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摘要 主要从 iPS细胞发展历程、获得 iPS细胞的几个关键步骤 (如基因导入方式、诱导 iPS细胞所需因子组合与小分子化
合物运用和体细胞种类选择等)、病人或疾病特异性 iPS细胞、iPS细胞体内外诱导分化与其衍生物的临床应用和制备无遗传
修饰的(genetic modification-free) iPS细胞的可行性与前景等方面对 iPS细胞最新研究进展做评述．日本和美国研究小组先后
用 4种基因将小鼠(2006年 8月)和人(2007 年 11～ 12 月)的体细胞在体外重编程为诱导性多潜能干细胞(induced pluripotent
stem cells，iPS cells)，此后在短短两年多时间内，iPS细胞的研究和关注度呈爆炸式增长．体细胞重编程、去分化和多潜能
干细胞来源等一系列热点问题再次成为干细胞和发育生物学等研究的热点和焦点．与胚胎干细胞(embryonic stem cells，ES
cells)一样，iPS细胞在体内可分化为 3个胚层来源的所有细胞，进而参与形成机体所有组织和器官．迄今，在体外已由 iPS
细胞定向诱导分化出功能性的多种成熟细胞．因此，iPS细胞研究不仅具有重要理论意义，而且在再生医学、组织工程和药
物发现与评价等方面极具应用价值．
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由于人的胚胎干细胞(embryonic stem cells，ES
cells)在再生医学、组织工程和药物发现与评价等
领域极具应用价值，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细胞或 ES细胞样的
细胞或多潜能干细胞(induced pluripotent stem cells，
iPS cells)，这些途径主要包括：a．体细胞核移植，
b．体细胞与多潜能细胞融合后的重编程，c．将分
化的体细胞在卵细胞或多潜能干细胞的抽提物中孵

育以实现体细胞重编程，d．体细胞经特定因子诱
导重编程为 iPS细胞[1～4] ．虽然运用前 3种方法可
以获得多潜能干细胞，但是这些方法的广泛应用在

技术、细胞来源、免疫排斥、伦理、宗教和法律等

方面存在诸多限制，而 iPS细胞不受这些问题的限
制并且制备简单易行，故 iPS细胞一经问世，即在
生命科学领域引起了一次轰动，被誉为生命科学领

域新的里程碑．什么是 iPS细胞呢？简单来说就是
借助基因导入技术将某些特定因子导入动物或人的

体细胞，同时可选择性地在培养液中加入特定的小

分子物质，即可将体细胞重编程为多潜能干细胞，

此类细胞在克隆形态、生长特性、表面标志物、基

因表达模式、表观遗传学特征、拟胚体(embryoid
bodies，EBs)形成、畸胎瘤(teratoma)形成和嵌合体
(chimeras)形成(针对小鼠)等方面与 ES细胞非常相
似．本文主要从 iPS细胞发展历程、获得 iPS细胞
的几个关键步骤 (如基因导入方式、诱导 iPS细胞
所需因子组合与小分子化合物运用和体细胞种类选

择等)、病人或疾病特异性 iPS细胞、iPS细胞体内
外诱导分化与其衍生物的临床应用和制备无遗传修

饰的 iPS细胞的可行性与前景等方面对 iPS细胞最
新研究进展做评述．此外，有关 iPS细胞早期和其
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时间 主要事件 参考文献

2006-08-25 Yamanaka小组利用 Oct4、Sox2、c-Myc和 Klf4 4种基因将小鼠成纤维细胞诱导为 iPS细胞 [11]
2007-11-30 Yamanaka小组利用 Oct4、Sox2、c-Myc和 Klf4 4种基因将人皮肤成纤维细胞重编程为 iPS细胞 [12]
2007-12-21 Thomson小组利用 Oct4、Sox2、Nanog和 Lin28 4种基因将人的体细胞重构为 iPS细胞 [13]
2007-12-21 Jaenisch小组用 iPS细胞来源的造血前体细胞成功治疗镰状红细胞贫血，这从理论和实践上为人类单基因遗传

病治疗奠定基础

[14]

2008-01-00 Yamanaka小组和 Jaenisch小组利用Oct4、Sox2和Klf4 3种基因将鼠和人成纤维细胞重编程为更安全的 iPS细胞 [15, 16]
2008-01-10 Daley小组运用 4种或 6种因子组合将多种人体细胞(不同来源或处于不同发育阶段)重编程为 iPS细胞 [17]
2008-04-15 Jaenisch小组证实鼠 iPS细胞来源的多巴胺能神经元移植进帕金森病大鼠脑内，可有效缓解其症状和改善其行

为,说明 iPS对复杂疾病治疗的可能性
[18]

2008-04-18 Jaenisch小组运用 Oct4、Sox2、c-Myc、Klf4和 C-EBP琢将终末分化的鼠成熟 B细胞重编程为 iPS细胞 [19]
2008-06-05 Ding小组利用 Oct4和 Klf4与 G9a组蛋白甲基转移酶抑制剂 BIX-01294 (BIX)组合将神经干细胞高效率重编程

