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人多能干细胞在药物发育毒性评价中的研究进展

陈然然，宋殿荣*

天津中医药大学第二附属医院 妇科，天津 300150

摘 要： 发育毒性是毒理学研究中最具挑战性的领域之一，传统的发育毒性评价方法均存在实验成本高、周期长、技术复

杂等弊端。人多能干细胞（hPSC）包括人胚胎干细胞（hESC）和诱导多能干细胞（iPSC），具有分化多能性和无限增殖的

潜力。近年来 hPSC在发育毒性评价方面的研究逐渐增多，主要从 hPSCs培养中代谢小分子的变化、hPSCs的定向分化、拟

胚体的形态结构和转录组学变化、3D器官培养等方面综述了基于 hPSC的药物发育毒性评价的最新研究进展，进而为今后

药物发育毒性的研究提供参考。
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Research of human pluripotent stem cells in developmental toxicity
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Abstract: Developmental toxicity is one of the most challenging fields in toxicology. The traditional developmental toxicity

evaluation methods have the disadvantages of high cost, long cycle and complex technology. Human pluripotent stem cells (hPSCs),

including human embryonic stem cells (hESCs) and induced pluripotent stem cells (iPSC), have the potential of pluripotent

differentiation and unlimited proliferation. In recent years, there are more researches on hPSCs in developmental toxicity evaluation.

This paper mainly reviews the latest research progress of hPSCs based developmental toxicity evaluation from the aspects of the

changes of small metabolic molecules in hPSCs culture, the induced differentiation of hPSCs, the morphological structure and

transcriptome changes of embryoid, and 3D organ culture, then provides reference methods for the study of drug developmental

toxicity.
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全球每年约有 800万名先天缺陷的婴儿出生，

其中具有明确原因的只占 30%［1］。在美国，10%～

15%的先天畸形由不恰当的药物、感染或其他干扰

正常胚胎发育的因素所致［2］。美国食品药品管理

局（FDA）根据药物对胚胎的致畸潜能将其分为 5

类（即A、B、C、D和X），然而，由于对致畸原的鉴定

和评估仍然存在困难，使目前高达 80%已批准的处

方药对妊娠的影响未知，其中约 40% 被归为 C

类（未确定风险），另外40%未进行分类［3］。

传统的发育毒性评价方法主要包括大鼠全胚

胎培养（whole embryo culture，WEC）、肢芽微团试

验（embryo micromass cultures，MM）和小鼠胚胎干

细胞试验（mouse embryonic stem cell test，mEST），

以上方法不仅实验成本高、周期长、技术复杂，而且

存在种属差异［4］。因此，建立和发展符合人类特征

的体外模型无疑是发育毒性评价的新领域和新方

向。近年，以细胞为基础的分析方法不断地被开发

和优化。人多能干细胞（hPSC）包括取自胚胎内
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细胞团的胚胎干细胞（hESC）和通过体细胞诱导去

