
教育部「轉譯醫學及農學人才培育先導型計畫」

幹細胞及再生醫學教學資源中心 主編
教育部顧問室 補助

中華民國一〇一年十二月 出版

幹細胞生物學
Stem Cell Biology



再版序 

本教材承蒙教育部顧問室持續重視與鼓勵與在前期「生物及醫學科技人才培育先導型計

畫」吳金洌總主持人之規劃與指導及本期「轉譯醫學及農學人才培育先導型計畫辦公室」李

德章總主持人之支持與授權下，配合國內幹細胞學界之專家努力，得以再版，特此致上最高

感謝之意。 

本書第一章由臺大醫學院何弘能副院長與陳信孚醫師負責撰寫，介紹建立人類胚胎幹細

胞之技術，為臺灣本土人類胚胎幹細胞研究奠立之重要里程碑。第二章 胚胎幹細胞的鑑定，

則是由中研院細胞暨個體生物研究所郭紘志博士以其豐富的教學及研究經驗負責撰寫。第三

章 胚幹細胞體外培養與定向誘導分化，則是由中研院基因體研究中心沈家寧研究員深入淺出

地介紹，並引用了最新諾貝爾獎得主日本京都大學山中伸彌教授之研究，讓本書能夠提供幹

細胞研究最新進展。第四章 成體幹細胞分離培養擴增及體外分化，則由在成體幹細胞領域研

究成果豐碩之陽明大學李光申教授領導的團隊來撰寫精闢之內容。第五章 奈米科技暨幹細胞

生物學之運用，則由成功大學謝清河教授介紹具有前瞻性的生醫奈米科技及關於幹細胞研究

之可能運用。第六章 複製動物技術在幹細胞相關研究之運用，則邀請到臺灣“複製動物之

父”鄭登貴教授及其得意門生吳信志博士共同撰寫，介紹幹細胞研究與複製動物之淵源。第

七章 組織工程在幹細胞研究之運用，則由台灣大學徐善慧教授負責撰寫，介紹由跨領域之化

工人才專精組織工程如何應用到幹細胞之研究。第八章 幹細胞的保存與復甦，則由食品工業

發展研究所黃效民副主任撰寫，提供關於幹細胞保存之關鍵技術。第九章 幹細胞在臨床之應

用，則由中山醫學大學李茂盛教授撰寫，李教授為國內不孕症權威，針對幹細胞之臨床運用

提供全面性的介紹。第十章 幹細胞治療研究與臨床試驗，則是由台中榮民總醫院陳甫州主任

與工研院陳婉昕博士共同撰寫，對於幹細胞潛在之臨床治療及相關法律規範均有詳細介紹。

最後第十一章 幹細胞之生技產業運用，則是由工研院陳婉昕博士參考國內外目前的生技產

業，為幹細胞研究之市場發展做全面性介紹。 

本書之章節安排需再次感謝鄭登貴教授在前期計畫之縝密規劃。而約稿撰寫協調工作則

由中研院游特聘研究員正博之大力協助，始得完成。期望本書之再版，不僅可提供參與計畫



之各夥伴學校授課內容之參考教材，更可為臺灣生物醫學研究提供經過系統整理的幹細胞科

技新知。 
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第一章 

人類胚胎幹細胞之建立 

The Establishment of Human Embryonic Stem Cells 

陳信孚  何弘能 

臺灣大學醫學院附設醫院婦產部 

 

一、前言 

胚胎幹細胞（embryonic stem cells；ESC）是多能性（pluripotent）或全能性（totipotent）
的細胞，這種細胞具有自我更新與無限擴增數目的特性，而且在適當環境下，他們可以分化

成體內所有三個胚層（embryonic germ layer）的細胞，以及生殖細胞（germ cell）。因此這

種細胞不論在科學研究上，或未來的毒物學、藥物學、或甚至臨床應用上，都具有實質的潛

能。由科學的角度來看，胚胎幹細胞的培養可以讓人類進一步瞭解各種細胞之形成與分化的

機轉與控制的因素，因此對人類生物學的知識可以明顯增進。另外，胚胎幹細胞也可以用來

測試藥物或毒物對於細胞分化為特定細胞之影響。而最重要的，胚胎幹細胞如果能有效培育

為特定細胞，例如心肌細胞、肝臟細胞、胰臟細胞或甚至卵子等等，並用於移植，則胚胎幹

細胞在細胞或器官移植以治療人類疾病上，將具有無限的使用潛能。 
小鼠的胚胎幹細胞早在 1981 年就已被建立，且有許多後續的研究證實其科學上的無窮

價值。而人類胚胎幹細胞（hESC）則遲至 1998 年由威斯康辛大學 James Thomson 的團隊
1 首度建立。至今全世界已有許多人類胚胎幹細胞株建立成功與完整的定性 1-3，但是有許多

理由使得建立新的細胞株還是很重要，理由如下：[1] 例如要由國外購買細胞株比較昂貴；[2] 
而且每一個細胞株之特性皆有部分差異；[3] 此外，尤其是含有特殊疾病基因之細胞株，以

及中國人的細胞株，皆對於研究中國人特定的疾病有其一定的價值，因此我們認為建立自己

國人的細胞株相當重要；[4] 還有目前全世界現有之細胞株多半是建立於含有動物物質或動

物餵養細胞之培養環境，因此在我們自己的實驗室裡把一個獲得胚胎幹細胞的環境建立好，

以便將來可以有效建立特殊的細胞株，例如含特定疾病之細胞株或不含外來動物物質

（xeno-free）之細胞株，就顯的特別重要。這個章節，我們將簡潔的描述如何建立人類胚胎

幹細胞株，以便大家可以參考而確實可以應用，這方面可以參考我們最近發表的文獻 2。 
 

二、實驗方法 

胚胎幹細胞的建立需符合主管機關有關胚胎幹細胞研究之倫理綱領，並得到機構之人體

試驗委員會同意，然後在不孕症夫婦同意捐贈多餘胚胎且簽署捐贈同意書之後才能進行實
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驗。實驗的進行，首先要把冷凍胚胎先解凍，然後在胚胎培養液中培養至第 5 至 6 天，到達

囊胚期胚胎（blastocyst）的階段（圖一）。如果捐出的胚胎是新鮮的胚胎，則直接培養至囊

胚期來使用。接下去的步驟則進入實質分離人類胚胎幹細胞的階段。人類胚胎幹細胞是由囊

胚的內細胞團（inner cell mass；ICM）分離培養而來，因此首先要獲得內細胞團，分離的方

法如下： 
 
 

 

                    

 

 

圖一、囊胚的型態 

 
方法一：只去除透明層（zona pellucida）的方法 
1. 準備四孔盤一個、蛋白酶（protease）、胚胎幹細胞培

養液（hES medium）、餵養細胞，與含餵養細胞之培

養盤（organ culture dish；OCD；Falcon），皆應預先

準備好放在培養箱中平衡。 
2. 將新鮮或解凍後之胚胎培養至囊胚。記錄其型態、胚胎

分級（scoring）（表一），及發育天數，通常這時候是

精卵受精之後 5 到 6 天。 
3. 以磷酸緩衝液（PBS）配置 0.5%的蛋白酶，並以 0.22 

μm 的過濾膜（filter）過濾後，取 1 ml 置於四孔培養盤

（4-well culture dish；NUNC）的第一孔中，其餘三孔

中各加入 0.5 ml hES medium（見附錄三），置於培養箱中平衡至少 1 小時。 
4. 將囊胚置於 37℃、0.5%的蛋白酶中作用（四孔培養盤的第一孔），在顯微鏡下持續觀察，

待透明層被酵素部分或完全溶解後（大約 1 至 6 分鐘左右），以 hES medium 洗滌三次（培

養盤第二～四孔），然後立刻將囊胚置於已製備好之含餵養細胞（MEF）之培養皿（OCD）

中培養，使用含生長因子之 hES medium。 
5. 兩天後觀察胚胎與餵養細胞黏著程度，然後就可以更換培養液（hES medium），更換時

動作要慢且輕柔，其後每天換一次培養液。 
6. 每日觀察囊胚是否持續附著於餵養細胞且開始增殖，然後於適當時機予以繼代（約 5 至

12 天後）。之後於每生長一週後進行繼代培養，觀察其生長型態，生長至一個月後則陸續

進行胚胎幹細胞特性之鑑定。 

hES 
medium 

hES 
medium  

hES 
medium  

 
protease 

4-well culture dish 

 

內細胞團 
inner cell mass 

滋養層細胞 
trophoblast 

囊胚 
blastocyst 
  

 
 
 
 



 3 

表一、人類囊胚分級表（根據 Gardner．Fertil Steril, 2000 修改而來） 
等級 敘述 
1 囊胚已膨脹，內細胞團明顯，囊胚腔內無退化區域 
2 囊胚已膨脹，內細胞團明顯，可見退化區域  
3 囊胚已膨脹，無內細胞團，不明顯或有部分退化 
位於囊胚內的內細胞團之分級： 
A 內細胞團密集且清楚，無暗色細胞；內細胞團呈球形 
B 與 A 類似，但有少量的暗色細胞 
C 內細胞團明顯但不密集，散佈於滋養層內側；內細胞團呈扁平，無暗色細胞 
D 與 C 類似，但有暗色細胞 
 
 
方法二：免疫手術法（immunosurgery） 
實驗目的：除去透明層與滋養層細胞（trophoblast），以獲得純化之內細胞團 
準備：四孔盤三個、蛋白酶、anti-human serum、guinea pig complement、胚胎幹細胞培養

液、餵養細胞，含餵養細胞之培養盤，皆應預先準備好放在培養箱中平衡。 
 
 

A 將囊胚之透明層去除 
1. 取一個四孔盤，配置 10 units/ml 蛋白酶，取 80µl 放

置於第一孔中並覆蓋上礦物油，其餘三孔中各注入 0.5 
ml hES medium。 

2. 將 5~6 天的囊胚置入第一孔中作用 1~2 分鐘，觀察囊

胚透明層至即將完全溶解。 
3. 依序將囊胚置入第 2~4 孔中洗淨殘留的酵素，於第 4

孔中靜置 20 分鐘。 
 
 
B 使用抗人類血清（anti-human serum；anti-HS）（附錄

二）來結合滋養層細胞的表面抗原 
1. 取另一個四孔盤，以 1：5 比例配置抗人類血清與 hES 

medium，取 80µl 放置於第一孔中並覆蓋上礦物油，

其餘三孔中各注入 0.5 ml hES medium。 
2. 將去除透明層的囊胚置入第一孔中作用 30 分鐘。 
3. 依序將囊胚置入第 2~4 孔中洗淨殘留的試劑。 

C 加入補體（complement），以去除滋養層細胞  

hES 
medium 

 
anti-HS 

hES 
medium 

hES 
medium 

B. 4-well culture dish 

 

hES 
medium 

 
protease 

hES 
medium 

hES 
medium 

A. 4-well culture dish 
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1. 取另一個四孔盤，以 1：5 比例配置天竺鼠補體（guinea 
pig complement；GP）與 hES medium，取 80µl 置
於第一孔中並覆蓋上礦物油，其餘三孔中同樣各注入

0.5ml hES medium。 
2. 將 anti-human serum 作用後的囊胚置入第一孔中作

用 30 分鐘，觀察滋養層細胞被溶解。 
3. 依序將取得之內細胞團置入第 2~4 孔中洗淨殘留的試

劑。 

 

D 將處理完成的內細胞團移置於已加入生長因子之 hES medium，且含餵養細胞之培養皿

（OCD）中，置入培養箱中培養（圖二）。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖二、免疫手術的過程。A. 第六天的囊胚；B.去除透明帶的囊胚；C. 抗人類血清處理

後，加入天竺鼠補體作用中的囊胚；D. 免疫手術完成後放到餵養細胞上的內細

胞團。 

hES 
medium 

hES 
medium 

hES 
medium 

  
 GP 

C.4-well culture dish 

 

A B 

C D 

Feeder  

ICM 

免疫手術 
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三、胚胎幹細胞的繼代培養 

胚胎幹細胞的繼代培養可分兩種方法： 
A. 玻璃針切割技術：可控制細胞群落（colony）大小的一致性，用於長期繼代。 

1. 準備一支巴斯特玻璃滴管（Pasteur pipette），以酒精

燈將管尖燒熱，待微熔時輕拉管尖，將形成之頸部切

斷（圖三），利用切斷處之玻璃針鋒利面做切割，而製

成玻璃切割針。另外亦可以用 29~30G 胰島素針頭替

代。 
2. 準備一四孔盤作為清洗使用，加入磷酸鹽緩衝液

（PBS）於第一孔，其餘三孔分別注入 hES medium，

放入培養箱備用。 
3. 將已製備好含餵養細胞的培養皿（OCD）之培養液更

換為已加入 bFGF 之 hES medium，放入培養箱中至

少一小時備用。 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
圖三、玻璃針的製作方法。 

 
 

4. 使用 hES medium 配置 10 µg/ml 的蛋白酶（dispase）溶液。 
步驟 1.當胚胎幹細胞群落生長至大約 5 至 7 天，群落大小直徑約 100 µm 左右就可以

進行繼代。 
步驟 2.用準備好之玻璃針或 29~30G 針頭於解剖顯微鏡下進行群落切割，將未分化的

部分切割下來。切割方式一般分為輪狀切法及井字切法（圖四），可依群落的型

態作選擇。 
步驟 3.切割完畢後換上 0.5 ml dispase 溶液，置於培養箱中約 2~3 分鐘。 
步驟 4.取出培養皿，於顯微鏡下觀察，可以看見已切下的細胞群落由周邊開始翻起，

並逐漸與餵養細胞脫離。 
步驟 5.用吸管尖（20~200 μl tip）將所有要的細胞片吸上來，放入四孔盤中依序清洗。 
步驟 6.最後將細胞片依序放入準備好含新鮮餵養細胞的培養皿中，每盤培養皿（OCD）

PBS+ 

hES 
medium 

hES 
medium 

hES 
medium 

4-well culture dish 

 

1 2 3 
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約放置 7 至 9 片為宜。 
步驟 7.兩天後就可觀察細胞群落是否已貼附完全，並更換培養液。更換時要慢，並特

別小心減少干擾剛附著的幹細胞群落，之後每一天要換一次加有 bFGF 之 hES 
medium。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
圖四、玻璃針切割人類胚胎幹細胞技術。1.以玻璃針切割之情形；2.井字切法；3.輪狀切法。 

 
 
B. 酵素方法：此方法適用快速大量繼代胚胎幹細胞。 

1. 把磷酸鹽緩衝液（PBS）及人類胚胎幹細胞培養液（hES medium）預先回溫。 
2. 用磷酸鹽緩衝液配製膠原蛋白酶第四型（collagenase IV）200 units/ml 備用。 
3. 將製備好已含有餵養細胞之 35-mm 培養皿的培養液更換為已加入 bFGF 之 hES 

medium，並放入培養箱至少一小時備用。 
步驟 1.使用磷酸鹽緩衝液把已培養 7 天含人類胚胎幹細胞的培養皿清洗兩次。 
步驟 2.把已製備之膠原蛋白酶第四型 0.5 ml 加入培養皿中，然後置於培養箱中 3~6

分鐘。 
步驟 3.用吸管尖（20~200 μl tip）將略為剝離之胚胎幹細胞群落刮起，放到已含有 6 ml 

hES medium 之 15 ml 離心管中。 
步驟 4.用電動分注器（Pipette Aid）來回吸放 5~10 次使細胞群落打碎成原來大小的

1/10~1/20。 
步驟 5.離心 600×g 2 分鐘，抽掉上清液，依分盤數之需要，加入一定量已含 bFGF 之

hES medium 中混和均勻。 
步驟 6.將碎成小片的細胞團塊懸浮液放入含新鮮餵養細胞的 35-mm 或 60-mm 培養皿

中。 
步驟 7.兩天後就可觀察細胞是否已貼附完全，並更換培養液，更換時動作輕柔，之後

每一天換一次含 bFGF 之 hES medium。 
 
*註：若是繼代前細胞團塊本身較薄，即可省略酵素作用步驟，直接用電動分注器來回吸放打

散細胞，但不宜將細胞團塊打的太碎。 
 

1 2 3 
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圖五、人類胚胎幹細胞經玻璃針切割後，繼代培養後之外觀。1. 繼代後第 3 天；2.繼代後第

5 天；繼代後第 7 天。 

 

四、胚胎幹細胞的冷凍 

採玻璃化（vitrification）冷凍方法，以快凍為原則。 
 

1. 製備冷凍液，配置好的冷凍液可於 4 ℃保存一星期。 
名稱 成分 比例 

A.ES-HEPES medium 
DMEM media 78% 
Fetal Bovine Serum （Hyclone） 20% 
1M HEPES 2% 

B.10%Vitrification solution 
ES-HEPES 80% 
Ethylene Glycol 10% 
DMSO 10% 

C.20%Vitrification solution 

ES-HEPES 30% 
1M Sucrose Solution 30% 
Ethylene Glycol 20% 
DMSO 20% 

2. 準備一四孔盤依圖示注入冷凍液 A、B 與 C，每一孔至少 0.5 ml，另外用 C 冷凍液分別

各做一滴 20 µl 及 3 µl 冷凍液珠備用。 
3. 把一冷凍管架在鋁條上，然後標上必要資料、日期，然後放到液態氮內，此時整個管子

已裝滿液態氮。 
4. 依玻璃針切割法先備好胚胎幹細胞片於清洗四孔盤

中。 
5. 接著使用吸管尖把胚胎幹細胞片移至冷凍盤的第一

個孔 A 液中，開始進行冷凍。 
6. 用吸管尖先吸一點 B 液，然後把胚胎幹細胞片由 A

液吸起放到 B 孔中，作用 1 分鐘。 
7. 先吸一點 C 液，然後從 B 孔中把細胞片吸起放到 C

孔中作用 25 秒。 

 

1 2 3 

o 3µl ○ 20µl 

A. 

C. B. 

 

4-well culture dish 
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8. 接著把胚胎幹細胞片由 C 孔吸到 20 µl 的 C 液中。 
9. 再把胚胎幹細胞片吸到 3 µl 的 C 液中。 
10. 最後用冷凍胚胎麥管（straw）的窄端用虹吸原理把胚胎幹細胞片吸起，立即放到液態

氮中，然後再放進已預備好的冷凍管中，蓋上蓋子，儲存於液態氮儲存桶中。 
 
*註：2~3 分鐘以內要完成一次冷凍；一次最多可冷凍 8 片胚胎幹細胞片。 

 

五、胚胎幹細胞的解凍 

1. 製備解凍液，配置好的冷凍液可於 4 ℃保存一星期。 
名稱 成分 比例 

A.ES-HEPES medium 
DMEM media 78% 
Fetal Bovine Serum (Hyclone) 20% 
1M HEPEs 2% 

B.0.2M Sucrose medium 
ES-HEPES media  80% 
1M Sucrose Solution 20% 

C.0.1M Sucrose medium 
ES-HEPES 90% 
1M Sucrose Solution 10% 

 
2. 將製備好的 OCD（內含餵養細胞）內的培養液更換為已含 bFGF 之 hES medium，並

放入培養箱中平衡至少一小時備用。 
3. 從液態氮儲存桶中取出冷凍胚胎麥管後，放入已裝滿液

態氮的攜帶筒中。 
4. 利用鑷子把冷凍胚胎麥管從冷凍管中取出，立刻放在第

一個孔中（B. 0.2M sucrose solution），如擔心胚胎幹

細胞片會卡在管壁上，則插入套在注射筒上之吸管尖

（20~200 μl tip），把冷凍小管中的剩餘幹細胞片再加

以排出，計時 1 分鐘。 
5. 接著將胚胎幹細胞片移入第二個孔中（C. 0.1M 

sucrose solution），計時 5 分鐘。 
6. 再將胚胎幹細胞片依序移入第三及第四孔（A. ES-HEPES medium）中各 5 分鐘。 
7. 最後就可將細胞片置入含新鮮餵養細胞並使用 hES medium（含 bFGF）之培養皿中。 
8. 兩天後觀察胚胎幹細胞是否貼附完全，並更換培養液，之後每天更換培養液。 
 
*註：胚胎幹細胞之冷凍與解凍，也可以使用類似一般大量細胞之冷凍法，但仍須以細胞片

（pieces of colonies），而非單獨細胞（single cells）方式冷凍，以提高存活率。 
 

4-well culture dish 

 
 

B.1min 

A.5min A.5min 

C.5min 
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六、餵養細胞 (Feeder cells) 

餵養細胞可以提供胚胎幹細胞所需的生長環境並維持不分化的狀態。一般常用的餵養細

胞為小鼠胚胎纖維母細胞（mouse embryonic fibroblasts, MEF）或 STO 纖維母細胞株；另

外，考慮到動物性污染問題，也可以使用人類包皮纖維母細胞（human foreskin fibroblast, 
HFF）（ATCC CRL-1635, Hs68）或其他來源的細胞（例如 human placental fibroblast）等，

作為餵養細胞。 
 
A. 小鼠胚胎纖維母細胞之建立 
1. 選用 5 至 6 周大的母鼠與公鼠交配後，將成功配種後出現陰道栓的母鼠分籠飼養。 
2. 配種後第 13 日的懷孕母鼠經頸椎脫臼法犧牲後，解剖取下完整子宮置於磷酸緩衝溶液

（PBS）中。 
3. 於解剖顯微鏡下剪開子宮並取出胎小鼠，以鑷子撕開羊膜與胎盤，再逐一去除胎小鼠的

頭、尾部、四肢與內部臟器，並移至 10 cm 含 PBS 的培養皿中（圖六）。 
4. 將胎體置入 3 ml 注射針筒中，反覆通過 18 號注射針直到胎體碎成細胞團塊。 
5. 將細胞懸浮液靜置 10 分鐘。 
6. 吸取上層細胞懸浮液加入含餵養細胞培養液（MEF medium）（見附錄三）中，於 37 ℃

培養箱（5 % CO2）中培養。調整細胞數為培養皿中每毫升約有 105個細胞。 
7. 翌日將未能貼附的細胞及組織殘渣移除，更換新的培養液，並檢查細胞貼附及增殖情形，

待 2 至 3 日細胞長滿培養皿時，則可進行繼代培養。 
8. 繼代培養時，以 PBS（Ca2+/Mg2+-free）清洗 2 次，加入 1ml 含 0.05% trypsin- EDTA 溶

液，於 37℃培養箱內培養 2 分鐘，將懸浮細胞打散，再加入 MEF medium 中止 
trypsin-EDTA 作用，然後將懸浮細胞以 1：3 進行分盤。 

9. 隨後每 2 天更換一次培養液，於細胞達到 90 %滿盤以上即可繼代分盤或進行冷凍保存。

實驗室通常使用繼代數為 5 至 6 代者供胚胎幹細胞培養。 
 

 

圖六、於含 PBS 的培養皿中去除胎小鼠的頭、尾部、四肢與內部臟器 
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B. 餵養細胞的冷凍 
1. 配製冷凍液（90% FBS：10% DMSO）置於冷凍管中，並置於冰桶中備用。 
2. 培養皿中加入 PBS（Ca2+/Mg2+-free）清洗 2 次，加入 1.5 ml 含 0.05% trypsin- EDTA 溶

液，於 37℃培養箱（5 % CO2）內培養 2 分鐘，將懸浮細胞打散，再加入 MEF medium
中止 trypsin-EDTA 作用。 

3. 吸取懸浮細胞液至 15 ml 離心管中，利用血球計數器（haemocytometer）進行細胞計數。 
4. 於 1000 rpm 離心條件下離心 5 min，吸除上清液。 
5. 加入適量的冷凍液，調整冷凍管中的細胞數為 1.5×106細胞 / 0.5 ml 冷凍液，置入冷凍管

中。 
6. 冷凍管先放入冷凍盒（NALGENE Cryo 1℃ Freezing Container）內，置於-80℃冷凍庫

中，隔天再移至液態氮桶中長期保存。 
 
C. 餵養細胞的解凍 
1. 於液態氮桶中取出冷凍管，放入 37℃水浴中進行解凍至剩一小塊冰塊。 
2. 將冷凍管液體移至已加入 MEF medium 的 15 ml 離心管中。 
3. 於 2000 rpm 離心條件下離心 5 min，吸除上清液。 
4. 加入新的 MEF medium，混合後移至 75-cm2 flask（Falcon）中。 
5. 最後移至 37℃培養箱（5 % CO2）中培養，之後每 2 天更換一次 MEF medium，待細胞

達到 90%滿盤以上即可繼代。 
 
D. 餵養細胞之製備 
a. 培養皿的 gelatin coating  
1. gelatin（Sigma）溶於無菌水中使其濃度為 0.1%，滅菌後貯存於-20℃冷凍庫中備用。 
2. 0.1% gelatin 於室溫或 37℃回溫後，注入培養皿底部，置於 37℃培養箱中 20 分鐘。 
3. 將培養皿中的 gelatin 移除，再移至 37℃培養箱中備用。 
 
b.  Mitomycin C 處理 
1. 培養皿中細胞長滿時，將培養液更換為含 mitomycin C（10 μg/ml）的 MEF medium，於

37℃培養箱培養 2.5 至 3 小時。 
2. 以 PBS（Ca2+/Mg2+-free）清洗 2 次，再加入 0.05% trypsin-EDTA 於 37℃培養箱內培養 

2 分鐘，將懸浮細胞打散，再額外加入 10 ml 之 MEF medium 中止 trypsin-EDTA 作用。 
3. 吸取懸浮細胞液至 15 ml 離心管中，於 1000 rpm 離心條件下離心 5 min，吸除上清液，

加入 5 ml 的 MEF medium，小心混合均勻。 
4. 利用血球計數器進行細胞計數，取適當濃度的細胞數（1.75×105 cells/ ml）置於經 0.1% 

gelatin 處理過的器官培養皿（OCD）或 35-mm culture dish 中。 
5. 移至 37℃培養箱（5% CO2）中進行培養，待細胞貼附於培養皿後（約 6 小時以上）即

可作為餵養細胞。 
6. 培養胚胎幹細胞前，培養皿中的培養液需更換為 hES medium（見附錄三），置於 37℃培
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養箱中至少平衡 1 小時方可進行培養（圖七）。 
 
c. γ 射線處理 
1. 除了使用 Mitomycin C 的方法之外，也可以使用 γ 射線處理，來使細胞停止分裂增生。細

胞長滿培養皿時，加入 0.05% trypsin-EDTA 溶液，於 37℃培養箱內培養 2 分鐘，將懸浮

細胞打散，再額外加入 10 ml 的 MEF medium 中止 trypsin-EDTA 作用。 
2. 將細胞移至 Falcon Petri dish，再移至放射線設備以 3000~8000 rad 的 γ 射線照射（條件

需依細胞濃度與設備不同而調整）。 
3. 再將 γ 射線處理後的細胞移至培養盤中。 
4. 取細胞懸浮液進行細胞計數，將適當比例的細胞數（1.75×105 cells/ml）置於經 0.1% 

gelatin 處理過的 OCD 或 35-mm culture dish 中。 
5. 移至 37℃培養箱（5% CO2）中進行培養，待細胞貼附於培養皿後（約 6 小時以上）即

可作為餵養細胞之用。 
6. 培養胚胎幹細胞前，需更換為 hES medium，置於 37℃培養箱中至少平衡 1 小時以上方

可進行培養。 
 
E. Extracellar matrix（細胞外基質）plates 之備製 
a. Matrigel（一種細胞外基質）可以取代餵養細胞提供胚胎幹細胞的生長環境： 
1. Matrigel（Becton Dickinson）置於 4℃冰中隔夜解凍，並將 pipettes 置於-20℃冷凍庫中

預冷（Matrigel matrix 在 22~35℃下易急速凝膠，所以在操作時須維持低溫）。 
2. 操作當天，過程皆需使用預冷的 pipettes 及離心管。 
3. 取無血清（serum-free）的 DMEM 培養液，於冰中稀釋 Matrigel 至所需濃度（通常使用

濃度為 5%）。 
4. 吸取 Matrigel 覆蓋於培養皿底部，室溫靜置 1 小時後，吸除未凝膠的 Matrigel，再以無

血清的 MEF medium 洗滌後即備製完成（可存於 4℃達 2 個月）。 
5. 以 Matrigel 培養胚胎幹細胞時須每天更換條件化培養液（conditioned medium）。  
 
b. 條件化培養液之備製 
1. 於含 mitomycin C 處理過的 MEF（3×106 cells）的 75-cm2 flask 中，加入 20 ml 新鮮的

MEF medium。 
2. 移至 37℃培養箱（5% CO2）中培養 24 小時後，將 flask 中的培養液收回即為條件化培

養液（此 flask 可回收條件化培養液約 7 天）。 
3. 條件化培養液過濾（0.22 μm filter）後，可提供胚胎幹細胞之培養（培養液可存於 -20 ℃ 

達 1 個月）。 
 
*註：關於人類餵養細胞的報告，目前使用較多的包括 foreskin fibroblast、uterine 
endometrium、placenta，以及由人類胚胎幹細胞所分化建立而來的纖維母細胞等等 4。這些

人類來源的餵養細胞不論是使用含血清或不含血清的培養液，都可以有效的維持人類胚胎幹
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細胞生長。不過，在 MEF 或人類的餵養細胞下生長之人類胚胎幹細胞型態並不完全相同，

例如人類胚胎幹細胞生長在人類餵養細胞下會顯得比較扁平、比較薄、單層且細胞略大，而

在 MEF 上則較厚。這些差別在人類胚胎幹細胞的後續分化上之差異，則並不清楚（圖七）。 
 

*註：關於人類胚胎幹細胞之培養環境，除了餵養細胞與培養液之外，還有些其他條件也可能

會影響到細胞的成長。例如培養箱之 CO2濃度大部分是設定於 5~7%，但是這一點還需考量

使用的培養液本身最適合的 pH 值而定，因此實驗室對此需做適當的調節。至於是否需使用

高純度的 CO2，或使用特殊裝置以減低空氣中有害的揮發物質，則同樣需根據各實驗室測試

才能得到答案。至於 O2濃度是 21%，或減低至 5%左右（hypoxic culture），同樣是未決的

議題。過去有數篇報告顯示 5% O2有助於胚胎幹細胞的建立與維持，但是我們最近詳盡的分

析比較卻發現：在維持人類胚胎幹細胞於未分化的狀態下而言，如果繼代的頻率是常規的 5~7
天左右，則使用 21% O2可能沒有明顯壞處，並且維持的費用也比較低，且不論在各種分化

與未分化之基因的表現上，皆無明顯之差異，因此未必需要使用 5% O2。因此實驗室對於最

適當的人類胚胎幹細胞培養環境需有其自我的分析與測試，並非一種培養環境可以一體適用

於所有實驗室。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
圖七、顯微鏡下觀察餵養細胞貼附於培養皿及用於培養胚胎幹細胞。1.小鼠胚胎纖維母細胞

（mouse embryonic fibroblasts, MEF）； 2.胚胎幹細胞培養於 MEF； 3.人類包皮纖維母細

胞（human foreskin fibroblast, HFF）； 4.胚胎幹細胞培養於 HFF 之情形。 
 

1 2 

3 4 
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七、人類胚胎幹細胞建立的新發展 

有關於人類胚胎幹細胞的建立與維持，其標準實驗步驟皆已有文獻可供參考，而實驗效

果也很好。不過最近數年來，國際間對於人類胚胎幹細胞之建立與維持有許多新的發展；其

最重要的目標不外乎：首先是朝向一個非動物餵養細胞 4,5、無外來非人類物質之介入、無血

清，而尤其是在一種培養物質完全透明清楚的培養液（defined medium）中 6,7，所建立與生

長之人類胚胎幹細胞株的實驗方向來發展。另一方向則是朝向一個減少破壞胚胎的方法來建

立人類胚胎幹細胞。 
對於第一個目標，過去許多研究顯示人類來源的餵養細胞，例 human foreskin feeder、

human placental fibroblast 等等細胞，皆可有效建立與維持人類胚胎幹細胞之成長 8。進一

步也有研究顯示：在一個 defined medium 的環境下建立新的人類胚胎幹細胞株 6，他們使用

一種稱為 TeSR1 的培養液，內含 TGFβ、PA、GABA、LiCl、bFGF 等物質，而能達到與 MEF
的 conditioned medium 相同或更好的效果，而且在配合人類之細胞外基質（extracellular 
matrix）（包括 collagen IV、fibronectin、laminin、與 vitronectin 的使用）之下，並不需要餵

養細胞。在使用這種培養環境的情況之下，Ludwig 的團隊建立了兩株新的人類胚胎幹細胞

株，可惜其中一株染色體異常，而另一株原為正常，培養 7 個月之後變成第十二對染色體三

倍體。因此就這個議題，還有許多研究需要進行，但終極目標是建立一種無餵養細胞，且無

外來非人類的物質的培養環境，以便所建立出來的人類胚胎幹細胞株可以達到臨床應用之最

基本需求條件 9。 
另外關於減少胚胎之破壞，由於傳統之建立人類胚胎幹細胞方法，皆需要破壞胚胎才能

達成。因此在許多國家，或某些宗教團體的倫理與道德考量上，常常會衍生許多爭議。因此

為了解決這個議題，有數種方法被設計出來以減少破壞胚胎之必要性。其中一種方法是由

Klimanskaya 團隊 10所發表的方法：是把胚胎培養至第三天約 8 細胞時期，以顯微操作技術

取出 1~2 個胚葉細胞（blastomere），然後藉由此胚葉細胞與原已形成之胚胎幹細胞株共同

培養，使此胚葉細胞順利形成新的人類胚胎幹細胞株。如此不但達到建立新的細胞株，而且

原來移除 1~2 個胚葉細胞之胚胎，仍能繼續發育至囊胚不受影響。這種技術雖然還需進一步

精進與改良，但在解除人類胚胎幹細胞的倫理爭議上，無疑又踏出一大步。 
此外，為了將來臨床應用的需要，人類胚胎幹細胞與其培育產生的分化細胞還需要解決

排斥的問題。在數種解決的方案當中，近年來為科學家所特別重視的方法之一是：以核轉殖

（nuclear transfer；NT）的技術，來得到量身訂做之胚胎幹細胞株（nt-hESC）。由於這種

細胞株的核是來自核捐贈者（nuclear donor）的體細胞，因此藉此技術得到的人類胚胎幹細

胞之 DNA 與原來捐贈者有 99%以上的相似，只有粒腺體 DNA 不同。因此一旦將來這種細胞

株的產物用於移植回核捐贈者身上，應該不會有排斥問題。可惜的是這種技術用於建立人類

胚胎幹細胞的研究上，截至目前為止並沒有成功的案例。因此由上述的現象，我們可以知道

單單只談人類胚胎幹細胞的建立，不談其後續的分化，就有許多困難與議題需釐清與解決。

而這同時，當然也代表人類胚胎幹細胞的建立也還有無限的可能存在，值得科學家探討。 
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八、附錄 

（一）建立人類胚胎幹細胞之效率 
這是過去我們已發表關於人類胚胎幹細胞之建立時，所建立三個細胞株（NTU1、NTU2

與 NTU3）之基本資料 2。 
編號 解 凍 的 胚

胎時期 
囊胚等級 Antiserum 

(dilution) 
第一次繼代天數 第二次繼代天數 建立之細胞株 

1 2PN 2BA 
Homemade 
(1:20) 

10    

2 2PN 3AA 
Homemade 
(1:10) 

8    

3 6 Cell 4AA Homemade (1:8) 9   

4 6 Cell 4BA Homemade (1:5) 7    

5 2PN 3AA Homemade (1:5) 10 14 NTU1 

6 2PN 3CA Sigma (1:5) 9    
7 2PN 4AA Sigma (1:3) 10 9 NTU2 
8 8 Cell 4CA Sigma (1:3) ****     
9 2PN 3AB Sigma (1:3) 12    

10 2PN 4BA Sigma (1:3) 8     
11 2PN 4AB Sigma (1:3) 12 6 NTU3 

 
（二）Anti-human serum 的製備 

取 1-2×107 BeWo cells（人類絨毛腺癌細胞株 CCL-98；ATCC, Rockville, MD）在 0.5 ml
磷酸鹽緩衝液中，以靜脈注射打入紐西蘭（Zew Zealand）白兔體內，每 14 天施打一次，共

計 3 次。於最後一次施打後 14 天收集白兔血清，再經由 BeWo 細胞測試其培養及細胞溶解

的成效來決定使用濃度，完成後儲存於-80℃。另外也可以購買 Sigma 公司的 anti-human 
serum。 

 
（三）相關培養液配置 

名稱 成分 比例 

DMEM-HEPES medium DMEM 97.5% 
HEPES 2.5% 

1M Sucrose medium 
(先將 sucrose溶於DMEM-HEPES

再調整至 8ml 後加入血清) 

Sucrose 3.42g 
DMEM-HEPES 6ml 
Fetal Bovine Serum (Hyclone) 2ml 

人類胚胎幹細胞培養液   D-MEM 80% 
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(hESC medium) 
(亦可用市售商品取代，如

Primate ES Cell Culture 
Medium/ ReproCell) 

  L-glutamine 1% 
  Penicillin/Streptomycin 0.5% 
  Hyclone FBS 20% 
  NEAA 1% 
  β-Mercaptoethanol 0.1mM 
  bFGF  10 ng/ml 

MEF medium DMEM medium 88.5 % 
L-Glutamine-200 1 % 
FBS（Gibco） 10 % 
Penicillin/Streptomycin 0.5 % 

 
（四）相關試劑 
試劑名稱 廠牌型號 
DMEM  Gibco11960-044 
L-Glutamine-200 Gibco 25030-081 
Penicillin/Streptomycin Gibco 15070-063 
non-essential amino acids (NEAA) Gibco 12383-014 
β-mercaptoethanol Gibco 21985-023 
PBS+ Gibco 14040-133 
PBS- Gibco 14190-144 
Insulun-Transferrin-Selenium (ITS) Gibco 41400-045 
Collagenase IV  Gibco17104-019 
Trypsin/EDTA(0.25%) Gibco 25200-056 
HEPES Gibco 15630-106 
Dispase Gibco 17105-041 
Basic Fibroblast Growth Factor/bFGF human, 
recombinant  

Gibco 13256-029 

Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco 26140-079 
Dimethylsulfoxide(DMSO) Sigma D-2650 
Mitomycin-C Sigma M-4287 
Gelatin Sigma G-1890 
Ethylene glycol Sigma E-9129 
Sucrose Sigma S-7903 
Fetal Bovine Serum ( FBS)-Hyclone Hyclone SH30070-03 
Primate ES Cell Culture Medium ReproCeLL RCHEM001 
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第二章 

胚胎幹細胞的鑑定 

Characterization of Embryonic Stem Cells 

郭紘志 1  陳淑華 1  張為芳 2  莊靜玉 2 

1中央研究院 細胞曁個體生物研究所   2中央研究院 基因體研究中心 

 

一、前言 

胚胎幹細胞（embryonic stem cells）的最重要特質是他們具有無限制增殖（proliferation）
能力，而不分化，即所謂自我更新（self-renewal）之能力，和具有分化為多重細胞型態之多

能分化能力（pluripotency）1,2。因為胚胎幹細胞具有以上之能力，所以他們提供了在細胞性

治療、藥物開發及基礎研究方面極佳的研究平臺。因此當建立新胚胎幹細胞株、建立新式之

培養環境，或經長期培養時，適當之細胞鑑定程序是極其重要的。目前對於胚胎幹細胞之鑑

定主要是針對胚胎幹細胞標誌物及他們全能分化潛力之分析 3,4，而此類評估之標準包括鑑定

其是否表達一些特定之表面抗原，及它們未分化狀態相關之一些轉錄因子，另外在活體及體

外證明其多能之分化性及增殖特性也是鑑定程序中重要之步驟，以下將針對各項分析方法進

行介紹。 
 

二、胚胎幹細胞之細胞形態（cell morphology）特徵分析  

在常規及長期之胚胎幹細胞培養過程中，細胞之自發性分化（ spontaneous 
differentiation）是經常會遭遇之情況。因此，有關胚胎幹細胞分化與否之簡易、有效之判定，

對於維持其良好之培養是非常重要之常規步驟。正常胚胎幹細胞之生長需要特定而良好之培

養環境，以避免細胞產生自發性分化 5,6,7。然而，在目前一般常規之培養方法下經常會有胚

胎幹細胞在培養的過程中分化為有別於胚胎幹細胞形態而具有多重細胞形態之分化細胞族

群。因此，在一般常規，長期之胚胎幹細胞培養過程中，對於胚胎幹細胞分化與否之形態鑑

定是極其重要的。一般而言，未分化之人類胚胎幹細胞會形成緊密之細胞聚落（compact 
colonies）（圖一 A）。就單一之胚胎幹細胞而言，他們亦具有獨特之細胞形態，以下是胚胎

幹細胞通常具有之形態特徵。一、胚胎幹細胞具有極高之核質比（nuclear to cytoplasm 
ratio），因此，單一之胚胎幹細胞，看起來像是具有極大之細胞核和極少之細胞質（圖一 B）。
二、其細胞核中之核仁（nucleoli）極為明顯（圖一 B）。三、具有明顯之細胞邊界（cell 
boundary）。相反的，分化之細胞經常失去以上胚胎幹細胞形態特徵 3,4,8。通常，分化之細胞，

通常具有如扁平化（flatten）、細胞尺寸變大、或形成立體、堆疊（pile-up）之細胞群體結構
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5，分化之細胞通常可在胚胎幹細胞聚落之週邊或中心之區域形成（圖一 C）。具有良好訓練

