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诱导多能干细胞及其在神经退行性疾病研究中的应用
韩发彬*

(泰山医学院聊城临床学院干细胞与再生医学中心, 山东 252000)

摘要      用干细胞转录因子OCT4、SOX2、c-MYC和KLF4进行体细胞重编程产生具有胚胎干

细胞特性的诱导多能干细胞(iPS细胞)是干细胞研究领域的突破性进展。近年来, iPS细胞的研究从

产生方法、重编程机理及实际应用方面不断取得进展。由于iPS细胞的产生可取自体细胞, 因而克

服了胚胎干细胞应用的伦理学和免疫排斥等缺陷, 为iPS细胞的临床应用开辟了广阔的前景。该文

将对iPS细胞的产生方法、重编程机理及其在神经性退行性疾病的研究与应用进行文献综述, 反映

近几年iPS细胞最新研究成果, 并阐述了用病人iPS细胞模型探讨帕金森氏病、老年性痴呆症、脊

髓侧索硬化症、脊髓肌肉萎缩症及舞蹈症等5种常见神经性退行性疾病发病机理的研究现状。
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特约综述

用体细胞重编程技术建立病人特异的诱导多能干细胞(iPS细胞)模型对于研究神经遗

传发育疾病和神经退行性疾病的发病机理、药物筛选及探讨自体移植治疗具有重要

的理论意义和临床应用价值。目前研究发现, DNA表达载体、RNA、蛋白质及一些

小分子化合物均能对体细胞进行表观遗传学修饰从而诱导产生iPS细胞。我们实验室

的主要研究方向是: (1)帕金森氏病病人诱导多能干细胞产生与体细胞重编程; (2)神经

遗传病的致病基因克隆与功能分析; (3)建立疾病动物模型, 进行干细胞移植治疗机理

研究; (4)干细胞移植治疗神经系统疾病的临床疗效研究。

1   概述
用体细胞重编程产生具有胚胎干细胞功能的

诱导多能干细胞(induced pluripotent stem cells, iPS
细胞)是医学与生物学史上具有划时代意义的里程

碑。2006年, 日本的Yamanaka等[1]首先用4个干细胞

转录因子OCT4、SOX2、KLF4和c-MYC, 通过体

细胞重编程将小鼠成纤维细胞转化成具有胚胎干

细胞特征的iPS细胞。2007年, Yamanaka实验室[2]及

Thomson实验室[3]分别用逆转录病毒(retrovirus)与慢

病毒(lentivirus)载体将4种转录因子OCT4、SOX2、
c-MYC、KLF4或OCT4、SOX2、LIN28和NANOG
感染人体皮肤成纤维细胞后将其回转成具有胚胎干

细胞特性的人体iPS细胞。2008年, Daley等[4-5]用4种
干细胞转录因子(OCT4、 SOX2、c-MYC和KLF4)将
人体胎儿、新生儿及成人的皮肤与肺成纤维细胞逆

转成iPS细胞并用病人体细胞产生了不同疾病的病

人iPS细胞。周琪实验室[6]及高绍荣实验室[7]也成功

地产生小鼠的iPS细胞, 并由此iPS细胞产生了活体小

鼠, 进一步证实了iPS细胞的胚胎干细胞功能。随后

相继报道只用三种(OCT4、SOX2和KLF4)或两种转

录因子(OCT4、KLF4或OCT4、c-MYC)即可将人体 
的体细胞或神经前体干细胞(neural progenitor cells,  
NPC)转化为iPS细胞[8-9]。但只用三种或两种转录

因子产生诱导多能干细胞的效率极低(0.0001% 
~0.001%), Liao等[4]和Mali等[10]通过增加其他基因

(SV40T)将产生诱导多能干细胞的转化效率提高

10~100倍。Wu等[11]报道了只用单一OCT4即能将小
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鼠胚外组织细胞逆转成iPS细胞。

由于逆转录病毒与慢病毒载体能整合到细胞

的基因组, 具有引起基因突变和肿瘤的危险性, 许多

实验室采用瞬时转染方法产生无病毒载体和外源

基因整合的iPS细胞。 Okita等[12]报道了用普通质粒

载体转染小鼠体细胞产生非病毒整合的诱导多能干

细胞, 证明重编程转录因子的基因组整合并非是产

生iPS细胞所必需的。 随后三个实验室相继报道用

不同方法成功的产生了无外源转基因表达的iPS细
胞, 为iPS细胞的临床应用进一步铺平了道路。美国

Thomson实验室的Yu等[13]用非病毒整合载体产生了

人体iPS细胞。英国Kaji等[14]与加拿大Woltjen等[15]

