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(57)摘要

本发明涉及一种用于真核细胞培养的化学

成分确定的培养基，其在人亚全能干细胞培养中

的应用，包括人亚全能干细胞和所述化学成分确

定的培养基的细胞培养系统，以及用于增殖和/

或维持人亚全能干细胞的试剂盒，所述化学成分

确定的培养基包含水、至少一种碳源、一种或多

种维生素、一种或多种盐、一种或多种脂肪酸、一

种或多种缓冲组分、硒、具有抑制干细胞分化能

力的TGF-β超家族的至少一种多肽和酸性鞘磷

脂酶功能性抑制剂(FIASMA)组的至少一种物质。
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1.一种用于真核细胞培养的化学成分确定的培养基，其包含水、至少一种碳源、一种或

多种维生素、一种或多种盐、一种或多种脂肪酸、一种或多种缓冲组分、硒、具有抑制干细胞

分化能力的TGF-β超家族的至少一种多肽和酸性鞘磷脂酶功能性抑制剂(FIASMA)组的至少

一种物质。

2.根据权利要求1所述的化学成分确定的培养基，其中所述FIASMA选自曲米帕明、米帕

林、异丙嗪和普罗吩胺，优选地，所述FIASMA是曲米帕明。

3.根据权利要求1或2所述的化学成分确定的培养基，其中所述TGF-β超家族的至少一

种多肽选自活化素、nodal、肌肉生长抑制素和GDF3。

4.根据权利要求3所述的化学成分确定的培养基，其中所述TGF-β超家族的至少一种多

肽选自活化素，优选所述多肽是活化素a。

5.根据权利要求1至4中任一项所述的化学成分确定的培养基，其中所述化学成分确定

的培养基完全不含人或动物来源的物质。

6.根据权利要求1至5中任一项所述的化学成分确定的培养基，其中所述化学成分确定

的培养基不含FGF-2、白蛋白和/或TGF-β1中的任意组分。

7.根据权利要求1至6中任一项所述的化学成分确定的培养基，其中所述至少一种

FIASMA的浓度在0.1mg/L至10mg/L的范围内，优选在0.5mg/L至5mg/L的范围内。

8.根据权利要求1至7中任一项所述的化学成分确定的培养基，其中所述TGF-β超家族

的至少一种多肽的浓度在0.2μg/L至200μg/L的范围内，优选在1μg/L至100μg/L的范围内，

更优选在2μg/L至20μg/L的范围内。

9.根据权利要求1至8中任一项所述的化学成分确定的培养基，其中所述一种或多种缓

冲组分选自无机碳酸氢盐、无机磷酸盐或4-(2-羟乙基)-1-哌嗪乙磺酸(HEPES)。

10.根据权利要求1至9中任一项所述的化学成分确定的培养基，其中硒的浓度在1μg/L

至100μg/L的范围内，优选在10μg/L至50μg/L的范围内。

11.根据权利要求1至10中任一项所述的化学成分确定的培养基，还包含胰岛素和/或

转铁蛋白，其中转铁蛋白的浓度在0.1mg/L至100mg/L的范围内，优选在1mg/L至50mg/L的范

围内，更优选5mg/L至25mg/L的范围内，并且/或者胰岛素的浓度在0.1mg/L至100mg/L的范

围内，优选在1mg/L至10mg/L的范围内。

12.根据权利要求1至11中任一项所述的化学成分确定的培养基，还包含抗坏血酸，其

中抗坏血酸的浓度在3mg/L至300mg/L的范围内，优选在10mg/L至100mg/L的范围内。

13.根据权利要求1至12中任一项所述的化学成分确定的培养基的用途，其用于培养真

核细胞，优选人亚全能干细胞，更优选人诱导亚全能干细胞。

14.根据权利要求13所述的化学成分确定的培养基的用途，其中亚全能干细胞的培养

按照贴壁细胞培养进行，优选地亚全能干细胞的培养在细胞外基质上进行，更优选在无异

种成分的细胞外基质上进行。

15.一种细胞培养系统，其包含人亚全能干细胞，优选人诱导亚全能干细胞，和根据权

利要求1至12中任一项所述的化学成分确定的培养基。

16.根据权利要求15所述的细胞培养系统，还包含细胞外基质，优选无异种成分的细胞

外基质。

17.一种用于细胞培养中增殖和/或维持人亚全能干细胞的试剂盒，包括：
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-第一组合物，包含细胞外基质制剂，优选无异种成分的细胞外基质制剂，

-第二组合物，包含水、至少一种碳源、一种或多种维生素、一种或多种盐、一种或多种

脂肪酸和一种或多种缓冲组分，

-第三组合物，包含抗坏血酸、硒、胰岛素、转铁蛋白、活化素a和曲米帕明，以及

-任选地，用于细胞解离的第四组合物。
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用于亚全能干细胞的培养基

技术领域

[0001] 本发明涉及用于真核细胞培养的化学成分确定的培养基，该培养基用于增殖和/

或维持亚全能干细胞的用途，包含亚全能干细胞和该化学成分确定的培养基的细胞培养系

统，以及用于增殖和/或维持亚全能干细胞的试剂盒。

背景技术

[0002] 自我更新和分化成各种终末成熟细胞类型的能力是所有类型的干细胞共有的标

志。这些机制在正常干细胞中受到严格控制，但在干细胞向终末分化成熟细胞的逐步多阶

段分化过程中，潜力逐渐丧失(Sanges等人，2010)。

[0003] 干细胞的效力指定其分化成不同细胞类型的潜力。干细胞可根据其效力进行分

类，例如全能干细胞可以分化成所有细胞类型，包括胚胎细胞和胚外细胞。全能干细胞由卵

子和精子细胞的融合而产生，并且可以构建完整的、有活力的生物体。相反，单能干细胞只

能产生一种细胞类型，但其具有自我更新的特性，这使它们与非干细胞区别开来。可以分化

成一些但不是所有细胞类型的干细胞类型是多能(multipotent)干细胞，其可以分化成许

多种细胞类型，但仅限于密切相关的细胞家族的细胞类型。亚全能(pluripotent，多能)干

细胞可以分化成几乎所有细胞，但不能分化成胚外组织，例如胎盘( 2007)。

[0004] 亚全能干细胞(PSC)的两个最熟知的实例是胚胎干细胞(ESC)和诱导亚全能干细

胞(iPS)(Sanges等人，2010)。

[0005] 胚胎干细胞是第一种被分离并培养的亚全能干细胞，并且最初来源于1981年发育

中的小鼠胚胎的内细胞团(ICM)(Pauklin等人，2011)。这些细胞无限增殖并具有遗传稳定

性。

[0006] 1998年人类胚胎干细胞的出现(Thomson等人，1998)将干细胞研究推向了新的高

度。胚胎干细胞研究以惊人的速度征服了科学，带来细胞和发育生物学的重大进展(Wobus

等人，2005)。

[0007] 今天，来自不同物种的胚胎干细胞代表了多功能的生物学工具，例如，用于向各种

细胞类型的定向分化，基因靶向和转基因动物的产生(Wobus等人，2005)。重要的是，它们无

限的自我更新能力与分化成具有治疗价值的细胞的能力相结合，为许多不可治疗的医学病

症的治疗带来了新的希望。

[0008] 2006年在小鼠系统(Takahashi和Yamanaka，2006)和2007年在人类中(Takahashi

等人，2007；Yu等人，2007)被首次描述，iPS细胞是通过将成熟的体细胞重编程(reprogram)

为亚全能状态而人工生成的。该原理基于通过各种技术方法诱导不同的亚全能性

(pluripotency)基因的表达(González等人，2011)。这种简炼的和革命性的技术允许规避

与胚泡衍生的hESC相关的伦理问题，并为产生患者特异性干细胞和疾病模型开辟了新的可

能性。初看时，iPSC与ESC共有许多特性，例如：形态学、亚全能性和标记物表达。然而，详细

的分析揭示了hESC与其人工生成的对应物之间的一些基本差异，例如体细胞阶段(somatic 

stage)期间的突变积累和表观遗传修饰/DNA甲基化(“印记”)的变异(Puri和Nagy，2012)。
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[0009] 重要的是要注意，多能细胞系也可以直接从外胚层细胞建立，或通过体外去分化

成多能胚胎生殖细胞(EGC)而间接地从它们的单能后代即原始生殖细胞(PGC)建立。

[0010] 将成熟体细胞重编程为亚全能状态的另外但很少使用的技术是体细胞核移植

(SCNT)和细胞融合(Sanges等人，2010)。SCNT通过将体细胞核转移到去核卵母细胞中来实

现重编程过程。该技术产生功能完全的胚胎，并有时用于克隆(转基因)动物，例如，“多莉羊

(Dolly  the  sheep)”(“生殖性克隆”)(Wilmut等人，1997)，但也可用于建立患者特异性多

能细胞系(“治疗性克隆”)。

[0011] 最后，细胞融合通过亚全能干细胞与体细胞的融合来产生四倍体或多倍体多能细

胞杂种。

[0012] 尽管多能细胞具有显著的治疗潜力，但目前科学尚未达到基于多能细胞的安全有

效治疗所需的阈值。

[0013] 具有讽刺意味的是，这些细胞几乎无限的可能性代表着它们在广泛的治疗应用中

的主要障碍：用于移植的细胞制剂中的残留多能细胞造成了患癌症/肿瘤的高风险，并且目

前没有安全的技术来保证没有这种危险的细胞杂质(Puri和Nagy，2012)。此外，即使经过15

年的hESC培养，提供功能性可移植细胞的整体优化分化方案仍然很少(Bilic和Izpisua 

Belmonte，2012)。

[0014] PSC的亚全能性可通过各种直接和间接技术方法进行评估。动物细胞的黄金标准

是嵌合体的产生和测试对包括种系传递在内的所有组织的贡献(Sheridan等人，2012；

Jaenisch和Young，2008)。

[0015] 对于人亚全能干细胞，由于明显的伦理原因，不能进行这些对亚全能性的严格测

试。因此，间接方法(例如在免疫受损小鼠或分化成所有三个胚层的胚胎体中形成畸胎瘤)

