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hESCs/hiPSCs体外诱导产生红细胞的研究进展

及其临床应用的展望
毛　斌　马　峰*

(中国医学科学院输血研究所干细胞研究中心, 成都 610052)

摘要      人类胚胎干细胞和多功能诱导性干细胞的诞生, 标志着干细胞研究已经跨入了全新

的应用时代。干细胞研究领域的一个重要方向是特定谱系成熟细胞的定向诱导分化。在诸多的血

细胞中, 成熟红细胞因为无核而携带着最小量的遗传物质, 可能作为最早的干细胞治疗产品而应用

于输血替代治疗。最近, 干细胞向造血细胞(包括红细胞)的研究正方兴未艾。但由于方法学上的

偏差, 诱导产生的红细胞的成熟度各有所不同。该文在结合了作者实验室的工作经验的基础上, 对
目前人类多潜能干细胞向红细胞特定诱导分化的方法做了综合的描述, 并提出了该研究领域亟需

解决的重大科学问题。
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特约综述

本实验室目前的研究方向涵盖了人类多潜能干细胞(包括ESC和hiPSC)向造血系细胞

诱导分化, 以及脐带血和骨髓造血干细胞的各种应用研究。我们开发了高效的人类

ESC/iPSC细胞向各种成熟血液细胞诱导分化的培养体系。运用这个研究体系, 我们

获得了大量功能成熟的血细胞, 包括红细胞、结合组织型肥大细胞、嗜酸性/嗜碱性

粒细胞等。我们正进一步深入研究人类多潜能干细胞向特定谱系的血细胞诱导分化

的分子基盘和生物学特性, 目的是安全有效地将人类多潜能干细胞应用于临床治疗。

http://www.camsibt.cn/

干细胞具有自我更新和无限增殖的能力, 可以

分化出一种或多种类型的组织细胞, 并且能功能重

建其来源组织[1]。根据来源, 干细胞分为胚胎型和

成体型两类: 前者源于胚胎; 后者也称为组织特异性

干细胞(tissue specific stem cells, TSSCs), 来源于胎

儿或成体的组织器官。按分化潜能的大小, 干细胞

分为全能性(totipotent)干细胞、多潜能性(pluripotent)
干细胞、多能性(multipotent)干细胞和专能性(unipo-
tent)干细胞。全能性干细胞具有形成完整个体的潜

能, 可分化出胚胎期及个体发育过程中会形成的任

何组织和器官, 一般指胚胎期发育至桑椹胚(morula)
阶段的干细胞。多潜能性干细胞具有分化出跨胚层

细胞和组织的能力, 包括生殖细胞和所有成体细胞, 
从囊胚的内细胞团(inner cell mass, ICM)分离获得

的胚胎干细胞(embryonic stem cells, ESCs)被认为是

多潜能性干细胞。多能性干细胞是一种或多种组织

的起源细胞, 它能分化出多种类型的细胞。TSSCs
是多能性干细胞, 其中的造血干细胞(hematopoietic 
stem cells, HSCs)是特征最显著的一种多能性干细

胞, 能分化成血液系统所有谱系的细胞。专能干细

胞来源于多能干细胞, 具有向某一种特定种类的细

胞分化的能力, 一般位于特定组织内, 如肌肉里的肌

卫星细胞(myosatellite)和红系祖细胞等。
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干细胞研究兴起于上世纪60年代对体外受精

