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本实验室以蝾螈、爪蟾及小鼠等多种动物为模型, 研究器官再生特别是

断肢再生的细胞与分子生物学机理, 并探讨诱导哺乳动物器官再生的途

径。研究方向包括小鼠断趾再生机制及诱导、两栖类动物断肢再生与创

伤愈合机理以及多能干细胞向器官前体细胞的定向诱导分化等。

http://life.tongji.edu.cn/Show.aspx?info_id=1717&info_lb=298&flag=98

特约综述

两栖动物器官再生的细胞与分子机制
杨  荔    林古法*

(同济大学附属东方医院转化医学研究中心, 同济大学生命科学与技术学院, 上海 200120)

摘要      包括人类在内的哺乳动物仅具有极为有限的再生能力, 然而以蝾螈、非洲爪蟾等为代

表的两栖类动物则能在特定时期完全修复缺损的组织器官。该文对近年来两栖类动物组织器官再生

的细胞及分子机制研究作一综述, 并以诱导成体爪蟾断肢再生为例, 探讨诱导器官再生的研究策略。
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Abstract       The ultimate goal of regenerative medicine is to stimulate the regeneration and functional recon-
struction of damaged tissues and injured organs. While mammals, including humans, only have very limited regen-
erative ability, amphibians such as the Salamanders and the African clawed frog Xenopus can fully regenerate their 
lost tissues, such as appendages including the limb and the tail, in a particular period of life time. Here we review 
the cellular origins and molecular mechanisms in amphibian regeneration, where recent findings have provided new 
strategies for stimulating organ regeneration.
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实现人类器官再生是发育生物学与再生医学

研究者梦寐以求的目标。为破解器官再生的奥秘, 
研究者们选取大量模式生物, 通过对比机体正常组

织与创伤修复再生后组织的特征与功能, 研究组织

器官的重建机制, 以期寻找有效的生物治疗方法, 促
进机体的自我修复与再生。相较于哺乳动物(包括

人类)的有限再生能力, 一些低等动物则具有完全再

生受损器官的能力[1-3]。在脊椎动物中, 以蝾螈(Sala-Sala-
manders)为代表的有尾两栖类, 因其令人惊羡的再

生能力而得到研究者的青睐。有尾两栖类动物的组

织器官包括四肢、尾、心脏、颌骨、脑及视网膜等
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受到损伤后, 均可完全再生。其再生的组织器官在

形态和功能方面与正常器官无异, 且该再生能力贯

穿于整个生命周期。因此, 人们对有尾两栖类的研

究也最为深远。近年来, 以非洲爪蟾(Xenopus)为代

表的无尾两栖类也逐渐进入人们的视野, 成为器官

再生研究的新模型[4]。不同于有尾两栖类, 爪蟾的再

生能力随着其发育成熟而逐渐丧失。如早期蝌蚪的

肢体在离断后可以完全再生, 而晚期蝌蚪的肢体及

变态后的成体断肢不可再生[5]。这一再生行为特性

使爪蟾成为研究器官再生的理想模型。通过诱导激

活成体爪蟾器官再生的研究, 或许可以为最终实现

器官再生的诱导提供理论基础。

近年来, 研究者们一直致力于对机体组织器官

再生的细胞及分子生物学机理进行研究, 深入讨论

再生组织的细胞来源及诱导再生的分子机制。随着

细胞谱系追踪技术的应用以及转基因技术的发展, 
人们正一步步揭示器官再生之谜。本文将对目前关

于两栖类动物器官再生的细胞来源及分子机制的主

要研究进展进行简要综述, 并以爪蟾断肢再生诱导

为例, 说明两栖类动物器官再生研究对哺乳动物器

官再生研究的启示意义。

1   再生组织的细胞来源
在两栖类肢体被截断后, 受损肢体残端将形成

一个被称为再生芽基或胚基(blastema)的结构介导

肢体的再生; 晶状体被摘除后, 亦将产生新的晶状体

细胞及晶状体纤维, 从而形成一个新的正常晶状体。

那么, 器官再生所需要的细胞从何而来？随着人们

对再生医学的兴趣越来越浓厚, 该问题对基于细胞

移植或细胞介导的再生医学研究也具有重要意义。

研究表明, 再生组织中的新细胞可能有三种来源: 来
自于创口附近细胞的去分化(dedifferentiation)、来

自于不同类型终末分化细胞的转分化(transdiffer-transdiffer-
entiation)以及来自成体干细胞(adult stem cells)或
谱系限定的前体(祖)细胞(lineage specific progenitor 
cells)。有趣的是, 同一物种不同组织器官的再生可

