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转录因子 NKX2.1 促进诱导多能干细胞向肺干细胞的分化

邓  丽，刘  洋，王  慧，杨  秋，董明清

文题释义：
NKX2.1：是由位于人类第14号染色体上的基因编码的一种转录因子，参与调节形态发生，特别是甲状腺、肺和大脑发育过程中基因的表

达。前期研究表明，NKX2.1是肺上皮分化过程中最早的标志物，NKX2.1缺失会导致肺发育不全。

肺干细胞：是指存在于肺部的特定细胞类型，具有自我更新和分化成多种类型肺细胞的能力。

摘要

背景：如何促进诱导多能干细胞向肺干细胞分化对肺损伤修复具有重要意义。NKX2.1是肺上皮分化过程中最早的标志物，在肺发育过程中

发挥重要调控作用，然而其表达对诱导多能干细胞向肺干细胞分化的影响还知之甚少。

目的：探究NKX2.1对诱导多能干细胞向肺干细胞方向分化的影响。

方法：体外培养人诱导多能干细胞，采用实时荧光定量PCR和免疫荧光检测多能干细胞特异基因的表达；通过瞬时转染向人诱导多能干细

胞中过表达NKX2.1，再诱导其向肺干细胞方向分化，诱导分化7 d采用实时荧光定量PCR、免疫荧光检测FoxA2、SOX9和P63的表达，诱导分

化13 d采用免疫荧光检测肺泡细胞标记分子SPB和SPC的表达。

结果与结论：①诱导多能干细胞紧密集结呈典型克隆样生长，显著高表达干细胞特异表达基因OCT-4、SOX2和NANOG；②与未转染对照组

相比，过表达NKX2.1组人诱导多能干细胞中NKX2.1表达显著升高(P < 0.000 1)；③诱导分化7 d，与未转染对照组相比，过表达NKX2.1组肺

干细胞相关标记物FoxA2、SOX9和P63的表达显著升高(P < 0.000 1)；④诱导分化13 d，与未转染对照组相比，过表达NKX2.1组肺泡细胞标记

分子SPB和 SPC荧光强度显著增加。结果表明NKX2.1可以促进诱导多能干细胞向肺干细胞方向分化。

关键词：诱导多能干细胞；肺干细胞；NKX2.1；定型内胚层；前肠内胚层；肺损伤；工程化干细胞
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Abstract
BACKGROUND: Enhancing the differentiation of induced pluripotent stem cells into lung stem cells is crucial for repairing lung injuries. NKX2.1 is the earliest 
marker of lung epithelial differentiation and plays a significant regulatory role in lung development. However, the impact of its expression on the differentiation 
of induced pluripotent stem cells into lung stem cells remains inadequately understood.
OBJECTIVE: To investigate the effect of NKX2.1 on the differentiation of induced pluripotent stem cells into lung stem cells.
METHODS: Induced pluripotent stem cells were cultured in vitro. The expression of specific pluripotent stem cell genes was assessed using real-time 
fluorescence quantitative PCR. NKX2.1 was overexpressed in induced pluripotent stem cells, which were then induced to differentiate into lung stem cells. The 
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0   引言   Introduction
肺损伤及肺纤维化等难治性肺病的发病机制复杂，

目前临床药物特异性和靶向性较差，治疗效果并不理 

想
[1-3]

，因此迫切需要开发治疗这类疾病的新药物和治

疗方法。成体干细胞和祖细胞在维持特定器官的细胞稳

态中发挥着重要作用，同时也参与疾病状态下的组织修 

复
[4-6]

。通过将器官特异性干细胞引入体内，用于修复、

补充或替代受损细胞的方法，即干细胞治疗，为传统治

疗效果不佳的难治性疾病提供了新希望。

在肺部损伤修复过程中，具有肺上皮分化潜能的肺

干细胞进入肺组织后能够分化为肺部结构细胞 ( 如气道上

皮细胞和肺泡上皮细胞 )，从而替代、补充和修复受损的

肺细胞，在肺损伤治疗中表现出了良好的应用前景
[7-8]

