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1.产生能支持多能细胞分化成定形内胚层细胞的培养基的方法，所述方法包括以下步

骤：

提供包含10％或少于10％(v/v)血清的所述培养基；以及

给所述培养基提供足以促进多能细胞分化成定形内胚层细胞的量的活化素A；

给所述培养基提供足以促进多能细胞分化成定形内胚层细胞的量的活化素A和Wnt家

族成员；

给所述培养基提供足以促进多能细胞分化成定形内胚层细胞的量的活化素A和活化素

B；或者

给所述培养基提供足以促进多能细胞分化成定形内胚层细胞的量的活化素A、活化素B

和Wnt家族成员，

其中所述活化素A的量为至少30ng/ml。

2.权利要求1的方法，其中所述Wnt家族成员是Wnt3a。

3.权利要求1的方法，其中所述培养基包含少于5％血清。

4.权利要求1的方法，其中所述培养基包含少于2％血清。

5.产生能培养人定形内胚层细胞的培养基的方法，所述方法包括以下步骤：

提供包含10％或少于10％(v/v)血清的所述培养基；以及

给所述培养基提供足以促进多能细胞分化成定形内胚层细胞的量的活化素A；

给所述培养基提供足以促进多能细胞分化成定形内胚层细胞的量的活化素A和Wnt家

族成员；

给所述培养基提供足以促进多能细胞分化成定形内胚层细胞的量的活化素A和活化素

B；或者

给所述培养基提供足以促进多能细胞分化成定形内胚层细胞的量的活化素A、活化素B

和Wnt家族成员，

其中所述活化素A的量为至少30ng/ml。

6.权利要求5的方法，其中所述Wnt家族成员是Wnt3a。

7.权利要求5的方法，其中所述培养基包含少于5％血清。

8.权利要求5的方法，其中所述培养基包含少于2％血清。

9.能够将人多能细胞分化成人定形内胚层细胞的培养基，其中所述培养基包含10％或

少于约10％(v/v)血清以及至少30ng/ml的活化素A和Wnt家族成员。

10.权利要求9的培养基，其中所述培养基包含约2％血清。

11.权利要求9的培养基，其中所述培养基包含约0.5％血清。

12.产生能支持多能细胞分化为定形内胚层细胞的培养基的方法，所述方法包括以下

步骤：

提供包含10％或少于10％(v/v)血清的所述培养基；以及

给所述培养基提供足以促进多能细胞分化成定形内胚层细胞的量的活化素A和Wnt家

族成员，其中所述活化素A的量为至少30ng/ml。

13.产生能培养人定形内胚层细胞的培养基的方法，所述方法包括以下步骤：

提供包含10％或少于10％(v/v)血清的所述培养基；以及

给所述培养基提供足以促进多能细胞分化成定形内胚层细胞的量的活化素A和Wnt家
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族成员，其中所述活化素A的量为至少30ng/ml。
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定形内胚层

[0001] 本申请是申请日为2004年12月23日、申请号为200480038720.1的同名申请的分案

申请。

[0002] 相关申请

[0003] 本申请为非临时申请，在35U.S.C.§119(e)项的规定下享有于2003年12月23日提

交的美国临时专利申请号60/532,004、名称为《定形内胚层》的优先权，在35U.S.C.§119(e)

项的规定下还享有于2004年7月9日提交的美国临时专利申请号60/586,566的名称为《用于

分离定形内胚层的化学因子细胞表面受体》项的优先权，以及在35U.S.C.§119(e)项的规定

下享有于2004年7月14日提交的美国临时专利申请号60/587,942，名称为《用于分离定形内

胚层的化学因子细胞表面受体》的优先权。本文将上面列出的各优先权申请的公开全部引

入，以供参考。

发明领域

[0004] 本发明涉及医药和细胞生物学领域。特别是，本发明涉及组合物，包括哺乳动物定

形内胚层细胞及制备、分离及使用这些细胞的方法。

[0005] 发明背景

[0006] 在1994年，首次在不具有成纤维细胞滋养物的培养物中分离了人多能干细胞,例

如胚胎干(ES)细胞和胚胎生殖(EG)细胞(Bongso  et  al.,1994)，然后在具有成纤维细胞滋

养物的培养物中分离了这些干细胞(Hogan,1997)。后来，Thomson、Reubinoff和Shamblott

使用使有丝分裂失活的小鼠滋养层建立了人ES和EG细胞的连续培养物(Reubinoff  et 

al.,2000；Shamblott  et  al.,1998；Thomson  et  al.,1998)。

[0007] 人ES和EG细胞(hESCs)为研究人的早期发育和对一些诸如糖尿病和帕金森氏病的

疾病治疗干预提供了新的机会。例如，使用源于hESCs的产生胰岛素的细胞将对目前的利用

供体胰腺细胞的细胞治疗方法提供巨大的改善。然而，目前还不了解怎样从hESCs产生生成

胰岛素的β细胞。同样地，目前对糖尿病的利用来自供体胰腺的胰岛细胞的细胞治疗受到了

移植所需的高质量胰岛细胞短缺的限制。对一个I型糖尿病患者的细胞治疗需要移植大约

8x108的胰腺胰岛细胞(Shapiro  et  al.,2000；Shapiro  et  al.,2001a；Shapiro  et  al.,

2001b)。同样地，就需要至少两个健康供体器官以获得足够的胰岛细胞进行成功的移植。

HESCs提供了一种起始材料的来源，从该材料发展出基本量的高质量的分化细胞用于人细

胞治疗。

[0008] 使hESCs非常适于细胞治疗应用的两种特性是多能性和在长期的培养中保持这些

细胞的能力，不会发生遗传变化的积累。多能性是指hESCs分化为所有3种原始生殖细胞层

(内胚层、中胚层、外胚层)的衍生物的能力，随后这些原始生殖细胞层形成成体的所有体细

胞类型和胚外组织(如，胎盘)以及生殖细胞。虽然多能性赋予了hESCs特别的有用性，但这

种特性也给研究和操作这些细胞及其衍生物带来了特殊的挑战。由于在分化的hESC培养物

中可能产生大量细胞类型，因此，绝大多数细胞类型产生的效率很低。此外，成功评价任何

既定细胞类型的产生关键依赖于确定合适的标志物。实现高效率的定向分化对于hESCs的
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治疗应用非常重要。

[0009] 为了将hESCs作为起始材料用来产生可用于细胞治疗应用的细胞，克服前述问题

是有益的。例如，为了达到胰岛细胞移植治疗需要的细胞材料水平，在分化的最早期，将

hESCs高效率地定向分化为胰岛/β细胞系是有利的。

[0010] 除分化过程的高效定向分化以外，沿着分化途径向胰岛/β细胞系分化的中间细胞

类型的分离和定性，并且将这种细胞作为合适的谱系前体用于分化中的其它步骤，也是有

益的。

[0011] 发明概述

[0012] 本发明的一些实施方案涉及包括定形内胚层细胞的细胞培养物，其中所述的定形

内胚层细胞为多能细胞，能分化成肠管细胞或衍生于肠管的器官。根据一些实施方案，定形

内胚层细胞为哺乳动物细胞，以及在优选实施方案中，定形内胚层细胞为人细胞。在本发明

的一些实施方案中，定形内胚层细胞表达或不显著表达特定的标志物。在一些实施方案中，

定形内胚层细胞表达一或多种标志物，所述标志物选自SOX17、CXCR4、MIXL1、GATA4、HNF3b、

GSC、FGF17、VWF、CALCR、FOXQ1、CMKOR1及CRIP1。在其它实施方案中，定形内胚层细胞不显著

表达一或多种标志物，该标志物选自OCT4、α-胎蛋白(AFP)、凝血调节蛋白(TM)、SPARC及

SOX7。

[0013] 根据本发明的其它实施方案，描述了从多能细胞产生定形内胚层的方法。

[0014] 在本发明的一些实施方案中，将一种或多种生长因子用于从多能细胞至定形内胚

层细胞的分化过程中。这些用于分化过程的一种或多种生长因子可包括来自TGFβ超家族的

生长因子。在这些实施方案中，所述一种或多种生长因子包括Nodal/活化素和/或生长因子

TGFβ超家族的BMP亚群。在一些实施方案中，所述一种或多种生长因子选自Nodal、活化素A,

活化素B、BMP4、Wnt3a或任何这些生长因子的组合。

[0015] 本发明实施方案还涉及富集于定形内胚层细胞中的细胞群。在某些实施方案中，

将所述定形内胚层细胞分离或基本纯化。在一些实施方案中，所述分离或基本纯化的定形

内胚层细胞表达SOX17和/或CXRC4标志物，其表达程度高于OCT4、AFP、TM、SPARC和/或SOX7

标志物。

[0016] 还提供了富集具有定形内胚层的细胞群的方法。在一些实施方案中，可将定形内

胚层细胞从混合细胞群体中分离或基本纯化，通过将所述细胞与一种试剂接触，该试剂与

一种分子结合，该分子位于定形内胚层细胞表面，而不是混合细胞群体中的其它细胞表面，

然后分离与试剂结合的细胞。在某些实施方案中，位于所述定形内胚层细胞表面的分子为

CXCR4。

[0017] 本发明的其它实施方案还涉及CXCR4抗体，SDF-1配体或CXCR4的其它配体，其用于

获得富集的、分离的或基本纯化形式的定形内胚层细胞。例如，可将CXCR4抗体、SDF-1配体

或CXCR4的另一种配体用作诸如亲和分离或磁分离的方法中的试剂，以富集、分离或基本纯

化与所述试剂结合的定形内胚层细胞。

[0018] 本文所述的本发明的其它实施方案涉及诸如细胞培养物的组合物，其包括多能细

胞和定形内胚层细胞。在某些实施方案中，细胞培养物同时包括干细胞和定形内胚层细胞。

这些培养物中的干细胞数目可大于、等于或小于该培养物中的定形内胚层细胞数目。在一

些实施方案中，干细胞为人胚胎干细胞。在某些实施方案中，将hESCs保持在滋养层上。在这
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些实施方案中，所述滋养层细胞可为从人、小鼠或其它合适生物获得的诸如成纤维细胞的

细胞。

[0019] 在本发明的一些实施方案中，包括定形内胚层细胞和hESCs的所述组合物还包括

一种或多种生长因子。这些生长因子可包括来自TGFβ超家族的生长因子。在这些实施方案

中，所述一种或多种生长因子包括Nodal/活化素和/或生长因子TGFβ超家族的BMP亚群。在

一些实施方案中，所述一种或多种生长因子选自Nodal、活化素A、活化素B、BMP4、Wnt3a或任

何这些生长因子的组合。

[0020] 本发明的其它实施方案参考下述编号段落进行描述：

[0021] 1 .包括人细胞的细胞培养物，其中至少约10％的所述人细胞为定形内胚层细胞，

所述的定形内胚层细胞为能分化成肠管细胞或衍生于肠管的器官的多能细胞。

[0022] 2.段落1所述的细胞培养物，其中至少约50％的所述人细胞为定形内胚层细胞。

[0023] 3.段落1所述的细胞培养物，其中至少约80％的所述人细胞为定形内胚层细胞。

[0024] 4.段落1所述的细胞培养物，其中所述的定形内胚层细胞表达选自SOX17和CXCR4

的标志物。

[0025] 5.段落4所述的细胞培养物，其中在所述定形内胚层细胞中，选自SOX17和CXCR4的

所述标志物的表达高于选自OCT4、α-胎蛋白(AFP)、凝血调节蛋白(TM)、SPARC及SOX7的标志

物的表达。

[0026] 6.段落4所述的细胞培养物，其中所述定形内胚层细胞不表达选自OCT4、AFP、TM、

SPARC和SOX7的标志物。

[0027] 7 .段落4所述的细胞培养物，其中所述定形内胚层细胞表达选自MIXL1、GATA4和

HNF3b的标志物。

[0028] 8 .段落4所述的细胞培养物，其中所述定形内胚层细胞表达选自FGF17、VWF、

CALCR、FOXQ1、CMKOR1和CRIP1的标志物。

[0029] 9.段落1所述的细胞培养物，其中所述定形内胚层细胞表达SOX17和CXCR4。

[0030] 10 .段落9所述的细胞培养物，其中在所述的定形内胚层细胞中，所述SOX17和

CXCR4的表达高于OCT4、AFP、TM、SPARC和SOX7的表达。

[0031] 11 .段落9所述的细胞培养物，其中所述定形内胚层细胞不表达OCT4、AFP、TM、

SPARC和SOX7。

[0032] 12 .段落9所述的细胞培养物，其中所述定形内胚层细胞表达MIXL1、GATA4和

HNF3b。

[0033] 13 .段落9所述的细胞培养物，其中所述定形内胚层细胞表达选自FGF17、VWF、

CALCR、FOXQ1、CMKOR1和CRIP1的标志物。

[0034] 14.段落1所述的细胞培养物，其中在所述的细胞培养物中，对应每一种多能细胞

存在至少约2个定形内胚层细胞。

[0035] 17 .段落1所述的细胞培养物进一步包括培养基，该培养基包含少于约10％的血

清。

[0036] 18.段落1所述的细胞培养物进一步包括TGFβ超家族的Nodal/活化素亚群的生长

因子。

[0037] 19.段落1所述的细胞培养物，进一步包括选自Nodal、活化素A、活化素B及其组合
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的生长因子。