被用作人PSC亚全能性测试的替代方法(Sheridan等人，2012)。这些方法费力、昂贵/耗时且

技术上具有挑战性。因此，亚全能性标记物表达模式(例如，Oct-3/4、Nanog、SSEA和Tra抗

原)的测试，目前也被广泛接受为多能状态的间接证据(Wenxiu等人，2012)。实际上，迄今为

止还没有技术可用于通过功能手段最终验证现有hPSC系的亚全能性。

[0016] 因此，干细胞培养的一大挑战是维持亚全能性。在第一次PSC研究中，胚胎干细胞

在含有FCS的不确定培养基中的饲养细胞层(主要是鼠胚胎成纤维细胞(MEF))上培养

(Wobus等人，2005)。然而，培养基中存在不确定的物质经常导致培养细胞的自发分化，从而

导致亚全能性丧失。后来，FCS可以在某种程度上被更明确的血清替代物取代。支持ESC自我

更新的细胞外基质涂层的引入允许使用饲养层细胞条件培养基进行无饲养层细胞培养。然

而，培养过程仍然耗时，费力且不好定义。

[0017] 近年来，PSC培养经历了重大的技术进步。确定的培养基组合物成为标准，然后是

第一种无异种成分的确定的配方。然而，所有这些培养系统仍然依赖于不确定的异种且标

准化很差的细胞外基质(ECM)制剂-在使用确定的/无异种成分的培养基时，这是矛盾的。实

际上，研究最近克服了这一障碍，并鉴定出支持未分化PSC扩增的天然/合成ECM分子和肽。

科学家现在能够完全定义/人源化hPSC的衍生和培养。

[0018] 第一种为人亚全能干细胞(hPSC)建立的确定的且无饲养层的体外培养系统含有

FGF-2(FGFR配体)和TGFβ-1(ALK5配体)，以稳定地支持它们的扩增、持续的自我更新和亚全

能性的维持(Ludwig等人，2006)。虽然FGF-2或TGFβ-1本身不能在确定的且无饲养层的培养
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条件下稳定地将hPSC保持在未分化状态，但FGF/TGF-β信号传导的组合激活却可以。

[0019] 然而，用于培养未分化的人干细胞的这些培养基尚未完全开发用于大规模细胞培

养。它们很昂贵，并且可能发生批次间的变化。

[0020] 因此，尽管有这些最近的技术进步，但已建立的hPSC培养系统仍然具有以下一种

或多种不利特性：使用超生理学的大量的生长因子，含有从人或动物来源纯化的物质，或依

赖于动物来源的和/或不确定的ECM。

[0021] 正在进行的研究试图规避这些不利特性。科学工作表明，hPSC的自我更新支持也

可以-至少部分地-通过参与如US  8,211,699  B2中描述的ErbB3信号传导途径或Nodal/活

化素信号传导的替代信号传导途径来实现(Vallier等人，2005；Xiao等人，2006)。活化素a，

一种ActRIIA/ALK4配体，能够自行扩展有限数量的hPSC系的亚全能性(Xiao等人，2006)，但

对于其它已建立的细胞系则不能(Vallier等人，2005)。相反，活化素a与FGF-2的组合可以

在这些培养条件下稳定地将hPSC维持在多能状态(Vallier等人，2009)。

[0022] 最近的科学进步导致出现能够特异性地操纵细胞信号传导的小分子，例如，以帮

助重编程体细胞从而产生iPS细胞系(Zhang等人，2012)。这些有机化学物质中的一些还具

有支持在没有经典细胞因子例如FGF-2和TGFβ-1的情况下维持hPSC的自我更新和亚全能性

的潜力。

[0023] 二苯并氮杂卓类物质的不同三环类抗抑郁药神经递质拮抗剂，如曲米帕明，已被

证明可在没有添加FGF-2和确定的无饲养层细胞培养条件的情况下特异性地扩展某些hPSC

系的亚全能性(Kumagai等人，2013)。然而，这似乎仅适用于选定的hPSC系，而一般情况下不

适用。在曲米帕明的存在下，其它已建立的细胞系表现出逐渐分化，并且不能繁殖。

[0024] 因此，本发明的一个目的是提供一种改进的化学成分确定的细胞培养基，用于培

养广谱的已建立的亚全能干细胞系，当使用所述培养基连续传代时亚全能干细胞系保持亚

全能性。

发明内容

[0025] 该目的通过本发明的主题得到解决。本发明提供用于真核细胞培养的化学成分确

定的培养基，其包含水、至少一种碳源、一种或多种维生素、一种或多种盐、一种或多种脂肪

酸、一种或多种缓冲组分、硒、具有抑制干细胞分化能力的TGF-β超家族的至少一种多肽和

FIASMA组的至少一种物质。

[0026] 发明人已经鉴定了根据本发明的化学成分确定的培养基中的FIASMA与TGF-β超家

族成员的组合的协同效应，其允许在标准化培养环境中扩增和维持未分化状态下的hPSC。

根据本发明的化学成分确定的培养基能够实现表明了维持hPSC自我更新的hPSC培养物的

持续增殖和连续传代。一旦启动hPSC培养，细胞可以持续传代。

[0027] 培养基制剂不仅是化学物质明确/无异种成分的，而且完全排除了从人或动物来

源纯化的物质。此外，培养基以在较低生理范围内的所用化合物的浓度起作用。最佳的培养

环境允许受控良好的培养过程，一致且可重复的性能以及对已建立的亚全能干细胞系的亚

全能性的稳定支持。

[0028] 本发明进一步提供了化学成分确定的培养基用于培养真核细胞，优选人亚全能干

细胞，更优选人诱导亚全能干细胞的用途。因此，本发明还提供了细胞培养系统，其包含人
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亚全能干细胞，优选人诱导亚全能干细胞，和化学成分确定的培养基。

[0029] 另外，本发明提供了用于细胞培养中增殖和/或维持人亚全能干细胞的试剂盒，包

括：

[0030] -第一组合物，包含细胞外基质制剂，优选无异种成分的细胞外基质制剂，

[0031] -第二组合物，包含水、至少一种碳源、一种或多种维生素、一种或多种盐、一种或

多种脂肪酸和一种或多种缓冲组分，

[0032] –第三组合物，包含抗坏血酸、硒、胰岛素、转铁蛋白、活化素a和曲米帕明，和

[0033] -任选地，用于细胞解离的第四组合物。

附图说明

[0034] 图1显示在含有10μg/L活化素a的干细胞培养基(如实施例4中所定义)中扩增1代

(5天)的hPSC的放大50倍的光学显微镜图像。细胞经历显著增殖但表现出高度异质的形态

模式。细胞大小急剧增加(低核质比)，并且在培养基变化之间观察到大量分离的细胞，表明

显著的分化以及活化素a不能维持hPSC处于未分化状态。

[0035] 图2显示在含有曲米帕明的干细胞培养基(如实施例5中所定义)中培养5天的hPSC

的放大50倍的光学显微镜图像。细胞保留了典型的亚全能干细胞表型，具有高核质比和光

滑边缘的群落。然而，使用曲米帕明，接种的细胞团块在整个培养期期间保持几乎相同的大

小，表明完全没有细胞增殖。

[0036] 图3显示在含有活化素a和曲米帕明的干细胞培养基(如实施例1中所定义)中扩增

三代的hPSC在放大50倍的高汇合度下(A)和放大200倍的低汇合度下(B)的光学显微镜图

像。均质培养物稳定地表现出人亚全能干细胞的原型形态生长模式，显示高核质比和光滑

的群落边界。没有分化的迹象。

[0037] 图4显示在含有活化素a和曲米帕明的干细胞培养基(如实施例1中所定义)中三次

传代后hPSC亚全能性标记物表达的流式细胞术分析结果。x轴表示SSEA-4表达，y轴表示

Oct-3/4表达。A)阴性对照，B)Oct-3/4和SSEA-4的双重染色。在没有外源添加的FGF-2的情

况下，在建立的hPSC培养基中连续三次传代后，超过99％的扩增的hPSC针对亚全能性标记

物谱(profile)Oct-3/4/SSEA-4是双阳性的。

[0038] 图5显示在含有曲米帕明和活化素a的干细胞培养基(如实施例1中所定义)中连续

9次传代培养(A)以及在包含FGF-2和TGF-β1的hPSC培养基(如实施例9中所定义)中8次传代

培养用于比较(B)的hPSC系WTSli026-A的放大100倍的光学显微镜图像。

[0039] 图6显示在含有曲米帕明和活化素a的干细胞培养基(如实施例1中所定义)中9次

传代后(A+B)以及在含有FGF-2和TGF-β1的hPSC培养基(如实施例9中所定义)中8次传代后

(C+D)hPSC系WTSli026-A中hPSC亚全能性标记物表达的流式细胞术分析结果。x轴表示

SSEA-4表达，y轴表示Oct-3/4表达。A+C代表阴性对照，B+D代表Oct-3/4和SSEA-4的双重染

色。

具体实施方式

[0040] 为了提供对说明书和权利要求的清楚和一致的理解，以及给出这些术语的范围，

提供以下定义。
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[0041] 如本文所用的术语“成分”是指可用于细胞培养基中以维持或促进细胞的生长或

增殖的任何化学或生物来源的化合物。术语“组分”和“成分”可互换使用，并且都意指这些

化合物。用于细胞培养基的典型成分包括氨基酸、盐、金属、糖、脂质、核酸、激素、维生素、脂

肪酸、蛋白质等。根据特定需要，本领域技术人员可以选择促进或维持离体细胞生长的其它

成分。

[0042] 本文所用的术语“培养基(medium)”、“细胞培养基”、“培养基(culture  medium)”

和“培养基配方”是指用于培养或生长细胞的营养液。

[0043] 如本文所用的“细胞培养物”是指在人工体外环境中得到维持、培养或生长的细胞

或组织。术语“培养(cultivating)”和“培养(culturing)”是同义词。

[0044] 术语“人亚全能干细胞”或“hPSC”是指人源的未分化的生物细胞，其可以分化成除

胚外组织之外的几乎所有细胞。hPSC可分为人胚胎干细胞(ESC)和诱导亚全能干细胞

(iPS)。ESC是源自囊胚的内细胞团的亚全能干细胞，囊胚是早期胚胎植入前胚胎。因此，术

语“人胚胎干细胞”或“hESC”是指源自人胚胎的亚全能干细胞。相反，诱导亚全能干细胞可

以从成体细胞产生。因此，如本文所用的术语“诱导亚全能干细胞”或“iPSC”涉及可以直接

从成体细胞产生的一类亚全能干细胞。因此，术语“人诱导亚全能干细胞”或“hiPSC”是指直

接从人成体细胞产生的iPCS。

[0045] 未界定的干细胞转化为更特化的细胞类型称为“分化”。因此，如本文所用的术语

“干细胞分化”描述了未界定的干细胞的特化。分化成更特化的细胞类型的潜力称为效力。

因此，术语“效力”或“分化潜能”指定为干细胞转化为更特化的细胞类型的潜力。干细胞可

根据其分化潜能进行分类。具有分化成胚胎细胞类型和胚外细胞类型的能力的干细胞被称

为全能细胞。这类细胞可以构建完整的有活力的生物体。全能细胞的后代是可分化成几乎

所有细胞即源自三个胚层中任一者的细胞的亚全能(pluripotent，多能)干细胞。更特化的

细胞被称为多能(multipotent)干细胞，它可以分化成许多细胞，但只能分化为密切相关的

细胞家族。只能分化成少数细胞的干细胞，如淋巴或骨髓干细胞，是寡能干细胞。单能细胞

只能产生自身的细胞类型，但具有自我更新的特性，这使它们与非干细胞区别开来。

[0046] 如本文所用的“化学成分确定的培养基”是其中所有成分和浓度都是已知的培养

基。它特别是“无血清的”，即培养基不含血清(例如胎牛血清(FBS)、人血清、马血清、山羊血

清等)。

[0047] 术语“无血清培养条件”和“无血清条件”是指排除任何类型的血清的细胞培养条

件。

[0048] “培养容器”是指各种尺寸的玻璃容器、塑料容器或其它容器，其可以为生长细胞

提供无菌环境。例如，可以使用烧瓶、单孔或多孔板、单孔或多孔盘或者多孔微孔板。

[0049] 本文所用的术语“流加(feeding)”和“培养基更换”是指替换在其中培养细胞的培

养基。本文所用的术语“代(passage)”和“传代(passaging)”是指将一些或所有细胞从先前

的培养物转移到新鲜的细胞培养基中。对于已建立的hPSC培养物，必须根据经验确定每个

hPSC系的流加间隔。根据本发明的化学成分确定的培养基支持长达72小时的培养基更换间

隔。然而，在培养开始时，建议在最初的2-3天内每天更换培养基。

[0050] 如本文所用的术语“盐”或“无机盐”是指存在于细胞培养基中的元素的盐。

[0051] 如本文所用的“缓冲组分”是用于将溶液(即培养基)的酸度(pH)维持在选定值附
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近的物质。组织培养物中缓冲组分的功能是将pH保持在窄的合适范围内，并防止有害的pH

