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干细胞疾病模型在肝脏代谢疾病研究和药物研发中的应用
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摘  要：新药研发的失败率之高众所周知，其中一个原因是依靠动物实验获得的临床前数据无法真实反映人类生理情况，不

可避免地在药物进入临床试验后产生偏差，最终可能导致研发失利。基于人诱导性多能干细胞(induced pluripotent stem cells, 
iPSCs)或成体干细胞建立的疾病模型一方面提供了大量的细胞原材料；另一方面，由于iPSCs或成体干细胞可来源于患者，

因而可准确模拟疾病的遗传背景。因此，干细胞疾病模型为药物临床前试验提供了更贴近人体生理和病理情况的体外细胞

模型。更进一步地，通过建立群体iPSCs细胞库，可在体外细胞培养皿内进行人类遗传学研究，采用全基因组关联研究

(genome-wide association study, GWAS)及定量性状基因座(quantitative trait locus, QTL)等方法筛选人群中与疾病、药物敏感性

差异、细胞毒性差异相关的易感位点，为特定药物的毒性、易感性人群间差异等提供遗传学基础，进而为后续临床试验中

合适的试验人群的招募提供理论依据。因而，干细胞疾病模型可潜在辅助新药研发，提高新药临床前试验的准确率，降低

新药研发的周期和成本。本文以肝脏代谢疾病为对象，对干细胞来源的肝脏细胞疾病模型在代谢功能方面的生理机制研

究、药物筛选和评估等领域进行综述。
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Applications of stem cell disease models in liver metabolic research and drug 
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Abstract: The high failure rate of the new drug development has been well recognized. Relying on the pre-clinical data obtained from 
animal experiments will inevitably cause a low concordance with human clinical trials, which will eventually lead to new drug devel-
opment failure. Employing human induced pluripotent stem cells (iPSCs) or adult stem cells to simulate disease models can not only 
provide an unlimited cell materials, but also faithfully represent the genetic background of a certain disease, when iPSCs or adult stem 
cells derived from patients with a specific disease genetic variation are applied. In addition, gene editing methods can be used to intro-
duce genetic variants of interest into stem cells to generate disease models. Furthermore, by establishing a cell bank with a population 
of iPSCs in petri dish, in vitro human genetic studies can be carried out in these cells, with GWAS and QTL studies applied to identify 
genetic variants that are associated with drug sensitivity or cytotoxicity. These efforts may offer valuable information for the recruit-
ment of suitable patients for clinical trials. Therefore, stem cell-derived disease models can provide valuable resources for the patho-
physiological studies of diseases as well as the drug development. In this review, we will briefly introduce the development of the liver 
disease models derived from stem cells and their applications in disease study and drug development.  
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据统计，过去 10 年间一个新药研发的成本均

