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摘  要 : 目前，体外生成人红细胞的实验技术较为复杂，为优化诱导步骤，采用两步法将人多能干细胞诱导分化

为红细胞。首先，利用人多能干细胞 (包括 Rh 阴性 A 型的脐带间充质干细胞 (hUCMSCRh-A) 和人 iPS (hiPS) 细

胞) 在 BVF 培养液中进行诱导分化得到 CD31+和 CD34+的阳性细胞群。经 PCR 和流式细胞仪检测 CD31 和 CD34

的表达发现，hUCMSCRh-A 细胞诱导得到的 CD31 和 CD34 阳性细胞率分别是 5.3%和 22.7%；hiPS 细胞诱导得到

的 CD31 和 CD34 阳性细胞率分别是 31.2%和 8.2%。第二步，将获得的 CD31+和 CD34+的阳性细胞群在多种生长

因子的作用下经过 36 d 诱导，分化为成熟红细胞。经吉姆萨染色检测得到的红细胞在形态和大小上与正常人红

细胞相近，且存在血细胞去核的现象。荧光定量 RT-PCR 检测到了 globin 的表达，其中 β-globin 的表达量占 20%

以上。将得到的红细胞收集到离心管中，自然沉降后可见红色的红细胞沉淀。上述研究为大量制备人红细胞提供

了新的有效的技术方法。 

关键词 : 人多能干细胞，CD31+和 CD34+标记，诱导分化，红细胞 
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Abstract:  At present, the experimental technique to produce human red blood cells in vitro is complicated, and in order to 

optimize the induction steps, human pluripotent stem cells were differentiated into red blood cells through two induction steps. 

First, human pluripotent stem cells (including Rh negative A type umbilical cord mesenchymal stem cells (hUCMSCRh-A) and 

human iPS cells (hiPS)) were differentiated into CD31+ and CD34+ cells in BVF medium. PCR and flow cytometry were used 

to exam the expression of CD31 and CD34. We found that hUCMSCRh-A derived CD31+ and CD34+ cells were 5.3% and 
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22.7%, respectively; hiPS derived CD31+ and CD34+ cells were 31.2% and 8.2%, respectively. For the second induction step, 

the obtained CD31+ and CD34+ cells were differentiated into mature erythrocytes for 36 days under the addition of various 

growth factors. Through Giemsa staining, we found that the obtained mature erythrocytes were similar in morphology and size 

to normal human erythrocytes, and some obtained erythrocytes were enucleated. Globin expression was detected by real time 

RT-PCR, and the expression of β-globin was more than 20%. The obtained erythrocytes are collected into the centrifuge tube, 

and then erythrocytes were naturally settled and showed the red color. Our findings provide a novel and effective method for 

the quantity generation of human red blood cells in vitro. 

Keywords:  induced pluripotent stem cells, differentiation, CD31 and CD34 markers, red blood cells 

