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概述
2006年, 我们发现将四种因子的基因同时引入

小鼠成纤维细胞, 可以产生与胚胎干细胞(ESCs)具
有相似特性的干细胞[1], 我们称之为iPSCs。2007年, 
我们报道了上述方法也适用于人的成纤维细胞, 通
过引入上述几个因子可以产生人的iPSCs[2]。同一天, 
詹姆斯·汤姆森(James Thomson)研究小组也报道了

使用不同组合的因子产生iPSCs[3]。

三股研究潮流的融合, 导致了iPSCs技术

的诞生
与其他科学进步相似, iPSCs技术建立在相关

研究领域过去和现在大量研究发现的基础上。有三

股研究主流引导我们建立了iPSCs的技术(图1)。第

一股潮流是对核移植的重编程研究。1962年, John 
Gurdon报道了他的实验室研究成果: 将未受精的卵

转入成年蛙的小肠细胞核可以发育成蝌蚪[4]。三十

多年后, Ian Wilmut及其同事报告了多莉羊的诞生, 
这是通过哺乳类上皮细胞的体细胞克隆产生的首个

哺乳类动物[5]。这些体细胞克隆的成功证明了: 即
使已经分化的细胞也含有整个生物体发育所需要的

遗传信息, 卵母细胞含有可以重编程体细胞核的因

子。2001年, Takashi Tada研究小组发现, 胚胎干细

胞(ESCs)也含有重编程体细胞的因子[6]。

第二股研究潮流是发现“主控的”转录因子。

1987年, 科学家证明果蝇转录因子——触角腿基因

(Antennapedia)异位表达时会诱导腿而非触角的形

成[7]。同年, 证明哺乳动物转录因子MyoD能将成纤

维细胞转换为肌细胞[8]。这些结果形成了“主控的调

节因子”概念, 该转录因子决定并诱导细胞谱系的命

运。许多研究人员开始寻找各谱系起主导作用的单

个调节因子。这些尝试除了少数获得成功之外[9], 大
多都以失败告终。

第三股研究潮流涉及ESCs, 具有以上同样的重

要性。自1981年第一代小鼠ESCs[10]建系之后, Aus-
tin Smith等确立了能够长期维持干细胞多能性的体

外培养条件[11]。维持小鼠ESCs的一个关键因子是白

血病抑制因子(LIF)。同样地, 自第一代人类ESCs[12]

建系以来, 含有碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)的
最佳培养条件也被确立。

结合前两个研究潮流, 我们提出这样一种假设: 
卵母细胞或ESCs中存在一种多个因子的组合, 这
种组合可以将体细胞重编程回到胚胎状态, 于是我

们设计实验来确定这种组合。根据培养多能干细

胞所需条件的信息, 我们鉴定出四个因子可以产生

iPSCs。

iPSCs技术的成熟和理解
成功建立小鼠iPSCs的首个结果报道后不久, 其

他团队对小鼠[13-14]和人[15-16]的以转录因子为基础的

重编程机制进行了重演。iPSCs技术的优点之一就

是它的简单性和重复性。许多实验室开始探索相关

机制及改良方法。

虽然iPSCs建系可重复, 但效率很低: 通常转染

的成纤维细胞不到1%转变成iPSCs。这种低效率最

初认为可能是: iPSCs是来自与成纤维细胞培养共存
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的稀少干细胞或是未分化细胞[17]。然而, 随后的研

