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神经干细胞 （neural stem cells，NSCs）是具有自我更新

和多向分化潜能的细胞，主要存在于中枢神经系统中。它们

能够分化为包括神经元、星形胶质细胞和少突胶质细胞在

内的多种类型神经细胞。NSCs 不仅参与神经系统的发育，

还在成年个体中维持神经元的更新和修复发挥重要作用 [1]。

NSCs 的特性使其成为神经退行性疾病、脑损伤及其他神经

系统疾病的潜在治疗靶点，对改善脊髓损伤和脑损伤功能发

挥重要作用 [2-3]。

永生化是指细胞在特定培养条件下获得无限增殖能

力的过程，这一技术对细胞生物学和再生医学研究具有重

要意义。永生化技术使 NSCs 获得显著增强的增殖能力，

并在长期培养下维持其细胞形态和功能的稳定性，减少细

胞衰老和分化潜能的丢失。这种永生化干细胞的特性可以

为神经系统损伤和退行性疾病治疗，提供大量稳定的细胞

资源 [4]。NSCs 永生化技术的核心价值在于通过调控细胞

增殖相关机制，使 NSCs 突破自然增殖限制，从而为基础研

究提供稳定的细胞模型，并为临床治疗提供充足、功能稳

定的细胞资源，最终推动 NSCs 从基础研究向临床应用的

转化 [4]。研究表明，永生化后的 NSCs 移植能够通过分泌

神经营养因子和调节免疫反应促进脑损伤后神经再生 [5]。

因此，对 NSCs 永生化的研究为开发新的治疗策略提供重

要依据。本文对 NSCs 的特性、功能及其永生化的机制研

究进展进行总结，并探讨将其开发为治疗神经退行性疾病

和脑损伤修复等疾病新策略的应用潜力，推动NSCs治疗的

临床应用。
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【摘要】 神经干细胞 （NSCs）在神经系统的发育、再生和修复过程中发挥着至关重要的作

用。近年来，随着对 NSCs 特性研究的深入，NSCs 的永生化技术逐渐成为神经生物学领域的研

究热点。这种技术不仅能够克服 NSCs 在体外培养中分裂能力受限的问题，还为其在基础研究

和临床应用中的广泛使用提供可能性。然而，目前 NSCs 永生化的机制、技术方法以及临床应

用仍面临许多挑战和问题。本文对 NSCs 永生化的研究进展进行总结，并探讨其在神经退行性

疾病和脑损伤修复等领域的应用潜力，期望为干细胞未来研究方向提供新的视角，进一步推动

NSCs 永生化技术在临床中的应用。
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1  干细胞的永生化机制

