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本实验室主要利用“基因敲除”小鼠为模式生物, 研究调节造血干细胞“自我

更新”与分化的表观遗传调控机制。目前, 主要的研究方向集中在: 组蛋白

甲基转移酶在造血免疫细胞发生发育与功能行使过程中的作用机制; 多潜

能干细胞向造血干细胞的体外分化, 以及造血干细胞的体外扩增。

http://www.shanghaipasteur.cas.cn/kxyj/yjdy/zxgxb/200907/t20090702_1909356.html
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胚胎干细胞向造血细胞分化的研究进展
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摘要    胚胎干细胞(embryonic wtem cells, ESCs)依靠其多能性(pluripotency)成为研究造血发生

(hematopoiesis)的良好材料。随着近年来ESCs向造血细胞体外分化系统的建立, 为研究血液中不同

类型细胞的发生发育提供了有用的研究模型。借助这些模型, 使得我们对造血发生的研究逐步深

入, 我们对于造血系统的谱系分化有了更深刻的认识。该文对近年来ESCs向多种成熟血细胞的分

化体系进行总结与展望。
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Abstract    The embryonic stem cells (ESC) have been successfully used to study the development of the 
hematopoietic cell lineages. During the past decades, an increasing number of studies have demonstrated the in 
vitro hematopoietic differentiation systems of both mouse and human ESC cells, which provide useful tools for 
elucidating the regulation of hematopoietic development. In this review, we summarize the recent progress in the 

hematopoietic differentiation from pluripotent embryonic stem cells.
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1  前言
1981年, Evans和Kaufman Martin成功地将胚胎

干细胞(embryonic stem cells, ESCs)细胞从小鼠囊胚

分离获得[1], 人类的ESC也于1998年由Thomson等[2]

分离建系。此后, ESC作为研究细胞分化机制的良
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好模型被广泛应于向各种成熟体细胞的分化研究