分化而来的诱导多能干细胞（iPSC），hPSC 具有自

我更新和分化为任何组织器官的潜能，该特点使其

在胚胎分化、器官再生和药物毒理研究方面受到极

大的关注［5］。采用 hPSCs研究药物对人类胚胎的发

育毒性，不仅可以有效避免种属差异，结合现代研

究方法和计算机技术还可以使研究结果更精确、更

可靠［6］。笔者综述了基于 hPSCs评价药物发育毒性

最新的研究进展，并对其应用现状及局限性进行讨

论，从而为未来药物发育毒性的研究提供参考方法

与研究思路。

1 基于hPSCs培养的发育毒性评价体系

hPSCs具有无限增殖和分化成几乎人体所有细

胞类型的特性。在不同的发育阶段，其代谢特点和

代谢产物各不相同。通过观察加入特定药物后培

养基中代谢小分子的变化，了解细胞的增殖和分化

情况，可以判断该药物对人类胚胎发育早期可能的

影响。此外，通过特定方法将 hPSCs诱导分化为某

一胚层细胞或心肌细胞、神经细胞等成体组织细

胞，观察药物作用后相应指标的变化，可有效判断

药物对该细胞系或组织器官的影响，确定药物的胚

胎毒性。

1.1 代谢小分子的检测

代谢和相关的表观遗传重塑在维持人hPSCs的

干性和调节分化中起着至关重要的作用。代谢组

学是研究细胞内全部小分子或代谢物的科学，是分

析代谢变化的一种准确、灵敏、可重复的工具。该

方法不仅应用于寻找多种疾病的生物标记分子，近

年来也越来越多地引入到药物发育毒性的筛查中。

Bhute等［7］研究发现 hESCs向中胚层和外胚层

分化时有明显的代谢变化，并确定了调控 hESCs分

化的代谢途径。例如，二十烷酸途径抑制多能性的

维持，而脂肪酸和酰基肉碱等氧化代谢底物可以促

进神经发生和心脏发生。2007年，Cezar等［8］首先将

代谢组学方法引入发育毒性试验中，证明丙戊酸作

为一种神经发育毒性物质可以改变 hESCs 的分泌

组情况，影响色氨酸和谷氨酸代谢等过程。随后，

他将 hESCs暴露于丙戊酸，通过使用非靶向代谢组

学方法分析了分泌组变化，确定了 8种与受试物致

畸性相关的小分子代谢物（二甲基精氨酸、天冬氨

酸、精氨酸、谷氨酸、γ-氨基丁酸、苹果酸、琥珀酸、异

亮氨酸），并由此建立了一个发育毒性筛查模型，该

模型对药物和环境毒物筛查的准确性分别为

88%（7/8）和 73%（8/11）［9］。Palmer 等［10］发现，与传

统采用的检测细胞存活率相比，暴露 3 d 后 hESCs

培养基中鸟氨酸/半胱氨酸（O/C）比率降低 12% 可

以更好地预测受试物的发育毒性。尽管这种方法

的准确性只有 77%，但在维甲酸类似物发育毒性的

评估中，O/C比值变化有重要的作用。Paul等［11］在

hESC 中加入已知发育毒性的药物，并于加药前后

通过液相色谱-质谱联用（LC-MS）测量给药后小分

子代谢物丰度的变化，结果发现药物的致畸性与精

氨酸与不对称二甲基精氨酸含量之比变化大于

10%之间存在相关性，研究者进一步采用随机森林

算法将 26种已知发育毒性的药物作为训练集，通过

计算各原始因素对预测结果准确性的影响，选择最

重要的 18种因素做为模型判定的质量特征，建立了

基于 hESC 代谢物小分子的胚胎发育毒性评价模

型，经检测其准确性为92%。

在胚胎发育过程中特定系统的毒性方面，代谢

组学也得到了深入的研究。Palmer 等［12］采用不同

剂量的乙醇处理 hESC 来源的拟胚体、神经祖细胞

和神经元，采用电喷雾离子源高分辨串级飞行时间

质谱仪（ESI-Q-TOFMS）对培养基进行代谢物定量，

以确定乙醇诱导神经发育毒性的代谢变化。结果

显示乙醇处理对拟胚体、神经前体和神经元代谢产

物丰度有显著影响，并确定了 5′-甲硫腺苷、左旋甲

状腺素、色氨酸代谢物、L-胞嘧啶和吲哚乙醛是发育

早期酒精毒性的潜在生物标志物。

以上研究突出了代谢变化对致畸原的作用具

有良好的敏感性，也说明检测 hPSCs及分化产物代

谢改变在药物毒理学筛选中有着巨大的潜力。

1.2 hPSC的定向分化

通过向培养基中加入某些成分或对细胞采用

特殊的处理，将 hPSC进行定向诱导分化，有助于研

究药物对不同发育阶段或发育组织的致畸作用。

1项研究在 hESC培养过程中，于 0、24 h两个时

间点向培养基中加入 40 ng·mL−1活化素（activin）A

和 0.2 ng·mL−1的 Wnt3a，使中胚层分化时间较自发

分化缩短了 1/3，随后将分化好的细胞作为模型对已

知发育毒性的 71 种药物和 15 种环境毒物进行检

测，通过测量转录因子SOX17在中胚层细胞中的表

达来评价化合物的发育毒性，结果发现该模型的准

确率分别为 94%和 87%［13］。Xing等［14］将 hPSC接种

于圆形基质凝胶岛（直径1 mm）上，并用诱导因子处

理以促进中胚层分化，以该系统为模型，根据不同

剂量受试物对细胞发育相关特征（如集体细胞迁移

和空间中胚层谱系分化）的影响，可以将已知致畸
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原（如沙利度胺）和非致畸原（如D-青霉胺）进行正

