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人尿源性诱导多能干细胞在遗传病治疗中的
应用前景*
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摘要：遗传病传统的临床治疗方法只能减轻或矫正患者的临床症状，不能改变患者携带的致病基因。

揭示遗传病的发病机制，利用基因治疗改变细胞中的遗传物质是根治遗传病的有效途径。干细胞是一类具有

自我更新能力和多向分化潜能特性的细胞，其中人尿源性诱导多能干细胞具有容易获得、易于培养增殖、重

编程率高等优点，且可被诱导分化为多种细胞和器官。该文总结了近五年来人尿源性诱导多能干细胞的高效

重编程方法，并整理其在心脏、肌营养不良、脊髓型肌萎缩等相关遗传病的疾病模型复制、机制探索及可行

性治疗方面的应用，为遗传病的临床治疗研究提供更多的思路。
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Abstract: The traditional clinical treatments of genetic diseases can only alleviate or correct the clinical

symptoms of patients, but not change the pathogenic genes carried by patients. To reveal the pathogenesis of genetic

diseases, using gene therapy to change the hereditary substances in cells is an effective way to cure genetic diseases.

Stem cells are a kind of cells with self-renewal ability and multi-directional differentiation potential. The human

urine-drived induced pluripotent stem cells have the advantages of easy access, easy culture and proliferation, high

reprogramming rate, and can be induced to differentiate into a variety of cells and organs. This paper discussed the

high efficient reprogramming methods of human urine-derived induced pluripotent stem cells in recent five years,

and summarized their applications in the establishment of disease models, mechanism exploration and feasibility

treatment of genetic diseases related to heart, muscular dystrophy, spinal muscular atrophy, etc., so as to provide

more ideas for the clinical treatments and researches of genetic diseases.
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人类遗传病主要是在异源系统或动物模型中进

行研究，其结论从未被直接检验过[1]。直至目前，随

着干细胞在再生医学方面应用的推广，逐渐实现对

完全在体外发育的患者源性细胞进行基因测序及生
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理测试。诱导多能干细胞 （induced pluripotent stem

