
・ 标准与规范 ・

ＤＯＩ：１０．３７６０／ｃｍａ．ｊ．ｉｓｓｎ．０３７６－２４９１．２０１４．４０．００４
基金项目：科技部国际科技合作与交流专项（２０１１ＤＦＡ３２１９０）
作者单位：１００１４４ 北京，中国医学科学院整形外科医院研究中

心（傅歆、肖苒）；北京大学口腔医学院特诊科（邓旭亮），中心实验室

（李盛林），儿童口腔科（刘鹤），口腔颌面外科（俞光岩）；浙江大学

医学院组织工程中心（欧阳宏伟）；浙江大学医学院附属第一医院中

心实验室（邹晓晖）；军事医学科学院疾病预防控制研究所（彭双清）；

新加坡国立大学口腔医学院口腔科学系干细胞实验室（曹彤）

通信作者：曹彤，１１９０８３（新加坡），Ｅｍａｉｌ：ｔｏｎｇ＿ｃａｏ＠ｎｕｈｓ．ｅｄｕ．ｓｇ

人胚胎干细胞向成纤维细胞分化方法的专家共识

傅歆　邓旭亮　李盛林　刘鹤　欧阳宏伟　彭双清
肖苒　邹晓晖　俞光岩　曹彤

　　人胚胎干细胞（ＥＳＣ）是一类从囊胚期的人胚胎
内细胞团中分离所得的，具有体外自我更新稳定性
并维持正常核型和发育多能性，甚至参与整个个体
发育的高度未分化干细胞［１］ 。 利用人 ＥＳＣ 或由其
分化而成的人体细胞、组织或器官来测试各种生物
医用材料、食品及药物对人体的毒理特性或药效，较
运用动物或永生化细胞更能反映人体真实的状况。
因此，人 ＥＳＣ及其分化的细胞有望发展成为一种崭
新的生物安全性检测和药物筛选模型［２］ 。 目前多
数研究仍用永生化细胞系或原代培养细胞进行生物

材料的安全性评价［３－４］ ，分别存在核型异常或批次差
异大等缺点。 人 ＥＳＣ 来源的成纤维细胞（ＥＳ－Ｆ）具
有来源稳定，核型正常以及容易标准化等优点［５－６］ ，
有望成为生物安全性评价体系的新模型［７］ 。 规范
人 ＥＳＣ向成纤维细胞分化方法是保证生物安全性
检测评价模型可靠性的关键。 为此，科技部国际科
技合作重点项目“创建基于人胚干细胞的预测健康
安全新体系”的项目组专家经反复讨论，制定了“人
胚胎干细胞向成纤维细胞分化方法的专家共识”
（以下简称“共识”），旨在规范人 ＥＳ－Ｆ的分化方法，
提高人 ＥＳ－Ｆ的纯度，保证分化方法的可重复性，使
其更系统、规范和有效地应用于临床和生物安全性
评价体系中。
一、人 ＥＳＣ的生物学特性概述
１．细胞形态：细胞体积小，胞核显著，核质比

高，体外培养时细胞紧密聚集呈集落状生长，细胞克
隆形态多为岛状或巢状，边界清晰。

２．染色体核型：具有正常（二倍体）及稳定的染

色体核型。
３．细胞周期：缺乏细胞周期中 Ｇ１ 期的限制点，

Ｇ１、Ｇ２ 期很短，大部分时间处于细胞周期的 Ｓ 期，
进行 ＤＮＡ合成。

４．特异性标志分子：高表达转录因子八聚体结
合转录因子（ＯＣＴ４）、同源结构域蛋白（ＮＡＮＯＧ）、性
别决定区 Ｙ框蛋白 ２（ＳＯＸ２）；表达阶段特异性胚胎
抗原 （ ＳＳＥＡ）－３／４ 和肿瘤排斥抗原 （ ＴＲＡ）－１－６０、
ＴＲＡ－１－８１ 及 ＴＲＡ－２－５４等。