为 iPS细胞
[20]

2008-06-24 Hochedlinger小组利用 Oct4、Sox2、c-Myc和 Klf4 4种基因将鼠胰腺 茁细胞重编程为 iPS细胞 [21]
2008-06-31 Sch觟ler小组利用 Oct4和 Klf4 2种基因将鼠神经干细胞重编程为 iPS细胞 [22]
2008-07-03 Meissner小组证实 5忆-azacytidine可有效提高Oct4、Sox2、c-Myc和Klf4 4种因子将体细胞重编程为 iPS细胞的效率 [23]
2008-07-00 Melton小组证实组蛋白去乙酰化酶抑制剂 valproic acid (VPA)极大提高体细胞重编程为 iPS细胞效率 [24]
2008-08-01 Yamanaka小组利用 Oct4、Sox2、c-Myc和 Klf4基因将小鼠成年肝细胞和胃细胞重编程为 iPS细胞 [25]
2008-08-07 Jaenisch小组证实Wnt3a可有效提高 Oct4、Sox2、c-Myc和 Klf4 4种因子将体细胞重编程为 iPS细胞的效率 [26]
2008-08-28 利用 miRNA-302s将人肿瘤细胞重编程为 iPS细胞 [27]
2008-08-29 由 ALS病人体细胞制备的疾病特异的 iPS细胞在体外可定向诱导分化为运动神经元 [28]
2008-09-05 Daley小组成功建立一系列人疾病特异的人 iPS细胞系 [29]
2008-02-07 Jaenisch小组和 Hochedlinger小组为更好地研究体细胞重编程为 iPS细胞的机制建立了药物可诱导的系统，该

系统是一种新的、可预测的和重复性好的研究平台

[30～33]
2008-03-06
2008-09-11
2008-09-25 Hochedlinger小组和 Yamanaka小组利用腺病毒载体(Oct4、Sox2、c-Myc和 Klf4 4个基因或 Oct4、Sox2和 Klf4 3

个基因整合于同载体上)成功制备 virus-free adeno-iPS细胞，证明将体细胞重编程为 iPS细胞无需病毒载体整合进
宿主基因组

[34, 35]
2008-10-09

2008-10-02 Melton小组利用 Ngn3、Pdx1和 Mafa 3种转录因子在小鼠体内将成年胰腺外分泌细胞重编程为分泌胰岛素的
茁细胞

[36]

2008-10-12 Melton小组证实 Oct4和 Sox2与 VPA组合运用可将人成纤维细胞重编程为 iPS细胞 [37]
2008-10-17 Belmonte小组运用 Oct4、Sox2、c-Myc和 Klf4将人角质形成细胞高效而快速重编程为 iPS细胞 [38]

2009-03-06 Jaenisch小组将移除外源基因的人 iPS细胞成功诱导成多巴胺神经元，该成果为人帕金森氏症的治疗带来福音 [47]

2008-10-21 Smith小组证实 Oct4和 Klf4与 PD0325901和 CHIR99021组合运用可有效将体细胞重编程为 iPS细胞 [39]
2008-11-06 Ding小组利用 Oct4和 Klf4与小分子 BIX和 BayK8644组合将小鼠成纤维细胞高效率重编程为 iPS细胞 [40]
2008-12-04 Deng小组建立了猴 iPS细胞系，Xiao小组和 Ding小组分别建立了大鼠 iPS细胞系.猴和大鼠 iPS细胞系的建

立说明利用 iPS细胞技术亦可简便地建立其他物种的胚胎干细胞样细胞系
[41～43]

2009-01-09
2009-01-20 Ma小组用从 iPS细胞诱导来的内皮前体细胞和内皮细胞成功治疗血友病 A，这从理论和实践上为人类单基因

遗传病治疗奠定了基础

[44]

2009-03-01 Nagy小组和 Kaji小组采用转座子法取代病毒介导的基因投递方法高效率制备了 virus-free鼠 iPS细胞，同时获
得 iPS细胞后，又成功将先前导入的转录因子基因从 iPS细胞中移除

[45, 46]

他方面的进展，可参见其他中文综述[1, 5～10]．

1 iPS细胞发展历程
如表 1所示[11～47]，2006年 8月，Yamanaka小

组将 24种转录因子排列组合导入小鼠成纤维细胞，
最终确定最少有 4 种转录因子组合———Oct4、
Sox2、c-Myc 和 Klf4即可将成纤维细胞重编程为
iPS细胞[11]，2007年 11～12月，Yamanaka小组和
Thomson小组先后将人的体细胞重编程为 iPS 细
胞[12, 13]．这之后 iPS细胞的研究和关注度呈爆炸式
增长(表 1)，且取得了一些突破性进展，如建立了

疾病特异的人 iPS细胞[28, 29]、借助转座子介导的转

基因方法高效制备了 virus-free iPS细胞[45, 46]以及成

功地从所获得的 iPS细胞中移除先前导入的转录因
子基因[45～47]．在利用特定小分子化合物的情况下，

更少 的外源基因导入即可高效率获得 iPS 细胞，
这向制备无遗传修饰的 iPS细胞方面迈出了一大
步[20, 23, 24, 26, 37, 39, 40, 45～48]，此外，亦建立了大鼠和猴的

iPS细胞系[41～43]，其余进展详见表 1，这些成绩将
iPS细胞在临床上的实际应用又大大向前推进了一
步，iPS细胞研究和应用将有望成为 21世纪最伟
大的医学生物学成就之一.