[0038] 20.包括细胞的细胞群，其中至少约90％的所述细胞为人定形内胚层细胞，所述的

人定形内胚层细胞为多能细胞，该多能细胞能分化成肠管细胞或衍生于肠管的器官。

[0039] 21.段落20所述的细胞群，其中至少约95％的所述细胞为人定形内胚层细胞。

[0040] 22.段落20所述的细胞群，其中至少约98％的所述细胞为人定形内胚层细胞。

[0041] 23.段落20所述的细胞群，其中所述人定形内胚层细胞表达选自SOX17和CXCR4的

标志物。

[0042] 24.段落23所述的细胞群，其中在所述人定形内胚层细胞中，选自SOX17和CXCR4的

所述标志物的表达高于选自OCT4、AFP、TM、SPARC和SOX7的标志物的表达。

[0043] 25.段落23所述的细胞群，其中所述人定形内胚层细胞不表达选自OCT4、AFP、TM、

SPARC和SOX7的标志物。

[0044] 26 .段落23所述的细胞群，其中所述人定形内胚层细胞表达选自MIXL1、GATA4和

HNF3b的标志物。

[0045] 27.段落23所述的细胞群，其中所述定形内胚层细胞表达选自FGF17、VWF、CALCR、

FOXQ1、CMKOR1和CRIP1的标志物。

[0046] 28.段落20所述的细胞群，其中所述人定形内胚层细胞表达SOX17和CXCR4。

[0047] 29.段落28所述的细胞群，其中在所述的人定形内胚层细胞中，SOX17和CXCR4的表

达高于OCT4、AFP、TM、SPARC和SOX7的表达。

[0048] 30.段落28所述的细胞群，其中所述人定形内胚层细胞不表达OCT4、AFP、TM、SPARC

和SOX7。

[0049] 31 .段落28所述的细胞群，其中所述的人定形内胚层细胞表达MIXL1、GATA4和

HNF3b。

[0050] 32.段落28所述的细胞群，其中所述定形内胚层细胞表达选自FGF17、VWF、CALCR、

FOXQ1、CMKOR1和CRIP1的标志物。

[0051] 33.段落20所述的细胞群，其中在所述的细胞群体中，对应每一种多能细胞存在至

少约2个定形内胚层细胞。

[0052] 36.产生定形内胚层细胞的方法，所述的方法包括下述步骤：

[0053] 获得包括人多能细胞的细胞群；

[0054] 为所述的细胞群提供至少一种TGFβ超家族生长因子，所述生长因子的量足以促进

所述多能细胞分化成定形内胚层细胞，所述的定形内胚层细胞为能分化成肠管细胞或衍生

于肠管的器官的多能细胞；以及

[0055] 给予足够的时间来形成定形内胚层细胞，其中所述的形成定形内胚层细胞的足够

时间以检测所述细胞群体中定形内胚层细胞的存在来确定。

[0056] 37.段落36所述的方法，其中至少约10％的所述多能细胞分化成定形内胚层细胞。

[0057] 38.段落36所述的方法，其中至少约50％的所述多能细胞分化成定形内胚层细胞。

[0058] 39.段落36所述的方法，其中至少约70％的所述多能细胞分化成定形内胚层细胞。

[0059] 40.段落36所述的方法，其中至少约80％的所述多能细胞分化成定形内胚层细胞。

[0060] 41 .段落36所述的方法，其中检测定形内胚层细胞在所述细胞群体中的存在包括

在所述细胞群细胞中检测至少一种选自SOX17和CXCR4的标志物的表达，以及至少一种选自
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OCT4、AFP、TM、SPARC和SOX7的标志物的表达，其中在所述定形内胚层细胞中，选自SOX17和

CXCR4的所述标志物的表达高于选自OCT4、AFP、TM、SPARC和SOX7的所述标志物的表达。

[0061] 42.段落36所述的方法，其中检测定形内胚层细胞在所述的细胞群中的存在包括

在所述细胞群细胞中检测至少一种选自SOX17和CXCR4的标志物的表达，以及至少一种选自

AFP、TM和SOX7的标志物的表达，其中在所述定形内胚层细胞中，选自SOX17和CXCR4的所述

标志物的表达高于选自AFP、TM和SOX7的所述标志物的表达。

[0062] 43.段落42所述的方法，其中至少一种所述的标志物的表达以Q-PCR来测定。

[0063] 44.段落42所述的方法，其中至少一种所述的标志物的表达以免疫细胞化学来测

定。

[0064] 45.段落36所述的方法，其中检测在所述的细胞群体中定形内胚层细胞的存在包

括在所述细胞群体细胞中检测至少一种选自VWF、CALCR、FOXQ1、CMKOR1和CRIP1的标志物的

表达，以及至少一种选自OCT4、AFP、TM、SPARC和SOX7的标志物的表达，其中在所述的定形内

胚层细胞中，选自FGF17、VWF、CALCR、FOXQ1和CRIP1的标志物的表达高于选自OCT4、AFP、TM、

SPARC和SOX7的标志物的表达。

[0065] 46.段落36所述的方法，其中所述的至少一种生长因子为TGFβ超家族的Nodal/活

化素亚群。

[0066] 47.段落46所述的方法，其中所述的至少一种生长因子选自Nodal、活化素A、活化

素B及其组合。

[0067] 48.段落47所述的方法，其中所述的至少一种生长因子为Nodal。

[0068] 49.段落47所述的方法，其中所述的至少一种生长因子为活化素A。

[0069] 50.段落47所述的方法，其中所述的至少一种生长因子为活化素B。

[0070] 51.段落36所述的方法，其中提供了TGFβ超家族的多种生长因子。

[0071] 52.段落51所述的方法，其中所述的多种生长因子包括Nodal、活化素A及活化素B。

[0072] 53.段落36所述的方法，其中所述至少一种生长因子的浓度为至少约10ng/ml。

[0073] 54.段落36所述的方法，其中所述至少一种生长因子的浓度为至少约100ng/ml。

[0074] 55.段落36所述的方法，其中所述至少一种生长因子的浓度为至少约500ng/ml。

[0075] 56.段落36所述的方法，其中所述至少一种生长因子的浓度为至少约1000ng/ml。

[0076] 57.段落36所述的方法，其中所述至少一种生长因子的浓度为至少约5000ng/ml。

[0077] 58.段落36所述的方法，其中所述细胞群体生长于包括少于约10％血清的培养基

中。

[0078] 59.段落36所述的方法，其中所述多能细胞包括干细胞。

[0079] 62.以段落36的方法产生的定形内胚层细胞。

[0080] 63.产生富集的定形内胚层细胞的细胞群方法，包括下述步骤：

[0081] 分化多能人细胞群体中的细胞，以产生定形内胚层细胞，所述的定形内胚层细胞

为多能细胞，该多能细胞能分化成肠管细胞或衍生于肠管的器官；

[0082] 向所述的细胞群提供试剂，所述试剂与标志物结合，所述标志物表达于所述的定

形内胚层细胞中而基本上不表达于所述细胞群中的其它细胞类型中；及

[0083] 将与所述试剂结合的所述定形内胚层细胞与位于所述细胞群中所述其它细胞类

型分离，从而产生富集的定形内胚层细胞的细胞群。
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[0084] 64.段落63所述的方法，其中分化步骤进一步包括，

[0085] 获得包括多能人细胞的细胞群，

[0086] 向所述细胞群体提供所述至少一种TGFβ超家族生长因子，该生长因子的量足以促

进将所述多能细胞分化成定形内胚层细胞，所述的定形内胚层细胞为多能细胞，该多能细

胞能分化成肠管细胞或衍生于肠管的器官，并

[0087] 给予足够的时间形成定形内胚层细胞，其中所述的形成定形内胚层细胞的足够时

间以检测所述细胞群体中定形内胚层细胞的存在来确定。

[0088] 65.段落63所述的方法，其中检测包括，

[0089] 在所述细胞群体的细胞中检测至少一种选自SOX17和CXCR4的标志物的表达，以及

至少一种选自OCT4、AFP、TM、SPARC和SOX7的标志物的表达，其中在所述的定形内胚层细胞

中，选自SOX17和CXCR4的标志物的表达高于选自OCT4、AFP、TM、SPARC和SOX7的标志物的表

达。

[0090] 66.段落63所述的方法，其中检测包括，在所述细胞群体的细胞中检测至少一种选

自SOX17和CXCR4的标志物的表达，以及至少一种选自AFP、TM和SOX7的标志物的表达，其中

在所述的定形内胚层细胞中，选自SOX17和CXCR4的标志物的表达高于选自AFP、TM和SOX7的

标志物的表达。

[0091] 67.段落63所述的方法，其中检测包括，在所述细胞群体的细胞中检测至少一种选

自FGF17、VWF、CALCR、FOXQ1、CMKOR1和CRIP1的标志物的表达，以及至少一种选自OCT4、AFP、

TM、SPARC和SOX7的标志物的表达，其中在所述的定形内胚层细胞中，选自FGF17、VWF、

CALCR、FOXQ1、CMKOR1和CRIP1的标志物的表达高于选自OCT4、AFP、TM、SPARC和SOX7的标志

物的表达。

[0092] 68.段落63所述的方法，其中至少约95％的所述细胞为定形内胚层细胞。

[0093] 69.段落63所述的方法，其中至少约98％的所述细胞为定形内胚层细胞。

[0094] 70.段落63所述的方法，其中所述的标志物为CXCR4。

[0095] 71.段落63所述的方法，其中所述的试剂为抗体。

[0096] 72.段落71所述方法，其中所述的抗体对CXCR4具有亲和性。

[0097] 73.段落63所述的方法产生的富集定形内胚层细胞的细胞群。

[0098] 74.段落4或9的任一项所述的细胞培养物，其中所述的定形内胚层细胞不显著表

达选自OCT4、AFP、TM、SPARC和SOX7的标志物。

[0099] 75.段落23或28的任一段落的细胞群，其中所述的定形内胚层细胞不显著表达选

自OCT4、AFP、TM、SPARC和SOX7的标志物。

[0100] 应当了解，上述的方法和组合物涉及体外细胞培养。然而，上述的体外分化细胞组

合物可于体内应用。

[0101] 本发明的其它实施方案还可发现于下述美国临时专利申请中，即2003年12月23日

提交的美国临时专利申请第60/532,004号，名为《定形内胚层》；2004年7月9日提交的美国

临时专利申请第60/586,566号，名为《用于分离定形内胚层的趋化因子细胞表面受体》；以

及2004年7月14日提交的美国临时专利申请第60/587,942号，名为《用于分离定形内胚层的

细胞表面受体》，本文将这些公开全部引入，以供参考。

[0102] 附图简述
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[0103] 图1为提出的从hESCs产生β-细胞的分化途径的示意图。该途径中的第一步为将ES

细胞转变为定形内胚层细胞系，其代表进一步将ES细胞分化为胰腺内胚层、内分泌腺内胚

层或胰岛/β-细胞最早的已知步骤之一。可用于介导此转变的一些因子为TGFβ家族的成员，

这些成员包括，但不局限于活化素、nodals和BMPs。确定定形内胚层靶细胞的代表性标志物

为SOX17、GATA4、HNF3b、MIX1和CXCR4。

[0104] 图2为人SOX17cDNA图解，其显示了保守基序的位置并突出了用于GENOVAC的免疫

方法的区域。

[0105] 图3为一种相关性树状图，表明SOX17与SOX7的相关性最强，与SOX18的相关性稍

弱。在同源物种中的SOX17蛋白质比相同物种中的SOX群F亚族的其它成员的相关性强得多。

[0106] 图4为以大鼠抗SOX17抗体为探针的蛋白质杂交(Western  blot)。该杂交证明了该

抗体对成纤维细胞中过量表达的人SOX17蛋白质的特异性(泳道1)，以及对EGFP(泳道2)或

最相关的SOX家族成员SOX7(泳道3)缺少免疫反应性。

[0107] 图5A-B为显示SOX17+细胞簇的显微照片，显示大量的共标记的AFP+细胞(A)。这与

其它SOX17+细胞簇(B)观察到少量AFP+细胞或未观察到AFP+细胞形成鲜明对比。

[0108] 图6A-C为显示体壁内胚层和SOX17的显微照片。嵌图A显示对人凝血调节蛋白(TM)

的免疫细胞化学，该蛋白质位于随机分化的hES细胞培养物中的体壁内胚层细胞的细胞表

面。嵌图B为TM和SOX17双重标志显示的与嵌图A相同的区域。嵌图C为以DAPI标记核的相同

区域的相差图像。注意DAPI标记核与SOX17标记完全相关。

[0109] 图7A-B为显示定量PCR(Q-PCR)的SOX17基因表达和SOX17特异性抗体的抗SOX17阳

性细胞的直方图。相对于非分化的对照培养基(SR20)而言，嵌图A显示活化素A增加SOX17基

因表达，而视黄酸(RA)强烈抑制SOX17表达。嵌图B表明，相同模式和相似程度的变化反应在

SOX17+细胞数目上，表明SOX17基因表达的Q-PCR测试对单细胞水平的变化是非常敏感的。

[0110] 图8A为直方图，显示在活化素A存在下分化的hESCs培养物保持低水平的AFP基因

表达，而在10％的胎牛血清(FBS)中，细胞随机分化，显示AFP严重上调。表达水平上的差异

大约为7倍。

[0111] 图8B-C为两张显微照片图像，显示了活化素A对AFP表达抑制在单细胞水平也很明

显，相对于仅用10％的FBS(顶部)而言，在活化素A处理的条件中(底部)观察到的AFP+细胞

簇很少而且很小。

[0112] 图9A-B为对照图，显示使用流式细胞仪定量AFP+细胞数。该图表明，在存在(右嵌

图)或不存在(左嵌图)活化素A时AFP基因表达变化幅度(图8A)与AFP+细胞数非常一致，进

一步表明Q-PCR分析对显示在单细胞水平上出现的变化的实用性。

[0113] 图10A-F为显微照片，显示将hESCs暴露于nodal、活化素A和活化素B(NAA)，在5天

时间产生了细胞数的显著增加(A-C)。通过比较SOX17+细胞与该区域存在的细胞总量的相

对量，如DAPI显色核(D-F)所示，可以看出约30-50％的所有细胞在以NAA处理5天后对SOX17

具有免疫反应性。

[0114] 图11为直方图，显示活化素A(0、10、30或100ng/mL)剂量依赖性地增加分化的

hESCs的SOX17基因表达。在对粘附培养物处理3天后，继续再悬浮培养3～5天，表达增加已

经很明显。

[0115] 图12A-C为直方图，证实了活化素A对MIXL1(嵌图A)、GATA4(嵌图B)及HNF3b(嵌图
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C)表达的作用。在其它三个定形内胚层标志物MIXL1、GATA4及HNF3b中也观察到了对活化素

