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干细胞基础与应用研究的一些进展

The progress in the Basis and Application of Stem Cells

周德山 ,蔡文琴　　(第三军医大学基础医学部组织学与胚胎学教研室 ,重庆 400038)

　　在正常人体组织中 ,每秒约有 600 万新生的红细胞替代相

同数量死亡的红细胞;在胎儿和幼年期等成长阶段 , 皮肤要扩

展 ,而且 ,一生中也需要不断的更新(约 2 ～ 4 周);肠粘膜上皮

每周更新一次;在特殊情况下(如损伤), 骨骼肌 、肝脏等也可

以再生得到补充 ,所以 , 机体需要一群具有保持分裂 、分化能力

的细胞 ,称为干细胞(Stem cell)。所谓干细胞是一类未成熟 、未

分化的细胞群 ,具有再生各种组织细胞 ,甚至器官的潜在功能 ,

医学界称之为“万用细胞” 。干细胞具有对称性分裂和非对称

性分裂两种分裂方式 , 后者使干细胞得以在组织内终生保存 ,

在这一过程中 ,各种细胞生长因子和细胞外基质等可能发挥重

要调节作用[ 1] 。

　　很早以前 ,人们已经注意到这种细胞的存在 , 但是一直未

引起人们足够的重视。20 世纪 90 年代后期 ,《Nature》杂志先后

发表了利用成体动物细胞核克隆绵羊“多莉”和克隆鼠的报道 ,

使发育生物学理论有了革命性的突破。特别是 1998 年

Thomson[ 2]实验室和 Shamblott[ 3] 实验室分别成功地建立了人体

胚胎干细胞系 ,在全球掀起了继人类基因组计划之后的又一次

生物医学的革命 ,使干细胞的基础和应用研究受到了世界各国

政府和研究者的高度重视 , 先后被美国《Science》杂志“ 1998、

1999”两年连续评为年度重大科学进展 , 2001 年被列入当今六

大热门科技研究领域之一。因为干细胞具有非常广泛的应用

前景 ,如在组织工程 、药物筛选及临床细胞移植治疗糖尿病 、血

液病 、神经退行性疾病等均具有极大的应用价值。现就胚胎干

细胞和成体干细胞的研究概况简述如下。

1　胚胎干细胞

1.1　起源与特征
　　胚胎干细胞(Embryonic stem cells , ES 细胞)是从哺乳类动

物的囊胚内细胞群(Inner cell mass , ICM)或原始生殖细胞(Pri-

mordial germ cells , PGCs)等分离的一群细胞。为正常的二倍体

核型 , 端粒酶活性高 , 表达碱性磷酸酶(Alkaline phosphatase ,

AKP)和特异性免疫标志物:阶段特异性胚胎抗原(Stage-specific

embryonic antigen , SSEA), TRA-1-60。 具有全能性或多能性 , 在

适当条件下 ES 细胞可被诱导分化为多种细胞或组织 , 包括神

经元 、造血干细胞和心肌细胞 , 是研究哺乳动物胚胎早期发生 、

细胞分化 、基因调控等发育生物学基本问题的理想模型[ 4] 。
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1.2　细胞标志物及种属差异性
　　ES 细胞表达早期胚胎细胞及胚胎肿瘤细胞(Embryonal car-