波动，有害的pH波动可能因细胞代谢物(例如乳酸)的培养基酸化而发生。

[0052] “生理范围”描述了物质在生物体或其部分中以天然存在的浓度而存在。在这些浓

度范围内，所述物质参与生物体或其部分中的生物化学过程。通常，生物体或其部分中的物

质的浓度以平均浓度给出。因此，术语“较低生理范围”或“较高生理范围”是指分别低于或

高于物质的平均浓度的物质的浓度。

[0053] 本发明尤其基于以下发现：在化学成分确定的细胞培养基中，酸性鞘磷脂酶功能

性抑制剂(FIASMA)组的化合物即曲米帕明与TGF-β超家族成员即活化素a的组合，支持未分

化的亚全能干细胞的有效体外扩增。特别地，该培养基不需要外源添加的FGF-2。

[0054] 本发明提供用于真核细胞培养的化学成分确定的培养基，其包含水、至少一种碳

源、一种或多种维生素、一种或多种盐、一种或多种脂肪酸、一种或多种缓冲组分、硒、具有

抑制干细胞分化的能力的TGF-β超家族的至少一种多肽和FIASMA组的至少一种物质。

[0055] 如实施例中所示，根据本发明的化学成分确定的培养基是用于扩增和/或维持亚

全能干细胞的有价值的工具。在根据本发明的化学成分确定的培养基中，FIASMA曲米帕明

和作为TGF-β超家族成员的活化素a的特定组合允许hESC的快速扩增，同时维持亚全能干细

胞的典型特性。细胞具有光滑边缘群落的典型生长模式，并且在几次传代后仍然表达亚全

能性标记物Oct-3/4和SSEA-4。

[0056] 如本文所用的“活化素a”是指如UniProtKB数据库(http://www .uniprot .org/

uniprot/)的登录号P08476所定义的抑制素βA亚基的同型二聚体及其功能等同物。活化素a

是TGF-β超家族的成员。TGF-β超家族是一大组结构相关的细胞调节蛋白。TGF-β超家族成员

在例如许多细胞类型中的增殖、分化和其它功能中起重要作用。通常，蛋白质是同源二聚体

或异源二聚体，但二聚体代表蛋白质的活性形式，由通过单个二硫键连接的两条链构成。

[0057] 在已建立的干细胞培养基配方中，TGF-β超家族中最突出的成员TGF-β已被用于支

持hPSC的自我更新。在没有TGF-β的情况下，单独地或与其它活性物质组合地，在包含TGF-β

超家族的其它成员即Nodal、肌肉生长抑制素、生长分化因子3(GDF3)或活化素的培养基中

培养的细胞，也可以观察到自我更新。然而，经鉴定的蛋白质不会激活经典的TGF-β激活的

下游信号传导途径，而是触发替代的信号传导途径例如ErbB3-信号传导途径或Nodal/活化

素信号传导途径(Pera和Tam，2010)。该发现表明存在调节干细胞分化的不同的细胞内信号

传导途径。

[0058] 在本发明的一个实施方案中，根据本发明的化学成分确定的培养基包含具有抑制

干细胞分化的能力的TGF-β超家族的多肽和FIASMA。根据进一步的实施方案，TGF-β超家族

的多肽不是TGF-β。

[0059] 例如，活化素a与ActRIIA受体结合并启动ActRI受体的快速募集、磷酸化和活化。

然后通过磷酸化和随后的细胞质SMAD蛋白质的活化来激活SMAD2/3级联。这些蛋白质转位

至细胞核并与SMAD4相互作用，导致包括负责调节细胞分化的基因在内的各种基因的基因

表达。

[0060] 因此，在本发明的一个实施方案中，TGF-β超家族的至少一种多肽选自活化素、

nodal、肌肉生长抑制素和GDF3。

[0061] 在本发明的另一个实施方案中，TGF-β超家族的成员选自活化素，因为活化素激活
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相似的异聚丝氨酸/苏氨酸特异性蛋白激酶，该蛋白激酶负责调节干细胞分化。在一个优选

的实施方案中，TGF-β超家族的成员是活化素a。

[0062] 本实施例表明单独使用活化素a导致hPSC的快速分化。除了本文测试的细胞系之

外，活化素a不能扩展其它已建立的hPSC特别是hESC的亚全能性(Vallier等人，2005)。

[0063] FIASMA在该类别的所有分子中共有保守的物理化学性质。迄今为止所有经鉴定的

FIASMA都含有碱性氮原子和亲脂性部分，导致分子的阳离子两亲特征。由于这些结构和功

能的相似性，可以合理地预期其它FIASMA表现出与实施例中曲米帕明所示相同的效果。

[0064] 在FIASMA中，存在一组与曲米帕明具有增大的结构相似性的分子，例如米帕林

(mepacrine)、异丙嗪(promethazine)和普罗吩胺(profenamine)。令人关注的是，这组分

子，特别是曲米帕明、米帕林、异丙嗪和普罗吩胺，已经被鉴定为在没有FGF2的情况下培养

时的干细胞中诱导已知的亚全能性标记物SSEA-3、SSEA-4TRA-1-60、TRA-1-81和OCT4的表

达(Kumagai等人，2013)。该相关性允许在实施例中呈现的结果转移至FIASMA组的其它成

员，特别是米帕林、异丙嗪和普罗吩胺。

[0065] 因此，在本发明的另一个实施方案中，FIASMA选自曲米帕明、米帕林、异丙嗪和普

罗吩胺。在本发明的一个优选实施方案中，FIASMA是曲米帕明。

[0066] 实施例揭示单独的曲米帕明对于维持hPSC的未分化增殖不是完全有效的。事实

上，细胞保持未分化状态，而hPSC的增殖受到抑制。因此，单独使用曲米帕明仅延长未分化

干细胞的亚全能性。

[0067] 由于单独的曲米帕明和活化素a都不足以支持未分化的亚全能干细胞的增殖和维

持，因此当组合使用时，这两种物质可具有协同效应。

[0068] 实际上，本发明人惊奇地发现，曲米帕明和活化素a的组合允许亚全能干细胞的增

殖和维持。曲米帕明和活化素a在化学成分确定的细胞培养基中的组合可以触发信号传导

途径，从而允许对范围广泛的亚全能干细胞的长期培养。

[0069] 在根据本发明的另一个实施方案中，化学成分确定的培养基中的FIASMA是曲米帕

明，并且TGF-β超家族的多肽是活化素a。

[0070] 根据一个实施方案，FIASMA的分子量在250g/mol至500g/mol的范围内。曲米帕明

是一种相对较小的分子，分子量为294.4g/mol。普罗吩胺的分子量为312.4g/mol，米帕林的

分子量为399.9g/mol，异丙嗪的分子量为284.4g/mol。由于分子尺寸相对较小，因此FIASMA

可以进入多层组织。在细胞内，FIASMA可以直接与细胞分化的重要调节剂相互作用。已知抑

制干细胞分化的其它活性剂，如生长因子，依赖于受体分子将信号转导到细胞中。当达到某

个阈值时，通过受体的信号转导通常被激活，而FIASMA与调节蛋白的直接相互作用可以以

浓度依赖性方式发生。

[0071] 传统上用于激活亚全能性和自我更新信号传导途径的生长因子，例如，FGF-2和

TGF-β1，代表高度效力但非常不稳定的小蛋白质，在细胞培养条件下其生物半衰期短，FGF-

2仅为约5至7小时，TGF-β1仅为约50分钟。结果，添加的生长因子的生物活性迅速降低。为了

防止hPSC的分化，传统的hPSC培养系统需要每日的培养基更换间隔。

[0072] 此外，为了减少每日的培养基更换间隔内潜在的分化效应(由于使用的生长因子

的半衰期短)，在一些确定的无饲养层的hPSC培养基如mTeSR或Essential  8中使用高达

100ng/ml  FGF-2的超生理浓度。然而，已证实超生理浓度的FGF会损害hPSC的增殖和自我更
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新(Furue等人，2008)。实际上，研究致力于开发具有改善的热稳定性的生长因子变体。

