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血细胞为供体细胞诱导iPSCs的研究进展
黄  霞  李彦欣*

(上海交通大学医学院附属上海儿童医学中心转化所, 儿童血液肿瘤重点实验室, 上海 200000)

摘要      诱导多能干细胞(induced pluripotent stem cells, iPSCs)是通过转录因子或者小分子化

合物诱导体细胞形成的形态和功能类似于胚胎干细胞(embryonic stem cells, ESCs)的一类细胞, 具
有自我更新及多向分化潜能。由于iPSCs技术不涉及传统ESCs的伦理学问题, 并且获取较为方便、

快捷, 使其在再生医学、疾病建模、药物筛选等方面具有突出的优势。经过一定时间的探索, 发现

血液细胞作为iPSCs技术的供体细胞具有很大的优势, 这也推动了对血液系统疾病的深入研究。该

文就血细胞在iPSCs诱导重编程技术中的应用以及iPSCs技术在血液系统疾病中的最新进展作一综

述。
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Advances in Blood Cells as Donor Cell to Generate iPSCs
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Abstract       Induced pluripotent stem cells (iPSCs) are a type of pluripotent stem cells resembling embryonic 
stem cells which can be directly generated from somatic cells by transcription factors or small molecule compounds. 
iPSCs are well known for their self-renewal ability and multilineage differentiation potential with less ethical issues 
as compared to ES cells, and have a great advantage in regenerative medicine, disease model and drug screening. 
In recent years, great breakthroughs of iPSCs technology have been made in the field of hematopoietic diseases. In 
this review, the progress of iPSCs study and its application in hematopoietic diseases are summarized.
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自从2006年Takahashi等[1]将小鼠成纤维细胞

重编程为诱导多能干细胞(induced pluripotent stem 
cells, iPSCs), 仅隔一年, 他们又将人成纤维细胞诱导

为iPSCs[2], 展现了诱导多能干细胞在再生医学、药

物筛选和疾病机制等研究中的巨大前景。由患者自

体细胞诱导的iPSCs可建立疾病模型, 为发病机制的

研究提供技术平台, 为药物筛选及自体移植治疗难

治愈的疾病提供新的工具。

目前, 有多种iPSCs诱导方法可用于体细胞重编

程。传统逆转录病毒诱导iPSCs方法不适用于分裂

较慢或不分裂的细胞, 慢病毒诱导方法虽然适用各

种类型细胞, 但是这两种病毒载体都会导致基因插

入突变, 带来iPSCs成瘤性及遗传稳定性等问题[3]。

无外源基因插入的诱导方法如重组蛋白质方法[4]、
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mRNA方法[5]、Sendai病毒方法[6]、小分子化合物[7]

