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论　著

[摘要]　目的　探索胚胎干细胞体外向红细胞诱导分化过程中出现

的拟血岛结构中巨噬细胞的表型，以及拟血岛巨噬细胞对红细胞分化的

作用。方法　利用单细胞聚团拟胚体(Spin-EB)方法诱导人胚胎干细胞向

红细胞分化，流式细胞术和成像流式细胞术分析诱导体系中红系细胞和

巨噬细胞特征标志物的表达及细胞形态，实时荧光定量聚合酶链反应

(qRT-PCR)检测红系及巨噬细胞特征标记基因在转录水平的表达情况，

利用免疫荧光染色鉴定拟血岛巨噬细胞的表型，并分析拟血岛巨噬细胞

对红系细胞分化的作用。结果　吉姆萨染色结果显示，胚胎干细胞体外

诱导过程中出现了类似于体内红细胞发育中的血岛结构；免疫荧光染色

显示，此拟血岛结构为红系细胞(CD235a)围绕在巨噬细胞(CD68)的周

围。该拟血岛巨噬细胞表型为CD45+CD235a+CD163+CD169+CD106+(比

例为0.092%±0.013%)，与体内血岛巨噬细胞相似，流式细胞术结果亦

表明CD45 +CD235a +CD163 +CD106 +CD169 +的血岛巨噬细胞被CD235a +

红系细胞包围。去除拟血岛结构后诱导所得CD71+CD235a+细胞占比为

37.37%±1.68%，明显低于未处理组(46.97%±4.16%，P<0.05)。免疫荧光染

色结果显示，CD169+巨噬细胞周围的红系细胞表达CD43。结论　胚胎干

细胞体外红系诱导体系中可形成与体内血岛类似的拟血岛样结构，拟血岛

巨噬细胞可能通过CD169与CD43的相互作用促进体外红细胞分化。
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Erythroblastic island-like macrophages from human embryonic stem cells promotes erythroid 
differentiation
Li Xuan1,2, Wang Xiao-Ling1,2, Cui Tian-Tian1,2, Fan Zeng1,2, Zhao Ling-Ping1,2, Yan Hao1,2, Xu Zhen-Zhao1,2, He Li-
Juan1,2, Zhou Jun-Nian2,3, Wang Hai-Yang1,2, Zhang Biao1,2, Zeng Quan1,2, Xi Jia-Fei1,2*, Yue Wen1,2*, Pei Xue-Tao1,2*

1Stem Cell and Regenerative Medicine Laboratory, 3Experimental Hematology and Biochemistry Laboratory, Institute of Health 

Service and Transfusion Medicine, Academy of Military Medical Sciences, Beijing 100850, China
2South China Research Center for Stem Cell and Regenerative Medicine, South China Institute of Biomedicine, Guangzhou, 

Guangdong 510005, China
*Corresponding author. Xi Jia-Fei, E-mail: xi_jiafei@126.com; Yue Wen, E-mail: yuewen0206@126.com; Pei Xue-Tao, E-mail: 

peixt@nic.bmi.ac.cn

This work was supported by the National Natural Science Foundation of China (82101969)

[Abstract]　Objective　To explore the phenotypes of erythroblastic island-like (EBI-like) macrophages during erythroid 

differentiation from human embryonic stem cells in vitro and the function of EBI-like macrophages in the differentiation of erythroid. 

Methods　To study the function of EBI- like macrophages in the differentiation of erythroid, we used the Spin-EB method to 
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induce human embryonic stem cells (hESCs) to differentiate into red blood cells. The expression of specific surface markers of 

erythrocytes and macrophages and the cell morphology were tested by flow cytometry and imaging flow cytometry. Multiple gene 

expressions were detected by qRT-PCR. An immunofluorescence assay was used to identify the phenotype of EBI-like macrophages. 

