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载体介导无遗传物质整合的诱导性

多能干细胞的生成
栗  楠#  郭红梅#  王明玉  令文慧  邱小燕  李跃民  刘旭蕾  邓雅楠  肖  雄*

(西南大学动物科技学院, 重庆 400715)

摘要      诱导性多能干细胞(induced pluripotent stem cells, iPSCs)因其具有类似胚胎干细胞

(embryonic stem cells, ESCs)的“自我更新”和分化潜能而成为生物学和医学等领域的研究热点之

一。但是, 目前iPSCs的生成主要以逆转录病毒或慢病毒为载体, 而病毒载体和外源性重编程因子

在受体细胞基因组中的整合, 使得iPSCs存在致瘤性的安全隐患。同时, 采用无载体介导的方法如

重组蛋白、小分子物质的重编程效率较低。为此, 目前已成功开发一些载体和方法可以介导无

外源性遗传物质整合的iPSCs的生成。该文就整合后可删除的基因表达载体(Cre/loxP重组系统、

piggyBac转座子/转座酶系统)和非整合基因表达载体(oriP/EBNA1附加型载体、微环DNA载体)在
iPSCs生成上的应用研究作一综述, 以期为iPSCs的临床安全应用提供理论和技术参考。

关键词       诱导性多能干细胞(iPSCs); Cre/loxP重组系统; piggyBac转座系统; oriP/EBNA1附
加型载体; 微环DNA载体

Generation of Induced Pluripotent Stem Cells without 
Integration of Genetic Materials Mediated with Vector
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Abstract       Induced pluripotent stem cells (iPSCs) have become one of the research focuses in medicine, 
biology, and so on, because they have the characteristics of “self-renewal” and differentiation which are similar 
to embryonic stem cells (ESCs). But the generation of iPSCs mainly depended on the expression of transcription 
factors mediated with retrovirus or lentivirus-based vector, these iPSCs bear certain risks, such as tumorigenicity, 
which resulted from the integration of exogenous genetic materials and viral vector into genome of recipient cells. 
At the same time, lower efficiency of reprogramming mediated with substance, such as recombinant proteins or 
small molecules was observed. Therefore, some vectors and methods were successfully developed to generate 
iPSCs without insertional transgene expression. This paper reviewed the researches about the applications of gene 
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expression vector systems including Cre/loxP recombination system, piggyBac transposition system, oriP/EBNA1 
episomal vector system and minicircle DNA vector system on the generation of iPSCs to provide a theoretical and 
technological reference for safely clinical applications of iPSCs.

Keywords       induced pluripotent stem cells (iPSCs); Cre/loxP recombination system; piggyBac transposition 
system; oriP/EBNA1 episomal vector; minicircle DNA vector

2006年, Takahashi和Yamanaka[1]利用逆转录病

毒将四种转录因子OSKM即八聚体结合转录因子

4(octamer-binding transcription factor 4, Oct4)、性

别决定区Y框蛋白 2(sex determining region Y box 
protein 2, Sox2)、Kruppel样因子4(kruppel-like factor 
4, Klf4)和 C-髓细胞组织增生原癌基因 (cellular 
myelocytomatosis oncogene, c-Myc)转入小鼠成纤维

细胞, 获得了诱导性多能干细胞(induced pluripotent 
stem cells, iPSCs)。鉴于iPSCs在生物学特性上与胚

胎干细胞(embryonic stem cells, ESCs)极其相似, 而
且有效避免了伦理限制和取材困难等问题, 在疾病

模型、药物筛选、发育生物学研究和细胞治疗等方

面具有广阔的应用前景。Yamanaka也因这一开创性

的成果而获得了2012年诺贝尔生理学或医学奖。目

前, iPSCs的生成大多依赖于使用逆转录病毒或慢病

毒载体, 这些载体在完全重编程的iPSCs中可以发生

转录沉默。但是, 部分重编程的iPSCs则无法沉默外

源性病毒转基因的表达, 从而增加了致瘤性的安全

隐患, 极大地限制了其在临床上的应用。此外, 外源

基因删除的人iPSCs与ESCs的相似性高于转基因未

删除的人iPSCs, 残余转基因的表达将影响iPSCs的
分子特征[2]。因此, 涌现出了一些新型的重编程方法, 
通过使用整合后可删除的基因表达载体, 或者是非

整合基因表达载体, 生成无外源性遗传物质整合的

iPSCs, 以提高其临床应用的安全性。

1   整合后可删除的基因表达载体
1.1   Cre/loxP重组系统

Cre/loxP重组系统源自P1噬菌体, 包含loxP位
点(一段长34 bp的DNA序列)和Cre重组酶(由343个
氨基酸组成的单体蛋白)。Cre重组酶能够介导两