分别用单一载体的多蛋白表达方法产生iPS细胞, 然
后将整合到iPS细胞基因组中的外源基因切除产生

非外源基因整合的iPS细胞。Soldner等[16]用Dox诱
导的loxP慢病毒载体(lentiviral FUW-tetO-loxP)产生

了帕金森氏病病人iPS细胞, 再用Cre-重组酶切除外

源基因产生了非病毒载体整合的帕金森氏病病人特

异的人体iPS细胞, 并将此病人特异的诱导多能干细

胞成功地分化成多巴胺神经元。这些PD病人iPS细
胞不含有外源性的载体及转基因序列, 因而克服了

诱导多能干细胞临床应用的障碍。他们将PD病人

iPS细胞分化的多巴胺神经元移植到大鼠的帕金森

氏病动物模型, 结果证明移植的多巴胺神经元能够

存活16周以上并改善PD大鼠的运动行为[17]。目前, 
人体诱导多能干细胞已经从不同的人体组织细胞产

生, 其中包括皮肤细胞、脂肪细胞、肺细胞、肝细胞、

骨髓细胞、血液细胞、牙龈细胞和毛囊细胞等[18-21]。   
本文将对近年来体细胞重编程产生iPS细胞的

机理、方法及其在神经退行性疾病研究中的应用等

研究进展进行文献综述, 同时指出其应用限制及发

展前景。

2   体细胞重编程的方法与机理
体细胞重编程是将已经分化的体细胞(如皮肤

成纤维细胞及血液淋巴细胞)在体外进行表观遗传

学修饰使其逆转成具有多向分化能力的干细胞。目

前, 进行体细胞重编程的主要技术方法有体细胞核

移植(somatic cell nuclear transfer, SCNT)、细胞融合及干

细胞转录因子诱导。早在1952年, Briggs等[22]就报

道了成功的核移植技术。他们将囊胚的细胞核移植

到去核的豹蛙(Rana pipiens)卵细胞中产生了正常孵

化的小蝌蚪(tadpoles)。1996年, Gurdon等[23]将tad-
poles的小肠细胞核转移到去核的非洲爪蟾(Xenopus 
laevis)卵细胞中产生了成体具有爬行能力的青蛙。

核移植技术在哺乳动物取得突破性进展是在1996年
英国Wilmut实验室克隆出了成年绵羊“Dolly”。他们

将白脸羊的体细胞细胞核分离后移植到黑脸羊的去

核卵子产生了活体白脸仔羊[24-25]。随后, 相继报道

了用核移植技术克隆产生了牛、鼠、山羊、猪、猫

和兔子等。直到2008年, Wood实验室[26]用SCNT技
术产生了人体早期克隆胚胎。他们将人体的成纤维

细胞核移植到去核的卵子并在体外培养形成了桑椹

期胚胎克隆(cloned blastocysts)。但由于伦理学与供

体来源的限制, SCNT核移植技术难以用于临床应用

研究。

早在1976年, Miller等[27]就用胚胎干细胞融合

技术进行体细胞重编程。他们用胸腺细胞与胚胎瘤

细胞融合产生了具有多向分化能力的细胞, 移植到

小鼠体内能够形成具有三个胚层的畸胎瘤。Cowan
等[28]通过与人体胚胎干细胞融合后使人体成纤维体

细胞转变为具有多能性的四倍体细胞。分子遗传学

分析表明, 体细胞与胚胎干细胞融合后形成的杂合

子细胞在某些基因启动子区产生了表观遗传修饰如

去甲基化等, 提示体细胞基因组的部分区域发生重

编程。由于胚胎干细胞提供了细胞重编程的所有细

胞浆因子, 融合细胞发生重编程的速度快、效率高。

但通过细胞融合重编程技术产生的多能性细胞具有

胚胎干细胞的染色体, 因而在异体移植时仍然产生

免疫排斥反应[29]。    
胚胎干细胞融合能使体细胞重编程产生多能

性干细胞, 表明胚胎干细胞含有诱导多能性的细胞

因子。Yamanaka实验室[1]通过反复筛选发现只用4
个干细胞转录因子(OCT4、SOX2、KLF4、c-MYC)
即可以将小鼠和人的成纤维细胞重编程产生iPS细
胞。除了用DNA表达干细胞转录因子外, 其他实验

室还用RNA、蛋白质及小分子化合物成功地产生了

iPS细胞, 表明重编程主要通过细胞的表观遗传学改

变使分化的体细胞逆转成具有多能性的胚胎干细胞

状态[30-31]。 
iPS细胞是人工体外诱导产生的具有多向分化

性的干细胞, 并能分化成除胚外组织以外的任何一

种体细胞。多能性干细胞转录因子诱导体细胞重编

程返回多能状态的机理还很不明确, 但主要是通过
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内源性多能性基因的活化和定向分化基因的抑制两

方面作用。 在iPS细胞产生过程中, 体细胞发生了表

观遗传学改变, 其中包括细胞染色质的疏散打开及

DNA去甲基化等。外源干细胞转录因子主要是通过

活化内源性的多能性基因OCT4、NANOG等启动重

编程, 一旦内源性OCT4、NANOG被活化, 外源性转

录因子会自动灭活失去作用[32]。在重编程过程中每

个干细胞转录因子的作用不同, 其中OCT4和SOX2
起主要作用。

研究表明, 在诱导体细胞重编程的过程中, 干
细胞转录因子诱导产生iPS细胞需要两个阶段(图1)。
第一阶段在转录因子c-MYC、KLF4和LIN28的作用

下体细胞转变为转化的细胞(transformed cell)。由于

胚胎干细胞与肿瘤细胞有着很多相似之处, 原癌基

因KLF4与c-MYC在体细胞重编程中的作用是打开

染色质的螺旋结构, 暴露基因的启动子区以诱导体

细胞发生转化, KLF4及LIN28通过抑制p53及细胞凋

亡促进细胞转化。第二阶段是转化的细胞在OCT4、
SOX2及KLF4的作用下进一步转变为iPS细胞。OCT4、
SOX2结合在内源性OCT4、SOX2、NANOG及其下