Results　Erythroid cells were induced by embryonic stem cells in vitro. Giemsa staining revealed that EBI-like structures derived 

from the hESCs were similar to natural EBI. Immunofluorescence staining confirmed that the erythroid cells (CD235a) were 

surrounded by macrophages (CD68); CD45+CD235a+CD163+CD169+CD106+ EBI-like macrophage (0.092%±0.013%) resembles 

in vivo EBI macrophage. Imaging flow cytometry observed that CD45+CD235a+CD163+CD106+CD169+ EBI-like macrophages were 

surrounded by CD235a+ erythroid cells. The proportion of induced CD71+CD235a+ cells was 37.37%±1.68% after removing the 

EBI structure, which was significantly lower than the untreated group (46.97%±4.16%). We found that central macrophages of EBI-

like may play a role in promoting erythroid differentiation through the interaction of CD169 and CD43. Conclusions　EBI-like 

structure in the erythroid induction system of hESCs is similar to the natural EBI. The central EBI-like macrophages maybe promote 

the differentiation of erythrocytes in vitro through the interaction of CD169 and CD43. We provided a theoretical and practical 

reference for optimizing the erythroid induction system in vitro.

[Key words]　human embryonic stem cells; macrophage; in vitro differentiation; erythrocytes; erythroblastic island-like

输血可作为多种疾病的重要治疗方案，但面

临着血液来源不足及传播疾病等问题[1]。为缓解临

床对献血的依赖，解决临床血液需求问题，利用干

细胞定向诱导分化技术提供了可行的新策略[2-3]。

自2011年Luc Douay团队成功将体外干细胞制备的人

工红细胞用于临床输注以来，利用干细胞制备血细

胞作为血液的替代来源受到广泛关注[4-6]。但是，

体外利用干细胞技术制备红细胞产品却面临着巨大

的挑战，主要包括体外诱导最终获得的红细胞数量

少[7]，体外干细胞诱导获得的红细胞表达胎儿型血

红蛋白[8]，以及体外诱导获得的红细胞难以脱核等

问题[9]。人体骨髓内红细胞发育成熟是一个复杂的

生理过程[10]，体内造血干/祖细胞不断分化形成成

熟红细胞，红细胞分化成熟过程中不同阶段的红系

细胞会包围巨噬细胞形成血岛[11-12]，参与调节的细

胞主要是血岛巨噬细胞，后者通过细胞间的黏附分

子巨噬细胞红细胞连接蛋白(macrophage-erythroblast 
attacher，MAEA)、血管细胞黏附分子(vascular cell 
adhesion molecule 1，Vcam1)、细胞间黏附分子4 
(intercellular adhesion molecule 4，ICAM4)等发挥促

进红细胞分化成熟的作用；且MAEA被认为是血岛

形成的必要黏附分子，其表达缺失会导致红细胞无

法脱核[13]，血岛巨噬细胞还为红细胞提供合成血红

蛋白的微量元素——铁[14]，血岛巨噬细胞在红细胞

的发育、分化、调控中发挥关键的核心作用。本研

究将拟血岛巨噬细胞作为研究对象，根据体内血岛

巨噬细胞的表型及功能，对拟血岛巨噬细胞特异性

标志物的表达进行鉴定，旨在探讨拟血岛巨噬细胞

在红细胞分化过程中的作用。

1　材料与方法

1.1　实验细胞及主要试剂　胚胎干细胞H9细胞来

自本实验室细胞库；小鼠胚胎成纤维细胞(mouse 

embryonic fibroblast，MEF)分离自小鼠13.5 d的胚

胎，辐照后冻存。血清替代物、非必需氨基酸、

Tr y pL e Select消化酶、胰岛素转铁蛋白硒添加剂

(insulin-transferrin-selenium，ITS)为美国Gibco公司

产品。促血小板生成素(thrombopoietin，TPO)、
红细胞生成素(erythropoietin，EPO)、碱性成纤维

细胞生长因子(basic fibroblast growth factor，bFGF)
购自美国PeproTech公司；骨形态发生蛋白4(bone 
morphogenetic protein 4，BMP4)、血管内皮生长因子 
(vascular endothelial growth factor，VEGF)为美国