cinoma cells , EC 细胞)的表面抗原 、AKP及端粒酶活性 。但是 ,

在鼠和人的 ES细胞之间存在种属差异性 ,如小鼠 ICM和 ES 细

胞均表达 SSEA-1 , 但不表达 SSEA-3 和 SSEA-4 , 而人和恒河猴

ES 细胞 SSEA-1阴性 , 人 PGCs 分离的 ES 细胞 SSEA-1、SSEA-3、

SSEA-4、TRA-1-60 等均为阳性 , 利用这种差异和表面标志物可

以验证胚胎干细胞。

1.3　应用前景
　　ES 细胞系的建立对科学发展和人类健康具有其它干细胞

系无法替代的作用:①研究基因功能的有效手段 , 根据同源重

组的原理 ,利用基因打靶技术进行基因组内指定基因的失活 ,

研究人体某一基因的功能。 ②揭示人及动物发育过程中的决

定基因 , 有助于阐明发育早期的复杂事件。 ③ 可作为评价新

药及化学产品毒性及效能的检测系统 , 能够极大地改进评价药

品安全性的实验方法。例如 ,新的药物或治疗方法可在人的ES

细胞系进行实验 ,既可缩短药品研制的时间 , 又可以更安全地

进行动物和人体实验 ,这样可降低成本 ,缩短研究周期 , 具有重

要的商业价值。 ④细胞移植的重要来源 , 即 ES 细胞有可能成

为细胞替代疗法和组织器官移植的最佳来源。 ES 细胞作为个

体发育的原始干细胞 , 理论上 , 它可无限地提供特异性细胞类

型 ,用于置换疾病组织和放化疗损伤后的造血系统 ,为遗传病 、

肿瘤和衰老等疾病的治疗提供新的途径。目前已经发现 ES 细

胞可以分化为包括神经干细胞 、胰岛样结构等三胚层的多种组

织细胞成分 ,但是 , 这种干细胞也存在与患者缺乏遗传上的相

容性 , 移植物因免疫排斥而失败 , 相信通过基因工程技术敲除

干细胞MHC 制成通用型干细胞有望克服宿主抗移植物反应。

2　成体干细胞

2.1　概述
　　新近的研究表明 ,众多成体组织中(如骨髓 、肌肉 、胃肠道 、

皮肤 、视网膜 、外周及中枢神经系统等)均存在干细胞 , 称为成

体干细胞。多数成体干细胞在出生前或出生后很短时间内分

化为特定的组织细胞 ,仅一小部分仍然保留干细胞的特性存在

于组织中。与胚胎干细胞相比 ,成体干细胞在移植医学中有诸

多优势 ,如:从患者身上直接分离干细胞 , 进行体外大量增殖 ,

诱使它们分化为所需细胞类别 , 再将它们移植回病人体内 , 这

样不会因发生免疫排斥反应而失败 ,同时还可以避免使用来源

于人体或胎儿的干细胞所带来伦理上的争端。另外 , 成体干细

胞具有可塑性 ,能够分化为多种组织细胞成分 , 其中以造血干
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细胞和神经干细胞最引人注目[ 1 ,5] 。下面以神经干细胞为例介