中。 例 如, 2001年Carpenter等[3]和Schuldiner等[4]分

别报道了ESC分化成神经元细胞, Kehat等[5]报道的

ESC分化为成心肌细胞, Assady等[6]报道了ES细胞分

化为胰腺细胞, Sottile等[7]报道的ESC分化为成骨细

胞以及Kaufman等[1]报道的ES细胞分化为造血系统

的细胞。另一方面, 近年来的研究显示, 体细胞在四

个转录因子Oct-4、Klf-4、Sox-2和c-Myc的作用下

可以重编程为诱导多能干细胞(induced pluripotent 
stem cells, iPSC)[8]。由于人iPSC可以较容易地由个

体自身的体细胞经诱导获得, 同时避免伦理方面的

问题, 因此, iPSC被认为是替代ESC的良好材料。

哺乳动物的血液系统包含有多种类型的成熟

血细胞, 都是由造血干细胞(hematopoietic stem cells, 
HSCs)分化而来, 由造血干细胞分化为成熟血细胞

的过程, 称为造血过程(Hematopoiesis)。随着近年来

人们对多种“转基因”与“基因敲除”小鼠模型的研究, 
越来越多的参与造血发生的转录调控因子以及信

号通路被发现, 对造血干细胞的分化过程有了越来

越深刻的了解, 造血细胞的分化谱系也已经初步确

立, 造血细胞的体外定向分化也可以初步实现。但

是如何更加有效的实现造血细胞的定向分化以及自

我更新和分化的调节机制, 以及造血细胞与微环境

(Niche)的相互作用仍然是这个领域中的重要研究方

向。

2  造血细胞的分化谱系
哺乳动物造血发生部位随着胚胎发育而逐步

改变, 大致依次经历卵黄囊–主动脉–性腺–中肾区

(aorta-goand mesonephros, AGM)–胚肝, 最终定居

在骨髓的过程。此外, 在AGM到胚肝的过程中, 胎
盘中也有大量的造血干细胞参与了造血过程。随

着造血过程发生部位的改变, 造血干细胞的微环境

(Niche)也随之改变。在不同的微环境中, 具有造血

能力不同干细胞的造血能力也有不同。例如, 卵黄

囊区的造血祖代细胞(hemangioblast)直接分化发育

出大量的红细胞, 以支持胚胎发育过程的氧气运输, 
很少分化出其他类型的血液细胞; AGM区的造血干

细胞则可以在“自我更新”的同时分化出少量的前体

细胞; 在胚肝中, 造血干细胞分化出更多的各种类型

的前体细胞; 最终在骨髓中, 造血干细胞稳定的分化

为各个谱系成熟的具有功能的细胞。此外, 在胚肝

中造血干细胞大部分处于细胞周期中, 而骨髓中的

造血干细胞大部分则处于静止状态。这些变化反映

了造血干细胞逐步成熟的过程, 以及支持造血干细

胞发育的微环境的改变。

1988年, Weissman实验室首先从小鼠骨髓中分

离出了造血干细胞, 发现HSC存在于Lin– 、Thy-1low、

Sca-1+细胞中[9]; 在1990年他们又通过限制稀释和单

细胞实验证明了在上述细胞群中, 大约每39个细胞

中就有一个LT-HSC, 能够分化成各个谱系的克隆[10]。

1988年, Spangrude将分离得到的HSC分为三类: 长
效造血干细胞(long-term HSC, LT-HSC)、短效造血干

细胞(short-term HSC, ST-HSC)和多潜能干细胞(multi-
potent progenitor, MPP)[11]。1996年, Osawa等[12]利 用

单细胞移植造血重建实验, 证明了单个Lin–、Sca-1+、

c-Kit+、CD34low/–细胞就能够重建小鼠的造血系统。

目前, 在小鼠中比较公认的HSC分化谱系如图1所
示: 首先, 在骨髓中存在着比较原始的、具有自我

更新能力的造血干细胞(HSC)。HSC又可以进一步

分为长效造血干细胞(LT-HSC)和短效造血干细胞

(ST-HSC)。其中, LT-HSC终生具有“自我更新”的能

力, 而ST-HSC只保有有限的“自我更新”的功能。多

潜能干细胞(MPP)可以分化为共同淋巴系前体细胞

(common lymphoid  progenitors, CLP)和共同髓系前

体细胞(common myeloid  progenitors, CMP)它们都

是已经决定的祖细胞, 已经失去“自我更新”的能力, 
但是可以分化为整个淋巴系或者髓系之中的任意类

型的细胞。CLP继续分化可以形成T 细胞前体细胞

(Pro-T)、B细胞前体细胞(Pro-B)以及NK细胞前体

细胞(Pro-NK), 最终发育为成熟的T细胞、B细胞和

NK细胞。另一个分支中, CMP可以继续分化产生“粒
细胞/单核细胞前体细胞”(granulocytic/monocytic-
restricted progenitors, GMP)和“巨 核 细 胞/红 细 胞

前 体 细 胞”(megakaryocytic/erythroid progenitors, 
MEP)。GMP继续分化成粒细胞(granulocytes)和巨

噬细胞(macrophages); 其中, 粒细胞又分为嗜酸性

粒细胞(eosinophils)、嗜中性粒细胞(neutrophils)
和嗜碱性粒细胞(basophils); MEP则分化为巨核

细胞(megakaryocyte)红细胞(erythrocyte)和血小板

(platelet)。而树突细胞(dendritic cells)则可以由CLP
和MEP两种来源的细胞分化而来。

目前, 研究ESC向造血系统分化的系统主要有

两种, 一种是Keller等[13]首先应用到分化成红细胞的
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拟胚体(embryonic body, EB)系统; 另一种是Nakano
等[14]于1994年建立的ESC与OP9细胞共培养的系统。