个loxP位点之间的特异性重组, 使loxP位点间的基

因序列被删除、插入、反向或交换。由于采用最

初的野生型loxP并不总是有利于整合反应, 且其一

个反向重复序列或者间隔区发生改变时仍能被Cre
重组酶所识别并发生重组, 因此, 现已成功开发不

同的突变型loxPs来改变其重组特征, 包括反应动

力学和特异性, 以扩大该体系的应用范围。例如, 
Kameyama等[3]采用Cre重组酶和突变型loxPs开发出

了一个累积位点特异性基因整合系统(accumulative 
site-specific gene integration system, AGIS), 该系统

能够重复整合多个转基因进入细胞基因组中的预定

位点; Inao等[4]通过采用突变型loxP配对a8/b8和a12/
b12提高了该AGIS的整合效率。

针对病毒载体介导的体细胞重编程, 为避免外

源转录因子基因在iPSCs中的永久存在, 降低插入

性突变和致瘤性的潜在危险, 可采用Cre/loxP重组

系统。该系统通过引入Cre重组酶以删除loxP间的

转基因盒, 其方法包括转染编码Cre重组酶的质粒、

使用腺病毒-Cre重组酶结构、传递Cre mRNA和利

用Cre重组蛋白等。利用Cre/loxP重组系统生成的

iPSCs具有普遍认为的临床级状态, 而且, 转基因去

除后能够提高iPSCs的质量和分化潜能[2,5]。因此, 删
除iPSCs中整合的外源性遗传物质是其用于疾病建

模和再生治疗等的一个关键步骤。

1.1.1   Cre重组酶质粒      通过构建质粒在iPSCs中表

达Cre重组酶, 有望删除loxP间的转基因盒。Soldner
等[2]采用表达Cre重组酶和嘌呤霉素抗性蛋白或

增强型绿色荧光蛋白(enhanced green fluorescent 
protein, EGFP)的质粒转染人iPSCs, 分别通过嘌呤

霉素处理或流式细胞术筛选Cre重组酶阳性细胞。

Southern blot的结果表明, 180个转染iPSCs克隆中

仅有16个发生了重编程因子基因的删除, 这也许与

质粒的短暂转染限制了细胞内Cre重组酶的活性有

关。Somers等[5]通过慢病毒载体hSTEMCCA-loxP
介导OSKM的表达, 生成肺特异性疾病患者细胞来

源的人iPSCs。采用Hela Monster试剂将pHAGE2-
Cre-IRES-PuroR质粒DNA短暂转染进入iPSCs克隆

中, PCR和Southern blot证实, 50个亚克隆100%实现

了hSTEMCCA载体的删除。但是, 在hSTEMCCA删

除后仍然有约200 bp的未活化病毒长末端重复序列

(long terminal repeat, LTR)留在宿主的基因组中, 理
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论上仍存在插入性突变的危险。Karow等[6]针对小

鼠胚胎成纤维细胞(mouse embryo fibroblasts, MEFs)
或脂肪间充质干细胞(adipose-derived mesenchymal 
stem cells, ASCs)来源的iPSCs, 脂质体转染表达Cre
重组酶的质粒, 结果显示, 超过50%的细胞克隆表现

出重编程质粒的删除。因此, 通过转染Cre重组酶质

粒删除外源性转基因的效率和彻底性有待进一步提

高。

1.1.2   腺病毒-Cre结构      腺病毒载体因其转基因

效率高、可转染细胞类型广、细胞培养物中重组病

毒滴度高、进入细胞内并不整合到宿主细胞基因

组、仅瞬间表达和安全性高等特点, 而成为继逆转

录病毒载体之后广泛应用的病毒载体。借助该载体

在细胞内表达Cre重组酶, 可以实现loxP间外源性转

基因的删除。Sommer等[7]采用表达Cre重组酶的缺

陷型腺病毒(Adeno-Cre)感染iPSCs, 结果表明, 没有

Adeno-Cre载体基因整合进入iPSCs的基因组, Cre重
组酶表达后, 重编程转录因子基因的删除效率接近

100%, 且这些iPSCs分化成为中胚层细胞或神经外

胚层细胞的能力显著增强, 表明外源性遗传物质的

去除能够显著改善iPSCs的发育和分化能力。但是, 
Awe等[8]采用Cre重组酶–嘌呤霉素的缺陷型腺病毒

载体(Adeno-Cre puroR)介导iPSCs多顺反子“干细胞

盒”(STEMCCA)的删除, 结果表明, 在6个iPSCs克隆

中仅有1个iPSCs克隆实现了外源性重编程因子结构

的删除。因此, Adeno-Cre结构删除外源性基因的效

率存在不稳定性, 有待进一步优化。腺病毒载体感

染iPSCs和后续阳性iPSCs(外源性基因删除)的筛选

均涉及相对复杂的步骤, 重编程细胞也许会对这些

操作程序产生应激反应, 从而降低目标iPSCs的质量

和生成效率。此外, 还存在编码Cre重组酶的病毒结

构整合进入iPSCs基因组的可能性, 增加iPSCs临床

应用的安全隐患。

1.1.3   Cre mRNA      Loh等[9]采用Cre mRNA转染

iPSCs, 生成的Cre重组酶能够作用于多顺反子重编

程因子盒旁边的loxP位点, 删除重编程因子盒, 从而

获得更类似于人ESCs的无外源性转基因的iPSCs。
但是, 在iPSCs的转基因删除过程中, 需要每天转染

Cre mRNA 4 h, 持续进行7 d, 同时, 还需要额外1~2
个月进行无转基因iPSCs的筛选、扩增、特征研究

和冷冻保存。因此, 该方案的整体效率相对低下, 转
染和筛选程序繁杂, 从而限制了利用Cre mRNA生成

无转基因iPSCs方法的推广应用。

1.1.4   Cre重组蛋白      Nolden等[10]采用转录激活蛋

白(transcriptional activator protein, TAT)-Cre蛋白(融
合了Cre蛋白、协助穿膜的TAT肽和核定位序列)介
导人ESCs中染色体整合loxP-修饰等位基因的重组, 
获得了几乎100%的重组效率。因此, TAT-Cre重组

