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人胚胎干细胞源性间充质干细胞的研究进展
冯年花*

(首都医科大学附属北京朝阳医院医学研究中心, 北京 100020)

摘要      人胚胎干细胞源性间充质干细胞 (human embryonic stem cell derived mesenchymal 
stem cells, hESC-MSCs)是由胚胎干细胞诱导分化而来的间充质干细胞 , 具有成体间充质干细胞

(mesenchymal stem cells, MSCs)相似的生物学特性和功能 , 由于其来源丰富、均一性好 , 受到广泛

关注 , 是MSCs的一种新的获取途径。其应用避免了胚胎干细胞直接应用而面临的致瘤性问题 , 是
胚胎干细胞应用于疾病治疗的一种新的形式, 具有广阔的应用前景。然而, hESC-MSCs真正运用于

临床治疗仍面临较多的问题需要解决。该文就hESC-MSCs的诱导分化、生物学特性、应用前景及

目前尚存在的问题作一综述。
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Abstract       Human embryonic stem cell derived mesenchymal stem cells (hESC-MSCs) are a kind 
of mesenchymal stem cells (MSCs) differentiated from human embryonic stem cells (hESCs). hESC-MSCs 
possess similar properties with adult MSCs, and have attracted extensive attentions for its rich source and good 
homogenecity. So it is a new approach to obtain MSCs from hESCs. The application of hESC-MSCs avoid 
tumorigenesis caused by using hESCs directly. So it is a good format to adopt hESC-MSCs instead of hESCs in 
disease therapy. However, there are several problems remaining to be settled before its application. Here, we mainly 
described the differentiation, biological characteristics and application of hESC-MSCs, as well as challenges that 
should be overcome before used in clinic.
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干细胞是一种具有自我更新和多向分化潜能

的细胞群体 , 近年来受到学者们的广泛关注。按

照发育阶段 , 干细胞可分为胚胎干细胞 (embryonic 
stem cells, ESCs)和成体干细胞 (adult stem cells, 

ASCs)。ESCs来自囊胚期的内细胞团 , 具有无限增

殖和三胚层分化潜能 [1], 一直是再生医学关注的焦

点。然而, 其来源受限, 且面临免疫排斥[2]和致瘤性[3]

等问题, 极大地限制了其在临床上的运用。

间充质干细胞 (mesenchymal stem cells, MSCs)
是最具代表性的成体干细胞之一 , 存在于多种组织

器官当中 [4-5], 对组织损伤修复和疾病治疗具有良好

的作用 , 无致瘤性 [6], 是再生医学最具潜力的种子细

胞之一。然而, 间充质干细胞来源受限, 在体外不能

无限增殖, 且不同供者来源的MSCs的生物学特性有

一定差异, 极大地影响了其后期应用。
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近年来, 研究者通过定向诱导, 将人 ESCs诱
导分化为间充质干细胞 , 即人胚胎干细胞源性间

充质干细胞 (human embryonic stem cell derived 
mesenchymal stem cells, hESC-MSCs)。hESC-MSCs
与成体MSCs具有相似的生物学特性和功能 , 来源

丰富 , 不产生畸胎瘤 , 均一性好 [7-12]。hESC-MSCs结
合了ESCs和成体MSCs的优点 , 克服了二者的不足 , 
有望取代传统的ESCs, 成为干细胞研究和应用的热

点。

1   hESC-MSCs的诱导
目前 , hESC-MSCs的诱导方法主要有三种 : 拟

胚体诱导法、饲养层法及培养基直接诱导法(图1)。
1.1   拟胚体诱导法

拟胚体是ESCs在悬浮培养条件下细胞聚集形

成的囊状结构。拟胚体状态下 , ESCs能够启动自发

分化模式 , 向三个胚层的细胞 (如神经、心肌和肝

脏细胞等 )分化 [13-15], 是一种经典的诱导分化模式。

2004年 , Xu等 [16]将人ESCs在悬浮状态下培养4 d形
成的拟胚体接种到明胶包被的培养皿中, 9 d后, 拟
胚体周围爬出成纤维样或间充质样形态的细胞 , 这
些细胞表达CD29、CD44、CD71、CD90和CD106, 
不表达CD45或CD14, 且在特定诱导条件下能向成

