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1 因为人胚胎成纤维细胞能很好地支持人胚胎干细胞、人胚胎生殖细胞等人干细胞的生长，从而推测人

胚胎成纤维细胞亦能为人骨髓极小胚胎样干细胞体外培养扩增提供良好的微环境。课题组设计以人胚胎成纤

维细胞制备饲养层，用来培养流式细胞仪分选后的人骨髓极小胚胎样干细胞。 
2 通过分析比较，12 mg/L 丝裂霉素 C 作用 3 h 后能较好地抑制人胚胎成纤维细胞的增殖，并且保持其

活力约 2 周，可以在很长一段时间内用作饲养层。此外处理完毕后需用 PBS 冲洗 10 次，每次 3 min，尽可

能去除残留的丝裂霉素 C，避免残留物对极小胚胎样干细胞产生不良作用。 
3 文章所涉及的极小胚胎样干细胞研究在国际干细胞领域刚刚兴起，国内尚很少有此方面报道。一旦体

外培养扩增成功，可为极小胚胎样干细胞的临床研究与应用带来巨大的帮助。但体外干细胞培养扩增条件十

分严格，必须做好充分准备。 
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摘要 
背景：极小胚胎样干细胞是近年来发现的一种具有类似胚胎干细胞生物学特性的非造血干细胞，但对其体外

培养扩增的方法报道极少。有研究推测，人胚胎成纤维细胞能为人骨髓极小胚胎样干细胞体外培养扩增提供

良好的微环境。 
目的：从人胚胎躯干中分离、培养人胚胎成纤维细胞，制备人胚胎成纤维细胞饲养层用于人骨髓极小胚胎样

干细胞的培养。 
方法：利用胰酶消化法从孕 5-9 周龄人胚胎躯干中分离培养人胚胎成纤维细胞。制作饲养层，使用不同浓度

丝裂霉素 C 处理后，用于培养分选后的人骨髓极小胚胎样干细胞，以细胞形态、生长曲线作为胚胎成纤维细

胞和饲养层的评价指标。 
结果与结论：从人胚胎中成功分离培养出人胚胎成纤维细胞，该细胞可传代 24 代以上，且经过传代及冻存复

苏后生物学特性无改变。丝裂酶素 C 低于 12 mg/L 时，人胚胎成纤维细胞增殖不能完全抑制；高于 14 mg/L，
人胚胎成纤维细胞可能死亡。12 mg/L 丝裂霉素 C 作用 3 h 后能较好地抑制人胚胎成纤维细胞的增殖，并且

保持其活力约 2 周，可以在很长一段时间内用作人骨髓极小胚胎样干细胞的饲养层。 
 
Preparation of a feeder layer of human embryonic fibroblasts  
 
Sun Jia-bin1, Gu Xiang1, Pan Yue-qing2 (1Department of Cardiology, Subei People’s Hospital of Jiangsu 
Province, Yangzhou  225001, Jiangsu Province, China; 2Department of Obstetrics and Gynecology, Subei 
People’s Hospital of Jiangsu Province, Yangzhou  225001, Jiangsu Province, China) 
 
Abstract 
BACKGROUND: Very small embryonic-like stem cells are a kind of non-hemopoietic stem cells, which have 
similar biological characteristics to embryonic stem cells. But the method of its culture and in vitro proliferation is 
rarely reported. Studies have speculated that human embryonic fibroblasts can provide a good microenvironment 
for in vitro culture and proliferation of very small embryonic-like stem cells. 
OBJECTIVE: To isolate and cultivate human embryonic fibroblasts derived from human embryonic trunks and to 
establish a feeder layer culture system of human embryonic fibroblasts for culturing very small embryonic-like 
stem cells derived from human bone marrow.  
METHODS: The human embryonic fibroblasts were isolated from the subcutaneous connective tissue of human 
embryos at pregnant 5-9 weeks using trypsin digestion method. Different concentrations of mitomycin C were 
used to pretreat feeder layers, which were used for cultivating very small embryonic-like stem cells derived from 
human bone marrow. The effects of human embryonic fibroblasts and feeder layers were assessed by cell  
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morphology and growth curves. 
RESULTS AND CONCLUSION: The human embryonic fibroblasts were successfully isolated and cultivated from human 
embryos, and they could be passaged beyond the 24th generation. The biologic characteristics of the cells had no 
changes after passage and cryopreservation. The optimal concentration of mytomcin C to inhibit proliferation of human 
embryonic fibroblasts was l2 mg/L for 3 hours. The human embryonic fibroblasts derived from human embryos are 
successfully isolated and cultivated and to produce feeder layers for very small embryonic-like stem cells derived from 
human bone marrow. 
 
