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血液疾病目前正威胁着世界数百万人的生命健康。多

数情况下，移植健康或基因修复的、具有长期移植能力的造

血干细胞（HSC）是唯一的治愈方法。然而，人体HSC数量

有限，体外扩增培养困难以及移植物抗宿主病等大大限制了

HSC移植的应用。人多能干细胞（hPSC），尤其是来源广泛、

不受伦理学限制的诱导型多能干细胞（iPSC）可以经体外诱

导分化生成大量可以移植的自体HSC，为恶性血液疾病的治

疗带来了曙光。本文着重就 hPSC分化为可移植HSC的最

新进展予以论述。

一、转录因子介导的可移植造血分化

基因调控网络中一些关键因子对细胞命运的改变起着

决定性作用。在体内正常造血研究中发现：Runx1在内皮细

胞向造血细胞的转变过程中扮演着重要角色［1］，Gata1、Pu.1

能分别促进红系、髓系的发育［2］，GATA3是T细胞早期发育

的关键调控因子［3-4］。体外造血研究中C/EBPα联合PU.1能

将T细胞重编程为巨噬细胞［5］，GATA 3能驱动T前体细胞逐

渐转变成肥大细胞［6］。因此，找到可以调节HSC属性的转录

因子对于体外分化出有功能的HSC意义重大。

Szabo等［7］和Pulecio等［8］先后发现多潜能相关转录因子

OCT4和SOX2能将人的成纤维细胞直接转变成具有多髓系

分化能力的造血细胞。该细胞尽管能植入小鼠体内，但只能

在骨髓中检测到少量的人 CD45+细胞，外周血中却检测不

到，表明这种多潜能因子介导的造血转变是不完全的。

Batta等［9］筛选出了 5个与造血相关的转录因子：Erg、Gata2、

Lmo2、Runx1c和Scl。这些转录因子不仅能将成纤维细胞转

变成具有多髓系分化能力的造血细胞，而且在p53缺失的情

况下能分化出 B 细胞和 T 细胞，更重要的是获得了短期

（2周）的红系移植能力。尽管该研究采用的是小鼠细胞，却

提示我们：表达与造血相关的一些转录因子可能更容易得

到功能完整的人HSC。早在2002年，Daley团队就预示了这

点［10］。该团队在小鼠胚胎干细胞（ESC）上通过过表达与

HSC自我更新相关的一个转录因子HoxB4，成功得到了具有

淋系和髓系分化潜能及连续植入能力的造血细胞。然而遗

憾的是在人细胞上 HoxB4 并没有表现出强劲效果［11- 12］。

2014年，Riddell等［13］通过转录因子的瞬时性过表达首次在

体外分化得到了具有连续植入能力的小鼠HSC。他们首先

筛选出了与HSC活性相关的 6个因子：Hlf、Runx1t1、Pbx1、

Lmo2、Prdm5 和 Zfp37，然后在鼠的 B 祖细胞及髓系祖细胞

中瞬时表达这些因子，这些起始细胞被成功转变成了具有各

系分化能力的造血细胞。额外添加Meis1和Mycn能提高重

编程的效率。这些转变的细胞具有长期多系重建能力，而且

能够进行连续移植。单细胞基因表达谱分析表明这些重编

程后的细胞拥有与内源性HSC一致的功能及分子特征。这

种细胞因此被定义为诱导型造血干细胞（iHSC）。Riddell等

的这项工作尽管也是在小鼠细胞上完成的，却再次表明造血

相关的转录因子或许能介导更好的重编程作用，并提示谱系

关系越近的细胞之间表观差异可能越小，相互之间的转变越

容易。

与 iPSC相比，在起始细胞的选择上，上述成纤维细胞和

血细胞由于不具备大规模扩增能力，因此大大限制了其在造

血分化研究中的应用。尽管如此，这些研究却为人 iPSC来

源的造血分化研究提供了良好的借鉴作用。2013年Daley

团队再次用转录因子介导的方法首次将hPSC诱导成具有植

入能力的造血细胞［14］。为了缩短重编程过程中的“表观距

离”，他们将人 ESC 及 iPSC 首先分化成谱系限制的 CD34+

CD45+髓系前体细胞，然后在这些细胞中再联合表达转录因

子HOXA9、ERG、RORA，从而使该髓系前体细胞在体外获

得自我更新能力，并且能分化出 T 细胞。额外添加 SOX4、

MYB能进一步得到具有髓系及红系植入能力的造血细胞，

植入的红细胞在体内逐步成熟，成体β血红蛋白逐渐增多。

尽管该方法得到的造血细胞无法连续移植而且不具备淋系

植入能力，但该研究所采用的缩短“表观距离”的方法却再次

提示细胞选择的重要性。内皮细胞与造血细胞起源于共同

的血液血管母细胞（hemangioblast）。在胚胎发育的 AGM

区，生血内皮细胞能逐渐获得造血细胞的形态与表型并进一

步脱落形成 HSC。鉴于这种“亲密”关系，2014 年 Sandler

等［15］选用人脐静脉内皮细胞（HUVEC）作为起始细胞，在这

些细胞中导入转录因子FOSB、GFI1、RUNX1及SPI1后再将
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这些细胞与HUVEC来源的内皮细胞层进行共培养从而得

