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提高细胞重编程效率和安全性的策略
虞欣璐  张红霞  王  辰  于  斌  朱海英*

(第二军医大学基础医学部细胞生物学教研室, 上海 200433)

摘要      细胞重编程是指分化的细胞在特定条件下经过去分化恢复到全能性或多能性状态, 或
者通过转分化将一种类型的体细胞转变成另外一种类型的细胞的过程。利用重编程技术获得的

诱导型多能干细胞, 谱系重编程技术获得的组织干细胞或组织细胞, 具有患者特异性或者疾病特异

性, 可以显著减少免疫反应, 同时也解决了临床细胞治疗的种子细胞来源问题, 具有极大的临床应

用价值。但是, 另一方面, 重编程效率低下和安全性问题却一直是其临床应用的瓶颈。近年来, 人
们围绕如何优化重编程方法进行了深入的研究, 特别是对细胞重编程过程所涉及到的分子机制, 包
括表观遗传调控机制和上皮间质转化机制在这个过程中的作用有了更深入的认识。此外, 采用非

整合型载体和利用化学诱导方法替代转录因子的方式也提高了重编程的安全性。该文将就这一领

域的研究进展作一综述。
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Strategies to Enhance the Efficiency and Safety of Cell Reprogramming

Yu Xinlu, Zhang Hongxia, Wang Chen, Yu Bin, Zhu Haiying*
(Department of Cell Biology, College of Basic Medical Sciences, 
Second Military Medical University, Shanghai 200433, China)

Abstract      Cell reprogramming refers to the process of converting somatic cells to totipotent or pluripotent 
stem cell by dedifferentiation, or to another type of somatic cells or somatic stem cells by transdiffertiation under 
certain conditions. The cells derived from patient’s cells by reprogramming as seed cells for cell therapy, shares the 
specificity of patient, which could significantly reduce immune responses, provides multiple options in the source 
of seed cells with great value of clinical application. However, how to increase the efficiency of reprogramming 
and improve the safety of seed cells has been studied as a critical point in future clinic application. In recent 
years, researchers have been done a lot of work on how to optimize reprogramming strategy and have more 
comprehensive knowledge of the molecular mechanism involved in the process, such as epigenetic regulation and 
EMT. On the other hand, researchers adopt non-integrating episomal vectors and chemical induction to improve the 
safety of reprogramming. In this review, we have introduced the up-dated progress of this field.
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细胞重编程是指分化的细胞在特定条件下

经过去分化恢复到全能性或多能性状态, 或者

通过转分化将一种类型的体细胞转变成另外一

种类型的细胞的过程, 前者称为体细胞重编程

(somatic cell reprogramming), 后者称为谱系重编

程(lineage reprogramming)。体细胞重编程概念的

真正形成, 源于2006年Takahashi等[1]的研究。他们

借助逆转录病毒载体, 将Oct3/4(又名Pou5f1, POU 
domain, class 5, transcription factor 1)、Sox2(SRY-
box 2)、Klf4(Kruppel-like factor 4)和c-Myc(c-
Myelocytomatosis oncogene)(OSKM)四个转录因子

导入小鼠皮肤成纤维细胞中, 将其重编程为诱导型

多能干细胞(induced pluripotent stem cells, iPSCs)[1], 
这些细胞不仅具有类似胚胎干细胞的多能性, 而且

又避开了胚胎干细胞应用的伦理学限制, 极大地促

进了再生医学、药物研发、疾病模型建立以及细

胞治疗的发展, 被视为细胞治疗的新希望。目前, 
体细胞重编程可通过转染特定转录因子[1]、体细

胞核移植[2]、细胞融合[3]来实现。其中, 通过转染

特定转录因子来获得诱导型多能干细胞的方法发

展最为成熟, 而较为成熟的谱系重编程策略也是利

用转染特定转录因子实现体细胞向另一类型的体

细胞或干细胞的转化。显而易见, 谱系重编程方法

提供了除iPSCs外更广泛的细胞来源, 它同样具有

患者特异性或者疾病特异性, 可以显著减少免疫反

应。虽然从研究的深度和广度上讲, 谱系重编程技

术的发展还远远落后于体细胞重编程技术, 但由于

可以借鉴体细胞重编程的研究策略和方法, 谱系重

编程技术有望成为在细胞治疗、组织工程等领域得

到广泛应用的新型技术。目前谱系重编程已经取

得了一些成果, 例如, Ieda等[4]利用早期心脏发育相

关的三个转录因子Gata4(GATA binding protein 4)、
Mef2c(myocyte enhancer factor 2C)和Tbx5(T-box 5), 
将小鼠皮肤成纤维细胞直接重编程为小鼠诱导型心

