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诱导性多能干细胞研究进展及其在帕金森病中的应用
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中南大学湘雅医院神经内科!湖南省长沙市;$"%%%!

摘;要!#%%& 年 H,W,6,L6-小组将 $ 种转录因子导入小鼠成纤维细胞$令其重编程为具有胚胎干细胞特性的诱导性多能

干细胞!->Y 细胞# $该成果开启了干细胞研究的新篇章% 近年$研究者们就如何提高体细胞重编程效率及安全性$进而推

动 ->Y 细胞在临床领域的应用$展开了广泛研究% 应用 ->Y 细胞作为细胞移植供体已成为帕金森病细胞移植治疗研究的

新热点$而帕金森病患者特异性 ->Y 细胞的获取更为研究帕金森病发病机制'新药筛选及疗效评估提供了新工具%

关键词!诱导性多能干细胞"帕金森病"细胞移植"治疗

;;帕金森病是一种常见的中老年神经变性疾 病$为中脑黑质 (纹状体内的多巴胺能神经元选择

):<<)
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性丢失$导致多巴胺分泌减少$引起慢性进展性的

运动功能障碍% 由于变性的多巴胺能神经元位置

局限$解剖位置清楚$过去人们多尝试用神经干细

胞'胚胎干细胞等细胞移植方法补充丢失的多巴胺

能神经元$试图达到阻止病程进展或逆转疾病的目

的% 但该种方法应用的细胞来源有限$且涉及社会

伦理问题$从而限制了其进一步应用% 在此背景

下$诱导多能干细胞技术则应运而生% 诱导多能干

细胞技术是指通过分子水平的技术处理$使已完成

分化的各类型细胞发生 -逆转 . $重新恢复为原来

的具有多向分化潜能的多能干细胞$这种新获得的

多能干细胞被称之为诱导性多能干细胞 ! -8UV7KU

T.VM-T5/K8/L/K+7K..$ ->Y 细胞# % 它不仅为帕金森病

细胞移植提供了新的'更优良的细胞来源$与此同

时$由帕金森病患者体细胞重编程而来的 ->Y 细胞

的诞生也为研究帕金森病发病机制'药物筛选提供

了新工具% 本文就诱导性多能干细胞技术的进展

及其在帕金森病中的应用进行综述%

!B诱导性多能干细胞的诞生

多能干细胞是指有能力分化为各种特殊类型

细胞的细胞$在特定条件下$可诱导其定向分化为

特定类型干细胞$并最终分化为目的细胞$从而用

于移植替代治疗$其在再生医学领域的应用十分广

泛% 但为获取多能干细胞或健康的各类型干细胞$

通常需要从异体甚至胚胎取材$该问题一度饱受争

议$阻碍了它的进一步研究% 科学家们转而致力于

通过其它手段获取多能干细胞%

在胚胎干细胞 ! K+NM458-7L/K+ 7K..$ *YE#逐步

分化为体细胞的过程中$尽管前者逐渐丧失其全能

性$不再具有发育成其它类型体细胞的能力$然

而$若能通过某些处理$令这些体细胞的 -记忆.消

除$则可使其生长和发育程序逆转$最终恢复到原

来的多能状态$这个过程我们称之为体细胞重编

程% 过去已有的体细胞重编程方法包括&

(

将体细

胞核移植入卵母细胞$利用卵母细胞胞质中的全能

物质令核发生重编程"

)

体细胞与胚胎干细胞融

合$利用胚胎干细胞的全能物质实现核的重编程"

*

将体细胞与多能干细胞抽提物共孵育以实现重

编程*"+

%

上述体细胞重编程方法均为通过多能干细胞

的参与$开启体细胞重编程 -程序 . $于是 H,W,6,L6-

小组猜想多能干细胞中可能有一些特异性因子与

维持 *Y 细胞全能状态密切相关% #%%& 年至 #%%)

年$H,W,6,L6-小组筛选出 #$ 个全能相关性候选因

子进行排列组合测试$并确定其中 I7/$ ' Y5\# 'i.1'

79=47四种因子为诱导体细胞重编程所必须*#$ :+

%

他们先后通过逆转录病毒将 I7/$ ' Y5\# ' 79=47'

i.1$ 四种因子导入小鼠和人成纤维细胞$并通过筛

选最终获得一些具有胚胎干细胞特性的细胞$称为

->Y 细胞% 该技术只需要特异性转录因子的导入$

便可诱导完成体细胞重编程$具有简单'易操作'

