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形成态多能干细胞的研究进展
刘芳远  赵超越  吴宝江  李喜和  包斯琴*

(内蒙古大学, 蒙古高原动物遗传资源研究中心, 呼和浩特 010020)

摘要      胚胎在发育过程中根据其多能性调控的特征可以分为两种状态, 即原始态(naïve)和激

发态(primed)。为了准确掌握这两种多能性状态之间相互转换、谱系分化、表观遗传修饰等调控

机制, AUSTIN提出了一种假说, 认为naïve和primed状态之间存在另一种新的多能性中间状态, 并
将其命名为形成态(formative)。最近, AUSTIN和WU从小鼠和人类胚胎中成功分离并建立了具有

formative多能性特征的干细胞系。相比于naïve和primed多能性干细胞, 形成态多能干细胞(formative 
stem cell, FSC)不仅具有独特的基因表达特征, 而且细胞的分离、诱导方法和体内发育能力与另两

种多能性细胞也存在差异。该文将对FSC的特征及其多能性的研究进展进行介绍。
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Abstract       Embryonic stem cells can be divided into two states, naïve and primed, according to their plu-
ripotency during developmental progression. In order to grasp the regulatory mechanism between two pluripotent 
states, such as transition, lineage differentiation, and epigenetic modification, AUSTIN proposed a hypothesis that 
there exists a novel intermediate state named as “formative”. Moreover, AUSTIN and WU successfully isolated 
pluripotent stem cells with formative characteristics from mouse and human embryos in his recent study. Compared 
with naïve and primed pluripotent cells, FSC (formative stem cell) have unique features of gene expression, deriva-
tion and developmental pluripotency in vivo. Here, this review will introduce the characteristics of formative stem 
cells and its recent progresses.
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小鼠胚胎干细胞 (mouse embryonic stem cell, 
mESC)是一种来自小鼠囊胚内细胞团的多能干细

胞。这种处于“原始态”(naïve)的多能干细胞, 不仅

具有独特的多能基因调控机制和基因组的低甲基

化水平, 注射到囊胚后能贡献到嵌合小鼠体内除了

外胚层以外的其他谱系中[1-2]。当小鼠胚胎发育着

床后, 不仅胚胎形态发生明显改变, 基因组的DNA
甲基化水平也出现明显升高, 并且随胚胎上胚层细

胞(epiblast)受到复杂信号刺激, 开始向原肠胚分化。

从早期原肠胚胎可以分离并建立小鼠上胚层干细胞
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(mouse epiblast stem cell, mEpiSC), mEpiSC被称为

“激发态”(primed)多能干细胞[1]。mEpiSC具有多能

性和不同谱系分化的能力, 而且一些谱系特异性的

调控基因在mEpiSC中已经开始表达[3-4]。这说明, 多
能性细胞从退出naïve状态时就开始进入细胞分化

阶段, 并且可能是多能干细胞进行谱系分化的起始。

在体外培养条件下, naïve和primed的多能性维

持及自我更新能力具有一定的差异[5-6]。但有趣的是, 
当通过改变培养条件、表观遗传或基因修饰等手段

对primed状态的细胞进行诱导时, 细胞能从primed
状态向naïve状态进行重编程转化[7]。尽管已有大量

的报道阐述了这两种多能性状态之间的相互转换机

制, 但是针对哺乳动物胚胎发育过程而言, 这两种

状态干细胞的发育模型还不能准确地解释早期胚胎

发育的过程, 为了进一步了解两种多能性状态之间

的过渡和转化关系, 研究人员陆续揭示出几种处于

naïve状态和primed状态中间的多能性状态, 以解释

干细胞多能性退出和谱系分化过程的机制[8-14]。在

最近的研究中, AUSTIN的团队[13]成功验证了他们提

出的一种处于naïve状态和primed状态之间的形成态

多能性的存在, 即从小鼠和人类胚胎中分离培养出

形成态多能干细胞(formative stem cell, FSC), 并利用

嵌合体实验和多组学分析等验证了FSC的生物学特

性。FSC的发现对于人们了解干细胞多能性退出及

多谱系分化具有十分重要的意义。

1   小鼠胚胎干细胞由naïve多能性到primed
多能性的转变

在小鼠胚胎发育过程中, 囊胚的内细胞团被认

为具有多能性, 而内细胞团从早期胚胎开始经过4~5
天的持续发育, 其多能性在转录调控、信号转导、

代谢变化和表观特征等方面都发生了不同程度的变

化。这种从囊胚内细胞团中分离获得多能性细胞被

称为“naïve”多能性胚胎干细胞, 而从着床后的第5.5
天至7.5天的上胚层细胞中分离获得的干细胞被称

为“primed”多能性胚胎干细胞[1]。与prime多能性细

胞不同, naïve多能性细胞具有独自特征, 即具有在嵌

合胚中发育能力, 同时可实现生殖传代。体外培养

mESC时, 在化学成分明确的培养基中加入GSK3-β
抑制剂(CHIR99021)、Mek/Erk抑制剂(PD0325901)
以及白血病抑制因子(leukemia inhibitory factor, LIF)
三种因子组成的2i/LIF(2 inhibitors/LIF)培养体系, 能

