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摘要 诱导多潜能干细胞(induced pluripotent stem cells，iPSCs)是体细胞在外源因子作用下，经直接细胞核程序重整而重新获
得多潜能的干细胞． iPSCs在疾病的模型建立与机理研究、细胞治疗、药物的发现与评价等方面有着巨大的潜在应用价值．
在过去几年中，科学家们致力于改进体细胞重编程技术并取得许多突破．然而，为实现其在临床上的应用，必须克服体细胞

重编程效率低和 iPSCs成瘤风险两大挑战，而且重编程机制有待进一步阐明．结合 iPSCs最新研究成果，评述了有关领域国
内外研究进展，重点讨论当前存在问题，并展望未来研究方向．
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胚胎干细胞(embryonic stem cells，ES cells)是
来源于哺乳动物囊胚内细胞团(inner cell mass, ICM)
的多潜能干细胞，具有无限自我更新和多向分化能

力．ES细胞在疾病模型建立与机理研究、细胞治
疗、药物发现与评价等方面极具应用价值．然而，

使用人类胚胎涉及伦理和免疫排斥问题，科学家们

曾尝试通过不同途径实现体细胞重编程以获取 ES
细胞样多潜能干细胞，早期途径主要有体细胞核移

植、细胞融合和细胞提取物诱导，但亦因面临伦

理、免疫排斥、技术、宗教和法律等问题限制了多

潜能干细胞的研究与应用．而经特定转录因子诱导

的体细胞重编程克服了上述障碍，无疑是获取多潜

能干细胞的理想途径之一．2006 年，日本
Yamanaka 研究小组 [1]将逆转录病毒介导的 Oct4、
Sox2、Klf4 及 c-Myc 4个基因转入小鼠成纤维细
胞，首次将体细胞直接重编程为 ES细胞样的多潜
能干细胞，并命名为诱导多潜能干细胞(induced
pluripotent stem cells，iPSCs)，标志着体细胞重编
程为 iPS细胞技术诞生．迄今，大鼠[2-3]、人 [4-5]、

猪[6-7]、猴[8]和兔[9]的 iPS细胞系皆已建立，并证实
小鼠 iPS细胞具有 ES细胞的发育全能性[10-12]． iPS
细胞在疾病模型建立与机理研究、药物的发现与评

价方面已取得重大成果，并有望用于细胞治疗．鉴

于综述[13-15]对重编程转录因子、体细胞类型、iPS

细胞的筛选与鉴定已有详细评述，此不赘述．本文

就近期 iPS细胞研究所取得的最新进展作一评述，
分析当前存在问题与争议，以期在整体上把握 iPS
研究和应用方向，并对未来的研究工作有所帮助．

1 iPS细胞的发展历程
2006年 8月，Yamanaka研究小组确定最少用

4 种转录因子(Oct4、Sox2、Klf4和 c-Myc)将小鼠
成纤维细胞重编程为 iPS 细胞 [1]．2007 年底，
Yamanaka小组[4]和 Thomson小组[5]先后将人成纤维

细胞重编程为 iPS细胞．从此，iPS细胞的研究与
应用取得突破性进展．不同类型体细胞主要通过基

因导入技术重编程为 iPS细胞，导入转录因子个数
不断减少、基因载体进一步优化、iPS细胞的筛选
与鉴定技术日趋成熟． 四倍体胚胎补偿法

(tetraploid embryo complementation)证实小鼠 iPS细
胞具有发育全能性 [10-12]．蛋白质转染技术 [16-17]和

mRNA转染技术[18]分别成功制备无遗传修饰 iPS细
胞；化学小分子和天然化合物可提高体细胞重编程
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效率，并且功能性替代一些重编程因子[19-25]．不同

种属动物大鼠[2-3]、猪[6-7]、猴[8]和兔[9]的 iPS细胞系
和多种疾病或患者疾病特异性的 iPS 细胞系已建
立，并成功应用于疾病模型构建与机理研究[26-41]及

药物发现与评价[33, 37, 42]．此外，iPS细胞在动物镰刀
形贫血症(sickle cell anemia，SCA)[26]、帕金森疾病

(Parkinson disease，PD)[27]和肿瘤[28]等疾病模型上的

成功疗效，提示 iPS细胞有望用于人类疾病的临床
治疗．

2 基因导入技术重编程体细胞为 iPS细胞

2援1 转录因子使用原则与影响因素

体细胞重编程为 iPS细胞所需的转录因子，与
外源因子的诱导水平、内源相应转录因子表达水

平、RNA 导入水平、其他因子的过表达或 RNAi
干扰因子表达能力等生物因素有关，亦与化学物质

使用与否、物理刺激和细胞培养条件等非生物因素

相关． a．导入核心转录因子 Oct4和 Sox2的情况
下，重编程效率通常与导入的外源因子个数正相

关． 肖磊研究组用 Oct4、Sox2、Klf4、 c-Myc、
Nanog和 Lin28 6个转录因子诱导人成纤维细胞，
获得 10.4倍于 4因子(Oct4、Sox2、Klf4和 c-Myc)
的重编程效率[43]．针对癌基因 c-Myc重新激活导致
iPS 细胞高成瘤性，证实不导入 c-Myc能够完成重
编程[44-45]，但重编程效率显著降低．然而，最近证

