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细胞转分化技术研究进展
马奎莹  范安然  谭文涛  张学明*  李子义*

(吉林大学动物医学学院, 动物胚胎工程吉林省重点实验室, 长春 130062)

摘要      随着体细胞核移植、细胞融合及细胞转分化等技术的发展与完善, 现已证明多数动物

细胞的细胞核具有全能性, 高度分化细胞的命运也并非是不可逆的。特定的细胞类型在合适的重

编程转录因子诱导下可转分化为另一细胞类型。转分化技术为人类细胞疾病模型和分子替代疗法

提供了一个崭新的思路。该文评述了近年来将成纤维细胞直接或间接转分化为其他细胞类型的相

关进展, 就该领域目前存在的问题和挑战及其临床潜在应用价值进行了讨论, 以期为相关研究提供

借鉴。
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The Recent Progress of Cellular Transdifferentiation
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Abstract        With the development of techniques including somatic cell nuclear transfer, cell fusion and cellular 
reprogramming, mass of data indicate that most of animal cell nuclei have totipotency or pluripotentency. Thus, the fate 
of terminal differentiated cells is not absolutely irreversibly. Recently, it is reported that differentiated cell can be transdif-
ferentiated into another cell type using appropriate transcription factors. This innovative transdifferentiation strategy pro-
vides a new approach for human disease models and molecular therapy. Aiming to provide useful references for related 
studies in this field, we summarize the latest progress of direct/indirect transdifferntiation of fibroblasts, and discuss the 
current problems and challenges for its potential clinic applications in regenerative medicine.

Key words        transdifferentiation; direct transdifferentiation; indirect lineage conversion; iPSCs

1   引言
机体内的分化细胞如何选择并维持其特定命

运？德国著名胚胎学家、诺贝尔奖获得者Spemann
早在1928年就提出了一个天才的假设: 即细胞核对

细胞的分化及生命个体宏观的发育起决定作用, 后
来他用他刚出生儿子的头发丝将世界上首例“细胞

核移植”付诸现实。1952年, 美国科学家Briggs和
King用显微注射法将桑椹胚前的蛙胚细胞核注入去

核的蛙卵中, 证实了Spemann的想法。1974年, John 
Gurdon采用分化的体细胞克隆出两栖类动物豹蟾, 
这一伟大的研究证明了分化细胞的命运并非不可逆

转, 可通过核移植重编程为多能细胞。1996年, 体细

胞克隆羊多莉出生, Wilmut和Campbell[1]首次证明高

等哺乳动物体细胞核在去核卵母细胞中具有发育全

能性。随后, 又出现了细胞融合重编程和细胞提取

物诱导重编程等技术。2006年, 细胞重编程取得突
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破性进展, Yamanaka团队[2]首次用筛选到的细胞重

