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[摘要]　阿尔茨海默病(AD)是常见的慢性神经退行性疾病之一，主要表现为β淀粉样蛋白(Aβ)沉积、tau蛋白过

度磷酸化及神经元和突触丢失等。目前已被批准的药物只能减缓症状，无法完全治愈本病。干细胞具有特殊的自我

更新、增殖、分化和重新编程能力，特别是近年来开发的诱导多能干细胞(iPSCs)为AD的治疗提供了一个新的研究策

略。iPSCs技术与基因编辑、3D类器官、生物材料支架相结合，产生了一种认识和治疗AD的新方法。该文就iPSCs疾病

建模应用于AD发病机制研究及早期生物标志物检测、iPSCs与3D支架结合的细胞治疗，以及iPSCs应用于高通量药物筛

选等方面的研究进展进行综述。
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[Abstract]　Alzheimer's disease (AD) is one of the common chronic neurodegenerative diseases, and characterized mainly 

by the deposition of amyloid β-protein (Aβ), hyperphosphorylation of tau protein, and neuronal and synaptic loss. Currently 

approved drugs can only alleviate the symptoms and cannot completely cure the disease. Stem cells have specific abilities of self-

renewal, proliferation, differentiation and reprogramming. In particular, the induced pluripotent stem cells (iPSCs) developed in 

recent years have provided a new research strategy for the treatment of AD. The combination of iPSCs technology with gene editing, 

3D-like organs, and biomaterial scaffolds has resulted in a new approach to the recognition and treatment of AD. This review mainly 

summarizes the latest applications of iPSCs in AD, including the application of disease modeling in the research of pathogenesis of 

AD and early biomarker detection, the combination of iPSCs and 3D scaffold in cell therapy, and the application of iPSCs in high-

throughput drug screening.
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机制的认识主要包括Aβ理论、tau蛋白理论、氧化

应激学说、炎症机制、自噬理论等，但其具体发

病机制仍未明确 [2]。针对AD治疗的新药研发旨在

减轻症状、减缓疾病进程，临床试验中的药物仍

无法完全治愈本病[3]，包括已在国内完成三期临床

试验的GV971[4]与美国食品和药品管理局(Food and 
Drug Administration，FDA)批准的多奈哌齐等。因此

对AD的治疗策略也从疾病发展的后期治疗转向早

期预防[5]。目前研究表明，诱导多能干细胞(induced 
pluripotent stem cells，iPSCs)作为一种多能神经细胞，

能够分化为所有细胞类型，推动了干细胞治疗(如
细胞替代疗法)的发展，这使治愈AD成为可能[6]。 

阿尔茨海默病(Alzheimer's disease，AD)是一种

慢性中枢神经系统退行性疾病[1]，其病理变化包括

β淀粉样蛋白(amyloid β-protein，Aβ)沉积、tau蛋
白过度磷酸化、神经元和突触丢失等。AD的发病

与多种因素有关，包括遗传因素、神经递质、免

疫因素和环境因素等。近年来，临床上对AD发病
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自iPSCs技术出现以来，源自人类诱导多能干细胞

(human induced pluripotent stem cells，hiPSCs)的神

经元已应用于各种形式的神经退行性疾病，包括

AD、帕金森病(Parkinson's disease，PD)、亨廷顿

病(Huntington's disease，HD)和肌萎缩性侧索硬化

(amyotrophic lateral sclerosis，ALS)等。iPSCs为建立

遗传学和生理学模型提供了一种新颖的方法，可用

于深入研究AD的发病机制及其治疗策略[7]。

1　iPSCs技术

2006年，Takahashi等[8]从候选的24种因子中筛

选出4种转录因子(Oct4、Sox2、Myc和Klf )，通过

反转录病毒载体使其在小鼠成纤维细胞中过表达，

获得类似于胚胎干细胞(embryonic stem cells，ESCs)
的多能性干细胞，称其为“iPSCs”。iPSCs来源于

体外成熟的体细胞，如皮肤成纤维细胞或血细胞[9]