[0073] 相比之下，FIASMA，作为有机性的合成化学品，不仅是与传统生长因子的受体介导

的作用相比以更直接的机制起作用，而且在其半衰期方面也显示出显著的优势，从而允许

显著延长的培养基更换间隔。曲米帕明的半衰期为23小时，与FGF-2的半衰期相比，其值高

出三倍。一致地，根据本发明的化学成分确定的培养基甚至在高细胞密度下也能支持长达

72小时的培养基更换间隔，伴随对hPSC分化的强烈抑制-对常规hPSC培养具有显著的技术

益处。

[0074] 已经观察到使用根据本发明的培养基在FIASMA浓度为0.1mg/L时对维持干细胞亚

全能性的积极效果，并且当以高达10mg/L的浓度应用时可以获得显著的结果。当浓度高于

15mg/L时，FIASMA可能会产生细胞毒性作用。

[0075] 因此，在根据本发明的一个实施方案中，化学成分确定的培养基中至少一种

FIASMA的浓度在0.1mg/L至10mg/L的范围内。

[0076] 取决于使用何种FIASMA，随着FIASMA浓度从约0.5mg/L增加直至浓度为约5mg/L，

观察到保持亚全能性的效力提高。因此，在本发明的另一个实施方案中，FIASMA的浓度范围

为0.5mg/L至5mg/L。

[0077] 对于曲米帕明，当以1mg/L至4mg/L的浓度使用时，可获得稳定的结果。因此，在另

一个实施方案中，根据本发明的化学成分确定的培养基中FIASMA的浓度在1mg/L至4mg/L的

范围内。特别地，根据本发明的化学成分确定的培养基中FIASMA的浓度为1mg/L、1.5mg/L、

2mg/L、2.5mg/L、3mg/L、3.5mg/L或4mg/L。

[0078] 在一个实施方案中，根据本发明的化学成分确定的培养基包含浓度范围为1mg/L

至4mg/L的曲米帕明，特别地，曲米帕明的浓度为1mg/L、1.5mg/L、2mg/L、2.5mg/L、3mg/L、

3.5mg/L或4mg/L。在另一个实施方案中，根据本发明的化学成分确定的培养基包含浓度为

1mg/L、1.5mg/L、2mg/L、2.5mg/L、3mg/L、3.5mg/L或4mg/L的米帕林。在另一个实施方案中，

根据本发明的化学成分确定的培养基包含浓度为1mg/L，1.5mg/L、2mg/L、2.5mg/L、3mg/L、

3.5mg/L或4mg/L的异丙嗪。在另一个实施方案中，根据本发明的化学成分确定的培养基包

含浓度为1mg/L、1.5mg/L、2mg/L、2.5mg/L、3mg/L、3.5mg/L或4mg/L的普罗吩胺。

[0079] 本发明人还发现，取决于使用何种成员，可以将相对宽的浓度范围的TGF-β超家族

成员应用于根据本发明的化学成分确定的培养基中，从而积极地控制所培养的细胞的增殖

潜力。浓度为0.2μg/L的TGF-β超家族成员已经似乎具有效果。不希望受到理论束缚，假设

TGF-β超家族成员的浓度高于200μg/L可能部分地通过非常规的“非典型信号传导”而对细

胞具有有害的非特异性作用。因此，根据一个实施方案，在根据本发明的化学成分确定的培

养基中TGF-β超家族的至少一种多肽的浓度在0.2μg/L至200μg/L的范围内。

[0080] 此外，浓度范围为1μg/L至100μg/L的TGF-β超家族成员足以支持未分化的亚全能

干细胞的增殖和维持。浓度从1μg/L开始获得稳定的结果。然而，高于100μg/L的浓度超过大

多数TGF-β超家族成员的生理浓度。因此，在另一个实施方案中，根据本发明的化学成分确

定的培养基中TGF-β超家族的至少一种多肽的浓度在1μg/L至100μg/L的范围内。

[0081] 在补充有2μg/L至20μg/L的活化素a的根据本发明的化学成分确定的培养基中培

养的细胞，有力地显示多次传代后大多数细胞表达典型的亚全能性标记物Oct3/4、Nanog、

SSEA-4和TRA-1-60。浓度范围为1μg/L至50μg/L的GDF3和/或肌肉生长抑制素在体外触发所
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述亚全能性标记物的表达。特别地，浓度范围为10μg/L至20μg/L的GDF3和/或肌肉生长抑制

素在体外培养的细胞中显示出所述标记基因的强烈表达。对于nodal，当以10μg/L至500μg/

L的浓度应用时，可以观察到亚全能性标记物表达，特别是当在根据本发明的培养基中存在

浓度范围为50μg/L至200μg/L的nodal时，实现稳定表达。

[0082] 在另一个实施方案中，TGF-β超家族成员的浓度在2μg/L至20μg/L的范围内。特别

地，浓度为2μg/L、5μg/L、7.5μg/L、10μg/L、12.5μg/L、15μg/L或20μg/L。

[0083] 在一个优选的实施方案中，根据本发明的化学成分确定的培养基包含浓度为2μg/

L至20μg/L的活化素a，特别是浓度为2μg/L、5μg/L、7.5μg/L、10μg/L、12.5μg/L、15μg/L或20

μg/L。

[0084] 不希望受到理论束缚，可能有益的是以确定的比例应用FIASMA和TGF-β超家族成

员，以微调对于调节干细胞到成熟细胞的分化很重要的下游细胞过程。

[0085] 这种调节机制可涉及激活和/或抑制信号传导级联的同步，所述信号传导级联对

于调节细胞向某些组织的分化是重要的。调节亚全能干细胞分化的典型信号传导级联是

AKT-、SMAD-、Wnt/β/连环素-和PI(3)K-信号传导以及MEK/ERK级联。

[0086] 如上所述，FIASMA和TGF-β超家族成员可以以广泛的浓度应用。然而，存在限制，其

中浓度太低而不能激活必需的信号传导途径，或者当浓度太高时，物质变得具有细胞毒性

或细胞失去其亚全能性。在浓度比为50:1(FIASMA:TGF-β超家族成员)时，FIASMA能够诱导

各自的信号传导途径，并且TGF-β超家族成员的浓度允许抑制分化而不影响亚全能性。在浓

度比为2000:1时，细胞是有活力的，因此FIASMA没有细胞毒性，并且TGF-β超家族成员的浓

度足以维持亚全能性。

[0087] 必须指出的是，该比例基于FIASMA和TGF-β超家族成员的浓度(W/V)。由于与TGF-β

超家族成员相比其较低的分子量，因此化学成分确定的培养基中的摩尔比甚至更高。

[0088] 在本发明的一个实施方案中，至少一种FIASMA和TGF-β超家族的至少一种多肽以

2000:1至50:1的比例在根据本发明的化学成分确定的培养基中应用。

[0089] 在本发明的另一个实施方案中，化学成分确定的培养基包含比例为2000:1至50:1

的曲米帕明和活化素a。

[0090] 从实施例中可以看出，当细胞在包含约1000:1比例的浓度的曲米帕明和活化素a

的化学成分确定的培养基中培养时，实现了未分化的亚全能干细胞的增殖和维持。在本发

明的另一个实施方案中，至少一种FIASMA和TGF-β超家族的至少一种多肽以1000:1的比例

应用。在另一个实施方案中，曲米帕明和活化素a以1000:1的比例应用于根据本发明的化学

成分确定的培养基中。

[0091] 本发明人还观察到，改变FIASMA和TGF-β超家族成员的浓度导致浓度比为400:1，

在增殖和亚全能性维持方面使细胞培养物进一步稳定。因此，在另一个实施方案中，至少一

种FIASMA和TGF-β超家族的至少一种多肽以400:1的比例应用于根据本发明的化学成分确

定的培养基中。在优选的实施方案中，曲米帕明和活化素a在化学成分确定的培养基中的比

例为400:1。

[0092] 此外，根据本发明的化学成分确定的培养基普遍适用于不同的干细胞系。已建立

的细胞系表现出可变的培养基要求。化学成分确定的培养基涵盖了hPSC的一系列可变代谢

需求。
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[0093] 为了提供化学成分确定的培养基，避免了血清的使用。这导致需要替代培养基中

的血清。具有血清替代物的培养基补充有纯化蛋白、蛋白胨或水解产物，主要是动物或人来

源。在细胞培养系统中使用人或动物来源的物质会带来将污染物或病原体/病毒引入该过

程从而潜在地进入最终产品的潜在风险。因此，只有非动物来源产品完全替代动物来源的

物质才能得到安全的无血清培养基。

[0094] 因此，在根据本发明的一个实施方案中，化学成分确定的培养基完全不含包括蛋

白质、氨基酸、脂质、脂肪酸和碳水化合物的人或动物来源的物质。因此，在一个实施方案

中，本发明的化学成分确定的培养基中的TGF-β超家族成员是重组活化素a。

[0095] 本发明的化学成分确定的培养基提供了用于受控良好的培养过程的最佳培养环

境、一致且可重复的性能，而不以不利的高浓度应用生长因子如FGF-2(bFGF)或TGF-β。高浓

度生长因子的使用会引起不想要的副作用，因为除生长和分化外，生长因子还可能引发其

它几种非特异性细胞反应。当在补充了生长因子的培养基配方中培养干细胞时，减少不想

要的副作用是一个挑战，特别是当需要和/或优选延长的培养基更换间隔时。根据本发明的

化学成分确定的培养基以关键生长因子FGF-2的更稳定的化学替代物起作用，以维持亚全

能性和自我更新。对相关关键信号传导途径的直接细胞内作用模式以及在细胞培养条件下

改善的热稳定性产生了相似或甚至更好的结果，而没有所提及的副作用。此外，与基于经典

生长因子的hPSC培养基相比，通过更稳定的化学模拟物替代FGF-2允许伴随选择延长的培

养基更换间隔。

[0096] 因此，在本发明的一个实施方案中，根据本发明的化学成分确定的培养基不含

FGF-2和/或TGF-β。

[0097] 白蛋白是无血清细胞培养系统的另一种重要补充物。通常，通过所谓的血清替代

物将白蛋白引入培养基中。源自人(HSA)或牛(BSA)的天然白蛋白以及重组白蛋白通常用于

细胞培养。体外发现的许多分子在其不与复杂配偶体结合时是不稳定或破坏性的。白蛋白

的功能是结合、隔离和稳定一系列重要的小分子和离子。然而，并非所有白蛋白在细胞培养

中都具有相同的功效。因此，必须严格控制包含白蛋白的细胞培养系统。

[0098] 为了避免对细胞培养系统的这些劳动密集的控制，发明人开发了一种培养基配

方，其允许在没有白蛋白的稳定环境中进行细胞培养。根据进一步的实施方案，根据本发明

的化学成分确定的培养基不含白蛋白。

[0099] 在本发明的另一个实施方案中，根据本发明的化学成分确定的培养基不含FGF-2、

白蛋白和/或TGF-β1。在本发明的另一个实施方案中，根据本发明的化学成分确定的培养基

不含FGF-2、白蛋白和TGF-β1。

[0100] 在另一个实施方案中，化学成分确定的培养基的组分各自以足以支持亚全能干细

胞增殖和/或维持的浓度存在，其中亚全能干细胞的分化受到抑制。任何成分的浓度基于化

学成分确定的培养基的总体积。

[0101] 根据本发明的化学成分确定的培养基-如同用于真核细胞培养的每种培养基-含

有水、至少一种碳源、一种或多种维生素、一种或多种盐和硒。这些组分在本文中也称为“基

础培养基成分”。在根据本发明的化学成分确定的培养基的制备中，基础培养基成分可以由

基础培养基提供。术语“基础培养基”是指支持真核细胞生长的任何培养基，和通过补充其

它成分可以用于形成根据本发明的用于细胞培养的任何培养基。基础培养基提供盐，例如
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镁、钙、钠和钾的盐和任选的微量元素的盐，以及维生素，碳源，缓冲系统和必需氨基酸。可

在本发明中使用的基础培养基包括但不限于杜氏改良Eagle培养基(DMEM)、Ham  F12、DMEM:

F12、最小必需培养基(MEM)、基础培养基Eagle(BME)、RPMI  1640、F-10、α最小必需培养基(α

MEM)、格拉斯哥最小必需培养基(G-MEM)和Iscove改良杜氏培养基以及它们的组合。优选的

基础培养基配方是杜氏改良Eagle培养基(DMEM)、Ham  F-12或DMEM:F12。

[0102] 因此，化学成分确定的培养基包含至少一种碳源。碳源优选为己糖，选自葡萄糖、

半乳糖、甘露糖和果糖。糖特别是D-葡萄糖。碳源的浓度范围为5.8×102mg/L至5.8×103mg/

L。优选地，培养基中碳源的浓度为8.8×102mg/L至4.8×103mg/L，更优选为1.8×103mg/L至

3.8×103mg/L。

[0103] 化学成分确定的培养基还包含一种或多种盐。盐优选地选自二水合氯化钙、六水

合氯化镁、无水硫酸镁、氯化钾、氯化钠、无水磷酸氢二钠、无水磷酸二氢钠。

[0104] 盐优选以足以支持亚全能干细胞的增殖和/或维持的浓度存在，其中亚全能干细

胞的分化受到抑制。所述盐例如以下列浓度包含在培养基中：二水合氯化钙，范围为40mg/L

至400mg/L；六水合氯化镁，范围为9mg/L至98mg/L；无水硫酸镁，范围为8mg/L至88mg/L；氯

化钾，范围为37.4mg/L至374mg/L；氯化钠，范围为1.11×103mg/L至1.11×104mg/L；无水磷

酸氢二钠，范围为7.8mg/L至78mg/L；无水磷酸二氢钠，范围为12.4mg/L至124mg/L。

[0105] 正确调节培养基的渗透度是非常重要的，因为已经表明，当渗透度太低或太高时，

细胞生长受到影响。通常，真核细胞培养基的渗透质量摩尔浓度在260mOSM/kg至360mOSM/

kg的范围内。因此，在一个实施方案中，根据本发明的细胞培养基的渗透质量摩尔浓度在

260mOSM/kg至360mOSM/kg的范围内，优选在270mOSM/kg至290mOSM/kg的范围内。

[0106] 其它基础培养基成分是一种或多种维生素。一种或多种维生素优选地选自D-生物

素、D-泛酸钙、叶酸、烟酰胺、盐酸吡哆醛、盐酸吡哆醇、核黄素、盐酸硫胺素、维生素B12和抗

坏血酸，包括抗坏血酸-2-磷酸盐。

[0107] 维生素以足以支持亚全能干细胞增殖和/或维持的浓度存在，其中亚全能干细胞

的分化受到抑制。维生素例如以下列浓度包含在培养基中：D-生物素，范围为1.4×10-3mg/L

至1.4×10-2mg/L；D-泛酸钙，范围为0.5mg/L至5mg/L；叶酸，范围为0.4mg/L至4mg/L；烟酰

胺，范围为0.4mg/L至4mg/L；盐酸吡哆醛，范围为0.2mg/L至2mg/L；盐酸吡哆醇，范围为5.6

×10-3mg/L至5.6×10-2mg/L；核黄素，范围为7.8×10-2mg/L至7.8×10-1mg/L；盐酸硫胺素，

范围为0.8mg/L至8mg/L；维生素B12，范围为0.2mg/L至2mg/L。

[0108] 化学成分确定的培养基包含一种或多种氨基酸。术语“一种或多种氨基酸”是指天

然氨基酸或其衍生物(例如氨基酸类似物)，以及它们的D-和L-形式。一种或多种氨基酸优

选地选自甘氨酸、L-丙氨酸、L-精氨酸、L-天冬酰胺、L-天冬氨酸、L-半胱氨酸、L-胱氨酸、L-

谷氨酸、L-组氨酸、L-异亮氨酸、L-亮氨酸、L-赖氨酸、L-蛋氨酸、L-苯丙氨酸、L-脯氨酸、L-

丝氨酸、L-苏氨酸、L-色氨酸、L-酪氨酸、L-缬氨酸。更优选地，化学成分确定的培养基含有

所有这些氨基酸。

[0109] 氨基酸优选地以以下定义的浓度范围包含在培养基中：甘氨酸，范围为4.5mg/L至

45mg/L；L-丙氨酸，范围为1.7mg/L至17mg/L；L-精氨酸盐酸盐，范围为23mg/L至230mg/L；L-

天冬酰胺一水合物，范围为2.5mg/L至25mg/L；L-天冬氨酸，范围为1.7mg/L至17mg/L；L-半

胱氨酸盐酸盐一水合物，范围为2.4mg/L至24mg/L；L-胱氨酸二盐酸盐，范围为3.7mg/L至
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37mg/L；L-谷氨酸，范围为1.1mg/L至11mg/L；L-组氨酸盐酸盐一水合物，范围为3.7mg/L至

37mg/L；L-异亮氨酸，范围为17mg/L至170mg/L；L-亮氨酸，范围为8.2mg/L至82mg/L；L-赖氨

酸盐酸盐，范围为16mg/L至160mg/L；L-蛋氨酸，范围为2mg/L至20mg/L；L-苯丙氨酸，范围为

9.9mg/L至99mg/L；L-脯氨酸，范围为5.8mg/L至58mg/L；L-丝氨酸，范围为4.2mg/L至42mg/

L；L-苏氨酸，范围为7.4mg/L至74mg/L；L-色氨酸，范围为2.5mg/L至25mg/L；L-酪氨酸二钠

盐二水合物，范围为14.5mg/L至145mg/L；L-缬氨酸，范围为9.5mg/L至95mg/L。

[0110] 根据一个实施方案，化学成分确定的培养基还包含一种或多种二肽，选自L-丙氨

酰-L-谷氨酰胺、甘氨酰-L-谷氨酰胺和N-乙酰-L-谷氨酰胺。优选地，根据本发明的化学成

分确定的培养基包含浓度范围为65mg/L至650mg/L的L-丙氨酰-L-谷氨酰胺。

[0111] 根据本发明的微量元素硒是基础组分。在本发明的一个实施方案中，含硒盐的浓

度范围为1μg/L至100μg/L。在进一步的实施方案中，硒以10μg/L至50μg/L的浓度存在。

[0112] 化学成分确定的培养基可另外包含选自铜(Cu)、铁(Fe)、锌(Zn)的标准微量元素。

化学成分确定的培养基优选含有Fe。化学成分确定的培养基可以例如包含标准微量元素Cu

和Fe。或者，化学成分确定的培养基可包含Fe和Zn。更优选地，化学成分确定的培养基包含

Cu、Fe和Zn。

[0113] 将Cu、Fe和Zn作为盐引入化学成分确定的培养基中。优选地，Cu作为五水合硫酸铜

引入，Fe作为九水合硝酸铁和/或七水合硫酸亚铁引入，Zn作为七水合硫酸锌引入。

[0114] Cu、Fe和Zn优选以足以支持亚全能干细胞增殖和/或维持的浓度存在，其中亚全能

干细胞的分化受到抑制。例如，培养基含有以下浓度：五水合硫酸铜，范围为2×10-4mg/L至

1.6×10-3mg/L；九水合硝酸铁，范围为1.2×10-2mg/L至1.2×10-1mg/L；七水合硫酸亚铁，范

围为7.5×10-2mg/L至7.5×10-1mg/L；七水合硫酸锌，范围为4.7×10-2mg/L至4.7×10-1mg/

L。

[0115] 根据本发明的一种或多种脂肪酸可选自饱和和不饱和脂肪酸。所述一种或多种脂

肪酸可以例如选自亚油酸、花生四烯酸、亚麻酸(linolenic  acid)、肉豆蔻酸、油酸、棕榈

酸、硬脂酸、肉豆蔻油酸、棕榈油酸、十六碳烯酸(sapienic  acid)、反油酸、异油酸、反式亚

麻酸(linoelaidic  acid)、二十碳五烯酸、芥酸、辛酸、癸酸、月桂酸、花生酸、山嵛酸、木蜡

酸、蜡酸。优选地，脂肪酸是亚油酸。

[0116] 在根据本发明的一个实施方案中，化学成分确定的培养基包含一种脂肪酸，优选

浓度范围为4.6×10-3mg/L至4.6×10-2mg/L。

[0117] 在无血清环境中培养细胞是一项挑战，因为大多数细胞依赖血清蛋白来增殖和维

持健康。然而，通过使用替代血清关键组分的物质，细胞可以成功地从血清中移出。胰岛素

和转铁蛋白是血清的两种关键组分，并且通常用于去除培养物中的血清。胰岛素支持细胞

生长并调节葡萄糖、氨基酸和脂质的细胞摄取和代谢。转铁蛋白是铁结合糖蛋白。它有利于

细胞外铁的储存和运输。转铁蛋白也是一种重要的抗氧化剂，可以防止生理条件下自由基

的形成。

[0118] 根据一个实施方案，化学成分确定的培养基还包含胰岛素或胰岛素取代物和/或

转铁蛋白或转铁蛋白取代物。这些组分中的每一种优选以足以支持亚全能干细胞增殖和/

或维持的浓度存在于化学成分确定的培养基中，其中亚全能干细胞的分化受到抑制。

[0119] 在根据本发明的进一步的实施方案中，化学成分确定的培养基包含胰岛素和转铁
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蛋白。在本发明的一个优选实施方案中，化学成分确定的培养基包含重组胰岛素和重组转

