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诱导多功能干细胞的影响因素
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摘要      将体细胞诱导为多功能干细胞为人类的再生医学提供了一个全新的研究手段, 从而

可以不用损坏胚胎就能获得可用于治疗各种特殊疾病的细胞。本文比较了近年来关于生成诱导性

多能干细胞(induced pluripotent stem cells, iPS细胞)的诱导方法及重编程效率, 总结了这些方法的共

同点; 另外通过对每个不同试验过程的影响因素进行比较, 归纳了影响iPS细胞重编程过程的几个

因素。
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前言
干细胞是一类能自我更新、快速增殖, 并具有

多向分化潜能的细胞。根据干细胞分化阶段的不

同, 分为胚胎干细胞(embryonic stem cell, ES细胞)和
成体干细胞(adult stem cell, AS细胞)两类。ES细胞

具有与早期胚胎细胞相似的结构特征, 有较高的核

质比和正常的整倍体核型。如今已成功在体外诱导

ES细胞分化成多种成体细胞(如神经细胞、肝细胞、

白细胞等), 为治疗人类某些疾病作出了重大的贡

献。但是ES细胞的提取必须损坏胚胎, 有违人伦道

德。因此, 急需找到一种既能弥补这一缺陷而又具

有ES细胞多能性的类ES细胞, 于是诱导性多能干细

胞(iPS细胞)就应运而生了。

iPS细胞是指用特定的几种转录因子将体细胞

经过重编程诱导生成的诱导性多能干细胞。2006年
首次成功获得了小鼠的iPS细胞[1], 2007年成功地对

人类细胞进行了重编程[2]。由于iPS细胞既能避免

免疫排斥, 又不涉及伦理道德问题, 因此具有广泛且

重要的临床应用价值。但是iPS细胞系的建立技术

尚不成熟, 由于一些未知因素的干扰, 直接重编程过

程依然是一个缓慢且低效率的过程。以下是几种可

能影响iPS细胞重编程的因素: ①用于重编程的因子

的选择; ②运送因子的方法; ③靶细胞的选择; ④因

子表达的参数; ⑤生成iPS细胞的培养体系和诱导条

件; ⑥识别和鉴定重编程细胞的方法。为解决iPS细
胞系建立中存在的问题, 科研人员从多方面改进构

建iPS细胞的方法(表1)。本文仅就iPS细胞影响因素

的研究进展作一概述。

1   重编程因子的选择
2006年日本科学家Takahashi等[1]首次获得iPS

细胞的方法是选用24种与维持多功能性相关的基

因, 经过层层筛选确定了诱导小鼠胎儿成纤维细胞

生成iPS细胞所必须的4个基因, 即Oct4、Sox2、Klf4
和c-Myc。随后进行的实验证实这4个基因能够对小

鼠的多种细胞起作用[3], 同样也适用于猕猴和人类

细胞[4]。

这4个因子的其他家族基因也能够诱导iPS细
胞的生成。如Sox1和Sox3可替代Sox2, 但是重编程

效率会降低; Klf2可替换Klf4, L-Myc和N-Myc也可

替换c-Myc[5]。另有报道表明, 不同的因子组合(如
Oct4、Sox2、Nanog、Lin28)足以重编程人的成纤

维细胞[6]。

某些细胞类型如果能内源性表达重编程因子

就可以在诱导其重编程过程中剔除该因子。比如成

纤维细胞可以内源性表达c-Myc和Klf4, 因此外源性

的c-Myc在小鼠和人成纤维细胞的重编程中就不是

必需的, 但重编程的效率会降低并且时间会延长[7]。

神经干细胞内源性表达Sox2和c-Myc的量比ES细胞

多, 因此用Oct4/Klf4或者Oct4/c-Myc进行诱导就可
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以完成其重编程[8]。