到了具有连续植入能力的造血细胞。尽管Sandler等使用的

起始内皮细胞不具备大规模扩增能力，但该研究却再一次表

明亲缘关系越近的细胞越容易相互转变。另外该研究也提

示造血微环境对HSC的成熟至关重要。

二、造血微环境介导的可移植造血分化

HSC 正常的生成和维持离不开骨髓造血微环境

（Niche）。Niche中的各种细胞组分，如成骨细胞、内皮细胞、

间充质干细胞等不仅为HSC提供了特殊的接触表面，而且

能分泌HSC正常生成和维持所必需的各种生长因子。体外

造血分化的一大缺陷就是脱离了这种微环境，因此一直无法

得到真正意义上的具有可移植能力的HSC。模拟体内的微

环境建立起一套微环境共培养体系或许有助于体外造血分

化问题的解决。

2013 年，Amabile等［16］独辟蹊径，利用畸胎瘤形成的方

法首次在体内建立起了一套人 iPSC造血分化体系。他们将

人的 iPSC直接注射到免疫缺陷鼠体内，在形成的畸胎瘤里

检测到了人CD34+CD45+细胞，这群细胞具有连续多系植入

能 力 ，一 次 植 入 率 0.1% ~1.7% ，二 次 植 入 率 为（0.04 ±

0.01）%。尽管植入率相对较低，但却首次证明了人 iPSC具

备分化为正常功能HSC的能力。同年，Suzuki等［17］也报道了

类似的工作。他们发现注射OP9细胞的同时额外添加造血

因子能够提高畸胎瘤造血生成的效率。实验发现畸胎瘤小

鼠的外周血和骨髓中均有人的血细胞存在，这表明人 iPSC

来源的HSC能够从畸胎瘤迁移到小鼠骨髓并释放到外周血

中。骨髓中分选出的人血细胞具备连续移植和多系重建能

力。可见畸胎瘤为 iPSC来源的造血分化提供了一个良好的

体内造血微环境，在该微环境下生成的造血细胞更接近于人

体真正的HSC。

畸胎瘤介导的造血具有一定的随机性和不稳定性，而且

通过肿瘤形成的方法也不具备良好的应用前景。考虑到造

血微环境中基质细胞对造血的支持作用，能不能通过相关基

质细胞的共培养在体外建立微环境系统呢？研究者们先后

将人的ESC与小鼠骨髓S17细胞［18］、OP9细胞［19］、胎肝基质

细胞［20］进行共培养，发现这些细胞均能支持ESC的自发性造

血分化，然而这种自发性造血分化的比例却极低（8~20 d的

培养只能产生 0.1%~2.0% 的 CD45+细胞）。Narayan等［21］将

与S17细胞共培养后得到的造血细胞进行移植，发现植入率

也是极低的（0.001%~0.05%）。考虑到真正的长周期HSC产

自胚胎的AGM区，那么用AGM区的细胞进行共培养结果

又会是怎样的呢？Krassowska等［22］发现AGM细胞共培养能

显著提高造血生成效率。Ledran 等［23］将人 ESC 与鼠 AGM

细胞共培养，得到了具有连续移植能力的造血细胞，植入率

高达 16%。可见不同的基质细胞对造血的支持能力是有差

异的。

寻找合适的人源化基质细胞进行共培养对人的体外造

血研究意义重大。近些年来越来越多的证据表明，内皮细胞

在HSC的发育、维持和再生上起着重要作用［24-26］。鉴于内皮

细胞与HSC之间的“亲密”关系，内皮细胞共培养能否促进

体外造血的成熟呢？2015年，Gori等［27］利用拟胚体（EB）分

化体系通过内皮细胞共培养的方法，将人ESC及猴 iPSC成

功分化成具有高移植率的造血细胞。他们对EB分化得到的

CD34+细胞进行检测发现这群细胞高表达Notch-1及Notch-2

受体，他们猜测这些受体正在等待被激活。随后他们又对

HUVEC进行检测发现这些细胞表达 JAG-1、DLL4等Notch

配体。将CD34+细胞与HUVEC共培养后能得到一群CD34+

CD45+细胞，这群细胞表达HES1、HEY1、RUNX1及GATA2

等Notch下游基因，将其打入小鼠体内，16周后这群细胞仍

然具有约10%的植入率而且猴 iPSC来源的造血细胞还具备

二次植入能力。

三、总结与展望

hPSC体外造血分化当前存在的一个主要问题是分化得

到的血细胞不够成熟，因而无法正常植入。围绕这个问题，

研究者们在不同层面展开了工作。①机制研究：Gordon

Keller团队提出T系分化潜能是终末造血（definitive hemato-

poiesis）生成的标志，并围绕这一标准在体外找到了各种区

