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———人类胚胎干细胞向造血细胞定向分化的研究及进展
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　　摘要:对人类胚胎干细胞向造血细胞定向分化的研究动向做了简要的介绍 , 从血液系统入手 , 弄清各阶段造血细

胞对化学物质的敏感性可能是探索化学损伤的具体分子机制的最佳切入点 , 不仅为毒理学研究提供了新的探索视角 ,

更逐渐成为临床毒理学研究的前沿阵地。
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Abstract:Theresearchtrendsthathumanembryonicstemcellsareinducedtodifferentiateintohematopoieticcellswere

brieflyreviewedinthispaper.Webeganwithhematologicalsystemandunderstoodsensitivitiesofhematopoieticcellsatevery

stagetreatedwithchemicals.Thismaybeabestbreakthroughpointaboutstudyingmoleculemechanismofchemicalinjury,

whichnotonlyprovidesanewprospectoftoxicology, butalsograduallybecomesanewfrontierinclinicaltoxicology.
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　　随着环境污染不断加剧和新化学物质不断增加 , 化学性

损伤已逐渐突显为新世纪人类健康 、 生存和繁衍的巨大威胁。

近四五十年来 , 各种恶性肿瘤 、 免疫性疾病 、 新生的不明疾

病 (如艾滋病 、 非典型肺炎 、 禽流感 、 甲型 H1N1流感)以

及不育 、 畸胎 、 早产等疾患不断增加 , 血液系统的恶性病变

更呈明显的上升趋势。探索化学损伤的具体分子机制 , 选择

从血液系统入手 , 弄清各阶段造血细胞对化学物质的敏感性 ,

可能是破解此难题的最佳切入点 , 它不仅为毒理学提供了新

的探索视角 , 近年更逐渐成为临床毒理学研究的前沿阵地。

本文拟就开展此项研究的关键问题———人类胚胎干细胞向造

血细胞定向分化的研究动向作一简述。

1　干细胞概述

干细胞按来源可分为胚胎干细胞 (embryonicstemcells,

ESCs)和成体干细胞 (adultstemcells, ASCs)两大类 , 均具

有自我更新和多向分化的潜能 , 因而具有重要的生物学和医

学意义。人们利用干细胞这一分化特性 , 通过体外扩增和定

向诱导 , 可以生成大量的造血干 /祖细胞用于实验研究 , 在临

床上还可用作移植供体 , 治疗各种恶性疾病 , 如白血病等。

造血干细胞是较早研究的成体干细胞之一 , 它来源于造

血组织 , 是生成各种血细胞的原始细胞。在造血发育过程中 ,

按照分化成熟程度 , 血细胞可分为造血干细胞 (hematopoietic

stemcells, HSCs)、 造血祖细胞 (hemopoieticprogenitor)、 造

血前体细胞 (hematopoieticprecursorcells)和功能性血细胞

(functionalhemocytes)。造血干细胞在一定的微环境和某些因

子调节下 , 可以分化产生各类血细胞的造血祖细胞 , 是最原

始的血细胞;HSCs移植也是目前临床应用最广的细胞治疗的

手段 , 正常人骨髓 、 外周血和脐带血是移植的主要来源。但

由于约 2/3的患者缺乏合适的相匹配的供体 , 故使 HSCs移植

受到很大限制。此外 , 分离方法复杂 、 体外增殖能力有限等

因素也限制了它的临床应用。

1998年 , Thomson等建立了人胚胎干细胞系 (humanem-

bryonicstemcells, hESCs)[ 1] , 从此 hESCs向HSCs和功能性血

细胞分化的研究工作也相继展开 , 以 hESCs为启动细胞的造

血干细胞工程不仅为临床应用 , 如干细胞移植等 , 也为研究

造血细胞的早期发育分化机制 , 探讨化学损伤机制 , 包括探

索化学物质所致血液系统恶性肿瘤的分子机制提供了最佳

工具。

2　人类胚胎干细胞向造血细胞的定向分化

小鼠 ESCs的定向分化研究为 hESCs向造血细胞分化奠定

了可行性基础 [ 2 ～ 4] , 但由于人类和小鼠在干细胞发育的调控

方面存在明显的差异 , 其成果并不能直接用于指导 hESCs的

分化研究 , 迫使研究者把更多的精力投入到 hESCs的分化研

究中。目前将 hESCs在体外诱导分化为造血细胞的常用方法

主要有两种:一种是拟胚体 (embryoidbodies, EBs)分化诱

导法 [ 5 ～ 12];另一种是 ESCs与造血基质细胞共培养法 [ 15 ～ 19] 。

2.1　拟胚体分化诱导法

这一方法是将未分化的 hESCs接种在含甲基纤维素的半

固体培养液中 , hESCs可自发形成 EBs;加入生长因子骨形态
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蛋白 (BMP-4)和造血细胞因子如干细胞因子 (SCF)、 芙莱

3配基 (Flt3 Ligand)、 血小板生成素 (TPO)、 白细胞介素

(IL-3、 IL-6)、 红细胞生成素 (EPO)、 粒系集落刺激因子

(G-CSF), 则可定向生成各系造血细胞集落。 Chadwick等首先

用此方法将 hESCs诱导分化为红系和粒系细胞 , 而且认为诱

导的前 10天是 EBs向造血前体细胞的分化阶段 , 第 10 ～ 15天

以后才开始向造血各系细胞定向分化 [ 5] 。 Zhan等研究表明 ,

hESCs也可定向分化为淋巴细胞 、 单核巨噬细胞和自然杀伤细

胞 , 大约有 25%的淋巴细胞能表达特异性的Ⅱ型组织相容性

抗原;这种细胞还具有抗原递呈和使同种异基因的 CD4/8淋

巴细胞做出免疫应答的能力 , 从而进一步证实了人胚胎干细

胞具有诱导分化为各系造血细胞的潜能 [ 6] 。

用 EBs模型诱导 hESCs向造血细胞分化的研究大多需要

BMP-4和其他一些造血生长因子的共同作用 , 而 Chadwick等

认为 , BMP-4只是在 ESCs源的造血祖细胞自我更新中发挥作

用 [ 5];Bonde等也认为 BMP-4对 ESCs的造血分化的促进作用

是短暂的 , 而 HOXB-4 (homeoboxB4)的长期表达则能促进

ESCs源造血祖细胞的自我更新 [ 9] 。近年更有研究表明 , 人胚

胎干细胞分化为造血细胞并不完全依赖于 BMP-4, 如 Srivas-

tava等为了研究早期造血的分子机制 , 将 hESCs形成的 EBs分

成不同的组别 , 并加入不同的细胞因子进行诱导分化 , 至诱

导分化的第 8天可观察到 , 各组均有明显的造血集落出现 ,

RT-PCR和 westernblot结果显示有血小板生成素受体 (c-mpl)