人诱导性多能干细胞 (hiPS 细胞) 具有多向

分化和自我更新的潜能，它是将外源多能转录因

子 Oct4、Sox2、Klf4、cMyc导入成体细胞，经过

体细胞重编程获得的[1-2]。iPS细胞具有分化为内、

中、外三个胚层细胞和各种组织、器官的能力，

可以用于构建临床疾病的体外细胞模型，研究相

关病理损伤细胞的发病机制和治疗方法[3-5]。基于

hiPS细胞的扩繁增殖潜能和体外分化能力，可以

利用 hiPS经体外诱导分化为造血干细胞，然后再

进一步向红细胞系方向特异诱导分化，最终获得

成熟红细胞，为血液病的临床治疗提供了基本原

理和技术手段。另外，人间充质干细胞  (hMSC

细胞) 除了具有体外增殖和多向分化能力外，还

具有免疫原性低的特点[6-7]，因此，常被用于再生

医学的研究，例如将 hMSC 作为实验材料，使其

特异分化为软骨等组织中的细胞，来修复机体损

伤的部分[8-10]。 

红细胞的体内发育起始于胚胎时期的卵黄囊

血岛组织，最初产生内皮细胞。随后在主动脉-

性腺-中肾区 (AGM) 产生造血祖细胞，随着胎儿

肝脏的形成，卵黄囊和 AGM 区的血细胞转移至

胎儿肝脏，造血祖细胞 (HSC 细胞) 在此产生和

发育。胎儿出生后，只在骨髓产生的造血祖细胞

和造血干细胞继续分化为成熟的红细胞、白细胞

等多种细胞系[11]。体外诱导红细胞也是利用 hiPS

模拟体内发育阶段将其先诱导为造血祖细胞，再

使其分化为红细胞[12-14]；或直接利用 HSC细胞诱

导分化为成熟红细胞[15-16]。目前，体外诱导产生

红细胞的方法主要有类胚体 (EB) 法和共培养法

两种方式。采用类胚体诱导分化的技术方法，是

利用人胚胎干细胞 (hES 细胞) 或 hiPS，通过悬

浮培养形成 EB，然后 EB再在特异诱导因子或与

基质细胞 (如鼠源 BM 细胞 S17和 OP9，内皮细

胞 C166 等) 共培养的条件下[17-19]，使其分化为

成熟红细胞。但是，这种 EB 法的诱导体系通常

涉及 3–4 个诱导阶段，操作步骤过于繁琐，且所

需成本较高。而产生的红细胞不能确保完全脱核，

带核的红细胞可能存在基因突变等危险，并且诱

导体系中含有胎牛血清、基质细胞等动物源性物

质的干扰，所以还不能用于临床输血[17-26]。共培

养方法首先利用 hES或 hiPS与基质细胞贴壁培养，

形成造血细胞和内皮细胞的前体细胞  (即

hemangioblasts)，然后将诱导获得的 hemangioblasts

向红细胞方向诱导，最后将获得的红细胞收集，与

基质细胞共培养从而提升红细胞的脱核率[17,26]。

由于这些体外红细胞的诱导技术在不同程度上使

用了胎牛血清 FBS和饲养层共培养细胞等动物源

性物质，因此，临床应用价值有限。另外，最终

获得的红细胞只有极少部分能够成为完全成熟的

红细胞，产量低。与上述方法不同，本研究采用

两步诱导法，先利用多能干细胞诱导得到 CD31

和 CD34 阳性表达的细胞群，再将获得的 CD31+

和 CD34+的细胞群通过半悬浮培养的方式诱导分

化为成熟红细胞。 

本研究中特别选用了 hUCMSCRh-A细胞进行

两步法诱导，其目的在于最终诱导获得的红细胞
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将不携带 Rh抗原，为体外大量制造 Rh阴性的“万

能血”提供技术探索。本研究采用独特的红细胞两

步诱导法，与之前报道的方法相比，操作更为简

便，成本较低，不涉及胎牛血清和饲养层细胞等

动物源物质的干扰，可以大量制备成熟红细胞，

且产出效率较以往的体系有明显提升。这一新的

技术方法有助于推进人红细胞的体外诱导研究和

体外大量制备及其临床应用。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

人 iPS细胞 (hiPSCs) 购自斯丹赛有限公司，

Rh阴性 A型人脐带间充质干细胞 (hUCMSCRh-A) 

由西安市九州医药科技园有限公司提供，人全血

细胞由西北农林科技大学校医院提供。 

1.2  试剂和耗材 

总 RNA 提取试剂盒购自天根生化科技公司；

DNA marker来自 BioLabs公司 (美国)；反转录试剂

盒、细胞消化液 (Cell Dissociation Buffer, CDB，

13151014)、AlbuMAX®Ⅰ富脂牛血清白蛋白 (BSA，

1116392)、胰酶 (Trypsin，1809364)、非必需氨基酸 

(Nonessential amino acid，NEAA，1703183) 和 L-谷

氨酸 (GlutaMAX，L-Gln，1848033) 均购自 Gibco

公司 (美国)；DMEM (Dulbecco’s modified eagle 

medium，AB10101516)、α-MEM (Alpha Minimum 

essential medium，AB212879)、胎牛血清  (Fetal 

bovine serum，FBS，1P1506) 购自 Hyclone公司；

人 bFGF (Fibroblast growth factor，FGF，100-18B)、

BMP4 (Bone morphogenetic protein 4，120-05)、

VEGF (Vascular endothelial growth factor，100-20)、

Flt3 ligand (Fms-related tyrosine kinase 3 ligand，

300-19) 、 EPO (Erythropoietin ， 100-64) 购 自

PeproTech公司；SCF (Recombinant human stem cell 

factor，255-SC-010/CF) 购自 R&D system公司；

Y27632 (ROCK 抑制剂， 562822)、Matrigel 胶 

(354234)、CD31 (5090933)、CD34 (28476)、CD44 

(37383)、CD45 (28444)、CD71 (05021207) 流式抗体

均购自 BD公司 (美国)；mTeSRTM1培养基 (85850) 

