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外周血细胞重编程为诱导性多潜能干细胞的研究进展
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摘要      诱导性多潜能干细胞(iPSCs)是指分化细胞中导入特定转录因子后逆转恢复到类似胚

胎干细胞的具有自我更新、多向分化等潜能的一类细胞。诱导疾病特异性iPSCs是疾病机理、再

生医学等领域的研究热点。目前, 人iPSCs供体细胞主要来源于皮肤成纤维细胞, 需要组织活检、

体外增殖等繁琐过程。利用外周血细胞(peripheral blood cells)成功诱导iPSCs, 具有取材方便、诱

导快速等优点, 将极大地促进iPSCs研究。该文在介绍iPSCs诱导方法的基础上, 重点阐述了从小鼠

B细胞、T细胞, 人脐带血细胞, 到人外周血细胞重编程为iPSCs的研究进展, 分析了该技术的特点

和可能存在的问题, 并进行了前景展望。
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诱导性多潜能干细胞(induced pluripotent stem 
cells, iPSCs)是指分化细胞中导入特定转录因子后逆

转恢复到类似胚胎干细胞(embryonic stem cells, ESCs)
的具有自我更新、多向分化等潜能的一类细胞。2006
年, Takahashi等[1]率先报道将Oct3/4、Sox2、c-Myc、Klf4
四个转录因子导入小鼠皮肤成纤维细胞后, 实现了体

细胞重编程为iPSCs。2007年, iPSCs技术在人体细胞

上取得成功, Takahashi等[2]和Yu等[3]先后将人成纤维

细胞重编程为iPSCs。之后iPSCs研究取得了一系列

突破性进展。2008年, Marson等[4]用Wnt3a取代c-Myc, 
清除了外源致癌基因并成功诱导出iPSCs。2009年, 
Knut等[5]和Kaji等[6]在提高iPSCs安全性方面又取得

了突破, 他们不借助病毒载体制备了virus-free小鼠

iPSCs, 并成功地从所获得的iPSCs中移除了先前导入

的转录因子基因。我国科学家在iPSCs研究领域也做

出了重要贡献: 周琪等[7]和高绍荣等[8]分别利用逆转

录病毒和慢病毒诱导出iPSCs, 注入小鼠4倍体囊胚腔

中, 最终培育出成体小鼠, 首次证明iPSCs与胚胎干细

胞一样具有全能性。诱导疾病特异性的iPSCs用于疾

病机理、再生医学等研究将是iPSCs技术的发展趋势。

目前, 人iPSCs供体细胞主要来源于皮肤成纤维

细胞。然而从皮肤取样要进行组织活检等步骤, 存
在感染等潜在风险, 并且需要较长时间体外扩增获

得足量成纤维细胞才能进行iPSCs诱导, 这些不足限

制了iPSCs技术更广泛地应用。因此, 寻找一种新的

供体细胞来实现更快捷、更安全、更有效地诱导

iPSCs成为目前最迫切的问题。2010年, 有三个研究

团队[9-11]同时成功地从人外周血细胞中诱导出iPSCs, 
该项新技术具有取样方便, 病人不必承受皮肤组织

活检(biopsy)带来的痛苦与危险等优点, 引起了广大

研究者的关注。外周血细胞将有望取代皮肤成纤

维细胞, 成为诱导iPSCs的新供体细胞。本文在介

绍iPSCs诱导方法的基础上, 将重点阐述从小鼠B细
胞、T细胞, 人脐带血细胞到人外周血细胞重编程为

iPSCs的研究进展, 比较分析该技术的特点和可能存

在的问题, 并进行了前景展望。

1  iPSCs诱导方法
1.1  转录因子诱导

2006年, Takahashi等[1]通过筛选24个候选转录

因子, 最终确定最少4个转录因子Oct3/4、Sox2、c-
Myc、Klf4的组合即可将小鼠皮肤成纤维细胞重编

程为iPSCs, 为利用转录因子诱导iPSCs奠定了基础。

Yu等[3]利用Oct3/4、Sox2、Nanog和Lin28的转录因

子组合也可以将人的成纤维细胞重编程为iPSCs, 但
目前最常用的还是Oct3/4、Sox2、c-Myc、Klf4组合。

由于c-Myc具有致癌性, Nakagawa等[12]在上述转录因
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子中删除c-Myc, 提高了iPSCs诱导的安全性, 但同时