。

然而，成体肺脏中肺干细胞数量较少、取材过程具有创

伤性、在慢性肺病状态下其功能可能会受到影响等因素

限制了肺干细胞治疗的深入研究和临床应用
[1]
。诱导多

能干细胞 (induced pluripotent stem cells，iPSCs) 的出现为

获取包括肺干细胞在内的器官特异性干细胞提供了新途

径。诱导多能干细胞可以通过重编程患者的体细胞获得，

具有与胚胎干细胞相似的多能性和无限增殖能力。通过

模拟器官发育过程中的信号作用模式，可以将诱导多能

干细胞诱导分化为不同发育阶段的器官特异性干细胞，

实现个性化的干细胞靶向治疗
[9-11]

。目前，研究人员已

能通过体外一系列步骤再现胚胎发育的关键阶段，即定

向分化，实现胚胎干细胞、间充质干细胞和诱导多能干

细胞等向感兴趣的细胞和组织谱系方向分化
[12-16]

。ALBER 

等
[17]

构建了一种 Tbx4 肺增强子示踪的小鼠诱导多能干细

胞，定向诱导其进入早期肺间质，这些诱导多能干细胞

衍生的肺间充质祖细胞与原代小鼠胚胎肺间充质具有相

同的转录特征，并且能够分化为更成熟的间充质谱系。

KANAGAKI 等 [18]
通过 Wnt 信号抑制诱导多能干细胞向肺

泡Ⅰ型细胞定向分化。然而，这些方法都存在诱导周期

长且获得肺干细胞数量有限等限制，未能满足临床应用

需求。因此，探究肺干细胞分化的机制，寻找更快、更

利于肺干细胞分化的方法具有重要现实意义。

NKX2.1，也被称为 TTF-1，是由位于人类第 14 号染

色体上的基因编码的一种转录因子，参与调节形态发生，

特别是甲状腺、肺和大脑发育过程中基因的表达
[17]
。研

究表明，NKX2.1 是肺上皮分化过程中最早的标志物，它

的缺失会导致肺发育不全
[18-21]

。急性损伤后肺上皮细胞的

再生需要多种细胞的协调来形成形态复杂的肺泡气体交

换表面，而 NKX2.1 是肺泡上皮祖细胞的关键调控因子。

NKX2.1 表观遗传的动态维持是控制肺泡上皮祖细胞中选

择性祖细胞活性的关键因素。在成年肺再生过程中，Wnt

响应的肺泡上皮祖细胞增殖并转化为肺泡Ⅰ型 / Ⅱ型细胞

的过程受 NKX2.1 差异性活性的调控
[22-27]

。然而，通过差

异表达 NKX2.1 以调节人诱导多能干细胞向肺干细胞方向

分化的研究尚不明确。因此，该研究尝试在人诱导多能

干细胞中过表达 NKX2.1，旨在探究 NKX2.1 表达对人诱导

多能干细胞向肺干细胞方向分化的影响。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   诱导多能干细胞向肺干细胞方向分化实验。

1.2   时间及地点   实验于 2023 年 1 月至 2024 年 6 月在成

都市第五人民医院医学研究与转化中心完成。

1.3   材料

1.3.1   细胞株   成纤维细胞、人诱导多能干细胞株购自四

川康克俞生物科技有限公司。

1.3.2   实验试剂和仪器   人诱导多能干细胞维持自我更新

完全培养基、Vitronectin 包被蛋白、细胞冻存液、细胞消

化液 ( 中国中盛溯源生物科技有限公司 )；DPBS、DMEM/

F12、GlutaMax-supplemented DMEM/F12、RPMI 1640( 美

国 GIBICO 公 司 )； 转 染 试 剂 Lipofectamine 2000( 美 国

ThermoFisher 公司 )；Activin A ( 美国 R&D Systems 公司 )；
Noggin、成纤维生长因子 7、成纤维生长因子 4 和骨形态

