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摘要：2006年，首次报道在体外简单的转录因子就可以使体细胞重编程为多能性细胞。自从这项技术诞生以来，人们为改善诱导

多能干细胞（iPSCs）技术做出了巨大努力，发展各种方法用于将重编程因子导入体细胞制备诱导多能干细胞（iPSCs）。诱导多能干

细胞（iPSCs）技术彻底改变了人类对疾病发病机制的探索和药物开发的进程。本文简述了诱导多能干细胞的来源及诱导策略、近

年来 iPSCs在疾病建模、药物研发、再生医学等方面的应用，同时探讨了该技术当前存在的问题,并对未来进行了展望。
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The Application of Induced Pluripotent Stem Cells in Medicine*

In 2006, it was first reported that in vitro transcription factors could reprogram somatic cells into pluripotent cells.

Great efforts have been made to improve the technology of induced pluripotent stem cells (iPSCs) since then, and various methods

developed to transfer reprogramming factors into somatic cells to generate iPSCs. The iPSCs technology completely changed the

exploration of the pathogenesis of disease and the process of drug development. In this article, we briefly reviewthe inducement strategies

of iPSCs, the application of iPSCs in disease modeling, drug discovery and regenerative medicine. The future and problem of iPSC were

also discussed.
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前言

20世纪早期的理论认为细胞分化是单向的不可逆转的，

直到 1962年，Gurdon等研究表明将一只蛙的体细胞核移植到

去核的另一只蛙卵细胞，形成与供核蛙相似外形的蛙，这一研

究打破了早期人们对细胞分化的认识[1，2]。20世纪后期，许多研

究报道了克隆羊和小鼠等哺乳动物[3，4]。

2006 年，Takahashi 和 Yamanaka[5]将几个转录因子导入

已分化的小鼠皮肤成纤维细胞，获得了类似于胚胎干细胞

(embryonic stem cells, ESCs)的多能性干细胞，称之为“诱导产

生的多能性干细胞”(induced pluripotent stem cells, iPSCs)，2007

年，Takahashi[6]利用人的成纤维细胞成功获得了人的 iPSCs。同

年，Yu和 Thomson等人 [7] 还报道通过不同的转录因子组合

（POU5F1、Sox2、NANOG、和 Lin28）诱导出人类 iPSCs。2009

年，我国科学家[8]利用 iPSC培育出具有繁殖能力的小鼠—“小

小”，第一次证明了 iPSCs与 ESCs具有相似的多能性。以上研

究证实已分化的细胞可以通过少数几个外源因子的导入而被

重编程至类似 ESCs多能性的状态，因而受到了整个生命科学

领域的广泛关注。这也表明，细胞比以前认为的更具可塑性，为

研究者提供了一个宝贵的工具。结合其他成熟的技术，特别是

基因组编辑和三维（3D）的细胞培养系统，iPSCs技术使在模式

生物以外材料中进行的研究成为可能。

1 诱导多能干细胞的来源及诱导策略

1.1 诱导多能干细胞的来源

理论上每一种细胞都可以被诱导为诱导多能干细胞，2017

年 wu等[9]采用单顺反子病毒将 Oct4、Sox2、Klf4、c-Myc这 4个

重编程因子转导至豚鼠胚胎成纤维细胞中，使其成功重编程为

豚鼠诱导多能干细胞（GIPS），检测发现这些细胞具有正常的核

型、碱性磷酸酶活性和表达多能性标志基因 Oct4，Sox2 和

Nanog等特点。Takashi[10]描述了成年小鼠肝细胞和胃上皮细胞

产生 iPSC，研究发现：这些 iPS细胞在基因表达上与胚胎干细

胞相当，能产生生殖细胞嵌合体，遗传谱系图显示肝脏来源的

iPSC衍生于白蛋白表达细胞，在多个克隆中没有发现常见的

逆转录病毒整合位点，这表明，iPSC是通过对受体定向体细胞

的直接重新编程而产生的，并且不需要逆转录病毒整合到特定

位点。2011年 Joo[11]等通过逆转录病毒将 Sox2，Oct4，Klf4基因

转导至子宫内膜细胞，使其重编程为诱导多能干细胞（iPSC）；

与新生儿皮肤成纤维细胞重编程相比，子宫内膜细胞其重编程

过程中内源性 Nanog和 Oct4基因加速表达，形成的 iPSC在转
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导后 12 d可稳定传代，而通常报道的其他类型细胞重编程的