游基因的启动子区, 活化这些基因, 使细胞转化为

iPS细胞。其中, 多数为未完全重编程的iPS细胞, 只
有少数是完全重编程的iPS细胞[33]。OCT4、SOX2
及KLF4与内源多能性基因启动子结合使DNA发生

去甲基化。OCT4与SOX2形成二聚体, 一方面, 可以

调节下游基因, 如UTF1、FGT4和FBX15; 另一方面, 
也能自我调节OCT4和SOX2。全基因组分析发现, 
OCT4与SOX2在人体和小鼠胚胎干细胞中有许多共

同的下游作用基因。因此, OCT4与SOX2都是保持

细胞多能状态所必需的[34-35]。OCT4主要在胚胎细

胞、早期胚胎中表达。在胚胎发育中的表达主要在

桑葚胚(blastomere)和内基质细胞(inner cell mass)。
OCT4基因纯合缺失的小鼠胚胎在发育的着床期就

不能存活[36]。对OCT4基因抑制后, 小鼠和人的胚胎

干细胞会自发地向胚外组织分化, 表明OCT4基因在

维持细胞多能性方面起主要作用[37]。用单一OCT4
将胚外组织细胞逆转成iPS细胞或用OCT4与小分

子化合物结合产生小鼠与人的iPS细胞, 进一步证实

OCT4在iPS细胞产生过程中的关键作用。SOX2主
要是在胚胎干细胞中表达。SOX2与OCT4一样, 其
表达表明细胞处于未分化的多能状态。与OCT4不
同的是, SOX2也在胚外组织中表达。另外, 在发育

的神经细胞中, SOX2表达标志着细胞处于未完全定

向的神经前体细胞状态(neural precursor cells)。研

究表明, SOX2纯合缺失的小鼠胚胎由于原始外胚层

不能发育, 在着床前就不能存活。用基因敲除方法

去除SOX2后, 体外培养的小鼠胚胎干细胞向胚外

组织分化而不能保持其多能状态[38]。小鼠胚胎干

细胞中敲除SOX2后, 其多能性可以用SOX2或OCT4 
cDNA转染重新获得, 表明SOX2的主要作用可能是

保持OCT4的活化表达状态。在这重编程逆转过程

中, 有的细胞未发生转化, 有的细胞部分转化, 有的

细胞完全转化为多能干细胞。KLF4能作为OCT4及
SOX2二聚体的共存因子, 起促进转化的多能干细胞

成为完全成熟的iPS细胞[39]。 这也许就是体细胞重

编程过程中真正完全重编程成为iPS细胞效率不高

的原因。许多实验室正在采用不同的方法提高诱导

多能干细胞的产生率。

在iPS产生过程中起作用的可能还包括小RNA 
(miRNA)。研究表明, miR-291-3p、miR-294及miR-
295在ES细胞中表达并在整个细胞周期中调节和加

强ES细胞的多能性。最近研究报道, miR-302能代

替OCT4、SOX2等干细胞重编程因子使人体和小鼠

的体细胞进行重编程产生iPS细胞[40-41]。miR-302在
人体胚胎干细胞中表达丰富, 但在分化的组织细胞

中不表达。关于这一非蛋白质编码小RNA进行重编

程作用的机理不十分明确, 研究提示, miR-302主要

是作为一种抑制性调节因子抑制表观遗传因子, 如

图1　干细胞转录因子体细胞重编程的作用机理 
Fig.1 The mechanism of the somatic cell reprogramming 

through stem cell transcription factors
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DNMT1、MECP1/2、AOF2/1、KDM1/2等, 从而引

起基因组的去甲基化促使体细胞内在的多能性基因

活化产生iPS细胞。

3   诱导多能干细胞的产生方法
自Yamanaka首先用逆转录病毒载体将干细胞

转录因子导入细胞产生诱导多能干细胞后, iPS细胞

的产生方法不断改进。目前, iPS细胞产生方法主要

有病毒载体、非病毒载体、mRNA、蛋白质及小分

子化合物等几种方法。每种方法各有其优点和缺点

(表1)。从研究疾病的实际应用方面考虑, 用非病毒

整合的Episomal plasmids及小分子化合物法是方便

可行的方法。  
3.1  用逆转录病毒或慢病毒整合载体产生iPS细胞

iPS细胞产生最早应用的是逆转录病毒载体将

OCT4、SOX2、c-MYC和KLF4导入细胞基因组并表

达此4种转录因子。由于逆转录病毒载体将转基因

插入基因组能持续表达转基因, 启动和活化细胞内

在的多能性基因, 促使体细胞向干细胞方向回转, 因
而iPS的产生效率较高。用逆转录病毒产生iPS细胞

时, 首先用转基因逆转录病毒载体及表达病毒结构

蛋白(gag、pol及env)的质粒转染HEK293细胞产生

有活性病毒颗粒悬液, 再用此病毒悬液转染体细胞

如成纤维细胞或血液细胞后产生iPS细胞[1,5]。用慢

病毒载体产生iPS细胞首先由Thomson实验室报道, 
随后其他实验室也相继用此慢病毒方法产生iPS细
胞[42-43]。慢病毒载体属于逆转录病毒的一种, 其特

