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造血干细胞（hematopoietic stem cell, HSC）是一类具有

自我更新和多向分化潜能的细胞。越来越多的证据表明，从

细胞增殖、分化、自我更新及寿命等多个角度来看，HSC是一

个具有异质性特征的细胞群体［1-3］。HSC异质性的存在增加

了我们了解HSC功能及其在疾病中作用的难度。因此，本

文我们综述HSC异质性的特征、检测方法与技术、与疾病发

生的关系和在治疗中的应用，以期为全面深入认识HSC生

物学特性及未来的转化应用奠定理论基础。

一、HSC异质性

1. HSC 表型异质性：HSC 表型异质性主要表现在其纯

化方案的局限性与非特异性。自20世纪50年代FORD等［4］

发现移植的供体骨髓在致死剂量照射的受体上具有重要的

造血重建作用起，骨髓HSC的活性和功能开始受到广泛关

注。20世纪80年代，Spangrude等［5］根据细胞表面标志表达，

利用荧光激活细胞分选（fluorescent- activated cell sorting,

FACS）技术，首次从小鼠骨髓中富集得到 HSC（Thy-1loLin-

Sca-l+）。此后，其他实验室也开始用不同的表面标志组合对

HSC的纯化方法进行改良和优化。Okada等［6］于 1992年提

出经典的 c-Kit+Sca-1+Lin-（KSL）富集HSC的方案，KSL细胞

约占全骨髓有核细胞的 0.1%。至此，HSC 已可被相对富

集。但通过移植实验发现，在该群体中具有自我更新能力的

长周期HSC（LT-HSC）仅占 20%，仍是一个非常异质性的群

体，其中包括多能祖细胞（multipotent progenitor，MPP）、短周

期HSC（ST-HSC）和LT-HSC。因此，研究人员不断增添一些

附加标志以排除分化的祖细胞，降低HSC异质性。Morrison

和Weissman［7］于1994年在KSL的基础上附加Thy1.1阴性表

达，该标志在B6背景小鼠品系骨髓HSC上多不表达，即用

KSL Thy1.1-（KTSL）组合纯化小鼠HSC。接着，Krause等［8］

提出附加CD34-表达纯化小鼠HSC，即KSL CD34-；2001年

Christensen和Weissman［9］又在之前的组合上附加了Flk-2-表

达，即KSL Thy1.1loFlk-2-。CD34和Flk-2标志通常与KSL联

用，分选 LT-HSC（CD34-Flk-2- KSL）、ST-HSC（CD34+Flk-2-

KSL）和MPP（CD34+Flk-2+ KSL）。

ST-HSC 和 LT-HSC 是对 HSC 分型最经典的认识［10］。

ST-HSC和LT-HSC不仅可以从表型区分，也可从维持重建受

体的时间分型。传统对ST-HSC的定义是维持重建受体时间

在 6周左右的HSC，LT-HSC为超过 16周的HSC［11］。而Ema

等［12］建议根据粒细胞重建状态对HSC重新分类，ST-HSC定

义为可以维持重建 6个月的HSC，LT-HSC为超过 12个月的

HSC。

另外，新的 HSC 表面标志也被不断发现，如 Tie-2［13］和

Endoglin（CD105）［14］。此外，Morrison 及其同事用 SLAM 家

族，即CD150+CD244-CD48-可以将HSC富集率提高到接近

50%［15］。值得注意的是，不同品系和发育不同阶段小鼠表面

标志的表达也有变化。人类HSC的表面标志与小鼠的也不

太相同，例如，CD34表达于人的HSC上而不表达于小鼠的

HSC 上。除了表面标志，还有其他纯化方案。1996 年，

Goodell 等［16］在小鼠骨髓中发现侧群细胞（side population,

SP），即Hoechst 33342弱染的细胞，可用Hoechst 33342弱染

或拒染来富集活跃的LT-HSC，继而联用表面标志抗体染色

来提高纯化率。

2. HCS 功能异质性：HSC 在照射后受体中对免疫系统

受损受体的影响，如造血重建速度、产生成熟细胞所用时间

的长短及受体中产生的可自我更新的细胞数量存在差

异［17-19］。通常，根据HSC移植后重建受体造血的动力学特征

可将HSC进行不同分类。

Müller-Sieburg等［19］根据重建细胞淋系和髓系细胞比例

（L/M）将 HSC 分成偏髓系（My-bi）、平衡（Bala）和偏淋系

（Ly-bi）3 类。其中，L/M≤3 属于 My-bi HSC，L/M≥10 属于

Ly-bi HSC，L/M 为 4~9 即被归为 Bala HSC。在该分类模式

下，评估移植后20周以上造血重建特征，My-bi HSC在缓慢

重建淋系后可更显著重建髓系，具有更强大的自我更新能

力；Ly-bi HSC重建髓系的能力较低，仅前几个月可检测到髓

系重建，而淋系重建可持续相对长的时间。Bala HSC在重

建髓系后迅速重建淋系，且强度相近，髓系和淋系细胞比例

与正常小鼠外周血中的比例相似。Bala HSC被很多研究人

员看作是典型的HSC，因此My-bi和Ly-bi HSC被长期忽视。

Eaves及其同事根据髓系嵌合百分比相对于淋系嵌合百

分比（M/L 比率）将 HSC 分为 α、β、γ、δ。 α为淋系缺陷

（lymphoid-deficient）HSC，β为平衡（balanced）HSC，γ和δ是髓
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系缺陷（myeloid-deficient）HSC［20］。在该分类模式下，评估

