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摘 要 根据治疗性克隆假设，可以通过体细胞核移植技术获得与病人具同样基因型的细胞

或组织，这样起源的细胞或组织植回病人将不会引起免疫排斥反应。 本研究将 5 岁、42 岁、52 岁和

60 岁 4 个不同年龄的人体细胞核植入去核的兔卵母细胞中重新启动，发育至囊胚，并分离人胚胎

千细胞。 研究结果提示，年龄不影响体细胞被重新启动的效率。 经过核型分析，同源染色体分析，

原位杂交 ， PCR 和免疫组化染色等多种鉴定， ntES 细胞具有人染色体。 ntES 细胞可以长期增殖并

保持不分化状态，也可以形成类胚体并分化出包括神经和肌肉在内的多种细胞类型。 由类胚体诱

导生成的混合细胞群体表达所有三个胚层(外、中、 内胚层)细胞类型标记，说明 ntES 细胞具有分化

成所有三个胚层的潜力 。 因此，从人体细胞核获得的 ntES 细胞与普通人胚胎千细胞一样具有向多

种细胞类型分化的能力 。
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动物实验证实，通过核移植与胚胎干细胞技术

的结合 ， 可以从体细胞获取胚胎干细胞[14] ，而且

这种胚胎干细胞也具有发育全能性[4] 。 根据同样

原理，人的体细胞也可以被重新启动以获得胚胎干

细胞(核移植-胚胎干细胞， nuclear transfer embry

onic stem cells , ntES 细胞 ) [ 5 - 7 ] 。 这样起源的 ntES

细胞植回病人应该不会引起免疫排斥 。 该方法理论

上确立，但可行性还有待验证。 虽然在较低等物种

可以用体细胞核移植方法产生 ntES 细胞，同样方法

在灵长类是否可行尚是个未知数，尤其最近报道猴

体细胞核移植会引起很高比例的染色体不稳定，导

致胚胎发育中止[8] 。 再者，治疗性克隆的可能服务

对象大多会是老年人，高龄是否会影响体细胞被重

新编程的效率? 从人体细胞重编程胚胎中是否可能

获得干细胞?这样起源的胚胎干细胞是否有潜力分

化成病人所需要的细胞类型?