近来一些实验证实, 某些小分子和外加因子能

够提高重编程过程的效率或者在功能上能够替代某

些转录因子。但使用这些小分子物质我们必须谨慎, 
因为这些物质的某些特异性功能会影响基因的正常

表达, 例如5’氮胞啶可以导致突变[9], 小鼠DNA甲基

化的全面突变会提高畸胎瘤的形成效率[10]。

2   重编程因子的运输
最初小鼠和人iPS细胞的获得是通过逆转录病

毒和慢病毒完成的[11]。但这些病毒系统由于能够永

久地整合到基因组中, 其所诱导形成的iPS细胞的安

全性受到质疑。因此为了能够获得更好地适于再

生医学应用的iPS细胞, 就需要研发不发生整合的载

体。载体传递和瞬时转染两种方法最先在小鼠细胞

重编程中得到了应用并取得了成功[12], 由此推测, 瞬
时转染方法也能应用于人类iPS细胞的诱导。在直

接重编程历史上第一个使用的是基于Moloney小鼠

白血病病毒的逆转录病毒载体[13], 它在ES细胞水平

表现沉默。其自我沉默的特点本应是一种优势, 然
而整合到基因组的几大缺陷抑制了这些逆转录酶病

毒的使用: ①其转染性限制了进行重编程细胞的类

型[14]; ②在iPS细胞诱导过程中逐渐地发生了沉默, 
与没发生沉默的病毒方法相比转换效率极低[15]; ③
通过逆转录病毒诱导形成的iPS细胞通常会表达病

毒基因[16], 从而限制了其使用范围。尽管已有由慢

病毒诱导iPS细胞的相关报道[17], 但其在连续基因表

达中的分化机制仍不清楚[18]。

药物诱导慢病毒由于能够瞬时控制, 所以提供

了一个更加有效的途径。尽管这些病毒也能够整合

到宿主基因组中, 但在理论分析中却有特殊的帮助。

在iPS细胞诱导中如果使用整合性病毒, 将会导致基

因组插入以至改变基因的结构[19], 最终在临床相关

应用上造成巨大障碍。已有研究通过对iPS细胞相

关整合位点的分析发现, 基因组整合对于重编程过

程来说并非是必需的。

表1　重编程的不同方法

Table 1　Different re-programming methods
细胞类型 重编程的因子 运送因子的方法 效率 参考文献

Cell type Reprogramming factors Methods of factor delivery Efficiency References
Mice
  Fibroblasts O+K+S+M Retroviral vectors 0.01%~0.05% [1]
 O+K+S+M Lentiviruses 0.5% [21]
 O+K+S+M Plasmid 0.0001%~0.01% [22]
 O+K+S+M PB transposon N [23]
 O+K+S+M Protein mediate 0.002%~0.008% [24]
 O+K+S Retroviral vectors 0.001%~0.01% [7]
 O+K+S+VAP Retroviral vectors 0.002%~0.008% [25]
 O+K+Bix+BayK Retroviral vectors 0.007%~0.02% [26]
 O+K+M+RepSox Retroviral vectors ~1% [27]
  Neural progenitor cells O+K+S+M;O+K+S Retroviral vectors 0.1%~5% [8,31]
 O+K;O+M;O Retroviral vectors 0.1%~0.2% [28]
  Stomach cells O+K+S+M Retroviral vectors 0.5%~3% [3]
  B lymphocytes O+K+S+M Lentiviruses 0.01%~0.1% [26]
Human
  Human fibroblasts O+K+S+M; Retroviral vectors 0.001%~1% [2,16,20]
 O+K+S+M+N;
 O+K+S;O+S+VAP Retroviral vectors 0.001%~0.01% [29]
  Adipose stem cells O+S+N+L Lentiviruses 0.01%~1%  [30]
  Amniocyte O+K+S+M Protein mediate 0.001% [31]
 O+S+L+N mRNA 0.05% [32]
 O+K+S+M Lentiviruses 0.2% [33]
 O+S+L+N Annulet vectors 0.005% [34]
 O+K+S+M Retroviral vectors 1.525% [35]
O: Oct4; S: Sox2; M: c-Myc; K: Klf4.
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3   重编程细胞类型的选择
在人和小鼠上首次进行重编程时所选用的是