iPSC需要 3-4周才可稳定传代，此研究表明，人类子宫内膜表

达了多能性因子，与传统的体细胞相比，它能更有效、更快地产

生诱导多能干细胞。目前，已被证实的可被重编程的细胞类型

有成纤维细胞[12]、肝细胞和胃上皮细胞[10]、小鼠 B淋巴细胞[13]、

小鼠胰岛 b细胞[14]、血细胞[15]、神经干细胞和内皮细胞[16]、骨髓

细胞[17]、前列腺和尿道细胞[18]、人角质细胞[19]及子宫内膜干细胞

等[11]。

1.2 诱导策略

自从 iPSC技术诞生以来，人们为改善此技术做出了巨大

努力，发展了各种方法用于携带重编程转录因子进入细胞产生

诱导多能干细胞。

根据载体的不同，目前诱导重编程的方法大致可分为整合

型和非整合型。整合型重编程常利用逆转录病毒、慢病毒载体

等实现基因导入、整合，实现重编程。非整合型重编程减少对染

色体结构的改变，一定程度上降低了基因突变和癌变的可能。

如腺病毒[20]，仙台病毒[21, 22]，逆转录病毒[12]，转座子[23,24]，质粒[25]，

微小环 DNA[26]，重组蛋白[27,28]，小分子化合物[29]，RNAs[30]等方式

均可产生诱导多能干细胞。尤其，仙台病毒、游离质粒、非整合

重编程因子等方法使用广泛。

Matthias[20]等人利用非整合的腺病毒瞬时表达 Oct4、Sox2、

Klf4和 c-Myc基因，将小鼠成纤维细胞和肝细胞重编程为诱导

多能干细胞（iPSC），研究发现这些细胞具有 DNA去甲基化、内

源多能基因表达、可形成畸胎瘤等特点。Keisuke[12]等研究获得

了没有病毒载体介导的小鼠 iPSC，他们利用小鼠胚胎成纤维

细胞重复转染两种表达质粒（一种是含有 Oct3 / 4，SOX2，

KLF4 因子的 cDNA，另一种含有 c-myc 因子的 cDNA），产生

没有质粒整合的 iPSC，发现此 iPSCs诱导的畸胎瘤在移植到小

鼠体内后形成嵌合体。近些年来，为了提高 iPSC的安全性，许

多实验室采用了降低外源基因随机整合的方法。2014 年

Norikatsu 等 [30] 用成熟双链 RNA (miRNAs) miR-200c 结合

mir-369和 miR-302家族将小鼠和人类细胞重编程为诱导多能

干细胞，这种重新编程方法不需要基于载体的基因转移，因此

它在生物医学研究和再生医学中具有巨大的潜力。此外，hou[29]