控制哺乳类胚胎早期发育的机制也许相对保

守。 牛卵母细胞胞质可以使牛、猪、猴、大鼠[9 ] 和人

类[6]的体细胞重编程。 此外，兔卵母细胞胞质可以
使同种桑榷胚[ 10 ] 和体细胞[ 11 ] 的核重新启动，并完

成全程发育。 在种间核移植试验中 ，兔卵母细胞可

以重新启动大熊猫的体细胞，并发育到囊胚阶

段[ 12 ] 。 在本研究中，我们利用兔卵母细胞来重新启

动人体细胞核并获取 ntES 细胞，结果表明 ntES 细

胞具有与普通人胚胎干细胞(human embryonic stem 

cells , hES 细胞)相同的特性和表型，并保持了正常

核型和多系分化的能力。
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材料和方法

兔卵母细胞和人成纤维细胞

给兔注射人绒毛膜促性腺激素(H∞)后 14 . 5 小时，从

输卵管中分离出卵丘-卵母细胞复合体，用含透明质酸酶的

M2培养液室温消化 3 - 5 分钟，用毛细玻璃管轻轻吹几次，

脱掉颗粒细胞。 然后在 7 滴 100 川商的归中，连续洗去兔

卵母细胞上的透明质酸酶。 人成纤维细胞培养在 37'C ，培

养液为 DMEM， 15% FBS ， 50U/rnl 青/链霉素。 在核移植

前，用 0 . 05% 膜酶将成纤维细胞消化成单细胞，用上述

DMEM培养液重悬。

显微操作

将兔卵母细胞置入含 7.5μg/rnl 细胞松弛素 B 和

Hoechast 33342(5μg/rnl) ， 5% C马，孵育 10 分钟。用 10 -

15μm外径的针取出第一极体和 M期的染色体。 在紫外光

下，验证取出的染色体[ 10 ) 。 用同一根针将一个成纤维细胞

(核供体)插入去核的卵母细胞的卵周隙内。 针沿着去核时

在透明带上留下的孔进入。 所有的操作在室温下进行。

电融合和 nt-单元的培养

将人成纤维细胞/兔卵母细胞复合体在电融合液里 ( 0 . 3

mollL葡萄糖/0. 1 mmollL MgCV O. 05 mmollL Cach)平衡

5 一 10 分钟。 然后放在两个电极中间 (0 . 5 mm) ，上面覆盖电

融合液。 将复合体的两细胞接触面调到与电极平行。 电击

使细胞融合(电击参数为 2.4 kv/crn ， 60 间 ， 3 次直流电，间隔

1 秒) 。 电融合后所形成的细胞体(包括去核兔卵母细胞与

人成纤维细胞的全部内涵)称为核移植单元 ( nt-单元) 。 将

nt单元在 3 - 4 滴 m 培养液中洗涤(即MI 1640IDMEM 

1: 1)，然后，在含 15% FBS 的 RD培养液中置 38'C ， 5%α马

环境中培养。 每日观察胚胎发育，连续 5 一 7 天。

ntF.S细胞的培养

囊胚的内细胞团细胞用机械方法取出，置于丝裂霉素 C

预处理或照射 55Gy 的饲养层细胞上(胎鼠 13 . 5 天) [ 13 ) 。 培

养液为 80% DMEM , 20% FBS ， lmmollL谷氨酸胶 ， 0 . 1

mmollL 2-疏基乙醇， 1%非必需氨基酸， 50U/rnl 青/链霉素。

培养环境为 37'C ， 5%α注 。 在早期实验中，培养液中加入

10 ng/rnl LIF。 后来， 我们证明 ntES 细胞生长不依赖于

LIF。 培养液中就不再人为加入 LIF。 有些 ntES 细胞株，可

以培养在 80% Kn∞kout DMEM , 20 % SR , 4 ng/rnl bFGF , 

50U/rnl青/链霉素[ 13 - 15 ) ， n也S也可以用培养人生殖(EG)细

胞的培养液培养[ 16) 。 在内细胞团种上几天后，细胞集落出

现，边界清楚，大部分是未分化细胞。 ntES 细胞的传代方式

可以是机械方法，也可以是酶消化(胶原酶 IV ， l mg/rnl 溶于

DMEM, 37'C , 3 - 5 分钟) ， 或两种方法结合使用[ 1 3 - 15 ) 。

ntES细胞可以在不同代数被冷冻保存和复苏。

免瘟组化

单克隆鼠抗人神经丝蛋白 ( neurofilm四-H)和单克隆鼠

抗 n回m购自 Chemicon公司。单克隆鼠抗人平滑肌肌动蛋

自(α.-sm∞th muscle actin) , MyoD1 和兔抗人肌红蛋白 (myo

globin) ，兔抗人第 8 因子( von Willebrand F actor) ，兔抗人叫

antitrypsin 和神经元特异性烯醇化酶(neuron specific enolase) 