发生蛋白 4 ( 美国 Stemimmune LLC 公司 )；SB431542( 英

expression of FoxA2, SOX9, and P63 was determined via quantitative PCR and immunofluorescence on day 7 of induction of differentiation. The expression of 
the alveolar marker SPB and SPC was evaluated through immunofluorescence staining on day 7 of induction of differentiation.
RESULTS AND CONCLUSION: (1) Induced pluripotent stem cells in vitro were tightly packed and showed typical clonoid growth and significantly expressed stem 
cell-specific genes OCT-4, SOX2, and NANOG. (2) Compared with the non-transfected control group, the expression of NKX2.1 in human induced pluripotent 
stem cells was significantly increased in the NKX2.1 overexpression group (P < 0.000 1). (3) Seven days after induction of differentiation, compared with the 
non-transfected control group, the expression of lung stem cell-related markers FoxA2, ​​SOX9, and P63 was significantly increased in the NKX2.1 overexpression 
group (P < 0.000 1). (4) Thirteen days after induction of differentiation, compared with the non-transfected control group, the fluorescence intensity of alveolar 
cell marker molecules SPB and SPC increased significantly in the overexpression NKX2.1 group. The results show that NKX2.1 can promote the differentiation of 
induced pluripotent stem cells into lung stem cells.  
Key words: induced pluripotent stem cell; lung stem cell; NKX2.1; definitive endoderm; foregut endoderm; lung injury; engineered stem cell
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国 Tocris 公司 )；CHIR99021 ( 加拿大 Stem Cell Technologies 

公司 )；SPB 抗体、FoxA2 抗体、SOX9 抗体、P63 抗体、

SPC 抗体、NKX2.1 抗体 ( 中国博奥森生物公司 )；Anti- 

Mouse/Rabbit 荧光二抗、GAPDH 抗体、DAPI( 中国华安生

物公司 )；总 RNA 提取试剂盒、RNA 反转录试剂盒、实

时荧光定量 PCR 试剂盒 ( 中国诺维赞生物公司 )；实时荧

光定量 PCR 引物 ( 中国擎科生物公司 )；NKX2.1 过表达质

粒 ( 中国生工公司 )；倒置相差荧光显微镜 ( 日本奥林巴 

斯 )。
1.4   实验方法   

1.4.1   人诱导多能干细胞培养   提前加入 Vitronectin 包被

蛋白于 6 孔板中孵育过夜，传代前弃包被蛋白。将人诱

导多能干细胞用 DPBS 轻洗 1 次，加入细胞消化液至细胞

变圆时终止消化，3 500 r/min 离心 5 min，弃上清，细胞

沉淀用人诱导多能干细胞培养基重悬，以 3×105/cm2
密度

接种于处理过的 6孔板中，加入人诱导多能干细胞培养基，

置于 37 ℃、体积分数 5%CO2 培养箱中，每天换液 1 次，

每两三天传代 1次，通过光学显微镜观察细胞及克隆形态，

RT-qPCR 检测 OCT4、NANOG 和 SOX2 mRNA 表达水平，引

物序列见表 1；免疫荧光观察 OCT4、NANOG 和 SOX2 蛋

白表达水平。

胞贴壁法对未转染对照组和过表达 NKX2.1 组人诱导多

能干细胞进行诱导分化。人诱导多能干细胞消化后以

1.5×105/cm2
密度接种于 Vitronectin 包被蛋白处理过的

6 孔板中，24 h 后将细胞培养基更换为 RPMI 1640 添加

Activin A(100 ng/mL) 培养 3 d，更换培养基为 GlutaMax- 

supplemented DMEM/F12 添 加 Noggin(200 ng/mL) 和

SB431542 (10 μmol/L) 培养 4 d，更换培养基为 GlutaMax- 

supplemented DMEM/F12 添 加 CHIR99021(3 μmol/L)、 成

纤维生长因子 7(10 ng/mL)、成纤维生长因子 4(10 ng/mL)

