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皮肤外伤愈合中的基因修饰干细胞疗法
陈 瑞1   杨晓农1*   朱子凤2   文 娟1   荣茂伶1   翟禹涵1   曾婉秋1

(1西南民族大学生命科学与技术学院, 成都 610041; 2西南民族大学校医院, 成都 610041)

摘要      皮肤外伤愈合的过程会受到多种因素的影响, 导致伤口难以愈合。许多皮肤外伤治疗

新技术的研究取得了较大进展, 如重组生长因子、生物工程皮肤、干细胞生物学等。基因修饰干

细胞疗法是干细胞和基因重组疗法的结合, 其中干细胞有治疗和基因传递载体两种作用, 已经成为

最有吸引力的组织再生策略, 该文对此进行了综述。
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Wound Healing
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Abstract      Affected by many factors, some cutaneous wounds are difficult to heal. Significant progress has 
achieved in researches on many new techniques for cutaneous wound treatment, such as recombinant growth factor, 
bioengineering skin and stem cells biology. Genetically modified stem cells therapy is a good combination of gene 
and stem cells therapy, in which the stem cells can play the role as both a therapy and a vehicle for gene delivery, 
and this method represents the most attractive technique for histo-regeneration strategy for wound therapy. This pa-
per reviewed the recent progress in this field. 
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外伤愈合是一个高度进化过程, 缺失和受损组

织的替换会受到多种因素的影响, 伤口不能充分愈

合形成疤痕或难愈伤口, 严重影响患者的生活质量。

防止伤口感染、坏死和形成慢性难愈伤口的最好办

法是加速伤口的愈合。随着人们对伤口修复和再生

机制的认识进一步加深, 生物因子成为目前伤口愈

合研究的重点。然而生物因子种类繁多, 不同的细

胞因子及其受体的表达具有时相性。基因疗法中使

用的单个生长因子不能满足伤口愈合的所有需要, 
也不能控制慢性伤口的复杂性。基因修饰干细胞是

基因疗法和干细胞疗法的结合, 也许是未来治疗伤

口的一个重要方法。干细胞的生长潜能和多能性使

得他们不只作为治疗物, 还可以作为向损伤部位传

递基因的载体[1]。本文就近年基因修饰干细胞疗法

研究中采用的干细胞和转染载体, 以及其在皮肤外

伤愈合中的应用作一综述。

1   干细胞
干细胞是促进组织修复的理想方法。它的特

征是自我更新和不对称复制[2]。应用于受损部位的
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干细胞能分化为多种新组织直接改善伤口, 还可以

通过旁分泌途径, 促进其他类型的细胞向伤口的移

动[3]。

1.1   胚胎干细胞(embryonic stem cells, ESC)
ESC是细胞疗法和再生医学中最有吸引力的干

细胞来源之一。ESC来自于内细胞团, 能形成三个

胚层, 在培养许多代后仍可以保持多能性[4]。但ESC
的分化是很难控制的, 有在体内形成肿瘤和畸胎瘤

的可能。其次, 多代培养后染色体的稳定性很难维

持[5]。再次, 体外完成的实验转移到体内也有挑战

性, 体内阻断ESC发展的环境依然不清楚。另外, 伦
理问题也给ESC研究带来很大障碍。分离ESC需要

破坏胚胎, 这个过程遭到政府、宗教和社会团体的

反对。

1.2   诱导多功能干细胞(induced pluripotent stem 
cells, iPS)