蛋白提供了一种稳健的用于iPSCs中外源基因删除

的方法。Kadari等[11]通过转染hSTEMCCA-Cre-可
删除组成型多顺反子(OKSM)慢病毒载体重编程人

成纤维细胞, 并利用TAT-Cre蛋白介导转基因的删

除, 生成了无外源性转基因的iPSCs。由于TAT-Cre
重组蛋白的高重组效率, 仅需作用5 h即可删除转基

因, 加速了获得无转基因iPSCs的进程。微阵列分析

表明, 无转基因iPSCs的基因表达谱更类似于人的

ESCs。经Cre重组蛋白处理所得iPSCs表现出分化潜

能的改善, 其心肌细胞系的分化能力优于Cre转导前

的iPSCs。因此, 利用Cre重组蛋白有望形成一种简

单、快速和稳健的方案用于临床级iPSCs的生成, 所
得无外源性遗传物质整合的iPSCs更适合用于疾病

模型构建、药物和毒性筛选、组织工程和细胞替代

治疗等。

因此, Cre重组酶删除系统的主要应用障碍包括

外源性转基因删除的高效性、彻底性和可靠性以及

后续无转基因克隆的筛选等。虽然, Cre重组酶介导

的载体删除可以去除所有携带的转基因, 但是, 单个

loxP仍然残留在每个整合位点, 这存在重新开启的

可能性, 邻近的基因也可能受到干扰, 通过整合位点

两边的序列和特征分析能够降低这一安全隐患发生

的概率。

1.2   piggyBac(PB)转座子/转座酶系统

PB转座子是一种源自飞蛾的DNA转座子, 为
可移动的DNA元件, 具有物种特异性小、转基因

载荷能力大、便于传递2A肽连接的多种基因至靶

细胞以及细胞转染方法简单等优点, 而成为一种病

毒载体无法比拟的、简单安全的基因传递和诱变

载体。在体细胞重编程期间PB转座子能够稳定整

合进入基因组, iPSCs生成后, 借助转基因两侧的末

端反向重复序列, 通过转座酶的重新表达能够将宿

主基因组中整合的转座子结构(包括重编程因子)删
除。与大多数其他的DNA转座子不同, PB转座子在

删除后不会留下“印记”突变。例如, Sleeping Beauty
转座子使用TA二核苷酸作为整合位点, 在删除后被
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改变成为TAG(T/A)CTA。然而, PB转座子使用的是

TTAA整合位点, 在删除后被修复成为原始序列。因

此, PB转座子/转座酶系统可以从宿主基因组中去除

转座子而不改变基因组的任何核苷酸序列。PB转
座子与Sleeping Beauty转座子、逆转录病毒之间的

异同点见表1[12]。借助PB转座子/转座酶系统, Yusa
等[13]生成了源自MEFs的无转基因iPSCs; Ye等[14]重

编程大鼠胚胎成纤维细胞(rat embryonic fibroblasts, 
REFs)成为iPSCs, 并成功去除了转座子携带基因。

1.2.1   PB载体的初始(1o)重编程系统      PB载体初

始(1o)重编程系统是利用Tet调控PB载体介导重编程

因子表达逆转化体细胞成为1opiggyBac-iPSCs(PB-
iPSCs)的系统。因此, 在质粒转染后, 通过添加强力

霉素(doxcycline, Dox)即可启动重编程因子的表达, 
实现体细胞的逆转化生成1oPB-iPSCs。1oPB-iPSCs
能够从Dox调节中退出, 并通过体内、体外分化或

制备嵌合体而生成用于二次(2o)重编程的体细胞, 这
些细胞具有转座子的“Primed”态, Dox的诱导能将其

重编程成为2oPB-iPSCs, 无需重新进行PB载体的转

染。利用PB体系无缝删除的特性, 通过转座酶的短

暂表达, 可将由2A序列连接的重编程因子从iPSCs

系中无痕去除。Woltjen等[15]详细描述了1oPB-iPSCs
分离、因子沉默和多能性报告基因活化、PB拷贝

数和位置图谱、iPSCs嵌合体的制备、2oMEFs的分

离以及通过简单添加Dox诱导2oMEFs重编程成为

iPSCs的过程。

Woltjen等[16]采用携带OSKM、tetO2四环素/Dox
诱导启动子、报告基因βgeo和内部核糖体进入位

点(internal ribosome entry site, IRES)序列的环状PB-
TET-mFx质粒DNA混合物结合PB转座酶表达质粒

转染rtTA-MEFs, 经Dox诱导重编程成为iPSCs。为

获得便于连续追踪的Dox-响应细胞, Kim等[17]生成

了PB-TAC转座子, 能够以Dox诱导的方式表达连接

有mCherry的Yamanaka因子。对于重编程的Dox诱
导调节, 靶细胞必需具有外源性rtTA反式激活因子

基因。为了克服这种特异性转基因背景的需要, 研
究人员现已开发出了包含完整Dox诱导系统的一体

化PB转座子载体。Woltjen等[15]利用携带OSKM和

OK+9MS盒的PB-TAC重编程载体逆转化MEFs成为

1oPB-iPSCs。与2o重编程系统相比, 利用1o重编程系

统生成iPSCs的方案可以更为灵活地选择所需遗传

背景的体细胞, 更为灵活地调整重编程因子的组合

表1   PB转座子与Sleeping Beauty转座子、逆转录病毒之间的比较

Table 1   Comparison of the characteristics among PB transposon, Sleeping Beauty transposon and retrovirus
指标

