
%综
!!

述%

!!

VP4

%

!3,#0.0

$

d

,4QQ5,!./!91#+1,-3!1,-#,3--

诱导多能干细胞向表皮干细胞分化的研究进展"
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!!

&摘要'

!!

皮肤来源是烧伤及慢性创面皮损修复中亟须解决的一大问题!近年来组织工程皮肤为烧伤创

面的修复提供了新的方法!但仍未达到完全意义上的功能愈合'诱导性多能干细胞"

427&

%和胚胎干细胞"

@7A

%

在形态及功能上几近相同!为解决这一难题提供了新的思路和可能手段!且
427&

的诞生克服了
@7A

在临床应

用时涉及的移植免疫排斥与伦理道德问题!因此具有重要的临床应用价值'现就近年来
427&

向表皮干细胞转

化的研究做一综述'

&关键词'

!

诱导性多能干细胞$表皮干细胞$分化

&中图法分类号'
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N.--g,!

&文献标识码'

!
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诱导性多能干细胞!

45VY&RV

J

UYS4

J

PHR5HQHR'

&RUUQ

"

427

#是通过基因转染技术将某些转录因子导入

已分化体细胞"使已分化细胞-原始化.并具备干细胞

特性&

-33.

年日本京都大学首次成功创建
427

细

胞*

!

+

"该研究利用携带
>&H#

$

+

(

7P\-

(

A9B

X

&

和
KUW+

转录因子的
+

种逆转录病毒载体感染成纤维细胞后

经筛选获得
427

&

-33/

年
;6K6:67:M

等*

-

+研究显

示"利用此技术同样可以诱导人皮肤纤维母细胞成为

几乎与胚胎干细胞完全一样的多能干细胞&与此同

时"

Z[

等*

#

+也报道了利用
>&H#

$

+

(

7P\-

(

EI5P

)

和

<45-1

的基因组合成功使人类新生儿成纤维细胞重编

程为
427

细胞&随后国内外多家实验室利用基因导

入的方法完成了多种类型成体细胞向
427

细胞的重

编程&

427

细胞在细胞形态(生长特性(干细胞标志物

表达(

OE6

甲基化方式(基因表达谱(染色质状态(形

成嵌合体动物等方面与胚胎干!

@7

#细胞几乎完全一

致&

427

细胞具有多向分化潜能"在体内可以分化为

#

个胚层来源的所有细胞"使其成为疾病治疗种子细

胞的良好选择&经特定条件诱导
427

细胞向上皮干

细胞分化有望解决临床皮肤缺损所面临的皮源不足

的问题&本文就
427

细胞向表皮细胞分化及其在皮

损修复领域的研究做一综述&

!

!

427

细胞向表皮分化的诱导方法的研究

!,!

!

细胞培养基
!

427

细胞由体细胞经导入外源基

因重编程而来"与
@7AQ

在功能和表型上相似"具有无

限扩增和保持正常核型及生成
#

个胚层细胞的能力"

在细胞治疗中具有良好的应用前景&常规细胞培养

中多依赖动物血清及滋养层细胞"限制了干细胞的大

规模培养获取"且血清中含有的多种成分对培养细胞

的影响也难以控制"探索无血清培养体系势在必行&

李向东等*

+

+使用无血清培养基
';R7N;B!

培养复苏

的
@7AQ

"能够在体外进行长期扩增"同时维持其未分

化的干细胞潜能&目前
427

细胞培养基仍然沿用

@7A

等细胞培养基做为基础"而适宜培养
427

细胞的

特定培养基尚需要进一步探索研制&

!,"

!

细胞分化影响因子

!,",!

!

传统细胞分化影响因子
!

生长因子的种类及

数量常影响干细胞分化效率&研究常用的有
@*_

(

_̂*_

(

;*_9

)

等"这些因子都可一定程度上促进
427

细胞分化&近年在
427

细胞向表皮干细胞分化的研

究中"李勇铁等*

$

+将
427

细胞置于人羊膜上培养后部

分细胞出现整合素
)

!