能采用了不同的细胞来源途径, 而某一器官的再生

在不同动物模型中可通过相似或多样化的机制实现

再生器官的重建。

1.1   去分化

创面残端组织通过去分化这一机制为再生组

织器官提供新细胞主要见于断肢再生。去分化首先

由Thornton于1938年在研究斑点钝口螈(Ambystoma 
maculatum)幼体前肢肌肉再生时提出[6]。后来的亚

显微结构观察显示, 在肢体截断后, 断肢残端的多核

肌纤维发生细胞核的增大, 进而崩解形成单核的成

肌细胞。这些前体细胞重新进入S期, 获得活跃的增

殖分化潜能, 进入断肢再生芽基[7]。早期(1960年代)
研究提示, 肌纤维去分化形成的细胞是新生断肢肌

肉的来源[8-9]。但由于缺乏可靠的细胞示踪标记技术, 
这种说法并没有很快被接受。直到1993年, Brockes
实 验 室[10]才 首 先 在 绿 红 东 美 螈(Notophthalmus 
viridescens, 东美螈, Newt)断肢再生中应用细胞标记

技术确凿证实了肌纤维的去分化作为肌肉组织再生

的细胞来源这一机制。他们将显微注射过荧光染料

罗丹明糖苷的多核肌小管植入断肢芽基并于7 d后
在芽基中发现了被标记的单核细胞, 这些标记细胞

在移植后可以大量增殖。为排除染色剂通过细胞膜

传递的可能, 他们又利用整合到基因组的逆转录病

毒永久地标记了肌小管。移植过肌小管的断肢芽基

中含有标记的单核细胞, 而且这些细胞可以被BrdU
标记, 说明这些细胞重新进入了细胞周期[11]。肌肉

的去分化同样在截断的墨西哥钝口螈(Ambystoma 
mexicanum, 美西螈, Axolotl)尾部被证实。Echeverri
等[12]发现, 由截面周围的肌纤维去分化形成的单核细

胞约占断尾芽基细胞总数的17%。因此, 去分化是蝾

螈断肢和断尾中肌肉再生的重要细胞生物学机制。

肌纤维去分化的关键是肌细胞重新进入细胞

分裂周期。这一过程发生在肌纤维崩解为单核细胞

之前[11]。那么是什么因素导致了蝾螈肌纤维细胞重

新进入细胞分裂周期呢？

在体外培养条件下, 蝾螈肌小管在血清刺激

下进入S期伴随着成视网膜母细胞瘤蛋白(retino-
blastoma protein, Rb蛋白)的磷酸化失活[13]。Rb蛋白

是袋状蛋白家族的一员, 通过抑制E2F转录因子, 抑
制细胞G1期向S期的转换[14]。Tanaka等[15]进一步证

明凝血酶的水解调节去分化, 通过凝血酶活化的下

游配体直接作用于肌小管诱导细胞周期的重进入。

另一与肌细胞去分化有关的重要因素是同源

盒蛋白1(msh homeobox 1, msx1)基因, Msx1在体外

培养中可刺激哺乳动物肌小管的去分化[16]。Kumar
等[17]发现, 东美螈(Newt)肌纤维崩裂与msx1基因表

达之间有密切的关系。然而, 在美西螈(Axolotl)的断

尾再生模型中, 截断面周围的肌纤维中并不能检测
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到msx1的上调, msx1的过表达与下调也均不影响肌