Criteria
PB转座子

PB transposon
Sleeping Beauty转座子

Sleeping Beauty transposon
逆转录病毒

Retrovirus

Vector/nucleic acids Nonviral/dsDNA Nonviral/dsDNA Viral/RNA

Cargo size Less cargo size limitation compared 
with Sleeping Beauty transposon; 
has integrated 100 Kb and a 
bacterial artificial chromosome 
(BAC)

Increased cargo size decreases 
efficiency; has integrated a BAC

<8 Kb

Maintenance Integration Integration Integration

Integration mechanism Cut-and-paste Cut-and-paste Reverse transcriptase and 
integrase dependent
(copy-and-paste)

Target site TTAA TA

Overproduction 
inhibition

Rarely reported Consistently reported

Notable mutated variants HyPBase; Exc+/Int– SB100X

Integration profile Bias towards transcription units Random Bias towards transcription 
units

Genotoxicity Insertional mutagenesis possible Insertional mutagenesis possible, 
although more random integration 
pattern

Insertional mutagenesis 
possible

Enhancer and/or 
promoter activity

Minimal Minimal Strong

Immune response +/– +/– +
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和浓度, 无需冗长的克隆特征鉴定以及动物育种等。

1 .2 .2    源自 1 oPB- iPSCs克隆的 2 o重编程系统     
Tsukiyama等[18]通过一次转染编码Tet-诱导多顺反

子重编程因子、早期转座子启动子及Oct3/4和Sox2
增强子(early transposon promoter and Oct3/4 and 
Sox2 enhancers, EOS)-EGFP报告基因、组成性激

活型巨细胞病毒早期增强子和鸡β肌动蛋白启动

子 (cytomegalovirus early enhancer/chicken β-actin 
promoter, CAG)-TagRFP报告基因和精子顶体酶

(acrosin, Acr)报告基因的多种PB质粒载体, 重编程

129和非肥胖糖尿病品系(non-obese diabetic, NOD)
小鼠来源MEFs成为iPSCs。制备的嵌合体中广泛

存在1oPB-iPSCs来源细胞, Acr-EGFP报告基因显示, 
可以分化成为精子, 从而建立了MEFs的2o重编程体

系。通过Dox诱导可以有效生成2o-iPSCs, 并研究了

大鼠iPSCs和小鼠–大鼠种间嵌合体中大鼠精子的生

成, 借助胞质内单精子显微注射成功获得了存活的

后代。因此, 采用1oPB-iPSCs制备嵌合体动物, 可以

建立一个独特的平台用于研究体内不同类型细胞的

重编程, 与依赖于常用转基因整合位点[例如I型胶

原蛋白α1(collagen type I alpha 1, CollA1)或位于小

鼠基因组第6号染色体上的ROSA26]的推断性基因

打靶系统不同, 通过随机整合PB载体的1o体细胞的

重编程充当了一个位点表型驱动选择性筛选, 具备

更高的精度和质量[16]。此外, 研究人员利用2oPB重
编程系统还揭示了骨形态发生蛋白信号在间质–上
皮转化(mesenchymal-epithelial transition, MET)中的

关键作用, 确定了重编程的起始、成熟和稳定阶段, 
发现了ESCs和分化细胞中选择性的剪接模式, 获得

了重编程时相变化的数据, 检测了中间细胞和完全

重编程细胞的转录组、蛋白质组、表观基因组和甲

基化谱等。此外, 来源于不同组织的2o体细胞有望

进行原位重编程(in situ reprogramming), 为再生医学

开创新思路。

1.2.3   利用PB转座子改变iPSCs的特性      (1)纠正

iPSCs中引发疾病的突变。从遗传学角度推测, 采用

自体iPSCs治疗遗传病时, 需要先纠正引起疾病的突

变。当前所采用的技术(例如同源重组)因效率低以

及在靶基因组中留下残余序列等问题而受到限制。

利用PB转座子系统有望达到这一目的。Yusa等[19]结

合锌指核酸酶和PB转座技术应用于人iPSCs, 获得

了α1-抗胰蛋白酶(α1-antitrypsin, A1AT)基因中点突

变(Glu342Lys)的双等位基因的纠正, 其基因打靶效

率显著升高, 恢复了A1AT的结构和功能, 而且PB转
座子能被切除, 防止了残留非人类序列在宿主基因

组中的污染。Xie等[20]采用CRISPR/Cas9基因编辑技

术结合PB转座子, 有效、无缝地纠正了β-地中海贫

血患者来源iPSCs中人血红蛋白β(human hemoglobin 
beta, HBB)的突变, 而且未留下任何外源性遗传“印
记”。经单层培养分化所得的有核红细胞中, HBB基
因的转录水平比亲代iPSCs来源红细胞增加了16倍, 
突变纠正的iPSCs恢复了HBB的表达。该方法还规