OP9细胞是由(C57BL/6XC3H)F2-op/op小鼠建系得

来, 这类细胞由于编码M-SCF的基因发生突变而不

能产生M-SCF。当M-SCF存在时会促使ESC向单核

细胞与巨噬细胞方向分化, 从而使其它谱系的细胞

分化受到抑制。由ESC和OP9细胞共培养体系可以

实现向其它造血细胞的选择性分化(表1)。这两种

实验方法均为研究ESC的分化提供了良好的模型, 
使得细胞处在较为同步的分化水平。在此基础上对

ESC进行基因水平的改造, 使得人们可以研究ESC
向造血细胞分化过程中分子机制。

3  ES细胞向造血系统各类型细胞的分化
3.1  红细胞(erythroid)

红细胞是血液中数量最多的血细胞, 人体内

每秒可以产生约2.4×106红细胞。MEP在生长因子

的刺激下形成集落红系祖细胞(burst forming unit-

erythroid, BFU-E), BFU-E继续分化形成红系祖细

胞(colony forming unit, CFU-E), CFU-E分 化 成 红

细胞前体细胞(Pro-EB), Pro-EB在经过晚幼红细胞

(orthochromatic normoblasts, ON)和网织状红细胞

(reticulocytes)去核之后形成成熟的红细胞。1993年, 
Wiles实验室通过EB分化试验得到了成熟的小鼠红

细胞[15]。在ESC分化培养后的8天得到的EB加入细胞

因子促红细胞生成素(erythropoietin, EPO)和KL(Kit-
Ligand)继续培养10到14天得到了大部分红细胞的克

隆。1997-1999年, Wessely陆续报道了人工合成的类

糖皮质激素地塞米松(dexamethasone)在红细胞前体

细胞的自我更新过程中发挥重要作用 [16-18]。2004年, 
Beug实验室通过三步法将EB分化得到的红细胞前

体细胞扩增到107倍[19]。在人中, 2006年 Chang等[20]

通过EB分化将人的ES细胞系(H1)分化成红细胞, 当
对这类细胞血红蛋白进行分析时, 发现它们表达胚

胎期的ε型和胎儿期的γ型珠蛋白, 几乎不表达成人

的β型珠蛋白。随后Lu等[21]更进一步得到了表达成

图1  小鼠造血免疫系统发育谱系

Fig.1  The development of hematopoietic lineages in mice
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人型的β珠蛋白的红细胞, 这类红细胞具有携氧能

力, 可以达到1010-1011/6孔板, 从而初步实现了将人

的ESC较大规模的分化为成熟具有功能的红细胞。

此外, 2011年, Giarratana等[22]在体外由CD34+HSC
得到分化的红细胞注射入NOD-SCID小鼠体内, 完
成了到成熟红细胞的转变。此外, 许多关键的转录

因子在红细胞形成过程中发挥着重要作用, 例如

GATA-1在红细胞巨核细胞, 肥大细胞中均有表达, 
在红细胞形成过程中一直伴随着GATA-1的表达, 
GATA-1基因敲除小鼠因为严重贫血在胚胎10.5至
11.5天时死亡[23]。GATA-1可以通过上调抗凋亡基

因Bcl-xL来促进红细胞的成熟[24], 同时GATA-1还可

以与其他转录因子如FOG-1、EKLF、TAL-1/SCL、
PU.1和共转录因子CBP/p300、Brg1、MeCP1/NuRD
等共同作用, 参与调节红细胞形成。此外, GATA-1
还促进了CMP向MEP的分化过程[25]。

3.2  巨核细胞(megakaryocytes)和血小板(platelets)
由于红细胞和巨核细胞都是由相同的前体细

胞(megakaryocytic/erythoid progenitors, MEP)分化而

来, 因此ESC向巨核细胞的分化与向红细胞的分化

紧密相关。在红细胞分化过程中起到关键作用的转

录因子GATA-1在巨核细胞形成血小板(platelets)过
程也起重要作用[26-28]; 另外, 转录因子FOG(friend of 
Gata-1)也同时在红细胞和巨核细胞中表达。在整个

分化过程中, FOG抑制红细胞的产生, 而在巨核细胞

中FOG早期会抑制巨核细胞的形成, 在分化后期则

会促进巨核细胞的形成[29]。2003年, Fujimura等[30]

报道了通过小鼠ESC与OP9细胞共培养使得ESC分
化为巨核细胞, 并得到了成熟的血小板。他们将在

α-MEM培养5天的ESC转移到OP9细胞上继续共培

养, 在细胞因子(thrombopoietin, TPO)的存在下, 观
察到在第8-9天和第13-16天有两批血小板的产生, 
这与原始造血(primitive hematopoiesis)和永久造血

(definitive hematopoiesis)相对应一致。另外, 2006年, 
Gaur等[31]首次实现了用人的hES细胞通过OP9共培

养得到巨核细胞, 这些细胞表达巨核细胞的特异性

标志物如: CD41a、CD42b等, 因此这个系统为研究

巨核细胞形成以及整合素αIIβ3信号通路提供了理

想的模型, 但是并没有检测到血小板的释放。2008
年, Takayama等[32]改进了实验设计, 他们利用人的

细胞类型

Cell type
来源

Resources
培养方法

Method of culure
细胞因子

Cytokines
参考文献

References
备注

Remarks
Erythroid Mice ES, Human ES EB, OP9 EPO, BMP4, VEGF, KL 15-21 Dexamethasone promotes the expansion 

erythroid  progenitors
Megakaryocytes 
and platelets

Mice ES, Human ES,  
Human iPS

EB, OP9 TPO, VEGF, IL-6, SCF 29-32 The sac environment provided by C3H10T1/2 
stroma cells ES enhance the efficiency of 
differentiation

