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摘  要 : 自从 2006 年山中伸弥成功地将小鼠皮肤成纤维细胞重编程为诱导性多能干细胞 (Induced pluripotent 

stem cells, iPSCs)，iPSCs 已成为科学家们研究的热点之一。而 iPSCs 在为基础研究和再生医学提供了无限可能

的同时，相关争论焦点也随之产生，如 iPSCs 有可能导致肿瘤已成为其在临床应用前需要进一步证实、面对和

解决的问题。目前已经有相关研究人员对 iPSCs 是否具有潜在致瘤性进行了探索。研究结果表明，iPSCs 基因

表达谱与癌细胞基因表达谱具有交集，重编程过程中积累了基因损伤，以及在培养过程中的基因突变都是其致

瘤性产生的原因之一。研究人员目前已经找到很多减少 iPSCs 致瘤性的方法，比如优化促重编程因子、筛选表

达载体、筛选细胞株等。文中对 iPSCs 致瘤可能性的原因和如何消除其致瘤性进行了综述。 
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Progress in the tumorigenic potential of iPSCs and methods 
to reduce it 
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Abstract:  Since Yamanaka successfully reprogrammed murine fibroblasts into iPSCs in 2006, iPSCs technology has 

drawn much attention worldwide. Although iPSCs provides tremendous possibilities for both basic research and 

regenerative medicine, it has meanwhile potential risks, e.g. tumorigenicity. Scientists, therefore, have made efforts in 

clarifying the mechanism of the cause for iPSCs tumorigenicity and the way how to reduce the risk. The results of some 

researches reveal some of tumorigenic factors, e.g. the partial similarity of gene expression profiles between cancer cells 

and iPSCs, the accumulation of the genetic damages in the course of reprogramming process, and mutation in the cellular 

culture. As a consequence, numerous methods for reducing iPSCs tumorigenicity have been explored, such as minimized 

use of the reprogramming factors at the controlled manner, and the selection of the expression vector or parental cells. In 

this paper, the cause of iPSCs tumorigenicity and the current achievements on preventing iPSCs tumorigenesis are 

reviewed. 

Keywords:  iPSCs, tumorigenicity, safety 

肿瘤是指机体在各种致癌因素作用下，局

部组织细胞在基因水平上失去对其生长的正常

调控，导致其克隆性异常增生而形成的病变。

其最重要的特点是异常的无限扩增能力。胚胎

干细胞 (Embryonic stem cell，ES) 是早期胚胎 

(原肠胚期之前) 或原始性腺中分离出来的一类

细胞，它具有无限增殖、自我更新和多向分化

的特性。而 iPSCs 是指由体细胞重编程而得到

的类似胚胎干细胞的一种细胞类型，在形态、

基因和蛋白表达、表观遗传修饰状态、细胞倍

增能力、类胚体和畸形瘤生成能力、分化能力

等方面都与 ES 相似。iPSCs 性状虽与 ES 部分

相同，但其多能性和无限扩增能力是通过外界

因素的诱导而产生出来的，这个过程中会对细

胞的基因组产生何种影响尚未清楚。 

自从 2006 年山中伸弥实验小组利用逆转录

病毒载体将 oct4、sox2、klf4 和 c-myc 共同转入

小鼠成纤维细胞中，获得了在形态学、相关多

能性基因表达、表观遗传修饰状态等方面与 ES

极为相似的 iPSCs[1]。iPSCs 在一定程度上有望

解决异体细胞治疗的免疫排斥问题，规避 ES 来

源的伦理问题，为再生医学提供了无限的潜在

可能性。用病人自身的 iPSCs 进行疾病治疗将

会彻底改变细胞治疗方法[2]。另外 iPSCs 可以被

用来研究疾病发病的分子机制，研发新型药物，

评估药物的安全性和治疗效果。但是在 iPSCs

应用于临床治疗前，科学家们还需要解决很多

潜在的风险。其中，iPSCs 是否具有致瘤性是个

需要严谨面对并进一步验证的问题。有实验数

据显示，将由 iPSCs 分化得来的成体细胞导入
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到小鼠体内，只要细胞混合物中含有 20 个以上