避了病毒载体引入相关插入性突变的可能性, 有效

避免对异体移植的免疫排斥问题, 为干细胞基因治

疗单基因遗传病的临床应用奠定了基础。

(2)改变iPSCs的多能性状态。不同于小鼠

iPSCs所处的“Naïve”态, 大多数家畜iPSCs被认为是

处于“Primed”态, 其生成嵌合体后代的能力非常小。

Kawaguchi等[21]借助PB载体, 通过Dox控制OSKM
的表达获得了iPSCs, 培养在添加有敲除血清替代

物(knockout™ serum replacement, KSR)、成纤维细

胞生长因子2(fibroblast growth factor 2, FGF2)和牛

白血病抑制因子(bovine leukemia inhibitory factor, 
bLIF)的培养液中的牛iPSCs呈扁平状, 类似于人

iPSCs, 呈“Primed”态。培养在KSR、bLIF、丝裂原

活化蛋白激酶激酶/细胞外信号调节激酶(mitogen-
activated protein kinase kinase/extracellular signal-
regulated kinases, MEK/ERK)抑制剂、糖原合成

酶激酶 -3(glycogen synthase kinase-3, GSK-3)抑制

剂和腺苷酸环化酶(adenylyl cyclase, AC)激活剂中

的牛iPSCs具有致密的形态, 类似于小鼠iPSCs, 呈
“Naïve”态。通过改变培养条件, 这两种类型的牛

iPSCs之间能够轻易地转换, 具有“Naïve”态的牛

iPSCs可用于嵌合体的形成。此外, 无外源性遗传

物质整合iPSCs的特征是否等同于ESCs仍然存在

疑问。Salewski等[22]通过比较PB转座子介导生成

iPSCs来源神经干细胞(neural stem cells, NSCs)与
ESCs来源NSCs的特点, 发现前者的多能性和非外

胚层细胞系基因的表达水平显著升高, 表明ESCs和
iPSCs在获得限定性NSCs命运的能力上具有本质的

区别。通过Delta样配体4诱导Notch信号通路, 可以

缩小这一差别, 改善NSCs的形成和质量, 增加它们

的临床相关性和转化潜力。

因此, PB转座子/转座酶系统的独特优势包括
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有效的基因组整合、无限制的载荷能力、稳健的基

因表达和无缝外源基因删除等, 体现了其在干细胞

技术应用上的重要性。但是, PB载体系统仍面临一

些问题。例如, 有报道称, 当采用PB载体系统进行

人胚肾293细胞(human embryonic kidney-293 cells, 
HEK-293细胞)的基因修饰时, 有相对较高比例的质

粒骨架DNA发生整合[23]。这种外源性遗传物质在宿

主细胞基因组中的残留存在安全隐患, 利用标记物

[例如绿色荧光蛋白(green fluorescent protein, GFP)]
的表达识别已经发生质粒骨架DNA整合的细胞, 经
流式细胞术分选清除这类细胞, 有望消除其潜在的

安全隐患。此外, PB载体系统的高度特异性和选择

性有待进一步证明, 其介导重编程因子表达的效率

有待进一步提高[12]。

2   非整合基因表达载体
2.1   oriP/EBNA1附加型载体

相对于长期的异源基因表达, 基于BK病毒、牛

乳头瘤病毒-1、猿猴病毒40(simian virus 40, SV40)
或Epstein-Barr病毒(Epstein-Barr virus, EBV)成分和

支架/基质附着区(scaffold/matrix attachment region, 
S/MAR)元件而建立的附加型载体是外源基因短暂

转染和表达的良好选择。其中, 基于EBV成分的

oriP/EBNA1附加型载体已被广泛用于iPSCs的生

成, 该附加体携带复制起始点(origin of replication, 
oriP)和顺式作用EBV核抗原1(EBV nuclear antigen 
1, EBNA1)元件。其中, orip由重复序列家族(family 
of repeats, FR)和二重对称(dyad symmetry, DS)元件

构成, DS区域通过EBNA1蛋白的螺旋–转角–螺旋结

构域与之发生结合。oriP/EBNA1附加型载体具有

以下优势: (1)结合到oriP上的EBNA1能够拴住附加

体DNA并移至细胞染色体, 通过贴附在宿主染色质

上而与宿主基因组进行同步复制; (2)通过介导高效

的细胞核输入和载体DNA停留, 仅需单次转染即可

获取iPSCs; (3)每个细胞周期复制1次, 常以较低拷贝

数存在, 降低了DNA重排和基因组整合的概率; (4)
由于质粒稀释、病毒启动子驱动EBNA1表达的沉

默、附加体状态的遗传不稳定性、载体合成和分割

缺陷等原因, 无需药物筛选, 每个细胞分裂周期中就

有2%~8%的附加型质粒发生丢失, 2~3个月后, 细胞

中附加型载体即被删除; (5)操作简单, 无需病毒包

装, 适用细胞类型广泛。因此, oriP/EBNA1附加型质

粒是传递重编程因子生成无外源性遗传物质整合的

iPSCs的极好载体。

为提高oriP/EBNA1附加型载体介导重编程因

子表达生成iPSCs的效率, 近年来也对该载体系统进

行了改良, 呈现出载体大小减小、数量增加、2A裂

解肽代替IRES元件、重编程因子改变(例如L-Myc
替代c-Myc)、启动子替换[例如CAGGS启动子代

替延伸因子1α启动子(elongation factor 1α promoter, 
EF1α)]和添加小分子物质等的变化趋势; 同时, 重
编程的细胞也由侵入性采集细胞(例如成纤维细胞、