和胚胎干细胞的研究[2-3], 直到从人胚胎中分离培

养出人类胚胎干细胞(human embryonic stem cells, 
hESCs)细胞株[4-6], 干细胞研究才进入了新时代。最

近, 运用体细胞重编程技术获得类似ESC特性的干

细胞(induced pluripotent stem cells, iPSCs)[7-9], 跨越

了hESC在未来临床应用中的个体差异、伦理限制

和法律程序等问题, 进一步推动了新型干细胞医学

的发展。

定向分化是干细胞研究的一个重要方向, 目的

是从干细胞产生特定细胞谱系的功能成熟细胞, 为
再生医学提供细胞来源。已有大量关于从hESCs体
外成功分化出三个胚层来源成熟细胞的报道: 如来

源于外胚层的神经细胞[10-12]和皮肤细胞[13]、来源

于中胚层[14-17]的心肌细胞、血液细胞、内皮细胞、

肌肉细胞和软骨细胞, 以及来源于内胚层的胰腺细

胞[18]等。

血液细胞因为单个细胞的游离性和发育过程

中的流动性, 作为干细胞的研究模式细胞有着很好

的优势。人类在出生后, 血细胞的不断更新和替换

是由骨髓中的造血干细胞(hematopoietic stem cells, 
HSCs)来完成的。在新生儿的脐带血中也富含这样

的HSCs。这两类来源不同的HSCs已经被用作造

血重建的种子, 广泛地应用于血液系统和其他疾病

的临床治疗。hESC/hiPSC作为无限制的干细胞来

源, 在造血发生领域正被广泛地关注和研究。一方

面, 对hESC诱导产生的各类成熟血细胞的研究向

我们展示了和成体造血不同的人类胚性造血的特

性, 并可以在体外重现胚胎期造血发育分化的历程; 
另一方面, 从hESC/hiPSC诱导产生的各种功能成熟

的血细胞有望作为细胞治疗的替代物广泛应用于

临床。但至目前为止, 虽然几乎所有的血细胞都能

从hESC诱导分化而来[19], 但尚无法在体外获得从

hESC/hiPSC诱导分化而来的HSCs。这在很大程度

上与体外培养体系的不够健全和我们对ESC/iPSC
生物学特性的认识不足有关。在诸多的血细胞谱系

中, 成熟红细胞和血小板因为没有细胞核, 最小限度

地携带了个体特异的遗传物质, 因而可能作为最早

的hESC/hiPSC产生的细胞产品而被应用于临床治

疗[19]。本文就hESC/hiPSC向红细胞发育的体外诱导

分化体系作一简要的综述, 并就存在的问题和研究

前景作一展望。

1   hESCs/hiPSCs建株对干细胞研究领域

的推动
1.1  hESCs

1998年, Thomson等[4]建立了hESCs细胞株。hESCs
来源于人类胚泡的ICM, 具有自我更新、无限增殖

的能力, 同时具有保持分化成个体所有类型细胞的

潜能, 当然也包括分化出所有谱系血液细胞的潜能。

hESCs的这些特点, 使人们对干细胞基础研究以及

临床应用方面都有了更多期许。

一方面, hESCs具有多潜能性和胚胎性, 提供了

一个探索人类早期发育基本机制的独特模式, 也提

供了人类胚胎时期造血发生研究的理想模式; 另一

方面, hESCs作为一个无限的干细胞来源, 不仅可以

应用于再生医学, 也可以用于研究糖尿病[20]、脊髓

损伤[21]、帕金森病[22]、心肌梗死[23]和癌症[24]等复杂

疾病的发生机制, 以及筛选新型治疗药物。

虽然hESC在人类发生发育学研究领域具有无

可替代的价值, 但由于hESC作为干细胞来源在临床

治疗时存在着个体排异的障碍, 开发个体特异性的

治疗性克隆胚技术(therapeutic cloning)就成为必经

之路。然而, 人类克隆胚制作技术上的困难和宗教

法律层面上的限制, 致使hESC无法在短期内很快成

为干细胞治疗的主要方向。

1.2  hiPSCs
2007年, Yamanaka等课题组通过确定的组合因

子诱导人类成体细胞重新编程, 成功建立了hiPSC
株[7-9]。hiPSC与hESC具有许多相似的特点, 如细胞

形态、增殖方式、对饲养层细胞的依赖性、基因表

达、细胞表面标志、端粒酶活动规律、多向分化潜

能、体内可致畸胎瘤等。

hiPSC是否可以完全代替hESC?虽然这个问题

目前尚无定论, 但是已有研究显示, hiPSC与hESC在
发育和分化潜能方面有明确差异。从造血分化方面

看, 有研究显示[25], hiPSC产生的血液血管祖细胞(he-
mangioblast)的扩增能力不如hESC来源的细胞, 且易

于老化。但是hiPSC有hESC不可比拟的优势: 首先, 
由于hiPSCs可以很容易地从任何个体获得, 并具备

了类似hESC的多潜能干性(stemness), 回避了长期以

来围绕人类胚胎使用问题的法律和伦理争论, 因而

成为再生医学的一个重要的潜在细胞来源被广泛地

研究; 其次, 源自病人个体的hiPSCs带有相关疾病的

遗传学特征, 这为各种特异性疾病患者的个体化治
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疗提供了全新的可能性。事实上已通过hiPSCs建立

