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前言

人类胚胎干细胞(human embryonic stem cell, hESC)是由囊

胚的内细胞团(inner cell mass, ICM)分离培养而来，具有自我更

新和多向分化潜能[1]，其最为深远的潜在用途是能诱导为特定

的细胞和组织，这为受损的组织恢复和疾病治疗带来极大的希

望[2]，但其存在着供体与受体之间的组织免疫排斥问题，约需要

200 株 hESC 来满足不同的 HLA 配型 [3,4]，因此有必要建立
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摘要 目的：建立一种从废弃胚胎中提高囊胚形成率和质量的培养体系，寻找多种促进内细胞团(ICM)数目增多、贴壁、增值的方

法，提高人胚胎干细胞(human embryonic stem cell, hESC)建系效率，建立人胚胎干细胞库。方法：将 179 枚 IVFDay3 废弃的胚胎放

入优选培养体系中培养(G2.5 培养液中添加 10%人血清蛋白，人白细胞抑制生长因子(hLIF)，碱性成纤维细胞生长因子(bFGF))。
到 Day7 将形成的囊胚全部用机械法分离 ICM，接种于丝裂霉素 C 灭活处理的原代小鼠胚胎成纤维细胞(MEF)上，培养 8-9 天，每

4-5 天传代 1 次。结果：优选培养体系的囊胚形成率为 29.1%(52/179)，其中 A 级囊胚形成率为 11.2%(20/179)，50 个 ICM 贴壁生

长，20 个出现克隆形态，成功建立 11 株 hESC(FY-hES-11 至 FY-hES-21)。11 株 hESC 均具有共同的多能性生物学特性。结论：优

选培养体系可以明显提高囊胚形成的质量，促进 ICM 的增值，纯熟的机械切割法可以避免损伤 ICM 并提高其贴壁率，原代灭活

的 MEF 饲养层可以明显促进细胞增殖。
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ABSTRACT Objective: To establish a modified culture medium to improve the blastocyst formation rate and quality from the discard-
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hibiting growth factor (hLIF), basic fibroblast growth factor (bFGF)). At Day7 separated ICM from the blastocyst and seeded on the
mouse embryonic fibroblasts (MEF) of passage 0 which have been inactivated by mitomycin C. The cells were cultured 8 to 9 days with
hESC medium and passaged every 4 to 5 days. Results: The data showed that the formation of blastocyst in the modified culture medium
was 29.1% (52/179), and the blastocyst formation rate with grate A was 11.2% (20/179). The number of ICM adherence were 50, and 20
clones appeared, finally established of 11 hESC which name were (FY-hES-11 to FY-hES-21). All of the hESC lines with common
pluripotent biological characteristic. Conclusions: Our Studies have shown that the modified culture medium can improve the blastocyst
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improve the rate of ICM adherence. MEF of passage 0 inactivated as feeder layer can promote cell proliferation significantly.
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hESC 库。但是目前 hESC 总体建系效率不高[5-7]，囊胚质量是影