呈剂量依赖性的增加。对活化素剂量依赖性增加的表达幅度与SOX17的极其相似，强烈显示

了活化素A特异作用于共表达所有四个基因(SOX17+,MIXL1+,GATA4+andHNF3b+)的细胞群。

[0116] 图13A-C为直方图，证实了活化素A对AFP(嵌图A)、SOX7(嵌图B)及SPARC(嵌图C)表

达中的作用。活化素A剂量依赖性地降低内脏内胚层标志物AFP的表达。原始内胚层(SOX7)

及体壁内胚层(SPARC)标志物仍然不变或仅在某些点显示抑制，表明活化素A并不特异作用

于这些胚外内胚层细胞类型。这进一步支持SOX17、MIXL1、GATA4及HNF3b的表达增加是由于

活化素A引起定形内胚层细胞数量的增加。

[0117] 图14A-B为直方图，表明了活化素A对ZIC1(嵌图A)及Brachyury(嵌图B)表达的作

用。神经标志物ZIC1的持续表达显示活化素A对神经分化无剂量依赖性的效果。从

brachyury表达降低可以看出，100ng/mL活化素A处理对中胚层的分化有显著的抑制。这可

能是来自中内胚层前体的定形内胚层特异性增加的结果。与无处理的空白对照培养物相

比，低水平的活化素A处理(10及30ng/mL)在分化后期时间点保持了brachyury表达。

[0118] 图15A-B为显微照片，活化素处理引起体壁内胚层分化降低。在仅以血清分化的培

养物(A)内发现TMhi体壁内胚层区域，然而当包括活化素(B)时很少分化为TM+细胞及总免疫

反应性的强度较低。

[0119] 图16A-D为显微照片，表明活化素A及活化素B处理引起的标志物表达。连续以活化

素A及活化素B处理hESCs4天，以SOX17、AFP及TM抗体进行三标记。嵌图A-SOX17；嵌图B-AFP；

嵌图C-TM；及嵌图D-Phase/DAPI。注意当完全无AFP(B)及TM(C)免疫反应性时可见大量的

SOX17阳性细胞(A)。

[0120] 图17是显微图片，表明在体外自hESCs出现定形内胚层及内脏内胚层。内脏内胚层

区域以AFPhi/SOX17lo/-鉴定，然而定形内胚层显示了完全相反的特征，SOX17hi/AFPlo/-。选择

该域是由于这两个区域彼此接近，然而，有多次在完全分离的AFPhi细胞区域观察到

SOX17hi/AFPlo/-区域，表明部分定形内胚层细胞衍生于内脏内胚层细胞。

[0121] 图18为描述TGFβ家族配体及受体的图表。活化AR-Smads及BR-Smads的因子有利于

从人胚胎干细胞产生定形内胚层(参见,J  Cell  Physiol.187:265-76)。

[0122] 图19为直方图，表明以单一或多种TGF-β因子处理诱导的SOX17随时间表达。

[0123] 图20为直方图，表明以多种TGF-β因子处理引起SOX17+细胞数量随时间的增加。

[0124] 图21为直方图，表明以多种TGF-β因子处理诱导的SOX17随时间表达。

[0125] 图22为直方图，表明活化素A剂量依赖性地增加SOX17+细胞数量。

[0126] 图23为直方图，显示Wnt3a加入至活化素A及活化素B处理的培养物中增加SOX17表

达，高于活化素A及活化素B单独使用诱导的水平。

[0127] 图24A-C为直方图，表明在低FBS条件下，分化为定形内胚层增加。在包括2％FBS

(2AA)的培养基中以活化素A及B处理hESCs与在10％FBS(10AA)(嵌图A)中同样条件下处理

比，SOX17表达水平高2-3倍。定形内胚层标志物MIXL1(嵌图B)也以相同的方式受到影响，而

且2％FBS对AFP(内脏内胚层)(嵌图C)的抑制比在10％FBS条件下高。

[0128] 图25A-D为显微照片，显示培养中的SOX17+细胞分裂。SOX17免疫反应性细胞处于

hESC克隆分化边缘(C，D)，以增殖细胞细胞核抗原(PCNA)(嵌图B)标记，而不以OCT4(嵌图C)

共标志。此外，以DAPI标记核，在SOX17+细胞(箭头)及OCT4+，未分化的hESCs(箭头)(D)中可
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清晰看见有丝分裂图片。

[0129] 图26为直方图，显示在各种培养基中，CXCR4在正在分化的hESCs中的相对表达水

平。

[0130] 图27A-D为直方图，通过与图26相同处理，显示一系列定形内胚层标志物如何具有

非常相似的CXCR4表达模式。

[0131] 图28A-E为直方图，显示中胚层(BRACHYURY，MOX1)、外胚层(SOX1，ZIC1)及内脏内

胚层(SOX7)标志物如何通过与图26相同处理具有相反的CXCR4表达。

[0132] 图29A-F为显微照片，显示在图26-28三种培养基条件下SOX17免疫反应性细胞的

相对差异。

[0133] 图30A-C为流式细胞仪点图，证实随着加入至分化培养基中的活化素A的浓度增

加，CXCR4+细胞数量增加。

[0134] 图31A-D为直方图，显示高剂量活化素A处理(A100-CX+)后分离的CXCR4+细胞的定

形内胚层标志物数量较其母体细胞群(A100)更为丰富。

[0135] 图32为直方图，显示使用荧光活化细胞分选器(FACS)分离的CXCR4+及CXCR4-细胞

及母体细胞群的基因表达。这证实CXCR4+细胞基本包括所有的在各母体细胞群上存在的

CXCR4基因表达，CXCR4-则包括很少或不包括CXCR4基因表达。

[0136] 图33A-D为直方图，证实高剂量活化素A处理的CXCR4+细胞的中胚层(BRACHYURY，

MOX1)、外胚层(SOX1，ZIC1)及内脏内胚层(SOX7)基因表达缺失，这些非定形内胚层标志物

的表达被抑制。

[0137] 图34A-M为直方图，表明标志物基因表达模式，其可用于鉴定定形内胚层细胞。定

形内胚层标志物FGF17、VWF、CALCR、FOXQ1、CMKOR1及CRIP1的表达分析分别如嵌图G-L所示。

前述谱系标志基因SOX17、SOX7、SOX17/SOX7、TM、ZIC1及MOX1分别如嵌图A-F所示。嵌图M显

示CXCR4的表达分析。关于嵌图A-M，标记hESC一栏显示纯化的人胚胎干细胞基因表达；2NF

显示以2％FBS处理的细胞，不加活化素；0.1A100显示以0.1％FBS、100ng/ml活化素A处理的

细胞；1A100显示以1％FBS、100ng/ml活化素A处理的细胞；2A100显示以2％FBS、100ng/ml活

化素A处理的细胞。

[0138] 发明详述

[0139] 人早期发育的一个关键阶段，即术语原肠胚形成发生在受精2-3周后。原肠胚形成

极端重要，因为在此期三个原始胚首先专一化和有序化(Lu  et  al.,2001；Schoenwolf  and 

Smith,2000)。外胚层负责身体外层及全部神经系统的形成，然而，心脏、血液、骨骼、骨骼肌

及其它结缔组织均衍生于中胚层。定形内胚层定义为负责全部肠管形成的胚层，该全部的

肠管包括食道、胃、小肠及大肠，以及从肠道衍生的器官，如肺、肝、胸腺、甲状旁腺及甲状

腺、胆囊及胰(Grapin-Botton  and  Melton,2000；Kimelman  and  Griffin,2000；Tremblay 

et  al.,2000；Wells  and  Melton,1999；Wells  and  Melton,2000)。定形内胚层与称为原始

内胚层的完全分离的细胞系之间有着非常明显的不同。原始内胚层主要形成胚外组织,主

要是胎盘卵黄囊的体壁及内脏内胚层部分及Reichert's膜的细胞外基质材料。

[0140] 在原肠胚形成过程中，定形内胚层形成过程始于细胞迁徙事件，其中，中内胚层细

胞(能够形成中胚层或内胚层的细胞组分)穿过一个称做原线的结构。定形内胚层衍生于穿

过原线前部及结(一个位于原线最前面部分的特定结构)的细胞。当迁徙发生时，定形内胚
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层首先形成肠管的最前面部分直至形成肠管后端时结束。

[0141] 定形内胚层形成的体内分析,如Conlon  et  al .,1994；Feldman  et  al .,1998；

Zhou  et  al.,1993；Aoki  et  al.,2002；Dougan  et  al.,2003；Tremblay  et  al.,2000；

Vincent  et  al.,2003；Alexander  et  al.,1999；Alexander  and  Stainier,1999；Kikuchi 

et  al.,2001；Hudson  et  al.,1997及小鼠Kanai-Azuma  et  al.,2002进行的斑马鱼及非洲

蟾蜍的研究，这些研究为如何在培养皿中使用人胚胎干细胞完成特定胚层细胞类型的发育

奠定了基础。与体外ESC培养相关的两个方面构成了在培养皿中重启发育的主要瓶颈。首

先，不会产生有序的胚层或器官结构。在正在分化的hESC培养系统中，大部分胚层及器官的

特异遗传标志物会以异源的形式来表达。因此，由于缺乏器官特异性界限，很难估计特异性

组织或细胞类型的形成。在一个具体胚层的细胞类型或组织类型中表达的几乎所有基因也

在其它胚层的细胞类型或组织类型中表达。没有特异的界限，很难以1-3个基因样本赋予基

因表达的特异性。因而，必须仔细检测相当多的基因，有些基因应当也可在不感兴趣器官或

组织的具体细胞类型上表达。其次，基因表达类型的时机对沿特定通道发育的活动至关重

要。

[0142] 至于更复杂的事件，应当指出，体外干细胞分化是相当不同步的且可能比体内要

显著得多。这样，一组细胞可能在表达与原肠胚形成有关的基因时，而另一组可能正在开始

最终的分化。而且，在具有或不具有外源因素参与时，处理hESC单层或胚状体(EBs)可能导

致全部基因表达模式或分化状态的显著差异。因而，为了有效地沿特定的分化通道前进，根

据异质细胞混合物的基因表达模式，外源因子的使用必须进行时间控制。在培养容器里考

虑这些细胞的形态学关系也是有益的。与在培养基容器中成长或分化为单层和/或hESC克

隆时能力相比，均一影响形成所谓胚状体时的hESCs的能力远非最理想。

[0143] 作为处理上述异质和不同步的一个有效方法，本发明的一些实施方案考虑将分化

细胞的方法与富集、分离和/或纯化分化通道中的中间细胞类型的方法联合。

[0144] 本发明实施方案涉及在培养物中生成定形内胚层细胞的新的确定方法，其通过将

诸如干细胞的多能细胞分化为多能定形内胚层细胞。本文使用的“多能”或“多能细胞”指能

产生有限数量的其它具体细胞类型的细胞类型。如上所述，定形内胚层细胞并不分化为源

于外胚层或中胚层的组织，然而，可分化为肠管及源于肠管的器官。这些方法提供了有效生

成人内胚层衍生的组织，如胰、肝、肺、胃、肠及甲状腺的基础。例如，定形内胚层的生成第一

步可分化干细胞为功能性的产生胰岛素的β细胞。为了获得有用量的产生胰岛素的β细胞，

在达到胰岛/β细胞前，期望每个分化步骤都是高效的分化步骤。因为干细胞分化为定形内

胚层细胞也许代表着生成功能性胰岛/β细胞的最初步骤(如图1所示)，特别需要此步分化

高效。

[0145] 鉴于分化多能细胞至定形内胚层细胞的需要，本发明一些方面涉及体外方法学，

将约50-80％的多能细胞转变为定形内胚层细胞。典型地，这些方法包括已定义及暂时指定

的方式使用培养物及生长因子。使用可与定形内胚层细胞特异结合的试剂，从细胞群中将

定形内胚层细胞与其它细胞分离和/或纯化，可获得定形内胚层细胞群的更多富集。这样，

本发明涉及定形内胚层细胞及制备分离和/或纯化这些细胞的方法。

[0146] 为了确定细胞培养物或细胞群内定形内胚层细胞的数量，需要从培养物或细胞群

中区分这类细胞与其它细胞的方法。因此，本发明实施方案涉及细胞标志物，其存在、缺失
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和/或相对表达水平对定形内胚层是特异的，以及检测确定这些标志物表达的方法。此处使