了许多疾病模型, 如镰刀状红细胞贫血的小鼠模型、

帕金森疾病的大鼠模型、肌萎缩侧索硬化症(amyo-
trophic lateral sclerosis, ALS)疾病的iPSC株等[26-28]。

2   hESCs/hiPSCs向各种成熟血液细胞分

化的方法进展
hESCs和 hiPSCs的成功建株极大地拓宽了我

们在干细胞研究领域的视野。在过去的十余年中, 
hESCs已成为研究造血细胞发育的特征分子和研究

细胞机制的良好模式。包括我们在内的许多研究小

组, 已报道了hESCs可分化成各种功能成熟的血细

胞, 这些细胞包括功能成熟的红细胞[29-30]、中性粒

细胞[31-32]、血小板[33]、巨核细胞[34]、嗜酸性粒细胞[35]、

单核细胞和树突状细胞[36]、自然杀伤细胞[37]、肥大

细胞[38]以及B淋巴细胞和T淋巴细胞[39-40]。

在目前诸多的hESCs/hiPSCs体外诱导分化产

生成熟血细胞的方法中, 造血发育的过程大致可分

为两个阶段(图1)。首先是通过特异诱导的方法使

hESCs/hiPSCs向中胚层和造血发生的方向分化, 形
成具有造血和造血管内皮共同的前体细胞, 称为血

液血管祖细胞(hemangioblasts)。然后添加各种特定

的造血诱导因子组合物, 诱导hemangioblasts定向分

化为某特定谱系的成熟血液细胞。体外形成血液血

管祖细胞的方法主要有由hESCs/hiPSCs形成拟胚体

(embryoid bodies, EBs)或与造血发生组织的基质细

胞共培养。

2.1  EBs
在体外悬浮培养过程中, hESC会发育形成一种

拟似胚胎早期发育微环境的囊样结构, 即EB。EB结
构很大程度上模拟了发育早期的卵黄囊结构, 可为

hESCs的自发分化提供合适的条件。当在培养体系

中加入诱导中胚层和造血分化发育的因子(如BMP、
Flt-3 ligand、SCF等)时, EB可以产生hESC来源的原

始造血细胞。然而, 能顺利穿透进入这个复杂的结

构的外加因子是有限的, 因此这种自发性的早期EB
造血更接近于卵黄囊的原始造血, 具有很强的胚胎

造血特性, 它们产生的红细胞表达很低的血红蛋白

量(成体型造血的特定标志), 因此这种EB结构不利

于调控hESC向最终功能成熟的血细胞发育分化[41]。 
2.2  与基质细胞共培养

与形成EBs结构相比, 将hESCs与取自胎儿/新
生儿造血龛位(niche)的基质细胞共培养产生血液血

管祖细胞是一种更精确和更有效的产生成熟血细胞

的方式[42]。已有多种基质细胞株被应用于hESCs向
血液祖细胞分化的共培养系统。

OP-9细胞株来源于新生的op/op小鼠的颅腔

骨基质细胞, 这种小鼠编码巨噬细胞集落刺激因

图1　hESCs/hiPSCs向各种成熟血液细胞分化示意图 
Fig.1　The diagram of mature blood cells derived from hESCs and hiPSCs
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子 (macrophage colony-stimulating factor, M-CSF)的
基因突变, 不会产生M-CSF。基质细胞OP-9使用