和骨形态发生蛋白 4(20 ng/mL) 培养 6 d。诱导方案如图 1

所示。

1.4.4   Western blot 检测   人诱导多能干细胞转染后培

养 72 h 检测 NKX2.1 蛋白表达，细胞刮于冰上收集细

胞，3 500 r/min 离心弃上清，加适量细胞裂解缓冲液重

悬置于冰上裂解 25 min，每隔 5 min 斡旋 1 次，4 ℃、 

12 000×g 离心 10 min，SDS 上样缓冲液重悬制备样本，

通过 10% 的 SDS-PAGE 电泳分离蛋白后，转移到硝酸纤

维膜上，5% BSA 室温封闭 45 min，加入 5% BSA 稀释的

一抗 (GAPDH 1 ∶ 2 000，NKX2.1 1 ∶ 1 000)，4 ℃孵育

过夜，室温摇床 TBST 洗膜 5 次，5 min/ 次，加入 2.5% 

BSA(1 ∶ 5 000) 稀释 HRP 酶标抗兔 / 小鼠二抗抗体室温孵

育 1 h，采用 ECL 试剂盒对膜上目标蛋白进行显影。

1.4.5   实时荧光定量 PCR(RT-qPCR) 检测   未转染人诱导

多能干细胞用于检测 OCT4、NANOG 和 SOX2 mRNA 表

达；人诱导多能干细胞转染后培养 48，96 h 检测 NKX2.1 

mRNA 表达；人诱导多能干细胞分化培养 7 d 检测

FoxA2、SOX9 和 P63 mRNA 表达。操作步骤如下：弃培

养基，根据总 RNA 提取试剂盒使用说明书提取细胞 RNA

并测定浓度，再利用反转录试剂盒得到样本 cDNA，按照

RT-qPCR 说明书操作，以人 GAPDH 为内参，通过 ΔΔCt 法

对各基因表达进行相对定量分析。引物序列见表 1。
1.4.6   细胞免疫荧光   未转染人诱导多能干细胞进行

OCT4、NANOG 和 SOX2 免疫荧光染色；人诱导多能干细

胞分化培养 7 d 进行 FoxA2、SOX9 和 P63 免疫荧光染色；

人诱导多能干细胞分化培养 13 d 进行 SPB、SPC 免疫荧

光染色。操作步骤如下：弃培养基，在室温下用 PBS 轻

洗两三次 (5 min/ 次 )，加入 40 g/L 多聚甲醛室温固定 

30 min，PBS 洗两三次 (5 min/ 次 )，0.25% 免疫染色通透

液 TritonX-100 室温孵育 30 min，PBS 轻洗两三次 (5 min/

次 )，封闭液 3%BSA 室温孵育 1 h，加入一抗抗体 ( 由 1% 

BSA配置，SPB、SPC、FoxA2、SOX9、P63按照 1∶ 300稀释，

OCT4、NANOG 和 SOX2 按照 1 ∶ 500 稀释 ) 4 ℃孵育过夜，

弃一抗，PBS 轻洗两三次 (5 min/ 次 )，加入荧光二抗 ( 由
1% BSA 按照 1 ∶ 1 000 稀释 ) 室温避光孵育 1 h，DAPI 染

色工作液避光室温染色 10 min，PBS 洗两三次 (5 min/ 次 )，

表 1 ｜ RT-qPCR 引物
Table 1 ｜ RT-qPCR primer sequences 

基因 引物序列 (5'-3')

