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Abstract
誗 Induced pluripotent stem cells ( iPSCs ) are
reprogrammed through transduction of exogenous
transcription factors, into somatic cells, reprogramming
the somatic cells to embryonic stem cells- like cells with
potencies of unlimited proliferation and pluripotent
differentiation. This technology is a milestone in the field
of regenerative medicine, and many related studies have
been made these years. In the development of iPSCs
technology, we have achieved a lot of progress; these
will lay a foundation of cell therapy. Meanwhile, the
successfully reprogrammed human somatic stem cells
and good results in the study of animal models have been
achieved. This article aims to emphasize the development
of iPSCs in Ophthalmology.
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摘要
可诱导多能干细胞(induced pluripotent stem cells,iPSC)是
由体细胞或成体细胞重编程转化而来,这项技术引起了学
术界空前的关注,越来越多的相关研究随之开展。 它是通
过人工方法将适当的外源性转录因子导入体细胞或成体
干细胞,使之转化为具有无限增殖潜能和定向分化能力、
类似于胚胎干细胞的一类干细胞。 在不断探索发展多能
干细胞培养转化技术的过程中,已经取得不少突破性的进
展,这为将来细胞移植成为临床治疗方法奠定了基础。 同
时各种研究成功诱导出类似人体细胞的干细胞,并在动物
实验中得到乐观的结果。 我们主要探讨 iPSC 在眼科疾病
方面的研究进展。
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0 引言

摇 摇 1998 年 Thomson 等[1]从人类胚胎中分离并分化出胚
胎干细胞(embryonic stem cell,ESCs)引起了广泛的关注,
这项发现预示着细胞分化为机体各个部分的各种潜能,对
于细胞或组织的替换疗法提出了可能的基础,意味着人类
对于由疾病和创伤所造成的功能丧失和机体功能退化性
改变将有可能给予治疗,但是 ESCs 的研究却因为伦理方
面的顾虑以及移植后出现的组织免疫排斥[2]而受到阻碍。
幸运的是,这一现象因 Yamanaka 及其团队的重要发现而
出现了转机,他们成功地将机体细胞通过特定的转录因子
(Oct4,Sox2,Klf4 和 c-Myc),经病毒诱导将鼠成纤维细胞
转化成了多能细胞[3-5],这一突破性发现将干细胞研究带
入了一个新领域。 我们就可诱导多能干细胞 ( induced
pluripotent stem cells,iPSC)在眼科方面的研究进展进行综述。
1 诱导多能干细胞的探索过程
摇 摇 2007 年,Yamanaka 的团队和 Thomson 的团队成功利
用 Oct4,Sox2,c-Myc,Klf4 和 Oct4,Sox2,Nanog,Lin28 先后
将人的体细胞重编程为多能细胞[6-8]。 这些 iPSCs 在形
态、多能性、基因表达和基因形态方面都与 ESCs 相似,对