最广泛, 可用于支持早期造血细胞的产生以及支

持骨髓来源HSCs向B淋巴细胞分化及增殖。关于

将hESC与OP-9基质细胞共培养获得血液细胞的

报道很多: Slukvin等[36]将hESCs与OP-9基质细胞共

培养, 9~10 d后将共培养的细胞消化并继续使用含

GM-CSF的无血清培养基悬浮培养扩增其中的髓系

细胞, 成功产生了成熟的树突状细胞; Gaur等[34]将

hESCs与OP-9基质细胞共培养获得了巨核细胞和少

量血小板; Takayama等[33]将hESCs与OP-9或C3H10T1/2
细胞株共培养获得了巨核细胞和功能成熟的血小

板, 其中C3H10T1/2是从14~17 d大的C3H老鼠胚胎

中建立起来的细胞系; Choi等[43]研究了将多株hiP-
SCs细胞与OP-9细胞共培养, 可以产生造血祖细胞

(CD34+CD43+)和内皮细胞(CD31+CD43–); Trivedi等[44]将

hESCs与OP-9细胞共培养可以产生CD34+的原始造

血细胞和CD73+的间充质干细胞(mesenchymal stem 
cells, MSC)。另外, 还有文献报道, 通过转基因手段

使OP-9基质细胞表达Delta-like 1分子, 可以使造血

祖细胞缺失向B淋巴细胞分化的能力, 而具有向成

熟T淋巴细胞分化的能力[45-46]。

Kaufman等[15]将hESCs分别与来源于小鼠的骨

髓基质细胞株S17和源于小鼠卵黄囊的内皮基质细

胞株C166共培养, 在不加入外源细胞因子的条件下

可以产生造血祖细胞。S17比C166细胞株支持造血

集落产生的效率高。hESCs与S17共培养约10天, 产
生造血祖细胞, 用胶原酶和胰酶消化共培养的细胞, 
分选其中的CD34+细胞进一步在半固体培养基中培

养, 可以得到髓系、红系和巨核细胞的集落。这些

hESC来源的造血集落与骨髓和脐血来源的CD34+

细胞得到的集落相似, 并且也表达正常的细胞抗原。

hESCs与S17共培养约14天产生的造血祖细胞可形

成大量的红细胞集落(CFU-E)。通过RT-PCR检测各

种血红蛋白基因的表达情况, 结果显示, CFU-E集落

表达成体造血的特征性分子β血红蛋白, 证明hESC
分化而来的红细胞具有成体造血的特性。

Qiu等[47]比较了S17和人类胎肝细胞株FH-B-
hTERT对hESCs向血液细胞分化的支持能力, 发现

后者能更好地支持成熟血细胞的发育。这个研究结

果为后续研究hESCs体外分化的红细胞血红蛋白如

何开关工作[48]建立了实验体系。

我们也报道了一种hESCs与妊娠中期小鼠胎

肝基质细胞(mouse fetal liver stromal cells, mFLSCs)
共培养分化血液细胞的高效方法[49]: 将hESCs细胞

株(H1)与辐照过的mFLSCs共培养, 经过合适的分

化时间(约12~14 d), 可以产生大量的鹅卵石(cobble-
stone)样CD34+细胞。用胰酶消化整个共培养的细胞

并进行血细胞集落培养或者悬浮培养, 可分化产生

各种髓系的成熟血液细胞, 包括成熟红细胞(图2)。

3   hESCs/hiPSCs向成熟红细胞发育分化

必须从原始造血阶段跨入成体造血阶段
hESCs向各种血液细胞分化方法的突破为研究

造血发生提供了良好的模式。然而, hESCs/hiPSCs
向血液细胞分化是一个复杂而漫长的过程, 需要跨

越多胚层发育阶段并经由中胚层进入造血发生、发

育过程。在一个成体, 所有功能成熟的血细胞均来

源于骨髓里的HSC。而在胚胎阶段, 造血的早期发

育是一个随着时间和空间发展变化的复杂过程。在

哺乳类动物体内, 血液发生在时序上可以观察到一

个原始造血(primitive hematopoiesis)向成体造血(de-
finitive hematopoiesis)演变的过程。由于受伦理和

法律的限制, 不能使用活的人类胚胎作为研究对象, 
我们对早期造血发育的大部分理论是从小鼠实验积

累得来的[50-51]。以小鼠为例(图3), 随着胚胎发育, 造
血发生起始于卵黄囊, 后转移至主动脉/性腺/中肾

(aorta/gonad/mesonephros, AGM)区域, 在妊娠中期, 
胎儿肝脏和脾脏成为血细胞产生的主要位置, 出生

后造血中心转移到骨髓并终身定居于此。

3.1  原始造血和成体造血

学术界普遍认同原始造血发生起源于卵黄囊[52]。

在第7.5天胚鼠的卵黄囊血岛区出现了最早的血细胞, 
主要为有核的巨大原始红细胞和少量巨噬细胞[53]。

这些卵黄囊衍生的血细胞代表初期的第一次造血, 
称为原始造血。第二次造血产生的血细胞谱系与成

体中的血细胞类型极为相似, 称为成体造血(或永久

造血)。一般以是否产生能长期支持造血的造血干

细胞(LT-HSCs)、将细胞移植后是否能长期重建致

死剂量辐射小鼠的造血功能为判断标准。对于成

体造血究竟起源于何处学术界存在着一定的争论。

多数研究证实成体造血起源于AGM区域[54], 也有学

者在小鼠第9天胚胎的卵黄囊发现了功能不完整的

HSCs, 可以重建新生小鼠的造血功能, 但不能重建
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成年小鼠的造血功能[55]。

关于小鼠原始造血和成体造血细胞之间的关

系也有不同见解。有的学者认为两次造血有着共同

的向各谱系血细胞分化的祖细胞。一次造血的祖细

胞是暂时性的细胞亚群, 只具有向原始红细胞分化

的潜能, 而不具备其他谱系的分化能力。造血祖细

胞随着发育过程迁移到不同的造血区域形成造血中

心[56]。也有学者认为不同的造血区域有着不同的微

图2　本实验室诱导人类多潜能干细胞分化血细胞的方法图解 
Fig.2　The illustration of the induction method of blood cells from human pluripotent stem cells in our laboratory

图3　小鼠胚胎早期造血的发生过程 
Fig.3　The developmental process of hematopoiesis in early embryo of mouse 
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环境, 诱导产生不同分化潜能的造血干/祖细胞。将