点是可以转染有分裂能力细胞和无分裂能力细胞, 
而逆转录病毒载体只能转染有分裂能力细胞。慢病

毒载体将转基因随机地插入基因组而逆转录病毒载

体一般将转基因插入到内源基因的转录起始点[44]。

逆转录病毒与慢病毒载体的另一差别是逆转录病毒

产生iPS细胞后能够完全自我失活而慢病毒产生iPS
细胞后转基因会持续低水平表达[45], 对iPS细胞的分

化产生副作用。

3.2  用慢病毒载体外源基因切除法产生iPS细胞

尽管逆转录病毒与慢病毒载体能有效地产生

iPS细胞, 但iPS细胞含有病毒载体及转基因的整合, 
有引起插入突变的危险性, 转基因自我失活后的重

新活化也会导致肿瘤的发生, 另外, 残留的转基因表

达会影响iPS细胞的发育分化能力。因此, 用慢病毒

载体产生iPS细胞要设法去除整合的慢病毒载体和

转基因, 建立无外源基因整合的iPS细胞。目前, 使
用的方法有两种: 

表1　诱导多能干细胞产生方法及其优缺点比较

Table 1　Comparison of the advantages and disadvantages of the approaches to generate induced pluripotent stem cells
产生方法 优点 缺点 参考文献

Generation approaches Advantages Faults References
Retrovirus plasmids High efficiency of iPS cell generation,  Genome integration to induce mutation, only  1-2, 5
 silencing of the transgenes infecting dividing cells, risk of tumority by 
  the re-activation of transgenes.

Lentivirus plasmids High efficiency iPS cell generation, capability  Genome integration to induce mutation,  3, 42
 of infect dividing and non-dividing cells incomplete silencing of the trangenes

Excisable lenti-viral vectors Efficient excision of the transgenes Residue of 200~300 bp lenti-viral vectors  16, 46
  in the genome

PiggybBac transposons Precise excision of the transgenes,  Need longer time to generate iPS cells, 15, 47
 no residue of the vector low efficiency of transgene excision

Episomal plasmids No integration of the viral vectors  Low efficiency of iPS cell generation  13, 49
 and transgenes in the genome

Recombinant proteins No integration of the viral vectors and  Low efficiency of iPS cell generation,  50-51
 transgenes in the genome complicated procedures

Small molecules (VPA,  No integration of the viral vectors and  Low efficiency of iPS cell generation 52-54
BIX02194, VitC, etc) transgenes in the genome
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一种方法是将干细胞重编程因子串联形成同

时表达多个转基因的单一载体。在表达载体的两

个转基因之间插入2A肽链片段(2A peptide)或IRES 
(internal ribosome entry site)。用此方法能保证每个

细胞转染的细胞都同时表达4~6个干细胞重编程因

子以提高重编程的效率。Sommer等[46]用串联多个

转基因载体产生小鼠iPS细胞, 效率可以达转染细胞

的0.5%。Jaenisch实验室[16]在多个重编程因子串联

表达的载体设计中利用Cre/loxP技术在转基因5’和
3’端插入loxP位点。iPS细胞产生后再用表达重组

酶(Cre-recombinase)的质粒将外源基因与插入载体

切除。研究表明, 通过Dox诱导的单一慢病毒载体

同时表达4个重编程因子产生小鼠iPS细胞的效率达

1/106。尽管用Cre/loxP切除法产生的iPS细胞无外源

基因整合, 但这种方法产生的iPS细胞基因组中仍然

存留200~300 bp的外源loxP DNA序列。实验分析证

明, 残留的DNA序列属于病毒载体无活性的LTR序
列。

另一种外源基因切除产生iPS细胞的方法是用

PB转位子系统(PiggyBac transposon system)。PB转
位子的特点是在哺乳动物中有很高的基因组转位

活性并可以进行准确的自我切除, 不留DNA残留。

Nagy实验室[15]用PB转位子载体构建了多个转基因

串联的表达系统并产生了人体和小鼠的iPS细胞。

实验证明, 90%以上的iPS细胞克隆不会有外源DNA
存留。尽管此法产生iPS细胞的效率很低, 但由于无

外源DNA残留, iPS细胞更加安全, 用于研究疾病机

理和临床移植的价值较大。Yusa等[47]通过增加载体

的抗性选择优化了此法以利于鉴定无外源基因整合

的iPS细胞。

3.3  用非病毒整合载体(Episomal plasmids)产生

iPS细胞

体细胞重编程产生iPS细胞需要一定时间启动

内源多能性基因并保持细胞的多能性基因处于活

化状态, 提示用非病毒整合载体瞬时表达干细胞重

编程因子也有可能达到基因表达水平而引起体细

胞重编程产生iPS细胞。用普通质粒和腺病毒载体

产生iPS细胞的研究表明, 转基因插入到细胞基因

组并不是产生iPS细胞所必需的[48]。Thomson实验

室的于俊英研究员首先使用Orip/EBNAI载体(Epi-
somal plasmids)表达多个干细胞重编程因子(OCT4、
SOX2、NANOG、LIN28、c-MYC、KLF4及SV40T)

产生了无病毒载体整合的人体iPS细胞, 但与其他方

法相比, 其iPS细胞产生效率非常低(0.0005%)。为

提高用非病毒载体产生iPS细胞的效率, 最近, 程临

钊实验室[49]对OriP/EBNAI Episomal plasmid方法进

行改良后串联表达5个干细胞重编程因子(OCT4、
SOX2、KLF4、c-MYC和LIN28)、SV40T抗原(Tg)
和抑制p53的shRNA p53后将iPS细胞的产生效率提