值为 13.35 亿美元，平均需要 13 年，而新药研发的

失败率之高众所周知 [1]。2015~2017 年 CMR 国际

公司 (Centre for Medicines Research International Ltd.)
发布的药物研发指标数据显示，从项目发起至进入

临床 I 期试验的药物研发成功率低于 10% ；从临床

II 期成功推进至临床 III 期的新药，成功率为 1/4 左

右；而进入临床 III 期试验的新药成功率为 2/3 [2]。

依靠动物实验获得临床前数据，以预测药物的

疗效、毒性及在人体中的药代动力学参数，是新药

研发过程中的重要组成部分。但在许多情况下，它

们无法复制人体内的药代动力学和生理特性。据

2013~2015 年间 218 例临床 II 期试验失败案例的统

计数据显示，主要的失败原因集中在药效及安全性

不足上，比例分别高达 52% 及 24% [3]。这足以让

我们认识到，由于动物和人的种属间差异，不可避

免地造成临床前试验预测的偏差，导致很多药物进

入临床试验后产生偏差，最终导致药物研发失利。

为了更好地预测临床试验的结果，许多学者在研究

和开发新型的疾病模型。

1  人干细胞疾病模型

目前干细胞疾病模型正处于积极的研发和探索

中。干细胞由于具备高度自我更新和定向分化的能

力使其成为疾病模拟的可能细胞来源。其中人多能

干细胞尤受关注，人多能干细胞主要分为两种：一

种是人胚胎干细胞(human embryonic stem cells, hESCs)，
从早期胚胎 ( 原肠胚期之前 ) 分离而来；第二种是

诱导性多能干细胞 (induced pluripotent stem cells, 
iPSCs)，通过体细胞 ( 患者的皮肤切片或者血液样

本等 ) 体外重编程获得。上述两种人多能干细胞都

能被用于人类疾病模拟，尤其是 iPSCs。iPSCs 不
仅绕开了 hESCs 相关的道德和免疫问题，而且当

iPSCs 来源于具备特定疾病遗传背景的患者时，可

被用于相应疾病的模拟。此外，人多能干细胞具有

多能性，因而在体外合适的诱导条件下，可以分化

为各种类型的体细胞，且其在体外的分化过程可在

一定程度上模拟体内发育过程，因而可以模拟疾病

的不同发生阶段
[4]。

除了多能干细胞以外，来自患者自身的成体干

细胞也能够自我更新并且可以特化形成某一类型组

织的细胞。另外还有绕过 iPSCs 这个步骤，直接对

成熟体细胞进行重新编程，将其直接转分化为其他

类型的成体细胞的方法 [5]。这些方法同样可以避免

hESCs 相关的道德和免疫问题，也是目前人体器官

再生移植及疾病模型构建的研究热点。

1.1  单基因突变的干细胞疾病模型构建 
构建干细胞疾病模型的第一种方法是通过将来

源于特定疾病遗传背景患者的体细胞进行体外重编

程得到患者 iPSCs，后期分化为具有特定基因变异

的各种疾病相关体细胞类型，进行疾病模拟和机理

研究；同时也可以将其与基因编辑结合起来，从而

纠正遗传缺陷，为潜在进行自体细胞治疗提供细胞

来源。如，Liu 等构建了异常蛋白血症 (Abetalipo-
proteinemia, ABL) 的疾病模型。ABL 是由微粒体甘

油三酸酯转移蛋白 (microsomal triglyceride transfer 
protein, MTTP) 突变引起的脂蛋白代谢的遗传障碍。

由 ABL 患者 iPSCs 分化而来的人肝细胞样细胞

(hepatocyte-like cells, HLCs) 和心肌细胞均显示与

ABL 疾病相关的缺陷，包括载脂蛋白 B (apolipo-
protein B, apoB) 稳定性降低、细胞内脂质积累等表

型。在通过 CRISPR/Cas9 基因编辑纠正 MTTPR46G
突变后，这些表型被逆转 [6]。Schweitzer 等报道了

特发性帕金森病患者移植自体 iPSCs 分化而来的中

脑多巴胺能祖细胞的研究。该患者的中脑多巴胺能

祖细胞是在药品生产管理规范 (Good Manufacturing 
Practice, GMP) 条件下生产的，其特征在于具有黑

质致密部神经元的表型特性；在人源化小鼠模型中

进行的测试表明，这些细胞缺乏免疫原性。这些细

胞被植入帕金森病患者的大脑后，无需进行免疫抑

制。植入 18~24 个月后，帕金森病患者的临床测量

指标稳定或改善 [7]。类似地，也可以通过采集患者

的成体干细胞进行培养诱导体外疾病模型。例如，

Huch等使用来自具有纯合Alpha1-抗胰蛋白酶(Alpha1- 
antitrypsin, A1AT) 突变体患者的活检标本在体外培

养肝类器官培养物，可以成功地在体外复制 A1AT
缺乏症的疾病表型 [8]。

当无法进行患者体细胞收集时，可以通过第二

种方法即采用基因编辑技术在野生型 hESCs 或者

iPSCs 中引入目标遗传变异，后期同样分化为疾病

相关体细胞进行研究。为了证明这种方案的可行性

和高效性，Ding 等使用 hESCs 敲除模型对十多个

疾病基因进行了疾病机理研究。他们在 hESCs 中敲

除了 SORT1 ( 编码 Sortilin 1) 基因。SORT1 与人血

浆低密度脂蛋白胆固醇和冠心病风险相关。通过靶

向敲除 SORT1 的外显子 2 或 3，他们证明了两株 hESC
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细胞系中 SORT1 功能完全丧失，并确定其分化而

