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摘　要：人类诱导多能干细胞(induced pluripotent stem cells，iPS细胞)的建立被公认为目前 重要的

科技进展之一。iPS 细胞在动物疾病模型上的成功治疗，病患特异性iPS 细胞的研究及iPS 细胞的定向

分化研究将有可能使人们避开治疗性克隆的伦理和技术障碍，给人类疾病的干细胞治疗带来光明的前

景。本文从 iPS 细胞的诱导策略和方法，来源细胞及筛选、重编程机制的研究现状、应用前景以及研

究中存在的问题等方面对其作一综述和讨论。
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Progresses in research on induced pluripotent stem cells
LI Gui-fei, REN Cai-ping*, YAO Kai-tai

(Cancer Research Institute, Central South University, Changsha 410078, China)

Abstract:  The establishment of iPS cells (induced pluripotent stem cells, iPS cells) is considered as one of the

most important progresses in science and technology nowadays. The successful treatment of an animal disease

model by iPS cells and the prospect of deriving patient-specific human iPS cells have underscored the potential

use of stem cells for treatment of human diseases. This review discusses the advances in strategies and

approaches of induction, original cells and screening, mechanisms of reprogramming, application prospect and

obstacles of iPS cells.
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自从1998年Thomson等[1]建立第一个人类胚胎

干细胞(embryonic stem cells，ES细胞)系以来，ES

细胞由于其广阔的应用前景而成为继人类基因组计

划后生命科学中 活跃的领域，目前获得 ES 细胞

和ES 细胞样多能干细胞的途径主要有：(1)从早期

胚胎获得[2]，培养分离的植入前早期胚胎内细胞团

(inner cell mass，ICM)；(2)从胚胎原始生殖细胞

(primordial germ cells，PGCs)分离获得[3]；(3)从核

移植细胞获得[4]，将患者的体细胞作为核供体，移

植入去核的卵母细胞或者受精卵中，发育为囊胚后

再分离培养内细胞团；(4)体外长期培养某些特殊类

型的细胞获得，如骨髓细胞、化学刺激未受精卵使

之发育后获得的孤雌胚胎细胞[5]；(5)体细胞与ES细

胞融合获得[6, 7]。除前两种途径直接获得 ES 细胞

外，后三种都经过了由已分化细胞重编程回到胚胎

干细胞状态的过程，但是参与重编程的具体因子和

机制一直尚未阐明，需要破坏人类胚胎和利用卵细

胞的局限性使其在应用于治疗性克隆方面遭遇障

碍，阐明体细胞重编程为多能干细胞的机制对于更

简单高效地获得ES 细胞的替代细胞显得尤为重要。

诱导多能干细胞技术就是一种为研究体细胞重

编程的机制而建立的 新的获得多能干细胞的方
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法，通过病毒载体系统向成体细胞内导入一组基