GAPDH Forward：ACA TCG CTC AGA CAC CAT G
Reverse：TGT AGT TGA GGT CAA TGA AGG G

OCT4 Forward：TCT CCC ATG CAT TCA AAC TGA G
Reverse：CCT TTG TGT TCC CAA TTC CTT C

NANOG Forward：GAA ATA CCT CAG CCT CCA GC
Reverse：GCG TCA CAC CAT TGC TAT TC

SOX2 Forward：TAC AGC ATG TCC TAC TCG CAG
Reverse：GAG GAA GAG GTA ACC ACA AGG G

NKX2.1 Forward：CTG CTC CAC CTT GCT ATA CG
Reverse：GTT AAG AAA AGT CGA AGC GCG

FoxA2 Forward：TTT TAA ACT GCC ATG CAC TCG
Reverse：TTC ATG TTG CTC ACG GAG G

SOX9 Forward：ACT TGC ACA ACG CCG AG
Reverse：CTG GTA CTT GTA ATC CGG GTG

P63 Forward：TTC GGA CAG TAC AAA GAA CGG
Reverse：GCA TTT CAT AAG TCT CAC GGC

1.4.2   瞬时转染建立过表达 NKX2.1 人诱导多能干细

胞   人诱导多能干细胞分为 2 组：未转染对照组，过表

达 NKX2.1 组。根据说明书，采用 Lipofectamine 2000 将

NKX2.1 过表达质粒转染入第 15 代人诱导多能干细胞中，

转染 4-6 h 后更换新鲜完全培养基，培养 48，96 h 采用

RT-qPCR 检测 NKX2.1 mRNA 表达，引物序列见表 1；培养

72 h 采用 Western blot 检测 NKX2.1 蛋白表达。

1.4.3   人诱导多能干细胞向肺干细胞方向分化   参照

GHAEDI 等 [28]
和 YAMAMOTO 等

[29]
的方法，采用单层细
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荧光显微镜下观察并拍照。通过 Image J 软件对荧光强度

进行半定量统计分析。

1.5   主要观察指标   ①人诱导多能干细胞表型及干性标记

分子的表达；②人诱导多能干细胞向肺干细胞分化过程

中相关标记分子的表达。

1.6   统计学分析   实验数据利用 GraphPad Prism 8.4.0 分

析，数据以 x-±s 表示，进行 t 检验或单因素方差分析， 

P < 0.05 为差异有显著性意义，文章统计学方法已经通过

成都市第五人民医院专家审核。

2   结果   Results 
2.1   人诱导多能干细胞表型及干性标记分子的表达   如图

2A 所示，人诱导多能干细胞体外传代培养后，显微镜下

观察细胞以紧密集结形成典型“干细胞簇”的表型，表

明细胞状态良好。如图 2B 所示，人诱导多能干细胞中干

性标记分子 OCT4、NANOG 和 SOX2 的 mRNA 表达水平较

成纤维细胞显著增加 (P < 0.000 1)，表明人诱导多能干细

胞干性维持良好。如图 2C 所示，免疫荧光检测人诱导多

能干细胞中显著表达 NANOG、SOX2 和 OCT4 蛋白。

2.2   瞬时转染获得过表达 NKX2.1 的人诱导多能干细胞   

通过 Lipofectamine 2000 转染试剂将 NKX2.1 过表达质粒

瞬时转染入人诱导多能干细胞后，分别于 48，96 h 采用

RT-qPCR 检测 NKX2.1 mRNA 表达，72 h 采用 Western blot

检测 NKX2.1 的蛋白表达，见图 3。与未转染对照组相

比，过表达 NKX2.1 组细胞中 NKX2.1 mRNA 和蛋白表达明

显升高，差异有显著性意义 (P < 0.000 1)，提示成功转染

NKX2.1 过表达质粒。

2.3   NKX2.1 过表达对人诱导多能干细胞向肺干细胞分化

的影响   人诱导多能干细胞向肺干细胞方向分化要经历定

形内胚层、腹部前肠内胚层等阶段
[29]
。与正常的人诱导

多能干细胞相比，诱导 7 d 后的未转染对照组和过表达

NKX2.1 组人诱导多能干细胞中均显著高表达肺干细胞相

关标记物 FoxA2、SOX9、P63(P < 0.000 1)；与未转染对照

组相比，过表达 NKX2.1 组 FoxA2、SOX9、P63 的 mRNA

表达明显升高 (P < 0.000 1) ，见图 4A。此外，免疫荧光

染色显示，诱导 7 d 时过表达 NKX2.1 组细胞中显著表达

FoxA2、SOX9 和 P63 蛋白，见图 4B-D。
2.4   NKX2.1 过表达可促进人诱导多能干细胞向肺泡分化   

为进一步证实 NKX2.1 过表达对人诱导多能干细胞向肺泡

方向分化的影响，诱导分化 13 d 通过细胞免疫荧光检测

肺泡细胞标记分子 SPB 和 SPC 的表达。如图 5 所示，与

未转染对照组相比，NKX2.1 过表达组 SPB 和 SPC 荧光强

度明显升高，提示 NKX2.1 过表达可以显著促进人诱导多

能干细胞向肺泡方向分化。

3   讨论   Discussion
虽然肺移植是终末期肺病患者的一种可能治疗方法，

但它受到供肺供应不足、手术创伤和免疫并发症等限 

制
[30]
。每年有许多患者在供肺等待名单上或因移植并发症

而死亡
[31-33]