之胚胎幹細胞培養人員必須對所謂正常胚胎幹細胞型態具有判定之能力，並在細胞繼代

（passage）時能有效的選擇並剃除分化細胞，否則，則通常會導致分化細胞之大量生長，

最後失去胚胎幹細胞。當然胚胎幹細胞在不同的培養環境裡會呈現出些許不同之細胞形態特

徵，針對不同培養環境培養之細胞，操作人員必須發展自我之形態特徵判定標準以符合個別

之情況 4。另外不同物種之胚胎幹細胞聚落形態亦有些許之差異，例如靈長類（包括人類與

猴類）之胚胎幹細胞通常較為扁平，而小鼠之胚胎幹細胞則形成如小丘狀之結構（dome-like）。 
 
 
 

 
圖一、分化及未分化人類胚胎幹細胞之形態特徵。A 圖顯示人類胚胎幹細胞形成緊密之細胞

聚落。B 圖顯示人類胚胎幹細胞具有極高之核質比（nuclear to cytoplasm ratio），單一之胚胎幹

細胞，看起來像是具有極大之細胞核和極少之細胞質，且其細胞核中之核仁（nucleoli）極為

明顯。C 圖顯示在人類胚胎幹細胞聚落之週邊形成分化之細胞。 

 
 
 

三、未分化胚胎幹細胞之鑑定標誌（markers） 

有關未分化胚胎幹細胞之鑑定標誌有以下二種。a.胚胎幹細胞之細胞膜表面標誌 9,10,11。

b.胚胎幹細胞表達之與全能分化性相關之專一標誌 12,13,14,15,16。 未分化之人類胚胎幹細胞表

達表面抗原可被抗體如 SSEA-3（stage-specific embryonic antigens），SSEA-4 之醣脂類 
（glycolipids），TRA-1-60 和 TRA-1-81 和 GCTM-2（GCTM2 為 protein core of keratan 
sulfate/chondroitin sulfate pericellular matrix proteoglycan）等標誌物偵測（圖二）。 
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圖二、免疫細胞化學染色（immunocytochemistry staining）分析恆河猴胚胎幹細胞表面抗原標

誌之表達。A 圖顯示恆河猴胚胎幹細胞同時表達表面抗原標誌 SSEA3 及全能性標誌蛋白

OCT4。B 圖顯示恆河猴胚胎幹細胞同時表達表面抗原標誌 TRA-1-81 及全能性標誌蛋白

OCT4。C 圖顯示恆河猴胚胎幹細胞同時表達表面抗原標誌 TRA-1-81 及全能性標誌蛋白OCT4。 

 
 

人類胚胎幹細胞亦表達一系列有關全能分化性之分子標誌。如 OCT3/4，是一個 POU 
domain 之基因轉錄因子（transcription factor）；hTERT、有關端體酶（telomerase）之表

達之重要成分；homeobox 轉錄因子 NANOG、HMG-box 轉錄因子 SOX2、未分化胚胎細胞

轉錄因子（ITF-2C）、zinc finger 蛋白 42 REX1（圖三）17,18,19，除此之外，未分化之胚胎幹

細胞亦表達高度之鹼性磷酸酶（alkaline phosphatase）活性。 
 

 
圖三、非定量 RT-PCR 之方法分析人類（A 圖）及恆河猴（B 圖）胚胎幹細胞中與全能分化

能力相關之標誌基因（pluripotency-related marker genes）之表達。 
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以上所列舉之各種胚胎幹細胞未分化標誌，會在胚胎幹細胞開始進行分化的過程中，降

低表達，同時其他與分化細胞相關之細胞標記之表達則提高，例如在人類胚胎幹細胞開始分

化時 SSEA-1 之表達即升高，但其並不表達於未分化細胞。在通常實務之鑑定程序，以上所

列舉之胚胎幹細胞標誌物提供了一個實用之指標以供評估細胞之狀態，或比較不同之培養環

境。 
雖然，不同物種之胚胎幹細胞，大致表達類似與全能分化能力相關之基因，然而在表面

抗原之表達方面，人類與小鼠之胚胎幹細胞有不同之表現，例如小鼠之細胞表達 SSEA1，相

反的，人類之胚胎幹細胞卻不表達 SSEA1，唯有在分化的情況下，SSEA1 才在人類的胚胎

幹細胞中表達。 
 

對於以上標誌物表達之分析，可經由免疫細胞化學染色（immunocytochemistry），流式

細胞定量（flow cytometry）或者/和定量 RT-PCR 和非定量 RT-PCR 之方法分析。免疫化學

染色法，使用特定之抗體以偵測胚胎幹細胞表達之未分化標誌，此方法可以同時偵測細胞之

形態及未分化標誌表達位置之界定，以流式細胞儀進行分析，則提供了在活細胞上，經由細

胞染色以界定及定量胚胎幹細胞表達未分化標誌之方法，多種胚胎幹細胞標誌可同時在相同

之細胞上被同時偵測。當缺乏抗體以提供胚胎幹細胞之特定標誌時，定量 RT-PCR 是一個替

代方法，使用定量 RT-PCR 分析，我們可將相同之細胞族群進行多種標誌基因之表達鑑定，

可同時分析與多能分化性相關之基因表達，亦同時可對與分化細胞相關之基因進行偵測，經

由相互比對，未分化與分化基因表達之程度，我們可以藉此判定受測細胞之分化/未分化程度。 
 

四、分化潛力之鑑定： 

未分化之人類胚胎幹細胞具有全能之分化潛力，有關於全能分化潛力之鑑定有下之方法： 
 
A. 畸胎瘤（teratoma）形成之活體全能分化潛力鑑定 

經由細胞注射（通常 5x106 細胞 /100 μl/每個注射位置）進入免疫缺乏之老鼠

（immuno-deficient mice）如 SCID/BEIGE 老鼠之肌肉（圖四 A-B），腎臟（kidney capsule）
或者睪丸（testis）中，經過數週（通常 8-12 週）注射位置會形成大小不一定之畸胎瘤，當

畸胎瘤大小到達 50-100 mm3 時，將畸胎瘤從動物取出並進行組織切片之分析。經由病理切

片之分析，在畸胎瘤之切片中，我們可觀察到多種細胞形態，同時存在於畸胎瘤中，其中應

包含有代表內、中、外三胚層之細胞形態（圖四 C-E）（如神經或皮膚細胞—代表外胚層，胰、

肝臟或腸胃道，腺體細胞—代表內胚層細胞，及如肌肉、血液或骨髓細胞—代表中胚層細胞）
20,21。 
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B. 類胚體之細胞形成－實驗室環境之全能細胞分化測定。 

胚胎幹細胞之自發性分化可經由胚胎幹細胞之懸浮培養（suspension culture）及類胚體

（embryoid bodies）之形成而達成 22，多種之細胞形態如神經細胞（neural cells）、心肌細

胞（cardiomyocytes）、內胚層細胞（endoderm cells），如肝及胰細胞和表皮細胞（epithelia）
均可在類胚體中被偵測到 23-29。目前對於胚胎幹細胞分化為特定體細胞之形態，有多種之方

法（請參考其他章節）。 但一般而言，均需使胚胎幹細胞脫離原有之培養環境，如剔除 MEF 
或 Leukemia inhibitory factor（LIF 小鼠胚胎幹細胞）之影響然後形成 EB，或者直接將胚胎

幹細胞與特定之細胞及胞外基質（extracellular matrices）進行共同培養，均會誘導胚胎幹細

胞進行自發性分化。 
對於此項分析之重點，應是在鑑定是否可在胚胎幹細胞自發性分化細胞中偵測出代表

內、中、外三胚層之分化細胞，其偵測方法通常包括對特殊細胞如外胚層之神經，或皮膚細

胞，中胚層之肌肉、骨骼細胞及內胚層之肝、胰細胞進行特定標誌物之免疫螢光化學物分析，

或特定基因表達之 RT-PCR 分析，當然對各項特定細胞之精密鑑定，均有其特定之方法 23-29 
（請參照其他章節）。 
 
C. 鑲嵌體形成（chimera formation） 

鑲嵌體形成之分析是目前有關胚胎幹細胞全能分化潛力最有效而直接之驗證方法，然而

由於倫理之考量此分析方法只能應用在有關動物胚胎幹細胞之全能分化潛力驗證，而無法使

用於人類胚胎幹細胞全能分化潛力驗證，進行此項分析時通常是在顯微操作器

（micromanipulator）的幫忙下將胚胎幹細胞打入 3.5 天大的囊胚（blastocysts）（圖五 A-B）
中 30 或者將桑椹胚時期之胚胎和胚胎幹細胞進行聚合形成聚合體（aggregates）31，若胚胎

幹細胞的來源為黑毛之小鼠（如 B6）則將其注射進有白毛來源（如 strain 129）之胚胎中，

反之亦然。在胚胎移植至代理孕母鼠後，並讓此鑲嵌胎兒出生後，如打入之胚胎幹細胞具有

好的分化潛力，即可觀察到此鑲嵌小鼠具有黑白毛色混雜之情形，如胚胎幹細胞具有極高之

圖四、畸胎瘤（teratoma）形成

之活體全能分化潛力鑑定。A

及 B 圖顯示小鼠胚胎幹細胞在

注射進入 SCID/BEIGE 老鼠之

後腿肌肉 8 週後形成畸胎瘤之

情形。C-D 圖經由組織染色分

析，顯示人類胚胎幹細胞形成

之畸胎瘤中包含有外胚層之表

皮組織（C）、中胚層之硬骨組

織（D）、及內胚層之消化道組

織（E）。 
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鑲嵌率時，此細胞株即可判定為優良之細胞株，反之，則非具有高度發育潛力之細胞株。通

常，優良之細胞株不但能貢獻至各種不同體組織及器官（圖五 C-F），其亦能分佈至各項組織

而生長成成熟之配子，如卵子及精子，因此可被有效利用於生產轉殖基因鼠。 
 

 
 

五、細胞遺傳分析（cytogenetic analysis） 

細胞遺傳之分析，在目前有關胚胎幹細胞之鑑定程序中扮演一個重要之角色，雖然前述

有關分化潛力及標定物之表達測試已足夠用以鑒定胚胎幹細胞之身分，然而，當一胚胎幹細

胞具有不正常之遺傳組成時，卻會影響細胞株使用者對該細胞株應用之考量，因此在分離新

細胞株或細胞株經長期培養後，適當的染色體分析及監測是必要的。目前對於細胞遺傳分析，

有不同之方法，從傳統之 G-banding 分析到 CGH（comparative genome hybridization）或

SKY（spectral karyotyping）均是可供選擇的方法，然其各有優缺點，G-babding 可提供快

速且便宜之染色體檢定，然其所能偵測之異常型態有其限制，雖然 CGH 及 SKY 可提供較高

解析度之分析，但其檢測所需之費用高昂，並不是一般實驗室可容易進行之選項，因此，目

前較常用之方法仍是 G-banding 之分析。 
 
 

圖五、以鑲嵌體形成分析小鼠

胚胎幹細胞全能分化潛力。圖

A-B 顯示將表達綠色螢光蛋白

之小鼠胚胎幹細胞經由顯微操

作器打入 3.5 天大的囊胚

（blastocysts）中。圖 C-D 顯示

具有高鑲嵌率之小鼠胚胎幹細

胞在鑲嵌胎兒中之高度貢獻。

圖 E-F 顯示具有低或無鑲嵌能

力之小鼠胚胎幹細胞在鑲嵌胎

兒中之分佈情形。 
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六、結語 

以上簡單的提供有關胚胎幹細胞鑑定之介紹及方法，以提供各位讀者在面對胚細胞之領

域知識時相關之參考知識，雖然在本文中，我們歸納了幾個有關目前胚胎幹細胞鑑定之基本

程序，但各位讀者必須明瞭，在本文撰寫時，國際上並無一特定之胚胎幹細胞鑑定標準以供

參考，個人相信，隨著科技的日新月異及相關研究之進展，日後，必定有更精密而標準化之

鑑定程序以供各研究人員參考。 
 

七、參考文獻 

1. Thomson, J. A., Itskovitz‐Eldor, J., Shapiro, S. S., Waknitz, M. A., Swiergiel, J. J., Marshall, V. S. 

& Jones, J. M. Embryonic stem cell lines derived from human blastocysts. Science 282: 
1145–1147 (1998). 

2. Reubinoff, B. E., Pera, M. F., Fong, C. Y., Trounson, A. & Bongso, A. Embryonic stem cell lines 
from human blastocysts: Somatic differentiation in vitro. Nat. Biotechnol. 18:399–404 (2000). 

3. Xu, C. Characterization and evaluation of human embryonic stem cells. Methods in Enzymology 
420:18-37 (2006). 

4. Hoffman, L. M. & Carpenter, M. K. Characterization and culture of human embryonic stem cells. 
Nat. Biotechnol. 23:699–708 (2005). 

5. James, D., Levine, A. J., Besser, D. & Hemmati‐Brivanlou, A. TGF{beta}/activin/ nodal signaling 

is necessary for the maintenance of pluripotency in human embryonic stem cells. Development 
132:273–1282 (2005). 

6. Vallier, L., Alexander, M. & Pedersen, R. A. Activin/Nodal and FGF pathways cooperate to 
maintain pluripotency of human embryonic stem cells. J. Cell Sci. 118:4495–4509 (2005). 

7. Vallier, L., Reynolds, D. & Pedersen, R. A. Nodal inhibits differentiation of human embryonic 
stem cells along the neuroectodermal default pathway. Dev. Biol. 275:403–421 (2004). 

8. Amit, M. & Itskovitz‐Eldor, J. Derivation and spontaneous differentiation of human embryonic 

stem cells. J. Anat. 200:225–232 (2002). 
9. Henderson, J. K., Draper, J. S., Baillie, H. S., Fishel, S., Thomson, J. A., Moore, H. & Andrews, 

P. W. Preimplantation human embryos and embryonic stem cells show comparable expression 
of stage‐specific embryonic antigens. Stem Cells 20:329–337 (2002). 

10. Badcock, G., Pigott, C., Goepel, J. & Andrews, P. W. The human embryonal carcinoma marker 
antigen TRA‐1–60 is a sialylated keratan sulfate proteoglycan. Cancer Res. 59:4715–4719 

(1999). 
11. Draper, J. S., Pigott, C., Thomson, J. A. & Andrews, P.W. Surface antigens of human embryonic 

stem cells: Changes upon differentiation in culture. J. Anat. 200:249–258 (2002). 
12. Sperger, J. M., Chen, X., Draper, J. S., Antosiewicz, J. E., Chon, C. H., Jones, S. B., Brooks, J. 

D., Andrews, P. W., Brown, P. O. & Thomson, J. A. Gene expression patterns in human 
embryonic stem cells and human pluripotent germ cell tumors. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 



 24 

100:13350–13355 (2003). 
13. Brandenberger, R., Khrebtukova, I., Thies, R. S., Miura, T., Jingli, C., Puri, R., Vasicek, 

T.,Lebkowski, J. & Rao, M. MPSS profiling of human embryonic stem cells. BMCDev. Biol. 4:10 
(2004a). 

14. Abeyta, M. J., Clark, A. T., Rodriguez, R. T., Bodnar, M. S., Pera, R. A. & Firpo, M. T. Unique 
gene expression signatures of independently‐derived human embryonic stem cell lines. Hum. 

Mol. Genet. 13:601–608 (2004). 
15. Brandenberger, R., Wei, H., Zhang, S., Lei, S., Murage, J., Fisk, G. J., Li, Y., Xu, C., Fang, 

R.,Guegler, K., Rao, M. S., Mandalam, R., Lebkowski, J. & Stanton, L. W. Transcriptome 
characterization elucidates signaling networks that control human ES cell growth and 
differentiation. Nat. Biotechnol. 22:707–716 (2004b). 

16. Bhattacharya, B., Miura, T., Brandenberger, R., Mejido, J., Luo, Y., Yang, A. X., Joshi, B. 
H.,Ginis, I., Thies, R. S., Amit, M., Lyons, I., Condie, B. G., Itskovitz‐Eldor, J., Rao, M. S. & Puri, 

R. K. Gene expression in human embryonic stem cell lines: Unique molecular signature. Blood. 
103:2956–2964 (2004). 

17. Boyer, L. A., Lee, T. I., Cole, M. F., Johnstone, S. E., Levine, S. S., Zucker, J. P., Guenther,M. 
G., Kumar, R. M., Murray, H. L., Jenner, R. G., Gifford, D. K., Melton, D. A., Joenisch, R. & 
Young, R. A. Core transcriptional regulatory circuitry in human embryonic stem cells. Cell 122: 
947–956 (2005). 

18. Masui, S., Nakatake, Y., Toyooka, Y., Shimosato, D., Yagi, R., Takahashi, K., Okochi, H., Okuda, 
A., Matoba, R., Sharov, A. A., Ko, M. S. & Niwa, H. Pluripotency governed by Sox2 via 
regulation of Oct3/4 expression in mouse embryonic stem cells. Nat Cell Biol 9(6):625-35 
(2007). 

19. Niwa, H. How is pluripotency determined and maintained? Development 134(4):635-46 (2007). 
20. Pryzborski, S. A. Differentiation of human embryonic stem cells after transplantation in 

immune-deficient mice. Stem Cells 23(9):1242-50 (2005).  
21. Asano, T., Sasaki, K., Kitano, Y., Terao, K. & Hanazono, Y. In vivo tumor formation from primate 

embryonic stem cells. Methods Mol Biol. 329:459-67 (2006). 
22. Odorico, J. S., Kaufman, D. S. & Thomson, J. A. Multilineage differentiation from human 

embryonic stem cell lines. Stem Cells. 19:193–204 (2001). 
23. Assady, S., Maor, G., Amit, M., Itskovitz‐Eldor, J., Skorecki, K. L. & Tzukerman, M. Insulin 

production by human embryonic stem cells. Diabetes. 50:1691–1697 (2001). 
24. Draper, J. S., Smith, K., Gokhale, P., Moore, H. D., Maltby, E., Johnson, J., Meisner, L., Zwaka, 

T. P., Thomson, J. A. & Andrews, P.W. Recurrent gain of chromosomes 17q and 12 in cultured 
human embryonic stem cells. Nat. Biotechnol. 22:53–54 (2004). 

25. Mummery, C., Ward, D., van den Brink, C. E., Bird, S. D., Doevendans, P. A., Opthof, T., Brutel 
de la Riviere, A., Tertoolen, L., van der Heyden, M. & Pera, M. Cardiomyocyte differentiation of 
mouse and human embryonic stem cells. J. Anat. 200:233–242 (2002). 

26. Nistor, I. G., Totoiu, M. O., Haque, N., Carpenter, M. K. & Keirstead, H. S. Human embryonic 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Masui%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Nakatake%20Y%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Toyooka%20Y%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Shimosato%20D%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Yagi%20R%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Takahashi%20K%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Okochi%20H%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Okuda%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Okuda%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Matoba%20R%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Sharov%20AA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Ko%20MS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Niwa%20H%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�


 25 

stem cells differentiate into oligodendrocytes in high purity and myelinate after spinal cord 
transplantation. Glia. 29:385–396 (2003). 

27. Rambhatla, L., Chiu, C. P., Kundu, P., Peng, Y. & Carpenter, M. K. Generation of 
hepatocyte‐like cells from human embryonic stem cells. Cell Transplant 12:1–11 (2003). 

28. Xu, C., Police, S., Rao, N. & Carpenter, M. K. Characterization and enrichment of 
cardiomyocytes derived from human embryonic stem cells. Circ. Res. 91:501–508 (2002). 

29. Zhang, S. C., Wernig, M., Duncan, I. D., Brustle, O. & Thomson, J. A. In vitro differentiation of 
transplantable neural precursors from human embryonic stem cells. Nat. Biotechnol. 
19:1129–1133 (2001). 

30. Bryja, V., Bonilla, S. & Arenas, E. Derivation of mouse embryonic stem cells. Nat Protoc. 
1(4):2082-7 (2006). 

31. Eakin, G. S. & Hadjantonakis, A. K. Production of chimeras by aggregation of embryonic stem 
cells with diploid or tetraploid mouse embryos. Nat Protoc. 1(3):1145-53 (2006). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 26 



 27 

第三章 

胚幹細胞體外培養與定向誘導分化 

Cultivation and Differentiation of Embryonic Stem Cells  

沈家寧 林宇星 張曉旻 陳志龍 簡皎芸 

中央研究院 基因體研究中心  

 

一、前言 

幹細胞（stem cells），是屬於發育初期的原始細胞，它之所以廣受矚目在於能夠自我

更新，並且具有分化（differentiation）成為各式各樣細胞的潛力。早在 19 世紀末，人們在

研究海膽的胚胎發育時，就發現早期的胚胎細胞能分化生成海膽各式各樣的細胞的潛力，當

時這些細胞被稱做「未決定」細胞。隨著生物學的發展，科學家發現這些發育初期的原始細

胞是各種細胞的發源之幹，因此就稱這些原始細胞為幹細胞 1。近年來，科學家發現幹細胞不

僅存在於早期的胚胎中，也可以在許多的組織中找到，因此把從早期胚胎分離出來的幹細胞

命名為胚幹細胞（embryonic stem cells），而從皮膚、骨髓、臍帶血、角膜等成體組織所得

到的幹細胞，就稱為成體幹細胞（adult stem cells）或體幹細胞（somatic stem cells）。 
目前研究發現大部分從組織分離出來的幹細胞，只能變成有限的幾種組織細胞；但是

從早期發育的囊胚所分離出來的胚幹細胞就是所謂的多潛能幹細胞（pluripotent stem cells）
2，能夠分化成為各式各樣的細胞。這些細胞在體外與纖維母細胞共同培養之後，能「長生不

老地」在體外不斷增生，同時長期維持多潛能分化的特性及正常的遺傳組成；相反地，在體

外培養時施以適當的誘導條件下，多潛能胚幹細胞就能夠分化成三胚層及生殖細胞，進一步

地這些幹細胞若移植至實驗動物體內，可以分化成多種器官組織細胞，例如最近發現顯示胚

幹細胞可以分化成為神經細胞，並且在移植到神經損傷的小鼠後，可以產生新的神經細胞以

修復小鼠腦部組織的損傷，顯示幹細胞可以應用在修復人類受損的組織和治療棘手的退化性

疾病上，未來並預期可應用在器官移植、新藥開發、基因療法、治療癌症等方面的發展 2。 
 

二、體外培養胚幹細胞 

1. 什麼是胚幹細胞 
在胚胎發育過程中，受精卵（zygote）會經過卵裂（cleavage），即經歷二細胞時期（two 

cell stage）、四細胞時期（four cell stage）、八細胞時期（eight cell stage）再分化形成囊胚

（blastocyst）；在囊胚著床後（postimplantation）鼠胚會開始腔腸化（gastrulation），在腔

腸化時期上胚板細胞（epiblast cell）會分化形成三胚層（three germ layer），即外胚層
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（ectoderm）、中胚層（mesoderm）、內胚層（endoderm），最終會發育形成完整的個體。

胚幹細胞主要的發現與分離培養的研究主要源自於畸胎瘤（teratoma）的研究中3，為了分析

胚胎發育初期何種細胞可以形成畸胎瘤，在利用移植小鼠後產生畸胎瘤的方式，發現在胚胎

第3.5天時，囊胚期的內細胞團（inner cell mass, ICM）可形成畸胎瘤。最早的小鼠胚幹細胞

株在1981年由馬丁博士利用培養惡性胚胎瘤細胞的方法建立出來4，囊胚主要分成兩群細胞，

外圍的胚胎滋養層（trophectoderm）以及內部的內細胞團。在囊胚未著床前，可將內細胞團

分離出來，在體外與胚胎纖維母細胞（embryonic fibroblast）共同培養後成為具有近乎無限

增殖能力的細胞株，維持自我更新（self-renewal）狀態。鼠胚幹細胞在體外適當培養之後，

可植入囊胚產生嵌合鼠（chimera mice），而胚幹細胞可發育成包括生殖細胞在內的所有體細

胞，因此美國科學家卡佩奇（Mario R. Capecchi）、史密迪斯（Oliver Smithies）及英國科學

家艾萬斯（Martin J. Evans）等人就利用老鼠胚幹細胞的能形成嵌合鼠特性，發展基因剔除

技術（gene knock-out）得2007年的諾貝爾醫學獎。雖然在1981年小鼠胚幹細胞株就培養建

立出來，但一直到 1998 年美國科學家湯姆森（James Thomson）才首次建立人類的胚幹細

胞。在體外培養胚幹細胞株，最重要的就是維持其多潛能分化特性（pluripotency），具體的

說，即維持胚幹細胞株具有分化成三胚層細胞的能力。雖然分離人類的胚幹細胞的方式與早

年馬丁博士的方法類似，但最近研究報告指出，小鼠胚幹細胞與人類胚幹細胞的基因表現有

極大的差異，某些基因的表現量從相差2倍到50倍不等5，顯示在人類胚幹細胞的培養上必須

利用不同的因子來達成維持多潛能分化特性。 
 
2. 調節胚幹細胞自我更新的因子與多潛能分化特性的維持 

因為胚幹細胞具有多潛能分化特性，所以如何經由不同的訊息傳遞路徑，來調控胚幹細

胞的多潛能性，是非常重要的。胚幹細胞欲維持不分化的狀態同時又必須進行自我更新的過

程，致使胚幹細胞有不同於分化細胞的特有的轉錄因子，由這些分子間的交互作用及訊息傳

導，來維持胚幹細胞的特性，以下將區分成胚幹細胞本身的轉錄因子（transcription factor）
及外部的自我更新調控因子分別來說明: 

（a） 調節胚幹細胞自我更新與多潛能分化特性的轉錄因子 
目前對胚幹細胞的研究發現有一些特定轉錄因子參與調控胚幹細胞多潛能性及自

我更新的特性。這些轉錄因子包括 Oct-4、Nanog、Sox-2 及 FoxD3 等。在轉錄調控方

面，Oct-4 及 Sox2 扮演重要的樞紐角色，Oct-4 是具有 POU domain 的一類轉錄蛋白，

Oct-4 能抑制胚胎滋養層細胞之分化，並藉由辨認與結合啟動子（promoter）上

AGTCAAAT 等 8 個特定核苷酸的重覆序列，與具有 HMG box 的 Sox2 結合，同時調控

胚幹細胞主要的自我更新基因如 FGF4，藉以維持細胞的多能性 6；另一個重要的轉錄因

子 Nanog，則具有 homeobox domain，Nanog 表現則可抑制胚幹細胞之分化與內胚層

細胞之發育 6；此外研究也發現缺乏 FoxD3 基因的小鼠胚胎存活率很低，同時發現在胚

胎發育的過程中，如果缺乏 FoxD3 基因，就無法維持幹細胞在最原始未分化的狀態 6。

進一步最近日本京都大學的山中教授（Shinya Yamanaka）的研究發現，將四個與「調

控胚幹細胞特性」有關的轉錄因子-Oct4、Sox2、c-Myc、Klf4，送入纖維母細胞，就可

以使成年小鼠皮膚纖維細胞具有多潛能分化的幹細胞特性 7,8。 
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（b） 調節胚幹細胞自我更新與多潛能分化特性的環境訊息傳遞因子 
在 1988 年威廉博士（Williams RL）的團隊發現在體外培養小鼠胚幹細胞，白血病

抑制因子（leukemia inhibitory factor, LIF）在維持其多潛能分化特性上，扮演十分重要

的角色 9，10；LIF 會經由與細胞激素受體 gp130 與其受體（LIF receptor, LIFR）結合活

化下游的訊息傳遞途徑 JAK/STAT 及 ERK 來維持小鼠胚幹細胞的特性。一方面，LIF 藉

同時與 gp130 與 LIFR 等 2 個穿膜蛋白結合，活化細胞內 JAK/STAT 的訊號傳導（signal 
transduction），以控制自我更新基因的活化；另一方面，gp130 的 SH2 domain 自動磷

酸化會引發 Grb2-SOS 聚集活化造成 ERK 磷酸化，並啟動增生與分化的基因，因此 LIF
的訊息傳導同時具有調控自我更新基因與分化基因的雙重角色，所以 JAK/STAT 及 ERK
訊息傳導路徑之間的平衡，對於維持小鼠胚幹細胞的自我更新相當重要。但相較於小鼠

胚幹細胞，LIF 所誘導的 JAK/STAT 訊息傳遞途徑，在維持靈長類胚幹細胞的多潛能分

化特性上並不重要 11,12，人類胚幹細胞雖然也具有相同的訊號傳導，但是 LIF 所活化的

因子卻不足以維持其自我更新的能力。 
相反的 Wnt/β-catenin 的訊息傳遞途徑，在維持胚幹細胞的多潛能分化特性上，不

論對小鼠胚幹細胞或靈長類（包括人類）的胚幹細胞，都扮演了十分重要的角色；2004
年的文獻指出，Wnt 在小鼠胚胎幹細胞和人類胚幹細胞，可經由抑制 GSK-3β（glycogen 
synthase kinase-3b）來活化 β-catenin，而能有效的維持胚幹細胞處於未分化的狀態 13。 
Wnt 是一種富含半胱胺酸的醣蛋白與其受體 Frizzled（Frz）的結合會活化 Dishevelled
（Dsh），進而抑制 GSK3β-APC-Axin 複合物的活性，使得 β-catenin 不會被分解而有機

會進入核內進行基因轉錄。所以當 Wnt/β-catenin 的訊息傳遞途徑被活化時，可使小鼠

胚幹細胞與人類胚幹細胞即使在無滋養層細胞的培養下，也能保持在不分化的狀態。除

此之外，研究也發現 PI3K/Akt 訊息傳遞途徑的活化也會抑制 GSK3β 的活性，同時使

β-catenin 不會被分解，而有機會進入核內進行基因轉錄，在調控胚幹細胞自我更新的研

究中發現，PI3K/Akt 訊息傳遞途徑不單可以調控胚幹細胞的生長（proliferation），如果

在 PI3K/Akt 訊息傳遞途徑被抑制時，Nanog 基因的表現也會降低並影響到胚幹細胞的

自我更新，相反地，如果將持續活化態的 Akt 送入胚幹細胞，發現這將足以維持胚幹細

胞的多潛能分化特性 14,15。 
另外 , 研究也發現鹼性纖維母細胞生長因子（basic fibroblast growth factor, 

bFGF）、乙型腫瘤生長因子（tumor growth factor β, TGF β）、Nodal、骨形態發生蛋

白（bone morphogenesis protein, BMP）等訊息傳遞因子也參與維持胚幹細胞的多潛能

分化特性。如 bFGF 在培養人類胚胎幹細胞常用的添加物，一般認為 bFGF 可活化

PI3K/Akt 訊號傳導維持胚胎幹細胞的自我更新，在培養液中移除 bFGF 會使得 Oct-4 表

現量減低，而使得人類胚胎幹細胞開始分化 16。而 TGF-β 透過 Smad2/3 的磷酸化活化

來控制下游基因轉錄，如果抑制 Smad2/3 磷酸化會使得人類胚幹細胞減少自我更新的

能力，並造成 Oct-4 的表現量降低 17。Nodal 對於脊椎動物左右對稱性（left-right axis）
與中胚層及內胚層組織的形成相當重要，藉由第一型（ALK4/7）與第二型 Activin 受器

結合，活化 Smad2/3 媒介的訊號傳導，實驗證實小鼠與人類胚幹細胞均具有高量 Nodal
表現 17,18，當胚幹細胞分化時，Nodal 的表現量即減低，顯示 Nodal 與自我更新的相關
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性。而在小鼠胚幹細胞培養中，BMP 也是不可或缺的調控因子 19，BMP 透過其受體

BMPR1a、1b 與 BMPR2 造成 Smad1/5/8 與 Smad4 磷酸化來傳遞訊息，以參與調控胚

幹細胞的多潛能分化特性；但是相反地在人類胚幹細胞培養中，加入 BMP 卻會促使

Nanog 與 Oct-4 表現量減低，進而造成人類胚幹細胞分化 6,16。 
 

3. 體外培養胚幹細胞 
因為胚幹細胞具有多潛能分化特性，所以在培養胚幹細胞之前，基本上必須了解如何經由

不同的訊息傳遞路徑，來調控胚幹細胞的多潛能分化特性並維持細胞的增生與自我更新，胚

幹細胞欲維持不分化的狀態，同時又必須進行自我更新的過程，致使胚幹細胞有不同於分化

細胞的特有的轉錄因子，由這些分子間的交互作用及訊息傳導，來維持胚幹細胞的特性。目

前鼠胚幹細胞株培養方法還是參照 1981 年由馬丁博士從培養惡性胚胎瘤細胞的經驗中所建

立出來 4，在體外透過與胚胎纖維母細胞共同培養，來維持胚幹細胞自我更新狀態。小鼠胚

胎幹細胞可以培養在經過絲裂黴素-C（mitomycin C）處理或是照射 γ 射線的胚胎纖維母細

胞或 STO 細胞株上，所使用的老鼠胚胎纖維母細胞分離自 E13.5-E15.5 老鼠胚胎；最近的

研究發現小鼠胚幹細胞也可以培養在無滋養層甚至無血清的條件下，透過在培養基添加

LIF、BMP 及 B27 等血清替代因子或培養皿預先以 Matrigel 或是膠原蛋白（collagen）等塗

層處理下，使大部份小鼠胚幹細胞能自我更新，並保有其多潛能分化特性，（培養流程請參考

圖一）。胚幹細胞繼代培養，通常利用酵素如膠原蛋白酶（collagenase） 或胰蛋白酶（trypsin）
處理後，使胚幹細胞團自滋養層脫落，並分解成較小的細胞團，移至新的培養皿繼續培養。 

 
圖一、胚幹細胞培養在絲裂黴素 C 處理過的纖維母細胞上；繼代培養時需預先以玻璃刀將胚 

幹細胞切割成小團塊來培養 （圖：林宇星（中央研究院基因體研究中心）提供） 
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培養人類胚幹細胞的方式類似小鼠胚胎幹細胞，可以培養在經過絲裂黴素-C 處理或是照

射 γ 射線的鼠胚胎纖維母細胞或是人類纖維母細胞上（圖一），目前也發現 Hs-68、Detroit 
551、STO 等纖維母細胞株也可以當作人類胚幹細胞滋養細胞 20，與鼠胚幹細胞培養不同的

是，透過在培養基添加 LIF 或 BMP 並不足以維持胚幹細胞自我更新狀態，並保有其多潛能

分化特性；相反地可添加 bFGF 來維持不分化的狀態。然而現有人類胚幹細胞的培養和誘導

分化，大都離不開動物源培養基，比如從實驗鼠身上分離出來的纖維母組織細胞和牛胚胎血

清等。美國加州的科學家發現動物細胞中含有Ｎ－羥乙酰神經氨酸的硅鋁酸（ Neu5Gc），

而這種物質在人類遺傳上是不能合成的。如果幹細胞被含有Ｎ－羥乙酰神經氨酸的細胞污

染，那麼將其植入人體後就很容易被人類免疫系統識別和攻擊，產生排斥反應 21。此項研究

引發了科學家對幹細胞安全性的擔憂，也讓人們對幹細胞療法的醫學前景充滿疑慮。 因此研

究人員嘗試發展無動物滋養層及無動物血清培養人類胚幹細胞的系統，添加的物質都是已知

的重組蛋白及化合物，預期將可直接應用於醫學移植的用途，目前的缺點是花費太大，且培

養液中需加入高濃度的生長激素，才足以維持人類幹細胞自我更新的狀態 22-23。至於人類胚

幹細胞繼代培養，研究發現如果用酵素分解細胞團塊容易造成細胞染色體異常，目前常用的

方式還是利用玻璃刀將人類胚幹細胞團切割成小團塊之後在進行繼代培養，此方式不會有因

酵素處理胚幹細胞許多代之後，產生染色體異常的情況，但缺點是效率比較不佳。 
為鑑定胚幹細胞在培養後，是否維持在未分化的狀態並保有多潛能分化特性，一般可利用

胚幹細胞未分化狀態所表現的分子標誌來鑑定，包括（a）鹼性磷酸酶（Alkaline Phosphatase）
的活性 （b）Oct-4、Nanog、Sox2等基因的表現，以及（c）階段特異性胚胎抗原（stages-specific 
embryonic antigen, SSEA）的表現來鑑定胚幹細胞是否處於未分化狀態（已知 SSEA1 為小

鼠胚幹細胞特有的，而 SSEA2/3/4 為人類胚幹細胞特有的）。 
 

三、定向誘導胚幹細胞分化 

1. 誘導胚幹細胞分化 
相較於胚幹細胞在培養時，透過在培養基添加 LIF、BMP 及 Wnt 等因子或利用與胚胎纖

維母細胞共同培養，來維持在未分化的狀態並保有多潛能分化特性；胚幹細胞在單獨培養

且不添加 LIF、BMP 及 Wnt 等因子時，則會很容易地進行隨機的分化；因此為了有效率地

誘導胚幹細胞分化，所以會讓胚幹細胞在懸浮的狀態下培養，在此狀態下培養的鼠胚幹細

胞會形成球狀的胚胎小體（embryoid body），並逐漸分化出三胚層：分別為外胚層、中胚

層及內胚層的前驅細胞（progenitor）24。此外要誘導胚幹細胞分化，也可以採用不經過胚

胎小體的培育過程，直接將胚幹細胞培養在基質細胞（stromal cell）上，或是將胚幹細胞

培養於細胞外基質（extracellular matrix）上，胚幹細胞會因不同的基質細胞，或是細胞外

基質的影響，進而分化成各種不同的前驅細胞 25。在利用不同的誘導方式下，胚幹細胞已

發現至少可於體外分化成外胚層的表皮角質細胞系（keratinocyte lineage）、神經膠質前驅

細胞（glial precursor）、多巴胺神經元（dopaminergic neuron）、中胚層的心肌細胞

（cardiomyocyte）、內胚層的肝細胞（hepatocyte）等；進一步地研究都希望可以利用胚

幹細胞的分化而來的組織細胞進行移植，用以治療了許多損壞性、功能障礙、退化性，或
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是目前手術開刀無法治癒之疾病，因此如何定向誘導胚幹細胞分化，進而應用到人類的疾

病治療上，是十分重要的課題。 
 

2. 誘導胚幹細胞分化為外胚層神經細胞及皮膚細胞 
（a）外胚層發育與相關因子調控 

早期胚胎發育時期，外胚層細胞主要發育為神經系統以及皮膚上皮系統，外胚層細

胞若未分化為表皮組織即分化為神經組織，在脊椎動物的囊胚時期，外胚層腹側主要形

成表皮前驅細胞，背側主要誘發為神經前驅細胞，早期研究青蛙外胚層發育結果指出，

若將背側與腹側外胚層取出作體外培養則兩者皆分化形成表皮，另一項在蠑螈胚胎發育

研究指出，若將與背側相鄰的間葉組織（mesenchymal tissue）細胞取出植入外胚層腹

側，則使得原先即將分化成表皮的細胞轉而分化成神經細胞系，顯示外胚層的分化方向

與其環境所釋放的因子息息相關 26。 
早期針對脊椎動物研究中發現，神經誘導主要來自於其周圍環境所釋放的訊息傳遞

因子所調控，其中稱之為神經誘導因子包含 noggin、follistatin、chordin 等 27-29，由背

側中胚層細胞所分泌，並且可在體外培養的條件中誘導外胚層分化為神經細胞。另外亦

有相關研究指出 bFGF 在神經誘導上亦扮演相當重要角色，在體外培養外胚層細胞中以

含有 bFGF 的低鈣離子及鎂離子濃度的培養液中可誘導細胞分化具有神經活性 30，另在

缺乏功能的纖維母細胞生長因子受體蛋白（FGF receptor）的青蛙顯示在胚胎時期無法

誘導神經的形成 31，而 bFGF 亦參與調控特定神經細胞晚期分化的過程 32。 
Wnt 蛋白所主導的訊息傳遞在神經發育中亦扮演相當重要的角色，在 Wnt 與 Frz 受

體結合後會促使 β-catenin 進入細胞核中與其他蛋白結合形成複合體以調控下游基因表

現。在早期神經管特化過程中，Wnt 蛋白會由前側至後側神經管（anterior-posterior 
neural tube）產生濃度梯度以調節相關區域分別產生前腦，後腦及脊椎神經，另也控制

神經傳導中軸突（axon）、樹突（dendrite）以及胞突接合（synapse）功能的調控 33。

在皮膚發育過程中，Wnt 訊息傳遞也控制皮膚中附屬器官毛髮的發育與成熟，若 Wnt
訊息下游的分子無法進行傳遞時，即造成毛髮無法形成 34-35。 

BMP 為屬於 TGF-β 家族中的一員，經由和 BMP 受體結合來啟動下游基因表現。根

據研究指出，在胚胎早期 BMP-4 可抑制神經並誘導外胚層往上皮細胞（epithelial cells）
分化 36，當進入胚胎晚期，BMP 可協同其拮抗分子與 Smad 蛋白調節表皮與毛囊細胞

的增生與分化。胚胎幹細胞體外誘導分化為外胚層組織所參與的訊息調控主要與胚胎發

育過程相似，因此根據胚胎發育研究結果顯示參與調控的生長因子可有助於探討胚幹細

胞以體外培養方式誘導出特定的細胞的可能性，而研究胚幹細胞分化過程的現象與參與

的訊息調控也可助於了解胚胎發育過程中是經由哪些訊息調控來形成各種組織與器官。 
 

（b）胚幹細胞體外誘導分化為外胚層組織 
在正常的胚胎發育過程中，外胚層可分化成數種組織細胞，包含中樞神經細胞、周

邊神經細胞、皮膚上皮細胞等，由近十年研究發展顯示可經由體外培養的方式成功誘導

出許多特定的神經細胞以及皮膚角質細胞，以下就分成皮膚上皮細胞系以及神經細胞系
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的分化來說明。 
（1） 胚幹細胞分化為皮膚上皮細胞系 

在胚胎發育過程中，皮膚的形成須經由一連串與其相鄰的間質細胞訊息交換過程

後，誘導器官發育（organogenesis），而此訊息交換過程稱為 epithelial-mesenchymal 
interaction（EMI），因此在皮膚上皮細胞系的研究中，主要利用皮膚纖維母細胞提供皮