肌细胞(mouse induced cardiomyocytes, miCMs)。利

用神经谱系特异转录因子Ascl1(achaete-scute family 
bHLH transcription factor 1)、Brn2(又名Pou3f2, POU 
domain, class 3, transcription factor 2)和Myt1l(myelin 
transcription factor 1-like)可以将小鼠胚胎干细胞

及成纤维细胞诱导成功能性的神经细胞(mouse 

induced neuronal cells, miNCs)[5]。利用 Gata4、
Hnf1a(HNF1 homeobox A)、Foxa3(forkhead box A3), 
同时敲除p19arf, 可以将小鼠成纤维细胞重编程为小

鼠诱导肝样细胞(mouse induced hepatocyte-like cells, 
miHeps)[6]。利用Hnf1b(HNF1 homeobox B)和Foxa3
这两个肝脏器官发生相关的转录因子, 可以将小鼠

胚胎成纤维细胞(mouse embryonic fibroblasts, MEFs)
重编程为诱导型肝干细胞(mouse induced hepatic 
stem cells, miHepSCs)[7]。 

无论是体细胞重编程还是谱系重编程, 重编程

效率低下一直是基础研究和临床运用的瓶颈, 相关

数据显示, iPSCs的重编程效率一般在0.01%~0.20%
之间。另外, 就是诱导细胞的安全性问题, 人们最初

使用逆转录病毒载体进行诱导[8-9], 但病毒载体和转

基因会永久地整合进宿主的基因组, 很大可能会影

响细胞功能和分化[8], 甚至使机体产生肿瘤, 这极大

地影响了诱导型细胞的临床应用[10]。因此, 要实现

重编程技术应用于临床疾病治疗的目标, 提高重编

程效率和安全性是个迫在眉睫的问题。近年来, 人
们从不同的角度对重编程方法进行了优化, 同时对

重编程过程所涉及的分子机制也进行了探讨。 

1   提高重编程效率的策略
1.1   通过影响间充质上皮转化过程提高重编程效

率

用OKSM四因子诱导MEF细胞的重编程过程

可分为三个阶段: 起始阶段、成熟阶段和稳定阶段。

起始阶段的MEF重编程需要经历从间充质细胞表

型过渡到上皮细胞表型的过程, 即间充质上皮转化

(mesenchymal-to-epithelial transition, MET)[11], 这个

过程涉及间充质细胞基因的抑制和上皮细胞基因

的激活[12], 前者包括一些在间充质上皮转化中编码

转录因子的基因, 如Snai1(snail family zinc finger 1, 
又名Snail1)、Snai2(snail family zinc finger 2, 又名

Slug)、Zeb1(Zinc finger E-box-binding homeobox 1)、
Zeb2(Zinc finger E-box-binding homeobox 2), 后者

主要包括Cdh1(E-cadherin)、EpCAM(epithelial cell 
adhesion molecule)、Ocln(occludin)。

很多研究显示, miR-200家族能促进iPSCs形成, 
这与MET过程密切相关。Wang等[13]研究发现, Oct4
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和Sox2能直接结合到miR-200的启动子区并直接激