因，或者同时添加一些起辅助作用的小分子化合物

使之去分化重编程回到胚胎干细胞状态，所获得的

细胞即为诱导多能干细胞(induced pluripotent stem

cells，iPS细胞)，具有与ES细胞相似的形态、核

型、端粒酶活性、体外分化潜能、表达相同的表

面标志分子。这项全新的技术给干细胞治疗带来了

新的曙光，通过这种手段获得的多能干细胞有着与

患者相同的基因型，可以解决治疗过程中异体移植

引发的免疫排斥难题，对于实现临床个性化治疗意

义重大。只要导入屈指可数的几个基因即可将体细

胞逆转为胚胎干细胞状态，增加了一种获取多能干

细胞的简单可行的方法，不用破坏人类胚胎，卸下

了人ES细胞研究沉重的伦理包袱，因而iPS是伦理

和技术上的双重突破，它将成为多莉羊克隆和人胚

胎干细胞建系之后干细胞研究领域新的里程碑。

1　iPS细胞研究概况

自从有关iPS 细胞的首篇文章公开发表以来，

iPS 研究经历了从鼠到人，从实验室研究到临床治

疗的深入。细胞的重编程越完全，所获得的iPS 细

胞在生物学特征上与ES 细胞越相似，代替ES 细胞

应用于临床的希望更大，安全性更高，因而iPS 技

术在不断地优化，科学家们尝试着不同的更安全的

基因组合，更简单有效筛选iPS 细胞的方法，从而

获得了与 ES 细胞生物学特征更相似，质量更高的

iPS细胞，为干细胞治疗的进一步发展奠定了基础。

1.1　诱导策略及方法　2006 年 Takahashi 和

Yamanaka[8]为进一步阐明细胞重编程的机制选择了

24个在胚胎干细胞中发挥重要作用的基因作为候选

基因，用Fbx15 作为筛选标记，通过基因转染等方

法层层筛选发现其中的四个基因(Oct4、Sox2、

c-Myc、Klf4)足以使小鼠胚胎成纤维细胞(mouse em-

bryonic fibroblasts，MEFs)逆转成为多能干细胞，将

这四个基因转入7周龄雄性小鼠和12周龄雌性小鼠

尾尖成纤维细胞(tail-tip fibroblasts，TTFs) 也成功地

获得了iPS细胞，这种细胞具有ES细胞的许多重要

特征，如相似的形态，相同的核型和端粒酶活性，

表达相同的表面标志分子，在体外悬浮培养可形成

拟胚体，体内接种可形成具有三个胚层的畸胎瘤，

具有全能性，但是其注入囊胚后不能形成胎生嵌合体

幼体，即不具有种系形成能力。此后，多个独立的

研究小组通过改变筛选标记，不但证实了这一实验成

果[9,10]，而且获得了有种系形成能力的iPS细胞。

由于研究发现人ES细胞能够通过细胞融合使骨

髓前体细胞重编程[11]，2007年Yu等[12]将在人ES细