cells, iPSCs） 具有自我更新和多向分化能力，可以

根据不同的重编程效率从不同的细胞类型中产生不

同的细胞株[2]。人 iPSCs的细胞来源逐渐实现了非侵

入性、简单、成本低的突破[3]。利用尿源性iPSCs衍

生的与疾病表征相关的细胞模型可以为个性化医学

提供一种新的生物资源，这种新的资源被用于机制

探索、测试新发现的化合物、基因编辑及治疗等，

促进了遗传病精确化医疗的发展。

1 人尿源性诱导多能干细胞

1.1 人尿源性诱导多能干细胞的特征

干细胞在再生医学、细胞替代治疗及药物筛选

等领域有着广泛的研究及应用前景。随着2006年日

本京都大学YAMANAKA教授研究的iPSCs的出现[4]，

iPSCs在疾病模型复制、再生医学、药物筛选等领域

的应用不断创新和扩展。iPSCs重编程比较常见的细

胞类型可能是皮肤成纤维细胞、脐带血、外周血、

角质细胞，但这仍然需要活检，直接阻碍了研究需

求中的自愿捐赠[5]。理想的方法应是通过非侵入性、

简单及低成本的程序[6]，从健康受试者或任何年龄、

性别、人种的患者中普遍获得最佳细胞来源。现代

医学研究中，人类泌尿系统由一个复杂的小管网组

成，在正常的生理条件下，成千上万的细胞从管状

系统、输尿管、膀胱和尿道脱落，并散布在尿液

中[7]。尿液细胞是一种身体垃圾，2012年有报道称

脱落的肾上皮性尿液细胞能有效地产生iPSCs，而且

尿液细胞也具有易获取、成本低、效率高且无伦理

学问题等优势[3]。并有研究证实与人皮肤成纤维细胞

或成人脂肪来源间充质干细胞（MSCs）相比，尿源性

iPSCs具有更快的重编程动力学[8]，与胚胎干细胞或

其他来源的iPSCs相比，尿源性iPSCs表现出相似的

表达和多能模式[9]。

1.2 尿液细胞重编程为iPSCs

iPSCs 重 编 程 的 原 理 指 利 用 体 细 胞 核 移 植

（SCNT）、细胞融合、OSKM转录因子及小分子转导

等技术将维持干细胞特性的关键转录因子转移至成

熟的体细胞内，将人成熟的体细胞重编程为人

iPSCs，通过转录因子基因的异位表达从而具有干细

胞特性[10]。

目前常用的重编程方法有通过慢病毒或逆转录

病毒转导将重编程因子整合到基因组中[11]。这种方

法可以实现高效的基因转移和长期表达，但由于外

源基因永久和随机整合所产生的细胞有一定的致癌

潜力，因此不适用于治疗。为避免使用整合病毒，

目前逐渐出现不同类型的非整合重编程方法，如质

粒转染[12]、游离载体[13]、仙台病毒[14]、mRNA[15]等的

介导，与此同时能够模拟或替代重编程因子的小分子

逐渐被发现[16]，如Valproic acid、CHIR99021、Vitamin

C等小分子。由于不同的细胞系的基因表达谱有差

异，理想的重编程因子组合和诱导条件与细胞类型

有很大的关联[17]。通过对文献的搜集整理，下面总

结几种针对尿液细胞高效、低风险的重编程方法。

1.2.1 质粒转染和化合物干预相结合的方法 外源

基因表达方法使用的基本方法是质粒载体，因为与线

性DNA相比，质粒载体不容易受到外核酶的影响。

质粒转染的重编程效率与病毒载体相比虽然效率偏

低，但因其可控成本及安全性，非染色体质粒携带的

重编程因子获得非整合 iPSCs的方法逐渐被广泛使

用。在此基础上，进一步发现使用小分子化合物不仅

可以降低致瘤风险，而且可以提高其重编程效率。

CHENG 等[18]用含 OCT4、SOX2、KLF4、SV40LT、

c-MYC 及 LIN28 基因的 pEP4-EO2S-ET2K 和 pEP4-

M2L质粒电穿孔尿液细胞，进一步用含4种小分子

化合物的N2B27培养基进行培养，结果在10 d左右

就成功培养出 iPSCs，其重编程效率可达每孔 80 个

克隆。WANG等[19]通过筛选多种重组质粒组合和多

种化合物，最终确定低风险因子和小分子化合物，

建立了一个高效的外泌体系统，即 6F/BM1-4C 系

统，该系统因缺乏人类尿源性细胞重编程的致瘤

因子，从而可降低致瘤风险，证实6F/BM1-4C系统

在细胞遗传学水平上较为稳定，具有潜在的临床

应用价值。LI等[20]进一步研究如何提高尿液细胞的

重编程效率，在质粒电转染的基础上，加入6种小

分子化合物，同时发现用自体喂养替代基质胶可

以克服重编程过程中出现的大量细胞死亡所导致

的重编程失败，此方法进一步提高尿液细胞的重

编程效率，为成功培养iPSCs提供便利。

1.2.2 仙台病毒载体转染 由于转基因随机地整合

到宿主基因组中，并导致转基因重新激活或突变，

因此存在一定的风险性。仙台病毒的重要特征在于

其能够在细胞质中完全复制，且无法进入受感染细

胞的细胞核[21]，因此消除了通过表观遗传修饰改变

宿主基因组和基因沉默的风险[22]。仙台病毒能够以

非整合形式感染多种细胞类型，且在转导后24 h内

具有高的转导效率和快速的表达能力[23-24]，因此常
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被用于细胞的有效重编程。