和Episomal方法[8-9]等, 可解决iPSCs成瘤性及遗传稳

定性等问题。Dowey等[10]构建的episomal质粒通过

瞬转方式将诱导因子转到外周血单核细胞内从而产

生没有外源基因插入的iPSCs细胞系, 是目前临床研

究应用的首选诱导方式。

此外, 培养体系中动物源的污染也是iPSCs临床

应用的一大障碍。Sun等[11]首先在无feeder细胞、无

血清的培养条件下将脂肪细胞诱导生成iPSCs, 成功

建立了人iPSCs的培养体系, 且彻底避免动物源可能

对其产生污染。相关研究不断优化培养条件[12-14], 
使得无feeder细胞、无血清的培养体系广泛应用于

人iPSCs培养。供体细胞的选择也是促进iPSCs尽快

进入临床必需考虑的重要环节, 人iPSCs可来源于多

种细胞如间充质干细胞[15]、造血干/祖细胞[16]和角

质形成细胞[17]等。Aasen等[17]发现, 人角质形成细胞

来源的iPSCs的诱导效率是成纤维细胞来源的iPSCs
的100倍以上, 是效率最高的供体细胞, 然而取材对

人体造成一定伤害。外周血细胞因采样方便、对人

体伤害小、细胞活力好等优势, 已成为人重编程供

体细胞的最佳来源。目前为止, 不同类型的血细胞

如CD34+造血干/祖细胞[3,16,18-19]、B细胞[20]、T细胞以

及髓系细胞等[21-22]都可诱导生成iPSCs。

1   正常血细胞为供体细胞诱导iPSCs技术

进展
1.1   B细胞为供体细胞诱导iPSCs技术进展

研究表明, B细胞很难被重编程为诱导多能干

细胞[20,22]。利用早期的iPSCs技术如逆转录病毒或者

慢病毒等方法, B细胞的诱导效率比成纤维细胞低很

多。2008年, Hanna等[20]发现, 小鼠终末分化的成熟

B淋巴细胞可通过CCAAT/增强子结合蛋白(CCAAT 
enhancer-binding proteins, C/EBPα)的表达或者特异

敲除转录因子基因Pax5(paired box gene 5), 从而干

扰保持B细胞特性的转录状态, 使成熟B淋巴细胞

重编程为iPSCs的效率得到显著的提高。C/EBPα
可诱导Tet甲基胞嘧啶双加氧酶2(Tet methylcytosine 
dioxygenase 2, Tet2)的合成, 促进Tet2转移到核内与

多能性基因的调节区域结合, 使得脱氧核糖核酸酶I
更易接近多能性基因, 促进多能性基因的表达, 提高

重编程的效率[23]。

不同发育阶段的B淋巴细胞都能被重编程为

iPSCs。C/EBPα与 “Yamanaka因子 ”(Oct4、Sox2、
Klf4和c-Myc)共表达可促进新鲜分离且没有经

过培养的人脐带血和外周血中原代B淋巴细胞

重编程为具有完整VDJH单克隆免疫球蛋白基因

(immunoglobulin heavy chain genes)重排的iPSCs[24]。

早期有研究指出, B淋巴细胞在重编程之前或者重

编程早期的培养条件会影响激活状态的成熟B淋巴

细胞(lgH同种型转换)诱导生成的iPSCs形成嵌合体

小鼠的能力[25]。抗CD40和白介素-4(interleukin-4, 
IL-4)处理B淋巴细胞后, 重编程形成iPSCs的印记基

因簇Dlk1-Dio3(iodothyronine deiodinase type 3 gene)
高度甲基化, Stadtfeld等[26]已证实, Dlk1-Dio3异常的

表观遗传学沉默会影响诱导多能干细胞的生长潜

能, 即形成嵌合体小鼠的能力。

与成熟B淋巴细胞相比, 未成熟B淋巴细胞没有

进行基因重排, 可更有效地被诱导为多能状态。例

如, 人EB病毒(Epstein-Barr virus, EBV)永生化的B淋
巴母细胞系能被重编程为不表达EBV相关的分子以

及EB病毒核抗原 -1(Epstein-Barr nuclear antigen-1, 
EBNA-1)的iPSCs[27]。

虽然, B细胞很难被重编程为iPSCs, 但是不同

发育分化阶段的B细胞蛋白质表达和基因重排不

同。因此, B细胞来源的iPSCs能够从细胞、分子和

表观遗传学层面为研究B细胞发育的生理过程以及

B细胞恶性肿瘤的发病机制提供一个有价值的体外

研究系统。

1.2   T细胞为供体细胞诱导iPSCs 
与B淋巴细胞相比, 终末分化的循环T淋巴细胞

与非整合型的病毒载体仙台病毒(SeV)共培养, 可以

获得很高的iPSCs重编程效率[14,28]。在细胞质中复制

的仙台病毒其携带的“Ymanaka因子”不会整合到宿

主基因组上, 能够诱导生成有效、安全的人多能干

细胞。仙台病毒也可转染非增殖状态的细胞如黏膜

相关恒定T细胞(mucosal associated invariant T cells, 
MAIT)[29], 诱导生成的iPSCs在T细胞适宜生长的条

件下可有效分化为与黏膜相关恒定T细胞类似的淋

巴细胞, 表达T细胞受体Vα7.2、CD161和L-18受体

链α。
T细胞衍生的iPSCs基因组中含有重排的单克

隆T细胞受体基因(T-cell receptor gene, TCR)[22,30], 因
此, TiPSCs可分化为抗原特异性T细胞用于新型免疫

治疗[31-32], 并且TiPSCs的克隆以及诱导分化后的目
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的细胞可通过其在TCR基因位点独特的排列模式来