脂、成骨及成软骨细胞分化 , 证实具有MSCs的特

性 , 从而首次获得了hESC-MSCs, 为MSCs的获得开

辟了一条新的途径。Hwang等 [8,17]利用类似的方法 , 
将悬浮培养10 d的拟胚体接种到明胶包被的培养皿

中, 用间充质干细胞培养基, 即含10%胎牛血清的高

糖DMEM(dulbecco′s modified eagle’s medium)继续

培养10 d, 获得了具有明确MSCs特性的细胞, 证实了

图1   人胚胎干细胞向间充质干细胞诱导分化的三种主要方法

Fig.1   Differentiation protocols of human embryonic stem cells to mesenchymal stem cells
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拟胚体诱导法的可重复性。在拟胚体诱导法中, 拟胚

体的形成主要起启动分化的作用, 其形成时间具有较

大的弹性。有研究者用间充质干细胞培养基分别培

养7 d[18]、10 d[19]和14 d[20]的拟胚体 , 均能获得hESC-
MSCs。由此可见, 后期间充质干细胞培养基的筛选培

养可能对hESC-MSCs的获得具有重要的作用。

1.2   饲养层法

有研究者采用小鼠骨髓基质细胞系作为饲养

层 , 诱导获得MSCs细胞[21-23]。骨髓基质细胞是骨髓

中的结缔组织细胞, 能支持血细胞的生长, 常被用于

血细胞的体外培养和造血诱导分化过程 [24-25]。2005
年, Barberi等 [21]将人ESCs系H1/H9接种到OP9细胞

上, 并用α-MEM(α-modified minimum essential)+20%
胎牛血清进行诱导, 40 d后, 获得了CD73阳性的细

胞 , 这些细胞表达MSCs的标志分子CD105、基质

细胞抗原 (stromal cell antigen, STRO-1)、CD106、
CD29、CD44、CD54和CD166, 不表达造血细胞的

标志分子CD34、CD45、CD14, 能在MSCs培养基

中进行扩增 , 并且具有向成脂、成骨和成软骨细胞

分化的能力。Trivedi等 [22]在该诱导方法上稍加改

进 , 将人ESCs接种到辐照过的OP9细胞上 , OP9细
胞丧失增殖能力 , 从而降低了其对分化过程的干扰 , 
8 d后即可获得CD73阳性细胞 , 大大缩短了诱导时

间。此外 , 不同的基质细胞系对hESC-MSCs的诱导

具有相似的作用。Undale等[23]用灭活的M2-10B4(小
鼠骨髓纤维原细胞 )作为支持细胞 , 同样诱导获得了

CD73阳性的 hESC-MSCs细胞。然而 , 在诱导过程

中 , 由于诱导MSCs与基质细胞具有类似的形态 , 因
此, 分化过程不易观察, 获得的细胞需通过流式细胞

进行分选纯化, 增加了细胞的损失和实验步骤, 且获

得的细胞容易被动物源性成分污染 , 不利于 hESC-
MSCs的后期应用。

1.3   培养基直接诱导法

在培养人ESCs的过程中 , ESCs克隆的中部或边

缘会出现自发分化的细胞, 这些细胞具有多向分化能

力, 能够分化为神经元、心肌细胞等。将这部分细胞

分离出来并用MSCs培养基 (高糖DMEM+10% FBS)
培养 4周后 , 培养皿中出现多层的上皮样细胞。这

些上皮样细胞具有较强的存活能力 , 经传代后 , 能形

成均一的指纹样形态。流式结果显示 , 这些细胞表

达CD44、CD71、CD105、CD73、CD166、人白细

胞抗原 (human leukocyte antigen, HLA) I类抗原HLA-

ABC, 但不表达造血谱系标志分子CD45和CD34, 且
具有成脂、成骨分化能力, 证明获得的细胞是具有双

向分化能力的MSCs[7,11,26-27] 。这一结果说明 , 胚胎干

细胞能自发分化为间充质干细胞。受到该结果的启

示 , Trivedi等 [9]和Gruenloh等 [12]将ESCs换液频率由每

天换液调整为每3~5 d换液, 在这种培养条件下, 克隆

边缘的细胞开始分化 , 爬出成纤维样的细胞 ; 9~10 d
后 , 这部分细胞的比例达40%~50%, 数次传代后 , 细
胞形态逐渐统一 , 并具有MSCs的表型特征及多向分