实 l-Myc参与重编程的 iPS细胞生成效率更高且不
成瘤[46]．进一步研究表明核内受体 Nr5a2(Lrh-1)[47]、

化学小分子 repsox[19]可分别弥补外源 Oct4和 Sox2
的缺失将体细胞重编程为 iPS细胞，而在黑色素瘤
细胞的重编程中外源 Sox2是非必需[48]，这也表明

传统的核心重编程因子不是不可替代的．b．细胞
内源高表达重编程因子能减少转录因子使用个数和

提高重编程效率．小鼠和人神经干细胞表达高于

ES细胞水平的内源 Sox2和 c-Myc，研究证实[49-50]

仅导入单个转录因子 Oct4即可将其重编程为 iPS
细胞．此外，脂肪干细胞[51]和角质细胞[52]等也具高

于 ES细胞表达水平的内源 Klf4、c-Myc，这大幅
度提高了细胞重编程效率． c．RNA参与体细胞重
编程为 iPS 细胞．研究表明 [18]，导入转录因子

(Oct4、Sox2、Lin28和 Naong)相应 mRNA 可将人
成纤维细胞重编程为 iPS细胞．Lin等[53]仅用 ES细
胞富含的 miRNA-302即将人黑色素瘤细胞和前列
腺癌细胞重编程为 ES细胞样多能干细胞．此外，
导入小鼠 ES细胞特异性 miR-290家族的 miR-291-

3p、miR-294 及 miR-295(三者可替代 c-Myc) [54]或

抑制体细胞中 miR-let7 均可提高重编程效率 [55]．

d． 除重编程因子 Oct4、 Sox2、 Klf4、 c-Myc、
Nanog和 Lin28外，其他因子(Esrrb[56]、C/EBP琢[57]、

UTF1 [58]、SV40 LT [59]和 hTERT [60])的过表达或被
RNAi 干扰(RNAiPax5 [57]、RNAip53 [58]、RNAiPax7
和 RNAiDNMT[61])的下调表达也提高了重编程效率
和(或)减少转录因子使用个数． e．化学物质可提
高重编程效率和(或)减少转录因子使用个数(本文第
4节将具体论述)． f．物理刺激、细胞培养条件等
非生物因素影响细胞重编程．研究表明[62]，小机械

力影响小鼠 ES细胞分化方向，并改变单个 ES细
胞 Oct4表达水平，然而，此方法可否激活内源性
重编程因子或多潜能性基因促进 iPS细胞形成亟待
研究．另外，低 O2浓度的培养条件可提高重编程

效率[63]．

2援2 转录因子导入方式

目前，基因导入技术是制备 iPS 细胞的主要
技术，基因载体的改良推动无遗传修饰 iPS 细胞
的建立．早期使用的病毒载体，如逆转录病毒载

体[1-5, 7-8]、慢病毒载体[4, 6-7, 9]、诱导表达的慢病毒载

体 [64-65]、单一慢病毒载体 [66-67]及 piggyBac 转座子
(iPS细胞中转基因可被转座酶切除)[68-69]整合型载体

将外源基因序列随机整合到基因组，存在诱发肿瘤

和导致宿主基因表达失调的风险．研究发现，iPS
细胞中转基因表达水平极低甚至完全沉默，其自我

更新能力和多潜能性靠激活的内源转录因子维持，

表明外源基因只是重编程的启动因素，无需转基因

持续组成性表达，这亦被非整合型载体介导的 iPS
细胞制备方法所证实．腺病毒载体 [70]、RNA 病
毒[71-72]、附着体[73]和质粒[74-75]等非整合型载体已成功

制备 iPS细胞，但重编程效率往往较整合型载体
低．而且也存在载体基因污染、转基因表达难以精

确调控和引起癌变风险．因此，为制备适合于临床

应用的安全型 iPS细胞，则需要新型载体或对非整
合型载体进一步改造，建立可调控型的基因导入技

术． Jia 等 [76]建立非病毒微环状载体携带 Oct4、
Sox2、Lin28 和 Naong(reprogramming cassette，使
用 2A肽段和 IRES，高效表达 4个转录因子)诱导
脂肪干细胞重编程为 iPS细胞，该载体能高效率制
备无遗传修饰 iPS细胞．最近研究[77]发现，仅病毒

载体也能重编程体细胞为 iPS细胞，这一发现为利
用基因导入技术获取 iPS细胞提供新思路．此外，
东方肝胆外科医院基因 -病毒治疗实验室[78]已建立
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Fig援 1 Chemicals that improve reprogramming efficiency by epigenetic events and particular signaling pathways, etc
图 1 化学物质通过表观遗传和信号通路等途径提高体细胞重编程效率