加以筛选和识别[22]。利用TiPSCs技术, 可结合嵌合

抗原受体T细胞免疫疗法(chimeric antigen receptor 
T-cell immunotherapy, CAR-T)产生大量具有抗肿瘤

活性的功能性T细胞用于癌症免疫治疗, 使得T细
胞成为产生iPSCs独特的细胞来源。目前, 多种不

同类型T细胞能够被重编程为iPSCs, 如细胞毒性T
细胞(cytotoxic T cell, CTL)[31,33]、黏膜相关恒定T细
胞(MAIT)和自然杀伤性T细胞(natural killer T cells, 
NKT)[34]等, 可用于诱导生成参与固有免疫和适应性

免疫的抗原特异性T淋巴细胞。

然而, TiPSCs中预先存在的T细胞受体基因位

点的V(D)J重排也可能导致T细胞淋巴瘤的生成[35], 
TiPSCs中重排的基因组对iPSCs其他功能的影响目

前还不得而知。

1.3   外周血(混合单核细胞)为供体细胞诱导

iPSCs
目前, 绝大多数实验室都使用混合的血液单核

细胞作为供体细胞重编程为iPSCs用于临床研究。

Dowey等[10]构建的episomal瞬转方法, 是诱导外周血

单核细胞为iPSCs的首选诱导方法。除了T、B细胞, 
外周血单核细胞群体(peripheral blood mononuclear 
cell, PBMC)中少量的CD34+细胞也是重编程的供体