编程因子获得了诱导性多能干细胞(induced pluripo-
tent stem cells, iPSCs), 证明基于转录因子的重编程

比核移植技术更能提高细胞类型的转换率。本课题

组最近的研究显示, 用Oct4、Sox2、Klf4及c-Myc四
因子转染, 可将猪脂肪间充质干细胞和骨髓间充质

干细胞成功重编程为猪iPSCs[3]。

近年来发现, 虽然iPSCs规避了胚胎干细胞带来

的伦理问题, 但是其来源的可靠性和技术的安全性仍

是应用方面的最大障碍[4]。一直以来, 学者们也在不

断地尝试寻找一些关键的细胞重编程因子, 希望成体

分化细胞可以不用绕回多能性状态而直接改变其表

型, 即细胞转分化。1991年, Tosh等[5]将转分化定义为

一种已分化细胞不可逆地转化为另一种分化细胞的

过程。转分化作为转化的一个分支, 打破了先前关于

终末分化细胞发育路径不可逆转的传统观念。细胞

转分化包括直接转分化和间接谱系转化两种方式。

本文结合本课题组的工作, 就近期有关细胞转分化的

研究进行了评述和讨论, 以期为相关研究提供借鉴。

2   直接转分化
2.1   MyoD与肌形成

早在1979年, Taylor和Jones研究发现, 将癌化

的小鼠成纤维细胞在DNA去甲基化作用因子5-氮
胞苷处理后可形成肌源性成软骨及成脂细胞克隆。

Etzion等[6]采用出生7天SD大鼠梗死区心肌和正常心

肌中的成纤维细胞进行体外培养, 将携带MyoD(Ad-

MyoD/GFP)基因的腺病毒感染成纤维细胞, 结果显

示, MyoD能激活并转化成纤维细胞为成肌细胞, 并
向肌形成方向分化, 为缺乏自体肌细胞移植源的梗

死心肌找到了丰富的移植替代资源。Kocaefe等[7]用

携带MyoD的腺病毒载体转染体外培养的成体SD
大鼠脂肪细胞, 结果证实, MyoD能促使脂肪细胞

向成肌细胞转化, 并诱导肌纤维形成。Jin等[8]用携

带MyoD的逆转录病毒感染体外培养的缺乏肿瘤抑

制基因p53、pl6INK4a的牛成纤维细胞, 结果表明, 
MyoD也能促使牛成纤维细胞向肌细胞方向分化, 并
形成多核肌纤维; 经过对肌形态学和肌形成特异调

节因子的表达分析, 他们发现这种作用比成肌细胞

(C2C12)的肌分化作用更加快速、显著。可见, MyoD
不仅能使未分化细胞转化为成肌细胞, 而且可诱导

已分化的细胞向肌方向转分化, 并形成多核肌纤维。

2.2   诱导性心肌细胞

很多研究试图鉴别出心肌形成过程中最关键

的调节因子, 但均未能有所收获。最近发现, 心脏发

育似乎受到转录因子(Gata4、Tbx5、Mef2c以及Nk2
和Hand家族转录因子)中一个高度保守的核心模式

所控制, 该模式调节着心脏的大小、形态及终末分

化方向[9-10]。2009年, Takeuchi等[11]将Gata4、Tbx5和
Baf60c瞬时转入受精第6天的鼠卵中, 结果胚胎形成

后本该分化成四肢肌肉和胎儿羊膜的中胚层细胞分

化成了心肌细胞, 首次证明哺乳动物非心源中胚层

细胞可被转分化为心肌细胞(表1)。
Baf60c和Gata4组合可诱导一些心脏发育早期

表1  采用成纤维细胞为起始细胞的细胞重编程研究进展

Table 1  Summary of recent advances in lineage reprogramming from fibroblasts
起始细胞

Starting cells
转录因子

Transcription factors
转化细胞

Target cells
参考文献

References
Mouse fibroblasts C/EBPα, PU.1 Macrophages [47]

C/EBPβ, Prdm16 Brown fat [48]
Gata4, Tbx5, Mef2c  Cardiomyocytes [13]
Ascl1, Myt1l, Brn2 Glutamatergic neurons [16]
Ascl1, Lmx1a, Nurr1 Dopaminergic neurons [49]
Gata4, Hnf1α, Foxa3, p19ARF knockout Hepatocytes [31]
Hnf4α, Foxa1/Hnf4α, Foxa2/Hnf4α, Foxa3 Hepatocytes [36]

Human fibroblasts Prdm16, C/EBPβ Brown fat [48]
Oct4 Hematopoietic progenitors [24]
Ascl1, Brn2, Myt1l,
NeuroD1

Glutamatergic neurons [51]

Ascl1, Myt1l, NeuroD2, miR-9/9, 
miR-124

Glutamatergic neurons
GABAergic neurons

[52]

Ascl1, Brn2, Myt1l, 
Lmx1a, Foxa2     

Dopaminergic neurons [17]

Ascl1, Lmx1a, Nurr1 Dopaminergic neurons [49]
Sox2, Oct4, Klf4, MYCL1, LIN28, shP53, MIM Angioblast-like progenitor cells [38]
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标记及心脏发育的重要调节因子如Nkx2-5的表达。