Takahashi和Yamanaka[6]用四种反转录因子(c-
Myc、Klf4、Oct4和Sox2)构建了一种使成熟体细胞

转化成多功能细胞的新技术, 得到的细胞称为诱导

多功能干细胞。体细胞可以从病人体内分离、重编

程成iPS细胞, 再用到同一个病人身上, 可以避开免

疫系统和伦理争论[7]。输血是重要的细胞疗法, 血液

来源的安全性和充足性一直备受关注。用病人自己

的iPS细胞生成的红细胞和血小板有望解决血液免

疫排斥、污染、来源短缺等问题[8]。Duan等[9]第一

次用iPS和釉质衍生物获得新生牙龈韧带, 为牙龈组

织再生提供了一个新方法。但iPS技术也有许多限

制。iPS技术转化效率非常低, 估计在0.01%~10%[10]。

重编程过程使用了修饰病毒, 这会造成关于临床使

用这些细胞的安全性问题的猜测。iPS细胞分化发

育能力低于ESC, 植入iPS细胞的很多胚胎都在中途

停止发育[11]。

1.3   成人干细胞

1.3.1   骨髓衍生间充质干细胞(bone marrow-derived 
mesenchymal stem cells, BMMSCs)      BMMSCs具
有强大的可塑性, 来源广泛, 可以分化为多种类

型[12]。伤口微环境吸引BMMSCs, 局部炎症和氧分

压通过产生低氧环境诱导BMMSCs的快速增殖, 通
过加速上皮形成促进伤口闭合和血管再生, 从而促

进伤口愈合[13]。Falanga等[14]成功利用一种纤维蛋白

聚合物喷剂将培养的BMMSCs喷于伤口, 加快了人

和老鼠严重伤口和难愈伤口修复的速率。

1.3.2   脂肪衍生干细胞(adipose-derived stem cells, 
ADSCs)       ADSCs由中胚层分化发育而来, 可以辅

助脂肪移植对软组织进行修复[15], 不但具有多向分

化潜能, 而且易获取、再生能力强。但ADSCs还没

有被证明能永久生长, 它显示许多“老化”信号。另外, 
脂肪组织会随新陈代谢而变化, 它的扩增和分化能

力取决于组织的部位、患者的年龄和性别[16]。

1.3.3   表皮干细胞(epidermal stem cells, EpiSCs)
        EpiSCs可分化形成全层表皮, 在皮肤的外伤修

复、新陈代谢等方面发挥着重要作用[17]。表皮是多

层的, 它需要经常分化移动替代死亡或受损细胞。

这个过程包括多种类型的干细胞, 每一种干细胞定

位在一个特殊的表皮区域, 有益于保持皮肤离散部

分的稳定[18]。EpiSCs具有良好的自我更新能力和多

能性, 是构建组织工程化皮肤良好的种子细胞, 一般

保持稳定, 没有分化趋势。一旦机体损伤, 它们就会

表现出增强的、持续的自我更新能力。

2   载体
2.1   病毒载体

2.1.1   慢病毒载体(lentivirus vector)      慢病毒可

以高效、同时转载基因进入大量细胞, 宿主范围广, 
能有效转染分裂和非分裂细胞。张金池等[19]用慢

病毒载体携带碱性成纤维生长因子(basic fibroblast 
growth factor, bFGF)基因修饰BMMSCs, 用以观察

其在体外向血管内皮样细胞分化的能力。结果实验

组表达更多的bFGF, BMMSCs在VEGF的诱导下能

够更有效地向血管内皮细胞样细胞分化。

2.1.2   腺病毒载体(adenoviral vector, Ad)      腺病毒

容易浓缩到高的滴度, 可达到1011, 转染效率高, 不
依赖于细胞分裂。哈小琴等[20]将腺病毒介导的肝

细胞生长因子(hepatocyte growth factor, HGF)修饰

BMMSCs, 应用于糖尿病Wistar大鼠背部皮肤创面, 
加速了创面的愈合。另外, Ad-HGF修饰的BMMSCs
还被用于研究对大鼠急性放射性皮肤损伤的影响, 
同样获得了良好的治疗效果[21]。Ad的主要缺点是