能高效诱导 iPS细胞的重组腺病毒载体，该载体能
高效调控并介导体细胞重编程为 iPS细胞．

3 蛋白质转染技术重编程体细胞为 iPS细胞
为克服当前基因操作风险，丁胜研究组首次采

用蛋白质转染技术制备 iPS细胞[16]，添加化学小分

子丙戊酸(valproic acid，VPA)情况下，融合穿膜肽
11R (poly-arginine) 的 蛋 白 质 组 合 11R-Oct4、
11R-Sox2、 11R-Klf4、 11R-c-Myc 和 11R-Oct4、
11R-Sox2、11R-Klf4 2 种组合分别将小鼠成纤维
细胞重编程为 iPS细胞．随后，Kim研究组[17]使用

融合穿膜肽 9R(poly-arginine)的蛋白质组合 9R-Oct4、
9R-Sox2、9R-Klf4、9R-c-Myc 重编程人新生儿成
纤维细胞为 iPS细胞．蛋白质转染技术制备的 iPS
细胞无任何遗传修饰，避免了基因操作和毒副化学

物质带给 iPS细胞的潜在风险，提高了临床应用的
安全性．目前，蛋白质转染技术依赖化学小分子[16]

并需多次转染[17]，重编程效率极低(0.001%[17])，限
制了其在制备 iPS细胞上的进一步应用．最近研究[79]

发现，BAF联合 Oct4、Sox2、Klf4和 c-Myc能显
著提高重编程效率(4.5%)，BAF是负责染色质构型
重塑的核蛋白复合物，其特定组分 Brg1、Baf155
和 Ini1蛋白能提高重编程效率，此外，研究证实
E-钙黏蛋白的部分结构域可提高重编程效率[80]，因

此，蛋白质组学方法将为改进 iPS细胞制备技术提

供新策略．我们在转染 11R-Oct4蛋白至小鼠神经
干细胞的研究发现，蛋白质高效转染技术存在三个

核心问题：a．如何实现蛋白质从培养基进入细胞
浆；b．怎样避免蛋白质被溶酶体持续俘获；c．如
何保证蛋白质从胞浆正确入核．我们已建立高效双

穿膜肽系统，重编程蛋白被核转运蛋白复合体识别

而高效入核的同时，导入能破坏蛋白质穿膜时形成

巨胞饮泡的小肽，使蛋白质被释放，避免被溶酶体

捕获降解．除利用穿膜肽做蛋白质载体外，也可通

过增加细胞膜通透性或纳米隧道途径使蛋白质进入

细胞，如链球溶菌素 O(streptolysin-O, SLO)可增加
细胞通透性使 ES细胞提取物进入 293T细胞[81].此
外，是否仅用酶来催化相关蛋白实现重编程也有待

研究．高效型蛋白质转染技术依赖重编程机制的阐

明和蛋白质的结构与功能研究，随着安全、有效提

高重编程效率的化学物质的发现，有望建立高效、

安全型蛋白质转染 -化学药物诱导技术．

4 化学物质提高重编程效率

体细胞重编程效率低(＜0.01%[1, 4])且动力学缓
慢(2～3周)，极大制约 iPS细胞研究与应用．化学
物质可以提高重编程效率，并且能功能性替代某些

转录因子[19-25]，其主要通过影响细胞表观遗传修饰

和信号转导通路发挥作用(图 1)．
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促进组蛋白 H3乙酰化、
DNA去甲基化Butyrate

抑制 DNA甲基化

抑制组蛋白 H3赖氨
酸 K4(H3K4)去甲基化

抑制组蛋白 G9a的甲基化

抑制组蛋白去乙酰化

抑制组蛋白甲基化？

5-AZA,
RG-108

Tranylcypro-
mine

BIX-01294

VPA,SAHA,
TSA

维生素 C

提高 E-cadherin表达Apigenin,
luteolin

Kenpaullone

Thiazovivn
其他化学小分子、天然化合物？

抑制 p53途径，
激活 HIF信号通路？ 维生素 C

抑制 GSK信号通路 CHIR99021

抑制 MAPK信号通路 PD0325901

抑制 TGF-茁信号通路 SB431542,
repsox

激活Wnt信号通路后抑
制 GSK信号通路 Wnt3a

联合 2i作用 A-83-01

激活 L型 Ca离子通道 Bayk8644

基因导入技术；蛋白质转染技术；
化学药物诱导技术？

成体细胞 iPS细胞
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4援1 表观遗传途径

表观遗传修饰在体细胞重编程过程中有着重要

作用，化学小分子改变体细胞的 DNA甲基化、组
蛋白修饰(乙酰化、甲基化和磷酸化等)等表观遗传
特性提高重编程效率．目前，化学小分子通过表观

遗传提高重编程效率已取得一系列进展． a．DNA
甲基转移酶抑制剂 RG-108[21]、5-氮杂胞苷(5-aza-
cytidine，5-AZA) [22, 61]与 G9a 组蛋白甲基化抑制剂
BIX-01294(可替代 Sox2)[22-23]分别通过降低体细胞