膚上皮組織發育所需的生長因子，或利用塗覆有不同細胞外基質的培養盤，並在培養液

中加入相關生長因子來誘導胚幹細胞分化成皮膚角質細胞，再經由鑑定細胞是否表現特

定細胞角質素（cytokeratin）如 CK10 以及 involucrin 來判斷作為胚幹細胞是否分化為

表皮細胞。在近幾年關於胚幹細胞誘導成表皮細胞的方法主要有兩種︰ 
（i） 利用細胞分泌的細胞外基質（extracellular matrix, ECM）來誘導胚幹細胞分

化︰將人類纖維母細胞先培養於培養盤上，待長滿後以 EGTA/EDTA 溶液將纖維母細胞

除去，則培養盤即存在纖維母細胞所分泌的細胞外基質，此時再將胚幹細胞培養於此培

養盤上，於培養液中加入 BMP-4 或維生素 C，可偵測到將近 10%的細胞表現細胞角質

素 CK14，將上述得到的細胞收集，轉而養在塗覆有膠原蛋白的表面上，並以氣體-液體

介面（air-liquid interface）培養系統使培養的角質細胞下方接觸培養液，上方則與空氣

接觸，可分化成複層結構，分析其型態構造類似正常胚胎發育中的皮膚，此外這些分層

的細胞中亦表現分化成熟的角質素蛋白，而基底細胞表現纖維母細胞的細胞標誌，證明

胚幹細胞具有分化形成表皮移植物的潛力 37。 
（ii）先是胚幹細胞培養成胚胎小體後，使胚胎小體貼附培養於塗覆有細胞外基質的

培養盤上，即可誘導細胞分化為皮膚上皮細胞 38，表現細胞角質素 CK8、14、17，並可

更進ㄧ步分化表現成熟的細胞標誌細胞角質素 CK10、Involucrin、Filaggrin 等（圖二） 。 

 
圖二、誘導鼠胚幹細胞分化為皮膚上皮細胞系的兩種方式，並組織染色分析細胞分化後

的角質素蛋白表現情形 （圖：鄭凱文（中央研究院基因體研究中心）提供） 
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（2） 胚幹細胞分化為神經細胞系 
另一項重要的胚幹細胞分化研究方向為胚幹細胞分化為神經細胞系，這將可以應用

在一些神經退化性疾病治療上，近十年來已有多項研究方法證實能將胚幹細胞誘導分化

為神經外胚層細胞，包含以下由不同研究團體所發表的培養條件： 
（i）將胚幹細胞懸浮培養四天形成胚胎小體後，以含有維甲酸（retinoic acid）培

養液誘導四天，再使胚胎小體貼附培養數天後，即可得到表現 TuJ 以及 neurofilament
的神經細胞 39。 

（ii）胚胎小體先培養在含有血清的培養液並使之貼附於培養盤 24 小時後，轉而培

養於不含血清的環境中 6-8 天後可分化為神經前驅細胞 40。 
（iii）直接將胚幹細胞培養於不含滋養細胞、不含血清的培養液來誘導分化胚幹細

胞，數天後約大於 60%細胞表現胚胎早期神經外胚層的細胞標誌 Sox141。 
（iv）將胚幹細胞與 PA6 基質細胞共同培養，加入不含血清的培養液，結果顯示大

於 90%的細胞群落表現 TuJ42。 
由以上方法可誘導部分胚幹細胞分化為神經外胚層，而近幾年來則有許多研究可更

進一步分化出某些特定的神經細胞，例如中樞神經中三種主要的神經細胞種類：神經元

（neuron）、星狀細胞（astrocyte），寡突細胞（oligodendrocyte），經由適當環境的誘

導可產生分離出高純度特定的神經細胞 40,43，除上述例子以外，另有研究結果指出，在

胚胎小體的培養系統中使細胞過度表現轉錄調節因子 Nurr1（nuclear-receptor-related 
factor 1），並於培養環境中加入 SHH （sonic hedgehog）以及 FGF8 （fibroblast growth 
factor-8）可產生中腦多巴胺神經元 44，顯示早期胚胎發育時，此種神經的形成即需要

SHH、FGF8、Nurr1 的調控 45,46。若將胚幹細胞與 MS5 基質細胞共同培養，加入不同

的細胞激素則可刺激其它神經細胞的分化，包括膽鹼性神經元（cholinergic neuron）、
血清素神經元（serotonergic neuron）等 43。 

除了成功誘導特定神經細胞分化之外，亦有些研究顯示這些從胚幹細胞分化而來的

神經細胞具有治療一些神經退化性疾病的功效，其中巴金森氏症為相當重要的一種神經

退化性疾病，在大鼠模式的研究中証實，由胚幹細胞誘導分化的多巴胺神經元在移植回

大鼠身上後仍可存活，並產生功能性的突觸以及電生理特性，若移植以 Nurr1 過度表現

的細胞顯示在動物身上有更好的治療效果 44。另也有研究指出，將胚幹細胞誘導成神經

細胞、星狀細胞、寡突細胞後移植入大鼠腦中，植入細胞可遷移到終腦、間腦以及中腦

的區域 47；若將寡突細胞植入因髓鞘缺損造成多發性硬化的大鼠脊椎中，植入的細胞可

在脊椎形成髓鞘 48，顯示胚幹細胞在將來有機會可應用在移植修復缺損神經的細胞來源。 
 
3. 誘導胚幹細胞分化為中胚層血液細胞及心肌細胞 

（a）中胚層發育與相關調控因子 
胚胎發育經由腔腸化時期開始形成中胚層。中胚層形成後會分化成為造血細胞

（hematopoietic cells）、成骨細胞（osteocyte）、血管內皮細胞（vascular endothelial 
cells）、肌肉細胞（muscle cells）等，這些細胞組成了體內的循環系統。細胞外基質與

參與細胞訊息傳遞的分子如 TGF-ß、BMP4 以及 Wnt 蛋白皆參與了胚胎分化成中胚層
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的過程，當 β1-integrin 被剔除時，胚胎發育至第 5.5 天時死亡 49，此時胚胎的中胚層發

育延遲且不全，神經外胚層發育加快，其中 BMP-4 基因表現降低而 Wnt-1 表現量增

加。BMP-4 是調控中胚層形成的重要基因，缺乏 BMP-4 或加入 noggin 會抑制中胚層

形成或抑制分化為心肌細胞。 
 

（b）胚幹細胞體外誘導分化為中胚層組織 
在探討基因在細胞分化過程中的功能時，我們通常採用兩種方法：（1）減少基因表

現（lose-of-function）；（2）增加基因表現（gain-of-function）。主要是因為基因表現的

些許差異便會影響胚胎發育，藉由這些差異我們可以了解基因在分化過程中的功能，但

是由於胚胎內特定細胞數很少因此在研究基因與專一細胞分化的過程較困難。在此胚胎

幹細胞提供了解決方法，由於胚幹細胞具有分化為原始三胚層的能力，細胞數目眾多，

因此可用來研究胚胎時期時各因子在細胞分化過程中所扮演角色，但是利用胚幹細胞研

究中胚層的發育，是否能真實的反應出胚胎中胚層的發育呢？以胚幹細胞分化為血液細

胞為例，胚幹細胞形成胚胎小體約四天後開始出現原始紅血球細胞，之後陸續出現巨噬

細胞（macrophage）與肥大細胞（mast cells），顯示胚幹細胞分化過程中細胞分化的

順序與胚胎發育早期造血系統的順序相似 50。胚幹細胞在體外分化為內皮細胞的過程與

胚胎內皮細胞出現順序相似，在胚小體形成後第三天開始表現 FLK1，第四天表現 
PECAM、tie-2，第五天表現 VE-cadherin、tie-151。胚幹細胞在體外分化為肌肉細胞的

過程，基因表現的順序為 Myf5→myogenin→myoD→myf6，基因出現的模式與胚胎相

同，例如 Myf5 出現在單核的肌母細胞（myoblast），myoD 出現在多核的肌肉細胞。除

此之外，在誘導分化的過程中可成功的分化成骨骼肌肉細胞與具有律動的心肌細胞 52，

這些結果說明利用胚幹細胞研究細胞發育可以獲得胚胎發育相似的結果。 
 在正常的胚胎發育過程中，中胚層可分化成數種組織，包含血液及淋巴細胞、肌肉

組織與血管組織等，由近十年研究發展顯示可經由體外培養的方式成功誘導胚幹細胞出

許多特定的血液細胞以及心肌細胞，以下就此進一步來說明。 
（1）胚幹細胞分化為血液細胞系 

以小鼠為例，血液細胞最早出現於小鼠胚胎時期 7.5 天，在卵黃囊內的血島區域發

現具有細胞核的原始紅血球細胞（primitive erythocytes）以及巨噬細胞 5，此時期的細

胞不具有造血幹細胞的功能，因為將這個時期的血液細胞進行體內移植並無法重建長期

造血系統，而真正的造血幹細胞被發現在胚胎第十天於胚胎 AGM（aotra, gonads and 
mesonephroi）區域，在胚胎時期第十一天時胎兒肝臟中也發現造血幹細胞，之後造血

幹細胞在骨髓出現，出生後漸由骨髓負責產生血液細胞 54。 
胚幹細胞可以分化為許多種血液細胞，例如；紅血球細胞、巨噬細胞、T 細胞、B

細胞與漿細胞等。胚幹細胞形成胚胎小體約四天後開始分化形成原始紅血球細胞，之後

陸續分化成為巨噬細胞與肥大細胞 50；如將胚幹細胞與基質細胞 OP9 細胞株共同培養

後可以促使胚幹細胞在分化的早期階段產生 NK 細胞（ natural  k i l ler  cel l）與

B 細胞。進一步地如果在 OP9 細胞株表達 Delta-1，被誘導分化的條件和

胸腺環境相似，因此透過活化 Notch 之後胚幹細胞可分化為 T 細胞，藉由這些
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分化的過程我們可以研究各種基因在細胞分化過程中的功能，並觀察細胞分化的順序
55-56，例如：GATA-1-/-的胚幹細胞無法分化成為紅血球細胞，但仍可分化為其他血球細

胞，顯示 GATA-1 的功能是參與調控紅血球的發育過程；此外利用中胚層特定表現的基

因 brachyury 以及內皮前驅細胞標記 flk-1（VEGFR-2）這兩個基因的表現可以清楚了

解中胚層細胞分化成血液血管母細胞（hemangioblast）的過程，是由中胚層前驅細胞

分化為血液血管中胚層，最後分化為血液血管母細胞 57。 
除了 GATA-1 之外，BMP-4、GATA-2、SCL 基因的功能也藉由胚胎幹細胞的研究

而更為清楚。BMP-4 參與調節胚胎分化成為中胚層，BMP4-/-胚胎僅能存活至胚胎時期 
6.5～9.5 天，其中最明顯的特徵便是缺乏中胚層的發育 58，BMP4 訊息路徑活化 GATA2
的表現，而 GATA2 可以增加 Bmp4、Flk1 和 Scl 基因表現 59。其中 SCL 參與血液血管

母細胞分化為造血幹細胞（hematopoietic stem cells）與內皮前驅細胞（endothelial 
progenitor）的過程 60，Scl-/- 胚幹細胞研究顯示仍然能分化為血液血管母細胞，因此推

測 SCL 不參與早期血液血管母細胞的形成過程，已知 Scl-/-胚胎僅能存活至胚胎時期 
9.5 天，這時期的胚胎在卵黃囊區域缺乏任何造血相關的細胞，此外亦缺乏血管新生的

結構，顯示 SCL 參與血管形成，但造血相關基因如 GATA1、EKLF、PU.1 以及球蛋白

等皆不表現 61。 
 （2）胚幹細胞分化為心肌細胞 

胚幹細胞分化為心肌細胞的過程中，心肌細胞會產生規率的收縮，因此是所有分化

過程中最容易觀察的細胞，胚幹細胞理論上能分化成各種類型的細胞，但在實際操作時，

通常僅有不到 1%的胚幹細胞能分化為心肌細胞，因此克拉格博士曾嘗試用遺傳性篩擇

（genetic selection），使胚幹細胞能大量分化為心肌細胞，然後用抗藥性篩選形成的心

肌細胞，最後把這些細胞注入患有心臟病的小鼠心室肌內，發現足以使病鼠存活下來。

其篩選效率可達 99.6%，相對於單獨使用細胞形態來分離只有 3.4%來看，分離細胞的

效率的確相當不錯 62。此外在心肌分化過程中 Wnt 蛋白扮演重要的角色，由於 Wnt 的
家族超過 17 個成員，藉由活化下游的對象 β-catenin 或 c-Jun N-terminal kinase（JNK）
來調節細胞生理。基本上 Wnt 的家族可分為兩群，其中 Wnt3a、Wnt8a 抑制下游 GSK3
藉此活化 β-catenin 以調節分化為心肌的過程，基本目前認為 Wnt3a 在胚胎發育初期會

促進中胚層形成，但在發育後期會抑制中胚層分化成心肌細胞 63。而在不同的動物模式

中抑制 Wnt/β-catenin 的訊息傳遞路徑，例如表現 Wnt 的抑制物 Dkk1 與 Crescent 於
前側內胚層（anterior endoderm）而非心臟生成區域，能促進心肌的發育，另外添加 Wnt 
則會抑制前側中胚層（anterior mesoderm）的心臟生成的區域的心肌形成 64。另外，

Wnt11 表現於早期中胚層中前驅心肌生成的區域（precardiac region），研究發現表現

Wnt11 於非心肌生成的區域可以促進心肌生成，也可以調控胚幹細胞分化為心肌 65-66。 
此外，TGF-β 家族中 Activin、BMP2 及 TGF-b2 皆會促進胚幹細胞分化為心肌細胞，

例如在中胚層分化過程中，高濃度的 Activin 會促進分化為心肌細胞，相反地低濃度的

Activin 則會促進分化為造血與內皮細胞 26，另外，如在胚幹細胞分化的前三天添加 BMP
的競爭抑制蛋白 Noggin，會增加中胚層的細胞並且增加 100 倍的心肌細胞生成；相反

地，BMP-4 則會抑制中胚層分化為心肌細胞，因此可能當 Noggin 抑制 BMP-4 時會因
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此阻斷造血細胞系的分化並促進細胞往心肌方面分化 68。 
 

4. 誘導胚幹細胞分化為內胚層胰島細胞及肝臟細胞 
(a) 內胚層發育與相關調控因子 

為了能夠有效的分化胚幹細胞形成內胚層組織，清楚的了解體內訊息調控內胚層分

化機制將是必要的。以小鼠模式為例，受精後 6.5 天，上胚板細胞經由腔腸化過程分化

形成內胚層與中胚層 69。內胚層的分化一開始主要由 Nodal 信號負責調控，研究顯示當

加入Activin/Nodal的競爭性拮抗劑antivin時，內胚層的分化為完全消失 70，而此外Nodal
的訊息發現是藉由 VegT（Brachyury）來調控，VegT 是屬於轉錄因子，除了可控制 Nodal
基因的表現外，還可直接活化其他內胚層的轉錄因子。Nodal 除了受到 VegT 的調控外，

同時能活化並維持 VegT 的表現，兩者間具正向回饋機制而得以促進內胚層的分化；除

了 Nodal 訊號參與內胚層的形成外，BMP 與 Wnt 等因子也參與內胚層的調控，但詳細

的機制仍待進一步的研究。Foxa2、Gata4、Sox17、及 Mixl1 等轉錄因子亦已知參與內

胚層的形成，常作為內胚層的標誌，主要是因為內胚層的基因表現在發育早期並不具有

獨特性，如在腔內內胚層（visceral endoderm）同時也可能表現這些基因，因此並不易

區分。內胚層發育形成身體各個重要器官，包含肺、肝、胃、胰與腸等，在目前胚幹細

胞分化為內胚層組織領域的研究中，主要焦點在於分化胚幹細胞形成成熟的胰島 β 細胞

與肝細胞，期待用以治療第一型糖尿病（Type I Diabetes）與急性肝臟受損（acute liver 
failure）等相關疾病。 
（b）胚幹細胞體外誘導分化為內胚層組織 
（1） 胚幹細胞分化為胰島細胞系 

胰臟發育是由一連串轉錄因子的調控所主導，例如 Pdx1（pancreatic-duodenal 
homeobox 1）是胰臟發育過程中最關鍵的基因，對於早期胰芽（pancreatic bud）的發

育相當重要，約胚胎期 8.5 天即可測得 Pdx1 的表現 71-72。隨著胰臟的分化與成熟，最

後將僅侷限製造胰島素（insulin）的 β 細胞與多肽細胞表現 Pdx173，實驗結果發現，在

早期胰芽形成後，若抑制 Pdx1 基因的表現，會使得胰臟的發育停止，胚胎出生後將不

具有胰臟，顯示 Pdx1 的表現對於早期胰臟發育調控是必要的 74。同時，胰臟上皮細胞

也會表現其他轉錄因子，包括 Hlxb9，Hnf6，Ptf1a 與 Nkx6.1，對於胰臟的早期發育均

扮演重要角色 75。接下來胰臟的發育進展為內分泌細胞的特異化（specification）時期，

轉錄因子 Neurogenin 3（Ngn3）會開始表現，以小鼠發育為例，Ngn3 於胚胎期第 9.5
天開始表現，直到第 15.5 天達到最高值 76；藉由基因轉殖鼠的實驗結果發現 Ngn3 基因

被剃除後，胰臟的內分泌組織發育將受到影響 77；因此，Ngn3 的表現可視為內分泌前

驅細胞的發生。接下來 Ngn3 會引發一連串轉錄因子的表現來調控內分泌細胞的分化，

包括 Nkx2.2、NeuroD1、Pax4、Pax6，這些轉錄因子均參與調控胰幹細胞分化形成胰

島的過程 78。 
2000 年索利亞博士成功地誘導胚幹細胞分化為胰島素製造細胞，所採用的方式是將

含胰島素啟動子的載體送入分化中的胚幹細胞內，篩選帶有抗藥性基因表現的細胞，選

擇穩定表現胰島素啟動子的細胞，將其移植入糖尿病老鼠體內，發現當這群細胞植入老
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鼠體內後，老鼠的血糖值則可正常受到調控，然而這群細胞無法提供長期類胰島細胞的

功能來使得血糖維持恆定 79。在 2001 年馬偕博士團隊則發表新的方法來分化胚幹細胞

成為類胰島細胞，他們所採用的方法是改良自神經細胞的分化方式，先使胚幹細胞進一

步形成胚胎小體，之後將細胞轉換到不含血清的培養環境中進行細胞的篩選得到一群帶

有 Nestin 基因表現的細胞，再利用 FGF 與 B27 等誘導因子進一步促進細胞的分化與成

熟。經過實驗分析結果顯示，從細胞型態上來看，似乎胚幹細胞進一步形成類似胰島的

形態，免疫組織染色則可測得胰島素、昇糖素（glucagon）與體抑素（somatostatin）
的表現；同時，體外實驗顯示這群細胞能分泌胰島素來調控血糖。然而，若將細胞移植

入糖尿病小鼠體內，卻沒有辦法矯正高血糖的現象 80。進一步研究分析發現，表現胰島

素的細胞其形態分顯示出現濃縮的細胞核，進行細胞凋亡，所以研究人員發現所測得分

泌胰島素的程度大多是細胞自培養液吸收取得，而非自行分泌所致 81。因此，之後有許

多研究團隊相繼依據其方法進行改良，包括持續表現轉錄因子 Pax482、採誘發系統表現

Pdx183或是在最後分化階段加入 PI3K 的抑制劑 LY294002 等 84，然後再將這些細胞移

植入糖尿病小鼠的體內，發現高血糖的現象能得到改善，顯示確實有少量胚幹細胞能分

化成胰島素製造細胞。直到 2006 年，達模博士團隊改採模仿體內胰島細胞發育的過程，

加入包括 Activin、 Wnt、FGF10、維甲酸等多種生長因子使人類胚幹細胞依序進行分

化，在不同的階段表現依不同發育的標誌來篩檢，最後分化出能夠表現內分泌荷爾蒙的

細胞。利用針對能夠分泌胰島素的細胞來分析，發現其相近於胚胎時期的 β 細胞能感測

血糖濃度的改變，進而釋放出胰島素與 C 胜肽（C-peptide），但所表現的量卻未達成熟

β 細胞的標準 85，顯示仍有相當的改善空間，但這樣的模式證明了確實我們可以依據胚

胎組織發育的模式來進一步分化胚幹細胞成為胰島 β 細胞。 
（2） 胚幹細胞分化為肝臟細胞系 

肝臟的發育主要是起源於前腸管內胚層（foregut endoderm）細胞，在接收到來自

鄰近的心臟中胚層與間葉組織細胞所傳遞的訊息 FGF 與 BMP2/486-87，細胞進一步從前

腸管背部向外生長形成早期的肝芽（ liver bud），此時的細胞稱為肝原母細胞

（hepatoblast），這群細胞是具有雙潛能分化特性，能夠分化為肝細胞與膽管細胞

（cholangiocyte）88。以小鼠發育為例，胚胎發育第 9.5 天，肝原母細胞開始移行，穿

過橫膈間葉（transversum mesenchyme），橫膈間質由鬆散的結締組織構成，主要成分

為膠原蛋白，所以胎原母細胞在移行可與橫膈間質直接接觸，並排列呈繩索狀，再透過

其表現的肝生長因子（hepatocyte growth factor, HGF）來調控肝原母細胞生長；同時

內皮細胞在其間形成微血管狀的結構 89。胚胎發育期第 12 天到第 16 天，血液細胞會進

到肝芽，進一步的增生製造抑瘤素（Oncostatin M, OSM）傳送下游訊息來促進肝臟的

生長與成熟 90，而在此之前，肝原母細胞尚未進行分化，當血液細胞遷移至其他地方後，

肝細胞便開始成熟產生代謝的酵素，以調控體內的代謝作用、血液血清蛋白的濃度以及

儲存肝醣與解毒作用。 
早期研究胚幹細胞分化成肝細胞使是採取自發性的分化，也就是將胚胎幹細胞以懸

浮狀態方式培養，形成具有三胚層結構的胚胎小體，於不同的時間點收集分化的胚胎體，

檢測肝細胞的基因與蛋白質相關標誌的表現 91。但這樣的分化方式僅能得到 0.1~0.5%
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的細胞為肝細胞，因此許多研究團隊發展不同的方法來促使胚胎幹細胞往肝族系方面分

化。在 2001 年，濱崎博士研究團隊也同樣利用形成胚胎小體的分化方式來進行分化成

肝細胞的研究，但在不同的天數中加入特定調控肝發育的生長因子，包括 FGF、HGF、
OSM 來促使幹細胞往肝細胞生長與分化（圖三），實驗結果分析顯示相關肝臟基因的表

現類似於肝發育的狀態 92； 

 
圖三、誘導鼠胚幹細胞分化為肝臟細胞系，並組織染色分析細胞分化後的蛋白表現情形

（圖：簡皎芸 （中央研究院基因體研究中心） 提供） 

 
在 2002 年，鎮西博士研究團隊將其進一步的改良後，發現這些由胚幹細胞發育而

來的肝細胞能表現白蛋白（albumin）且能夠製造尿素，如果將這群細胞移植到小鼠肝內，

發現在小鼠肝臟內可發現移植細胞能夠表現白蛋白，顯示這群細胞在體內應是有作用的
93。接下來，研究者希望能進一步觀察肝細胞在體外的發育狀況，並能夠直接分離出這

群成熟的肝細胞。為了分析胚幹細胞發育而來的肝細胞是否具有能修復受損肝臟的功

能，在 2002 年，伊博士等人將綠色螢光蛋白（green fluorescence protein, GFP）置入

胎兒蛋白（alpha fetal protein, AFP）啟動子控制的載體並送入胚幹細胞，在誘導胚幹細

胞往肝族系分化後，如胎兒蛋白持續表現時，細胞會表現綠色螢光，利用流式細胞儀將

帶有綠色螢光的細胞分離出來，移植到三種小鼠體內，第一群小鼠體內可表現 β-半乳糖

苷酶基因（β-galactosidase），第二群小鼠為載脂蛋白 E （apolipoprotein E, ApoE）缺

失，載脂蛋白主要在肝臟合成，可將中密度脂蛋白轉成低密度脂蛋白，第三群小鼠則是

結合素（haptoglobin）缺失，結合素經由和血清中游離的血紅蛋白（hemoglobin）形成

穩定的複合物而得以快速清除血清中的血紅蛋白，避免其浸潤腎絲球；這些小鼠在移植

前，先進行部分肝切割手術，藉以測量細胞再生的情形，實驗結果發現移植入小鼠體內

的細胞均可在小鼠肝臟內被偵測到，並表現肝細胞的載脂蛋白 E 或結合素，修補肝功能
94。在 2003 年，日本科學山本教授等人則是送入帶有綠色螢光標定胚幹細胞分化形成的

肝細胞，將這群細胞移植入經四氯化碳所造成的肝損傷小鼠體內，實驗結果發現細胞能

夠併入肝組織中，表現肝細胞成熟的標誌並改善肝損傷情形 95。山本教授團隊在 2005
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年研究中，還進一步的發現這些分化後的肝細胞除了能改善肝功能外，還能夠延長肝纖

維化小鼠的存活天數 96。 
 

四、結語 

有關人類多潛能胚幹細胞研究是否違反道德倫理和社會法律等問題，一直以來都引起很

大的爭議。因為基本上都是使用人體的卵子細胞，或者直接製造胚胎組織來進行相關多潛能

胚幹細胞的科學研究。因此許多保守人士認為，即使是以治療疾病和推動科學發展為目的人

類多潛能胚幹細胞的研究，其破壞人類胚胎組織的行為仍然是有違人倫道德的，是無法被接

受的！因此人類多潛能胚幹細胞技術研究的一大障礙就是必須先製造人類胚胎才能抽取胚胎

幹細胞，然後再銷毀胚胎，所以世界許多國家都對人類多潛能胚幹細胞的研究工作進行限制。

為了迴避摧毀胚胎的爭議，最近先進細胞科技的團隊，研發出一種新方法，趕在在受精卵第

三次分裂的八細胞階段，從其中取出一顆胚葉細胞，以現有的胚胎幹細胞株加以培養，然後

分離形成新的胚胎幹細胞株。剩下七個細胞的受精卵仍然可以繼續發育，植入子宮內著床，

產下健康的個體 97。此外，最近由日本山中教授所發展將成熟的細胞直接轉變為多潛能幹細

胞的方式，這樣也不需破壞胚胎，這將可以為許多疾病提供一個可能的治療方法，將有助於

跨過那些一直以來阻礙幹細胞科學發展的法律和道德門檻，其對推動細胞治療發展上有其重

要意義。 
在適當的培養條件下，多潛能細胞可以分化成多種器官組織細胞，例如最近發現顯示胚

幹細胞可以分化成為神經細胞，並且在移植到神經損傷的小鼠後，可以產生新的神經細胞以

修復小鼠腦部組織的損傷，顯示幹細胞可以應用在修復人類受損的組織和治療棘手的退化性

疾病上，未來並預期可應用在器官移植、新藥開發、基因療法與治療癌症等方面的發展 3。

但這些從胚幹細胞所分化而來的組織細胞如心肌細胞，在實際應用上會面臨兩個問題：（a）
在胚幹細胞分化為心肌細胞的過程中，心肌細胞的比例很低；（b）移植成功的心肌細胞存活

的時間不長。針對這樣的困難，必須發展一些解決方案，例如，利用心肌專一表現基因啟動

子表現抗藥基因來幫助以抗生素篩選，就可以得到純度很高的心肌細胞，將這些細胞移植到

心肌受損的小鼠中可以成功的進行細胞移植 96；此外於移植的心肌細胞中表現血管內皮生長

因子（vascular endothelial growth factor, VEGF）可以促進新血管生成並且改善心臟的功能
98。藉由這些發現我們可以了解，在現階段仍必須藉由調控其他基因表現來彌補胚幹細胞分

化的完整性不足，因此了解這些胚幹細胞分化系統間的差異，並結合其他較安全的方法，才

可能有機會應用在修復人類受損的組織和治療棘手的退化性疾病上。 
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第四章 

成體幹細胞分離培養擴增及體外分化 

Isolation, Expansion, and Differentiation of Adult Stem Cells 

李光申 1  許素菁 2   何慧君 3 

1國立陽明大學 臨床醫學研究所 

2國家衛生研究院 感染症與疫苗研究所 

3臺北醫學大學 臨床醫學研究所 

 

一、前言 

幹細胞對於生物體由胚胎到成熟個體過程中之細胞增生、分化以及組織修復等作用有著

極大的重要性。除了胚胎是幹細胞豐富的來源之外，個體發育後仍有相當數量之未分化的幹

細胞存在成熟組織器官中以擔負各組織或器官細胞更新與受傷修復的功能，因此我們可依據

細胞分離來源與潛能性之不同將幹細胞大致分為胚胎幹細胞（embryonic stem cells）和成體

幹細胞（adult stem cells）兩大類。越來越多實驗結果顯示，存在血液、骨骼、肌肉、乃至

於中樞或周邊神經系統的特定細胞群，具有自幹原細胞形成先驅細胞再成為成熟功能細胞的

分化能力 1，這提供了組織工程與再生醫學上對於成體幹細胞在組織修復、再生能力的維持

與運用上提供了許多思考的新契機。本章節乃針對目前被研究較多且臨床運用上較為重視的

間葉系幹細胞（mesenchymal stem cells)、造血幹細胞（hematopoietic stem cells）及神經

幹細胞（neural stem cells）等成體幹細胞之分離培養的技術、醫療應用的潛能與臨床治療上

的開發做整體性的介紹。 

 

二、成體幹細胞 

 在人類幹細胞研究尚未如此蓬勃發展且無法在許多組織器官中找到相對應的幹細胞存在

時，大多數人都相信從各組織中所分離而得的多潛能幹細胞只能繼續分化成該特定組織功能

相關的細胞，因此認定成體幹細胞的能力和定位遠不如胚胎幹細胞來得重要。然而即使胚胎

幹細胞具備能分化成所有組織器官細胞的能力，但是欲達到利用胚胎幹細胞來治療人類疾病

的廣泛效用則仍有許多問題亟待克服。近幾年來科學家在成體幹細胞的研究中已證明，只要
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找到適合幹細胞體外培養與分化的條件，不僅細胞數目的有限性可以獲得解決且能維持幹細

胞的潛能並具有可分化成多種不同胚層來源的組織功能性細胞的能力，而不限定只能作用成

與來源組織相關的細胞種類。除此之外，由於成體幹細胞已在臨床治療使用上有許多成功的

經驗，在許多疾病上若能採用適當的患者自體幹細胞進行體外培養、擴增後再植回該病患體

內進行疾病的治療，不僅可避免胚胎幹細胞目前來源取得上倫理道德之爭議，也較無免疫排

斥性等問題的發生，因此利用成體幹細胞作為細胞治療的臨床使用價值與實際案例也就日益

增加。表一乃將胚胎幹細胞與成體幹細胞的許多特性和實際運用上之優劣性做一比較，在此

我們將以成體幹細胞為討論的對象，就骨髓幹細胞與神經幹細胞在研究與臨床上的特性與發

展進程做說明，並就目前成體幹細胞仍待解決的問題做更深入的討論。 

 
表一、胚胎幹細胞與成體幹細胞之比較。 

細胞種類特性   胚胎幹細胞    成體幹細胞 

來源（SOURCE） 早期之胚胎組織 

(囊胚的內細胞質團) 

成體組織 

可塑性（PLASTICITY） pluripotent multipotent 

可分化分化生成之細胞

種類 

個體內除胚胎外組織的所

有細胞 

有限制性的細胞種類，通

常與其所分離出之組織

系統相關 

優點 增生能力強 

分化潛能大 

較無道德爭議 

自體移植使用時較無免

疫排斥問題 

缺點 有道德爭議 

須考慮免疫排斥問題 

有形成腫瘤之潛在危險性 

增生與特定分化能力有

所限制 

 

1. 骨髓幹細胞（Bone marrow-derived stem cell）： 

幹細胞與原始先驅細胞的臨床運用始於 1950 年代 2-3。利用致死劑量的輻射線照射

（irradiation）實驗的老鼠後，把正常老鼠的骨髓移入輻射處理過的鼠體內，發現正常的骨髓

細胞能提供輻射老鼠新的血液系統之建立而避免死亡。第一個以骨髓移植來從事人類疾病的

臨床治療是用於因骨髓功能異常所導致的先天性再生不良貧血症（aplastic anemia），而第一

個利用骨髓移植治癒的癌症是淋巴癌。我們已經明瞭骨髓移植之所以使病人有重生機會，主

要是因為骨髓內含有間葉系幹細胞與造血幹細胞的緣故 4。間葉系幹細胞為近年來熱門之研

究課題之一，主要原因乃在於間葉系幹細胞之體外增殖及多重分化能力相當強，使得許多原

本臨床上無法輕易解決的疑難雜症，可以藉由大量的體外培養技術獲得適當的成體幹細胞而

改變組織工程及細胞治療的方式進一步在疾病的處理上得到良好治療。骨髓中除了間葉系幹
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細胞與造血幹細胞之外，還可能有其他型態的成體幹細胞存在，但目前對於其他種類的成體

幹細胞特性的了解以及臨床使用價值還不十分明確，我們將只針對 MSC 與 HSC 做說明。 

 
(a)  間葉系幹細胞（Mesenchymal stem cell，簡稱 MSC） 

自從 1961 年加拿大多倫多大學的科學家 James Till 及 Ernest McCullough 發表人

類骨髓中存有造血幹細胞以來，骨髓在當時變被廣泛研究，但研究的重點主要是利用骨

髓移植治療各種血液疾病。直到 1970 年代美國國家衛生總署（NIH）的科學家 Alex 
Friedenstein 發現若將大鼠的骨髓移植到另一隻同品系大鼠的腎臟內，所移植的骨髓會

有骨骼及軟骨組織的形成，於是證實了骨髓當中除了造血細胞以外，亦存有一些中胚層

結締組織之前驅細胞，這在當時可是石破天驚的發現。到了 1980 年代，英國牛津大學

的女性科學家 Professor Maureen Owen 更進一步發現將骨髓做體外培養時，造血幹細

胞及血液幹細胞乃懸浮在培養系統中而不貼附於培養皿的底部，但骨髓中卻存有另一群

會貼附於培養皿底部之貼附型細胞。她針對這些貼附型的細胞做進一步的研究發現持續

不斷培養這些細胞時會形成一個個的細胞群落，而這些細胞群落，竟然就是成骨細胞！

Professor Owen 的發現更進一步的證實了骨髓中不但含有造血幹細胞也可能含有其它

種類的幹細胞。 

 

 

圖一、體外培養骨髓中的間葉系幹細胞 

 
到了 1990 年代，美國 Case Western Reserve University 的 Professor Arnold 

Caplan 首度將骨髓中存有的這群非造血系統的幹細胞稱之為間葉系幹細胞 5。間葉系

幹細胞其實並不是個新名詞，早在 19 世紀的西文文獻當中，便有科學家使用這個名詞，

只是對間葉系幹細胞一詞並沒有清楚具體的描述，因此，Professor Caplan 的貢獻便是

給了骨髓中這一群特殊的幹細胞一個清楚的名詞定義。 

1999 年 4 月 2 日這項研究正式揭露於美國的權威期刊科學雜誌（Science 
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Magazine）。這篇文獻指出人類骨髓中有一群特殊的幹細胞，雖然數目不多，但是這些

間葉系幹細胞的生長和分化能力卻極為優異，能夠在體外大量增殖 6，並偵測到 CD29、

CD44、CD73、CD105（圖二）等標記分子表現在培養後的間葉系幹細胞表面。早期科

學界相信間葉系幹細胞主要存在於人體骨髓之中，這些細胞能夠分化成源自胚胎時期中

胚層的各種組織細胞，包括：成骨細胞、軟骨細胞、脂肪細胞及肌肉細胞等（圖三）。 

 

 

圖二、間葉系幹細胞細胞表面之標誌分子 

 

 

圖三、間葉系幹細胞之細胞分化。（A）脂肪細胞 （B）軟骨細胞 （C）成骨細胞 

 
從發生學（ontogeny）的角度來說，雖然這些間葉系幹細胞究竟源自胚胎時期的

何種細胞尚屬未知，但一般相信間葉系幹細胞的確存在於所有成體骨髓中，數量隨成體

年齡而減少。隨著年紀的增長，生物體逐漸有老化現象，目前科學家相信生物體老化後

器官及組織修復能力之所以降低的原因主要是體內成體幹細胞數目減少所致。就以骨折

的例子來說明。一般而言年輕人發生骨折時較容易癒合，而老年人的骨折則有不易癒合

的現象，其中的一個原因即是老年人的間葉系幹細胞數目較少，導致骨骼組織自我修復
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的能力下降的影響。另外，老年人較易得骨質疏鬆症的原因也可能和間葉系幹細胞的數

目及能力下降有關。 

對絕大多數的細胞來說，細胞採對稱分裂產生兩個相同的子代細胞而讓細胞的數目

增加。然而對具有自我更新能力的幹細胞而言為保持其細胞的潛能性並維持身體修復機

轉的恆定性而於是有不對稱細胞分裂（asymmetrical cell division）的能力，藉由不對

稱分裂的機轉，意即幹細胞分裂時並非產生兩個相同的子代，而是產生一個幹細胞及一

個前驅細胞（progenitor cell），又稱暫時性增殖細胞（transit amplify cell, TA cell）7-9，

如此，幹細胞方能維持其在成體內數目的恆定。成體幹細胞便利用不對稱分裂中產生的

暫時性增殖細胞提供負責分化成修復各式各樣的組織及器官當中所需的細胞。 

科學家發現除了骨髓是間葉系幹細胞的來源之外，目前也可自許多不同的組織，包

括：髓質骨（trabecular bone）10、關節中之清液組織（synovial tissues）11、以及美

容手術中抽取的脂肪（liposuction fat）12等組織中獲得 MSC。最近，有些科學家更進

一步指出，間葉系幹細胞極可能存在於人類所有組織當中，他們存在的目的即是為了維

持各組織及器官的恆定，亦即許多器官組織之中細胞的老化及凋亡必須進行補充，而這

些間葉系幹細胞極可能在器官組織恆定的維持及更新細胞的補充上扮演極重要的角色。 

除了上述這些成體來源之外，間葉系幹細胞尚可自臍帶血中取得，筆者們的研究結

果顯示，源自臍帶血的間葉系幹細胞增殖及分化能力均佳 13，除中胚層組織細胞外，亦

可分化成源自外胚層的神經細胞（圖四），這些神經細胞在體外確實具有各式各樣成熟

神經細胞之功能表現 14。我們更進一步地發現，間葉系幹細胞亦可分化成源自於內胚層

的肝臟細胞（圖五），這些分化的肝臟細胞具有各式各樣正常肝臟細胞所應具有的功能，

包括：製造白蛋白、儲存肝醣、代謝含氮廢物以及解毒等等 15。不難想見，這項發現將

可能為各種肝臟疾病的治療帶來新的曙光。因為，臺灣仍是病毒性肝炎高盛行的區域，

而病毒性肝炎經常造成肝硬化以及肝癌的發生，或許日後可以使用間葉系幹細胞來治療

肝臟疾患，目前我們實驗室也正在朝這方向積極進行研究當中。 

 

 
圖四、間葉系幹細胞體外分化成神經細胞的分子改變型態圖 
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圖五、骨髓間葉系幹細胞進行體外肝臟細胞分化之細胞型態圖 

 
臍帶血中含有造血幹細胞是科學家公認的事實。1989 年起臍帶血便被法國醫師用

來移植治療血液疾病，至今世界上已有數千例臍帶血移植成功治療各種血液疾患的案

例。我們的研究更進一步的顯示，臍帶血中不但存有造血幹細胞，也存有間葉系幹細胞，

這些臍帶血在醫療運用上具有相當大的潛力。因此，臍帶血不應當作醫療廢棄物被丟

棄，應可作為私人儲存或是捐贈至公益臍帶血庫進一步用於幹細胞研究與疾病醫療的開

發。 

近年來隨著分子生物學及細胞生物學的快速進展，間葉系幹細胞的研究也有許多的

突破。自從九十年代末期間葉系幹細胞自人體骨髓的分離方法被確定後，許多的動物實

驗及前臨床研究已將間葉系幹細胞的應用推向臨床治療。茲就近年世界各國發表之臨床

人體試驗結果整理如下。 

在異體間葉系幹細胞移植方面，2004 年韓國醫師為一位 37 歲因為車禍導致第十

胸椎骨折合併脊髓損傷導致下肢癱瘓的女性進行世界第一例的配對異體臍帶血幹細胞

移植，手術之後病患確實在癱瘓 19 年之後能夠站起來走了幾步，這樣初步的研究結果，

也受到世界媒體的重視以及廣泛報導，然而這病患在幹細胞移植術後幾個月並無法再行

走，並且伴隨有無法忍受的疼痛，這個教訓告訴我們任何的臨床研究都不可冒進，必須

要有充足的前臨床科學實驗以證明創新治療方法的有效性及安全性。雖然如此，近兩年

來在異體間葉系幹細胞移植的研究與臨床試驗上也有成功的案例。另一組韓國醫師使用

異體配對間葉系幹細胞移植手術成功的治療了四例患有烏腳病需要截肢的病患。烏腳病

的發生和砷中毒以及抽煙有關，這些病患的肢體小動脈造成阻塞，最後導致肢體缺血發

黑，這就是烏腳病名稱的由來。嚴重的烏腳病患者在四肢部位常因組織壞死而需要截

肢，病患負擔著極為強大的疼痛與生活上的不方便。韓國進行此項成功的細胞移植經

驗，值得作為烏腳病治療的重要參考。 

2005 年韓國的醫師及科學家報告，針對急性中風的患者以自體骨髓純化間葉系幹

細胞經由靜脈注射輸入病患體內，此臨床試驗雖然實驗組病患只有五人，但以靜脈注射

經體外培養的自體間葉系幹細胞的安全性得到證實，提供了間葉系幹細胞在臨床一期試

驗（phase I clinical trial）上極為重要的研究結果與未來幹細胞治療開發成功的信心。 
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在許多的器官移植的案例中，常發生移植組織對接受者的排斥（Graft Versus Host 
Disease，GVHD）的併發症 16。GVHD 的發生是因為移植組織當中的免疫細胞，主要

