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iPS细胞技术在血液系统疾病中的研究进展及应用
汪文君  邢  文  周  圆*  杨逢春

(中国医学科学院北京协和医学院, 血液学研究所血液病医院, 实验血液学国家重点实验室, 天津 300020)

摘要      诱导性多能干细胞(induced pluripotent stem cells, iPS细胞)是指将一些特定的转录因子

转入已分化的成体细胞, 使其重编程为形态及功能上类似于胚胎干细胞(embryonic stem cells, ES细
胞)的一类细胞。因此, iPS细胞技术避免了传统ES细胞在临床应用方面的道德伦理问题, 使其在再

生医学、疾病建模、新药筛选等方面具有巨大优势。近年来, iPS细胞技术在血液系统疾病中的研

究及应用取得较大突破, 包括体外诱导生成造血干/祖细胞、疾病模型的建立及耐药机制的研究、

基因治疗单基因遗传病等。该文对iPS细胞诱导重编程技术在血液系统疾病中的最新研究进展进

行了综述。
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Abstract      Induced pluripotent stem cells (iPS cells) can be directly generated from somatic cells by intro-
ducing a defined set of transcription factors. iPS cells exhibit functional and phenotypic similarities to the embryonic 
stem cells (ES cells). iPS cells possess less ethical issues as compared to ES cells, and demonstrate significant advan-
tages in regenerative medicine, disease model and drug screening. In recent years, great breakthroughs of iPS cells 
technology have been made in the field of hematopoietic diseases, including generation of hematopoietic stem/progen-
itor cells in vitro, establishment of disease models, study of the mechanism of some drug resistance and gene therapy 
of the monogenic diseases. In this review, we summarized the recent applications and progresses of iPS cells research 
in hematopoietic diseases.
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哺乳动物从受精卵发育到性成熟个体这一过

程, 也是全能性、多能性细胞不断分化为成体细胞

的过程。这一过程在体内环境中不能被逆转, 甚至

不能被停止, 因此被认为是一种特定的程序。直到

1958年, Gurdon等[1]将蝌蚪已分化细胞的细胞核移

植至卵母细胞的细胞质中, 发现能指导卵母细胞发

育为性成熟的青蛙。1997年, Wilmut等[2]利用核移

植技术培育出克隆羊“多莉”, 这也是研究者首次通

过将哺乳动物体细胞核转移到去核卵细胞质后生成

全能性胚胎, 并且成功发育为成熟个体。这种技术
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称为体细胞核移植技术, 其成功地获得了重编程的

全能性细胞。“多莉”的诞生使人们认为生物发育进

程是可逆的, 同时也证实了卵母细胞中存在某些因

子, 从而指导成体细胞重编程。这一发现也标志着

生物领域新时代的到来。2006年, Takahashi等[3]及

Yu等[4]基于对ES细胞特异性基因及其表达模式的研

究, 突破性地发现将4种转录因子Oct4、Sox2、c-Myc、
Klf4或Oct4、Sox2、Lin28和Nanog导入成体细胞, 
得到形态和功能与胚胎干细胞(embryonic stem cell, 
ES细胞)类似的多潜能细胞, 称为诱导性多能干细