够使mESC维持naive多能性状态及其自我更新能

力[5], 并且这一培养体系在不同品系小鼠及大鼠中具

有高度的适用性[15-17]。与mESC相比, primed多能性

的mEpiSC在进行体外培养时需要激活素A(Activin A)
和成纤维生长因子(fibroblast growth factor, FGF)发挥

作用[18], 并且mEpiSC不能与囊胚内细胞团(inner cell 
mass, ICM)成功嵌合, 即将mEpiSC注射到囊胚后, 并
不能产生嵌合后代[6]。

造成naïve和primed多能性差异的原因很多, 首
先从维持多能性的调控基因而言, 尽管mEpiSC同样

表达了核心多能性调控因子基因Oct4和Sox2, 但是

具体的调控机制却存在差异[1]。比如, 在mESC中, 
Oct4的表达主要受远端增强子驱动, 而mEpiSC中的

Oct4的表达是由近端增强子调控[19]; 此外, 一些多能

性调控的基因, 如Klf2、 Klf4、 Tfcp2l1、 Esrrb、 Tbx3、 
Prdm14、 Nanog和Rex1(又名Zfp42), 只有在naïve多
能性细胞中特异性表达[19]。当囊胚发生着床后, 除
Oct4和Sox2外, 其他多能基因的表达逐渐减弱甚至

沉默。与此同时, 一些谱系分化基因, 如T、Foxa2
和Cer1等基因逐渐开始在着床后的epiblast细胞中

表达, 并起始特定谱系分化[4]。有趣的是, 在一些

非可逆性naïve状态退出的研究中, 细胞中的谱系分

化基因(如Sox1和Foxa2)在naïve状态退出时并没有

立即表达, 而是在naive状态退出后经过一段时间才

能被检测到, 这些实验表明, 细胞在进行naïve状态

向primed状态转化的过程中, 谱系分化并不是随着

naïve状态退出而立即发生的, 而是存在着短暂的时

间间隔, 以进行基因调控网络的重组[20-22]。为了解释

这一现象, KALKAN等[22]利用Rex1:GFP报告基因系

统对naïve多能性细胞撤掉2i/LIF培养系后25 h内的多

能性基因表达进行追踪, 分析naïve多能性退出情况。

结果发现, 与谱系分化基因相比, 一些早期着床后的

标记基因Otx2、Oct6和FGF5等首先出现表达上调, 而
且这种变化在短时间(16 h~25 h)内是可逆的。随着

时间推移, Nanog、 Esrrb和Klf4等基因的表达逐渐

减少并沉默, 而Oct4仍能保持较为稳定的表达状态, 
当细胞退出naïve状态时, FGF5、Sox3、Dnmt3a和
Dnmt3b的表达也会逐渐上调, 其中甲基转移酶Dn-
mt3a和Dnmt3b的表达上调提高了全基因组CpG甲基

化水平[22]。

KALKAN团队[23]研究结果进一步证实, 囊胚

ICM在体内发育分化过程中, 从ICM的naïve多能性
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的退出早于谱系分化基因表达的启动, 并且发育到