外周血细胞)向非侵入性采集细胞(如毛囊角化细

胞、尿路上皮细胞)方向发展, 以提高该方法的应用

便利性。

2.1.1   成纤维细胞      皮肤成纤维细胞是生成iPSCs
最常用的细胞类型。Yu等[24]采用oriP/EBNA1附加

型载体介导OSKM、Nanog、Lin28和猿猴病毒40大
T抗原(simian virus 40 large T-antigen, SV40LT)的表

达, 将人包皮成纤维细胞重编程为无载体和转基因

序列整合的iPSCs, 表明重编程体细胞无需外源性重

编程因子的连续存在和表达。Okita等[25]以pCXLE
或pCEP4为附加型载体, 将三个人真皮成纤维细胞

系和两个牙髓细胞系的细胞逆转化成为iPSCs即
“pla-iPSCs”, 第11~20代的7个iPSCs克隆中有5个克

隆没有EBNA1 DNA, 另外两个克隆分别包含约0.001
个拷贝和2个拷贝, 表明附加型载体在大多数pla-
iPSCs克隆中会自发丢失。iPSCs的理想状态除了

无外源性遗传物质整合外, 采用无饲养层、培养液

成份明确的体系进行体外培养也能提高其应用安

全性, 小分子物质的添加将极大地改善oriP/EBNA1
附加型载体介导的重编程过程。Yu等[26]将附加型

载体转染人成纤维细胞来源的iPSCs培养在化学成

分明确的人ESC培养液mTeSR1中, 能够维持其多能

性特征 , PD0325901、CHIR99021、A-83-01、HA-
100和人白血病抑制因子(leukemia inhibitory factor, 
LIF)的添加极大地提高了iPSCs的生成效率。Matz
等[27]采用三种oriP/EBNA1附加型载体介导转录因

子OSKM、Nanog和Lin28的表达, 结合PD0325901、
SB431245和CHIR99021的处理, 重编程人胎儿包皮

成纤维细胞成为iPSCs系epiHFF1-B1。Son等[28]利

用编码OSKM、Lin28和 shRNA p53的oriP/EBNA1
附加型载体, 转染源自自体免疫疾病(autoimmune 
disease, AID)患者的真皮成纤维细胞获得了iPSCs, 
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添加1 mmol/L烟酰胺能够显著增强其重编程效率。

2.1.2   血细胞      与同龄成纤维细胞相比, 脐带血细

胞和外周血单核细胞(mononuclear cells, MNCs)因具

有容易分离、低外科侵入性、便于冻存建库、体外

扩增所需培养时间少、基因突变少、更容易被逆转

化和减缓所得iPSCs分化能力降低等优点, 成为生成

iPSCs的优秀细胞资源。oriP/EBNA1附加型载体也可

用于外周血MNCs的重编程, Dowey等[29]采用密度梯

度离心法获取源自成年外周血和脐带血中的MNCs, 
借助编码OSKM和Lin28的附加型质粒pEB-C5转染

MNCs, 2×106个脐带血MNCs中形成了200~800个
TRA-1-60+类iPSCs克隆, 成年外周血MNCs重编程

的效率低于脐带血MNCs约50倍。Okita等[30]将外周

血经密度梯度离心分离得到MNCs, 1×106个MNCs
分别在T细胞刺激培养液和非T细胞培养液重编程

体系中形成的iPSCs克隆数为42.2±8.4个和2.5±1.0
个。通过再转染一个额外的质粒pCXWB-EBNA1
来表达EBNA1, 能够极大地增加iPSCs诱导的效率。

Meraviglia等[31]采用四个附加型载体将源自冷冻血

沉棕黄色层的人外周血MNCs重编程成为iPSCs。未

经密度梯度离心收集的冷冻血沉棕黄色层代表了大

规模生物样品库中贮存的常见血液样品, 因此, 很容

易从资源库中获得, 从而无需进一步的样品采集。

CD34+细胞是表达CD34分子(造血干/祖细胞的

表面标志分子)的细胞, 因拥有容易鉴定、易于重编

程和基因重排特征少等优势而成为理想的供体细

胞。然而, CD34+细胞的数量少于外周血MNCs群体

数量的0.1%。为此, Loh等[32]通过给供体注射粒细胞

集落刺激因子(granulocyte-colony stimulating factor, 
G-CSF)来扩增外周循环血液中CD34+细胞的数量, 
并最终生成iPSCs。Mack等[33]体外培养外周血和脐

带血6 d后获得48%±19%的CD34+细胞, 纯化CD34+

细胞的iPSCs生成效率是外周血MNCs的2~8倍。这

可能与后者群体中含有大量淋巴细胞有关, 淋巴细

胞因倾向于固有的DNA重排而更难进行重编程。

Epstein Barr病毒永生化B淋巴母细胞系(epstein-
Barr virus immortalized lymphoblastoid B-cell lines, 
LCLs)是体外获得无限量B淋巴细胞的有效手段[34]。