５．生化特性：具有高度的端粒酶活性和碱性磷
酸酶活性。

６．多潜能分化能力：在体外缺乏分化抑制剂的
悬浮培养条件下能形成拟胚体；注射入免疫缺陷小
鼠皮下或肾囊中可在体内形成畸胎瘤。
二、人 ＥＳＣ的体外培养方法
人 ＥＳＣ的培养方法包括小鼠胚胎成纤维细胞

（ＭＥＦ）滋养层培养法和无滋养层 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶培
养法两种。

（一）ＭＥＦ滋养层培养法
１．ＭＥＦ的制备：取胎龄 １３．５ ｄ 的 ＣＦ－１ 小鼠胚

胎，去除头部及内脏后剪成肉泥状，０．２５％胰酶
３７ ℃消化１０ ｍｉｎ后取出吹打均匀，重复处理３次后
离心，用 ＭＥＦ培养液（含 １０％胎牛血清的高糖培养
液 ＤＭＥＭ）重悬细胞后接种于培养瓶中，置于 ５％
ＣＯ２ ，３７ ℃，９０％湿度的培养箱中培养，贴壁细胞标
记为 Ｐ０代。 Ｐ１ 代 ＭＥＦ经 １０ μｇ／ｍｌ 丝裂霉素 Ｃ灭
活处理 ２．５ ｈ后胰酶消化，收集细胞储存于液氮中。
人 ＥＳＣ接种前一天复苏 ＭＥＦ，按 ２ ×１０５ ／孔的密度
接种于 ０．１％明胶包被的六孔板上。

２．人 ＥＳＣ的复苏：从液氮罐中取出装有人 ＥＳＣ
的冻存管，浸入３７ ℃水浴至管内剩余小部分冰块时
取出。 将人 ＥＳＣ悬液转移到离心管内，加入 ９ 倍体
积的人 ＥＳＣ培养液（含 ８０％ ＤＭＥＭ／Ｆ－１２，２０％血清
替代品，１ ｍｍｏｌ／Ｌ 谷氨酰胺，０．１ ｍｍｏｌ／Ｌ β－巯基乙
醇，０．１ ｍｍｏｌ／Ｌ 非必需氨基酸，４ ｎｇ／ｍｌ 碱性成纤维
细胞生长因子），２００ g离心 ５ ｍｉｎ后吸去上清，加入
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适量 ＥＳＣ培养液重悬。
３．人 ＥＳＣ的接种：将步骤 ２中准备好的人 ＥＳＣ

悬液加到已接种灭活 ＭＥＦ的六孔板中，培养箱中培
养过夜。 次日观察人 ＥＳＣ贴壁情况，第 ３ 天起每天
更换 ＥＳＣ培养液。

图 1　未分化的人胚胎干细胞（ＥＳＣ）克隆形态（倒置像差显微镜观察　 ×１００）：保持未分化状态的人 ＥＳＣ 在 ＭＥＦ滋养层上（１Ａ）和 Ｍａｔｒｉｇｅｌ
基质胶上（１Ｂ）均呈克隆生长，表面光滑，边界清晰，结构致密　图 2　分化的人 ＥＳＣ 克隆形态（倒置像差显微镜观察　 ×１００）：ＭＥＦ 滋养层
上培养的人 ＥＳＣ 细胞发生分化，克隆中央变黄，发生塌陷（２Ａ）；Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶上的人 ＥＳＣ 发生分化，有多种形态的细胞出现（２Ｂ）

４．人 ＥＳＣ的传代：当人 ＥＳＣ 团即将汇合时，吸
去培养液，每孔加入 １ ｍｌ Ⅳ型胶原酶（１ ｍｇ／ｍｌ），
３７ ℃孵育 ３ ｍｉｎ，吸去胶原酶溶液，加入 ２ ｍｌ／孔
ＥＳＣ培养液，用 ５ ｍｌ 移液管的尖头刮下细胞，２００ g
离心 ５ ｍｉｎ。 吸除上清后用人 ＥＳＣ 培养液重悬细
胞，按 １∶６ 比例接种到已接种灭活 ＭＥＦ 的六孔板
中。 次日观察人 ＥＳＣ贴壁情况，第 ３ 天起每天更换
ＥＳＣ培养液。