胞中高表达且与骨髓前体细胞相关的基因按其与多

能性相关的密切程度进行排序，通过实验发现了第

一个14个基因的组合可使造血细胞重编程为ES样细

胞，并进一步发现，从中挑选的4 个核心基因的组

合(Oct4、Sox2、Lin28、Nanog)能够使由ES细胞

诱导来的骨髓间充质干细胞重编程，将这一组合导

入胎儿成纤维细胞与新生儿成纤维细胞也成功获得

了人类iPS 细胞。这一研究成果完成了iPS 技术从

鼠到人的飞跃，动摇了影响iPS细胞安全性的c-Myc

因子不可或缺的地位，让人们看到了iPS细胞应用

于临床的希望。

针对癌基因c-Myc的重新激活导致的小鼠iPS细

胞高致瘤性，Nakagawa等[13]也进行了无c-Myc基因

的 iP S 技术的研究，由于首次研究时这 3 个因子

(Oct4、Sox2、Klf4)的组合没有成功获得iPS细胞，

此次研究将药物筛选的时间由转导后1 周推迟到2

周，用 Nanog 替代 Fbx15 作为筛选标记，尽管获

得的阳性克隆比转导4 个因子时要少，但是特异性

更高，质量更好，阴性克隆和背景细胞较少，所

获得的细胞多能性标记基因的表达水平与ES细胞更

相似，注入囊胚也获得了成熟的胎生嵌合体小鼠，

且出生后100d 内无死亡，大大降低了致瘤性。后

来发现，即便用Fbx15 作为筛选标记导入这3 个因

子获得的iPS细胞依然可以形成成熟的嵌合体幼体。

更让人兴奋的是：将这3个因子导入人皮肤成纤维

细胞也成功地获得了人iPS细胞，为跨越iPS细胞

应用于临床的安全性障碍迈进了重要的一步。

由于小鼠神经干细胞内源性的Sox2和c-Myc表

达水平比ES细胞高，Kim等[14]成功地用2个因子的

组合(Oct4和 Klf4，Oct4和c-Myc)将小鼠神经干细

胞诱导成为iPS 细胞，提示：如果重编程的体细胞

某一个或几个因子内源性表达水平合适时，转导时

去掉相应的因子也可以使之完全重编程。研究发现

一些小分子化合物不但可以促进重编程，甚至可以

在功能上替代某些转录因子，如维甲酸(valproic

acid，VA)可以明显提高转入4个因子(Oct4、Sox2、

c-Myc、Klf4)时鼠成纤维细胞重编程的效率，保持

导入3个因子(Oct4、Sox2、Klf4)而不导入c-Myc时

的效率不下降[15]，甚至在仅仅导入Oct4和Sox2时也

成功地使人成纤维细胞重编程为iPS细胞[16]。具有

这种功能的小分子化合物还包括组蛋白甲基化酶抑制
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剂 BIX01294、L-型钙通道拮抗剂BayK8644[17]、细