和
AK!0

的表达"表明人
427

细

胞可在羊膜诱导下定向分化为表皮样干细胞"但其机

制尚不清楚&

M;>:

等*

.

+通过调整培养基成分"在诱

导
427

细胞分化为拟胚体后"经调整后的培养基!去

除
_̂*_

"添加抗坏血酸(

;*_9

)

-

及
M;796

#培养
!3V

后得到成纤维细胞及表皮样干细胞&有研究表明

AOc-

和
<*N$

的表达经
_*_-

作用明显上调"当细

胞在含
@*_

和低浓度的
_=7

培养基中培养"肠上皮

细胞的特定标记物的
'NE6

均得以表达"同时也检

测到蔗糖酶异麦芽糖酶蛋白的表达及
)

96UI9<

X

Q96'9

&I

的吸收*

/

+

"这为
427

细胞向类肠上皮细胞分化提供

一简单直接的方法&有研究通过细胞中脂质沉积以

及
A#

补体蛋白的高表达从而证实
427

细胞具有分化

为
$

型肺泡上皮细胞的潜能"他们在诱导上皮间质转

化时发现细胞暴露在博来霉素或
;*_=!

$

@*_

混合

物中时会经历表型改变包括获得间质$成纤维细胞形

态(间充质标记物上调及表面蛋白和钙黏蛋白的下

调*

1

+

&

K>O6B6

等*

0

+也证实了促分裂原活化蛋白激

酶激酶!

B@K

#(

OE6

甲基化酶!

OEB;

#及
;*_9

)

抑
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制剂可促进
427

细胞向肠上皮分化&由此可以看出"

427

细胞分化中各种因子均会影响分化过程及效率"

而在特定分化中何种因子起作用及其权重至今仍是

未知&

!,","

!

维甲酸与骨形成蛋白
+

!

维甲酸!

N6

#是与胚

胎外胚层发育相关的诱导因素"近年来发现在皮肤组

织中大量表达一种
N6

特定受体"表明
N6

也可能参

与皮肤的分化过程&骨形成蛋白
+

!

=B2+

#和
N6

均

可促进外胚层向神经分化"并已有研究证实了
=B2+

在皮肤修复中具有促愈合作用&近年的此类研究中

76<MBM

等*

!3

+对比
#

个转化诱导媒介!

_̂*_g@*_

(

N6

和毛猴素
gM=Bc

#促进
427

细胞神经分化的潜

力"经免疫荧光染色及定量实时
2AN

!

a

2AN

#分析表

明"毛猴素
gM=Bc

处理的已分化
8427

细胞的神经基

因的表达明显高于未分化细胞及其他处理组"证明经

毛猴素
gM=Bc

处理的
8427

细胞转化为神经系细胞

的效率更高&另外在眼科研究中"

<M

等*

!!

+通过
+

种

特定因子!

EP

))

45

(

=B2+

$

/

(

=_*_

(

@*_

#的组合"分

#

步影响
427

细胞分化"高效地生成晶状体上皮细胞

<@AQ

"从而为解决
<@AQ

传代不能保持原代特性的问

题提供新途径&虽然较多研究证实
N6

和
=B2+

可

促进
427

细胞的分化"但其具体机制尚需进一步

研究&

!,",#

!

其他影响因素
!

很多学者在分化体系中添加

其他特殊分子或改变细胞培养环境"明显改变了干细

胞的分化效率及分化结果&

K[7[B6

等*

!-

+发现低

氧分压可促进
427

细胞分化为血管内皮细胞%在
$D

>-

无饲养层二维分化系统中"

427

细胞分化的内皮细

胞群中带有内皮细胞钙粘蛋白和
AO#!

的细胞数增

加(动脉内皮细胞标记物及条索状结构形成"提示氧

分压在
427

细胞分化为内皮细胞过程中的重要性&

>__@E

等*

!#

+利用小鼠
427

细胞来源的泛神经祖细胞

研究神经营养生长因子促红细胞生成素!