Mast cells Mice ES EB IL-3, IL-1, SCF,
KL

12,15,33 Mice ES derived mast cells were comparative 
in IgE dependent immune response with normal 
mast cells in vivo

Macrophages Mice ES, Human ES, 
Human iPS

EB IL-3, M-SCF 12,34-36 ES or iPS cell derived Macrophages were not 
equally with their comparative in vivo

B cell Mice ES, Human ES, 
Human iPS

OP9 BMP4, IL-7, Flt3L 13,37,38 LPS stimulation promotes B cell differentiation

T cell Mice ES, Human ES OP9/OP9-DL1 BMP4, SCF, Flt3L 39-42 ES derived T cell relays on the expression of 
DL1 and the microenvironment of thymus

NK cell Mice ES, Human ES OP9 IL-6, IL-7, SCF, Flt3L 
IL15, IL18, IL12

43-46 NK cells devired from ES were Ly49 negetive

Eosinophils Mice ES, Human ES, 
Human iPS

OP9 GM-SCF, IL-3, IL-5 36,47 Eosinophils devired from ES or iPS both have 
the same expression pattern equally

Neutrophils Mice ES, Human ES, 
Human iPS

OP9 G-SCF, GM-SCF, IL-6 36,48 Neutrophils devired from ES or iPS function 
properly

Dendritic
cells

Mice ES, Human ES, 
Human iPS

EB, OP9 GM-SCF, IL-3, IL-4, 
TNF-α

49-56 DC devired from ES and iPS  functional as APC

Osteoclasts Mice ES, Human ES, 
Human iPS

OP9, ST2 G-SCF, RANKL 36,57-59 ST2 stroma cells and RANKL were added and 
TRAP activity were detected in differentiated 
osteoclasts  

表1  胚胎干细胞向造血细胞体外分化系统

Table 1  In vitro culture syetems of differentiation embryonic stem cells into hematopoietic
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ESC在C3H10T1/2基质细胞上面培养, 同时加上内

皮细胞生长因子(vascular endothelial growth factor, 
VEGF)使得分化细胞外围形成一个囊状结构, 利用

这个囊状结构提供的微环境在IL-6、IL-11, 以及干

细胞生长因子(stem cell factor, SCF)和TPO细胞因子

作用下得到了巨核细胞, 并且有表达CD41a和CD61
特异性标志物的血小板释放, 这些血小板亦可以被

ADP和凝血酶激活, 略有遗憾的是这种方法得到的

巨核细胞释放的血小板的量比较少。此外, 2010年
Takayama等[33]将人的真皮细胞重编程得到iPS细胞, 
在与之前相同的实验条件下得到了之前2-3倍数量

巨核细胞和血小板, 将得到的血小板移植入NOD-
SCID-IL2rγ–/–小鼠体内后, 在循环血液中检测到了血

小板。同时通过活体成像显示了这些血小板参与了

血痂形成, 从而证明了分化得到的血小板在体内具

有功能, 从而为临床治疗提供了直接的实验证据。

3.3  肥大细胞(mast cell)
肥大细胞是先天免疫和获得性免疫中IgE相

关过敏反应的重要效应细胞。1991年, Wiles等[13]

和Keller等[15]两人首先提出了两步法将分化15天的

EB转移到含有IL-3的IMDM培养基中, 但是该分化

体系中含有巨噬细胞。随后, Keller做出改进, 加
入细胞因子KL、SCF、IL-3以及IL-1, 得到的细胞

含有50%~60%的肥大细胞前体细胞, 并通过May-
Griinwald-Giemsa和甲苯胺蓝染色确定肥大细胞的

形成。Tsai等[34]将ESC加入含有IL-11和SCF的甲基

纤维素培养基中形成EB, 之后在把EB转移到含有

SCF和IL-3的培养基中, 分化六周可以由2 000个ESC
得到大约108的肥大细胞。通过对这些ES来源的肥

大细胞和骨髓来源的肥大细胞比较, 发现ES来源的

肥大细胞无论生存能力还是在IgE依赖性的免疫反

应所中发挥作用, 都与骨髓来源的肥大细胞相同。

3.4  巨噬细胞(macrophages MФ)
巨噬细胞是先天性免疫中的重要效应细胞。

Moore等[35]将传代2-3次的ESC加入含有CSF-1和
IL-3的IMDM甲基纤维素培养基中, 10-12天形成EB, 
再转移到含有SCF和IL-3的培养基中培养, 4-5天后