R&D公司产品；转铁蛋白、β-巯基乙醇、聚乙烯醇

(poly vinyl alcohol，PVA)、亚油酸、亚麻酸、α-硫
代甘油(α-monothioglycerol，α-MTG)为德国Sigma公
司产品。

流式细胞术所用抗体有美国B D公司的T R A -
1-60-BV421、TR A-1-81-PE、SSEA4-AF647[15-16]、 
CD34PE-Cy-7、CD43-APC、CD45-APC、CD235a-
BV421、CD71-APC、CD14-APC、CD163PE-Cy7、
CD106-BV605、CD169-BV711，美国eBioscience公司

的CD31-APC和CD144-APC，以及美国Biolegend公
司的KDR APC。免疫荧光实验所用抗体有Nanog、
Sox2、Oct4[17]、MAEA和CD43(英国Abcam公司)，
CD 2 3 5 a (美国Sa n t a  Cr u z  B i o te c h n o l o g y公司)， 
C D 6 8 (美国C e l l  S i g n a l i n g  Te c h n o l o g y公司 )，
CD169(美国Novus公司)。
1.2　实验方法

1.2.1　胚胎干细胞培养及形态学观察　将胚胎干

细胞与MEF共培养以维持其干性，在胚胎干细胞复

苏与传代前，提前1 d复苏已被辐照的MEF，并按

1.2×105/孔的密度接种于用0.1%明胶包被的6孔板

内，每天通过正置显微镜观察MEF及胚胎干细胞的

生长情况，具体操作及培养基配制参考文献[18]。
1.2.2　单细胞聚团拟胚体(Spin-EB)方法体外诱导生
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成红细胞　待胚胎干细胞密度达70%~80%时，进行

体外红细胞诱导，建立四阶段红细胞体外诱导技术

方法。首先将贴壁生长的细胞经TrypLe Select消化

酶消化后离心，用诱导第一阶段的培养基重悬制备

成细胞悬液，计数后，按照3000个/孔加入至U型

96孔板内，8 ℃下以1 500 r/min离心4 min后，置于

37 ℃、5% CO2的孵箱中静置6 d。随后将紧致且半

透明的拟胚体(embryonic body，EB)转入已用0.1%明

胶包被的24孔板中，进行第二阶段诱导，前3 d静置

培养，随后隔天半量换液培养5 d后，第三阶段时将

悬浮生长的细胞转入低吸附6孔板内继续培养，期

间隔天换液传代，6 d后更换第四阶段培养基。诱导

过程中通过正置显微镜及倒置显微镜观察细胞的形

态变化。各阶段诱导培养基的配制见附表1。
1 . 2 . 3　流式细胞术检测细胞表面标志物　每个检

测样本至少包含2×105个细胞，将待检测细胞置于

1.5 ml离心管内，以2 000 r/min离心5 min后，弃上清，

用100 μl PBS重悬，设置空白组，其余的作为实验组

加入待测抗体，4 ℃避光孵育30 min，加入1 ml PBS
清洗2次，用300 μl PBS重悬细胞沉淀，细胞悬液用

100 μm筛网过滤，转移至平底96孔板内待检。流式细

胞术检测结果使用软件flowjo V10进行分析。

1.2.4　碱性磷酸酶染色鉴定胚胎干细胞干性　弃

去胚胎干细胞培养基后，加入1~2 ml PBS轻轻吹洗

后，加入4%多聚甲醛固定10 min，PBS清洗3次，间

隔时间5 min；利用洗涤空档时间配制5-溴-4-氯-3-吲
哚酚磷酸-4-甲苯胺盐/硝基蓝四氮唑(BCIP/NBT)染
色工作液(碱性磷酸酯酶显色缓冲液3 ml+BCIP溶液

