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人胚胎干细胞向角质形成细胞分化方法的
专家共识

创建人胚胎干细胞的预测健康安全新体系项目专家组

近年来，口腔材料及器械的发展极大地促进了

口腔医学的进步。应用于口腔的药物和材料长期

暴露于组织液及唾液中，药物和材料的析出物或降

解物会被周围的组织如根尖周组织、牙髓、牙周膜

及口腔黏膜上皮吸收，致组织延迟愈合、牙龈炎症

和黏膜水肿等不良反应。因此，新型材料在研发阶

段和进人临床应用前的实验阶段必须进行生物安

全性评价。口腔黏膜上皮为复层鳞状上皮，主要由

角质细胞构成[I-2[0因此，角质形成细胞

(keratinocyte，Kert)是较理想的检测各类化学物质
对口腔黏膜生物安全性的体外细胞模型；此外，

Kerr也为大面积皮肤的永久性创面提供良好的覆

盖物，目前已在多个国家和地区常规应用于深度烧

伤的临床治疗”】。因此Ken作为工业研究和应用的

体外细胞模型及皮肤再生等方面具有广阔的应用

前景H-。Kert用于大规模毒性检测需要符合准确、

重复性好、操作简单、费用低等要求”～I。在皮肤再

生医学中，最佳的Kert具有可及时应用、供应不受

限制和低免疫原性等优点。人胚胎干细胞(human

embryonic stem cell，hESC)成功的分离和培养为建

立人源性体外细胞模型进行生物安全评价及修复

大面积皮肤缺损带来了曙光。

hESC来源于囊胚期的人胚胎内细胞团，具有

无限增殖和可分化为组成三胚层所有类型体细胞

的独特能力17-81，hESC已被证实可作为Kert的来

源。2003年以来，陆续有研究报道将hESC诱导分

化成为Kerr乃至复层鳞状上皮[9-141。Guenou等110]报

道，hESC来源的Kert(hESC．Kert)与原代培养的
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．专家共识．

Kert相比，具有低免疫原性的优点，降低了发生异

体细胞导致的免疫排斥反应的风险，已进入临床试

验阶段。因此，hESC—Ken有望在临床和科研中广

泛应用。然而，目前诱导hESC分化为Kert的方法

一般需要使用含有动物源成分的材料，如小鼠来源

的滋养层细胞和(或)细胞外基质(extracellular

matrix。ECMl[10-151。动物源成分可能增加了hESC培

养中感染动物病原和病毒或细菌的风险”6。”。此

外，有研究发现，hESC暴露于动物成分可能引起

hESC中免疫相关因子(如羟乙酰神经氨酸和乙酰

神经氨酸)的高表达m“2“，从而增强hESC源性细胞

的免疫原性t22之⋯。hESC—Kert的诱导分化过程中，使

用动物源成分必然影响将来hESC—Kerr的临床应

用[24-26J。因此，优化hESC．Kert诱导效率的同时，尽

量减少动物源材料的使用是保证hESC—Kert临床应

用生物安全性的关键。为此，科技部国际科技合作

重点项目“创建人胚胎干细胞的预测健康安全新体

系”项目专家组反复讨论，制定了“人胚胎干细胞向

角质形成细胞分化方法的专家共识”，旨在规范人

胚胎干细胞向Kert分化的方法，提高hESC—Kert纯

度、减少使用动物源成分，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、hESC的培养

(一)hESC的体外培养方法

1．小鼠胚胎成纤维细胞(mouse embryonic

fibroblast，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，用含90％达尔伯克必需基本培养基

