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人胚胎干细胞研究的现状与前景 

王常勇 吕双红 李贤仁 

胚胎干细胞(embD'onie stem cell，ES细胞)是从 

早期艇胎的内细胞团(inner cell Illass．ICM)或原始 

生殖细胞(primordial germ cells，PGC )分离出来的多 

潜能细胞系 它具有与早期囊胚 ICM或 相似 

的生物学特性，在体外能够保持正常二倍体核型和 

未分化状态，并且有多方向分化潜能。在适当条件 

下，Es细胞可被诱导分化为多种细胞、组织，也可以 

与受体胚胎嵌合．形成嵌合体。 

1998年，美国威斯康星大学 Thomson等⋯率先 

成功分离、克隆了人胚胎干细胞，并建立了细胞系， 

这一研究成果立刻在国际上引起轰动，成为世界关 

注的焦点 由于人Es细胞具有其它哺乳动物Es细 

胞的一般特性，能够在适宜条件下分化成构成人体 

的任何一种组织 因此，人 Es细胞能够为组织工程 

研究提供可靠的细胞来源，同时能够在人早期胚胎 

发生、细胞组织分化以及基因调控等研究领域发挥 

重要作用。基于此，笔者针对人胚胎干细胞的研究 

进展及其应用前景做一简要回顾 _l 0l。 
一

、哺乳动物 Es细胞研究为开展人 Es细胞研 

究奠定了坚实基础 

1981年 人类首次成功地分离得到小 鼠 Es细 

胞．自此以后人类对小鼠以及其它哺乳动物Es细胞 

进行了大量研究。在研究中，科研人员逐步摸索并 

掌握了Es细胞分离培养的关键技术，进而为人类成 

功进行Es细胞分离、培养研究奠定了坚实基础 

自Evans和Kaufman成功分离小鼠Es细胞后， 

Martin(1981)和Robemton等(1987)先后建立了 Es细 

胞系。Doe~．hman等(1988)建立了仓鼠类 Es细胞 

系 Iannaecone等(1994)建立了大鼠的类 Es细胞 

系 目前小鼠Es细胞系的分离，克隆在某些品系中 

已基本完善，尤其是 129品系的小鼠畸胎瘤发生率 

高，建株较为容易，在研究中被广泛采用。小鼠Es 

细胞目前已经成为研究哺乳动物早期胚胎发生、组 

织细胞分化以及基因表达调控等研究领域的一个较 
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为理想的模型系统 