成纤维细胞。小鼠细胞的核转移实验[20]和人与小鼠

的细胞融合实验证实, 成熟的成纤维细胞能够对重

编程起重要作用。现在, 成纤维细胞的诱导技术已

越来越简便。除了成纤维细胞, 小鼠其他类型的细

胞如胃细胞[3]、肝脏细胞、胰脏β细胞、淋巴细胞

和神经干细胞[8], 还有人类的角蛋白细胞[36]、脂肪干

细胞[35]等都被成功地进行了重编程。

在选择靶细胞时, 必须要考虑以下几点: ①要

选用易被转染的细胞; ②细胞的年龄和来源; ③细胞

的繁殖能力。老龄细胞或已经传了几代的细胞会阻

碍生殖能力, 从而降低iPS细胞的临床治疗效果; 而
从器官中获得的原代细胞的DNA容易损伤, 如易于

聚集UV诱导突变的皮肤细胞就不适合作为临床研

究对象。因此, 尽管成纤维细胞是研究重编程理论

学分析基础性研究中采用的细胞类型, 但从治疗目

的出发, 仍需考虑诱导出来的iPS细胞必须容易获

得, 含有较少的遗传畸变, 并且通过瞬时方法容易进

行重编程。

4   重编程因子的表达参数
为缩短iPS细胞重编程的时间, 对某些关键数据

已经进行了试验测定, 如小鼠成纤维细胞的诱导时

间至少需要8~12 d, 而人的角化细胞只需大约10 d
左右[37]。尽管延长外源性因子的转染时间会增强克

隆的增殖, 但在多能性水平上持续表达可能会有反

作用。因此最佳的诱导方针就是外源基因应在iPS
细胞一出现就结束表达。

精确检测重编程过程中的表达水平相当困难。

探明重编程因子传递的变异及转化效率低下等的种

种原因, 需要重新分析每种因子单独对某种细胞重

编程生成多能性细胞的影响。总之, 因子表达的最

佳水平是重编程过程的重中之重。例如仅用3种因

子(Oct4、Klf4、c-Myc)将神经干细胞转化为iPS细
胞的过程具有很高的效率, 这说明外源Sox2的表达

不是必须的, 甚至对转化效率是有害的。

5   培养体系和诱导条件
人和小鼠的iPS细胞的生成均是在ES细胞的培

养条件下完成的[1,2], 至今尚未建立新的培养条件, 一
旦建立无培养基诱导iPS细胞的方法, iPS细胞将是

临床治疗的最好原材料。现有的诱导培养基均需要

成纤维细胞分泌的物质来维持自身的生长, 尤其是

人的ES细胞。小鼠的ES细胞能在无饲养层、不添

加生长因子的明胶上生长, 所以小鼠的iPS细胞也能

在无饲养层的培养基上生长。以往认为人iPS细胞

在无饲养层细胞的培养基条件下的诱导不会成功, 
但最新研究表明, 当用人脂肪干细胞进行诱导时, 可
在人工基底膜上生成iPS细胞, 从而减少了杂细胞干

扰的几率, 这无疑是一个创新[35]。

6   识别和鉴定重编程细胞的方法
iPS细胞克隆株的筛选主要是根据ES细胞的独

有特征进行形态学判断。小鼠的ES细胞克隆可根据

其自身的特殊标志加以区分[21], 如外形光滑且紧密, 
边缘界限清晰; 人的ES细胞克隆是一个鹅卵石的外

形, 具有显著而又独特的外形[20]。在这两个物种细

胞重编程的过程中, 生成的克隆在形态学上有渐进

性的改变。值得一提的是, 在诱导人的成纤维细胞

重编程过程中, 也会形成一些在形态学上类似于ES
细胞但不具有多功能性的克隆。这些克隆是iPS细
胞的错误形态, 它们与iPS细胞有区别, 其外表松散

呈颗粒状, 并且在重编程起始阶段就开始形成。某

些辅助性标记方法也用来识别iPS细胞, 例如在小鼠

的成纤维细胞重编程过程中分离Thy-1-SSEA阳性

细胞有助于提高iPS细胞的形成效率, 并且对人ES细
胞表面特殊抗原Tra-1-81的染色能辅助鉴别哪些是

由成纤维细胞产生的iPS细胞克隆。

小鼠的iPS细胞/ES细胞能阻止单个细胞的分

化, 并且新生克隆能立刻开始进行酶分解作用, 从而

简化了形成细胞系的过程。在细胞能够用于消化酶

解离之前必须先传代。因为人iPS细胞/ES细胞极易

分化, 尤其是在开始的前几代细胞中, 因此剔除已分

化细胞以阻止提前分化尤为必要。

7   结语
将体细胞成功诱导为多功能性细胞具有跨时

代的意义, iPS细胞的诞生促进了再生医学领域的发

展, 为研究细胞生命的传递提供了一个强有力的工

具, 也为人类顽固疾病的治疗带来了希望。但该技

术真正用于临床治疗还有相当长的路要走, 如何提

高iPS细胞生成的效率？怎样解决其临床应用的安

全性？重编程过程中转录因子的调控机制是什么？
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这些问题都仍需进一步深入研究。
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