响建系效率的重要因素，而用于 hESC 研究的胚胎大部分来源

于体外受精实验室(IVF)中心，这些废弃的胚胎很少发育到囊

胚期，即使形成囊胚，ICM 细胞数目也很少，给建系带来一定困

难。bFGF 是一种重要的细胞增殖分化调节剂，可刺激多种细胞

增殖，有利于 ICM 细胞数目的扩增；LIF 是一种多功能细胞因

子，它具有抑制 ES 细胞自发分化的能力，也有利于增加囊胚形

成率及 ICM 细胞的数目[8]。目前处理囊胚的方法主要有全胚培

养法、免疫外科法和机械法。免疫外科法采用兔抗人的全血清，

豚鼠补体等分离 ICM，难以避免动物源污染[1]；机械法没有用任

何化学物质，直接采用细玻璃管或针头等将外滋养层细胞剔

除，分离出 ICM，避免了抗体和补体所造成的异源性病原微生

物污染，是今后 hES 细胞无动物源污染培养体系中分离 ICM
的主要方法[9]。饲养层是影响 hESC 生长的关键因素，它能分泌

hESC 体外生长所需要的 FGF 等促有丝分裂因子及 LIF 等细

胞分化抑制因子，提供合适的微环境[10]。本研究通过优化各种

影响 ICM 生长、贴壁、增殖的条件，提高 hESC 建系效率，建立

一套稳定的人胚胎干细胞培养体系，建立人胚胎干细胞库，为

细胞治疗、胚胎发育、药物筛选、基因治疗以及遗传、表观遗传

机制研究提供更多的模型以满足生物医学发展的需要。

1 材料与方法

1.1 胚胎收集、及分级

1.1.1 胚胎收集 收集广州医学院第三附属医院生殖医学中心

体外受精(in vitro fertilization，IVF) 和单精注射(ISCI)后 Day3
不适宜进行胚胎移植或冷冻的低质量胚胎，经捐助夫妇知情同

意用于本实验。收集 2008 年 12 月到 2009 年 3 月 179 个 Day3
废弃的胚胎，用优选培养体系培养(G2.5 培养液中添加 10%人

血清蛋白、2000U/ml hLIF、10 ng/ml bFGF)，37℃，5% CO2 培养

箱培养 2-4 天。
1.1.2 胚胎分级 生殖中心 Day3 的废弃胚胎，每天观察胚胎发

育情况至 Day7，并且对形成的囊胚进行分级(参照 Gardner 囊

胚分级法)根据囊胚的扩张和孵出状态给予 1-6 级的评分[11]。1
级：早期囊胚，囊胚腔小于胚胎体积的一半；2 级：囊胚期，囊腔

体积超过胚胎的一半；3 级：完全囊胚期，囊腔体积充满整个胚

胎；4 级：扩张期囊胚，囊腔扩张，直径大于最初的胚胎直径，透

明带变薄；5 级：正孵出囊胚期，滋养层从透明带中孵出；6 级：

完全孵出囊胚期，囊胚完全从透明带中孵出。对于 3-6 级的囊

胚根据内细胞团数目的多少可分为 A、B、C 三级：A 级，内细胞

团细胞数目多且排列致密，大小明显可见；B 级，内细胞团细胞

数目少并且排列疏散，大小可见；C 级内细胞团细胞数目很少，

几乎不见。滋养层细胞分级：A 级：很多细胞形成连续的上皮；B

级：较少的细胞形成疏散的上皮；C 级：仅很少几个大细胞。例

如 6AA，表示囊胚完全从透明带孵出，内细胞团细胞数目多且

排列致密，滋养层细胞很多，形成连续的上皮。选取可见内细胞

团的囊胚，然后将该囊胚用于人胚胎干细胞建系。
1.2 机械法分离内细胞团

将囊胚直接放入 hESC 培养液滴中洗涤 2-3 次，在解剖镜

下用自制的玻璃细针(30μm 粗细)，在内细胞团(ICM)的两侧切

割去除外滋养层，尽量避免损伤 ICM，分离后将 ICM 接种到提

前一天制备的丝裂霉素 -C 处理的原代小鼠胚胎成纤维细胞

上。
1.3 人胚胎干细胞(hESC)传代

37℃，5％ CO2 培养箱培养至第 8-9 天，由 ICM 长出的克

隆出现，用自制的玻璃细针轻轻将它切割成 2-3 块，将其转到

新鲜制备的上。在开始 5 代之内都用机械切割法传代。第 5 代

以后，用 1mg/ml 胶原酶Ⅳ(Gibco, USA)消化传代，每天换液，每

隔 4-5 天 传 代 一 次 。 hESC 培 养 液 ：knockout-Dulbecco
(DMEM) (Gibco) 添加 15% 血清替代物(SR, Gibco)，5%胎牛血

清(FBS, Hyclone, USA)，2 mmol/L 谷氨酰胺(Gibco)，0.1 mmol/L
β- 巯基乙醇(Gibco)，0.1 mmol/L 非必需氨基酸(NEAAs) (Gib-
co)，100 units/ml 青霉素 (Gibco)，100 μg/ml 链霉素(Gibco)，10
ng/ml bFGF (Invitrogen) 和 2000 U/ml hLIF(Chemicon)。hESC 传