Table 1 The history of induced pluripotent stem cells (iPS cells)
表 1 诱导性多潜能干细胞 (iPS cells) 大事记
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2援1 体细胞种类选择原则和体细胞重编程为 iPS
细胞所需因子组合确定原则

表 2、表 3和表 4展示了迄今通过不同转录因
子的组合或额外加入小分子，将小鼠或人的体细胞

重编程为 iPS 细胞的情况．Yamanaka 小组用
Oct4、Sox2、c-Myc 和 Klf4 4 种转录因子组合先
后将小鼠和人的成纤维细胞在体外诱导为 iPS 细
胞[11, 12]，这之后不同的研究小组又运用相似的方法

和采用不同因子的组合证实了该方法的可行性，同

时也发现，被逆转的细胞不局限于特定的细胞类型

及特定的分化阶段，其可以是内中外三胚层任一胚

层来源的细胞，既可以来源于胚胎细胞也可以来源

于新生儿、成人甚至是终末分化的成熟细胞(表 2、
表 3和表 4)，只是不同胚层来源的细胞或不同发
育阶段的细胞重编程为 iPS细胞的难易不同、效率

不同、所需因子组合不同或形成克隆所需时间不同

而已． Jaenisch小组借助新近建立的药物可诱导系
统来研究体细胞重编程为 iPS 细胞，得出如下结
论：a．不同诱导水平的重编程因子均可将体细胞
诱导为 iPS细胞；b．转录因子转基因活性的持续
时间与重编程效率有直接相关性；c．许多不同组
织来源的体细胞均可被重编程；d．不同类型体细
胞重编程为 iPS细胞所需转录因子诱导水平是不同
的[45]．总之，任何一种 (小鼠和人的)体细胞在理论
上均可被这些转录因子重编程为 iPS细胞．由于人
的血细胞(如 T细胞和 B细胞等)、脂肪细胞和皮肤
成纤维细胞取材方便及来源广泛，故此类人的体细

胞是较为理想的供体细胞，适用于建立“个体特异

的”、“病人特异的”或“疾病特异的”iPS细胞.

Fig. 1 A combined genetic and chemical approach for generating iPS cells from somatic cells
图 1 联合运用遗传的和化学的方法将体细胞重编程为 iPS细胞

VPA: 丙戊酸(valproic acid)；TSA:曲古抑菌素 A(Trichostatin A)；5-AZA: 5-氮杂胞苷(5-aza-cytidine)；BIX: BIX-01294；Bay:钙通道激动剂

BayK8644.

2 制备 iPS细胞的几个关键步骤和环节
目前， iPS 细胞制备流程及其鉴定如图 1 所

示，简言之：a．分离和培养宿主细胞；b．通过病
毒 (逆转录病毒、慢病毒或腺病毒)介导的方式将
外源基因导入宿主细胞；c．将病毒感染后的细胞
种植于饲养层细胞上，并于 ES细胞专用培养体系
中培养，同时在培养液中根据需要加入相应的小分

子物质 (如 Wnt3a、 5-AZA、 BIX-01294、 VPA、

TSA、BayK8644、PD0325901或 CHIR99021等)以
促进重编程；d．数天后，出现 ES克隆样的克隆；
e．在细胞形态、基因表达谱、表观遗传学、畸胎
瘤形成和体外分化等方面对这些克隆进行鉴定．鉴

于刘爽等[9]已对制备 iPS细胞的一般过程及其鉴定
做了较详细的描述，此不赘言．此外，Takahashi
等[49]和 Park等[50]分别描述了制备小鼠和人 iPS细胞
的详细步骤．本部分仅结合 iPS细胞最新研究进展
对一些关键步骤和环节加以评述．

iPS细胞的鉴定

重编程基因 +小分子化合物
Oct4
Sox2
Klf4
c-Myc
Nanog
Lin28
其他

VPA
BIX
5-AZA
TSA
Bay
Wnt3a
PD0325901
CHIR99021

克隆形态及生长特性
ES细胞标志分子表达
基因表达模式和表观遗传学特征
体外分化潜能
畸胎瘤形成
嵌合体形成及 iPS细胞来源的动物

人或动物的 iPS细胞 人或动物的 ES细胞

移除重编程基因的
iPS细胞

Cre或转座酶介导的基因删除

病毒或转座
子介导的基
因投递 ES细胞培养体系

人或动物的体细胞

+
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体细胞种类 因子组合 参考文献

成人皮肤成纤维细胞 Oct4，Sox2，Klf4，c-Myc，TERT，SV40 large T [17]
Oct4，Sox2，Klf4，c-Myc [12, 17, 28]
Oct4，Sox2，Klf4 [15]