胞(induced pluripotent stem cells, iPS细胞)。这些工

作使英国研究员John B.Gurdon和日本科学家Shinya 
Yamanaka共同获得2012年的诺贝尔生理学或医学

奖。重编程技术的出现, 打破了全能性细胞临床应

用的细胞来源和理论问题, 不仅为再生医学和重编

程技术开辟了新领域, 也为疾病的建模、新药筛选

及某些疾病的治疗带来了新的希望。随后, 关于iPS
细胞的研究取得了一些突破性进展, 本文将对iPS细
胞在血液系统疾病中的研究进展进行综述。

1   关于重编程机制的研究
由于iPS细胞的诱导是一个长时低效的过程, 为

了提高诱导效率, 关于可诱导形成iPS细胞的转录因

子作用机制的研究也有一些进展。

Oct4是具有POU结构域的octamer结合蛋白, 也
识别相应结构的DNA[5]。Oct4缺失可导致胚胎死亡。

有研究表明[6], Oct4仅一倍的过度表达即可使得ES
细胞向原始内胚层细胞和中胚层分化, 而在ES细胞

中敲降Oct4, 会使得ES细胞分化为滋养层细胞。因

此, Oct4被认为是控制ES细胞多能性的关键基因。

Sox2在胚胎早期发育中的作用与Oct4类似。

Sox2敲除后胚胎外胚层及胚外组织的发育异常, 因
而胚胎在植入后很快死亡[7]。另外, Sox2可调节Oct4
的水平, 其敲除后可使得ES细胞向滋养层分化。因

此, Sox2对多能性的维持至关重要。

Klf4是一种含有锌指蛋白结构域的转录因子, 
有抑制细胞增殖的作用[9]。Klf4敲除后的胚胎因其

表皮黏膜屏障的缺陷而导致死亡[10]。同时, 有研究

表明[11], Klf家族的其他成员(Klf2、Klf4、Klf5)沉默

表达可导致多能性细胞的分化。

c-Myc作为原癌基因, 属于Myc转录因子家族, 在
细胞周期的调控、信号转导、遗传物质的转录后修

饰等方面起着重要作用。有相关研究表明[12], c-Myc
的缺失表达导致胚胎发育的相对延迟, 但是对ES细
胞多能性的维持及细胞的增殖发育无显著影响。

目前, 随着iPS细胞技术的研究不断深入, iPS细
胞的诱导方式不仅仅限于早期利用逆转录病毒或者

慢病毒载体, 这样的诱导方法因其致瘤性而限制于

临床应用。随后, 附加体、转座子、microRNA、小

分子化合物及蛋白质等介导的iPS细胞诱导方法也

因其低致瘤性及较高的的诱导效率, 也备受瞩目。

2   iPS细胞在血液系统疾病发病机制及药

物筛选方面的研究
对于血液系统恶性疾病来说, 临床上的化疗效

果往往不甚理想, 而且大部分病程呈恶性进展。其

治疗方案往往需要多药联合化疗, 这就避免不了药

物的副作用。以往研究疾病发病机制的手段包括疾

病相关小鼠模型的建立和疾病相关细胞系的建立, 
但是这些方法都有各自的局限性。人类许多疾病的

小鼠模型建立大大加快了许多基因相关疾病的研究

进展, 但是由于种属之间的差异, 小鼠模型并不能完

全概括人类疾病的许多方面[13]。多种疾病细胞系的

建立也为人类疾病的发病机制的研究提供了重要工

具, 但是也不能囊括所有疾病。从理论上讲, 来自原

发性患者的样品最适于研究, 然而得到的细胞数目

可能不足以用于各种分析。此外, 来自原发性患者

的样本通常难以建立长期稳定存在的细胞系, 额外

的基因突变也可在细胞系中累积。因此, iPS细胞技

术的出现在遗传性和获得性疾病的模型建立方面都

有重大意义[14-15]。

通过转入特定的转录因子, iPS细胞可以来源于

不同类型的细胞[3-4,16-20]。近年研究发现, iPS细胞不

仅可以来源于正常组织细胞, 也可来源于恶性组织

细胞[21]。利用iPS细胞技术在体外诱导生成的具有

肿瘤特异性的iPS细胞称为iPC细胞(induced pluripo-
tent cancer cells), 其在肿瘤发病机制及化疗药物筛

选方面有重要地位, 特别是在个体化治疗研究方面

有着突出研究价值。

2010年, Carette等[21]利用慢性粒细胞白血病

(chronic myelogenous leukemia, CML)细胞株, 建立

了恶性细胞来源的iPS细胞系。Bedel等[22]和Kumano
等[23]又相继成功构建了CML患者样本来源的iPS细
胞, 并且对其造血分化谱系进行研究, 从而对CML
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患者病理生理情况、初次发病特点等有了进一步的