@2>

#对细

胞的生存(增殖和神经分化的影响&在增殖培养中

@2>

!

3,!

#

#,3[

$

'<

#轻度改善细胞生存但减少细

胞增殖和神经球的形成"在分化培养中通过
)

9

%

9

微管

蛋白阳性神经元数量的增加评估
@2>

促进神经分

化"证实
@2>

抑制
427

细胞来源的神经祖细胞的自

我更新"促进其向神经分化&

"

!

427

细胞向表皮分化的基因研究

!!

427

细胞向表皮分化的实质是诱导多能性细胞内

表皮基因的表达&有文献*

!+

+查询了联合微阵列数据

库
+1/

种生长因子及受体的表达"表明
8@7

$

427

细胞

表现出昼夜节律性的抑制(早期分化标记物的非表达

及标准多能性基因的稳定表达"为
427

细胞的多能性

提供了理论支持&

=>NE6A:@6O

等*

!$

+在研究小鼠

表皮肿瘤细胞时发现"

;2.#

基因编码两个主要类型

!

;6

J

.#

和
+

E

J

.#

#之一的
+

E

J

.#

可促进
427

细胞重

编辑相关因子的表达"表明它具有可以调节小鼠表皮

肿瘤细胞的特殊干细胞特征&

A:@E

等*

!.

+在研究

427

细胞向血管内皮细胞分化时发现"

'4N!00̂

在内

皮细胞分化中表达呈渐进性增加"以
L6*!

作为靶

点"经过
7;6;#

途径引起
F@*_

的转录激活和分

泌&利用
Q8NE69'RV4IHRV

敲除
L6*!

则其在内皮细

胞分化中的调控效应消失"表明
'4N!00̂

在
427

细胞

分化为血管细胞过程中"经过调节临界的血管生成信

号的应答"扮演着一个表型转换调节器的角色&

多能干细胞由已分化细胞重编程而来"其表观遗

传背景可以影响其转录和功能性行为"

2@;N>F6

等*

!/

+比较分析
427

细胞系
4KA<33+

和
4KA<3!!

"培

养后
'4NE6

数组大约
/D

的
A

J

*

位点出现不同的甲

基化"经分析发现在细胞系
4KA<33+

克隆中"与皮肤

屏障作用成熟相关的毛透明蛋白!

;A::

#保留了一

种原始体细胞
OE6

甲基化特点"而
4KA<3!!

的

;A::

甲基化特点与人类胚胎干细胞系
KA<3#+

相

匹配&

7:6>

等*

!1

+经过比较初始
B7A

(

@7A9B7A

(

4279B7A

的
OE6

甲基化修饰得出"

4279B7A

在

OE6

甲基化修饰中保留了供者来源的差异性"即供

体表观遗传差异的组织记忆"

4279B7A

存在一些
A

J

*

位点显示显著差异"证明
4279B7A

克隆了较少的个

体变化但他们保持供体来源的表观遗传差异&

#

!

病体来源
427

细胞上皮分化及在疾病治疗中的

研究

!!

427

细胞技术的最终目的是应用于临床疾病治

疗(疾病模型制作及药物筛选等方面&在未来临床应

用中"

427

细胞的来源也必然是取自于患者自体细胞"

如成纤维细胞(外周血细胞等较为容易获取的细胞&

核重编程使患者特异性
427

细胞成为可能"因此诱导

病体来源
427

细胞分化为上皮细胞的研究尤为重要&

目前病体来源
427

细胞上皮分化仍处于实验阶段"此

技术应用于临床还为时过早"但分化获得的上皮细胞

为表皮修复提供了良好的前景&

#,!

!

糖尿病
!

糖尿病患者常发皮肤感染导致皮肤受

损"且创面恢复困难"尤以糖尿病足多见&

A:6E

等*

!0

+将
!