无需破坏胚胎等优点$这一里程碑式的研究成果将

体细胞重编程的研究方向转入新的阶段$开启了体

细胞重编程的新纪元% 在随后几年内$众多实验室

先后尝试将不同转录因子组合导入体细胞$以提高

重编程效率$提升重编程安全性% 皮肤成纤维细

胞'造血细胞'P淋巴细胞'神经干细胞'肝细胞甚

至乳腺肿瘤细胞等相继被重编程为 ->Y 细胞*$+

$这

说明具备重编程能力的细胞不局限于特定的组织

来源及特定分化阶段$当然$不同来源或不同发育

阶段的细胞重编程为 ->Y 细胞的难易程度不同'所

需转录因子组合不同$效率也不同%

此外$从患有某种基因相关性疾病的患者身上

提取体细胞进行重编程$将产生的 ->Y 细胞在体外

培养'扩增$可建立稳定的疾病特异性 ->Y 细胞系$

其保留了患者身上特有的基因组学特征$为研究疾

病的发病机制'筛选新药提供了方便% 迄今$帕金

森病'亨廷顿病'腺苷脱氨酶严重复合型免疫缺陷

病'唐氏综合征'青少年 " 型糖尿病'肌萎缩侧索

硬化症'杜氏肌营养不良症等疾病特异性 ->Y 细胞

已先后产生*<9)+

%

CB1FH细胞的特性

->Y 细胞是否完全等同于 *Y 细胞呢, 这个问

题对于 ->Y 是否能真正应用于临床至关重要% 首

先$->Y 细胞与 *Y 细胞在染色体组型'基因表达及

分化模式方面非常相似$大量实验资料显示 ->Y 细

胞在克隆形态'生长特性'表面标志物'基因表达

模式'表观遗传学特征等方面与 *Y 细胞具有较高

相似度% 第二$将 ->Y 细胞注入免疫缺陷小鼠皮

下$可形成包含所有三个胚层组分的畸胎瘤"注入

二倍体囊胚后会形成嵌合体小鼠*#+

$这说明与胚胎

干细胞一样$->Y 细胞可分化为所有 : 个胚层 !内'

中'外胚层 # 以及三个胚层来源的所有细胞% 第

三$->Y 细胞也具有无限的自我更新能力$能够维

持数量上的稳定$为建立 ->Y 细胞系与移植提供了

可能% 而较之 *Y 细胞$->Y 细胞更有其独特优势$

)$<<)
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如来源丰富$且利用自体细胞重编程获得的 ->Y 细

胞进行细胞移植$可以避免个体'种属差异所致的

免疫排斥问题% ->Y 细胞上述特性为细胞移植治疗

开辟了新天地%

当然微观生物学检测提示 ->Y 细胞与 *Y 细胞

并非完全一样$这些微小差异可能一方面为体细胞

重编程效率低下的原因$另一方面导致了细胞异常

增殖'肿瘤形成这一结果$这将限制其临床应用研

究的推进$因此了解体细胞重编程的具体机制及微

观调控非常重要*!+

% 为了在保证重编程效率与降

低风险两者中寻找平衡$科学家们作出了以下尝

试%

DB体细胞重编程的关键问题

DE!B提高 1FH细胞诱导效率

目前$提高 ->Y 细胞诱导效率的方法包括&

(

在诱导体系中加入化学物质$如 @-8S小组利用

I7/$ 和 i.1$ 诱导神经干细胞重编程时加入 PGd9

%"#'$ !C',组蛋白甲基转移酶抑制剂 # %

)

调控

某些基因的表达$如 +-F9"%&,9:&: 簇及 +-F9:%#9

:&) 的表达可提高小鼠体细胞重编程效率$ T<: 基

因表达的下调可提高细胞重编程效率%

*

改进诱

导方法$如在诱导体系中加入 Yb$% 大 H抗原$可

使诱导效率提高 #: m)% 倍%

+

在许多体细胞分化

过程中$抗重编程'肿瘤抑制机制被激活$是重编

程效率低下的原因之一$因此$通过增强对抗重编

程将提高重编程的效率%

DECB改进 1FH细胞的诱导方法

特异性转录因子的导入需要载体的帮助% 常

用的载体为逆转录病毒'慢病毒*'$ "%+

% 随着特异性

转录因子的导入$上述病毒也会整合入宿主细胞原

基因组$成为安全隐患% 因此$优化载体也是 ->Y

细胞研究的热点% Y/,U/1K.U 等*""+ 利用非整合性腺

病毒作为载体$可以解决病毒基因整合入宿主细胞

基因组的问题$但与整合性病毒载体比较$其介导

的重编程效率有所降低% 转座子*"#+ 介导体系同样

获得了成功$而 T-SS4P,7转座子诱导体系的重编

程效率与逆转录病毒诱导体系相当%

->Y 细胞诱导方法需要改进的另一方面是特异

性转录因子的简化% 前文已提及特异性转录因子

插入宿主细胞的潜在风险% 后续研究表明通过加

入一些化学物质可以取代或减少外源性转录因子

加入的个数$且极大的提高重编程效率$如 PGd'