认识。此外, 还利用此模型研究CML患者对于ima-
tinib、dasatinib及nilotinib等酪氨酸激酶抑制剂(tyrosine 
kinase inhibitors, TKIs)的耐药机制, 试图改变CML患
者长期应用TKIs之后出现的耐药复发的现状, 改善

CML患者的预后。这两项研究都表明, 高表达融合

基因BCL-ABL的iPS细胞, 对酪氨酸抑制剂—Imatinib
不敏感。然而, 当CML-iPS细胞定向诱导分化为造

血干细胞(hematopoietic stem cells, HSC)时, 却表现

出对Imatinib的敏感性, 这表明CML患者TKIs的耐药

机制可能与细胞分化时所处的阶段相关。

急性白血病(acute leukemia, AL)具有高度的异

质性, 它在临床上涉及的因素很多, 因此靶向治疗

的难度较大。有研究表明, 部分AL患者的发病可能

与造血干/祖细胞的基因突变或者基因重排有关, 但
临床上还有部分病例未发现基因突变位点。同时, 
为了探索AL的发病机制, 也有一些AL的小鼠模型

的建立, 包括‘knock-in’ iPS小鼠和通过逆转录病毒

转染建立的小鼠疾病模型等。值得注意的是, 有研

究表明, 通过逆转录病毒转染建立的Notch1通路相

关的T细胞急性淋巴细胞白血病疾病模型, 在转入

‘Yamanaka factors’(Oct4、Sox2、 Klf4和c-Myc)后并

不能完全重编程为iPS细胞。这表明, 至少在某些造

血系统的恶性肿瘤中, ‘Yamanaka factors’的表达上

调并不足以沉默逆转录病毒启动子。所以, 并不是

所有的恶性细胞都可以通过上述途径实现多能性的

恢复。

2013年, Saliba等[24]利用两个骨髓增殖性肿

瘤(myeloproliferative neoplasms, MPNs)患 者 血 液

中CD34+细胞在体外诱导生成iPS细胞, 研究了

JAK2V617F的负荷对JAK2/STAT3这一信号通路的

影响, 并且利用这一模型进行了针对JAK2V617F这
一特定通路小分子药物的筛选。研究显示, MPN疾

病诱导生成的iPS细胞造血潜能增强, 在JAK2V617F
这一突变存在时iPS细胞来源的造血干/祖细胞对细

胞因子(主要是TPO和EPO)的敏感性增加。

同年, Cheng等[25]对混合系白血病(mixed lineage 
leukemia, MLL)的发病机制做了初步探索, 并成功

地构建了携带MLL-AF9融合基因的iPS细胞系。该

研究发现, 正常和白血病细胞来源的iPS细胞有着几

乎相同的基因表达谱。白血病细胞来源的iPS细胞