铁蛋白。

[0120] 根据本发明的另一个实施方案，转铁蛋白的浓度在0.1mg/L至100mg/L的范围内，

优选在1mg/L至50mg/L的范围内，更优选在5mg/L至25mg/L的范围内，和/或胰岛素的浓度在

0.1mg/L至100mg/L的范围内，优选在1mg/L至10mg/L的范围内。

[0121] 化学成分确定的培养基的其它组分优选以下列浓度范围使用：腐胺二盐酸盐优选

以3×10-2mg/L至3×10-1mg/L的范围存在于化学成分确定的培养基中，丙酮酸钠优选以

6.6mg/L至66.0mg/L的范围存在于化学成分确定的培养基中，硫辛酸优选以3×10-2mg/L至3

×10-1mg/L的范围存在于化学成分确定的培养基中，胸苷优选以5×10-2mg/L至5×10-1mg/L

的范围存在于化学成分确定的培养基中，次黄嘌呤优选以0.33mg/L至3.3mg/L的范围存在

于化学成分确定的培养基中，肌醇优选以4.2mg/L至42mg/L的范围存在于化学成分确定的

培养基中，氯化胆碱优选以1mg/L至11mg/L的范围存在于化学成分确定的培养基中。

[0122] 根据一个实施方案，化学成分确定的培养基包含缓冲组分，其选自无机碳酸氢盐、

无机磷酸盐或4-(2-羟乙基)-1-哌嗪乙磺酸(HEPES)。

[0123] 根据本发明的化学成分确定的培养基优选另外包含一种或多种自由基清除剂。这

种自由基清除剂的实例是谷胱甘肽、生育酚乙酸酯、β-巯基乙醇、二硫苏糖醇(DTT)、N-乙酰

基-L-半胱氨酸(NAC)、维生素抗坏血酸、L-抗坏血酸或其稳定的磷酸盐形式。

[0124] 根据一个实施方案，化学成分确定的培养基的另一成分是抗坏血酸，优选其浓度

足以支持亚全能干细胞的增殖和/或维持，其中亚全能干细胞的分化受到抑制。抗坏血酸在

化学成分确定的培养基中的浓度范围为3mg/L至300mg/L，优选10mg/L至100mg/L。抗坏血酸

是几种氧化还原反应的重要辅助因子。例如，它通过提供电子和防止氧化而充当还原剂以

使铁原子和铜原子保持其还原状态。作为自由基清除剂，抗坏血酸具有使潜在细胞毒性地

过氧自由基的形成最小化的优点。

[0125] 本发明的优选实施方案是包含下列组分的化学成分确定的培养基：二水合氯化

钙、六水合氯化镁、无水硫酸镁、五水合硫酸铜、九水合硝酸铁、七水合硫酸亚铁、氯化钾、氯

化钠、无水磷酸氢二钠、无水磷酸二氢钠、七水合硫酸锌、无水D-葡萄糖、甘氨酸、L-丙氨酸、

L-丙氨酰-L-谷氨酰胺、L-精氨酸盐酸盐、L-天冬酰胺一水合物、L-天冬氨酸、L-半胱氨酸盐

酸盐一水合物、L-胱氨酸二盐酸盐、L-谷氨酸、L-组氨酸盐酸盐一水合物、L-异亮氨酸、L-亮

氨酸、L-赖氨酸盐酸盐、L-蛋氨酸、L-苯丙氨酸、L-脯氨酸、L-丝氨酸、L-苏氨酸、L-色氨酸、

L-酪氨酸、L-缬氨酸、氯化胆碱、D-生物素、D-泛酸钙、叶酸、肌醇、烟酰胺、盐酸吡哆醛、盐酸

吡哆醇、核黄素、盐酸硫胺素、维生素B12、次黄嘌呤、亚油酸、酚红钠盐、腐胺二盐酸盐、丙酮

酸钠、硫辛酸、胸苷、抗坏血酸-2-磷酸盐、重组胰岛素、亚硒酸钠、曲米帕明马来酸盐、重组

活化素a、重组转铁蛋白。

[0126] 在一个实施方案中，组分以下列浓度范围存在：脱水氯化钙40mg/L至400mg/L，六

水合氯化镁9mg/L至98mg/L，无水硫酸镁8mg/L至88mg/L，五水合硫酸铜2×10-4mg/L至1.6×

10-3mg/L，九水合硝酸铁1.2×10-2mg/L至1.2×10-1mg/L，七水合硫酸亚铁7.5×10-2mg/L至

7.5×10-1mg/L，氯化钾37.4mg/L至374mg/L，氯化钠1.11×103mg/L至1.11×104mg/L，无水

磷酸氢二钠7.8mg/L至78mg/L，无水磷酸二氢钠12.4mg/L至124mg/L，七水合硫酸锌4.7×

10-2mg/L至4.7x10-1mg/L，无水D-葡萄糖1.8×103mg/L至3.8×103mg/L，甘氨酸4.5mg/L至

说　明　书 13/23 页

16

CN 109689859 A

16



45mg/L，L-丙氨酸1.7mg/L至17mg/L，L-丙氨酰-L-谷氨酰胺65mg/L至650mg/L，L-精氨酸盐

酸盐23mg/L至230mg/L，L-天冬酰胺一水合物2.5mg/L至25mg/L，L-天冬氨酸1.7mg/L至

17mg/L，L-半胱氨酸盐酸盐一水合物2.4mg/L至24mg/L，L-胱氨酸二盐酸盐3.7mg/L至37mg/

L，L-谷氨酸1.1mg/L至11mg/L，L-组氨酸盐酸盐一水合物3.7mg/L至37mg/L，L-异亮氨酸

17mg/L至170mg/L，L-亮氨酸8.2mg/L至82mg/L，L-赖氨酸盐酸盐16mg/L至160mg/L，L-蛋氨

酸2mg/L至20mg/L，L-苯丙氨酸9.9mg/L至99mg/L，L-脯氨酸5.8mg/L至58mg/L，L-丝氨酸

4.2mg/L至42mg/L，L-苏氨酸7.4mg/L至74mg/L，L-色氨酸2.5mg/L至25mg/L，L-酪氨酸

14.5mg/L至145mg/L，L-缬氨酸9.5mg/L至95mg/L，氯化胆碱1mg/L至11mg/L，D-生物素1.4×

10-3mg/L至1.4×10-2mg/L，D-泛酸钙0.5mg/L至5mg/L，叶酸0.4mg/L至4mg/L，肌醇4.2mg/L

至42mg/L，烟酰胺0.4mg/L至4mg/L，盐酸吡哆醛0.2mg/L至2mg/L，盐酸吡哆醇5.6×10-3mg/L

至5.6x10-2mg/L，核黄素7.8×10-2mg/L至7.8x10-1mg/L，盐酸硫胺素0.8mg/L至8mg/L，维生

素B12  0.2mg/L至2mg/L，次黄嘌呤0.33mg/L至3.3mg/L，亚油酸4.6×10-3mg/L至4.6×10-

2mg/L，酚红钠盐0.16mg/L至1.6mg/L，腐胺二盐酸盐3×10-2mg/L至3×10-1mg/L，丙酮酸钠

6.6mg/L至66.0mg/L，硫辛酸3×10-2mg/L至3×10-1mg/L，胸苷5×10-2mg/L至5×10-1mg/L，抗

坏血酸-2-磷酸盐10mg/L至100mg/L，重组胰岛素1mg/L至10mg/L，亚硒酸钠10μg/L至50μg/

L，曲米帕明马来酸盐1mg/L至4mg/L，重组活化素a  2μg/L至20μg/L，重组转铁蛋白5mg/L至

25mg/L。

[0127] 优选地，组分以下列浓度存在：二水合氯化钙2.01×102mg/L，六水合氯化镁4.90

×101mg/L，无水硫酸镁4.40×101mg/L，五水合硫酸铜7.80×10-4mg/L，九水合硝酸铁6.00

×10-2mg/L，七水合硫酸亚铁3.75×10-1mg/L，氯化钾1.87×102mg/L，氯化钠5.60×103mg/

L，无水磷酸氢二钠3.91×101mg/L，无水磷酸二氢钠6.24×101mg/L，七水合硫酸锌2.38×

10-1mg/L，无水D-葡萄糖2.90×103mg/L，甘氨酸2.25×101mg/L，L-丙氨酸8.90mg/L，L-丙氨

酰-L-谷氨酰胺3.25×102mg/L，L-精氨酸盐酸盐1.18×102mg/L，L-天冬酰胺一水合物1.28

×101mg/L，L-天冬氨酸8.65mg/L，L-半胱氨酸盐酸盐一水合物1.23×101mg/L，L-胱氨酸二

盐酸盐1.88×101mg/L，L-谷氨酸5.88mg/L，L-组氨酸盐酸盐一水合物1.89×101mg/L，L-异

亮氨酸8.72×101mg/L，L-亮氨酸4.13×101mg/L，L-赖氨酸盐酸盐8.21×101mg/L，L-蛋氨酸

1.03×101mg/L，L-苯丙氨酸4.97×101mg/L，L-脯氨酸2.93×101mg/L，L-丝氨酸2.10×

101mg/L，L-苏氨酸3.74×101mg/L，L-色氨酸1.26×101mg/L，L-酪氨酸7.25×101mg/L，L-缬

氨酸4.76×101mg/L，氯化胆碱5.39mg/L，D-生物素6.83×10-3mg/L，D-泛酸钙2.69mg/L，叶

酸2.39mg/L，肌醇2.14×101mg/L，烟酰胺2.22mg/L，盐酸吡哆醛1.20mg/L，盐酸吡哆醇2.79

×10-2mg/L，核黄素3.94×10-1mg/L，盐酸硫胺素4.12mg/L，维生素B12  1.09mg/L，次黄嘌呤

1.68mg/L，亚油酸2.31×10-2mg/L，酚红钠盐8.25×10-1mg/L，腐胺二盐酸盐1.58×10-1mg/

L，丙酮酸钠3.30×101mg/L，硫辛酸1.58×10-1mg/L，胸苷2.56×10-1mg/L，抗坏血酸-2-磷酸

盐2.75×101mg/L，重组胰岛素2.80mg/L，亚硒酸钠3.32×10-2mg/L，曲米帕明马来酸盐

2.00mg/L，重组活化素a2.55×10-3mg/L，重组转铁蛋白1.76×101mg/L。

[0128] 化学成分确定的培养基的成分可以通过本领域已知的任何方法组合。

[0129] 根据本发明的化学成分确定的培养基可根据以下方案制备。首先，将最终体积

90％的细胞培养级水置于混合容器中。随后在永久搅拌下加入称重量的或适当量的参考物

质的储备溶液。最后，调节体积并使用0.22μm过滤单元对培养基进行过滤灭菌。
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[0130] 根据本发明的化学成分确定的培养基适用于真核细胞培养。因此，本发明进一步

提供了化学成分确定的培养基用于培养真核细胞的用途。如在实施例中可见，根据本发明

的化学成分确定的培养基特别适用于培养人亚全能干细胞。因此，在另一个实施方案中，本

发明的化学成分确定的培养基可以用于培养人亚全能干细胞，优选人诱导亚全能干细胞。

[0131] 根据化学成分确定的培养基的用途的实施方案，细胞不是胚胎干细胞，并且不源

自胚胎干细胞。如实施例中所示，化学成分确定的培养基特别适用于培养源自人包皮成纤

维细胞的hiPSC(SBI#SC101A-1)以及两种hiPS参照细胞系WTSli026-A和WTSli046-A。

[0132] 已经充分表征了各种类型的干细胞，并且已经开发了可靠地鉴定这些细胞的技

术。例如，对亚全能性标记物表达模式，例如Oct-3/4、Nanog、SSEA和Tra抗原的测试目前也

被广泛接受为多能状态的间接证据。

[0133] 因此，在一个实施方案中，亚全能干细胞分化的抑制由亚全能性标记物Oct-3/4、

Nanog、Sox2、TRA-1-60、TRA-1-81、TRA-2-54和/或SSEA-4的表达来表示。

[0134] 通常，源自脊椎动物的细胞是锚定依赖的，诸如亚全能干细胞，并且必须在合适的

底物上培养，所述基质经过特殊处理以允许细胞粘附和支持自我更新。然而，许多细胞系也

可以适用于悬浮培养。与悬浮培养相反，贴壁细胞培养具有多种益处。贴壁细胞培养适用于

包括干细胞在内的大多数细胞类型。它还允许进行显微镜分析，以便于目视检查。根据一个

实施方案，亚全能干细胞的培养按照贴壁细胞培养进行。

[0135] 对于贴壁细胞培养，培养容器优选用细胞外基质蛋白涂覆，以提供细胞可以使用

粘附性跨膜分子如整联蛋白来结合的支架。本文所用的术语“细胞外基质”、“ECM”或“基底

膜样基质”描述了可用于涂覆培养容器以提供这种支架的各种生物活性分子的组合物。对

于用作细胞外基质，糖蛋白如层粘连蛋白、玻连蛋白，纤维蛋白如胶原蛋白或弹性蛋白，合

成肽-所谓的ECM模拟物、E-钙粘蛋白、明胶以及蛋白质混合物如基底膜基质(Matrigel)已

被建立。

[0136] 如本文所用，术语“无异种成分”描述了使用不是源自除细胞培养物中使用的细胞

之外的另一动物来源的物质或成分。合成或重组产生的物质也称为“无异种成分”。例如，人

层粘连蛋白或玻连蛋白可用作人细胞培养中的ECM，代表“无异种成分”的ECM。

[0137] 根据进一步的实施方案，亚全能干细胞的培养在细胞外基质上进行。在优选的实

施方案中，亚全能干细胞的培养在无异种成分的细胞外基质上进行。

[0138] 应注意，涉及化学成分确定的培养基的用途的实施方案也适用于在化学成分确定

的培养基中培养亚全能干细胞的方法。因此，术语“方法”对于术语“用途”是同义的，并且其

中一个术语可以由另一个术语替换。

[0139] 本发明进一步涉及细胞培养系统，其包含亚全能干细胞和根据本发明的化学成分

确定的培养基。根据细胞培养系统的一个实施方案，亚全能干细胞是人亚全能干细胞，优选

人诱导亚全能干细胞(hiPSC)。根据细胞培养系统的另一个实施方案，细胞不是胚胎干细

胞，并且不源自胚胎干细胞。

[0140] 根据一个实施方案，细胞培养系统还包含细胞外基质。在细胞培养系统的优选实

施方案中，细胞外基质是无异种成分的。

[0141] 本发明进一步提供了用于细胞培养中增殖和/或维持亚全能干细胞的试剂盒，包

括：
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[0142] -第一组合物，包含细胞外基质制剂，优选无异种成分的细胞外基质制剂，