确分类。

Marikawa 等［15］ 将 人 胚 胎 干 细 胞 聚 集

体（HESCA）诱导为轴旁中胚层和神经外胚层，利用

该模型研究了 15种胚胎发育调节基因在 18种已知

发育毒性的化合物作用后形态和转录水平的变化，

结果显示，94%的致畸原暴露组的转录水平发生了

显著变化，92%的非致畸暴露组的转录水平没有变

化，表明将 HESCA 模型用于药物致畸性评价具有

很高的预测价值。Sarma等［16］将 hESC诱导分化为

神经细胞，不同的组分别于分化的第 0、9、35天加入

2，3，7，8-四氯二苯并二恶英（TCDD），采用 RT-

qPCR和免疫组化技术检测神经元标记物微管相关

蛋白 2（MAP2）和甲状腺素羟化酶（TH）的表达水

平，发现虽然早期神经元细胞对TCDD有较强的抵

抗力，但在拟胚体期（第 9天暴露组）经短暂暴露后，

神经元花环数目、mRNA 表达水平及 MAP2 和 TH

阳性细胞数目均显著增加。相反 ，TCDD 对

hESC（第 0天暴露组）和分化神经细胞（第 35天暴露

组）的暴露完全没有影响。

2 基于hPSCs源性拟胚体的发育毒性评价体系

拟胚体是由胚胎干细胞自发分化形成的包括 3

个胚层（外胚层、中胚层和内胚层）的三维（3D）聚集

体，概括了早期胚胎发生过程中形态及分子变化特

点。最常用的检测发育毒性的方法是将发育中的

拟胚体暴露于受试物中 14 d，然后用转录组学或免

疫化学方法评估拟胚体的分化情况。

2.1 拟胚体的形态结构变化

许多常见的出生缺陷不仅表现为细胞增殖或

分化受损，胚胎组织的形态亦发生明显变化，如神

经管缺陷、心脏间隔缺陷、胃裂和唇腭裂等。因此，

hPSCs试验中应加入形态变化相关的指标，以全面

评估药物的致畸作用。Yuan 等［17］在评价 3 种着色

剂（诱惑红、亮蓝和柠檬黄）和 3种防腐剂（丁基羟基

茴香醚、偏亚硫酸氢盐和尼泊金甲酯）的发育毒性

实验中，采用了拟胚体的体积和伸长变形指数作为

评价指标，发现诱惑红和亮蓝在最低毒性浓度为

600 μmol·L−1时，尼泊金甲酯、丁基羟基茴香醚、偏亚

硫酸钾在最低浓度分别为 200、400、1 000 μmol·L−1

时会对拟胚体的体积或伸长变形指数造成明显

影响。

Flamier等［18］将每个时间点拟胚体的圆度系数

作为药物致畸作用的评价终点，发现弱致畸剂咖啡

因可以造成拟胚体形状的细微变化。Kang等［19］发

现拟胚体大小的变化可以反映受试物浓度和毒性

强度的差异，在他的研究中弱发育毒性药物阿司匹

林可以使拟胚体大小略为下降，中度发育毒性药物

消炎痛和地塞米松则使拟胚体显著减小，除此之

外，经发育毒性药物处理后的拟胚体大小不均匀、

形态萎缩，表明拟胚体横截面积（拟胚体大小）可以

作为一种敏感而直观的指标用于受试物发育毒性

的评价。

2.2 转录组学改变

在胚胎发育的每一阶段，都有成千上万的基因

表达发生变化，基于转录组学可以更全面地检测在

特定时间段表达的mRNA数量和种类。因此，为了

提高实验的准确性和可靠性，转录组学越来越多地

被用于致畸实验和发育毒性的评价。

Marikawa等［15］研究发现在 hESC分化为拟胚体

的第 3天，许多参与胚轴形成和形态发生的基因（如

ALDH1A2、FGF8、HOXB9、MEOX1 和 WNT5A）表达

上调，这与细胞聚集体发生明显的形态改变的时间

一致。部分基因在不同的化合物作用下呈现为单

向 变 化 ，如 ALDH1A2（降 低）、EYA1（降 低）、

FOXC2（降低）、HOXB7（升高）、HOXB9（升高）、

PAX3（降低）和UNCX（降低），另外一些基因在不同

浓度的药物作用下表现为双向改变，如 FGF8、

MEOX1、MESP2、NEUROG2、OLIG3、PAX6、TCF15

和WNT5A，其中OLIG3在 2～4 μmol·L−1氟尿嘧啶的

作用下表达降低，而在 1～16 μmol·L−1沙利度胺的

作用下表达上调。毋姗姗等［20］采用特异性神经诱

导因子将 iPSCs形成的拟胚体诱导分化出神经玫瑰

花状结构，形成大脑皮质类器官。而米非司酮可导

致拟胚体发育迟缓，体积减小，并影响拟胚体向三

胚层的正常发育，提示米非司酮具有明显的胚胎毒

性，iPSCs作为药物发育毒性的判定模型有较高的

应用价值。路璐等［21］在 hESC分化为拟胚体的培养

基中加入不同浓度的反式维甲酸，待其自然分化 20 d

后，检测细胞中Nkx2.5、α-MHC、ACTC1和TNNT2基

因的表达，发现 0.3 μg·mL−1及其以上浓度反式维甲

酸显著抑制 hESC向心肌细胞分化。反式维甲酸对

hESC α-MHC、TNNT2和 ACTC1的半数抑制分化浓

度（ID50）分 别 为 0.16、0.07、0.05 μg·mL−1，提 示

ACTC1和TNNT2可能更适合作为 hESC分化抑制的

评价的指标。

UKK 和 UKN1 为两种常用的基于转录组学方

法检测受试物发育毒性的体外模型，UKK主要用于

胚胎早期整体发育毒性的检测，即将一定浓度的药
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物加入到 hESC 分化为拟胚体的培养基中，在分化