用的“表达”指材料或物质的产生，或者材料或物质产生的水平或含量。因而，确定特异标志

物的表达指检测表达的标志物的相对或绝对含量，或仅检测标志物是否存在。此处使用的

“标志物”指能够被观察或检测到的任何分子。例如，标志物可包括但不局限于核酸，如特异

基因的转录本、基因的多肽产物、非基因多肽产物、糖蛋白、糖、糖脂、脂质、脂蛋白或小分

子。

[0147] 在本发明的一些实施方案，标志物表达的存在与否和/或其水平由定量PCR(Q-

PCR)确定。例如，一些遗传标志物产生的转录本量，例如SOX17、CXCR4、OCT4、AFP、TM、SPARC、

SOX7、MIXL1、GATA4、HNF3b、GSC、FGF17、VWF、CALCR、FOXQ1、CMKOR1、CRIP1及本文所述的其它

标志物，由定量Q-PCR确定。在其它实施方案中，Q-PCR及免疫组化技术用于识别及确定这些

标志物的量或相对比例。

[0148] 通过使用如上述确定的一种或多种合适的标志物表达的方法，在细胞培养物或细

胞群内识别定形内胚层细胞以及确定定形内胚层细胞的比例是可能的。例如，在本发明的

一些实施方案中，产生的定形内胚层细胞或细胞群表达SOX17和/或CXCR4基因的水平比非

定形内胚层细胞类型或细胞群高约2个数量级。在其它实施方案中，产生的定形内胚层细胞

或细胞群表达SOX17和/或CXCR4基因的水平比非定形内胚层细胞类型或细胞群高2个以上

数量级。在另一些其它实施方案中，产生的定形内胚层细胞或细胞群表达一种或多种选自

SOX17、CXCR4、GSC、FGF17、VWF、CALCR、FOXQ1、CMKOR1及CRIP1的标志物，比非定形内胚层细

胞类型或细胞群的表达高约2个或2个以上的数量级。

[0149] 本发明涉及细胞培养物，包括具有大量定形内胚层及包含富集的定形内胚层细胞

的细胞群。由此，一些实施方案涉及包括定形内胚层细胞的细胞培养物，其中所述培养物中

至少约50-80％的细胞为定形内胚层细胞。一个优选实施方案涉及包括人细胞的细胞培养

物，其中培养物中至少约50-80％人细胞为定形内胚层细胞。由于分化方法的效果可以通过

改变一些参数调节，包括但不限于细胞生长条件、生长因子浓度及培养步骤的时间，本发明

所述的分化方法可使约5％、约10％、约15％、约20％、约25％、约30％、约约40％、约45％、约

50％、约55％、约60％、约65％、约70％、约75％、约80％、约85％、约90％、约95％、或大于

95％的多能细胞转化为定形内胚层。在本发明其它实施方案中，将诸如干细胞群体的多能

细胞群转化为基本纯的定形内胚层细胞。

[0150] 本发明所述的组合物及方法具有几个有用的特征。例如，包括定形内胚层的细胞

培养物及细胞群，以及制备这些细胞培养物及细胞群的方法可用于模建人发育的早期阶

段。此外，本发明所述的组合物及方法也可用于如糖尿病的疾病的干预治疗。例如，由于定

形内胚层仅为有限数量的组织来源，因而其可用于发育纯的组织或细胞类型。

[0151] 从多能细胞制备定形内胚层

[0152] 包括本文所述的定形内胚层细胞的定形内胚层细胞培养物及组合物可自如胚胎

干细胞的多能细胞中制备。使用现有技术方法，人干细胞可在培养基中保持多能状态而基

本不分化。所述的方法，例如，美国专利第5,670,5,690,9265,843,6,200,806及6,251,671

号中公开的方法，本文全部引入，以供参考。

[0153] 在本发明所述方法的一些实施方案中，hESCs保持在滋养层。在这些实施方案中，

任何能够使hESCs保持在多能状态的滋养层可用于本发明所述的方法中。一个常用的培养

说　明　书 11/34 页

14

CN 103898047 B

15



人胚胎干细胞的滋养层为一层小鼠成纤维细胞。最近，人成纤维细胞滋养层也已开发出来

用于培养hESCs(参见美国专利申请号2002/0072117中公开的方法，本文全部引入，以供参

考)。本发明所述方法的其它实施方案允许不使用滋养层保持多能hESCs。这些方法如美国

专利申请号2003/0175956所述，其公开在此全部引入，以供参考。

[0154] 本发明所述的人胚胎干细胞可以保持在具有或不具有血清的培养基中。在一些实

施方案中，使用血清替代品。在其它实施方案，无血清的培养基技术，如美国专利申请号

2003/0190748所述，其公开在此全部引入，以供参考。

[0155] 在培养基中保持多能状态的干细胞按照常规传代，直到分化为定形内胚层。在一

些实施方案中，分化至定形内胚层的完成是通过向干细胞培养基中加入TGFβ超家族生长因

子，其加入的量足以促进分化至定形内胚层。用于制备定形内胚层的TGFβ超家族生长因子

选自Nodal/活化素或BMP亚群。在本发明所述分化方法的一些实施方案中，生长因子选自

Nodal、活化素A、活化素B及BMP4。此外，生长因子Wnt3a及其它Wnt家族成员可用于制备定形

内胚层细胞。在本发明的一些实施方案中，可以使用上述提及的任何生长因子。

[0156] 在本发明所述分化方法的一些实施方案中，向细胞中加入的上述生长因子，其在

培养基中的浓度足以促进至少部分干细胞分化至定形内胚。在本发明的一些实施方案中，

培养基中上述生长因子的浓度至少约5ng/ml、至少约10ng/ml、至少约25ng/ml、至少约

50ng/ml、至少约75ng/ml、至少约100ng/ml、至少约200ng/ml、至少约300ng/ml、至少约

400ng/ml、至少约500ng/ml、至少约1000ng/ml、至少约2000ng/ml、至少约3000ng/ml、至少

约4000ng/ml、至少约5000ng/ml或大于5000ng/ml。

[0157] 在本发明一些实施方案中，上述生长因子加入培养基后需要从细胞培养物除去。

例如，生长因子的除去时间约在加入后1天、约2天、约3天、约4、约5天、约6天、约7天、约8天、

约9天或约10天。在一个优选实施方案中，生长因子的除去时间约在加入后4天。

[0158] 定形内胚层细胞的培养可在包含少量血清或无血清的培养基中。在本发明的一些

实施方案中，血清的浓度范围为约0.05％v/v至约20％v/v。例如，在一些实施方案中，培养

基中血清的浓度可以低于约0.05％(v/v)、低于约0.1％(v/v)、低于约0.2％(v/v)、低于约

0.3％(v/v)、低于约0.4％(v/v)、低于约0.5％(v/v)、低于约0.6％(v/v)、低于约0.7％(v/

v)、低于约0.8％(v/v)、低于约0.9％(v/v)、低于约1％(v/v)、低于约2％(v/v)、低于约3％

(v/v)、低于约4％(v/v)、低于约5％(v/v)、低于约6％(v/v)、低于约7％(v/v)、低于约8％

(v/v)、低于约9％(v/v)、低于约10％(v/v)、低于约15％(v/v)或低于约20％(v/v)。在一些

实施方案中，定形内胚层细胞在无血清下生长。在其它实施方案中，定形内胚层细胞在血清

替代品存在下生长。在其它实施方案中，定形内胚层细胞在B27存在下生长。在这些实施方

案中，B27添加物的浓度范围为约0.2％至约20％v/v。

[0159] hESC培养至定形内胚层可以通过确定定形内胚层的标志物特征表达监测。在一些

实施方案中，一些标志物的表达可通过是否存在标志物来确定。可选择地，一些标志物的表

达可通过测定标志物在细胞培养物或细胞群细胞中的水平来确定。在这些实施方案中，可

以定性或定量测定标志物的表达。定量标志物基因产生的表达标志物的方法可以使用定量

PCR(Q-PCR)。开展Q-PCR的方法为现有技术。现有技术的其它方法也可用于定量标志物基因

的表达。例如，标志物基因产物的表达可以通过使用针对感兴趣的特异标志物基因产物的

抗体来检测。在本发明的一些实施方案中，确定了具有定形内胚层的标志物特征基因的表
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达，及缺乏显著表达的hESCs及其它细胞类型的标志物特征基因的表达。

[0160] 如下述实施例的进一步所述，定形内胚层的一个可靠标志物为SOX17基因。这样，

本发明所述方法制备的定形内胚层细胞表达SOX17标志物基因，由此产生SOX17基因产物。

其它定形内胚层的标志物为MIXL1、GATA4、HNF3b、GSC、FGF17、VWF、CALCR、FOXQ1、CMKOR1和

CRIP1。在本发明的一些实施方案中，定形内胚层细胞表达SOX17标志物基因的水平高于

SOX7标志物基因的水平，其具有原始及内脏内胚层特征(参见表1)。此外，在一些实施方案

中，SOX17标志物基因表达高于OCT4标志物基因的表达，其具有hESCs的特征。在本发明其它

实施方案中，定形内胚层细胞表达SOX17标志物基因的水平高于AFP、SPARC或凝血调节蛋白

(TM)标志物基因的水平。在本发明的一些实施方案中，根据本发明所述方法表达SOX17的定

形内胚层细胞不表达显著水平或量的PDX1(PDX1-阴性)。

[0161] 定形内胚层的其它标志物为CXCR4基因。CXCR4基因编码细胞表面趋化因子受体，

其配体为趋化物SDF-1。成年人中包含CXCR4受体的细胞的主要作用据信为迁移造血细胞至

骨髓、运载淋巴细胞、分化各种B细胞及巨噬血细胞系[Kim ,C .,and  Broxmeyer ,

H.J.Leukocyte  Biol.65,6-15(1999)]。CXCR4受体也起着HIV-1进入T细胞中的共受体作用

[F e n g ,Y . ,e t  a l .S c i e n c e ,2 7 2 ,8 7 2 - 8 7 7 (1 9 9 6) ]。在一系列[M c G r a t h ,

K.E.etal.Dev.Biology213,442-456(1999)]开展的研究中，描述了在成年小鼠及其早期发

育中趋化因子受体CXCR4及其独特配体SDF-1的表达[Kim ,C .,andBroxmyer ,H .,

J.Leukocyte  Biol.65,6-15(1999)]。CXCR4/SDF1在发育中的相互作用已经清楚，在转基因

小鼠中，当其中任一基因破坏[Nagasawa  et  al.Nature,382,635-638(1996)] ,Ma ,Q.,et 

al  Immunity,10,463-471(1999)]都导致晚期胚胎死亡。McGrath等使用核糖核酸酶保护及

原位杂交方法证实，在形成原肠胚的早期(E7.5)，CXCR4为最丰富的趋化因子受体信使RNA。

处于原肠胚阶段，CXCR4/SDF-1信号似乎主要诱导原线细胞的迁移，并表达在此时存在的定

形内胚层、中胚层及外胚层上。在E7.2-7.8小鼠胚胎中，CXCR4及α胎蛋白互相排斥，显示在

内脏内胚层缺乏表达[McGrath,K.E.et  al.Dev.Biology  213,442-456(1999)]。

[0162] 在本发明的一些实施方案中，根据本发明所述方法制备的定形内胚层细胞表达

CXCR4标志物基因。其它实施方案中，根据本发明所述方法制备的定形内胚层细胞表达

CXCR4标志物基因及其它定形内胚层标志物，包括但不限于SOX17、MIXL1、GATA4、HNF3b、

GSC、FGF17、VWF、CALCR、FOXQ1、CMKOR1及CRIP1。在本发明一些实施方案中，定形内胚层细胞

表达CXCR4标志物基因的水平高于SOX7标志物基因。此外，在一些实施方案中，CXCR4标志物

基因表达高于OCT4标志物基因表达的水平。在本发明其它实施方案中，定形内胚层细胞表

达CXCR4标志物基因的水平高于AFP、SPARC或凝血调节蛋白(TM)标志物基因的水平。在本发

明一些实施方案中，根据本发明所述的方法制备表达CXCR4的定形内胚层细胞不表达显著

水平或量的PDX1(PDX1-阴性)。

[0163] 应当理解，在内胚层细胞中CXCR4的表达并不排斥SOX17的表达。相应地，在本发明

一些实施方案中，定形内胚层细胞表达SOX17和CXCR4标志物基因的水平均高于SOX7标志物

基因的水平。此外，在一些实施方案中，SOX17及CXCR4标志物基因的表达均高于OCT4标志物

基因的表达。在本发明的其它实施方案中，定形内胚层细胞表达SOX17及CXCR4标志物基因

的水平高于AFP、SPARC或凝血调节蛋白(TM)标志物基因的水平。在本发明一些实施方案中，

根据本发明所述的方法制备表达SOX17/CXCR4的定形内胚层细胞不表达显著水平或量的
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PDX1(PDX1-阴性)。