细胞[21,36], 其中, Mack等[36]通过同时添加小分子混

合物包括PD0325901、CHIR99021、A-83-01和HA-
100来提高CD34+细胞的重编程效率。虽然CD34+

细胞在外周血中极易识别, 具有很高的重编程效

率且没有基因重排, 是理想的重编程供体细胞, 但
是CD34+细胞在外周血中的数量很少, 限制了其在

iPSCs技术中广泛的应用。

外周血单核细胞正在成为产生iPSCs的常规

来源细胞。除了正常人的PBMC, 来自患血液病、

阿尔茨海默病(Alzheimer disease, AD)和帕金森病

(Parkinson’s disease, PD)等患者的PBMC也能成功地

衍生出iPSCs[37-39]。

1.4   脐带血为供体细胞诱导iPSCs
与外周血单核细胞相比, 脐带血的获取和保存

程序十分复杂且费用昂贵, 但是脐带血来源的细胞

非常“年轻”, 在细胞核和线粒体DNA中含有更少的

基因突变, 是重编程为iPSCs的理想供体细胞[40-43]。

已经建立的脐血库含有丰富的脐带血资源, 可用于

建立正常人iPSCs库[44]。

2   血液系统疾病来源细胞为供体细胞诱

导iPSCs技术进展
血液系统疾病发病机制的研究对寻找特定的

靶向药物以及个体化治疗方案的选择至关重要。然

而存在原发疾病的标本来源少、细胞数量和质量

不符合要求、体外直接培养效果差以及很多疾病

PDX(patient-derived xenograft)模型造模不成功或者

造模成功的成本太高等缺陷, 为体外研究疾病的发

病机制增添了很多困难。iPSCs不仅可以来源于正

常组织细胞, 也可以来源于疾病细胞[45]。利用iPSCs
技术获得疾病特异性的诱导多能干细胞, 可研究特

定的基因突变在血液系统疾病发生、发展中所起的

作用, 能够解决稀有疾病样本细胞来源问题。iPSCs
可以体外分化为成熟血液细胞, 为研究疾病的致病

机制、药物筛选提供了平台, 并为白血病和再生障

碍性贫血的治疗提供干细胞来源。目前, 研究阐明

的疾病来源iPSCs特点叙述如下。

2.1   iPSCs携带特定突变基因

2010 年 ,  Caret te等[46]首次尝试将人恶性细

胞—慢性粒细胞白血病细胞株诱导为iPSCs, 这
些重编程细胞携带BCR-ABL融合基因(philadelphia 
translocation gene), 且持续表达BCR-ABL蛋白质。

但是在iPSCs水平, 重编程细胞失去了对BCR-ABL
癌基因信号的依赖性。因此, 对BCR-ABL的抑制剂

伊马替尼产生了耐药作用, 提示伊马替尼作用的靶

细胞是处于特定表观遗传学分化状态的一群细胞。

在此基础上, Kumano实验室[47]成功构建了慢性髓

细胞白血病(chronic myelocytic leukemia, CML)患
者样本来源的iPSCs, 同样持续表达BCR-ABL。通

过对CML-iPSCs的研究发现, 其对伊马替尼产生耐

药作用可能是保持iPSCs细胞状态的信号将伊马替

尼抑制BCR-ABL的信号抵消。CML重编程为iPSCs
会逆转白血病特异性的甲基化标记, 尽管存在BCR-
ABL癌基因, 但是这些iPSCs在体外能诱导分化为

正常血液细胞[48]。与此相反, Chao等[49]发现, 急性

髓细胞白血病(acute myelocytic leukemia, AML)重
编程的iPSCs保留了谱系白血病基因(mixed lineage 
leukemia gene, MLL)重排, 但是会导致癌症特异性甲

基化标记(基因表达模式)发生改变。当这些iPSCs诱
导分化为血液细胞时, 它们能在体内重新建立白血

病DNA甲基化/基因表达模式, 从而获得了白血病特

性, 具有生成白血病的能力。这意味着表观遗传重
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编程不足以消除白血病行为, 不能够超越这种肿瘤