AFZAL等[25]在将肌营养不良患者尿液细胞重编

程为iPSCs的过程中，提出一种非整合仙台病毒载体

的重编程方式，将OSKM转录因子导入患者的尿液

细胞中。该方案在2～3周内生成完全重编程的克

隆。后来，随着技术的进步，研制出了iPSCs仙台重

编程试剂盒，LIN等[26]用该试剂盒也成功地将尿液细

胞诱导成iPSCs。SAUER等[27]在将人尿上皮细胞重编

程为iPSCs并分化为肝细胞的研究中，分别采用了仙

台病毒转染和质粒转染两种方法，前者是用表达重

组因子hOCT3/4、hSSOX2、hKLF4及 hcMYC的重组

仙台病毒感染第2代尿路上皮细胞，后者是用1组

3 个 oriP/ebna Epposal质粒转染尿路上皮细胞，通过

核转染其表达重组因子OCT4、SOX2、KLF4、L-MYC、

LINL28及抗p53的 shRNA，两种方法都可提供令人

满意的重编程效率。然而，当比较来自同一供体的

尿细胞时，基于仙台病毒的方法获得的菌落和重编

程效率均高于基于质粒转染的方法。由此推断来自

同一供体的尿液细胞，基于仙台病毒的重编程方法

更有效。

1.2.3 mRNA 重编程 在克服 iPSCs 重编程风险

和低效率的障碍中，mRNA重编程技术因其矢量清

晰的暂态特性，对重编程因子给药、化学计量和

时间的灵活控制，以及其衍生 iPSCs生成的速度和

效率的优越性，可能成为产生多能干细胞的最有

希望的方法之一[15]。

GAIGNERIE等[28]在寻求将mRNA重编程应用于

最易获得、可选择的细胞类型的研究中，采用含

38% OCT4，11.4% SOX2，12.7% KLF4，10.1% LIN28，

12.7% MYC，10.1% Nanog，5.1% nGFP 的 mRNA 重编

程方案对成纤维细胞、牙髓细胞、尿液细胞进行重

编程，11 d 后观察以上 3 种细胞分别出现 21 个、

140个、4个hiPSCs克隆，但尿液细胞来源 iPSCs是

最早出现。尿液细胞是一个异质的群体，从多个

尿源性细胞系中分离得到 iPSCs克隆证实没有出现

基因组异常，表明这种重编程的稳定性。后期通

过重复和优化证实了mRNA重编程可以用于包括尿

液细胞在内的多种易获得的细胞类型，并且在4个

不同的患者细胞系上是可重复的。

2 人尿源性iPSCs在遗传病细胞模型中的

应用

遗传病患者自身来源的 iPSCs可以提供包含遗

传背景在内的特定细胞模型，发挥通过比较遗传背

景中的表型来检测病理表型中的突变的特异性作

用，拓展个性化药物筛选，同时也逐渐实现了基因

的原位转化，促进了精确化治疗的发展。

2.1 在心脏相关遗传病中的应用

之前由于人心肌细胞的来源极其有限，人类

遗传性心脏疾病主要在独立于患者的“遗传背景”

的异源系统或动物模型中进行了研究。自从尿源

性iPSCs的出现，人们一直致力于利用iPSCs细胞进

行心脏相关遗传病的疾病机制研究和心脏修复，

目前逐渐探索尿源性 iPSCs衍生的心肌细胞携带的

遗传物质及基因突变特征与患者病理特征的关系，

以及利用诱导而来的心肌细胞的自发收缩功能进

行药物的高通量筛选。

JOUNI等[29]将尿源性诱导多能干细胞分化为心

肌细胞（UhiPS-CMs），用UhiPS-CMs来模拟和表征

2 型长 QT 综合征的分子表型，结果发现 A561P

KCNH2突变导致人CMS中HERG通道的转运缺陷，

从而增加了心律失常的易感性。CAO等[30]成功地用

仙台病毒载体从一位患有心力衰竭的室间隔缺损

（VSD）患者的尿液样本中获得了非整合型UiPSCs，

该患者的RyR2基因存在L2483R突变。进一步通过

小分子调控Wnt信号将UiPSCs快速有效地分化为功

能性心肌细胞，经基因检测证明该来源的心肌细胞

表1 利用质粒电穿孔转染结合化合物干预将尿液细胞重编程为iPSCs

参考文献

第一作者

CHENG[18]

WANG[19]

LI[20]