移植后16周以上重建情况。M/L分类并不是简单的L/M的

倒数，因为竞争细胞的贡献也被计入M/L比率。M/L≥2为α

细胞，M/L≤0.25为γ或δ细胞。其中，当髓系嵌合超过1%时，

划分为γ细胞，小于1%时，划分为δ细胞，M/L＞0.25且＜2时

为β细胞。

基于相似依据的分类，如My-bi/Bala/Ly-bi和α/β/γ/δ分类

法，使拥有不同名称的HSC之间存在一定的交叉重叠和关

联。例如Ema等［12］发现 ST-HSC与γ细胞及Ly-bi HSC具有

高度的重叠性，揭示了各种分类法是相互补充的。另外，

Ema等［12］对目前公认的HSC检测的金标准，即具有长期（≥
16周）多系重建能力的才为HSC，也提出了质疑。他们发现

一些潜在的LT-HSC的特殊形式，并不能在移植后 4个月表

现出多系重建能力，而这些HSC的确可在较晚甚至是二次

移植后才展现出显著的多系重建能力。因此完善HSC的鉴

定标准，以更全面理解HSC是必需的。Yamamoto等［21］还发

现了直接来源于LT-HSC的具有巨核系和红系分化能力的

MyRP（myeloid repopulative progenitors），对传统造血模型也

进行了修订完善。

3. HSC定位的异质性：近年来，随着对骨髓龛研究的发

展，位于骨髓龛不同位置的HSC也被发现具有不同的特征，

这反映了由骨髓内定位所决定的HSC异质性。大多原始的

HSC 处于静息状态，Zhang 等［22］通过 DNA 标记实验发现

Brdu和H2B-GFP标记的标记滞留细胞（label-retaining cells，

LRC）主要位于骨内膜，后来证明 LRC 是一群原始的

HSC［23］。静息的HSC有更好的长期重建能力，却不能大量

补充血细胞。然而，另有研究显示大多小鼠HSC处在更加

活跃的周期［23］。Li 及Clevers［24］提出的“分区”模型可以解释

这两种相异的观点，即静息和活跃的干细胞同时存在于相同

的组织中。活跃的干细胞是待发的群体，处于更加活跃的细

胞周期，是产生血细胞的主力军；而静息的干细胞是储备的

群体，在损伤应激或病理条件下可被迅速激活以补充活跃的

干细胞。不同区域不同的信号调控维持了 HSC 不同的状

态。稳态条件下，静息HSC位于骨内膜区域，骨衬细胞提供

主要的抑制信号，如 BMP、OPN 和 sFRP1。反之，位于中央

骨髓区域的HSC，受内皮细胞、巨核细胞和CAR细胞分泌的

Wnt、FGF和SDF1刺激。正常情况下，静息HSC会代替损伤

的活跃HSC，防止活跃HSC池的枯竭及清除DNA复制过程

中累积的潜在致癌突变；相反，在一些极其特殊的情况下活

跃 HSC 也可能代替丢失或损伤的静息 HSC。Venkatraman

等［25］发现当H19-Igf2位点的基因组印记提供的表观遗传控

制被除去时，可以导致大量的静息HSC被激活。彼此互惠

的HSC群体为保持生理条件下的自我更新与损伤状态下的

自我修复提供了强大的运转机制。

一般，LT-HSC 维持在静息或缓慢的细胞周期，而 ST-

HSC则处于活跃的细胞周期［26］。换言之，从成骨龛和血管龛

结构来看，成骨龛是维持HSC处于静息状态的，即LT-HSC

主要位于骨内膜附近；而血管龛营养丰富，氧及生长因子含