Subject headings: stem cells; fibroblasts; bone marrow; cell culture techniques 
Funding: the National Natural Science Foundation of China, No. 81170104* 
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0  引言  Introduction 
 

极小胚胎样干细胞是一种多能非造血干细胞[1-8]，具

有类似胚胎干细胞的生物学特性，可以向包括心肌和血

管内皮细胞在内的3个胚层的细胞分化，表明了极小胚

胎样干细胞具有多分化潜能特性，且无免疫排异，并能

改善急性心肌梗死后的心功能和心脏重构[9]，甚至已有

学者认为极小胚胎样干细胞是成体组织的真正意义上

的干细胞，而骨髓间充质干细胞和造血干细胞实际上是

由极小胚胎样干细胞进一步分化所生成的祖细胞，因而

极小胚胎样干细胞为心血管再生医学研究带来新的前

景[10-13]。 
极小胚胎样干细胞是由美国路易斯维尔大学

Kucia等 [1]2006年首先从成年小鼠骨髓单个核细胞中

成功分离出来并命名，表型为Sca-1+lin-CD45-，表达

原始多能干细胞标志，直径仅为2-4 μm，较血小板大，

红细胞小，细胞核大，含常染色质。随后的研究发现

在人和小鼠的骨髓、脐血、周围血及多个器官中也存

在，但它们的数量很少，占总的单个核细胞的0.01%- 

0.02%[2-8]，这些细胞的数量仅在较年轻个体中较多，

分离后体外扩增也十分困难，因此极小胚胎样干细胞

的数量限制了其临床应用。为了解决这一难题，科研

人员做了大量研究，研究表明：如果在机体应激如急

性心肌梗死的条件下，动员到外周血中的极小胚胎样

干细胞数量将显著增加[14]，此外粒细胞集落刺激因子

可以动员极小胚胎样干细胞至外周血[4，15]，并且这些

极小胚胎样干细胞具有向心肌等细胞分化的能力，从

而为提供有效数量的极小胚胎样干细胞应用于临床开

辟了新路径；此外发现小鼠极小胚胎样干细胞与

C2C12小鼠成肌细胞培养层共同培养时可以形成类胚

体[1，16]，并且从类胚体中获取的细胞与极小胚胎样干

细胞具有相同的生物特异性，同时可以形成新的类胚

体，从而使极小胚胎样干细胞扩增，但人类极小胚胎

样干细胞并未出现该现象，提示存在种属特异性，需

要某种特异性因子[16]。最近有学者认为Oct-4和相关印

记基因在调控极小胚胎样干细胞的增殖及发育过程中

起着关键作用[17]，以及SDF-1/CXCR4等化学趋化轴对

极小胚胎样干细胞在骨髓定居、外周血及损伤组织器

官中的归巢有重大影响[8]。 
杨跃进等[18]利用免疫磁珠分选的方法得到极小胚

胎样干细胞，再通过条件培养基进行体外培养获得了

一定数量的极小胚胎样干细胞，但要进行移植治疗急

性心肌梗死仍远远不够。目前国内外对骨髓极小胚胎

样干细胞的研究报道较少，并且大都仅对其生物学特

性探索，前期作者已成功分离并鉴定出人骨髓极小胚

胎样干细胞，为更好地研究其特性需达到一定数量，

因此为其体外培养扩增寻找优越的土壤，具有一定创

新性。本课题组拟使用人胚胎成纤维细胞制备饲养层，

用来培养流式细胞仪分选后的人骨髓极小胚胎样干细

胞。因为人胚胎成纤维细胞能很好地支持人胚胎干细

胞、人胚胎生殖细胞等人干细胞的生长[19-22]，从而推

测人胚胎成纤维细胞亦能为人骨髓极小胚胎样干细胞

体外培养扩增提供良好的微环境，得到一定量的骨髓

极小胚胎样干细胞，为进一步临床研究奠定坚实的基

础。 
本实验分离培养5-9周龄人胚胎来源的成纤维细

胞，对其生物学特性以及作为饲养层使用时细胞代数

的选择、丝裂霉素C处理浓度和时间等方面进行详细

探讨，从而建立最佳饲养层培养体系，为进一步开展

有关人骨髓人胚胎成纤维细胞体外培养、扩增奠定基

础。 
 
1  材料和方法  Materials and methods 

 