活它的表达, miR-200能直接靶向结合ZEB2的3′UTR
来抑制其表达, 这样就促进了MET进程, 进而促进了

iPSCs的产生。 
此外, 有研究报道提出, 骨形成蛋白(bone 

morphogenetic protein, BMP)能 够 协 同OKSM诱 导

miR-205和miR-200家族, 从而促进MET, 改善重编程

起始阶段[14], 这提供了miR-200家族作为MET过程促

进因素的另一个证据。另一方面, 促进上皮间充质

转化(EMT)的因素则会导致干细胞分化, 所以会抑

制iPSCs的形成。有研究显示, 转化生长因子-β(trans-
forming growth factor-β, TGF-β)通过激活Snail诱导

EMT过程, 从而抑制重编程[15]。Li等[16]在另一项实

验中也证实了这一观点, 他们在利用OSKM四因子

诱导iPSCs的过程中加入TGF-β1, 发现它抑制上皮

标志基因Ocln和EpCAM的上调和Snail的下调, 导致

阳性克隆率降低约70%。很有趣的是, OSKM四因

子可以通过阻断TGF-β信号通路来抑制EMT过程从

而完成重编程, 其中Sox2和Oct4抑制Snail、c-Myc能
下调TGF-β1和TGF-β受体2的表达, Klf4则可以诱导

一些上皮基因如E-cadherin、EpCAM的表达。

1.2  通过影响细胞的表观遗传状态来提高重编程

效率

表观遗传虽然不涉及DNA序列改变, 但可以改

变DNA的修饰, 从而影响基因表达的调控模式。目

前已知的表观修饰主要包括基因组印记、DNA碱

基的化学修饰、组蛋白化学修饰及染色质重塑。细

胞重编程过程涉及原有体细胞表观标记的去除和新

的细胞特异性的表观标记的建立, 其中, DNA和组

蛋白的表观改变至关重要[17-22]。有研究表明, DNA
去甲基化、抑制组蛋白去乙酰化能有效提高重编程

效率[23]。

1.2.1   DNA甲基化和去甲基化      DNA甲基化是指

在DNA甲基转移酶(DNA methyltransferase, DNMT)
的催化下, DNA的CG二核苷酸的胞嘧啶被选择性

地添加甲基, 形成5-甲基胞嘧啶(5-mC)。通常认为, 
DNA甲基化与基因沉默相关。

Fidalgoa等[24]的研究表明, 转录抑制子Zfp281 
(zinc finger protein 281)能直接招募组蛋白去乙酰

化复合物NuRD至Nanog基因座而抑制Nanog的重

新激活, 从而抑制iPSCs形成。有研究进一步表明, 
NuRD的一个亚型—甲基结合域蛋白3(Mbd3)的
缺失能上调Nanog、Oct4和Sox2表达并且提高重编

程效率[25-26]。

Tet(ten-eleven translocation)家族是是生物体内

存在的一种α-酮戊二酸(α-KG)和Fe2+依赖的双加氧

酶, Tet蛋白质可以催化5-mC转化为5-羟甲基胞嘧啶

(5-hmC), 是DNA去甲基化过程中的一种重要的酶。

徐国良课题组的研究表明, 在敲除MEF细胞中Tet家
族的三个基因或胸腺嘧啶-DNA糖基化酶(thymine-
DNA glycosylase, TDG)后, MEF细胞由于Tet或TDG
缺失导致氧化去甲基化过程不能进行, 从而导致

miR-200家族基因不能被激活, 最后造成MET过程

无法完成从而导致重编程失败[27]。

Gao等[28]的研究证实, Tet1能够代替内源性的

Oct4促进重编程, 并且他们发现利用TSKM(Tet1、
Sox2、Klf4、c-Myc)诱导的重编程分为两个阶段。

第一个阶段涉及体细胞的表观改变, 在这一阶段, 5-
甲基胞嘧啶和5-羟甲基胞嘧啶水平均升高, 这可能

是由于Tet催化5-甲基胞嘧啶转变为5-羟甲基胞嘧啶

所致。第二阶段以胚胎干细胞样的表观重建为特征, 
在这一阶段, 广泛的DNA去甲基化伴随着5-羟甲基

胞嘧啶的富集, 在多潜能基因和胚胎干细胞激活调

控区, 5-羟甲基胞嘧啶水平的上升尤为明显。这充

分表明, 在重编程过程中DNA甲基化和羟甲基化对

全基因组的表观重置起了十分重要的作用。而在他

们的另一项研究中, 利用Tet1与Oct4、Sox2、Klf4诱
导MEF细胞可以大大提高重编程效率, 与单纯利用

Oct4、Sox2和Klf4诱导相比, 能将重编程的效率从

0.075%提升至0.125%[29]。

Tet1在谱系重编程中也有着重要的作用。在诱

导人胚肺成纤维细胞转变为多巴胺能神经元的研究

中, 研究者发现, 过表达Tet1不仅能够提高重编程的

效率, 而且能够提高细胞的存活率。虽然Tet1在此

过程中的作用机制尚不清楚, 但考虑到Tet1在体细

胞重编程中的重要作用, 研究者认为, Tet1可能是通

过促进成纤维细胞向神经元细胞的表观改变来促进

重编程[26]。

1.2.2   组蛋白去乙酰化作用      组蛋白去乙酰酶

(histone deacetylases, HDAC)催化组蛋白的去乙酰化
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作用, 与基因转录抑制密切相关。