等，经小分子或病毒载体传递的转录因子进一步行

遗传修饰，使其在表型和分化能力上具有多样性和

胚胎干细胞样状态，具有无限自我更新和分化为所

有细胞类型的能力[10-11]。iPSCs衍生的神经元具有结

构和功能特征，能够形成电生理活性突触网络[12]。

在诱导过程中使用额外的转录因子，能够直接有效

地将人成纤维细胞分化为特定的神经元亚型，如多

巴胺能神经元[13]。

近年来，诱导iPSCs的技术也有所改进，从采

用反转录病毒或慢病毒作为载体转变为采用非病毒

构建体整合以诱导iPSCs[8,14]。研究表明，非病毒构

建体的整合比病毒载体更稳定[15]。现已建立了多种

可产生iPSCs的无病毒整合系统，如腺病毒、仙台病

毒、微环载体、外体载体和直接蛋白质递送等[16-17]。 
一些小分子细胞，如VC6T、FSK，也被证实可以取

代Sox2和Oct4用来诱导细胞重编程[18]。

iPSCs技术为人类疾病提供了相应的治疗方案，

特别在神经发育障碍方面[19]。iPSCs能够克服动物模

型的局限性，建立体外二维(two-dimensional，2D)
细胞培养体系和三维(three-dimensional，3D)细胞模

型，以此分析神经病理学的表型特征。除此之外，

iPSCs具有很强的自我更新和分化能力，能产生大

量患者特异性iPSCs，很大程度上减少了使用ESCs
带来的伦理问题，也使药物筛选和评估前药、新疗

法的疗效成为可能。目前iPSCs已广泛应用于基础

研究、疾病建模、细胞疗法和药物筛选。

2　iPSCs与AD细胞模型

在 i P S C s建立的疾病模型出现之前，研究人

员通常采用小鼠动物模型来研究AD。尽管小鼠和

人类有一部分的同源基因，但没有任何一种小鼠

模型能够完全展示A D患者的病理表现 [ 2 0 ]。利用

患者本身的细胞或组织产生的iPSCs不仅可以避免

上述问题，也避免了非患者特异性来源的伦理限

制和免疫排斥问题 [ 1 1 ]。除此之外， i P S Cs建立的

疾病模型已由2 D培养逐渐发展为3 D培养，后者

可以在相对较小的容器中培养大量iPSCs，降低培

养的成本 [21]，还可构造出细胞生长所需的复杂环 
境[22]。最新研究表明，利用微流体装置建立3D模

型可以模拟复杂的细胞相互作用、多细胞结构、细

胞间功能单元及其相互作用的物理微环境[23]；在体

外微流体系统中的研究显示，成釉细胞瘤在体内被

神经支配，能表达干细胞标志物、Notch信号通路

分子和神经营养因子，因此3D人类神经细胞培养

模型对精确的AD建模至关重要[24]。目前与AD发病

机制相关的iPSCs模型主要有早老素1(presenilin-1，
PSEN1)突变、早老素2(presenilin-2，PSEN2)突变、

淀粉样蛋白前体蛋白(amyloid precursor protein，
APP)突变等类型，从不同细胞诱导的iPSCs模型中

可以诊断A D的生物标志物，从而揭示A D的发病 
机制。

2 . 1　 i P S C s诱导的P S E N 1、P S E N 2突变模型　

P S E N 1的典型突变包括D E 9、L 1 6 6 P、E 2 8 0 A、

M146V、M233L，近年来新发现的突变包括A246E
或 Y256N、H214R和G206V[25-26]。PSEN1的所有突

变体均会增加Aβ42:Aβ40的比率[27]。

从携带P S E N 1  D E 9突变的A D患者中产生的

iPSCs模型显示，致病性的PSEN1 DE9突变导致AD
患者星形胶质细胞表现出严重的疾病表型，包括

iPSCs衍生的AD星形胶质细胞促进AD的斑块形成、

DE9突变干扰内质网中Ca2+的释放[28]、影响线粒体

代谢、DE9星形胶质细胞在炎症刺激后分泌刺激因

子(白细胞介素-2、白细胞介素-6、白细胞介素-10
和粒细胞巨噬细胞)。早期研究表明，PSEN1的突

变体可激活和抑制γ-分泌酶的活性，而DE9突变对

γ-分泌酶整体无影响[29-30]，研究结果有差异的原因

在于携带PSEN1 DE9突变的不同患者之间存在巨大

的临床异质性以及不同的研究使用了不同的方法来

评估γ-分泌酶的活性[31]。

PSEN1 L166P突变是最具攻击性的家族性阿尔

茨海默病(familial Alzheimer 's disease，fAD)突变之

一，携带L166P突变的AD患者生成的iPSCs衍生的

神经元中核内体大小显著增加，而这一变化可通

过β淀粉样前体蛋白裂解酶(beta amyloid precursor 
protein lyase，BACE)治疗 [32]。鲜有研究的PSEN2 
N141I突变模型也显示了该结果[33]，且没有观察到

tau蛋白在其中的作用机制[34]。研究PSEN的突变模

型还有源于早发患者的PSEN1 E280A iPSCs[25]、携
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带PSEN1 A246E[35]的fAD患者衍生的iPSCs等。由此