病毒蛋白的细胞毒性和寄主细胞对腺病毒蛋白的炎

症反应。炎症反应会导致病毒复制受限制和转导细

胞的死亡。

2.1.3   腺病毒相关病毒载体(adeno-associated virus 
vector, AAV)      AAV颗粒的物理化学性质稳定, 可
以转载分化和未分化细胞, 它将野毒整合进染色体



陈  瑞等: 皮肤外伤愈合中的基因修饰干细胞疗法 1313

上, 可长期表达目的蛋白, 减少原癌基因意外活化的

可能性。AAV载体只能转染4.7 Kb以下的片段, 并
且制作过程繁琐, 容易受到野生型腺病毒的污染, 包
装细胞产生的病毒滴度较低。AAV的转染机理不像

慢病毒那样明确, 通常插入宿主染色体的转染基因

会产生串联重复。另外, AAV还会引起炎症反应[22]。

2.1.4   单纯疱疹病毒载体(herpes simplex virus vec- 
tor, HSV)      HSV插入外源基因的长度可达到

40~50 Kb, 是目前容量最大的病毒, 能获得很高的滴

度, 对神经元有特异的亲和力[22]。然而, HSV转染时

会对细胞产生较大的毒性。Soland等[23]用巨细胞病

毒(cytomegalovirus, CMV)的US2基因修饰基质干细

胞(mesenchymal stem cells, MSCs), 首次证明US2基
因过度表达会降低免疫系统对细胞的识别能力, 使
其存活率提高约59%。

病毒载体转染效率高, 插入病毒基因组的外来

基因可以快速转录, 是临床试验的主要载体。其他常

用的病毒有痘苗病毒、EB病毒、甲病毒等。但病毒

载体仍然有许多问题, 如病毒载体目的基因插入长

度受限, 病毒包装周期长、花费大, 转染效率不稳定, 
有感染的风险等。许多使用病毒载体的临床试验因

为副作用而中断[24]。相反, 越来越多的研究表明, 使
用非病毒转染系统是基因更好的转染方法。

2.2   非病毒载体

2.2.1   阳离子脂质体载体      阳离子脂质体(catio- 
nic liposome)是有阳性电荷的合成囊泡, 可以和大片

段的负电DNA形成正电的松散混合物(lipoplex), 防
止DNA在伤口环境中降解。Lipoplex以内吞、胞饮、

噬菌吞噬作用进入细胞, 在胞浆的低pH(5.0~6.5)
环境中释放DNA。Hilal等[25]用阳离子脂质体转染

CXCR4基因到造血干细胞(hematopoietic stem/pro-
genitor cell, HSPC)效率达到20%。最近的一项研究

中用脂质体转染microRNA145到MSCs, 使MSCs可
以逃脱免疫系统的监控[26]。脂质体介导的基因转移

毒性和免疫原性都很低, 具有很高的特异性, 能介导

多种大分子, 脂质体也可以被其他分子修饰。脂质

体介导的基因修饰干细胞仍保持它们的多向分化能

力[27]。但脂质体的转染效率较低, 静脉注射容易在

肺部聚积[28]。通过病毒与非病毒载体的结合, 研究

者开发出了一种新的基因转染载体—膜融合脂质

体, 一种用病毒包膜融合蛋白修饰的脂质体。由于

膜融合脂质体在酸性和中性条件下会发生融合作

用, 与细胞表面融合能提高转染效率。

2.2.2   阳离子聚合物      阳离子多聚物可以和DNA
结合形成复合物(polyplex), 是高效的转染制剂。第

一代阳性多聚物转染效率相对较低, 第二代可以作

为质子海绵调节核内体降解, 如聚乙烯亚胺(poly-
ethylenimine, PEI)、聚酰胺树形高分子(polyamido-
amine, PAMAM)等。