DNA甲基化水平和组蛋白甲基化水平提高重编程
效率．Blau研究小组证实，异核体细胞(融合小鼠
ES细胞核的人成纤维细胞)重编程仅需 1天时间，
iPS细胞生成率高达 70%[82]．RNA干扰实验发现，
异核体重编程依赖诱导性胞嘧啶核苷脱氨酶的激

活，进而结合并催化 Oct4和 Nanog启动子区 DNA
去甲基化，证明去甲基化在重编程中的关键作用．

b．组蛋白去乙酰化酶抑制剂 VPA(可替代 Klf4和
c-Myc) [22-23]、曲古抑菌素 (trichostatin A，TSA) [22]、

辛二酰苯胺异羟肟酸 (suberoylanilide hydroxamic
acid，SAHA)提高组蛋白乙酰化水平而提高重编程
效率[22]，其中 VPA可提高重编程效率超过 100倍.
最近，Mali等[24]研究表明丁酸盐(butyrate，一种短
链脂肪酸)通过提高体细胞的组蛋白 H3 乙酰化和
DNA去甲基化水平而提高重编程效率 15～51倍．
总之，化学小分子(或天然化合物)提高重编程效率
的研究不仅有助于阐明重编程机制，也为仅利用化

学物质诱导 iPS细胞奠定基础．
4援2 信号通路途径

研究表明[20]，化学小分子可通过调节细胞信号

通路提高体细胞重编程效率，如激活 Wnt 等信号
通路和抑制 MEK-ERK1/2、GSK和 TGF-茁等信号
通路均提高重编程效率．Marson 等[83]在培养基中

加入可溶性 Wnt3a，激活了 Wnt 信号通路而促进
Oct4 和 Sox2 表达，提高体细胞重编程效率．
PD0325901和 CHIR99021(合称 2i)分别抑制 MEK-
ERK1/2和 GSK信号通路，促进 iPS细胞生长并抑
制非 iPS细胞生长，因此，2i是重编程后期筛选
iPS细胞的极好小分子[23, 84]．此外，2i联合 A-83-01
提高大鼠肝脏前体细胞重编程效率 [3]．目前，

TGF-茁信号通路在重编程中的作用备受关注，其抑
制剂 SB431542联合 PD0325901提高重编程效率达
200倍以上 [85]．Sox2 的替代物 repsox 也通过抑制
TGF-茁信号通路提高重编程效率[19]．以上研究证实

了化学小分子作用于细胞特定信号通路提高重编程

效率的可行性．裴端卿研究组证实维生素 C可提
高小鼠和人体细胞重编程效率达 10%，维生素 C
可能通过以下作用机制提高重编程效率[86]：a．降
低细胞 p53水平而延缓细胞衰老与凋亡，为其重编
程为 iPS细胞清除衰老障碍；b．维生素 C是缺氧
诱导因子(hypoxia inducible factor，HIF)脯氨酰羟化
酶的辅因子，其可激活 HIF信号通路提高重编程
效率，这与低 O2提高重编程效率一致

[63]；c．维生
素 C是组蛋白脱甲基化酶辅助因子，其可促进组
蛋白去甲基化而提高重编程效率．另外，维生素 C
作为人体必需的水溶性维生素，这使重编程过程更

为安全，因此，该成果使安全型 iPS细胞制备技术
的建立又向前迈进一步．

除 4援1和 4援2所述两种主要途径外，化学分子
参与重编程多样性途径有待进一步研究，最近，裴

刚研究组发现 apigenin和 luteolin能上调 E-钙黏蛋
白表达而提高重编程效率[80]．化学小分子具分子质

量小、结构简单、易被吸收、生理活性稳定等优

点，其参与重编程不仅减少基因操作风险而且提高

重编程效率，因此，建立安全型化学药物诱导 iPS
细胞技术势在必行．然而，仍存在以下问题亟待解

决：a．明晰化学物质参与重编程的详细机制，如
thiazovivn[85]、维生素 C[86]和 kenpaullone[25]参与重编

程的机制尚不完全清楚；b．控制干细胞自我更新
与多能性维持的信号通路错综复杂，有待筛选更高

效的提高重编程效率的化学物质；c．化学物质的
毒性要严格检测并克服其毒副作用，如 5-AZA能
诱导 DNA 损伤 [87]，确保瞬时的化学处理不影响

iPS细胞在临床应用；d．用于重编程的化学药物
间有无协同或拮抗作用及作用机制有待研究，这是

建立明确成分的化学药物诱导系统的关键．基于细

胞水平的表型筛选法或信号通路法高通量筛选化学

小分子和(或)天然化合物，有望建立安全型化学药
物诱导技术．目前，已初步建立可预测、重复性好

的药物可诱导技术平台[64-65]，筛选用于重编程的化

学物质，最终实现安全型药物诱导技术对体细胞重

编程．

5 iPS细胞的应用进展
随着体细胞重编程为 iPS细胞的基础研究不断

深入，iPS细胞在疾病模型构建与机理研究、细胞
治疗、药物发现与评价的应用中不断取得进展．

5援1 疾病模型构建与机理研究

疾病特异性 iPS细胞为疾病模型的建立和疾病
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机理研究建立新平台，系列基于 iPS细胞的动物疾
病模型和细胞疾病模型已建立．Hanna等[26]首次用