近年来，研究人员不仅针对啮齿类哺乳动物成 

功开展了Es细胞分离培养研究．而且还相继对猪、 

牛、绵羊、山羊 、水貂、兔等其它哺乳动物 Es细胞进 

行了深入研究。如 Fiedrahita(199o)分离得到 r猪类 

Es细胞。Satio等(1992)分离获得 r牛类 Es细胞。 

or es等(1993)分离得到了兔 Es细胞。大量的研 

究结果表明，虽然这些动物Es细胞具有类似于小鼠 

Es细胞的特性，但至 目前为止，尚不能确切证明这 

些细胞具有形成嵌合体的能力。因此，按传统概念， 

这些Es细胞目前只能称作类Es细胞。 

长期以来，哺乳动物Es细胞，尤其是小鼠Es细 

胞系对研究人类胚胎发生、基因表达调控和组织器 

官移植等发挥了重要作用。但由于Es细胞种属差 

异较大，使不同种属之间的Es细胞在生物学特性上 

存在明显不同，因此将小鼠等哺乳动物Es细胞应用 

于临床具有相当大的局限性。近年来，组织工程学 

作为--U新兴学科，为人类再造具有活力的自体组 

织或器官提供了可能 作为组织工程研究种子细胞 

来源之一，人 Es细胞的分离、纯化研究也因此受到 

专家、学者们的高度重视 科研人员利用已经掌握 

的干细胞培养技术对人胚胎干细胞分离培养，进行 

了深入探索和研究，并最终取得了突破。 

二、人胚胎干细胞研究现状 

(一)人胚胎干细胞研究概况：人类可自发性产 

生睾丸畸胎瘤，而多能干细胞系正是从畸胎瘤中产 

生的。&Mmws和 Thompson等(1984)分别报道了从 

人类的畸胎瘤中得到了克隆细胞系 在此基础上， 

Prea等(1989)尝试性地从人畸胎瘤组织中分离 Es 

细胞，最终建立了能分化成所有3个胚层组织的细 

胞系。研究结果表明，这些细胞系的表型虽然与小 

鼠Es细胞不尽相同，但初步揭示了人胚胎干细胞建 

系的可能性。Thomson等(1995)从恒河猴的囊胚中 

分离建立了Es细胞系，其具有二倍体核型，能分化 

形成代表 3个胚层的组织，这是第一个建株的灵长 

类动物的胚胎干细胞。Thomson等(1996)建立狨 

(conmlon mRm3oset)的 8个多能干细胞系，其中 2个 
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细胞系连续培养 1年多，保持来分化状态，核型未变 