和血管内皮生长因子受体的表达 [ 7] 。对 EBs源的造血祖细胞

进行免疫组化染色进一步显示 , 加入干细胞生长因子 (SCF)、

芙莱 3配基 (Flt3L)和血小板生成素 (TPO)以及血管内皮

生长因子 (VEGF)组表达 CD34细胞阳性数最多。 这项研究

表明 , 可能是 c-mpl激活了早期造血发生的信号通路 , 对造血

祖细胞的存活和扩增有积极作用 , 而VEGF似能协同促进这一

机制 , 证实了 hESCs向造血系的分化可以不依赖于 BMP-4的

假设。最近 ZhangP等指出 , BMP-4对 hESCs向中胚层诱导的

作用需要内源性成纤维生长因子 (FGF)和转化生长因子

(TGF-β) /Nodal/activin信号的激活;短时的 BMP-4 处理

(24h)仅够启动中胚层的诱导 , 长期的 BMP-4处理 (直至分

化的第 7天)方能诱导滋养层和胚外内胚层的分化 [ 11] 。

近年来的研究还证实 , 通过 EBs模型可以诱导 hESCs在

体外分化为具有成熟功能的血细胞 , 为 ESCs源的造血细胞的

临床应用开辟了新途径。 Lu等用 EBs诱导分化法证实了源于

hESCs的造血细胞能分化为成熟的红细胞;对 EBs源的细胞进

行 FACS分析 、 血红蛋白功能检测和血型鉴定 , 结果显示细胞

胞浆中富含血红蛋白 , 超过 65%的细胞表达胎儿血红蛋白

(HbF)。该研究还发现诱导分化的 hESCs源红细胞的氧离曲

线与成体红细胞的氧离曲线很相似或仅轻度右移 , 在生理条

件和 pH值较高时 , hESCs源红细胞显示有 Bohr效应 , 低 pH

值时则变化较小 , 2, 3-DPG减少时hESCs源红细胞的反应也明

显低于对照组。 虽然这些细胞主要表达胎儿和胚胎球蛋白 ,

但是它们在体外进一步成熟后也具有表达成体 β-球蛋白的能

力。 PCR和球蛋白链特异性免疫荧光检测结果表明 , 体外培

养后 , hESCs源红细胞表达 β-球蛋白增加 、 形态逐渐减小 、

糖蛋白 A表达增加 , 染色质和细胞核也浓缩挤压 , 超过 60%

的细胞转变为成熟的红细胞 (直径在 6 ～ 8μm)。上述结果清

楚表明 , 将 hESCs大规模分化为成熟的 、 具有携氧功能的红

细胞是可行的 [ 8] 。 Saeki等则建立了一种全新的造血分化方

案 , 即不经流式技术分选 , 直接贴壁诱导出成熟的中性粒细

胞 , 它们可表达髓系吞噬细胞的特异性标志物 CD33和

CD11b, 髓过氧化物酶 、 中性粒细胞碱性磷酸酶染色阳性 , 表

达中性粒细胞特异性表面标志物 CD66b、 CD16b和 GPI-80,

这些 hESCs源的中性粒细胞还具有较强的趋化能力 、 吞噬能

力和呼吸爆发能力 [ 12] 。

2.2　人胚胎干细胞与基质细胞共培养法

将 hESCs与造血基质细胞共培养 , 可诱导其向造血细胞

的分化 , 一般使用的基质细胞为卵黄囊 、 胎肝和骨髓来源的

贴壁层基质细胞。这些基质成分对胚胎和成体造血至关重

要 [ 13, 14] , 因这些基质细胞可分泌多种细胞生长因子 , 并表达

多种与 HSCs相互作用且调控 HSCs分化 、 发育的分子 , 从而

可诱导 ESCs分化为 HSCs, 并进一步成熟为红细胞 、 粒系细胞

或淋巴细胞等 , Kaufman等首次报道将 hESCs与小鼠骨髓基质

细胞系 S17和卵黄囊内皮细胞系 C166共培养 , 在只加入胎牛

血清而无任何外源性细胞因子存在的情况下 , 获得了表达

CD34、 TAL-1、 LMO-2、 GATA-2等转录因子的造血前体细胞;