型糖尿病患者来源的
427

细胞诱导形成的

内皮细胞系"具有典型的内皮细胞标记物"带有结合

凝集素(乙酰化低密度脂蛋白摄取(基底膜管腔形成(

对
;E_9

(

应答的能力"在工程透明质酸或体内缺氧

条件下"可经受形态变化形成
#O

结构"且能合并至转

基因脉管系统中&

>N<>F6

等*

-3

+也得出了相同结

果"证实体细胞来源
427

细胞在体内外能分化成所有

类型内皮细胞和周皮细胞且拥有其全部功能&有研

究*

-!

+以
-

型糖尿病患者的表皮细胞为来源获得多能

干细胞"诱导的
427

细胞获得了以延长端粒和抑制衰

老相关基因
J

!$

!

MEK+̂

#$

J

!.

!

MEK+I

#基因表达以及

氧化应激信号为特征的重生的状态"为创面修复提供

了良好的种子细胞"同时以遗传特异性因子逐步引导

!包括
MF

和
*<29!

#"再分化
427

细胞成为可生产胰

$13#
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岛素的细胞子代"为糖尿病病因治疗提供可能&

#,"

!

斑秃
!

斑秃被认为是一种具有遗传性质及环境

激发因素的自身免疫性疾病"是由炎性细胞介导的器

官特异性疾病"与免疫失调相关*

--

+

"毛囊再生是斑秃

治疗中需解决的首要问题&

-3!#

年
F@N6M;A:

等*

-#

+利用人类
427

细胞在实验鼠身上成功再生了部

分毛囊"此外实验中还指出"在
-3!=/427&

系(

GO#0

427&

系和
GO;-427&

系中"

-3!=/427&

系能使毛囊

角质形成细胞的表面标记!角蛋白
!1

(角蛋白
!+

及人

肿瘤蛋白
;2.#

等#的表达明显高于其他两系&有学

者利用
:0

系人类胚胎干细胞$
427

细胞生成神经嵴

细胞"然后将其诱导为可刺激毛发生成的类毛乳头细

胞!类毛乳头细胞可表达有成熟毛乳头细胞的特征性

标志#"研究人员将这些细胞移植到免疫缺陷的裸鼠

中成功诱导了毛囊形成*

-+

+

"证实人类胚胎干细胞诱导

形成的真皮乳头与人类
427

细胞诱导形成的真皮乳

头两者诱导毛囊形成的能力相当&

-3!+

年"

Z6E*

等*

-$

+先将
>&H#

$

+

(

7P\9-

和
KUW+

转入人类皮肤成纤

维细胞中获得
427

细胞"然后将其诱导分化为毛囊隆

突部上皮干细胞"继而将诱导分化的上皮干细胞植入

免疫功能缺陷的小鼠体内再生出功能性的人类表皮

和毛囊"甚至生成了结构可识别的毛干&

#,#

!

其他
!

在其他病体研究中"

M;>:

等*

-.

+成功将

大疱性表皮松解症患者来源的
427

细胞诱导分化为

角质形成细胞并制备了
#O

皮肤结构"证实了所获得

427

细胞具有高度的多能性并能应用于皮损修复&口

腔癌治疗常导致周围组织大量的永久性的丢失"

26;@<

等*

-/

+探讨了重编程技术在口腔癌后期康复

中的应用"他们以口腔癌患者口腔上皮细胞为来源"

诱导其重编程为
427

细胞"为口腔鳞癌患者组织缺损

的再生提供了希望&

K6LMG6N6

等*

-1

+采用来自于

唐氏综合征和双胎输血综合征个体的羊水细胞重编

程为
427

细胞并诱导分化为表皮细胞"联合人的
M

型

胶原及成纤维细胞建立三维皮肤"于孕期作用于小鼠

模型"可在孕期成功覆盖胎儿脊膜膨出症!

BBA

#缺

损部位"为产前治疗
BBA

提供了一种可能&

$

!

展
!!