设计：对比观察实验。 
时间和地点：于2012年6至11月在扬州大学农学院

实验、流式细胞分析实验室完成。 
材料： 
药物流产后胚胎：胚胎来源于江苏省苏北人民医院妇

产科1例行药物流产的27岁健康女性，根据1994年中华

人民共和国国务院颁发的《医疗机构管理条例》[23]，在

实验前将实验方案和风险告知对方，并签署知情同意

书。 
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人胚胎成纤维细胞分离培养及饲养层制备实验的主要试

剂及仪器： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

方法： 

原代人胚胎成纤维细胞的分离与培养：从江苏省苏北人

民医院妇产科收集合法孕5-9周的人药物流产胚胎(在
无菌条件下操作)。用含双抗的PBS冲洗获取的胚胎组织

6-8次，分离胚胎(置于冰上)，仅留胚胎躯干部，将其剪

碎成约1 mm×1 mm×1 mm的组织块，用含0.02%EDTA
的0.25%胰蛋白酶充分混匀，在37 ℃消化4-6 min后，

即加入等体积的培养液终止消化，然后用325目滤布过

滤得到细胞悬液，以1 000 r/min 离心5 min，去上清后

用含体积分数10%胎牛血清的高糖DMEM培养基(含丙

酮酸钠)重悬细胞，接种于面积为25 cm2的培养瓶中，

置于体积分数5%CO2 95%湿度、37 ℃培养箱中培养。

在倒置显微镜下观察，当细胞90%长满时，以1∶3的比

例对其进行传代，并于液氮中保存[24-25]。 
人胚胎成纤维细胞的冻存与复苏：消化收集对数生长期

的人胚胎成纤维细胞，加入冻存液配制成浓度为7×108- 

1×109 L-1细胞悬液，每支冻存管分装入1.5-1.8 mL。逐

步降温后冻存管移入液氮罐中，可保存1年。从液氮罐

中取出冻存的细胞后立即投入到37 ℃水浴中，待融化

为悬液后离心收集细胞，置于体积分数5%CO2 95%湿

度、37 ℃培养箱中孵育[26]。 
人胚胎成纤维细胞的生长曲线：取第4，8和12代人胚

胎成纤维细胞，以2×103/孔的细胞浓度接种于24 孔板

分10组，每组3个复孔。置于体积分数5%CO2，95%湿

度、37 ℃培养箱中培养。逐日于相同时间点选取1组，

用锥虫蓝染色后计数活细胞数，并计算其平均细胞数。

以培养时间为横轴，以细胞数为纵轴，绘制细胞生长

曲线，用Patterson公式计算细胞在对数生长期的倍增

时间[27]。 
人胚胎成纤维细胞的生长周期：消化收集第8代人胚胎

成纤维细胞，约为1×106个细胞，用PBS洗涤1次后， 加
入体积分数70%乙醇于4 ℃固定至少2 h，然后再用PBS

洗涤2次，与核糖核酸酶(100 mg/L)和碘化丙啶(10 mg/L)
混匀，4 ℃避光孵育1 h，流式细胞仪检测DNA含量。 

人胚胎成纤维细胞饲养层的制备及丝裂霉素C对人胚胎

成纤维细胞增殖影响：取第6-10代对数生长期人胚胎成纤

维细胞为饲养细胞，在培养液中加入特定浓度丝裂霉素

C进行处理，在培养箱中孵育3 h。弃去含丝裂霉素C的

培养液，PBS冲洗4-6次去除残余的丝裂霉素C，消化饲

养细胞种植到预先用0.9%明胶处理过的培养板上(接种

浓度6×107 L-1)，置于体积分数5%CO2，95%湿度、37 ℃
培养箱中培养备用。同时为探讨丝裂霉素C对人胚胎成

纤维细胞饲养层处理的最佳浓度及时间，实验选用10，
12，14 mg/L 3种丝裂酶素C质量浓度对人胚胎成纤维细

胞进行处理，同时设置未处理组作为对照，用MTT比色

法测定人胚胎成纤维细胞数量[28]。 

来源 试剂及仪器 

细胞培养瓶、细胞冻存管 
高糖 DMEM 培养液、含 0.02% 

EDTA 的 0.25%胰蛋白酶 
胎牛血清 
丝裂霉素 C 
青霉素和链霉素 
核糖核酸酶 
碘化丙啶 
噻唑蓝 
5810R 型离心机 
Olympus 相差倒置显微镜 
流式细胞仪 
细胞CO2恒温培养箱 
超净工作台  