可以看到附着在壁上的巨噬细胞。此外, Wiles等[13]

将分化了15天的EB转移到甲基纤维素膜IMDM培养

基中, 在IL-3和M-CSF两种细胞因子存在下, 得到巨

噬细胞, 并且通过形态学、May-Griinwald-Giemsa染
色以及F4/80抗体鉴定。此外, IL-1的存在也可以将

EB分化为巨噬细胞的概率由5-10%提高到30%。后

来, Lindmark等[36]通过ES分化得到巨噬细胞, 与小鼠

腹腔来源的巨噬细胞以及巨噬细胞系的基因表达谱

做对比, 发现ES来源的巨噬细胞更接近于腹腔的巨

噬细胞。2009年, Choi等[37]分化得到了人的巨噬细

胞, 他们将人的ESC和iPS与OP9共培养后, 分选出髓

系单核细胞, 扩增后加入M-SCF和IL-1β继续培养5-7
天, 所得到的巨噬细胞无论是形态, 表面分子标记物

还是功能上均与组织来源的巨噬细胞相似。

3.5  B淋巴细胞

B淋巴细胞的发生是在从原始造血的卵黄囊转

移到胚肝中才开始的。Nakano等[14]早在提出OP9培
养系统时已经把ESC分化到了前体B细胞, 但是只有

一小部分能分化成Ig M阳性的B细胞。随后, Sarah
等[38]做出改进, 在将ESC与OP9共培养后, 在细胞因

子IL-7和Flt-3L(Flt-3 ligand) 存在下分化成B淋巴细

胞, 并且证明了由ES分化得到的B淋巴细胞与胚肝

或骨髓来源的B淋巴细胞非常相似, 都可以与Flt-3L
反应, 都可以被阿贝尔森小鼠白血病病毒所感染, 在
脂多糖刺激时均可以分泌抗体。2011年, Carpenter
等[39]首次报道了利用人的iPS细胞在OP9或MS-5基
质细胞共培养得到了表达CD45+、CD19+、CD10+ 

的B细胞前体细胞, 尽管他们不表达IgM和CD5分子, 
但的确发生了D-J(H)区的基因重排。

3.6  T淋巴细胞

与B细胞不同, T淋巴细胞是在胸腺中发育成熟

的, 而且T淋巴细胞的成熟与胸腺的环境紧密相关, 
因此体外分化T淋巴细胞相对比较困难。Zuniga-
Pfluck等[40]发 现, 小 鼠 的ESC分 化 得 到 的Flk1+、

CD45–的前体细胞与胸腺器官培养得到T淋巴细胞; 
此外, 他们还发现, Notch信号通路在体外诱导HSC
向T淋巴细胞分化过程中有着重要作用[41], 所以采用

了表达Notch信号通路的配体Delta-Like1(DL1)的基

质细胞(OP9-DL1)与ESC共培养, 14天后可以看到表

达T淋巴细胞谱系特异性标志物CD25和CD44的细

胞, 而且体外培养的T淋巴细胞也经历了与体内相

同的从CD4–、CD8–双阴T淋巴细胞(double negative)
向CD4+、CD8+双阳T淋巴细胞(double positive)发育

的过程[42]。2006年, Galic等[43]报道了用人的ES细胞

系H1与小鼠的基质细胞共培养, 然后分选出CD34+

和CD133+细胞移植到免疫缺陷性的人源化小鼠体

内, 检测到了分化出的T淋巴细胞。当用抗CD3和抗
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CD28抗体激活后, 这些细胞可以表达T细胞激活后