化能力。仔细分析可以发现 , 该诱导方法和拟胚体

法具有相同的原理, 都是先启动ESCs分化, 分离获得

早期的分化细胞后进行体外扩增 , 只是启动ESCs分
化的方法不同。随后 , Karlsson等 [10]和de Peppo等 [28]

直接将未分化的ESCs接种到MSCs培养基中培养 , 
亦获得大量纯化的hESC-MSCs细胞 , 省去了启动分

化的步骤。这可能是因为 , 一方面 , MSCs培养基的

血清中含有大量中胚层诱导因子 , 能够启动ESCs向
中胚层细胞分化 [29]; 另一方面 , 相对于其他分化后

的细胞而言 , MSCs具有较强的增殖能力 , 能够竞争

性抑制其他细胞的生长 , 在传代过程中不断发挥筛

选作用 [10]。此外 , 研究者通过在培养基中加入各种

细胞因子和生长因子 , 如碱性成纤维细胞生长因子

(fibroblast growth factor basic, bFGF)、表皮细胞生长

因子 (epidermal growth factor, EGF)和血小板源性生

长因子(platelet derived growth factor, PDGF), 促进诱

导过程中hESC-MSCs的存活和增殖 , 优化诱导条件 , 
提高诱导效率[30-37]。 

上述三种诱导方法均能获得具有MSCs基本表

型和分化能力的hESC-MSCs, 但三种诱导方法获得的

hESC-MSCs之间是否存在其他差异尚未见报道。在

诱导过程中 , 诱导条件不同 , 可能导致获得的细胞与

成体MSCs存在差异。Boyd等 [38]采用内皮细胞生长

培养基对hESCs进行诱导培养 , 最终获得的细胞具有

MSCs的表型和成骨、成软骨分化能力 , 但不能分化

为成脂细胞。因此, 标准化的hESC-MSCs诱导和鉴定

体系有待进一步的研究和完善。培养基直接诱导法

是文献中应用最多的一种方法, 其优点主要表现在以

下几个方面: 首先, 步骤简单, 不需要采用流式细胞术

分选细胞; 其次, 不需要基质细胞, 能够避免其他细胞

的污染, 更易获得无动物源性的细胞来源; 此外, 培养

基直接诱导法效率较高。Domev等 [39]的结果显示, 饲
养层法和培养基直接诱导法获得的hESC-MSCs中的
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CD73阳性细胞率分别为26%±7%和49%±12%, 而培

养14 d的拟胚体中只有4%的细胞显示CD73阳性。

2   hESC-MSCs的生物学特性
2.1   hESC-MSCs具有MSCs的表型特征

2006年 , 国际干细胞协会对人MSCs的鉴定做

了规定 , 且要求以下三点同时满足。(1)MSCs在标

准培养条件下能贴壁生长 ; (2)MSCs表达CD105、
CD73和 CD90, 不表达 CD45、CD14、CD11b、
HLA-DR、CD79α或CD119, 其中CD105、CD73、
CD90的阳性率应≥95%, 其他阴性标志物的阳性率

应≤2%; (3)MSCs在体外能向成脂细胞、成骨细胞

及成软骨细胞分化 [40]。目前 , 对hESC-MSCs的鉴定

均参照上述标准。

2.2   hESC-MSCs具有低免疫原性及免疫调节活性

研究表明 , hESC-MSCs具有骨髓间充质干细胞

相似的免疫学特性 [41]。一方面 , 在体外培养条件下 , 
将 hESC-MSCs与小鼠脾脏来源的淋巴细胞共培养

后, 与阳性对照组相比, 淋巴细胞不被活化, 没有明显

的增殖反应 , 说明hESC-MSCs不引起免疫反应 , 即不

具有或者有极低的免疫原性 ; 另一方面 , hESC-MSCs
能明显抑制共刺激因子对淋巴细胞的活化, 抑制其增

殖, 从而抑制免疫反应。小鼠体内实验也证实了这一

结果 , 将hESC-MSCs和ESCs分别注射到四氯化碳诱

导的肝损伤小鼠腹膜下 , 一个月后发现 , hESC-MSCs
并不会诱导体内抗体的产生 , 且注射hESC-MSCs的
小鼠肝损伤部位的炎性浸润明显比对照组低 , 说明