购自 Dako公司 。 兔抗 Tie-2 和 a-fetoprotein 抗体购自臼nta

Cruz生物技术公司 。 血管内皮生长因子第 2 受体 (VEGF

receptor-2 )和ß-tublin 单克隆抗体购自 Sigma公司 。 SSEA-1 ，

岱EP吟 ， SSEA-4 ， TRA- 1-10 和 TRA-1-85 单克隆抗体购自

Developmental Hybridoma Ba尬。 上述所有抗体的抗原特异

性均行成立。 此外，在每次实验中都设有阴性和阳性对照来

进一步证实每次反应的特异性。 生物索和 FITC标记的二

抗购自 Jackson 公司 。 间接免疫组化采用了 Vector 公司的

ABC系统和 DAB作为底物。 在苏木精蓝色背景上阳性结果

为棕色。 碱性磷酸酶活性用 BCIP斤'ffiT 底物来显示。 细胞

中含有的脂肪滴用下列方法检测:将细胞用 4 %多聚甲醒固

定 1 小时，用 70%酒精冲洗，用 2%汹红 O孵育 5 分钟，再用

70%酒精冲洗。

微卫星遗传标志鉴定

用标准方法[ 17 )分别从 1 X 105 个成纤维细胞和分化的

n也S细胞中用 PCR 方法扩增基因组上的 14 个微卫星遗传

标志(见图 9 图版说明)。 扩增产物用 ABI 3100 Genetic 

Analyzer电泳分析结果。

A1u 探针原位杂交

用机械的方法，将培养中部分分化的 ntES细胞克隆挑

出 。 克隆用 4%多聚甲自主固定，然后石蜡包埋。 新鲜取材的

兔和小鼠卵巢用同样的方法固定，包埋。 包埋后的组织以 5

μm切片，参照文献[ 18 ， 19 ) 中的方法进行 DNA 原位杂交。 组

织切片用 10μg/rnl 蛋白酶 K 在 37'C温箱中消化 15 分钟。

探针杂交液制备如下:10μ50 X Denhardt' s 溶液，50μ50%

的硫酸葡聚糖 ， 100μ120 X SS(二 ， 地高辛标记的Alu探针(500

ng/50μ1)，加水至总体积 250μ1，再加入 250μl 甲酷胶。 在

每个待检组织切片上滴加 20 - 50μl 探针杂交液， 85'C变性

10 分钟，立即置冰上 5 分钟， 42'C杂交 3 小时;然后分别用 2

x SS(二 ， 0. 1 x SSC，马来酸缓充液(0.1 mollL马来酸， 0.15 

mollL NaCI , pH 7 . 5)和含 0 . 5% 阻断剂(R∞he)的马来酸缓

充液进行洗涤;加入碱性磷酸酶标记的抗地高辛抗体孵育 ，

然后用 NBTIBCIP 显色。

兔线粒体 DNA 的荧光杂交

为了标记兔线粒体 DNA探针，在比较了人和兔线粒体

基因序列后，设计了 3 对引物，可以拉出总长为 11713bp 的

兔线粒体特异的 DNA片段。 在凝胶回收后，用缺口平移法

标记 dUTP 地高辛，标记后的探针用乙醇沉淀，溶解到杂交

液中 ( 50% 甲散胶，2 X S"汇， 50 mmollL PBS,pH 7 . 0 ， 10% 硫

酸葡聚糖) 。 用石蜡包埋核移植囊胚，兔孤雌囊胚和人成纤

维细胞 ，切成 4 问厚样品片贴在硅炕(APES)处理的载玻片

上。 同时，人或兔的成纤维细胞被培养在载玻片上 ，用 4%

多聚甲醒固定。 原位杂交过程如引文所述[20) 。 固定在载玻

片上的成纤维细胞在酸性环境下(pH 2.0)用 0.1% 胃蛋白

酶(Sigma)37'C消化 2 分钟。 对于石蜡切片，载玻片先在 0 . 2
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N盐酸中室温孵育 10 分钟后，再用 0.1% 胃蛋白酶(pH 2. 0) 

37'C消化 7 分钟。 样品经后固定并脱水干燥，加上 6 ng/jμ 

兔线粒体 DNA探针棍合液。 探针和样品于 82'C共变性 3

分钟后，在 37'C过夜杂交。 洗涤后，先后与小鼠抗地高辛抗

体 (R∞he) 和 Cy3 标记的驴抗小鼠 IgG抗体 Oackson

Immunoresearch)反应 ，显示信号。 必要时用 DAPI 染色显示

细胞核。

PCR 

挑取 1-3 个 ntES 细胞克隆，先用 0.25% 膜酶IEffiA

( Gffi∞)在 37'C消化 30 分钟。 再用 300 U/ml 透明质酸酶

37'C消化 30 分钟，最后在 400 周Iml 蛋白酶 KIO.05% SDS 

溶液中置 50'C消化 4 小时， 7000 rpm 离心备用。 人外周血

或小鼠成纤维细胞中提取基因组 DNA 的方法如前所述( 17 ) 。

PCR所用引物如下:

人第 7 号染色体 aphoid 序列引物(2 1 ) : 

5' CAAGAAGGCTτ'CAAAGCACC3 ' , 

5' -Tτ'CAτ寸GGAATCGCGAATAC-3 ' ; 

人角蛋白-9 基因引物 (Gi : 27484014): 
5'GTTTTAGTGCCAGTAGT丁丁A3，

5'GTCCTTGAGATCATCAATAG3' ; 

小鼠 G3PDH基因引物(Gi : 10048294) : 
5'Aτ寸CCTTGCCAAGAGGTGAIα' ，

5' CAGCAAGGCAAGGTAGTGTG3' ; 

兔乳糖酸蛋白基因引物(Gi : 23957097): 
5' GGTTCCTTTGCAGGCACTTτ'3' 

5'α::;GCTCCCATCCTτ'CTCACT3' . 