究表明, iPSCs可来源于终末分化的淋巴细胞[18]或有

丝分裂后的神经元[19]。因此, 大多数种类(如果不是

全部的话)体细胞具有转变成iPSCs的潜能, 尽管效

率有差异。

那么仅仅几个因子共转染是如何诱导体细胞

重编程的呢？对这个问题的讨论超出了本文的范

围, 好在许多研究已经解决了这个重要的问题。从

我的角度来看, 许多科学家的共识似乎是: 重编程因

子启动了超过1%的转染细胞的重编程过程, 但大多

数细胞未能完成这一全过程, 而是半途而废。可能

存在某些随机事件——目前知之甚少——似乎对于

完成重编程的全过程是必需的[17,20]。正如我在下面

讨论的那样, 培养条件似乎可作为一种驱动力, 它可

促进完成重编程的全过程。

最初使用反转录病毒或慢病毒产生iPSCs, 这
可能会导致插入突变, 给临床转化应用带来风险甚

至会导致不良后果, 就如在基因治疗中遇到的那种

情况[21]。反转录病毒转染的iPSCs移植到小鼠, 只要

c-Myc基因表达受到抑制, 小鼠生长看起来就很

正常[22-23]。然而, 单是小鼠的研究并不能保证人类

iPSCs临床应用的长期安全性, 至少反转录病毒可以

引起iPSCs产生免疫原性, 使人担忧[24]。因此, 以细

胞移植治疗为目的, 需要建立新的诱导方法, 避免载

体整合到宿主基因组。

已有报道许多方法能够产生非整合的iPSCs。

这些方法包括质粒[25-26]、仙台病毒[27]、腺病毒[28]、

合成RNA[29]和蛋白质[30]。此外, 也已经尝试由小分

子诱导重编程。其中, 采用质粒和仙台病毒作为载

体已为许多实验室作为常规技术方法。京都大学

iPSCs研究与应用中心, 在再生医学方面研究偏爱采

用非整合的质粒(episomal plasmids), 而体外研究则

采用反转录病毒或非整合质粒。选用这些方法是考

虑其简单性和可重复性。现在科学家们已将工作重

点从技术开发转向应用。

iPSCs技术出现新的研究潮流
科学的发展潮流永无止息(图2)。在Rudolf Jae-

nisch实验室, 小鼠方面的开创性工作(用镰刀型贫

血病小鼠自身皮肤来源的iPSCs治疗该疾病——译

者注)[31]之后, 科学家们使用iPSCs在再生医学领域

中已取得不断的进展, 例如治疗帕金森氏病[32]、血

小板缺乏症[33]、脊髓损伤[34-35]、黄斑变性[36]。患

者来源的iPSCs已被证明可以用于疾病建模和筛

选候选药物库。George Daley[37](建立特定疾病的

iPSCs——译者注)和Kevin Eggan[38](ALS病人来源

的iPSCs能够分化成运动神经元——译者注)领导的

团队在建立特定疾病iPSCs的开创性研究之后, 过去

三年中已经发表了100多份使用特定疾病的iPSCs报
告。使我惊讶的是: 使用特定病人的iPSCs既可重演

单基因遗传性疾病表型也可重演迟发性多基因遗传

性疾病的表型, 如帕金森氏病[39]、阿尔茨海默氏

图1　引导iPSCs发展的三股研究潮流

Fig.1　Three scientific streams that led to the development of iPSCs
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病[40-42]和精神分裂症[43]。用这些细胞来分析疾病机

制和研究潜在的新治疗方法, 环绕这些方面的潜在

应用, 已经成为研究的兴奋点。来自iPSCs的体细胞, 
特别是心肌细胞和肝细胞, 可以替代现有的方法用

于毒理学试验[44]。

除了这些医疗应用, iPSCs可用于动物生物技

术。猴[45]、猪[46]和狗[47]的iPSCs可用于这些动物的

基因工程研究, 从而产生疾病模型, 利用更大的动

物生产有用的物质, 如遗传疾病患者缺乏的酶。该

技术有可能在将来用于保护濒危动物[48], 但还需克

服许多挑战。其中最引人注目的iPSCs应用来自Na-
kauchi及其同事们的报道, 他们将大鼠的iPSCs通过

显微注射, 移植到因缺乏一个重要基因而胰腺不能

发育的小鼠囊胚后, 小鼠胚胎发育后产生了大鼠胰

腺[49]。将来, 使用类似的策略可能实现生产器官来

供给人体移植。

iPSCs技术出现另一种研究潮流是将一种体细

胞“直接重编程”为另一种细胞。正如上面提到的, 对
于大多数体细胞, 还没能找出一个单一“主控的”转
录因子。然而, 根据iPSCs重编程的成功经验, 科学

家们转而寻找因子的组合。Melton及其同事报道了

使用含有3种转录因子的组合将小鼠胰腺内分泌细

胞转化为外分泌细胞[50]。在他们开创性的工作之后, 
有许多报道是将成纤维细胞在体外转换为各种其他

体细胞的例子, 如神经细胞[51]、肝细胞[52]、心肌细胞[53]