(Dulbeceo's minimum essential medium，DMEM)、

10％胎牛血清、0．1 mmol／L非必需氨基酸和1％青

霉素．链霉素溶液的MEF培养液重悬后接种于培养

瓶中，置于5％CO：、37 oC、90％湿度的培养箱中培

养，贴壁细胞标记为PO代。待细胞达到90％以上
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汇合度时，用含0．25％乙二胺四乙酸(ethylene diamine

tetraacetic acid，EDTA)的胰酶37。C消化l～2 min，

当细胞脱离培养皿后加入2倍胰酶体积的MEF培

养液中和，再将细胞悬液转至离心管中，300 Xg离

心5 rain，以1：3接种到新的培养皿上，标记为Pl

代。待P1代MEF长至90％以上汇合度时，用

10 malL丝裂霉素c灭活处理2．5 h后胰酶消化离

心，去上清液后将细胞重悬于相当于最终冻存体积

半量的MEF培养液中，再加入等体积的冻存液(含

20％二甲基亚砜、30％胎牛血清、50％DMEM)。

冻存管加入1 ml细胞悬液，在梯度降温冻存盒

内一80℃冻存24 h，隔日转移至液氮罐中长期保

存。hESC接种前l天复苏MEF，按2x105个／孑L的密

度接种于0．1％明胶包被的6孔板上。

2．hESC的复苏：从液氮罐中取出装有(1～2)X

1 06，旨hESC的冻存管，浸入37 oc水浴至管内剩余小部

分冰块时取出。将hESC悬液转移到离心管内，加入

9倍体积的hESC培养液(含80％DMEM—F一12、20％敲

除血清替代品、1 mmol／L谷氨酰胺、0．1 mmol／L B．巯基

乙醇、0．1 mmol／L非必需氨基酸、4 mg／L碱性成纤

维细胞生长因子)，200 Xg离心5 min后吸去上清

液，加人适量hESC培养液重悬，接种到已接种灭活

MEF的6孑L板中，hESC接种密度应为每孑L 1冻存

管。培养箱中培养24 h。次13观察hESC贴壁情

况，第3天开始每日更换ESC培养液。

3．hESC的传代：当hESC团即将汇合时，吸去

培养液，每孑L加人1 mlⅣ型胶原酶(I g／L)，37。C孵

育3 min，吸去胶原酶溶液，加入2 ml／：：fLESC培养

液，用5 ml移液管的尖头刮下细胞，200 Xg离心

5 min。吸除上清液后用hESC培养液重悬细胞，按

1：6接种到已接种灭活MEF的6孑L板中，接种密度

应为4×105个／-fL。次日观察hESC贴壁情况，第3天

开始每日更换hESC培养液。

(二)hESC的质量控制

诱导hESC向Kert分化前，应对hESC的基因

型、细胞表型、功能、核型以及微生物和内毒素含量

进行鉴定，确保hESC处于正常未分化状态，从而保

证获得的hESC．Kerr的质量。具体的hESC质量控

制方法和标准见文献f27]。

二、hESC源性成纤维滋养层细胞(hESC—

derived fibroblast，hESC—Fib)的分化

(一)hESC向hESC—Fib的分化方法

1．hESC向拟胚体分化：当hESC团即将汇合

时，刮下hESC、离心去上清液，加入拟胚体培养液

(80％DMEM—F一12、20％敲除血清替代品、1 mmol／L

谷氨酰胺、0．1 mmol／L 3-巯基乙醇、0．1 mmol／L非必

需氨基酸)重悬，按l：l[(1～2)X106个／；fL]的接种密

度将细胞转人低吸附6孔板中悬浮培养，1次／2 d

换液。

2．hESC向hESC—Fib分化：悬浮培养5 d后，将

拟胚体悬液转入离心管中静置5～10 min，去除上

清液，完全培养液(含10％胎牛血清的DMEM培养

液)重悬拟胚体，按2孔拟胚体转移人1个T75培养

瓶，接种到0．1％明胶包被的培养瓶中，1次／3 d换

液，持续培养3周，获得的细胞标记为P0代hESC．

Fib。胰酶消化细胞后按1：3比例传代，1次／2 d换

液，标记为P1代。P1代细胞培养5 d后，90％以上

的hESC—Fib呈纺锤状生长，具有成纤维细胞的形

态特点。

(二)hESC—Fib的质量控制

对获得的hESC—Fib基因型、细胞表型、功能、

核型以及微生物和内毒素含量进行鉴定，质量控制

方法和标准参见文献[271。

三、自体hESC—Kert的培养

自体hESC—Kert的培养体系包括自体滋养层共

培养体系(autogenic eo．culture system，ACC)和自体

无滋养层培养体系(autogenic feeder layer—free

system，AFF)两种。

(一)ACC培养体系下hESC向hESC—Kert分化

的方法

1．hESC．Fib滋养层的制备：已有研究表明，角质

细胞生长因子1(keratinocyte growth factor一1，KGF一1)