可见，iPSCs衍生的细胞可以提供一种新的工具用

来识别AD的生物标志物。

2 . 2　 i P S Cs诱导的A P P突变模型　A P P突变包括

K M 6 7 0 / 6 7 1  N L、A 6 9 2 G、A P P  s w e、V 7 1 7 G、

A673T、D678H、V717I、APP复制等 [27,36]。研究

显示，A692G和APP swe突变对Aβ42:Aβ40的比率

无影响，V717G突变会增加Aβ42:Aβ40的比率，而

A673T作为一种罕见的APP突变可导致Aβ的生成减

少，降低了人群患AD的风险[37]。D678H点突变对

疾病的影响更为显著，该突变位点位于β-分泌酶

切割位点附近，一方面，这有可能引起APP构象变

化，从而导致Aβ的累积；另一方面，该位点附近

的D678N和H677R突变可加速Aβ纤维的形成[38]。研

究人员对2例携带APP D678H突变的AD患者产生的

iPSCs进行观察发现，来源于AD-iPSCs的神经元表现

出Aβ的异常累积和tau蛋白的异常磷酸化。该突变

使半胱天冬酶1保持高活性，且使轴突生长受损。

其中，轴突生长受损的主要原因是糖原合酶激酶

3β(glycogen synthase kinase，GSK3β)的激活会增加

tau蛋白磷酸化和轴突回缩[39]。此外，V717I突变[40] 

和A PP复制 [41]也会导致Aβ的异常累积，V717I点
突变会使tau蛋白总量和tau蛋白磷酸化水平升高；

APP复制会导致tau蛋白异常磷酸化，激活GSK3β的

活性[40]。

大多数的AD为散发性、晚发型，但有1%~2%
的病例为家族性早发型，伴有PSEN1、PSEN2和
APP基因的潜在突变。在携带APP突变的患者产生

的iPSCs模型中，出现的病理特征均是AD的早期事

件，而疾病后期出现的其他病理特征如Aβ聚集、

神经纤维缠结、神经元凋亡等在模型里并未出现。

因此利用该类模型模拟疾病早期的病理特征，能够

为疾病的早期诊断以及对应的靶点治疗提供一个良

好的平台。

2.3　 iPSCs模型与AD生物标志物的筛选　数十年

来临床试验的多次失败表明，AD治疗确实存在一

定的难度 [42]，在神经细胞出现不可逆死亡之前，

对A D患者进行更早期的诊断和临床干预已成为

A D治疗的关键。因此对A D的治疗策略也转向疾

病发展早期的诊断与预防，旨在正电子发射断层

扫描(positron emission tomography，PET)发现脑脊

液(cerebrospinal f luid，CSF)中的淀粉样蛋白负荷

之前，尽早发现表现为先驱症状或无症状的AD患

者。2017年，研究人员通过对AD-iPSCs衍生的神

经元培养液进行分析来鉴定CSF候选生物标志物，

最终在对5个候选多肽的分析中发现α1-酸性糖蛋白

(alpha-1-acid glycoprotein，ORM1)显著减少。因此

如果在疾病早期观察到CSF中ORM1的显著变化，

将有助于确定延缓发病的用药时间[43]。最新研究表

明，对致病基因表达谱和候选新药进行电子分析，

利用GSE117589微阵列数据集对AD患者和健康对照

的iPSCs来源的神经祖细胞(neuronal progenitor，NP)
和神经元之间的差异表达基因进行鉴定，采用判别

分析模块(discriminant analysis module，DAM)算法

可以识别疾病的生物标志物[44]。在这项研究中，对

散发性阿尔茨海默病(sporadic Alzheimer's disease，
sAD)患者iPSCs来源的NP与非痴呆对照组的NP进

行分离，列出了10个预测因子，其中包括MEIS2、
HOX A2、COL23A1等基因。同时， iPSCs来源的

神经元经DAM分析后确定了12个预测因子，其中

包括COLI1A1、SYT17、TFPI2等。其验证结果与 
Patel等[45]的观察结果一致。因此，使用基于iPSCs
的模型可以识别早期易感个体，也为利用iPSCs来
源的神经细胞模型来筛选早期诊断AD的生物标志