[0164] 应当理解，根据分化条件，在定形内胚层细胞内诱导不同水平范围的SOX17和/或

CXCR4标志物表达。这样，在本发明一些实施方案中，SOX17标志物和/或CXCR4标志物在定形

内胚层细胞或细胞群的表达比SOX17标志物和/或CXCR4标志物在诸如多能干细胞的非定形

内胚层细胞或细胞群中的表达至少高约2倍至至少约10,000倍。在本发明其它实施方案中，

SOX17标志物和/或CXCR4标志物在定形内胚层细胞或细胞群的表达比SOX17标志物和/或

CXCR4标志物在诸如多能干细胞的非定形内胚层细胞或细胞群表达高至少约4倍、至少约6

倍、至少约8倍、至少约10倍、至少约15倍、至少约20倍、至少约40倍、至少约80倍、至少约100

倍、至少约150倍、至少约200倍、至少约500倍、至少约750倍、至少约1000倍、至少约2500倍、

至少约5000倍、至少约7500倍或至少约10,000倍。在一些实施方案中，SOX17标志物和/或

CXCR4标志物在定形内胚层细胞或细胞群的表达无限制地高于SOX17标志物和/或CXCR4标

志物在诸如多能干细胞的非定形内胚层细胞或细胞群表达。

[0165] 应当理解，在本发明一些实施方案中，与在非定形内胚层细胞或细胞群中的

GATA4、MIXL1、HNF3b、GSC、FGF17、VWF、CALCR、FOXQ1、CMKOR1及CRIP1标志物的表达相比，在

定形内胚层细胞或细胞群体中的GATA4、MIXL1、HNF3b、GSC、FGF17、VWF、CALCR、FOXQ1、

CMKOR1及CRIP1标志物的表达增加。

[0166] 也应当理解，在定形内胚层细胞内，SOX17标志物的表达水平与OCT4、SPARC、AFP、

TM和/或SOX7标志物表达水平存在差异范围。类似地，在定形内胚层细胞内，CXCR4标志物的

表达水平与OCT4、SPARC、AFP、TM和/或SOX7标志物表达水平存在差异范围。类似地，在本发

明一些实施方案中，SOX17标志物或CXCR4标志物的表达比OCT4、SPARC、AFP、TM和/或SOX7标

志物的表达高至少约2倍至至少约10,000倍。在本发明其它实施方案中，SOX17标志物或

CXCR4标志物的表达比OCT4、SPARC、AFP、TM和/或SOX7标志物的表达高至少约4倍、至少约6

倍、至少约8倍、至少约10倍、至少约15倍、至少约20倍、至少约40倍、至少约80倍、至少约100

倍、至少约150倍、至少约200倍、至少约500倍、至少约750倍、至少约1000倍、至少约2500倍、

至少约5000倍、至少约7500倍或至少约10,000倍。在一些实施方案中，OCT4、SPARC、AFP、TM

和/或SOX7标志物在定形内胚层细胞表达不显著。

[0167] 应当理解，在本发明一些实施方案中，在定形内胚层细胞内，与OCT4、SPARC、AFP、

TM和/或SOX7相比，选自GATA4、MIXL1、HNF3b、GSC、FGF17、VWF、CALCR、FOXQ1、CMKOR1及CRIP1

的标志物的表达增加。

[0168] 包括定形内胚层的组合物

[0169] 本发明一些方面涉及诸如细胞群体及细胞培养物的组合物，其包括诸如干细胞的

多能细胞及定形内胚层细胞。在一些实施方案中，制备的组合物中每包括95个多能细胞就

包括至少约5个定形内胚层细胞。在其它实施方案中，每包括5个多能细胞就包括至少约95

个定形内胚层细胞。此外，组合物包括其它比例的定形内胚层细胞与多能细胞。例如，在组

合物中，每包括1,000,000个多能细胞就包括至少约1个定形内胚层细胞、每包括100,000个

多能细胞就包括至少约1个定形内胚层细胞、每包括100,000个多能细胞就包括至少约1个

定形内胚层细胞、每包括10,000个多能细胞就包括至少约1个定形内胚层细胞、每包括1,

000个多能细胞就包括至少约1个定形内胚层细胞、每包括500个多能细胞就包括至少约1个

定形内胚层细胞、每包括100个多能细胞就包括至少约1个定形内胚层细胞、每包括10个多
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能细胞就包括至少约1个定形内胚层细胞、每包括5个多能细胞就包括至少约1个定形内胚

层细胞、每包括2个多能细胞就包括至少约1个定形内胚层细胞、每包括1个多能细胞就包括

至少约2个定形内胚层细胞、每包括1个多能细胞就包括至少约5个定形内胚层细胞、每包括

1个多能细胞就包括至少约10个定形内胚层细胞、每包括1个多能细胞就包括至少约20个定

形内胚层细胞、每包括1个多能细胞就包括至少约50个定形内胚层细胞、每包括1个多能细

胞就包括至少约100个定形内胚层细胞、每包括1个多能细胞就包括至少约1,000个定形内

胚层细胞、每包括1个多能细胞就包括至少约10,000个定形内胚层细胞、每包括1个多能细

胞就包括至少约100,000个定形内胚层细胞、每包括1个多能细胞就包括至少约1,000,000

个定形内胚层细胞。在本发明一些实施方案中，多能细胞为人多能干细胞。

[0170] 本发明一些方面涉及细胞培养物或细胞群，包括至少约5％定形内胚层细胞至至

少约95％定形内胚层细胞。在一些实施方案中，细胞培养物或细胞群包括哺乳动物细胞。在

优选实施方案中，细胞培养物或细胞群包括人细胞。例如，一些具体实施方案中涉及细胞培

养物，包括人细胞，其中至少约5％至至少约95％人细胞为定形内胚层细胞。本发明其它实

施方案涉及细胞培养物，包括人细胞，其中至少约5％、至少约10％、至少约15％、至少约

20％、至少约25％、至少约30％、至少约35％、至少约40％、至少约45％、至少约50％、至少约

55％、至少约60％、至少约65％、至少约70％、至少约75％、至少约80％、至少约85％、至少约

90％或大于90％的人细胞为定形内胚层细胞。

[0171] 本发明其它实施方案涉及诸如细胞培养物或细胞群体的组合物，其包括诸如人定

形内胚层细胞的人细胞，其中在至少在约5％的人细胞中SOX17或CXCR4标志物的表达均大

于OCT4、SPARC、α胎蛋白(AFP)、凝血调节蛋白(TM)和/或SOX7标志物的表达。在其它实施方

案中，其中在至少在约10％的人细胞中、至少约15％的人细胞中、至少约20％的人细胞中、

至少约25％的人细胞中、至少约30％的人细胞中、至少约35％的人细胞中、至少约40％的人

细胞中、至少约45％的人细胞中、至少约50％的人细胞中、至少约55％的人细胞中、至少约

60％的人细胞中、至少约65％的人细胞中、至少约70％的人细胞中、至少约75％的人细胞

中、至少约80％的人细胞中、至少约85％的人细胞中、至少约90％的人细胞中、至少约95％

人细胞中或大于95％人细胞中，SOX17或CXCR4标志物的表达均大于OCT4、SPARC、AFP、TM和/

或SOX7标志物的表达。

[0172] 应当理解，本发明一些实施方案涉及诸如细胞培养物或细胞群的组合物，其包括

如人定形内胚层细胞的人细胞，其中在至少约5％至大于至少约95％人细胞中，其中选自

GATA4、MIXL1、HNF3b、GSC、FGF17、VWF、CALCR、FOXQ1、CMKOR1及CRIP1的一种或多种标志物的

表达高于OCT4、SPARC、AFP、TM和/或SOX7标志物的表达。

[0173] 本发明其它实施方案涉及如细胞培养物或细胞群的组合物，其包括如人定形内胚

层细胞的人细胞，其中在至少约5％的人细胞中SOX17及CXCR4标志物的表达均高于OCT4、

SPARC、AFP、TM和/或SOX7标志物表达。在其它实施方案中，在至少约10％人细胞中、至少约

15％的人细胞中、在至少约20％人细胞中、在至少约25％人细胞中、在至少约30％人细胞

中、在至少约40％人细胞中、在至少约50％人细胞中、在至少约55％人细胞中、在至少约

60％人细胞中、在至少约65％人细胞中、在至少约70％人细胞中、在至少约75％人细胞中、

在至少约80％人细胞中、在至少约85％人细胞中、在至少约90％人细胞中、在至少约95％人

细胞中或大于95％人细胞中，SOX17及CXCR4标志物的表达均高于OCT4、SPARC、AFP、TM和/或
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SOX7标志物的表达。

[0174] 应当理解，本发明一些实施方案涉及如细胞培养物或细胞群的组合物，其包括如

人定形内胚层细胞的人细胞，在至少约5％至大于至少约95％人细胞中，其中GATA4、MIXL1、

HNF3b、GSC、FGF17、VWF、CALCR、FOXQ1、CMKOR1及CRIP1的标志物的表达高于OCT4、SPARC、

AFP、TM和/或SOX7标志物的表达。

[0175] 本发明其它实施方案涉及诸如细胞培养物或细胞群的组合物，包括诸如人定形内

胚层细胞的哺乳动物内胚层细胞，其中在至少在约5％的内胚层细胞中SOX17或CXCR4标志

物的表达均大于OCT4、SPARC、α胎蛋白(AFP)、凝血调节蛋白(TM)和/或SOX7标志物的表达。

在其它实施方案中，其中在至少在约10％的内胚层细胞中、至少约15％的内胚层细胞中、至

少约20％的内胚层细胞中、至少约25％的内胚层细胞中、至少约30％的内胚层细胞中、至少

约35％的内胚层细胞中、至少约40％的内胚层细胞中、至少约45％的内胚层细胞中、至少约

50％的内胚层细胞中、至少约55％的内胚层细胞中、至少约60％的内胚层细胞中、至少约

65％的内胚层细胞中、至少约70％的内胚层细胞中、至少约75％的内胚层细胞中、至少约

80％的内胚层细胞中、至少约85％的内胚层细胞中、至少约90％的内胚层细胞中、至少约

95％的内胚层细胞中或大于95％的内胚层细胞中，SOX17或CXCR4标志物的表达均大于

OCT4、SPARC、AFP、TM和/或SOX7标志物的表达。

[0176] 应当明白，本发明一些实施方案涉及如细胞培养物或细胞群的组合物，其包括哺

乳动物内胚层细胞，其中在至少约5％至大于至少约95％所述内胚层细胞中，一种或多种选

自GATA4、MIXL1、HNF3b、GSC、FGF17、VWF、CALCR、FOXQ1、CMKOR1及CRIP1的标志物的表达高于

OCT4、SPARC、AFP、TM和/或SOX7标志物的表达。

[0177] 本发明其它进一步实施方案涉及如细胞培养物或细胞群的组合物，包括诸如人定

形内胚层细胞的哺乳动物内胚层细胞，其中在至少在约5％的所述内胚层细胞中SOX17及

CXCR4标志物的表达均大于OCT4、SPARC、α胎蛋白(AFP)、凝血调节蛋白(TM)和/或SOX7标志

物的表达。在其它实施方案中，其中在至少约10％的内胚层细胞中、至少约15％的内胚层细

胞中、至少约20％的内胚层细胞中、至少约25％的内胚层细胞中、至少约30％的内胚层细胞

中、至少约35％的内胚层细胞中、至少约40％的内胚层细胞中、至少约45％的内胚层细胞

中、至少约50％的内胚层细胞中、至少约55％的内胚层细胞中、至少约60％的内胚层细胞

中、至少约65％的内胚层细胞中、至少约70％的内胚层细胞中、至少约75％的内胚层细胞

中、至少约80％的内胚层细胞中、至少约85％的内胚层细胞中、至少约90％的内胚层细胞

中、至少约95％的内胚层细胞中或大于95％的内胚层细胞中，SOX17及CXCR4标志物的表达

均大于OCT4、SPARC、AFP、TM和/或SOX7标志物的表达。

[0178] 应当理解，本发明一些实施方案涉及诸如细胞培养物或细胞群的组合物，包括哺

乳动物内胚层细胞，其中在至少约5％至大于至少约95％内胚层细胞中，GATA4、MIXL1、

HNF3b、GSC、FGF17、VWF、CALCR、FOXQ1、CMKOR1及CRIP1的标志物的表达高于OCT4、SPARC、

AFP、TM和/或SOX7标志物的表达。

[0179] 使用本发明所述的方法，可以制备基本不含其它细胞类型的包括定形内胚层细胞

的组合物。关于细胞培养物或细胞群里的细胞，术语“基本不含”指在细胞培养物或细胞群

里的特定的细胞不存在、或小于细胞培养物或细胞群里总细胞数的约5％。在本发明的一些

实施方案中，使用本发明所述的方法制备的定形内胚层细胞群或细胞培养物基本不含特异
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显著表达OCT4、SOX7、AFP、SPARC、TM、ZIC1或BRACH标志物基因的细胞。

[0180] 在本发明一个实施方案中，基于标志物基因的表达，定形内胚层细胞的描述为

SOX17高、MIXL1高、AFP低、SPARC低、凝血调节蛋白低、SOX7低、CXCR4高。

[0181] 定形内胚层的富集、分离和/或纯化

[0182] 关于本发明的其它方面，定形内胚层细胞可使用特异针对这些细胞的亲和标记来

富集、分离和/或纯化。特异针对定形内胚层细胞的亲和标记的实例为抗体、配体或其它特

异针对如多肽的标志物分子的结合试剂，该标志物分子存在于细胞定形内胚层细胞的表

面，但基本不存在于根据本发明所述的方法制备的细胞培养基中发现的其它细胞类型中。

在一些实施方案中，与CXCR4结合的抗体用于定形内胚层的富集、分离和/或纯化的亲和标

记。在其它实施方案中，趋化因子SDF-1或其它基于SDF-1的分子也可用于亲和标记。这些分

子包括，但不限于SDF-1片断，SDF-1融合物或SDF-1模拟物。

[0183] 制备抗体及其用于细胞分离的方法在本技术领域已知，这些方法可利用本发明所

述的抗体及细胞来实施。在一个实施方案中，将结合CXCR4的抗体与磁珠结合，然后在细胞

培养基中与定形内胚层细胞结合，经酶处理后降低了细胞间及与底物的粘附。将细胞/抗

体/磁珠复合物暴露于移动磁场中以将磁珠结合的定形内胚层细胞与未结合的细胞分开。

一旦定形内胚层细胞在培养基中与其它细胞物理分开，破坏结合的抗体，将细胞重新置于

合适的组织培养基中。

[0184] 本发明实施方案考虑了其它定形内胚层细胞培养物或细胞群的富集、分离和/或

纯化方法。例如，在一些实施方案中，CXCR4抗体在包含定形内胚层的细胞培养物中孵育，经

处理后降低细胞间及与底物的粘附。然后将细胞洗涤、离心及再悬浮。细胞悬浮物然后再与

第二抗体，如能够与第一抗体结合的FITC轭合抗体孵育。然后再将细胞洗涤、离心及再悬浮

缓冲液中。随后分析细胞悬浮物，使用荧光活化细胞分选器(FACS)分选。将CXCR4-阴性细胞

分离，收集CXCR4-阳性细胞，由此分离了该类型细胞。需要时，分离的细胞组合物可进一步

使用替代的亲和方法或增加分选数次，使用特异针对定形内胚层的相同或不同标志物。

[0185] 在本发明其它实施方案中，使用与CXCR4结合的配体或其它分子富集、分离和/或

纯化定形内胚层。在一些实施方案中，所述分子为SDF-1或其片段、融合物或其模拟物。

[0186] 在优选实施方案中，当干细胞培养物被诱导向定形内胚层系分化后，自其它非定

形内胚层细胞中富集、分离和/或纯化定形内胚层细胞。应当明白，上述富集、分离和/或纯

化方法可利用任何分化阶段的这种培养物。

[0187] 除上述的方法，定形内胚层细胞也可以其它细胞分离技术分离。此外，定形内胚层

细胞也可以在生长条件下通过一系列再培养的方法富集或分离，该生长条件有利于所述的

定形内胚层细胞选择性存活或选择性扩增。

[0188] 使用本发明所述的方法，可体外自至少经过一些分化的如干细胞培养物或细胞群

的多能细胞培养物或细胞群中富集、分离和/或纯化定形内胚层细胞。在一些实施方案中，

所述细胞进行随机分化。然而，在一些优选实施方案，所述细胞主要分化为定形内胚层。一

些优选的富集、分离和/或纯化方法涉及体外自人胚胎干细胞制备定形内胚层。使用本发明

所述的方法，与未处理的细胞群或细胞培养物相比，定形内胚层中富集的细胞群或细胞培

养物为至少约2倍至约1000倍。在一些实施方案中，与未处理的细胞群或细胞培养物相比，

富集的定形内胚层至少约5倍至约500倍。在其它实施方案中，与未处理的细胞群或细胞培
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养物相比，富集的定形内胚层为至少约10倍至约200倍。在其它实施方案中，与未处理的细