小鼠 iPS细胞建立人 SCA小鼠模型，通过基因打
靶修正 iPS细胞疾病基因，然后诱导分化成造血祖
细胞，移植后可治疗动物的 SCA．Wernig等[27]将

大鼠 iPS细胞来源的多巴胺能神经元移植到 PD大
鼠脑内，可有效改善 PD 模型鼠的症状．最近，
Watarai等[28]证实 iPS细胞分化的天然杀伤 T细胞
(natural killer T cells，NKTs)能显著抵抗小鼠的肿
瘤．此外，基于 iPS细胞的血友病 A(hemophilia A,
HA)[29]、脊髓损伤(spinal cord injury，SCI)[30]、溶酶

体贮积症(lysosomal storage disease，LSD) [31]、糖尿

病(type diabetes，TD) (1型和 2型)[32]和 Rett综合症
(rett syndrome)[41]动物疾病模型也已建立．以上研究

成果表明可利用 iPS细胞建立疾病的动物模型以研
究疾病发生机制，并为将来在人体上进行类似治疗

提供依据．然而，动物疾病模型不能真实反映人类

疾病，动物的遗传背景不能建立人类特定疾病模

型．目前，基于人 iPS细胞建立的人 iPS细胞疾病
模型能克服上述局限．常染色体隐性遗传性疾病脊

髓性肌萎缩症(spinal muscular atrophy，SMA)与活
运动神经元 (survival motor neuron， SMN)基因
SMN1和 SMN2有关，实验动物因缺乏 SMN2 基
因无法建立有效的 SMA 动物模型，Ebert 等 [33]将

SMA患者 iPS细胞分化成有疾病缺陷的神经细胞，
首次在体外成功地再现神经元变性坏死过程．

Dimos 等 [34]将 82 岁和 89 岁女性脊髓侧索硬化症
(amyotrophic lateral sclerosis，ALS)患者皮肤细胞重
编程为 iPS细胞，诱导分化为疾病缺陷的运动神经
元，可直接用于研究 ALS发生机制和筛选治疗药
物，而其诱导分化的健康运动神经元可用于移植治

疗．最近 Vergara等[35]建立基于人 iPS细胞的豹皮
综合症(LEOPARD syndrome)、人 1型糖尿病(type 1
diabetes，T1D) [36]、家族性植物神经功能障碍症

(familial dysautonomia，FD) [37]、骨髓增生性疾病

(myeloproliferative disorders，MPD)[39]和范克尼贫血

症(fanconi anaemia，FA)[40]模型；Daley小组成功建
立系列难治疾病人 iPS 细胞 [38]，包括亨廷顿病

(huntington disease，HD)、唐氏综合症 - 三染色体
21(down syndrome-trisomy 21)等．疾病特异性的
iPS细胞为研究疾病的发生机理和寻找治疗新措施
提供广阔前景．

建立人 iPS细胞疾病模型的基本步骤：首先，
建立疾病特异 iPS细胞系．重编程的理想供体细胞

应是取材安全、方便的细胞，如人外周血 T 细
胞[72, 88-89]、脂肪干细胞[51]和角质细胞[52]．供体细胞的

选择还需结合疾病类型和其来源 iPS细胞特性．例
如，Ye等[39]将MPD患者来源 CD34+血细胞重编程

为疾病特异 JAK2-V617F突变型的 iPS细胞系．而
对于 SMA，与疾病相关只有运动神经元细胞，但
与 SMA相关的突变基因存在所有细胞，因此，供
体细胞可来源于取材方便的患者组织．最近研究表

明[90-91]不同体细胞来源的低代数 iPS细胞保留其供
体细胞某些印记与功能，而且 iPS细胞间有转录、
表观遗传和分化能力的差异性，但差异随着 iPS细
胞长期培养而逐渐减少，iPS细胞更接近 ES细胞，
因此，有必要评价不同体细胞来源的 iPS细胞差异
性对疾病模型的安全性、有效性的影响．其次，

iPS细胞体外分化成与疾病直接相关的细胞系或成
熟功能细胞．多数疾病的表型仅在分化细胞中出

现，然而，FD[37]和 SMA[33]的致病基因在其 iPS细
胞中表现，因此，可从 iPS细胞系中研究疾病机
理．总之，基于 iPS细胞的疾病的模型建立与机理
研究已取得系列进展，但 iPS细胞定向分化成复杂
疾病相关细胞和研究多重细胞表型疾病机制仍是