绍其研究概况。

2.2　神经干细胞的生物学特征
　　20 世纪 60 年代 , Altman 等用同位素标记胸腺嘧啶掺入技

术 ,发现脑内新皮质 、海马 、嗅球等细胞含有同位素标记的胸腺

嘧啶 , 提示上述区域存在能分裂的细胞。但是直到 20 世纪 90

年代初 , Reynolds 等[ 6]利用一种称为“ Neurosphere 法” 的特殊培

养条件 ,从胎鼠和成年鼠的纹状体中分离了神经祖细胞(Neural

progenitor), 在表皮生长因子(Epidermal growth factor , EGF)存在条

件下 , 能够增殖形成细胞团 , 这些分离的细胞经诱导可分化为

神经元 、星形胶质细胞 、少突胶质细胞 , 表明该细胞团具有多向

分化潜能。将该细胞团机械性分离成单细胞进行传代培养 , 亦

可形成许多新的细胞团 ,这些传代细胞团同样能够分化为神经

系统的上述三种主要细胞 ,说明该细胞具有自我复制能力[ 7] 。

神经干细胞的主要标志物为神经上皮巢蛋白(Nestin), 属于中

间丝蛋白家族 ,主要存在于神经外胚层的多潜能细胞 , 随着神

经上皮分化成熟逐渐消失 , 其功能目前尚未完全明确 , 可能具

有结构和信息传递作用。

2.3　神经干细胞的分布
　　新近的研究表明人的胚胎期和成年期 , 脑内均有神经干细

胞存在。早在 20 世纪 90 年代初期 , Johnasson 等[ 8] 利用逆转录

病毒标记法证明成年哺乳动物的脑室管膜含有大量的持续增

殖的细胞 ,即神经干细胞。Weiss 等成功地从成年哺乳动物脊

髓内分离了一种神经干细胞 ,在 EGF和 bFGF共同存在下具有

自我更新和增殖能力。 意大利学者 Anyelo 等从人胚胎脑组织

中分离培养的神经干细胞存活达 2 年以上。我室研究人员亦

成功地从流产胚胎脑分离培养了神经干细胞。 目前已经证明

在啮齿类动物和人中枢神经系统的许多部位存在具有自我复

制能力和多种分化潜能的神经干细胞[9] , 包括大脑皮层 、纹状

体 、海马 、嗅球 、室管膜 、脑室下区 、小脑和脊髓等处 ,但因其含

量和局部微环境的限制 , 中枢神经系统损伤或变性时 , 自我修

复能力其微 ,所以寻找体外培养扩增自体或异体神经干细胞的

最佳方法 ,可为临床治疗神经系统损伤和神经退行性疾病带来

新的希望。

2.4　神经干细胞增殖分化的影响因素
　　生长因子对神经干细胞的增殖分化具有重要影响 ,促分裂

增殖因子如 EGF、bFGF 和白血病抑制因子(LIF), 单独或联合添

加于无血清培养基中均能促进神经干细胞的分裂增殖 ,并使其

保持干细胞特性。环境也是影响神经干细胞分化的因素之一 ,

例如将同一来源的神经干细胞移植到不同部位后 , 其分化结果

不尽相同 ,实验显示皮层区的信号可以诱导神经干细胞分化为

锥体细胞和星形胶质细胞 ,而纹状体区域的信号则诱导神经干

细胞分化为多巴胺能神经元。 我研究室李巍等用不同浓度的

胎牛血清诱导培养人神经干细胞 , 发现血清的浓度越低 , 分化

NF-200 阳性神经元越多 , 而胎牛血清的浓度越高 , GFAP阳性星

形胶质细胞越多。Neuron 杂志(2002 年)刊登了两篇论著 ,将肠

道分离的神经干细胞移植鸡神经嵴主要分化为神经元 ,而从外

周神经分离的神经干细胞则主要分化为胶质细胞 , 提示除环境

因素影响干细胞分化外 ,干细胞本身固有属性亦参与其定向分

化调节。

2.5　神经干细胞的可塑性
　　新近研究显示 NSC 具有跨胚层分化能力 , 能够分化为数种

非神经细胞[ 10] 。Galli等将从人胚胎和成年小鼠分离的 NSC 与

成肌细胞共同培养 , 发现 NSC 可分化为骨骼肌细胞;Bjornson

等[ 5]用胚胎和成年的 NSC 以及体外克隆的 NSC , 移植给亚致死

剂量照射的小鼠 ,结果证明 NSC 可转化为造血细胞;我室在体

外培养的条件将神经干细胞诱导分化为类胰岛样细胞:beta-细

胞和 alpha细胞;尽管可塑性的机制非常复杂 ,可能与多种目前

尚未清楚的基因产物同时作用有关 , 但是 , NSC 的可塑性使人

们对NSC 的研究寄予新的期望 , 可能作为多种细胞的来源用于

临床部分疾病的治疗[ 1] 。当然 , 其他组织的成体干细胞在适当

条件下也能转化为神经干细胞 ,如成年动物造血干细胞可分化

为脑的星形胶质细胞和少突胶质细胞。 Kopen 等的研究发现 ,

将骨髓间充质细胞(MSC)注射至新生鼠的侧脑室后 ,在海马 、嗅

球 、纹状体等部分均有 MSC 来源的神经胶质细胞和神经元 , 提

示MSC 具有一定的迁移能力和更广泛的应用前景[ 11] 。

2.6　神经干细胞的应用
　　比较受注目的应用有两个方面:①研究神经系统的发育:

因为神经系统的胚胎发育是瞬息万变的极其复杂的过程 ,在整

体上连续观察这种演变过程几乎不可能 , 如将神经干细胞标记

后移植到宿主脑内或眼前房 , 便于研究神经组织的成熟 、分化

及细胞间相互识别机制。 ②在移植医学中的应用:神经系统的

创伤和退行性疾病 ,可望通过神经干细胞的移植寻找新的治疗

途径。以往用胎脑移植治疗帕金森病确有一定效果 , 但每名患

者至少需 5～ 10个流产胚胎 , 无法满足众多患者的需求。神经

干细胞分离培养的成功 , 可以大量提供神经元 , 既可解决胎脑

移植数量不足的问题 ,又可避免医学伦理学的争端。例如 Corti

等将多巴胺合成过程中的限速酶(酪氨酸羟化酶)基因修饰的

神经干细胞移植入纹状体 , 同时为保证在体内不致过高表达 ,

将该基因置于一个四环素的基因负调控系统中 ,停用四环素 ,

TH可恢复表达 , 疾病症状得到缓解[ 12] 。我室尝试了将 BDNF

基因及NOV 基因修饰的神经干细胞移植治疗大鼠脊髓全横断

损伤 ,发现植入经基因修饰的神经干细胞能够存活并与宿主脊

髓整合 ,大鼠肢体功能也有一定程度的恢复。尽管成体干细胞

在细胞疗法中具有极大的利用价值 , 但是 ,仍有许多因素限制

成体干细胞的应用 ,如成体干细胞含量极微 , 很难分离和纯化 ,

且数量随年龄增长而降低。最近 ,利用流式细胞仪或免疫磁珠

结合免疫标志物进行分选能够得到较高纯度的成体干细胞 , 有

望解决这一问题[ 13] 。其次 ,如果使用患者自身的干细胞进行治

疗 ,首先必须从患者体内分离干细胞 , 体外培养使其增殖至足

够数量用于治疗 ,但对于一些急性病症 , 无法有足够的时间进

行患者自身的干细胞培养。 另外 , 从成人身上获得的干细胞 ,

增殖能力较年轻人的干细胞弱 ,加之成体干细胞可能包含一些

DNA异常 , 这些潜在的弱点也将限制成体干细胞的应用。新近

的研究表明成体干细胞并非能够完全相互转化 , 有些成体干细

胞可能转化为一种或两种其它组织细胞 , 但并不具有胚胎干细

胞的多潜能性 ,对成体干细胞可塑性提出了质疑[14] 。所以 , 我

们也应该清楚真正将干细胞应用于临床治疗各种疾病还有许

多基础研究等待我们去做。相信随着干细胞研究的深入 ,将为

临床众多疾病包括脊髓损伤 、神经退行性疾病 、糖尿病 、心肌梗

死等的治疗带来新的曙光。
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文章编号:1000-5404(2003)01-0003-01 个案与短篇

坏疽性脓皮病 1例

A case report of pyoderma gangrenosum

杨卫兵 ,郝　进 ,郝　飞　(第三军医大学附属西南医院皮肤科 ,重庆 400038)

1　临床资料

　　患者 ,男性 , 59 岁 , 近 8年来无诱因反复于四肢和面部出现

脓疱和溃疡 ,伴剧痛。曾用多种药物治疗无明显好转。自发病

以来 ,精神差 , 食欲下降 , 体重减轻明显 , 大小便无异常。入院

查体:一般情况差 , 慢性重病面容;浅表淋巴结不肿大;肺部可

闻及少许细湿口罗音;心脏及腹部体检无异常。面部 、躯干 、四肢

远端可见散在黄豆至花生米大小不等脓疱及直径 4～ 6 cm 深的

溃疡。

　　入院后查血常规WBC 7.6×109 L ,Hb 71 g L , PLT 124×109 

L;大便常规示潜血试验阳性;红细胞沉降率为 31 mm h;肝功能

示Alb 32.3 g L, G 36.9 g L, A G 0.9;胸部 X 线检查及 CT 扫描

示:左下肺外基段高密度影 , 内见多个偏心空洞 , 提示肺结核或

肿瘤可能;皮肤结核菌素试验(PPD)阴性;痰中多次镜检未找到

抗酸杆菌和真菌;皮损组织病理学检查示:真皮内大量中性粒

细胞浸润 ,未见血管炎改变;脓疱内脓液培养无细菌生长。 诊

断:坏疽性脓皮病。因肺部病变及消化道病变性质不明 , 建议
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患者进一步检查被拒绝。予以青霉素等抗感染治疗 , 皮损无好

转且进一步扩大;予以琥珀酰氢化可的松 300 mg d 静脉滴注 , 7

d 后病情明显好转 , 应患者要求转至当地医院治疗。

2　讨论

　　坏疽性脓皮病的发病原因和发病机制不明 , 治疗较为困

难。现在我们对于该病的认识是建立在不断的文献报道的累

积基础之上 ,因此缺乏完整性和系统性 , 易于造成临床的误诊

和治疗不当。文献[ 1] 报道 , 50%以上患者合并有系统性疾病 ,

最常见的为炎症性肠病(如溃疡性结肠炎 、Crohn病)、炎症性关

节病和血液系统疾病或恶性淋巴瘤等。其内脏损害的发生率

和预后各有不同 ,但一般认为内脏损害少见 , 肺部为最常见的

发生部位[ 2] , 表现为肺部的坏死性结节;此外该病还可侵犯肝 、

脾和骨骼[ 2 ,3] , 表现为无菌性脓肿形成。

　　本例患者病史长达 8年 , 表现为反复发作的多发性疼痛皮

肤溃疡 , 实验室检查排除了感染性疾病 , 因此可以诊断为坏疽

性脓皮病。并且有肺部结节性损害及肝功能受损的征象 ,但由

于患者对检查不予配合 ,其肺部和肝脏病变的性质有待进一步

观察。

(下转 6页)

3
第 25 卷第 1期

2003 年1 月
　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
ACTA　ACADEMIAE　MEDICINAE　MILITARIS　TERTIAE

　　　　
Vol.25 , No.1

Jan.2003