５．人 ＥＳＣ的冻存：按步骤 ４ 刮下 ＥＳＣ 后，将细
胞重悬于相当于最终冻存体积半量的 ＥＳＣ 培养液
（最终冻存体积＝冻存管数×１ ｍｌ），加入等体积的
冻存液（６０％ ＤＭＥＭ／Ｆ－１２， ２０％血清替代品，２０％
二甲基亚砜），混匀后每个冻存管加入 １ ｍｌ 细胞悬
液，在梯度降温冻存盒内 －８０ ℃冻存过夜，第 ２ 天
转移到液氮罐中长期保存。 一般按 １∶２ 比例冻存。

（二）无滋养层 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶培养法
１．包被 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶：以美国碧迪医疗公司

生产的Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶为例，按其说明书分装包被
一个六孔板所需的 Ｍａｔｒｉｇｅｌ量（一般为 ７０ ～８０ μｌ），
－２０ ℃储存备用。 人 ＥＳＣ 传代当天，将分装的
Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶置于冰上融化，再加入 ６ ｍｌ 预冷的
ＤＭＥＭ／Ｆ－１２混匀，１ ｍｌ／孔加入六孔板中，置于室温
包被 １ ｈ待用。

２．Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶培养人 ＥＳＣ 的传代：取培养
人 ＥＳＣ的六孔板，吸去 ＥＳＣ 培养液，每孔加入 １ ｍｌ
中性蛋白酶溶液（１ ｍｇ／ｍｌ）３７ ℃孵育 ２ ～４ ｍｉｎ。 吸
去蛋白酶溶液，ＤＭＥＭ／Ｆ－１２ 润洗 ２ 遍后加入 ２ ｍｌ
的ｍＴｅＳＲＴＭ１培养液，刮下细胞团，２００ g离心５ ｍｉｎ，
去上清后将细胞重悬于 ｍＴｅＳＲＴＭ１培养液中，按 １∶６

比例接种于 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶包被好的六孔板上，培
养箱中培养过夜。 隔天观察细胞贴壁情况并换液，
之后每天更换 ｍＴｅＳＲＴＭ１培养液。

（三）人 ＥＳＣ的质量控制
１．细胞形态：保持未分化状态的人 ＥＳＣ呈克隆

生长，克隆呈巢状隆起，表面光滑，边界清晰，结构致
密，细胞体积较小（图 １）。
若发现人 ＥＳＣ 细胞克隆中央变黄或塌陷

（图 ２），提示细胞发生分化。
培养过程中分化的细胞克隆比例，可采取表 １

所示方法处理［８］ 。

表 1　分化的细胞克隆处理方法［８］

分化的细胞克隆比例 处理方法

＜１０％ 常规培养

１０％ ～＜２０％ 用负压抽吸方法将分化的细胞克隆吸除

２０％ ～＜５０％ 用排枪枪头将分化的细胞克隆剔去

≥５０％ 用排枪枪头将未分化细胞克隆转移到新
的培养皿中

　　２．标志物基因的表达：Ｔｒｉｚｏｌ 法提取人 ＥＳＣ 总
ＲＮＡ用于反转录－ＰＣＲ检测。 保持未分化状态的人
ＥＳＣ 高表达人 ＥＳＣ 干性关键转录因子 ＯＣＴ４、
ＮＡＮＯＧ和 ＳＯＸ２ 基因［１，９－１１］ ；不表达三胚层的特定
标志物神经元性分化因子 １（ＮＥＵＲＯＤ１）基因、鼠短
尾突变体表型（Ｂｒａ）基因和甲胎蛋白（ＡＦＰ）基因
（图 ３）［９］ 。 在人 ＥＳＣ传代过程中，可能会有少量人
ＥＳＣ发生自发分化的现象，故会检测到 ＮＥＵＲＯＤ１
基因的弱表达。 此时需观察细胞克隆的形态。 如果
细胞克隆 ９０％以上形态仍保持未分化状态，则可认
为此批人 ＥＳＣ未分化。