是 T 淋巴球，攻擊接受者的組織而造成個體的損害而發生的疾病，目前臨床上對於移植

組織的處理與 GVHD 的發生仍以免疫抑制劑來進行控制，但免疫抑制劑的副作用常給

病患極大的副作用且無法有效治癒該疾病的發生而在治療面臨極大的挑戰。近年來由間

葉系幹細胞的基礎研究中發現該類成體幹細胞不但能分化成許多不同的組織細胞，它們

還具有免疫調節的功能，並且能夠有效調控抑制 T 淋巴球細胞的活化與增生 17。2004
年瑞典卡洛琳斯卡大學的醫師首度使用患者母親的異體間葉系幹細胞移植成功地治療

了一位因為白血病接受異體骨髓移植而產生急性 GVHD 的男孩 18。2006 年同一個研究

團隊更進一步的報告了他們擴大使用異體間葉系幹細胞移植規模治療急性嚴重 GVHD
的經驗，在這個研究當中有八位病患接受了異體間葉系幹細胞移植治療急性嚴重 GVHD

而有六位患者治療成功 19，這些相關的臨床病例報告給與研究者與臨床工作者極大的鼓

舞。 
除此之外，異體間葉系幹細胞在骨科疾病的治療，亦有相當大的應用。成骨不全症

（osteogenesis imperfecta）是一種先天遺傳性疾病，也就是俗稱的玻璃娃娃，這些病

患的骨骼組織無法產生正常的第一型膠原蛋白（type I collagen），導致骨骼相當脆弱，

十分容易發生骨折。美國的醫師便使用配對異體間葉系幹細胞移植治療成骨不全症，有

初步的成果。隨著周產期醫學的進步，成骨不全症在精密的超音波檢查下，產前診斷亦

非難事，配合子宮內移植（in utero transplantation）的技術 20，間葉系幹細胞的移植也

被許多玻璃娃娃的治療帶來一絲新曙光。 

在骨骼組織的創傷修復方面，英國的醫師已經開始臨床試驗使用自體骨髓間葉系幹

細胞進行關節軟骨的修復和再生，這項技術如果獲得成功，將可免去許多病患的關節炎

之苦。因為目前關節炎是高齡化社會中一個相當盛行的疾病，許多病患因為關節炎導致

行動不便，必須接受人工關節手術。而這些關節炎常與早年軟骨的損傷有關，若能夠使

用自體骨髓間葉系幹細胞在受傷早期便進行軟骨修復，促進軟骨再生，相信可延緩關節

炎的發生。此外，澳大利亞的醫師也開始進行使用自體骨髓間葉系幹細胞幫助骨折癒合

的臨床實驗。我們都知道，並不是所有的骨折都能夠順利癒合，在一些情形之下，例如：

骨折太粉碎、或是開放性骨折合併感染造成骨髓炎，較易導致骨折不癒合的發生，臨床

上對骨折不癒合的治療常常必須「挖東牆補西牆」，意即從骨盆骨挖取較不重要的部分

來填補骨骼的缺損，若能使用間葉系幹細胞來幫助骨骼組織的再生，則可免去挖取自體

之苦。 
由於 MSC 具有多元而廣泛的可塑性，改變了世人原先對於成體幹細胞分化能力受

限制的看法，也使得 MSC 未來在細胞療法、組織工程及再生醫學的研究上有機會用於

修復或更換受傷與發生病變的細胞或組織，對目前脊髓損傷（spinal cord injury）、中風

（stroke）、老年失智的阿茲海默症（Alzheimer’s disease）、帕金森氏症（Parkinson’s 
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disease）等難以治癒的疾病，提供了治療的新契機。目前臨床試驗顯示，將 MSC 與造

血幹細胞共同注射入體內後可以加入血液系統恢復的速度，說明 MSC 不僅本身具有調

節體內細胞修復的能力，同時也扮演調節其他幹細胞功能的可能性 21-22。 

 

(b) 造血幹細胞（Hematopoiesis stem cell，簡稱 HSC） 

1961 年，Till 和 McCulloch 證實了存在於骨髓的先驅細胞可在脾臟形成多源性血

球細胞株（multilineage hematopoietic clonies），其中有一群細胞具有可複製成更多脾

臟細胞株的能力，當時他們便猜測在人體中應該有所謂的多能性血球幹細胞存在。HSC
和 MSC 一樣可從骨髓、嬰兒臍帶血、成人周邊血液與胎盤中分離出來，它們在骨髓中

持續自我增生及能夠分化出所有在血液中所有細胞成分的能力，使 HSC 不僅能分化成

所有血液組成細胞（圖六）（來自胚胎中胚層），在適當的培養條件下這些細胞也能夠分

化成為不同胚層組織的細胞，如肺臟或腸組織的表皮細胞（內胚層），或是皮膚組織（外

胚層）。相較於其他種成體幹細胞而言，由於血液幹細胞的懸浮性以及被研究與操作的

時間較為久遠，HSC 有較為明確的細胞表面分子可供辨識，最常用來分離人體 HSC 的

細胞標誌為 CD34、CD38 及 CD13323，但由於這些細胞在體外培養擴增時常伴隨細胞

分化力的降低使得臨床使用上有極大的限制性，研究人員目前仍試圖希望找出能分離更

早期 HSC 的細胞表現分子。過去十年來，由於對血液幹細胞和許多不同血液生長激素

的研究有更多的瞭解，造血幹細胞的移植在手續上比骨髓移植要來的簡化許多，移植的

副作用也遠較骨髓移植來的輕微，因此利用血液幹細胞做體外培養後的幹細胞移植比例

有與日遽增的趨勢，但仍須克服體外培養增生 HSC 時 CD34+表現細胞的比例與細胞分

化能力降低的困境與限制。 

 

 

圖六、血液幹細胞之分化組織圖 
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1988 年法國第一次以臍帶血（umbilical cord blood）成功替罹患再生不良貧血症

的 5 歲男童施行移植手術後 24，臍帶血幹細胞由於來源容易、成本低廉、移植配對要求

較骨髓取得的幹細胞來的低，且臍帶所含的幹細胞數目也遠較原始骨髓和血液樣本內含

量來的高，因此臍帶血幹細胞的研究與使用日益受到重視。雖然目前並不清楚臍帶中除

了可以分離出 MSC 與 HSC 之外，是否還存有功能上更強大的幹細胞，但研究顯示從

臍帶血所獲得的 HSC 或 MSC 其體外增生的能力比從骨髓或血液取得的幹細胞要來

高，並且由於該細胞群表面表現影響免疫反應的分子極少因此移植時所產生的宿主排斥

現象也較小，所以可取代骨髓移植使用，並且以這樣方式取得的細胞並不會引發胚胎使

用的爭議，此乃近幾年臍帶血幹細胞受矚目的原因。 

2. 神經幹細胞（Neural stem cell，簡稱 NSC）： 

早期由於我們對於神經細胞培養與分化的條件掌控能力不足以至於認為神經組織的細胞

不再能夠分化因而相信神經細胞並不具有再生能力，一旦細胞遭受到破壞後便很難修復或治

療，這是許久以來神經醫學上的困境。目前研究人員已能在中樞神經系統中找到神經幹細胞

（neural stem cells），可進一步分化產生成神經（neruon）、星狀細胞（astrocyte）、寡突膠

質細胞（oligodendrocyte）等不同形態的神經細胞，對於帕金森氏症 25、老年失智症、脊髓

損傷 26等這類因神經系統病變或損害的疾病提供修復治療的可能。目前用以分離或區分神經

幹細胞的方式不外乎是從腦部組織或神經球體（neurosphere）中利用辨識低親和性趨神經

受體抗原（low-affinity neurotrophin receptor）、p75、周邊髓質蛋白（peripheral myelin 

protein）或是直接培養表達 CD133+、5E12+、CD34-、CD45-、CD24-/lo的細胞 27。這些神

經幹細胞能夠在老鼠體內表現出長效移植生長的能力，具有自我更生、移動（migration）和

多細胞系分化等的特性。有研究顯示將神經幹細胞植入腫瘤形成的小鼠後，這些幹細胞因具

備特殊的細胞表現分子與移動力而能夠趨向於腫瘤形成部位的特性，未來我們如何運用這些

幹細胞的特性進一步從事癌症治療與相關藥物開發將是值得注意的焦點。 

 

三、成體幹細胞的分化 

成體幹細胞在適當的體外培養環境下，能夠分化成為許多不同種類的成熟體細胞。以間

葉系幹細胞分化成為骨細胞為例，培養基中需加入 beta-glycerophosphate、ascorbic acid
及 dexamethasone；分化成軟骨細胞時，則需以 transforming growth factor beta 或 bone 

morphogenetic protein 引導分化。造血幹細胞在適當的引導下，可分化成為淋巴球、血液顆

粒球、吞噬細胞、紅血球及血小板等細胞。神經幹細胞則可引導分化成神經元細胞、星狀細

胞及膠質細胞等。綜觀文獻中許多體外實驗及動物實驗的結果，關於成體細胞的分化潛能，

或稱可塑性（plasticity）28有下列五種學說。 
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1. 成體幹細胞有一些類似胚胎幹細胞特性的細胞，分化能力非常強，它們能夠分化為

各式各樣的成體組織，這樣的細胞被發現存在人類及小鼠的骨髓及肌肉中。 

2. 成體幹細胞的分化能力較胚胎幹細胞為差，成體中存有不同種類的成體幹細胞，分

化成不同的子代，各司其職。 

3. 成體幹細胞中有逆分化的現象（de-differentiation）29，意即某些特定情形下，已經

分化的子代細胞會逆分化回幹細胞的狀態。以神經系統大腦中的細胞為例，有一些

星狀細胞在體外實驗及動物實驗中均被證實有逆分化為原始神經幹細胞的現象。 

4. 轉分化（trans-differentiation）30的現象，意即某些特定組織分離出的成體幹細胞在

特定的情形下，會分化為原來不會分化的組織。例如造血幹細胞在正常情形下不會

分化成肌肉細胞，但在小鼠實驗中，若對小鼠的前脛肌（tibialis anterior muscle）
製造壓傷（crushing injury），則造血幹細胞會經由 Myeloid intermediate 分化成肌肉

細胞。 

5. 細胞融合（cell fusion）31。在 2000 年前後，許多分化潛能（plasticity）的實驗欲證

明成體幹細胞具有多功能潛能的特性，其中有許多的實驗提出這些分化的潛能極可

能證明是經由幹細胞與特定組織細胞發生細胞融合的結果，其中較著名的是造血幹

細胞在動物實驗中分化成肝臟組織。許多人擔心細胞融合可能導致細胞癌化的發

生，這使得成體幹細胞的臨床運用風險再度被廣泛的討論。事實上人體內的骨骼肌

肉細胞、吞噬細胞以及肝臟細胞都會進行細胞融合的反應，這樣的作用也是一種正

常的生理現象，我們需要對進行融合的細胞做更多的研究與了解才能真正的去明白

這些反應的生理意義而非一味否定這些細胞作用機轉的可能與應用。 

 

五、成體幹細胞使用的限制性及需要解決的障礙 

 現階段除了血液幹細胞移植較不傾向體外培養的使用方式之外，欲使用幹細胞做治療應

用時都需要從事細胞分離、進行體外擴增等放大細胞數目的程序以做後續的利用，研究人員

必須確保體外增生所獲得的幹細胞仍具有成功分化進而修復組織的特性，因此必須確切掌握

以下所列幾項特質，方可提高幹細胞於臨床使用安全性與價值： 

1. 產生足夠量的細胞與組織。 

2. 分化後的特定性細胞具備所需要的功能。 
3. 細胞移植後仍能病患體內存活，避免多次進行移植手術。 

4. 細胞移植時不引發接受者體內之免疫排斥性。 
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目前不論是利用骨髓或是血液等成體幹細胞從事移植手術，都遭遇到下列幾項困難： 
1. 並非所有成人的組織器官都可以分離出特定系統的幹細胞。許多器官組織，如心臟或胰島

內仍無法找到功能上對應分化的幹細胞。目前利用不同組織轉分化而得的特殊功能性細胞在

疾病治療的效用以及長時間能否真正取代受損細胞而正常執行細胞功能仍有待我們進一步的

研究。近來有實驗發現，以 MSC 或 HSC 分化而來的類神經細胞，其在體內的移植率和功能

性遠較直接由神經組織取得 NSC 所分化的神經細胞要來的低 27,30，這是我們在使用細胞做

為疾病治療上需要多留意的現象。而自不同組織所分離的同一種成體幹細胞也已被證實彼此

間所保有的細胞特性還是存有極大的不同，怎麼樣的疾病狀況適合取用那一類的幹細胞做為

治療的材料則需要我們更進一步的研究它們的異同才能確定細胞的培養條件而達到最佳的使

用效能。 

2. 成人幹細胞在體內的數量極為稀少。以骨髓幹細胞來說，約略 10,000~100,000 顆骨髓細

胞中才有一顆幹細胞，這樣少的比例並不容易分離或純化。臨床上為取得更為多量的血球幹

細胞會讓細胞捐贈者或病患先施打 G-CSF 使得血液幹細胞離開組織而跑到循環系統內而增

加能夠收集的幹細胞數量，但這樣的方式所耗費的醫療成本較高，而且不是每一種我們所需

要的成體幹細胞都能用同樣的方式增加收集的數量。科學家雖致力於找尋出可用以辨識幹細

胞的標誌，以便藉著這些特殊分子的表現利用螢光激發細胞收集（fluorescence-activated cell 
sorting）或是磁性活化細胞收集（magnetic-activated cell sorting）的方式將所要的幹細胞分

離出來，但這些工作遇到相當大的挑戰，原因在於一旦將幹細胞從體內分離出來培養之後，

並不容易保持原本在生物體內的細胞特性，而許多細胞表面標誌分子在不同的培養時間和培

養條件都會改變，也不容易找到真正存在體內的幹細胞標誌，這是目前科學家急欲解決的一

個問題。以最常被當作血液幹細胞分離的標誌 CD34 分子來說，以往大家都認為只要設法取

出表現有 CD34 的血球細胞加以體外分化培養就可以獲得大部分血液的細胞成分，因此早期

幾乎就把 CD34+血球細胞視為 HSC，但目前由於細胞分離技術的進步，已有研究發現有許

多處於休止期的細胞是不表現 CD34 分子的，但這些細胞仍具有重新構成血液細胞組成的能

力，而由更多的實驗證明HSC的潛能性不僅和CD34分子的表達相關，也需要一同考慮CD38
以及 CD133 等分子的表現作用才能獲得最大的幹細胞潛能。因此如何找到真正可辨識不同

幹細胞的標誌，用以分離獲取更高潛能的細胞仍是未來幹細胞研究的一大重心。 

3. 因為成體幹細胞的數目極為稀少，目前科學家多著重於發展利用體外增殖技術來維持並增

生具有移植活性幹細胞的技術。然而幹細胞的數目雖可以利用體外培養的方式而獲得增加，

但目前在這樣培養系統中養成的細胞卻往往因為離開體內的調節而失去了原來移植活性而無

法達到臨床使用上的價值，其主要原因可能有下列幾點。 

(a) 幹細胞表面分子表達與分佈的改變： 

體外細胞培養的環境容易改變細胞表面分子的表現和分佈性，而讓幹細胞進入細胞

分化的狀況，一旦細胞失去某些重要的表達分子或進入分化狀況後，對環境或訊息傳遞

的能力也會隨之改變而影響細胞的特性。 

(b) 細胞週期的改變： 
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為了要獲得足夠的細胞數目從事醫療作用，具細胞增殖效果的體外細胞培養通常會

改變細胞週期的進行。以造血幹細胞而言，其在體內骨髓的微環境中是處於細胞的休眠

狀態，但在體外培養的過程中，許多被用來促進細胞增生能力的生長激素會讓細胞進入

活化的狀態，使細胞性質因而改變。因此我們需要對經過體外培養後的細胞所可能改變

的細胞特性做更深入的研究與了解以調整未來從事細胞治療上更精準的操控。 

 (c) 缺乏體內利基（niche）32的支持： 
許多實驗證實在生物體內的微環境（microenvironment）中有能夠維持幹細胞特性

的利基存在著。不論是細胞間的接觸或是分泌重要的介質分子，利基提供了幹細胞在體

內維持更生能力與保持細胞分化力的調控環境。在體外培養擴增的幹細胞失去與天然利

基的交互作用，便很容易喪失掉幹細胞的特性或進行不正常的細胞分化，我們需要更多

的研究與實證資料以提高細胞治療的安全性。 

4. 從病人體內取得的成體幹細胞可能會帶有不正常表現的癌細胞 33，用這些帶有癌細胞的幹

細胞來從事移植的操作是沒有實際的價值的。然而若無法直接從病人身上取得幹細胞做為自

體移植（autologous transplant）之用，那麼便需要由適當的抗原配對（HLA matched）給

予者（donor）提供幹細胞。抗原配對手續須要耗掉許多時間，在時間成本與醫療使用效應

上有其限制性，並且目前仍有 70%的病人無法從現有的骨髓庫中獲得適當的幹細胞進行移植

治療，這些都是限制成體幹細胞使用的因素。 

 

六、結語 

幹細胞研究的發展對於我們在個體發育的了解、醫療行為的改變、倫理道德的要求與省

思以及物種演化與改造等問題上都產生了極大的衝擊與影響，在目前尚無法對於胚胎幹細胞

所引發道德與社會問題較有一致性看法之時，成體幹細胞的研究與應用相對的提供我們在臨

床診療與科技開發上更多的契機。幹細胞提供了我們探索生命起源與運作的平臺，在那些尚

未被開啟的潛藏未知中，期待更多有志之士走入這扇門窗去感受更多的驚奇而獲得更多生命

的啟發與感動。 
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第五章 

奈米科技於幹細胞生物學之應用 

The Application of Nanotechnology on Stem Cell Biology 

何嘉倫、王僅文、邱智東、謝清河 

國立成功大學 臨床醫學研究所、醫學工程研究所、微奈米科技研究中心 

 

一、前言 

奈米科技（nanotechnology）為一門整合物理、化學、工程、生物、生命科學及醫學等

跨領域的科學，透過各學科間知識及技術的交流，奈米科技成功的破除了各學門的傳統巢臼，

建立了一個多重領域的研究技術及知識平臺。奈米科技泛指透過以設計、特徵化、製造等方

法，在奈米尺度（10-9 m）的範圍內控制物體的尺寸及形態，以創造出新穎物理、化學及生

物性質結構、器材以及系統的專門技術 1。近年來奈米科技的應用已由基礎科學延伸至生物

醫學的範疇，為因應各領域對奈米科技的需求遽增，微小化科技與材料的發展於是由微米 
（micrometer）的範圍進入了奈米（nanometer）的範圍。奈米生醫材料（nano-biomaterials）
有別於傳統生物材料之特性，其擁有許多獨特的物理、化學以及生物特徵，所以被廣泛的運

用在跨領域的研究及產業。近年來生物醫學融合了各領域的精髓，演化成一門具有高度發展

潛力的新領域，其中幹細胞生物學（stem cell biology）更是科學家積極研究的主題，而對幹

細胞的研究也因為有奈米科技的優勢挹注下，成為二十一世紀研究發展的主要重點之一。奈

米科技應用於幹細胞生物學的構想，主要來自於奈米材料擁有獨特的專一性（specificity）、
生物相容性（biocompatibility）、水溶性（water-solubility），且具較低之細胞毒性（cytotoxicity）
等特性，由於這些得天獨厚的性質，使得奈米材料能夠較安全地被運用在活體實驗中，減少

對細胞造成非預期的傷害或損壞。利用奈米材料的特性來輔助幹細胞於醫學上的診斷及治療

等應用，已逐漸發展成為一個相當具有前瞻性的生物醫學研究領域。 
 

二、奈米生醫材料 

1. 簡介 

奈米材料是奈米科學的基礎，泛指結構中之晶粒大小介於 1 至 100 nm 之間的粉末、顆

粒、纖維、薄膜或塊體。由於奈米材料的表面面積較大且擁有特殊的量子效應，其光學、熱

學、電學、磁學、力學甚至化學性質亦與微米尺度以下之材料性質大相逕庭。傳統物質經過

奈米化處理後，會產生許多不同的效應，其中包括所謂的表面效應，也就是表面原子數與總
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原子數比例劇增而引發的化學活性、光學、熱性質等之改變 2，另外還有光電磁學上所定義

的量子尺寸效應（quantum size effects），也就是金屬和半導體之價帶（valence band）和

能帶（energy band）的帶隙變寬，而展現絕緣的效應。 
 
不同的奈米材料，在不同的外加場效作用下（例如：電場、磁場），會呈現不同的性能及

效應。透過奈米生物科技的技術，奈米材料應用的範疇已被延伸至半導體科技、電子材料、

光學材料以及生物醫學材料。舉例來說，金奈米微粒可被應用於 DNA 的診斷 3，而利用鎘化

硒（CdSe）備製的量子點（quantum dots, QD）則因具有較強的螢光強度、較窄的發射光

譜（emission spectrum）以及較長的生命週期（半衰期）等特徵，因此可被利用於分子影像

之擷取 4 。另外氧化鐵奈米顆粒（ iron oxide nanoparticles ）因為擁有超順磁

（superparamagnetic）特性，因此近年來亦被運用於磁核共振影像系統（Magnetic 
Resonance Imaging, MRI）5 。除此之外，隨著奈米科技的蓬勃發展，傳統醫學也有了突破

性的進展，特別是有關創新生醫奈米材料的研發，例如微脂粒（liposomes）樹狀聚合物

（dendrimers）提供了新穎的藥物傳遞（drug delivery）及控制釋放（control release）的機

制，可被應用於協助診斷 6及改善治療 7,8 的方法，這也使得現今許多必須借重手術治療才能

痊癒的重大疾病，將來藉由奈米生醫材料的應用，臨床醫師可以採用較低侵入性的治療方法，

來降低病患對手術治療的依賴性並減少術後病人之復健需求。 
 

2. 目前之應用 

目前奈米生醫材料已被廣泛的應用於不同領域的研究，其中較常見的包括: 顯影劑

（contrast agents）、分子影像（molecule image）、分子診斷（molecule diagnosis）、生物

感測器（biosensor）、生物標記（bio-targeting）、基質（substrate）運輸及藥物控制釋放等，

其中較具代表性的是應用奈米材料於光學分子及細胞影像（optical molecular and cellular 
imaging）之偵測及磁核共振顯影劑（MRI contrast agents）： 

（1）光學分子及細胞影像之偵測 
近年來奈米科技將半導體材料表面修飾量子點與生物辨識分子（biorecognition 

molecules），創造出了新的奈米螢光標示材料。相較於傳統的有機染劑（organic dyes），這

些量子點具有高度的水溶性及生物相容性，且透過控制其尺寸大小可調整其波長，因此藉由

單一的光源可同時激發好幾個不同尺寸大小的量子點 9，而量子點的重要優勢在於其發光週

期（luminescence lifetime）以及抗光褪現象（photo bleaching）的時間較長，所以在測量

活體樣品時可利用時間閘控（time-gating）的方式來解決自體螢光的問題。另外量子點的光

譜發射峰（emission band）較窄，因此可以透過調整其組成以及物理維度（physical 
dimension），來決定其在光譜上的位置 10 。由於上述光學的特性，近年來在分子影像的技術

領域，量子點已漸漸取代傳統的有機染劑 9 。目前許多利用量子點的生物分析技術已陸續的

被研發出來，例如： 
（a）量子點結合抗體（Antibody-conjugated quantum dots）11： 

 將量子點結合抗體，透過靜脈注射方式注入老鼠體內，再進行幹細胞的影像擷取。由於
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是透過抗體與抗原的結合，這種量子點可具專一性的被吸附於特定幹細胞的表面，來達到影

像擷取之功效，此法不僅可提高影像之敏感度，亦可利用量子點來進行癌細胞之追蹤。 

（b）螢光共振能量轉移（fluorescence resonance energy transfer, FRET）連結量子點之生

物感測器 12： 
FRET 是一種螢光光譜技術，利用 donor 及 acceptor 的電子能量轉換，來量測分子或蛋

白質之間的距離、交互作用以及其形態改變。由於量子點是很好的能量提供 donor，所以利

用量子點可以非常有效的達到 FRET 之效果。 
 
此外，另一個常被利用於生醫影像觀察之奈米材料為金奈米顆粒（gold nanoparticles），

透過表面電漿共振（Surface Plasmon Resonance, SPR）的技術，金奈米顆粒可被用於色

度顯影劑（colorimetric contrasts）13，而決定這些金奈米顆粒的表面電漿共振頻率的因素有

很多，包括:顆粒形狀、大小、介電性質（dielectric properties）、溶劑（solvent）、配體（ligand）、
集結狀態（aggregate morphology）、表面功能化（surface functionalization）以及周圍液體

的折射率（refractive index）。與其它標示試劑比起來，金奈米顆粒有比較優異的特性，其不

會產生一般螢光染劑常見的光解效應（photo decomposition），且除了較穩定且毒性較低外，

金奈米顆粒也可以依照需求來調整其表面電漿共振的頻率至特定的光譜區域，以促進其作為

光學生物影像與奈米級生物感測的應用 14。 

（2）磁核共振顯影劑 
目前已知以磁鐵礦（magnetite, Fe3O4）、磁赤鐵礦（maghemite, Fe2O3）或其他鐵磁

體（ferrite）為核心之奈米顆粒，皆可作為超順磁顯影劑（superparamagnetic contrast agents）
的材料，此類奈米顆粒統稱為超順磁性氧化鐵奈米粒子（superparamagnetic iron oxide 
particles, SPIO）15。由於 MRI 可偵測 SPIO 的濃度至微莫耳級（micromolar level），所以

SPIO 可提供具有良好敏感性的 MRI 顯影劑。另外，也可在奈米顆粒外圍塗抹一層親水性的

聚合物（hydrophilic polymer），令其變成水溶性，此法會使其在體內的分佈以及藥物動力特

性隨之改變。依據需求，我們可以將配體修飾於 SPIO 的表面來做選擇性結合（selective 
binding），此法除可用來偵測特定的分子之外，亦能夠降低非選擇性結合所造成的背景雜訊

（background noise）與組織毒性（toxicity）。 
 
近年來有關 SPIO 的研究已經激起眾多學者的興趣，主要原因有以下幾點: 

（a）與其他顯影劑相比，每一單位的 SPIO 可提供較顯著的訊號變化。 
（b）氧化鐵奈米粒子可被細胞代謝吸收，相較於其他金屬材料，更適合被運用在活體動物

試驗。 
（c）藉由表面塗層（coating）可直接於 SPIO 表面結合配體及官能基（functional groups）

而達到選擇性結合的效果。 
（d）可直接使用光學及電子顯微鏡偵測 SPIO。 
（e）SPIO 的磁性可透過控制其尺寸大小來做調整。 
（f）目前尚無研究發現 SPIO 會對人體造成傷害。 
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三、奈米材料之種類與特性 

    奈米材料的種類繁多，較常見的有三種 :奈米微粒（nanoparticles）、奈米纖維

（nanofibers）、奈米線材（nanowires），這幾種材質的特性各有特色，且可被應用的領域及

範疇均不同。 

1. 奈米微粒 

    奈米微粒的製備可利用高分子聚合物（polymers）16、樹突狀高分子（dendrimers）17、

微乳劑（microemulsions）18 等材料，其優勢來自於其組成結構，包含一個核心以及外鞘，

因此當被用做藥物釋放載具時，其所運輸的基因或藥物可被包覆在奈米微粒的核心內，以與

外界微環境（microenvironment）如酸鹼值（pH）、離子強度（ionic strength）、化學氧化或

還原（chemical oxidation or reduction）、催化酵素（catalytic enzymes）等隔絕，如此除可

避免基因或藥物在被運送至目的地前受到周圍環境的破壞，亦可避免與其他不相關的細胞或

組織進行非必要的接觸，以減少其副作用。至於微脂粒（liposomes）是指脂質所形成的空心

微球，可懸浮於水相中，其脂質膜表面主要是由磷脂質所構成的脂質雙層（lipid bilayers），
其結構安排與正常的細胞膜十分近似，如此便具有可與細胞膜融合或被細胞吞食的特性，同

時也可依不同用途量身裁製以被運用在生物體內分子辨識、訊號以及通透性的控制 19,20。再

者，奈米微粒亦可在其外鞘表面進行修飾，結合配體或是抗體，透過與接受器（receptor） 的
專一性結合，將被運輸的基因或藥物引導至特定的細胞，再進行控制性的釋放以產生作用（圖

一）。 
 

 
圖一、奈米微粒核心裝載藥物/表面連結基體示意圖。 
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2. 奈米纖維 

    奈米纖維是利用奈米生化技術所開發出來的新材料之ㄧ，其主要的製造方式包括三種： 
電紡絲法（electrospinning）、自我組裝（self-assembly）以及相分離法（phase seperation），
其中最常用到的方法是電紡絲法 21 。一般而言，奈米纖維具備高度生物相容性

（biocompatible）及生物可溶解性（biodegradable）等優點，因此可藉由體內正常的新陳代

謝加以分解、吸收或是排出體外。不僅如此，由於奈米纖維具有特大表面積與高孔隙性的特

性，因此在許多不同的領域都有非常廣泛的用途，其中包括： 
（1）細胞支架（cell scaffold）材料： 

運用於骨骼肌肉、皮膚、血管、神經等組織工程（tissue engineering）21 或是人工敷料、

植入體表面鍍層等。 
（2）藥物、蛋白質、DNA 或細胞運輸的載體 21。 
（3）電子材料： 

奈米纖維可作為高效能儲氫材料、感應器與感光材料，而利用導電高分子可製作具有導體

與半導體特性的分子纖維，取代一般電路所用的導電材料。 
（4）負離子纖維材料用於高效率過濾材，有防靜電、除塵、除臭等防治空氣污染的用途。 
（5）光子晶體纖維（photonic crystal fiber），其光傳遞功率高可取代傳統的光纖 22 。 

 

3. 奈米線材 

    奈米線材可被用於製作奈米線感測器，這是利用具有分子辨識功能的生物分子來改變奈

米線材的表面性質，以偵測與其具有專一性交互作用的分子。由於奈米線材的尺寸極小且敏

感度極高，因此受測物之濃度與數量閥值均可降至最低，這便是所謂的超感度偵測器 23，可

用來做早期疾病的偵測。此外，奈米線偵測器也可被植入微整合型生物晶片（lab-on-a-chip）
中作為疾病診斷以及藥物傳輸的用途，更有文獻指出利用奈米線材的高表面積以及良好電子

通路的特色可應用在 DNA 的偵測 24。因此，利用奈米線材體積小且敏感度高的特性，將其

植入儀器或是與其它系統整合，可針對不同目的做高敏感度偵測，其未來應用的範圍將十分

廣泛。 
 

四、奈米生醫材料於幹細胞生物醫學之應用 

1. 疾病的診斷  

    目前在醫療院所診斷疾病時較常使用的先進影像掃描儀器，包括核磁共振影像掃描

（MRI）及正子放射型斷層掃描術（Positron Emission Tomography, PET）。MRI 是目前較

先進的人體掃描方法，可取得相當清晰的影像，且無需使用任何放射性物質，檢查過程安全

且舒適，對人體不會造成傷害。而 PET 則是一種非侵入性之核子醫學造影技術，正子放射藥

物可經由吸入、吞食或注射進入體內，再以 PET 偵測此放射藥物在體內之分佈，進行全身器

官組織之功能性造影檢查。以上兩種造影技術之原理相近，皆可用於疾病之診斷。但現在病

患又多了一個新的選擇，可利用奈米生醫材料來做影像擷取。目前最常用於造影的奈米生醫
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材料即為上述之 SPIO，主要用來診斷發炎性疾病（inflammatory disease）及退化性疾病

（degenerative disease），例如局部腦缺血（ focal ischemic lesions）25,26、動脈硬化

（atherosclerosis）27、多發性硬化（multiple sclerosis）28、腎臟疾病（kidney disease）29、

骨關節炎（osteoarthritis）30等，均可利用 SPIO 做為 MRI 顯影劑的功能，來達到診斷的目

的。除此之外，利用奈米線材研發而成的超感度偵測器 23，除了能提供早期的診斷外，亦能

夠提供更準確及精準的結果。 
 另一種應用則是對於特定疾病細胞的偵測，透過表面修飾方法將螢光分子以及抗體以聚

合分子鏈（polymer chain）修飾於奈米材料表面，經由抗體及抗原間的特定結合（specific 
binding），將帶有螢光抗體的奈米材料連結到專一的結合器或抗原上，透過特定的偵測法，

可以偵測到體內特定細胞如癌幹細胞（cancer stem cells）的分佈及含量，近一步瞭解疾病

的嚴重程度與發展，以利擬定治療方針與術後照護。 
   

2. 疾病的治療與組織的修復 

奈米生醫材料應用於疾病的治療與組織的修復，除可利用其細胞追蹤（cell tracking）
及分子標示（molecular targeting）的功能來達到標靶治療（targeted therapy）的目的外，

藥物傳遞及控制釋放的機制亦是治療的重點之一。奈米材料之應用除了疾病的診斷外，另一

個重點是癌症的治療，近年來這種利用分子標示的方法進行標靶性治療已逐漸發展成為一個

熱門的領域。除此之外，過去慣用的系統性的給藥常常無法達到有效治療的需求，為了更準

確的將藥物、幹細胞或是基因傳遞至發炎、損壞、或需要修復的組織與細胞上，奈米生醫材

料的出現，提供了標靶治療及控制性藥物釋放的極佳工具。 
 
（a） 針對癌幹細胞的治療 

目前盛行的癌症治療主要是透過全身性的化學治療，此治療方式常不具專一性，除了會

使癌細胞死亡之外，在治療的過程中也會導致正常的細胞一併被破壞，造成許多癌症患者最

後不是因為癌症的惡化而死亡，反而是因化療的副作用而失去生命。科學家為了提升癌症病

人的生活品質以及治療的效果，不斷地在尋找新的治療方式。深入的研究發現，癌組織多數

是由異質細胞族群（heterogeneous cell population）所形成，除了癌細胞外，在癌組織內另

存有一小部分含有幹細胞特性的癌幹細胞 31。近年來有許多研究指出，癌幹細胞可能是癌組

織中少數具有無限增殖潛能的癌生成細胞，而癌症的形成與復發很可能是由於這些極少數的

癌幹細胞不斷增生或復育出癌細胞所造成的 32。如吾人所知，幹細胞的特徵在於它們會進行

不對稱分裂（asymmetric division），形成新的幹細胞以及分化的細胞 31-33。正常幹細胞的分

裂會受到生物機制的控制，透過有限度的增生來修補受傷或凋亡的細胞，而癌幹細胞的特徵

則是在於它們會不正常的增生，形成大量的癌細胞 31。許多研究已在身體不同部位的癌細胞

中發現癌幹細胞的存在，包括：血液、乳房、中樞神經、胰臟、皮膚、腦部、頸部、直腸、

以及前列腺等部位 31,34。目前的研究認為如果只是把分化的癌細胞移除，殘留下來的癌幹細

胞仍會繼續不斷增生，所以如果無法徹底清除體內的癌幹細胞，對癌症的治療就無法達到百

分之百的效果或是有復發、轉移之可能，而目前傳統化學療法最大的困難之一就是無法針對
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癌幹細胞進行百分之百移除或消滅的動作，因此利用奈米材料進行腫瘤幹細胞的追蹤觀察或

標靶治療，在癌症的治療與診斷上十分具有潛力。舉例而言，許多癌幹細胞擁有特殊的 CD133
抗原 35，因此在奈米材料上修飾 CD133 抗體及螢光材料或抗癌藥物，透過抗體與抗原的特

定結合可以辨識及標定癌幹細胞的位置與分布，再利用奈米微粒將藥物包覆在核心內，直接

運送到癌幹細胞的位置，以進行特定部位的抗癌治療，其優點除可提高治療的效果外，亦可

避免藥物與一般正常細胞的接觸，以減低正常細胞的死亡率與降低藥物的作用。 
 
（b） 奈米微粒之藥物傳遞 
    隨著科技的進展，臨床藥物的治療需求亦需提高其精準度，藥物若直接以全身性的方式

給藥如注射或口服，無法達成精準的控制，因為藥物經注射或口服後，會經由血液循環被運

輸至全身各個器官，如此除了需接受治療的組織或細胞可能因為大部分藥物被稀釋至其他部

位而導致劑量、作用濃度不足以外，也容易造成其他組織的不良反應或副作用，為改善此缺

點，許多研究將藥物包覆在奈米微粒內，並視目標細胞表面之抗原及接受器，決定要在奈米

微粒上結合相對應之抗體以增加其專一性。如前所述，若在奈米微粒表面修飾特定的抗體，

這些抗體將會指引奈米微粒鏈結至細胞膜表面含特定接受器的細胞，再透過與周邊環境的影

響與互動，可將藥物釋放至細胞，而當藥物被運輸至特定細胞之前，奈米微粒會保護這些藥

物不受破壞或分解，以確保藥物在到達特定組織前不會失去其原本活性，而降低該藥物之療

效。 
 
（c） 奈米纖維之藥物投遞與控制釋放機制 
    奈米纖維的優勢是在於它能與細胞或藥物結合，形成支架（scaffold）作為細胞貼附與生

長的基質，並且提供藥物控制釋放的機制 36。奈米纖維已被運用在藥物的投遞與組織工程的

研究，在藥物投遞方面，利用將藥物包覆在奈米纖維形成的水膠（hydrogel）之內，活體注

射後可以延長藥物在組織內與細胞接觸的時間，以提高藥物的吸收效率。尤有甚者，透過表

面修飾與基因重組的技術，更可以進一步提高奈米纖維的水溶性、免疫相容性

（immunocompatibility）以及細胞吸收率的專一性，因此可改善傳統藥物投藥的一些問題，

例如有限的生體可用率（bioavailability）、標靶投藥的準確度以及全身性的不良反應或副作用
36。 
    奈米纖維能夠裝載的藥物十分多元，包括大、小分子藥物如胺基酸、蛋白質、DNA、

siRNA、以及小分子化合物（small molecules）。另外在組織工程方面的應用，奈米纖維可結

合幹細胞或生長因子，如血管內皮生長因子（Vascular Endothelial Growth Factors, VEGFs）
及血小板衍生生長因子（Platelet Derived Growth Factors, PDGFs），形成一個複合式支架

（complex scaffold），透過直接注射至須進行修復的受損組織位置，可以幫助肌肉、皮膚、

血管以及神經等組織進行修復與再生 21。不同的生長因子因為與奈米纖維連結親和力

（binding affinity）之強弱不同，其擴散（diffuse）出去乃至為細胞所吸收的時間長短亦不同，

因此依據奈米纖維所要攜帶的生長因子之不同，就必須設計不同的控制釋放機制，以達到最

佳的釋放時間與速率 37。過去我們的研究曾利用自組裝的胜肽奈米纖維（self-assembling 
peptide nanofibers） 攜帶 PDGF 進行受損心肌的修復 36，38，其效果與直接將 PDGF 注入
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心肌有相當顯著的差異，主要的原因即在於奈米纖維與 PDGF 形成的複合式支架能夠將

PDGF 保留在受損的心肌上，而不被血液循環所移除，因此可以延長 PDGF 心肌修復的時間，

而提高其治療效果。 
    一般而言，利用奈米纖維進行控制性藥物釋放其主要的機制有三種，第一種是奈米纖維

隨時間自我分解而釋放出包覆在內層的藥物或生長因子，第二種是透過化學鍵結裂解的方式

來釋放所攜帶的藥物或生長因子，第三種則是利用自發性蛋白質分解酵素（protease）來切

斷奈米纖維與藥物或生長因子的鍵結 37。第一種釋放方式主要運用於藥物被包覆在奈米纖維

支架內部但不被鏈結，藥物到達目的地後會隨著濃度的梯度由支架內被釋放，其所需要的藥

物釋放時間最為短暫。第二種釋放機制是以離子或共價鏈結藥物在奈米纖維支架上，鏈結周

圍的奈米纖維自我分解後，被鏈結住的物質就會被釋放，但周邊的微環境也會影響釋放的速

率與時間，一般來說此種釋放機制所需的時間最長，亦最不受控制。最後一種則是利用酵素

切斷鏈結的奈米支架，此類鏈結需要透過蛋白分解酵素的作用才會被剪斷，因此只有在有酵

素存在的狀況下，藥物才會被釋放出來。根據不同的需求，這些釋放的機制可以單獨被應用，

或甚至經過處理成為多功能性的釋放，在同樣的奈米纖維上以多重釋放機制來進行細胞或組

織之修復。 
 

（d） 奈米材料與幹細胞之結合 
幹細胞治療最大的限制主要在於它的體內保留率（retention rate）與存活率（survival 

rate）過低。過去許多研究將幹細胞直接注入體內後，發現大多數幹細胞會馬上死亡，而存

活下來的幹細胞在需要修復的組織上停留的時間也極短，往往會隨著血液循環漂流至其他組

織部位，因此透過與奈米材料結合後，將幹細胞與奈米材料的支架注射至急需修復的部位，

如心肌梗塞後受損之心臟肌肉（圖二），可大大提升移植幹細胞的存活率與保留率，以促進幹

細胞治療的效果。除此之外，上述提及的奈米纖維結合幹細胞或生長因子之控制釋放機制及

標靶投遞的特性，亦可被應用於幹細胞的研究與治療。例如，由於胜肽奈米纖維本身會自行

降解且其生物相容性也相當高，既不會造成宿主免疫反應也不會增加組織發炎程度，因此與

傳統生醫材料相比較，具有相當高的優勢。   
 

五、未來展望 

奈米科技於幹細胞生物學的應用主要目的在達到疾病早期的診斷、提高診斷結果的靈敏

度、精準的控制與釋放機制進行藥物投遞及利用標靶治療的方法來提升治療效果，為在精準

控制的狀況下達成此目標，必須廣泛的利用上述所提及的生醫奈米材料特色，來研發出高專

一度、高準確度以及高敏感度的診斷、治療技術及工具。幹細胞研究及奈米科技發展二者均

需要大量的研究人才及資金不斷的注入，各領域對幹細胞的了解日益加深，再加上創新奈米

技術的配合及輔助下，讓研究人員可以在奈米的尺度下探討生醫奈米材料與幹細胞之間的交

互作用機制，這是過去所無法達成的，因此奈米技術水準與研究平臺的開發，是未來幹細胞

研究的重點發展方向之一，希望藉由這些跨領域的結合，能激發出新的火花，提供臨床診斷

與治療的新契機。 
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圖二、利用自組裝胜肽奈米纖維結合生長因子藥物釋放與幹細胞治療，可以提升幹細