的产生, 可能与某种表观遗传调控因子决定的MLL-

AF9基因表达模式有关。随后, 研究者通过iPS细胞

技术研究巨噬细胞在肿瘤微环境中的重要作用, 并
且证实其对肿瘤细胞的调节机制可为临床上相关肿

瘤的靶向治疗提供依据[26]。以上研究均可为我们认

识肿瘤细胞提供一个新的视角, 并且可为部分恶性

血液病的诊断、治疗提供新策略。

3   iPS细胞用于基因治疗
目前, iPS细胞主要用于治疗遗传性和退行性疾

病[15]。也有研究表明, 部分血液病的发生、发展与

遗传因素相关, 例如单基因遗传病, 包括Fanconi贫
血、镰状细胞贫血、地中海贫血、血友病等。这些

疾病的发生是由于基因突变引起DNA分子内碱基

类别或顺序发生改变, 又或排列组合发生变化, 从而

不能合成正确的RNA或者蛋白质。迄今为止, 这类

疾病在临床上缺乏有效的治疗手段。从理论上来说, 
单基因遗传病可以通过iPS细胞技术和基因治疗技

术的联合使用从而达到根治的目的。

2007年, Hanna等[14]将镰状细胞贫血小鼠尾巴

的成纤维细胞体外诱导生成iPS细胞, 后通过同源重

组的方式用野生型βA珠蛋白基因代替了突变的βS
珠蛋白基因, 随后将基因纠正过的iPS细胞定向分化

为造血干/祖细胞, 纯化后重新输注到小鼠体内, 这
些细胞恢复正常造血, 从而明显缓解小鼠的疾病症

状。2009年, Xu等[27]将小鼠尾部皮肤的成纤维细胞

体外诱导形成iPS细胞, 这些iPS细胞表达ES细胞的

主要标志, 且分泌凝血因子VIII。随后, 通过拟胚体

(embryoid body, EB)的形成及分化将其体外诱导为

内皮祖细胞及内皮细胞, 并表达特异性的表面抗原。

再将诱导分化的细胞移植注射到照射处理过的血友

病模型小鼠的肝脏, 随后将实验组和对照组小鼠的

尾部剪断使其流血, 通过不同的时间段(7~90 d)的观

察分析发现, 没有移植的患病小鼠在几小时后死亡, 
而移植后的患病小鼠出血症状得到明显缓解, 并且

存活时间大于三个月。同时, 移植后的患病小鼠血

浆中的凝血因子VIII水平逐渐恢复, 且疾病表征也

得到了较为明显的改善。该研究为治疗人类单基因

障碍疾病带来了曙光。

同年, Raya等[28]对Fanconi贫血患者的体细胞进

行体外诱导, 获得了患者来源的iPS细胞, 并对这些

细胞进行基因纠正。研究证实, 基因纠正后的iPS细
胞可分化为正常表型的髓系和红系造血干/祖细胞。
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以上实验证明了鼠的iPS细胞和人的iPS细胞在