1.1  基因组稳定性与细胞周期调控

基因组的稳定性是维持细胞功能和生存的重要因素，干

细胞的永生化与其基因组的稳定性密切相关。研究表明，组

蛋白 H3.1 具有维持染色质结构的作用。具体来说，在胚胎

干细胞中，组蛋白 H3.1 通过 DNA 复制偶联途径在 S 期富集

于染色中心，该结构对维持核形态稳定性和有丝分裂至关重

要 [6]。此外，Cop9信号体亚基 5 （Cop9 signalosome subunit 5，

Cops5）通过抑制线粒体载体蛋白 2 （Mtch2）的自噬降解，减

少活性氧积累，从而降低内源性 DNA 损伤。缺失 Cops5 引

发活性氧升高、DNA 损伤累积，激活 p53 依赖的 G2/M 期阻

滞和凋亡，破坏 NSCs 的自我更新能力 [7]。NSCs 具有精细的

细胞周期调控能力，以维持其增殖能力和分化潜能，涉及细

胞周期蛋白、激酶及其抑制因子等多种因子的相互作用。其

细胞周期的调控不仅涉及干细胞的增殖，还包括对干细胞基

因组完整性的监控，确保分裂过程中能够准确传递遗传信

息。干细胞周期调控失常导致基因组不稳定，进而影响干细

胞的自我更新和分化的潜能。通过调控细胞周期相关蛋白的

表达，可以有效延长 NSCs 的增殖能力。例如，通过使用细

胞周期蛋白依赖性激酶 4 或细胞周期蛋白 D1 的病毒对干

细胞进行转染，可促进干细胞的增殖并实现其永生化 [8]。自

噬 和 beclin 1 调 节 器 1 （autophagy and bectin1 regulator1，

AMBRA1）通过泛素 - 蛋白酶体途径介导的降解导致细胞

周期蛋白 D （Cyclin D）表达水平降低，并抑制 MYCN/MYC

转录活性以降低 Cyclin D 表达。实验发现，在 AMBRA1 缺

失的 NSCs 中，Cyclin D 异常累积导致 DNA 复制应激和基

因组不稳定性。上述分子机制共同构成 NSCs 永生化的核

心调控网络 [9]。

1.2  端粒酶的作用与调控

端粒酶是保持细胞染色体稳定性和维持活性的重要酶

类，它通过延长端粒的长度保护染色体免受衰老和凋亡的

影响。在 NSCs 中，端粒酶的活性与细胞的增殖能力密切

相关 [10]。研究发现，端粒酶的主要成分——端粒酶逆转录

酶（telomerase reverse tranase，TERT）通过合成端粒 DNA

延长端粒的长度，延缓细胞的衰老过程 [11]。同时，TERT 在

NSCs 中具有较高的表达量，使干细胞在多次分裂后仍然维

持端粒的完整性。特别在神经发育和再生过程中，端粒酶的

调控尤为重要，不仅影响细胞的生长和分化，还影响神经系

统的整体功能和修复能力。例如，糖皮质激素能够通过调节

TERT 的表达影响 NSCs 的增殖和发育 [12]。端粒酶的表达

受到多种内外部因素的调控，包括信号转导通路、转录因子

及表观遗传修饰等。TERT 参与氧化应激响应通路，特别是

在维持细胞氧化还原稳态中发挥关键作用。研究证实，当细

胞暴露于活性氧等环境压力时，TERT 被招募至线粒体，调

节线粒体 DNA 的保护和抗氧化酶的水平，从而响应细胞应

激信号。这种调控在 NSCs 中能通过减轻氧化损伤维持细

胞增殖和端粒完整性 [13]。例如，在神经退行性疾病背景下，

TERT 通过抗氧化应激路径影响细胞衰老过程，与 NSCs 的

生存和分化能力直接相关 [14]。端粒酶的表达受特定转录

因子的直接调控。近期研究表明，转录因子 ELF4 能结合

于 TERT 启动子区域，增强其转录活性。ELF4 识别并结合

到 HBV Enhancer I 与 TERT 启动子的嵌合结构上，从而促进

TERT 表达 [15]。

1.3  Notch 和磷脂酰肌醇 3 激酶 / 蛋白激酶 B （PI3K/AKT）

通路的参与  

细胞信号通路在 NSCs 的永生化过程中扮演至关重

要的角色。PI3K/AKT 信号通路被广泛认为是调控细胞增

殖、生存和代谢的重要通路。在 NSCs 中，PI3K/AKT 信号

通路的激活能够促进细胞的自我更新和增殖，同时抑制凋

亡 [16]。Notch 信号通路在 NSCs 的命运决定中发挥重要作

用。Notch 信号的激活可以通过抑制过度分化维持干细胞的

未分化状态，从而促进其增殖和自我更新 [17]。近年来研究

还发现，Notch 与 PI3K/AKT 信号通路之间存在相互调控的

关系，这种交互作用可能在 NSCs 的发育和再生过程中起到

协同作用 [18-19]。研究表明，使用 Notch 激动剂丙戊酸激活

Notch 通路后，大鼠内源性 NSCs 增殖受抑且神经元分化减

少。丹参酮 IIA 磺酸钠通过抑制 Notch 通路过度激活，同步

增强 PI3K/AKT 通路活性，促进内源性 NSCs 增殖及神经元

分化。机制上表现为 Notch 通路下游效应分子 Hes1 表达下

调，而 PI3K/AKT 通路关键蛋白 p-AKT 表达上调 [20]。此外，

在胶质母细胞瘤模型中发现，SRY 盒转录因子 10 （SOX10）

表达降低时，肿瘤细胞向 NSCs 样转化。该过程中 PI3K 抑

制剂可阻断 Notch 配体 DLL1 的转录激活，证明 PI3K 通路

调控 Notch 配体表达影响干细胞命运。进一步研究表明，联

合使用 PI3K 抑制剂和 Notch 抑制剂抑制 NSCs 样细胞增殖，

证实两条通路协同维持肿瘤干细胞干性 [21]。这种双向互作

构成正反馈循环：Notch 通路激活促进 PI3K 活性→ PI3K

增强 Notch 配体表达→进一步放大 Notch 信号，共同维持

NSCs 的自我更新能力。通过调控上述信号通路及其下游基

因的表达，可以有效促进 NSCs 的永生化。（图 1）

注：PI3K/AKT 为磷脂酰肌醇 3 激酶 / 蛋白激酶 B

图 1  神经干细胞永生化的机制
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2  干细胞永生化技术