和造血干细胞培养基 (09600) 购自 Stemcell 公司 

(加拿大)；Stemline Ⅱ 造血培养基 (S0192)、β-巯基

乙醇 (2-Mercaptoethanol，β-ME，SHBD0359V)、甲

基纤维素 (Methyl cellulose，MC，V900506) 购自

Sigma (美国)；IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s 

Medium，1732829) 等购自 Invitrogen (美国)；PCR 

Mix 购自西安 Tsingke 公司；PCR 引物由西安

Tsingke公司合成 (表 1)。 

 
表 1  引物信息表 

Table 1  Primers used in this study 

Name Sequence (5'–3') 
Size  
(bp) 

CD29 F: CTGCAAGAACGGGGTGAA 
TG 

302 

R: CACAATGTCTACCAACACG
CCC 

CD31 F: GTGCTGCAATGTGCTGTGAA 370 

R: GTACTGCTGGCCTGGACATT

CD34 F: CCCAGCCAACGTTTCAACTC 619 

R: ATAAGGGTCTTCGCCCAGC 

CD45 F: TGACTACAGCAAAGATGCC
CAG 

224 

R: AAGGTGAGGCGTCTGTACT
G 

CD90 F: ATGAACCTGGCCATCAGCAT
CGC 

486 

R: TCACAGGGACATGAAATCC
GTGG 

CD117 F: TCTGACGTCAATGCTGCCAT 609 

R: AACCTTCCCGAAAGCTCCA
G 

qε-globin F: TGGCAAGGAGTTCACCCCT  63 

R: AATGGCGACAGCAGACACC

qγ-globin F: GGCAACCTGTCCTCTGCCTC 219 

R: GAAATGGATTGCCAAAAC 
GG 

qβ-globin F: CTCATGGCAAGAAAGTGCT
CG 

181 

R: AATTCTTTGCCAAAGTGAT 
GGG 
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诱导实验中涉及如下培养液：BVF 培养液 