。体外诱导或分离的成人肺干 / 祖细胞移植成

为替代全器官移植有前景的方法
[34-36]

。然而受体外培养周

期长、扩增足够数量细胞困难等限制，寻找更快、更利于

肺干细胞分化的方法尤为重要。目前常用的人诱导多能干

细胞向肺干细胞分化的诱导方案多为 16-21 d 不等，根据

肺干细胞发生的分子机制和特点将该过程简单的分为定

形内胚层、腹部前肠内胚层和肺前体多能细胞3个阶段
[37]
。 

FoxA2、SOX9 和 P63 为分化前期阶段所表达的特异性标记

蛋白，而 SPB 则是分化后期阶段Ⅱ型肺泡多能细胞所表

达的一种特异性生物标记物
[38]
。在肺的发育过程中，肺

上皮和间充质前体相互作用，启动了复杂的器官发生发

育程序，内胚层谱系中表达的转录因子 FOXA2 常用以标

记分化的定形内胚层阶段
[39-40]

。SOX9 是 srybox-containing 

(SOX) 蛋白家族的一员，P63 为 p53 转录因子家族的成员

之一，参与肺干细胞分化的调控，是早期肺祖细胞标志

物
[41]
。

在人诱导多能干细胞衍生的肺祖细胞体外分化过程

中，多个信号通路参与其中，它们在细胞分化的不同阶段

被激活或抑制，最终实现分化
[42]
。KONISHI 等 [43]

发现抑

制 Wnt 激活可促进原始 NKX2-1+
祖细胞中近端上皮细胞

的快速出现，而维持 Wnt 信号可促进远端上皮细胞的形

成，早期抑制转化生长因子 β 信号途径是肺干细胞分化

所必须的，作为肺上皮分化过程中最早标志物的转录因子

NKX2.1 可与 Wnt、转化生长因子 β、Notch 等多种信号通

络相互作用，调控肺干细胞分化下游相关标志物的表达。

为了探究过表达 NKX2.1 对肺干细胞分化的影响，在过表

达 NKX2.1 的条件下，通过在不同时间段添加转化生长因

子 β 受体激酶抑制剂 (SB431542) 或 Wnt/β-catenin 信号通

路激活剂 (CHIR99021) 等将人诱导多能干细胞向肺干细胞

方向分化，分别在 7 d 和 13 d 时检测了不同阶段特异性

标记蛋白的表达。诱导分化 7 d，过表达 NKX2.1 人诱导多

能干细胞中肺干细胞早期标志物 FoxA2、SOX9 和 P63 的

表达显著高于未转染的人诱导多能干细胞。以往研究中，

FoxA2、P63 等早期肺干细胞标志物通常在诱导分化 10-
14 d 高表达

[28]
，表明过表达 NKX2.1 可以显著提前启动人

诱导多能干细胞向肺干细胞分化。同时，诱导分化 13 d，

过表达 NKX2.1 人诱导多能干细胞中明显高表达晚期肺泡

细胞标记分子 SPB 和 SPC，表明细胞分化明显提前。以上

结果提示，人诱导多能干细胞中 NKX2.1 过表达与其向肺

干细胞方向分化呈正相关。
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图 1 ｜人诱导多能干细胞向肺干细胞定向诱导分化流程示意图

Figure 1 ｜ Schematic diagram of induction of human induced pluripotent stem cell differentiation 
into lung stem cells

图注：图中 A，B 为转染 NKX2.1 过表达质粒 48，96 h 后人诱导多能干细胞中 NKX2.1 mRNA 表达；

C 为转染 NKX2.1 过表达质粒 72 h 后人诱导多能干细胞中 NKX2.1 蛋白表达。与未转染对照组相比，
aP < 0.000 1。
图 3 ｜人诱导多能干细胞过表达 NKX2.1 质粒的效果

Figure 3 ｜ Effect of overexpression of NKX2.1 plasmid in human induced pluripotent stem cells