胞群或细胞培养物相比，富集的定形内胚层为至少约20倍至约100倍。在其它实施方案中，

与未处理的细胞群体或细胞培养物相比，富集的定形内胚层为至少约40倍至约80倍。在某

些实施方案中，与未处理的细胞群体或细胞培养物相比，富集的定形内胚层为至少约2倍至

约20倍。

[0189] 已经对本发明进行了一般性描述，参考一些具体实施例可进一步理解本发明，本

发明的这些实施例仅为示例性说明的目的，而非意在限制本发明。

实施例

[0190] 下述许多实施例描述了多能人细胞的使用。制备多能人细胞的方法为本领域一般

技术人员熟知，大量科技出版物，包括美国专利号5,453 ,357、5,670 ,372、5,690 ,926、6,

090,622、6,200,806及6,251,671及美国专利申请公开号2004/0229350均有描述，本文将其

全部引入，作为参考。

[0191] 实施例1

[0192] 连续传代hESCyt-25  100次。我们利用hESCyt-25人胚胎干细胞系作为起始材料制

备定形内胚层。

[0193] 本领域一般技术人员应当明白，干细胞或其它多能细胞也可用作本发明所述的分

化方法的起始材料。

[0194] 实施例2

[0195] hESCyt-25的表征

[0196] 人胚胎干细胞系hESCyt-25在培养18个月中一直保持正常的形态学、染色体组型、

生长及自我更新特性。该细胞系对OCT4、SSEA-4及TRA-1-60抗原显示了强烈的免疫反应性，

上述抗原都是未分化hESCs的特征，并显示其它已建立的hESC系相同的碱性磷酸酯活性与

形态学。此外，当人干细胞系hESCyt-25悬浮培养时，也易于形成类胚胎体(EBs)。由于其多

能本质的证明，hESCyT-25分化为代表三种主要胚层的不同细胞类型。以Q-PCR检测ZIC1及

免疫细胞化学(ICC)检测巢蛋白及更多成熟的神经标志物来确证外胚层的生成。β-III微管

的免疫细胞化学染色可在伸长的细胞簇中观察到，具有早期神经元的特征。此前，我们在包

含视黄酸的悬浮液中处理EBs可诱导多能干细胞分化为一种胚外系的内脏内胚层(VE)。经

过54小时的处理，处理的细胞表达高水平的α胎蛋白(AFP)、SOX7的两个VE标志物。免疫细胞

化学染色显示以单层分化的细胞表达AFP为零星的片状。如下所述，hESCyT-25细胞系也可

形成定形内胚层，通过实时定量聚合酶链反应(Q-PCR)及检测SOX17、无AFP表达的免疫细胞

化学确证。为了证实分化为中胚层，在几个时间点分析正在分化的EB以检测短尾

(Brachyury)基因表达。在试验过程中，短尾基因表达进行性增加。如前所述，hESCyT-25系

为多能的，能够形成代表三个胚层的细胞。

[0197] 实施例3

[0198] SOX17抗体的制备

[0199] 在hESC培养中识别定形内胚层的主要瓶颈为缺乏适当的工具。我们因而制备抗

SOX17蛋白的抗体。

[0200] 在原肠胚形成期间形成时，标志物SOX17表达在整个定形内胚层，且其表达保持在

说　明　书 18/34 页

21

CN 103898047 B

22



肠管(尽管表达水平延A-P轴有差异)直至器官开始形成。SOX17也表达在一系列胚外内胚层

细胞上。这种蛋白质在中胚层或外胚层无表达。当与其它标志物结合排除胚外谱系时，现已

发现SOX17为定形内胚层谱系的合适的标志物。

[0201] 如本文详述，为了制备SOX17阳性的定形内胚层细胞，将SOX17抗体用于特异检测

各种处理及分化方法的效果。其它与AFP、SPARC及凝血调节蛋白反应的抗体也用于排除内

脏及体壁内胚层(胚外内胚层)的生成。

[0202] 为了制备抗SOX17的抗体，根据抗体制备公司GENOVAC(Freiberg，Germany)开发的

方法，与SOX17蛋白(附图2)的羧端氨基酸172-414(SEQNO:2)对应的部分人SOX17cDNA

(SEQIDNO:1)用于大鼠的遗传免疫。遗传免疫的方法可见于美国专利号5,830,876、5,817,

637、6,165,993及6,261,281及国际专利申请公开号WO  00/29442及WO99/13915，其公开在

此引入，以供参考。

[0203] 遗传免疫的其它方法也可见于非专利文献。例如，Barry等所述的根据遗传免疫制

备单克隆抗体，Biotechniques  16:616-620,1994,其公开在此全部引入，以供参考。根据遗

传免疫制备抗特异蛋白抗体的具体方法，例如，Costaglia等(1998)人促甲状腺素受体的遗

传免疫引起甲状腺炎及制备识别自身受体的单克隆抗体，J.Immunol .160:1458-1465；

Kilpatrick等人(1998)基因枪传送的基于DNA的免疫介导了Flt-3受体的鼠单克隆抗体的

快速制备，Hybridoma  17:569-576；Schmolke等人,(1998) ,在人血清中通过DNA免疫产生的

E2-特异性单克隆抗体识别肝炎G病毒颗粒J,Virol.72:4541-4545；Krasemann等人,(1999)

使用非传统的核酸免疫策略产生针对蛋白的单克隆抗体,J.73:119-129；及Ulivieri等人

(1996)通过DNA免疫产生幽门螺杆菌空泡毒素确定部分的单克隆抗体,51:191-194，上述公

开在此全部引入，以供参考。

[0204] 如图3的关系树所示，在Sox家族，SOX7及SOX18与SOX17最相近。我们利用人SOX7多

肽作为阴性对照以证实SOX17抗体对SOX17是特异的，不与最相近的家族成员反应。特别是，

为了证明遗传免疫产生的抗体对SOX17是特异的，将SOX7及其它蛋白表达在人成纤维细胞

上，然后通过Western  blot及ICC分析与SOX17抗体的总反应活性。例如，使用下述方法制备

SOX17、SOX7及EGFP的表达载体，将其转染入人成纤维细胞并用Western  blot来分析。用于

制备SOX17、SOX7及EGFP的表达载体分别为pCMV6(OriGene  Technologies ,Inc .,

Rockville ,MD)、pCMV-SPORT6(Invitrogen ,Carlsbad ,CA)及pEGFP-N1(Clonetech,Palo 

Alto ,CA)。为制备蛋白，使用Lipofectamine  2000以超螺旋DNA瞬时转染端粒酶永生化的

MDX人成纤维细胞(Invitrogen,Carlsbad ,CA)。转染36小时后，收集总细胞裂解物于50mM 

TRIS-HCl(pH  8)、150mM  NaCl、0 .1％SDS、0 .5％脱氧胆酸及一些蛋白酶抑制剂(Roche 

Diagnostics  Corporation,Indianapolis,IN)中。Western  blot分析100μg的细胞蛋白，以

SDS-PAGE在NuPAGE(4-12％梯度聚丙烯酰胺,Invitrogen,Carlsbad ,CA)分离，通过电印迹

转移至PDVF膜上(Hercules,CA)，以在10mM  TRIS-HCl(pH8)、150mM  NaCl、10％BSA、0.05％

Tween-20(Sigma,St.Louis,MO)中稀释至1/1000的鼠SOX17抗血清进行探测，然后以结合碱

性磷酸酯酶的抗大鼠IgG处理(Jackson  ImmunoResearch  Laboratories,West  Grove,PA)，

结果以Vector  Black碱性磷酸酯酶染色显示(Vector  Laboratories,Burlingame,CA)。使

用的蛋白大小标准为宽范围的彩色标志物(Sigma,St.Louis,MO)。

[0205] 在图4中，将来自SOX17、SOX7或EGFP  cDNA瞬时转染的人成纤维细胞的蛋白质提取
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物，以SOX17抗体为探针进行Western  blot。仅hSOX17转染的细胞中提取的蛋白质产生了约

51Kda的带，该带与预测的人SOX17蛋白质的46Kda分子量最匹配。SOX17抗体对来自人SOX7

或EGFP转染细胞的提取物不具有反应性。此外，SOX17抗体明显地标记了以hSOX17表达构建

体转染的人成纤维细胞核，但不标记以EGFP单独转染的细胞。同样地，SOX17抗体显示通过

ICC检测的特异性。

[0206] 实施例4

[0207] SOX17抗体作为定形内胚层标志物的确证

[0208] 根据SOX17抗体对人SOX17蛋白质具有特异性并进一步标志定形内胚层，将部分分

化的hESCs与SOX17和AFP抗体共同标记。已证明了SOX17、SOX7及AFP各自表达于内脏内胚层

中，SOX7为SOX基因家族F亚群密切相关的成员(图3)。然而，AFP及SOX7在定形内胚层细胞中

的表达不在可被ICC检测的水平，因此，可将其用作bonifide定形内胚层细胞的阴性标志

物。据显示，SOX17抗体标志细胞群体以分散的细胞群存在，或与AFP阳性细胞混合。特别是，

图5A显示与AFP共同标志的少量SOX17细胞；然而，也发现了一些区域，其中在SOX17+细胞领

域中具有少量或不具有AFP+细胞(图5B)。类似地，因为还报道了体壁内胚层表达SOX17，可

将与SOX17共同标志的抗体与体壁标志物SPARC和/或凝血调节蛋白(TM)一起用于鉴别体壁

内胚层的SOX17+细胞。如附图6A-C所示，通过hES细胞的随机分化产生凝血调节蛋白及

SOX17共同标志的体壁内胚层细胞。

[0209] 根据上述细胞标志试验，可将定形内胚层细胞的特性通过标志物表达谱SOX17hi/

AFPlo/[TMlo或SPARClo]建立。换言之，SOX17标志物的表达高于AFP标志物及TM或SPARC标志

物的表达，AFP标志物为内脏内胚层的一种特征，TM或SPARC标志物为体壁内胚层的特征。因

此，那些对SOX17呈阳性而对AFP呈阴性并对TM或SPARC呈阴性的细胞为定形内胚层。

[0210] SOX17hi/AFPlo/TMlo/SPARClo标志物表达谱的特异性可作为定形内胚层预测的进一

步证据，将SOX17及AFP基因表达可定量地与抗体标记细胞的相对数量相当。如图7A所示，以

视黄酸(内脏内胚层诱导物)或活化素A(定形内胚层诱导物)处理的hESCs导致了在

SOX17mRNA表达水平的10倍差异。该结果反映出SOX17抗体标记的细胞数量的10倍差异(图

7B)。此外，如图8A所示，与未处理相比，hESCs的活化素A处理抑制了6.8倍的AFP基因表达。

在这些培养物中AFP标记的细胞数量的急剧减少从视觉上反映了这种变化，如图8B-C所示。

为进一步量化，以流式细胞仪测定，证明了AFP基因表达的约7倍的减少为AFP抗体标记的细

胞数量约减少7倍的结果(附图9A-B)。该结果非常重要，表明了Q-PCR中观察到的基因表达

的数量变化，反映了通过抗体染色观察的细胞类型特异化典型的变化。

[0211] hESCs在Nodal家族成员(Nodal、活化素A及活化素B-NAA)存在的条件下培养，导致

SOX17抗体标志的细胞随着时间明显增加。连续以活化素处理5天，有多于50％的细胞被

SOX17标记(图10A-F)。活化素处理5天后，几乎没有细胞以AFP标志。

[0212] 总之，所产生的抗人SOX17蛋白质的碳端242个氨基酸抗体，在Western  blots鉴别

了人SOX17蛋白质但未识别SOX7，其为最近的Sox家族的近亲。SOX17抗体识别了分化的hESC

培养物中的细胞亚群，该亚群主要为SOX17+/AFPlo/-(多于95％的标志细胞)以及少量(<5％)

