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诱导多能干细胞（induced pluripotent stem cells, iPS细

胞）技术是干细胞领域的一门新兴技术，是通过向体细胞中

导入特定转录因子，从而诱导体细胞重编程获得未分化的多

能细胞的技术，通过这种技术获得的多能细胞有与胚胎干细

胞类似的性能和多向分化能力。该技术在2008年被Science

杂志评为十大科学突破之首[1]。

2006年，日本京都大学的Yamanaka[2]研究小组通过逆转

录病毒把Oct4,Sox2,c-myc和Klf4这四种转录因子导入小鼠

成纤维细胞内，经过多能性分子Fbx15筛选，得到了与胚胎

干细胞极为相似的多能干细胞，并将其命名为 iPS细胞。

2007年底，美国的Thomson研究小组和日本的Yamanaka研

究小组几乎同时发表论文，宣布他们利用人皮肤成纤维细胞

培育出了人类iPS细胞。所不同的是，Thomson研究小组应

用的技术是利用慢病毒载体引入Oct4,Sox2,Nanog和Lin28这

四种转录因子诱导人类皮肤成纤维细胞重编程[3]，而日本

Yamanaka研究小组利用的依旧是通过逆转录病毒导入Oct4,

Sox2,c-myc和Klf4这四种转录因子[4]。随后，众多研究小组

研究利用不同的方法、不同的体细胞制备iPS细胞的方法，使

iPS细胞的获得技术手段日趋成熟，产生效率不断提高，研究

成果和技术突破层出不穷。

iPS细胞拥有与胚胎干细胞类似的功能，具有向3胚层

不同细胞分化的能力，并且避免了伦理学方面的限制。国内

周琪教授与曾凡一教授团队合作利用胚胎四倍体技术证明

小鼠iPS细胞可以产生正常小鼠后代，从而证实iPS细胞具有

胚胎干细胞几乎一样的全能性[5]。iPS细胞的获得翻开了干

细胞研究的新篇章，在组织工程学、疾病发生机制研究、疾病

模型建立、药物研发与评价、再生医学等医学研究领域也拥

有重要的应用价值。近年来的研究表明，iPS细胞在血液系

统[6—7]、内分泌系统[8—10]、心血管系统[11—12]、神经系统[13—14]等疾

病的治疗方面取得了巨大的进步。本研究将重点介绍在与

骨科密切相关的脊髓疾病，以及周围神经疾病方面iPS细胞

研究的现状与展望。

1 iPS细胞与脊髓疾病

1.1 脊髓疾病患者来源的iPS细胞建立

iPS细胞研究的初衷是达到疾病特异、患者特异的细胞

移植治疗的目的。那么疾病患者的体细胞诱导重编程之后

会继续表达疾病的相关基因，还是形成正常的iPS细胞呢？

为此，国内外学者展开了相关研究。哈佛大学的Kevin Egg-

an等[15]将一位患有家族性脊髓侧索硬化症（amyotrophic lat-

eral sclerosis, ALS）的82岁老年女性患者的成纤维细胞诱导