高了50~100倍。对抑癌基因p53进行抑制能提高iPS
细胞的产生效率, 提示抑制p53的表达能抑制细胞的

定向分化。只用Episomal plasmid表达5个干细胞因

子(OCT4、SOX2、KLF4、c-MYC及LIN28)即可以

用106个体细胞产生50个iPS细胞。如果5个干细胞

因子与第2个表达载体同时转染细胞, 发现C5与Tg
同时转染的效率最高, 与shRNA p53同时转染的iPS
细胞效率次之, 与NANOG共同转染时iPS细胞效率

与单独5个因子的效率相似[49]。此方法产生的iPS细
胞经传代10代以后, 外源基因就能够从iPS细胞中消

失, 因此对研究疾病的发生机理和自体移植治疗具

有明显的优势。

3.4  直接用重编程RNA及蛋白质产生iPS细胞

为避免引起细胞基因组改变的另一种iPS细胞

产生方法就是直接将重编程mRNA或蛋白质导入细

胞内。Warren等[30]报道用合成的mRNA诱导人体细

胞重编程产生iPS细胞。为避免细胞对抗外源RNA
的免疫反应, 他们对mRNA的5’-和3’-末端进行化

学修饰以保证合成的RNA进入细胞后有效地表达

多能性干细胞转录因子(OCT4、SOX2、c-MYC和
KLF4)。结果表明, mRNA法能有效地产生iPS细胞, 
并且细胞基因组不产生任何损害。由于导入细胞的

RNA在短时间内被细胞降解, 需要用RNA转染细胞

保证长时间表达重编程因子才能产生iPS细胞。Kim
实验室[50]通过HEK293细胞合成重编程蛋白质并产

生了人体iPS细胞。为使细胞能摄取重编程的蛋白

质因子, 需要用一段肽链转导蛋白(poly-arginine)连
接到重编程蛋白质因子。最近, Cho等[51]用小鼠胚胎

干细胞分离的蛋白质进行重编程也产生了iPS细胞, 
与DNA表达转基因方法相比, 蛋白质方法需要更长

的时间(8周), 而且iPS细胞产生效率较低(0.001%)。
但是, 蛋白质方法产生的iPS细胞基因组发生突变的

可能性非常小。

3.5  用小分子化合物产生iPS细胞

近年来的研究表明, 用4个重编程因子OCT4、
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SOX2、KLF4、c-MYC或2个重编程因子OCT4、
SOX2或单一重编程因子OCT4均能产生iPS细胞, 提
示只有OCT4是不可替代的重编程因子。许多实验

室在寻找能代替重编程因子的小分子化合物产生

iPS细胞。这些小分子化合物起到促进重编程作用

甚至能代替重编程因子。研究发现, 小分子化合物

组蛋白质去乙酰酶抑制剂VPA能使iPS细胞的产生

效率增加10~100倍, 并证明VPA可以代替c-MYC和
KLF4, 促使人体成纤维细胞转化为iPS细胞[52]。丁胜

实验室[53]发现钙离子拮抗剂(BayK 8644)组蛋白甲基

转移酶与OCT4及KLF4一起作用能诱导体细胞重编

程。Eggan实验室[54]报道了TGF-β信号转导抑制能

代替SOX2和c-MYC诱导产生iPS细胞。最近, 裴端

卿实验室[55]报道VitC可能通过抑制p53途径促进iPS
细胞产生。

4   诱导多能干细胞在研究神经退行性疾病

中的应用 
自人体体细胞产生iPS细胞(克服了胚胎干细

胞面临的伦理、宗教及资源不足等缺陷), 为干细

胞生物学的基础研究和临床应用开拓了广阔的前

景。目前, 对神经系统疾病及其他疾病发病机理的

研究主要采用动物转基因或基因敲除模型(transgenic 
animals or knockout animals)。在用人体细胞进行中

枢神经系统疾病的研究中, 主要是用病人死后取得

的大脑组织进行病理学或分子生物学的研究。一方

面, 这些样本保存不够完善; 另一方面, 这些样本只

能代表疾病发展的最后阶段, 不能真正全面地反映

疾病过程中的分子、细胞水平的变化。这就限制了

直接对疾病发生过程的神经病理与分子生物学分

析。目前, 神经退行性疾病的小鼠及大鼠的转基因

或基因敲除模型, 一般不能重现疾病的所有临床表

现, 且鼠类模型仅用于单基因遗传病的研究。啮齿

类动物与人类还存在着种属的差异, 这就意味着对

人体疾病的深入研究需要更接近于人体发育过程的

体外模型。iPS细胞的研究成功为研究胚胎发育的

内在机制、人体疾病的发病机理、筛选临床药物和

自体细胞移植为基础的遗传病治疗创造了人体细胞

模型(图2)。
4.1  帕金森氏病(Parkinson’s disease, PD)

PD是继老年性痴呆症后的第二大神经退行性

疾病, 在临床上表现为震颤、僵直、运动缓慢及步

态不稳, 另外伴有其他精神症状, 其根本原因是中脑

多巴胺神经元凋亡。本病以散发为主, 家族性病例

占20%左右。分子遗传学研究已经鉴定出多个与PD
发病相关的基因和遗传位点, 如α-Synuclein(SNCA)、
Parkin、DJ-1、PINK1、LRRK2、NURR1等[55-56]。用