纤维的去分化[18]。单独过表达msx1基因本身也不能

影响其他动物的断肢再生能力, 如在爪蟾中, 人为上

调msx1不足以恢复晚期蝌蚪的断肢再生能力[19]。因

此, 有关去分化的分子机理有待于进一步深入研究。

虽然上述实验都证实去分化的肌细胞是有尾

两栖类新生肌肉的来源, 但近几年研究表明, 位于肌

纤维肌膜与基底膜之间的肌肉干细胞——卫星细胞

(satellite cell)的激活, 也是蝾螈肢体肌肉再生中的重

要参与者[20]。Sandoval-Guzman等[21]应用基于Cre-
loxP的基因追踪技术, 对两种蝾螈四肢骨骼肌细胞

进行标记, 发现在东美螈(Newt)中, 再生的肌肉组织

完全来自肌纤维的去分化, 然而在美西螈(Axolotl)
中, 肌纤维去分化对蝾螈四肢再生没有贡献。Pax7
阳性的卫星细胞则是美西螈断肢肌肉再生的主要来

源。这表明, 两种甚至是更多的方法介导了同一器

官在不同物种中的再生, 这也为研究者开发治疗性

的移植手段提供了多种选择。

1.2   转分化

转分化是指一种类型的终末分化细胞转变成

另一种类型的分化细胞的现象[22]。通常认为, 完全

分化的细胞其命运是不可逆转的, 但在某些情况下, 
细胞确实存在一定的可塑性。

关于转分化的经典例子是两栖类晶状体及视

网膜的再生。Wolff[23]首先在东美螈模型中证明, 新
生的晶状体细胞是由虹膜背缘色素上皮细胞转分

化而来的。在晶状体再生过程中, 色素上皮细胞首

先去分化并重新进入细胞周期, 随后大量细胞扩增

形成晶状体泡, 再生的晶状体其分化过程与其在胚

胎发育时相同, 按照不同的分化成熟阶段进行[24-25]。

然而, 不同于著名的Wolffian晶状体再生, 非洲爪蟾

等无尾两栖类的晶状体再生是由角膜内层细胞转分

化为晶状体细胞的[26]。

另一转分化现象是东美螈的视网膜再生。受伤

后, 视网膜色素上皮失去原本的表型并重新进入细

胞周期, 形成神经上皮细胞层, 最终分化为组成视网

膜的所有不同细胞类型。与晶状体再生相似, 东美

螈的视网膜再生也发生于成年个体中[27]。东美螈的

再生能力也不随年龄增长及反复损伤而有所减低。

如Tsonis实验室曾报导, 30岁龄的东美螈历经18次晶

状体切除手术仍保持晶状体再生的能力[28]。

研究者们试图解释转分化的机制, 希望能直

接转化细胞类型并应用于临床。成纤维生长因子

1(firbroblast growth factor 1, FGF1)被报道称是诱导

两栖类中晶状体再生的重要因子[29-30]。此外, Imoka
与Brockes[31]证明, 虹膜背缘的凝血酶的激活是晶状

体再生的首要因素, 抑制凝血酶活性将阻止细胞重

新进入细胞周期, 且在晶状体无法再生的美西螈中, 
虹膜中的凝血酶不被激活。目前, 有许多关于特定

因子处理后细胞直接转化的报道, 包括跨胚层的转

化[32]。例如, 随着一些因子的过表达, 肝和胰腺细

胞可以被转化, 胰腺的外分泌细胞可以转化为内分

泌细胞[33-35]; 功能性神经元可直接由成纤维转化而

成[36]。这些诱导转分化方法的改进为大量获取细胞

以用于再生医学研究提供了基础。

1.3   前体细胞

利用可整合至基因组的报告基因, 如绿色荧光

蛋白(green fluroscence protein, GFP)基因, 通过转基因

技术永久标记特定组织, 可使研究者精确地追溯肢

体再生中的细胞来源。近年来, 关于爪蟾断尾再生及

美西螈断肢再生的谱系追踪实验证明, 谱系限定的

前体细胞(祖细胞)是肢体再生中新细胞的主要来源。

爪蟾蝌蚪尾巴截断后能完全再生, 且蝌蚪尾部

的组织类型界限分明, 其中部的脊索(notochord)、
背侧中线的脊髓(spinal cord)以及分段的肌节(myo-spinal cord)以及分段的肌节(myo-)以及分段的肌节(myo-myo-
tome)作为三个主要的轴向结构被结缔组织及上皮