(Stemline Ⅱ造血培养基，50 ng/mL BMP4，50 ng/mL 

VEGF，50 ng/mL bFGF)、BGM培养液 (造血干细

胞培养基，50 μg/mL VEGF，25 μg/mL Flt3 ligand，

8 μg/mL bFGF)、BGME 培养液 (BGM 培养液，

3 units/mL EPO)、SSE培养液 (Stemline Ⅱ 造血培

养基，50 ng/mL SCF，3 unit/mL EPO)、SSEMC培

养液  (SSE 培养液，0.5% MC)、SSE34 培养液 

(StemPro-34 SCF培养基，50 ng/mL SCF，3 unit/mL 

EPO)、SE34 培养液 (StemPro-34 SCF 培养基，

3 unit/mL EPO)。 

1.3  细胞培养 

将冻存的 hUCMSCRh-A 细胞培养在 α-MEM

中，并添加 15% FBS、1% NEAA、1% GlutaMAX

和 0.1 mmol/L β-ME。待细胞密度长至 80%左右，

用 0.05%胰酶消化传代，将扩增的细胞采用细胞

冻存技术冷冻保存。hiPSC细胞采用 mTeSRTM1

培养基培养，培养皿用 Matrigel胶预先处理好，

培养 6–7 d 用细胞消化液消化传代。hUCMSCRh-A

和 hiPSC细胞均培养在 37 ℃、5% CO2的恒温箱中。 

1.4  总 RNA 提取、PCR 和荧光定量 RT-PCR 

当细胞密度达到 90%左右，将细胞消化离心，

并向收集的沉淀中加入 RZ 细胞裂解液。随后按

照总 RNA提取试剂盒提取 RNA，并检测 OD值。

然后按照反转录试剂盒说明书，将 RNA反转录获

得 cDNA。用 CD29、CD31、CD34、CD45、CD90

等特异引物 (表 1)，按照 PCR Mix 说明书进行

PCR，程序为：96  2 min℃ ；96  10 s℃ ，58  30 s℃ ，

72  30 s℃ ，35个循环；72  5 min℃ 。PCR产物通

过琼脂糖凝胶电泳检测目的条带大小。荧光定量

RT-PCR 根据设计的 qβ-globin、 qγ-globin、

qε-globin 引物，按照荧光定量试剂盒说明书进

行 RT-PCR扩增程序，并用 2–ΔΔCt法计算表达变化

倍数。  

1.5  hUCMSCRh-A 和 hiPSC 细胞的诱导分化 

将干细胞诱导分化为 BRC 细胞主要经过两

个阶段的诱导分化过程 (图 1)。第一阶段的诱导

实验采用 BVF 培养液，将人多能干细胞诱导分

化为 CD31+和 CD34+的阳性细胞群。采用

hUCMSCRh-A细胞进行诱导时，选取培养至第 5代

的细胞并调整其密度为 8×104–10×104个/mL，将

其接入直径 35 mm的细胞培养皿。然后第 2天换

BVF培养液，记为诱导第 0天。诱导期间 2 d换

液 1次，当细胞长到 80%左右，用 Accutase消化传

代。此阶段持续诱导至第 10 天。采用 hiPSC 细胞

进行诱导时，调整细胞密度为 3×104–4×104个/mL。

接入预先铺好四型胶原直径为 100 mm 的细胞培

养皿中，并添加终浓度为 10 μmol/L的 Y27632。

第 2天换 BVF培养液，记为诱导第 0天。2 d换

液 1 次，并持续诱导至第 6 天。通过上述方法，

诱导 hUCMSCRh-A 和 hiPSC 细胞分化，可获得

CD31+和 CD34+的细胞群。 

 
 

 
 

图 1  诱导分化流程图 

Fig. 1  Scheme of two stages of cell differentiation. 
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1.6  诱导红细胞 