的特异性标记分子, 显示这些由ES分化得到的T细
胞是有功能的。

3.7  NK细胞

NK细胞是同时在天然免疫与适应性免疫中具

有重要功能的一类免疫细胞。在小鼠中NK细胞的

表面标志物为CD3–、NK1.1+和CD122+, 此外Ly49和
CD94/NKG2的表达对于NK细胞识别靶细胞以及调

节NK细胞成熟扩增发挥重要作用[44]。Lian等[45]运

用小鼠ES细胞系R1在含有SCF, VEGF的培养基中培

养后, 分选出CD34+细胞再与OP9基质细胞共培养, 
加入细胞因子IL-6、IL-7以及SCF、Flt-3L三天后更

换细胞因子为IL-15、IL-18和IL-12, 最后与OP9共
培养2天, 撤掉OP9细胞后可以得到扩增的NK细胞, 
这类ES分化得到的NK细胞表达CD94/NKG2, 但不

表达Ly49分子。2009年, Woll等[46]报道了利用人的

ES细胞系H9分化得到了NK细胞, 他们将H9细胞与

小鼠骨髓基质细胞M210-B4共培养后分选出CD34+ 

CD45+的细胞, 再转移到小鼠胚肝基质细胞AFT024
上共培养, 在IL-7、IL15等细胞因子存在下得到了均

质性比较高的NK细胞, 并且在体内和体外验证了都

有比脐带血来源的NK细胞有更强杀伤肿瘤细胞能

力。此外, Nakayama等[47]报道了ESC来源的CD34+

细胞可以产生NK细胞, 他们的培养方法与Lian报导

的大体一致, 只是在细胞加入细胞因子略有不同。

而且后者同时得到了表达CD19的B细胞前体细胞。

3.8  嗜酸性粒细胞(eosinophils)
嗜酸性粒细胞在血液系统中所占比例较小, 大

约占外周血的1%~3%。Hamaguchi-Tsuru实验室通过

OP9分化系统得到了小鼠的嗜酸性粒细胞[48], 他们在

EB形成后加入了细胞因子GM-SCF和IL-3或者IL-5后
培养20天可以得到50%的嗜酸性粒细胞克隆。随后, 
Choi等[37]将人的ES细胞和iPS细胞分化得到髓系单核

细胞, 其中也有嗜酸性粒细胞的形成, 这些分化得来

的嗜酸性粒细胞与体内的嗜酸性粒细胞功能相似。 
3.9  嗜中性粒细胞(neutrophils)

正常人一天产生的白细胞细胞的数目可以达

到1011, 其中嗜中性粒细胞约占50%~70%。当遇到

炎症反应时候, 嗜中性粒细胞可以快速增加5~10
倍, 这对于分化过程控制有着很高的要求。2004
年, Lieber等[49]将小鼠ESC通过形成EB, 再与OP9
的共同培养的分化策略得到了高纯度的中性粒细

胞。在ESC分化后8天的EB转移到第二种分化培养

基中, 与OP9共培养三天之后加入细胞因子G-CSF、
GM-CSF以及IL-6, 继续培养4至20天收获细胞, 其中

75%~80%是成熟的中性粒细胞。通过形态学分析, 
特异性的标志物如Gr-1的染色以及趋化性分析, 验
证了体外分化得来的中性粒细胞与体内血液来源的

中性粒细胞相似。人的嗜中性粒细胞分化也由Choi
分化得到, 他们将人的ES和iPS细胞分化后筛选出表

达的Lin–、CD34+、CD43+、CD45+髓系细胞在加入

细胞因子G-SCF后培养8天得到与体内功能类似的

嗜中性粒细胞[37]。

3.10  树突细胞(dendritic cells)
树突细胞作为抗原递呈细胞, 在激活T淋巴细

胞和维持免疫耐受过程中都有重要作用。Fairchild
等[50]运用了从CBA/Ca小鼠中得到的新的ES细胞

系ESF116悬浮培养14天得到EB, 再加上细胞因子

GM-CSF和IL-3的诱导, 最终得到了成熟的树突细

胞, 并且检测到了树突细胞特异性标志物如 CD11c、
MHC-II、CD40、CD54、CD80、CD86的表达, 同
时验证了诱导分化得到的树突细胞(ES-DC)具有正

常的激活T淋巴细胞的能力。随后, Senju等[51]运用

OP9共培养的体系也得到了成熟的树突细胞, 他们

采用了ES细胞系TT2, 再加入GM-CSF也得到了表

达树突细胞特异性标志物 CD11c的前体细胞, 在用

IL-4和肿瘤坏死因子TNF-α和anti-CD40抗体作用下, 
得到成熟的树突细胞, 并且验证了无论是形态, 表
面特异性标记物的表达还是激活T细胞的能力等方