研究显示, DNA甲基转移酶和组蛋白去乙酰酶

抑制剂可以提高重编程效率, 尤其是丙戊酸(valproic 
acid, VPA)(一种HDAC抑制剂), 它不但可以将重编

程效率提高100倍, 而且在没有转入c-Myc的情况下

仍然可以有效地进行重编程[30]。

Mu等[31]的研究显示, 在重编程的起始阶段激活

组蛋白乙酰转移酶MOF(males absent on the first, 又
名MYST1或KAT8)十分必要。他们的研究证实, 在
重编程过程中, MOF与组蛋白H3K4甲基转移酶的核

心复合物Wdr5相互作用来促进内源的Oct4表达, 而
敲低MOF则降低H4K16ac和H3K4me3在Oct4启动子

区的修饰作用。

2   影响重编程安全性的因素
2.1   利用非整合型载体诱导细胞重编程, 提高安

全性

体细胞的重编程需要几个转录因子的共同

作用, 所以, 提高因子的共表达效率可以提高重编

程效率。Kaji等[32]利用一个以2A序列连接c-Myc、
Klf4、Oct4和Sox2四因子的非病毒共表达载体将重

编程的效率提高到2.5%, 但是仍然无法避免外源基

因的整合宿主基因组而造成的突变的可能性, 这会

直接影响重编程的稳定性和重编程细胞的应用安

全性。但如果将这个共表达载体与piggyBac转座子

组合, 则可以成功地将人的胚胎成纤维细胞进行重

编程。这套重编程系统只进行最小程度的基因组

修饰, 并且在重编程完成之后, 外源转录基因可以

被完全去除。

Stadtfeld等[33]利用非整合型腺病毒载体瞬时表

达Oct4、Sox2、Klf4和c-Myc, 将鼠的成纤维细胞

或者肝细胞诱导成iPSCs, 虽然用这种方法诱导的

iPSCs依旧只有很低的获得率, 并且载体在细胞内的

表达时间过短, 限制了其在人类细胞中的运用。但

他们的研究提示, 体外重编程并不一定需要基因的

插入突变, 这为临床治疗中iPSCs技术的运用提供了

新的思路。

Yu等[34]通过转染一个以oriP/EBNA1为基础的

游离型载体(episomal vectors)成功诱导出了人的

iPSCs, 而在将MEF细胞诱导为肝脏细胞的研究中, 

研究者们同样利用以oriP/EBNA1为基础的, 包含

Gata4、Hnf1α、Foxa3基因的游离型载体, 通过核转

染的方式转染进小鼠成纤维细胞, 成功诱导出了可

再生的小鼠肝脏样细胞(mouse induced hepatocyte-
like cells, miHeps), 并且在诱导获得的miHeps中, 检
测不到外源转录因子的表达[35]。他们的研究证明了

重编程过程不需要整合基因组或者外源基因的持续

表达。使用基于oriP/EBNA1的游离型载体时, 外源

DNA不整合进人类iPS细胞基因组, 而且在没有药物

选择压力的情况下, 细胞游离型载体会逐渐丢失, 这
样, 没有载体和转基因的人iPS细胞就会在形成克隆

的过程中在没有进一步遗传操作的情况下被分离出

来。

为了有效避免外源基因组的整合和修饰, 也有

人采用合成修饰mRNAs(synthetic modified mRNAs, 
mmRNAs)进行诱导。例如, 在将人的成纤维细胞诱

导为肝细胞的过程中, 研究者将各个因子分别合成

mmRNA, 通过阳离子脂质体转染的方式将mmRNA
转染进细胞进行诱导[36]。有研究显示, 利用仙台病

毒(一种RNA病毒)能够高效地诱导出iPSCs, 并且不

改变宿主基因组[37]。

2.2   小分子化合物诱导细胞重编程, 替代转录因

子的诱导作用

Esteban等[38]发现, 维生素C可以缓解细胞衰老, 
促进小鼠和人来源的细胞进行重编程, 加快基因表

达改变并且促进iPS前体细胞向完全iPSCs转变。在

随后的研究中, 他们进一步阐明了其作用机制。他

们发现, 组蛋白去甲基化酶Jhdm1a/1b(JmjC domain-
containing histone demethylase 1a/1b)是位于维生

素C下游的体细胞重编程中的关键效应物, 维生素

C通过Jhdm1a/1b降低组蛋白H3K36me2/3水平, 而
Jhdm1a/1b通过抑制Ink4/Arf基因座加快细胞周期进

程和抑制细胞衰老。另外, Jhdm1a/1b与Oct4一起激

活miRNA 302/367家族[17], 而之前已经有研究表明, 
miRNA 302/367家族可以促进由SKO(Sox2、Klf4、
Oct4)调控的重编程[39]。