未分化的细胞，就会导致肿瘤的产生[3]。但也有

些研究表明 iPSCs 是安全可靠的。Xu 等将与血

友病小鼠模型关系密切的近亲系 C57BL/6 小鼠

尾尖细胞经重编程得到的 iPSCs 诱导分化为内

皮前体细胞，然后移植到患有血友病小鼠的肝

脏中，使病鼠出血不止的症状得到有效改善，

并且未发现伴有其他异常症状[4]。 

iPSCs 的潜在致瘤性已经引起了很多研究

者的关注，目前由于无法进行人 iPSCs 的嵌合

体制备，有关 iPSCs 致瘤性问题的研究大多是

参考小鼠或其他哺乳类动物的实验结果。本文

就 iPSCs 产生致瘤性的潜在原因和降低其致瘤

性的方法进行简述。 

1  iPSCs 潜在致癌性的原因 

在由体细胞重编程为 iPSCs 及后续的传代

培养过程中，诸多因素可能使细胞发生致瘤性，

比如说由于转染时对细胞的损伤和外源性基因

的随机插入、重编程过程中的染色体损伤、不

完全重编程细胞的混杂、细胞分化过程完成后

多能性基因未能及时沉默、细胞培养过程中的

突变基因的积累等[5]。 

1.1  重编程过程中积累了基因损伤 

山中伸弥进一步的研究发现，抑癌基因 p53

的沉默会增加重编程的效率[6]，在 p53 一过性下

调的情况下，重编程的效率会有增高。从功能

上来讲，p53 能够对原癌基因的激活 (或者说抑

癌基因的失活) 作出反应，进而诱导失控的细胞

凋亡[7]。对于那些 DNA 损伤的细胞 (包括端粒

比较短，DNA 的修复存在先天缺陷等)，细胞中

p53 的表达会阻止细胞的重编程。但是一旦 p53

的表达被干扰以后，即使该细胞存在着很大的

基因缺陷，甚至是染色体畸变，也能有很高的

重编程效率[8]。这些研究表明体细胞经重编程后

对 DNA 损伤的耐受性相对增加，使 iPSCs 有可

能积累了较多的基因损伤，这就有可能使 iPSCs

在体内外分化过程中发生肿瘤，使 iPSCs 应用

的安全风险增加。 

1.2  iPSCs 基因表达谱与肿瘤细胞相似 

人们通常通过向体细胞中导入多种转录因

子，来激活重编程从而制备 iPSCs。在最早的四

因子诱导体系中，c-myc 已被证实是一个原癌基

因，可通过调控下游靶细胞促进细胞增殖和转

化，导入 c-myc 基因可使嵌合体小鼠的肿瘤发生

率高达 20%。而其他因子，如 Nanog 蛋白是肺

癌诊断标志物和治疗靶点[9]；oct4 主要在 ES、

生殖干细胞及多种肿瘤细胞中表达[10]；klf4 的 C

末端有 3 个串联的锌指序列，这些序列在目标

基因 Nanog 的激活中起着关键作用，klf4 同时

也是 Nanog 的调控因子，这些研究结果表明

iPSCs 和肿瘤具有相关基因表达调控的交集。 

Ghosh 小组对比分析了人 iPSCs 和同源肝

细胞、血管内皮细胞和初级神经嵴细胞等的基

因表达谱，并将它们与 5 种不同来源的肿瘤细

胞转录物作比较。他们得出的结论是肿瘤细胞

和 iPSCs 的基因表达谱有很大程度的重叠，相

比之下，原始体细胞和肿瘤细胞的表达重叠就

很小，qRT-PCR 的结果也支持了这一结论[11]。

经过 qRT-PCR 测定了几种常见的肿瘤基因在由

hiPSC 和 hESC 分化而来的杂内皮细胞中以及正

常组织细胞中 (人脐静脉内皮细胞株中) 的表
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达，如 tnc、vcan、pcolce、klaa1199、fos、sema5a、