Rajesh等[35]发现, oriP/EBNA1附加型载体介导LCLs
来源iPSCs的生成效率高于病毒载体介导小鼠B淋巴

细胞的平均效率。LCLs来源的iPSCs能够分化成为

造血、心脏、肝脏和神经细胞样细胞系[35]。

此外, 不同来源CD34+细胞在重编程成为iPSCs
的效率方面存在差异。Chou等[36]采用pCEP4附加型

载体介导体细胞逆转化的结果表明, 源自新生脐带

血、成年外周血和成年骨髓的CD34+细胞重编程成

为iPSCs的效率高于成纤维细胞, 成年CD34+细胞的

重编程效率低于脐带血CD34+细胞约50倍。大多数

CD34+来源iPSCs在传至第10~12代时oriP/EBNA1附
加型载体DNA能够自发逐渐丢失, 究其原因可能与

iPSCs中DNA甲基化和其他表观遗传调节机制不同

于体细胞、导致EBNA1基因的表达沉默和/或oriP 
DNA功能丢失有关。

2.1.3   单能干细胞      重编程的所需时间和转录因

子与体细胞的类型和状态密切相关, 体细胞重编程

的容易程度依赖于其转录谱与ESCs的相似性, 因此, 
单能干细胞比完全分化的体细胞似乎更容易被重编

程。小鼠NSCs高表达内源性多能基因(例如Sox2和
c-Myc)以及一些中间的重编程标志物, 因此, 仅需一

个(Oct4)或两个因子(Oct4和Klf4)即可将其重编程。

Marchetto等[37]采用电穿孔的方法转染pCEP-Oct4和
pCEP-Nanog重编程人胎儿NSCs, iPSCs的生成效率

为0.1%~1.0%, 高于逆转录病毒介导成纤维细胞重

编程的效率, NSCs中c-Myc和Sox2的高水平表达有

利于其被逆转化, PCR DNA指纹识别证明, iPSCs来
源于NSCs。只转染Oct4单独一个转录因子也能够

重编程人NSCs成为iPSCs, 表明Oct4可能是细胞重

编程的上游因子, Nanog也许与稳定多能性的功能相

关, 而不是多能性阶段所必需的因子。

羊水干细胞(amniotic fluid stem cells, AFSCs)可
从孕中期的羊膜穿刺样品中轻易获得和快速分离。

AFSCs为胎儿间充质干细胞(mesenchymal stem cells, 
MSCs)的代表, 接近多能性, 具有高度的增殖潜能。

但是, AFSCs增殖和分化能力会随着培养时间的延

长而降低, 多次传代后其特异性CpG位点中可能出

现异常的DNA甲基化模式, 亲本等位基因可能表现

出特异性印记的丢失[38], 而这些印记的丢失与大量

人类肿瘤的发生相关。此外, iPSCs的分化偏向于其

来源组织, AFSCs的表观谱比完全分化细胞更为开

放和易于重塑, 源自AFSCs的iPSCs有望降低iPSCs
的分化偏向, AFSCs也比成年体细胞更能快速、有

效地被重编程成为iPSCs。Slamecka等[39]报道了

采用pEP4 E02S EN2K(Oct4+Sox2、Nanog+Klf4)、
pEP4 E02S ET2K(Oct4+Sox2、SV40LT+Klf4)和
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pCEP4-M2L(c-Myc+Lin28)载体重编程AFSCs成为

iPSCs的体系, 该体系采用E8多能干细胞支持培养

液, 化学成分明确, 无需血清和饲养层的参与, 进一

步提高了iPSCs的应用安全性。鉴于iPSCs技术的未

来临床应用转化, 非整合重编程和化学限定性培养

体系更容易被人们所接受。

2.1.4   非侵入性来源细胞      (1)角化细胞。角化细

胞是角蛋白丰富的上皮细胞, 除存在于皮肤、指甲

外, 还存在于毛囊的外根鞘中, 可通过采集毛发毛囊

而获取。Aasen等[40]采用携带OSKM因子的逆转录

病毒载体转染毛囊角化细胞, 其iPSCs的生成效率比

成纤维细胞高100倍, 且转染后10 d即可出现iPSCs克
隆, 而成纤维细胞需要3~4周的时间。这可能与角化

细胞在细胞之间形态紧密和高水平钙黏蛋白表达等

方面表现出与多能细胞相似的特征有关, 而且, 两者

均为上皮细胞, 可能具有相似的表观状态, 无需经历

成纤维细胞重编程的必要条件—MET。Piao等[41]

采用携带OSK、L-Myc、Lin28和p53 shRNA的附加

型载体转染表皮角化细胞, 获得了大约0.14%的重编

程效率, 所得人iPSCs表现出无附加型载体的整合; 
Hung等[42]提供了该方法的详细方案。

(2)脐静脉内皮细胞。人和动物分娩后, 从胎盘

的脐静脉中可以分离得到内皮细胞。Matz和Adjaye[43]

通过核转染 pEP4EO2SEN2K、pEP4EO2SET2K和

pCEP4-M2L附加型质粒 , 介导OSKM、Nanog和
Lin28的表达, 结合三种小分子物质即PD0325901、
SB431245和CHIR99021的处理 , 重编程人脐静脉