临床和实验室疾病模型的建立提供了新的可能性。
摇 摇 iPSCs 重编转化过程的各个环节,包括转录因子、载
体、靶细胞、细胞培养诱导等所有环节都在不断研究和优
化,从最初 4 个经典的转录因子(Oct4,Sox2,Klf4 和 c-Myc),
到后来发现在一定情况下其中的某些转录因子可以被调
整或替代,如在大鼠成纤维细胞转录过程中,可以用 Sox1
或 Sox3 替代 Sox2,还可以用 Klf2 替换 Klf4 等[9]。 又如在
人成纤维细胞转化为 iPSCs 过程中,若没有 c-Myc 转录因
子参与,也能获得成功,说明 c-Myc 不是人成纤维细胞转
录过程中的必需转录因子[10]。 再者,一些小分子物质,如
丙戊酸及具有组蛋白甲基转移酶抑制作用的 BIX01294 可
明显增加 4 种转录因子的转录成功率[9];天然小分子脂肪
酸———丁酸盐可以激发内源性多潜能的相关基因表达,使
人成纤维细胞重编转化效率提高百倍[11]。 这些发现提示
可以用小分子物质替代 4 种转录因子以诱导细胞的的重
编程,但现在还不能定论。
摇 摇 转录因子载体的选择同样也不断涌现新发现,从最初
使用反转录病毒载体,到后来使用慢病毒载体 Lentivirus
和腺相关病毒载体等,这些载体都能确保细胞重编程转化
过程所需的足够时间内高效表达转录因子。 但是,这些病
毒载体可能改变细胞分化潜能,甚至增加癌变的风险。 因
此,科学家们不断尝试,试图改进这方面技术,如采用重组
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腺病毒载体、质粒等[12,13]。 但是这些非整合病毒和非病
毒载体也存在不少弊端,如重编转录率低、有的残留载体
序列或不能在人体细胞中使用。
摇 摇 除了转录因子和载体,靶细胞的选择和细胞培养环境
等因素在整个 iPSCs 转化过程中同样非常重要。 研究发
现除了成纤维细胞外,还发现多种体细胞,如造血细胞、骨
髓间质细胞、神经前体细胞等,均可被重编程转化为
iPSC[9]。 总之,目前为止对整个 iPSCs 的诱导转录过程还
在不断探索中,仍有许多疑问有待解答。
2 诱导多能干细胞在治疗疾病方面的发展潜能
摇 摇 2009 年先后三个实验团队在 iPSCs 的培育技术方面
得到突破性进展,成功通过鼠 iPSCs 诱导培育出成年
鼠[14-16]。 其中,我国周琪和他的研究团队是最早发表这
项研究成果的,在周的研究中,他们从鼠成纤维胚胎中提
取出 37 个鼠 iPSC 链,这些链中大多可以培育发展为可以
种系遗传的鼠,并且有 3 条链可以培育出存活的后代小
鼠。 这项研究最大的发现之一就是,对于从鼠 iPSC 链中
培育出鼠胚胎的技术给予了巨大发展。 许多动物实验在
小鼠模型上证明,一些人类疾病可以通过 iPSCs 的移植治
疗方法获得乐观的效果[17,18]。 并且,越来越多的人类疾
病多能干细胞已经被培育出来[19-21],这些疾病模型的建
立无疑对于许多疾病的研究提供更广阔的平台,对新疗法
的研究探索也有着积极作用,为最终移植 iPSCs 技术从实
验室走向临床打下坚实基础。 现在,人 iPSC 已经被培育
出来,虽然培育率比较低[22,23],但是这依然是一个鼓舞人
心的进展。 不少致力于 iPSCs 技术发展的研究在不断开
展,并取得了许多新发现,比如发现含氧量低的环境可以
明显提高非病毒诱导 iPSC 的培养效率[24],同时也使端粒
酶的活性增加[25];维生素 C 可以增强人或鼠的体细胞诱
导效率[26]等。
摇 摇 上述研究结果提示,iPSCs 具有多能性和巨大的发展
潜能,又没有伦理道德问题和异体移植免疫排斥的现象,
这对于研究从 iPSC 培育而来的细胞和组织的功能、基因
遗传稳定性的研究和治疗人类疾病提供了新的信息。
3 诱导多能干细胞在眼科方面的研究
3. 1 在视网膜中的研究 摇 在眼科疾病中,年龄相关性退
化、糖尿病、基因遗传所致的视网膜退化可造成大于 50%
的致盲率[27]。 视网膜功能退化会造成视力丧失,其原因
在于神经传导通路上的神经细胞死亡,即光感受器死亡。
光感受器受光子的激发,而不依赖传入神经元突触的传导
激发,所以细胞替换技术只需提供一条传出通路与临近的