epiblast之前存在一定的时间间隔, 在这个间隔内的

细胞可能类似于干细胞从naïve状态向primed状态的

转化过程。最近的一些研究也证实, naïve和primed
状态之间确实存在着多能性中间状态。MOR-
GANI等[24]提出了两种中间状态: 胚胎着床后的

stage I(E5.0~E6.25)和上胚层细胞向原肠胚分化的

起始状态stage II(E6.25~E7.25)。在这两种中间状态

中, 细胞内的多能基因表达模式分别与naïve多能性

退出和谱系分化的基因表达特征相一致。DU等[11]则

发现了一种依赖于ISY1及其介导miRNA调控的平衡

多能状态, 这种平衡状态类似于naïve开始退出时的

状态。BAO等[8]对E3.5囊胚进行2次诱导后衍生出一

种新型的多能干细胞(advanced stem cell, ASC), ASC
相比于mESC具有较高的DNA甲基化水平, 但是多

能性却明显高于mEpiSC。而AUSTIN等[13]经过长期

研究提出并成功获得了小鼠和人的FSC细胞系, 其
特性成功解释了mESC在体外培养过程中从naïve多
能性退出和谱系分化能力获得的新状态。

2   小鼠形成态多能干细胞系的建立及其

特征
AUSTIN团队[23]认为, formative状态是多能性

细胞进行谱系分化的起点, 相对于naïve和primed多
能性, formative多能性应该具备以下特征(表1)。从

基因表达水平来看, formative状态应是处于naïve和
primed之间的中间状态, 由于谱系分化起始的影响, 
细胞内染色质开放水平较mESC更为松散, 无论是

naïve多能性调控基因还是谱系分化基因, 都不应呈

现出高表达的趋势。在naïve和primed状态中均为

显著性高表达的多能性调控因子基因Oct4和Sox2, 
在mFSC的多能基因调控网络中也发挥了重要的

作用。Otx2是小鼠发育过程中胚胎着床后调控多

能性的关键因素[25], 研究表明, Oct4远/近端增强子

的变换调控过程与Otx2的表达变化密切相关[26]。

另外 , 与mESC相比 , mFSC中DNA甲基化水平和

H3K27me3修饰水平均有所升高, 染色质重塑和表

观遗传修饰都将更加有利于细胞内谱系分化基因

的转录起始[22,27]。因此, 可以认为在formative状态

期间, 干细胞退出了naïve状态, 并正在获得谱系分

化的能力。基于这种理论, AUSTIN团队[3,27]认为相

比于mESC, mFSC更容易进行谱系分化和定向诱导

分化。

由于formative状态的这种多能性特征, AUSTIN
团队[28]认为, FGF和Nodal信号通路是促进naïve状态

退出并进行谱系分化的重要因素。为了排除Wnt3
对促进胚胎向原肠胚分化的影响, AUSTIN团队[13]

在培养体系中添加了Tankyrase抑制剂XAV939培养

E5.5~E6.0的小鼠上胚层细胞, 最终成功获得了能够

稳定传代的mFSC细胞系。随后研究人员对培养体

表1   小鼠多能干细胞不同阶段的特征

Table 1   Properties of mouse pluripotent stem cells in different stages 
阶段

Stages
原始态

Naïve 
形成态

Formative
激发态

Primed

Embryonic development stage E3.5 E5.5-E6.0 E5.5-E8.0

Expression of Oct4 and Sox2 Y Y Y

Expression of naïve pluripotency genes Y P N

Expression of lineage-specific genes N N Y

Expression of early post-implantation genes — Y P

Chromatin accessibility L M H

DNA methylation L M H

X inactivation N P Y

Dependence on FGF/Erk signaling N P Y

Dependence on Nodal/Activin signaling N P Y

Formation of blastocyst chimaeras H G —

Homogeneous Y Y N

Y: 是; N: 否; —: 无; H: 高; M: 中等; L: 低; P: 部分; G: 一般。

Y: yes; N: no; —: not dected; H: high; M: middle; L: low; P: partial; G: genal.
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系进行了进一步优化, 发现细胞本身的内源性FGF
信号刺激便可满足mFSC的自我更新能力, 而且低浓

度的Activin A(3 ng/mL)即可维持mFSC的多能性, 最
终确定使用低浓度的Nodal/Activin信号刺激, 以及

对Wnt信号通路的抑制来实现从小鼠E5.5的上胚层

细胞中分离并培养mFSC。与AUSTIN提出的诱导

机制不同, WU等[12]使用小鼠E3.5的胚胎或mESC作
为诱导起点, 通过对FGF、TGF-β/Smad以及Wnt信
号通路的激活成功诱导出另一种符合formative多能

性特征的干细胞系, 即FTW-ESC。尽管两种方法有

所不同, 但是两种诱导机制均证明了FGF信号通路

和Nodal/Activin信号通路对mFSC的重要性。

3   小鼠形成态多能干细胞的多能性维持

及体内外分化能力
在mESC中, 参与多能性调控的基因主要包括

Oct4、Sox2、Nanog等, 其多能性维持主要依赖于

BMP/Smad信号通路和LIF/Stat3信号通路的调控 , 
YING等[5,29]通过研究证明了在2i/LIF的培养体系下

调控上述信号通路能够维持mESC的自我更新能

力。mEpiSC的多能性维持被证明与Activin/Nodal
信号通路和FGF信号通路有关, AUSTIN团队的研究

结果表明, FSC在多能性调控机制[23]、基因组甲基

化水平[26]、染色质可及性[30]等特征方面与mEpiSC
更为接近(图1)。在mFSC中, FGF和Activin/Nodal信
号通路对细胞的自我更新同样扮演了重要的角色。