Corning 公司 
Gibco 公司 
 
HyClone 公司 
大连美仑生物技术有限公司 
江苏碧云天公司 
中国 Fermentas 公司 
美国 Sigma 公司 
美国 Amresco 公司 
德国 Eppendorf 公司 
日本 Olympus 公司 
美国 BD 公司 
美国 Forma 公司 
中国苏州卓越净化设备有限公司 

主要观察指标：①人胚胎成纤维细胞在光镜下的形

态结构：呈鱼群状或漩涡状。②人胚胎成纤维细胞的生

长曲线与生长周期。③不同质量浓度丝裂霉素C对人胚

胎成纤维细胞增殖的影响。④丝裂霉素C处理时间对人

胚胎成纤维细胞增殖的影响。 
统计学分析：由第一作者采用SPSS 17.0 for 

windows统计软件进行数据处理，计量资料用x
_

±s表示，

采用单因素χ2检验检测组间数据的差异。 
   
2  结果  Results 
 
2.1  人胚胎成纤维细胞的分离培养及生物学特性  人
胚胎成纤维细胞属于贴壁生长型，将分离后的原代人胚

胎成纤维细胞接种于25 cm2培养瓶中，部分细胞8 h贴
壁，去除未贴壁细胞，加入新的培养液继续培养。第3
代人胚胎成纤维细胞形态基本均一，呈长梭形，周边向

外伸出纤维状伪足，生长较为迅速，每当长满培养瓶

90%时，按1∶3比例传代，平均三四天传代，当90%长

满时呈鱼群状或漩涡状，见图1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

注：在相差倒置显微镜下，可见第 3 代人胚胎成纤维细胞贴壁

生长，呈条带状或漩涡状。 

图 1  第 3 代人胚胎成纤维细胞的生物学特性(相差倒置显微

镜，×100) 

Figure 1  Morphology of the human embryonic fibroblasts at 
passage 3 (Inverted phase contrast microscope, ×100)
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已传24代以上，第16代后细胞较前生长缓慢，形态

发生变化，出现较多明显粗颗粒区，呈衰老征象。细胞

冻存于液氮可长期保存，复苏后细胞存活率可达95%以

上，且细胞状态和增殖能力无明显变化。所绘制的该细

胞生长曲线近似“S”形，细胞在第3-7天处于对数生长

期，根据公计算细胞倍增时间约为40 h，见图2。其中

第8代细胞周期分析表明，G0/G1期、S期和G2/M期所占

比例分别为49.8%、6.65%和43.55%，可见大部分细胞

处于静息期(49.8%)，少部分细胞处于活跃的增殖期

(6.65%)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.2  不同质量浓度丝裂霉素C对人胚胎成纤维细胞饲

养层的影响  见表1。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
用10，12，14 mg/L 3组不同质量浓度的丝裂霉素C