新生儿皮肤成纤维细胞 Oct4，Sox2，Klf4，c-Myc，Nanog [60]
新生儿包皮成纤维细胞 Oct4，Sox2，Nanog，Lin28 [13]

Oct4，Sox2，Nanog，Lin28，Klf4，c-Myc [61]
Oct4，Sox2，Klf4，c-Myc，TERT，SV40 large T [17]
Oct4，Sox2，Klf4，c-Myc [32, 60]
Oct4，Sox2，Klf4，c-Myc，Nanog [32]

胎儿肺成纤维细胞 Oct4，Sox2，Klf4，c-Myc [17, 31]
Oct4，Sox2，Nanog，Lin28 [13]
Oct4，Sox2，Klf4 [31]
Oct4，Sox2，Klf4，c-Myc，SV40 large T [62]
Oct4，Sox2，Nanog，Lin28，SV40 large T
Oct4，Sox2，Nanog，SV40 large T
Oct4，Sox2，SV40 large T
Oct4，SV40 large T
Oct4，Sox2，c-Myc，SV40 large T

人 ES细胞来源的成纤维细胞 Oct4，Sox2，Klf4，c-Myc，TERT，SV40 large T [17]
Oct4，Sox2，Klf4，c-Myc
Oct4，Sox2，Klf4
Oct4，Sox2，c-Myc

成纤维状滑膜细胞 Oct4，Sox2，Klf4，c-Myc [12]

成人角质形成细胞 Oct4，Sox2，Klf4，c-Myc [38]

具有间质表型的体细胞 Oct4，Sox2，Nanog，Lin28 [13]
骨髓间质细胞 Oct4，Sox2，Klf4，c-Myc [29]
间充质干细胞 Oct4，Sox2，Klf4，c-Myc，TERT，SV40 large T [17]
人包皮来源的幼年角质形成细胞 Oct4，Sox2，Klf4，c-Myc [38]

Oct4，Sox2，Klf4，c-Myc，Nanog [32]

Table 2 iPS cells generated from multiple tissues and cell types by the combinational use of defined factors
表 2 不同因子组合将小鼠的不同类型细胞诱导为 iPS细胞

Table 3 iPS cells derived from various human cell by defined factors
表 3 不同因子组合将人的不同类型细胞诱导为 iPS细胞

体细胞种类 因子组合 参考文献

Oct4，Sox2，Klf4，c-Myc [11, 51,52]
Oct4，Sox2，Klf4 [15, 16]

胚胎成纤维细胞 Oct4，Sox2，Klf4，c-Myc [11, 51～54]
Oct4，Sox2，Klf4 [15]
Oct4，Sox2，Esrrb [55]

肾上腺细胞 Oct4，Sox2，Klf4，c-Myc [51]
肾细胞 Oct4，Sox2，Klf4，c-Myc [51]
肌细胞 Oct4，Sox2，Klf4，c-Myc [51]
胎鼠肝细胞 Oct4，Sox2，Klf4，c-Myc [34]
肝细胞 Oct4，Sox2，Klf4，c-Myc [25, 34]
造血系细胞 Oct4，Sox2，Klf4，c-Myc [51]
胃上皮细胞 Oct4，Sox2，Klf4，c-Myc [25]
肠上皮细胞 Oct4，Sox2，Klf4，c-Myc [51]
角质形成细胞 Oct4，Sox2，Klf4，c-Myc [51]
成熟 B淋巴细胞 Oct4，Sox2，Klf4，c-Myc，C/EBP琢 [19]
脑膜细胞 Oct4，Sox2，Klf4，c-Myc [56]
间充质干细胞 Oct4，Sox2，Klf4，c-Myc [51]
神经祖细胞 Oct4，Sox2，Klf4，c-Myc [51, 57]

Oct4，Klf4，c-Myc [57]
神经干细胞 Oct4，Sox2，Klf4，c-Myc [20, 58]

Oct4，Sox2，Klf4 [20]
Oct4，Klf4，c-Myc [58]
Oct4，Klf4 [20, 22]
Oct4 [59]

胰腺 茁细胞 Oct4，Sox2，Klf4，c-Myc [21]

成体成纤维细胞
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体细胞重编程为 iPS细胞所需转录因子组合需
根据体细胞种类及其相应转录因子表达水平或额外

加入的小分子化合物加以灵活选择(表 2、表 3和
表 4)．一般，Oct4、Sox2、c-Myc、Klf4 组合或
Oct4、Sox2、Klf4组合即可将体细胞重编程为 iPS
细胞，只是后一种组合重编程的效率较前一种低许

多(表 2、表 3 和表 4)．当选用小分子化合物时，
可大幅度提高重编程效率和 /或减少转录因子使用
个数[20, 23, 24, 26, 37, 39, 40]，增加转录因子使用个数(Oct4、
Sox2、Nanog、Lin28、c-Myc 和 Klf4)，也可大幅
度提高重编程效率 [61]．又如 Oct4 和 Klf4 2 种基
因，甚至只用 Oct4一个基因，即可将神经干细胞
或前体细胞转化成 iPS细胞，这主要由于这些细胞
本身高表达 Sox2、c-Myc 和 Klf4 [20, 22, 39, 59]，而当在