异。这些 Es细胞在缺乏成纤维细胞饲养层的条件 

下，可分化出包括滋养层细胞和内胚层细胞在内的 

多种细胞。高密度培养可获得与早期附置后胚胎非 

常相似的类胚体(EB)。上述针对人类及灵长类 Es 

细胞的研究结果表明，科研人员已经逐步掌握了从 

人的囊胚中分离 Es细胞的技术和条件。 

1998年 2月，威斯康星大学的 Tb_omson等 在 

进行人Es细胞体外培养过程中，发现其中某些人的 

细胞与他早些时候从猕猴胚胎中培养得到的 Es细 

胞具有相似的生物学形状 通过进一步研究证实， 

这些 细胞 即为人类最早发现 的人胚胎干细胞。 

Thomson等从处于囊胚期的人胚胎 14个内细胞团中 

分离、克隆出5个人 Es细胞系，其应用的方法与 17 

年前用来培养小鼠Es细胞的方法没有太大的区别。 

此后不久，Shamblott等0 (1998)从受精后 5～9 

周胎儿含有PC．,C 的生殖嵴和肠系膜中分离克隆出 

5个多潜能干细胞系，其特征类似于小鼠Es细胞， 

对AKP以及作为Es细胞特征性的5种免疫标记抗 

原表现为阳性，可连续传代且核型稳定。免疫组化 

分析类胚体的实验结果表明，这些细胞能够分化成 

包括所有 3个胚层的组织。 

(二)人 Es的生物学特征： 

1．人 Es细胞生物学特性及核型：各种哺乳动物 

Es细胞都具有与早期胚胎细胞相似的形态结构特 

征，即胞体体积小、核大，有 1个或多个核仁。T'hom． 

soil等分离的人 Es细胞核显著，核质比高，表明他分 

离的人 Es细胞具有一般 Es细胞相似的形态特征； 

Shamblott等由 PGC 分离的 Es细胞表现为细胞问界 

限不清，细胞核大，也类似于一般 Es细胞的形态特 

征。 

在已建立的Es细胞系集落中，Es细胞紧密地 

聚集在一起，呈克隆状生长，无明显细胞界限，形似 

鸟巢。Es细胞具有连续无限制增生的能力。此外， 

还可以在体外对其进行选择、操作、冻存。冻存的细 

胞可在需要时随时解冻，继续培养仍保持未分化增 

殖状态，且来自一个克隆的细胞具有同样的特征。 

人 Es源于早期胚胎细胞，在体外扩增培养中保 

持稳定的整倍体核型，核型至少在 10代内能够保持 

稳定。此外，人 Es细胞还具有高度表达端粒酶活 

性，端粒酶的高度表达表明人Es细胞复制的寿命长 

于体细胞复制的寿命。 

2人Es的高度分化潜能：人 Es细晦在理论上 

能够分化为构成人体组织或器官的任何一种人体细 

胞。给予人 Es细胞适宜的条件，其即可向某一特定 

的方向分化，并形成特定细胞分化类型 这样，人 

Es细胞即可用于人体组织或器官的再造研究 人 

Es细胞高分化潜能主要表现在两个方面：体内分化 

潜能及体外分化潜能。 

体内分化潜能表现在将人 Es细胞给动物皮下 

注射后，在动物体内能够形成畸胎瘤。Thomson等 

将自囊胚分离的5个人 Es细胞系分别注射到裸鼠 

体内，结果在每个裸鼠体内均产生了包含3个胚层 

组织的畸胎瘤，畸胎瘤中的组织包括 胃上皮(内胚 

层)、软骨、骨髓、平滑肌、横纹肌(中胚层)和多层鳞 

片状上皮(外胚层)。有的组织还具有发育良好的组 

织类型(如形成神经节)。目前尚未发现生殖细胞起 

源的胚胎干细胞在体内形成畸胎瘤的证据。 

体内分化潜能表现为在体外缺乏鼠胎儿成纤维 

细胞饲养层的条件下，不管有无白血病抑制因子存 

在(LIF)，Tho／i-~oll等从囊胚分离的人 Es细胞均会发 

生分化；在具有成纤维细胞的培养液中，人 Es细胞 

生长聚集堆叠于培养皿时也会自发分化。然而，体 

外分化的证据仅限于表达滋养层和内胚层形成(人 

类绒毛膜促性腺激素和甲胎蛋白产物)的特异性标 

记，而产生甲胎蛋白的细胞是代表胎外内胚层还是 

胚内内胚层，目前还不清楚。Shamblott等自PG 分 

离的Es细胞在LIF存在下，--d,部分(1％ 20％) 

细胞克隆自发形成类胚体。将体外培养过程中自发 

形成的类胚体进行组织学切片处理以及免疫化学检 

查，发现有代表不同细胞类型的特异性表面标记物 

的表达，而这些细胞类型与代表3个胚层的细胞类 

型一致。 

3．人 Es细胞表面抗原： ，1n (1983)和 Solter 

等(1987)研究表明，灵长类Es细胞具有一系列特异 

的表面标记。早期胚胎阶段特异性抗原(SSKA)1，3 

和4是球形的糖脂，能为单克隆抗体所识别。灵长 

类 Es细胞表达 SSEA．3和 SSEA~-，只在分化时表达 

SSEA-1。但鼠和人 Es细胞表达的表面抗原具有种 

属差异性，如小鼠ICM细胞、Es细胞表达SSEA-1，但 

不表达 SSEA．3或 SSEA~-。 

Th~ on等研究表明人 Es细胞表达标志包括 

早期胚胎阶段特异性抗原(SSEA．3、SSEA~．、TRA-1． 

81)和碱性磷酸酶 Mg,P。人 Es细胞～直呈 SSEA~- 

强阳性，而 SSEA-3为弱阳性；性腺起源的多能干细 

胞所表达的标记与原始生殖细胞的特性一致。 

Shamblott等 自人 PGCS分离的 Es细胞 SSEA-1、 

SSEA-3、ssEA-4、TRA．1．60和 TRA．卜81均表现为阳 
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性，识别SSK&一3抗原的抗体染色弱且不稳定。对于 