2.1  通过转基因技术实现永生化

转基因技术是实现细胞永生化的重要手段之一。通

过 CRISPR/Cas9 系统等基因编辑技术，研究人员可以将外

源基因导入细胞中，有效地靶向敲除与细胞周期调控和衰

老相关的基因，如细胞周期调控基因从而实现细胞的永生

化。有研究表明，通过 CRISPR 技术敲除细胞周期蛋白依赖

性激酶抑制剂 2A （CDKN2A）基因并同时表达端粒酶，可以

成功使人类前列腺上皮细胞实现永生化 [22]。转基因技术还

可以通过调控细胞内信号通路或引入细胞周期调控相关的

基因提升细胞增殖和抵抗衰老的能力，进而实现细胞的永

生化 [23- 24]。但转基因技术的应用也面临着伦理和安全性的

问题，尤其在涉及人类细胞的研究中，如何确保其安全性和

有效性，需要研究人员对编辑后的细胞进行长期的安全性评

估 [25]。

2.2  通过细胞重编程技术实现永生化 
细胞重编程技术是近年来细胞生物学领域的重要突

破之一，尤其是诱导多能干细胞的产生为细胞的永生化

提供新的思路，也为再生医学和个性化治疗开辟新的方

向 [26]。该过程是最早通过在体细胞引入特定的转录因子，

如 OCT4、SOX2、KLF4 和 MYC 等，重塑细胞的基因表达

谱，使其回归到类似于胚胎干细胞的状态，将成体细胞重

新编程为多能干细胞 [27-28]。随着技术的不断进步，直接重

编程技术出现，即直接转换体细胞为特定类型的功能性细

胞 （如神经元、心肌细胞甚至 NSCs），减少重编程过程中的

复杂性和潜在的遗传变异 [29]。在获取永生化 NSCs 方面，

直接重编程策略展现出独特优势。传统方法需要先通过

诱导多能干细胞阶段获得多能性，再进行神经分化并克服

NSCs 的衰老限制以实现永生化，该过程延长细胞体外扩

增时间，增加基因组不稳定性风险。相比之下，利用特定

转录因子或小分子组合进行直接重编程，能够一步将成体

细胞 （如成纤维细胞或星形胶质细胞）转化为具备自我更

新能力的 NSCs[30]。更重要的是，通过在此直接重编程过

程中或重编程后稳定培养阶段，选择性引入关键的永生化

调控因子 （例如 SV40 LT）[31]，可以在重编程发生的同时实

现“永生化”。这种直接获得永生化人源诱导 NSCs 的方

法，理论上可以跳过诱导多能干细胞阶段及其伴随的多轮

细胞分裂，从而减少在获得功能性、可扩增 NSCs 过程中所

经历的细胞分裂次数和遗传操作环节，因此被认为能更有

效地降低获得性遗传变异的累积风险 [32]。然而，重编程技

术的效率和安全性仍然是未来研究的关键问题，如何提高

重编程的效率并降低潜在的肿瘤风险是当前科学家们面

临的重要挑战 [33]。

3  NSCs 永生化后的表型特征

永生化 NSCs 在细胞增殖能力与分化潜能方面具有明

确的特性。同时永生化后的 NSCs 代谢状态、免疫原性等

方面较正常 NSCs 存在较大差异，这些表型特征为永生化

NSCs 技术治疗神经系统疾病提供重要的线索。

3.1  细胞增殖与分化潜能的变化