培养液中加入小分子化合物 BIX 或 PD0325901与
CHIR99021，则可显著提高重编程效率[20, 39]．Oct4
和 Klf4 2种因子与小分子化合物 BIX和 Bay组合
联用时，可高效率将小鼠成纤维细胞诱导为 iPS细
胞，这时 BIX和 Bay可以弥补外源 Sox2的缺失，
这是由于小鼠成纤维细胞重编程为 iPS细胞至少需
要 Oct4、Sox2和 Klf4 3种因子[40]．小鼠成熟 B细
胞需要导入 Oct4、Sox2、Klf4、c-Myc 和 C/EBP琢
5种基因才能转化成 iPS细胞[19]，而当在培养液中

加入 5-AZA，Oct4、Sox2、Klf4 和 c-Myc 4 种因
子亦可将成熟 B细胞诱导为 iPS细胞[23]．

2援2 基因导入方式

目前，通过逆转录病毒 [11]、慢病毒 [13]、腺病

毒[34]和转座子[45, 46]介导的方式均可将转录因子对应

的基因导入体细胞，进而将其重编程为 iPS细胞．
新近，Hochedlinger小组和 Yamanaka 小组均通过
腺病毒介导的转基因方式将转录因子的基因导入体

细胞，进而瞬时表达这些基因即可获得无病毒载体

整合的 iPS细胞．这两个小组的研究结果表明，将
体细胞重编程为 iPS细胞只需转录因子基因在体细
胞内瞬时表达即可达到目的，而无需病毒载体整合

进宿主细胞基因组中，但是该方法将体细胞诱导为

iPS细胞的效率较逆转录病毒和慢病毒的低许多[34, 35].
非整合方式实现体细胞重编程为 iPS细胞的理论基
础是：在通过逆转录病毒介导的方式将转录因子基

因导入体细胞而获得的 iPS细胞上检测发现，转录
因子转基因表达水平非常低或外源转基因完全沉

默，而内源性转录因子基因被激活而维持很高表达

水平，这时 iPS细胞多潜能性靠内源性转录因子表
达来维持，至此，外源转录因子转基因已完成自己

的使命而不表达[15, 35]．

最初，每一个逆转录病毒载体或慢病毒载体仅

携带一个转录因子基因，采取如下策略生产病毒和

感染细胞．逆转录病毒的生产有两种方案：一是

“直接混合”的方案，即用含 4种或更多因子质粒
的混合物转染包装细胞，进而获得携带 4种或更多
因子基因的病毒混合物，接着用病毒混合物感染细

胞；二是采用“先分后混”的方案，即先生产携带

每一种因子基因的病毒，然后将收集的病毒上清等

比例混合后感染目标细胞．慢病毒生产只能采取

鼠或人的体细胞 因子组合(遗传方法)

小鼠胚胎成纤维细胞 Oct4，Sox2，Klf4，c-Myc
Oct4，Sox2，Klf4
Oct4，Sox2，Klf4，c-Myc
Oct4，Sox2，Klf4，c-Myc
Oct4，Sox2，Klf4，c-Myc
Oct4，Sox2，Klf4，c-Myc
Oct4，Sox2，Klf4
Oct4，Klf4

鼠成熟 B淋巴细胞 Oct4，Sox2，Klf4，c-Myc
鼠神经干细胞 Oct4，Klf4

Oct4，Klf4
人包皮成纤维细胞 Oct4，Sox2，Klf4
人皮肤成纤维细胞

小分子化合物

Wnt3a-CM
Wnt3a-CM

VPA
TSA

5-AZA
5-AZA + Dex

VPA
BIX + Bay

5-AZA
PD0325901 + CHIR99021

BIX
VPA

参考文献

[26]
[26]
[24]
[24]

[23, 24]
[24]
[24]
[40]
[23]
[39]
[20]
[37]

Table 4 A combined genetic and chemical approach for generating iPS cells from mouse and human somatic cells
表 4 联合运用遗传的和化学的方法将小鼠和人的体细胞重编程为 iPS细胞

Wnt3a-CM: 含 Wnt3a 的条件培养基 ; VPA: 丙戊酸 (valproic acid); TSA: 曲古抑菌素 A(Trichostatin A); 5-AZA: 5- 氮杂胞苷

(5-aza-cytidine); BIX: BIX-01294; Bay:钙通道激动剂 BayK8644; Dex:地塞米松(Dexamethasone).
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“先分后混”的方案．最近，成功构建了携带 3种
转录因子基因的腺病毒载体(基因之间由 2A序列相
连)[35]、携带 4种转录因子基因的腺病毒载体[34]和慢