视网膜二级神经元连接,就可以理论上重建视路。 而其他
的中枢神经系统中(CNS)疾病,都需要建立传入和传出两
条神经通路才得以达到效果,所以说神经干细胞替换移植
非常适用于光感受器的修复。
摇 摇 活体外,iPSCs 已经成功分化成视网膜细胞[28,29],与
人类光感受器细胞功能相似的细胞也已经可以从 iPSCs
分化得到[30,31]。 在视网膜退化疾病中,从患者自身提取
的 iPSCs 可以作为替换治疗的手段,纠正基因缺陷并且阻
止视网膜细胞的进一步退化。 由 iPSC 诱导转换而来的
RPE 在营养不良小鼠实验中发现有保护作用[32]。 2010 年
美国公司 Advanced Cell Technology (ACT)宣称,他们得到
了玉/ 域期临床医疗准许,在 Stargardt 患者身上用 ESCs 替
换视网膜色素上皮(RPE)。 在这个治疗过程中,主要是把
RPE 替换掉,重建光感受器功能或者是阻止光感受器的

进一步损失。 然而,一旦光感受器已经退化,治疗时就必
须再包括重诱导感光细胞,这对于视网膜干细胞移植疗法
在光感受器细胞大量退化的情况下,是一个巨大的挑战。
摇 摇 在最理想的发展理念中,移植治疗过程需避免恶性分
化的倾向以及免疫方面的问题。 就这两点而言,iPSCs 在
多能性和低分化方面与 ESCs 存在差别,同时表现出巨大
的神经元分化能力[33]。 因为,iPSCs 来源于患者,会把潜
在的致癌基因筛除,这样避免使用基因和转染媒介也就避
免了不可控制的分化[34],肿瘤的形成几率也就减少了。
美国的一个实验组在体外实验再次验证了这一观点[35],
他们提取一位视网膜回旋型萎缩患者的 iPSCs,随后通过
药理学作用和修复目标基因两种方法,分别在体外成功使
这位患者功能受损的 RPE 得到修复。 除此之外,对于治
疗方法来说,iPSC 自体同源的细胞来源丰富,不需要依靠
动物器官等辅助治疗,低分子复合物就可以使 iPSCs 诱导
成为 RPE 和光感受器细胞[36]。
摇 摇 虽然 iPSCs 有许多优势,但某些问题和困难也摆在我
们面前。 人 iPSCs 可以转化适用于眼和视网膜各主要阶
段的特征要求[37],但是这都必须遵循视网膜发展的时间
规律[38]。 若是在不清楚细胞发展趋势的情况下,将会对
诱导未成熟细胞进入视网膜组织产生困难。 因此,必须了
解各个细胞周期转化的规律,明确转化关键点,这对于将
来预知植入时间点非常重要。 熟知 iPSCs 分化为视网膜
的过程和时间段,也有助于临床药物研究和重建视网膜的
相关研究,并让我们更了解人视网膜的发展过程。 因为有
研究显示,在小鼠视网膜发育的一个特定阶段得到的细
胞,可以转化为成年鼠的视网膜组织[39]。 除此之外,人
iPSCs 各链在调节基因 Pax6 表达的早期各不相同[40],Pax6
的表达对视网膜的发展起到重要作用,所以其高度表达将
会增加视网膜细胞的数量,但是其它研究关于 iPSCs 链的
表达却发现视网膜细胞和视神经细胞的生成数量有所减
少[32],这说明现有技术还不成熟,所获得的结果存在
偏差。
3. 2 在角膜中的研究摇 角膜对于视力至关重要,角膜缘上
皮干细胞不断提供角膜上皮细胞,以维持角膜的功能和状
态,角膜上皮干细胞的异常会引起角膜的许多疾病,并最
终导致患者视力受损甚至丧失。 现有的角膜移植手术,由
于角膜来源匮乏而无法大规模开展,只有极少数患者可以
接受治疗。 在发现 ESCs 后,许多实验均成功将鼠 ESCs 诱
导转化成角膜上皮细胞,但是由于伦理问题,进一步研究
受到阻碍,现在 iPSCs 的问世打破了这个僵局。 如果
iPSCs 诱导而来的人角膜上皮干细胞顺利移植到受损的人
角膜上,那将给全世界许多因角膜病致盲的人带来光明。
摇 摇 不少研究员致力于研究 iPSCs 转化为角膜上皮细胞,
并获得了成功[8]。 从人的头发组织中提取培养出 iPSCs,
并最终分化成类似角膜上皮的成熟细胞,85%的角膜 miR-
450b-5p 和 miR-184 在分化期都明显增多了,说明 iPSCs
培养分化而来的角膜上皮细胞和成人角膜细胞存在高度
相似性[41]。 最近有实验将人羊膜基底膜成分提取,并诱