第二阶段的诱导过程为将含有 CD31+和

CD34+阳性细胞的细胞群通过半悬浮培养，诱导

分化为成熟红细胞。首先，将第一步诱导获得的

CD31+和CD34+的细胞群用Accutase消化后收集，

细胞计数后用 Stemline Ⅱ培养基重悬，每

1×105–1.5×105 个细胞  (<0.1 mL) 与 2.5–3 mL 

BGM 培养液混匀。使用 16 号针头的注射器将细

胞混合物加入到低吸附的 6 孔板培养皿中，培养

在 37 ℃、5% CO2的恒温箱中，记为第二阶段诱

导的第 0 天。诱导至第 6 天，添加 2 mL BGME

培养液。并持续诱导至第 9 天，添加与培养皿中

液体等体积的 BGME培养液。当诱导至第 14天，

将培养皿内液体转移至直径 100 mm 的低吸附培

养皿中，加入与现有培养基液体积等量的 SSE培

养液。随后诱导至第 17天，加入现有体积一半的

SSEMC培养液，每 2–3 d加液 1次，再继续孵育

7 d。接下来，使用含 0.5% BSA的 IMDM培养液，

在诱导第 24 天用 IMDM 培养液稀释培养皿中的

液体。用 5倍于培养皿液体的 IMDM培养液，在

2 000 r/min、15 min的条件下离心并收集细胞。

随后用 IMDM培养液重悬细胞，接入组织培养瓶

中过夜培养。然后在诱导的第 25天离心并收集组

织培养瓶中的细胞，使用 SSE34培养液重悬细胞，

2 d 换液 1 次并持续诱导至第 31 天。最后换为

SE34 培养液，持续诱导至第 36 天，可获得成熟

红细胞。将获得的成熟红细胞转移至细胞离心管，

自然沉降后有肉眼可见的细胞红色沉淀。 

1.7  流式细胞仪检测 

当培养皿中的细胞长至 90%100%，使用

Accutase 消化细胞，并进行细胞计数。用 FACS

缓冲液 (3% FBS，97% PBS) 重悬细胞沉淀，并清

洗 2次。随后调整细胞密度为 2×105–3×105个/管，

并向每管加入 20 μL抗体和 80 μL FACS缓冲液，

遮光置于冰上染色 30 min。之后每管加入 1 mL 

FACS缓冲液，离心洗去抗体。最后用 500 μL FACS

缓冲液重悬，准备上机检测。 

1.8  吉姆萨染色 

用移液管吸取 10–20 μL待检溶液滴在载玻片

上，均匀涂布。室温下阴干后，用固定液固定涂片

10 min。随后将涂片置姬姆萨工作液中，染色

30 min。染色完成后，涂片立即用蒸馏水洗脱。最

后用甘油压片，指甲油封固，置于显微镜下观察。 

1.9  统计学分析 

吉姆萨染色后的诱导红细胞和人红细胞，分

别统计其红细胞和脱核红细胞的总数，并经过

t-test检验差异是否具有统计学意义。P<0.05表示

差异显著，P<0.01表示差异极显著。 

2  结果与分析 

2.1  人 UCMSCRh-A 细胞的培养和鉴定 

hUCMSCRh-A 细胞体外培养，细胞传代至第

10代后，通过显微镜观察发现，细胞形态没有明

显改变，呈现较短的梭状形态，大小为十几微米，

体外培养期间并没有出现细胞衰老和分化的现象 

(图 2A)。待 hUCMSCRh-A长满时收样做 PCR检测。

利用 RCR 检测 hUCMSCRh-A 相关标记基因的表

达，通过琼脂糖凝胶电泳结果显示，hUCMSCRh-A

细胞表达 CD29、CD90 和 CD117 基因，不表达

造血相关的基因，如基因 CD31、CD34和 CD45 

(图 2B)。随后，采用细胞流式仪检测 hUCMSCRh-A

蛋白水平的表达。收取 hUCMSCRh-A细胞，制备

成单细胞悬液用于细胞流式仪的检测。结果发

现，CD44阳性的 hUCMSCRh-A细胞占 98%，CD71

阳性的 hUCMSCRh-A细胞占 81.4%；而 CD31、

CD34 和 CD45 阳性的 hUCMSCRh-A细胞最高只

有 0.2% (图 2C)。上述结果表明 hUCMSCRh-A细

胞表达间充质干细胞的相关标记 CD29、CD44、

CD90等，不表达 CD31、CD34等造血干细胞相

关标记。 
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图 2  hUCMSCRh-A 细胞的培养和鉴定  

Fig. 2  Culture and evaluation of hUCMSCRh-A. (A) Morphology of hUCMSCRh-A. (B) PCR analysis of cell surface 
markers in hUCMSCRh-A. (C) Flow cytometry analysis of cell surface markers in hUCMSCRh-A. 

 
 