突变的SNCA在人体胚胎干细胞中过量表达发现分

图2　病人iPS细胞用于研究神经退行性疾病的发病机理、药物筛选及自体移植治疗 
Fig.2 The application of the patient iPS cells in studying the disease mechanisms, drug screening and self-transplantation 

therapy for the neurodegenerative diseases
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化的多巴胺神经元存活力降低[57]。Daley实验室[16]

和Jaenischi实验室[17]报道了PD病人iPS细胞的产生

及分化成多巴胺神经元, 虽然未见到病人iPS细胞与

正常人iPS细胞分化的多巴胺神经元的差异, 可能是

由于差别不显著而不能从细胞表型显现出来。PD
病人iPS细胞分化的多巴胺神经移植到动物模型能

改善大鼠的运动功能[16-17]。最近, Seibler等[58]报道了

具有PINK1基因突变PD病人iPS细胞的产生。此iPS
细胞分化成多巴胺神经元后, Parkin介导的线粒体

趋化能力受到损伤而且细胞内线粒体数目增多。用

PINK1基因转染具有PINK1突变的神经元, 发现过

量表达PINK1能改善PINK1突变多巴胺神经元的表

型与功能, 提示突变的PINK1功能下降通过损伤线

粒体功能引起多巴胺神经元凋亡。另外, LRRK2与
SCNA基因突变的PD病人iPS细胞受基因突变影响, 
多巴胺神经元脆性增加, 易于受到氧化损伤等环境

因素影响而凋亡[59]。

4.2  老年性痴呆症(Alzheimer’ disease, AD)
老年性痴呆症(AD)是最常见的老年人神经退

行性疾病, 病人的主要临床表现为进行性的记忆力

减退和健忘。病理上发现, 病人大脑皮层萎缩及广

泛的神经细胞减少, 并伴有大量的神经纤维聚集形

成的蛋白体(amyloid fibril plaque)。蛋白聚集体的主

要成分是由APP蛋白(amyloid precursor protein)经酶

切产生的Aβ肽(β-amyloid)形成。在大脑中Aβ肽的

聚集导致神经细胞的退行性病变, 逐渐引起神经细

胞丢失。分子遗传学研究已经鉴定出APOE、PS1、
PS2及APP基因突变是导致AD的主要遗传因素[60]。

Yagi等[61]产生了具有PS1和PS2基因突变的iPS细胞。

他们将具有PS1和PS2突变的iPS细胞分化成神经元。

虽然表型上与正常人iPS细胞分化的神经元无明显

差异, 但在PS1和PS2基因突变的iPS细胞分化的神

经元细胞中会有更多的Aβ肽聚集, 证实了Aβ肽聚集

导致AD发病的机理。另外, 对AD病人iPS细胞分化

的神经元进行较长时间培养和分析可能会引起PS1
及PS2基因突变, 影响神经细胞形态和功能的表型改

变。

4.3  脊髓侧索硬化病(amyotrophic lateral sclerosis, 
ALS)

ALS是一种进行性发展的神经退行性疾病, 主
要分家族性和散发性两种。在家族性遗传性ALS中, 
80%是由于超氧化物歧化酶(SOD1)基因突变造成运

动神经元的退行性改变, 引起肌肉萎缩与瘫痪。病

人起病一般在40~50岁左右, 发病后一般在2~5年内

出现严重的运动障碍或致死。其发病机理虽不完全

明确, 但主要是由于细胞内异常的蛋白聚集毒性导

致运动神经完全凋亡。研究显示, 用人体胚胎干细

胞过量表达突变的SOD1蛋白可引起胚胎干细胞分

化的运动神经元存活能力下降及细胞数目减少[62]。

Dimos等[63]用体细胞重编程技术产生了iPS细胞并诱

导分化神经元, 但是与正常对照人iPS细胞分化的运

动神经元相比较, 未能鉴定出表型改变, 也可能是由

于细胞内其它基因的互补作用在运动神经元发育的

早期不能表现出表型及功能异常。Mitne-Neto等[64]

突变VAPB基因产生iPS细胞, 结果表明突变VAPB基
因, iPS细胞分化的运动神经元表达明显下降, 提示

VAPB基因在ALS的发病过程中起着重要的作用。

4.4  脊髓肌肉萎缩症(spinal muscular atrophy, SMA) 
SMA是一种常染色体隐性遗传病, 主要是由于

SMN基因的点突变或缺失突变引起运动神经元功能

丧失, 导致肌肉萎缩及对称性下肢瘫痪。病人通常

在出生后发病并由于呼吸肌麻痹导致儿童2~4年内

死亡。Svendsen实验室[67]用iPS细胞研究SMN1基因

突变在脊髓肌肉萎缩症中的致病作用。他们用慢病

毒载体表达OCT4、SOX2、NANOG和LIN28产生

了SMA病人诱导多能干细胞并将其分化为运动神

经元。由SMA病人iPS细胞分化的运动神经元与对

照相比, 存活能力下降并在细胞内出现较多的蛋白

聚集体, 提示SMN1基因突变导致细胞过量蛋白质聚

集, 从而导致细胞毒性[65]。

4.5  舞蹈病(Huntington’s disease, HD)
HD是一种呈常染色体显性遗传的神经退行性

疾病, 这是由于HTT基因中出现多个串联的CAG重

复序列从而产生异常的Huntington蛋白造成细胞毒

性而发生神经细胞的退行性改变。如果CAG重复序

列在35个以下病人不会发病, 但是当CAG重复超过

40个以上会发展成舞蹈病。Lorincz等[66]用基因打靶

技术产生了具有150个CAG重复序列的转基因小鼠

模型, 并将分离出的小鼠胚胎干细胞分化成神经细

胞。结果发现, 具有CAG突变的神经元多数分化产

生胶质细胞。Bradlen等[67]分离出具有40~48个CAG
重复序列的胚胎干细胞, 但分化成神经细胞后未能

发现异常表型改变。Park等[68]从具有72个CAG重

复序列的舞蹈病病人产生了病人iPS细胞。用此iPS
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细胞分化的神经元易于受到损伤后凋亡, 表现类似