至第十代后，培养液中不添加 hLIF。
1.4 人胚胎干细胞特征鉴定

1.4.1 碱性磷酸酶(AKP)染色 去除培养液，PBS 洗一遍；用 4%
多聚甲醛固定 2 分钟，PBS 液洗 2 遍；加入碱性磷酸酶孵育液

(博士德)，避光，室温孵育 30 分钟；PBS 液冲洗一遍，光镜下观

察结果。
1.4.2 免疫组织化学检测 去除培养液，用 4%多聚甲醛固定 30
分钟；PBS 冲洗 3 遍，每次 5 分钟；0.1%TritonX-100/PBS 作用

10 min；加入 4%山羊血清封闭液室温孵育 1 小时；滴加一抗

SSEA-3 (Chemicon) SSEA-4 (Chemicon)、TRA-1-60 (Chemicon)、
TRA-1-81 (Chemicon)、OCT4( Abcam) (PBS 液 1：100 稀释)室
温孵育 1 小时；PBS 冲洗 3 遍，每次 5 分钟；荧光标记(FITC)二
抗(Invitrogen)在室温孵育 1 小时；PBS 冲洗 3 遍，每次 5 分钟；

Hoechst33342 进行核染色；PBS 覆盖后荧光显微镜观察染色。
1.4.3 hESC 表达的分子标记检测 提取 hESC 总 DNA(参照 Qi-
agen 公司试剂说明)，PCR 扩增 hESC 多能分子标记基因包括

OCT4，NANOG 和干细胞分化的标记基因 AFP(内胚层)，NEU-
ROD1(外胚层)和 HBZ(中胚层)，引物见表(1)。将 PCR 扩增产物

分别用 1.5％琼脂糖凝胶，电泳 30min，观察扩增条带，记录结

果进行了分析。用 FY-hES-1 作为对照。

表 1 RT-PCR 引物序列

Table1 RT-PCR primer sequences

Gene Primer forward 5'-3' Primer reverse5'-3'

OCT4 cttgctgcagaagtgggtggaggaa ctgcagtgtgggtttcgggca

NANOG cagaaggcctcagcacctac attgttccaggtctggttgc

AFP agaacctgtcacaagctgtg gacagcaagctgaggatgtc

NEUROD1 aagccatgaacgcagaggaggact agctgtccatggtaccgtaa

HBZ ctgaccaagactgagaggac atgtcgtcgatgctcttcac

GAPDH ggagtcaacggatttggtcg tcctggaagatggtgatggg
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1.4.4 体外分化能力检测 用 1mg/ml 的胶原酶Ⅳ处理 hES 细