病毒载体[63～65]，这将使病毒生产和感染细胞过程更

为简捷．此外，将 4种转录因子基因克隆于同一载
体中，亦成功构建了转座子表达载体[45, 46]．

3 病人或疾病特异性 iPS细胞的问世
2008年，Eggan小组从家族型肌萎缩性脊髓侧

索硬化症(ALS)患者身上提取皮肤细胞，采用 iPS
细胞技术首次将患者来源的体细胞重编程为“疾病

特异的”人 iPS细胞，即获得了病人细胞来源的
iPS细胞，证实该 iPS细胞在克隆形态、细胞周期、
特异性表面抗原表达、干细胞标志性基因表达和

EBs形成等方面与人 ES细胞相似，并进一步由该
iPS细胞在体外诱导分化出运动神经元，而运动神
经元是在 ALS中遭损害的细胞，这表明将来有可
能为患者“量身定做”运动神经元，进行个性化治

疗，这一做法的最终目标是：用此类“疾病特异

的”iPS细胞来制备在遗传上相匹配的健康细胞，
并用其取代病变细胞，但在将这种方法安全地用于

人体之前，仍有许多障碍需要克服[28]．与此同时，

病患特异性的 iPS细胞将是研究 ALS样疾病发生
机理和筛选阻止神经元退行药物的重要工具，在大

多数情况下，ALS是遗传与环境因素间复杂相互
作用的结果，这使得在实验室利用细胞培养来研究

这种疾病变得非常困难，而来自有遗传变异(这些
变异使得变异基因携带者容易罹患该疾病)病人的
iPS细胞则恰好携带着个体病人中与该疾病有关的
“众多”遗传信息．无疑这项成果对研究 ALS是个
好消息，同时也意味着向应用 iPS细胞来治疗人类
疾病的目标又迈出了重要的一步．

2008年，Daley小组从一系列遗传性疾病的病
人身上获取皮肤成纤维细胞或骨肉瘤起源的间充质

细胞，通过逆转录病毒介导的方式将 Oct4、Sox2、
Klf4、c-Myc 或 Oct4、Sox2、Klf4或 Oct4、Sox2、
Klf4、c-Myc、Nanog转录因子导入上述细胞，成
功获得了一系列“疾病特异的”人 iPS细胞[29]．

iPS 细胞技术的问世为建立“个体特异的”、
“病人特异的”或“疾病特异的”人 iPS细胞和实
现“个体化的”药物药效与 ADME/Tox评价等奠
定了良好基础．同时，“病人特异的”或“疾病特

异的”人 iPS细胞也可以用来研究特定疾病 (如人
ALS)的发病机制．

4 无遗传修饰的 iPS细胞前景展望
iPS细胞的未来是发展安全、高效、有临床应

用价值的治疗型干细胞，从安全角度看，目前的研

究正在逐步接近．迄今，通过逆转录病毒[11]、慢病

毒[13]和腺病毒介导的方式[34, 35]均可将转录因子基因

导入体细胞而获得 iPS细胞．逆转录病毒和慢病毒
介导的转基因方式使病毒载体整合进宿主基因组，

实现转基因稳定表达，但这两种转基因方式容易激

活致癌基因，获得的 iPS细胞可能是有毒害副作用
的．Hochedlinger 小组和 Yamanaka小组先后通过
腺病毒将转录因子基因导入体细胞，瞬时表达这些

转录因子而获得了无毒害副作用的或无病毒载体整

合的 iPS细胞，因为这种基因导入方式一般不会使
病毒载体整合进宿主基因组中，有望成为临床应用

的比较安全的方法[34]．当然，腺病毒载体也有可能

整合进基因组中，尽管这种可能性很小．

以病毒作为载体导入外源基因会使细胞发生遗

传修饰，带有潜在的危险性，同时该方法操作起来

比较麻烦且不实用．上述建立 iPS细胞的方法均涉
及到基因的过量表达(或变化)，那么这些通过遗传
修饰的细胞如何恢复基因的常量表达，此外，饲养

层细胞、小片段载体污染、体外培养细胞的同质

性、表观遗传改变和基因组稳定性等都需要加以考

虑．腺病毒介导的转基因方式虽然实现用某些因子

的短暂性表达代替基因的永久性整合而获得

virus-free adeno-iPS细胞[34, 35]，但是该方法仍然不是

获得安全、高效、有临床应用价值的治疗型 iPS细
胞的最佳方法．

最理想、最实用的方法是用小分子化合物代替

外源基因导入实现体细胞重编程而获得 iPS细胞，
这一想法在不久的将来有望变为现实．

如图 1和表 4所示，不同转录因子组合与小分
子化合物组合联用可极大提高鼠和人体细胞重编程

为 iPS细胞的效率，这些小分子化合物在促进细胞
重编程方面起重要作用．神经干细胞或前体细胞由

于其本身高表达 Sox2，因而 Oct4和 Klf4两种因子
即可将此类细胞诱导为 iPS细胞(表 2和表 4)，而
一般需要 3种因子 Oct4、Sox2、Klf4才能将小鼠
成纤维细胞重编程为 iPS细胞，当使用小分子 BIX
与 Bay组合时，Oct4和 Klf4两种因子组合也可高
效率将小鼠成纤维细胞诱导为 iPS 细胞 [40]，这时