内皮细胞 (human umbilical vein endothelial cells, 
HUVECs), 建立了iPSCs系epiHUVEC。 第12代后 , 
PCR结果显示, epiHUVEC完全丢失了附加型载体, 
具有正常核型。系统树图表明, epiHUVEC的转录谱

和人ESC系H1相似, 皮尔逊相关系数为0.899。
(3)尿路上皮细胞。从尿液中可完全无侵入

性地分离到脱落的肾上皮细胞, 以逆转录病毒为

载体, 成功获得了高达4%的iPSCs克隆形成率[44]。

Drozd等[45]采用5个oriP/EBNA1附加型载体转染

尿路上皮细胞14 d后形成iPSCs克隆, 而成纤维细

胞需要约21 d, 且其重编程效率(约1.5%)显著高于

BJ新生成纤维细胞(0.011%)。Sauer等[46]通过oriP/
EBNA1附加型载体介导OSKM的表达建立了人尿路

上皮细胞来源的iPSCs系, 并能分化生成肝细胞样细

胞(hepatocyte-like cells, iHeps), iHeps的microRNA谱

与人原代肝细胞大部分相似, 可嵌合进入Scid鼠的

肝脏。因此, 尿路上皮细胞也是生成无外源性遗传

物质整合iPSCs的一种容易获得的细胞资源。

2.2   微环DNA载体

微环是环状非病毒超螺旋DNA分子, 源自一个

亲本质粒, 该质粒通过转化细菌, 例如已被特异性

工程化的ZYCY10P3S2T E. coli株, 在L-阿拉伯糖诱

导下能够表达ΦC31整合酶和Sce I核酸内切酶, 通过

ΦC31整合酶介导的分子内(cis-)重组作用, 形成微环

DNA载体(例如真核表达盒、报告基因、自我剪切

肽2A序列、启动子和SV40 polyA)。包含细菌质粒

骨架元件的亲本质粒剩余物则被Sce I内源性核苷酸

裂解和降解成线性化, 因此, 通过普通的质粒纯化程

序即可分离到微环DNA。通过编码ΦC31整合酶的

多重复制, 可以提高微环DNA的产量和纯度。微环

DNA载体拥有比普通质粒更高的转染效率, 能够更

少地活化外源性沉默机制, 转基因稳定表达的持续

时间显著增长; 而且, 该载体不会整合进入宿主基因

组或发生分裂, 随着细胞的分裂增殖而被稀释, 最后

从细胞内完全消失。因此, 微环介导转基因仅需要

一个简单的载体, 无需后续的药物筛选或载体删除

过程, 有望成为一个简单、高效和安全的重编程方

法用于无外源性遗传物质整合iPSCs的生成。此外, 
微环DNA的应用已经得到了美国食品药品监督管

理局的批准, 为其在医学、生物学和农业的推广应

用奠定了基础。

Jia等[47]和Narsinh等[48]通过构建微环DNA载体, 
三次转染人脂肪干细胞, 借助Oct4、Sox2、Nanog
和Lin28的过表达, 约4周内生成hiPSCs克隆。经过

连续培养和传代, 微环DNA载体逐渐丢失, 在亚克

隆基因组中未检测到微环转基因的整合。这种无遗

传修饰病毒序列、细菌质粒骨架元件和原癌基因

(例如c-Myc)参与的重编程途径, 有效缓解了其潜在

的安全隐患。Yu等[49]通过构建包含POU结构域5类
转录因子1(POU domainclass 5 transcription factor 1, 
Pou5f1)、Sox2、Lin28、Nanog和GFP报告基因的微

环DNA载体, 比较了四种试剂转染鸡胚成纤维细胞

(chicken embryonic fibroblast cells, CEFs)的效率。结

果表明, Lipofectamine和PureFection比GeneJammer
和Xfect更适合微环DNA载体介导CEFs的重编程。

第47代的鸡iPSCs移植进入X阶段胚胎的胚盘下腔, 
成功整合进入了三个胚层的组织和性腺。但是, 相
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对于慢病毒载体而言, 微环DNA载体重编程体细胞

的效率仍然维持在较低的水平(约0.005%)[48]。通过

添加小分子物质或调控Wnt信号通路等有望进一步

提升其重编程的效率。但是, 微环DNA载体的制备

较为复杂, 需要大量初始细胞、荧光活化细胞分选

步骤和多重微环转染。

3   结语与展望
针对病毒载体整合进入iPSCs基因组产生的致

瘤性潜在风险, 采用整合后可删除的基因表达载体

(Cre/loxP重组系统、piggyBac转座子/转座酶系统)
和非整合基因表达载体(oriP/EBNA1附加型载体、

微环DNA载体)介导重编程因子表达, 可以逆转化体

细胞或单能干细胞成为无外源性遗传物质整合的

iPSCs(图1)。但是, 目前采用这些载体介导iPSCs的
生成还存在效率较低、部分载体经切除后仍有成

分残留、存在对受体细胞基因组整合的可能性和

iPSCs中残余或整合外源基因检测方法需更为精准

等问题, 这些问题有待进一步解决, 以提高其生成效

率和质量, 从而为医学、生物学和农学等领域提供

更为安全的iPSCs资源。
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