重编程成为iPS细胞，即获得了来源于患者细胞的iPS细胞，

并且经过证实，这种iPS细胞与人ES细胞相比，在克隆形态、

细胞周期、表达特异性表面抗原、表达干细胞标志性基因，以

及形成EBs方面基本相同。该实验组进一步将该iPS细胞诱

导分化为运动神经元，而运动神经元正是ALS患者脊髓中受

到破坏的细胞种类。威斯康辛大学的研究员们从1名患脊

髓性肌萎缩的患儿皮肤成纤维细胞也成功获得了iPS细胞，

并且能够在体外增殖，能够保持该疾病的基因表型，在体外

诱导分化能够形成运动神经元，该神经元与其健康母亲来源

的运动神经元相比，在选择性方面存在不足[16]。这些研究的

结果证实，疾病患者的体细胞可以诱导分化产生近乎正常的

iPS细胞，但可能在某些方面存在不足，需要进一步进行研

究。该类研究可以用于建立疾病特异病理模型，用于研究疾

病发生机制，筛查新型药物和研发新疗法。应用来源于患者

的细胞制备iPS细胞，为在体外建立疾病特异性、患者特异性

和个体特异性的疾病研究系统，以及实现个体化的研究和治

疗提供了可能。

1.2 iPS细胞向神经干/组细胞的分化

关于iPS细胞的研究，很多都是依据于ES细胞的一系列

研究结果。在体外诱导ES细胞常用的方法是悬浮培养和维

甲酸（retinoic acid, RA）相结合进行诱导，可以将其诱导成

为神经元样细胞和星形胶质细胞等[17—18]，而在应用RA同时

应用阿糖胞苷（Ara-C），可以定向诱导ES分化为神经元样细

胞[19]。目前国内有学者研究了利用RA和无血清培养基诱导

的方法，将人iPS细胞诱导分化为神经干细胞（NCSs），应用

倒置显微镜观察细胞形态、RT-PCR检测标志物（NANOG、

OCT4、SOX2）表达、免疫组化检测Nestin、SOX2、β-Tubulin

和GFAP表达的方法证实诱导分化成功[20]。该研究组还应用

实时荧光定量PCR法研究了 iPS向NCSs分化过程中相关
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mircoRNA 的表达变化，发现分化过程中，mir-34a、mir-9、

mir-200b均明显升高，证实这几种mircoRNA在 iPS向NCSs

分化过程中其重要作用[21]。盛国庆等[22]通过运用单层贴壁无

血清培养系统（一种用于诱导胚胎干细胞细胞进行神经分化

的实验系统），将小鼠脑膜来源的iPS细胞C5在体外诱导分

化成为神经前体细胞，并且进一步分化出三类中枢神经系统

细胞，包括神经元、星形胶质细胞、少突胶质细胞。因此，诱

导iPS细胞分化为神经干/祖细胞的技术已经存在并日趋成

熟，为今后进一步研究iPS细胞治疗SCI提供了便利。

1.3 应用iPS治疗SCI的发展现状

目前，iPS细胞尚处于实验研究阶段，未应用于临床。实

验研究中，绝大多数应用的实验动物是小鼠。Osahiko等[23—24]