挑战．

5援2 细胞治疗

患者特异 iPS细胞是个性化细胞治疗供体的理
想来源，应用 iPS细胞治疗疾病是人们追求的目
标．理论上，任何遗传性疾病(SCA、HA和 SMA
等)和退行性疾病(ALS、PD和 TD等)都可移植患
者特异 iPS细胞定向分化的健康细胞来持续治疗．
新近，三组科学家[72, 88-89]将人外周血富含的 T细胞
重编程为 iPS细胞，外周血 T细胞是较易获取的重
编程供体细胞，其来源的无遗传修饰 iPS细胞有望
早日用于临床．目前，人 iPS细胞诱导分化出运动
神经元[33-34, 37]、胰岛 茁细胞[36]等多种功能细胞、前

体细胞，动物 iPS细胞分化的功能细胞已成功治疗
其 SCA[26]、PD[27]和肿瘤[28]等疾病，预示人 iPS细胞
在细胞治疗的广阔前景．Raya等[40]将 FA患者成纤
维细胞纠正基因缺陷后重编程为 iPS细胞，然后诱
导分化成表型正常的髓系和红细胞系的造血祖细

胞，进一步证明 iPS细胞在临床上的应用价值．最
近，Tsuji等[30]建立安全型小鼠 iPS细胞，其来源的
神经球植入 SCI小鼠脑脊髓内能分化为正常生理功
能神经元和胶质细胞，促进神经元轴突再生和恢复

SCI鼠运动功能，而非安全型 iPS细胞既成瘤也不
能长期恢复 SCI鼠运动功能，这一研究表明可以筛
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选安全型 iPS细胞用于临床．此外，iPS细胞更成
为组织、器官移植供体的理想来源，使胰岛、肝脏

和肾脏等自体移植成为现实．迄今，iPS细胞还没
实现真正临床应用，人 ES细胞已进行临床实验[92]，

有理由相信 iPS细胞走向临床为期不远．
iPS细胞是基因治疗的理想载体 [40]，而且 iPS

细胞比体细胞更易于靶向遗传操作，iPS细胞在人
类单基因遗传病 SCA[26]、血友病 A[29]模型中的治疗

疗效表明其有望在人类单基因甚至多基因遗传病建

模、临床治疗上应用．锌指核酸酶 (zinc finger
nuclease，ZFN)介导的对 iPS细胞的基因打靶取得
突破[93-94]，ZFN具有强大的基因定点修饰功能，其
可高效修正 iPS细胞的基因缺陷，而且，最近人基
态 iPS细胞“mES-like”iPSCs(具高克隆率、克隆
呈巢状、XaXa等小鼠 ES细胞特征)的研究更有助
于对其遗传操作[95]． iPS细胞做基因治疗载体有望
克服传统基因治疗靶向性差、可调控性差的不足．

此外，iPS细胞能用于高通量筛选治疗基因的安全
插入位点，克服基因插入突变对基因治疗的限制．

5援3 药物发现与评价

目前，药物发现和评价主要通过实验动物或癌

细胞系进行，难以准确预测药物的靶点、疗效及疾

病病理，人 iPS细胞及其在体外定向分化的功能细
胞可用于高通量筛选新药物，并在细胞水平为新药

药理、药代、药效、毒理等研究提供新策略．

Lee 等[37]首次用 FD患者 iPS细胞分化的疾病相关
细胞测试药物疗效，检视到 IKAP蛋白在病变神经
细胞含量比正常神经细胞低，并评价 FD候选药物
激动素 Kinetin的效果，为激动素用于 FD的长期
治疗提供依据．SMA患者的 iPS细胞分化保持该
疾病表型的运动神经元，并证实这些神经元对能提

高 SMN 蛋白水平的药物 VPA、 tobramycin 有反
应[33]．此外，Nakao等[42]用小鼠 iPS细胞对新型药
物 Azumamaides的抗血管生成活性评价，观察到
该药能抑制 iPS来源的体外血管组织模型的血管
化，为肿瘤治疗提供依据．因此，iPS细胞能够用
来筛选药物靶点和靶向药物．在治疗上，患者特异