类型的遗传突变。

大量研究认为, 有特定基因突变的血液系统肿

瘤细胞诱导生成的iPSCs也携带同样的突变基因。

例如, 骨髓增值性肿瘤(myeloproliferative neoplasms, 
MPNs)主要的基因突变是JAK2V617F, MPNs患者血液

中CD34+细胞在体外可诱导产生含有JAK2V617F突变

的iPSCs[50]。7q染色体缺失的骨髓增生异常综合征

(myelodysplastic syndromes, MDS)患者造血细胞可

重编程为del(7q)iPSCs, 这些诱导多能干细胞能够重

现MDS疾病的相关表型[51]。人AML疾病细胞能够

重编程为iPSCs, 重编程重置了表观遗传状态, 但保

留了异常的细胞遗传和突变[49]。携带特定突变基因

的疾病来源的iPSCs用于研究血液疾病的发生机制

和筛选血液系统疾病细胞亚克隆具有巨大的价值。

2.2   突变基因在iPSCs水平不表达而在分化后表达

在iPSCs小鼠(强力霉素控制“Yamanaka因子”
的表达)造血细胞中过表达人MLL-AF9融合基因构

建AML模型, Cheng等[52]发现, 白血病细胞重编程

为iPSCs后形成的大部分嵌合体小鼠会自发产生同

种类型的AML, 相同白血病起源细胞中的iPSCs重
编程和白血病再起始通路下调。RNA-seq的结果显

示, 这些白血病细胞与iPSCs的相互转化在于MLL-
AF9的激活, 它们大部分基因的表达模式可逆, 提示

存在一种充分的表观遗传学调控(致癌分子与重编

程因子之间的相互作用)在促进白血病的发生。进

一步的研究发现, iPSCs中MLL-AF9基因的沉默可能

是因为KAP1和Dnmt3b基因导致MLL-AF9基因逆转

录病毒甲基化的结果。因此, 并不是所有的突变基

因在iPSCs水平都会表达。此外, 功能丧失性的基因

突变在iPSCs水平也不表达。如RUNX1(Runt-related 
transcription factor 1)基因突变是一种功能丧失性的

体细胞突变, 与各种血液系统肿瘤有关。将携带有

RUNX1突变的家族性血小板障碍(familial platelet 
disorder, FDP)/AML患者外周血单核细胞重编程为

iPSCs, 体外诱导分化出现造血前体细胞生成障碍和

巨核细胞分化障碍, 而在iPSCs中过表达WT-RUNX1
可回复这些表型[53]。

有些突变基因只在特定的分化细胞类型表达

并产生功能, 在血液系统疾病中可研究致病基因在

特定的表观遗传学分化状态驱动疾病发生、发展的

机制用于疾病建模, 并且可尝试在不同分化状态下

进行敏感药物的筛选。

2.3   特定基因突变抑制重编程

然而, 也有研究表明, 特定的基因突变可以抑

制重编程。Salci等[54]近期的研究发现, 人AML来源

的成纤维细胞诱导为iPSCs后定向分化成的造血前

体细胞, 在体外具有正常的分化能力, 而且这些细胞

基因组中没有AML相关的异常的突变基因。受到

该研究的启发, Hoffmann等[55]将含有t(8;21)易位的

AML病人的骨髓细胞重编程为不含有异常易位基

因的正常的iPSCs, 他们认为, 特定的基因突变可以

抑制重编程。所以, 对这些含有特定基因畸变的血

液系统疾病通过iPSCs技术构建疾病模型具有一定

的难度。

由此可见, 不同的突变基因在血液系统疾病细

胞诱导的iPSCs中携带或表达并非一致, 造成这些差

异的分子机制还有待深入研究。使用iPSCs技术对

恶性血液系统疾病发病机制的研究和探索, 为认识

血液肿瘤细胞、iPSCs重编程分子机制以及异常基

因突变与重编程因子之间的相互作用提供了一个新

的视角, 也为部分恶性血液病的诊断、治疗提供新

的方法和策略。

3   iPSCs技术在血液系统疾病中的研究展望
iPSCs技术在血液系统疾病中可用于体外研究

发病机制、构建疾病细胞模型、药物筛选、干细胞

治疗等。不同的实验目的、用于重编程的来源细胞

以及重编程技术的选择、细胞的培养条件等, 都会

影响到iPSCs的形成以及这些细胞的全能性、分化

能力和在体内的成瘤性。 
目前, 患者来源的iPSCs定向分化成造血干/祖

细胞有望成为治疗血液系统疾病如急性淋巴细胞白

血病、重型再障等造血干细胞的新来源。iPSCs诱
导分化的白细胞、红细胞和血小板, 是一种潜在的

血细胞来源。近年来, 一系列新的研究发现, 转分化

可直接将人成纤维细胞、内皮细胞等重编程为造血

前体细胞和成熟血液细胞, 而不用通过全能性细胞

这一阶段, 这样简化获得目的细胞的实验步骤, 降低

成瘤性。

虽然, iPSCs技术规避了使用胚胎干细胞治疗的

伦理学和异体造血干细胞免疫排斥反应的问题, 但
诱导为具有完全功能的成体干细胞或者分化细胞还

有很长一段路要走。此外, 找到诱导分化形成的造



1128 · 综述 ·

血干组细胞植入体内的最佳时机, 怎样避免耗竭等

种种问题, 归根结底就是要弄清干细胞诱导分化的

分子机制。随着重编程技术的日益完善和成熟, 其
在退行性疾病和损伤性疾病的治疗方面已经得到了

一定的应用。相信随着相关研究的深入, iPSCs技术

将会成功应用于临床治疗血液系统疾病。  
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