在Kert的形态形成中发挥重要作用128-291。hESC分

化成hESC．Fib后可分泌KGF一1，且在P8代时达到

峰值”2·2“。因此，用10 mg／L丝裂霉素c灭活P8代

hESC．Fib，以1．4 x 105个／孑L的密度接种于0．1％明

胶包被的6孔板中，完全培养液培养24 h。

2．hESC的接种：去掉完全培养基，按4×105个／孑L

的接种密度将hESC接种到步骤1制备的hESC—Fib

上，hESC培养基培养2～3 d。

3．hESC向hESC．Kert分化：吸去hESC培养基，

换成含98％DMEM／Ham，s F12 f3：1)、2％胎牛血清、

50 mg／L抗坏血酸、5 mg／L胰岛素、10 mg／L重组人

上皮生长因子和0．5 gmol／L视黄酸的F1仅．DMEM，

持续培养20 d。在诱导分化的第9～11天向FAD培

养基中添加25 mg／L的活化素。20 d后细胞经胰酶

消化后接种至Ⅳ型胶原包被的培养瓶中，用确定成

分的无血清Kert培养液(defined keratinocyte serum．
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flee medium，DK—SFM)培养。获得的细胞称为P0

代hESC—Kert们。，可持续传代10次[22,24】。

(二)AFF体系下hESC向hESC．Kert的分化方法

1．hESC—Fib来源细胞外基质的制备：以2．5 X

105个／孔的密度接种hESC．Fib至6孔板中，在2．5 ml

完全培养液中培养24 h。第2天更换成2．5 ml促细

胞外基质合成培养液(含O．5％胎牛血清、50 g／L抗

坏血酸，100 g／L硫酸葡聚糖和25 mg／L的重组人活

化素的DMEM培养基)培养3～5 d后置于一80。C冰

冻24 h。第2天将培养板在室温解冻，去掉促细胞

外基质合成培养液，磷酸盐缓冲液(phosphate

buffer saline，PBS)冲洗3次后置于超净台风干。

2．hESC的接种：按4×105个／孔的接种密度将

hESC接种到步骤l制备的培养板上，用无动物成分

的坦尼尔血清替代品2(tenneille serum replacer 2，

TeSR2)培养基培养2～3 d，1次／d换液。

3．hESC向hESC．Kert分化：去掉TeSR2培养

基，换成分化培养液(含1 pmol，L RA的表皮干细胞

无血清培养基(defined keratinocyte serum free

medium，DK—SFM)培养10～12 d。随后细胞经胰酶消

化后接种至Ⅳ型胶原铺被的培养瓶中，用DK—SFM培

养液培养。获得的细胞称为P0代hESC—Kerr盯”，可

持续传代7次”2'2410

(三)hESC．Kerr的质量控制

1．细胞形态：hESC—Kert呈典型铺路石状，细胞

形态均一(图1 22'2410

雹 回

图1倒置相差显微镜观察人胚胎干细胞来源的角质形成细胞

(hESC—Kerr)的形态”1
24I

A：呈典型铺路石状(低倍放大)；B：细

胞形态均一(高倍放大)