Baf60c的表达对Gata4结合目的基因的亚基非常重

要, 在非正常胚胎环境中, 组织特异性以及染色质的

重构需要这些心源性转录因子的参与。此外, 在心

脏发育过程中, Baf60c对维持心脏形态和决定心肌

组织终末分化方向具有重要作用。小鼠胚胎发育

早期表达的Smarcd3可编码Baf60c蛋白, 后者是BAF
复合体的一个亚单位, 在心脏和体节中特异性表达。

通过RNA干扰抑制小鼠胚胎Smarcd3的表达能导致

心脏发育障碍、心肌和骨骼肌分化缺陷、脉管异常

等。Baf60c在培养细胞中的过表达可介导心脏转录

因子和BAF复合体ATP酶Brg1的结合, 从而引起目

的基因活化的增强[12]。

2010年, Ieda等[13]将小鼠心脏及尾尖的成纤维

细胞直接转分化为诱导性心肌细胞(induced cardio-
myocytes, iCMs)(表1)。为了确定潜在的重编程因

子, 研究人员选择了和心脏发育相关的14种基因作

为重编程转录因子组合。这些基因缺失可导致小鼠

心肌明显缺陷, 与心肌成纤维细胞相比, 其表达量

在心肌细胞中更高[14-15]。用于最初筛选的成纤维细

胞是类心肌成纤维细胞(不表达增强型绿色荧光蛋

白EGFP), 这类细胞是从能表达EGFP/PAC(N-乙酰

转移酶, 嘌呤霉素抗性基因)转基因(由心肌特异性

肌球蛋白启动子α-MHC控制)的鼠心脏培养获得的。

进一步对这14种因子进行筛选, 发现Gata4、Mef2c
和Tbx5(T-box转录因子)三因子组合能够有效地将成

纤维细胞转分化为iCMs。
这种iCMs即使在切断三种转录因子的表达后, 

还能在体外稳定培养至少一周。此外, iCMs的一个

亚群表现出体外自主节律收缩性和电生理特性, 尤
其是从心肌成纤维细胞中分离的iCMs。随后, 作者

将转分化初期的成纤维细胞注射到活体动物的心肌

当中, 这些细胞很快分化, 形成了带有肌丝标记的心

肌样细胞。但只有小部分iCMs能在体内观测到, 这
些心肌样细胞是否能与内源性心肌细胞发生耦连目

前还不清楚。最后, 利用诱导性报告基因(Mesp-Cre/
R26R-YFP和Isl1-Cre/R26R-YFP报告小鼠)的细胞系图

谱实验表明, 成纤维细胞可被直接转分化为iCMs, 且
诱导过程并没有出现中胚层祖细胞等中间产物[13]。

2.3   诱导性神经元

2010年, Vierbuchen等[16]报道了一种使成纤维细

胞诱导为兴奋性神经元的方法, 所诱导的细胞被称

为诱导型神经(induced neuronal, iN)细胞(表1)。采用

与Takahashi和Yamanaka相似的实验路线, 他们用了

慢病毒载体, 将19种候选转录因子共转导入从神经发

育障碍小鼠胚胎分离到的成纤维细胞中。这些细胞

在Tau启动子的控制下, 能够表达EGFP。Tau是一种

在中枢神经系统中含量最为丰富的微管连接蛋白, 可
用来筛选特定神经元。在转导后第12天, 他们发现荧

光细胞同样表达神经元的分子标记(如Tuj1、NeuN、
MAP2、Synapsin及vGLUT)。随后, 他们对各种转

录因子的组合进行试验, 发现只需Ascl1、Brn2/4、
Myt1l、Zic1、Olig2五种因子就能将成纤维细胞转

化成iN细胞, 其中必需的只有Ascl1、Brn2、Myt1l或
Zic1几个因子。电生理研究证明, iN细胞在体外可

实现典型神经元的功能。然而, 该研究仍有很多问

题悬而未决。比如, 作者用强力霉素诱导系统开始

重编程, 但他们并未通过撤除强力霉素测试iN细胞

的稳定性。同样, 也没有进行迁移实验和对细胞分

子特性的全面分析(比如: 基因表达谱分析、核型分

析、蛋白组学分析)来更好地描述iN细胞的体内发

育潜能和体外培养特性。

2011年, Pfisterer等[17]通过慢病毒转染Ascl1、Brn2
和Myt1l, 成功地将人胚胎成纤维细胞和新生儿成纤维

细胞转分化为人诱导性神经元(human-derived induced 
neurons, hiNs)(表1)。将Lmx1a和FoxA2与上述三因子

联合转染则可将hiN成功分化成多巴胺能神经元。经

检测, 这些hiNs可以表达TH、βIII-微管蛋白并分泌L-
芳香族氨基酸脱羧酶(多巴胺合成途径中的重要中间

产物), 说明hiNs的分化程度十分接近成熟细胞。

另据报道, MiR-124在MYT1L和BRN2两个转

录因子过表达的情况下, 能显著增强诱导的效率[18]

(表1)。MiR-124是哺乳动物中枢神经系统中表达量

最高的内源小RNA[19]。Ambasudhan等[18]通过转染

MiR-124、Brn2和Myt1l, 也成功实现了将新生儿及

成人皮肤成纤维细胞直接转分化为功能性神经元。

2.4   转分化血细胞

造血系统是哺乳动物中最为典型的细胞分化

系统[20-21], 所有的血细胞均从造血干细胞中分化而

来。造血系统中的两种成熟细胞之间可以发生直接

的系谱转化[22]。2004年, Xie等[23]将亮氨酸拉链类转

录因子CCAAT/增强子结合蛋白(C/EBP)α或β导入原

代骨髓或脾脏B细胞中, 4天后B细胞开始表达巨噬

细胞的标记因子Mac1。
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2010年, Szabo等[24]研究指出, 不同于多种转录