hESC-MSCs能够抑制炎症细胞的浸润 , 调节免疫反

应。这可能是因为hESC-MSCs能够分泌一些具有酶

活性的生物活性因子 , 下调相关基因的表达 , 破坏自

然杀伤细胞(NK细胞)与靶细胞之间的突触连接, 降低

细胞毒性因子的产生, 从而抑制淋巴细胞的增殖和细

胞毒性反应, 发挥免疫调节作用[34,42]。

2.3   hESC-MSCs不具有致瘤性

Olivier等 [7]发现 ,  hESC-MSCs在体外培养条件下

会发生衰老, 不能无限增殖; 而Lian等[31]将hESC-MSCs
接种到裸鼠肾包膜皮下后 , 不产生畸胎瘤。这些研

究说明 , hESC-MSCs具有较高的生物安全性 , 这也是

hESC-MSCs未来能够应用于临床的前提和基础。

3   hESC-MSCs的应用前景
hESC-MSCs具有MSCs的生物学特性 , 同时又

克服了成体MSCs来源受限的问题, 因此受到广大研

究者的青睐 , 在基础和临床领域均具有极大的应用

前景。

3.1   基础研究方面

首先, hESC-MSCs属于早期中胚层祖细胞, 随着

诱导体系的不断完善, 其诱导过程可作为早期中胚层

分化的模型, 通过研究该诱导过程中相关信号分子的

时序变化 , 有助于阐明ESCs向中胚层诱导分化的相

关机制。其次 , hESC-MSCs可以作为ESCs的饲养层

细胞或为ESCs的培养提供条件培养基[7,16,32,43-44]。目前, 
培养ESCs的饲养层细胞大部分是异种或异体细胞 , 
不利于后期ESCs的临床应用。将ESCs自身来源的

MSCs作为饲养层细胞 , 支持自身的生长 , 来源丰富

稳定 , 且可避免动物源性成分的污染 , 可为ESCs的
基础研究和临床应用提供有利的条件。此外, hESC-
MSCs具有向成脂、成骨和成软骨细胞分化的能力。

建立相应的定向诱导体系 , 有利于成脂、成骨和成

软骨分化机制的研究。Song等 [45]利用hESC-MSCs
成脂诱导分化体系, 发现bFGF能够促进hESC-MSCs
向脂肪细胞分化。

3.2   临床应用方面

3.2.1   hESC-MSCs用于骨损伤性疾病的修复      hESC-
MSCs具有成骨和成软骨分化能力, 能促进骨损伤的

修复 [19]。Arpornmaeklong等 [26]将hESC-MSCs移植到

颅骨缺损模型小鼠缺损部位后 , 移植细胞能迁移到

损伤区域边缘, 形成骨小结, 新生骨内有骨髓、松散

的纤维组织和血管浸润, 缺损的颅骨组织得到修复。

Harkness等 [46]也观察到类似的结果。Undale等 [23]将

hESC-MSCs细胞移植到大鼠骨折模型后2周 , 在骨

折部位能够观察到明显的新生骨形成 , 说明 hESC-
MSCs能够促进骨折愈合。

3.2.2   hESC-MSCs用于肌肉损伤的修复      将hESC-
MSCs移植到大鼠的损伤的跟腱处, 4周后, 在移植部

位能观察到存活的hESC-MSCs细胞, 与对照组相比, 
hESC-MSCs能明显提高损伤部位组织的形成速率 , 
促进跟腱的愈合[33]。Ninagawa等[47]发现, hESC-
MSCs在体内具有骨骼肌分化潜能 , 将hESC-MSCs
移植到小鼠胫骨前肌损伤模型中 , 能观察到60%以

上的 hESC-MSCs向骨骼肌细胞分化 , 损伤肌肉的

周围恢复了神经支配 , 肌肉功能逐渐恢复。这一结

果说明 , hESC-MSCs能够明显促进损伤肌肉的功

能恢复。
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3.2.3   hESC-MSCs可用于缺血损伤性疾病的修复      
Liu等[48]将hESC-MSCs移植到脑缺血大鼠体内, 细胞