iPS细胞分化的功能细胞可对其所服药物的效果进
行实时监测，这为个性化药物筛选和药效研究提供

广阔平台． iPS细胞是个体化 ES细胞，理论上它
可揭示干扰胎儿发育和引起出生缺陷的药物，探讨

药物、遗传、环境因素在复杂疾病发生、发展与治

疗过程中的相互作用，有助于疾病的早期干预与诊

治．毋庸置疑，iPS细胞为药物筛选和评价提供更

安全、有效的理想模型，必将推动新药开发、药物

筛选、药物疗效的研究．

6 存在问题

6援1 重编程效率低

重编程效率低是 iPS细胞研究与应用必须跨越
的一大障碍．研究者早期一度倾向于 iPS细胞仅来
源于前体细胞和组织干细胞．然而，普遍研究表

明，体细胞重编程为 iPS细胞不受其类型、分化阶
段限制，但不同体细胞的重编程的难易程度存在差

异性，如成熟 B淋巴细胞比前体 茁细胞较难重编
程，需额外过表达 C/EBP琢或特异性敲除 Pax5[57]，

而且不同体细胞来源的低代数 iPS细胞也存在显著
差异性[90-91]．目前，虽然围绕提高重编程效率的研

究已取得系列成果(详见本文第 2节论述)，但对重
编程过程中遗传调控、表观遗传调控和信号转导等

机制缺乏深入了解是效率低的主要原因．因此，提

高重编程效率的关键是重编程分子机制研究．最

近，裴端卿研究组 [96]和 Tehrani 等 [97]研究表明，

iPS 细胞生成是经历间 充质 - 上皮细胞转变
(mesenchymal-to-epithelial transition，MET)的多阶
段过程，MET是启动 iPS 细胞生成的关键事件，
并揭示 BMP通过 BMP- miRNA-MET枢纽在 MET
的重要作用，这些具体机制的研究为高效重编程奠

定理论基础．此外，提高重编程效率要与 iPS细胞
安全性兼顾，如抑制 p53基因能够提高重编程效
率[58, 98-102]，但因 p53具有抑癌作用，p53抑制型 iPS
细胞存在更大成瘤风险．目前，可调控基因诱导技

术正逐步建立，蛋白质转染技术也已实现，化学小

分子和天然化合物参与重编程的研究有望建立安全

型化学药物诱导技术，随着重编程机制的阐明，有

望根据研究与应用需要建立单个或混合系统安全高

效获取 iPS细胞．
6援2 安全性

iPS细胞与 ES细胞相似性与差异性并存，其
避开 ES细胞研究与应用的伦理、免疫排斥局限．
目前，虽已制备无遗传修饰的 iPS细胞，但存在诸
多安全性问题．a． iPS与 ES细胞基因表达虽很相
似[103]，但 iPS细胞存在遗传缺陷．最近在小鼠中研
究发现，位于第 12 号染色体的印记基因簇
Dlk1-Dio3在大部分 iPS细胞系中不表达，这些沉
默 Dlk1-Dio3 表型的 iPS 细胞系的二倍体嵌合率
低，且不能产生 iPS细胞来源小鼠[104]．b． iPS细
胞的成瘤性，不同体细胞来源的 iPS细胞成瘤性有
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Fig援 2 Risk assessment of induced pluripotent stem
cell鄄based products (adapted from reference[109])

图 2 基于 iPS细胞的产品风险性分析(修改自文献[109])
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差异[105-106]．Yamanaka等研究多种成纤维细胞、胃
细胞和肝细胞来源的 iPS细胞发现胃细胞来源的
iPS细胞成瘤率为零，而尾巴尖成纤维细胞来源的
iPS细胞成瘤率最高(89%)[106]．因此，应选择适当

的供体细胞或筛选安全型 iPS细胞[30]克服 iPS细胞
临床治疗的成瘤性．c． iPS细胞及其体外诱导分
化细胞的异质性．体细胞重编程不充分(partially
reprogrammed iPSCs) [61]、筛选标准不严紧 [1]和 iPS
细胞携带供体细胞的表观遗传记忆[90-91, 107]和 iPS细
胞分化不定向都导致细胞异质性，异质性是导致

iPS细胞成瘤的潜在因素．目前，Hotta等[41]建立人

iPS细胞新型筛选系统，将 ES细胞特异性的早期
转座子(ETn)启动子、Oct4和 Sox2增强子(EOS)整
合进慢病毒载体，特异地筛选均质性 iPS细胞，克
服报告基因 Fbx15[1]、Nanog或 Oct4激活的药物抗
性筛选及形态学筛选[108]等方法缺陷．d． iPS细胞
体外定向分化细胞的功能与行为研究尚少，尤其在

细胞治疗上，目的细胞是否会在治疗靶位或迁移到

非靶位点成瘤，或异位形成组织等是亟待阐明的问

题．图 2示基于 iPS细胞的产品在细胞治疗上的风
险性评估．

除存在上述 6援1和 6援2两方面主要问题外，iPS
细胞研究备受争议． a．理论上，iPS细胞应满足
ES细胞 “金标准”：多胚层分化能力、畸胎瘤形
成、嵌合动物与生殖系传代(仅限动物)，但不必是
其安全应用的“金标准”[110]．畸胎瘤形成是人 iPS
细胞最严紧鉴定标准，但具多向分化潜能的非成瘤

型 iPS细胞更具临床应用价值，分化能力是 iPS细
胞应用的首要功能性标准．b．猪、猴和兔的 ES
细胞系未建立而 iPS细胞系[6-9]建立，没有它们的生

殖系传代报道，因此，它们是否具 ES细胞的发育
全能性有待研究，但其 iPS细胞可用于建立疾病模
型与疾病机理研究．c． iPS细胞和 ES细胞的分子
与功能水平差异．如在功能上，人 iPS细胞向神经
上皮细胞、功能神经元和神经胶质细胞分化的效率