胞 5-10 分钟，加入拟胚体培养液(hESC 培养液不添加 hLIF 和

bFGF)，吹打成小细胞团，转入细菌培养皿内悬浮培养，2 天后

更换至新的细菌培养皿；此后每 2 天换一次液，到拟胚体形成；

将培养至第 7 天的拟胚体转入 0.1%明胶包被的培养皿内贴壁

培养，使其进行自发分化；2 周后收集细胞进行 hESC 分化的标

记基因检测。
1.4.5 体内分化能力检测 用 1mg/ml 的胶原酶Ⅳ处理 hES 细

胞 5-10 分钟，吹散后，将 300-400 个小克隆接种到 6 周龄雌性

的 SCID 小鼠腹股沟皮下，4 周后观察肿瘤生长情况，8 周后处

死小鼠，摘除肿块，用 10%福尔马林固定 4-8 小时，石蜡包埋，

苏木素和伊红染色，高倍镜下观察组织三胚层分化情况。
1.4.6 染色体核型分析 选取处于指数生长期的 hESC 进行核

型分析，加入秋水仙素(终浓度为：0.25 μg/ml)，放置 37℃，5%
CO2 培养箱继续培养 3.5 小时。用吸管吹打，使大部分圆形的分

裂中期的细胞从皿底脱落，将培养液转入离心管内，1000rpm
离心 5 分钟；弃上清液，留沉淀细胞。加入 0.4%枸橼酸钠与

0.4%氯化钠(1:1)的低渗液，用吸管吹打均匀，37℃水浴箱中静

置 5 分钟；然后用固定液(甲醇与冰醋酸为 3:1)固定 3 次；G 带

显色后，高倍镜下观察至少 20 个分裂中期细胞染色体。
1.4.7 个体识别(短串连重复位点 STR 分析) 采用 Qiagen 试剂

盒提取细胞 DNA，进行 PCR 扩增，产物在 ABI 3100 遗传分析

仪上进行毛细管电泳，分析 16 个短串连重复位点，以便个体识

别。16 个位点为：D8S1179、D21S11、D7S820、CSF1PO、D3S1358、
TH01、D13S317、D16S539、D2S1338、D19S433、vWA、TPOX、
D18s51、Amelogenin、D5S818、FGA 或 PentaE 和 PentaD。

2 结果

2.1 囊胚形成率与建系情况

在本实验中，观察从 day3 到 day7 废弃胚胎的发育情况，

31.4% (56/179) 停滞在 2-4 细胞期, 16.2% (29/179) 发育到 6-8
细胞，52.5% (94/179) 形成桑葚胚；29.1%(52/179) 形成囊胚；其

中有 11.2%( 20/179) 的囊胚发育到 A 级，采用机械法分离囊胚

内细胞团。分离 52 枚囊胚的 ICM 接种于饲养层上，50 个贴壁

生长，20 个出现克隆形态，成功建立 11 株 hES 细胞，命名为

(FY-hES-11 至 FY-hES-21)， 建 系 率 为 21.15% (11/52) ( 图

1A-D)。
2.2 11 株 hESC 特征鉴定(表 2)

建立的 11 株 hESC 均具有相同的形态学特征，核大而明

显，有一个或多个核仁，核质比高，在体外培养时呈集落状生

长；碱性磷酸酶活性呈强阳性(1E)。表达人早期胚胎阶段特异

性抗原 SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81(图 2A-D)。未分

化标记物 OCT4、NANOG 在各个细胞系中均呈阳性表达 (图
3A)。体外分化潜能检测：每株 hESC 都能形成 EB，并表达分化

标志物 AFP (内胚层)、HBZ (中胚层)、NEUROD1 (外胚层)(图
3B)，表明各 hESC 在体外可以分化成三个胚层的细胞。体内分

化潜能检测：每株 hESC 注射入 SCID 小鼠 4-5 周后能形成畸

胎瘤，组织学检查发现均可以分化成三个胚层细胞，鳞状上皮

细胞 (外胚层)、软骨组织 (中胚层)、腺体组织细胞 (内胚层)(图
4A-C)。hESC 体外长期培养，G 带染色分析均显示正常的核型

46,XX 或 46,XY(图 4D-E)。
2.3 短串联重复序列(short tandem repeats, STR)

16 个位点结果显示各个 hESC 均来自于不同的胚胎 (表
3)。

图 1 人胚胎干细胞建系情况 (A)第 3 天低质量胚胎；(B)在优选培养液中培养至第 6 天的囊胚，箭头指示为内细胞团；(C)原代 hESC 克隆呈鸟巢

状生长；(D) hESC 机械法传代后形态；(E) hESC 碱性磷酸酶(AKP)表达阳性。
Fig.1 The derivation of human embryonic stem cells (A) The representative of day-3 poor quality embryos. (B) Reprsentative of day-6 blastocyst after

culturing in modified medium, arrow indicates ICM. (C) Origin morphology of hESC clone (D) Morphology of hESC colony passage by mechanical

cutting method under invert microscope. (E) AKP staining hESC
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表 2 人胚胎干细胞系的特征

Table 2 Characterization of FY-hESC lines

FY-hES 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Passage 63 60 40 40 35 30 25 20 20 20 20

AKP + + + + + + + + + + +

SSEA-3 + + + + + + + + + + +

SSEA-4 + + + + + + + + + + +

TRA-1-60 + + + + + + + + + + +

TRA-1-81 + + + + + + + + + + +

OCT4gene

expression
+ + + + + + + + + + +

NANOG gene

expression
+ + + + + + + + + + +

Normal karyotype 46,XX 46,XY 46,XX 46,XY 46,XY 46,XY 46,XX 46,XY 46,XY 46,XY 46,XY

Teratoma + + + + + + + + + + +

STR + + + + + + + + + + +

图 2 人早期胚胎阶段特异性抗原免疫荧光染色 (A1) SSEA-3；(B1) SSEA-4；(C1) TRA-1-60；(D1)TRA-1-81；(A-D)用 Hoechst33342 进行核染色。
Fig.2 Immunostaining analysis of human embryonic stem cells with anti-SSEA-3 (green), anti-SSEA-4 (green), anti-TRA-1-60 (green), anti-TRA-1-81

(green) (A1-D1). Hoechst33342 staining for the nuclear of colonies (A)-(D).