NSCs 的增殖与分化潜能是其生物学特性的重要组成部

分。研究表明，永生化的 NSCs 在增殖能力上增强，能够在

体外长时间保持增殖状态，而不出现衰老或凋亡现象。这种

增殖能力的增强与端粒酶的表达密切相关，TERT 的活性可

以延长细胞的寿命，进而维持其增殖潜能 [34]。此外，永生化的

NSCs 在分化潜能方面也表现出多向分化的能力，能够向神

经元和胶质细胞等多种细胞类型转化，为神经再生和修复提

供细胞来源 [35]。

3.2  细胞代谢的变化

NSCs 的代谢状态在其永生化过程中发生显著变化。研

究发现，永生化后的 NSCs 代谢能力增强，特别是线粒体功

能提升，不仅支持细胞的高增殖率，还促进细胞的存活和功

能 [36]。现有证据显示，NSCs 在增殖期偏向糖酵解，而分化

过程中上调氧化磷酸化；在特定永生化 / 肿瘤起始情境中，

线粒体融合 - 氧化磷酸化的增强可成为维持永生化的必要

条件，并非简单地从氧化磷酸化转到有氧糖酵解的单向切

换。永生化的 NSCs 更可能表现为代谢能力整体提高与糖

酵解和氧化磷酸化协同提升的灵活供能 [37-39]。同时，代谢变

化也可能影响细胞的信号转导通路，进而影响其分化潜能和

功能表现 [40]

3.3  免疫原性与肿瘤发生风险

永生化的 NSCs 可能在免疫系统中表现出不同的免疫

原性，影响其在体内的存活和功能 [41]。有研究表明，永生

化的 NSCs 可能表达不同的免疫标志物，这些标志物的表达

变化可能影响其被宿主免疫系统识别的能力，从而影响其移

植的成功率和长期存活 [42]。研究证实，在永生化的 NSCs 移
植实验中发现，外源基因标记的 NSCs 在移植术后增加主要

组织相容性复合体 -Ⅰ和主要组织相容性复合体 -Ⅱ的表达

水平，这一变化增强宿主免疫系统的识别和排斥反应。这种

表达上调激活 T 细胞介导的免疫应答，直接损害移植细胞的

存活率 [43]。同时，在永生化过程中伴随的细胞应激反应可

能诱导高迁移率族蛋白 B1 的异常释放 [44]。此外，研究表明

NSCs 的无序增殖和重编程可能增加肿瘤发生风险，如在恶

性胶质瘤治疗中，胶质瘤干细胞的异常增生与类似 NSCs 的
表型相关 [45]。部分研究指出，长期培养的 NSCs 在增殖时

可能偏向于肿瘤样细胞的特征 [46]。通过单细胞测序分析揭

示，脑室下区的 NSCs 在持续激活状态下出现标志物表达的

显著异质性。这种不稳定状态可能干扰宿主对“自我”细

胞的识别耐受机制 [47]。因此，在临床应用中，评估永生化

NSCs 的安全性和有效性至关重要 [48-49]。

4  永生化 NSCs 在疾病模型中的应用

4.1  神经退行性疾病

NSCs 的永生化为神经退行性疾病治疗提供新的可能

性。阿尔茨海默病和帕金森病是两种常见的神经退行性疾

病，病理表现分别涉及颞叶内侧海马体病变或中脑部位黑
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质多巴胺能神经元大量丧失。研究发现，在阿尔茨海默病