和造血祖细胞[54]。直接重编程简单、快速。剩下的

障碍是如何获得足够量的靶细胞用于下游的应用。

这种新技术的最佳用法可能是原位直接重编程[55]。

重要的问题: iPSCs与ESCs有差异吗?
iPSCs最重要的问题之一是其与ESCs有差异

吗?如果有的话, 它们在功能上是否确实存在差异。

在我们研究iPSCs的最初几年, 使我们惊讶的是它

们与ESCs有惊人的相似。然而, 从2009年开始, 科
学家们开始报道iPSCs与ESCs之间存在差异。例如, 
Chin等2009年通过表达式微阵列芯片比较了3株人

类ESCs和5株iPSCs, 发现有数百个基因的表达存在

着差异[56]。他们得出结论, iPSCs应被视为多能干细

胞的一种独特亚型。另外两项研究也比较了ESCs
和iPSCs的全基因表达谱, 确定了iPSCs中存在持久

的供体细胞基因表达[57-58]。

Deng等对3个人类ESCs克隆株和4个iPSCs株
进行了靶定区的重亚硫酸盐测序后, 首次报道了这

两种类型的多能干细胞系DNA甲基化之间存在差

异[59]。Doi等2009年报道了ESCs和iPSCs的同一基

因, 例如骨形成蛋白(BMP3), 它们的甲基化有差

异 [60]。随后, 3个研究报道了人的iPSCs内存在供体

细胞的表观遗传记忆[61-63]。

然而, 其他研究得出的结论却是单凭基因表达

或DNA甲基化很难区分iPSCs和ESCs。两份报告证

明iPSCs克隆和ESCs克隆有重叠的基因表达差异, 
因此, 通过这些分析能将这两种多能干细胞共同归

图2　iPSCs技术出现新的研究潮流

Fig.2　New scientific streams that emerged from the development of iPSCs
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为一族[64-65]。他们认为, 这些差异至少部分是由于

每个实验室使用不同的诱导和培养条件所造成的。

Bock等2011年证明iPSCs和ESCs在基因表达和DNA
甲基化方面非常相似, 一些iPSCs克隆无法与ESCs
区分[66]。通过检查iPSCs和ESCs克隆数量的比较, 我