丁胜研究团队利用两个小分子化合物BIX和

BayK, 成功地将只转染了Oct4和Klf4两个转录因子

的鼠胚胎成纤维细胞诱导成iPSCs, 证明了小分子化

合物能够替代某些转录因子进行重编程[40]。此后, 
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他们发现, CHIR99021—糖原合酶激酶-3(glycogen 
synthase kinase-3, GSK-3)抑制剂在转染Oct4、 Sox2
和Klf4三个转录因子的情况下能显著地提高MEF细
胞的重编程效率, 并且它也能在只有Oct4和Klf4两
个转录因子的情况下成功将MEF细胞进行重编程, 
而它与赖氨酸特异去甲基酶1抑制剂反苯环丙胺联

合运用时能将只转染了Oct4和Klf4两个转录因子的

人原代角质细胞诱导成iPSCs[41]。今年, 他们利用九

种化合物组合将人的成纤维细胞诱导成化学诱导的

心肌样细胞(chemically induced cardiomyocyte-like 
cells, CiCMs), 诱导出的CiCMs在转录水平、细胞表

型、电生理学上都与人心肌细胞一致[42], 这是利用

化学诱导的方式进行谱系重编程的成功例子。而在

利用人的成纤维细胞诱导为多巴胺能神经元细胞的

实验中, 研究者们发现, 在培养基中添加一些小分子

化合物, 如ROCK抑制剂Y27632、CHIR99021、维

生素C等, 可以显著提高被转染细胞的存活率, 从而

提高重编程效率[43]。

邓宏魁课题组的研究证明了利用小分子化合

物完全代替病毒载体诱导的可能性[45]。他们使用

七个小分子化合物的组合诱导的重编程的效率高

达0.2%。化学诱导多能干细胞(chemically induced 
pluripotent stem cells, CiPSCs)有类似于胚胎干细胞

的基因表达谱, 表观遗传状态和分化潜能。另有研

究进一步证实了在利用小分子诱导时, 外源性“主基

因”对重编程细胞而言是可有可无的[44]。最近, 利用

谱系追踪的方式, 他们证明了来自外胚层的神经干

细胞和来自内胚层的肠上皮细胞都可以利用化学重

编程的方式诱导出CiPSCs[45]。这种CiPSCs的增殖

速度、全基因组表达谱、表观状态、自我更新和分

化能力都与小鼠ES细胞类似, 这说明, 化学重编程

不依赖于细胞的原始类型。

裴钢课题组证实, 在低氧条件下, 小分子化合

物 组 合VCR[V: VPA; C: CHIR99021; R: Repsox(一
种TGF-β通路抑制剂)]可以将MEF细胞重编程为

化学诱导型神经前体细胞(chemical-induced neural 
progenitor cells, ciNPCs)。他们进一步研究证实, 
利用VCR组合, 还可以将小鼠尾尖成纤维细胞

(mouse tail-tip fibroblasts, TTFs)和人尿液细胞(human 
urinary cells, HUCs)重编程为ciNPCs[46]。他们的另

一项研究证明, 利用VCRFSGY组合[F: Forskolin; 
S: SP600125—JNK(c-Jun N-terminal kinase)抑制

剂; G: GO6983—PKC(protein kinase C)抑制剂; Y: 
Y-27632]可以绕过神经前体细胞阶段, 直接将正常

人或阿尔兹海默病患者的成纤维细胞重编程为化学

诱导型神经元细胞(human chemical-induced neuronal 
cells, hciNs)。这种hciN细胞与利用hiPS细胞诱导获

得的神经元细胞及人诱导型神经细胞在形态、基因

表达谱和电生理学特性上一致[47]。这种直接利用小

分子化合物进行谱系重编程的方式, 缩短了重编程

的时间进程, 获得的细胞也更加安全。

3   结语
细胞重编程技术, 尤其是体细胞重编程技术经

过十年发展, 其重编程效率已经有了极大的提高, 而
在此基础上建立起来的谱系重编程技术也取得了一

些进展, 但是, 对于其中所涉及的分子机制我们还不

完全清楚。因此, 想要找到高效又安全的重编程方

法, 还需要更为深入的研究。我们期望能早日获得

可供临床运用的诱导型细胞。
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