载体

pEP4-EO2S-ET2K、

pEP4-M2L

pE3.1-OG--KS、pE3.1-L-

Myc-hmiR-302 cluster

pEP4EO2SET2K、pCEP4-

miR-302-367 cluster

重编程因子

OCT4、SOX2、KLF4、

SV40LT、c-MY、LIN28

OCT4、GLIS1、KLF4、

SOX2、L-MYC

OCT4、SOX2、

SV40LT、KLF4

促进重编程的小分子化合物

A83-01、PD0325901、Thiazovivin、CHIR99021

inhibitor of lysine-demethylase1、methyl ethyl ketone、

glycogen synthase kinase 3 beta、histone deacetylase

cyclic pififithrin-a、A-83-01、CHIR99021、

thiazovivin、NaB、PD0325901

iPSCs克隆形成

所需时间

10 d

18 d

14 d
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携带遗传基因突变并具有与患者病理有关的特征，

从而加快 iPSCs向高通量筛选应用或再生治疗的转

化。MLEE等[31]在唐氏综合征的研究中，通过电穿孔

获得的尿源性T21-iPSCs，经荧光原位杂交验证和光

谱核型分析后，证明T21-iPSCs可以维持其细胞遗传

的完整性，促进了对T21表型系统特征相关的研究。

在此基础上，进一步利用胰岛素剥夺法[32]成功地将

T21-iPSCs分化为心肌细胞，这些分化的心肌细胞在

功能上表现为自发收缩，对β肾上腺素能激动剂异

丙肾上腺素敏感，为高通量筛选改善唐氏综合征患

者生活质量的潜在药物奠定了基础。

2.2 在肌营养不良相关遗传病中的应用

肌强直性营养不良（myotonic dystrophy, DM）是

一种常染色体显性核苷酸重复扩张障碍，伴有骨

骼肌强直、无力，以及心律失常、心力衰竭[33]。根

据遗传病疾病特征，利用 iPSCs 衍生出的具有相关

疾病表型的心肌细胞，通过观察RNA表达情况、心

肌细胞的肌纤维收缩张力、Ca2+瞬时表达来揭示遗

传病的基因调控差异和不同类型的病理特征差异。

KIM等[34]在肌强直性营养不良机制的研究中，

利用质粒电穿孔的方法从健康对照组、DM1和DM2

受试者中诱导出多能干细胞（iPSCs），并将其分化为

心肌细胞。利用高分辨率成像证明来自DM1而不是

DM2 的 iPSCs 来源的心肌细胞存在已知靶基因和

MBNL的异常剪接，同时DM1和DM2 iPSCs衍生心肌

细胞的Ca2+瞬时表达不同，RNA序列显示两者的基

因表达有明显的失调，也存在差异的异常剪接模式。

以上研究结果表明DM1和DM2尽管有一些共同的临

床和分子特征，但有不同的病理特征。PIONER等[35]