来的 HLCs 中的 SORT1 表达减少，分泌的含 apoB
的颗粒水平降低，血浆胆固醇水平降低，这与预期

的降低冠心病风险相吻合 [9]。

1.2  全基因组关联研究(genome-wide association 
study, GWAS)驱动的常见变异的干细胞模型构建

除单基因遗传疾病外，人们已经通过 GWAS 和

定量性状基因座 (quantitative trait locus, QTL) 等方

法认识到许多常见疾病和特征表型的多基因性，比

如归因于心血管疾病风险的数百个基因座 [10]。

GWAS 和 QTL 方法强调了常见遗传变异对多基因

疾病和定量性状的影响。因此，iPSCs 还可以用于

构建源自 GWAS 中与疾病性状相关的常见遗传变

异的疾病模型。特别是随着 CRISPR/Cas9 系统的广

泛应用，可以在特定的位点进行基因编辑构建单核

苷酸多态性 (single nucleotide polymorphism, SNP) 致
病突变的细胞株。如 Warren 等 [11] 将 68 例患者的

iPSCs 分化为肝细胞和脂肪细胞，并通过转录组学

和代谢组学特征研究了 1p13 rs12740374 变体对代

谢疾病表型的影响。结果观察到 1p13 rs12740374
与分化的肝细胞中脂质蓄积和基因表达之间存在明

确的关联，特别是 SORT1、CELSR2和 PSRC1的表达。

为了进一步验证该实验结果，他们使用 CRISPR/ 
Cas9 基因组编辑技术，在 1p13 携带两个次要等位

基因的细胞系中敲除了因果基因 SNP rs12740374，
所得的敲除细胞系携带了 rs12740374 和周围碱基对

的缺失。这是它们与同基因亲本野生型细胞系唯一的

遗传差异。将野生型和突变后的 iPSCs 分化为 HLCs，
结果观察到野生型 iPSCs 衍生的 HLCs 中 SORT1
的表达增加了 1.3 倍 [11]。对其他 SNP 的初步研究也

证实了其与基因表达的相关性。这些研究结果表明，

基于 iPSCs 的体外人群学研究有望作为 GWAS 验证

和研究的工具平台。

2  代谢性疾病与肝脏疾病模型

代谢性疾病是指由于体内糖、脂肪、蛋白质、

Ca2+ 等物质的合成代谢和分解代谢障碍而引发的疾

病，主要包括糖尿病、血脂异常、肥胖、高血压、

高钙血症和高尿酸血症等 [12]。代谢性疾病主要可分

为以下 2 类：(1) 遗传性代谢性疾病 (inherited meta-
bolic diseases, IMDs) ：是由于影响中间代谢途径的

基因突变引起的疾病，比如家族性高胆固醇血症、

苯丙酮尿症等 [13] ；(2) 获得性代谢性疾病 (acquired 

metabolic diseases, AMDs) ：为其他系统性疾病引发

的机体代谢异常，如肝硬化、肝功能不全引起的血

糖异常和高胰岛素血症 [14]。

肝脏是至关重要的代谢器官，它调节碳水化合

物、脂质、蛋白质和微量元素的新陈代谢，并清除

血液中的毒素和异源生物。因此，许多代谢性疾病

累及最早和损害最重的就是肝脏 [13]。目前，虽然在

许多肝脏代谢类疾病的治疗方面取得了非凡的进

步，但仍然需要对引起肝脏代谢疾病的细胞和分子

病理生物学机制进行深入研究，以提供更有效的治

疗方法。

 一直以来，体外肝脏供体的匮乏限制了人们对

体外肝脏疾病模型的开发，同时也极大地限制了肝脏

功能、疾病的研究及临床肝脏疾病治疗的进展 [15, 16]。

因此，目前有大量的研究旨在开发更为可靠的、价

格适宜且易于使用的人源肝脏模型。目前这些模型

的主要缺点包括：第一，新鲜人肝组织供体匮乏，分

离的肝原代细胞生存能力受到限制 ( 通常 < 48 h) [17]。

由于供体的缺乏及供体间的差异，不仅无法进行高

通量筛选实验，也使得整体实验数据难以解释。第

二，体外可用的肝细胞系：肝癌衍生的细胞系 ( 如：

HepG2 和 HepRG) 和永生化的肝细胞 ( 采用 hTERT
和 SV40，E6 和 E7 等病毒基因永生化的肝细胞 )
与原代肝细胞相比功能有限，可能无法反映正常的