2.2  多能干细胞向 CD31+和 CD34+的细胞群

分化 

采用体外培养至第 5代的 hUCMSCRh-A细胞，

进行第一阶段的诱导分化实验。细胞在分化过程

中，第 2 天诱导的形态无明显差异；第 4 天时，

细胞已基本长满，需要进行细胞传代。到第 6 天

时，可发现部分细胞变为伸长的梭形；继续诱导

至第 8天时，细胞长满。传代后长至第 10天，可

以清楚地观察到细胞的大小较第 0 天有明显的改

变，细胞全部变为较长的梭形 (图 3A)。在诱导

过程中，每 2 d取样 1次，持续至第 18天。通过

RT-PCR 检测，可以看出 hUCMSCRh-A 细胞分化

后，细胞在第 8 天开始有 CD31 和 CD34 基因的

表达，且表达量在第 10天达到最大值，而之后这

些基因的表达水平逐渐降低。并且，hUCMSCRh-A

细胞持续表达 CD29、CD90、CD117，不表达 CD45 

(图 3B)。因此，我们采用诱导至第 10天和第 14天

的细胞，流式细胞仪检测 CD31 和 CD34 的表达

水平。结果发现，诱导第 10天时，带 CD31标记

的细胞比率为 5.3%，CD34 标记的细胞比率为

22.7% (图 3C)。而第 14 天时，带 CD31 标记的

细胞比率下降至 1.22%，CD34 标记的细胞比率

降至 5.57% (图 3D)。上述结果显示，经过第一阶

段的诱导， hUCMSCRh-A 细胞能够分化成为

CD31+和 CD34+的细胞群，并表达造血干细胞相

关的标记。 

人 iPS 细胞进行第一阶段的诱导分化实验，

在诱导过程中，细胞的形态变化非常明显。从诱

导的第 0–2 天，细胞克隆逐渐长大，且克隆数目

明显增多。至第 4 天时细胞克隆已长成片状，细

胞边缘开始分化为多边形的上皮样。第 6天时克隆

已扁平，细胞大部分都成为上皮样形态，且更为

致密 (图 4A)。将诱导至第 6 天的细胞收样，制

备单细胞悬液并用流式细胞仪检测。结果显示，
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带有 CD31标记的细胞比率为 31.2%，带有 CD34

标记的细胞比率为 8.2% (图 4B)。通过体外贴壁

诱导阶段，人 iPS 细胞可分化为 CD31+和 CD34+

的细胞群。 

2.3  CD31+和 CD34+的细胞群向红细胞诱导

分化 

将第一阶段贴壁诱导获得的 CD31+和 CD34+

的阳性细胞群消化离心，再经过 36 d的半悬浮诱

导培养，使其分化为成熟红细胞。首先，将获得

的成熟红细胞取样，利用吉姆萨染色的方法，通

过显微镜观察，可以发现细胞呈现红色，且有完

全粉红色无细胞核的红细胞。而诱导分化所获得

的红细胞，通过计数统计，直径在 7–8 μm之间的

脱核红细胞比例可达 87.09% (P<0.05)，说明其形

态与正常人红细胞相比差异较小，大小也与正常

人红细胞相近 (图 5A)。为了检测红细胞中成熟

β-globin的表达水平，我们采用荧光定量 RT-PCR 

进行检测。结果显示，诱导的红细胞中 3 种球蛋

白 (成熟期的 β-globin、胎儿期的 γ-globin和胚胎

期的 ε-globin) 的表达比例分别是 20%、74%和 6% 

(图 5B)，其中 β-globin的表达量占整体 globin的

20%，说明诱导的成熟红细胞具备携氧能力。最

后，将诱导的红细胞收集到细胞离心管中，自然

静置沉降 2 h 后，肉眼可看见红细胞沉淀，且与

人全血静置后的沉淀颜色相似。细胞计数得到

4.2×107 hiPSC/mL，与起始时 3×104–4×104 hiPSC/mL

的细胞数相比，诱导产生的红细胞数量是起始 iPS

细胞量的 1 050–1 400倍，同时也是第一阶段 CD31+

和 CD34+细胞群 (1×105–1.5×105个) 的 280–420倍 

(图 5C，5D)。 

 

 

 
图 3  hUCMSCRh-A 细胞诱导分化为 CD31+和 CD34+的细胞群 

Fig. 3  Differentiation of hUCMSCRh-A into CD31+ and CD34+ cells. (A) Morphology of induced hUCMSCRh-A cells in 
different time points. (B) RT-PCR analysis of cell surface markers from induced hUCMSCRh-A cells. (C, D) Flow 
cytometry analysis of CD31+ and CD34+ cells derived from hUCMSCRh-A cells.  



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

990 

 
图 4  hiPS 细胞诱导分化为 CD31+和 CD34+的细胞群 

Fig. 4  Differentiation of hiPS into CD31+ and CD34+ cells. (A) Morphology of induced hiPS in different time points. 
(B) Flow cytometry analysis of CD31+ and CD34+ cells. 
 

 
 

图 5  CD31+和 CD34+的细胞群分化为红细胞 

Fig. 5  Differentiation of CD31+ and CD34+ cells into RBC. (A) Giemsa staining of induced RBC. NC: negative 
control. (B) qRT-PCR analysis of globin expression in induced RBCs. (C) Static settlement of induced RBCs. (D) Static 
settlement of human whole blood.  