３．表面标志物的表达：４％多聚甲醛固定人
ＥＳＣ后做免疫荧光染色和流式细胞术分析。 保持未
分化状态的人 ＥＳＣ 高表达 ＯＣＴ４ 蛋白及人 ＥＳＣ 表
面标志物蛋白ＳＳＥＡ－４、ＴＲＡ－１－６０和ＴＲＡ－１－８１。流
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图 3　人胚胎干细胞（ＥＳＣ）标志物基因表达［９］ ：人 ＥＳＣ 高
表达人 ＥＳＣ 干性关键转录因子八聚体结合转录因子
（ＯＣＴ４）基因、同源结构域蛋白（ＮＡＮＯＧ）基因和性别决定
区 Ｙ 框蛋白 ２（ＳＯＸ２）基因，不表达三胚层的特定标志物神

经元性分化因子 １ （ＮＥＵＲＯＤ１）基因， 鼠短尾突变体表型

（Ｂｒａ）基因和甲胎蛋白（ＡＦＰ）基因；β－肌动蛋白基因为内

参；条带 １、２ 分别为人 ＥＳＣ 细胞系 Ｈ１ 的第 １０、２０ 代，条带

３、４ 分别为人 ＥＳＣ 细胞系 Ｈ９ 的第 １０、２０ 代

式细胞术分析结果应显示人 ＥＳＣ 表达 ＯＣＴ４、ＳＳＥＡ－
４、ＴＲＡ－１－６０和 ＴＲＡ－１－８１的比例不＜９０％（图 ４）［９］ 。

图 4　人胚胎干细胞（ＥＳＣ）表面标志物的表达（倒置像差荧光显微镜观察，免疫荧光染

色　 ×２００） ［９］ ：未分化的人 ＥＳＣ 高表达八聚体结合转录因子（ＯＣＴ４）蛋白（Ａ）、ＥＳＣ 表面
标志物蛋白阶段特异性胚胎抗原（ＳＳＥＡ）－４（Ｂ）和肿瘤排斥抗原（ＴＲＡ）－１－６０（Ｃ）

图 5　人胚胎干细胞（ＥＳＣ）的核型 ［９］ ：Ａ．人 ＥＳＣ 细胞系 Ｈ１，男性，４６， ＸＹ；Ｂ．人 ＥＳＣ 细
胞系 Ｈ９，女性，４６， ＸＸ

　　４．核型分析：秋水仙素处理处于对数生长期的
人 ＥＳＣ（一般为传代后 ３ ～４ ｄ），利用低渗技术提取
染色体，滴片后 Ｇｉｍｓａ 染色。 将玻片置于高倍显微

镜下观察细胞核型。 人 ＥＳＣ 应表现为正常 ２ 倍体
核型：４６，ＸＹ（男性）或 ４６，ＸＸ（女性）（图 ５） ［９］ 。 在
获得人 ＥＳＣ系初期需做核型鉴定，以确保来源细胞
的核型正常。 在培养过程中定期（如每 ５ ～１０ 代）
做染色体核型分析，保证人 ＥＳＣ在培养过程中的基
因组稳定性。 常规的核型分析可采用 Ｇ显带方法，
至少计数 ２０个中期分裂象并对其中 ８ 个进行染色
体带型分析，染色体 Ｇ显带分辨水平应高于以人类
细胞遗传学国际命名体制（ ＩＳＣＮ）为标准的 ４００ ～
５００条带水平，异常核型比率应 ＜５％［１２］ 。 如果发
现有异常核型，应重复至少 ３０个中期分裂象进行验
证并使用染色体荧光原位杂交（ＦＩＳＨ）技术对染色
体异常情况进行详细分析［１２］ 。