[0143] -第二组合物，包含水、至少一种碳源、一种或多种维生素、一种或多种盐、一种或

多种脂肪酸和一种或多种缓冲组分，以及

[0144] -第三组合物，包含抗坏血酸、硒、胰岛素、转铁蛋白、活化素a和曲米帕明。

[0145] 对于亚全能干细胞的培养，第一组合物用于准备用于贴壁细胞培养的培养容器。

将第二组合物和第三组合物在无菌条件下合并，并加入到准备好的培养容器中。为了培养

亚全能干细胞，将相应的亚全能干细胞加入到准备好的培养容器中。然后根据所用的多能

细胞系在合适的条件下培养细胞。

[0146] 已经证明，特别是基础培养基配方适合于培养人亚全能干细胞。因此，在根据本发

明的试剂盒的一个实施方案中，第二组合物包含水、至少一种碳源、一种或多种维生素、一

种或多种盐、一种或多种脂肪酸和一种或多种缓冲组分。在优选的实施方案中，第二组合物

是选自杜氏改良Eagle培养基(DMEM)、Ham  F-12或DMEM:F12的基础培养基。

[0147] 用曲米帕明和活化素a补充基础培养基配方，允许在细胞培养中增殖和/或维持亚

全能干细胞。已经表明，用硒和抗坏血酸以及胰岛素和/或转铁蛋白补充基础培养基，支持

体外亚全能干细胞的扩增。因此，在进一步的实施方案中，第三组合物包含抗坏血酸、硒、胰

岛素、转铁蛋白、活化素a和曲米帕明。

[0148] 根据试剂盒的一个实施方案，第一组合物包含无异种成分的细胞外基质制剂。为

了促进亚全能干细胞的温和但有效的传代培养，可以解离培养的细胞。因此，在另一个实施

方案中，试剂盒任选地包含用于细胞解离的第四组合物。

[0149] 细胞的解离可以通过酶法或非酶法方式实现，两者都支持细胞的单细胞传代以及

团块。可以使用已建立的酶组合物如胶原酶IV和AccutaseTM以及促进非酶法细胞解离的组

合物如PBS/EDTA溶液、维尔烯(versene)、EDTA/甘油/柠檬酸钠。

[0150] 在试剂盒的进一步的实施方案中，任选地使用用于细胞解离的非酶组合物。

[0151] 因此，在本发明的一个实施方案中，用于在细胞培养中增殖和/或维持亚全能干细

胞的试剂盒包括：

[0152] -第一组合物，包含细胞外基质制剂，优选无异种成分的细胞外基质制剂，

[0153] -第二组合物，包含水、至少一种碳源、一种或多种维生素、一种或多种盐、一种或

多种脂肪酸和一种或多种缓冲组分，

[0154] -第三组合物，包含抗坏血酸、硒、胰岛素、转铁蛋白、活化素a和曲米帕明，以及

[0155] -任选地，用于细胞解离的第四组合物。

[0156] 通过以下非限制性实施例进一步定义本发明。

[0157] 实施例

[0158] 实施例1-制备根据本发明的化学成分确定的培养基

[0159] 干细胞培养基是根据本发明的化学成分确定的培养基，以下列方式制备。首先，用

细胞培养级水将混合容器填充至最终体积的90％。随后在永久搅拌下加入称重量的或适当

量的组分的储备溶液。使用NaCl溶液将渗透质量摩尔浓度调节至280mOSM/kg。在溶解所有

组分后，调节体积并对培养基进行过滤灭菌。最终培养基具有以下组成：二水合氯化钙2.01

×102mg/L，六水合氯化镁4.90×101mg/L，无水硫酸镁4.40×101mg/L，五水合硫酸铜7.80×

10-4mg/L，九水合硝酸铁6.00×10-2mg/L，七水合硫酸亚铁3.75×10-1mg/L，氯化钾1.87×
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102mg/L，氯化钠5.60×103mg/L，无水磷酸氢二钠3.91×101mg/L，无水磷酸二氢钠6.24×

101mg/L，七水合硫酸锌2.38×10-1mg/L，无水D-葡萄糖2.90×103mg/L，甘氨酸2.25×101mg/

L，L-丙氨酸8.90mg/L，L-丙氨酰-L-谷氨酰胺3.25×102mg/L，L-精氨酸盐酸盐1.18×102mg/

L，L-天冬酰胺一水合物1.28×101mg/L，L-天冬氨酸8.65mg/L，L-半胱氨酸盐酸盐一水合物

1.23×101mg/L，L-胱氨酸二盐酸盐1.88×101mg/L，L-谷氨酸5.88mg/L，L-组氨酸盐酸盐一

水合物1.89×101mg/L，L-异亮氨酸8.72×101mg/L，L-亮氨酸4.13×101mg/L，L-赖氨酸盐酸

盐8.21×101mg/L，L-蛋氨酸1.03×101mg/L，L-苯丙氨酸4.97×101mg/L，L-脯氨酸2.93×

101mg/L，L-丝氨酸2.10×101mg/L，L-苏氨酸3.74×101mg/L，L-色氨酸1.26×101mg/L，L-酪

氨酸7.25×101mg/L，L-缬氨酸4.76×101mg/L，氯化胆碱5.39mg/L，D-生物素6.83×10-3mg/

L，D-泛酸钙2.69mg/L，叶酸2.39mg/L，肌醇2.14×101mg/L，烟酰胺2.22mg/L，盐酸吡哆醛

1.20mg/L，盐酸吡哆醇2.79×10-2mg/L，核黄素3.94×10-1mg/L，盐酸硫胺素4.12mg/L，维生

素B12  1.09mg/L，次黄嘌呤1.68mg/L，亚油酸2.31×10-2mg/L，酚红钠盐8.25×10-1mg/L，腐

胺二盐酸盐1.58×10-1mg/L，丙酮酸钠3.30×101mg/L，硫辛酸1.58×10-1mg/L，胸苷2.56×

10-1mg/L，抗坏血酸-2-磷酸盐2.75×101mg/L，重组胰岛素2.80mg/L，亚硒酸钠3.32×10-

2mg/L，曲米帕明马来酸盐2.00mg/L，重组活化素a  2.55×10-3mg/L，重组转铁蛋白1.76×

101mg/L。

[0160] 实施例2-启动hPSC培养

[0161] 2.1培养容器的细胞外基质(ECM)涂层

[0162] 培养容器用0.5μg/cm2的重组人玻连蛋白作为ECM涂覆。为此，以每cm2培养容器表

面100μl稀释的玻连蛋白溶液应用于培养容器。将涂覆后的培养容器在室温下放置2小时。

在接种细胞之前吸出玻连蛋白溶液。

[0163] 2.2铺板细胞(第0天)

[0164] 在该实验中使用的细胞系是人包皮成纤维细胞衍生的hiPS细胞系SBI#SC101A-1

(根据限定的参考编号可从System  Biosciences(SBI)，Palo  Alto获得)。

[0165] 如实施例1中所述制备干细胞培养基。对于冷冻保存的细胞，将ROCK-抑制剂(10μM 

Y-27632或2μM  Thiazovivin)加入干细胞培养基中。或者，对于现有的增殖培养物，如下文

实施例3中所述进行团块传代(clump  passage)。

[0166] 使用适当量的培养基将hPSC以1:2至1:3的比例(相对于组织培养容器的体积)接

种到ECM涂覆的组织培养容器中。例如，对于6孔板，每孔2至3ml，对于T-75烧瓶，使用15至

25ml。

[0167] 2.3使细胞附着(第0天)

[0168] 铺板后，使传代培养后的hPSC附着过夜(12至24小时)。

[0169] 2.4培养基更换(第1天)

[0170] 进行培养基更换：吸出包含未附着细胞的干细胞培养基，用无(w/o)Ca2+/Mg2+的杜

氏PBS洗涤一次，并向细胞提供新鲜培养基(无ROCK-抑制剂)。

[0171] 2.5细胞扩增(第1天以后)

[0172] 每1至3天进行一次培养基更换。hPSC扩增直至单个群落相互接触(通常在3至7天

后)或群落显示出由它们的大尺寸引发的分化的最初迹象。

[0173] 实施例3-hPSC培养物的连续传代
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[0174] 吸出干细胞培养基，用无Ca2+/Mg2+的杜氏PBS洗涤hPSC两次。接下来，加入200至