处于未分化态的人 Es细胞和恒河猴 Es细胞表现 

SSEA．1阴性，而他们自人PGC 分离的人 Es却表现 

SSE&一l阳性。人 Es细胞(20％ ～90％以上)呈 AKP 

阳性，细胞表面抗原呈 SSEA．3、SSEA_4、'IRA．1．60、 

TRA一1-81和 AKP阳性 人 Es细胞表面抗原与小鼠 

和其它哺乳动物Es细胞表面抗原存在明显差别，表 

明在人胚胎发育的早期，在基因表达调控、细胞分化 

等方面，人与其它哺乳动物存在一定的差异，这为鉴 

定和分离人ES细胞及研究人类胚胎发育、基因表达 

调控、细胞分化等提供了一条有效的途径 

4．定向诱导分化：由人胚胎干细胞发育而来的 

各种细胞可为器官移植、组织损伤修复等临床应用 

提供可靠的细胞来源。由于在应用组织工程技术构 

建人体组织的过程中”，往往需要某一单一类型的 

细胞或组织 ，因此，若人ES能够应用组织工程研究， 

必须首先使其定向分化成某一特定的细胞类型。 

目前针对小鼠Es细胞定向诱导分化成造血细 

胞、心肌细胞、神经元和胶质细胞等的研究，已经取 

得成功。目前，尽管科研人员已经成功分离、培养了 

人 ES细胞，但由于人 Es细胞尚未建立稳定的细胞 

系，细胞扩增较慢。加上实验材料(受精卵)来源较 

困难，在体外培养人ES细胞时常出现自发分化的现 

象，因此，还不能将其定向诱导分化成特定谱系。但 

由于人 ES细胞定向分化是其能否进入临床应用的 

关键，相信随着研究的深入和各种条件的成熟，人胚 

胎干细胞定向分化研究一定会取得进展。 

5．核移植：检验 Es细胞全能性的一个重要标 

准，是能否形成包括生殖系在内的嵌合体，即用 ES 

细胞核做供体，进行核移植获得的克隆后代 由于 

伦理和道德原因的限制，目前世界各国都普遍反对 

克隆人，不容许用人ES细胞进行核移植从而克隆后 

代 

未来临床“治疗性克隆”将是人胚胎干细胞造福 

于人类的一种非常重要的途径 。应用人胚胎干 

细胞进行“治疗性克隆”研究的技术途径包括以下几 

个步骤：①首先取病人体细胞核，将其移植到去核的 

成熟受体卵母细胞中；②在早期胚胎形成后，从中分 

离获得人Es细胞；③对Es细胞进行基因修饰和定 

向分化研究；④将定向分化后的细胞移植给病人。 

在此过程中，进行核移植的目的并不是用于克隆人， 

而是希望通过对人ES细胞进行分离培养、定向分化 

等处理后，进一步获得再造的人体组织或器官。由 

于胚胎干细胞具有巨大的临床应用前景，一些国家 
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已开始或准备开始放宽对胚胎干细胞研究的限制， 

如法国一家高级法院建议取消国家对人类胚胎研究 

的禁令；美国总统科技顾问委员会建议允许国家资 

金资助干细胞研究。目前 NIH已经正式宣布，美国 

国家基金不资助人 Es细胞研究，但不干涉以自筹资 

金方式进行相关研究。相信，随着人Es细胞研究的 

不断深入以及逐渐被社会所认可，人 ES细胞以及 

“治疗性克隆”研究必将获得稳步发展 

三、人胚胎干细胞的应用研究前景 

人ES细胞对在体外研究人正常胚胎发生、非正 

常发育及在组织移植、器官置换和基因治疗等研究 

领域都具有重要的作用，尤其是在组织工程研究领 

域具有诱人的临床应用前景。美国至少已有两家公 

司开始研究利用克隆技术培育人胚胎，希望大批量 

生产用于克隆治疗疾病的Es细胞。由于人 Es细胞 

对临床医学有着极其巨大的开发价值，国内外研究 

人员正在加紧开展人 ES细胞的相关基础与应用研 

究。 

(一)临床医学：人胚胎干细胞是临床多种疾病 

的克星。假如能控制胚胎干细胞的分裂过程，便可 

以制造不同的细胞，以代替病人已坏死或有缺陷的 

细胞。例如取代帕金森病人有缺陷的脑细胞以及糖 

尿病人不能制造胰岛素的胰脏细胞等。人 Es细胞 

也可为临床组织器官移植和细胞治疗提供无限的细 

胞来源，从而为许多由于供体缺乏而难以根治的疾 

病提供了治愈的机会，如肾衰竭或白血病等的治疗 

最近，Brustle等成功地向神经系统有缺陷的实验鼠 

体内移植了由胚胎干细胞分化成的神经胶质细胞， 

结果表明这种人工培育的细胞能真正取代动物自身 

的细胞。由此可见，胚胎干细胞移植技术和其它先 

进生物技术的联合应用，在未来的几年内可能引发 

在移植医学领域的革命性进步 

目前，科学家们设想应用ES细胞进行临床组织 

移植的基本途径是：自胎儿性腺或早期胚胎分离人 

ES细胞，经过体外扩增，进行基因修饰以排除移植 

排斥，随后在体外定向诱导分化后移植给病人；还可 

取成人体细胞核，将其移植给去核的成熟人或动物 

的卵母细胞，经核移植得到胚胎，再分离克隆人 ES 

细胞。由于ES细胞为高度未分化状态，不能直接移 

植给病人，必须进行体外分化，产生适合移植用的特 

异性细胞前体。因此，如何控制人ES细胞定向分化 

是ES细胞能否应用于临床医学的关键因素。虽然 

人ES细胞可能形成各种细胞类型和简单的组织，但 

其是否具有形成复杂器官的能力目前尚不清楚。人 
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Es也有可能象小鼠Es细咆一样，在体内形成胚胎 