生理情况 [18–21]。第三，在肝脏再生的过程中，对于

哪些特定肝细胞类群属于肝干细胞，目前尚无定论。

肝脏中的众多肝细胞均具备可重编程性 [22]，它们在

肝脏的修复过程中共同起作用 [23–25]
。目前已有许多

研究采用含有肝再生期间体内细胞外基质产生的

相关因子来扩增原代肝细胞 [16]。这些体外培养人

肝原代细胞的培养基，大部分都是基于 Huch 等的

人肝中胆管来源细胞长期扩增的条件培养基的基础

上进行改进和优化而来 [8]。这些类型的培养基可以

让人原代肝细胞以每代 3 倍左右的数量扩增，可传

代次数约为 8 代，其优势在于扩增后的肝细胞在采

用促成熟培养基 3D 培养后，可以较大程度地恢复

肝脏的特异性和肝细胞功能，但其主要面临的问题

是培养基价格昂贵，肝细胞可扩增代数及数量依然

有限等问题 [26]。所有这些限制因素亟需在体外开发

更好和更有效的人类实验模型来解决。

2.1  iPSCs肝脏疾病模型构建

2.1.1  HLCs
将来源于特定疾病遗传背景患者的 iPSCs 诱导
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为 HLCs，可以提供具有特定基因突变的体外肝细

胞系，而无需使用基因编辑工具。目前已经开发了

有效的标准化方案，基于肝脏本体论的三步策略并

遵循肝脏发育的自然阶段，将来自患者的血细胞或

人成纤维细胞等多种不同的体细胞重编程而来的

iPSCs 诱导为 HLCs [27]。HLCs 的优点在于：(1) 起
始人多能干细胞具备较强的增殖能力，因而可提供

大量的细胞原材料供后期基础科研和药物筛选 ；

(2) 起始人多能干细胞在体外分化为肝脏细胞的过

程可在一定程度上模拟体内发育过程，因而可用于

模拟肝脏疾病的不同发生阶段；(3) 具备不同个体的

遗传背景，同时具备很强的基因编辑操作性，提供

了一个细胞平台来测试遗传变异的生物学影响 [28]。

然而，迄今为止，尚未从体外获得完全成熟的

HLCs。目前获得的 HLCs 功能仍然不成熟，在表型

上与胎肝细胞更相似：它们显示出较低的白蛋白生

成、细胞色素 P450 酶活性和尿素循环活性，另外

持续表达高水平的甲胎蛋白 ( 肝脏细胞不成熟的标

志物 )。尽管这些细胞的代谢谱和酶活性可能足以

提供毒性测试和药物研究的人体体外模型，但在

iPSCs 衍生的 HLCs 进入临床应用之前，必须优化

分化方案使之能够完全分化为成熟肝细胞 [29]。

2.1.2  肝脏三维(3D)类器官

干细胞技术的另一项最新进展是可以产生类器

官。几种不同来源 (iPSCs、胚胎干细胞、成体干细

胞和组织来源 ) 的干细胞均可以组成 3D 类器官培

养系统 [30]。3D 培养更好地保留了细胞间接触的优

势，从而使细胞彼此直接相互作用并自我聚集成细

胞组织。目前，大多数方法是基于基质胶培养 iPSCs
衍生的肝类器官或成年肝组织生成的类器官。

由于该类型类器官为干细胞直接定向分化、自

组装而形成，因此可为有关人类发育和器官再生的

潜在机制提供有价值的信息，其在基础生物学研究

中的价值突出。与其他模型相比，小鼠是最常用于

探索人类生物学和疾病的动物模型系统之一。然而，