HTT蛋白聚集的毒性作用。研究发现, 神经细胞中

谷氨酰胺载体的表达减少, 从而使细胞易于受到内

毒素谷氨酰(glutamate)的损伤, 表明iPS细胞用于研

究疾病机理更具有优越性。

另外, 其他神经发育障碍疾病的iPS细胞也相继

被报道用于研究Rett综合征(Rett syndrome)、精神

分裂症(Schizophrenia)、X染色体易损综合征(Fragile 
X syndrome)及唐氏综合征(Down syndrome)的发病

机理等[69-72]。目前, 已建立的神经退行性疾病及神

经发育障碍疾病的iPS细胞, 概括总结见表2。

胞进行自身增殖(self-renewal)或分化的小分子化合

物。用此方法他们鉴定出了促进人体胚胎干细胞的

短期增殖或决定早期定向分化的几种临床上应用的

药物与天然化合物。Barbaric等[74]报道了一种影像

学实验方法用于检测影响人体胚胎干细胞存活能力

与多向分化能力。他们的实验包括测量人体胚胎干

细胞(hES细胞)克隆中的细胞数、克隆的形态与大

小、细胞核染色的强度以及细胞表达多能性标志物

TRA-1-60的百分比。他们筛选了1 040种小分子化

合物库, 发现17种能促进hES细胞分化, 5种化合物能

促使hES细胞存活。

Andrew等[75]用hES细胞设计96孔板试验, 筛选

了20 000种小分子化合物, 最初鉴定出促进人体胚

胎干细胞存活的小分子化合物4 000多种, 并进一步

验证确定了12种化合物具有促进胚胎干细胞存活的

作用。到目前为止, 许多神经系统疾病的诱导多能

干细胞模型已经建立并逐步完善, 但还没有用于药

物筛选的报道。我们期望不久的将来就会研发出筛

选药物iPS细胞试验, 鉴定出用于治疗神经系统性疾

病的药物。但用疾病iPS细胞设计筛选药物试验的

关键是选择iPS细胞病理改变表型一致的细胞群以

便使筛选的药物结果具有可重复性。尽管疾病iPS
细胞的表型改变主要是在分化的成熟细胞(如多巴

胺神经元和运动神经元等), 但由于神经细胞分化筛

选药物时间长, 用很长时间改变影响, 不利于高通量

药物筛选。今后可能需要设计作用于神经细胞分化

早期的神经前体干细胞的实验, 用于广泛的药物筛

选。

iPS细胞产生的最终目标是应用iPS细胞技术进

行疾病的治疗。一方面, iPS细胞来自成体细胞克服

了胚胎干细胞的伦理学及资源不足的缺点; 另一方

面, 也克服了异体移植的免疫排斥作用, 使iPS细胞

具有广泛的应用治疗前景。但是对于带有基因突

变的iPS细胞, 在进行自体移植前首先要用分子生物

学方法去除已有的基因突变, 使其恢复到正常野生

型基因状态。最常用的基因打靶去除突变的方法包

括同源重组法和锌指核酸酶法(zinc finger nucleases, 
ZFNs)。一旦对iPS细胞的基因突变进行改正, 即可

以进行iPS细胞的分化和移植。Hanna等[76]通过同源

重组法用正常β-球蛋白基因代替小鼠镰刀型贫血模

型中缺陷的基因, 结果发现, 基因突变改正的iPS细
胞来源的造血前体干细胞能够有效地减轻贫血并恢

表2　神经退行性疾病及神经发育障碍疾病病人iPS细胞

Table 2　iPS cells from patients with neurodegenerative 
diseases and neuro-developmental disorders

疾病类型 基因突变 参考文献

Disease types Gene mutations References
Parkinson’s disease LRRK2, PINK1,  58-59, 72
 unknown gene 

Alzheimer’s disease PS1, PS2 61

Amyotrophic lateral sclerosis SOD1, VAPB 63-64

Spinal muscular atrophy SMN 65

Huntington’s disease HTT 68

Rett syndrome MECP2 70

Schizophrenia DISC1 69

Fragile X syndrome FMR 71

Down syndrome Trisomy 21 72

5   应用iPS细胞模型筛选神经退行性疾病

的药物及自体细胞移植治疗
人体iPS细胞的产生为进行高通量药物筛选提

供了特异的人体细胞模型。如PD病人的iPS细胞分

化成多巴胺神经元后, 可以根据病人iPS细胞来源的

多巴胺神经元表型及基因组分子水平的改变, 大量

筛选能够改善或恢复多巴胺神经元表型和功能的药

物库。特别是对已经进行临床前试验和临床试验批

准的药物, 一旦发现有效的药物, 可以直接用于临

床治疗PD病人。Desbordes等[73]设计了384孔板的试

验, 用人体胚胎干细胞筛选能够促进人体胚胎干细
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复疾病动物的贫血症状。Jaenisch实验室[77]产生了