图 3 hESC 基因检测 (A) RT-PCR 检测 FY-hES-11, 12, 16,21 均表达未

分化标记物 OCT4、NANOG，用 FY-hES-1 做对照。(B) RT-PCR 检测

FY-hES-11, 12, 16, 21 均表达分化标志物 AFP、HBZ、NEUROD1。
Fig.3 hESC gene expression (A) RT-PCR analysis the pluripotency gene

of OCT4 and NANOG expressed in FY-hES-11, 12, 16, 21 cells, using

FY-hES-1 cell as control. (B) RT-PCR analysis the differentiate genes of

AFP, HBZ, NEUROD1 expressed in FY-hES-11, 12, 16, 21 cells.

图 4 畸胎瘤经苏木素和伊红染色后病理分析 (A) 扁平上皮细胞 (外胚

层) ；(B) 软骨组织 (中胚层) ；(C) 腺体组织 (内胚层)。 G 带显色后

FY-hESCs 的核型分析 (C)46,XX；(D)46，XY。
Fig.4 Immunohistology analysis of teratomas by H&E staining.

(A) Squamous cells (ectoderm). (B) Cartilaginous tissue (mesoderm).
(C) Glandular tissue (endoderm). Karyotype analysis of FY-hESCs by

G-banding. (C) 46, XX. (D) 46, XY.
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3 讨论