P,4与 I7/$ ' i.1$ 组合$可以代替 Y5\

*":+

% Y5.U8KM

等*"$+应用多西环素!@Id#介导的携有 .5\>剪切位

点的慢病毒载体$将四种特异性转录因子导入 >@

患者的成纤维细胞$成功获取 ->Y 细胞后$利用 EMK

重组酶剪切外源 @hO$获得了无转录因子整合的

->Y 细胞%

"B1FH细胞在帕金森病中的应用

帕金森病是一种以中脑黑质 (纹状体内多巴

胺能神经元选择性丢失为特征的中枢神经系统退

行性疾病% 细胞移植治疗将多巴胺能神经元植入

黑质纹状体$旨在达到神经再生$即在移植部位重

建神经环路$恢复多巴胺能神经元的生理功能*$+

%

过去对细胞移植治疗的研究已经有了一定积累&将

胎儿中脑多巴胺能神经元植入帕金森病患者的双

盲实验中$患者的运动障碍明显改善$尽管术后

<)_的患者仍出现了运动并发症*"<$ "&+

"将人胚胎

干细胞衍生的多巴胺能神经元植入 >@大鼠'小鼠

模型$同样获得了一定疗效% 但是获取上述两种细

胞均需破坏胚胎$取之有限$且有违社会伦理% 人

诱导性多能干细胞 ! 6V+,8 -8UV7KU T.VM-T5/K8/L/K+

7K..$ 6->Y 细胞#的诞生为细胞移植提供了更优良

的供源$它取材方便$可在体外建立稳定的 ->Y 细

胞系$若从患者自身体细胞重编程得到 ->Y 细胞$

更能避免个体差异造成的移植后免疫排斥反应$是

进行细胞移植的良好材料*<$ ")+

%

当然$->Y 细胞应用于 >@细胞移植治疗的研究

尚处于起步阶段$许多问题有待解决$例如如何高

效的将 ->Y 细胞定向分化为多巴胺能神经元$多巴

胺能神经元的纯化'培养% 过去$X[,8S等*"!+和 H,9

W,6,L6-

*$+总结了多种诱导 *Y 细胞定向分化为多巴

胺能神经元的方法$通过优化培养条件'修饰基

因'调节胞内信号转导可以进一步提高分化效率%

目前$多个实验室采用与以上诱导 *Y 细胞定向分

化的方法在体外将 ->Y 细胞也诱导为多巴胺能神

经元%

->Y 细胞移植的在体研究也取得了一定进展%

JKM8-S等*")+将 ->Y 细胞悬浮培养形成拟胚体$通过

无血清培养基筛选得到了大量神经上皮样细胞$这

些细胞不仅具有神经前体细胞的典型形态$还均匀

表达神经干细胞的表面标志物 8KL/-8' Y5\# 和 PM8#

等$将 ->Y 细胞来源的神经前体细胞亚克隆移植入

处于胚胎期 ":2< m"$2< U 的鼠胚侧脑室$在分娩

后的 " m' 周内对其进行动态观测$可见它们广泛

迁移到大脑各个区域$分化成如谷氨酸能'

'

9氨基

)<<<)
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丁酸能'酪氨酸羟化酶阳性的儿茶酚胺能等各型神

经细胞$与周围的神经细胞形成广泛的突触联系$

并检测到自发动作电位"若这些 ->Y 衍生的神经前

体细胞在添加 Y66'DCD! 的培养基中继续培养$可

最终分化为
&

9GGG9/VNV.-8

?

'HX

?

$且携带中脑多巴

胺能神经元标志物 *h" '>-/\: 'hVMM" 的神经元$将

这些多巴胺能样神经元植入 >@大鼠模型的纹状

体$可明显改善大鼠的偏侧旋转运动$但可能一方

面由于植入前未将部分未分化的 ->Y 细胞筛除干

净$另一方面由于外源性转录因子的插入$形态学

随访检测到脑组织内有畸胎瘤形成% 针对这一问

题$JKM8-S等*")+ 应用 DOEY 流式细胞术将 YY*O"

?