的SOX17、AFP共同标志的细胞(内脏内胚层)。以活化素处理hESC培养物，产生了SOX17基因

表达和SOX17标记细胞的显著上升，并显著地抑制了AFP  mRNA表达及以AFP抗体标记的细胞

数量。
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[0213] 实施例5

[0214] Q-PCR基因表达分析

[0215] 在下述试验中，实时定量RT-PCR(Q-PCR)为用于筛查各种处理对hESC分化作用的

主要方法。特别是，在多个时间点以Q-PCR实时测定基因表达，分析多个标志基因。评价期望

和不期望的细胞类型的标志基因特征，以获得对细胞群体总体动力学的更好了解。Q-PCR分

析的力量包括其极端灵敏以及因基因组序列易于利用而相对容易能够发展必要的标志物。

此外，Q-PCR极高的灵敏度允许在较大的群体中检测相对少量细胞的基因表达。此外，检测

极低水平的基因表达的能力提供了群体内的“分化倾向”的指示。在这些细胞表型的明显分

化之前，其向具体分化途径的倾向性不能用免疫细胞化学技术识别。因而，Q-PCR提供了一

种分析方法，该方法至少为免疫细胞活性技术的补充，并潜在地更优于免疫细胞活性技术，

用于筛查分化处理成功性。此外，Q-PCR提供了一种机制，该机制通过半高通量规模上的定

量分析评价分化方法是否成功。

[0216] 此处使用的方法相对定量，在Rotor  Gene  3000instrument(Corbett  Research)

上使用SYBR  Green化学及两步RT-PCR操作。该方法允许储存cDNA样品，以分析未来的其它

标志基因，因此，避免样品间反转录效率的变异性。

[0217] 若可能，设计的引物定位于外显子-外显子边界或横越至少800bp的内含子，因为

这根据经验可消除污染的基因组DNA的扩增。当使用不含内含子或不具有假基因的标志基

因时，进行RNA样品的DNA酶I处理。

[0218] 我们通常使用Q-PCR测定靶标和非靶标细胞类型的多个标志物的基因表达，以提

供描述细胞样品基因表达的宽泛表达谱。将hESC分化早期(具体地，外胚层、中胚层、定形内

胚层及胚外内胚层)相关标志物及可用的验证引物提供于下述表1中。也已证明了这些引物

组的人特异性。该事实很重要，因为通常将hESCs生长于小鼠滋养层上。最常见的是，各条件

取3个样品，并独立地分析两次，以评价与各种定量检测相关的生物变异性。

[0219] 为制备PCR模板，将总RNA用RNeasy(Qiagen)分离，并用RiboGreen(Molecular 

Probes)定量。用iScript反转录试剂盒(BioRad)完成350-500ng总RNA的反转录，该试剂盒

包含寡聚dT和随机引物的混合物。随后将各20μL反应物稀释至100μL总体积，取3μL用于各

10μL  Q-PCR反应，该反应包含400nM正向引物和反向引物及5μL  2X  SYBR  Green  master 

mix(Qiagen)。选用两步循环参数，在85-94℃5秒变性(根据各引物组扩增子的熔解温度进

行具体选择)，然后在60℃退火/延伸45秒。在各延伸期的最后15秒期间收集荧光数据。将10

倍稀释系列的三个点用于产生各轮的标准曲线，并基于该标准曲线将循环阈(Ct’s)转变为

定量数值。将各样品的数值以看家基因表征校准，然后计算三个样品的平均及标准差。在结

束PCR循环时，以熔解曲线分析确定反应的特异性。将单一特异产物显示在对PCR扩增子合

适的Tm单一峰处。此外，将不具有反转录酶的反应作为阴性对照，不扩增。

[0220] 在建立Q-PCR方法学中的第一步为确定试验体系中合适的看家基因(HGs)。由于HG

用于样品间RNA输入、RNA完整性及RT效率校准，为使校准有意义，HG在所有样品类型中随时

间恒定表达水平是有价值的。我们测定了在分化hESCs中Cyclophilin  G、次黄嘌呤磷酸核

糖转移酶1(HPRT)、β-2-微球蛋白(microglobulin)、hydroxymethylbiane合成酶(HMBS)、

TATA-结合蛋白(TBP)及glucoronidaseβ(GUS)的表达水平。我们的结果显示了β-2-微球蛋

白表达水平在分化过程中提高，因此，我们排除了将该基因用于校准。其它基因表达水平与
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随时间和整个处理过程一致。我们通常同时使用Cyclophilin  G及GUS来计算所有样品的校

准系数。同时使用多个HGs减少校准过程固有的变异，增加相对基因表达值的可靠性。

[0221] 在获得用于校准的基因后，将Q-PCR用于检测接受不同试验处理后样品，确定许多

标志基因的相对基因表达水平。选择使用的标志基因是在早期胚层的代表性特异群体中富

集，特别是在定形内胚层和胚外内胚层中有差别表达的多组基因。将这些基因及其相关富

集特征突出显示于表1中。

[0222] 表1

[0223]

[0224] 因为许多基因在不只一个胚层中表达，在同一试验中定量比较许多基因的表达水

平是有用的。SOX17在定形内胚层中表达，在内脏及体壁内胚层中较小程度地表达。SOX7和

AFP在内脏内胚层中在早期的发育时间点表达。SPARC和TM在体壁内胚层中表达，以及

Brachyury在早期中胚层中表达。

[0225] 预测定形内胚层细胞高水平表达SOX17mRNA，低水平表达AFP和SOX7(内脏内胚

层)、SPARC(体壁内胚层)和Brachyury(中胚层)。此外，本发明将ZIC1用于进一步排除早期

外胚层的诱导。最后，GATA4和HNF3b同时在定形及胚外内胚层中表达，因此，与SOX17在定形

内胚层中的表达相关(表1)。代表性试验显示于图11-14中，证实了表1所述的标志物基因如

何与各样本彼此相关，因而强调了定形内胚层、胚外内胚层、中胚层以及神经细胞类型的特

异分化模式。

[0226] 上述数据清晰表明了活化素剂量增加，导致的SOX17基因表达增加。进一步地，该

SOX17表达主要代表定形内胚层，而不是相反的胚外内胚层。观察的结论为，SOX17基因表达

与AFP、SOX7及SPARC反相关。

[0227] 实施例6

[0228] 人ES细胞定向分化为定形内胚层
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[0229] 若人ES细胞培养物在不主动地保持其未分化状态下培养，该培养物将随机分化。

不同的分化导致形成胚外内胚层细胞，其包括体壁及内脏内胚层(AFP、SPARC及SOX7表达)

两者，以及以ZIC1、Nestin(外胚层)及Brachyury(中胚层)的表达为标志的外胚层、中胚层

衍生物。在ES细胞培养物中，由于缺乏特异抗体标志物，定形内胚层细胞外观未经传统方法

检测或确定。同样地，由于缺乏手段，从ES细胞的培养物中产生早期定形内胚层未经仔细研

究。由于无良好的、可用的定形内胚层细胞的抗体试剂，绝大多数确证集中在外胚层及胚外

内胚层。总之，在随机的分化ES细胞培养物中，与SOX17hi定形内胚层细胞相比，有显著大量

的胚外及神经外胚层细胞类型产生。

[0230] 当将未分化的hESC克隆在成纤维细胞滋养物扩充时，克隆的边缘呈现出与克隆内

部细胞不同的形态学特征。许多边缘细胞能以其较大的不均一的细胞体型及OCT4的高水平

表达来区分。已有描述，当ES细胞开始分化时，它们表达OCT4的水平相对于未分化ES细胞的

水平呈上下改变。相对于未分化细胞的OCT4阈值水平，上下改变显示离开多能状态的初始

分化状态。

[0231] 当未分化的克隆以SOX17免疫细胞化学检测时，在未分化ESC克隆的四周及连接处

偶尔可随机检测到SOX17阳性细胞的10-15个细胞组成的小簇。如上所述，当克隆体积扩增

以致变得拥挤时，克隆外缘分布的袋状似乎是从经典的ESC形态分化的第一批细胞。在克隆

的内部及边缘的年龄较小、体积较小的未分化克隆(<1mm；4-5天大小)无SOX17阳性细胞，然

而在一些克隆的周边及边缘以内的年龄较大、体积较大克隆(1-2mm直径,>5天大小)含有零

星的、游离的片状SOX17阳性、AFP阴性细胞，如上所述，其从经典的hESC形态分化而来。鉴于

这为有效的SOX17抗体的首次开发，在该早期“未分化”ESC培养物中生成的定形内胚层细胞

此前尚未证实。

[0232] 基于Q-PCR测定的SOX17及SPARC基因表达水平的负相关，绝大多数SOX17阳性、AFP

阴性细胞将对抗体共标记的体壁标志物呈阴性。如图15A-B所示，在表达TM的体壁内胚层细

胞得到特异证实。与Nodal因子活化素A及B接触导致TM表达强度及TM阳性细胞的数目的剧

降。在活化素处理的培养基上，通过使用SOX17、AFP及TM抗体的三重标记，观察到对AFP及TM

也呈阴性的SOX17阳性细胞(图16A-D)。这些都是在分化ESC的培养物上首次细胞证实SOX17

阳性定形内胚层细胞(图16A-D及17)。

[0233] 使用上述的SOX17抗体及Q-PCR工具，我们已经开发一系列能够有效程序化ESCs变

为SOX17hi/AFPlo/SPARC/TMlo定形内胚层细胞的方法。我们应用了一系列的旨在增加这些细

胞数量及增殖能力的分化方法，在群体水平上使用Q-PCR检测SOX17基因表达，在个体细胞

上使用SOX17蛋白抗体标记。

[0234] 我们首次分析并描述了TGFβ家族生长因子，如Nodal/活化素/BMP，用于自体外细

胞培养的胚胎干细胞中创建定形内胚层细胞的效果。在典型的试验中，我们将活化素A、活

化素B、BMP或其组合加入至未分化的人干细胞系hESCyt-25培养物中开始分化过程。

[0235] 如图19所示，加入100ng/ml浓度的活化素A分化4天，与未分化的hESCs相比，诱导

了19倍SOX17基因表达。与活化素A一起加入活化素家族的第二个成员活化素B通过4天的组

合活化素处理，与未分化的hESCs相比，诱导了37倍SOX17基因表达。与活化素A及活化素B一

同加入TGFβ家族Nodal/活化素及BMP亚群的第三个成员BMP4，与未分化的hESCs相比，诱导

了57倍SOX17基因表达(图19)。当以活化素及BMP诱导SOX17时，与不加因子的培养物对照相
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比，分化4天导致5-,10-及15-倍的诱导。通过5天活化素A、B及BMP的三重处理，SOX17诱导的

倍数比hESCs高70倍以上。这些数据显示，以Nodal/活化素TGFβ家族成员较高剂量、较长的

处理时间引起SOX17表达增加。

[0236] Nodal及相关活化素A、B及BMP分子促进SOX17的表达、定形内胚层体内体外的形

成。此外，加入BMP引起SOX17诱导升高，可能是通过Nodal共受体Cripto的进一步诱导。

[0237] 我们已经证实联合使用活化素A、B及BMP4引起SOX17诱导的增加及进而的定形内

胚层形成。与活化素A及B组合，长期加入BMP4(>4天)可诱导体壁及内脏内胚层及定形内胚

层的SOX17增加。因此，在本发明的一些实施方案中，在加入处理的4天内除去BMP4是重要

的。

[0238] 为了在单细胞水平上确定TGFβ因子处理的效果，使用SOX17抗体标记检测加入一

个时程的TGFβ因子的效果。如前图10A-F所示，随着时间进行，SOX17标记的细胞的相对数量

出现剧增。相对定量(图20)显示SOX17-标记的细胞增加20倍以上。该结果表明，与TGFβ因子

暴露的时间增加，细胞数量及基因表达水平均增加。如图21所示，与Nodal、活化素A、活化素

B及BMP4接触4天后，SOX17诱导的水平比未分化的hESCs高168倍。图22表明SOX17阳性细胞

的数量也呈剂量依赖性。100ng/mL或更高剂量的活化素A能够强有力地诱导SOX17的基因表

达及细胞数量增加。

[0239] 除TGFβ家族成员，Wnt家族分子可能在定形内胚层特异性和/或保持上起作用。与

单用活化素相比，使用活化素+Wnt3a的样本SOX17基因表达增加，表明Wnt分子对hESCs分化

为定形内胚层也有益(图23)。

[0240] 上述所有试验均在含10％血清及添加因子的组织培养基中进行。令人吃惊的是，

我们发现在添加的活化素存在下，血清浓度对SOX17表达水平有作用，如图24A-C所示。当血

清水平由10％降至2％时，在活化素A及B的存在下，SOX17的表达增加3倍。

[0241] 最后，我们证实活化素诱导SOX17+细胞在培养物中分裂，如图25A-D所示。箭头显

示以SOX17/PCNA/DAPI标记的细胞处于有丝分裂期，证据是PCNA/DAPI-标记的有丝分裂板

模式及时相差有丝分裂特征。

[0242] 实施例7

[0243] 趋化因子受体4(CXCR4)的表达与定形内胚层标志物相关、而与中胚层、外胚层或

内脏内胚层标志物不相关

[0244] 如上所述，通过使用TGFβ家族及更特异的活化素/nodal亚族的细胞因子，ESCs可

被诱导分化至定形内胚层胚层。此外，我们已经表明胎牛血清(FBS)在分化培养基中的比例

影响定形内胚层自ESCs分化的效率。该效果为，在培养基中既定的活化素A浓度的条件下，

较高水平的FBS将抑制其最大分化至定形内胚层胚层。缺乏外源活化素A时，ESCs分化至定

形内胚层谱系的效率极低，且FBS浓度对ESCs的分化过程有较弱的效果。

[0245] 在这些试验中，hESCs的分化是在RPMI培养基(Invitrogen ,Carlsbad ,CA；cat#

61870-036)中生长6天，该培养基补充有0.5％、2.0％或10％FBS，包含或不含100ng/mL活化

素A。此外，在分化的前三天，0.5％-2.0％的梯度FBS也与100ng/mL活化素A联合使用。6天

后，自各培养条件中收集复制物样本，以实时定量PCR分析相对基因表达。将剩余细胞混合，

以免疫荧光检测SOX17蛋白。

[0246] 在使用的7个培养条件下，CXCR4的表达水平差异巨大(图26)。一般地，CXCR4表达
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在活化素A处理的培养基(A100)中高，而在无外源活化素A(NF)的培养基中低。此外，在A100