处理可抑制人胚胎成纤维细胞增殖，在保持其生存能力

的同时，细胞形态不变，但数目不再增加，培养液消耗

量明显下降。经12 mg/L丝裂酶素C作用第7代人胚胎成

纤维细胞3 h，能明显抑制胚胎成纤维细胞的有丝分裂，

连续观察5 d，使用MTT比色法测定人胚胎成纤维细胞

活力，酶标仪上测定的吸光度值(A)差异有显著性意义 
(P < 0.05)。丝裂酶素C低于12 mg/L时，细胞增殖不能

完全抑制；高于14 mg/L，细胞可能死亡。 
    在经12 mg/L的丝裂酶素C处理后的饲养层细胞可

在体外存活16 d以上，可维持人骨髓极小胚胎样干细胞

在体外的扩增，本课题组前期研究发现人骨髓极小胚胎

样干细胞在条件培养基中第4-7天增殖明显。 
2.3  丝裂霉素C处理时间对人胚胎成纤维细胞饲养层

的影响  用12 mg/L丝裂霉素C处理第7代人胚胎成纤维

细胞，分别处理2，3，4 h，以6×107 L-1的接种浓度接

种在24孔板内，分别在培养的第1，3，5，7，9天利用

MTT比色法测定人胚胎成纤维细胞活力。经12 mg/L丝
裂酶素C作用第7代人胚胎成纤维细胞3 h，在保持其生

存能力的同时，细胞形态不变，但数目不再增加，能明

显抑制胚胎成纤维细胞的有丝分裂，见表2。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

3  讨论  Discussion 
 
极小胚胎样干细胞是一种具有多向分化潜能，生物

学特性类似胚胎干细胞的种子细胞，与先前广泛研究的

间充质干细胞相比，体积小，更幼稚，分化能力更强，

并有可能成为解决干细胞冠状动脉回输导致栓塞问题

的新方法，若作为移植治疗心肌梗死的种子细胞，相信

前景广阔。此外，最近研究发现极小胚胎样干细胞拥有

许多临床应用潜能：①可用于中枢神经系统损伤的修

表 1  不同质量浓度丝裂霉素 C 对人胚胎成纤维细胞增殖的影

响 

Table 1  Effects of different-concentration mitomycin C on 
human embryonic fibroblast proliferation     (x

_

±s, A)

与对照组(丝裂酶素C 0 mg/L)相比，aP < 0.05。 

注：表中数据为使用 MTT 比色法测定人胚胎成纤维细胞活力时，酶标仪上

测定的 A 值。结果提示丝裂霉素 C 为 12 mg/L 时能明显抑制胚胎成纤维细

胞的有丝分裂，即成纤维细胞增殖被抑制。丝裂霉素 C 为 14 mg/L 时虽然

与对照组差异有显著性意义，但成纤维细胞出现死亡，不宜做饲养层。 

丝裂霉素 C (mg/L) 
时间 

0 10 12 14 

 
1 d 
2 d 
3 d 
4 d 
5 d 

 
1.196±0.029 
1.825±0.018 
2.612±0.015 
3.453±0.016 
4.217±0.023 

 
1.189±0.013 
1.437±0.022 

 1.498±0.021a

 1.586±0.019a

 1.765±0.017a

 
1.191±0.012 

 1.143±0.017a

 1.167±0.020a

 1.131±0.015a

 1.152±0.022a

 
1.175±0.026 
0.872±0.016a

0.895±0.023a

0.756±0.022a

0.673±0.019a
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图 2  第 5，10，15 代人胚胎成纤维细胞的生长曲线 

Figure 2  Growth curves of the human embryonic fibroblasts at 
passages 5, 10, and 15 

细
胞

数
量

(×
1 

00
0)

 

第 5 代 

第 10 代

第 15 代

1                        2                             3                             4                           5                            6                           7                             8 

培养时间(d) 

注：将第 5，10，15 代液氮冻存的人胚胎成纤维细胞复苏后培养，

分别观察生长状态并细胞计数，绘制生长曲线，呈“S”型，细胞

在第 3-7天处于对数生长期, 根据公计算细胞倍增时间约为 40 h。 表 2  质量浓度为 12 mg/L 丝裂霉素 C 的处理时间对第 7 代人

胚胎成纤维细胞增殖的影响 

Table 2  Effect of treating time of 12 mg/L mitomycin C on 
passage 7 human embryonic fibroblast proliferation 
                                         (x

_

±s, A)

丝裂霉素 C 处理时间 
培养时间(d)

2 h 3 h 4 h 

 
1 
3 
5 
7 
9 

 
1.237±0.016 
1.362±0.022 
1.553±0.028 
1.749±0.035 
1.963±0.047 

 
1.185±0.012a

1.136±0.016a

1.178±0.020a

1.152±0.017a

1.146±0.023a

 
1.163±0.025a

0.865±0.018a

0.743±0.027a

0.556±0.030a

0.379±0.036a

与处理 2 h组相比，aP < 0.05 

注：表中数据为使用 MTT 比色法测定人胚胎成纤维细胞活力时，酶标仪上

测定的 A 值。提示 12 mg/L 丝裂霉素 C 作用 3 h 后能较好地抑制人胚胎成

纤维细胞的增殖。另外处理 4 h 组在第 7 天时有部分成纤维细胞出现死亡。
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复，如脑卒中、创伤性脑损伤、脊髓损伤、神经变性疾