PEI是高电荷密度的有机大分子, 是基因疗法

的有效载体, 用于体内外传递寡核苷酸和质粒。它

有许多优点, 如DNA保护、细胞绑定和摄取、核内

体逃逸和载体释放等。Peng等[29]设计了一个高效率

的ESC 3D转染系统: β-环糊精连聚乙烯亚胺(CYD-
PEI)。转染7 d后, 3D转染系统与2D培养基相比获得

了更长时间、更高水平的VEGF表达。TESCs的局

部应用显著促进了皮肤的再上皮化。真皮基质的合

成和毛囊的再生有瘢痕抑制作用。高分子量PEI是
高效率传递DNA所必需的, 然而高分子量的PEI不
能降解, 有一定毒性。PEI和具有生物适应性、低

毒的载体(如β-环糊精、聚乙二醇和壳聚糖)结合在

一起, 细胞毒性显著下降到0%~60%, 而未被修饰的

PEI是85%~100%。这些结合物的转染效率也有所

增加[30]。

PAMAM是由中心向外对称发散并高度分支的

球形结构, 结构规整。高密度的正电荷表面有利于

和DNA形成复合物。它们转染细胞的效率取决于大

小、形状和聚合物表面伯胺基的数量。PAMAM没

有免疫原性, 临床应用主要考虑毒性。Paul等[31]发

明了一种新的干细胞基因传递系统, 可以过量表达

VEGF, 系统中使用了重组杆状病毒和Bac-PAMAM
修饰的ADSCs。

2.2.3   易降解高分子聚合物      PEI等这些大分子

材料不能降解, 在体内有自然堆积的风险。多种阳

离子聚合物与细胞膜相互作用, 导致细胞质蛋白、

膜电势丧失。临床上更需要可降解、低毒、不在细

胞内聚集的基因传递多聚物。同时, 多聚物的降解

还可以作为在细胞质中释放质粒DNA的方法。易降

解高分子材料包括壳聚糖、明胶、聚乳酸、聚己内

酯、聚乙丙交酯、阳离子多糖、硫酸鱼精蛋白等。

精胺淀粉(spermine-pullulan, SP)是一种阳离

子多糖, 可以和负电荷的质粒DNA相互作用减小体

积, 通过MSCs表面的糖特异去唾液酸蛋白反应器

(sugar-specific-asialo-protein receptor)进入MSCs, 提
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高质粒DNA的表达水平[32-33]。SP和质粒DNA混合物

基因转染时细胞毒性低, 对MSCs高度特异。基因修

饰MSCs显示了更好的细胞生存能力。Ishikawa等[34]