随着 CRISPR-Cas9 介导的精确基因组编辑技术的发

展，解决人类疾病相关问题的常规转基因小鼠模型

的生成通常也需要一年多的时间。与动物模型相比，

类器官模型建立研究平台所需的时间更短，可以在

几周或几个月内以很高的成功率建立人类器官培养

物，从而支持使用患者来源的类器官在精准医学中

提供强大的个性化数据，包括个体突变谱和药物反

应。此外，含有多种细胞的类器官、大规模生产类

器官的培养平台、基于类器官的高内涵筛选平台以

及微型芯片上的微类器官平台也正在被不断地开发

中
[31, 32]。例如，Takebe 团队开发了 hESCs 或 iPSCs

衍生的含有 4 种肝脏细胞类型 ( 肝实质细胞、星状

细胞、胆管细胞和 Kupffer 细胞 ) 的 3D 肝脏类器官，

用于模拟非酒精性脂肪性肝炎并进行药物筛选 [33]。

Brandenberg 等针对干细胞类器官在基质胶中培养

缺乏标准化和质量控制而妨碍了其在工业规模上的

常规使用等问题，开发了用聚乙二醇 (PEG) 水凝胶

膜模制成的 U 形微腔阵列。然后，通过将所需的生

物活性配体与其他惰性凝胶网络缀合改变孔内水凝

胶的生物化学性质，或通过用基质填充微腔等方法，

将组织捕获嵌入 3D U 形微腔阵列中，从而实现对

大量类器官的实时分析，为大规模筛选方法提供了

新途径 [34]。Mun 等针对目前缺乏可以在在体外长

期保存的生理和病理相关肝模型，开发了一种培养

基 HM，培养出可扩展且功能成熟的人 iPSCs 衍生

的 HLC 类器官。这种可扩增的类器官能自我更新、

快速增殖和成熟、低温保存后仍可以长期储存并具

备良好的生存能力 [28]。

由于类器官技术的发展仍处于起步阶段，仍需

克服许多挑战。例如：在 iPSCs 衍生的类器官中，

广泛的多细胞类型的共培养系统尚未建立。类器官

的建立和质量控制尚未全球标准化。另外，类器官

的成本虽然低于小鼠或鱼类模型，但与传统细胞系、

果蝇、酵母或蠕虫模型相比，它们仍然相对昂贵。

2.1.3  3D生物打印模型

生物材料的 3D 打印或 3D 生物打印是一个快

速发展的领域，在组织工程和再生医学中具有潜在

的应用价值。生物打印机使用细胞和生物相容性材

料作为墨水 ( 生物墨水 )，用可控的方式以微米级

分辨率来构建代表器官和组织的 3D 结构。最新研

究表明，通过 hESCs 和 hiPSCs 分化获得的细胞可

作为生物打印的人类 3D 模型的构件，从而再现真

实组织的细胞多样性和细胞结构 [35]。 
尽管采用 3D 打印生物加工方法构建 iPSCs 细

胞系统具有巨大潜力，但目前仅有少数文献描述了

基于 iPSCs 的 3D 生物打印构建体，主要是由于

iPSCs 的一些特殊特征使生物打印对此类细胞具有

挑战性。首先，iPSCs 作为单细胞在培养中显示出

较差的存活率，而单细胞解离是大多数生物打印程

序中的必要步骤。其次，由于 iPSCs 作为能够对发

育信号做出响应的人多能干细胞，对环境的细微变
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化具有高度的响应能力。第三，iPSCs 由于其上皮