瘤：．为了避免人 Es细胞向肿瘤方向发展，人们必须 

应用自杀基因等对细胞在体内的生长分化过程进行 

有效控制。 

(二)发育研究：全能性胚胎干细胞系为通过基 

因打靶的方式分析在发育中基因的功能提供了一种 

有效手段。与此同时，通过评估ES细胞本身的体外 

分化能力，还可以直接探查基因功能。Es细胞除了 

能够提供决定谱系的直接信息外(这些信息在早期 

胚胎复杂的三维环境中很难得到)，ES在人为控制 

下向特定谱系的分化还可为基因治疗提供细胞来 

源 。 

借助于人ES细胞体系，可以破译人体中重要的 

基因功能。Es细胞系建立后，可从最根本上提示人 

及动物发育过程中的决定基因。Es细胞系的体外 

可操作性，使胚胎发育及组织生长等一系列调节事 

件有了详细阐明的机会，这主要指倾向于分离鉴定 

新的前体细胞和有重要医学价值的基因。目前，功 

能基因组研究在世界范围内已经启动，如何对获得 

的众多基因进行功能验证是目前功能基因组研究的 

重点之一。通过人Es细胞研究，有望为确定人类各 

种未知基因的功能开辟一条捷径。 

(三)药物测试：KS细胞可作为评价新药及化学 

产品毒性及效能的检测系统 Es细胞具有组织、细 

胞的广谱性，它发展为胚体后的生物系统，可模拟体 

内细胞与组织阃复杂的相互作用，这在药物和农用 

化学品工业上有广泛的用途，可减少动物稳测．降低 

成本．因此具有重要的商业价值。 
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(收稿日期：20~-12．19) 

1995～1999年住院新病种的构成分析 

邓开蓉 

住院病种的逐年增加是医学科学发屠的必然结果。现 

对我院1995—1999年出院病种数进行分类统计，并与1985～ 

1989年出院病种数比较 了解各类疾病新病种增加的幅度及 

构成比．分析其增加原因 为提高医院住院新病种分类统计 

质量和学科发展提供依据。 

1995—1999年与 1985～1989年出院病种数对比显示，新 

增加住院病种教283个。按第十次国际疾病分类法系统分 

类，各类疾病新增加住院病种数和构成比分别为肿瘤 72个 

(25．4％)、损伤与中毒 39个(13．8％)、泌尿与生殖系病34个 

f12％)、消化系病 22个(7．8％)、神经系病 22个门 8％)、五 

官系病2o个(7 1％)、循环系病 】8个(6 4％)、传染病 14个 

(4 9％)、内分泌代谢营养疾病 】4个f4 9％)、呼吸系病 11个 

作者单位：40(3o10 重庆医科大学附属第二医院 

·工作研究 · 

(3 9％)、其他 】7个(6％)： 新增加住院病种的分类表明， 

主要是由于医学影像技术的发展、细胞病理学的普及和实验 

室生化检测手段的提高，使能确定病因的定性诊断病名和能 

确定解剖部位的定位诊断病名大幅度增加，致病种数量逐年 

增加 其次是由于临床医学的发展，疾病的病固和发病机制 

的研究更加深^，疾病的诊断标准和分类更加明晰，使过去 

笼统模糊的诊断病名派生出许多肯定的诊断病名．新病种也 

相应增多。另外肿瘤的发病率增加、交通事故的增多和性病 

的流行 使这3类疾病的新病种增加幅度位居各类疾病的前 

三位，占新增加病种的50％ 固此，加强医学新知识的学习 

和掌握医学发展的动态，是提高新病种编码、归类、统计质量 

的关键。 
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