然后在造血生长因子的作用下 , 这些细胞在甲基纤维素半固

体培养基中先形成各血细胞系集落 , 并按先后顺序依次分化

为红系 、 髓系和巨核系细胞 , 与体内造血细胞发育的时序性

和阶段性十分一致 [ 15] 。 Tian等人将 hESCs与基质细胞在间接

接触的培养体系中诱导 , 同样能使 ESCs分化为造血细胞。由

此认为 , 直接接触培养并非是定向诱导造血细胞所必须 , 但

是直接接触培养可使造血集落形成的数量明显增多 , 提示直

接接触培养可能只是有利于造血祖细胞存活 [ 16] 。

不同的基质细胞对造血的诱导作用是有差别的 , Vodyanik

等比较了 OP9、 S17、 MS5三种基质细胞对 hESCs的造血诱导

作用 , 结果发现 , OP9的诱导效率远远高于其他两种饲养层。

以 OP9为基质细胞的另一优势是 , 富集诱导后的 CD34 +细胞

再与支持淋巴发育的基质细胞 MS5共培养后 , 可进一步诱导

分化为淋巴细胞 [ 17] 。

共培养法也能诱导出功能上较成熟的血细胞 , Ma等人将

hESCs和小鼠胎肝源的基质细胞共培养 , 模拟胚胎造血的微环

境 , 高效地产生了造血祖细胞 , 还进一步诱导出表达糖蛋白

(GPA)的红细胞;这些 hESCs源的红细胞功能上和胎儿 RBC

相似 , 能携带氧 , 并具有较强的葡萄糖-6-磷酸脱氢酶的活性 ,

为 ESCs源造血细胞的应用奠定了良好的基础 [ 9] 。

由此可见 , 两种诱导方法都证实了 hESCs能够在体外分

化为造血细胞 , 且造血细胞分化的时序性与其在体内的发育

相一致。 EBs分化诱导法的优点是能模拟体内胚胎发育的过

程 , 重演卵黄囊造血 , 故 ESCs/EBs体系是分析早期胚胎造血

发育和调节可靠的并且可以重复的模型 [ 17] 。曾有文献报道认

为其不支持淋巴细胞的增殖 , 主要原因可能是此方法不能提
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供淋巴细胞发育的微环境。令人欣喜的是 , 新近已有用 EBs