妊娠9.5天的小鼠卵黄囊造血细胞直接注射给致死

剂量照射的小鼠并不能重建受体小鼠的造血系统, 
而当这样的卵黄囊造血细胞在预先和AGMS-3共培

养4天后再输入致死照射的小鼠, 就可以成功地重建

造血。这说明, 具有胚胎特性的原始造血干细胞需

要在胎儿特定的成体造血环境中进一步“教育”成
为成体型的造血干细胞, 才能具备重建造血的能

力[57]。这种原始造血干细胞和成体之间的差别, 提
示了hESC在体外向造血细胞诱导分化的过程中, 也
需要得到特定的成体造血微环境的“教育”, 才有望

进一步向成体造血细胞发育成熟。

一个经典的观察原始造血和成体造血差别的

方法是通过检测红细胞的血红蛋白构成来判断细胞

成熟的程度。原始造血产生的血细胞主要为有核的

原始红细胞和少量巨噬细胞。原始红细胞只表达

胚胎型的血红蛋白, 而成体造血产生的红细胞大量

表达成体型的血红蛋白。另外, 成体造血产生的LT-
HSC移植后能长期重建致死剂量辐射小鼠的造血功

能, 并能分化产生与成体中的血细胞类型极为相似

的各种成熟血细胞, 包括红系、髓系、粒系和T、B
淋巴系细胞。

人与小鼠分属哺乳动物纲的不同目, 故发育过

程中会存在差异。例如, 小鼠的原始红细胞同时表

达胚胎型和成体型血红蛋白, 成体造血期积累表达

成体型血红蛋白[58-59]; 而人类原始红细胞只表达胚

胎型血红蛋白, 随着成体造血的开始, 胚胎型血红蛋

白的表达逐渐降低, 成体型血红蛋白逐渐积累, 最终

前者完全被后者取代。因此, 迫切需要建立一种理

想的体外研究模式, 以探索人类早期胚胎的造血发

育情况。

3.2  hESCs/hiPSCs体外向红细胞的诱导分化研究

在原始造血向成体造血的演变过程中, 红细胞

发育的显著差异为hESCs/hiPSCs体外向红细胞诱导

分化研究提供了良好的切入点。hESCs在体外成功

分化为血液细胞的实例, 也验证了从原始造血逐渐

进入成体造血的过程。Lu等[60]将hESCs与S17共培养, 
获得了造血祖细胞(表型CD34+CD38–), 与从骨髓分

离出的造血祖细胞群的表达基因谱系比较, 发现两

种来源的细胞存在很大的差异: 骨髓来源的造血祖

细胞更大量或专属表达某些种类的功能基因。其中, 
hESCs来源的造血祖细胞表达胚型的血红蛋白ε、ζ, 

胚胎型血红蛋白γ, 而不表达成体型血红蛋白β; 而骨

髓来源的细胞表达血红蛋白γ、ζ和β, 与骨髓中GPA+

红细胞的表达情况相似。这说明胚胎型干细胞向血

细胞分化的过程会经历原始造血过程, 而成体型的

造血祖细胞则直接进入成体造血过程。

Papayannopoulou课题组[61]报道了hESCs经由

EB分化出的红细胞形态特征类似成体型, 但是血红

蛋白的表达情况与成体型不同(高表达胚型ε和胎儿

型γ的血红蛋白, 几乎不表达成体型的血红蛋白β)。
胚胎型干细胞可以得到类似于成体型的红细胞, 但
是又不完全成熟, 血红蛋白的演变是如何开关的呢？

Qiu等[48]在2008年发表了一篇关于血红蛋白开

关问题的文章。将hESCs与人的肝细胞株(FH-B-
hTERT)共培养, 14天后产生的CD34+细胞可诱导分

化产生卵黄囊时期的带核的巨大原始红细胞。 这
些原始红细胞在成熟的晚期阶段, 血红蛋白会发生

第一次转变, 组成由ζ2ε2转变为α2ε2。这些hESC来源

的红细胞虽然可以脱核, 但是成体型血红蛋白表达

量还是很少(低于2%)。文章也提到有必要摸索一种

可以表达成体型血红蛋白红细胞的分化方法。

本课题组在此方面进行了探索, 开发出了一种

可以产生功能成熟的红细胞的培养方法[49]。随后, 
我们进一步研究了红细胞血红蛋白的变化过程[29], 
考察了共培养、集落培养以及悬浮培养3个阶段中

红细胞血红蛋白的表达情况。

(1)共培养  
H1与mFLSCs共培养8~10 d时, 出现GPA+细胞, 

为产生红细胞的第一个波。免疫染色显示人类血红

蛋白(Hb)阳性的红细胞中, 血红蛋白α、ε、γ全为阳性, 
β全为阴性。到11~12 d时, 才开始出现β+细胞。随着

共培养时间的推移, γ、ε一直有表达, 而β随时间表

达增加, 到18天时能达到50%~60%, 说明在共培养

阶段成体型造血是一个逐渐提高的过程。

(2)集落培养  
进一步将共培养不同时间点(D12、D14、D16、

D18)获得的造血祖细胞进行集落培养, 15 d后随机

挑选BFU-E集落分析血红蛋白表达, 发现随着共培

养时间的增加, 表达血红蛋白β的细胞比例也逐渐

增加, 由(60.3%±19.0%)(D12)增加到(98.1%±1.1%)
(D18), 表达血红蛋白ε的细胞比例从(97.1%±4.3%)
(D12)逐渐下降到(62.4%±16.0%)(D18)。

(3)悬浮培养  
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将共培养15 d的血液祖细胞, 集落培养12 d以
后, 进一步在克隆水平追踪随机挑出的BFU-E集落

再悬浮培养6 d, 发现表达血红蛋白β的细胞比例从

26.4%±17.0%增加到99.8%±0.6%。

我们的研究结果第一次证明了hESCs在体外向

成熟红细胞分化的过程是一个逐渐成熟的过程。只

要提供合适的培养条件(比如和成体造血发生区域

的基质细胞共培养), hESC就可以与成体造血一样得

到功能成熟的成体红细胞。

4   体外产生红细胞的方法
成熟红细胞由于不带细胞核, 不会给受者带来

异源基因的侵袭, 具有良好的临床应用前景, 因此备

受人们的关注。很多研究组做了大量的工作致力于

优化体外大量产生成熟红细胞的方法。

4.1  成体造血干细胞诱导分化的红细胞

已经建立了从成体造血干细胞(外周血、骨髓、

脐血中的CD34+)向红细胞定向分化的成熟方

法 [62-63]。法国Douay研究组报道了一种高效的分化

方法[63]。他们先用磁珠法分选CB中的CD34+造血干

细胞, 依次用含不同细胞因子的无血清培养基分阶

段悬浮培养: 阶段一, 先使用含有SCF(stem cell fac-
tor)、IL-3(interleukin 3)、EPO(erythropoietin)的红细