胞注射至受損心肌後的存活率與保留率，以促進心肌再生。 
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第六章 

複製動物技術在幹細胞相關研究之應用 

Application of Animal Cloning Technologies in  

Studies Related to Stem Cells 

吳信志 1,2  鄭登貴 1,2 

1臺灣大學動物科學技術學系 2臺灣大學生物科技研究所 

 

一、前言 

近十餘年來，有關動物複製（animal cloning）、基因轉殖（transgenesis）、及幹細胞

（stem cells）之分離、建立和再生醫學（regenerative medicine）等相關領域研究之進展殊

為快速；其中若干特定技術，諸如：治療用複製技術（therapeutic cloning）、胚幹細胞

（embryonic stem cells, ESCs）及成體幹細胞（adult stem cells, ASCs）之建立、報導基因

轉殖（reporter gene transfer）、幹細胞誘導分化、生物可降解性（biodegradable）之組織

工程材料，與細胞移植等相關技術之發展，促使人類遺傳性及非遺傳性疾病之治療增添了許

多新方法。然而迄今上述領域部分已建立之技術尚未臻成熟階段，仍有待進一步之研究結果

驗證及經驗之累積才能進入臨床應用，其間之動物模式研究更存在許多有關倫理道德、宗教、

法令規範及動物福利等方面之爭議問題需逐一克服。 
取自病人之體細胞做為細胞核之來源，藉由體細胞核移植（somatic cell nuclear transfer, 

SCNT）技術生產病人基因組一致性之複製囊胚，再建立源自該囊胚內細胞群之胚幹細胞，

即所謂之核移植胚幹細胞（ntESCs），將 ntESCs 進一步於體外誘導分化為病人治療所需要

之細胞，即可進行自體細胞移植（autograft），此法具遺傳一致性及免疫相容性之優點，可

將細胞移植後之排斥問題降至最低，即人類治療用複製之策略應用 1。此外，結合細胞之基

因轉殖及 SCNT 技術，可產製基因轉殖複製囊胚，於體外適當培養條件下可建立轉基因之胚

幹細胞，甚至將此複製胚經移置同期化處理之受胚動物後，可獲得攜帶轉殖基因之複製個體

（transgenic cloned individuals），尤其產製全身性或組織專一性表現報導基因（reporter 
gene）之轉基因動物，進一步分離其成體幹細胞，將其誘導分化後或直接進行體內移植，做

為再生醫學之動物模式研究的可追蹤性細胞來源， 應用此基因轉殖及複製技術平臺，未來在

許多人類疾病之細胞治療（cell therapy）、基因治療（gene therapy）及損傷組織之修補上

皆具極大之應用潛力。 
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二、幹細胞之分類及應用 

舉凡具自我更新（self renewal）能力並於體內和/或體外適當環境調節下，可分化為不

同成熟細胞系（cell lineage）之細胞即稱為幹細胞。依幹細胞之來源區分為胚源性幹細胞及

體源性幹細胞（somatic stem cells），依幹細胞之分化潛能，可分為 1.全能性幹細胞 
（totipotent stem cells, TSCs）：每一個全能性幹細胞有能力可發育成一個完整的生物個體，

包括胎兒及胎盤二部分，如精子和卵子結合成為受精卵後，一個受精卵分裂成為二個完全相

同的胚葉細胞（blastomere），二個細胞再分裂成為四個細胞，在此時期每個細胞中任何一個

細胞被移置於同期化之生殖道中均具有發育成為單獨且完整個體之能力，此種細胞即稱為全

能性幹細胞。 2.多能性幹細胞（pluripotent stem cells, PSCs）：細胞具有分化成多種細胞或

組織能力者稱之，該種幹細胞可發育成胎兒，但無法發育成胎盤組織部份。如由早期囊胚之

內細胞群所分離及建立之胚幹細胞株即屬多能性幹細胞。此細胞必須與可發育成胎盤之全能

性宿主胚或滋養層細胞結合，由胎盤組織供應胚胎發育所需之營養，才能發育成完整個體。

此外，源自胚胎性腺之始基生殖細胞（primordial germ cells, PGCs）者如胚生殖細胞及胚胎

瘤細胞（embryonal carcinoma cells, ECs）亦具有分化成內胚層、中胚層及外胚層等三種胚

層細胞之潛能。 3.複能性幹細胞（multipotent stem cells, MSCs）：指可以分化成特異性組

織之不同細胞，但卻失去了發育成完整個體之能力，包括造血幹細胞、MSCs 及神經幹細胞

等。 4.單能性幹細胞（unipotent stem cells, USCs）：此種幹細胞只能分化成單一種類型或

與其相關之多種類型之細胞，如上皮組織基底層之幹細胞、肌肉中之成肌細胞、成熟前之 T-
細胞及 B-細胞等。其中由早期胚分離之胚幹細胞最具研發潛力，然而受限於各物種胚幹細胞

之分離及培養技術尚未完全建立，以嵌合體動物之產製為標準，目前只有小鼠 2、大鼠 3及豬
4之胚幹細胞首次被證實成功建立；其他種別哺乳動物如牛、羊 兔、倉鼠及雪貂等之胚幹細

胞則緊及類胚幹細胞之發展階段，至於人之胚幹細胞株最早由 Thomson et al.所發表 5，雖於

體外試驗已證明其為分化多能性細胞，然亦僅止於類胚幹細胞階段。因此，由攜報導基因之

體細胞複製動物以複能性或單能性之幹細胞取代胚幹細胞，做為體外誘導分化之細胞來源，

就細胞移植後之生物安全性而言，未來在再生醫學之應用似乎可取代胚幹細胞所扮演之角色。 

 

三、複製動物的方法 

複製（clone）之定義一般指遺傳物質完全相同之個體或產生遺傳物質完全相同個體之

過程。其中之個體，可以是特定之去氧核糖核酸（deoxyribonucleic acid, DNA）片段、單一

細胞、或為完整之多細胞生物 6。截至目前為止，曾被發表之複製動物產製方法有三種，第

一種方法為早期胚分切法（embryo splitting），將 2 至 16 細胞期之早期胚細胞分離成二組細

胞，或桑椹期及囊胚期豬胚被均分成二等分後，被移置於同期化處理之受胚動物生殖道後，

可產製獨立雙胞胎，然以此法所得之複製動物頭數僅限於兩頭；第二種方法為胚幹細胞與四

倍體胚之配合使用，胚源性幹細胞在體外具增殖及分化成完整個體不同種類細胞之能力，當

與早期胚凝聚（aggregate）或注入四倍體囊胚腔後，均可與之形成嵌合胚體（chimeric 
conceptus），因四倍體胚細胞僅發育成胎盤組織，胎兒組織之基因組均源自胚幹細胞已被證
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實，經胚移置後所出生之個體可直接進行配種及分析其性腺傳承率（ germ line 
transmission），此法可篩選出源自胚幹細胞基因組傳承之複製個體，雖然多種哺乳動物如小

鼠、倉鼠、美洲貂、兔子、大鼠、牛、豬、恆河猴及人等均有成功建立胚幹細胞及類胚幹細

胞之報導，惟以胚幹細胞成功以此法成功複製動物並具性腺傳承能力者，只有小鼠首次成功

被 Wagayama et al.所發表 7。第三種方法係使用幹細胞或已分化之成年體細胞直接作為供核

者，試驗流程未經嵌合體動物之產製，此法自桃莉羊誕生證實了已分化之體細胞可被回復至

分化前之狀態後，胎源性成纖維母細胞及成年體細胞逐漸取代胚幹細胞在指定位置基因轉殖

及基因剔除之優勢，以體細胞核移植方式進行指定位置基因轉殖綿羊 8及基因剔除豬 9,10等試

驗被宣告成功。于豬胚幹細胞被證實成功建立之前，複製動物之產製策略主要決定於供核細

胞之選擇，目前有三種不同來源之供核細胞可被應用於核移植試驗，包括胚源性細胞、胎兒

纖維母細胞及成年體細胞等均有成功產製複製動物之例，理論上後二種細胞均較易取得及培

養，而胚源性細胞增殖能力強，較適宜進行指定位置基因轉殖及基因剔除之研究，惟目前之

細胞培養技術、遺傳工程技術及核移植技術之快速進展，已克服了許多複製試驗瓶頸，只要

具有適當之可繼代性或增殖能力佳之任何種類細胞，均具有複製成完整個體之潛力，未來以

此複製囊胚進行胚幹細胞之建立或分離技術平臺，將可作為人類疾病治療用複製之基礎。 

 

三、複製動物技術之研究進展 

1. 國外體細胞複製動物之研究進展 

脊椎動物複製之研究，首由美國科學家Briggs & King11成功地自青蛙的胚（2n）細胞成

功複製青蛙，開啟脊椎動物複製之門。而1962至1975年Gurdon嘗試將已分化之腸道上皮細

胞核及成蛙之角化皮膚細胞進行核移植，並探討其發育潛能，結果發現在經紫外線照射後之

卵細胞質內的未知影響因子調節下，得到發育正長之成蛙，此結果更震憾全球生命科學界
12,13。從此觸發無數研究人員探討複製哺乳動物之興趣，試驗之初係以哺乳動物為對象，重

複Gurdon之試驗，但均未能獲得具體之成果，直至1986年Willadsen首次將綿羊八細胞階段

之胚葉細胞核轉殖入另一去核卵細胞，成功複製綿羊，創造了以哺乳動物早期胚細胞複製成

功之首例14。在複製豬研究方面，于1989年Prather 等以4-細胞期豬胚經核移植過程獲得一頭

仔豬，此乃最早複製豬隻成功之例15；至1990年以早期胚細胞當供核細胞成功產製核移植之

動物包括兔子16及牛17。直至Wilmut et al. 18進一步將成年綿羊之乳腺上皮細胞株，以逐漸降

低培養液中血清含量之方式，將其細胞周期回歸至G0期後作為供核細胞，成功獲得核移植綿

羊（Dolly），此結果提示，分化後之細胞核可透過人為之處理方式，促使回復（reprogram） 
至分化前之狀態，同時突破了家畜核移置及基因剔除技術之研究瓶頸。隨後，Schnieke et al. 
19即以攜人類第九凝血因子基因之綿羊成纖維母細胞作為供核者，結果獲得人類第九凝血因

子基因轉殖綿羊-Polly，可謂集核移置及基因轉殖技術研究之大成。再者Wakayama et al. 20

使用已分化之成年母小鼠之自然排出卵丘細胞（cumulus cells）、賽托力氏細胞（Sertoli cells）
及腦神經細胞（brain neuronal cells），以預先製備之不同直徑大小玻璃針，將細胞質去除後

所得之細胞核作為供核者，經注射於去核卵母細胞質後證實均具有發育成胎兒之潛能，尤其

以卵丘細胞核當供核者之試驗結果更進一步證明可發育成完整個體，再次證實體細胞再程序
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化後之發育潛能。以綿羊體細胞核移植配合指定位置基因轉殖技術亦於2000年被McCreath et 
al.研發成功8；以體細胞當供核者進行複製豬研究之三個團隊，幾乎同時發表複製成功之結

果，其中不乏以體內成熟21,22與體外成熟23之卵母細胞當受核者，且皆成功地獲得複製豬。更

新進者，係以豬之α-1,3-半乳醣基因轉移酵素基因剔除之豬胎兒成纖維母細胞當供核者進行

核移植試驗，成功獲得基因剔除複製豬之結果，于2002年相繼由密蘇里大學Lai et al. 9及PPL
公司Dai et al. 10所發表，甚至基因座上的成對α-1,3-半乳醣基因轉移酵素基因剔除豬亦被

Phelps et al.（2003）成功獲得24，此特性在家畜基因轉殖之研究及應用領域上，極具發展潛

力及經濟價值。前述研究成果依專家評估其在人體器官移植應用之臨床試驗，所需時間評估

指稱，未來四至六年內可能完成豬器官移植於人體之試驗目標，這項成果可在解決全世界器

官短缺危機問題上，可提供近期解決之道，惟迄今仍有許多瓶頸尚待克服，主要係可能造成

異種器官移植後之排斥問題（超急性排斥，急性排斥及慢性排斥等）所涉及之基因未能完全

釐清所致。以成年體細胞成功複製優良遺傳性能之種公豬于2002年3月首由 Infigen 和 
Genmark公司共同發表。之後，複製貓25、兔26、騾子27、馬28、大鼠29、狗30及狼31等，均陸

續被成功複製。上述結果提示，體細胞複製動物技術已逐漸成熟，幾乎達可例行化產製之境

界，惟複製胚之產製效率及胚移置後發育成完整個體之百分率仍低，約0.1~6%，其原因有待

進 一步試驗之結果謀求解決。 

 
2. 國內複製動物之研究進展 

早期臺灣複製哺乳動物之研究始於小鼠及牛胚分割所產製之同卵雙胞胎（ identical 
twins）或三胞胎（triplet）；而應用核移植技術產製複製動物之研究分為二個階段，第一階段

係以早期全能性之胚葉細胞當供核細胞所獲得之核移植豬 4及兔 32二個成功之例。畜產試驗

所 1992 年發表小耳種迷你豬 4 細胞期胚葉細胞核移植於雜種豬之去核卵質中，結果成功獲

得 8 頭核移植仔豬，其中存活 6 頭，2 頭死產，最後育成 5 頭，此核移植小耳種迷你豬之出

生體重為小耳種豬之 145.45 %。離乳體重為純小耳豬之 199.36 %，顯示此等操作策略對豬

隻之出生及離乳體重有改進之效果，惟六頭核移植豬之核內遺傳組成僅部分豬隻係完全相

同；另於胚葉細胞核移植兔之試驗中證實，以八細胞期胚之胚葉細胞進行核移植可獲得核移

植仔兔。臺灣動物科技研究所、臺灣大學及美國康乃迪克大學所組成之研究團隊於 2001 年 1
月開始採用新的核移植流程進行複製豬之研究，首次以成年母豬耳皮膚成纖維母細胞作為供

核者進行完整細胞之核移植，執行 11 次之複製豬試驗，合計產製 795 個外觀形態完整之複

製胚，經胚移置於 11 頭同期發情處理之受胚豬，其懷孕率可達 55 %（6/11），其中三頭受胚

豬發生早期流產，合計流產出 6 個已成形之複製豬胎兒，另 3 頭受胚豬則順利懷孕至預產期，

其中第一頭受胚豬並於 2002年 2月 15日以剖腹產方式成功獲得全球第一頭攜雙轉殖基因之

複製豬，其本尊為一頭高繁殖性能之基因轉殖母豬，總計 7 胎之平均產子頭數 12.14 頭，每

胎平均活仔頭數 10.30 頭，活仔育成率 100%，更難得者係同時於其泌乳期之乳腺同時表現

豬乳鐵蛋白及人類第九凝血因子二種重組蛋白質，外源性豬乳鐵蛋白及人類第九凝血因子之

表現量均可達 200-500 μg/ml，人類第九凝血因子之表現量為正常人血漿中含量（5μg/ml） 之
40-100 倍，這不僅是臺灣第一例以成年母豬體細胞核移置方式所產製的複製豬，並為全球首

例以成年母豬耳皮膚細胞作為供核者複製之母豬，同時也是全球第一例雙基因轉殖複製豬
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33。截至目前為止，除雙基因轉殖複製豬之外，相同研究團隊另複製九頭優良種公豬及五頭

斑點迷你豬，且證實有後代之傳承，同時亦將國內體細胞複製動物之效率由雙基因轉殖複製

豬之 0.4%提升十倍至優良種公豬之 4%；另於 2001 年由臺灣大學與畜產試驗所共創體細胞

複製牛－畜寶成功之首例，雖只存活一週，確奠定了體細胞複製家畜之基礎，隔年二月又以

轉染人類凝血第八因子之單株化體細胞成功產製基因轉殖複製牛－如意，同年七月相同研發

團隊再創下國內第一例體細胞複製羊－寶吉、寶祥 34。此結果提示臺灣之生物科技發展，部

分領域已趕上國際先進國家，此家畜核移植技術未來可應用於農業及生物醫學領域，如複製

遺傳背景一致性的動物、表現性能優越之基因轉殖動物，生產單一性別家畜及高生產性能之

優良種畜，甚至瀕臨絕種野生哺乳動物之復育，以及將來豬隻之基因定位轉殖或基因剔除之

研究功異種器官移植及以非繁殖性複製技術生產人之囊胚，並建立人類胚幹細胞，經誘導分

化後產生病人自體細胞或組織，作為細胞或組織移植之用。 

 

四、核移植技術在幹細胞領域之應用 

1. 攜報導基因幹細胞之建立 

核移植技術除應用於農業外，未來可展望於生物醫學領域之應用，包括以家畜作為生產

醫藥蛋白之工廠、動物模式之研究、基因轉殖複製、自體細胞移植及將來豬隻之基因定位轉

殖（gene targeting）或基因剔除（gene knock out）之研究，以解決豬器官應用於人類異種

器官移植之排斥問題。由於體細胞核之再程序化機制目前尚待釐清，核移植技術被應用於生

物醫學及農業之前，效率如何提升及改善複製動物之健康狀況，實為為當前面對之最嚴格挑

戰。哺乳動物之基因轉殖已執行二十年以上，外源基因嵌入仍為逢機方式，體細胞核移植技

術配合同源基因組合（homologous recombination）之基因轉染策略，可使用經篩選確認為

指定位置基因轉殖及剔除之體細胞進行核移植，此法產製之動物近乎 100%為基因轉殖動

物，此技術已被應用於豬之基因轉殖及複製，未來擬人化之基因轉殖複製豬器官供人類器官

移植之器官來源是可預期者。而在幹細胞領域之應用主要以攜報導基因之轉基因動物之自體

胚幹細胞建立及誘導分化為特定之細胞系，做為自體細胞移植及配合基因轉殖技術應用於基

因治療，做為動物模式研究之用；另可配合基因轉殖複製技術產製攜帶及表現報導基因之基

因轉殖個體，再由此基因轉殖個體之組織分離成體幹細胞，取得之成體幹細胞可做為體外誘

導分化及體內移植之可追蹤性幹細胞來源，此策略最大之優點即單株化成體幹細胞及轉殖之

報導基因之穩定表現。 

 
2. 核移植胚幹細胞（nuclear-transfer embryonic stem cells, ntESCs）之建立 

胚幹細胞株在桃莉羊出生之前係唯一被認為可應用於指定位置基因轉殖者，以小鼠胚幹

細胞進行基因組之遺傳修飾後，經與宿主胚融合及胚移置後所生下之嵌合體小鼠已被證實可

性腺傳承至後代，然而除小鼠外並無其他哺乳動物之胚幹細胞被證實具相同之全能性分化能

力，所幸者乃體細胞之核移植技術至桃莉羊誕生後被證實可行，單獨體細胞雖不具胚幹細胞

之全能性分化能力，然而藉由去核（enucleated）之成熟卵母細胞質之再程序化
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（reprogramming）因子之作用即可回復分化之全能性。顯示，體細胞核移植技術成功後，

體細胞將取代胚幹細胞在指定位置基因轉殖所扮演之角色。此外，以體細胞經核移植後之早

期胚建立胚幹細胞之技術平臺，未來在細胞治療及自體細胞移植領域將扮演重要角色。在生

命起源及分化之研究進展中發現，胚幹細胞建立及培養技術當與複製動物技術結合後，可提

供新的治療疾病之方法，如藉由成年人體細胞之核移植胚產生自體幹細胞，或經體外誘導分

化後生成各式個樣組織方式，以提供自體細胞或組織移植所需之材料。惟同時也引起科學團

體、立法機構及許多社會團體如宗教及動物保護團體等之爭議，未來將如何合法地應用核移

殖技術及有效率地促進人類醫學領域發展，仍有待產、官、學、研之共同努力以謀求解決。 
 
3. 自體細胞或組織移植 

自第一頭成年母綿羊體細胞複製羊―桃莉於 1997 年被報導後，迄今取自胎兒時期及成年

動物之體細胞複製哺乳動物合計 13 種動物種別陸續被產製，甚至藉由體細胞複製小鼠囊胚

之體外培養，亦證實可成功建立具多分化潛能之小鼠胚幹細胞株，此技術之成功發展已奠定

了人類治療用複製（human therapeutic cloning）之臨床應用基礎，除可應用病人本身之體

細胞進行非生殖性複製（nonreproductive cloning）囊胚之產製外，尚能以該囊胚建立源自

病人體細胞基因組之胚幹細胞株，將其誘導分化為病人所需治療或修補之細胞後，即可進行

自體細胞移植，此技術流程就免疫學觀點而言，將可提高移植用細胞與宿主之遺傳相容性

（genetic compatibility）。此外，藉由複製動物技術亦可先於體外進行細胞層次之基因組改

造（genome modification），甚至進行細胞之指定位置基因轉殖，包括外源報導基因、正常

基因組序列及組織專一性表現基因的構築策略，同時可促進幹細胞研究之動物模式進展及早

日達成先天性遺傳缺陷病人之基因治療目標；胚幹細胞及諸多不同組織來源之成體幹細胞均

已被成功分離、純化與定性，除 ESCs 於體內及體外試驗證明確實具備多分化潛能之特性外，

原認定於體內自然環境下屬於複分化或單分化潛能之 ASCs，亦陸續於體外特定誘導分化培

養條件下，被證明可能具分化為多種細胞系之潛能，甚至藉由體內之試驗證明 ASCs 可參與

早期哺乳動物胚及胎兒組織之分化 35，未來將複製動物技術結合不同來源之體細胞、幹細胞

與生醫材料及組織工程產品等之應用，預期對於修復及更新人類受損組織之構造及功能，將

極具產業化及臨床之應用價值。 
胚幹細胞培育成功促使許多藥廠對其具有極高之憧憬，主要係為利用胚幹細胞分化成特

定組織或器官之細胞特性，另可開發誘導或阻礙分化之醫療藥物；同時在研究或測試之正常

細胞來源上亦不再依賴由活體組織取得有限且少量之限制，同時在藥物開發過程中，藥物安

全性的分析，亦可由特定幹細胞或由幹細胞分化之專一細胞作為試驗之目的，而非傳統上必

須進行耗時費力又昂貴的動物實驗。例如利用幹細胞測試藥物對於細胞生長和細胞發育之影

響，即可推估知此藥物是否對於懷孕中之胎兒有安全性之考量等。因此，胚幹細胞及細胞核

移轉技術可應用於研究人類基因表現，個體發育、疾病及癌症發生原因等，以及開發新藥、

分析及篩選有效成份及安全評估，生產特定細胞組織，作為移植、更新及治療人類疾病如帕

金森症（Parkinson’s disease）、中風（stroke）、心臟血管疾病（cardiovascular disease）、
脊椎神經受傷（spinal cord injury）、肝硬化及糖尿病等。 
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4. 治療用複製所面臨之問題 

複製動物之技術迄今雖已發展至例行化階段，然而以核移植技術所產製之複製動物常

發生健康狀況異常之問題，因此以體細胞核移植技術所產生之囊胚，未來是否發展為健康之

個體，亦為人類治療用複製過程所建立之病人專一性胚幹細胞正常與否之關鍵，此胚幹細胞

經誘導分化後之標的細胞經移植於病人體內進行組織修補或基因治療之過程是否具造成畸

胎瘤（teratoma）之風險，均為臨床應用前所應關心之重要課題。 
有可將已分化之體細胞再程序化迄全能性細胞狀態之方法，係藉由成熟未受精卵母細

胞質完成之，再進一步分離其多分化潛能之胚幹細胞。然而卵母細胞質之取得困難並牽涉到

倫理道德及法令規範問題，且捐卵者亦可能承擔取卵及麻醉之風險。另以種間核移植之策

略，即藉由非人類之成熟卵母細胞進行再程序化為全能性細胞之過程，然此策略亦需考慮細

胞質粒線體 DNA 之優勢與否及其相關基因之後續影響層面問題，且在法令及宗教團體之爭

議亦需克服。因此，最好之策略係將已分化之體細胞核直接再程序化至多分化潛能之細胞，

新近雖有報告發表已透過指標基因轉殖方式成功地將小鼠體細胞於體外培養迄多分化潛能

之類胚幹細胞 36，然欲將此細胞應用於人類之臨床上，尚需考量人類細胞基因改造之影響效

應及可行性，此策略產生胚幹細胞之品質、分化潛能及生物安全性均需慎重考量。 
由複製胚體（conceptus）之許多生理學的觀察證據顯示其胎盤功能問題，另有關複製

胚發育銘印基因表現之研究結果顯示，胎兒之銘印基因表現傾向於正常過程，惟胎盤之銘印

基因表現常出現脫軌現象。複製胚發育最早的異常現象係發現於早期囊胚期之滋養外胚層細

胞之過度基因甲基化作用（hypermethylation），雖然於胎盤之 X 染色體上許多基因之表現

被發現有異常現象發生，然而於內細胞群之 X 染色體不活化作用似乎是正常者。複製胚之

內細胞群及胎兒發育傾向於正常之再程序化過程，而其滋養層細胞及胎盤發育則常發現異常

之再程序化現象。因此由內細胞群所所建立之胚幹細胞將可能較傾向於正常者 37。 

 

五、結語及未來展望 

過程生物技術係二十一世紀全球重點發展科技，而複製科技更結合組織及細胞培養技

術、核移植技術、遺傳工程、基因轉殖及胚移置技術等發展生物技術之關鍵性平臺技術，亦

為現今哺乳動物基因工程必備之技術。在人類醫學之研究上，與複製科技有關之體細胞核移

植技術配合基因轉殖技術與胚幹細胞培養技術，將在異種器官移植及基因治療上扮演舉足輕

重之角色，同時在研究人類基因表現，個體發育、疾病及癌症發生原因等均可提供完整之研

究模式，因此被認為係未來深具潛力之生物科技。過去部份之研究結果呈現複製動物高死亡、

高異常發生的風險，常導致複製動物技術對人類所可能帶來之貢獻被重新評估。雖然如此，

大部份複製動物發育不正常之概念，在科學領域中是無法被信服的，就上述核移植技術在未

來生物醫學可能發展之潛力及目前國內外之研究進展，此領域仍具持續發展價值，期待能產

生健康及功能性替代細胞、組織或擬人化豬器官作為治療或移植之用。 
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第七章 

組織工程在幹細胞研究之運用 

Tissue Engineering Technique in Stem Cell Research 

徐善慧 

臺灣大學 高分子科學與工程學研究所 教授 

 
 

一、前言 

在前面的幾章中介紹幹細胞的基礎知識。本章將描述幹細胞結合組織工程技術的一些

運用。在這一章節中將包涵一些工程的觀念，也更說明了幹細胞為一跨領域的研究。 
 

二、定義 

1. 再生醫學 
上個世紀的後期，醫學界有一種新的觀念產生，因為它有別於已現存於醫學界的「治療

醫學」與「預防醫學」兩種概念，所以稱為第三類醫學。也就是「再生醫學」（regenerative 
medicine），顧名思義，再生指的是讓因病變或損傷而已經失去作用的器官或組織再重新生長

出來、扮演原先的生理功能。引起了廣泛的重視與討論的「再生醫學」可以大分為兩個部分：

第一個部分就是「幹細胞療法」，利用具有多種分化潛力的幹細胞來補充因為疾病或受傷而無

法作用的細胞；而第二個部分就是「組織工程」（tissue engineering）。 
2. 組織工程 

「組織工程」這個詞中的工程二字，與「基因工程」一詞中的工程二字相同，指的並不

是「工程學科」的意思，而是殫思竭慮的去設計以強化特殊功能。「組織工程」的定義是，不

僅利用細胞來達到再生的功能，而是利用活體取出的細胞，進一步結合適當的可分解材料、

或甚至包括其他生物分子，一同努力，再生出新的組織出來，以取代無法工作的組織。組織

工程技術包含細胞作為其一元件，此細胞可以是幹細胞，也可以是組織細胞，當使用幹細胞

時，就是將組織工程技術運用到幹細胞療法中。 
雖然在使用的策略上有所不同，「再生醫學」中的「幹細胞療法」與「組織工程」結合

之後將更能達到組織再生的目的。 
 
3. 支架 

在「組織工程」中，細胞是與適當的可分解材料一同培養後，產生再生組織。這些可分
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解材料一般是先加工成為組織的形狀，有許多的孔洞，細胞就可以像播種一般灑進去，這個

可分解材料被叫做「支架」（scaffold），其名稱來自功能類似建築時候暫時撐住大樓的鷹架。 
由下面的例子可看出組織工程的觀念。若有一位小耳症的病人想要重建缺陷的耳朵，此

時可用可分解材料，先經過加工做成這位病人正常耳朵的樣子（就是耳朵「支架」），然後在

病人的耳朵上挖個幾乎看不見的小傷口，取出一點耳朵軟骨細胞，在體外複製大量的軟骨細

胞做為種子，再播種回到耳朵「支架」中；種到耳朵「支架」去的軟骨細胞若在體外有合適

的環境，經過一段時間（例如一兩個月）就會長出真正的耳朵軟骨出來，這時再把長出來的

再生組織移回到病人的身上。由於耳朵的軟骨是彈性軟骨，與關節的透明軟骨不同，在做軟

骨組織工程時，需要依修復部位的不同來選擇細胞來源，這時的組織工程「支架」材料上面

可以改播種幹細胞，而且在很多情況下，幹細胞較原組織細胞的活性更高，會使再生出來的

組織功能上更為接近原來想要的組織。但是在另一方面，幹細胞對於「支架」材料也是更加

挑剔，材料的選擇往往影響了幹細胞的分化與它們未來的命運。在最近，有人更把奈米材料

的理念引入了「支架」材料的設計中，也就是希望利用奈米材料具有仿生（模擬生物體）的

特性，來加強幹細胞的性質。這些研究也引發了許多結合奈米醫學與再生醫學的聯想。 
除此之外，「幹細胞療法」中的幹細胞在進行治療時，常是以注射入靜脈、或是在受損

的細胞附近直接注入的方式來進行，這些注入的幹細胞雖然具有找到受傷部分的細胞予以修

復的能力，在很多時候仍會流失到其他地方。於是，「支架」材料提供了保護「幹細胞」的另

一項選擇。 
 

4. 生物反應器（Bioreactors） 
生物反應器的功能是提供一種人工模擬體內的培養環境而設計，除了可以增加組織細胞

的大量增殖，生物反應器亦可對培養之組織細胞藉由流體之流動提供養分與氧氣之置換及代

謝物之移除，再者結合不同的物理刺激如剪切力（shear-stress）、流場（fluid-flow）、壓縮

（compression）或張力（tension）以模擬人體環境的培養系統。 
 

三、支架設計 

在這個過程中，工程師能為細胞做些什麼事呢？首先，材料工程師/高分子科學家必須先

出面，對於承載細胞的「支架」材料做出完美的設計，讓這些細胞能高高興興的在「支架」

材料上面成家立業。包括：「支架」材料上孔洞的大小要讓細胞播種得進去，也能進一步複製

及生長，還有，「支架」材料在細胞生長出真正的組織後，必須功成身退分解掉。這個過程若

不控制得當，細胞就會拒絕工作，組織再生就無法成功。 
一般組織工程「支架」除了須具備三維空間的架構，尚需具備一定的條件及功能，提供

細胞一個良好的生長環境 1-2： 
(1) 「支架」材料需具有良好的生物相容性，以利細胞可以順利地貼附、生長及行使其功能。 
(2) 「支架」需具有適當的孔洞大小及高度的孔洞連通性，不同細胞生長所需的環境不同，

所設計的「支架」孔洞大小也會不同；高度的孔洞連通性有利於細胞所需養分以及代謝

後所產生廢物的質傳，以便細胞可在良好的環境中生長。 
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(3) 「支架」材料需具有生物可降解性，其降解時間能與細胞生長的速度相匹配，隨著細胞

的生長而逐漸分解消失，分解後的產物可經由體內代謝吸收。 
(4) 「支架」需具有一定的機械性質，一方面能保護細胞於「支架」中生長，另一方面與修

復組織相近的機械性質，可避免應力遮蔽效應的產生，提供正確的力學訊號，有利細胞

的生長及組織修復。 
作為組織工程「支架」的材料主要分為天然高分子材料及合成高分子材料 3。常用的天

然高分子材料包括膠原蛋白（collagen）、動物明膠（gelatin）、透明質酸（hyaluronic acid）、
幾丁聚醣（chitosan）及褐藻酸鹽（alginate）等，這些天然材料通常具有良好的生物相容性

及親水性，結構上也較具生物活性，細胞容易在這些材料上貼附生長，而且降解後的產物較

不具毒性，可被人體吸收，但以一般天然高分子材料所製成的「支架」，機械性質較弱，不適

合單獨用於高負荷重或硬組織（如軟骨組織或硬骨組織），通常需搭配機械性質較佳的合成材

料或陶瓷材料；常用的合成高分子材料包括聚乳酸（polylactide）、聚甘醇酸（polyglycolide）、
前兩者的共聚物聚乳酸-甘醇酸（polylactide-co-glycolide）及聚己內酯（polycaprolactone）
等，合成材料通常較天然材料疏水，其降解速率可依不同的分子量、共聚合比例或混滲比例

來調控，降解後的產物為羧酸類及醇類，經由生物體代謝後形成二氧化碳及水分子而排出體

外，但這些酸性的降解產物也會造成細胞凋亡或引起體內的免疫反應 4，為合成材料較大的

缺點。 
 
以下分別為幾種常用高分子材料的介紹： 

1. 天然高分子材料 

（a） 膠原蛋白 
膠原蛋白為生物組織中含量最豐富的蛋白質，由三條多胜肽鏈所組成，靠著彼此鏈間的

氫鍵，形成三股螺旋結構，可提供組織所需的強度。隨著人體不同的組織所含的膠原蛋白類

型也不同，目前約有 20 幾種被定義，其中含量最大的為第一型膠原蛋白，主要分布於皮膚、

骨組織、肌腱及大部分的器官中。膠原蛋白可從生物體組織經由萃取純化，去除會引起免疫

排斥的官能基後，經由重組或交聯劑交聯處理，可製作成多孔性的「支架」材料。由於膠原

蛋白具有極佳的生物相容性，目前在生物醫學材料上用途最為廣泛，包括創傷敷料（圖一）、

人工皮膚、骨骼填補材、人工軟骨、人工角膜及神經導管等。 
 
 
 
 
 
 
 

 
圖一、國內臺鹽生技所研發的膠原蛋白敷料 
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（b） 動物明膠 
明膠基本上為變性（denature）的膠原蛋白，組成與膠原蛋白類似，但為單股結構，通

常由牛或豬的皮膚或骨頭中萃取出，為水溶性的蛋白質，高溫下為水溶液，低溫時呈現膠狀，

經交聯修飾後使用，價格較膠原蛋白便宜許多，可作為替代膠原蛋白的材料。 

（c） 透明質酸 
透明質酸為一種帶負電荷、以重複性雙醣單元所組成的天然高分子，存在於結締組織中，

為一種具有黏彈性的水膠，可潤滑、吸震及保護細胞，取得來源主要分為兩大類，一是由雞

冠或動物體的關節滑液或水晶體中取得，另一種是利用生化工程技術，由微生物發酵產生。

醫學上使用大多將高分子量的透明質酸直接注入關節中，增加潤滑的作用，減輕關節炎的疼

痛。近幾年透明質酸也被運用於組織工程材料中，配合其他高分子材料，可用作人工軟骨或

創傷敷料。 

（d） 幾丁聚醣 
幾丁聚醣是從甲殼類動物中的幾丁質去乙醯化反應（deacetylation）後所形成的多醣聚

合體，可溶解於稀的有機酸中，化學結構與透明質酸類似，結構中的胺基通常帶有正電荷。

幾丁聚醣除了具有生物相容性及降解性外，還具有獨特的抗菌性，因此被廣泛的利用在各方

面，比如具有抗菌效果的傷口敷料（圖二）；然而，幾丁聚醣單獨存在時，機械強度較差且脆，

可依用途添加其他高分子材料（如明膠）改善其物理機械性質；也可搭配陶瓷材料運用於骨

骼修復上，具有明顯的骨誘導效果。因其來源易取得且價格便宜，使得幾丁聚醣近幾年在生

醫材料上的應用頗受重視。 
 
 
 
 
 
 
 

 

（e） 褐藻酸鹽 
褐藻酸鹽是從褐藻類植物中萃取，為帶有陰電荷的天然多醣類高分子，可溶解於水中形

成黏稠溶液態，經由二價離子（如鈣、鎂）進行物理交聯，形成高含水率之膠狀載體（圖三），

可用於包覆細胞或藥物，例如以褐藻酸鹽包覆軟骨細胞進行培養，在褐藻酸鹽膠體中，被包

覆的軟骨細胞可維持原有的細胞形態，有助於保持軟骨細胞活性及促進胞外基質的分泌。但

褐藻酸鹽所形成的載體，因含水率高，機械性質明顯不足，且應用於大體積的載體會有質傳

的問題，故褐藻酸鹽大多製備成微載體，應用有限。 
 
 
 

圖二、幾丁聚醣敷料 
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2. 合成高分子材料 

（a） 聚乳酸 
聚乳酸為一種人造合成的可降解材料且具有良好的生物相容性，降解速度慢，約需要 1~2

年；具有左旋光性的聚乳酸，機械強度高，目前主要應用於醫用縫線及骨釘骨板等骨修復材

料，可於體內中分解，患者不必經二次手術將材料取出，，但此類聚乳酸材料降解後的酸性

產物容易引起局部 pH 值下降，在臨床上患者易引起發炎反應。 

（b） 聚甘醇酸 
具有優於聚乳酸的生物相容性，降解產物也可被人體代謝，但降解時間太快（1~2 個月），

導致「支架」崩解，局部降解產物羥基乙酸迅速累積，造成 pH 值下降，容易導致細胞的凋

亡。故通常使用上會混入一定比例的聚乳酸，此類「支架」材料常用於骨或軟骨組織工程上。 

（c） 聚乳酸-甘醇酸 
為聚乳酸與聚甘醇酸的共聚物，可以兩者的分子量、結晶性及共聚合比例，聚合出不同

強度及降解速率的高分子，較具發展潛力。在醫療材料上已運用於缝線及骨修復材料，也被

廣泛使用於組織工程上，如軟骨支架、硬骨修復材料、人工皮膚、牙科材料及神經導管等，

皆有不錯的成果。 
介紹完常用的「支架」材料，要製做出適合各式各樣組織所需的組織工程「支架」，一般

可利用冷凍乾燥法（ freeze-drying）、微粒造孔（ particulate leaching）、纖維鍵結

（fiber-bonding）、三度空間列印（three-dimensional printing）及快速成型法（rapid prototype）
等 5。 
1. 冷凍乾燥法 

主要是將高分子溶液在低溫下凝固，溶劑會形成不同大小的冰晶，然後在真空下以冷凍

乾燥機將溶劑移除，主要影響「支架」孔洞大小的因素，為高分子溶液的濃度及降溫的過程，

在濃度較高或降溫速度較快的情況下，會形成較小的孔洞結構，反之，則會形成較大的孔洞。

利用此法可得到高孔隙度的「支架」（圖四、a），但其缺點為機械性質弱，有溶劑殘留的疑

慮，且製作大體積「支架」較為困難。 

2. 微粒造孔 
此種方法是將高分子溶液中添加入篩選過的鹽粉顆粒，混合均勻後，將高分子溶液中的

溶劑移除後，再將此塊材置入水中將顆粒溶解，形成孔洞。「支架」的孔洞結構依添加入的鹽

圖三、褐藻酸鹽細胞載體 
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粉顆粒大小及多寡，可製作出不同孔洞及孔隙度的「支架」，其缺點與冷凍乾燥法類似，機械

性質弱及無法製作大體積的「支架」。 

3. 纖維鍵結 
利用電氣紡織（non-woven）（圖四、b）或編織（woven）的方法來製作「支架」，前者

原理為將高分子溶液通過一高壓電場，形成微米級甚至奈米級的細絲，隨機堆疊成一塊高孔

隙度的「支架」，此法所製作出的「支架」具有完全連通的孔洞，但其機械性質低且受限於材

料種類；後者是將高分子做成細絲，進而編織成所設計的「支架」，但此法步驟較繁複，且也

局限於高分子種類。 

4. 三度空間列印 
利用噴墨印表機的原理，配合電腦控制，將材料顆粒與溶劑依設計的路徑，噴出進行堆

疊，可經由電腦設計出各式各樣形狀的「支架」，但孔洞連通性及溶劑的殘留為其缺點。 

5. 快速成型法 
將材料加熱熔融後，以機器手臂連結電腦系統，依照電腦中所設計的路徑，加壓射出堆

疊成所設計的「支架」形狀。此法所製作出「支架」的孔洞大小及結構，皆可隨需求而改變，

孔洞為完全連通，機械性質佳，但因過程需要經過熱熔融加工，容易破壞材料性質。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