10 μl+NBT溶液20 μl，总体积3.03 ml)，最后一次用

PBS清洗结束后，加入染色工作液1 ml/孔，室温下

避光5 min，正置显微镜下观察颜色变化，待颜色

为深紫色时立即加入PBS终止反应。

1.2.5　免疫荧光检测细胞特异性标志的表达　吸

取约5×10 3个悬浮细胞，以1000 r/min离心3 min
进行甩片，冰甲醇固定5  m i n，冰P B S清洗3次，

5 min/次；用0.2% TritonX-100破膜10 min，继续用

PBS清洗3次，5 min/次；室温下用10%驴血清(驴血

清:PBS=1:9)封闭30 min后，根据抗体说明书稀释抗

体，一抗孵育后置于湿盒中4 ℃过夜；24 h后回收

一抗，PBS多次清洗，二抗(二抗:已稀释的驴血清= 
1:200)避光孵育1 h，用PBS清洗3次，5 min/次；室

温孵育DAPI(DAPI:PBS=1:500)10 min，PBS清洗3
次，用吸水纸吸干净水渍，滴加封片剂封片，荧光

显微镜下观察。

1 . 2 . 6　瑞氏 -吉姆萨染色鉴定红系细胞　吸取约

5×103个悬浮细胞，以1000 r/min离心3 min进行甩

片，冰甲醇中固定5 min，冰PBS清洗3次，染色的

具体操作步骤参考文献[19]，于倒置显微镜下观察

细胞染色情况及细胞形态变化。

1.2.7　量化成像流式细胞技术检测拟血岛结构的

细胞组成　将诱导至第三阶段的细胞进行计数，根

据计数结果将细胞按照(1×107~1×108)/ml的密度

重悬于1.5 ml离心管内，分别准备单标管、空白管

及样品管，样品管同时标记5种流式抗体CD235a、
CD106、CD169、CD163、CD45，4 ℃孵育0.5 h，
洗涤后用50 μl PBS重悬，使用Amnis Image StreamX 
Mark Ⅱ量化成像流式细胞分析仪检测拟血岛结构

细胞的红系及巨噬细胞表面标志物，并记录其形

态，数据采用IDEAS软件处理。

1.2.8　实时荧光定量聚合酶链反应(qRT-PCR)检测

基因表达情况　采用Trizol法提取细胞RNA，DEPC
水溶解RNA沉淀后测量其浓度；根据反转录试剂

盒操作说明将提取的RNA反转录为cDNA；采用RT-
qPCR法检测目的基因表达水平，所用引物序列如

下。SIGLEC1上游引物：5'-CCTCGGGGAGGAACA 
TCCTT-3'，下游引物：5'-AGGCGTACCCCATCCTT 
GA-3'；SPN上游引物：5'-GCTGGTGGTAAGCCCA 
GAC-3'，下游引物：5'-GGCTCGCTAGTAGAGACC 
AAA-3'；MAEA(Emp)上游引物：5'-GCGGCTCAGT 
TGTCCATGA-3'，下游引物：5'-TTTGTTCAGCGT 
CTCGTAGGG-3'；GAPDH上游引物：5'-GAGTCAA 
CGGATTTGGTCGT-3'，下游引物：5'-TTGATTTT 
GGAGGGATCTCG-3'。以GAPDH为内参照，所有

实验均独立重复3次。

1.2.9　去除拟血岛结构对红系细胞分化的影响　选

择40 μm滤网对诱导第16天的细胞进行过滤，去除

培养体系中的拟血岛结构，并将其作为实验组，对

照组不进行任何处理，于显微镜下对比实验组与对

照组中拟血岛结构的比例，继续培养2 d后通过流式

细胞术检测两组CD71+CD235a+细胞的比例。

1.3　统计学处理　采用SPSS 20.0软件进行统计分

析。计量资料以x±s表示，两组比较采用 t检验。 
P＜0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　单细胞状态培养胚胎干细胞维持其干性　胚