sna12、serpine2、col6a2 和 thbs1 等，它们在由

hiPSC 分化而来的内皮细胞中的表达量明显较

高，Western blotting 的分析结果也支持这一点。

这些结果说明 iPSCs 分化之后仍然具有致瘤  

倾向。 

另外，维持 iPSCs 多能性的基因与肿瘤形

成过程中的相关基因有交集。这些交集基因赋

予了细胞高速度增殖、逃逸自我更新和 DNA 修

复检验点等能力。Ben-Porath 等[12]研究了肿瘤

细胞与 iPSCs 多能性维持的相关基因的表达关

系，以及与 myc 基因家族为中心的基因调控网

络的关系，他们发现肿瘤细胞的侵袭性的降低

与细胞分化相关基因的表达上调有关。Kim 等[13]

等利用生物素标记技术探测细胞内蛋白质与蛋

白质以及蛋白质与 DNA 之间的结合，他们发现

myc 基因家族的转录网络在肿瘤和 iPSCs 等都

有着重要的作用。在由 iPSCs 产生的嵌合体小

鼠中，由于 myc 基因家族在供体细胞中的表达，

因此更易产生肿瘤[14-15]。Myc 家族中的 3 个成

员，c-myc、n-myc 和 l-myc，相比于其他两个，

l-myc 在诱导 iPSCs 时能降低其致瘤性，且诱导

效率更高[16]，这就为增加 iPSCs 的安全性提供

了一个新的方法。 

除了 myc 信号转导通路的网络，ES 和 iPSCs

中其他的多能性基因也被证明在肿瘤细胞呈高

表达状态。例如，体细胞中 oct4 的异位激活会

引起细胞的增殖不正常而发生癌变[17]；Lee 等证

明了 Nanog 在肝癌中的 CD24+肿瘤干细胞的自

我更新中起着重要的作用[18]；在乳腺癌细胞中

klf4 能够促进 p53 介导的 DNA 修复检验点的解

偶联[19]；在完成重编程后的细胞克隆中 c-myc 和

oct4 的未完全沉默或者重新激活，能使细胞增殖

加快和抑制分化[20]，进而增加癌变的可能性。 

进一步的研究发现，iPSCs 中存在着部分与

肿瘤信号通路相关的 miRNA。Malchenko 等[21]

将两个 iPS 细胞系的 365 个 miRNA 和 4 个人的

ES 细胞系进行表达谱分析，结果显示 iPSCs 中

有 10 个与肿瘤信号通路相关的 miRNA 高表达，

这说明 iPS 细胞和肿瘤细胞有着很多的相似性，

另有实验显示某些与ES相关的转录调节因子在

肿瘤细胞也高表达[22]。我们推测无论是肿瘤细

胞、iPSCs 还是 ES 细胞都具有高速度增殖和自

我更新的特点，促进其高速度增殖和自我更新

的基因可能会有很大程度的重叠，只是 ES 有着

较多的在肿瘤细胞中不表达的抑制增殖过度的

调节基因的表达，而在诱导产生 iPSCs 的过程

中，激活了促进其高速度增殖和自我更新的基

因，部分 iPSCs 可能没有相应地激活抑制其过

度增殖的相关调控基因的表达。 

1.3  iPSCs 培养过程中的突变积累 
除了以上两个原因之外，细胞培养体系对

于细胞质量的维持至关重要。利用 iPSCs 进行

疾病的治疗前，需要在体外大量扩增 iPSCs，这

个过程需要传很多代。虽然有相关研究表明，随

着传代次数的增加，染色体状态会趋于稳定[23]。

但最近的一些研究表明，部分多能干细胞存在

着 DNA 损伤修复的缺陷，甚至还会出现细胞周

期停止的现象[24]。尽管 iPSCs 可能会通过细胞

凋亡来对 DNA 损伤作出反应，但有小部分细胞

却仍能存活下来，维持着遗传突变的同时继续

增殖[25]。这使多能干细胞在长期的培养过程中

衍变成一些异常的细胞，包括染色体易位、大

规模的重复和丢失以及点突变等[26]，这些细胞
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有可能在后续增殖过程中发生癌变。  