用SP和HGF质粒DNA混合物转染的MSCs可以连续

7 d以上表达HGF, 有促进肝细胞产生白蛋白的活性。

Nakamura等[33]用SP和SDF-1质粒DNA混合物基因修

饰MSCs, 使其分泌有生物活性的SDF-1, 促进MSCs
和真皮纤维的迁移。当治疗皮肤外伤时, 大量的基

因修饰MSCs停留在伤口, 促进伤口愈合。SP这种通

过受体介导内吞作用促进MSCs基因表达的能力有

广阔的组织再生应用前景。

非病毒载体有制备简单、价格低、无免疫原性

等优点, 但许多缺点限制它的应用, 如转染效率低、

具有一定的细胞毒性等[35]。目前相关研究的重点是

实现靶向传递并提高转染效率, 降低细胞毒性。

3   基因修饰干细胞与皮肤外伤愈合
基于干细胞的基因传递主要包括三步: (1)干细

胞分离和体外培养; (2)治疗基因引入干细胞, 采用

的方法与基因转染的方法类似; (3)将基因修饰干细

胞移植回患者体内。

基因传递很大程度上依赖于一个安全有效的

基因传递系统。病毒载体仍然是临床上用于基因

转染的主要载体。Li等[36]用Ad携带人KGF基因转

染ESC, 刺激ESC的生长和细胞分化。Li等[37]使用

Ad载体Ang1基因修饰BMMSCs, 并观察其促进鼠皮

肤外伤愈合的效率。结果显示, Ang1-BMMSCs促
进血管化, 增加上皮和真皮再生, 显著促进伤口愈

合。CXCR4是SDF-1的受体, 陈伟等[38]用慢病毒介

导CXCR4基因转染BMMSCs, 过表达的CXCR4可明

显提高BMMSCs对划痕损伤修复的能力和向高浓

度SDF-1迁移的能力。最近, 一种微囊化技术被应

用于UMSCs的VEGF基因转染[39]。播种脐带基质干

细胞(umbilical cord mesenchymal stromal cells, UM-
SCs)衍生成纤维细胞的ADM复合支架上构建组织

工程皮肤(tissue-engineered dermis, TED)。微胶囊化

VEGF-UMSCs和TED移植到猪皮肤缺损模型上, 有
效改善了TED血管化和外伤修复的质量。MSCs能
迁移到受伤的组织, 促进创伤愈合。但MSCs也像其

他细胞一样, 容易被身体的免疫系统攻击杀死。经

过基因修饰的MSCs可以逃脱免疫系统的监控[23,26]。

Nauta等[40]用可降解多聚酯[poly (β-amino) esters, 

PBAE]转染VEGF基因修饰ADSCs, 在小鼠皮肤伤口

真皮有更多胶原沉积和成熟胶原纤维, 显著促进了

愈合效率。原癌基因v-myc也被用于修饰ADSCs[41]。

v-myc-ADSCs活性增殖时间更久, 迁移和血管发生

能力得到促进, VEGF分泌量增加。为了使细胞治

疗的潜力达到最大化, 输送的干细胞能否最大限度

地到达损伤部位是至关重要的。3D支架可以使干

细胞集中于受伤部位, 避免注射引起的器官分布, 是
基因传递和细胞移植结合的最新方法。与2D培养

皿相比, 它可以为细胞的接触传播提供更大的扩增、

吸附表面积和在多种转染细胞中持续释放目的基因

的更好环境[42-44]。Cucchiarini等[45]用AAV介导FGF-2
修饰MSCs, 并在一个体外3D环境中培养观察rAAV-
hFGF-2对MSCs迁移能力的影响。与对照组相比, 
实验组FGF-2的表达量增加, 表达时间延长, MSCs迁
移能力增加。

4   基因修饰干细胞疗法的应用前景
越来越多的研究表明, 基因修饰干细胞比单独

应用其他生物因子具有更优秀的特点。但是, 实现

基因修饰干细胞的临床应用, 仍有许多的问题需要

解决。主要包括以下内容: (1)阐明各种基因在创面

愈合中的真正角色, 寻找皮肤外伤愈合中真正有治

疗作用的目的基因。(2)患者干细胞治疗的适用性。

基于不同的外伤病理学筛选最合适的干细胞类型和

使用策略。尽管MSCs可以帮助愈合伤口恢复拉力, 
但倾向于形成瘢痕疙瘩的病人应避免在伤口使用

BMMSCs[46]。(3)研究出更合适的载体, 精确控制基

因表达。由于体内的各种屏障, 如抗体、吞噬系统、

酶、胞膜、核膜等, 体外细胞转染到体内转染需要

进一步的验证。(4)干细胞的自体移植可能有许多

问题。只有少量的干细胞能被分离, 为了足够的产

量需要处理大量的血液或者骨髓, 给患者病情带来

负担。随着时间的迁移这些细胞的表型会发生改变, 
加重免疫反应, 降低转染效率[47]。(5)基因修饰干细

胞和局部组织之间不良影响要进一步研究。伤口愈

合的机理是非常复杂的, 动物、人之间伤口愈合的

机制有很大区别。预计用于伤口的多种治疗基因如

果在非目的器官过量表达可能产生副作用, 只有彻

底了解组织再生的生物学机理, 实现基因修饰干细

胞对皮肤外伤的精细调控, 才能实现它在修复医学

和兽医方面的临床应用。
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