BIX 与 Bay 组合可以弥补外源 Sox2 的缺失．可
见，转录因子组合和小分子组合联用时，可减少转
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录因子使用个数．外源 c-Myc 缺失时，Oct4、
Sox2、Klf4组合与 Wnt3a 联用可显著提高小鼠成
纤维细胞重编程为 iPS 细胞的效率，这说明 Wnt
信号通路促进了重编程[26]．表 4所示，使用抑制剂
PD0325901 和 CHIR99021 分 别 抑 制 MAPK
(mitogen-activated protein kinase)信号通路和 GSK3
(glycogen synthase kinase-3)信号通路，可提高鼠神
经干细胞重编程为 iPS细胞的效率[39]．不难发现，

激活一些信号通路(如Wnt通路等)和抑制一些通路
(如MAPK和 GSK3通路等)有助于体细胞重编程．
根据细胞命运决定的复杂信号网络，采用“基

于细胞水平的表型筛选法 (cell-based phenotypic
assays)”和 /或“信号通路筛选法(pathway screens)”，
并辅之以其他高通量的检测或筛选法，已筛选出特

异小分子或天然产物，他们可以“特异”地促进

“特定”干细胞 /前体细胞自我更新、存活、增殖
或分化，也可以“特异”将成熟细胞去分化为干细

胞 /前体细胞等，这些成绩的取得是建立在人类对
主要信号通路有较深入认识基础上的 [66]． 如

TWS119 和二氨基嘧啶化合物 (diaminopyrimidine
compounds)可分别将小鼠 ES细胞定向诱导分化为
神经细胞[67]或心肌细胞[68]，2，6，9-三元取代嘌呤
(purmorphamine，hedgehog信号通路激动剂) 可将
间充质干细胞定向诱导为成骨细胞 [69, 70]，而 2, 6-二
元取代嘌呤(reversine)则可将骨骼肌细胞去分化为
某些前体细胞，并进一步定向诱导分化为成骨细胞

或脂肪细胞等[71]．这些功能性的非肽类 /肽类的小
分子和天然产物具有分子质量小、结构简单、生产

成本低、易吸收和生理活性稳定等特点，在不远的

将来，一些小分子和天然产物有望作为药物用于组

织修复与再生等．

以上信息告诉我们，仅使用小分子化合物即可

将体细胞重编程为 iPS细胞．但目前，对体细胞重
编程为 iPS细胞的复杂分子机制仍然知之甚少，而
要达到上述目的，则要提高人为地操纵体细胞重编

程的能力和更好地理解体细胞重编程为 iPS细胞的
调控机制．任何生命活动均是由遗传调控和表观遗

传调控相互作用形成的复杂信号调控网络决定的，

体细胞重编程为 iPS细胞亦不例外，只要我们对这
一调控网络有一全面认识，即可发现一些小分子化

合物而实现上述目的． Jaenisch小组和 Hochedlinger
小组为更好地研究体细胞重编程为 iPS细胞的机制
建立了药物可诱导的系统，该系统是一种新的、可

预测的和重复性好的研究平台[30～33]．借助该系统有

助于加快阐明体细胞重编程的分子机理和发现更多

的小分子化合物，大为缩短 iPS细胞从理论研究到
临床应用的发展周期．

5 iPS细胞体内外诱导分化
与人和鼠的 ES细胞一样，iPS细胞植于免疫

缺陷鼠皮下可在注射部位形成由内、中和外胚层来

源细胞杂乱排列构成的畸胎瘤[11～13, 29]．将小鼠 iPS
细胞注射入小鼠囊胚，其可与受体细胞一起发育形

成包括生殖系在内的各种组织而形成嵌合

体[11, 22, 24, 34, 39, 52, 53]，同时，通过嵌合体技术或四倍体

胚胎补偿法(tetraploid complementation)亦可获得完
全由小鼠 iPS细胞发育而来的个体[19, 22, 24, 25, 34, 39, 52, 54]．

同样，iPS细胞在一定培养条件下在体外可分
化成含三个胚层来源细胞的多细胞结构，即 EBs，
在其内可检测到外胚层细胞如 茁-芋 tubulin阳性神
经元、Tuj1阳性的神经元、Nestin阳性细胞和星形
胶质细胞，中胚层细胞如 CD34阳性细胞、心肌细
胞、骨骼肌细胞、平滑肌细胞和脂肪细胞，内胚层

细胞 如 AFP (alpha-fetoprotein) 阳 性 细 胞以 及
TROMA-玉阳性的滋养外胚层细胞等[11, 12,15, 22,32,37,38,62,72].
同时，研究者已成功地将 iPS细胞在体外定向诱导
分化为神经前体细胞[18]、功能性的成熟神经细胞，