分终末造血的表面标志和信号通路［28-30］。然而符合这一标

准的终末造血细胞并不具备移植能力［29,31］。后来有研究发

现在鼠胚胎造血过程中T细胞的分化并不依赖于终末造血，

T细胞可以在HSC产生之前在卵黄囊生成［32-33］。可见单纯以

T系分化能力作为终末造血的评价标准还有待商榷。②培

养体系：当前的体外造血机制研究基本上都是建立在EB分

化体系和共培养体系上的。这两种分化体系的诸多缺点（如

成分不明确等）使机制研究不能排除相关干扰，从而造成了

研究结果具有一定的局限性。将hPSC消化成单个细胞后直

接种在培养板里进行造血分化的单层培养体系目前正在兴

起［31,34-35］。这种单层体系操作简便，成分相对明确，因而在

将来的体外造血研究中可能会有更好的应用前景。③转录

因子和微环境：近年来转录因子和微环境介导的可移植HSC

的生成虽令人欣喜，但也存在许多问题。转录因子具有种属

差异性，尽管鼠和人的许多转录因子具有高度同源性，但表

现出的效果却截然不同。HoxB4能促进鼠ESC转变成可移

植HSC，但在人细胞上却没有很好的效果［11-12］。IKZF1在鼠

的过表达能抑制B系分化增强T系分化，而在人体却对T系

分化没有影响［36］。另外，安全性也是应该考虑的问题：介导

转录因子过表达的病毒载体具有致瘤性，HoxB4等转录因子

本身也有致瘤的风险［37］。在微环境共培养方面，共培养细胞

的选取非常重要。不同细胞具有不同的造血支持能力，同一

种细胞在不同状态下对造血的支持能力也有所差异［23］。

综上所述，hPSC来源的造血细胞应用于临床还需解决

以下问题：①安全性：该问题主要来自于病毒载体的使用

（iPSC建系、转录因子过表达等），异源性基质细胞（鼠OP9

及AGM细胞等）或同种异体基质细胞（HUVEC等）的使用，

另外 iPSC 本身的成瘤性也不容忽视。②“质”和“量”的问

题：从“质”来说，当前hPSC分化来的造血细胞只具备短期的

一次植入能力，而且仅局限于髓系；不具备自我更新能力，无
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法二次植入；从“量”来说，植入效率偏低，大多只能在骨髓中

检测到少量植入的细胞，在外周血中基本检测不到。未来我

们应该着眼于更加优秀的分化体系的建立，在此基础之上强

化机制的探索。寻找更合适的转录因子及微环境共培养细

胞也是未来努力的方向。
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中华医学会第十四次全国白血病·淋巴瘤

学术会议征文通知

中华医学会第十四次全国白血病·淋巴瘤学术会议将于2017年7月13-15日在哈尔滨市举办。会议由中华医学会、中华

医学会血液学分会主办，哈尔滨血液病肿瘤研究所、中国医学科学院血液病医院（血液学研究所）、北京大学血液病研究所、苏

州大学附属第一医院协办。会议盛邀国内外著名学者就白血病及淋巴瘤、骨髓瘤等领域相关基础及临床做专题报告；邀请美

国、欧洲、日本等学者对白血病、淋巴瘤、骨髓瘤、造血干细胞移植、骨髓增生异常综合征（MDS）及骨髓增殖性肿瘤（MPN）进行

专题研讨，分为白血病、淋巴瘤、骨髓瘤、恶性血液病的免疫治疗、造血干细胞移植、MDS及MPN等专场进行学术论文交流，同

时会前会将主办专题学术及高峰论坛。大会将提供国家级Ⅰ类学分。

征文范围及要求：①范围：白血病、淋巴瘤、多发性骨髓瘤、MDS、MPN等血液肿瘤的诊断、治疗（包括造血干细胞移植）与

基础及转化研究。②要求：500字左右摘要 1份，中英文均可，包括目的、方法、结果、结论。③投稿方式：敬请登录大会网站

www.cmacsh.org进行网上投稿。④正文截稿时间：2017年4月30日

学术联系人及联系方式：张岩（13796069359，Email：majun0322@126.com）；刘冀伟（13945135458，Email：liujiwei@

medmail.com.cn）；赵东陆（13936254716，Email：zdl7777@163.com）。

网站技术联系人及联系方式：吕春雨（18612976547，Email：cmacsh@126.com，10075882@qq.com）

中华医学会学术会务部