望

!!

利用
427

细胞技术获取表皮干细胞并应用于皮

损修复"首先要解决
427

细胞的来源问题&

427

细胞

为再生医学提供无限的细胞来源"虽然关于
427

细胞

技术的研究众多"研究者们通过采取多种措施影响诱

导过程"但其诱导效率仍然很低"且向分化体系中加

入各类因子均会不同程度的影响分化结果"目前各分

化体系中影响因子的种类仍然在继续探索中&其次"

427

细胞向表皮细胞分化的效率是制约其应用于皮损

修复的一大阻碍&

76K[N6M

等*

-0

+将小鼠
427

细胞

经
N6

和
=B2+

预培养后铺于
&

型胶原上"诱导分化

成表达
J

.#

和
K!+

的上皮细胞"然而
K!+

阳性细胞

不到
.3D

"且并未在体内外证实这种细胞能否形成上

皮组织&有研究将此类细胞与真皮成纤维细胞混合

植入裸鼠皮下形成含包囊及皮脂腺的皮肤组织*

#3

+

"但

此种诱导需形成胚胎小体"此过程中会产生大量其他

类型的细胞"必须在分化过程中进行细胞的提纯和再

次接种"很难产生临床所需的大量皮肤干细胞&另

外"

427

细胞经病毒转染外源基因导入"导入基因多为

癌相关基因"理论上获得的细胞仍存在癌性和干性的

争议&病体来源细胞的细胞质内核酸在分化过程中

积累的变异是否会影响形成的
427

细胞的细胞核内

外的核酸"并进而影响其分化为表皮干细胞的效率及

表观遗传特性"此方面的研究尚未报道"因此如何去

除供体细胞基因组外的影响因素将是后续
427

细胞

技术研究的新方向&

有学者使用单个转录因子
>A;+

暂时性转染人

皮肤角化细胞"经功能鉴定证实新分化的间充质细胞

胶原凝胶的收缩和真正的肌成纤维细胞一样有效"因

此获得特定的细胞可能不需要完全重新编程体细胞

成为
427

细胞"

>A;+

的瞬时表达足以改变人角质细

胞的分化途径*

#-

+

&日本厚生劳动省
-3!#

年正式批准

利用
427

细胞开展视网膜再生研究"在全球范围内首

获政府批准并用于临床试验&近日来日本数家制药

及化工企业首次利用
427

细胞量产血小板"这是
427

细胞走向临床的重要一步&

427

细胞技术将不止局限

在简单分化"诱导获得上皮细胞并形成皮片组织是否

能够具有正常皮肤的功能将是急需解决的一大问题"

通过诱导在不久的将来或许可以看到
427

细胞来源

的含血管的多层皮片组织产品"以用于大面积深度皮

瓣缺损的修复&自体和同种异体干细胞包括
@7AQ

和

427

细胞组织工程再生医学具有良好前景"预计不久

越来越多的产品将出现在市场上&
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ÛRP'

X

&45PS

;_*

!

!̂

#$

@*_45'YS45R45VY&RV

J

UYS4

J

PHR5HQHR'&RUU9

VRS4TRVIUTRPUISH

XJ

R

$

9U4(R&RUUQ

*

L

+

,O4WWRSR5H4IH4P5

"

-3!!

"

1-

!

-

#%

10901,

*

0

+

K>O6B6E

"

MG6>;

"

K6=@Z6;

"

RHIU,M584̂4H4P5PW

'4HP

)

R59I&H4TIHRV

J

SPHR45 (45IQR(45IQR

"

OE6 'RH8

X

U9

HSI5QWRSIQR

"

I5VHSI5QWPS'45

) )

SP̀ H8WI&HPS9̂RHI

J

SP9

'PHRQV4WWRSR5H4IH4P5PW8Y'I545VY&RV

J

UYS4

J

PHR5HQHR'

&RUUQ45HPR5HRSP&

X

HRQ

*

L

+

,OSY

)
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