导转化为多能干细胞,说明人 iPSCs 可以诱导转化为眼部
组织,包括角膜上皮[42]。 同时还有实验从多方面验证了
iPSC 在角膜病方面存在的巨大潜能,将 iPSCs 诱导转化而
来的上皮细胞移植到小鼠角膜上,观察其各层变化,经过
培养和密切观察,发现细胞早期外胚层的阳性标记物 K18
和 K14,基底层内发现了高度表达的 p63 和 K15,这些分

692

国际眼科杂志摇 2013 年 2 月摇 第 13 卷摇 第 2 期摇 www. ies. net. cn
电话:029鄄82245172摇 摇 82210956摇 摇 电子信箱:IJO. 2000@ 163. com



层的角膜上皮各层观察结果证明此方法可以获得极化的
分层细胞层[43]。 但是,不同的人角膜缘上皮干细胞有不
同的表型,比如在细胞大小和长度上有区别,因此这方面
的问题需进一步研究。
3. 3 在晶状体中的研究摇 白内障作为全世界主要的致盲
原因之一,由于缺乏合适的动物模型和人晶状体的培植技
术,相关研究受到巨大限制。 然而,近年来的人 ESCs 和
iPSCs 的研究在晶状体研究领域提供了新的研究方向。 已
有研究成功从人 ESCs 中分化出大量的晶状体祖细胞,并
由此再分化出晶状小体[44]。 其次,在体外研究晶状小体
过程中,许多信号通路和影响因子被确定出[45],这些研究
都预示着从人 ESCs 提出的晶状体细胞的过程,可以尝试
用于从白内障患者的细胞中提取 iPSCs,并用于晶状体分
化和白内障病理机制的研究[46]。 如果这一研究得以进一
步深化,那么将会给我们提供源源不断的晶状体细胞,用
于研究晶状体相关的分子机制和相关疾病的病理研究,最
终会给人类带来福音。
4 诱导多能干细胞技术发展面临的困难
摇 摇 虽然,经过许多科学家的共同努力,我们已经在 iPSC
领域取得了许多成就,但仍有更多的问题摆在我们面前。
iPSC 目前面临的最大困难在于技术上的不成熟,早前不
少相关研究就遇到这样一个问题,无法从 iPSC 中培育出
能独立生存的后代[47]。 进一步的研究发现, iPSCs 与
ESCs 之间还是存在一定差别的[48],这说明细胞直接转录
对于诱导分化细胞转录为多能细胞是不合适的。 除此之
外,人与鼠的 iPSCs 之间很可能也存在差别,比如鼠 iPSCs
形成胎骶尾部畸胎瘤的可能性要远高于人 iPSCs。 虽然通
过四倍体补偿技术培育小鼠,让一些 iPSCs 成为多能性干
细胞的可行性提供了确切的证明,但在机体细胞核转化领
域中[49],为什么仅有一小部分分化型机体细胞可以被转
录为多能细胞,这仍是未来需要探索的问题。 目前看来,
这个问题存在两方面可能性,一方面可能与诱导内生多能
细胞转化网络的适应性及空间反应有关;另一方面,也可
能与各种外源限制有关,这种外源限制对于来源机体细胞
的染色体标记非常重要。 这些疑问和可能性,都有待于将
来更加深入的研究。
5 结语
摇 摇 iPSCs 技术在人类再生医学方面起到了革命性转折的
标志作用,他提供了许多有价值的人类再生细胞模型,这
在研究人类基因工程领域有重大意义。 同时,iPSCs 避免
了移植后的免疫排斥问题,这是 ESCs 面临的、目前为止无
法攻克的障碍。 所以,iPSCs 对于一些目前不明原因的机
体组织退化疾病,预示着一种可能的全新治疗方法。
摇 摇 但是,目前还没有可靠信息证明在移植后 ESCs 和
iPSCs 的潜能以及他们的分化后发展情况。 除此之外,他
们的特定组织分化能力和功能细胞的最佳应用在人类
ESC 分化的研究还没有得到证明。 在动物实验中获得的
结果是否同样能体现在人体身上,因为动物与人无论在解
剖结构、生理、对于疾病和创伤的反应以及临床反应,都存
在明显差别,这些差别限制了小鼠实验对于人类可能反应
的效果评估。 大型哺乳动物模型在解剖、生理和病理方面
都与人类相对接近,现在已经有陆续有关狒狒和恒河猴
iPSC 的研究已经开展,但是这仅仅只是开始,在移植替换
细胞或组织成为临床治疗手段之前,需要探索的道路还很
漫长。
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