胎干细胞多能性标志物表达超过90%(图1A)；碱性

磷酸酶染色观察以克隆样生长的细胞，可见胚胎干

细胞胞质被均匀地染成深紫色(图1B)；免疫荧光染

色结果显示，胚胎干细胞稳定传代后依旧高表达3
种多能性标志蛋白Nanog、Sox2、Oct4(图1C)。
2.2　体外诱导胚胎干细胞定向分化获得红细胞　

诱导第一阶段形成具有囊状结构的EB球，有助于

向各个胚层分化；第二阶段分化出悬浮生长的造血
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图1　胚胎干细胞的鉴定

Fig.1　Identification of embryonic stem cells
　　A. 流式细胞术检测胚胎干细胞TRA-1-60、TRA-1-81、SSEA4多能性表面标志物的表达；B. 碱性磷酸酶染色检测胚胎干细胞干

性；C. 免疫荧光染色(DAPI)检测胚胎干细胞Nanog、Sox2、Oct4蛋白的表达情况

干/祖细胞，第三阶段继续培养和扩增悬浮生长的

造血干/祖细胞(图2A)。在整个诱导过程中观察细

胞形态变化，主要表现在胞体、胞质、胞核及胞质

内颗粒，细胞的胞体逐渐变小、胞核固缩及胞质减

少，诱导末期也可见无核的网织红细胞(图2B)。
流式细胞术检测结果显示，第3天时，内皮

细胞的标志物CD31的表达比例为0.27%±0.21%， 
K D R的比例为0 . 5 6 %±0 . 7 5 %，C D 1 4 4的比例为 
0.066%±0.041%，造血干/祖细胞的标志物CD34的 
比例为1.64%±2.46%，CD43的比例为0.069%±0.011%， 
CD45的比例为0.038%±0.054%；第6天时，内皮细

胞标志物CD31的比例升高至21.47%±9.96%，KDR
的比例升高至21.43%±8.45%，CD144的比例升高

至28.8%±10.91%，造血干/祖细胞的标志物CD34
的比例升高至24.57%±8.72%，而红系祖细胞标志

物CD43和CD45升高并不明显；与第6天相比，第

12天时CD34、CD43、CD45的表达逐步升高，培

养至第18天时，早期造血干/祖细胞标志物CD34的
表达降低，CD43和CD45的表达持续升高(图3A)。
细胞沉淀的颜色由浅粉色逐渐变为鲜红色，最后

成为黑红色，并且肉眼可见细胞数量也在不断增

多(图3B)。至诱导终末期，红系细胞特异性标志

物CD71+CD235a +的表达比例达78.7%±9.9%，与

诱导起始阶段相比，升高了70倍，但是脱核率低 
(图3C)。
2.3　红系诱导体系中出现巨噬细胞及红系细胞形

成拟血岛样结构　体外诱导第三阶段时，显微镜下

出现悬浮生长的细胞群中出现聚团结构，胞体大的

细胞被多个胞体较小的细胞包围(图4A)；吉姆萨染

色观察细胞的形态发现，有被不同分化阶段红系细

胞包围巨噬细胞所形成的聚团结构(图4B)；选择巨

噬细胞广谱标志物CD68及红系标志物CD235a进行
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图2　胚胎干细胞体外诱导生成红细胞

Fig.2　Induction of erythrocytes from embryonic stem cells in vitro
A. 诱导过程中EB球及悬浮细胞的变化；B. 吉姆萨染色观察悬浮细胞的形态变化(箭头所示为网织红细胞)
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免疫荧光染色鉴定形成拟血岛样结构的细胞类型，