 
3  讨论 

目前，急性白血病、慢性白血病、骨髓增生

异常综合症等各种血液疾病的治疗方法主要依赖

于临床输血，而当务之急是体外大量制备成熟的

红细胞[20-21]。人 iPS因其强大的分化和增殖能力，

我们选取其作为研究模型，可按照我们优化的诱

导体系将其向红细胞分化。而这种方法的实现，

提供了脐带间充质干细胞向红细胞分化的一种手 

段，我们采用 Rh 阴性的脐带间充质干细胞为研

究对象，其诱导出的细胞是不含 Rh 抗体的，为

实现 Rh 阴性的 O 型“万能血”提供了可能。以往

体外红细胞诱导通过 EB 或共培养的体系，但是

这两种方法的操作复杂，诱导效率低，且由于体

系中含有动物源性物质，所以制备的红细胞无法

用于临床的输血应急。本文的两步法诱导红细胞 

(图 1)，将人 iPS 细胞和人 UCMSCRh-A细胞，在

无动物源性物质干扰的条件下，省去了第一阶段 
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的 EB 悬浮和与基质细胞共培养步骤，经过贴壁

诱导，使其分化为 CD31+和 CD34+的细胞群；然

后利用收集的 CD31+和 CD34+的细胞群，经第二

步半悬浮体系的诱导，在不与基质细胞共培养的

条件下使其最终分化为成熟的红细胞。这种方法

相比以往的红细胞诱导体系，省去了多阶段培养

的繁琐步骤，还降低了实验成本。其中采用的无

血清、无饲养层细胞等无动物源性物质的培养体

系，排除了其他物质的干扰，产生的成熟红细胞

可用于临床输血研究。在第一阶段的诱导过程中，

与人 iPS细胞相比，人 UCMSCRh-A细胞的诱导时

间更长。人 iPS 细胞的第一阶段诱导需要 6 d 的

持续诱导，而人 UCMSCRh-A细胞则需要至少 10 d

的持续诱导，才能获得较理想的 CD31+和 CD34+

的细胞群。除此之外，由人 iPS细胞分化的细胞，

更倾向于表达 CD31；相反，人 UCMSCRh-A分化

的细胞更倾向于表达 CD34。并且，两种细胞在

BVF培养液中的增殖速度都较分化前更快。然而，

CD31+和 CD34+的细胞群的诱导效率还有待提

高，可通过磁珠分选的方法富集 CD31+和 CD34+

的细胞群，从而为后续诱导提供更多的种子细胞。

在第二阶段血红蛋白的检测中，由于血红蛋白是

由 4 条球蛋白链组成的四级结构，每一条链中均

有一个疏水结构，可结合一个血红素并携带一分

子氧。在胚胎期血红蛋白主要由两条 α 链和两条

γ链组成 (α2γ2)，在胎儿期主要由 α2ε2组成，在成

熟期主要由 α2β2组成
[14,27]。我们分别检测了胚胎

期的 ε-globin、胎儿期的 γ-globin 和成熟期的

β-globin 来验证诱导的红细胞是否进入了成熟阶

段。人 iPS 细胞来源广泛，增殖能力强，是体外

诱 导 成 熟 红 细 胞 重 要 的 细 胞 来 源 ； 而 人

UCMSCRh-A细胞，由于其不携带 Rh 抗原，所以

诱导获得的成熟红细胞也是 Rh 阴性。若将本实

验的诱导体系应用到人 UCMSCRh-O细胞，则可大

量诱导出不含 Rh-O 抗体的红细胞，实现体外制

备“万能血”的技术方法，这对于临床输血的研究

有着重大的意义。 

本研究在无动物源性物质干扰的前提下，以

独特的两步法，成功将人 iPS 细胞和人

UCMSCRh-A细胞特异诱导为成熟红细胞。本方法

的诱导效率相比 EB 法和共培养法的效率有所提

高[12,16-22,24-26]，由人 iPS细胞诱导的红细胞中成熟

红细胞标志性的 β-globin 表达由之前的 16%提升

至 20%[16,26]，但由人 MSC 细胞诱导获得的红细

胞效率并不高，说明本方法的第二阶段并不适用

于人 MSC细胞。通过吉姆萨染色法可以观察到，

诱导的成熟红细胞形态及大小与正常人红细胞相

似，并有红细胞去核的现象。但诱导的成熟红细

胞，相比人全血的红细胞数量较少，并且诱导红

细胞的脱核效率可通过与人间充质细胞等基质细

胞共培养来提高[17,25-26]。综上所述，我们的研究

成果为优化人体外诱导红细胞提供了技术改进，

为进一步研究临床输血的应用打下了基础。 
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