AUSTIN在其培养体系中去掉了外源性FGF因子, 并
使用FGF受体抑制剂PD173074(0.1 μmol/L)或下游

MEK1/2受体抑制剂PD0325901(1.0 μmol/L)进行处

理后发现, 细胞无法继续维持自我更新, 证明了FGF
对mFSC多能性维持和自我更新能力的重要性。与

FGF信号通路类似, 当细胞中的Nodal信号通路被抑

制后也会导致mFSC的分化加剧。由于动物胚胎发

育过程中Nodal信号通路发挥了重要的作用[31], 为了

确保细胞不会由formative状态向原条期进一步分化, 
经过多次实验后确定了低浓度的Activin A(3 ng/mL)
可维持FSC的多能性。mFSC多能性维持对Wnt信号

通路的依赖性存在区别, AUSTIN等[13]研究发现, 在

随着胚胎发育的进行, 上胚层细胞的基因组甲基化水平和染色质可及性逐渐升高, 细胞内的基因表达特征也发生变化。naïve多能性调控基因

表达水平将逐渐降低, 胚胎早期着床后基因的表达将在formative时期达到最高, 进入到primed状态后, 谱系分化基因将开始表达。

With the embryonic development, genomic methylation and chromatin accessibility of the epiblast cells gradually increased, and gene expression of 
cells also changed. In formative stage, the amount of naive pluripotent genes decreased progressively, and the expression of early post-implantation 
genes reach the peak. As the subsequent transition to primed pluripotency, lineage differentiated genes initiated.

图1   小鼠胚胎的多能性进展过程

Fig.1   Developmental progression of pluripotency in mouse embryos

Naїve Rosette stage

Inner cell mass Epiblast
Epiblast

Naїve pluripotency Nanog, Klf4, Rex1, et al

Otx2, Fgf5, Oct6, et al

Gata4, Foxa2, T, et al

Early post-implantation genes

Lineage genes

Methylation

Chromatin accessibility

Low High

Epiblast

Formative Primed

E6.0-E8.0E5.5-E6.0E4.9-E5.0E3.5
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mFSC中只有完全抑制Wnt信号通路才能阻止其分

化。有趣的是, 在WU等[12]得到的FTW-ESC中, 虽然

与formative多能性特征极为接近, 但Wnt信号通路却

处于激活状态, 这可能由于两种诱导方法使用了不

同阶段的胚胎所致。因此, Wnt信号通路对formative
多能性维持的具体作用仍需要进一步的验证。此外, 
根据KALKAN等[32]在2019年的研究发现, PEA3家
族的e26转录因子 (E26 transformation-specific, ETS)
Etv5与naïve状态的退出有密切联系。当敲除mFSC
中Etv5和Etv4之后, 细胞虽然可以进行自我更新, 但
却无法向primed状态方向分化, 即被认为是失去了

谱系分化的能力。当mFSC中敲除胚胎着床时期具

有关键作用的基因Otx2后, 无论是FSC的自我更新

能力, 还是谱系分化能力均受到严重的影响, 表明

Otx2对FSC多能性维持发挥了重要的作用。

胚胎干细胞嵌合体形成能力是区分naïve和
primed多能性的重要标志之一。研究表明, mEpiSC
很难通过囊胚注射获得嵌合体小鼠[2,6]。研究发现, 
mFSC可以通过囊胚注射方法获得嵌合体小鼠, 但是

效率低于naïve状态的mESC。为了验证囊胚注射后

的mFSC是否恢复了naïve状态的部分特征, 研究人

员检测囊胚注射24 h后的胚胎中Oct6和Klf4的表达

情况, 结果发现, mFSC在囊胚中保留了formative多
能性特征。WU等[12]也成功使用FTW-ESC细胞进行

了嵌合体实验, 再次证实了formative状态的细胞能

够有效地贡献到嵌合体发育过程中。有趣的是, WU
等[12]还发现FTW-ESC与外胚层样细胞(epiblast like 
cell, EpiLC)类似, 能够响应BMP信号的刺激诱导

成为原始生殖样细胞(primordial germ cell-like cell, 
PGCLC)。

4   人类形成态多能性研究
1998年, THOMSON团队[33]首次从人类胚胎中

分离获得了人多能性干细胞(human pluripotent stem 
cell, hPSC), 由于其来源于囊胚, 人们起初认为这便

是naïve状态的人多能性干细胞。2012年, OLEARY
等[34]通过研究证实这种来源于人ICM的细胞在多能

性方面其实更接近于小鼠的primed状态。此外, 通
过分子诱导而获得的诱导多能干细胞(induced plu-
ripotent stem cell, iPSC)也被证实与mEpiSC更为接