具有α-Synuclein基因突变的PD病人iPS细胞, 然后用

锌指核酸酶法(ZFNs)改正突变的α-Synuclein基因。

结果表明, α-Synuclein基因突变的修复并不影响iPS
细胞分化为多巴胺神经元的能力。此方法的成功建

立为进一步研究疾病机理和以iPS细胞为基础的细

胞移植治疗提供了坚实的实验基础。

6   诱导多能干细胞应用存在的问题与未

来研究的挑战
人体iPS细胞除了用于细胞移植治疗外, 目前, 

主要用于建立疾病模型研究发病机理和药物筛选。

根据动物实验与疾病iPS细胞模型鉴定出确认的表

型改变是研究发病机理和药物筛选的关键条件和

前提。因此寻找新的致病分子机理和细胞表型改变

是今后研究的发展方向。将分子遗传学、转录基因

组学、蛋白组学方法与iPS细胞技术相结合才能鉴

定出疾病过程中细胞改变和功能改变的致病分子路

径, 寻找疾病发生过程中的关键靶基因和治疗措施。

与其他体细胞重编程方法相比(如SCNT、胚胎

细胞融合), 用干细胞转录因子进行重编程方法简单

有效, 而且产生的iPS细胞保持正常的核型, 使其具

有广泛的研究与应用前景。但是, iPS细胞也有其本

身的缺陷和问题, 需要进一步研究。

(1)用于产生iPS细胞的原癌基因蛋白c-MYC
应当设法去除。研究报道只用3种或2种因子(省去

c-MYC)产生小鼠iPS细胞, 由此iPS细胞产生的嵌合

体小鼠没有发现成瘤问题。Zhu等[78]用OCT4与小分

子化合物产生iPS细胞排除了c-MYC的致瘤性。

(2)由于病毒载体介导的外源基因整合到基因

组可能打破正常的基因结构或产生新的融合基因等

副作用。许多实验室产生了无病毒载体外源基因整

合的iPS细胞。Jaenishi实验室[16]用被cre-recombinase
切除的慢病毒载体产生帕金森氏病病人的iPS细胞。

iPS细胞产生后再用cre-recombinase将外源基因切除

并分化成多巴胺神经元, 移植到帕金森氏病大鼠模

型后能改善其运动行为功能。由于此法产生iPS细
胞效率极低, 实际应用价值较小, Chou等[49]最近报道

了改进的Episomal plasmids载体能有效地产生无病

毒载体整合的iPS细胞, 为临床应用提供了可行的实

验方法。 
(3)由于完全重编程的iPS细胞产生效率极低, 

许多实验室通过不同途径来增加iPS细胞的产生

效率。Esteban等[54]通过改进细胞培养液的成分使

iPS细胞效率提高10~50多倍。Mali等[79]用Butyrate 
sodium能增加iPS细胞的产生效率50倍以上[79]。

(4)由于各实验室使用的iPS细胞产生方法不同, 
iPS细胞系之间存在较大的差异, 如iPS细胞的基因

组及表观遗传学差异等。这些改变可能会影响到

iPS细胞的分化功能及疾病模型研究结果。iPS细胞

在临床应用前要克服iPS细胞系之间存在差异的问

题。

(5)将iPS细胞分化成不同神经细胞的实验方法

需要进一步优化以确定神经细胞发育过程中需要各

种生长因子的最佳浓度, 从而提高iPS细胞分化成不

同神经细胞的分化效率。

将疾病特异的iPS细胞与药物治疗结合起来已

经证实了iPS细胞的可用性。期望今后在病人iPS细
胞研究遗传病发病机理、筛选疾病治疗药物和iPS
细胞为基础的细胞移植等方面取得新进展。

最近的研究表明, 成人的皮肤成纤维细胞可以

通过特异的转录因子诱导成为有功能的多巴胺神经

元, 进一步拓宽了病人体细胞模型的研究[80]。然而, 
诱导多能干细胞与体细胞重编程仍然处于早期研究

阶段, 存在的许多问题亟待今后解决, 以便为临床应

用提供科学的依据。
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The Applications of the Induced Pluripotent Stem Cells in Studying the 
Neurodegenerative Diseases

Han Fabin*
(Center for Stem Cells and Regenerative Medicine, the Affiliated Liaocheng Hospital, Taishan Medical University, 

Shandong 252000, China)

Abstract        It is the prominent breakthrough in stem cell research to generate the induced pluripotent 
stem cells (iPS cells) through the somatic cell reprogramming of the stem cell transcription factors OCT4, SOX2, 
c-MYC and KLF4. In recent years, continuous progress has been made in the iPS cell research. Since the iPS 
cells are generated from the somatic fibroblasts or blood cells, they avoid the concerns on the ethics and immune 
rejections and open the windows for their clinical applications to study the mechanisms, drug screening and self-
transplantation therapy of the human diseases. Here we summarized the recent advances in the methods of iPS 
cells, the mechanisms of reprogramming by transcription factors and the applications of the iPS cells in research on 
some neurodegenerative diseases and neurodevelopmental diseases. We also discussed the recent advance in using 
the iPS cells models from patients with Parkinson’s disease, Alzheimer’s disease, amyotrophic lateral sclerosis, 
Huntington’s disease and spinal muscular atrophy to explore the molecular mechanism of the mutations in the genes 
for these diseases.
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