胞分化液(EDM)培养8 d以向红系细胞定向分化; 阶
段二, 细胞与MS-5/MSC共培养, 更换只含有EPO的

培养液培养3 d, 最后使用不含细胞因子的培养液继

续与基质细胞共培养7 d, 使红细胞成熟脱核。这

种方法诱导红细胞的产生具有很多优点。第一是

产量高——D18时CD34+细胞产生的红细胞数量达

到峰值, 扩增了大约(0.93~2.77)×105倍; 第二是纯度

高——D8从形态上判断红细胞可达到95%~98%; 第
三是脱核效率高——D18脱核细胞达90%~100%。

收获的这些红细胞可以直接应用于临床。近期该课

题组报道了将自体外周血CD34+细胞分化的红细胞

用51Cr同位素标记后回注给本人, 回输1 h后开始追

踪到体内有51Cr+红细胞, 一直持续到第26天[64]。首

次证明了体外分化的红细胞可以在人体内存活, 发
挥正常的生物学功能。

4.2  hESCs诱导分化的红细胞

除了成体造血干细胞, 人们也积极探索hESC/
hiPSC体外大量产生成熟红细胞的方法, 并陆续有

相关报道。Lu等[30]探索了诱导hESCs向红细胞分化

的方法, 并对得到的红细胞的生物学特性进行了较

全面的呈现。他们将包括了H1、MA01、MA99、
HuES-3的多株hESCs细胞作为研究对象, 首先使

hESCs形成3.5天EBs, 诱导分化形成血液血管祖细胞

样前体细胞, 然后添加10余种细胞因子来大量扩增

血液血管祖细胞。再向红系细胞定向分化并扩增, 
最后与基质细胞OP-9共培养促进红细胞进一步成熟

脱核。这种培养方法产量较高, 分化培养21天hESC
得到的红细胞可以扩增(2.2~4.2)×103倍; 脱核率高, 
与OP-9共培养7天后大约有30%~65%细胞脱核; 但
该方法获得的红细胞成熟度较低, 表达血红蛋白β的
细胞比例仅约16%。

我们也报道了hESCs分化为包括红细胞在内的

多种成熟血细胞的有效方法[49]。在我们的培养体系

中, hESC分化而来的成熟红细胞具有明显的脱核功

能, 并能正常携氧和放氧, 和人类脐带血CD34+细胞

产生的红血球氧解离曲线相吻合。这种方法中, 由
hESC分化得到的红细胞扩增量可达100倍以上。最

近我们实验室用hESC与小鼠AGM区域的基质细胞

株(AGM-S3)共培养的方法也获得了大量的造血细

胞。我们发现用这个培养体系得到的造血干/祖细

胞向红细胞定向分化时, 分化效率更高, 扩增倍数可

达到数百倍以上(数据未发表)。
近期也有将hiPSCs分化为红细胞的报道。Lap-

illonn等[65]将hiPSCs与H1进行对照研究。他们先将

两种细胞培养形成EBs, 再定向分化为红细胞。结果

显示两种来源的红细胞都只表达胚胎型血红蛋白, 
几乎不表达成体型血红蛋白。

考察不同实验室的实验结果(表1), 浮现出一个

值得进一步探索的现象: 用EBs产生血液血管祖细

胞的方法, 从hESC产生的红细胞与胚胎期的原始红

细胞的特性更接近; 而早期hESC和成体造血微环境

基质细胞共培养的方法可以得到更多具有成体造血

功能的成熟红细胞。这提示体外由hESCs/hiPSCs产
生的功能成熟的红细胞, 基质细胞提供的适宜的微

环境必不可少。这种成体造血微环境的细胞生物学

特性和促进成体型造血的分子机制亟待广泛而深入

的研究。

5   hESCs/hiPSCs产生红细胞的临床应用

障碍
hESCs/hiPSCs向血细胞分化包括原始和成体造
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血过程。在向成熟红细胞分化的过程中尚有许多机