处理的培养基中，当FBS浓度最低时，CXCR4表达最高。在10％FBS条件下，CXCR4水平显著降

低，以致相对表达更吻合无活化素A(NF)的条件。

[0247] 如上所述，SOX17、GSC、MIXL1、及HNF3β基因的表达与定形内胚层细胞的特征相一

致。这4个基因在7个分化条件下的相对表达影射了CXCR4(图27A-D)的表达。这也证实了

CXCR4也为一种定形内胚层标志物。

[0248] 外胚层及中胚层谱系可通过其表达的各种标志物与定形内胚层区分开。早期中胚

层表达Brachyury及MOX1基因，然而，初生神经外胚层表达SOX1及ZIC1。图28A-D证实无外源

活化素A的培养物有利于中胚层及外胚层基因表达，在活化素处理的培养物中，10％FBS条

件也增加了中胚层及外胚层标志物表达的水平。这些表达模式与CXCR4模式相反，显示在该

发育时程，CXCR4并不高表达于衍生于ESCs中胚层或外胚层中。

[0249] 在哺乳动物发育早期，也发生了分化至胚外谱系。内脏内胚层的分化在此具有特

异的相关性，其与定形内胚层共同的许多基因，包括SOX17具有相同的表达。为了将定形内

胚层与胚外内脏内胚层区分，应当检测两者不同的标志物。SOX7代表表达在内脏内胚层，而

不是定形内胚层谱系的标志物。因而，在无SOX7表达的条件下，显示强SOX17基因表达的培

养物条件可能包括定形内胚层，而非内脏内胚层。如图28E所示，SOX7在无活化素A培养基中

高表达，SOX7甚至在活化素A存在的条件下，当FBS包括10％时，也表达增加。该模式与CXCR4

表达模式相反，表明CXCR4在内脏内胚层不高表达。

[0250] 还检测了上述各分化条件下SOX17免疫活性(SOX17+)细胞的相对数量。当hESCs在

高剂量活化素A及低FBS浓度(0.5％-2.0％)下分化时，SOX17+细胞在培养物中普遍分布。当

使用高剂量活化素A，而FBS浓度为10％(v/v)时，SOX17+细胞出现的频率降低，经常以孤立

的簇出现，而不是均匀发布在培养物中(图29A、C、B及E)。当无外源活化素A使用时，发现

SOX17+细胞进一步降低。在这些条件下，SOX17+细胞也以簇状出现，但这些簇较小且较高活

化素A、低FBS处理时少(图29C及F)。这些结果表明，CXCR4表达模式不仅在各种条件下符合

定形内胚层基因表达，而且符合定形内胚层细胞的数量。

[0251] 实施例8

[0252] 富集定形内胚层的分化条件增加CXCR4阳性细胞的比例

[0253] 活化素A的剂量也影响了定形内胚层从ESCs衍生的效率。本实施例增加活化素A的

剂量增加了CXCR4+细胞在培养物中的比例。

[0254] 将hESCs在添加了0.5％-2％FBS(在分化的前3天，逐渐由0.5％增加至1.0％，再至

2.0％)及0、10或100ng/mL活化素A的RPMI培养基中分化。分化7天后，将细胞在不含Ca2+/Mg2

+、包含2％FBS及2mM(EDTA)的PBS中室温解离5分钟。以35μm尼龙滤器过滤细胞、计数及沉

淀。将沉淀再悬浮于50％人血清/50％正常驴血清，在冰上孵育2分钟阻断非特异抗体结合

位点。向每50μL(包含约105个细胞)悬液加入1μL小鼠抗CXCR4抗体(Abcam ,cat#ab10403-

100)，再在冰上标记45分钟。加入5mL包含2％人血清(缓冲液)的PBS洗涤细胞、沉淀。再以

5mL缓冲液洗涤一次后，将细胞再以50μL缓冲液/105细胞浓度悬浮。加入终浓度为5μg/mL的

第二抗体(结合的FITC驴抗小鼠抗体；Jackson  Immuno  Research,cat#715-096-151)，标记

30分钟后再以上述缓冲液洗涤2次。将细胞再以5x106细胞/mL悬浮于缓冲液中，由流式细胞

仪设备操作人员(The  Scripps  Research  Institute)使用FACS  Vantage(Beckton 
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Dickenson)分析、分选。将细胞直接收集于RLT裂解缓冲液(Qiagen)供随后的总RNA分离，再

以实时定量PCR进行基因表达分析。

[0255] 当活化素A在分化培养基中的剂量(图30A-C)增加时，可观察到流式细胞仪测定的

CXCR4+细胞也剧增(图30A-C)。CXCR4+细胞落入R4门，该门仅使用第二抗体作为对照，R4门中

存在0.2％的该对照事件。当活化素A的剂量增加时，CXCR4+细胞数量的剧增与定形内胚层

基因表达明显增加相关(图31A-D)。

[0256] 实施例9

[0257] 富集分离CXCR4阳性细胞供定形内胚层基因表达、除去表达中胚层、外胚层及内脏

内胚层标志物的细胞

[0258] 收集上述实施例8识别的CXCR4+及CXCR4-细胞，分析了其相对基因表达，同时测定

了母体细胞群的基因表达。

[0259] 当活化素A的剂量增加时，CXCR4+基因表达的相对水平剧增(图32)。这与活化素A

剂量依赖性增加CXCR4+细胞相关良好(图30A-C)。也很明显，从各细胞群分离出CXCR4+细胞

占据了该细胞群中几乎所有的CXCR4基因表达细胞。这证实了FACS方法收集这些细胞方法

的效率。基因表达分析表明，CXCR4+细胞不仅包括大部分CXCR4基因表达，而且也包括其它

定形内胚层标志物的基因表达。如图31A-D所示，进一步从SOX17、GSC、HNF3B、及MIXL1的母

体A100细胞群富集CXCR4+细胞。此外，CXCR4-部分包括极少的这些定形内胚层标志物基因表

达。而且，CXCR4+及CXCR4-细胞群显示了中胚层、外胚层及胚外内胚层标志物基因表达相反

模式。图33A-D表明，相对于A100母体细胞群，除去CXCR4+细胞以进行Brachyury、MOX1、ZIC1

及SOX7基因表达。相对于低或无活化素A的条件，该A100母体细胞群表达这些标志物已经很

低。这些结果表明，高剂量活化素A存在分化条件下自hESCs中分离的CXCR4+细胞获得高度

富集的基本纯的定形内胚层细胞。

[0260] 实施例10

[0261] 使用CXCR4定量细胞群体中的定形内胚层细胞

[0262] 为了确定细胞培养物或细胞群中定形内胚层细胞的比例定量，根据前述方法或于

2003年12月23日提交的美国临时专利申请第60/532,004号，题目为“定形内胚层”所述的方

法，其公开在此全部引入以供参考，以FACS分析表达CXCR4及其它定形内胚层标志物的细

胞。

[0263] 使用诸如上述实施例所述的方法，将hESCs分化产生定形内胚层。特别是，增加表

达在分化细胞培养物的产率及纯度，培养基中血清浓度严格控制如下：第一天0.2％FBS、第

二天1 .0％FBS及第3-6天2 .0％FBS。以FACS使用三种细胞表面抗原决定簇E-钙粘蛋白

(Cadherin)、CXCR4及凝血调节蛋白分选分化的培养物。然后以Q-PCR分析分选细胞群以确

定定形内胚层、胚外内胚层及其它细胞类型的标志物相对表达水平。从最佳分化培养物获

得的CXCR4分选细胞产生了>98％纯度的定形内胚层细胞的分离。

[0264] 表2显示了使用本发明所述的方法自hESCs分化的定形内胚层培养物标志物分析

的结果

[0265] 表2

[0266] 定形内胚层培养物的成分
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[0267]

[0268]

[0269] 特别是，表2显示CXCR4及SOX17阳性细胞(内胚层)包括70％-80％的细胞培养物中

的细胞。在这些表达SOX17的细胞中，低于2％表达TM(体壁内胚层)，低于1％表达AFP(内脏

内胚层)。当从SOX17/CXCR4阳性细胞比例中减去TM阳性及AFP阳性细胞(体壁及内脏内胚层

组合；总计3％)，可发现约67％-77％细胞培养物为定形内胚层。大约10％的细胞为E-钙粘

蛋白(ECAD)阳性，其为hESCs标志物，约10-20％的细胞为其它细胞类型。

[0270] 我们也发现，与前述的在整个5-6天的分化操作中将FBS浓度保持在<0.5％的低血

清方法相比，在FACS分离前分化细胞培养物中的定形内胚层的纯度可提高。然而，在整个5-

6天的分化操作中将细胞培养物浓度保持在<0.5％，也导致了产生的定形内胚层细胞总的

数量减少。

[0271] 根据本发明所述的方法制备的定形内胚层细胞在活化素存在下的培养物中保持

扩增50天以上而无明显分化。在这些情况下，培养期间保持SOX17、CXCR4、MIXL1、GATA4、

HNF3β的表达。此外，在这些培养物中未检测到TM、SPARC、OCT4、AFP、SOX7、ZIC1及BRACH。将

定形内胚层细胞在活化素存在下的培养物中保持扩增基本上50天以上而无明显分化是可

能的。

[0272] 实施例11

[0273] 定形内胚层细胞的其它标志物

[0274] 在下述试验中，RNA分离自纯化的定形内胚层及人胚胎干细胞群。然后以基因芯片

分析来自每一纯化细胞群的RNA。采用Q-PCR进一步考察定形内胚层而非胚胎干细胞表达的

基因作为定形内胚层标志物的潜力。

[0275] 将人胚胎干细胞(hESCs)保持在DMEM/F12培养基中，该培养基补充了20％

KnockOut血清替代品、4ng/mL重组人基础成纤维生长因子(bFGF)、0.1mM  2-巯基乙醇、L-谷

氨酸、非必需氨基酸及青霉素/链霉素。将hESCs在RPMI培养基中培养5天分化至定形内胚

层，该培养基补充了100ng/mL重组人活化素A、胎牛血清(FBS)及青霉素/链霉素。FBS各天的

浓度变化为:0.1％(第一天)、0.2％(第二天)及2％(第3-5天).

[0276] 为获得细胞hESCs及定形内胚层纯的群体进行基因表达分析，以荧光活化细胞分

选(FACS)分离。使用SSEA4抗原(R&D  Systems ,cat#FAB1435P)免疫纯化hESCs，使用CXCR4

(R&D  Systems,cat#FAB170P)纯化定形内胚层。细胞解离使用胰蛋白酶/EDTA(Invitrogen,

cat#25300-054)、以含2％人血清的磷酸盐缓冲液(PBS)洗涤，重新悬浮于100％人血清中并
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置于冰上10分钟阻断非特异性结合。将200μL的结合藻红蛋白的抗体加入800μL的人血清中

的5x  106细胞中，在冰上染色30分钟。以8mL  PBS缓冲液洗涤细胞两次，再悬浮于1mL  PBS

中。FACS分离以Scripps研究所的核心设备，使用FACS  Vantage(BD  Biosciences)进行。将

细胞直接收集于RLT裂解缓冲液，根据操作说明(Qiagen)以RNeasy分离RNA。

[0277] 将纯化的RNA送样两次(Durham,NC)，使用Affymetrix平台的U133Plus2.0高密度

寡核苷酸阵列生成表达特征数据产生表达谱数据。呈现的数据是一组比较，鉴别hESCs与定

形内胚层两个细胞群差异表达的基因。将表达水平与hESCs发现的基因水平相比强烈升高

变化的基因选作新的候选标志物，其具有高度的定形内胚层特征。根据所述的方法使用Q-

PCR测定选定的基因，以验证基因芯片上发现的基因表达变化，并考察hESC分化时程间的这

些基因的表达模式。

[0278] 图34A-M显示一些标志物基因表达结果。加入100ng/ml活化素A后，于第1、3及5天

分析细胞培养物，显示分化操作(CXDE)5天结束后表达CXCR4的定形内胚层细胞及人胚胎干

细胞(HESC)的结果。图34C及G-M比较表明六个标志物基因FGF17、VWF、CALCR、FOXQ1、CMKOR1

及CRIP1，显示彼此几乎完全相同的表达模式，其也完全与CXCR4及SOX17/SOX7表达模式相

同。如上所述，SOX17在定形内胚层及表达SOX7的胚外内胚层两者中均表达。由于SOX7在定

形内胚层不表达，SOX17/SOX7的比值可靠的估计了整个群体所表明的定形内胚层中SOX17

表达的贡献。嵌图G-L及M与嵌图C的相似性显示FGF17、VWF、CALCR、FOXQ1、CMKOR1及CRIP1可

能为定形内胚层的标志物，且表明了其在胚外内胚层细胞中表达不显著。

[0279] 应当理解，本文所述Q-PCR结果可进一步以ICC确证。

[0280] 本发明所述的方法、组合物及设备是优选实施方案的代表，是示例性的，不能视为

对本发明范围的限制。本领域技术人员可对其作出变化及作其它应用，这包含在本发明的

精神中并由公开的范围来定义。因此，很明显，本领域技术人员在不偏离本发明范围及精神

下，可对本文公开的发明作出替换及变动。

[0281] 如下述权利要求及全部公开所述，短语“基本上由……组成”指包括短语后所列的

任何成分，并限于那些对公开中说明的活性或作用不干扰或无贡献的其它成分。因而，短语

“基本上由……组成”表明列出的成分是需要的或必需的，但是其它成分任选，视是否影响

列出成分的活性或作用选用或不用。

[0282] 参考文献
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