因子组合的直接转化, 在干细胞因子SCF和FMS样
酪氨酸激酶3配体(FLT3LG)存在的情况下, Oct4单因

子过表达即可将人皮肤成纤维细胞的一个亚群转分

化为CD45+/CD34+(造血干细胞表面因子)造血祖细

胞(表1)。这种细胞具有形成粒细胞、单核细胞、巨

核细胞和红细胞的潜能。造血祖细胞表型的获得与

Oct4和造血特异性基因调节位点的结合是密不可分

的[25-27]。该结果令人意外的是, Oct4是调节多能性

的一个关键因子, 但在造血系统各类细胞中并不表

达[28]。而与Oct4同属POU蛋白家族的Oct1和Oct2则
在成年人淋巴系统生成中起着重要作用[29-30]。结合

位点预测提示, Oct4、Oct1和Oct2所共享的POU蛋

白结构域很有可能在造血细胞转化过程中起到了特

殊作用。

2.5   诱导性肝细胞样细胞

2011年, Huang等[31]对在肝脏发育及功能中起

重要作用的14种转录因子通过慢病毒分别感染了

3T3成纤维细胞、小鼠胎儿成纤维细胞及小鼠尾尖

成纤维细胞(表1)。感染后第5天, 这些细胞中均检

测到了肝脏特异因子Alb和Tdo2的表达, 证实了成纤

维细胞有转分化为肝样细胞的潜能。为了保证独立

的自发永生性, 他们后续的研究选用了小鼠尾尖部

成纤维细胞。同时, 为了避免了细胞增殖方面的限

制, 抑制了供体细胞周期抑制因子p19Arf, 以保证转

基因细胞在体外培养的稳定性[32]。经过筛选, 研究

人员证实, 导入Gata4、Hnf1α、Foxa3三因子, 即可

将成纤维细胞诱导转化为具有功能的诱导型肝样细

胞(induced hepatocyte-like cell, iHep)。这些iHep细
胞呈典型的上皮样形态, 能够表达肝细胞的大部分

特异基因, 并能发挥肝细胞功能。随后, 他们将iHep
细胞移入延胡索酰乙酰乙酸水解酶(Fah)基因缺陷

小鼠体内。对照组小鼠在数周后全部死亡, 而接受

iHep细胞移植的12只小鼠中有5只存活下来。他们

推测Gata4和Foxa3可能扮演着“先锋”的角色, 它们

在成纤维细胞向肝细胞转分化的过程中触发了细胞

核染色质的修正[33-34]。Hnf1a可能使肝基因的表达

更稳定, 例如Hnf1a、Foxa2和Hnf4a占据彼此的启动

子, 维持其肝脏的表型[35-36]。

同年, Sekiya等[37]将Hnf4a+Foxa1、Hnf4a+Foxa2
和Hnf4a+Foxa3三组两因子组合, 均可将成体小鼠成

纤维细胞在体外直接转分化为iHep(表1)。经检测这

些细胞具有成体肝细胞的形态和功能, 在Fah–/–小鼠模

型中同样可以定植并发挥健康肝细胞的功能。其优势

在于只需采用更少的转录因子, 就能将成纤维细胞转

分化为肝样细胞, 并可在体内变为成熟的功能性肝细

胞, 因而减少了因过多外源基因导入而产生的风险。

3   间接谱系转化
2012年12月, Kurian等[38]开发出了一种由体细

胞转化为特定谱系祖细胞的技术—“间接谱系转

化(indirect lineage conversion, ILC)”技 术(表1)。 首

先, 他们筛选出可使人多能干细胞分化为中胚层祖

细胞的条件性培养基(mesodermal induction medium, 
MIM), 然 后 将Sox2、Oct4、Klf4、MYCL1、LIN28
及shP53六因子分别用电穿孔法非整合地导入人皮