的第 14 天提取拟胚体的总 RNA，采用微阵列的方

法检测用药组与对照基因的差异性表达（基因表达

量增加或降低 2倍以上，且差异存在统计学意义为

变化显著），初步评价药物的发育毒性。UKN1主要

用于胚胎神经毒性的检测。通过将甲基汞应用于

UKK进行验证发现，当甲基汞的浓度为 1 μmol·L−1

时会引起 276个基因差异性表达，当甲基汞浓度为

0.25 μmol·L−1时会引起31个基因差异性表达［22］。

3 基于微观技术的发育毒性评价体系

胚胎在发生过程中经历了剧烈的形态学和分

子学变化，伴随着形态梯度、细胞-细胞和细胞-基质

相互作用以及生物力学等多种生物因素的精密调

控，干细胞增殖、分化和细胞迁移等时空模式得以

高效有序地进行。尽管体外 hESC培养和拟胚体分

化在一定程度上具备了胚胎发育过程中的某些特

性，但还无法完全模拟胚胎发育的过程。为了建立

一个真正有生理意义的体外模型，重塑包括生物化

学分子和生物机械作用在内的最接近在体状态的

细胞微环境是必要的。微图形、微孔和微流控系统

等微观技术可以在细胞、多细胞甚至亚细胞水平上

对细胞进行精确控制。结合微观技术的高通量特

性，使实现高效的致畸原筛选和全面的致畸毒性评

估成为可能［23］。

微细加工技术是模拟、控制和复制复杂、动态

的体外干细胞微环境或干细胞龛的高效方法，可进

一步提高人们对细胞分化和胚胎发生的认识。许

多方法已经被用来产生干细胞培养模式，包括微接

触印刷，微孔板和直接细胞打印。这些不同的方法

可能在干细胞功能方面产生相似但不同的结果。

微接触印刷通常涉及使用软光刻技术在微米尺

度（1～500 μm）上制造聚二甲基硅氧烷（PDMS）、聚

乙二醇（PEG）或聚丙交酯-乙交酯（PLGA）基底结构

的印记，分辨率约为 1 μm。印记的弹性性质允许蛋

白质印刷和成型，从而模拟细胞微环境的重要特

点（即细胞-细胞和细胞-基质间相互作用、细胞群落

大小和群落之间的距离）。微孔板使细胞-基质的黏

附性最小化。当细胞被限制在 1 个狭窄的空间内

时，它们相互黏附并形成 1个细胞团，因此，微孔技

术是控制拟胚体大小、调节干细胞更新和分化的有

效途径。最后，越来越流行的直接细胞打印技术则

是将细胞放置在二维（2D）表面上或以预定的模式

放置到 3D水凝胶中，自下而上逐层“打印”，层层叠

加形成 3D多细胞/凝胶体系。该方法允许研究多细

胞相互作用和细胞-蛋白质相互作用，这可以更好地

模拟胚胎发育的复杂性。与其他 2种方法相比，直

接细胞打印效率较低，因此在胚胎发生研究和药物

筛选方面没有得到广泛应用［24-26］。

目前微观技术开始致力于重现特定胚胎发育

阶段，如原条的形成和胚层的分化等，以进一步探

索致畸原对 hPSCs 的影响。 Warmflash 等［27］将

hESCs培养在一种含有骨形态蛋白-4（BMP4）的圆

形（直径 1 000 μm）基质上，细胞可以自发形成不同

胚层和类似滋养层的细胞层。Morgani等［28］采用相

同的圆形微图案产生了区域化的细胞特性，该研究

将ESC培养于圆形岛（直径 1 000 μm）上，通过补充

各种信号因子（例如，纤维细胞生长因子、激活素A、

BMP4和Wnt3a）来诱导不同的细胞分化和发育（例

如上胚层、下胚层、原条、内皮层，胚胎外中胚层和

胚内中胚层），进而促进了原肠胚的形成。以上 2个

平台在微尺度上同时模拟了数个发育阶段和不同

区域，都有潜力通过一个强大的定量系统来研究致

畸原对hPSCs的影响。

4 基于3D器官培养技术的发育毒性评价体系

2D和各种微观技术的应用使人们初步建立了

评估化合物毒性的分析方法，然而，这些系统往往

不能准确反映体内的情况。近来，3D细胞培养模型

在毒理学、疾病建模和药物发现中的使用日益增

多，多项研究发现，3D体外模型比单细胞培养更接