分化法将 hESCs诱导为 T淋巴细胞的报道 [ 21] 。但是用这种方

法不易获得造血干细胞 , 诱导后的细胞大部分是终末细胞 ,

且共培养诱导的方法因需使用动物源性的基质细胞 , 故也容

易造成分化细胞的异源污染 , 因此 , 探索新的分化诱导方法

至关重要。

今年年初 Liu等首先将 hESCs自发分化形成 EBs, 然后对

EBs加入 BMP-4处理 , 最后采用细胞因子法 、 人胎肝基质细

胞法和联合使用人胎肝基质细胞与胎肝细胞提取物法 , 对 EBs

进行培养。结果表明 , 3种不同的诱导方法均能诱导 hESCs向

造血细胞分化 , 但联合使用人胎肝基质细胞与胎肝细胞提取

物产生的细胞造血基因的表达量明显高于其他组 , 接种于半

固体培养基中可获得更多的造血集落。 作者认为这种在较短

的时间内获得较高的分化效率与胎肝微环境含有多种促进造

血发育的细胞因子有关 , 从而建立了一种不需要添加昂贵的

细胞因子 、 无异源性污染的高效的造血诱导体系 , 该技术具

有美好前景 , 为临床应用打开了崭新的局面 [ 22] 。

3　ESCs源造血细胞的临床应用

许多文献显示 , 人 ESCs定向分化为造血细胞的具体指标

为造血相关基因和表面分化抗原的表达 , 以及体外集落形成

实验。由于将来用于临床治疗的细胞 , 实际上主要是造血干

细胞和造血祖细胞 , 因此 , 对于检测从 hESCs细胞诱导而来

的造血干 /祖细胞最具使用价值的指标 , 应是体内能否实现造

血重建。目前已发展了数种动物模型来评价造血细胞的长期

造血重建能力 , 最可靠的是绵羊子宫内胎羊移植系统。该系

统是在胎羊免疫系统发育前 , 于子宫内将人造血细胞移植入

绵羊的胚胎中 , 在胎羊出生后通过追踪体内人造血细胞以及

不同细胞系的分布 , 来判断移植的人造血细胞是否具有长期

重建多系造血的能力。这一系统不仅能进行长期观察 (达数

年), 而且可以进行次级受体的移植研究 [ 23, 24] 。另一重要检测

模型是由 Dick等发展的重症联合免疫缺陷 (SCID)小鼠或

NOD/SCID小鼠移植检测法;同子宫内胎羊移植系统相比 ,

SCID小鼠移植在操作上要容易得多 , 但它对于检测人造血干

细胞活性尚存在局限性。例如 , 这些小鼠多在 12个月内死

亡 , 使得长期观察以及次级移植实验等均有一定难度;另外 ,

在 NOD/SCID小鼠体内 , 人造血细胞向淋巴系的分化也受到

一定影响。由于这些限制 , 移植入小鼠体内这种外源性造血

细胞应被称为 “SCID小鼠再增殖细胞 (SCIDrepopulatingcell,

SRC)” , 而不能完全视同于造血干细胞 [ 25 , 26] 。 Tian等人使用

这一方法 , 报道了 hESCs与基质细胞 S17共培养后诱导生成

的造血细胞能够重建造血系统 , 无畸胎瘤形成 , 且受宿主免

疫系统的调节 , 证实了诱导生成的造血细胞不仅能重现胎儿

期造血过程 , 而且能重建成体造血系统 [ 27] 。

尽管在造血生长因子的刺激及基质细胞存在的情况下 ,