们观察到一个明显的趋势(表1)。认为在基因表达或

DNA甲基化有差异的研究报告, 所比较的克隆数量

相对较少(每组一般少于10), 而那些发现很难区分

ESCs和iPSCs的差异的报告则用了较多的克隆进行

比较, 而且克隆来自于多个实验室。

另一争论要点是细胞的分化能力, 也就是iPSCs
在功能分化方面是否与ESCs有差别。Hu等2010年
对5个人ESCs克隆和12个iPSCs克隆进行了体外神

经定向分化试验。他们发现, 所有的ESCs克隆分

化成Pax6+细胞, 效率超过90%, 但iPSCs克隆分化程

度差, 只有10%~50%的效率[67]。然而, Boulting等
2011年研究了16个人iPSCs克隆分化成运动神经元

的能力, 发现其中13个iPSCs克隆分化效率相当于

ESCs[68]。所以, 关于iPSCs与ESCs之间的相似性, 再
一次得出相互矛盾的结论。

总的说来, 这些研究表明iPSCs克隆和ESCs克
隆具有重叠的差异(图3)。应当指出, ESCs克隆之间

的差异已经有充分的记录[69-70]。iPSCs克隆本身很可

能表现出更大的差异, 一些克隆的基因表达, DNA甲

基化或分化能力不同于ESCs[71], 但至少有一些iPSCs
克隆与ESCs克隆是无法区分的。

从造成iPSCs克隆差异的因子角度来考虑, 是非

常有趣的。两个相关的小鼠iPSCs报道[72-73]为我们提

供一个重要的教训。这两项研究是在Hochedlinger
实验室和Jaenisch实验室分别进行的, 他们使用了

非常相似的二次诱导系统来产生小鼠iPSCs。然而, 

图3　iPSC和ESC克隆的差异重叠

Fig.3　Overlapping variations present in iPSC and ESC 
clones

两个实验室得到的iPSCs克隆在性能上非常不同。

Hochedlinger实验室产生的绝大多数iPSCs克隆, 不
能通过显微注射产生能够传代的嵌合体小鼠, 或通

过四倍体互补技术产生完全来自iPSCs的小鼠(all-
iPSCs小鼠, 子代小鼠身上的所有细胞都是由iPSCs

表1　已公开研究中分析的ESC和iPSCs克隆数量

Table 1　Number of ESC and iPSCs clones analyzed in published studies
ESCs与iPSCs关系的结论 第一作者 年份 克隆数

Conclusion about the relationship between ESCs and iPSCs First author Year Clone numbers      
   ESCs iPSCs
It is difficult to distinguish between them A.M. Newman 2010 23 68
 M.G. Guenther 2010 36 54
 C. Bock 2011 20 12
There are notable differences M. Chin 2009 3 5
 C.M. Marchetto 2009 2 2
 J. Deng 2009 3 4
 Z. Ghosh 2010 6 4
 A. Doi 2011 3 9
 Y. Ohi 2011 3 9
 K. Kim 2011 6 12
 R. Lister 2011 2 5
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来的——译者注), 这是评价多能性最严格的标准。