等 人 经 过筛 选 了 10000 个 小分 子 化 合 物 ， 筛选 出

FSK2-Me-5HT和 D4476可以作为重编程因子 Oct4的替代物，

使用 VC6TFZ、VPA、E616452、CHIR、D4476 FSK、2-Me-5HT七

个小分子化合物的组合使从小鼠体细胞重编程为多能性干细

胞的效率高达 0.2%，化学诱导的多潜能干细胞（cipscs）与胚胎

干细胞（ESC）的基因表达谱、表观遗传状态、潜在的分化能力

和种系传递等方面类似，这说明小分子化合物也可以用来将体

细胞重编程至多能性状态。

2 应用现状及前景

2.1 人诱导多能干细胞疾病建模

iPSCs广泛应用于疾病建模、药物发现和再生医学 [30,31]。

iPSCs可用于多种疾病模型构建，除了单基因病之外，也可用于

遗传复杂的、散发的，甚至传染病等。Ebert等基于诱导多能干

细胞（iPSCs）构建了第一个 SMN1基因功能缺失的脊髓性肌萎

缩的模型，发现病人来源的 iPSCs分化形成运动神经元的速度

比正常人来源的对照 iPSCs快[32]。2009年 Lee等用 iPSCs构

建了家族性自主神经功能障碍发病机制研究的模型[33]。自此，

iPSCs在各种不同的疾病机制研究中发挥作用。Moad等第一

次成功使用膀胱、前列腺、输尿管间质成纤维细胞重新编程为

iPSCs，以此进一步研究形成前列腺和尿道细胞调节分化的机

制；同时发现，膀胱、前列腺、输尿管间质成纤维细胞重新编程

的 iPSCs与皮肤成纤维细胞诱导的 iPSCs相比，前者有更好的

分化效率，这表明原器官在诱导多能干细胞分化效率方面有重

要作用[18]。

iPSCs 可 用 于 某 些 缺 陷 引 起 的 各 种 疾 病 研 究 。

Park 等 用 腺 苷脱氨酶缺乏相关的重症联合免疫缺陷、

Shwachman-Bodian-Diamond综合症、戈谢病Ⅲ型病人的 iPSCs

构建疾病模型，发现这些疾病都遵从孟德尔遗传，为常染色体

隐性遗传病，均由对正常造血和免疫功能至关重要的基因点突

变引起的，他们还研究了 Duchenne（DMD）、Becker型肌营养

不良症和（BMD）、帕金森病（PD）、亨廷顿病（HD）等 [34]。

Briggs[35]等利用 iPSCs和表型缺陷结合基因芯片和 RNA测序

技术鉴定了唐氏综合征发病机制的分子网络,构建复杂疾病的

表型基因型图谱。此外，iPSCs模型也用于神经退化性疾病研

究，帕金森病（PD）是一种常见的神经退行性疾病，iPSCs模型

研究发现在散发和家族性 PD患者 LRRK2（富亮氨酸重复激

酶）基因 G2019S位点发生突变，表明 LRRK2基因对神经元的

存活有重要作用，它的破坏会导致 PD的发生[36]。

2015 年，Lee 等用来自李法美尼症候群（Li-Fraumeni

syndrome，LFS）家族病人诱导型多能干细胞建立的家族性肿瘤

模型，探讨突变型 p53在骨肉瘤发生发展中的作用[37]。

2.2 人类 iPSCs用于药物研发

诱导性多潜能干细胞（iPSC）技术是革命性的医学科学，为

研究疾病发病机制和探索新的分子治疗靶点、药物发现和开发

提供平台。

Choi使用 琢-1抗胰蛋白酶（AAT）缺陷患者的诱导多能干
细胞建立了高效的新候选药物筛选平台，利用建立的临床化合

物库，对 Johns Hopkins药物库进行筛选，发现五种临床药物可

减少不同患者 iPSC来源的肝细胞样细胞 AAT的积累，研究结

果表明利用 iPSC疾病模型进行大规模药物筛选的可行性[38]。

还有研究表明 iPS细胞也有助于研究药物 ADME（吸收、分布、

代谢、排泄），可以加速药物研发 [39]。Carme 等 [40]研究线粒体

DNA突变引起的神经系统疾病时发现，人类 iPSCs来源的神

经祖细胞(NPCs)保留双亲线粒体 DNA图谱并表现出向氧化磷

酸化的代谢，使用 iPSC来源的异常高的线粒体膜电位（MMP）

突出的 NPCs对 FDA批准的药物进行筛选，发现 avanafil能够

部分挽救钙缺损病人的 NPC和分化的神经元，研究结果表明，

iPSC来源的 NPCs是神经线粒体疾病药物发现的有效模式。

Garbes等人利用 iPSCs疾病模型重现临床研究评估脊髓性肌

萎缩患者的丙戊酸反应性[41]。许多研究已经证明 iPSCs模型在

各种疾病药物筛选中的可行性，包括视网膜疾病（如 AMD[42]，

神经系统疾病[43]（如自闭症谱系障碍[36]，蒂莫西综合征[44])和心

脏疾病（如儿茶酚胺敏感性多形室性心动过速）[45，46]。

研究报道，人类 iPSCs来源的心肌细胞可以作为一个敏感

的而强大的测试药物致心律失常的模型[47]。在另一项研究中，
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Liang等人利用遗传性心脏疾病包括遗传性 LQTS，家族性肥