基因治疗方面有着巨大的潜力。此外, iPS细胞技术

也可很好地解决疾病个体化差异及免疫排斥。因此, 
疾病特异性的iPS细胞在细胞替代治疗开发方面有

着良好的应用前景。

4   iPS细胞向造血分化的研究成果及进展
近10年来, ES细胞在造血分化的研究领域有较

大进展, 血制品治疗(输注红细胞、血小板)可能首先

走入临床。但是, 利用iPS细胞分化为成熟血细胞、

分化为HSC移植后长期维持造血依然有待我们进行

进一步的研究探索。

2004年, ES细胞在体外向红细胞分化取得了较

大进展。Cerdan等[29]将ES细胞诱导分化获得了可

以在体外长期培养的红系祖细胞, 同时指出, VEGF-
A165提供了ES细胞向红系谱系分化的重要信号。

2008年, Ma等[30]将ES细胞与小鼠胎肝基质细胞共培

养, 可以高效诱导其向红细胞分化, 而且诱导形成的

红细胞样的细胞其血红蛋白的表达模式经历胎儿期

向成体血红蛋白的转变, 最终能够100%表达成年期

血红蛋白, 并且都具有携氧能力和葡萄糖-6-磷酸脱

氢酶的活性。以上研究都奠定了iPS细胞诱导分化

为成熟且有功能的红细胞的基础。

2008年, Schenke-Layland等[31]将小鼠皮肤成纤

维细胞重编程形成iPS细胞后, 成功地分化为造血细

胞。此后, iPS细胞分化出有核红细胞和血小板的研

究也有所报道。同年, Lu等[32]在体外成功地建立了

iPS细胞向红细胞诱导分化的技术体系。以上研究

结果证明, 由iPS细胞诱导分化成成熟的人类红细胞

和白细胞是可以实现的, 这同时也为临床上血制品

不足这一难题提供了可行的解决方案。

目前, 临床上HSC移植技术不断成熟, 已成为恶

性血液病、部分实体瘤、单基因遗传病、自身免疫

性疾病等的有效治疗手段之一。但是, 对于自体移

植来说, 自体HSC中残存的肿瘤细胞可能导致移植

后疾病复发; 供者来源的骨髓HSC资源有限, 从而限

制了异基因HSC移植的临床应用。诱导多能干细胞

技术也为HSC的供者来源不足及移植排斥等问题提

供了解决的可能性。HSC具有自我更新和分化为多

种成熟血细胞的能力。因此iPS细胞向造血干、祖

细胞的分化成为研究热点。2010年, Szabo1等[33]将

Oct4转入人成纤维细胞后, 在一些特定的细胞因子

的刺激下, 可以直接获得带有各系特定标记的造血

祖细胞, 从而维持机体短时间造血的能力。这一报

道证明了从成体细胞诱导生成各系造血祖细胞后进

一步分化为成熟血细胞的可行性, 并且对血细胞发

育机制有了更加深入的研究, 是iPS细胞技术领域的

重大进展。但这一研究途径绕过了iPS细胞向HSC
分化的这一途径, 而是直接分化为各系造血祖细胞, 
因而没有解决临床上HSC移植的来源问题。2012年, 
Tashiro等[34]通过下调衔接蛋白Lnk的表达, 在小鼠体

内成功地获得并扩增了iPS细胞来源的HSC, 并且证

实了其造血能力。

最近, Riddell等[35]发现, 在血细胞中瞬时转染

Run1t1、Hlf、Lmo2、Prdm5、Pbx1和Zfp37六种转

录因子后, 得到的细胞具有向造血系统多系分化的

潜能, 并且基因表达谱与内源性HSC高度相似。这

表明, 特定转录因子的瞬时表达, 足以稳定地激活

造血干/祖细胞功能的基因调节网络。因而, 血细胞

重编程技术也可为临床上干细胞移植提供一种新

策略。

因此, 我们希望在未来几年内, 新的实验技术

及方法的涌现, 可以为iPS细胞向有功能的HSC分化

提供契机。

5   iPS细胞在血液系统疾病的应用中面临

的挑战与设想
目前关于iPS细胞的研究正如火如荼地进行着, 

通过转入特定的转录因子实现已分化的成体细胞向

干/祖细胞的转换, 这种不违背传统伦理道德、又可

有效地避免自身免疫排斥作用的iPS细胞技术具有

巨大潜力。通过对患者特异性细胞进行诱导, 从而

生成患者特异性的iPS细胞, 进而应用于临床上的自

体替代治疗、细胞治疗等也将会是未来几年的研究

热点。同时, iPS细胞在发育生物学、再生医学、新

药筛选、疾病建模等方面的前景也不容小觑。可是, 
在iPS细胞用于临床血液系统疾病的治疗之前, 还有

一些问题亟待解决。

5.1   iPS细胞来源的HSC重建能力的判定

iPS细胞和ES细胞具有相似的表型、基因表

达模式及分化潜能。早前有研究者发现, 小鼠成体

HSC和ES细胞来源的HSC有着相同的表型和体外造

血重建的能力, 并且体内经股骨头注射移植ES细胞

来源的HSC, 也能检测到其向红细胞、粒细胞及淋
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巴细胞分化。这就表明, 小鼠ES细胞来源的HSC有
重建造血的能力。但是转录因子Hoxb-4的低表达, 
限制了ES细胞来源的HSC的增殖和迁移能力。因此，