物奠定了基础。

3　iPSCs与AD细胞疗法

在AD的治疗中，基于iPSCs的细胞替代疗法的

主要目的之一是产生新的神经元来替代疾病进展过

程中丢失或存在功能缺陷的细胞，或者产生胶质

细胞来保护神经元以避免其退化 [46]。神经干细胞

(neural stem cells，NSC)移植不仅为AD的治疗提供

了直接的细胞替代策略，还能通过促进神经营养

因子的释放而发挥神经保护作用，通过各种机制

改善AD动物模型的认知能力，以逆转AD的病理状 
态[47]。除此之外，NSC移植也被用作递送潜在治疗

剂的载体，包括奈普利赖氨酸、胰岛素降解酶、纤

溶酶和组织蛋白酶B，以降低AD小鼠模型中的Aβ
水平[48]。研究表明，反转录病毒转导能够成功地产

生人类神经前体细胞，并且这些细胞在移植到发育

中的动物大脑后具有存活、迁移和分化成不同谱系

细胞的潜力[46]。

3 . 1　 i P S C s技术与细胞移植　经小鼠 i P S C s分化

的N S C移植到小鼠胚胎脑后会迁移到不同的脑

区域，并分化为神经胶质细胞和神经元，从而

弥补退化的神经元。h i P S C s衍生的巨噬细胞样

细胞移植到5 x FA D转基因A D小鼠模型，经遗传

修饰后能表达一种降解A β的蛋白酶，从而降低

Aβ的水平 [49]。研究显示， iPSCs能够在AD模型中

逆转早期病理变化。在P D  A P P转基因小鼠模型

中，hiPSCs衍生的胆碱能神经元前体给药会刺激

内源性神经发生，并逆转空间记忆损伤 [ 5 0 ]。将

h i P S C s - N S C移植到卒中小鼠的海马中，可改善

神经功能 [ 5 1 ]。近几年对干细胞移植到不同的A D
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大鼠和小鼠模型的分析显示，这种方法对动物的