四、生物反應器設計 

由於「支架」材料上面還沒有血管幫細胞去運送營養與廢物，所以化學工程師/機械工程

師這時要介入幫忙。化學工程師要設計與身體情況相仿的動態流體系統，例如利用外在流場

等，促進細胞在「支架」材料中營養的進入與廢物的排除；機械工程師要計算出動態系統中

（如流場）是否具有合適的力場，能促進細胞功能健全，此外機械工程師還要進行良好的支

架外觀設計與製造過程等工作。這些都會使得細胞與「支架」材料共培養長出組織的過程更

加順利。同樣的，在「支架」材料與幹細胞共培養中系統中力場與流場的設計，也會影響幹

細胞的未來走向。生物機械學家推測，間葉幹細胞雖然具有多才多藝、分化成不同組織細胞

a b 

圖四、（a）聚乳酸-聚甘醇酸冷凍乾燥法支架；（b）聚甘醇酸電氣紡織支架 
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的特性，但若施以壓力比較容易變成軟骨、改用剪切力比較容易變成硬骨、施以張力則容易

變成韌帶等。這些知識的建立尚需要龐大的研究去釐清真相。 

目前常見的生物反應器形式計有： 

(a) 灌流式生物反應器（perfusion bioreactors） 
灌流式生物反應器如圖五所示 6，其作用方式為利用幫浦帶動培養液，並連續通過培養

細胞的支架中，均勻的將養分傳輸及代謝物移除。此培養方式細胞容易植覆及均勻分布在支

架上，並可以調整不同壓力、脈衝等方式模擬體內環境，惟受限於支架之孔洞分佈之均勻性，

易造成隧道效應（channeling effect），因培養液會容易往支架大孔洞的方向流動，而造成局

部養份供應不足的現象。此培養方式最常用於硬骨細胞之培養。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

圖五、灌流式生物反應器圖示 

 

(b) 攪拌式生物反應器（spinner flask bioreactor） 
攪拌式生物反應器如圖六所示 7，是利用攪拌方式來帶動培養液之流動，以增加質傳效

果，然而形成之流體易呈現紊流（turbulent flow），流體所產生之較大剪切力對細胞不利。其

支架被線懸掛固定於攪拌瓶內，細胞植入方式是藉由流體對流將細胞植覆於支架上，因此細

胞植覆率高，但細胞普遍分布於支架外圍，較常應用於培養軟骨細胞。 
 
 
 
 
 
 

 
圖六、攪拌式生物反應器圖示 
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(c) 旋轉式生物反應器（rotating-wall vessels） 
滾筒式生物反應器是利用同心圓旋轉的方式運行，藉由帶動培養液的流動形成不同的剪

切力。此反應器是目前較為大眾所常用之反應器類型，相較於其他類型反應器旋轉式生物反

應器能提供較低的剪切力。由美國太空總署 NASA 所開發的微重力反應器 8，其作用原理是

藉由轉動培養液所產生的剪切力、重力達到平衡，使培養細胞之支架懸浮於培養液中，呈現

微重力狀態，而不致掉落碰壁，並以膜式交換器來進行氧氣與二氧化碳之交換，但隨著培養

時間增加，組織之密度增加此時將會無法抵抗重力而掉落至瓶壁。本實驗室所開發之生物反

應器如圖七所示，應用於培養氣管之軟骨組織，亦是以同心圓旋轉之方式帶動培養液，並於

培養室製造出液-氣介面提供氧氣之置換來培養氣管組織。 
 
 
 

 

圖七、滾筒式生物反應器圖示 

 
 
 
 

(d) 壓縮式生物反應器（dynamic compression bioreactor） 
壓縮式生物反應器如圖八所示 9，是利用給予一壓縮力施予支架上，透過改變支架的形

變而將應力傳輸到細胞上，以達到力學刺激之效果。此反應器功能類似模擬人體之關節環境

受力方式。另一種反應器是針對肌腱或韌帶所設計，其作用方式是對組織週期性的施加應力

及張力來刺激組織。 

 
圖八、動態壓縮生物反應器 
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(e) 悸動式生物反應器（pulsatile flow reactor） 
悸動式生物反應器如圖九所示 10是以脈衝式幫浦帶動培養液以固定的頻率通過管狀血管

支架，模擬類似人體血液流動的方式，對管腔內的內皮細胞產生刺激。 
 
 
 
 
 
 
 

 
圖九、悸動式生物反應器 

 
 

    各種組織都有其適合的反應器來進行培養，主要是因應各個體內組織之不同環境。表一

為各種反應器之應力分布與培養組織。  
 
表一、為不同反應器之應用於軟骨組織培養之剪切力分布 11 

反應器類型 流體之流速及攪動速度 剪應力範圍（dyn/cm2） 培養組織種類 
灌流式生物反應器 0.5 ml/min 0~0.8 骨骼 
攪拌式生物反應器 50 rpm 0~1.2 軟骨、皮膚 
滾筒式生物反應器 13, 37 rpm 0~0.8 軟骨、心血管 

 
    在應力（流體剪切力、機械之張力及壓力）對細胞之功能的影響方面如表二所示：應力

會導致細胞骨架之重組進而影響到細胞的型態，如血管內的內皮細胞會因流體的帶動而沿著

流體方向排列，並促進一氧化氮、凝血調節蛋白的分泌；細胞的增殖、分化與功能的發揮都

是受基因調控，因此藉由應力之刺激可促進蛋白質的分泌及轉譯。   
 
表二、為各種機械力對細胞的刺激 12 

細胞類型 刺激方式 條件參數 
平滑肌細胞 流體與壓力 120/60mm Hg  0.1 L/min  

10mm Hg  0.6/1.2 L/min  
軟骨細胞 靜水壓 0.55–5.03MPa/1Hz  
內皮細胞 流體的剪切力 15 dyne/cm2 

     
綜合以上所述，反應器的設計無非是要模擬人體各部位之體內環境所建造，並藉由不同

之流體流動方式來帶動養分的傳輸供應與均勻的溶氧濃度，並將代謝物排出，以確保生長在

支架內部的細胞旺盛的代謝活性，更近一步透過物理性刺激如改變流體之流動製造出不同的

 

Pulsatile 
pump 
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剪應力、流場或結合間歇性的壓縮或張力的往復刺激，以誘發細胞基質之分泌，使培養之組

織較具有功能性。 
 

五、結語 

幹細胞科技為一新興科技，因此許多工程的觀念在幹細胞科技中扮演的角色至今都還

屬於初期發展階段，也因此值得開拓。而且，一般學者都相信，因為幹細胞屬於較年輕的細

胞，其具有多種分化潛力的本質，應該會使工程師與幹細胞此次的相遇，比起前面工程師與

細胞的第一類接觸，激發出更多的火花出來。 
 
*感謝本人研究生嚴鴻仁與林振寰整理支架與生物反應器資料。 
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第八章 

幹細胞的保存與復甦 

Cryopreservation and Re-cultivation of Stem Cells 

黃效民 

食品工業發展研究所 生物資源保存及研究中心 

 

一、前言 

幹細胞（stem cells）之冷凍保存，基本上就是將具有分裂能力的幹細胞利用科學方法，

添加冷凍保護劑和一定的冷凍條件，置於低溫環境中，長期保存下來；當需要時加以解凍，

仍能恢復原有冷凍保存前之生長特性和生理功能。由於目前幹細胞之研究和發展極為快速，

如何將已建立之幹細胞完整的長期保存，成為極為重要之課題。細胞冷凍保存之優點，顯而

易見的諸如 1）不需要長期維持細胞的生長，2）節省人力、時間、培養基和試劑之消耗，3）

防止細胞持續生長所造成的細胞變異、老化、微生物污染等的機會，4）方便細胞寄送和運

輸，5）在不同時間和地點，提供相同生理年齡和品質的細胞，6）長期以後之使用等等。然

而細胞冷凍也有實際操作上之缺點和注意事項必須事先了解，例如冷凍後之細胞存活率、冷

凍過程對細胞之可回復與不可回復之傷害、冷凍保護劑對細胞之選擇性傷害等等。 

事實上，冷凍保存技術已經發展數十年，對於細胞本身之長期保存，已頗為成熟，尤其

是成體幹細胞（adult stem cells），細胞均呈單一小球，對於熱傳導和冷凍保護劑之浸潤作用

均極為有效，冷凍後細胞之傷害較低，存活率極高；然對於以細胞群塊方式保存之胚胎幹細

胞（embryonic stem cells），則仍有極大之發展空間。 
 

二、冷凍保存學 

1. 基本觀念 

冷凍保存最基本的關鍵，就是如何降低冷凍過程時對細胞所產生的直接和間接傷害，

讓細胞解凍後，仍保有該有的活性和特徵。實際操作上即在冷凍操作前或冷凍過程中，將

保存之細胞適度脫水，以減少細胞內大的冰晶之形成，因為水形成冰體積會膨大，造成細

胞物理性的損傷；另一方面，若細胞脫水太嚴重，將形成所謂溶質效應(solute effect)，細

胞內滲透壓太高，細胞皺縮太嚴重，解凍後無法恢復。利用添加適當濃度的冷凍保護劑和
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適當的降溫方式，使細胞在冷凍時之傷害降至最小，細胞解凍後之存活率就會提高。另一

種方式為完全避免冰晶之形成，由於冰晶之形成需要所謂結晶核，再慢慢長晶，我們可以

利用物理原理，使用較高濃度的冷凍保護劑，急速降溫（直接由室溫或 4°C 急速降至

-196°C），此時原為液態之物質將轉化為非晶型類似玻璃之固體狀態（glass-like amorphous 
solid state），沒有冰晶之形成時間，而避免冷凍過程冰晶之傷害。 

 

2. 冷凍保護劑 

5%至 10%的甘油（glycerol）或 DMSO（dimethyl sulfoxide）是最常用的冷凍保護劑，

雖然 DMSO 對細胞有毒性，但卻比甘油能更快穿透細胞且結果的再現性也較佳，適用性較

廣，然 DMSO 可能會促進某些細胞的分化，以及對一些細胞毒性太強，若測試數次後細胞冷

凍後之存活率均不佳，此時可以考慮使用甘油作為替代。甘油可以高溫滅菌，而 DMSO 則必

須以過濾方式除菌，在使用 DMSO 時要格外小心，因為它可快速穿透接觸的皮膚，破壞皮膚

之通透和完整性。一般而言，建議可以考慮購買已滅菌之 DMSO，特別需注意的是，必須使

用細胞培養等級或符合臨床使用的 DMSO 或甘油（經過測試以確保其無毒性，並且沒有

endotoxin 殘留），開瓶後需分裝儲存且避光。 
目前對於冷凍保護劑的保護機制上並不明瞭，推論一冷凍保護劑可通過細胞膜，對細胞

內水分的移出速率和均一性提供適當之保護；推論二直接作用於細胞膜上，使細胞膜之流動

性提高，當環境由液態變成固態或解凍時由固態變成液態時，降低細胞膜之傷害。 
一般而言，我們建議冷凍培養基的配方為 90-95%的正常細胞培養基添加 5-10% 

DMSO；其他的冷凍培養基配方，則包括了提高血清濃度（如 20-90%血清）等，然對每一

株特定細胞最適合的配方，必須實際實驗測試。特別提醒的是，添加 DMSO 的冷凍培養基必

須新鮮配製，並放置於 4°C 下備用；因為將 DMSO 加入培養基的過程會釋放多量熱能，而

將培養基的溫度提高至超過 37°C，另放置過久的冷凍培養基，因為 DMSO 易產生過氧化物

質和自由基等，對細胞均有毒性，故必須新鮮配製。 
 

3. 人類胚胎幹細胞製備 

人類胚胎幹細胞於培養盤上生長約一週後，細胞團塊之大小和數目均達到適當且必須繼

代時，目前有二種方式可將細胞處理下來，一為機械式切割法（mechanical dissection），另

一種為酵素處理法（enzyme digestion）1。機械式切割法主要是利用玻璃刀，將人類胚胎幹

細胞團塊於解剖顯微鏡下，小心地將團塊切割成數小塊到數十小塊，每小塊約為 100-200 個

細胞數，再將此些小塊收集後，置於冷凍培養基中，此方式最大之優點為可以將已分化的胚

胎幹細胞部分加以剔除，而將外型健康看似未分化之胚胎幹細胞團塊，有選擇性的收集（圖

一）；然而此種方式之缺點為時間和人力消耗極大，加上必須由有經驗和訓練之嫻熟技術人員
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為之，且每次可以處理的細胞數量無法太多。機械式切割法一般用於剛建立之胚胎幹細胞上，

所需處理的細胞數量亦不多，由於可以將已分化之部分切掉，而專一的挑選較為健康的部分，

成功率可以提高，另一項優勢為細胞保持正常染色體核型（normal karyotype）之機會較高。

另一種方法為使用 collagenase IV 酵素處理位於飼養層細胞（feeder cells）上的胚胎幹細

胞，此種方式最大的優點為可以處理大量的細胞和培養盤，只要將酵素溶液加入培養盤，2-3

小時後，胚胎幹細胞團塊會自動脫落（圖二），而飼養層細胞則仍吸附在原培養盤上，收集胚

胎幹細胞團塊再以微量吸管(pipetteman)上下吸放數次（約五次），將細胞團塊打散成數小

塊，但不要將細胞團塊打的太小，否則細胞不易存活，即使存活細胞亦容易分化或需要超過

10 天之生長，團塊方長成可以分割繼代之大小，惟此種方式無法將已分化之胚胎幹細胞作有

效區隔和去除，在連續數次繼代培養之過程中，容易造成細胞分化比率愈來愈高，所得的實

驗結果不一致，目前亦有數篇報告顯示，利用酵素處理繼代之胚胎幹細胞，較易有染色體異

常之情形發生，尤其是第十二對和第十七對染色體有多一套（trisomy）之情形；也因為如此

有些學者堅持使用機械切割法，筆者個人之建議則是剛開始建立中之胚胎幹細胞，應該使用

機械切割法，待胚胎幹細胞株建立確定完成，且已保存足夠之冷凍管後，方以利用酵素法進

行細胞之處理。無論何種方式，最後將細胞團塊置於冷凍培養基中，再分裝於冷凍小管或塑

膠麥管中，進行冷凍程序。 

 

4. 冷凍保存容器和降溫程序   

冷凍保存胚胎幹細胞的容器可分為塑膠冷凍小管（1.2-2.0 ml vials）和塑膠麥管，兩者

的保存效果大致相同，差別在使用者的習慣和訓練，使用塑膠麥管者大多利用玻璃化法，將

含有小細胞團塊之麥管，直接浸到液態氮中即刻完成降溫程序，而使用塑膠冷凍小管者則必

須注意降溫程序；根據近年之數篇研究報告顯示，胚胎幹細胞之凍後存活率在 10-60%，早

期更有報告顯示低於 10%，主要原因為研究人員對於冷凍細胞團塊之經驗極少，加上對於胚

胎幹細胞之操作經驗不足所致，尤其是剛建立之胚胎幹細胞生長並不穩定，必須特別注意冷

凍流程和解凍後之培養操作。一般而言，熟悉顯微注射、胚胎操作之實驗室或部分使用機械

切割方式製備胚胎幹細胞者，習慣使用塑膠麥管，其所需之胚胎幹細胞團塊不需很多，每支

塑膠麥管中僅有 5-8 個團塊，這種玻璃化降溫方式的好處是方便和快速，且無須購買昂貴的

可程式降溫機或使用-80°C 冰箱，但必須有液態氮之供應和攜帶設備，其原理為將含有高濃

度冷凍保護劑之冷凍培養基和細胞團塊吸入塑膠麥管後直接浸入液態氮中，使細胞和液體進

行瞬間玻璃化，雖然細胞內水分無法排出，但由於沒有冰晶之產生，細胞不會因為水分結冰

體積膨脹而破裂；惟所儲存或運送時的溫度若高於-130°C 時，其內容物就會產生冰晶，而破

壞胚胎幹細胞團塊之存活效果，所以在儲存和運送方面要非常的小心；實際上操作必須要確

保全時浸放於液態氮內，且因為麥管很細，解凍的很快，在保存和運送時需要特別注意一定
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要完全浸在液氮中，才不會回溫，而破壞了胚胎幹細胞之存活，此種方法一般適用於處理樣

品數少或細胞量低時較為適合 2。使用塑膠冷凍小管操作胚胎幹細胞之保存則遵守一般細胞

冷凍操作和程序，並沒有特殊之處，簡言之主要是將胚胎幹細胞之小團塊置於含有

5-10%DMSO 的冷凍培養基後，利用程式降溫儀（programmable freezer），以每分鐘降低

1-3°C 的方式，等速的將冷凍管降至-80°C 以下，再移轉至液態氮桶中儲存；依我們實驗室

的經驗以每分鐘降低 1.5°C 可以得到＞80%的存活率；若沒有程式降溫儀，一般均使用異丙

醇（isopropanol）的壓克力容器（Mr. Frosty, Nalgene product），將冷凍管放置於此種壓克

力容器中，再移到-80°C 的冰箱，經過隔夜後再轉移到液態氮桶中保存，異丙醇容器在此種

環境下可以提供每分鐘約降低 0.4°C 的條件。然而，冷凍過程中，最主要之關鍵在於含有細

胞之溶液在液態變為固態時，即凝固點溫度，其潛熱（latent heat）之釋放，此時已凝固的

細胞液會因為潛熱之釋放，又溶解成為液體，造成細胞有反覆結凍、解凍之現象，細胞之冷

凍傷害隨之發生，含有 5-10%的細胞液其潛熱釋放溫度為-6 至-8°C 之間，即當細胞液慢慢

降溫至凝固點時，因為潛熱大量釋放，溫度反而會短暫的升溫約 2-3°C，當潛熱完全去除後，

冷凍管內細胞液之溫度才會再持續下降 3。如果使用程式降溫儀則可以使用儀器本身具有的

所謂 seeding 功能，利用先接觸液態氮之金屬鑷子觸碰冷凍管壁將潛熱立刻移除並迅速結

冰，溫度即可繼續降低；或撰寫一急速降溫再升溫的小程式，將潛熱完全移除，如此即可獲

得一穩定的降溫結果，細胞的凍後存活率也相對提高很多。當冷凍小管之溫度低於-80°C 後，

即可直接將冷凍小管轉移到液態氮桶中儲存。 

 

5. 冷凍細胞的復甦 

 冷凍細胞最主要的目的，為當需要細胞時可以加以解凍，解凍後的細胞必須保持冷凍前

之活性和生長特性。除少數臨床工作者必須將解凍的細胞直接注射到病人身上外，大部分的

研究人員，當細胞解凍後，必須加以培養，一則可以將不存活的細胞去除，二則細胞培養後，

細胞數目可以持續再增加。解凍細胞之操作只有一項原則，即快速讓細胞回復到生長之最適

溫度。 
 對於以塑膠麥管冷凍之胚胎幹細胞，由於細胞液體積很小，一旦塑膠麥管離開液態氮後

在室溫下很快就溶解，所以建議必須在無菌操作臺或生物安全操作櫃內取出塑膠麥管，並將

胚胎幹細胞團塊儘快推出或擠出到清洗液中（可以胚胎幹細胞培養基為之），主要目的為去除

高濃度的 DMSO，再轉移至正式之培養環境中，例如含有飼養層細胞的環境下培養或特殊之

細胞外間質（extracellular matrix），由於剛解凍之胚胎幹細胞團塊貼附性不高，應儘量避免

搖動，即使需要在顯微鏡下觀察，也必須小心移動不要劇烈晃動，並減少觀察頻率，待胚胎

幹細胞貼附完成並向外生長後，每天或每隔天更換培養基，直到可以進行所需之試驗或繼代。 

 對於以塑膠冷凍小管保存之胚胎幹細胞，操作上則必須額外注意解凍過程，由液態氮或

乾冰（因為運送之需要，由液態氮移轉至乾冰桶內）直接取出之冷凍小管，其溫度相對極低，
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將冷凍小管直接放到 37°C 水浴槽解凍時，必須輕微搖動直到完全解凍，其主要之目的為加

速細胞之解凍，然更重要的是確保已解凍之細胞不要再結凍回去。由於解凍過程，事實上是

一個動態的進程，所謂解凍乃是溶解速度大於凝結速度，最終至完全溶解，我們可以想像一

下，當冷凍小管內之細胞液解凍時，因為熱傳導關係，高溫由外管壁向內傳熱，故管壁邊緣

之部分會先行解凍，此時冷凍管內中心之溫度仍在凝結溫度以下，其低溫仍足夠將剛剛解凍

之部分，立刻結凍回來，如此若已解凍之細胞又再次結凍，將造成反覆解凍、結凍之微觀變

化，對於細胞之傷害極大，所以解凍速度要快，讓此種傷害降到最低，對細胞解凍後之生長

影響最小。在水浴槽溶解過程中，不可讓水面淹過冷凍小管之蓋子下緣，甚至觸碰到蓋子，

因為容易造成微生物污染。完全解凍後之冷凍小管，以 70%酒精擦拭管壁，儘速移到無菌操

作臺內，依據無菌操作程序將細胞團塊輕輕加入已含有胚胎幹細胞培養基之離心管中，經過

適當離心步驟，去除含有 DMSO 的溶液後，再接種於適當培養環境中，如同上一段所述。 

 特別注意的是，由液態氮取出冷凍麥管或冷凍小管時，必須注意操作者之安全，液態氮

溫度極低（-196°C）揮發快速，其危險性就像沸騰的開水一樣，操作者必須使用標準防護工

具，千萬不可逞強和大意，以免凍傷，甚至發生意外傷害。 

 

 
圖一、人類胚胎幹細胞之生長形態： (A)未分化之胚胎幹細胞群落，周圍為飼養層細胞  

(B)中間顏色較深者已有明顯分化，旁邊一圈顏色較淡者為未分化之胚胎幹細胞。 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

圖二、利用 collagenase IV 處理，人類胚胎幹細胞脫落之情形。  

A B 
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第九章 

幹細胞在臨床之應用 

Clinical Application of Stem Cells 

李茂盛 

中山醫學大學 醫學研究所 教授 

 

一、前言 

早在西元1961年，加拿大多倫多大學的科學家詹姆士（James E. Till）及恩尼斯特（Ernest 
McCullough）分析老鼠骨髓成分，發現可以分化成血球細胞的造血幹細胞 1。當時骨髓之造

血幹細胞便開始被廣泛的研究，企圖用於治療各種血液疾病。此後生物學家陸續開始尋找比

造血幹細胞更原始的幹細胞，於是老鼠、兔子、豬及猴子甚至人類的胚胎幹細胞陸續被建立

出來，人體幾乎所有組織都存在成體幹細胞，目前已知的成體幹細胞包括骨髓、週邊血液、

大腦、脊椎、牙髓腔、血管、骨骼肌、皮膚上皮、消化器官的表皮、眼角膜、視網膜、肝臟、

胰臟、脾臟及大腿骨等，此外存在於骨髓、羊水、臍帶及胎盤等組織之間葉幹細胞

（mesenchymal stem cell）亦因其具有體外增殖及多重分化能力，而被認為具有治療各種疾

病之潛力。民國九十五年臺灣十大死因中前四位，亦分別為惡性腫瘤、腦血管疾病、心臟疾

病及糖尿病，根據 Perry2於 2000 年統計在美國可能藉由應用具分化潛能的幹細胞治療的疾

病及罹病人數的統計心臟血管疾病約五千八百萬人、自體免疫疾病約三千萬人、糖尿病

（Diabetes）約一千六百萬人、骨質疏鬆症約一千萬人、癌症約八百二十萬人、Alzheimer
氏老年癡呆症約四百萬人、帕金森氏症（Parkinson's disease）約一百五十萬人以及嚴重燒

燙傷、脊椎損傷新生兒缺陷等，共上億的病患等待幹細胞治療為他們帶來治癒的希望，本章

將就幹細胞在臨床之應用作一介紹。 
 

二、幹細胞應用於之臨床的三階段 

目前已知許多疾病的發生，與特定的組織或細胞功能的喪失與壞死有關，例如糖尿病、

帕金森氏症、老年癡呆症、脊椎神經損傷、燒燙傷、心臟衰竭、肝硬化等等。目前的醫療技

術雖可以經由移植正常器官或組織而治癒，但正常可移植的器官來源卻嚴重缺乏，且器官捐

獻並未形成風氣。至於成體幹細胞或胚胎幹細胞用於臨床治療的方式，主要可分成三個階段： 
 

1. 將來自某單一組織之成體幹細胞以直接移植的方式輸入給同一組織損傷的患者 
 最早進行人類異體骨髓幹細胞移植的病例，發表於 1968 年 3,4，該期期刊先後報導了以
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骨髓細胞移植治療一個五個月大，罹患性聯遺傳之淋巴球細胞病變之免疫不全症

（sex-linked lymphopenic immunological deficiency） 及歐德里症候群（Wiskott-Aldrich 
Syndrome）的案例。這兩例報導皆是直接將骨髓移植入患者體內，而治療成功的病例。

血液系統的疾病，可利用骨髓移植以治療無數的患者，而移植到病患體內真正發揮治療

效果的，就是存於骨髓內的造血幹細胞。此外，瑞典神經學家於 2000 年將流產胎兒的

腦中分離出之神經幹細胞，移植入罹患帕金森氏症的患者腦來治療 5，並經過長期的追

蹤發現移植的神經元仍能存活且可繼續分泌多巴胺（Dopamine），且帕金森氏症的症狀

亦有所改善，成體幹細胞是已經具有組織特異性的幹細胞，故可以用來修復其相對應的

病變或受損組織，但是可以移植的幹細胞數量，通常是一個移植上的瓶頸。至目前為止，

這類的研究已經進行超過十年，許多病患的症狀，明顯地獲得改善。但是，進行一次移

植，平均需要摘取六個流產胎兒的腦組織，這些腦組織的來源勢必相當有限，在以臍帶

血治療血液疾病上，也一樣存在輸入細胞數量的問題，如何使成體幹細胞增殖至足以治

療疾病的數量，還是醫界一個很大的考驗。 
2. 將幹細胞分化成特定種類的細胞 

將幹細胞導向特定的分化方向，使幹細胞在體外定向分化為醫療上所需要特定組織

的源祖細胞（progenitor cells），例如根據細胞分化的訊息傳遞所需的特定路徑或特殊

的生長因子，使幹細胞被誘導成病人所需的細胞，而針對某些基因發生變異的遺傳疾病

則透過基因修飾來改造基因得到治療所需的細胞，來完成細胞替代治療（cell 
replacement therapy）。將帶有人工培養的活性細胞或組織等移植到體內，使受過損傷

的人體臟器或組織再生，進而恢復健康的醫療，這也就是應用所謂的再生醫學。 
3. 組織工程之運用 

當器官嚴重功能損傷，必須進行組織層次的治療或修復甚至器官移植時，須應用組

織工程技術，製造出一個適合病患需要的器官。組織工程學需要整合的知識除了基本的

細胞學、生物學、生化學、分子生物學外，尚須包括材料學、工程學、外科學及臨床醫

學等，此時除了考慮器官的型態功能，其中的血管系統，神經分布及可能遇到的排斥問

題，都還是目前醫療界需要努力克服的。 
 

三、幹細胞之臨床應用 

人類幹細胞體外分化的研究，是近年來十分熱門的主題，除了造血幹細胞是臨床上

應用較成功的部分，其他可以應用在臨床治療而無副作用的尚屬少數。人類胚胎的研

究，約比小鼠動物的治療模式慢了至少十年，近年來，順利修正動物的模式，而可以用

於治療疾病的大部分都還停留在第一期的人體試驗階段。但是我們堅持幹細胞應用於人

體的治療，其方法必須是安全而嚴謹的，針對不同幹細胞，直接移植或分化成可以應用

於不同種類疾病，整理於表一 5，本章節將目前已有研究報告的病例，依不同種類幹細

胞對疾病治療的效果作一整理，使讀者明瞭幹細胞治療不同的疾病臨床應用的進展 
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表一、幹細胞或源祖細胞對於多種疾病的潛在治療應用性 5 

疾病分類 

細胞來源[註一] 

幹細胞來源 
源祖細胞來源 

（progenitor cell） 

造血及免疫疾病、再生

不良性貧血、自體免疫

疾病、癌症 

胚胎幹細胞、造血幹細胞 

（胎兒、臍帶及成人） 

 

血管系統疾病、缺血性

心臟病 

胚胎幹細胞、羊膜間葉幹細

胞、脂肪幹細胞 

內皮源祖細胞（胎兒肝組

織、臍帶血、骨髓） 

骨質疏鬆症、骨頭發育

不全、骨關節炎、軟骨

疾病 

胚胎幹細胞、骨髓幹細胞、

脂肪間葉幹細胞、胎兒組織

間葉幹細胞、臍帶血間葉幹

細胞、肌肉衍生的幹細胞 

羊膜上皮細胞 

肌肉性疾病、骨骼肌缺

乏症 

胚胎幹細胞、胎兒組織間葉

幹細胞、臍帶血間葉幹細

胞、骨髓間葉幹細胞、肌肉

衍生幹細胞、脂肪幹細胞 

羊膜上皮細胞、 

心臟衰竭 胚胎幹細胞、臍帶血間葉幹

細胞、骨髓間葉幹細胞、脂

肪幹細胞、肌肉衍生的幹細

胞 

羊膜上皮細胞、肝卵圓形

細胞 

神經系統疾病、巴金森

氏症、髓磷脂疾病 

胚胎幹細胞、胎兒神經幹細

胞、成人神經幹細胞、皮膚

（上皮神經脊幹細胞）、表

皮神經元鞘幹細胞、骨髓造

血及間葉幹細胞、脂肪幹細

胞 

羊膜上皮細胞、臍帶血細

胞 

肺部疾病 胚胎幹細胞、成人支氣管肺

泡幹細胞、骨髓幹細胞 

胎兒肺細胞 

肝臟疾病 胚胎幹細胞、胎兒肝臟間葉

幹細胞、脂肪幹細胞 

臍帶血細胞、羊膜上皮細

胞、肝卵圓形細胞 

第一型和第二型糖尿

病 

胚胎幹細胞、來自胎盤的多

能幹細胞、成人胰臟幹細

胞、脂肪幹細胞、造血幹細

胞、間葉幹細胞 

胎兒胰腺（類胰島細胞

群）、臍帶血細胞、羊膜

上皮細胞、肝卵圓形細胞 

視網膜疾病 胚胎幹細胞、胎兒神經幹細

胞、角膜上皮-視網膜幹細胞 

 

角膜疾病 邊緣角膜上皮幹細胞、骨髓  
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間葉幹細胞 

皮膚和頭髮疾病 胚胎幹細胞、成人角質幹細

胞、表皮神經元鞘幹細胞、

突上皮幹細胞 

胎兒組織、羊膜上皮細

胞、 

註一：胚胎幹細胞（embryonic stem cell）、造血幹細胞（hematopoietic stem cell）、臍帶

血細胞（UCB, umbilical cord blood）、神經幹細胞（neural stem cell）、內皮源祖細胞

（endothelial progenitor cell）、間葉幹細胞（mesenchymal stem cell）、骨髓幹細胞（bone 
marrow-derived stem cell）、脂肪幹細胞（adipose-derived stem cell）、羊膜內皮細胞（amniotic 
epithelial cell）、肌肉衍生的幹細胞（muscle-derived stem cell）、肝卵圓形細胞（hepatic oval 
cell）、表皮神經脊幹細胞（epidermal neural crest stem cell）、支氣管肺泡幹細胞

（bronchioalveolar stem cell）、角質幹細胞（keratinocyte stem cell）、突上皮幹細胞（bESC, 
bulge epithelial stem cell） 

 
1.成體幹細胞之臨床應用 

（a）. 造血幹細胞 
湯馬士（Thomas）於1959年成功完成首例雙胞胎骨髓移植後7，移植技術不斷改

進，而移植用的造血幹細胞來源已不侷限於骨髓。目前醫學界對於具有形成各種血液細

胞能力的造血幹細胞的研究，已有超過50年的經驗，並有足夠的知識和經驗應用於臨床

上的治療上。造血幹細胞，是指在血液或骨髓中具有自我更新並且能分化成多種特定的

血球細胞，並且能從骨髓移動到周邊循環血液中，以及回歸到骨髓中的能力，這是移植

造血幹細胞的重要基礎。造血幹細胞的移植（早期叫骨髓移植），包括：傳統骨髓移植、

周邊血液幹細胞移植、以及臍帶血移植8,9。 
全世界第一例臍帶血移植治療成功的病例報告是 1988 年一位罹患范可尼貧血

（Fanconi’s Anemia）的法國五歲男童，經接受他妹妹的臍帶血後病情獲得改善。目前

為止，全世界手足間臍帶血移植數已超出數百例，在非惡性疾病臍血移植成效比骨髓移

植成效好，而非親屬間臍帶血移植數已超數千例，已經登錄於國際臍帶血網 
（Netcord），共 50,000 到 60,000 單位臍帶血完成 HLA 檢驗可等待配對，其中已配成

且移植者約有 1,000 到 2,000 例，孩童約佔 3/4，成人約佔 1/4。臺灣臍帶血移植於 1995
年，在臺大醫院完成首例，接著陸續有林口長庚醫院、臺北榮民總醫院、花蓮慈濟醫院

及中國醫院大學兒科部等都有臍帶血移植成功的案例。臍帶血採集方法較簡單，不會傷

害母體及胎兒，同時沒有骨髓移植麻醉的危險及疼痛、住院等不便，故已漸漸取代傳統

骨髓移植，二者治療上的差異見表二 10。 
藉由臍帶血庫的品質和管理，對臍帶血移植是否成功，固然是相當重要的一環，但

是臍帶血移植另一個常遇到的困難，是一單位臍帶血所含的幹細胞總數目不足，對一位

成人體重的個體而言，有些人是不夠用的，目前利用二單位或二單位以上的臍帶血，同

時植入一位成人病患，來克服臍帶血幹細胞數目的不足，而利用體外培養將臍帶血的量

「增大」（expansion）的方式，也可克服幹細胞數目的不足；此外，亦有科學家利用已

培育成功的人類胚胎細胞株，經適當培養與誘導，可使人類胚胎細胞株分化成血液幹細
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胞，並進一步分化成各種血液細胞，若臨床證實利用此種方式形成之血液幹細胞，可在

人體表現應有的造血功能和建立免疫系統，則血庫之血荒問題不但可以解決，所提供之

血液更不需要擔心有病毒污染。 
 

表二 、臍帶血是骨髓理想的移植替代品 10 

比較項目  臍帶血移植  骨髓移植 

採集過程 
對產婦及嬰兒皆無痛苦

且無傷害性 [註一] 

捐髓者必須全身麻醉從大腿兩

側腸骨抽取骨髓，還要忍受傷

口的疼痛和麻醉後反應的痛苦 

造血幹細胞濃度 
高於骨髓 10 倍以上，且

其增生能力較高 
濃度較低且增生能力較弱 

人類白血球抗原配對 

非親屬之間移植，只需

4~5 個人類白血球抗原相

符 

非親屬之間移植，必需 6 個人

類白血球抗原皆相符，因此配

對成功率較低 

宿主排斥 
發生機會較少，且嚴重程

度較低 

發生率較高，通常是骨髓移植

失敗的主因 

病毒感染 較為純淨不易受到感染 較容易遭受感染[註二] 

來 源 

每位新生兒經父母同

意，皆可採集，世界多國

都已建立龐大的臍帶血

銀行 

必須捐贈者同意 

時 效 需要可隨時解凍使用 需要花費長時間尋找配對者 

[註一] 除了妊娠不足 32 週、胎盤剝離時間與分娩時間相差 12 小時以上、分娩時發燒高於

38℃、羊水中有胎糞、產婦有嚴重貧血、胎兒呼吸窘迫、紅血球致敏、產婦有 HBV、HCV、
HIV、或梅毒感染等情況者不予採集外，正常分娩的胎盤與臍帶都是良好的來源。 
[註二] 巨細胞病毒（Cytomegalovirus; CMV）感染，是造成異基因造血幹細胞移植病人死亡

的主要原因之一，人類巨細胞病毒感染在人群中廣泛存在，在發達國家為 40-60%，發展中

國家為 0-100%。因為胎盤具有極佳的過濾能力，使得臍帶血幹細胞的相對純淨，所以臍帶

血幹細胞移植和骨髓或周邊血幹細胞移植相比，受感染可能性極低。 
 
 
以造血幹細胞治療糖尿病 

糖尿病在國人十大死因從民國 91 年到 95 年連續五年排名第四位，第一型糖尿病

在所有疾病中所佔的比例約是百分之五到十，會引發如眼盲、腎衰竭、心臟病和中風等

嚴重的併發症。這種病起因於患者自身的免疫系統，攻擊並破壞胰腺裡製造胰島素的

beta 細胞，形成荷爾蒙不足現象，影響到血糖值。大部分的病患在接受臨床診斷時，體

內百分之六十到八十的 beta 細胞已經被破壞殆盡。 
人類糖尿病細胞治療的成功案例，來自加拿大的醫療團隊自死者的胰臟中分離出胰
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島細胞並將其移植入糖尿病病人的肝臟中，使其生產胰島素 11。其結果顯示，部分病人

可不再使用胰島素而過著健康的生活。此研究證明，胰島細胞移植是治療糖尿病的有效

方式。但是，這個治療方式仍然受限於胰島細胞的取得不易，兩位器官捐贈者身上所取

得的胰島細胞，僅足夠給予一位糖尿病病人。若能利用人類幹細胞，誘導其成為胰島細

胞，並進行大量培養，再結合這項移植技術，對糖尿病的治療將會是一大突破。 
根據 2007 年四月「美國醫學會」期刊的報導，Voltarelli 醫師所率領的醫療群，進

行了一項小型的幹細胞人體治療計畫 12，這項成果讓第一型糖尿病患者在幾個月內都不

需要接受任何治療，這是第一次發現，可以不必補充胰島素治療第一型糖尿病的方法，

也是許多試圖利用細胞治療法阻斷，第一期糖尿病病情惡化的第一項成果。 
這份報告中指出，一共有十五位被診斷為第一型糖尿病的患者，這些接受治療的患

者，年齡從 14 歲到 31 歲，這些病患先注射 cyclophosphamide 及顆粒球細胞生長刺激

素（granulocyte colony-stimulating factor），刺激病人的骨髓製造幹細胞，並釋放到周

邊血液中，再由醫護人員收集週邊血處理後注入患者體內。經 7 到 36 個月的療程後，

檢測血中醣化血色素（hemoglobin A1C）及 peptide C 等生化值，確定有十三人可以不

必再注射胰島素並且可維持正常生活。其中一名患者甚至長達三年，沒有使用任何控制

血糖的綜合胰島素。它初期顯現的結果令人振奮，除了前述的益處外，副作用也很低，

只有一例引起肺炎，另兩例出現內分泌失調 12，我們也期望，大規模的人體試驗可以儘

速展開，確認此治療的安全性，使得第一型糖尿病患者，可因接受這一項治療，不必再

長期忍受治療或併發症之苦。 
 

以造血幹細胞進行基因療法治療嚴重複合性免疫缺陷症 
造血幹細胞為懸浮性細胞，可經血流傳輸，因此可以利用造血幹細胞進行前述的

細胞療法修補受損細胞及組織。目前另一個重要的醫療議題是使用造血幹細胞進行基因

治療（gene therapy）。因為利用造血幹細胞做為基因治療的靶細胞（target cell），有

著勝過以其他細胞做為靶細胞的優點，例如造血幹細胞具有自我更新與分化的能力，能

解決外源基因無法長期表現的問題；且當造血幹細胞分化為血液細胞後，其細胞是屬於

全身性的分布與循環能夠達到最大範圍的基因修正，因此當前許多基因治療的計畫都是

以造血幹細胞為主要的研究對象。 
世界上第一個基因治療的臨床試驗是在1990年於美國進行，由安德生（French 

Anderson ）主持，對象為一患了嚴重複合性免疫缺陷症（ severe combined 
immunodeficiency disease, SCID）的女孩 13，患者因腺苷酸脫胺酶（adenosine 
deaminase deficiency, ADA）的缺乏，而造成免疫功能喪失。1990年9月美國安德生等

人，將這位病童本身的血液中T細胞取出，利用病毒將正常的ADA基因導入細胞，並將

帶有修復基因的自體細胞送回體內，經四年治療後確實能維持病人生命，治療後患者的

T細胞數目上升，細胞和體液免疫功能及臨床症狀有明顯改善，且隨後五年仍能測得轉

入載體的序列，其他免疫指標檢測也證實基因治療長期的效果。 
在幹細胞基因治療最受注目的病例，是法國醫師Alain Fischer對俗稱泡泡兒的疾病

做的治療，泡泡兒也是一種肇因於X性聯遺傳缺陷的「嚴重型合併性免疫不足症」
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（SCID-X1），這種病症係因為X染色體的伽瑪c鏈（γ- c chain）基因有缺陷，造成免疫

系統的T與B細胞死亡而免疫力喪失，即使是輕微的細菌感染就可能讓病嬰喪命。胎兒出

生三個月後即可能發病，會有反覆的黴菌、細菌感染，肺部也因原蟲感染而氣喘，通常

都活不過一歲。傳統上治療SCID-X1係採用骨髓移植，可是療程長而且未必都能成功。

Fischer率領的醫療團隊治療的流程是先抽出病童的骨髓，篩出病童自體的表現CD34+
的造血幹細胞，然後讓幹細胞浸泡在含多種蛋白質溶液中，使之容易接受基因轉殖。他