５．多潜能分化能力鉴定：将人 ＥＳＣ注射至联合
免疫缺陷小鼠的下腹腔或大腿肌肉处，观察 ４ ～１０
周。 保持未分化状态的人 ＥＳＣ 在注射后 ５ ～６ 周即
可形成肉眼可见的畸胎瘤。 畸胎瘤经石蜡包埋后切
片做 ＨＥ染色应可观察到 ３ 个胚层来源的组织，例
如神经花环结构（外胚层）、软骨和平滑肌（中胚层）
和管腔上皮组织（内胚层）等（图 ６）［１０］ 。

６．微生物及内毒素测定：依据现行版《中华人
民共和国药典》中的生物制品无菌试验和支原体检
测规程，对细菌、真菌及支原体污染进行检测［１３］ 。
细胞内外源致病因子的检测应结合体内和体外方

法，根据每一细胞制剂的特性进行
人源及动物源性特定致病因子的

检测。 人源特定病毒包括人类免
疫缺陷病毒、乙型肝炎病毒、丙型
肝炎病毒、人类疱疹病毒、巨细胞
病毒等；如使用ＭＥＦ滋养层培养法
培养人 ＥＳＣ，则需进行小鼠源性病
毒的全面检测。 此外，应依据现行
版《中华人民共和国药典》中的内
毒素检测规程，对内毒素进行检
测［１４］ 。
三、人 ＥＳＣ 向 ＥＳ－Ｆ 的体外诱

导和培养方法

（一）人 ＥＳＣ 向 ＥＳ－Ｆ 的分化
方法

１．人 ＥＳＣ 向拟胚体分化：刮
下人 ＥＳＣ离心去上清，加入拟胚体
培养液 （８０％ ＤＭＥＭ／Ｆ－１２， ２０％
ｋｎｏｃｋｏｕｔ血清替代品， １ ｍｍｏｌ／Ｌ谷
氨酰胺，０．１ ｍｍｏｌ／Ｌ β－巯基乙醇，
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图 6　人胚胎干细胞（ＥＳＣ）在联合免疫缺陷小鼠体内形成的畸胎瘤（倒置像差显微镜明场下观察 ×１００） ［１０］ ：Ａ．神经花环结构；Ｂ．软骨组
织；Ｃ．平滑肌；Ｄ．管腔上皮

图 8　人胚胎干细胞（ＥＳＣ）来源的成纤维细胞（ＥＳ－Ｆ）标志物基因表达［１０］ ：ＥＳ－Ｆ 高表达
成纤维细胞标志波形蛋白（Ｖｉｍ）基因和脯氨酰－４－羟基化酶 β（ Ｐ４β）基因，不表达人 ＥＳＣ
干性关键转录因子 ＯＣＴ４、ＮＡＮＯＧ 基因，不表达三胚层的特定代表标志物 ＮＥＵＲＯＤ１、Ｂｒａ、
ＡＦＰ 基因和上皮标志细胞角蛋白 ４ （ ＣＫ－４）基因；β－肌动蛋白基因为内参；条带 ０ ～９ 为

ＥＳ－Ｆ 传代数；５ｄＥＢ 为培养 ５ ｄ 的拟胚体

０．１ ｍｍｏｌ／Ｌ 必需氨基酸）重悬，按 １∶１ 的接种密度
将细胞转入低吸附六孔板中悬浮培养，每 ２ 天换
液 １次。

２．人 ＥＳＣ向 ＥＳ－Ｆ分化：悬浮培养 ５ ｄ 后，将拟
胚体悬液转入移液管中静置 ５ ～１０ ｍｉｎ，去除上清，
ＭＥＦ培养液重悬拟胚体，按每 ２ 孔拟胚体转移入一
个 Ｔ７５培养瓶的接种密度接种到 ０．１％明胶包被的
培养瓶中，每 ３天换液 １ 次。 在接种后 ２４ ｈ内即可
观察到拟胚体贴壁，４８ ｈ内即可观察到有细胞从拟
胚体边缘爬出。 持续培养一周后细胞可占瓶底面积
９０％以上。 使细胞在高密度状态下继续培养两周，
可观察到培养瓶中含多种不同形态的细胞混合生