组织包围。据此, 我们与Slack实验室同事采用组织

移植的方法, 用GFP标记特定组织, 以此来追踪再生

组织的细胞来源。

已有研究证明, 在有尾两栖类断肢再生中, 由
肌纤维崩解、肌细胞去分化形成的单核细胞是再

生肌肉的前体细胞, 也是构成再生芽基的重要细胞

来源。为研究在爪蟾中是否也存在这样的去分化

现象, 我们与Slack实验室同事利用一段来自早期或

晚期神经胚期的前体节中胚层(presomite mesoderm, 
PSM)进行移植, 以标记蝌蚪尾部的肌肉组织。实验

表明, 无论早期或晚期神经胚期的PSM移植均能够

有效地标记尾部肌肉组织。但尾部截断后, 来自早

期神经胚PSM移植的尾部再生中的肌纤维很少被标

记; 而来自晚期神经胚PSM移植的断尾再生尾部中

则可观察到大量GFP标记的肌纤维[37-38]。GFP未在

新生肌纤维中表达, 说明在爪蟾尾部肌肉再生中并

没有发生去分化的现象, 而是一些其他类型的细胞

提供了再生肌肉所需要的细胞前体。进一步的研
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究证明, 表达Pax7的肌卫星细胞是爪蟾尾部再生中