结果显示，中心细胞表达CD68(绿色荧光)，周围

细胞表达CD235a(红色荧光)，证实聚团结构为拟血

岛结构(图4C)。选择诱导第18天的细胞进行流式细

胞术分析，结果显示CD45+CD14+的巨噬细胞比例

为1.81%±0.37%(图4D)。
2 . 4 　 量 化 成 像 流 式 细 胞 技 术 鉴 定 拟 血 岛 结

构的组成　诱导体系中有血岛巨噬细胞的存

在，其比例为0 . 0 9 2 %±0 . 0 1 3 % (图5 A )，表型为

C D 2 3 5 a + C D 1 6 3 + C D 1 0 6 + C D 1 6 9 +的巨噬细胞与

CD235a+的红系细胞聚集形成拟血岛结构(图5B)。
诱导第18天巨噬细胞红细胞连接蛋白M A E A的相

对表达量( 2 0 . 8 3±2 . 2 4 )高于第0天的相对表达量

( 1 . 0 0 )，差异有统计学意义( t = 8 . 8 3 6，P < 0 . 0 5， 
图5C)，免疫荧光染色验证MAEA(红色荧光)仅在红

系细胞中表达(图5D)。
2 . 5　拟血岛巨噬细胞对红细胞分化的促进作用

　第三阶段过滤拟血岛结构之后，明场观察实

验组和对照组中拟血岛结构的比例，实验组拟

血岛结构明显减少(图6A)，流式细胞术检测两组

CD 7 1 +CD 2 3 5 a +细胞比例，实验组明显低于对照

组(37.37%±1.68%  vs. 46.97%±4.16%)，差异有统

计学意义(t=3.703，P<0.05，图6B)。RT-qPCR检

测结果显示，与诱导起始细胞相比，诱导至第
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图3　红系诱导过程中特异性标志物的检测

Fig.3　Detection of specific markers during erythroid induction
　　A. 流式细胞术检测诱导第3、6、12及18天造血标志物的表达量；B. 诱导过程中细胞沉淀的颜色变化；C. 诱导起始阶段及末期细

胞中CD71+CD235a+的表达比例
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1 8天时，S I G L EC 1 (CD 1 6 9 ) m R N A的相对表达量

(419.7±12.5)、SPN(CD43)mRNA的相对表达量

(569.8±108.4)均高于第0天(均为1.00)，差异有统

计学意义(t=33.280、5.245，P<0.05，图6C)。免疫

荧光染色鉴定结果显示，CD169(绿色荧光)在巨噬

细胞中表达，CD43(红色荧光)在红系细胞内的表

达，巨噬细胞被红系细胞包围(图6D)。以上结果初

步证明诱导体系中有CD169与CD43的表达。

3　讨　　论

目前，将多能干细胞作为种子细胞进行体外诱

导生成红细胞已有较多报道[20-22]。细胞起始状态对

于体外诱导至关重要，经过连续传代可能会分化出

典型的染色体异常亚群，因此，需要对状态良好的

种子细胞进行大量冻存保种，并进行基因组质量控

制[23]。本研究选用单细胞状态培养的胚胎干细胞作

为种子细胞，可较好地维持胚胎干细胞的多能性。

不过研究中选用MEF作为基质细胞，可能会引入不

可控动物源性，后续若采用人源化技术进行替代，

会更便于未来应用。

研究者一般采用与造血微环境细胞共培养

的方法来优化体外红系诱导体系，例如，L opez -
Yrigoyen等[24]将红系细胞与巨噬细胞共培养，将红

细胞脱核率提高了4倍。Belay等[25]利用原代红系细

胞与来自骨髓和脐带血CD34+造血干/祖细胞的巨

噬细胞共培养，促进了成红细胞增殖。本研究在常

规红系诱导体系中也发现了巨噬细胞，其比例为

1.81%±0.37%，并且该自发出现的巨噬细胞可以与

红系细胞聚集形成类似于体内血岛的结构。进一步

研究证实该拟血岛巨噬细胞与体内血岛巨噬细胞表

型相似，可表达CD235a/CD163/CD106/CD169。
而在过滤去除拟血岛结构后，红细胞分化比例明显

降低，证实该拟血岛结构对体外红细胞分化发育有

促进作用。但由于诱导体系中拟血岛巨噬细胞的比

例较低，且MAEA仅在红细胞胞质内表达，并未在

巨噬细胞上表达[26]，与体内血岛结构有所差异，部

分限制了拟血岛结构功能的发挥。本文的研究结果

初步证实拟血岛结构可促进红细胞分化，未来可进
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图4　红系体外诱导体系中形成的拟血岛样结构及鉴定