胞内信号分子Wnt3a 等。除这些核转录因子之外，

Mir-302可以使人皮肤癌细胞重编程为iPS细胞[18]，

为 iPS 细胞的研究带来了全新的视角。

1.2　来源细胞及iPS细胞的筛选　在iPS细胞的来源

问题上诱导的低效性使研究者们一度倾向于未分化

的前体细胞和成体干细胞来源，但实验发现iPS细

胞不但不受细胞类型限制，也不受分化阶段的限

制。从细胞类型看，iPS 细胞不但已从人和小鼠成

纤维细胞获得，还从上皮细胞来源的小鼠肝细胞和

胃上皮细胞[19]、小鼠B淋巴细胞[20]，以及小鼠胰岛

β细胞[21]、人角质细胞[22]，甚至肿瘤细胞等成功获

得，就成纤维细胞而言，现在已成功地使人 ES 细

胞诱导来的已分化的成纤维细胞、胚胎成纤维细

胞、新生儿成纤维细胞、成人成纤维细胞等不同生

长发育阶段的细胞重编程。从分化阶段看，既可以

来自不完全分化的神经干细胞、前体 B 淋巴细胞，

也可以来自已分化的成熟的B 淋巴细胞、胰岛 β细

胞等。但是不同类型和不同分化阶段的细胞完全重

编程的难易程度是不一样的，人角质细胞重编程的

效率是人成纤维细胞的至少一百倍；小鼠神经干细

胞仅需导入两个因子即可重编程，成熟的B 淋巴细

胞比前体B 淋巴细胞较难重编程，除必需导入的4

个因子外，还需要过表达 C/ EB Pα 或特异性敲除

Pax5。除此之外，影响重编程效率的因素还有很

多，如选用的筛选标记和筛选的方法，Takahashi

和Yamanaka等[8]在2006年的首次研究中用Fbx15筛

选的iPS细胞与ES细胞相比在基因表达和DNA甲基

化模式方面区别显著，而且只能形成嵌合体胚胎，

不能继续发育形成成熟的嵌合体小鼠，表明重编程

的不完全性。由于Nanog 与多能性关系更为密切，

Okita等[23]用Nanog作为筛选标记，所得到的iPS细

胞与 ES 细胞相比在基因表达、DNA 甲基化模式和

组蛋白修饰方面更加接近。Wernig 等[24]引入了以

Oct4为标记的筛选方式，发现所获得的阳性克隆中

能形成稳定的iPS细胞系的比例是用Nanog筛选的4

倍以上，提示 Oct4 作为筛选标记特异性更高，效

果更好。Meissner等[25]用形态学标准筛选iPS细胞，

诱导效率约为0.5%，是用抗生素筛选的5－ 10 倍，

其原因可能是抗生素筛选时细胞经过遗传修饰，细

胞内可能发生了基因调节上的细微变化，因而不容

易被重编程。

1.3　重编程的机制　在重编程的过程中，所导入的

转录因子内源性及异位表达的水平必须在一个狭窄

的合适的范围才可以使细胞开始重编程，整个过程

也不是一蹴而就的，而是一个多步骤多因素的过

程，在促发阶段转录因子可能与内源性的多能性相

关基因相互作用，逐渐诱导表观遗传上的一些变

化， 后维持一个稳定的与 ES 细胞无明显差别的

表观遗传学状态。Brambrink等[26]发现在MEFs诱导

为iPS细胞的过程中有一个多能性标记分子的顺序表

达过程，首先是碱性磷酸酶(AP)的激活，阶段特异

性胚胎抗原1(SSEA-1)尾随其后， 后才是标志完

全重编程的Nanog和Oct4表达。Mikkelsen等[27]对

MEFs和 B淋巴细胞来源的iPS细胞系、不完全重编

程的细胞系及野生型的 ES 细胞系进行了基因表达

谱、主要标记基因的染色体状态图和甲基化状态的

综合分析，实验发现：无论是用逆转录病毒还是慢

病毒载体，成纤维细胞和非成纤维细胞的重编程都

有相似的早期速发型应答反应，表现为以MEF中表

达的间充质细胞特征基因Snai1、Snai2显著下调为

依据的去分化，以及在DNA复制和细胞周期中发挥

作用的增殖相关基因上调为依据的增殖反应。细胞

经过一个不完全重编程的中间过程，后期才完成多

能性状态的转变；不完全重编程的细胞系多能性相

关基因表现为高甲基化，用DNA甲基转移酶抑制剂

5-氮杂胞苷(5-aza-cytidine，AZA)处理后，向多能

性状态的转变更加迅速稳定，重编程的总效率得到

了很大的提高，用 R N A 干扰 D N A 甲基转移酶 1

(Dnmt1)的方法也得到了同样的效果，提示DNA 去

甲基化是重编程后期由不完全重编程到获得多能性

的关键步骤。此外用于提高重编程效率的小分子化

合物，如组蛋白乙酰化酶抑制剂维甲酸、DN A 甲

基转移酶抑制剂5-AZA、组蛋白甲基转移酶抑制剂

BIX01294等都是表观遗传修饰分子，说明染色体修

饰是细胞重编程过程中的关键步骤。重编程机制的

逐步阐明，为提高获得iPS细胞的效率，并将其应

用于临床奠定了基础。

2　iPS细胞的应用前景

由于iPS细胞的非胚胎来源及多能性，将其诱

导分化为某一特殊类型的细胞和组织，可以应用于

临床上许多由于细胞受到病损而引发，严重威胁人

类生命和健康的疾病，如帕金森病、老年痴呆症、

糖尿病、肝硬化、心肾衰竭、各种血液病、皮肤

烧伤等。目前，治疗这些疾病主要采用同种异体细

胞、器官和组织移植，胚胎干细胞移植治疗。同
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种异体移植由于移植后的免疫排斥反应及供体细