病(阿尔茨海默病、帕金森病、肌萎缩侧索硬化、亨廷顿

病)[29-30]。②在链脲霉素所致的糖尿病中，骨髓移植可改

善胰腺功能，相关研究表明是骨髓中极小胚胎样干细胞

在发挥重要作用[31]。③可分化为视网膜细胞，为广大眼

睛疾病患者带来新的希望[32]。④可以分化为骨骼组织，

修复坏死或损伤的骨组织[33]，这些无疑为干细胞治疗领

域带来新的福音，因此研究极小胚胎样干细胞具有重要

意义，但极小胚胎样干细胞在人和动物骨髓、脐带血、

外周血及多个器官中含量十分稀少，占总的单个核细胞

的0.01%-0.02%[6]，因此极小胚胎样干细胞的体外扩增

培养十分重要，实验旨在探索使用人胚胎成纤维细胞作

为饲养层体外扩增培养人骨髓极小胚胎样干细胞。 
目前有相关报道用人胚胎成纤维细胞作为饲养层

培养胚胎干细胞以及胚胎生殖细胞[19-21]，国内也有学

者尝试和探讨[34]，但使用人胚胎成纤维细胞作为饲养

层体外扩增培养人骨髓极小胚胎样干细胞国内外目前

尚无报道。同时已有人胚胎成纤维细胞分离培养的研

究报道[24，35]，但人胚胎成纤维细胞的分离和饲养层制

作在技术上仍需考究。此外，分离人胚胎成纤维细胞来

源的胚胎受到伦理学方面的限制，标本的获取和实验过

程必须严格按照伦理学的规定进行操作。 
本实验取孕5-9周龄合法药物流产胚胎组织分离培

养人胚胎成纤维细胞并进行人胚胎成纤维细胞饲养层

制备，对人胚胎成纤维细胞的生物学特性、人胚胎成纤

维细胞饲养层制作时细胞代数的选择、丝裂霉素C使用

浓度及处理时间方面进行详细比较，从而探讨人胚胎成

纤维细胞作为饲养层培养的最佳状态。实验分离培养的

人胚胎成纤维细胞在体外己经培养了24代以上，经过冻

存复苏生物学特性未发生改变。而极小胚胎样干细胞具

有类似胚胎干细胞的生物学特性，体外极容易分化，因

此对于其饲养层应需要具有足够的生长因子及抑制因

子分泌，这要求人胚胎成纤维细胞应有较高的纯度和良

好的生长状态。实验结果表明，原代分离的人胚胎成纤

维细胞13代前长势良好，此后逐渐出现衰老征象，因此

最好选用13代之前的人胚胎成纤维细胞作为饲养层。

另外制备饲养层前对人胚胎成纤维细胞进行预处理十

分关键，使其在保持分泌功能的基础上失去增殖能力，

避免与极小胚胎样干细胞发生生长竞争。目前最常用

的是使用丝裂霉素C[28，36]，其原理为通过烷化作用与

细胞DNA交联，使其双链解聚，抑制DNA复制，在处

理过程中需对时间和剂量进行调控。该过程直接影响

人胚胎成纤维细胞的生长状态，处理不足无法有效抑

制其增殖；过量则造成人胚胎成纤维细胞死亡，不但

丧失分泌相关因子的功能， 而且释放的DNA碎片和溶

酶体酶会对所培养的极小胚胎样干细胞造成损伤。通

过分析比较，12 mg/L丝裂霉素C作用3 h后能较好地

抑制人胚胎成纤维细胞的增殖，并且保持其活力约2
周，可以在很长一段时间内用作饲养层。此外处理完

毕后需用PBS冲洗10次，每次3 min，尽可能去除残留

的丝裂霉素C，避免残留物对极小胚胎样干细胞产生

毒副作用。 
综上所述，本实验建立了人胚胎成纤维细胞的分

离、培养及饲养层制备体系，为进一步探讨和应用人胚

胎成纤维细胞作为饲养层培养人骨髓极小胚胎样干细

胞奠定了坚实的基础。 
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