应用RA诱导将iPS细胞分化形成的细胞球，然后将其移植入

NOD/SCID小鼠脑内，观察是否形成畸胎瘤来筛选安全的iPS

细胞。之后将安全的iPS细胞分化的细胞球移植入脊髓损伤

小鼠的脊髓，观察到能够形成有电生理功能的神经元细胞、

星形胶质细胞、少突胶质细胞。并且，将安全的iPS细胞分化

的细胞球移植后9天，观察到其分化为完整的3个神经细胞

系统，而且没有形成畸胎瘤或者其他肿瘤。它们还参加了髓

鞘再生和诱导宿主5HT+纤维的神经轴突再生，促进脊髓功

能的恢复。该研究证实，iPS细胞诱导的神经干/祖细胞对于

干细胞移植治疗SCI有很大的意义。研究iPS细胞治疗SCI

的研究远远少于iPS细胞应用于脑部疾病的研究，但后者的

研究方案可以参考、借鉴。

2 iPS与周围神经疾病

关于iPS细胞治疗周围神经疾病的报道较少，目前大部

分研究集中在ES细胞等治疗周围神经疾病上[25—28]。Wang等
[29]将 iPS 细胞核 ES 细胞诱导分化为神经嵴干细胞（neural

crest stem cells, NCSCs），然后应用组织工程学技术将其制

成纳米纤维管支架，用来做大鼠坐骨神经吻合的支架。电生

理检查可见1个月后神经加速再生，组织学分析表明有轴突

髓鞘形成，并且NCSCs分化为施旺细胞并集合形成轴突髓

鞘；1年后体内仍无畸胎瘤形成，证明其安全性良好。通过该

研究证实iPS细胞来源的NCSCs可以被直接应用于组织工程

学，用做治疗外周神经损伤的支架。有研究证实[23，30]，初级神

经球容易向神经分化，而二级神经球容易分化为胶质细胞。

以前的研究证实[31—32]，施旺细胞对于外周神经的再生起着至

关重要的作用，因此Uemura等[33]将 iPS诱导生成的容易分化

为施旺细胞的二级神经球，与多聚合物[外层由聚乳酸PLA

组成的多纤维网，内层由50%聚乳酸（poly lactic acid, PLA）

和50%聚己内酯组成海绵状]管结合，构造组织工程学细胞

移植支架治疗大鼠坐骨神经缺损，证实其功能恢复、轴突再

生并且施旺细胞大量生成。这些实验都证实iPS细胞经过诱

导后可以应用组织工程学技术治疗神经缺损，为周围神经的

支架治疗开辟了新的有前景的道路。

3 iPS细胞应用于治疗的安全性及效率

3.1 安全性

3.1.1 成瘤性问题：许多学者的研究表明，最初诱导成体组织

细胞重编程的因子中，c-myc具有一定的致癌性，能导致肿瘤

形成[34]。因此，学者们致力于通过减少或者改变因子寻求解

决成瘤性的问题，并取得了一定的成果。Nakagawa 等[35]和

Wernig 等[36]研究只用Oct4,Sox2和Klf4三种因子诱导体细胞

重编程，并且获得了成功，在一定程度上减少了成瘤性的问

题。之后，越来越多的研究发现，在应用某些化合物的情况

下，可以进一步减少外源性细胞因子，仍然可以成功的将体

细胞诱导重编程为iPS细胞，例如Sridharan等[37]研究发现，在

重编程过程中如果使用组蛋白去乙酰化酶抑制剂（VPA）时，

可以只应用Oct4和Sox2两种因子来达到重编程的目的。Shi

等[38]的研究也证实，在应用一种组蛋白甲基转移酶抑制剂

（BIX-01294）的情况下，可以只用Oct4和Klf4两种因子完成

重编程。在本文综述的研究中，大部分研究考虑了iPS细胞

的成瘤性问题并给予了研究和解决[23—24，30，39]。进一步研究证

实，细胞因子应用的类型与细胞来源类型有关，在将神经干

细胞诱导为iPS细胞时，可以只应用一种细胞因子OCT3/4也

能够获得成功[40]。但是，即使只有一种转录因子，在细胞分

化过程中也存在潜在的诱导突变的可能性。因此，研究人员

竭力研究无需诱变、无需病毒的iPS细胞培养方法。例如，一

种叫做piggyBac的无需病毒的转染系统已经投入应用[41—42]。

在该系统中，一个转座子上包含四种经典的重组因子（Oct4,

Sox2,c-myc和Klf4），生成稳定的iPS细胞系之后，该转座子

可以被切除，消除任何可能的转基因复苏可能性。Zhou等[43]

将重组蛋白应用到iPS细胞的诱导方面，使之完全无病毒、无

插入。即将聚精氨酸蛋白转导域融合到Oct4, Sox2, Klf4,

和 c-Myc的蛋白c末端，用来重组小鼠胚胎成纤维细胞。随

着减少成瘤性的研究的进一步深入，将来诱导iPS细胞形成

时成瘤性的问题将得到解决。但在这一问题完全解决之前，

研究中都要考虑到如何减少成瘤性，提高安全性的问题。

3.1.2 组织来源与安全性：iPS细胞能够保留起源组织一定

的表观遗传记忆[44]，因此临床应用上可能需要考虑细胞来源

问题，患者的体细胞重编程形成的iPS细胞是否安全需要试

验验证。Miura等[24]的研究证实，应用小鼠胚胎成纤维细胞

（mouse embryonic fibroblasts, MEF）、尾部尖端细胞和肝细

胞来源的3种不同iPS细胞，都可以在体外和体内形成3类中

枢神经系统细胞，包括神经元、星形胶质细胞、少突胶质细

胞。但是在3种来源的细胞中，MEF来源的iPS细胞形成的

次级神经球中Nanog-EGFP阳性的细胞数量最少，在体内形
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成畸胎瘤的比例也最小，与胚胎干细胞形成的次级神经球相