模型小鼠中，移植的永生化 NSCs 通过分泌脑源性神经营

养因子改善认知功能 [50]。将永生化 NSCs 株 C17.2 移植到

Aβ1-40 损伤的阿尔茨海默病模型大鼠海马后，细胞存活并

分化为胶质纤维酸性蛋白阳性胶质细胞和神经丝重链蛋白

阳性神经元，改善空间学习记忆能力 [51]。一项临床研究表

明，对中晚期帕金森病患者经鼻黏膜移植来源于人多能干

细胞的永生化 NSCs 后，MDS 统一帕金森病评定量表总分

从第 3 个月开始改善，平均减少 19.9 分。其疗效可在治疗

结束后第 6 个月达到峰值，受试者的临床症状有所改善 [52]。

在肌萎缩侧索硬化症小鼠模型中，研究人员发现，鞘内移植

过表达血管内皮生长因子基因的永生化人 NSCs 可延迟肌

萎缩侧索硬化小鼠模型的疾病发作并延长其生存期。移植

术后 4 周，在脊髓灰质内发现移植的细胞，其机制与下调促

凋亡蛋白和上调抗凋亡蛋白有关 [53]。一项针对肌萎缩侧

索硬化症患者的临床试验显示，脊髓内注射永生化 NSCs
能够改善患者的长期预后 [54]。

4.2  脑卒中

永生化 NSCs 在脑卒中的应用同样展现出巨大的潜力。

在脑卒中小鼠模型使用永生化 NSCs 治疗，能够改善其运动

功能，并促进神经再生 [55-57]。永生化 NSCs 结合低强度脉冲

超声等物理刺激手段，促进干细胞增殖和分化能力，提高神

经修复的效果 [58]。在大鼠大脑中动脉闭塞模型中，研究人员

发现在移植过表达血管内皮生长因子人源诱导的 NSCs 后，

改善大鼠的空间学习和记忆能力，并抑制氧化应激损伤、炎

症反应和组织病理学损伤。其机制与 Wnt 信号转导通路的

激活有关 [59]。在一项单中心Ⅰ期临床研究中，脑内注射永生

化 NSCs 治疗发现受试者的 Fugl-Meyer 运动量表 （FMMS）
评分提高 16 分，平均改良 Rankin 量表 （mRS）评分提高 0.8
分，美国国立卫生研究院卒中量表 （NIHSS）评分提高3.1分。

同时，纵向 MRI 研究显示，9 例患者均有新神经组织形成，填

充空洞 [60]。另一项临床研究发现，在脑出血 7 d 后，通过腰

椎穿刺将 NSCs 移植到蛛网膜下腔。14 d 后 NIHSS 评分和

血肿周围病变体积降低 [61]。在小鼠脑出血模型中，移植永

生化的人源 NSCs 能在出血周围区域存活并分化为神经元

和星形胶质细胞，改善动物在转轮测试与肢体伸展测试中的

功能表现 [62]。这些研究为脑卒中的临床治疗提供新的思路，

表明 NSCs 的永生化技术在神经再生领域具有重要的应用

潜力。

4.3  其他神经系统疾病的潜在治疗

神经系统的其他疾病如抑郁症、多发性硬化脊髓损伤及

脑肿瘤等也可能受益于 NSCs 的永生化技术。永生化 NSCs
通过调节免疫反应和促进神经修复改善多发性硬化症等自

身免疫性疾病状况 [63]。在大鼠脊髓损伤模型中，移植条件

性永生化的人源 NSCs 能够促进大鼠运动功能恢复，并在受

损部位传达多种神经营养因子 （如脑源性神经营养因子、血

管内皮生长因子、神经生长因子、神经营养因子 3 等），促进

宿主轴突再生，有助于神经修复 [64]。此外，永生化 NSCs 还

被证明在脑肿瘤动物模型中具有抗肿瘤的作用，提示其在癌

症治疗中的潜在应用 [65]。

5  应用前景与挑战

综上所述，NSCs 永生化技术通过调控基因组稳定性、

端粒酶活性及关键信号通路，有效突破细胞体外扩增与功能

维持的限制，为获得大量、稳定且具备多向分化潜能的细胞

资源提供可行途径，并在神经退行性疾病、脑卒中及其他神

经系统疾病的实验与临床研究中展现出修复与功能改善潜

力。然而，其在安全性、免疫原性及肿瘤化风险等方面仍面

临挑战。通过基因工程技术对 NSCs 进行永生化处理，可以

增强其增殖能力和分化潜力，从而提高其在临床治疗中的应

用价值。尽管永生化 NSCs 的临床转化前景广阔，但在安全

性和有效性方面仍需进行大量的临床试验，以确保其在人体

内的应用不会引发不良反应或肿瘤化风险。未来的研究方

向应聚焦于提高永生化 NSCs 的安全性和有效性。技术创

新方面，基因编辑技术如 CRISPR/Cas9 的应用能够为改造

和优化 NSCs 提供新的思路，研究者可以通过精准的基因修

饰增强细胞的治疗潜力 [66]。此外，生物打印技术的进步也

为 NSCs 应用提供新的平台 [67]。在应用层面，生物医学工程

与临床医学跨学科的合作，将进一步推动永生化 NSCs 的研

究进展与临床应用。另外，在不同研究中 NSCs 永生化的机

制和效果存在差异性，因此需要建立标准化的研究方法和评

价指标，以确保临床应用的有效性和安全性。并且，应当关

注如何优化 NSCs 的永生化过程，提高其在体内的存活率和

功能，通过更大规模的临床试验清晰地界定永生化 NSCs 在
不同神经疾病中的实际效果与应用前景。
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