新肌肉的来源[37,39]。肌卫星细胞在早期PSM中尚未

形成, 而晚期神经胚的PSM则含有大量预定形成肌

卫星细胞的前体细胞。肌卫星细胞是位于肌膜与基

底膜间的微小的单核细胞[40]。实验证明, 肌卫星细

胞是哺乳动物肌肉再生的细胞来源。在哺乳动物中, 
当肌肉组织受损后, 肌卫星细胞被激活, 扩增分化形

成新的肌纤维[41]。在爪蟾断尾再生中, 当肌卫星细胞

被耗尽时(如通过拮抗Pax7功能), 我们可以看到再生

的肌肉细胞明显地减少了[39]。因此, 不同于部分有尾

两栖类, 爪蟾蝌蚪通过肌肉干细胞重建肌肉组织, 而
非利用去分化途径。

为追踪脊髓的再生, 我们标记了蝌蚪尾部脊髓

的一部分。尾部截断后, 发现只要在创面有0.5 mm
脊髓被标记, 整个再生的脊髓都可见荧光信号, 表明

这一段脊髓提供了形成新脊髓的所有细胞[42]。最近

的研究证明, 表达转录因子Sox2的细胞可能是再生

脊髓的前体。这一类细胞被发现定位于脊髓的室管

膜区域, 并聚积在脊髓横切后的创伤部位。Sox2的
表达程度与脊髓的再生能力有关, 下调Sox2将抑制

再生[43]。在美西螈尾部中发现, 克隆自单一脊髓细

胞的神经球在移植后可以整合到脊髓中。在尾部截

断后, 移植的神经球有产生再生脊髓所有细胞类型

的潜力[44]。这些研究显示, 蝾螈脊髓中可能含有一

种类似于神经干细胞的细胞群体, 这些细胞为脊髓

再生提供了所需的细胞前体。

蝌蚪尾部脊索的再生则很直接。当标记的脊

索被截断后, 截面附近的脊索细胞大量增殖形成一

个子弹形的细胞团。该细胞团提供了新生脊索的所

有细胞, GFP标记的脊索细胞也只发现于再生的脊

索[37]。其他组织类型, 如表皮和色素细胞, 也来自它

们相应的组织类型[42]。

上述分析显示, 蝌蚪尾部的各类组织在再生中

行为独立, 每个组织类型由它们各自的特异前体产

生。因此, 我们的研究说明, 爪蟾蝌蚪的断尾再生, 
特别是肌肉的再生, 采用了不同于蝾螈的机制。无

尾两栖类动物爪蟾采用的再生肌肉的机制更与哺乳

动物相似, 即通过肌肉干细胞的增殖分化而实现肌

肉再生。运用我们的组织标记策略, Kragl等[45]亦发

现在美西螈断肢中, 再生的组织均来自于相应的前

体组织。标记的上皮细胞只会形成新生上皮细胞, 
断端肌肉只能再生为新的肌肉, GFP标记的施旺细

胞只能成为新的施旺细胞。标记的皮肤真皮组织能

参与真皮和软骨及肌腱的再生, 但它们均属晚期中

胚层, 因此并没有跨胚层再生现象。这一实验证明, 
美西螈断肢再生芽基并非是之前认为的均质的未分

化的细胞群。相反, 芽基是由大量谱系限定的前体

细胞组成, 而且各胚层间并不能实现转分化。

以上两栖类肢体再生的实验证明, 除了去分化

与转分化, 谱系限定的前体细胞作为新生组织的细

胞来源是两栖类器官再生的重要机制(图1)。

2   再生的分子机制
2.1   再生的信号通路

长期以来, 有尾两栖类动物研究受制于遗传学

与分子手段的相对滞后, 而转基因技术的发展使得

非洲爪蟾蝌蚪成为研究再生过程信号通路的较好模

型。因此, 我们将以爪蟾蝌蚪断尾再生为例对其分

子机制作一简述。爪蟾胚胎尾芽发育过程中的重要

信号通路包括BMP、Notch、Wnt以及FGF[46]。而

这些信号通路同样对蝌蚪断尾再生起了重要的调

控作用[47]。抑制BMP与Notch通路将抑制再生, 而
激活BMP信号通路(过表达BMP受体Alk3)或上调

Notch通路(过表达NCID)可恢复爪蟾尾部在不应期

(refractory period, 指的是断尾在第46/47期间相对

不能再生)的再生[47]。我们的研究亦证明了FGF和
Wnt信号通路对断尾再生的重要性。我们发现, 当
FGF通路在显性失活的FGF受体XFD或FGF受体拮

抗剂SU5402的作用下功能下降时, 蝌蚪的尾部再

生无法进行; 当Wnt通路被Wnt信号通路抑制因子

1(dickkopf WNT signaling inhibitor 1, Dkk1)抑制时, 
尾部再生则不发生, 而通过小分子化合物BIO激活

Wnt信号或过表达持续活化的β-catenin时, 断尾不仅

能够再生, 而且断尾芽基的细胞扩增被促进而导致

断尾生长速度加快[48]。通过联合使用基因表达与小

分子化合物处理, 我们阐述了这些信号通路的相互

关系。抑制Wnt信号通路的同时激活FGF信号通路, 
断尾可以再生; 而激活Wnt信号通路的同时抑制FGF
信号则断尾不能再生; 过表达BMP抑制剂noggin则
抑制Wnt及FGF信号通路中相关因子的表达[48]。这

些结果表明, BMP、Wnt及FGF三条信号通路呈

BMP→Wnt→FGF线性排列(图2)。我们现有实验证

据显示, 类似机理可能在爪蟾断肢再生中存在。

Ho等[49]利用转化生长因子β(transforming growth 
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factor β, TGFβ)1型受体抑制剂SB 431542发现, TGFβ
通路也在尾部再生中起重要的作用。有趣的是, 干
扰BMP、Notch、Wnt及FGF通路对断尾创面修复并