图注：图中 A 为人诱导多能干细胞形态 ( 标尺为 100 μm)；B 为实时荧光定量 PCR 检测干细胞多

能性因子 NANOG、SOX2 和 OCT4 mRNA 表达，与成纤维细胞相比，
aP < 0.000 1；C 为免疫荧光检

测干细胞多能性因子 NANOG、SOX2 和 OCT4 的表达 ( 标尺为 100 μm)。
图 2 ｜人诱导多能干细胞形态及干性标记分子的表达

Figure 2 ｜ Morphology of human induced pluripotent stem cells and expression of stemness marker 
molecules

为不同类型肺泡细胞和支持细胞等，

增加诱导后细胞向终末分化肺相关细

胞分化能力的检测可以更加全面评价

过表达 NKX2.1 对人诱导干细胞向肺

干细胞分化的影响；其次，肺干细

胞是肺损伤修复最有前景的细胞来

源，构建肺损伤动物模型并用过表达

NKX2.1 人诱导多能干细胞诱导的肺干

细胞进行治疗，从动物水平评价过表

达 NKX2.1 人诱导多能干细胞诱导的

肺干细胞功能；最后，NKX2.1 是如何

调控人诱导干细胞向肺干细胞方向分

化仍有待进一步研究。 

致谢：感谢成都市第五人民医院医学研究

与转化中心全体工作人员的大力支持。

作者贡献：实验设计董明清，实验实施为

邓丽、刘洋、王慧，实验评估为董明清、杨秋，

数据统计为邓丽、刘洋。

利益冲突：文章的全部作者声明，在课题

研究和文章撰写过程中不存在利益冲突。

开放获取声明：这是一篇开放获取文章，

根据《知识共享许可协议》“署名 -非商业性

使用 -相同方式共享 4.0”条款，在合理引用的

情况下，允许他人以非商业性目的基于原文内

容编辑、调整和扩展，同时允许任何用户阅读、

下载、拷贝、传递、打印、检索、超级链接该

文献，并为之建立索引，用作软件的输入数据

或其它任何合法用途。 
版权转让：文章出版前全体作者与编辑部

签署了文章版权转让协议。

出版规范：该文章撰写遵守国际医学期刊

编辑委员会《学术研究实验与报告和医学期刊

编辑与发表的推荐规范》；文章出版前已经过

专业反剽窃文献检测系统进行 3 次文字和图表

查重；文章经小同行外审专家双盲审稿，同行

评议认为文章符合期刊发稿宗旨。

4   参考文献   References
[1]	 VAZQUEZ-ARMENDARIZ AI, TATA PR. Recent 

advances in lung organoid development 
and applications in disease modeling. J Clin 
Invest. 2023;133(22):e170500.

[2]	 LEAVY OC, KAWANO-DOURADO L, STEWART 
ID, et al. Rheumatoid arthritis and idiopathic 
pulmonary fibrosis: a bidirectional 
Mendelian randomisation study. Thorax. 
2024;79(6):538-544.

[3]	 OLSON AL, SWIGRIS JJ, SPRUNGER DB, et 
al. Rheumatoid arthritis-interstitial lung 
disease-associated mortality. Am J Respir 
Crit Care Med. 2011;183(3):372-378.

[4]	 GENC AC, OZTURK Z, KARA AB, et al. 
Assessment of the clinical features of 
rheumatoid arthritis-related interstitial lung 
diseases: a retrospective evaluation. Eur Rev 
Med Pharmacol Sci. 2023;27(18):8486-8493.

免疫荧光结果同样证明过表达 NKX2.1

可以更高效地促进人诱导多能干细胞

向肺泡细胞分化。但该实验也具有一

定的局限性：首先，肺干细胞可分化

综上，该研究结果表明过表达

NKX2.1 可以缩短人诱导多能干细胞向

肺干细胞方向分化的时间，并显著提

高分化过程中标记分子的表达，细胞
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图注：图中 A 为 RT-qPCR 检测 FoxA2、SOX9 和 P63 mRNA 表达；B，C 为免疫荧光检测 FoxA2、SOX9 和 P63 蛋白表达 ( 标尺为 100 μm)；D 为荧光

强度半定量统计结果。hiPSCs 为未诱导的人诱导多能干细胞，NKX2.1(+) 为诱导分化 7 d 的过表达 NKX2.1 人诱导多能干细胞，NKX2.1(-) 为诱导分化 