量较高，促进HSC的增殖与进一步分化。另外，活跃HSC在

其分裂方式上又有不同，对称/不对称分裂控制着HSC自我

更新与分化间的平衡。同一龛中不同的生理环境可以引起

干细胞对称与不对称分裂间的转换［27］。

二、HSC异质性研究的检测方法与技术

1. 流式细胞术：流式细胞术分选细胞是研究HSC的基

础，利用KSL分离纯化HSC是最经典的方法，也是大多分选

HSC方案的基础。在此基础上，附加相对特异的表面标志来

提高HSC的纯度，这些表面标志有在HSC表面高度特异表

达的，如CD150、Tie-2、Endoglin等。也有其他分化细胞表面

特异表达的，用以排除该类细胞对 HSC 群体的污染，如

CD41、Thy1.1、Flk-2等。

2. 功能实验：HSC 传统研究方法主要是利用建立在体

内、体外的造血重建模型，即根据HSC 功能进行鉴定分析。

已有的实验方法可分为体外培养与体内移植两种。

体外培养即集落分析法，或称为骨髓造血细胞的体外克

隆性生长实验［28］。该方法利用HSC在特定的条件下可向某

一系细胞分化的特性，从而在半固体培养基上形成一个个的

克隆，即集落，1个集落代表一个造血干/祖细胞。传统方法

是在半固体培养基上培养 10~14 d，随后在显微镜下计数集

落，50个细胞以上的细胞团为1个集落。该方法可获知样本

中HSC的百分数，通过集落分析与流式细胞术进行比较，可

以更加准确地获知 HSC 的含量。另外，通过计数 CFU-E、

BFU-E［29］、CFU-GM、CFU-GEMM等各系分化集落，或通过

血细胞涂片结合人工计数各系细胞比例，可以分析HSC分

化能力与分化水平。然而，用相同标准分离得到的HSC，在

相同培养条件下培养相同时间，可分化得到由不同数目、不

同种类及不同比例细胞组成的集落，这表明即使单个表型相

同的HSC仍然存在着内在差异。

体内移植实验是将 HSC 移植给经致死剂量照射的受

鼠，在移植后不同时间点检测供体细胞的重建和分化能力，

是用于分析 HSC 自我更新和多向分化能力的常用实验［4］。

该实验方法主要是观察研究HSC在受鼠体内“归巢→自我

更新→分化产生各系祖细胞→分化产生血液系统”的整个造

血过程。其中，单细胞移植重建受体造血是鉴定HSC功能

的金标准，可在单个 HSC 水平对其特性和功能进行评价。

HSC单细胞移植是将单个HSC加之一定数量的保护细胞一

同移植给致死剂量照射的受鼠，在移植后不同时间点检测受

鼠外周血中供体来源细胞的重建情况。然而HSC单细胞移

植耗时较长，且不能收集足够的数据以表达整个异质性细胞

群体的情况，使我们在许多重要的生物及临床中不能进行研

究［30-32］。单细胞的分离仍是基于现有HSC表面标志的纯化，

由于标志物的局限，不能保证得到的单个细胞之间都是完全

相同的，因此目前的单细胞移植也只是一种相对的同质，各

个细胞之间的异质性仍有待区分，这些不同可能是解释单细

胞实验中重建效率及分化谱系方面出现波动的关键。

3. 基因表达及测序技术：基因组和转录组测序成为了细

胞生物学重要的检测手段。基因组测序可发现在特定基因
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的序列信息，分析是否存在某些特定的突变。通过对单个