无影响, 其主要影响的是再生特异性的事件如芽基

形成与增殖; 而TGFβ通路不仅在再生最早期的创伤

愈合阶段起作用, 在尾部再生的不同下游阶段也发

挥着重要的作用。SB 431542的处理也抑制再生芽

基的形成以及BMP通路靶点的激活。

2.2   再生与细胞凋亡

Levin实验室发现了细胞凋亡在断尾再生中的

作用。断尾离断后在残端有大量的细胞凋亡发生。

若在断尾后的24 h内抑制细胞凋亡蛋白酶3(caspase 
3)介导的细胞凋亡, 断尾再生会受到抑制, 断尾残端

的细胞有丝分裂变少, 表明凋亡的细胞会分泌一些

细胞扩增信号[50]。这一信号可能是Wnt家族成员。

在水螅(Hydra)头部的再生中已证实, 细胞凋亡可以

诱导Wnt3a分泌继而影响水螅再生[51]。有意思的是, 
在蝌蚪的第46/47期再生能力下降时, 断尾残端发生

细胞凋亡的区域比正常再生情况下要大[50], 说明再

生过程中细胞凋亡的程度/幅度也需要精确的调控, 
太多或太少的细胞凋亡均不利于再生。

2.3   再生的表观遗传学调控

近年来, 表观遗传修饰作为器官再生调节的重

要因素也受到广泛重视。例如, 变态后的爪蟾断肢

中shh启动子的高度甲基化可能导致了shh的低表达, 
从而抑制了断肢再生[52]。DNA的甲基化由甲基转移

酶(DNA methyltransfereases, DNMTs)介导。在斑马

鱼尾鳍再生实验中发现, dnmt-1的表达量减少可导致

Xenopus tail

Tadpol tail muscle
labelled by PSM grafting

Transgenic donor
(CMV:nGFP) Wild type host

Axolotl limb

Limb blastema Regenerate

Satellite cells labelled
by late stage PSM grafting

Pax7

通过在胚胎发育早期将转基因标记的组织移植到野生型胚胎可以标记晚期爪蟾蝌蚪尾部(上)或蝾螈肢体的特定组织, 以对断尾及断肢再生的

细胞来源进行分析。爪蟾中, 只有含有卫星细胞的胚胎中胚层移植可以有效标记尾部卫星细胞(表达Pax7)及再生肌纤维。爪蟾断尾再生中无

转分化现象。美西螈断肢再生芽基由各种前体细胞构成, 再生中各组织亦来源于相应组织的前体细胞。

Labelling of specific tissue types in Xenopus tadpole tail and Axolotl limb can be achieved by transplanting GFP labelled embryonic tissues into wild-
type embryos. The muscle tissue is labelled by PSM that contains satellite cells, as indicated by Pax7 expression. No transdifferentiation is ob-
served during Xenopus tail regeneration. Similarly, the limb blastema in Axolotl consists of various types of fate restricted progenitor cells that provided 
cells for the regenerated limb. 

图1   爪蟾断尾再生与美西螈断肢再生的细胞来源(根据文献[37-39,42,45]整理, 已获授权)
Fig.1   Cell origins of the regenerated Xenopus tail and Axolotl limb (based on references [37-39,42,45], with permission)

SB 431542

TGFβ

β-catenin BIO

BMP Wnt FGF

Noggin Dkk1 XFD SU5402

图2   非洲爪蟾断尾再生中线性信号通路(根据文献[47-49]整理)
Fig.2  A linear signaling pathway operating in the Xenopus tadpole tail regeneration (based on references [47-49])
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胰岛β细胞再生能力的增加[53]。组蛋白的去乙酰化

作用也参与调控断尾的再生, Levin实验室[54]和Beck
实验室[55]分别证明, 抑制组蛋白去乙酰化酶(histon 
deacetylase, HDAC)将抑制断尾再生。抑制乙酰化