特性而倾向于形成簇或集落。当使用基于喷嘴的生

物打印方法时，必须考虑这种倾向 [36]。

最近 Yu 等报道了通过 3D 打印构建 iPSCs 衍生

的肝细胞模型。他们采用了一种方法能在保持细

胞外基质 (extracellular matrix, ECM) 支架的结构、

机械和生化特性的同时去除细胞，从而保留天然

ECM 的固有生化成分和超微结构的脱细胞外基质

(decellularized extracellular matrix, dECM)。dECM
具有促进体内组织修复和再生的能力，还可以指导

和调节包括增殖和分化在内的细胞反应。在 3D 打

印 iPSCs 衍生的肝细胞模型时，首先将人 iPSCs 分
化为肝实质细胞，然后将其与组织特异性可光交联

的 dECM 生物墨水组合。另外，他们还设计了概括

肝组织的关键组学特征的数字模型，并将其输入基

于数字光处理的快速 3D 生物打印机中，创建了具

有仿生微体系结构的肝组织构建体 [37]。

总而言之，3D 生物打印技术和材料的进步为

这些方法应用于人类多能干细胞提供了可能性。虽

然目前 hiPSCs 衍生的生物打印构建体的例子相对

较少，但可以想象将来会有更多的相关应用。 
2.1.4  生物工程化模型

将来，对于慢性肝病、肝脏移植的更永久替代

方法可能包括生物工程肝移植。组织工程学策略已

被用于构建包括肝脏在内的许多组织的生物替代

品。已经试验了各种支架，主要关注天然器官脱细

胞后的异种肝支架。同样，这些支架的重新细胞化

需要大量、易于获得的、功能强大的肝细胞或类肝

细胞。迄今为止，仅对 iPSCs 来源的 HLCs 进行了

整个肝支架的再细胞化测试，异位移植后的结果令

人鼓舞。

最近，匹兹堡大学的 Takeishi 等使用 iPSCs 诱
导的人肝细胞、胆管上皮细胞和血管内皮细胞生成

了功能型工程化的人微型肝，其显微结构与人肝相

似。该团队采用 Triton X-100 将肝脏进行脱细胞，

产生脱去细胞的肝脏支架，再将转基因的人 iPSCs
衍生的肝细胞、胆管细胞和血管内皮细胞以及间充

质基质细胞和成纤维细胞一起移植到空的肝支架

中，对去细胞肝的胆管、实质和血管腔进行再填充

重建肝脏的微结构。最后，将人微型肝移植入免疫

缺陷大鼠模型 (IL2rg−/−) 中后，在体维持了 4 天的肝

脏功能 [38]。该研究提供了机会来探讨营养和器官结

构样微环境在每个 hiPSCs 衍生的肝细胞类型 ( 肝细

胞、胆管细胞和血管内皮细胞 ) 中的作用。多细胞

成分和营养变化的作用都会影响肝脏的分化和成

熟。在组装的 hiPSCs 生物工程肝脏中肝组织仍未

成熟，但某些功能 ( 尿素的产生 ) 得到了显著改善。

这项研究的局限性在于所用的肝细胞团块小，并且

移植后生成的血管很少。未来的研究关键是 hiPSCs
衍生的肝移植物在体内的进一步成熟以及胆小管和

肝动脉血流的建立。

以上各类型的肝脏疾病模型 (图1)优缺点见表1。
2.2  肝脏代谢疾病模型

人多能干细胞衍生的肝脏模型为肝病研究提供

了新的机会。从患者的体细胞重编程而来的 iPSCs
肝脏模型保留了个体的遗传背景，包括单基因疾病

或由于 SNP 位点差异引起特定疾病的突变。此外，

利用 CRISPR-Cas9 技术有助于准确引入和校正此类

基因突变，以研究其功能、致病性以及与靶向疗法

的关联。表 2 列出了目前从 iPSCs 衍生而来的肝脏

模型进行代谢类疾病研究的一些进展，不仅包括部

分易感基因突变引发的一些常见的遗传型肝脏代谢

疾病，如家族性高胆固醇血症是由 LDLR、APOB
或 PCSK9 基因突变引起的代谢疾病。还包括一些

罕见的遗传型代谢疾病，如 mtDNA 消耗综合症、

原发性高草酸尿症 1 型等。此外，还包括部分不仅

与易感基因相关，还与个体饮食、运动、环境等因

素相关的肝脏代谢疾病，如非酒精性脂肪性肝病的

疾病模型。 

3  采用群体iPSCs进行体外遗传学及肝脏代

谢功能方面的研究

在 iPSCs 出现之前，人类遗传学和人类细胞生

物学的机制研究是相互独立的领域。人类细胞生物

学的分子机制最常使用永生化细胞系进行研究。这

些细胞核型异常，且通常与它们最初起源的原代细

胞类型几乎没有相似之处。而人类遗传学的研究主

要通过在临床中评估各种特征的人类受试者。在过

去的十年中，对大规模临床数据，通过 GWAS 和 QTL
研究可以寻找到常见 SNP 变异与临床特征和一般

性状之间的关联。 
目前已有学者开发了来自大型人群的 iPSCs 集

合，他们正在对大量的 iPSCs 进行重新编程并存放

以供公众使用，如 NextGen 联盟。不仅如此，他们

还使用定向分化测试了 iPSCs 提供各类补充细胞资

源的能力，以支持强大的种群基因组学和功能基因
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组学实验工具包 [47]。如上文所提及的 Warren 等 [11]

实验已经证明了体外 iPSCs 疾病建模可以模拟单基

因或 SNP 变异产生的细胞表型。Pashos 等 [48] 更进

一步，通过采集人群 iPSCs 样本进行体外控制数量

性状表达位点 (expression quantitative trait locus, eQTL)
研究。这项原理验证研究准确地重塑了体内表型，

证实了采用体外方法执行生物学相关的 eQTL 的可

行性。他们在 iPSC-HLC 和 iPSC 衍生的心肌细胞

(iPSC-CM) 中均发现了新的 eQTL 基因座，并研究

了相关的部分分子机制。这些研究证明了采用大型

人群的 iPSCs 集合进行体外遗传学研究的可行性。

除了可用于开展体外 GWAS、eQTL 研究，大

型人群的 iPSCs 集合还可以用于代谢组性状研究及

区分功能性细胞类型的研究，即进行代谢组 QTL 
(metabolome Quantitative Trait Locus, mQTL) 或功能

性 QTL (functional Quantitative Trait Locus, fQTL) 研
究，以探索常见遗传变异产生的代谢差异或对特定

细胞类型的特异性作用。与传统人类遗传学研究相

图   1. 人多能干细胞肝脏模型的构建

Fig. 1. Construction of human pluripotent stem cell liver model. iPSCs: induced pluripotent stem cells; HLC: hepatocyte-like cell. 