他们发现, DIK1-Dio3基因簇的印记丢失, 预示iPSCs
多能性差。形成鲜明对比的是, Jaenisch实验室中产

生的大多数iPSCs克隆有正常的DIK1-Dio3基因簇

印记, 能够产生高质量的嵌合体小鼠和能存活的all-
iPSCs小鼠。

两个实验室采用的方法唯一显著区别, 就是重

编程因子在表达载体上(cassette)的顺序不同, 这使

得Jaenisch实验室的iPSCs能高表达Oct4和Klf4。通

过提高Oct4和Klf4的表达[72], 或通过补充抗坏血

酸[74], 采用非常类似的诱导方法就能提高iPSCs质
量。因此, iPSCs诱导产生过程中, 重编程因子的浓

度和化学计量以及培养条件, 对于产生的iPSCs表观

遗传状态和多能性潜力的差异有着重要影响。

这些数据表明, 不完整或不完全重编程对iPSCs
不是根本性的问题。相反, iPSCs克隆的质量差异在

很大程度上似乎是由于技术差异造成的, 例如: 因子

的组合、基因传递方法和培养条件等。此外, 一些

iPSCs克隆之间的差异可归因于重编程过程中不受

控制的随机事件。因此, 对于鉴别是否适合临床应

用的iPSCs克隆, 评估和选择至关重要。

诱导多能性有“阴暗面”么?
一些报告认为, 除了基因表达变异、DNA甲基

化和多能性的潜力外, iPSCs还有其他的潜在异常, 
包括体细胞突变[75]、拷贝数变异[76]和免疫原性[24]。

在这些报告中, 在我看来, iPSCs的负面影响被夸大

了。媒体反应过度, 随之而来的科学评论标题耸人

听闻, 如 “黑暗的一面”、“受到攻击”、“漏洞”、“麻烦” 
和 “成长中的烦恼”等[77-80]。

然而, 尽管有这些负面新闻, 随后的分析表明, 
许多iPSCs内发现的遗传差异似乎早已存在于原始

的体细胞中, 因此, 与重编程过程本身无关[81-82]。重

编程形成的iPSCs是一种内在的无性增殖克隆, 因此

起始细胞群如果存在低频率差异, 由此衍生的单个

克隆就会将此种差异放大, 若将这一克隆与起始细

胞群作为一个整体的亲本细胞来比较, 此种差异就

会愈加明显了(也就是吹毛求疵——译者注)。
另一项研究显示, 一组能够产生all-iPSCs小鼠

的iPSCs克隆, 相对于它们的亲本细胞来说其遗传改

变极小[83]。没有转Myc基因的iPSCs所产生的嵌合体

小鼠及其后代显示生理正常, 表明这些iPSsC不含有

对功能有负面影响的有害遗传改变[23,83]。关于免疫

原性, 有报道说非转基因的iPSCs具有弱免疫反应, 
这个问题是否重要[84]目前尚不清楚, 因为最突出的

研究报道了被检查的未分化iPSCs具有免疫原性[24], 
当然这种细胞绝不会被用于细胞移植治疗。我们必

须了解所有这些结果, 并综合考虑全面认识iPSCs。

为什么ESCs和iPSCs非常类似?
虽然iPSCs与ESCs之间可能会有一些差异, 但

它们仍然非常相似。如果有的话, 我们希望了解

iPSCs与ESCs为什么如此相似, 尽管它们的起源和

生成方法不同。人造细胞和天然存在的细胞之间存

在如此相似性, 绝无仅有。如神经细胞和心肌细胞

这些体细胞已经可从ESCs/iPSCs产生, 或直接从成

纤维细胞产生。这些人造体细胞与正常存在于体内

的天然细胞有一些共同的特点, 但它们与天然神经

细胞和心肌细胞差异很大。因此, ESCs和iPSCs之间

的相似性, 在许多方面是特殊的。

一个可能的解释是ESCs其实也是人造的。生

理条件下的ESCs很可能并不存在, 而是在特定的条

件下通过培养内细胞团(ICM)来选择和建立。ESCs
与ICM的大多数细胞在许多方面有着不同。例如, 
虽然ICM细胞全DNA甲基化程度很低[85], 但ESCs甲
基化水平较高[86]。小鼠ESCs高表达Ras基因家族中

的ERas, 但胚胎不表达[87]。ESCs的端粒比胚胎的

长[88]。因此, 我们可以说是在讨论两种人造细胞之

间的关系, 而不是讨论人造细胞和天然存在的细胞

之间的关系。

通过许多研究人员的努力, 该领域已经确立了

培养条件, 能够产生和长期维持小鼠和人的ESCs。
很可能是这些培养条件选择了具有某种特性的细

胞, 而这种选择有助于促使ESCs和iPSCs出现类似

的特征。

总结
如果我们认可ESCs和iPSCs都是实验室产生的

人造细胞类型, 转而我们可以考虑另一个重要的问

题: ESCs真是iPSCs的最终对照和黄金标准吗？我

认为答案很可能是否定的。相反, 未来的研究应该

关注iPSCs本身形成新的组织、器官和模型生物的

能力, 与ESCs研究一起作为同一研究主干河流的两

条分支潮流。
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我相信, iPSCs技术对于许多应用(包括干细胞

疗法)已准备就绪。每种诱导方法会产生多个质量

不同的iPSCs克隆(图3)。因此, 临床应用时必须优选

克隆。我们也许可以根据标记基因的表达, 缩小优

选克隆的范围。但是, 我们必须确认其体外分化倾

向、基因组及表观基因组的完整性。为了广泛应用, 
有必要提前建立一个储备库, 挑选来自健康志愿者

或脐带血库的质量合格的iPSCs克隆。HLA纯合子

捐助者产生的iPSCs能显著降低免疫排斥[25]。

iPSCs技术不仅对科学, 对商业和政治也可能

会产生实质性的影响。应基于科学数据来严格评价

iPSCs, 相关的潜在临床应用要充分考虑所有这些数

据。科学家应该专注于研究, 政府官员和商人应该

根据科学研究的确凿证据而不是对这个领域的一知

半解, 来告知未来的发展方向。
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