对再生的最显著影响发生于创伤愈合和早期芽基形

成阶段。再生过程中表观遗传学机制的研究, 对深

入了解肢体再生的细胞与分子机制有重要价值。

3   两栖动物作为肢体再生诱导模型
研究动物器官包括断肢与断尾再生的终极目

的是诱导人类器官再生。但目前的科研进展尚不能

在哺乳动物中实现器官再生的诱导。有尾两栖类动

物的断肢在创伤后一般均能再生, 因而不是测试诱

导再生手段的合适模型。而无尾两栖类动物爪蟾的

断肢再生特性使其成为测试刺激手段的理想模型。

这是由于爪蟾蝌蚪在变态之前虽然具有较强的肢体

再生能力, 但随着肢芽的分化, 这一能力逐渐丧失, 
变态后四肢不能再生, 只能在肢体截断后产生不分

节的针型软骨[5]。因此, 在过去多年里, 有许多诱导

无尾两栖类动物断肢再生的尝试[3]。早期的尝试主

要包括对断肢残端进行反复创伤、为断肢提供额外

的神经支配以及对断肢进行电流刺激等。有些成功

诱导断肢再生的报道在后来被证明不能重复, 而有

些只能适用于蝌蚪期的断肢而在成体断肢中则不起

作用。有报道称, 可以通过对断肢残端添加外源生

长因子如Fgf10以增加变态前蝌蚪断肢再生潜能[56], 
但Fgf10的作用也仅限于蝌蚪断肢, 对成体爪蟾的断

肢再生则不起作用。

断肢再生依赖于芽基形成, 而芽基由大量谱系

限定的前体细胞组成。对爪蟾四肢再生的研究证明, 
再生能力是发育中肢体固有的性质[57-58]。早期发育

的肢体前体细胞具有再生潜能, 而成体断肢已分化

细胞则已丧失再生潜能。因此, 我们认为, 可利用肢

芽前体细胞移植的方法来促进再生。我们通过将蝌

蚪肢芽前体细胞移植至爪蟾前肢残端, 证明了早期

的肢芽前体细胞确实可以刺激断肢再生[59]。

实现该断肢再生的诱导必须满足两个重要条

件: 一是需要Wnt/β-catenin通路的高度活跃以及胞

外因子(如Shh及Fgf10)的补充; 二是肢芽前体细胞必

须以合适的载体移植入断肢残端, 例如将细胞与纤

维蛋白基质混合后植入残端创面(图3A)。尽管我们

所诱导的再生前肢与正常前肢还有一定差距, 但已

出现多个指体且有指分节(图3B), 其活动受神经支

配, 且表达关节标志物gdf5, 显示了在这些再生肢体

中可能形成了关节。我们发现, 只有来自早期蝌蚪

后肢的前体细胞具有刺激成体断肢再生的能力, 而
来自蝌蚪尾部芽基的具有再生能力的细胞并不具

有促进断肢再生的能力, 说明器官再生需要其自身

相对应的前体细胞。同时, 我们的实验证明Shh及
Fgf10等生长因子的添加可以支持移植的前体细胞

A

B

Fibrin patch with βCat* cells
shh & FGF beads, Tβ4

Patch
Patch+

Beads

A: 将来自蝌蚪后肢芽基的细胞及所需外源因子与纤维基质混合后, 
移植入成年爪蟾断肢残端。移植的前体细胞占据再生芽基的位置。

βcat*: 可诱导表达持续活化型β-catenin; B: 诱导的再生前肢呈现多指

且有分节, 而未刺激前肢只能长出不分节的针型软骨, 标尺=1 mm。

A: transplantation of a fibrin patch containing limb progenitor cells and 
exogenous factors onto adult Xenopus limb stump. Transplanted limb 
progenitor cells occupy the position of a regeneration blastema. βCat*: 
expressing heat shock inducible constitutive active form of β-catenin; B: 
a frog with stimulated limb regeneration on the left arm. The regenerat-
ed limb contains multiple digits, which are segmented (left). As control, 
spike formation is observed on the untreated right side. Scale bar=1 mm.
图3  刺激非洲爪蟾断肢再生策略(根据文献[59]修改, 已获授权)

Fig.3   A strategy for stimulating adult Xenopus limb 
regeneration (modified from reference [59], with permission)
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的存活和扩增。但仅在断肢残端给以Shh及Fgf10处
理而不进行细胞移植则无法诱导再生, 揭示了前体

细胞对刺激诱导再生的必要性[59]。

值得注意的是, 我们发现肢芽前体细胞移植后

的再生断肢组织不仅由供体细胞组成, 还有大量宿

主细胞的参与, 这表明移植的前体细胞不仅参与了

新肢体的再生, 还可动员缺乏再生能力的宿主细胞

参与再生[59]。这提示, 诱导更大体量的断肢再生不一

定需要巨量的细胞移植。这为探讨通过前体细胞移

植来诱导哺乳动物断肢再生的可行性提供了基础。

4   结语与展望
近年来, 人们以两栖动物为模型对器官再生内

在机制的研究已取得了不菲的成绩。研究证实, 两栖

类肢体的再生主要通过谱系限定的前体细胞或成体

干细胞的扩增与分化, 晶状体及视网膜的再生组织则

通过细胞的转分化而来。通过基因表达等分析手段, 
现有研究证明, BMP、Notch、Wnt以及FGF等细胞信

号途径, 在再生过程中起着重要的介导调控作用。

包括人类在内的哺乳动物仅有极为有限的再

生能力: 成年及幼年小鼠指(趾)末端的受损离断可

再生[60], 人类亦可再生指尖末梢[61]。但这种再生能

力仅局限于不超过末端指节的50%部位, 任何更近

端的肢体损伤均不能再生。尽管如此, 人类指尖再

生现象说明, 理论上有可能实现更近端部位的断指/
断肢再生的诱导。关于小鼠趾尖再生的详细的谱系

追踪分析证明, 与蝌蚪尾巴及蝾螈四肢类似, 芽基由

谱系限定的前体细胞组成[62-63]。因此, 是否可应用

前体细胞移植的方法促进哺乳动物的再生已成为研

究的重点。值得注意的是, 移植的前体细胞在两栖

类与哺乳动物中的行为有很大不同。例如, 在美西

螈中, 神经球移植后产生广泛的神经发生以及组成

脊髓的各种类型细胞[44]; 然而在哺乳动物中, 神经球

移植后通常导致星形胶质细胞的形成, 且限制神经

形成[64-65]。对其中产生区别的内在机制的研究有利

于诱导再生策略的探讨。因此, 两栖动物作为出色

的再生研究模型, 将为应用于人类的再生治疗提供

理论基础。
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