有研究发现, 通过上调Hoxb-4的表达, 可以为ES细
胞来源的HSC建立移植造血模型[36-37]。此外, 也有

研究者通过小鼠骨髓连续移植的实验, 再次证明了

小鼠ES细胞来源的HSC具备重建造血的能力。但是, 
人类ES细胞来源的HSC并未成功地重建造血。iPS
细胞来源的HSC是否也不具备重建造血的能力？有

哪些关键的信号通路及分子在iPS细胞诱导分化为

HSC这一途径中发挥关键作用？这些问题都将会是

以后研究的热点。

5.2   iPS细胞体外定向诱导分化为HSC后的分离

纯化

iPS细胞在体外诱导分化为HSC后, 如何分离和

纯化有长期造血功能的HSC? 根据目前报道的HSC
特异性的表面分子抗原Thy1(CD90), 2011年, John 
Dick团队[38]发现具有长期造血重建HSC的表面分子

标记CD49, 但是以上这些分子标志是否可以充分定

义经过iPS细胞诱导生成、有长期造血维持能力的

HSC仍有待进一步证明。对iPS细胞定向诱导分化形

成的HSC进行体内、体外分子机制的研究, 或许对

iPS细胞诱导分化的HSC和成体HSC的区分有一定帮

助, 使临床上获得iPS细胞来源的具有长期造血支持

能力的HSC, 从而有效解决HSC移植的来源和排斥性

问题。

5.3   iPS细胞的遗传安全性及质量监控问题

随着iPS细胞研究的不断深入, iPS细胞的遗传

安全性问题也备受关注。

目前研究表明, 导致iPS细胞发生遗传学异常的

因素主要有: (1)体细胞本身存在的遗传异常; (2)同时

在iPS细胞产生的不同阶段均可造成遗传物质改变, 
例如, 诱导因子造成的遗传异常、诱导过程中及诱导

后长时细胞培养所造成的细胞异常。2011年, Pasi等[39]

发现在iPS细胞中存在染色体异常, 但用于其来源的

体细胞核型均正常。同时, iPS细胞基因拷贝数异常、

点突变、表观遗传学异常等方面也先后被重视。

因此, iPS细胞的临床应用依旧存在很多问题。

iPS细胞的遗传及表观遗传异常一直是限制其临床

应用的关键问题。这提示我们必须利用更先进的实

验技术来检测iPS细胞的遗传安全问题。另外, 也迫

使我们采用新的诱导途径、更安全有效的诱导方式

来维护遗传物质的稳定性。

另外, iPS细胞的多能性验证方面也存在一些问

题。由于各种伦理问题的限制, 人的iPS细胞不可能

像小鼠iPS细胞那样通过四倍体补偿技术来充分证实

其多能性。目前, 我们对于人iPS细胞的检测大多仅

限于观察免疫缺陷鼠皮下注射的iPS细胞, 看其是否

能够在一定时间内形成具有三胚层的畸胎瘤组织来

对其进行多能性的检测。但是这样的鉴定也不能完

全肯定iPS细胞具有多能性。因此, 是否能在这一方

面确定新标准, 与iPS细胞的进一步研究紧密相关。

同时, 近年来有研究表明, iPS细胞的传代比例

及次数与其多能性有紧密的联系, 并且证实, 早期传

代的iPS细胞可能没有完全重编程, 存在部分表观遗

传学的修饰, 从而导致多能性基因没有得到完全激

活。因此, iPS细胞的应用在这方面应该确立新的标

准, 以保证临床应用过程中遗传学的稳定。

如今, 在iPS细胞的细胞来源、诱导效率、遗传

安全性等方面都取得了较大的进展。iPS细胞来源

的全能性小鼠已经通过四倍体囊胚注射技术得到验

证。iPS细胞技术在退行性疾病和损伤性疾病的治

疗方面已经得到有效应用。但是, 目前的研究距离

iPS细胞应用于临床治疗血液系统疾病还有一段距

离, 更加有效的诱导手段还需得到开发, 遗传学上的

稳定性和安全性还需进一步验证, 细胞重编程的分

子机制需要进一步地探索。不过, 相信随着相关研

究的进一步深入, iPS细胞的优势会在临床治疗血液

系统疾病方面得到进一步体现。
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