在探索肌营养不良蛋白在心肌细胞发育和Duchenne

型肌营养不良心肌病早期发展中的作用的研究中，

分别从正常健康人和Duchenne型肌营养不良患者尿

液 中 获 得 诱 导 多 能 干 细 胞 分 化 的 人 心 肌 细 胞

（hiPSCCMs），将通过CRISPR技术从健康人中获得

的肌营养不良蛋白缺乏的模型与从患者诱导的

hiPSCCMs做对比，结果发现缺乏Dp427会导致肌纤

维收缩张力降低、松弛动力学较慢以及Ca2+处理异

常，这与Duchenne型肌营养不良细胞相似，表明缺

乏 Dp427 与心肌细胞结构成熟延迟或改变有关联

性，该研究为探索Dp427缺陷对心肌细胞发育早期

的功能影响提供了新的见解。GUAN 等[8]通过对

Duchenne型肌营养不良症患者的尿液细胞重编程，

进一步诱导分化成心肌细胞，结果证明 Duchenne

型肌营养不良患者来源的心肌细胞保留了该类患者

的肌营养不良蛋白突变，从而促进对该遗传病的

机制研究和药物开发。

2.3 在其他遗传病中的应用

随着尿源性 iPSCs技术的成熟，其定向诱导的

细胞种类逐渐增多，在遗传病中的应用范围越来

越广，不仅为以个性化方式研究遗传病机制提供

了一种有效的工具，同时促进了精确治疗的发展。

2.3.1 脊髓型肌萎缩 脊髓性肌萎缩是一种以脊

髓进行性运动神经元丢失为特征的神经肌肉疾病，

是由存活运动神经元1（SMN1）基因的突变引起的，

几乎所有脊髓性肌萎缩患者存在一个类似SMN1的

基因，即存活运动神经元 2（SMN2）[36-37]。 ZHOU

等[38]在脊髓肌萎缩症的研究中，利用 iPSCs重组载

体从脊髓性肌萎缩患者的尿液细胞中生成无c-Myc

的、非整合的 iPSCs,利用 CRISPR/Cpf 1 和单链寡核

苷酸（ssODN），在 SMA-iPSCs 中实现了 SMN2 基因

向SMN1基因的原位转化，效率为4/36。基因转化的

iPSCs株系不含外源序列，并保留正常的核型。值

得注意的是，在基因转换的 iPSCs及其衍生运动神

经元（iMNs）中有 SMN 和基因定位的表达，这是人

类细胞中Cpf 1同源定向修复（HDR）介导的基因转

换的首次报道，为大多数脊髓性肌萎缩患者提供

了一种通用的基因治疗方法。

2.3.2 遗传性肝病 肝细胞极性对于胆管的发育

和肝内胆汁及废物的安全运输至关重要，在与肝细

胞极性相关的遗传性肝病研究中，OVEREEM等[39]利

用慢病毒载体的方法将1例ATP7B纯合子突变和一

例杂合子突变患者的尿液细胞重编程为iPSCs，并将

其分化为肝细胞样细胞（hiHpes），利用HiHeps重述

极化蛋白的转运过程，以 Cu2+诱导的铜转运蛋白

ATP 7B再分布到胆管结构域为例，结果证明最常见

但又令人费解的Wilson病导致的ATP 7B-h1069q突

变本身并不能阻止将ATP7B转运到跨高尔基网，相

反，其阻止了Cu2+诱导的极化再分布到胆管区，不

能被药物折叠伴随分子逆转，该研究表明功能细胞

极性可在患者多能干细胞来源的hiHeps中实现，首

次实现了对内源性突变蛋白、患者特异性发病机制

和药物反应的研究。

2.3.3 血友病 血友病 A 是由于缺乏凝血因子

VIII（FVIII）而引起的单基因疾病，这种缺乏症可能

导致自发性关节出血或危及生命的出血，但无法

治愈[40]。PANG 等[41]从重度血友病 A 患者中获得尿
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源性诱导多能干细胞（iPSCs），并利用转录激活剂

样效应因子镍酶将第Ⅷ因子基因（F8）定位于 HA-

iPSCs中的多倍核糖体DNA（rDNA）位点，旨在解决

FVIII蛋白短缺的问题，结果表明外源F8的多个拷

贝可整合到 rDNA 位点上，同时检测到外源性 F8

mRNA 和 FVⅢ蛋白在靶向 HA-iPSCs 中的表达，而

且该来源的 iPSCs 分化为内皮细胞（ECs）后，仍可

检测到外源性FVⅢ蛋白。结果表明，多拷贝rDNA

位点可作为 iPSCs基因治疗的有效靶点，这种策略

为血友病A和其他单基因疾病提供了一种新的基于

iPSCs的治疗方案。

3 总结与展望

尿液细胞与其他 iPSCs重编程来源相比具有非

侵入性、取材简单、成本低、重编程效率高等优势，

iPSCs重编程技术由最初的存在致瘤风险的慢病毒、

逆转录转导技术，逐渐优化为质粒、仙台病毒、

mRNA等介导的非整合技术，同时促进重编程效率、

降低风险的小分子化合物也逐渐被发现。随着iPSCs

重编程技术的成熟，其被定向分化的细胞种类逐渐

在扩展。尿源性iPSCs及其诱导分化而来的特定细胞

因具备患者本身的遗传特征，为遗传病的机制探索、

药物筛选、基因治疗提供了很好的研究模型。

目前，尿源性 iPSCs在遗传病方面的应用范围

逐渐扩大。遗传性心脏病、室间隔缺损等心脏相关

性遗传病的研究，证实了尿源性iPSCs衍生的心肌细

胞携带的遗传物质及基因突变特征与患者病理特征

的一致性，并且其表现出自发收缩的心肌功能为药

物的高通量筛选提供了可能。在肌强直性营养不良

相关遗传病方面，由尿源性iPSCs衍生的心肌细胞进

一步实现了通过观察RNA表达情况、心肌细胞的肌

纤维收缩张力、Ca2+瞬时表达差异来揭示遗传病的

基因调控差异和不同类型间的病理特征。另外，在

脊髓性肌萎缩、遗传性肝病、血友病等相关遗传病

中，由尿源性iPSCs衍生的细胞模型也逐渐实现了

基因的原位转化，促进了精确化治疗的发展。

尿源性iPSCs在遗传病的研究上有很大的优势，

其衍生而来的心肌细胞、肝细胞样细胞或其他细胞

为遗传病机制研究、药物筛选、细胞治疗提供了很

好的模型。当然，未来还需在某些地方进一步提高，

例如尿源性iPSCs的重编程效率仍需进一步提高。同

时，经iPSCs诱导分化而来的细胞与自身原系统细胞

相比，由于缺乏整体的机制系统，不能提供完全整

合的视觉，这是未来需要继续突破的地方。希望以

后随着高通量测序、基因编辑技术和小分子筛选技

术的突破，尿源性iPSCs与这些技术相结合，进一步

开发遗传病的治疗干预技术，为遗传病患者的诊治

带来新的希望。
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