近在体器官发育过程和分子变化机制。

Schwartz 等［29］将 PEG 水凝胶平台与定时添加

细胞（即定时添加不同类型神经发育相关的细胞）

相结合，最初该系统由PEG水凝胶和神经前体细胞

组成，培养至第 9天时加入血管细胞，第 13天时加

入小胶质细胞和巨噬细胞前体，以此模拟神经组织

中血管和小胶质细胞的发育，在为时 47 d的培养过

程中，该系统自发进行形态发育和结构变化，最终

形成与体内神经发育相似的 3D结构。之后研究者

用 34种有神经发育毒性和 26种无神经发育毒性的

药物对构建的 240 个神经 3D 结构进行测试，结合

RNA测序数据，建立了完整的神经发育毒性评价模

型［30］。在体外心脏模型方面，Hudson等［31］利用光刻

和聚二甲基硅氧烷（PDMS）技术将从 hPSCs中提取

的心肌细胞置于两个弹性柱之间，缩短成长度约为

1 mm的类心脏器官，通过评估心肌细胞收缩力和特

定分子免疫染色（例如MLC2v、Ki-67和 α-肌动蛋白

标记）可以用于心脏毒性的高通量筛选。利用该模

型，研究者发现棕榈酸盐可以促进代谢、基因转录
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和细胞周期成熟，进而促进类心脏器官的成熟。此

外，肾发育异常在出生缺陷中也广泛存在，Morizane

等［32］提出了将 hPSCs 定向分化为肾单位祖细

胞（NPCs）的高效便捷的方案，首先将 hPSCs培养于

2D培养基上，第 9天时转为 3D培养，使其产生具有

肾单位样结构组织，培养至 21 d时在该组织中已很

难检测到NPC标记物，表明细胞已完全分化，类肾

组织发育成熟，该培养过程很好地模拟了后肾在体

内的发育过程。随后，研究者通过加入 Notch信号

抑制剂（DAPT）（10 μmol·L−1）和常见肾毒性药物庆

大霉素（5 mg·mL−1）检验类肾脏模型对毒性受试物

的反应，发现以上毒物均可以导致近端小管的损

伤。最近，Manuela 等［33］通过将小鼠和人 PSCs 分

化为视网膜细胞，有效模拟了视网膜的体外发生，

该模型在评价与眼部缺陷有关的致畸原方面有重

要的潜力。

近年采用体外器官培养来评价发育毒性逐渐

兴起，我们相信在未来的发展中将会有更多高性能

的体外器官被建立，对模型进行标准化，确保评价

结果的准确性和可靠性是实现高通量筛选药物发

育毒性必不可少的步骤。

5 结语

我国 hESCs 胚胎发育毒性研究仍处于起步阶

段，评价时间点、评价指标及评价方法各不相同，尚

需大量研究探索。胚胎发育是一个高度复杂的过

程，没有一种体外试验可以完全重现，也没有一种

检测方法能够 100% 准确地检测出发育毒性物质。

近年来，人类体外模型的研究取得了一些进展，这

些模型可以在不同阶段描述胚胎的发育过程。

hESC 培养、拟胚体培养和微观技术等发育毒性评

价方法逐渐发展并完善，利用这些方法人们初步建

立了体外药物发育毒性评价体系。然而，这些模型

通常只能够模拟早期胚胎的发生，一些严重的器

官、系统畸形往往发生在原肠胚之后的器官分化时

期，因此近期的研究重点又转移到了器官培养上

来。虽然目前器官培养在发育毒性筛选方面的应

用上还十分有限，但模拟神经系统、肾脏、心脏和视

网膜发育过程的进展表明，实现该技术广泛应用并

不遥远。此外，人类胚胎培养技术的进步和人工胚

胎的出现，为建立更加准确的胚胎发育模型提供了

新方向，但其中涉及的伦理问题不容忽视。

因此，深入了解人类胚胎早期发育机制，寻找

合适的发育毒性模型，进一步完善药物发育毒性判

定方法，成为当下最大的难点，也是提高妊娠期使

用药物安全性，降低胎儿畸形和新生儿死亡率的

重点。
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