厚型心肌病，和家族性扩张型心肌病等患者体细胞产生人类

iPSCs[48]，由这些 iPSCs分化产生的心肌细胞用于模拟疾病表型

和评估几个已知的心脏毒性药物的敏感性，研究结果还表明，

iPSCs适用于目前临床前药物代谢和毒性筛选。

Takayama[49]等人研究表明，人类 iPSCs来源的肝细胞有可

能预测个体药物代谢和药物的反应的差异，由于细胞色素

P450基因多态性与个体的药物代谢能力的差异有关，不同个

体生成的人类 iPSCs其 CYP2D6基因单核苷酸多态性不同，与

原代肝细胞相比，来自人类 iPSCs 的那些特异性细胞色素

P450保留供体的活性水平与药物反应。这些结果表明，人类

iPSCs来源的肝细胞不仅对病人识别高风险的肝毒性，而且对

可以对药物反应性的患者进行分层。

2.3 再生医学

2014年，日本科学家首次利用 iPSCs来源的视网膜色素上

皮细胞对黄斑变性患者进行临床试验[50]，研究证明 iPSCs分化

的视网膜色素上皮对视网膜色素变性和年龄相关黄斑变性

（AMD）患者有益[51]。2015年广东省产科重大疾病重点实验室，

利用 茁- 地中海贫血（b-thal）病人的诱导产生多能干细胞

（iPSC），然后利用 CRISPR/Cas9技术对 iPSCs的致病突变 /缺

失基因 b-globin进行同源重组修饰（HBB），对其衍生的造血干

细胞（HSC）进行移植，发现经改造的 iPSCs衍生的造血干细胞

（HSC）为治疗本病的理想治疗方案[52]。

3 存在的问题

3.1 安全性及基因不稳定性

人类 iPSCs与 ESCs相比，在标记表达、自我更新能力和分

化潜能方面高度相似。然而，iPSCs毕竟不能等同于 ESCs。更精

细的全基因组遗传和表观遗传学研究表明，两者之间也存在着

以下差别：基因不稳定性，包括表观遗传记忆在人类诱导多能

干细胞的持续存在；不同的 DNA甲基化特征；以及不同程度的

遗传变异[53]。通过逆转录病毒载体插入的遗传物质可以随机整

合到宿主基因组中，从而引起遗传失常和畸胎瘤形成[54]。Zhang

等利用生物信息学工具分析了 11种不同细胞重编程形成的

iPSCs细胞系所有可用的数据，发现 iPSC中 593个共有基因，

这 593个基因中有 209个在人类肿瘤细胞系和肿瘤组织中表

达，而且 5个癌基因在这些 iPSCs中超表达，这表明 iPSC中的

共有基因的表达有一定的肿瘤和癌症的发生风险[55]。为了探讨

人 iPSCs的致瘤倾向，科学家对 49个人类 iPSCs细胞系和 10

个人的 ESCs细胞系的基因表达和 DNA甲基化进行了研究，

发现 7个 iPSCs克隆保留大量未分化细胞，甚至在神经分化培

养和移植到小鼠脑内后形成畸胎瘤，这些有缺陷的分化细胞系

中几种基因呈现高水平的基因表达，这些包括人类内源性逆转

录病毒长末端重复序列，人 iPSC在神经分化过程中有异常的

基因表达和缺陷潜能[56]。

3.2 诱导效率低及投入成本高

虽然诱导多能干细胞的重编程的技术有所突破，但是诱导

效率太低是目前 iPSCs应用于临床必须跨越的一大障碍。虽然

iPSC集落形成的效率随供体的不同而有所不同，但基础因子

的内源性表达与细胞重编程效率呈正相关。有基础内源性因子

表达的供体细胞形成 iPSC克隆的平均效率为 0.49 ± 0.10%，

一般转导效率在 0.31- 0.66%，新生儿皮肤成纤维细胞平均转导

效率为 0.03± 0%，形成 iPSC克隆的平均效率为 0.02～0.03%[11]。

此外，当多个样本需要重新编程时，iPSCs衍生的高成本是限制

大多数实验室发展的一个主要因素。而且，在诸多广泛应用的

整合方法中，仙台病毒和 mRNA的方法需要昂贵的试剂进行

重编程，而 episoma方法需要大量的起始细胞，则需要投入高

成本劳动力。

重编程效率的提高可以有多种方法，包括不同诱导因子的

特异性组合[57]、miRNAs[58]、下调抑制因子[59]、上调 /抑制一些与

细胞增殖相关的信号通路等[60]。

4 结语 -未来展望

随着人类 iPSCs疾病模型和药物发现的潜在的日益重视，

已经全面建立了人 iPSCs临床和遗传信息库，如人诱导性多能

干细胞计划、StemBANCC、加利福尼亚再生医学研究所、纽约

干细胞基金会等，是科学家们研究人发育和疾病的强大的资源

平台 [61]。预计 2018 年欧盟《通用数据保护条例》的实施将对

iPSCs生物数据库的生成、存储和用户访问产生一定影响[62]。

一种新技术在发展之初都存在许多理论和技术上的问题，

需要不断的实验证实与解决。生物治疗是未来疾病治疗的主要

策略之一，相信随着研究的逐步深入，重编程机理的阐明，iPSC

技术的不断进步，在不远的将来，iPSC最终将代替 ES细胞和

治疗性克隆应用于临床疾病的治疗，造福人类。
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