理未被阐明。hESCs/hiPSCs体外分化产生的红细胞

距离实际的临床应用还存在以下障碍。

5.1  体外扩增效率低

hESCs体外诱导产生的成熟红细胞可作为临床

输血的新来源, 然而在扩增效率上还远远不够。目前, 
每104个hESCs/hiPSCs大约可产生106~107红细胞, 而一

次简单的输血需要(1~2.5)×1012红细胞(约500 mL全血, 
每mL全血约含5×109红细胞), 大约需要约109~1010

数量级的hESCs, 可以想象细胞培养规模之大。在

hESC/hiPSC大量产生红细胞并应用于临床之前, 还
需要进一步提高红细胞产生的效率。

5.2  异源培养体系

综合目前由hESC/hiPSC产生红细胞的报道, 大
部分培养体系存在成本较高、周期长、过程繁琐、

不易于大规模生产等弊端。另外, 培养过程还一定

程度上依赖于饲养层细胞(多数为小鼠来源)、胎牛

血清等异源物质, 达不到临床应用的安全标准, 迫切

需要摸索开发出操作简单、成本较低的全人源化培

养体系。

Miharada等[66]将ES细胞由EBs向红细胞分化, 在
红细胞成熟末期, 不使用基质细胞, 加入D-甘露醇、

腺嘌呤和米非司酮混合物脱核效率可达75%~80%。

韩国Baek等[67]开发出了一种无血清、无基质细胞

的红细胞分化培养体系。他们研究发现, 在脐血中

的CD34+向红系分化培养过程中, 从13天开始添加

poloxamer 188(p188)聚合物(一种已知的利于细胞

应对流体应力的聚合物)能提高红细胞膜的稳定性、

降低脆性, 从而提高红细胞成熟末期的最终存活量, 
细胞脱核率可达到95%。我们研究组也在尝试以人

源的AGM细胞代替鼠源的基质细胞, 筛选可高效支

持造血的人源AGM细胞株(感谢刘斌教授的馈赠), 
并已取得可喜的进展(数据未发表)。
5.3  活体移植模型的缺乏

hESC/hiPSC产生的红细胞应用于人体之前, 我
们需要建立一个评估人类红细胞在生理和疾病状态

下移植效率和生物功能的动物模型。目前还缺乏一

个高效而敏感的免疫缺陷小鼠模型用以体内移植人

源红细胞。最近有报道提到这是因为人类红细胞对

免疫缺陷小鼠的巨噬细胞高度敏感, 易产生排斥反

应[68]。这提示我们可以建立一种防止人类红细胞被

巨噬细胞排斥反应的免疫缺陷小鼠来作为研究人类

红细胞功能的活体模型。

5.4  红细胞体外培养过程中脱核困难

红细胞在最后阶段会发生染色质浓缩并且将

核挤出细胞, 形成完全成熟的无核红细胞。hESC/
hiPSC只有产生这样的脱核红细胞才能保证临床应

用的安全。然而, 目前在所有的体外培养体系中, 由
hESC/iPSC产生红细胞的脱核效率都不高。红细胞

脱核过程与多种分子和细胞路径相关[69], 包括肌动

蛋白、胞浆移动、细胞凋亡、细胞吞噬作用、微环

境、小分子物质、囊泡运输等, 新近研究的热点主

要集中于以下几个方面。

(1)囊泡运输(vesicle trafficking)

表1　hESCs/hiPSCs体外不同诱导方法产生红细胞比较 
Table 1　Comparison of erythrocyte derived from hESCs/hiPSCs by different inducing methods in vitro 

方法  产量 血红蛋白β表达比例 脱核率 相关文献

Methods  Productivity Expression ratio of Hb-β  Enucleation ratio References
EB  Step1: hESC→EBs, SF/SC;   High(103 fold) Little(2%) or no High(34%~48%)  [61,65]
 Step2: differentiation to erythrocyte, SF.   
 Step1: hiPSCs→EBs, SF;   Moderate(102 fold)  No  Low(4%~10%)  [65]
 Step2: differentiation to erythrocyte, SF.  
Coculture  Step1: hESC+Stromal cells, SC;   
 Step2: expansion of hemagioblasts, SC;
 Step3: differentiation to erythrocyte, SC/SF;  Moderate(102 fold) High(99.8%±0.6%)  [15,29,48]
 Step4: enhancing enucleation ratio by 
 coculture with stromal cells(OP-9/MS-5), SF.   
EB+  Step1: hESC→EBs, SF;   
coculture  Step2: differentiation to erythrocyte, SF;   Low(0~16%) High(30%~65%) [30]
 Step3: enhancing enucleation ratio by
 coculture with stromal cells(OP-9/MS-5), SF.
SC: 含血清培养; SF: 无血清培养。

SC: serum containing culture; SF: serum free culture.
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近期报道显示, 如果抑制细胞的囊泡运输, 对
细胞的增殖、分化及凋亡没有影响, 而会阻抑红细