细胞剔除后$再植入动物模型$结果 ! 周后未观察

到畸胎瘤形成% E6,8S等*"'+通过 @XO下调 *Y 细胞

多能性因子 I7/$ '79=47的表达能够抑制移植后畸

胎瘤的形成$同时$通过激活 hVMM" 基因及 hVMM" 相

关通路可促进 ->Y 细胞向 HX?细胞分化'提高多

巴胺能神经元移植后的存活率$能够上调神经保护

性基因 ! P7.9# 'P7.9\.'P@hD及 C@hD# $并能减少

=>H>诱导的神经前体细胞凋亡%

X,MSVL等*#%+从帕金森病患者体细胞重编程得

到了无外源性转录因子插入的 6->Y 细胞$并植入

>@大鼠模型% 植入的 6->Y 细胞 <%_衍生了 HX阳

性和 CGFi# 阳性的多巴胺能样神经元$但未见黑

质9O' 多巴胺能神经前体细胞标志物 DIdO# 阳性

的细胞$而帕金森病患者丢失的即黑质9O' 多巴胺

能神经元$研究表明其在植入纹状体后存活率最

好*#"$ ##+

% 该实验进行至 "& 周时$>@大鼠的运动功

能障碍明显减轻$但未见完全缓解的个体% 由于这

种从帕金森病患者身上获取的 ->Y 细胞可能仍然

携带 >@致病基因$猜测移植后可能再次出现多巴

胺能神经元变性丢失*#'+

% 不过本实验中未检测到

任何神经退行性变的组织形态学变化%

Yp876K]9@,8yL等*#:+通过使 ->Y 细胞衍生的神经

前体细胞中 B=d"O过表达$诱导其分化得到的多

巴胺能神经元从细胞标志物'生理学特性以及植入

术后生存率和整合到纹状体的能力来看$与黑质9

O' 多巴胺能神经元几乎一样% 这种经改善的诱导

方法使 ->Y 细胞应用于细胞移植治疗更接近现实%

另外$从 >@患者自体细胞重编程而来的 >@患

者特异性 ->Y 细胞可以完全复制某个帕金森病患

者的基因模式$即携带患者个体中与该疾病相关的

全部遗传信息$建立真正意义上的 >@模型$它为

研究帕金森病内在发病机制提供了良好平台$并可

用于 >@药物的筛选及疗效评估*"$+

%

#%"" 年有 # 组实验室在这方面取得了成果&

hSV4K8 等*#$+获取了携带 BFFi# 基因 T2C#%"' Y 突

变的 >@患者特异性 ->Y 细胞$并发现该 ->Y 细胞分

化而来的多巴胺能神经元的氧化应激基因及突触

核蛋白基因表达增多$并且对过氧化氢'=C9":# '

&9IX9@O等刺激更敏感"@KR-8K等*#<+ 获取了携带

%

9L48V7.K-8! YhEO# 三拷贝基因的 >@患者特异性

->Y 细胞$并最终分化为多巴胺能神经元$其中
%

9

L48V7.K-8 的表达是对照组的 # 倍%

KB展望

->Y 细胞的问世在干细胞'再生医学领域具有

程碑式的意义$近年来$对 ->Y 细胞的研究取得了

很多突破性进展$获取 ->Y 细胞的体细胞重编程技

术日益革新$在不久的未来$必将应用于临床$发

挥其价值% 目前$在开展 ->Y 细胞治疗帕金森病临

床应用研究前$还有一系列问题亟待解决&

(

体细

胞重编程的分子机制'微观调控机制的研究尚未深

入$6->Y 细胞的安全应用存在不可预知的风险%

)

制备 6->Y 细胞效率偏低%

*

干细胞自我更新与分

化机制仍处于研究阶段$目前体外诱导 ->Y 细胞定

向分化为多巴胺能神经元的方法需要提升其精确

性及高效性%

+

筛选'纯化分化的多巴胺能神经

元$以防止植入后的畸胎瘤形成%

-

移植后能否长

期改善帕金森病患者症状$这一点可能以后还会结

合基因治疗$将帕金森病患者 ->Y 细胞进行基因修

饰$然后将所得的健康细胞 -回输 .患者%

.

充分

评估临床应用的安全性% 我们相信$随着体细胞重

编程技术的不断革新$->Y 细胞移植技术必将在神

经科学领域发挥更重要的作用$为帕金森等神经退

行性疾病的治疗带来新的曙光%
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