降低了诱导效率。之后, 另有研究小组仅用Oct3/4、
Sox2两个转录因子就成功诱导得到iPSCs[13]。Scho-
ler等[14]甚至用单个Oct3/4就将神经干细胞诱导为

iPSCs, 为科学家们最终实现不导入外源基因成功获

得iPSCs的目标带来希望。

1.2  小分子化合物诱导

在体细胞重编程为iPSCs的过程中加入一些

特定的小分子化合物, 可提高重编程效率, 降低对

转录因子的依赖。AZA处理小鼠成纤维细胞, 导入

Oct3/4、Sox2、Klf4、c-Myc可将重编程效率提高4倍[15]。

组蛋白去乙酰化转移酶抑制剂VPA处理成纤维母细

胞后只需导入Oct3/4和Sox2就重编程成iPSCs, 并且

可将其重编程效率提高到1%[16]。小分子化合物BIX
和BayK可以替代外源Sox2的作用[17]。与之相似, 在
只有Oct3/4和Klf4的情况下, 加入MEK通路的抑制剂

PD0325901和GSK3的抑制剂CHIR99021培养, 可以

将神经干细胞重编程为真正全能iPSCs[18]。Li等[19]利

用Oct3/4、Sox2、Klf4联合PD0325901和CHIR99021
以及TGF-β抑制剂A-83-01成功重编程了人皮肤成纤

维细胞。Esteban等[20]发现, 通过在培养过程中添加

维生素C可使iPSCs诱导效率提高10倍。通过老鼠和

人细胞实验发现, 培养时添加维生素C可促进多能

性相关基因表达, 推动体细胞进入重编程状态。尽

管目前还没有仅利用小分子化合物成功重编程成熟

体细胞为iPSCs的报道, 但小鼠[21-22]和人[23-24]睾丸中

的精原干细胞(spermatogonial stem cells, SSCs)不需

要外源基因及其相关替代小分子的介入即可被诱导

为多能干细胞。老化的表皮细胞通过热激活与EGF
等因子处理可以被重编程为表皮干细胞[25]。Li等
[26]通过Oct4联合小分子化合物VPA 、反苯环丙胺、

CHIR99021和 616452可使小鼠成纤维细胞重编程为

iPSCs, 并且Oct4只在诱导的前8天发挥作用, 不需要

持续表达。该项研究还提出一种有效筛选小分子化

合物的策略, 这为制备无遗传修饰的iPSCs提供了新

思路。

2   血细胞重编程为iPSCs
从皮肤取样进行组织活检, 患者可能存在细菌

感染的潜在风险。而且生物组织活检有可能会加重

进行性骨化纤维发育不良症(FOP)等的恶化[27]。经

过生物组织活检后至少需要一个月时间来增殖成

纤维细胞用于诱导iPSCs[2,28], 这种较长时间的细胞

增殖可能导致体细胞基因突变。另外, 供体皮肤成

纤维细胞在日常UV照射下存在染色体畸变的可能。

然而, 外周血采集方便、来源丰富、不需要额外的

离体扩增, 可大大缩短iPSCs的诱导建成时间。与成

纤维细胞和内皮细胞相比, 人外周血单个核细胞和

CD34+细胞基因组启动子甲基化水平更接近ESCs/
iPSCs[29]。Kim等[30]的研究指出, 小鼠血细胞重编的

iPSCs与成纤维细胞iPSCs相比具有更类似于ESCs的
形态与功能。因此, 利用外周血细胞诱导iPSCs将可

能成为更具优势的技术。

2.1  小鼠B细胞、T细胞重编程为iPSCs
外周血细胞的重编程工作最初开始于对小鼠

的研究。Hanna等[30]在加入CCATT/增强子结合蛋白

(C/EBPa)或抑制转录因子Pax5的情况下, 利用反转

录病毒将Oct3/4、Sox2、c-Myc与Klf4转入成熟的小

鼠B细胞, 将其重编程成为iPSCs。该小组利用B细
胞分化阶段存在免疫球蛋白基因重排的特征[32], 发
现体外终末分化的B细胞也可以被重编程为多能状

态。Hong等[33]在过表达Oct3/4、Sox2、c-Myc与Klf4
的基础上抑制p53基因使小鼠终末分化的T细胞重编

程成iPSCs。小鼠成熟的外周血淋巴细胞成功地重

编程为iPSCs说明终末分化的体细胞也具有被诱导

为iPSCs的潜力。

2.2  人脐带血细胞重编程为iPSCs
2009年, Loh等[34]用粒细胞集落刺激因子(G-

CSF)动员的CD34+血细胞成功诱导iPSCs。然而

该方法只有在供体身体状况良好时才能皮下注射