如运动神经元[28]和多巴胺能神经元[12, 18, 37, 38]、星形胶

质细胞[18]、造血前体细胞[14]、造血细胞[73]、胰腺细

胞和肝细胞[20]、分泌胰岛素的 茁细胞 [74]、心肌细

胞 [12, 37, 38, 73, 75～77]、平滑肌细胞 [73, 76, 78]、血管内皮细

胞[73, 76]、胰腺细胞[37]和耳蜗毛细胞[79]等．

由 iPS细胞体外定向诱导分化出的细胞(包括
前体细胞)在治疗相应疾病方面均展示出一定疗
效．将由 iPS细胞在体外诱导分化来的神经前体细
胞宫内移植进 13.5天胎鼠脑中后，其可在体内进
一步分化为胶质细胞和各类神经元 (包括谷氨酰胺
能神经元、GABA能神经元和儿茶酚胺能神经元)，
这些神经细胞功能性地整合进宿主脑中，并展现出

成熟神经元的活性[18]．同时，将由小鼠 iPS细胞在
体外诱导分化来的多巴胺能神经元移植进帕金森病

大鼠模型脑内，一段时间后可有效缓解大鼠疾病症

状和改善其行为[18]．此外，iPS细胞来源的造血前
体细胞、内皮前体细胞和成熟内皮细胞及耳蜗毛

细胞分别成功用于治疗镰状红细胞贫血[14]、血友

病 A [44]和治疗神经感觉性听力障碍[79]．

总之，以上体内外实验充分证明了小鼠和人

iPS细胞的多向分化潜能． iPS细胞技术为每个个
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体量身定做 iPS细胞提供了现实的可能性[28, 29, 80～83]，

iPS细胞及其衍生物作为细胞替代治疗的种子细胞
已显示出良好应用前景[14, 18, 79]，而由 iPS细胞体外
定向诱导分化实验所获数据又决定其在临床上的进

一步应用．

但是，必须看到，由于目前对干细胞(包括 iPS
细胞、ES细胞和成体干细胞)自我更新与分化等行
为的调控机制仍然知之甚少，迄今人类还不能按照

自己的意图将干细胞 (包括 iPS细胞、ES细胞和成
体干细胞)在体外定向诱导分化为任意感兴趣的功
能细胞．许多 ES细胞体外分化模型被建立以获得
不同类型终末分化细胞，但这些模型存在诸多问

题：比如 ES细胞还不能向单一方向分化或者 ES
细胞还不能按照我们的意图定向分化，因而诱导分

化后获得的往往是混合型细胞，如何通过准确控制

ES细胞分化行为和优化诱导分化技术线路以实现
ES细胞完全定向分化是进一步探讨的科学命题．
突破如上理论和技术瓶颈的关键所在，是利用合适

的模型系统阐明决定哺乳动物发育过程中细胞类型

特化、组织形成和器官发生等的调控网络．

随着人类对干细胞(包括 iPS细胞、ES细胞和
成体干细胞)分化调控机制认识的不断加深，从人
iPS细胞将会衍生出更多种类的人类细胞，将为细
胞替代治疗、新药筛选与评价及其他用途提供大量

的细胞源———种子细胞．

6 前景展望

iPS细胞研究成果在干细胞和发育生物学研究
领域中无疑具有里程碑意义，其在短时间内取得了

一系列突破，可以预见，有朝一日，iPS细胞必将
应用于临床，解决人类面临的各种疾患等，但在获

得安全、高效、实用、有临床应用价值的治疗型

iPS细胞之前，还面临许多问题、急待突破的瓶颈
和需要深入研究的领域：a．解析诱导体细胞重编
程为 iPS细胞的分子机制，b．研究 iPS细胞生物
学特性和行为 (如自我复制、增殖和分化等)调控的
机制及 iPS细胞体外定向诱导分化机制，c．提高
iPS细胞制备效率，d．充分评价 iPS细胞临床应用
的安全性，e．建立高效、安全、实用制备人 iPS
细胞的方法，即在阐明体细胞重编程为 iPS细胞机
制的基础上建立无遗传修饰的 iPS细胞制备策略与
方法(如仅利用一些小分子物质即将人的细胞重编
程为 iPS细胞)，f．在前一项研究的基础上，探索
一条简便制备“个体特异的”或“疾病特异的”治

疗型人 iPS细胞的技术路线和方法，等等．
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Abstract Over the past 28 months, the induced pluripotent stem cells (iPS cells, with characteristics identical to
those of embryonic stem cells (ES cells)) directly in vitro reprogrammed from nonembryonic cells and tissues have
captured great attentions in both scientific community and general public. Somatic reprogramming,
dedifferentiation and the resource of pluripotent stem cells become the research hot points of stem cells and
developmental biology. Person-, patient- and disease-specific iPS cells could be very useful in regenerative
medicine and drug discovery, etc. iPS cell history, the several key steps in generating iPS cells (including
approaches to gene delivery, combined uses of defined factors and small molecules to induce somatic cells into iPS
cells, and choice of somatic cell types), patient- and disease-specific iPS cells, in vivo and in vitro differentiation
of iPS cells, and the possibility of genetic modification-free iPS cells were discussed.
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