利用反轉錄病毒gamma-retroviral vector作為載體，把泡泡兒所缺乏的正常伽瑪c鏈基因

置入該無害的病毒中，並在培養皿中讓病兒的幹細胞感染攜帶基因的病毒，再把幹細胞

植回病童體內。藉這種修正基因缺陷的方式，達到治療目的。 
Fischer的研究團隊，在200014-16年起陸續發表了利用上述方法作基因治療而植入

骨髓幹細胞的成功案例，這些臨床治療的病例中有十名接受基因療法的病童，其中九名

在臨床症狀上有明顯的改善，已能過正常生活，是至今唯一用基因療法克服的絕症。但

後續的觀察又發現，一名在嬰兒期治癒的病童，約三歲時出現白血病症狀，不久之後又

出現第二起案例，此種利用造血幹細胞進行的基因療法，因兩名法國嬰兒出現白血病而

遭到質疑，這兩起變成白血病的案例，皆因轉入的病毒本來攜帶有正常的伽瑪c的基因，

但是正常的基因插入到靠近骨髓細胞的LMO2源致癌症基因（proto-oncogene）的啟動

子區域中，科學家推論這兩個基因產生協同作用導致T細胞不正常增生。而在英國倫敦

Trasherg率領的的醫療團隊對SCID-X1進行人體治療的四個病例17，目前尚未傳出失敗

的消息，但是由於曾有前車之鑑，這些病例需要更長時間的觀察，等這些泡泡兒年紀更

大而且SCID未復發，才能斷言病已治癒。 
目前，全世界正在熱烈討論這些外在基因應用在基因治療，是否會在人體其他部位

造成突變或導致其他疾病產生？然而，應用基因治療這種最尖端的醫學生物技術治癒遺

傳病的夢想，似乎已經在初步的成功經驗，點亮了一盞明燈，但後續可能的副作用仍待

更充足的前臨床科學試驗，證明創新療法的有效性及安全性。 
聖路易華盛頓大學醫學院，在2003年五月的的血液（Blood）期刊裡正式發表的研

究報告指出，骨髓或臍帶血裡發現的幹細胞將可利用於治療人類因肝硬化、病毒感染、

腫瘤、化學治療或放射治療所引起的肝臟肝細胞缺損。雖然整個實驗在免疫缺乏的實驗

鼠身上進行，但實驗的結果顯示人類的幹細胞可以正常的產生血球細胞也能再受損的肝

臟裡產生類似肝臟細胞的細胞體18。 
現今全球每年約進行 3 萬例造血幹細胞移植，其中白血病患者佔 1/3、淋巴癌佔 1/3

強、原位癌約 20%、嚴重再生不良貧血約 2%，其餘各類先天性孩童疾病佔 3%。故骨

髓幹細胞移植可治療非惡性疾病，普遍施行於嚴重性再生不良性貧血及地中海性貧血，

亦可救治惡性疾病如白血病等，其他可以應用造血幹細胞的移植治療的疾病還包括: 嚴
重複合免疫缺陷症、慢性肉芽腫、紅斑性狼瘡、風濕性關節炎及多發性硬化症等。 

造血幹細胞除了具有恢復造血的功能外，還有能夠攻擊腫瘤細胞的特性，在臨床上

針對患有轉移性腎癌的病患進行異體造血幹細胞的移植時發現約有一半患者的腫瘤體

積會縮小。目前推測其可能原因，在於雖然病患體內的腫瘤能夠躲過自體免疫系統的攻

擊而長大，然而新移植的異體造血幹細胞能夠在病患體內建立新的免疫系統，並具有對
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癌細胞進行毒殺的能力，也就是進而抑制腫瘤的生長甚至消滅腫瘤。目前這類的研究已

經擴展到其他原位腫瘤的治療包括肺癌、前列腺癌、卵巢癌、結腸癌、食道癌、肝癌與

胰腺癌等。在人類心臟病治療上，美國、德國及巴西等地也陸續傳出成功利用病患之自

身骨髓幹細胞，直接打入病患動脈，成功的將病患骨髓幹細胞轉換成心臟肌肉細胞，進

而恢復病患心臟機能。 
 

（b）. 間葉幹細胞之臨床應用 
間葉幹細胞主要存在於人體骨髓中，除了骨髓之外，間葉幹細胞尚可取自許多其

他的組織，包括髓質骨、週邊血液、脂肪、皮膚、胎兒血液、胎兒肝臟、胎兒骨組織、

肺臟、臍帶血等 19-26。間葉幹細胞能夠分化成中胚層的各種組織細胞，包括硬骨細胞、

軟骨細胞、脂肪細胞、肌肉細胞，甚至可分化成源自於內胚層的肝臟細胞等。最近，

有些科學家更進一步指出，間葉幹細胞極可能存在於人類所有組織當中，而它們的存

在與維持各組織及器官的恆定有關 27。 
間葉幹細胞在器官移植的案例中，最容易出現的免疫相關併發症，是移植捐贈者

的組織對宿主的產生排斥，這是因為移植組織中的T淋巴球攻擊接受者的組織，導致宿

主全身器官系統發生病變，稱為移植物對抗宿主疾病（Graft Versus Host Disease, 
GVHD），最終可使宿主死亡，臨床上的治療相當困難26。近年來間葉幹細胞具有特殊

的免疫調節的功能，間葉幹細胞的第一型組織相容性複合體 （major histocompatibility 
complex, MHC I）表現量低而第二型組織相容性複合體不表現，並且可抑制T細胞及B
細胞的增生28，2004 年瑞典Le Blanc醫師29利用移植病患母親的間葉幹細胞，成功地

治療接受異體骨髓移植，醫治血癌而產生的急性GVHD的男童。2006 年Le Blanc醫師

更進一步應用異體間葉幹細胞移植以治療急性嚴重GVHD病患，其中接受治療的8位病

患有6位治療成功，類似成功的案例在中國醫療界也有報導30-32。 
間葉幹細胞在組織損傷的修復治療上也不斷有成功案例的報導，臨床上第一次成

功應用，是以來自骨髓的間葉幹細胞，治療俗稱玻璃娃娃的成骨不全症（osteogenesis 
imperfecta）。成骨不全症是一種遺傳疾病，無法正常地製造第一型膠原蛋白，造成骨

質極端脆弱且易斷裂，患此種病的孩童會出現畸形及身材矮小的症狀。1999 年由美國

Horwitz 等醫師為 3 位成骨不全孩童進行骨髓的間葉幹細胞移植治療，經三個月後於

患者骨小梁中可偵測到輸入的成骨細胞，骨中礦物質增加 21-29 公克，對此病的症狀

有了初步的治療成果 33。日本、美國等醫療團隊分別應用骨髓中間葉幹細胞治療骨性

關節炎 34,35，骨髓中間葉幹細胞的移植也用於治療心肌梗塞的治療，德國的 Wollerket 
醫師治療團隊將 60 位心肌梗塞的病人分成 2 組，其中 30 人以藥物治療的控制，其餘

30 人則採用自體骨髓細胞作治療，注入骨髓細胞的病患心肌梗塞區域的心臟細胞收縮

功能有提高，且治療過程沒有副作用發生的作用 36。中國的陳醫師也應用病患自體骨

髓純化的間葉幹細胞，對 69 名心肌梗塞的患者作治療，也有效的改善病患的心臟功

能 37。 
間葉幹細胞應用在脊髓損傷的病例，也同時是異體間葉幹細胞移植的世界首例由

南韓醫師 Kang 於 2005 發表於 Cytotherapy 期刊。這個醫療團隊為一位 37 歲因為車
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禍導致第十胸椎骨折合併脊髓損傷，而導致下肢癱瘓的女性，進行配對異體臍帶血間

葉幹細胞移植。手術後病患確實在癱瘓 19 年之後能夠站起來走了幾步，這項初步的

研究結果也受到世界媒體的重視及廣泛報導。然而，這位病患在幹細胞移植術後幾個

月並無法再行走，且伴隨有無法忍受的疼痛，這種移植失敗的原因至今尚不清楚 38，39。 
相較於大部分成體幹細胞，間葉幹細胞具有極佳的自我更新以及增生的能力，除

了能做為疾病治療用的細胞源頭之外，間葉幹細胞亦已開始被應用於基因治療的研究

中，科學家可以將經過修飾的基因細胞與間葉幹細胞融合，或是將目標基因直接轉殖

到間葉幹細胞中，再植入自體的組織中進行修復及治療的工作。嘗試用間葉幹細胞治

療的疾病還包括脊髓神經損傷、腦血管疾病，帕金森氏症及阿茲海默氏症等神經疾患，

間葉幹細胞同時也發展於治療心肺疾病的應用，如心肌梗塞，心血管疾病或因石綿或

多囊性纖維化引致的肺纖維化疾病；間葉幹細胞也被應用來做骨骼、肌肉或軟骨缺損

的治療，目前間葉幹細胞的基礎研究在很多疾病的治療上，已經建立很好的動物研究

模式，相信臨床的應用也將會也陸續看到成效。 
 

2. 胚胎幹細胞之臨床應用 
胚胎幹細胞具有較成人幹細胞強的分裂能力，而且可在培養皿中長期培養。但是並

不表示將其大量培養，再分送給其他實驗室培養，即可無限制的增殖或順利分化。因為

分離胚胎幹細胞的程序若有所不同，其將來分化成各種細胞型的潛力會不同。此外胚胎

幹細胞經體外長期培養後，會累積一些無法回復的變化，而且培養的條件不同，這種變

化的累積速度也會不同。胚胎幹細胞可能會因為這些原因，而失去分化成某些細胞的能

力 40。因此，長期在體外培養的胚胎幹細胞株應用於臨床治療時，細胞株本身的特性必

須相當穩定，而且在繼代培養的過程也必須經常的檢測這些細胞株的特性或染色體等是

否有因體外培養刺激所造成的變異，而且不同的胚胎幹細胞株本身的生長速率及特性也

不完全相同，筆者與工研院合作建立的 7 株人類胚胎幹細胞即有觀察到此現象。 
胚胎幹細胞的第一型人類白血球抗原（HLA calss I）表現量低且第二型人類白血球

抗原（HLA calss II）不會表現，雖然這種表現較低的白血球抗原的特性可能與腫瘤的

生成時的免疫逃脫有關 41，不過也有學者提出已分化的胚胎幹細胞仍具有免疫的特性
42。以全世界目前已經建立的約 150 株的胚胎幹細胞，似乎很難對全世界上龐大需要幹

細胞移植治療的患者達到配對成功的目的，因此解決之道可以利用操作基因的方式剔除

MHC class I 及 MHC II 基因，或者建立更多胚胎幹細胞株以增加具 MHC 相容的胚胎

幹細胞株的機會，更多的學者建議使用「體細胞核轉植術」（Somatic Cell Nuclear 
Transfer，SCNT），這種技術是指從病人體身上取出體細胞核，顯微注射進入一個去核

的人類卵子中，再以電流刺激使其融合為一體，經由發育之後便可得到人造的人類胚

胎，不需經由精卵結合便可獲得胚胎，故為無性生殖，所得到的胚胎稱之為「體細胞核

轉植術之胚胎」（圖一）。在體外培育成囊胚後進行病人胚胎幹細胞的建立，然後以這個

胚胎製造病患專屬的胚胎幹細胞株，再進行進一步體外誘導分化成所須的組織細胞以供

治療用。但是以這種無性生殖方法產生的胚胎幹細胞，在臨床的接受性仍有技術瓶頸及

應用的爭議，尤其是成熟女性卵子的來源在倫理學上也仍有相當大的討論空間。對於分
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化後的胚胎幹細胞若純化不完全在輸入體內治療時，未分化的細胞極有可能在體內分化

成無法控制的畸胎瘤，這種狀況的處理已有學者建議引介自殺基因至胚胎幹細胞，以消

滅未分化的多功能細胞避免產生腫瘤的危機 43。 
現有的體外研究或動物實驗陸續證實胚胎幹細胞可以應用在遺傳、損傷及退化性疾

病，例如：心血管疾病、肌肉萎縮及神經損傷等疾病，但是現今尚未有人類胚胎幹細胞

應用於臨床之病例。由於早期所建立的胚胎幹細胞株，皆是以小鼠胚胎纖維母細胞為滋

養層細胞，胚胎幹細胞如要應用於臨床，該胚胎幹細胞株必須完全建立於無異種動物來

源的滋養層細胞，如人類皮膚纖維母細胞，應用前亦須確認無動物病毒或反轉錄病毒的

污染，此外，用於分化的試劑或培養液也必須符合臨床用藥的品質，才能用於臨床治療
44。建立第一株人類胚胎幹細胞株 45的 Thomson 領導的團隊已於 200646年發表，在無

動物污染源的培養條件下，成功建立可能可以應用在臨床等級人類胚胎幹細胞株，筆者

也積極的朝這個方向邁進，相信不久的將來胚胎幹細胞在臨床的應用上應可提供極佳的

治療利器。 

 

圖一、體細胞核轉植術（資料來源：李茂盛婦產科 鄭恩惠）  

（A）. 將自願者捐贈卵子第一極體及細胞核以顯微操作管吸出 

（B）. 將取自病人的體細胞核，以顯微操作管注入已取出核的卵子中 

（C）. 以適當的電流激活卵子與病人體細胞核產生電融合 

（D）. 以體外培養方式繼續培養胚胎至囊胚期，以提供建立幹細胞 

 

四、幹細胞之臨床應用之展望 

在基礎研究及臨床治療上，幹細胞具有極大的潛力，其對人類的健康，勢必能夠提供劃

時代的貢獻。根據大多數科學家的經驗，老鼠與人類的差異並不小，因此這部分的突破仍是

幹細胞的研究重心。近年來科學家在成體幹細胞的研究與應用上，有令人驚訝的發展，如成

體幹細胞多向可塑性的發現，雖然紓解了應用治療性複製的迫切性，但是從病患骨髓培育出

此類似多能幹細胞的成功率仍然偏低，距離實質的治療仍有不少地方等待突破。在某些遺傳



 113 

性缺陷疾病中，遺傳錯誤同樣出現於病人的幹細胞中，這樣的幹細胞不適合進行自體移植，

除非移植異體幹細胞，但是異體幹細胞的免疫排斥反應還沒有完全得到解決。另一方面，在

胚胎幹細胞的臨床應用上也有許多需一一克服的困難，首先是胚胎幹細胞的取得，各國政府

由於擔心此技術被使用於複製人，因此於對新胚胎幹細胞建立的採用圍堵的政策，但是站在

醫療的角度上，我們應該主動地為正在遭受疾病痛苦煎熬的病患，謀求最大的福祉。 
幹細胞的應用開發仍在當前全球最尖端的醫學中心進行中，臺灣的醫學界及各研究單位

的醫師及科學家們也期望在幹細胞的臨床應用上有更多的突破，儘管不斷改進幹細胞人工誘

導的定向分化技術、組織工程技術，以及各種動物實驗的結果令人滿意，我們仍需要更多、

更嚴謹的臨床研究，期能使幹細胞成為一完整安全的新醫療方案，造福全球許多在痛苦中的

生活病患。 
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第十章 

幹細胞治療研究與臨床試驗 

Clinical Trials and Advance Research for Stem Cell Therapies 

陳婉昕 1 陳甫州 2 

1工業技術研究院 生技醫藥所 
2台中榮民總醫院 醫學研究部幹細胞中心 

 

一、前言 

幹細胞具有自我更新與分化的能力，可將培養保有分化潛能的幹細胞分化為成熟之先趨

細胞及組織細胞，或將體內的幹細胞分離後，直接作為進行自體移植治療，於體外培養增殖

後誘導其分化，都具有臨床應用極大的潛力。由於目前全球幹細胞治療的積極研發，許多醫

藥或是醫療技術尚無法完全治療的重症，如心臟衰竭、巴金森氏症、脊髓損傷或腦中風等患

者，都對未來幹細胞的醫療應用寄予厚望，希望幹細胞能為這些疾病帶來一線曙光 1,2。幹細

胞因為取得來源、分化潛力之不同，具有不同之特性，故在臨床應用上與發展時程也各不相

同，成體幹細胞雖然分化能力較有限，較不易於體外長期培養增生，但是因其可能自體取得，

或是異體移植時已累積數十年的臨床配對與治療經驗，直接可因應血液疾病治療上的需求，

所以，現階段幹細胞移植醫療應用，以成體幹細胞移植手術或臨床試驗為主，這些移植幹細

胞的主要來源包括取自骨髓、周邊血液及臍帶血中之血液幹細胞與間葉幹細胞，1999 年以前

血液幹細胞移植手術還是以骨髓移植手術為主，但是，骨髓移植手術數量已開始遞減，取而

代之的是周邊血液移植手術則有漸增的數量，目前周邊血液移植手術與骨髓移植手術數量大

約是 6：4，同時也開始有臍帶血移植手術，最近五年來臍帶血移植手術則是有漸增的趨勢。

至於間葉幹細胞的臨床試驗則有日趨重要，目前正在執行或已完成的間葉幹細胞臨床試驗已

有 16 個，其中包括以治療移植物抗宿主病（GVHD）六個和急性心肌梗塞四個臨床試驗為主。

人胚幹細胞於 1998 年底才成功被分離培養 3，具有廣大之分化潛能，可分化為成體二百六十

餘種成熟細胞，胚幹細胞在體外易於培養增殖，但未分化狀態之細胞，可能有在體內形成畸

胎瘤或癌化之風險，所以其臨床應用需先經過誘導分化之步驟，以降低上述之缺點，除此之

外，在進行異體移殖時還可能產生免疫排斥等問題尚待解決，是研發中的主要課題，雖然成

體幹細胞要進行異體移殖亦需解決免疫排斥之問題，但是在臨床應用上已經有相當多的經驗

能克服這些問題，近年來，間葉幹細胞之研究也有助於解決免疫排斥之問題，人胚幹細胞研

究因為起步晚，所以臨床應用之發展時程將會較慢些，但是人胚幹細胞具備絕佳之發展潛能，

包括糖尿病、心臟血管疾病、血液疾病、肝臟疾病、神經退化性疾病或對目前常規方法難以

見效的其他疾病，都可能囊括在其研究之領域，幹細胞臨床試驗與研究範圍廣闊，研究內涵
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與許多最新進展也日新月異無法一一介紹，本章將就幹細胞在重要的臨床應用領域與研究現

況做一簡單之概述。 
 

二、幹細胞臨床醫療應用之關鍵因素 

要進行幹細胞臨床治療，必須先考慮幾個關鍵因素 4，包括：所使用的幹細胞種類、足夠的

細胞數以及純度、細胞植入體內的方式和免疫排斥問題。 
 

1. 所使用的幹細胞種類： 
 不同的幹細胞具有不同特性，治療時施行方式與考量也有不同，所以將來要應用於細胞

移植醫療時，所要開發的技術重點也不盡相同。成體幹細胞研究與應用歷史最久，包括取自

骨髓、周邊血液、骨骼肌與胎兒組織的幹細胞，因可取自病患直接進行移植醫療，沒有免疫

排斥或移植細胞傳染病原之問題，成為最早使用於臨床再生醫學之用途，但是，也因其不易

於體外長期培養增殖，且分化能力較為有限，故不能適用於所有壞損組織之修復。目前已有

臨床應用者如取自骨髓或臍帶血之血液幹細胞（Hematopoietic Stem Cells, HSCs）治療血

液疾病，除了血液幹細胞以外，目前比較有潛能之成體細胞為間葉幹細胞（Mesenchymal 
Stem Cell, MSC），此類幹細胞存在於骨髓、臍帶血 、臍帶、脂肪組織、羊水胎盤等，目前

多為取自骨髓，間葉幹細胞可被誘導分化成為軟骨、硬骨、脂肪、肌肉及神經等組織細胞，

目前已有臨床試驗進行修復軟硬骨、心肌等。此外，因其具有免疫調節功能，亦有應用於治

療移植之免疫細胞對宿主之排斥（GVHD），或應用於異體移植修復心肌梗塞造成之心肌壞死

者 5,11。 
 
 人胚幹細胞（human embryonic stem cells）為一種取自發育 4 至 5 天囊胚期

（blastocysts）之內細胞團塊（inner cell mass）所建立而成的細胞株，具有全能分化潛力

之幹細胞（pluriopotent stem cells），在胚胎發育時期能發育成三胚層，包括外胚層細胞、中

胚層細胞及內胚層細胞以及生殖細胞，並能進一步發育組成成體所有二百六十餘種細胞，而

且它可在體外複製、增生，仍保有可分化成人體各種器官與組織細胞的能力，故具有醫療應

用之潛力。但是由於目前取得來源為體外受精之卵子，必需克服社會倫理道德之疑慮，在實

際操作上也遇到相當大的困難，是必需面對的問題。因為於 1998 年才成功被分離培養，人

胚幹細胞之研發使用時程較短，各國均投入大量資源投入其研發，法規也漸漸鬆綁。其特性

雖可於體外長期培養增生而仍保有分化潛能，但未分化狀態之細胞，可能會在體內形成畸胎

瘤，在各國科學家積極研發之下，已瞭解一旦胚幹細胞分化，可能就失去形成畸胎瘤的能力，

所以其臨床應用可先經過誘導分化之步驟，在安全性上就比較能被接受。目前研發時程上，

已有許多體外誘導分化之報導，如圖一所示，人胚幹細胞可於體外誘導分化為早期之神經細

胞，近一、二年並進展至臨床前動物試驗，部分研究已證實分化之細胞移植於動物體內，可

修復壞損之組織功能，例如由人胚幹細胞分化為寡突細胞（oligodendrocytes）純度超過

98%，移植大鼠受損之脊髓，可幫助急性脊髓損傷神經再生與運動功能之恢復 6。除此之外，

針對免疫排斥之問題、各種細胞之臨床研發與應用實例，將於之後再詳述。 
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2. 足夠的細胞數以及純度 
 依照要修復的組織與功能，所需之細胞數不盡相同，例如脊髓損傷與心肌修復所需之細

胞數目，差距很大，所以必須仔細考量，於臨床前動物試驗中找出適當範圍，才可能進行臨

床試驗，另外如前所述，不同細胞特性不同，胚幹細胞之應用必須經過分化誘導，如何誘導

分化，要誘導為何種細胞，誘導的比率與純度為何，那個分化階段的細胞，才能達到移植醫

療之效果，都是很重要的議題，必須仔細研究，而成體幹細胞也有可能需要經過適當的純化

步驟，如何取得足夠所需之特性的幹細胞，是幹細胞臨床醫療應用重要的課題。 
 
3. 細胞植入體內的方式 
 依受損部位之不同，需考慮植入細胞之方式，血液疾病之治療可經由靜脈注射幹細胞，

其他組織疾病者，則可以直接將細胞注射於受損部位，例如可用心導管將幹細胞定位移植到

心肌壞死之心臟部位、或直接定位移植導入中風或脊髓損傷部位、或利用生物可降解薄膜之

 
   A.                                  C. 
 
 
 
 
 
 

B. D. 
 
 
 
 
 
 
 
圖一、人胚幹細胞株 TW1（工業技術研究院與李茂盛婦產科合作建立）以及其於體外

被誘導分化成早期神經細胞（工業技術研究院）。A.B.未分化狀態之人胚幹細胞 TW1 於

倒立式光學顯微鏡下之型態。刻度單位為 200 um。C.D. 於體外誘導 TW1 分化為神經譜

系之細胞後，以免疫螢光法偵測分化細胞表現早期神經細胞標記，包括 PAX6 綠色螢光

（C.）, MAP2（D.）以及紅色螢光 NF-H 的表現情形，D 圖並用 DAPI 將細胞核染色。

型態上可見 neural rosettes（C.）與神經突觸（D.）（圖片由工業技術研究院計畫執行單

位生醫所提供） 
 

Neural rosettes 

Pax6 

Map2 NF-H DAPI 
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包埋技術，然而在這些特殊部位幹細胞的存活率仍待探討，如何有效施打或移植細胞到所要

部位，而不致有太多幹細胞隨液體流失，這也是細胞治療中重要的一個需進行研發之技術。 
 
4. 免疫排斥問題 
 若進行異體移植，則需考慮免疫排斥問題，人胚幹細胞之抗原會隨著細胞分化而顯現，

如前所述，針對人胚幹細胞免疫排斥之問題，有短、中或長程可以解決的方法，例如使用免

疫抑制藥物、建立人胚胎幹細胞庫搭配抗原配對與藥物篩選、與胚幹細胞分化之免疫細胞共

同移植、以基因工程法剔除免疫抗原 MHC、核轉殖製造個人化之細胞。另外，成體幹細胞

用於異體移植時，亦需經免疫抗原配對尋找捐贈者，而目前許多研究也顯示，間葉幹細胞具

備有免疫調節功能，將來應用於治療時可以減少移植之免疫細胞對宿主之排斥（GVHD），目

前應用朝向可用於異體移植之臨床研究。 
 

三、幹細胞臨床醫療應用之開發歷程 

幹細胞之臨床移植醫療，是一項新的醫療技術，其開發歷程與新藥開發一樣，有嚴格之

法規規範、嚴謹之臨床前研究與臨床試驗，以確保各項幹細胞移植醫療的安全與有效性，以

謀求病人最大的福祉。 
 
除了前述之考量（1）所要使用的幹細胞種類，（2）如何取得足夠的細胞數以及純度，（3）

有效的細胞植入體內之方式以及（4）免疫排斥等問題。針對所要治療的疾病或受損組織，

研究分析細胞特性、功能並考量所要使用之幹細胞，而後研究如何取得足夠量的適用的幹細

胞，包括分離、純化或是誘導分化的方法，於體外分析研究中，除了確定取得細胞具備所需

之特性、功能，而後選定動物疾病或組織受損模式，進行幹細胞移植動物體內之試驗，包括

安全與有效性，以及移植修復之機制探討，同時需瞭解適當的細胞數目。若是能取得動物試

驗證明細胞移植之安全性與有效性，接者便可申請人體臨床試驗，遵循細胞治療人體試驗申

請之相關規範，在台灣為衛生署 92 年公告之「體細胞治療人體試驗申請與操作規範」，以及

「人體細胞組織優良操作規範」，臨床試驗一般分成三期，第一期是安全性測試，通常是以正

常人測試移植細胞之安全性，在第二期則為有效性之測試，通常在少於 10 個左右病人身上

做測試，同時看安全與有效性，最後，在第三期是大樣本有效性測試，通常需要上百至千人

的測試，結果以統計分析確定其有效性。幹細胞移植醫療之人體試驗，通常第一期與第二期

試驗會同時進行，亦即在病人身上同時測試安全與有效性，三期臨床試驗都成功驗證安全與

有效性後，便可申請產品上市。做為一個細胞移植醫療之產品，製程必需符合臨床優良製造

操作規範 GMP，確保移植細胞之品質與安全。 
 

雖然廿年前科學家已經從小鼠胚中培養出來的胚幹細胞，也能在試管中分化成其他種類

的細胞，再加上 1997 年英國的科學家衛爾傌（Wilmut）等人，以成年羊的乳腺細胞核融入

去掉細胞核的卵子，複製了桃莉羊，當 1998 美國威斯康辛大學湯姆生（Thomson）成功的

在實驗室裡培養出人類胚幹細胞，確實具有多種分化潛力（pluripotent）的幹細胞時，科學
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家都相信在理論上合併這兩項研究發現，可以應用在治療複製（therapeutic cloning）或複製

人類，所以在近年來生命科學研究的領域裡，大概很能再找到一個比“人胚幹細胞”還要炙手

可熱的話題 17。生物學家對胚幹細胞愛不釋手，因為到目前為止，沒有任何一種成體幹細胞

能比胚幹細胞更具全能性的分化，台灣也有許多實驗室也已經培養出人胚幹細胞。近年來新

聞報導複製人類胚胎與幹細胞治療的臨床研究的消息，引起了各界的關切，美國前總統布希

及議員們紛紛也重申禁止利用胚胎複製人的相關研究，卻有限度的開放胚幹細胞的研究。相

較之下，成體幹細胞卻是目前在臨床上最有潛能應用在人類疾病的細胞種類，目前血液科醫

生應用累積 40 年來的移植經驗，已在血液疾病上的應用積極地收集、純化、培育各種成體

幹細胞，朝向更有效的治療各種血液疾病進展。 
 
近年來有許多幹細胞的突破，由人胚胎的幹細胞（hESC）分化成的心臟細胞，移植到

受傷的老鼠心臟後，還能產生正常的心肌功能；將胚幹細胞誘導分化後移植到腦或脊髓，也

能分化成神經細胞並恢復傳導作用；在未來的糖尿病以及腎臟疾病的研究，更能協助醫生在

各式各樣的疾病治療策略上，有全面性的影響。所以，將來人類幹細胞具有潛力能誘發成不

同種類的細胞並進而應用在疾病治療上，目前國際上已有些幹細胞醫療之產品與人體試驗之

進行，文獻上更有許多有關幹細胞移植醫療之動物實驗報導，以下僅就相關研究與應用實例

依不同醫療之應用領域介紹之 8。 
 

四、神經幹細胞臨床試驗研究 

1. 神經幹細胞的重要性 
現代醫學科技雖然發達，但是對於神經損傷所造成的神經系統疾病，包括車禍和運動傷

害導致脊髓損傷及神經退化性疾病（包括腦中風、帕金森氏症等），偏重於症狀減輕的治標

方法，仍然沒有徹底治本的療法，或多或少皆會造成部份神經元永久性的缺損或死亡，神經

系統無法再生足夠的新神經元以維持神經網路之正常聯繫時，導致身體的神經系統或運動功

能難以完全恢複。直至上世紀，具有多向分化潛能的神經幹細胞被培養出來，是神經生物學

領域上重要的進展，近年來，並發現腦組織內還存在具有多向分化潛能的神經幹細胞，這些

重大的發現終於打破傳統認知中「神經系統損傷後不可再生」的觀念 16。 
 
過去一般的觀念認為，動物的中樞神經系統的神經細胞在出生前或出生後不久就不能再

生，這種觀念意味著成體動物的腦和脊髓內的神經細胞只會逐漸凋亡減少，無法再生或更新，

對於後天發生中樞神經系統的損傷，不可能進行神經修復，神經功能的恢復只能依靠鄰近或

其他中樞部位進行結構上的代償。1980 年代中期，美國洛克菲勒大學兩位學者在研究金絲

雀的發聲學習行為中，發現成年鳴禽金絲雀腦中確實有新的神經細胞產生，並且這些新的神

經細胞能夠在前腦參與協調控制發聲學習的神經中樞，對於如何產生這些新生神經細胞的機

轉則是未知，直至 1992 年科學家才發現，在胚胎及成體中樞神經系統的腦室下區

（subventricular zone, SVZ），存在著一群能自我更新、分裂增殖及能分化成為大部分類型

神經細胞的前驅細胞群，經離體實驗證實，此細胞群能聚集成大小不一的神經球
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（neurospheres），繼代培養若干次後，可分離得到神經幹細胞（neural stem cells, NSCs），
此為首次提出神經幹細胞的概念。在 1996 年的美國《科學》雜誌刊載一篇革命性的實驗報

告，這篇由台北榮總鄭宏志醫師在瑞典的研究成果，約兩千字的報告紀錄兩隻脊椎被截斷的

大白鼠，透過兩種不同手術的成效，以傳統接合手術治療的大白鼠，康復效果並不理想；但

另一隻大白鼠，利用最新的醫學技術─肋間神經結合神經膠修復，六個月後，後腳明顯恢復

行動，這是全球第一宗在哺乳動物上成功的脊椎修復手術，推翻了幾百年來神經無法再生的

理論。 
 
所以長期以來科學家一直認為，成體動物腦內神經細胞並不具備更新能力，一旦受損乃

至死亡，不可能再生，這種觀點使科學家對帕金森氏症、阿茲海默症及腦脊髓損傷的治療受

到了很大的限制，雖然傳統藥物及外科手術治療可以有相當的進展，但是仍不能達到滿意且

持久的療效，隨著神經幹細胞研究與最新的進展，對於治療上述的中樞神經退化疾病將可開

創出劃時代的重大意義。 
 
2. 神經幹細胞的治療應用 
神經再生的契機，使得神經幹細胞研究成為當今生命科學矚目的焦點之一。神經幹細胞

在醫學的應用與展望，主要應用在治療神經退化疾病或是神經再生與修復等，例如脊髓受傷、

腦中風、阿茲海默症、帕金森氏症、腦部創傷等病患將是最有可能的受惠者，現在的研究發

展中，也有將神經幹細胞移植技術與基因治療合併，利用具有特定基因工程載體的神經幹細

胞為治療工具，提供新的移植技術，以提昇神經幹細胞在再生醫學上的應用 7,18。 
 
神經幹細胞研究在神經發育學和修復受損神經組織中扮演著重要的角色，目前在神經幹

細胞的兩大研究主題中，一是人胚胎神經幹細胞，可以由多功能性的胚幹細胞分化而來，胚

幹細胞的發展歷史與特性已在前面簡述過，單就學術研究層面而言，利用人胚幹細胞來研究

神經幹細胞可能是最佳的選擇；二是利用自體或異體之成體或墮胎組織幹細胞。在治療腦中

風方面，台灣在近年來也有幾個新的臨床試驗，中國醫藥大學由林欣榮教授領軍的研究團隊，

以自體幹細胞直接注射損傷的腦神經，成功改善了許多腦中風患者病情，有些病患從原本手

不能動，治療後不但手可以握杯子、還可以擠牙膏，走路的步伐也變快了，臨床試驗還在進

行中，根據目前的治療成果可以說是相當顯著。 
 
在北京首都大學附屬朝陽醫院黃紅雲醫師在病人受傷椎骨上下處鑽兩個小孔，然後注射

入從墮胎組織所培養的鼻鞘神經細胞，鼻鞘神經細胞移殖被認為是治療脊髓損傷最有前景的

方法之一。鼻鞘神經細胞起源於嗅基底膜，分布在嗅球、嗅神經並可伴隨嗅束遷徙入腦。鼻

鞘神經細胞雖不同於星形細胞和許旺氏細胞，但是，同時具有這兩種細胞的特性，它存在並

遷徙於周圍神經和中樞神經之間，在嗅球內，它是惟一接觸和包被嗅神經軸突的膠質細胞，

在整個中樞神經系統通路中，它包被嗅神經軸突，以防止它們與其他中樞神經系統細胞接觸，

鼻鞘神經細胞的膜上可以分泌許多與細胞黏合和軸突生長和促進神經生長的分子，也能分泌

大量不同種類的神經滋養和支持因子。毫無疑問地，嗅鞘細胞的這些特性為損傷神經修復和
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再生以及功能恢復建立了很好的內在環境。鼻鞘神經細胞會分泌這些滋養物質，以刺激殘存

的軸突再生，並以髓鞘包裹在再生軸突的外層，同時隨著再生軸突遷移形成造橋的作用。然

而鼻鞘神經細胞移殖病患在術後一至二個星期通常會發生劇烈疼痛，根據朝陽醫院的報導，

在術後一至一年半內病患均有程度不等的功能改善，當然，這些改善的機轉並不清楚，值得

進一步去研究並釐清。 
 
3. 神經幹細胞基因治療理念 
另外有一個新的研究發展理念：以神經幹細胞的移植合併基因治療。此研究將神經幹細

胞作為神經系統疾病基因治療的載體，具有其他細胞移植所不能比擬的優勢，首先，帶有特

定基因的神經幹細胞植入宿主體內後，可直接進入並整合神經網絡，使治療基因表達與微環

境調控連結，且其分化所產生的神經細胞將逐漸取代有缺陷或死亡的神經細胞。再者，治療

基因種類、表達時機與效能及這些神經細胞的分佈，不會侷限於解剖學上神經幹細胞的周圍，

還可以根據整體的需求，更廣泛地遷移分佈或支持局部的受創神經組織。 
 
神經幹細胞作為移植細胞或基因載體，還具備許多移植治療上的優點：神經幹細胞可以

分化成神經元或神經膠原細胞，結構上易與宿主固有組織融合而有較低免疫反應；能在腦內

做遠距離遷移活動；對宿主中樞神經系統損害較低；比較不干擾其他正常的腦細胞功能；載

體基因表達比較穩定，維持時間比較長；易於生存在中樞神經系統中，所以，它不受限於腦

血管障壁的屏障，能直接在中樞神經系統中運送基因產物或替補失去這些功能之神經細胞。 
 
移植治療研究過程中有兩項因素需要特別注意，細胞數量的多寡及神經元分化的比率是

一項重要的考量，神經幹細胞在體外培養可以分化為神經細胞，但是分化為特定神經細胞的

比例並不高，而且每次誘導分化時會有程度上的差異。以目前的研究技術，仍無法做到產出

完全均一的神經細胞分化比率，同時也尚未建立一套標準化的操作流程，若貿然將誘導之神

經幹細胞或伴隨其所產出的具有隨機性分化的細胞，直接移植到病患身上，其所產生的臨床

風險將難以評估及承擔。 
 
儘管神經幹細胞廣泛存在神經系統，但是在移植治療時選定移植標的區時，還要考量到

不同腦區所需之神經細胞與膠原細胞的分化時機與比率，微環境訊息等生物學特徵的調適，

才能精確地選擇移植的神經幹細胞，同時提昇移植後細胞的存活率、細胞間突觸的建立以及

減低免疫排斥反應。利用基因修飾的神經幹細胞治療疾病在臨床上將會有廣大的應用前景，

但應用成功與否仍仰賴對神經幹細胞的分化影響因子及機轉的深入研究了解；同時，如何發

展出一套簡便又有效的神經幹細胞體外增殖與特定神經元的大量誘導分化，也都是將來解決

問題的致勝關鍵點。 
 

五、心血管疾病幹細胞臨床應用 

儘管心血管疾病在臨床上已經有諸多重大的突破，如成功完成心臟移植手術等，但要恢
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復一個受損之心臟，仍是一項令人敬畏的浩大工程。近來研究發現，利用幹細胞來治療修補

受損的心臟細胞，除了能產生新的心肌細胞外，亦能形成新的血管來彌補原先的血液供應，

研究中也發現血管內皮幹細胞確實功不可沒。另外有些研究則發現，血管內皮幹細胞能改善

糖尿病小鼠的血管形成，由於糖尿病患者的血管形成能力很差，如果預先從體內取出把血管

內皮幹細胞分離，在體外進行大量培養，之後再將其植回體內，藉此改善糖尿病患者的血管

形成能力，也能對糖尿病或心臟衰竭之治療有相當程度之貢獻。 
  
目前治療心臟血管疾病已經有許多有效的治療方法，如外科手術、藥物治療或是器官移

植等，但是對於移植心臟來源始終是不足，此外這些病患無法維持長久之存活時間，也是還

有相當的困擾，近來，科學家利用特定的培養環境將幹細胞分化成心肌細胞與血管內皮細胞，

藉以替代受損的心臟細胞，使心臟恢復原有的功能性 14，這種修補方法比傳統的異體心臟移

植簡單、方便且來源豐富，並且毋須漫長等待一顆可移植的心臟，這些幹細胞可從自體取得

並分離，因此病人本身所冒移植後的排斥風險也遠比移植異體心臟小很多。 
 
美國研究人員查克·默裏等人在 2007 年 9 月號《自然·生物技術》雜誌上撰文說，他們成

功利用人胚幹細胞修復了實驗鼠受損的心肌，這一進展為用幹細胞技術治療人類心臟病帶來

了希望 9。美國華盛頓大學和傑龍生物醫藥公司的研究人員首先誘導實驗鼠發生心臟病，然

後在其體內植入由人胚幹細胞分化成的心肌細胞，實驗結果發現，一段時間後，實驗鼠受損

的心肌開始重新生長，整個心臟的功能也有所改善。華盛頓大學的查克·默裏說，他們的實驗

結果“特別重要”，因為心臟病患者發病後的主要問題之一，就是心臟受損不能復原，新實驗

結果表明，幹細胞療法有可能使受損心臟恢復正常，由此可知在治療心血管疾病上血管內皮

幹細胞是相當具有遠景。 
 
胚幹細胞理論上能分化成各種類型的細胞，但在實際操作時，通常僅有不到 1%的胚幹

細胞能分化為心肌細胞，而且移植後這些心肌細胞大多死亡 9，用幹細胞治療心臟血管疾病

的研究在此之前一直受阻於這難題，查克·默裏等人的新實驗在解決上述問題取得了突破。首

先，研究人員在幹細胞培養過程中加入了兩種生長因子，使得胚幹細胞分化為心肌細胞的成

功率達到 90%；其次，他們在心肌細胞移植時混入多種細胞滋養因子、生長因子和抑制細胞

死亡的成分，使移植成功率從過去的 18%上升至 100%，研究人員表示，他們計劃下一步對

豬和羊等大型動物進行類似實驗，預計兩年內開展人體早期臨床研究，無疑地，幹細胞將為

心臟血管疾病患者帶來莫大的福音。 
 

六、造血幹細胞臨床應用 

 臨床上針對惡性血液疾病的治療方式，不外乎為放射性療法與化學性療法兩種，藉此來

抑制殺死惡性腫瘤細胞，到了 80 年代，骨髓移植成為治療惡性血液疾病之造血支持治療的

主要措施，藉此重建修復被破壞的造血與免疫系統，由於臍帶血中含有豐富的造血幹細胞，

1988 年醫學界成功地利用人類臍帶血移植治療貧血症，從此開創了臍帶血移植的先例。 
 
一般認為造血幹細胞除了造血功能外，多項研究發現造血幹細胞有著令人興奮的跨胚層

分化能力，其能夠分化成為非血液系統的細胞，如神經細胞、血管內皮細胞或心肌細胞等
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10,15。另外，它還有一項令人驚訝的特性，就是能夠攻擊腫瘤細胞。推測原因在於新移植的