G-CSF, 而且耗时多、成本高、存在副作用, 无法推

广到实际应用中。同年, Haase等[35]用慢病毒过表达

Oct3/4、Sox2、c-Myc与Klf4将人脐带血细胞重编程

为iPSCs。而Giorgetti等[36]仅用Oct3/4和Sox2就成功

获得人脐带血来源的iPSCs。Ye等[37]重编程骨髓和

脐带血CD34+细胞获得iPSCs。虽然脐带血细胞积

累的基因突变较少, 是iPSCs的良好供体细胞, 但是

其来源受限依旧是未能解决的最大问题, 诱导疾病

特异性的iPSCs等工作也无法广泛开展。而且脐带

血中含有大量的干细胞, 有研究指出从脐带血中分

离内皮干细胞的效率是普通外周的10倍以上[38], 诱
导所获得的iPSCs可能并不是真正诱导自终末端分

化的血细胞。所以, 科学家们最终将研究目标指向

了来源更为充裕的外周血细胞。
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2.3  人外周血细胞重编程为iPSCs
2010年, Cell Stem Cell同时报道了三个研究小

组[9-11]重编程人外周血细胞获得iPSCs的工作, 外周

血细胞重编程研究取得重大突破。表1详细比较了

人外周血细胞与皮肤成纤维细胞在诱导iPSCs的建

成时间、诱导效率、供体细胞数量、载体、转化病

毒等方面的差异。

Loh等[9]采集350 mL外周血分离得到单个核细胞

(PBMCs)和CD34+细胞(PBCD34+), 通过一种强力霉

素诱导的慢病毒外源表达Oct3/4、Sox2、c-Myc和Klf4
四个转录因子获得iPSCs。这种重构的慢病毒只有在

强力霉素的刺激下才能高度表达外源转录因子。不

存在强力霉素时, 外源转录因子沉默有助于iPSCs后
期分化。重编程PBCD34+获得iPSCs的效率为0.002%, 
而PBMC iPSCs诱导效率仅为0.0008%~0.001%。

 Starek等[10]使用强力霉素诱导的慢病毒具有多

顺反子表达框携带Oct3/4、Sox2、c-Myc和Klf4感染

30 mL外周血, iPSCs诱导的效率仅为0.001%。除此

之外, Staerk等[10]和Loh等[9]的研究还发现外周血中

除了成熟的T细胞能被诱导为iPSCs外, 一些非淋巴

细胞也具有同样的特性, 但是并未获得诱导自B细
胞的iPSCs, 究其原因可能是B细胞的体外生长还需

要其他小分子如IL-4/CD40配体、C/EBPa等的存在。

Staerk等还指出在含有IL-7的平板中血细胞重编程

的效率比含有G-CSF、GM-CSF、IL-3、IL-6等其他

细胞因子的高, 这为外周血供体细胞的培养提供一

定的借鉴意义。

Seki等[11]用一种温度敏感突变的仙台病毒感染

1 mL外周血, 得到的iPSCs全部诱导自T细胞, 诱导

效率高达0.1%。这种高效率的iPSCs诱导技术有可

能要归功于仙台病毒高效地感染T细胞并表达所携

带的外源转录因子[27], 并且仙台病毒基因不会整合

到供体细胞的基因组中, 减少了基因插入突变的危

险。此外, Chou等[29]使用无基因整合型的方法利用

表1　人外周血细胞与皮肤成纤维细胞诱导iPSCs的方法比较

Table 1　Comparison between the methods of deriving iPSCs from human peripheral blood cells and fibroblasts
项目

Items

Research  
groups
iPSCs
induction 
time
iPSCs 
induction 
efficiency
The number 
of donor 
cells
Feeder cells

Vectors

Viruses

Packaging 
cells

Staerk et al[10]

25~40 days

0.001%

30 mL blood 
PBMCs 3~5×105 

Mitomycin-treat-
ed MEF
pHAGE2-tetO
miniCMV-hS
TEMCCA 

Doxycycline-indu-
cible lentiviruses
293T cells

Loh et al[9]