近[35]。直到近几年, 研究人员通过对2i/LIF培养体系

进行优化, 陆续实现了人naïve状态细胞多能性的诱

导和维持[36-37]。根据BOROVIAK等[38]提出的哺乳动

物体内多能性维持的保守特性, 在人胚胎发育过程

应当存在formative状态。基于这种假设, AUSTIN
等[13]将三种人的naïve状态细胞系, 即cR-H9EOS、
cR-Shef6和胚胎来源的HNES1置于小鼠formative培
养体系下进行诱导, 最终同样获得了具有formative
多能性基因表达特征的hFSC(human formative stem 
cell)。在WU等[12]的诱导体系中, 则使用iPSC而非

naïve hPSC作为诱导起点, 尽管FTW-iPSC的转录组

分析结果表明, 细胞的发育状态处于naïve hPSC和
primed hPSC之间, 但并不能因此将其准确定义为

formative状态的hPSC。此外, AUSTIN还成功从人

的囊胚中分离并培养出hFSC。
有关hFSC的特性还需要进一步研究。根据

TAKASHIMA等[9]提出的观点, naïve多能性细胞的

基因组和表型在灵长类动物中的稳定性要低于啮齿

动物, 因此hFSC在体外培养应更具有优势。一方面, 
由于染色质可及性及转录调控发生变化, 与naïve细
胞相比hFSC对诱导信号的反应会更加灵敏; 另一方

面, 因为formative状态细胞尚未发生谱系分化, 与
primed细胞相比, hFSC在受到特定诱导信号的刺激

后, 对诱导信号的响应更为敏感, 诱导分化的方向

也更为一致。研究表明在naïve hPSC中, 脱甲基化

的作用会对细胞印记基因造成一定的损害[39]。由于

hFSC具有较高的甲基转移酶活性, 故细胞因脱甲基

化而受到的印记损伤应当有所降低。利用这一特

性, 将hPSC重编程为naïve状态后, 迅速诱导为hFSC
能够有效减少脱甲基化造成的印记损害, 也为保留

完整的印记提供了良好的基础。在接下来的研究中, 
无论是从人胚胎ICM中直接诱导获得hFSC, 还是利

用体细胞进行重编程而获得hFSC, 都将是研究人员

关注的干细胞研究重点之一。

5   讨论与展望
自AUSTIN和KALKAN首次提出formative状态

以来[3] , 越来越多的研究证明, naïve和primed状态中

间存在formative状态[12-13,40]。虽然在FSC中, Oct4和
Sox2基因对于多能性维持和自我更新发挥了关键的

作用, 但是在转录因子的精准调控下, 细胞在染色质

开放程度[30]、甲基化水平[26]和谱系分化[22]方面体现

出了不同的特征。FSC为更好地理解胚胎发育过程

中谱系分化的起始提供了良好的研究模型, 而在此
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之前, 无论是naïve和primed状态, 还是诱导分化形成

PGC前的EpiLC, 都无法像FSC一样对分化信号产生

敏感的反应。利用formative状态的这一特点, 通过对

中胚层或内胚层转录因子的调控, 为实现向中/内胚

层进行定向诱导提供了更有效的思路和方案。

随着FSC细胞系的获得, 关于formative多能性

的研究将进入了一个新的阶段。与naïve和primed
状态的细胞相比, FSC在多能性维持机制和诱导方

案等方面的研究仅仅是刚刚开始, 今后仍然需要更

多、更深入的研究精准地阐明其调控机制。比如, 
在FSC的自我更新维持方面, 虽然已有的研究证明, 
Etv4、Etv5以及Otx2是不可或缺的因素[25,32], 但这3
个基因在多能性调控网络中, 与Oct4、Sox2的相互

作用应当进一步阐明; 另外, AUSTIN和WU提出的

两种不同的诱导方案, 最终都得到了具有formative
多能性特征的细胞, 而对两种诱导方案中的不同之

处进行更深入的探讨将有助于我们理解胚胎发育的

具体机制。此外, 已有的研究表明, 可以通过诱导手

段实现由primed状态向naïve状态的重编程转换, 而
这种转换能否也存在于formative状态, 值得我们去

深入研究。总之, formative已为我们打开了理解胚

胎发育过程中谱系分化起始的大门, 在体外培养条

件下有助于人们将多能干细胞定向分化为具有特定

功能的细胞。
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