2  降低 iPSCs 致瘤性的方法 

作为 iPSCs 在临床上应用的一大阻碍，

iPSCs 的潜在致瘤性已经引起了研究者的关注，

他们试图寻找各种方法来降低可能性，其中包

括重编程因子的筛选、载体类型的选择、维持

抑癌基因的表达，如 p53 等。 

2.1  促重编程因子的筛选 

首先，研究人员试图通过减少重编程因子

来降低 iPSCs 致瘤的风险。Wernig[27]研究小组

利用 oct4、sox2 和 klf4 将小鼠成纤维细胞成功

重编程为 iPSCs，说明 c-Myc 基因并非 iPSCs

诱导过程中所必需的。Huangfu 研究小组通过添

加组蛋白脱乙酰基酶抑制剂丙戊酸  (Valproic 

acid，VPA)，仅使用两个转录基因 oct4 和 sox2

成功地建立了人的 iPSC 细胞系[28]。Kim 研究小

组用内源性表达 sox2 和 c-myc 的小鼠神经干细

胞，只导入两种转录基因 (oct4 和 klf4 或者 oct4

和 c-myc) 就将其诱导为 iPSCs[29]。近期，他们

只用 oct4 便将神经细胞诱导为 iPSCs[30]。他们

的实验提示在选用诱导因子的时候可以充分利

用特定组织细胞内源性的转录因子以减少外源

基因的导入，进而降低肿瘤的发生率。但是，

这类组织细胞在临床上的获取受到严格的限

制。外源转录因子并不是越少越好，减少外源

转录因子以降低肿瘤发生率的代价就是重编程

效率的降低。 

在诱导过程结束以后，及时地关闭外源性

诱导因子的表达，是降低 iPSCs 致瘤风险另一

种技术手段。有研究者将 4 种重组蛋白 (Oct4、

Sox2、Klf4 和 c-Myc) 与穿膜肽融合，将人的成

纤维细胞重编程为稳定的 iPSCs[31]。该方法减少

了使用病毒载体、基因转染等潜在的风险，并

且有可能在未来为 iPSCs 的再生医学应用提供

一种安全的细胞制备方法。Yakubov 研究小组利

用相关 mRNA 来制备人的 iPSCs[32]。他们将体

外转录的 oct4、sox2、klf4 和 c-myc 的 mRNA

导入体细胞中，至少 70%的细胞中都有这 4 种

蛋白质的表达和核定位。他们经过连续 5 次的

转染来维持其蛋白的表达，最终诱导出 iPSCs。 

2.2  表达载体的筛选 

在早期重编程的过程中，常用逆转录病毒

载体作为导入系统将所携带的重编程因子随机

整合入细胞基因组中。其整合位点是相对随机

的，因此有可能引起插入性突变。例如激活原

癌基因或者灭活抑癌基因。Stadtfeld 等利用非整

合型腺病毒载体，将成纤维细胞和肝细胞成功

地重编程为 iPSCs[33]。但是由于腺病毒载体介导

所得到 iPSCs 的效率很低，且此过程中由肝细

胞得到的 iPSCs 多为 4 倍体，需通过繁琐的亚

克隆细胞建系及筛选，这无疑增加了工作量且

细胞质量不能保证，因此不适合于临床应用。 

山中伸弥的进一步研究发现用质粒的瞬时

转染可以消除外源基因的整合与重组[34]。他们

向 小 鼠 胚 胎 成 纤 维 细 胞  (Mouse embryo 

fibroblast，MEF) 中重复转染两组表达质粒，一

组质粒含有重编程因子 oct4、sox2 和 klf4 的

cDNA，另外一组则是含有 c-myc 的 cDNA，从

而将 MEF 重编程为 iPSCs，通过 Southern 

blotting 验证后未发现有外源基因的整合。 

Park 小组报道了用脂质体磁性转染方法 

(Liposome magnetofection, LMF) 将 MEF 重编

程为 iPSCs[35]。此方法用不同浓度的磁性纳米颗
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粒 的 DNA (pCX-Oct4-2A-Klf4-2A-Sox2 和