肤成纤维细胞, 在iPSCs培养体系中培养8天使细胞

达到可塑的中间过渡态, 而后转入MIM中继续培养

8天, 使其分化为CD34+的中胚层祖细胞。通过验证, 
此CD34+细胞具有分化为内皮细胞和血管平滑肌细

胞的能力。将这些细胞植入小鼠后, 可形成参与血

液循环的脉管系统。该项研究首次证明这种涉及部

分去分化(partial de-differentiation)的重编程策略在

人类细胞中是可行的, 可用于多潜能祖细胞的生成。

ILC不仅节省了时间, 减少了自发突变发生的机会; 
也避免了iPSCs的生成, 减少了畸胎瘤出现的风险。

相比于直接转分化, ILC为更加高产、快速得到临床

所需的目的细胞提供了保障[39-40]。

4   存在的问题及挑战
转分化细胞与靶细胞有多大程度的相似性？

1989年, Weintraub等[41]发现, 对于对数增长期的细

胞, MyoD可诱导肌源性程序而并不抑制起始细胞的

命运。这样, 转分化的神经细胞就同时表达神经和

肌肉的标志基因。同时, 由MyoD诱导的畸胎瘤细胞

仍可产生色素沉积。另外研究表明, 人的iPSCs细胞

除具有全能性之外, 仍不能与人胚胎干细胞等同, 也
就是说iPSCs细胞可具有全能性状态, 但同时还可拥

有其起始细胞的分子痕迹[42]。在再生医学研究领域, 
这些重编程细胞能否排除肿瘤或其他畸变细胞的风

险, 并最终安全应用于所有细胞类型的临床医疗当

中, 目前仍是未知数。

综上所述, 细胞的转分化均经过了一些重要转

录调控因子的诱导。由此产生的疑问是, 转分化细
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胞能否在撤除诱导因子的情况下一如既往地保持其

所有特性？ Hanna等[43]使用DNA敲除或非整合基因

的实验表明, 相对于很多细胞, iPSCs在去除重编程因

子的情况下, 多能标记因子仍能继续表达, 仍保持着

分化潜能和遗传状态。这种稳定性很可能是受操控

多能性控制因子所固有的正反馈网络所调节的[44]。

对于分化细胞中是否存在相似的固有基因的表达网

络以及这些网络在直接转分化过程中是否被触发, 
结果因细胞类型而异。通过基因敲除或者非整合手

段(载体或小分子)将重编程因子完全除去, 是在转

分化过程中探寻这一问题的十分重要的实验。

最后, 在应用中最有争议的问题就是转分化细

胞在体内和体外的存活、整合与生理反应如何？

比如, iN细胞在移植后是否可以发送和接受突触信

号？ iCMs是否可以有效地整合到受损的心脏, 真正

实现其功能？这些问题均有待进一步的探索。

5   在临床方面的潜在应用
自人iPSCs[2]产生以来, iPSCs技术已成为了治

疗人类遗传疾病以及后续药物筛选的新方法[45]。

iPSCs具有更好的广泛性和灵活性, 以及分化为与特

定性状相关的多种细胞的能力。此外, 利用小分子

和蛋白分子直接特异性地改变iPSCs的命运, 以及

将多种细胞系按照模板化的发育模式进行高效的

iPSCs诱导也得到了快速发展[46]。但iPSCs的来源, 
包括细胞种类、年龄等问题始终是iPSCs跨入临床

应用一个不可忽视的问题。

再生生物学的终极目标就是将实验室中的研究

发现应用于临床, 但iPSCs重编程和直接转分化都面

临着巨大的困难, 致瘤性仍然是这两种途径的瓶颈。

新的技术方法带来了新的挑战, 通过iPSCs这一途径

增加了致瘤的危险, 例如由重编程因子方法导致的不

完全重编程、组织差异或插入诱变等。直接转分化

作为一个引人注目的治疗策略就是将细胞命运原地

转化。这种途径被Zhou等[15]于2008年所最先倡导, 他
们通过转录因子在小鼠胰腺中将外分泌细胞转分化

为可产生胰岛素的内分泌细胞系。目前来看, 在心脏

和脑损伤后, 将成纤维细胞原地转化为心肌细胞或神

经细胞应用于临床虽然还是一种科学假想, 但已引起

了干细胞领域和再生医学领域的高度重视。

几年前, 对于制造符合细胞治疗或人类疾病模

型的组织还没有什么好的选择, 研究人员不得不努

力发掘以核移植为基础的重编程技术的潜能。今天, 
至少有两种主要的选择可应用于未来的治疗研究。

为了解决上述所探讨的技术难题, 直接转分化研究

将可能从众多由iPSCs技术发展而来的路线中脱颖

而出。直接转分化将可能使我们越过细胞系间的重

重阻隔, 实现真正的细胞命运的转变。
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