300μl/cm2的解离缓冲液，将溶液在37℃和5％CO2的培养箱中温育6至10分钟。小心吸出解离

缓冲液，加入1至5ml新鲜培养基。使用血清移液管将群落从表面冲洗掉。为了保持足够大小

的细胞团块，避免超过4至5次的冲洗。然后，将细胞团块分配到具有新鲜干细胞培养基的新

ECM涂覆的培养容器中，并根据实施例2的细胞附着步骤(步骤2.3)继续培养。

[0175] 实施例4-在活化素a的存在下培养hPSC

[0176] 在不含曲米帕明的根据实施例1的干细胞培养基的存在下培养诱导亚全能干细

胞，以再现已发表的观察结果，即活化素a本身不能完全支持大多数hPSC系的未分化维持

(Vallier等人，2005；Xiao等人，2006)。根据实施例2进行hPSC培养的启动，然后根据实施例

3对细胞进行传代培养。

[0177] 虽然培养物显示出显著的细胞增殖，但显微镜分析揭示出甚至在第一次传代之前

的指示分化的典型的形态变化。培养物最初的同质形态模式转变为明显的异质外观：存在

大量细长/扩大的细胞(反映在图1中的核质比降低)以及许多漂浮的分离细胞。在hPSC中，

这些形态学特征描述了广泛认可的干细胞分化和亚全能性丧失的明显迹象。

[0178] 结果，活化素a不能在确定的和无饲养层培养条件下稳定地支持所测试的hPSC系

维持在未分化状态下。

[0179] 实施例5-在曲米帕明的存在下培养hPSC

[0180] 还旨在重现已发表的曲米帕明在人亚全能干细胞中的部分自我更新支持能力

(Kumagai等人，2013)。为此目的，在缺少活化素a的根据实施例1制备的干细胞培养基中培

养hPSC。根据实施例2进行hPSC培养的启动，然后根据实施例3对细胞进行传代培养。

[0181] 显微镜图像显示，与活化素a相反，单独的曲米帕明能够维持由具有光滑边缘的圆

形群落代表的典型多能形态表型，该群落由具有高核质比的细胞组成。然而，曲米帕明不足

以有效地扩增人亚全能干细胞。从图2中可以看出，最初被铺板的细胞团块在培养5天后保

持几乎相同的大小，表明基本上不存在细胞增殖。

[0182] 因此，在化学成分确定的培养条件下，单独使用曲安咪明的干细胞培养基中的亚

全能干细胞保持其亚全能性，但不会增殖。

[0183] 实施例6-在活化素a和曲米帕明的组合的存在下培养hPSC

[0184] 每种组分本身，即活化素a或曲米帕明，不允许未分化的hPSC的在体外适当扩增和

维持，而是分别导致被培养的细胞的亚全能性的快速丧失或增殖失败。在转换到具有相应

化合物的培养基后2天内，即使在hPSC的原代培养物中，所述效果也是明显的。

[0185] 然而，由于活化素a和曲米帕明似乎独立且积极地作用于/模拟两种不同的关键信

号传导途径以维持亚全能性，因此推测这两种化合物的组合可能通过同时参与两种类型的

信号来协同地传达hPSC的完全自我更新和扩增支持。

[0186] 为了测试这一点，在包含根据实施例1的包括活化素a和曲米帕明的干细胞培养基

的培养系统中培养亚全能干细胞。根据实施例2进行hPSC培养的启动，然后根据实施例3对

细胞进行传代培养。

[0187] 6.1形态学的生长模式

[0188] 显微镜分析显示，用活化素a和曲米帕明的组合补充干细胞培养基允许所测试的

hPSC系以3至4天的恒定传代间隔快速扩增。从图3中可以看出，培养物在单细胞水平上表现
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出高的核质比以及光滑边缘群落的典型生长模式。培养基更换之间几乎不存在漂浮的分化

细胞。

[0189] 6.2亚全能性标记物的表达

[0190] 为了在分子水平上确认未分化状态的适当维持，在含有活化素a和曲米帕明的干

细胞培养基中三次传代后进行人亚全能性标记物Oct-3/4和SSEA-4的染色。

[0191] 为此，在开始染色程序前1小时，在根据实施例1制备的干细胞培养基中，根据实施

例2和实施例3对在T25TC-烧瓶中生长的80％至90％汇合的hPSC培养物进行培养基更换。

5ml人AB-血清(除去凝块)用45ml无Ca2+/Mg2+的杜氏PBS(以下称为“PBS”)稀释，并通过0.22

微米PES膜注射器式过滤器过滤。从细胞中吸出干细胞培养基并丢弃。然后，用5ml  PBS/

0.5％BSA/2mM  EDTA洗涤细胞两次。向细胞中加入5ml  hPSC解离缓冲液，并在37℃和5％CO2

的培养箱中温育8分钟。显微镜评估显示附着的群落的闪亮边界指示细胞分离过程的开始。

立即吸出解离缓冲液，用10ml  PBS经3至5次反复冲洗将松散附着的hPSC群落从表面洗去。

然后，使用10ml血清移液管通过将细胞悬浮液上下吸移5至10次来完全解离细胞团块。使用

Viacount测定试剂和Muse细胞分析仪(Millipore)对细胞计数。通过以200×g离心5分钟沉

淀(pellet)细胞悬浮液。细胞以100000个细胞/ml重悬于人AB-血清(PBS中10％)中，并在室

温下温育10分钟。通过以200×g离心5分钟沉淀3ml细胞悬浮液。吸出上清液，并将细胞重悬

于300μl人AB-血清(PBS中10％)中。将100μl细胞悬浮液转移到两个15ml锥形管(样品1和样

品2)的每一个中。

[0192] 向样品2中加入10μl  PerCP缀合的SSEA-4抗体(R&D  Systems  No.FAB1435C)并于

黑暗中在4℃下温育30分钟。将未处理的阴性对照样品1与样品2共温育。将2ml含0.5％BSA

和2mM  EDTA的PBS加入到样品1和样品2的每一个中，并通过以200×g离心5分钟沉淀。将样

品1和样品2的细胞沉淀各自重悬于1ml固定缓冲试剂(固定/渗透细胞透化试剂盒，Thermo 

Fisher  No.GAS004)中，并于黑暗中在4℃下温育20分钟。将2ml洗涤缓冲试剂(固定/渗透细

胞透化试剂盒，Thermo  Fisher  No.GAS004)加入到样品1和样品2中，并通过以200×g离心5

分钟沉淀细胞。然后用2ml洗涤缓冲试剂重复洗涤步骤一次。将样品2的细胞沉淀重悬于90μ

l洗涤缓冲试剂中，并加入10μl  FITC标记的Oct-3/4抗体(R&D  Systems  No.IC-1759F)。将

样品1的细胞沉淀重悬于100μl洗涤缓冲试剂中。将两个样品于黑暗中在室温下温育60分

钟。向样品1和样品2中的每一个中加入2ml洗涤缓冲试剂，并通过以200×g离心5分钟来沉

淀细胞。然后再用2ml洗涤缓冲试剂重复洗涤步骤一次。将样品1和样品2中的每一个的细胞

沉淀重悬于含有0.5％BSA和2mM  EDTA的0.5ml  PBS中，并立即使用配备有蓝色激光的Guava

流式细胞仪(Millipore)进行分析。

[0193] 图4显示，超过99％的细胞被染色为对两种标记物是双阳性的，有力地证实了表明

维持了干细胞特性的先前的形态学/扩增发现。

[0194] 可以得出结论，根据本发明的干细胞培养基中曲米帕明和活化素a的组合足以维

持hPSC的未分化扩增，如通过自我更新的延长、多次传代后培养物的亚全能性标记物谱和

典型的形态学生长模式表达所证明的。

[0195] 实施例7-培养其它的诱导亚全能干细胞

[0196] 为了证实根据本发明的干细胞培养基对广谱亚全能干细胞系的适用性，用表1中

列出的其它干细胞系重复实施例4、5和6的实验。这些细胞系的生长实验显示出与SBI#
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SC101A-1相当的结果。

[0197] 表1：在根据本发明的干细胞培养基中培养的其它hPSC系。

[0198]

[0199] 实施例8-可以使用适合于hPSC培养的所有已建立的ECM类型

[0200] 为了测试在细胞培养中其它已建立的ECM类型与根据本发明的干细胞培养基的相

容性，使用常规用于hPSC培养的基底膜样基质进行实验。经测试的ECM是MatrigelTM、基于层

粘连蛋白的基质、玻连蛋白、基于钙粘蛋白的基质和已建立的ECM模拟肽基质。

[0201] 将每种经测试的ECM用于包含干细胞培养基的细胞培养物中，所述干细胞培养基

包括活化素a和曲米帕明(如实施例1中所定义)。作为对照，测试没有活化素a的和没有曲米

帕明的培养基制剂。

[0202] 在含有活化素a和曲米帕明的干细胞培养基中培养的细胞经几次传代后表现出

hPSC的典型形态学生长模式和亚全能性标记物谱表达，类似于实验6中呈现的结果，而与使

用哪种ECM无关。

[0203] 因此，根据本发明的干细胞培养基可以与几乎所有适用于hPSC培养的已建立的

ECM组合使用，并且不限于与无异种成分的ECM组合使用。

[0204] 实施例9-在含有活化素a和曲米帕明的干细胞培养基中和在含有FGF-2和TGF-β1

的hPSC培养基中培养的hPSC的比较

[0205] 如实施例6中所证明的，根据本发明的干细胞培养基中曲米帕明和活化素a的组合

足以维持hPSC的未分化扩增。

[0206] 为了比较根据本发明的干细胞培养基和包含FGF-2和TGF-β1的hPSC培养基对hPSC

扩增的适用性，在分别包含含有活化素a和曲米帕明的干细胞培养基(如实施例1中所定义)

的培养系统和包含FGF-2和TGF-β1的hPSC培养基的培养系统中扩增hPSC。根据实施例1制备

包含FGF-2和TGF-β1的hPSC培养基，但用10ng/ml  FGF-2和1ng/ml  TGF-β1代替曲米帕明和

活化素a。根据实施例2进行hPSC培养的启动，然后根据实施例3对细胞进行传代培养。

[0207] 9.1形态学生长模式

[0208] 在上述培养基中培养的hPSC的显微镜分析证实，两种培养基分别允许测试的hPSC

系经过8次传代和9次传代快速扩增(参见图5)。从图5中可以看出，两种培养物稳定地表现

出人亚全能干细胞的典型形态学生长模式，表现为高核质比和光滑的群落边界。培养基更

换之间几乎不存在漂浮的分化细胞。

[0209] 在含有曲米帕明和活化素a的干细胞培养基中培养的细胞看起来略大，特别是在

细胞密度较低的区域，这是由于与在包含FGF-2和TGF-β1的hPSC培养基中培养的细胞相比

有更明显的扩散。这一观察结果由以下支持，即当在含有曲米帕明和活化素a的干细胞培养

基中培养时，从培养物表面释放细胞所需的用解离缓冲液的温育时间更长。然而，随着细胞

密度的增加，观察到的细胞尺寸效应减小。
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[0210] 9.2亚全能性标记物的表达

[0211] 为了在分子水平上比较在含有曲米帕明和活化素a的干细胞培养基(如实施例1中

所定义)中培养的hPSC和在含有FGF-2和TGF-β1的hPSC培养基中培养的hPSC的未分化状态

的维持，分别在8次和9次传代后，如实施例6.2中所述进行人亚全能性标记物Oct-3/4和

SSEA-4的染色。

[0212] 在含有曲米帕明和活化素a的干细胞培养基中连续9次传代后，超过96％的扩增的

hPSC对于亚全能性标记物谱Oct-3/4和SSEA-4是双阳性的(参见图6)。从图6中可以看出，在

包含FGF-2和TGF-β1的hPSC培养基中相同细胞系连续8次传代后，获得了相当的结果。

[0213] 可以得出结论，根据本发明的干细胞培养基中曲米帕明和活化素a的组合足以维

持hPSC的未分化扩增，如通过与包含FGF-2和TGF-β1的hPSC培养基相当的自我更新的延长，

多次传代后培养物的典型的形态学生长模式和亚全能性标记物谱的表达所证明的。

[0214] 本发明所属领域的技术人员将会想到本文所阐述的本发明的许多修改和其它实

施方案具有前述说明和相关附图中呈现的教导的益处。因此，应当理解的是，本发明不限于

所公开的特定实施方案，并且修改和其它实施方案旨在包括在所附权利要求的范围内。尽

管本文采用了特定术语，但它们仅用于一般性和描述性意义，而不是用于限制的目的。
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