HSC的基因表达情况进行测序，可获知该HSC的转录组信

息。单细胞RT-PCR技术是在原有的PCR技术上发展起来

的高通量检测技术。该技术通过设计高度特异的探针，利用

单细胞PCR仪在单细胞水平高通量检测多种基因表达。技

术原理为分选单个细胞于微量裂解液中，首先对样品RNA

进行逆转录，再利用Taqman探针对样品 cDNA中的靶基因

进行预扩增，之后利用单细胞 PCR在动态微阵列芯片上检

测不同基因的表达水平［33］。

4. 基于遗传标志的追踪系统：体外分离单细胞已经是比

较成熟的技术，然而，如果能够在 HSC 群体中区分出单个

HSC，并且使这群HSC在体内进行增殖分化等生理行为，就

可以对单个HSC进行更深层次的研究。最初描绘单个HSC

发育过程的实验工具是从病毒得到的启发，病毒可随机插入

宿主基因组，每个独特的病毒插入位点标记了一个HSC，这

个HSC的子代，即由它分化得到的祖细胞及更加成熟的血

细胞都拥有这个独特的标志。逆转录病毒作为转运基因载

体具有许多特有优势，包括高效、稳定整合、低拷贝数和确定

的前病毒结构，利用它向 HSC 引入新的基因已有很多研

究。如 Jordan及Lemischka［3］用逆转录病毒标记法描述了一

个在产生成熟淋系细胞和髓系细胞数量方面不同的HSC亚

群。Guenechea等［34］利用逆转录病毒转导人脐血干细胞，移

植给非糖尿病-重症联合免疫缺陷（NOD-SCID）小鼠，在克

隆追踪分析中发现大多数克隆在数周内对人移植物有贡献，

而另一些克隆出现较晚而持续存在。除了逆转录病毒载体，

还有其他病毒载体可供使用。Mazurier等［35］用慢病毒载体

以最低培养干扰条件转导HSC而后进行连续骨髓移植，证

明了 ST-再植细胞（SCID repopulating cells，SRC）和 LT-SRC

的存在不是实验中的人为条件得到的，而是其HSC池状态

的反应。

在HSC的研究中，单纯的病毒转导也渐渐不能满足研

究的需要，科学家尝试用鉴定植物的Barcoding技术来对单

个HSC进行标记。Barcoding是在植物鉴定学中广泛应用的

一种分析技术［36］，现被用于HSC中的克隆追踪。利用病毒

向单个HSC中随机引入特定唯一的序列，其子代便可通过

这个标记被区分出来。Lu等［37］应用此技术，研究移植有大

量高纯度HSC小鼠的造血输出情况。相比于单细胞移植技

术，barcoding技术中单个HSC受到其他HSC的竞争性影响

更大，然而他们发现三系输出模式较单细胞移植并无差别，

这证明单个HSC的异质分化行为并不显著受到移植时所输

注的HSC数量的影响。同时，这也证明了该技术的可靠性，

而且还节约实验动物。然而，该技术也有其缺点，比如，HSC

在病毒转导培养过程中性质有所改变，病毒序列插入致突变

等［38］。另外，该技术十分依赖测序得到的统计假设，数据庞

大，处理复杂，需要花费大量精力来完成。

最近有研究报道用转座子作为条形码标记血细胞。转

座子是一种当暴露于转座酶（transposase）下时，可以跳跃至

DNA中随机位点的遗传密码。Camargo等［39］利用了一种特

殊的转基因小鼠，它们的所有血细胞中都具有一个来源自鱼

类的转座子。当将小鼠暴露于转座酶下时，每个血细胞转座

子均改变了位置。转座子移至的DNA位点充当了细胞的条

形码，当在几个月后取得小鼠的血液时，可将具有相同转座

子定位的细胞与它的祖先细胞联系起来。这种标记方法比

起体外病毒标记再回输体内降低了污染的风险，因此采用该

技术追踪HSC也是一个潜在的方法。

三、HSC异质性与疾病的发生和治疗

HSC 池的异质性在一定程度上决定了疾病的异质性。

Muller-Sieburg 等［40］认为在衰老过程中或疾病 HSC 池的变

化，是克隆成分的变化，而不是单个HSC的改变。例如，骨

髓增殖性肿瘤（MPN）患者 JAK2 V617突变已被发现，然而，

一个单独的 JAK2突变会引起3种不同的MPN表型：红细胞

增多症（PV）、原发性血小板增多症（PT）和原发性骨髓纤维

化（PMF）。James 等［41］研究发现，PV 和 PMF 患者中 JAK2

V617F和 JAK2野生型的SRC比例不同，这种HSC池成分的

差异导致了疾病的异质性，这意味着 JAK2抑制剂需要靶向

不同组分的HSC池。另外，从急性髓系白血病（AML）患者

中纯化出的造血干/祖细胞、成熟细胞有 DNMT3 高频突变

（DNMT3Amut）的现象，DNMT3Amut的 HSC 与非突变 HSC 相