pCX-cMyc) 脂质球经一次或两次转染，所获得

的 iPSCs 通过透射电子显微镜观测，脂质球颗

粒在转染 36 h 后，在胞内数量急剧减少，8 次

传代之后消失。 

Yu 等 利 用 oriP/EBNA1 (Epstein-Barr 

nuclear antigen-1) 核附加型质粒载体将重编程

因子瞬时转染至体细胞内，避免了外源性基因

的整合，并且在细胞传代过程中撤掉药物筛选，

从而逐步稀释并最终去除质粒[36]。无论是蛋白

质还是 mRNA，这两种方法都不会引起外源基

因的插入性突变，有资料显示，经反转录病毒

载体介导感染、脂质体转染、转座子和蛋白转

入等重编程方法，导入重编程因子后的 mRNA

促进重编程的效率比其他方法要高很多[37-38]，

理论上不会对 iPSCs 以及后续的细胞分化产生

影响，同时有效地保证了细胞应用的安全性。 

2.3  促重编程化学小分子的筛选 

与其他促编程因子相比，小分子促进细胞

重编程更具有优势，因为它们可以渗透入细胞

且不具有明显的免疫原性，更易合成和保存，

另外，小分子诱导重编程的过程成本更低且易

标准化[39]。邓宏魁课题组发现在 sox2、klf4 和

c-myc 存在的情况下，毛喉素、2-甲基-5-羟色胺

能够代替 oct4 诱导小鼠胚胎成纤维细胞的重编

程。该研究小组还报道了一种将多种小分子化

合物“VC6T” [VPA, CHIR99021 (CHIR), 616452, 

Tranylcypromine]联合 oct4 单个外源基因导入实

现小鼠体细胞重编程的方法[40]。另外，他们又

通过在 MEF 中转入由 oct4 启动子启动 GFP 表

达 的 质 粒 系 统  (oct4 promoter-driven GFP 

expression, OG) ，利用启动 GFP 表达对 10 000

多种化学小分子进行筛选，选出了 For-skolin 

(FSK) 等 oct4 “替代物”[39]。随后，研究人员利

用 VPA、CHIR99021、616452 等 7 种化合物组

合的混合物，将重编程效率提高至 0.2%，与目

前常用的建立 iPS 细胞的技术相当。他们将这种

诱导来的多能干细胞命名为“化合物诱导性多

能干细胞” (Chemically induced pluripotent stem 

cells, CiPSCs)。通过体内实验，CiPSCs 可生成

所有重要的细胞类型，包括肝脏、心脏、脑、

皮肤和肌肉等。目前，该研究小组已利用这种

CiPSCs 培育出了多只健康小鼠，证实了 CiPSCs

具有与胚胎干细胞同样的分化发育的能力。 

Kang 小组利用氧甾酮和嘌吗啡胺处理小鼠

星形胶质细胞，然后在白血病抑制因子存在的

情况下，对其用 MEK/ERK 和 GSK3 通路抑制

因子进行处理，即可得到与 mESCs 基因表达谱

和分化能力都相似的“化合物诱导性多能干细

胞类似细胞 ” (Chemically induced pluripotent 

stem cell-like cells, ciPSLCs)[41]。此外，胡文涛

等发现在转录因子 oct4 和 klf 存在的情况下，利

用正丁酸钠、A-83-01、CHIR99021 和 Y-2763

等可以将 MEFs 重编程为 iPSCs[42]。 

研究人员还发现，CYT296 在 250 nmol/L

时，能够提高 oct4、sox2、klf4 和 c-myc 四因子

介导的 MEFs 重编程[43]。他们推理 CYT296 可

能是通过扰乱染色质凝集为重编程创造更有利

的环境，从而促进这一过程。并且他们的后续

实验验证了这个推论，这就为研究者们提供了

一个新的进行重编程的方法——用小分子扰乱

染色质的凝集。 

研究人员用化合物对小鼠普通体细胞进行

重编程，减少了促转录因子的个数，是降低
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iPSCs 致瘤性的一个好方法。 