面, ES分化得到的树突细胞与骨髓来源的树突细胞

都极为相似。对于人的ESC来说, 诱导分化的过程

又有不同之处。2004年, Zhan等[52]首先报道了用人

的ESC分化得到成熟的树突细胞。他们将高密度的

人的ESC铺到人工基底膜上面, 在含有成纤维细胞生

长因子(bFGF)的血清中培养10-20天得到EB后, 再将

悬浮的EB转移到组织培养皿中, 加入SCF、Flt3-L和
促血小板生成素(thrombopoietin, TPO)促进EB向造血

系统方向分化, 最后在IL-3、GM-SCF和IL-4的刺激

下, 诱导成熟树突细胞的产生。之后, 又有Su等[53]和

Tseng等[54]也运用类似的方法得到由人的ES分化得

到的成熟树突细胞。Senju等[55]采用OP9共培养的方

法, 也获得了人的树突细胞。他们首先在PEF滋养层

上面培养的KhES-1细胞系, 然后通过分离液CTK将

细胞铺到OP9上; 15-18天后转到新的OP9细胞上面, 
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在此期间加入GM-SCF和M-SCF; 7-10天后在GM-
SCF和IL-4的作用下可以观察形状到不规则的细胞, 
最后加入TNF-α、LPS、CD40-ligand和IL-4诱导树突

细胞成熟。这种方法得到的ES-DC显示出了更强的

刺激T细胞增殖的能力。之后, Slukvin等[56]报道了用

OP9共培养的方法得到成熟的树突细胞, 他们的方法

类似, 只是稍作改变。此外, Senju等[57]将iPS细胞成

功地诱导为成熟的树突细胞。iPS与ES相比, 其不同

之处在于加入GM-SCF和IL-4等细胞因子后, 其培养

时间要久一点, 但得到的成熟的树突细胞数量要多

一些。尽管如此, 无论是对T细胞刺激还是对抗原的

加工和呈递, iPS分化得到的树突细胞与ES细胞分化

得到的树突细胞都相一致。目前, iPS诱导得到iPS-
DC的问题在于目前的分化培养基仍然是以小鼠的

为基础, 因此建立适应于人的ES细胞和iPS细胞的分

化培养基, 以及iPS细胞库的建立对于实现iPS诱导

的iPS-DC应用于临床具有重要的意义。

3.11  破骨细胞(osteoclasts)
破骨细胞具有骨吸收的功能, 其特异性标志

物为抗酒石酸酸性磷酸酶(tartrate resistant acid 
phosphatase, TRAP), G-SCF和RANKL(NF-κB配 体

激活物)是与破骨细胞的形成相关的重要细胞因子。

Hayashi等[58]首先建立了小鼠ES细胞向破骨细胞分

化的系统, ES细胞首先与ST2基质细胞共培养, 在
1,25羟化维生素D3(1,25-(OH)2D3)和地塞米松存在

时, 诱导ST2基质细胞表达 RANKL以及ST2自身表

达的G-SCF, 11天后观察到多核破骨细胞产生, 8天
之后可以检测到TRAP阳性的破骨细胞。随后他们

验证了ES来源的破骨细胞在发育的第一阶段更加

依赖于VEGFR-1[59]。此外, 抗坏血酸也可以促进破

骨细胞的产生[60], c-fms信号通路参与了ES向破骨

细胞分化的调控[61]。另外, Choi等[37]选用细胞因子

GM-SCF、维生素D3和RANKL, 可以将人的ES和
iPS分化成为破骨细胞, RT-PCR和流式分析验证了

分化得来的破骨细胞都表达玻连蛋白(VNTR)、组

织蛋白酶K(CTSK) , 降血钙素受体分子(CALCR)以
及RANK, 并且能够吸收矿化基质。 

4  总结与展望
体外ESC在向造血细胞分化的技术体系在过去

的研究中有很大的进展, 然而其分化的效率依然有

待提高, 而且对体外分化得到的造血细胞还需要做

更为全面的功能验证。此外, 从临床应用角度而言, 
无论是培养体系中的动物血清还是动物基质细胞都

要有合适的替代品才能应用于人的疾病治疗, 而且

成熟造血细胞存活时间相对较为有限, 只有造血干

细胞能够在体内长期存活, 但目前依然缺乏成熟的

由ES细胞向造血干细胞的体外分化体系。此外, 由
ES细胞分化得到的造血细胞的安全性, 也是未来研

究中需要考虑的一个重要因素。
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