21~35 days

PBMC iPSCs
0.0008%~0.001%
PB34 iPSCs  0.002%
350 mL blood 
PBMCs 1×105-6 
CD34+ cells 1×105-6 
MEFs

FU-TET-O-hOCT3/4,
FU-TET-O-hSOX2,
FU-TET-O-hKLF4,
FU-TET-O-hC-MYC

Doxycycline-inducib-
le lentiviruses
293T cells

Seki et al[11]

25 days

0.1%

1 mL blood 
T cells 5×104 
 
Mitomycin C-inacti-
vated SNL; iMEFs
pSeV18+b+/ΔF-
hOCT3/4-GPF,  
pSeV18+b+/ΔF-
hSOX2-GPF,
pSeV18+b+/ΔF-
hKLF4-GPF,
pSeV18+b+/PtsLtsΔF-
hC-MYC-GFP
Temperature-sensiti-
ve Sendai viruses
293T cells

人外周血细胞

Human peripheral blood cells
Takahashi et al[2]

After six and four 
passages, induced 
for 30 days                                                    
0.02%

8×105 cells

Mitomycin-treat-
ed SNL
pCR2.1-hOCT3/4,
pENTR-D-hSOX2,
pENTR-D-hKLF4,
pENTR-D-hC-MYC

Retroviruses

PLAT-E packaging 
cells

Yu et al[3]

IMR90 cells were 
induced 20 days

0.022%

2-3×105cells

iMEFs

pSin-EF2-
hOCT3/4-Pur,
pSin-EF2-
hSOX2-Pur,
pSin-EF2-
hNANOG-Pur,
pSin-EF2-
hLIN28-Pur
Lentiviruses

293FT cells

Park et al[28]               

4 weeks after 
culture, induced 
for 21~30 days
0.005%~0.05%

1×105 cells

iMEFs

pMIG-hOCT3/4, 
pMIG-hSOX2,
pMIG-hKLF4,
pMIG-hC-MYC

Retroviruses

293T cells

人成纤维细胞

Human fibroblasts
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一种附加型的载体EBNA1/OriP将人脐带血细胞和