表1. 各类型肝脏模型特点对比

Table 1. Comparison of characteristics of various liver models

　

材料获得

难易程度

体系维

持时间
增殖能力

肝脏特异性、

功能保留
基因操纵

全基因

组筛选

模拟复

杂肝病

全肝/活检肝切片[17] 较难 ≤48 h 弱 48 h内保留 × × √
原代肝细胞[17] 较难 ≤48 h 弱 48 h内保留 × × √
肝癌衍生的细胞系[18, 19] 容易 长期 强 不足 √ √ ×
永生化的肝细胞[20, 21] 容易 长期 强 不足 √ √ ×
扩增培养的人肝细胞[16, 26] 容易 长期 强 不足 √ √ ×
扩增肝细胞培养的类器官[16] 容易 长期 弱 保留 √ √ ×
转分化肝脏类器官[39] 容易 长期 强 不足 √ √ ×
iPSC-HLC [27] 容易 长期 强 不足 √ √ ×
iPSC-HLO [28] 容易 长期 强 不足 √ √ √
3D打印肝脏[36] 容易 长期 强 不足 √ √ √
生物工程肝[38] 容易 长期 弱 不足 √ √ √

iPSC: induced pluripotent stem cell; HLC: hepatocyte-like cell; HLO: hepatocyte-like liver organoids.
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比，该研究设计的显著优势是具备大量的可用于代

谢组或功能测定的细胞材料。例如，Warren 等在

iPSC-HLC 和 iPSC-CM 中均进行了 mQTL 和 fQTL
研究，确定了与细胞内积累的代谢物和电生理特性

相关的基因座 [47]。

4  iPSCs疾病模型驱动的药物研发

基于 iPSC 衍生的疾病模型和 GWAS、QTL 研究

进展，我们可以描绘其服务于新药研发的蓝图 ( 图
2)。新药研发分为四期，在第一个时期即临床前实

验阶段就可以采用群体 iPSC-HLC 等模型及 GWAS
和 QTL 研究，筛选出疾病的易感基因和易感位点，

从而针对这些位点筛选设计新药 [48, 49]。

在新药研发的第二个时期 ( 即临床 I 期，以少

数健康志愿者为主要受试对象，研究新药的安全性

和耐受性 ) 之前，即可在培养皿中进行 0.5 期试验，

将重点放在细胞毒性筛查上，即可利用 iPSCs 群体

衍生的肝脏、心肌细胞、神经细胞群体筛选排除可

能引发肝毒性、心脏毒性、神经系统毒性或其他毒

副作用的药物 [50, 51]。以免在后期更昂贵的临床试验

阶段中使用心脏、神经或肝毒性药物。同时，可以

筛选人群中与药物敏感性差异、细胞毒性差异相关

的 SNPs 位点并作为临床实验的 0.5 期筛查，从而

有可能提高药物安全性测试的准确性。

尽管目前还没有针对大型 iPSCs 进行真正的 0.5
期临床试验，但仍有许多模型系统可用于测试心脏、

肝或神经毒性的模型系统。如 iPSC-CM 毒性评价

模型系统较为常见。因为 iPSC-CM 分化方案在许

多细胞系中都稳定且高效 [52]。Burnett 等通过来自

健康供体的 43 种 iPSC-CM 系列产品，评估了 137
种化学品 ( 药品、工业和环境化学品以及食品成分 )，
并证明了这种基于群体的体外模型在大量药物和化