2．标志物基因的表达：Trizol法提取总RNA用

于反转录PCR检测。从分化O。20 d，hESC．Kerr高

表达早期上皮细胞标志物基因K18，分化20 d后

K18的表达降低。从分化0～30 d，hESC—Kert中神

经细胞标志物基因性别决定区Y框蛋白1(SOXl)、

配对盒基因6(PAx6)和巢蛋白(NESTIN)以及多潜

能标志物基因同源结构域蛋白(NANOG)基因、八

聚体结合转录因子(OCT4)基因的表达逐渐减少，

而上皮前体细胞标志物基因ANP63和复层上皮的

基底Kerr标志物K14的表达随着分化时间延长而

逐步增加(图2，3)口2’”。

K18

K14

ANP63

O、10、20、3()：人数；K18：角蛋白l 8：K14：角蚩白14：ANP63：△N型

肿瘤蛋白63：p-a(七p肌动蛋白

图2 hESC—Kerr标志物基因表达电泳附。。『

一NESTIN

；．一么PAX6念
． 石 f0、 20 3

I {

分化时间Cd)

NESTIN：巢蛋白；SOXl：基因性别决定区Y

框蛋白1；PAX6：配对盒基因6；K14：角蛋

白14；K18：角蛋白18；ANP63：AN型肿瘤

蛋白63；NANOG：同源结构域蛋白；OCT4：

八聚体结合转录因子

图3实时定量PCR检测hESC—Kerr标志

物基因的表达

hESC—KeIt

高表达早期上

皮细胞标志物

基因K18，复层

上皮的基底

Kert标志物

K14和上皮前

体细胞标志物

基因ANP63，

而hESC—Kert

中神经标志物

基因性别决定

区Y框蛋白1

(SOXl)、配对

盒基因6

(PAX6)和巢蛋

白(NESTIN)以

及多潜能标志

物基因同源结

构域蛋白

(NANOG)基

因和八聚体结

合转录因子(0CT4)基因的表达随分化时间的延长

而逐渐减少。B肌动蛋白(B-act)基因为内参。

辍逛艘碳函醐

赧逛姻群圜醐
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图4倒置fH差荧光¨微镜观察hESC—brl&面标志物的走达(免疫荧光染包中倍放大)。1” ^：整合素ec6；I／：K14；c：Kl 8

3．标志物的表达：将hESC—Kert用4％多聚甲醛

固定后做免疫荧光染色和流式细胞术分析。hESC—

Kert应高表达Kerr标志物整合素0c6、K14和K18(图4)。

ACC体系获得的PO代hESC．Kert中K14阳性表达

的细胞可达到80％，传代3次后可达到95％以上。

AFF体系获得的P0代hESC—Kert中K14阳性表达

的细胞比例可达90％左右【22-24]O

4．分化能力鉴定：hESC—Kerr具有向终末表皮

细胞分化的能力，在DK．SFM中加人1．5 mmol／L的

氯化钙后，hESC．Kert可发生终末分化并表达基底

上层Kert标志物外皮蛋白和丝聚蛋白(图5)。

图5倒置相差荧光显微镜观察hESC—Kerr表达基底上层Kert

标志物外皮蛋白和丝聚蛋白(免疫荧光染色高倍放大)122,。j

A：外皮蛋白；B：丝聚蛋白

5．微生物及内毒素测定：依据《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

检测细菌、真菌及支原体污染”“。细胞内外源致病

因子的检测应结合体内外方法，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hESC，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。此外，应依据《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”“。

综上所述，hESC可作为稳定的细胞来源，经定

向诱导分化后为毒理检测和组织器官再生提供各

种组织类型的人源材料。比较使用动物或人体更

准确、有效而且安全，同时也减少了使用动物的数

量，降低了成本。运用ACC和AFF系统诱导hESC

向Kert分化可减少分化过程中应用的动物成分，为

大量制备Kert用于临床和产品检测提供有效的

方法。

创建人胚胎干细胞的预测健康安全新体系项目专家组成员 中国

医学科学院北京协和医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·13腔医院特诊科(邓旭亮)，口腔颌面外科研

究室(李盛林)，儿童口腔科(刘鹤)，VI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}1：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)

志谢美国宾夕法尼亚大学牙科学院解剖和细胞生物学系施松涛

教授审阅稿件并提出宝贵修改意见
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