的血红蛋白和内毒素，会干扰 Es细胞的生长。采用无 

血清的培养系统，可避免以上缺陷12Ol。无血清培养系统使用 

Knook0ut DMEM取代一般的高糖 DMEM，用 Knockout SR( 

s rurn p m nt)取代胎牛血清 ，并用人重组 bFGF代替 

LIF：实验结果表明，该系统能产生更多的人 ES克隆。而且 

Knookout SR的成分是确定的，避免了血清中不明因子的影 

响 ： 

2．2．2含动物来源基质和培养基的培养系统 

该培 养系统 在 Matrigel基质 上接种人 Es细胞 ，用 

100％MEF条件培养基并添加2％SR以及 bFGFE 。在该系统 

中，人 Es细胞可以长期保持正常的核型、稳定的增长率 、高 

端粒酶活性 、未分化 Es细胞的表型以及多向分化的潜能。然 

而，该方法仍然需要大量培养MEF以提供条件培养基。更重 

要的是，应用 MEF条件培养基仍然可能将动物病原传播给 

人 ES细胞：除此之外，matrige1是从小鼠肉瘤中提取出来的 

基底膜基质成分：因此，选择无动物来源的细胞外基质和条 

件培养基，建立无动物来源成分的无饲养层培养系统来培养 

人 ES细胞是最理想的趋势 

2．2．3无动物来源成分的培养系统 

该系统可以用不含动物成分的基质替代饲养层细胞 ， 

用人细胞来源的条件培养基或在基础培养基中加入人来源 

的促进增殖和抑制分化的因子，从而建立适于大规模扩增人 

ES细胞的无动物来源成分的培养系统。2001年，Xu等 提 

出，无饲养层培养人 Es细胞在 matrigel或 laminin上形成的 

未分化克隆比在 fibronectin或Ⅳ型胶原上的未分化克隆多。 

然而，即使在 matrige1或 laminin，MEF条件培养基仍然是必 

需的，因为后者可以为人 Es细胞的生长提供可溶性信号和 

黏附信号的双重需要。Yamamoto等㈣在无饲养层细胞的基础 

上，用 DMEM／F12培养基添加血清和 LIF可以保持人 Es细 

胞的未分化状态?2004年，Carpenter等 和 Rosier等1251分别 

建立长期无饲养层培养人 Es细胞的培养体系。同年，Amit 

等∞l也建屯了无饲养层和无血清的培养系统。该系统以85％ 

Knockout DMEM为基础培养基 ，用 15％Knockout SR和 

bFGF替代血清，在此基础上添加保持未分化和促进人 Es细 

胞 增殖 的细 胞因子：TGFB，LIF；bFGF和 fibroneetin基质 。 

TGF B 1在 Matrige1基质中有表达，支持无饲养层条件下人 

Es细胞的生长，并且可以抑制人 Es细胞的分化 。Fi— 

bronectin可以增加细胞与培养皿的黏附 ，并可通过其受体 

integrin激活一系列信号途径调节细胞的活动，包括细胞的增 

殖 、凋亡和分化等。而且，人 ES细胞高表达 FGFI型受体、LIF 

受体和 integrin 6B 1，弱表达 TGFB 1／型受体。其 中。经 

TGFB I和 bFGF组合或 TGFB 1，LIF和 bFGF组合处理后． 

在人 fibronectin上生长的人 Es细胞的生长率、克隆形成率 

以及未分化状态的维持效果最好。在该系统中，人 Es细胞可 

以连续传5O代以上，仍能保持高度的增殖能力、正常的核型 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


一 928 一  重庆医科大学学报2006年第31卷第6期 (Journal of Chongqing Medical University 2006．Vo1．31 No．6) 

以及向3个胚层分化的潜能：然而与 MEF饲养层上生长的 

人 Es细胞相比，其增殖和分化潜能均略降低：在该系统中， 

SR含有 albumax，它是一种富含脂类的牛血清白蛋白=因此 ， 

该系统还不是一种完全无动物来源成分的培养系统：总之 ， 

该系统可以成功地培养人 ES细胞 ，并且可降低动物病原传 

播给人 ES细胞的危险性： 

综上所述，采用无饲养层培养系统可以提高培养人 Es 

细胞操作的方便性 、可重复性以及规模性：为了提高无饲养 

层培养人 Es细胞方法的效果 ，可在培养基中添加合适的细 

胞因子组合或选择合适的条件培养基： 

目前胚胎干细胞的临床应用主要存在两方面的问题 ： 

①来源有限，没有足够数量的移植用胚胎干细胞 ；②由于胚 

胎干细胞具有不断自我更新的潜能，移植后有形成畸胎瘤的 

风险。因此，胚胎干细胞的发育分化、自我更新机制及体外培 

养系统的研究对胚胎干细胞的体外建系和体外扩增 、胚胎干 

细胞的定向分化调控等方面的研究都有极其重要的意义，同 

时为胚胎干细胞在临床上的广泛应用提供理论依据和实践 

基础 
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