異體造血幹細胞，能夠在患者體內建立一套新的免疫系統，進而對癌細胞產生毒殺作用，即

所謂的 Graft-Versus-Tumor，因而消滅或抑制腫瘤生長。 
 
當造血幹細胞分化為血液細胞後，是屬於全身性的分佈與循環，因此利用造血幹細胞做

為基因治療的標的細胞，也勝於其他種類的幹細胞之優點，因此當前許多基因治療的計畫，

都是以造血幹細胞為主要的研究對象 12。經過五十多年來的造血幹細胞研究與臨床試驗，目

前，造血幹細胞已成為最被人們所了解的幹細胞，並且也是應用最廣的幹細胞。 
 

七、未來的挑戰與展望 

相對於生物學家對人類胚幹細胞的厚愛，許多團體卻對人胚幹細胞的研究有道德的質

疑，例如在建立人胚胎幹細胞株時，必須使用體外人工受精胚囊，然後再從內質團（inner cell 
mass）裡分離出人胚幹細胞培養，這種培育過程具有一定程度的道德爭議。因此，除了人胚

幹細胞與成體幹細胞的多能性幹細胞外，日本山中伸彌的研究小組發表”誘導式多能性幹細

胞” （induced pluripotent stem cells, iPS cells）的建立，能將小鼠纖維母細胞誘導成類胚幹

細胞，此種類胚胎幹細胞還能形成嵌合體（chimera）。為了能精確地將纖維母細胞轉變成

胚幹細胞，他們使用四個轉錄因子，並利用另一個表現在胚幹細胞裡的分子 Nanog 作為鑑定

誘導式多能性幹細胞的標記，今年他與英國的古爾登（John Gurdon）同樣在幹細胞研究領

域開創性的成就，他們「發現成體細胞經重新編程，可成為誘導式多能性幹細胞（iPS 細胞），

具備胚胎幹細胞功能，可分化形成其他型態的細胞，革新了人類對細胞和生物如何發展的認

識」，同獲 2012 年諾貝爾「生理學或醫學獎」的殊榮。 
近幾年來，對幹細胞的基礎研究和臨床前應用研究均取得了可喜的進展，幹細胞之所以

吸引人，其魅力莫過於能「再生新的細胞」；但相對來說，精確誘導分化的調控機制也就成

為目前幹細胞研究的重大難題。隨著不斷的研究，仍有許多問題未能明確，如︰人體如何能

獲得足夠移植的幹細胞？移植進入人體的幹細胞與體內原有的細胞相互作用與影響？移植幹

細胞能否在體內順利增殖分化？其關鍵因子是什麼？幹細胞移植到動物體內後是否有潛在的

致瘤性？這些都有待深入研究和解決。 
 
神經幹細胞的研究和臨床應用方面的價值日益成為中樞神經系統退化疾病、腦脊隨損傷

與再生醫學研究的焦點，神經幹細胞移植無疑將成為各種疾病的治療帶來希望的曙光。然而

腦內神經元種類繁多且功能極為複雜，不同功能的神經元分佈在腦內不同部位，透過合成及

釋放神經傳遞物質以發揮各自獨特的功能，又相互整合神經網絡的訊息。因此，即使誘導神

經幹細胞分化成我們想要的神經細胞，細胞本身是否具有生理功能性，能否與周圍的神經形

成適當的網絡，整合執行該有的生理功能，這些都是當前迫需解決的問題。 
 
總之，幹細胞移植對於治療糖尿病、心臟血管疾病、肝臟疾病、神經退化性疾病或對目

前常規方法難以見效的其他疾病，除了提供另一選項以外，也提供研究學者更廣闊的思路和
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誘人的前景，但是，要將幹細胞治療大量用於臨床治療之前，科學家還有一些關鍵問題需要

解決，或許將來幹細胞的研究與應用能提供再生醫學一個較佳的解決方案。 
 
綜合前面所述，目前幹細胞的來源、分離、培養及鑑定還有許多研究工作待突破，幹細

胞之誘導、分化及遷移機轉也有待進一步研究 13,19。雖然臨床幹細胞應用中還存在許多未解

決的問題，但由於其廣泛的應用前景，仍成為目前科學界研究最重要的焦點之一。若以病患

的細胞訂製胚幹細胞，並能誘導分化成特定的細胞，就可以自體修補損傷或退化的細胞，而

不用擔憂免疫排斥問題，因此，未來在培養的人胚幹細胞加入某些特定生長因子，就可能培

養出心臟細胞、神經細胞、胰臟細胞等等，來治療這些受傷的器官及組織。目前，幹細胞移

植到臨床前動物身上，已經有相當好的成果，但是應用在人身上是否也會有同樣的功效，還

有等待未來的發展證實。生物學家目前已能利用各種適當的細胞訊息傳遞分子，在培養皿裡

忠實地將人胚幹細胞引導成為各種不同的體細胞（例如運動神經元，多巴胺分泌神經元，肝

臟細胞等）。這也是為何大家對於人胚幹細胞寄予厚望，希望有朝一日胚幹細胞能完成治癒

人類各種難纏的糖尿病、心臟血管疾病與神經退化性疾病的夢想。 
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第十一章 

幹細胞之生技產業運用 

Commercialization of stem cell technology 

陳婉昕 

工業技術研究院 生技與醫藥研究所 

 

一、前言 

幹細胞（stem cells）因具有自我更新（self-renewal）與分化為成熟組織細胞的能力，

又可取自人體，於體外培養誘導分化後，呈現人類組織細胞之特性與功能，故具有基礎醫學

如胚胎發育與疾病細胞機制探討，以及臨床醫療如藥物篩選與移植醫療應用之潛力 1-2。其展

現的應用潛力，不僅引起研發的熱潮，各國政府均投入大量研發經費，更帶動私人資金之投

入，一些與幹細胞有關之產業，包括研發市場與與大家寄予厚望之醫療應用，開始形成。而

幹細胞因為來源、分化潛力、分離、培養技術難易度不同，現皆段之臨床醫療應用時程不盡

相同，故各個公司之標的與經營模式亦有所不同，本章將就目前幹細胞相關產業之現況及政

策法規等做一簡單之概述。 
 

二、幹細胞的來源、特性與應用 

1. 幹細胞的分類 

幹細胞依在體內發育的階段與分化潛力的不同，可分為萬能分化潛能（totipotent），複

能分化潛能（pluripotent）與多分化潛能（multipotent）細胞 3。 
（1） 萬能分化潛能的細胞擁有最廣的分化潛力，可發育為一個新的個體以及發育為

個體所需的母體組織如胎盤之中來自胚胎之部分，此類細胞如受精卵（zygote）； 

（2）  複能分化潛能的細胞可發育為組成成體的所有二百六十餘種細胞，包括內、中、

外三胚層與生殖細胞，此類細胞如胚胎幹細胞（embryonic stem cells）以及胚

胎生殖細胞（embryonic germ cells） 

（3） 多分化潛能細胞分化能力有限，僅可分分化為數種成熟之組織細胞，如成體幹

細胞。 
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2. 幹細胞的來源 

幹細胞依其取得的組織來源，可分為: 
（1） 胚胎組織：此類細胞均為複能分化潛能的細胞，如 
（a） 胚胎幹細胞：在人類，為取自發育四至五天囊胚期（blastocyst）內細胞團塊（inner 

cell mass）的細胞，每顆內細胞團塊分離培養出的細胞都是胚胎幹細胞。 
（b） 胚胎生殖細胞：在人類，為取自 5-10 週胚胎組織中，將發育成生殖腺的細胞。 
 

（2） 成體與胎兒組織：幹細胞只佔其中約 0.001%（成體組織）至 1%（胎兒組織）的

比例，為多分化潛能細胞，依所取得之部位分可分為： 
（a） 骨髓（bone marrow）:含有造血幹細胞（hematopietic stem cells），可分化為

血液中各種細胞，1990 年代開始，進行骨髓移植治療血癌，即是利用骨髓內含

有此類幹細胞之特性；  1999 年後，發現骨髓內並含有間質幹細胞

（mesenchymal stem cells），可分化為軟骨、硬骨、肌肉與脂肪細胞等。 
（b） 臍帶（umbilical cord）:包括臍帶血（umbilical cord blood），其中亦含有造血

幹細胞與間質幹細胞，近年來並發現臍帶部分含有豐富之間質幹細胞，可分離

應用。 
（c） 成體幹細胞（adult stem cells）：其他存在於成體組織中之幹細胞，如脂肪組織、

神經、心臟、皮膚與肝臟組織。 
（d） 胎兒幹細胞：存在於胎兒組織中的幹細胞。 
 

另外有一類幹細胞此章之中不會討論，那就是腫瘤幹細胞（cancer stem cells）,
這是很新、很重要的一個領域，將來的研發將會帶出癌症機轉之新觀念並衝擊到抗癌

藥物之開發。但因其無法應用於細胞移植醫療，故此章中不予討論。 
 

3. 幹細胞之特性與應用 

如上所述，幹細胞依其來源與分化潛能不同，特性不盡相同，目前研發與應用方向也不

盡相同。一般而言，取自胚胎之幹細胞分化潛力廣，體外長期培養、量產相對容易，細胞生

命週期相對年輕，但有道德倫理議題，細胞需經誘導分化後才可進行移植醫療，否則會形成

畸胎瘤（teratoma），並有免疫排斥問題待解決，但其寬廣的分化潛能，是成體幹細胞所不能

及的，所以吸引許多人的研究，也有一些公司投入其臨床應用包括藥物篩選與細胞移植醫療

之研發。 
成體組織的細胞分化潛力較有限，體外不易長期培養與量產，生命週期較老，但因其較無

道德倫理議題，又可取自自體，直接進行細胞移植醫療，沒有免疫排斥問題，所以目前已經

進行臨床試驗或甚至有產品上市的幹細胞醫療公司，多是以此為標的，尤其是取自骨髓之幹

細胞，目前醫療應用最多，但是自體移植這類個人化的產品模式，因為成本昂貴，會限制將

來的市場發展，所以異體移植是成體幹細胞目前研發方向之一。而骨髓間質幹細胞因具有免
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疫調節之功能，故為極具潛力的應用標的，亦有些公司利用其特性，進行臨床試驗。 
 

三、幹細胞於基礎醫學研發與臨床應用之技術發展 

如圖一所示，幹細胞具有基礎醫學如胚胎發育與疾病細胞機制探討，以及臨床醫療如藥

物篩選與移植醫療應用之潛力，針對這些應用目前正發展相關技術，包括細胞分離、培養、

大量培養、分化誘導、轉譯研發（translational study）試驗、臨床前動物試驗與臨床試驗。

要進行臨床試驗或藥物研發商品化前，這些技術的開發每個環節都十分重要，不同細胞並有

不同執行方法，比如成體幹細胞要進行細胞醫療，可抽取後直接打回病人體內，不需經過培

養分化，但是人胚幹細胞則必須經過誘導分化，使其失去因自發性分化形成畸胎瘤的能力後，

才可進行移植醫療。而不同的應用所需細胞不同，量產上也是需要考慮的。而人胚胎幹細胞

因體外長期培養、量產相對容易，所以進行藥物研發與毒性篩選應用者，多是使用人胚胎幹

細胞。所以一個產品之開發，需對不同幹細胞特性、科學上研發進展、產品最終標的，有非

常清楚之瞭解，這張圖簡單介紹各種應用可能需要的相關技術，也是學術界與產業界正積極

進行之研發方向。 

 

細胞分離、純化 

研究發育

與分化之

基因調控 

人類疾病

細胞模式 

幹細胞       

細胞培養、（量產）、誘導分化 

特定組織之細胞 

藥物開發與

毒性測試 

臨床醫療應用 

胚幹細胞等：轉譯研發 

臨床前動物試驗、臨床試驗 

臨床醫療應用 

成體幹細胞：轉譯研發 

臨床前動物試驗、臨床試驗 

圖一、幹細胞於基礎醫學研發與臨床應用之技術發展 
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四、各國幹細胞研發應用相關法規 

 
所有產品要商業化的第一步就是要符合相關法規，幹細胞產品除要符合相關醫療法規，

確保使用安全、有效性外，針對胚胎幹細胞，並因國情不同，有不同之研究應用相關規範，

故而進行產品技術研發前，必須瞭解當地的相關規範。以下就此議題簡單介紹。 
 

1. 世界各國對胚胎與胚胎幹細胞研究之政策 

 
全世界對胚胎與胚胎幹細胞研究之政策規範，依各國宗教、歷史背景，可進行不同

程度之研究，大家的共識是不能進行複製人之研究，其他根據陳英鈐教授所譯之 LeRoy 
WATERS 資料，將之分為六類，以下就此六類討論之： 

 
 第一類 禁止所有人類胚胎研究：如愛爾蘭、奧地利、波蘭、挪威、哥斯大黎

加、梵諦岡。 
 
 第二類 只允許研究現有的胚胎幹細胞株，不得進行人類胚胎研究與製造新的

胚胎幹細胞株，如德國 
 
 第三類 允許使用流產或人工生殖的剩餘胚胎，製造新的胚胎幹細胞株，如加

拿大、以色列、日本、澳洲、印度、瑞士、巴西。 
 
 第四類 允許使用剩餘胚胎，以及特別為研究目的，以體外受精方式（IVF）製

造胚胎進行研究，如英國、比利時、新加坡（需逐案審查）。 
 
 第五類 允許使用剩餘胚胎，以及特別為研究目的，以體細胞核轉移至人類卵

細胞或受精卵方式製造胚胎進行研究：英國、比利時、瑞典、韓國（總統批准）、以色

列（逐案審查）、印度（逐案審查）、新加坡（逐案審查）、臺灣（逐案審查）、中國。 
 
 第六類 允許使用剩餘胚胎，以及特別為研究目的，將人類體細胞核轉殖至非

人類卵細胞裂造胚胎進行研究：中國 
 
至於美國，其聯邦政府經費補助之研究限於第二類。但私人經費以及有些州政府經

費，如加州州政府則不受限於第二類研究，可進行新的胚胎幹細胞株建立與體細胞

核轉移研究。 
 
臺灣行政院衛生署於 2002 年 2 月 19 日公告「胚胎幹細胞研究的倫理規範」使胚胎
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幹細胞研發有倫理規範可尋，之後經各界廣泛、長時間討論後，於 2007 年 8 月 9 日修訂並

公告「人類胚胎與胚胎幹細胞研究倫理政策指引」，全文如圖二所示，草案並送立法院審議中。 
 
 
 

一、 人類胚胎及胚胎幹細胞研究（以下簡稱胚胎及其幹細胞研究），應本尊重及保障人性尊

嚴、生命權之原則及維護公共秩序善良風俗為之。 

二、 胚胎及其幹細胞研究應遵守政府有關法令之規定。 

三、 胚胎及其幹細胞研究不以下列方式為之： 

（一） 使用體細胞核轉植技術製造胚胎並植入子宮。 

（二） 以人工受精方式，製造研究用胚胎。 

（三） 製造雜交體。 

（四） 體外培養已出現原條之胚胎。 

（五） 繁衍研究用胚胎或將研究用胚胎植入人體或其他物種之子宮。 

（六） 繁衍具有人類生殖細胞之嵌合物種。 

（七） 以其他物種細胞核植入去核之人類卵細胞。 

四、 胚胎及其幹細胞來源，應為無償提供之自然流產、符合優生保健法規定之人工流產、人

工生殖剩餘胚胎，或以體細胞核轉植製造且尚未出現原條之胚胎或胚胎組織。 

五、 胚胎及其幹細胞來源之取得，應於事先明確告知同意事項，經提供者完全理解後，依自

由意願簽署書面同意書後為之。 

六、 以人類卵細胞進行體細胞核轉植研究，應為依法施行人工生殖之剩餘卵細胞，且經受術

夫妻或捐贈人書面同意；或經告知成年婦女並取得其書面同意捐贈之卵細胞。 

前項卵細胞之提供者，應具行為能力，且不得與計畫主持人有職務上之關係。 

七、 胚胎及其幹細胞研究計畫應經研究機構倫理委員會或委託其他機構之研究倫理委員會審

查通過後為之。 

前項審查，應注意下列事項： 

（一） 研究計畫須符合促進醫療與科學發展、增進人類健康福祉及治療疾病之目的。 

（二） 難以使用其他研究方法獲得成果。 

（三） 計畫內容具備科學品質並符合倫理要求。 

 

圖二、「人類胚胎與胚胎幹細胞研究倫理政策指引」，衛署醫字第 0960223086 號公告

http://dohlaw.doh.gov.tw/Chi/FLAW/FLAWDAT0202.asp 
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  2. 幹細胞臨床醫療應用相關法規 

隨著幹細胞研發進展，有些科學證據，大多是來自體外與動物試驗，顯示其於臨床移植

醫療之效果，故各國紛紛進行針對幹細胞臨床醫療應用制訂相關法規，以準備其於人體醫療

之驗證與實施，法規之宗旨均在於確保此細胞醫療技術於人體使用之安全與有效性。美國藥

物與食品檢驗局（U.S. Department of Health and Human Services Food and Drug 
Administration (FDA)）之中 Center for Biologics Evaluation and Research（CBER）為負責

規範與查驗之單位，相關規範可由網站 http://www.fda.gov/cber/guidelines.htm 參考

「Guidance for Reviewers Instructions and Template for Chemistry, Manufacturing, and 
Control (CMC) Reviewers of Human Somatic Cell Therapy Investigational New Drug 
Applications (INDs)」，而臺灣衛生署則於 2002 公告人體細胞組織優良操作規範（91.12.13
衛署醫字第○九一○○七八六七七號公告），並於 2003 年公告「體細胞治療人體試驗申請與

操 作 規 範 」 （ 衛 署 醫 字 第 ○ 九 二 ○ 二 ○ 二 四 七 七 號 公 告 ， 全 文 詳 網 址

http://dohlaw.doh.gov.tw/Chi/FLAW/FLAWDAT01.asp?lsid=FL027594）以確保細胞治療產

品之安全與有效性。另外針對「細胞與材料/藥物」或者是「細胞與醫療器材」之複合產品，

則除細胞本身受此規範，與其並用之產品亦需合乎其於人體使用之規範。 

 

五、幹細胞產業現況 

自從 1998 年美國科學家 James Thomson 第一次成功於體外分離培養人胚幹細胞後 1，

因其展現的生長與分化潛力，對於許多目前沒有藥物或醫療方式的重症疾病，開啟了無限的

醫療新希望，故而在全世界引起一股對幹細胞研發之熱潮，各國政府紛紛投入大量研究資源，

而民間資金亦隨之投入，私人公司開始成立，一股新興的產業悄悄萌芽。 
政府經費的投入方面，美國聯邦經費中，NIH於2006年於幹細胞相關研發經費共美金6.43

億元（約臺幣 212 億），而加州政府於 2005 年底通過公投，同意舉債，每年 2.95 億美元（約

97 億臺幣）共十年，支助幹細胞研發經費，包括人胚幹細胞與成體細胞，此舉不僅吸引許多

科學家，也促成一些幹細胞相關公司於加州的成立與研發。英國、以色列、瑞典、新加坡、

加拿大、韓國與中國在這方面也很積極。 
根據 Frost & Sullivan 2004 的市場報告，全球共有超過 200 個公司與學術機構從事幹細

胞相關研發工作,並快速成長。而據統計全球直接從事幹細胞研究與產品開發的，較有規模的

公司在 2004 年大於 50 餘家，雖然有些公司因資金耗盡而倒閉，但又有更多成立，故至 2006
年已超過 100 家，這些公司，尚不包括提供幹細胞研發試劑、工具的公司。而公司標的包括

人胚幹細胞與成體幹細胞，應用領域涵蓋細胞儲存（cell banking），細胞放大，藥物研發，

藥物毒性測試與細胞醫療。這些公司最終目標大多是進行細胞醫療，但在這長期研發時程之

中，因為公司資金籌募之故，為維持公司持續之經營，有許多營運模式，其中一種是混合商

業模式，即利用既有正在開發之技術，順便提供服務以賺取收益，例如 Cambrex Bioscience
以其分離間質幹細胞之技術提供販售人骨髓間質幹細胞，以及培養液，並提供 cGMP 設備

供人類細胞之生產。又如 Cellartis AB 販售開發之人胚幹細胞株與繼代培養切割工具。另外

http://www.fda.gov/cber/guidelines.htm�
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這一、二年有些具潛力的小公司，被大公司收購。 
  
茲依公司產品應用領域，將幹細胞相關產業與公司分成三類介紹之： 
 

1. 開發幹細胞研發所需之試劑與工具的公司： 

 
幹細胞許多領域都還在研發階段，所以如培養液、培養基質、抗體、細胞來源、細

胞生長與分化所需之生長因子與試劑等，目前需求量極大，如前所述，各國政府與民間

甚至公司挹注龐大經費於幹細胞之研發，且金額正急速增加中，其中有大半經費將會用

於採購研發耗材，包括試劑與工具等，所以幹細胞的研發市場是目前極大的一個產業契

機，原本經營細胞研發試劑的公司，紛紛投下大量資金，採取不同策略，希望可以搶攻

幹細胞之研發市場。以培養液為例說明之，見表三與表四， 
 
 
表一、細胞培養液等相關試劑 2005 年營業額與市占率前幾名的公司 4 

 2005 年營業額  市場佔有率 
公司 單位：億美元 百分比 
Invitrogen 4.62  36% 
Sigma-Aldrich 2.62 20% 
Fisher Scientific 1.90 14% 
Cambrex 1.50 11% 
Serologicals 1.36 10% 
Others 1.00 9% 
Total 13       100% 

 
 
表一顯示 2005 年細胞培養液等相關試劑年營業額與市占率前幾名的公司，分別是

名列第一的 Invitrogen，市占率 36%,，2005 年營業額 4.62 億美金（約臺幣 153 億元），

Sigma-Aldrich 第二，市占率 20%，2005 年營業額 2.62 億美金（約臺幣 87 億元），而

Serologicals 則以市占率 10%，年營業額 1.36 億美金（約臺幣 45 億元）居於第五，由

表二可知，此公司 2005 年併購 Specialty Media，並與專營幹細胞研發試劑的 Chemicon
公司合併，而後於 2006 年被 Millipore 併購，Millipore 這二、三年積極切入幹細胞研發

市場，藉由併購專營幹細胞研發試劑、工具，如培養液、培養基質、生長因子 LIF（leukemia 
inhibitory factor）與幹細胞特有抗體等的公司 Serologicals Corporation_Chemicon，使

其能快速跨入此領域，並率先於 2007 年上旬推出第一個無異種成分（Xeno-free）的人

胚幹細胞培養液。而 Invitrogen 則於 2006 年 6 月宣布，已向全球最大的人胚幹細胞研

發公司 Geron Corporation 取得授權，可開發、製造與銷售人胚幹細胞培養相關試劑，
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於 2007 年下半年推出人胚幹細胞無滋養層培養液與基質。另外 Sigma-Adrich 於 2006
年 10 月宣布已開發一種神經幹細胞增生之培養液 4。 

 
 

表二、幹細胞研發市場主要公司 4 

公司 與幹細胞相關訊息 
Invitrogen 1. 2005 年併購以研發市場所需之檢驗試

劑與抗體（含幹細胞特有抗體）為主要

業務的公司 BioSource International 
2. 2006 年並取得向全球最大的人胚幹細

胞研發公司 Geron Corporation 取得授

權，可開發、製造與銷售人胚幹細胞培

養相關試劑 
3. 2007 年推出人胚幹細胞無滋養層培養

液與基質 
Sigma-Aldrich_ JRH 
Biosciences 

1. 2005 年併購以細胞培養液、試劑與培養

技術開發為主要業務的公司 JRH 
Biosciences 

2. 2006 年開發一種神經幹細胞增生之培

養液。 
Millipore Corporation_ 
Serologicals Corporation_ 
Chemicon 

1. 2005 年併購以幹細胞細胞培養液、試劑

生長因子與抗體為主要業務的公司

Serologicals 
2. 2007 年推出全球第一個無異種成分的

人胚幹細胞培養液 
 
 

2. 開發幹細胞技術產品應用於藥物毒性測試與藥物研發 

利用人幹細胞可分化為成熟有功能性的組織細胞之特性，使其成為人的組織細胞，可提供

體外測試平臺，進行藥物有效性與安全性測試。例如 Cellular Dynamics International . Inc 
（http://www.cellular-dynamics.com/），這個 2005 年由 Dr. James Thomson（全世界第一個

成功於體外分離培養人胚幹細胞的科學家 1），Dr. Crig January 與 Dr. Tim Kamp 等科學家與

Tactics II 創投成立的公司，利用 Thomson 與 Kamp 開發的技術，將人胚幹細胞誘導分化為

人心肌細胞（cardiomyocytes），希望能應用於藥物安全與有效性的篩選，包括對心臟之毒性

測 試 ， 提 升 藥 物 臨 床 試 驗 的 成 功 率 。 另 外 如 VistaGen Inc. 
（http://www.vistagen.com/htm_pages/homepage.htm）也利用人胚幹細胞技術提供藥物篩

選與研發平臺，初期鎖定治療糖尿病與中樞神經系統之藥物。而瑞典公司 Cellartis AB 
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（http://www.cellartis.com/）亦致力開發人胚幹細胞技術應用於藥物研發與毒性測試以及再

生醫學，第一階段為誘導分化為肝臟細胞與心肌細胞進行藥物研發與毒性測試。 
 

3. 開發幹細胞技術與產品應用於細胞治療 

      細胞治療是所有幹細胞公司的最終目標，根據 2006 cell therapy commercialization 
D&MD 市場調查報告，目前細胞治療市場美國約為 2 億美金，歐洲為 3 億美金，並快速成

長當中，預估至 2011 年美國約為 2.8 億美元，歐洲為 4.6 億美元，其中人胚幹細胞占約 20%
成體幹細胞約 45%，細胞移植相關器材用品占 20%。而根據 stem cell analysis and market 
forecast 2006-2016 報告，全球幹細胞相關產品市場在 2011 年為 13 億美元，2016 年將會

達 80.5 億美元，而治療標的以整形外科（orthopedic indications）占最大比例約為 30-40%,
其次是糖尿病，抗發炎，神經修復，心血管疾病，牙科治療與其他疾病。並預估 2016 年至

少會有 16 個幹細胞產品通過 FDA 審核，用於疾病醫療上，屆時將會有上千個醫生使用於

治療上百萬個病人 5。表五列出幾個已有細胞治療產品上市之公司，表六則是細胞治療產品

已進入臨床試驗之公司，表七為以人胚幹細胞相關技術為產品並積極進行細胞治療技術產

品開發的公司，主要是幹細胞治療的公司，由這些資料可看出目前已有產品或以進入臨床

試驗者多是利用成體幹細胞，其中又以間質幹細胞為主，治療標的主要是心臟（尤其是心

肌梗塞）、中樞神經、軟硬骨之修復。而美國 Osiris Therapeutics 更利用骨髓間質幹細胞有

免疫調節功能的特性，開發應用於醫療移植排斥引起的嚴重反應（graft-versus-host 
disease），且已進入臨床試驗第三期，表示已通過第一期（phaseI）安全性測試，第二期 
（phase II）小樣本有效性測試，所以可進入第三期（phase III）大樣本有效性測試，目前

結果良好， 一般來說，第三期試驗結果證實有效、安全後，技術產品即可上市。 
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表三、有細胞治療產品上市的公司 6 

公司/所在地 細胞種類 治療標地 產品狀況/商品名 
Genzyme 
Cambridge,美國 

軟骨細胞

（Chondrocytes） 
修復軟骨損傷 
（cartilage 
defects） 

上市(Carticel) 

CellTran 
Sheffield,英國 

角質細胞

（Keratinocytes） 角膜

細胞（corneal cells） 與 
黑色素細胞

（melanocytes） 

燒燙傷，糖尿病

引起之創傷 
上市 (Myskin) 
a polymer 
combined with 
autologous 
keratinocytes 

Organogenesis 
Canton,美國 

角質細胞

（Keratinocytes）與纖

維母細胞（fibroblasts） 

慢性創傷 上市 (Apligraf) 

TheraVitae 
Bangkok, Thailand and 
Ness Ziona,以色列

http://www.theravitae.co
m 

周邊血裏的血管生成前

軀細胞（Angiogenic 
precursor cells from 
peripheral blood） 

心臟疾病 
 

上市 (VesCell，泰

國) 

ViaCell 
Cambridge,美國 

臍帶血幹細胞（Cord 
blood stem cells） 

血液疾病、心臟

疾病、糖尿病、

中風 

上市 (Viacord, 
pediatric 
transplantation 
product) 

Vet-Stem 
Poway，美國 

馬匹的脂肪組織幹細胞

（Horse 
adipose-derived stem 
cells） 

修復馬匹的韌

帶、肌腱損傷 
上市 (Vet-Stem 
Stat stem cell 
collection and 
transplant service 
for horses) 

 
 
表三所列有細胞治療產品上市的公司中，可看出全世界第一個經 FDA 審核通過上市之細

胞治療產品是 Genzyme 的 Carticel，這是一個利用軟骨細胞修復關節受損之商品。而

TheraVitae 在泰國上市的產品 VesCell，則是利用周邊血裏的血管生成前軀細胞（Angiogenic 
precursor）修復心肌梗塞之病人。ViaCell 是美國那斯達克（Nasdaq）股票上市公司，美國

最大的臍帶血收集公司，除了開發利用臍帶血幹細胞治療血液疾病、心臟疾病、糖尿病外，

也利用其冷凍、儲存細胞技術，發展冷凍保存卵子的技術產品（Viacyte）正在跟 FDA 申請

510K 審核後預計上市。而 Vet-Stem 則是鎖定馬匹（尤其是賽馬）為治療對象，抽取馬匹的

脂肪組織幹細胞修復韌帶、肌腱， 
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表四、產品已經在進行臨床試驗的公司 6 

公司/所在地 細胞來源 治療標的 臨床試驗狀況 
TiGenix 
Leuven,比利時 

軟骨細胞與間質幹

細胞（Chondrocytes 
and MSCs） 

骨關節炎, 軟骨、心肌損

傷、肌肉萎縮 
Phase III  

Aastrom Biosciences 
Ann Arbor，美國 
http://www.aastrom.com/ 

骨髓幹細胞（Bone 
marrow-derived 
stem cells） 

骨頭移植、血管組織、

軟骨組織修復 
PhaseI&III (US, 
Spain), (Germany) 
Phase I/II  
Phase I/II  

Osiris Therapeutics 
Baltimore，美國 
http://www.osiristx.com/a
bout.php 

骨髓間質幹細胞

MSCs from bone 
marrow 

移植排斥引起的嚴重反

應（Graft-versus-host 
disease）、心肌受損、

新月形膝關節受損 

Phase III (US) 
(US) 
Phase I/II (US) 

BioHeart 
Sunrise，美國 

骨骼肌（Skeletal 
muscle cells） 

心肌梗塞引起心臟衰竭 PhaseI/II (US, 
Europe) 

GenVec 
Gaithersburg，美國 

骨骼肌之肌肉母細

胞（Myoblasts from 
skeletal muscle） 

心臟衰竭 PhaseI  

Stem Cells 
Palo Alto，美國 
 

由腦、肝臟與胰臟取

得之神經幹細胞

（Neural stem cells 
from brain, liver, 
and pancreas） 

中樞神經併發症引起的

代謝異常 
IND  

Vesta Therapeutics 
Durham，美國 

肝細胞與肝臟前軀

細胞（Hepatocytes 
and hepatocyte 
progenitor cells） 

肝臟疾病 Phase I (US) 

 
 
    表四中可看出產品已經在進行臨床試驗的公司，治療標的多是軟、硬骨與心臟方面的疾

病，所使用的細胞多是成體幹細胞，包括 Astron Biosciences 利用骨髓間質幹細胞進行骨組

織修復已進行到臨床試驗第三期，Osiris Therapeutics 也利用骨髓間質幹細胞除了進行前段

介紹的用於醫療移植排斥引起的嚴重反應，另外於 2006 年開始進行異體移植治療心肌梗塞

臨床試驗第一期。Stem cells Inc.則是利用神經幹細胞來治療中樞神經、肝臟與胰臟的疾病，

它也是個美國那斯達克股票上市公司。 
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表五、以人胚幹細胞相關技術為產品的公司 

公司 
經營方向 

Geron 
Menlo Park, California and 
Edinburgh，美國 
http://www.geron.com/ 
Nasdaq:GERN 
 

1. 以人胚幹細胞相關技術進行細胞

治療脊髓損傷、心衰竭、糖尿病、

關節炎等 
2. 藉由調控染色體終端酵素進行包

括癌症之醫療（telomerase 
regulation therapeutics） 

ES Cell International 
Singapore， 新加坡 
http://www.escellinternational.com/ 

1. 以人胚幹細胞相關技術進行細胞

治療糖尿病、心衰竭、退化性神

經病變 
2. 提供人胚幹細胞株 

Cellartis AB 
Goteborg, Sweden 
http://www.cellartis.com/ 

1. 開發人胚幹細胞技術應用於藥物

研發與毒性測試 
2. 人胚幹細胞量產與品質提升 
3. 提供人胚幹細胞株 

 
表五則是列出以人胚幹細胞相關技術進行細胞治療為產品的公司，其中最大的是美國

美國那斯達克股票上市公司 Geron，它開發利用人胚幹細胞衍生細胞進行移植醫療的技術

與產品之腳步，居於世界之冠，公司經營策略是與學術、研發機構密切合作，其豐富優異

的期刊論文，包括數篇在 Nature Biotechnology7，The Journal of Neuroscience8 ，Stem 
cells 等知名國際期刊發表者，以及佈局完整、品質優良的專利，涵蓋了人胚幹細胞培養、

分化、移植排斥、醫療應用等範圍，醫療應用中含括了神經、心臟、軟硬骨、肝臟、糖尿

病等疾病，使得公司發展有極為優厚、獨特的利基，這也是為何 Invitrogen 要於 2006 年向

其取得授權，開發、製造與銷售人胚幹細胞培養相關試劑。Geron 並率先在 2004-2005 年

著手建立符合臨床使用優良操作規範 GTP 等級的細胞，並與 University of California at 
Irvine 的 Hans S. Keirstead 合作，將人胚幹細胞分化為寡突前軀細胞（oligodendrocyte 
progenitor cell）9，而後將人胚幹細胞衍生的寡突前軀細胞（human embryonic stem 
cell-derived oligodendrocyte progenitor cell）植入脊髓損傷的大鼠體內，發覺可以幫助修

復受損神經並恢復運動功能（locomotion）8，所以 2007 年即向美國 FDA 提出臨床試驗申

請，計畫利用人胚幹細胞衍生的寡突前軀細胞，移植醫療急性脊髓損傷的病人，若此人體

臨床試驗通過，將會是第一個人胚幹細胞技術應用於細胞移植醫療之產品，Geron 在這方

面，確實是開路先鋒。ES Cell International 則是利用澳洲莫爾本大學的人胚幹細胞技術，

在新加坡成立的公司，新加坡政府投入相當多經費，也是最大股東，除了建立的人胚幹細

胞株，於 2006 年宣布建立了無異種源污染的、GTP 等級的細胞株，可供臨床應用，公司

也致力於利用人胚幹細胞技術治療糖尿病。Cellartis  AB 除了之前所述開發人胚幹細胞技

術應用於藥物研發與毒性測試，也擁有 30 多個人胚幹細胞細胞株，其中 2 個是可於美國聯

http://www.geron.com/�
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邦政府經費支助下使用的，並有全世界第一個無異種源污染的人胚幹細胞細胞株，公司並

致力於人胚幹細胞量產與品質提升，包括發展自動化培養系統。公司的經營策略是與學術

界或產業界其他公司合作開發。 
 總結以上幹細胞相關產業狀況，可看到這個新興領域，在研發市場、藥物研發、毒性測

試以及細胞治療均有些產業與公司開始發展，研發市場目前多是些大公司投入，但藥物研發、

毒性測試以及細胞治療多是新成立的公司，而在幹細胞移植醫療方面，成體幹細胞已有些產

品，也有許多正在有明確法規的國家如美國，進行人體臨床試驗，甚至已經到第三期；人胚

幹細胞則正在起步階段，全世界第一個案例正在美國由 Geron 向 FDA 提出人體臨床試驗申

請。綜觀目前學術界於幹細胞科學研發與公司之技術發展，可見的未來，幹細胞必定會成為

一個有潛力的新產業。 
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immunosurgery 免疫手術法 3 
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insulin 胰島素 37 

in utero transplantation 子宮內移植 53 
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keratinocyte lineage  表皮角質細胞系 31 

kidney capture 腎臟 20 
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latent heat 潛熱 100 

Leukemia inhibitory factor (LIF) 

白血病抑制因子 
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ligand 配體 65 

liposomes 微脂粒 64,66 

liver bud 肝芽 38 

locomotion 運動功能 140 
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macrophage 巨噬細胞 35 

maghemite 磁赤鐵礦 65 

magnetite 磁鐵礦 65 

Magnetic Resonance Imaging (MRI)   

磁核共振影像系統 64,65,67,68 

mechanical dissection 機械式切割法 98 

mesenchymal tissue  間葉組織 32 

mesoderm 中胚層 28 

microenvironment 微環境 58,66 

micromanipulator 顯微操作器 21 

micrometer 微米 63 

microemulsions 微乳劑 63 

mitomycin C 絲裂黴素-C 10,11,30 

molecule diagnosis 分子診斷 64 

molecule image 分子影像 64 

mouse embryonic fibroblasts (MEF)   

小鼠胚胎纖維母細胞 2,9,11,12,13,21 

multilineage hematopoietic clonies 

多原性血球細胞株 

 

54 
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multiple sclerosis 多發性硬化 68 

multipotent 多分化潛能 129 

myoblast 肌母細胞 35 

 

N. 
nano-biomaterials 奈米生醫材料 63 

nanofibers 奈米纖維 66 

nanometer 奈米 63 

nanoparticles 奈米微粒 66 

nanotechnology 奈米科技 63 

nanowires 奈米線材 66 

Netcord 國際臍帶血網 106 

neuron 神經元 34 

  cholinergic 膽鹼性神經元 34 

  dopaminergic 多巴胺神經元 31 

  serotonergic 血清素神經元 34 

niche 利基 58 

nonreproductive cloning 非生殖性複製 80 

nucleoli 核仁 17,18 

 

O. 
oligodendrocyte(s) 寡突細胞 34,55,118 

oncostatin M (OSM) 抑瘤素 38,39 

ontogeny 發生學 50 

organic dyes 有機染劑 64 

organogenesis 誘導器官發育 33 

osteoarthritis 骨關節炎 68 

osteocyte 成骨細胞 34 

osteogenesis imperfecta 成骨不全症 53,110 

 

P. 
pancreatic bud 早期胰芽 37 

Parkinson’s disease 帕金森氏症 80 

particulate leaching 微粒造孔 89 

PBS 磷酸緩衝液 2,5,6,9,10 

peripheral myelin protein 周邊髓質蛋白 55 

photo decomposition 光解效應 65 

photonic crystal fiber 光子晶體纖維 67 

pipetteman 微量吸管 99 

pile-up 堆疊 18 

Platelet Derived Growth Factor 

(PDGF) 血小板衍生生長因子 

69,70 

pluripotency 多潛能分化特性 17,28 

pluripotent 複能分化潛能 1,121,129 

polycaprolactone 聚己內酯 87 

polyglycolide 聚甘醇酸 87 

polylactide 聚乳酸 87 

polymers 高分子聚合物 66 

Positron Emission Tomography 

(PET) 正子放射型斷層掃描術 

67 

postimplantation 著床 27 

primitive erythocyte 原始紅血球細胞 35 

programmable freezer 程式降溫儀 100 

progenitor 前驅細胞 31,36 

proliferation 無限制增殖 17,29 

protease 蛋白酶 2,70 

proto-oncogene 源致癌症基因 109 

pulsatile flow reacto 

r 悸動式生物反應器 

93 

 

Q. 
quantum dots (QD) 量子點 64 

quantum size effects 量子尺寸效應 64 

 

R. 
rapid prototype 快速成型法 89 

regenerative medicine 再生醫學 75,85 

reporter gene 報導基因 75 

reprogramming 再程序化 80 

retinoic acid 維甲酸 34 

rotating-wall vessels 旋轉式生物反應器 92 

RT-PCR 反轉錄聚合酶連鎖反應 19,20,21 

 

S. 
scaffold 支架 69,86 

Science Magazine 科學雜誌 49,50 
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shear-stress 剪切力 86 

signal transdufction 訊號傳導 29 

solute effect 溶質效應 97 

solvent 溶劑 65 
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75,111 

somatostatin 體抑素 38 

spectral karyotyping (SKY)  

螢光染色光譜之染色體分析法 

 

22 

spinal cord injury 脊髓損傷 53,80 

spontaneous differentiation 自發性分化 17 

stages-specific embryonic antigen 
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47,49,103,106,130 

  multipotent 複能性幹細胞 76 
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79 

  pluripotent (PSCs)    多潛能幹細胞 27,76 

  somatic 體源性幹細胞 27,76 

  totipotent (TSCs)全能性幹細胞 76 
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stem cell biology 幹細胞生物學 63 

stroke 中風 53,80 

substrate 基質 64 

subventricle zone (SVZ) 室管膜下區 121 

superparamagnetic 超順磁 64 

superparamagnetic iron oxide (SPIO) 

超順磁性氧化鐵奈米粒子 

 

65,68 

Surface Plasmon Resonance (SPR) 

表面電漿共振 

 

65 

suspension culture 懸浮培養 21 

synapse 胞突接合 32 

synovial tissues 清液組織 51 

 

T. 
targeted therapy 標靶治療 68 

tension 拉力 86 

teratoma 畸胎瘤 20,21,28,81,130 

testis 睪丸 20 

therapeutic cloning 治療用複製技術 75,121 

three-dimensional printing 三度空間列印 89 

tibialis anterior muscle 前脛肌 56 

tissue engineering 組織工程 67,85 

totipotent 萬能分化潛能 1,129 

toxicity 組織毒性 65 

trabecular bone 髓質骨 51 

transcription factor 轉錄因子 19,28 

transgenesis 基因轉殖 75 
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tumor growth factor β 乙型腫瘤生長因子 29 
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umbilical cord 臍帶 130 
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vascular endothelial growth factor (VEGF)  
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Z. 
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