胞、器官和组织来源有限，制约了临床应用。胚

胎干细胞移植也存在免疫排斥反应，同时还要面对

胚胎来源的伦理争议。iPS 细胞理论上可以来自任

何类型的成体细胞，不需要胚胎，来源与伦理学上

的争议再也不是问题。由患者的体细胞诱导而来的

iPS细胞携带了患者自身的遗传物质，对获得的iPS

细胞进行诱导，使其分化为特定类型的细胞，用于

治疗，能使患者恢复生理功能，从而达到治疗疾病

的目的[28,29]。Narazaki等[30]将ES细胞定向分化为心

血管细胞的诱导系统应用于iPS细胞，成功地获得

了包括心肌细胞，动、静脉内皮细胞，淋巴管内

皮细胞等在内的多种心血管细胞，且其与 ES 细胞

诱导来的细胞在分子水平和生理功能上无明显区

别。 近又有成功地用全反维甲酸(RA)将小鼠iPS

细胞诱导分化为平滑肌细胞的报道[31]，这些研究提

示iPS细胞具有与ES细胞相似的分化潜能。iPS细

胞可在体外定向诱导分化为多种不同类型的组织细

胞，为其临床应用带来了希望。

2008年Dimos 等[32]用来自2位罹患肌萎缩性脊

髓侧索硬化症(ALS)这种神经退行性病变的老年患者

的皮肤细胞制造出了iPS细胞，而且成功地将其定

向诱导分化成了运动神经元细胞。Park等[33]也已建

立帕金森患者和亨廷顿患者的iPS细胞系，为病患特

异性的iPS细胞应用于临床提供了有利的实验依据。

Hanna等[34]通过向基因型为hβS /hβS的12周龄的

患有镰状细胞贫血的雄性小鼠的尾尖成纤维细胞中

导入3个因子(Oct4、Sox2、Klf4)，获得了iPS细

胞，经过体外同源重组，使iPS细胞基因型变为hβA/

hβ S，并诱导分化成骨髓造血前体细胞，回输到照

射后的患病小鼠体内，8－12周后其外周血各项实

验室指标均逐渐恢复正常，临床症状也得到了极大

的改善，造血系统基本恢复正常，真正显示出iPS

细胞的治疗作用。

将某些有遗传缺陷的细胞或病变细胞诱导为iPS

细胞，扩大培养为稳定的iPS细胞系，注入正常小

鼠的囊胚获得成熟的嵌合体小鼠，与正常小鼠交配

所得到的携带iPS细胞遗传物质的后代，可用做研

究疾病的动物模型，还可用于新药开发与试验的研

究。此外，iPS 细胞可以分化为包括生殖细胞系在

内的所有细胞，将其诱导分化为成熟的配子，还可

以用于不孕症的治疗[35]。

3　存在的问题

3.1　安全性　iPS细胞毕竟不能等同于ES细胞，如

在表观遗传学上与ES细胞就存在差别。 所用的6个

核心基因(Oct4、Sox2、c-Myc、Klf4、Lin28、

Nanog)除了Lin28 暂未发现与肿瘤发生有关外，其

余 5 个都是癌基因，其过表达都与某些肿瘤有关，

特别是那些分化较差的肿瘤[36]。不导入c-Myc基因

的iPS 细胞只是致瘤性降低，并不能说绝对安全。

逆转录病毒载体系统非定点整合至染色体基因组导致

的插入突变也不可避免，而且一旦发生如癌基因激

活、抑癌基因失活等有害的突变，不但会影响接受

治疗的患者，还会通过遗传影响到子孙后代。现在

的关键是找到一种安全高效的方法，如通过其他非

整合的载体系统、细胞穿透性蛋白或药物激活这些

转录因子，或者瞬时转染等方法来获得iPS 细胞。

3.2　技术性　诱导效率太低是目前iPS细胞应用于

临床必须跨越的一大障碍。临床应用首先要经过几

个月的建系，扩大培养，体外诱导分化为所需要的

细胞类型，然后再扩大培养， 后要确认不会导致

肿瘤才可以真正应用，前后加起来需要两年的时

间，即使不考虑昂贵的花费，对于脊髓损伤和心肌

梗死等急需治疗的疾病来说也太慢了[37]。尽管通过

改变筛选方法使其效率提高了5－ 10倍，但也不够

理想，只有进一步阐明重编程的具体分子机制，找

到影响效率的关键分子生物学事件及因素，才能找

到有效提高效率的方法。

3.3　其他问题　不同的iPS 细胞系之间，在致瘤

性、分化能力和宿主的反应等方面都是有区别的[38]，

哪一种更安全更适合临床应用；iPS 细胞在体外诱

导分化是否能像 ES 细胞一样稳定而多样；产生不

同类型的组织细胞的诱导条件与ES细胞是否相同；

那些喜欢冒险的科学家会不会制造iPS细胞来源的克

隆人，这些都需要研究者们和政府有关部门的共同

努力。

4　结束语

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，iPS 技术的不断进

步，在不远的将来，iPS 细胞将 终代替 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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