外周血细胞重编程为iPSCs, 不仅避免了基因整合的

危险, 而且将诱导的时间缩短为14天。

Staerk等[10]得出T细胞的诱导效率比骨髓细胞

高, 而且T细胞在体外具有高增殖率和长期增殖的

潜能。T细胞发育过程中存在TCR基因的重排, 可以

鉴定iPSCs的供体来源, 追踪T细胞发育过程, 有助于

iPSCs后期分化的研究。Seki等[11]从外周血单个核细

胞中筛选T细胞用于重编程, 也可能是其高重编程效

率的原因之一。可以说T细胞是外周血细胞中用于

诱导iPSCs的合适供体细胞。上述外周血诱导iPSCs
技术将为后人的研究提供坚实的基础。储存在血库

的外周血(包括来自死亡的供体)可以用于建人iPSCs
细胞库。建立组织相容性iPSCs细胞系为个体提供

细胞治疗资源, 这是其他类型细胞不能实现的。重

编程病人的外周血细胞或冻存的血液样本诱导疾病

特异性的iPSCs可以用于骨髓和血液疾病分子机理

的研究, 且不会受到供体细胞数量的限制, 可以更广

泛地应用于再生医学研究。Kunisato等[40]从500 µL外
周血中诱导出iPSCs, 在诱导iPSCs的过程中相继加入

ST3FPFLGM和ST3FP6两种细胞因子可将诱导效率

提高20~30倍。可以说, 用人外周血细胞诱导iPSCs
的成功将会给iPSCs研究领域带来一次新的飞跃。

3   存在的问题
目前, 外周血诱导iPSCs仍存在一些技术难题。

第一, 对诱导获得的iPSCs分化能力必须进行科学地

评估和研究。从外周血中诱导的iPSCs可能会保留

原始供体血细胞的表观记忆, 因此会更倾向于分化

成血液细胞。Loh等[9]的研究中所获得的iPSCs更倾

向于分化成巨噬细胞、粒细胞等, 这将不利于iPSCs
诱导分化成其他组织器官用于再生医学研究。第二, 
T细胞所特有的TCR基因重排是否会影响iPSCs的分

化性质仍然是一个疑问, 用于临床治疗的iPSCs应该

排除这些不确定因素。第三, 安全问题也是必须亟

待解决的。使用病毒诱导仍然存在安全隐患, 用于

重编程的c-Myc基因具有致癌的危险, 能否用小分子

化合物来替代外源转录因子用于重编程外周血细胞

并且消除病毒的危险还有待于进一步研究。第四, 重
编程诱导的效率还有待提高。第五, 离体培养的外周

血淋巴细胞处于悬浮状态, 不能贴壁生长, 诱导操作

相对困难。只有解决了上述困难, 重编程人外周血细

胞获得iPSCs的技术才能真正应用到临床医学中。

4   前景展望
诱导自人体细胞的iPSCs可以诱导分化成所需

的细胞类型用于临床治疗、体外重建某些疾病模

型、为新药开发提供理想的实验材料。人iPSCs诱
导分化成自然杀伤细胞(natural killer cell, NK)可以

用于HIV/AIDS[41]和肿瘤[42]的治疗。Takahashi等[2]成

功将皮肤成纤维细胞来源的iPSCs诱导分化为心肌

细胞和神经细胞。Hanna等[43]将来自皮肤成纤维细

胞的iPSCs分化为造血祖细胞后用于治疗镰刀状细

胞贫血病。Raya等[44]和Tulpule等[45]用不同的方法

将先天性骨髓发育不全病人的皮肤成纤维细胞诱

导成iPSCs, 建立先天性骨髓发育不全疾病模型。

Raya等[44]进一步将疾病特异性的iPSCs诱导分化成

血液祖细胞用于该病的治疗。然而目前关于外周血

iPSCs定向分化研究的报道尚少。因此, 如何实现外

周血iPSCs在体外定向分化成具备功能的细胞组织

将成为今后研究的重点。再者, 制备无遗传修饰的

外周血iPSCs仍将是科学家们努力的方向, 能否用小

分子化合物完全替代外源转录因子或直接导入转

录因子的蛋白来重编程外周血细胞获得更安全的

iPSCs有待探索。另一方面应着重于iPSCs真正多能

性的获得, 两方面的结合才会使外周血iPSCs在向应

用的转化过程中实现较大的发展。

近来, 有研究直接将人皮肤成纤维细胞转分化

成血液祖细胞[46]、心肌细胞[47], 省略了诱导iPSCs这
一步, 体外操作时间更短、更安全, 比利用人类胚

胎干细胞或者iPSCs制造血液细胞的方法更具优势。

然而, 能否直接将人外周血细胞转分化为我们所需

的细胞类型还没有研究证实, 体细胞间的转分化将

有可能会成为一个新的发展趋势。

综上所述, 人外周血细胞诱导iPSCs新技术的出

现为iPSCs研究开辟了一个新的领域, 为再生医学、

药物开发等研究提供了坚实的基础, 将更好地用于

造福人类健康。
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Advances in Reprogramming of Peripheral Blood Cells to Induced 
Pluripotent Stem Cells

Li Shishi1,2, Liu Zhong3, Yan Qingfeng1,2*
(1College of Life Sciences, Zhejiang University, Hangzhou 310058, China; 2Institute of Genetics, Zhejiang University, Hangzhou 

310058, China; 3The First Affiliated Hospital of College of Medicine, Zhejiang University, Hangzhou 310003, China)

Abstract        Induced pluripotent stem cells (iPSCs) are a type of embryonic stem cell-like cells which de-
rived from adult cells by ectopic expression of a few defined transcription factors. The establishment of patient-
specific iPSCs is very important for regenerative medicine and pathological mechanism study. Until now, the most 
common donor cells of human iPSCs has been from skin fibroblasts, which requires an invasive skin biopsy and a 
prolonged period of expansion in cell culture prior to use. These limitations prevent iPSCs technology broadly ap-
plicable. While the generation of human iPSCs from peripheral blood cells, which represents a fast, safe and effi-
cient way of reprogramming will accelerate the development of iPSCs research. In this review, based on introducing 
different reprogramming methods, we focused on recent advances in iPSCs derived from mouse B cells, T cells to 
human cord blood cells and peripheral blood cells, and analyzed features and limits of this new iPSCs technology. 
The prospects of iPSCs research are also discussed.

Key  words        induced pluripotent stem cells (iPSCs); peripheral blood cells; fibroblasts; reprogramming; 
transcription factors
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