7 d 的未转染人诱导多能干细胞。
aP < 0.01。

图 4 ｜过表达 NKX2.1 对人诱导多能干细胞向肺干细胞分化过程中 FoxA2、SOX9、P63 表达的影响

Figure 4 ｜ Effect of overexpression of NKX2.1 on the expression of FoxA2, ​​SOX9, and P63 during differentiation of human induced pluripotent stem cells 
into lung stem cells 

图注：图中 A-F 为 SPB、SPC 免疫荧光染色 ( 标尺为 100 μm)，其中 A，D 为仅二抗

孵育的抗体对照组；B，E 为诱导分化 13 d 的未转染人诱导多能干细胞；C，F 为

诱导分化 13 d 的过表达 NKX2.1 人诱导多能干细胞；G，H 为 SPB 和 SPC 荧光强度

半定量统计结果。与未转染对照组相比，
aP < 0.001。

图 5 ｜过表达 NKX2.1 人诱导多能干细胞向肺干细胞分化 13 d 后 SPB、SPC 免疫荧

光染色

Figure 5 ｜ Immunofluorescence staining of SPB and SPC after 13 days of 
differentiation of human induced pluripotent stem cells overexpressing NKX2.1 into 
lung stem cells 
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转录因子 NKX2.1 促进诱导多能干细胞向肺干细胞的分化

文章特色分析

一、文章重要性

1. 临床需求导向

肺损伤、肺纤维化等难治性肺病目前缺乏高效治疗方法，肺移植又面临供体短缺与免疫

排斥等问题。本研究聚焦于干细胞治疗，特别是利用诱导多能干细胞（iPSCs）分化成肺干

细胞，为肺组织修复与再生医学提供了新的细胞来源。

2. 关键调控因子的功能验证

NKX2.1 是肺发育中最早的标志性转录因子，本研究通过实验证实其在促进 iPSCs 向肺干

细胞分化中的关键作用，为理解肺干细胞分化的分子机制提供了直接证据。

3. 推动干细胞治疗向临床转化

研究通过过表达 NKX2.1 显著缩短了分化时间并提高了分化效率，为未来规模化、高效制

备功能性肺干细胞提供了实验基础，具有明确的转化医学价值。

二、创新性特色

1. NKX2.1 的功能强化策略

与以往研究多集中于外源性信号通路调控不同，本研究直接过表达内源性关键转录因子

NKX2.1，从基因层面主动驱动 iPSCs 向肺谱系分化，方法更为直接、高效。

2. 多阶段标志物系统验证

研究不仅检测了早期肺干细胞标志物（FoxA2、SOX9、P63），还进一步验证了晚期肺泡

细胞标志物（SPB、SPC），系统性地展示了分化全过程，增强了结论的完整性与说服力。

3. 时间效率的提升

传统肺干细胞分化周期常为 16–21 天，本研究在过表达 NKX2.1 的条件下，7天即可见

早期标志物显著上升，13 天可见肺泡标志物表达，显示出加速分化的潜力。

三、对学科的启示

1. 转录因子驱动分化的策略值得深入探索

本研究提示，除了调控信号通路外，直接操纵关键转录因子可能是优化干细胞定向分化

的有效途径，尤其在提高分化效率与纯度方面。

2. 为肺再生医学提供新型细胞来源

通过 iPSCs 来源的肺干细胞，未来可实现个性化细胞治疗，避免免疫排斥，尤其适用于

遗传性肺病或慢性肺损伤患者。

3. 推动肺发育与疾病模型的构建

该分化体系可用于构建肺发育模型或疾病模型，用于研究肺病机制、药物筛选与毒性测

试。

4. 跨器官分化机制的借鉴意义

NKX2.1 同样在甲状腺与大脑发育中起作用，本研究策略或可为其他器官的干细胞定向分

化提供参考。

总结

该研究不仅在理论上深化了对肺干细胞分化调控机制的理解，更在方法上提供了一条高效、

可控的 iPSCs 向肺干细胞分化的技术路径，具有显著的基础与临床双重价值，对推动再生医

学、干细胞治疗及肺病研究具有重要启示作用。