ESCs可以向造血细胞分化 , 但是离临床应用仍然还有相当的

距离。令人鼓舞的是 , 最近已有多篇报道证实 ESCs源的造血

细胞在体外能分化为成熟的血细胞 , 如红细胞 、 中性粒细胞

和淋巴细胞等 , 从而为镰状细胞贫血病 、 白血病等严重血液

疾病的治疗展示了新的希望。

4　存在问题和应用前景

尽管目前已建立了多种不同的诱导体系 , 但人 ESCs向造

血诱导分化体系的研究仍处于起步阶段 , 以下问题可能是今

后需要尽快攻克的重点。 (1)ESCs定向诱导分化为造血细胞

的效率尚需进一步提高;(2)由 ESCs分化来的造血干 /祖细

胞在体内重建造血系统后 , 能否进一步分化成为具有功能的

粒细胞 、 红细胞 、 淋巴细胞等成熟血细胞仍需进一步探索。

这两大问题的关键是尽可能模拟出体内造血生成的环境。

在造血发育过程中 , 造血组织经过卵黄囊 、 胎肝及骨髓等不

同的造血发育阶段 , 同时造血干细胞本身也经过了分化 、 迁

移和成熟的过程 , 提示模拟过程具有相当难度。卵黄囊和胎

肝作为造血发育形成过程的最重要阶段 , 从卵黄囊 、 胎肝中

分离的基质细胞可分泌多种造血生长因子并具有支持造血干

细胞增殖分化的特性 , 因此 , 建立和培养上述造血组织的基

质细胞 , 模拟接近体内造血系统发育微环境的人工体系 , 完

善 ESCs向造血细胞分化的技术平台 , 将是未来重要的工作

方向。

此外 , 胚胎干细胞还涉及到宗教伦理学问题 , 故一直是

公众争议的热点。 近年来 , 日本和美国的研究者对此领域的

发展作出了巨大努力 , 他们分别利用小鼠和人的成体细胞 ,

将之成功地诱导为多潜能的类胚胎干细胞 (inducedpluripotent

stemcell, iPSC), 不仅解决了伦理问题 , 而且为干细胞的研

究提供了几乎无限的细胞来源 [ 28～ 31] 。这一事件无疑是干细胞

研究领域的划时代里程碑。最近 , 又有研究表明 , 用镰状细

胞贫血患者皮肤成纤维细胞重组获得的 iPSC能分化为造血祖

细胞;再移植至放射线照射过的镰状细胞贫血受体动物 , 可

使其产生高水平的人血红蛋白 , 该种疾病的病理过程亦得到

纠正 [ 32] 。这一研究为镰状细胞贫血和其他血液病的基因替代

疗法奠定了重要的理论基础。

尽管在基础和临床其他领域 , 干细胞的应用研究已经逐

渐展开 , 并开始崭露头角 , 但对临床毒理学而言 , 干细胞的

研究平台还刚刚开始搭建 , 研究工作刚刚起步 , 尤其是直接

使用人胚胎干细胞开展临床毒理学研究 , 更是一种学术上的

跨跃 , 因为 hESCs诱导分化的研究至今仍是一个充满挑战的

领域 , 体系分化的细致调控机制仍亟待澄清。 相信随着研究

的不断深入 , 这些问题将会逐步得到解决 , 胚胎干细胞终将

成为探索临床各类疾病 , 包括化学性损伤发病机制和根本治

疗的一个最佳平台 , 从而又一次带给临床医学以革命性的

推动。
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