胞的脱核[70]。说明囊泡运输的形成、移动和随后空

泡在细胞核与胞质的交界处结合, 是哺乳动物红细

胞脱核过程的一个关键步骤。

(2)微环境

微环境主要包括巨噬细胞与红细胞的相互作

用、细胞外基质等, 对红细胞成熟脱核过程有着重

要的影响[71]。

红细胞与巨噬细胞之间通过二者间的黏附分

子产生作用。最早发现成熟的巨噬细胞表面表达红

细胞巨噬细胞蛋白(erythroblast macrophage protein, 
Emp), 可与红细胞表面的Emp结合; 而不成熟的巨

噬细胞表面不表达Emp, 不能与红细胞黏附。进一

步研究还表明, 在红细胞分化晚期, Emp介导的红细

胞与巨噬细胞结合, 可能有利于抑制红细胞凋亡的

发生[72-73]。McGrath等[74]提到原始造血的有核红细

胞循环至胎肝处, 其整合蛋白α4β1与胎肝处的巨噬

细胞黏附分子VCAM-1结合后, 开始脱核。哺乳动

物胚胎期原始造血的有核红细胞在体外不会自发脱

核, 但是与巨噬细胞共培养, 就可以脱核[74]。黏附分

子ICAM-4与红系造血岛(erythroblastic islands)的形

成有关[75], 近期又发现, 红细胞的黏附分子ICAM-4
与巨噬细胞的整合蛋白αV结合, 可以促进血岛

(blood island)结构的形成[76-77]。ICAM-4的同种分泌

型ICAM-4S在分化晚期表达上调, 利于新生的网织

红细胞从血岛结构解离出来进入血液循环。这些研

究都提示, 巨噬细胞在红细胞的成熟以及凋亡等过

程中起着重要的作用。

(3)小分子物质  
microRNA是一类约有22个核苷酸的小RNA片

段, 是近年来的研究热点, 能在转录后水平降低特异

靶基因的表达水平, 有些microRNA对红细胞的脱核

过程起到重要的调节作用, 如miR-191可以阻断小鼠

红细胞的脱核[78]。而另一些蛋白多肽分子可以促进

脱核。有专利报道阿黑皮素(POMC)、促肾上腺皮

质激素(ACTH)、促脂解激素(LPH)、内啡肽等可以

使红细胞成熟的最后一个阶段——脱核在短时间内

完成[79]。小分子具有用量少、效率高、成分确定等

优点, 利用小分子物质促进脱核, 是一个很有前景的

研究领域。

(4)组蛋白脱乙酰作用  

Ji等[80]近期报道了组蛋白脱乙酰激酶-2在哺乳

动物红细胞发育末期的染色质凝缩和脱核过程起着

重要的调节作用。虽然红细胞脱核的关键机制还不

清楚, 但是随着研究的推进, 相信不久的将来红细胞

的脱核机理会被清楚阐明, 这将有利于指导hESC/
iPSC体外产生红细胞大量脱核, 以达到临床应用的

安全标准。

5.5  对红细胞膜功能了解匮乏

红细胞膜附着在红细胞膜骨架(erythrocyte 
membrane skeleton)上面, 红细胞膜骨架主要成分为

血影蛋白和肌动蛋白, 是一种能变形的圆盘状网架

结构, 有助于红细胞形状的改变。成熟的红细胞呈

双面凹陷或单面凹陷的盘状, 表面积与体积的比值

较大, 有利于细胞在循环过程中的变形、气体携带

与交换。红细胞膜表面有许多抗原物质(包括400多
种抗原), 但是目前对hESCs/iPSCs体外产生红细胞

的细胞膜特性了解甚微。

(1)血型分子  
至今在红细胞膜上已发现30余个血型系统, 血

型分子与输血安全息息相关。关于由hESC/hiPSC分
化得到的红细胞的血型分子表达的研究报道较少。

Lu等[30]在文献中提到, 用免染的方法检测到hESC形
成的EB产生的红细胞血型表达率仅约5%。可能是

产生的红细胞源于原始造血, 成熟程度不高的缘故。

也可能是检测手段的灵敏度不够。我们研究组正在

以H1与基质细胞共培养产生的红细胞为研究对象, 
尝试通过改变检测手段、提高检测灵敏度来探索红

细胞表面的血型分子表达情况。

(2)表型分子  
判断hESC产生红细胞发育阶段的标准, 除了

血红蛋白开关, 还可以通过检测细胞表面表型分子

的表达来实现。我们以往的研究发现, 脐血来源的

成熟红细胞(GPA+)不表达CD81分子[81], 而我们近期

的研究发现hESC早期产生的CD45–GPA+红细胞与

CD81分子共表达, 随着血红蛋白β量的增加而逐渐

下调[29]。这些现象提示, CD81分子可以作为hESC
来源的红细胞发育进程的标志性分子来追踪分化的

过程。鉴于我们对人类胚胎造血细胞表面分子缺乏

完整而明确的认识, 有必要在hESC/hiPSC向造血分

化发育的过程中进一步探索并分选出不同表型特征

的细胞亚群分别继续培养, 以判别不同表型特征细

胞的分化命运。
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6   展望
虽然人类干细胞研究仍存在着许多亟待解决

的问题, 随着hESCs/hiPSCs分化为红细胞研究的深

入进展, 我们可以阐明人类胚胎早期造血发生的过

程, 进而揭开从原始造血进入成体造血的调控机制。

同时, hiPSC也可用于阐明各种遗传性血液疾病的发

病机制, 开拓个体化治疗方法。通过基因手段, 我们

可以对hiPSCs进行基因修饰, 产生特定表型的红细

胞(例如万能血型或稀有血型的红细胞), 这将大大

提高体外分化血细胞的临床应用可能性。在不远的

将来, 人类多潜能干细胞产生的成熟红细胞必将替

代目前的输血治疗模式而广泛地造福于人类。
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Generation of Functionally Mature Erythrocytes From Human 
Pluripotent Stem Cells: A Review on Methodology

Mao Bin, Ma Feng*
(Institute of Blood Transfusion, Chinese Academy of Medical Sciences & Peking Union Medical College, Chengdu 610052, China)

Abstract        The knowledge about the early development in human ontogeny has been greatly expanded by 
the establishment of human embryonic stem cell (hESC) lines and, recently, induced pluripotent stem cells (hiPSC).  
In the past decade, hESCs and hiPSCs have been proved good tools in characterization of molecular and cellular 
mechanisms controlling the normal and diseased differentiation of hematopoietic progenitors and mature, functional 
blood cells. Most of the types of hematopoietic cells (HCs) derived from hESCs have recently been shown with 
functionally mature properties, including erythrocytes, neutrophils, platelets, megakaryocytes, eosinophils, mono-
cytes, dendritic cells (DC), nature killer (NK) cells, mast cells (MCs) and B/T-lineage lymphoid cells.  Along with 
the advances in research, a clinical translation of hESC/hiPSC-derived HCs as novel therapies has been foreseen in 
near future. However, different efficiencies in blood cell production have been reported when using different culture 
systems. We recently established efficient blood cell-inducing systems by co-culture of hESC/hiPSCs with murine 
fetal stromal cells. In our culture system, hESC/hiPSC-derived  hematopoietic progenitors are further induced along 
to a specific blood cell lineage, such as erythrocytes, MCs and eosinophils, etc. We gained large quantity of purified 
erythrocytes with maturity and function.  In this review, we illustrate the co-culture methods developed in our labo-
ratory, along with many different methods developed by other groups, and the technique to induce hESC/hiPSCs 
to hematopoietic cells and mature erythrocytes. The direction and the problems urgently needing a breakthrough in 
future research are also addressed.
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