长，命名该细胞为 ＥＳ－Ｆ，标记为 Ｐ０ 代。 胰酶消化
ＥＳ－Ｆ，１∶３ 比例传代，传代后贴壁的细胞标记为 Ｐ１
代，每 ２ 天换液 １ 次。 待细胞即将汇合时再用胰酶
传代，一般 ３ ～５ ｄ 可传代 １ 次，ＥＳ－Ｆ 可稳定传代
２０代以上。

（二）人 ＥＳ－Ｆ的质量控制
１．细胞形态：当 ＥＳ－Ｆ 传至 Ｐ２

代时，细胞形态应均一，呈长梭形
（图 ７）。

２．标志物基因的表达：Ｔｒｉｚｏｌ
法提取人 ＥＳ－Ｆ总 ＲＮＡ，取 １ μｇ 总
ＲＮＡ 用于反转录－ＰＣＲ 检测。 待
ＥＳ－Ｆ传至 Ｐ２ 代时，应高表达成纤
维细胞标志物波形蛋白（Ｖｉｍ）基因
和脯氨酰－４－羟基化酶 β（Ｐ４β）基
因，不表达人 ＥＳＣ干性关键转录因
子 ＯＣＴ４、ＮＡＮＯＧ 基因；不表达三
胚 层 的 特 定 代 表 标 志 物

ＮＥＵＲＯＤ１、Ｂｒａ、ＡＦＰ基因和上皮标
志细胞角蛋白 ４ （ ＣＫ－４ ） 基因
（图 ８）［１０］ 。

３．标志物的表达：将人 ＥＳ－Ｆ
用 ４％多聚甲醇固定后做免疫荧光

图 7　人胚胎干细胞（ＥＳＣ）来源的成纤维细胞（ＥＳ－Ｆ）
的形态（倒置像差显微镜观察　 ×１００）： ＥＳ－Ｆ 呈长梭
形，细胞形态均一

染色和流式细胞术分析。 已知正常人来源的皮肤成
纤维细胞不表达 ＯＣＴ４、ＮＡＮＯＧ［１１］和造血细胞标志

物 ＣＤ４５及 ＣＤ３４［１５］ ，高表达成纤维细胞标志物 Ｖｉｍ
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和间充质标志物 ＣＤ４４， ＣＤ７３， ＣＤ１０５［１５］ 。 与人皮
肤成纤维细胞类似，人 ＥＳ－Ｆ 应不表达 ＯＣＴ４，
ＮＡＮＯＧ［１１］ ，ＣＤ４５ 及 ＣＤ３４［１６］ ，高表达 Ｖｉｍ，ＣＤ４４，
ＣＤ７３， ＣＤ１０５，ＣＤ１３和 ＣＤ１０６［１０，１６］ 。

４．核型分析：采用 Ｇ 显带或 ＦＩＳＨ 方法鉴定人
ＥＳ－Ｆ核型。 在培养过程中定期（如每 １０代）做染色
体核型分析，保证人 ＥＳ－Ｆ在培养过程中的基因组稳
定性。 人 ＥＳ－Ｆ 应表现为正常 ２ 倍体核型：４６，ＸＹ
（男性）或 ４６，ＸＸ（女性）（图 ９）［１０］ ，对核型分析的
详细要求与对人 ＥＳＣ的要求相同。

图 9　人胚胎干细胞系 Ｈ９ （女性）来源的成纤维细胞

核型分析（多彩色染色体荧光原位杂交法） ［１０］

　　５．微生物及内毒素测定：方法同人 ＥＳＣ 测定方
法。 此外，如 ＥＳ－Ｆ来源于使用 ＭＥＦ 滋养层培养法
培养的人 ＥＳＣ，则需进行小鼠源性病毒的全面检测；
细胞培养过程中如使用胎牛血清，须进行牛源特定
病毒的检测；传代过程中如使用胰酶等猪源材料，应
至少检测猪源细小病毒。
志谢　感谢以下专家在本共识撰写中给予的宝贵意见：施松涛（美

国南加州大学奥斯特鲁夫牙科学院颅颌面分子生物学中心），徐洋

（美国加州大学圣地亚哥分校生物科学部分子生物学系）
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