2.4  降低 iPSCs 致瘤性的其他方法 

Aoi 等[44]用成年小鼠肝脏细胞、胃表皮细胞

以及胚胎成纤维细胞诱导得到的 iPSCs 进行嵌

合体小鼠的制备。成纤维细胞来源的 iPSCs 的

嵌合体小鼠，在 30 周时约有 30%的小鼠产生了

肿瘤，而鼠肝脏细胞、胃表皮细胞来源的 iPSCs

的嵌合体小鼠并未发现肿瘤。这可能是由于不

同的供体细胞在重编程之前细胞所处的环境不

一样；细胞内的基因表达不一样；在重编程过

程中受内外源性因子的调控，开启或关闭的基

因的差异性所致。因此，在临床应用 iPSCs 治

疗时，选择适当的供体细胞种类，可降低其致

瘤性，提高 iPSCs 的安全性。另外，还要考虑

供体细胞的取材难易和伦理限制等因素。目前，

人类皮肤成纤维细胞的获取较为方便和可   

行[38]。另外，由于血细胞和尿液脱落细胞容易

获得，且不会对供体造成伤害，也成为许多研

究者制备 iPSCs 的优选细胞来源。所以，在选

取细胞时要综合考虑多方面的因素。 

降低成瘤风险的另一种方法是在 iPSCs 形

成后，将外源基因去除。目前主要有两个删除

系统：Cre/LoxP 重组系统和 PiggyBac 转座子系

统。Cre/LoxP 介导的基因删除会导致一段载体

片段留在插入位点上，虽然降低了成瘤风险，

但仍无法避免插入突变[45]。相比 Cre/LoxP 重组

系统，PiggyBac 转座子系统可完全除去外源插

入的 DNA 序列，使基因组复原，降低了 iPSCs

的致瘤性[46]。 

Marión 等[47]发现，通过限制重编程来降低

鼠源 iPSCs 的基因重组，能够提高 p53 介导的

DNA 损伤应答。Menendez 等[48]通过增加抑癌

基因拷贝数来提高鼠源 iPSCs 的安全性，从而

降低肿瘤发生风险。体内和体外分化实验表明，

增加了一个拷贝的 p53 或者 Ink4a/ARF 的

iPSCs，可以使分化细胞持久正常。在畸胎瘤形

成过程中上调 p53 的表达，iPSCs 能分化成正常

的 3 个胚层的组织细胞，而肿瘤细胞的发生率

明显降低。另外他们还发现这些 iPSCs 与正常

的 iPSCs 相比对抗癌药物更加敏感。 

3  展望 

iPSCs 最诱人的前景是将其定向诱导分化

为特定的组织细胞，以用于疾病的治疗。目前

在小鼠水平上已经有了诸多研究成果。Xu 等[49]

将 iPSCs 诱导分化为内皮前体细胞，然后将其

移植至血友病小鼠的肝脏后，出血不止的症状

得到了有效改善。Hanna 等[50]通过电穿孔将人

正常 β 蛋白基因导入 iPSCs，随后将 iPSCs 定向

分化为造血祖细胞  (Hematopoietic progenitor 

cells, HPs)，将 HPs 移植入雄性 Hβs/Hβs 小鼠中，

HPs 能有效地改善镰刀形红细胞贫血症状。在临

床应用方面，目前较为成功的案例是日本理化

研究所发育生物学中心用 iPSCs 进行视网膜疾

病的临床前实验，可能有望几年后在临床开展

自体骨髓干细胞治疗。 

我们曾利用嵌合体小鼠模型证实，iPSCs 在

体内能有效地分化为血细胞，其所携带的外源

性 β 珠蛋白表达增加约 20%以上就能改善 β654

地贫的症状，并且这些嵌合体小鼠没有其他异

常症状，这就为 iPSCs 的临床应用提供了可行

性参考[51]。我们认为,一过性地表达诱导基因，

然后在细胞重编程完成以后及时清除诱导基因

是一个比较好的方式。另外，在 iPSCs 中引入
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自杀机制，一旦 iPSCs 发生癌变之后能诱导启

动细胞凋亡，也是一种提高 iPSCs 安全性的好

方法。 

虽然我们对 iPSCs 的潜在致瘤性的原因还

没有完全研究清楚，但是随着诱导方法、培养

条件、定向分化等技术的进一步优化，相信

iPSCs 将会更加安全、可靠、有效地被运用于临

床细胞治疗中。 
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