与忠实性比 ES细胞低，即使是无遗传修饰的 iPS
细胞[111]．d． iPS细胞技术面临体细胞间直接重编
程技术优势的挑战，小鼠胰腺细胞[112]直接高效重

编程为 茁胰岛细胞和皮肤成纤维细胞直接重编程
为神经细胞[113]、心肌细胞[114]而不经历多潜能干细

胞过程．因此，iPS细胞是否是理想的多潜能干细
胞有待研究．

7 结 语

iPS细胞已成为当前最热门研究领域，从裴端
卿研究组[108]在国内首先制备出小鼠 iPS细胞以来，
我国科学家在 iPS细胞研究领域取得具世界影响力
的显著成果． a．首次建立模式动物大鼠(肖磊研究
组[2])、猴(邓宏魁研究组[8])与猪(肖磊研究组[6]和裴

端卿研究组[7])的 iPS细胞系．它们在人类疾病研究
上有重大应用价值，适合建立人类疾病动物模型和

进行细胞治疗实验．b．首次证明小鼠 iPS细胞具
有发育全能性．高绍荣研究组[12]和周琪研究组[10]用

四倍体胚胎补偿法分别证实小鼠 iPS细胞能产生足
孕小鼠、具生育能力小鼠，在世界首次证明小鼠

iPS细胞发育全能性． c．体细胞重编程为 iPS细胞
机制的阐释和技术的优化．最近，裴端卿研究组报

道体细胞重编程为 iPS细胞的一些机制[96]，该研究

组还发现维生素 C显著提高重编程效率[86]；金颖研

究组[115]利用人成纤维细胞作为滋养层细胞，不添

加白血病抑制因子(leukemia inhibitory factor，LIF)
可诱导神经前体细胞重编程为 iPS细胞，该研究组
还高效制备出人羊水来源的 iPS细胞[116]；李凌松研

究组用转录因子 Oct4、Sox2和 Nanog重编程人胎
儿肠系膜细胞为 iPS 细胞[117]；邓宏魁研究组证实
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UTF1过表达和 RNAip53均可提高重编程效率[58]，

裴刚研究组发现小分子 apigenin和 luteolin提高重
编程效率[80]．d．疾病特异性 iPS细胞系的建立和
iPS细胞的体外定向分化．高绍荣研究组成功构建
出 茁型地中海贫血症(茁-thalassemia anemia)特异性
iPS细胞系[118]；邓宏魁研究组成功将人 iPS细胞分
化成肝细胞和能分泌胰岛素的成熟胰岛细胞[119-120].
目前，我们实验室正在进行脂肪干细胞与神经

干细胞的诱导重编程，通过高效诱导 iPS细胞的重
组腺病毒载体[78]和建立的蛋白质转染技术，期望建

立有临床应用价值的安全型 iPS 细胞库．综上所
述，iPS细胞的进一步研究与应用，我们应从以下
几个方面努力：a．阐明体细胞重编程的分子机理，
建立可调控基因诱导、高效型蛋白质转染和安全型

药物诱导技术获取 iPS细胞，并建立安全、高效、
重复性好的 iPS细胞在体外定向诱导分化新技术与
策略；b．系统比较不同来源人 ES细胞和不同体
细胞来源、不同技术制备的 iPS细胞多潜能性，探
明 iPS细胞是否可替代 ES细胞在临床上应用，尝
试建立符合临床应用的通用标准；c．研究 iPS细
胞在疾病模型构建与机理研究、细胞治疗、药物发

现与评价三大方面应用，并用 iPS细胞试验模型
研究发育与生殖、基因表达调控、蛋白质互作等；

d．通过对 iPS细胞基因的靶向操作，探索其在人
类基因治疗和基因敲除(或敲入)动物构建及转基因
动物上的应用．可以设想，随着重编程机制阐明，

重编程效率的提高和 iPS细胞应用的安全性增强，
必将实现 iPS细胞在临床应用这一目标．
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Abstract Induced pluripotent stem cells (iPSCs) are derived from somatic cells that regain pluripotency by the
nuclear programming with exogenous factors. iPSCs have immense potential applications in establishing disease
models and understanding disease mechanisms, cell therapies, drug discoveries and assessments, etc. Over the past
several years, scientists made much effort to improve reprogramming technology and achieved many
breakthroughs in the research and applications of iPSCs. However, moving toward the eventual goal of clinical
application, it is necessary to overcome challenges such as low reprogramming efficiency and risk due to
tumorigenicity, besides the detailed mechanism of reprogramming remains to be elucidated. Here, combined with
the recent advances in iPSCs, the progress of iPSCs were reviewed for research and applications. The current
problems and the directions of future iPSCs research were discussed.
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