近。这些结果表明，iPS细胞分化能力与其来源组织密切相

关。Aoi等[39]通过16周的观察，在MEF细胞来源的iPS细胞

植入小鼠体内后未发现畸胎瘤的产生，该结果与ES细胞植

入效果一致。这些研究证实，分化较少的MEF细胞重编程

产生的iPS细胞更接近于ES细胞。但是，就临床应用来说，

来源于胚胎组织的细胞是不可能获得的。Polo等[44]也报道

iPS细胞的起源影响其体外分化，但是进一步研究发现尽管

早期传代的iPS细胞保留其起源细胞的表观遗传记忆，但是

晚期传代（16代之后）的iPS细胞在分化潜能方面已经没有

差异。该研究初步证实，应用成体细胞来源的iPS细胞也可

以摆脱细胞来源的影响。但是该结论尚需更多的实验验证。

通过对脊髓疾病患者来源的iPS细胞的成功产生和诱

导，能够建立起研究脊髓疾病的新方法。目前的研究证实患

者来源的iPS细胞仍存在一定的缺陷，与健康成体来源的iPS

细胞并不完全相同[16]。这可能和该细胞的表观遗传记忆相

关。至于是否传代至晚期能够纠正，是否需要进一步修正基

因，目前尚无相关报道，也是下一步研究的方向之一。

3.1.3 移植排斥：Zhao等[45]直接将ES细胞与 iPS细胞植入

C57BL/6小鼠体内研究其免疫反应，结果证实，与ES细胞相

比，小鼠iPS细胞中某些基因过量表达，导致移植入小鼠体内

后产生T细胞介导的免疫反应，导致急性排斥反应。但是，

其他几位学者的研究证实[23，30]，先将ES细胞及iPS细胞体外

诱导分化为神经元/祖细胞，再将其植入小鼠体内，小鼠均未

表现出急性排斥反应。这可能在一定程度上证明部分分化

的细胞比未分化细胞移植更安全。但是，在iPS细胞技术应

用于临床治疗之前，仍有必要检测其安全性。

3.2 效率

效率问题包括将成体细胞诱导重编程为iPS细胞时的效

率问题和将iPS细胞诱导分化为体细胞时的效率问题。前者

的研究已经很深入进行，包括几种重组因子的用法用量以及

一系列药物的研究，一系列的小分子能够提高重组效率和完

整性，例如RG108和AZA，以及DNA甲基转移酶抑制剂，都

显示出提高效率和促进重组完整性的作用[38，46—47]。在诱导

iPS细胞分化方面，Stadtfeld等[48]的研究证实，在不同细胞来

源的大部分的小鼠iPS细胞中，染色体12qF1上的Dlk1-Dio3

基因群处于静默状态，导致iPS细胞不能完全的像ES细胞一

样表达其全能性。有学者应用相同的培养基培养ES细胞和

iPS细胞，发现二者的生长周期、分化方向及分化为不同细胞

的比例并不完全相同，iPS细胞更容易分化，同样培养条件

下，细胞数量更早达到最大值，而且能更早分化[49]。该研究

中应用的DRG-CM诱导剂使iPS细胞更容易分化为运动神

经元和感觉神经元，而其他学者报道的应用维甲酸更容易使

iPS细胞分化为运动神经元[15]。因此，研究iPS细胞的更优化

的培养与诱导方案对于进一步研究和应用有重要的意义，对

于定向诱导有重要的作用。

4 展望

尽管有的学者已经开始怀疑iPS细胞的研究前景[50]，但

是iPS细胞的研究成果在干细胞领域和再生医学领域中仍然

具有重要的意义。解决成瘤性问题、表观遗传学问题、移植

排斥问题及提高效率，是将来研究iPS细胞需要解决的主要

问题。随着研究的深入，iPS细胞重编程以及诱导分化的机

制研究的进一步深入，在效率、安全性等方面的问题将一一

得到解答，iPS技术将逐步应用于临床，将来在干细胞移植治

疗、组织工程学等领域的发展将会具有不可估量的前景。
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