能自发迁移到梗死区域 , 直接分化为神经元及血管

性血友病因子(von Willebrand factor, vWF)阳性的血

管内皮细胞 , 修复损伤区域 , 缩小梗死面积 , 促进大

鼠运动功能的恢复。同时, MSCs也能通过间接释放

血管生成因子, 促进血管新生, 修复缺血性疾病。研

究发现, hESC-MSCs能够通过旁分泌作用, 促进大鼠

下肢缺血损伤区域内促血管生成因子的分泌 , 活化

细胞增殖相关的信号通路, 加速血管生成, 促进组织

损伤修复[49]。Simpson等[50]也观察到, hESC-MSCs能
够阻止心室壁梗死的进一步恶化, 提高舒张末压, 刺
激内皮细胞的生长, 增强新生血管的形成, 修复梗死

区域。这些结果都表明 , hESC-MSCs对于缺血性疾

病有较好的修复效果。

3.2.4   hESC-MSCs应用于其他损伤性疾病和肿瘤的

治疗      当移植到四氯化碳诱导的小鼠肝损伤模型

时, hESC-MSCs能够准确地归巢到损伤区域 , 并分

化为甲胎蛋白(alpha feto protein, AFP)阳性的肝细胞, 
从而治疗急性肝损伤[51]。将hESC-MSCs移植到肺动

脉高压模型小鼠中, 移植3周后发现, 与对照组相比, 
hESC-MSCs移植组的右心室收缩压、右心室肥大

程度及肺动脉壁厚度均有所降低 , 说明hESC-MSCs
对肺动脉高压亦有良好的治疗效果[35]。此外, hESC-
MSCs还能抑制肿瘤细胞的生长。Bak等 [52]将hESC-
MSCs注射到胶质瘤大脑内 , 这些hESC-MSCs能迁

移到肿瘤发生部位 , 抑制肿瘤的生长并延长受体的

存活时间。

3.2.5   hESC-MSCs有望用于治疗免疫性疾病      一
方面, hESC-MSCs不具有其来源细胞的免疫原性 [41]; 
另一方面, hESC-MSCs具有免疫调节作用, 能抑制过

度的免疫反应。通过混合淋巴细胞实验证实, hESC-
MSCs可分泌一些免疫相关的具有酶活性的生物活

性因子 [42], 强烈抑制淋巴细胞的增殖 , 抵抗体内的

炎性浸润 , 减轻炎性反应 , 调节免疫反应 [41]。因此 ,  
hESC-MSCs有望用于一些免疫性疾病如移植物抗

宿主病 (graft-versus-host disease, GVHD)等的治疗。

此外 , 在移植干细胞或器官时 , 利用MSCs的免疫调

节作用 , 将MSCs与目的细胞或器官共移植 , 能够诱

导免疫耐受 , 减少因免疫排斥反应产生的细胞及组

织损伤, 提高目的细胞及移植器官的存活率, 增强移

植效果[53-55]。

4   存在的问题及展望
随着研究的不断深入 , hESC-MSCs的优势逐

渐显示出来 , 然而 , 也面临着一系列的问题 , 如 : (1)
hESC-MSCs面临了MSCs特性鉴定的普遍问题 , 即
目前没有特异性的鉴定标志 , 这就导致各实验室获

得的 hESC-MSCs可能存在差异。(2)诱导体系成分

不明确 , 无论是拟胚体法、饲养层法还是培养基直

接诱导法, 其诱导体系均含不明确成分, 极大地影响

了诱导过程的稳定性 , 不利于分化机制的研究。(3)
hESC-MSCs和成体MSCs之间是否存在差别。(4)
hESC-MSCs存在核型变异的风险[56]。在无限传代

过程中 , 有部分ESCs子代细胞可能会发生染色体缺

失或突变, 影响其来源的hESC-MSCs的核型稳定性, 
影响临床应用。(5)hESC-MSCs的研究尚处于起步

阶段 , 还有一部分问题未明确 , 如不同的诱导方法

获得的 hESC-MSCs是否存在差异？不同代数之间

的hESC-MSCs是否存在差异？在数次传代后hESC-
MSCs的干细胞生物学特性是否会消失？这些问题

仍需进一步的深入探索。

和成体MSCs相比, hESC-MSCs来源于ESCs, 不
需要取供体自身细胞 , 避免了侵入性的操作 , 其来源

丰富 , 且不产生畸胎瘤 , 克服了ESCs直接应用面临

的致瘤性问题。随着多能干细胞技术的不断更新 , 
ESCs来源的MSCs将展现出更大的优势, 为干细胞治

疗提供丰富的种子细胞来源, 具有广阔的应用前景。
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