学药品的筛选中，反映心脏毒性、剂量效应和种群

变异方面的可行性 [53]。另外，一项药物基因组学研

究表明，iPSC-CM 的 RNA 测序可预测对罗格列酮

和他克莫司的反应和心脏毒性。该实验可以用作未

来基于 iPSCs 的患者分层的模型 [54]。

关于 iPSCs 应用于肝毒性筛选的方案，近期

Bircsak 等报道了采用高通量 3D 微流控肝芯片的开

发、自动化和验证肝毒性筛查方法。该模型由

iPSCs 衍生的肝细胞 (iHep) 接种于芯片的器官通道

的细胞外基质中，并与内皮细胞和 Kupffer 样免疫

细胞共培养。稳定培养 15 天的细胞具备较好的生

存力、肝功能和成熟度。采用包含 159 种已知具备

初始肝脏相关毒理学研究的小型化合物库用于剂

量毒性反应评估，可根据毒理学优先排序分数对

化合物进行筛选和排序。他们发现，该芯片中表

现出毒性的前 30 个化合物数据与先前发布的药物

性肝损伤 (drug-induced liver injury, DILI) 分类的数

据集基本一致 [55]。

Kamata 等使用 iPSCs 及其分化而来的神经祖细

胞 (neural progenitor cells, NPC) 评估 35 种具有发育

神经毒性 (developmental neurotoxicity, DNT) 的化学

品。结果表明，iPSCs 和 NPC 对大多数 DNT 化学

物质比 Cos-7 和 HepG2 细胞敏感性更强，该评估和

分类方案用于评估 DNT 化学药品和临床前 DNT 测

图   2. iPSCs疾病模型驱动的药物研发

Fig. 2. Drug development driven by iPSCs disease model. iPSC: induced pluripotent stem cell; HLC: hepatocyte-like cell; SNP: single 
nucleotide polymorphism.
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试具备有效性和实用性 [56]。Vatine 等 [57] 使用器官

芯片技术创建了 iPSCs衍生的脑微血管内皮样细胞、

星形胶质细胞和神经元的人类血脑屏障 (blood-brain 
barrier, BBB) 芯片。BBB 芯片准确预测了药物的血

脑通透性，可用于药物神经毒性的测试及疾病造模，

来源于不同个体的 BBB 芯片可以反映个体间药物

作用的差异性，从而有助于支持新药的开发。

在新药研发的第三个时期 ( 即临床 II 期，在数

百名患者身上进行的药物治疗作用的初步评价 ) 之
前，通过使用大样本量的 iPSCs 和 iPSCs 衍生的功

能细胞进行体外 GWAS 和 QTL 研究。这些研究有

可能发现常见遗传变异对细胞表型的影响，并揭示

常见遗传疾病的分子基础。以此为基础，进行 1.5
期临床试验：通过对大量 iPSCs 进行测试，以预先

确定可能对药物有反应的患者。即从 1.5 期开始将

患者分层筛选，排除不太可能对给定药物产生反应

的患者，从而将注意力集中在可能有反应的敏感人

群上，达到提高新药临床前实验的准确率，降低昂

贵的临床实验费用的目的
[58]。例如 Kondo 等利用

iPSCs 衍生的神经元进行药物筛选，可以区分阿尔

茨海默病 (Alzheimer disease, AD) 中的药物高敏反

应者和低敏反应者。通过采用家族型 AD (fAD) 患
者和散发型 AD (sAD) [59] 患者 iPSCs 衍生的神经元，

高通量测试了 1 258 种药物化合物，以筛选和评估

AD 治疗的候选药物。经过两轮筛选，发现三种化

合物 ( 溴隐亭、色甘酚和托吡酯 ) 的混合物可以最

有效地降低 fAD 神经元中的致病分子 β- 淀粉样蛋

白 (amyloid β-protein, Aβ) 的 Aβ42/40 比值，但对 sAD
神经元没有影响。这种对不同的药物反应表明

iPSCs 模型可以帮助区分 AD 中的药物高敏反应者

和低敏反应者，实现对患者的分层筛选 [59]。

5  展望

随着干细胞肝脏疾病模型的方案不断改进发

展，iPSCs 或成体干细胞衍生而来的肝脏模型已被

证明是一种用于研究疾病和药物研发的潜在多功能

新工具。更进一步地通过建立群体 iPSCs 细胞库，

采用 GWAS 及 QTL 等方法可以进行体外人类遗传

学研究，用于筛选人群中与疾病、药物敏感性差异、

细胞毒性差异相关的疾病易感位点，用于生理机制

研究、药物筛选和评估，以实现提高新药临床前实

验的准确率，降低耗资巨大的新药研发的周期和成

本的目的。
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