人类胚胎干细胞(hESCs)具有自我更新和多向分化潜能，

细胞替代治疗是胚胎干细胞最快可能临床应用的层次，如对脊

髓损伤、帕金森病、视网膜病变、糖尿病等的治疗；而组织替代

治疗和器官移植治疗需要组织工程学的配合，是临床应用的

中／远期前景。但是要应用于临床必须先解决供体与受体之间

的组织配型问题，其中一个解决办法就是建立 hESC 库。但是

目前用人废弃胚胎建立 hESC 的建系率很低，仅 0.3%-1.5%[5,6]，

因此如何提高 hESC 的建系率成为关键问题。囊胚质量是影响

建系效率的主要因素，新鲜高质量的囊胚能够获得优良的

ICM，这是建立 hESC 的理想来源，然而由于社会伦理的限制，

很难获得足够新鲜的囊胚，因此提高 hESC 建系率的首要办法

是改善囊胚培养体系提高囊胚质量。
本研究选择在常规胚胎培养体系 （G2.5 培养液中添加

10%人血清蛋白）中联合添加 2000U/ml hLIF 和 10ng/ml bFGF，

观察废弃胚胎从第 3 天到第 7 天的发育过程，统计 4 级囊胚到

6 级囊胚的形成情况，其中形成囊胚 52 个，形成率为 29.1%；而

A 级囊胚 20 个，形成率为 11.2%。我们发现优选培养体系的囊

胚形成率明显高于常规培体系，进一步验证了 bFGF 与 LIF 联

合应用可刺激胚胎细胞增殖，有利于 ICM 细胞数目的扩增，增

加囊胚形成率。机械法没有用任何化学物质，避免了免疫外科

法带来的抗体和补体所造成的异源性病原微生物污染[1]，因此

是今后 hES 细胞无动物源污染培养体系中分离 ICM 的主要方

法[9]。我们用自制的玻璃细针(30um 粗细)分离 52 枚囊胚的

ICM，这种玻璃细针比较纤细和具有很好的柔韧性，可以很好

的分离 ICM 并避免对其损伤，并去除外滋养层细胞，因为外滋

养层细胞会竞争性抑制 ICM 的增殖。但机械切割法与操作人

员的技术纯熟程度密切相关，所以我们先用自制的玻璃细针在

小鼠囊胚上进行反复练习，掌握一定技巧后再对人的囊胚 ICM
进行切割分离。接种在饲养层上的 52 个 ICM，50 个贴壁生长，

20 个出现克隆形态，建立 11 株 hESC，建系高达率 21.15%
（11/52），这明显要高于其它的机械切割法和免疫外科法[5,6,9]，证

明了本实验所采用纯熟的机械切割法可以很好地避免损伤

ICM 并明显提高其贴壁效率，并在此后克隆的前 5 代传代中能

很好地减少对细胞的损伤，从而提高人胚胎干细胞建系率。饲

养层是影响 hESC 生长的关键因素，它能分泌 hESC 体外生长

所需要的 FGF 等促有丝分裂因子及 LIF 等细胞分化抑制因

子，提供合适的微环境[6]，ICM 的扩增对微环境的要求甚高，我

们发现选用状态良好处于生长对数期的原代 MEF 细胞进行丝

裂霉素 C 处理后做为饲养层比第三代或更后代次具有更好的

状态，更能持久地分泌因子满足原代克隆的生长需求，促进细

胞增殖，提高原代克隆形成率，提高人胚胎干细胞建系率。而

hESC 稳定传代第 5 以后，对饲养层的要求则明显降低。
本实验建立的 11 株细胞都具有 hESC 相同的形态学特

征；表达人早期胚胎阶段特异性抗原 SSEA -3,SSEA -4,TRA
-1-60 和 TRA -1-81；表达 OCT4,NANOG 多能性有关的关键蛋

白；悬浮培养或过度生长可形成拟胚体并表达分化标记物；在

SCID 小鼠体内可形成畸胎瘤，能分化成三个胚层细胞；STR 为

hESC 培养过程中作为身份识别发挥重要的作用[10]，分析结果

显示 11 株 hESC 均来源于不同的胚胎。有研究发现非整倍体

和嵌合现象在低质量的胚胎中经常发现[12,13]，但本实验结果显

FY-hES 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

D8S1179 11/15 14/15 11/12 11/13 12/14 12/16 13/14 11/13 14/15 10/13 13/15

D21S11 30/32 30 28/29 29/31 31.2/32.2 31.2/32.2 29 29/30 30/31 30/31 28/30

D7S820 10/11 11/12 8 13/14 10/11 8/10 11 9/12 12 8/11 9/11

CSF1PO 11/12 12/13 10/11 12 10/12 10 11/12 12/13 9/11 10/14 11/12

D3S1358 17/19 15/17 17/18 15/16 11/15 11/15 14/18 16/17 15/17 15 16/17

TH01 7 7/9 7/9 8/9 9 7/8 6 7/9 7 8/9.3 7/9

D13S317 8 12 8 8 8/11 8/11 8 8 10 11 10/11

D16S539 12/13 8/13 9/10 11 9/10 9/112 9 13 9 9 12/13

D2S1338 -- 18/21 20/23 -- 19 19/25 19/24 18/24 23 20/23 20/23

D19S433 -- 13/15.2 14.2/16.2 13/14.2 12/15.2 14.2/15.2 14/15 14/15.2 13/14 14 14

vWA 16/18 16/17 16/17 16/19 18/19 17/19 14/16 14/16 18 14/17 14/16

TPOX 8 8/9 8 8/12 8/11 8 9/11 8 8/11 10/11 9/11

D18s51 16/17 14/15 13/16 13/15 14/15 17/19 14/16 14/17 17/18 12/14 16

Amelogenin x X/Y X X/Y X/Y X/Y X X/Y X/Y X X/Y

D5S818 9/11 11/12 11/12 10/11 11 7/12 11/13 10/11 7/11 10/11 11/12

FGA 22/23 22 19/24 19/24 19/24 18/23 22/25 22/24 22/23 22/24 22/24

PentaE 17/19 -- -- -- -- -- -- -- -- -- --

PentaD 9/14 -- -- -- -- -- -- -- -- -- --

表 3 11 株 hESC 系 16 个 STR 位点图

Table 3 16 different genetic loci short tandem repeats (STR) of hESC lines
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