记忆和学习恢复有积极的影响 [ 5 2 ]。经 i P S Cs分化

的神经球在移植到受损的小鼠脊髓后能够存活并

分化成神经细胞、星形胶质细胞和少突胶质细 
胞[53]。电生理实验和形态学观察表明，移植的神经

元可表达正常活性[46]。AD大鼠模型研究显示，神

经营养因子(如NGF)联合NSC移植治疗能够增加其

前脑胆碱能神经元和突触的数量，显著改善大鼠的

学习和记忆能力[54]。

另外，移植的NSC在迁移和分化过程中也会受

到受体大脑微环境的显著影响。研究表明，人APP
的过度表达可导致移植细胞产生更多的星形胶质细

胞[55]，提示AD的发病过程可能对NSC移植的治疗

效果产生负面影响。大脑中有害的微环境也会使大

量的移植细胞意外死亡，因此寻找一种支持细胞生

长、神经元再生的方法极其重要。有研究发现，合

成的聚脱氨基酪氨酸乙酯碳酸酯联合iPSCs衍生的

神经元接种于小鼠脑内，可有效刺激NSC的突触重

塑，促进神经细胞进入脑组织，种植在3D支架上

的iPSCs在注射部位的存活率提高了约38倍，谷氨

酸能和多巴胺诱导神经元以解离或微折叠形式共同

移植到微支架上时，存活率也有类似的提高 [56]。

值得一提的是，生物材料与细胞共同移植的方法在

AD的相关研究中应用较少，未来可考虑将其应用

于AD的治疗中。

3.2　细胞移植存在的问题

3.2.1　供体细胞　基于iPSCs的治疗具有较低的免

疫不相容性，但是fAD患者缺乏可用于重编程的健

康体细胞，这一问题应该在治疗中首先予以解决。

Aβ沉积可能是AD治疗的另一个障碍，而基于iPSCs
的治疗可以替代丢失的神经元并去除Aβ沉积。因

此目前用于移植的干细胞需要达到良好制造规范的

标准并允许应用于实验研究，但需要一段时间才能

产生用于临床治疗的优化供体细胞[57]。

3.2.2　移植时间和位置　对于AD治疗而言，除了优

化供体细胞，细胞替代战略也颇具挑战性。AD的病

理学特点使得我们很难确定移植的最佳时间和最佳

位置。因为AD患者大脑中的多个区域受到了影响，

包括颞叶、顶叶、额叶皮质[58]等。在疾病开始扩散

之前，移植细胞可能对AD患者是有好处的，但由于

AD的机制复杂，移植时间很难确定，且发病过程可

能对NSC移植的治疗效果产生负面影响[55]。而且，

细胞外环境与细胞移植、存活和部分功能的恢复有

关[59]。因此找到最佳位置对于治疗AD至关重要。

4　药物筛选

研究表明，由干细胞衍生的神经细胞具有高通

量筛选(high-throughput screening，HTS)候选治疗药

物的潜力，可以作为AD的理想细胞模型[60]。患者

的iPSCs可以保留其基因型，更好地模拟神经系统

疾病的表型，当其与HTS相结合时，可能为药物毒

性试验创造更有利的条件[61]。

AD患者特异性iPSCs的神经元能够用于测试并

筛选γ-、β-分泌酶抑制剂和Aβ抗体等候选药物，

如PSEN2 iPSCs的神经元可对分泌酶抑制剂治疗产

生反应[62]。但在最近的临床试验中，γ分泌酶抑制

剂的潜在类似物Semagacestat和Avagacestat对AD的

治疗无显著效果[63-64]，后者甚至可导致认知衰退，

与预期结果相反[63,65]。在研究APP V717I突变时发

现，fAD神经元和sAD神经元都对另一种分泌酶抑

制剂DAPT产生反应，并且用DAPT处理时，诱导

的神经元会抑制Aβ38、Aβ40和Aβ42的生成，另

外还发现一种能够结合Aβ的抗体，可以阻止APP 
V717I神经元中总 tau蛋白水平的增加，在临床试

验中，该抗体成功地降低了Aβ肽的水平，但未能

减缓认知障碍的进展 [40]。此外，二十二碳六烯酸

(docosahexaenoic acid，DHA)能改善雌激素受体应

激或抑制活性氧生成 [66]。具有APP-E693δ突变的

神经元经DHA处理后，存活时间更长，但研究显

示DHA治疗只能缓解症状，不能作为一种预防方

法[67]。除了表型筛选，iPSCs还可基于目标来筛选

潜在的候选药物[68]。研究人员通过AD患者衍生的

iPSCs模型鉴定了一种相关疾病蛋白——胞外tau蛋
白(extracellular tau，eTau)，并开发了一种针对该蛋

白的治疗抗体[69]。此外，特定疾病的iPSCs模型也

可将药物重新定位，从而发现该药物在其他疾病

中的应用。研究者发现抗癫 药物ezogabine可以

在ALS的 iPSCs模型中产生疗效，在这项研究中，

ezogabine对伴随超氧化物歧化酶1基因突变和其他

基因突变(如C9ORF72)的ALS患者的iPSCs模型产生

了影响[70]。

最近开展了一项通过电子分析筛选新药的研

究，利用AD-iPSCs衍生的NP模型和神经元模型，

以L1000FWD软件分析鉴定具有抗特征基因干扰谱

的药物，发现iPSCs衍生的NP和神经元对环孢素A
的预测结果一致[44]。新药开发成本较高，因为候选

药物可能会在后期的临床试验中出现一些意料之外

的不良反应，从而导致研发失败。而iPSCs技术在

药物筛选方面不仅节约了成本，也为新药开发、药

物毒性检测等提供了更为有效的平台。

5　总结与展望

AD患者特异性iPSCs提供的独特平台能检测神

经发生过程中的早期疾病表型，并且能根据复杂的
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表型结合高通量筛选为药物毒性检测提供一种高效

的方法，这为研究AD的潜在致病机制和筛选新药

提供了技术支撑。在伴有APP、PSEN1和PSEN2突
变的AD患者中，iPSCs技术为单基因疾病提供了一

种潜在的治疗方法，通过纠正这些突变可为最终治

疗AD提供帮助。这项技术不仅克服了从AD患者身

上获取活神经元的困难，也克服了不能模拟偶发性

AD的困难[46]。iPSCs与其他细胞共培养获得3D类器

官模型的研究也为治疗AD开拓了新的思路[71]。随

着对AD发病机制认识的不断深入，未来有望开发

出对不同发病机制患者均可发挥作用的药物，并可

探索抗AD药物联合用药的可行性。
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