比，在异种移植中具有更好的多系重建能力，可以此为依据

鉴别其为前白血病HSC，在疾病恶化引起更大治疗抵抗前对

前白血病克隆进行检测和治疗有重要意义［42］。

HSC 是第一个成功用于治疗和治愈患者的成体干细

胞。然而，HSC池包含不同类型具有预先确定的分化和自我

更新潜能的HSC，这种异质性使HSC在再生医学中的应用

依旧阻碍重重。识别不同亚型的HSC意味着选择性地扩增

一种亚型以适用于不同的临床需要。骨髓细胞减少症可以

通过输注My-bi HSC进行选择性治疗。由于My-bi HSC趋

向于缓慢地产生成熟细胞［43］，这些HSC可以通过短期暴露

在低浓度TGF-β而被激活［44］。输注My-bi HSC会持续产生

髓系细胞，而淋巴细胞水平较低，可降低移植物抗宿主病的

发生。相反，治疗淋巴细胞减少症可以考虑移植 Ly- bi

HSC。 Ly-bi HSC迅速供给淋巴细胞和一些髓系细胞。大

多数 Ly-bi HSC 寿命较短，会限制长期不良反应。另外，

Ly-bi HSC可用于改善衰老相关的免疫缺陷。衰老HSC池

中Ly-bi HSC丢失，随之而来的是衰减的免疫功能，补充年

轻的Ly-bi HSC可以增强老年人的免疫功能。目前，HSC移

植是否是治疗衰老相关免疫缺陷疾病的可行方式仍有待商

榷。然而，更好地了解不同亚型HSC的生物学特征，可能会

实现在原位延缓或阻滞年轻HSC的丢失。

四、小结

总之，HSC异质性反映了细胞内在状态与环境可变因素

二者综合作用的结果。单细胞水平分析技术的丰富对机制

的深入研究具有举足轻重的作用。目前对人类HSC的研究

远比小鼠或其他动物模型少得多，这些适用于小鼠HSC的

结论是否可类推于人HSC有待考证。因此，我们期待HSC

异质性得到更深入研究，从而在疾病治疗、再生医学等领域
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起到重要作用。
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·读者·作者·编者·
本刊对来稿中统计学处理的有关要求

1. 统计学符号：按GB 3358—1982《统计学名词及符号》的有关规定，统计学符号一律采用斜体。

2. 研究设计：应告知研究设计的名称和主要方法。例如：调查设计分为前瞻性、回顾性还是横断面调查研究；实验设计应

告知具体的设计类型，如自身配对设计、成组设计、交叉设计、析因设计、正交设计等；临床试验设计应告知属于第几期临床试

验，采用了何种盲法措施等。主要做法应围绕重复、随机、对照、均衡4个基本原则概要说明，尤其要告知如何控制重要非试验

因素的干扰和影响。

3. 资料的表达与描述：用均数±标准差（x±s）表达近似服从正态分布的定量资料，用中位数（四分位数间距）［M（QR）］表达

呈偏态分布的定量资料。用统计表时，要合理安排纵横标目，并将数据的含义表达清楚。用统计图时，所用统计图的类型应与

资料性质相匹配，并使数轴上刻度值的标法符合数学原则。用相对数时，分母不宜小于20，要注意区分百分率与百分比。

4. 统计学分析方法的选择：对于定量资料，应根据所采用的设计类型、资料所具备的条件和分析目的，选用合适的统计学

分析方法，不应盲目套用 t检验和单因素方差分析。对于定性资料，应根据所采用的设计类型、定性变量的性质和频数所具备

的条件及分析目的，选用合适的统计学分析方法，不应盲目套用χ2检验。对于回归分析，应结合专业知识和散布图，选用合适

的回归类型，不应盲目套用简单直线回归分析；对具有重复实验数据检验回归分析资料，不应简单化处理；对于多因素、多指标

资料，要在一元分析的基础上，尽可能运用多元统计分析方法，以便对各因素之间的交互作用和多指标之间的内在联系做出全

面、合理的解释和评价。

5. 统计结果的解释和表达：当P <0.05（或P <0.01）时，应表述为对比组之间的差异有统计学意义，而不应表述为对比组之

间具有显著性(或非常显著性)差异；应写明所用统计学方法的具体名称(如：成组设计资料的 t检验、两因素析因设计资料的方

差分析、多个均数之间两两比较的q检验等)，统计量的具体值（如 t=3.45，χ2=4.68，F=6.79等）；在用不等式表示P值的情况下，

一般情况下选用P > 0.05、P <0.05和P <0.01表达方式，无须再细分为P <0.001或P <0.0001。当涉及总体参数（如总体均数、总

体率等）时，在给出显著性检验结果的同时，应再给出95%可信区间。
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