Fig.4　Detection of non-erythroid cells--macrophages in erythroid induction system
　　A. 明场观察拟血岛样结构；B. 吉姆萨染色观察不同来源的细胞诱导体系(均有不同分化阶段的红系细胞包围在巨噬细胞周围)；

C. 免疫荧光染色观察CD68+(绿色)细胞被CD235a+(红色)细胞包围；D. 流式细胞术检测诱导第18天时巨噬细胞及红系细胞的比例
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一步研究其对红细胞成熟的影响，深入了解拟血岛

结构的作用，为后续工作做好铺垫。

血岛巨噬细胞在红细胞生成过程中起重要作

用，可通过分泌促进红系成熟的因子或转运金属离

子等原料，为血红蛋白复合物的生成提供原料[27]， 
并参与红细胞的更新维持，清除体内衰老的红细

胞[28-32]。血岛巨噬细胞与红细胞之间可通过黏附分

子MAEA、ICAM-4/aV、CD169等发挥作用[32-33]， 
但体外拟血岛结构中巨噬细胞与红细胞的互作

机制尚未明确。本研究发现C D 1 6 9与C D 4 3可能

是参与体外诱导分化中巨噬细胞与红细胞相互

作用的互作分子，但不足之处在于缺乏这两种

分子对体外红系分化成熟的进一步研究，仍需

要更深层次的机制探索，便于更好地在体外模

拟血岛结构。终末脱核率低同样是体外红细胞

诱导待解决的关键问题之一，本研究显示拟血

岛巨噬细胞会促进体外红细胞分化，但未进一

步检测其对红细胞成熟脱核的影响。根据L opez -
Yr igoyen等 [24]报道，我们猜测拟血岛巨噬细胞同

样会促进体外红细胞脱核，但仍须后续进一步 
研究。

综上所述，本研究围绕在体外利用胚胎干细胞

规模化制备人工红细胞这一核心问题，建立了多能

干细胞体外定向诱导分化获得红细胞的技术方法，

发现在胚胎干细胞体外红细胞诱导过程中可自发形

成与体内血岛类似的拟血岛样结构，且拟血岛巨噬

细胞可促进体外红细胞的分化。该结果提示未来可

通过建立巨噬细胞与红细胞共存的诱导体系，进一
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图5　拟血岛巨噬细胞的鉴定

Fig.5　Identification of erythroblastic island-like macrophages
　　MAEA. 巨噬细胞红细胞连接蛋白；A. 流式细胞术检测血岛巨噬细胞的比例；B. 流式成像观察血岛结构；C. 诱导第0天和第18天

MAEA的基因表达水平比较(n=3)，*P<0.05；D. 免疫荧光染色MAEA蛋白在诱导末期细胞中的表达

步提高其中巨噬细胞和拟血岛结构的比例，优化体

外红细胞诱导体系，为利用干细胞体外规模化制备

红细胞奠定实验基础。
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图6　血岛巨噬细胞的功能验证

Fig.6　Functional verification of macrophages in erythroblastic island
　　A. 对照组和实验组明场对比图；B. 流式细胞术检测两组CD71+CD235a+细胞比例，与对照组比较，*P<0.05(n=3)；C. 第0天和第18

天SIGLEC1和SPN mRNA表达水平，*P<0.05(n=3)；D. 免疫荧光检测CD169、CD43的表达
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