PCR反应条件如下: 94'C预变性 4 分钟;然后 94'C 40 
秒， 57'C 30 秒， 72'C 30 秒循环，共 40 个周期;最后 72'C 10 
分钟。

结果

用兔卵母细胞质对人体细胞核进行重编程

成纤维细胞取自手术中丢弃的皮肤组织，分别

来自 5 岁 、42 岁和 52 岁的男性和 60 岁女性。 细胞

分离，用含 15% FBS 的 DMEM及抗生素培养。 第

7-20 代细胞用作核供体。 新西兰大白兔的卵母细

胞按照前述方法去核和融合， nt-单元在 38'C， 5%

α马，含 15% FBS 的 RD培养液中培养直至囊胚阶

段。 图 1A 和 1B 显示 nt-单元发育到桑梅胚。 此后

桑榷胚外层细胞变扁平，囊腔出现(图 1C) 。 继续培

养后，囊胚腔扩张，内细胞团变得更加明显。 在 5-

7 天内，一部分囊胚孵化出来。 图 1D显示一个囊胚

带着内细胞团突破透明带。 用Alu 和兔子线粒体

DNA 的特异探针对 nt-囊胚做双杂交鉴定。结果表

明 nt-囊胚包括灵长类基因组和兔的线粒体 DNA

(图 2) 。 因此证明 nt-囊胚起源于被兔卵母细胞重

编程的人体细胞，而不是起源于自然交配或孤雌激

活后形成的胚胎。 因为在后一种情况下，细胞核和

线粒体都应属于同一种系 。 人体细胞 nt-单元可以

发育到囊胚这一事实说明兔卵母细胞是可以重新启

动人体细胞核的。

为了验证年龄是否会影响人体细胞被重新编程

的效率，我们用同样的电融合参数和培养条件对 4

个不同年龄(5 、 42 、 52 和 60 岁)的成纤维细胞进行

重编程实验。 记录和分析从每一组可获得的融合单

元，2-4 细胞胚胎，桑棍胚和囊胚的数目 。 分析结

果表明，体细胞核供体的年龄可能会影响胚胎某一

阶段的发育，例如在发育早期 5 岁组只有 21. 7% 的

融合单元发育到 2-4 细胞阶段，而 60 岁组有

53.4%的细胞进入 2-4 细胞阶段。 但在后期 5 岁

组从 2-4 细胞阶段进入囊胚的百分比明显高于其

他组(53.8% P<O . 01) 。 但从整体看，各年龄组从

融合单元所得到的囊胚的比例并无显著差异(5 、42 、

52 、 60岁组分别为11.7% ， 10 .4% ， 12 . 7%和13.5% , 

P>0.05 ，表 1) 。 根据这一结果来判断，体细胞核被

重新启动的效率大体上不受年龄的影响。 在其他哺

乳类物种，如小鼠和牛的成年体细胞核也可以被成

功地重编程，这和人体细胞核重编程的结果相
似[22 . 23 ) 。

表 1 不同年龄供体的体细胞形成囊胚效率的比较

年龄 4 晶二份 2 - 4 细胞阶段 囊胚数
(岁) ll[-平.Jl.I (% nt-单元) " (% nt-单元)

5240 52(21.7) 28(11 .7) 
42 221 87(39 .4) 23 (10.4) 
52 300 111(37.0) 38(12 .7) 
6o 133 71(53 .4) 18(13 .5) 

椅 融合后 0 . 5 小时倒置显微镜判断。
•• 5 岁组与 42、 52 和 60 岁组相比有显著差异，
60 岁组与 42、52 和 5 岁组相比有显著差异。

纺锤体与核型分析

我们用 propidium iodide 和抗 βtublin 特异性抗

体(24 )对 nt-单元在进行第一次有丝分裂时所形成的

纺锤体进行分析，如图 1E-G所示， nt-单元具有正

常纺锤体。 此外体细胞核重编程后，我们经常观察

到高比例的胞浆分裂和不完全分离现象(图 1H) 。

对这样的 nt-单元进行染色体分析，它们大多数含有

单个未激活的核，提示大多数 nt-单元的不正常分裂

是由于体细胞核没有被激活所造成的。

我们又进一步对 174 个 nt-单元(从 2 细胞阶段

到囊胚阶段)进行了核型分析，共得到 9 个含有 46

条染色体的中期分裂相。 光镜检查认定是人的染色
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图 1 时，单元的旱期发育
(A - D)用 42 岁个体的成纤维细胞重编程后形成的

nt-单元。 (A)激活后 22- 24 小时， 4-细胞阶段; ( B) 激活
后 48-72 小时，桑榷胚阶段 ; (C) 激活后 5 - 6 天 ，早期囊
胚阶段 ; (D)激活后 5 - 7 天，孵化囊胚阶段。 箭头指向透
明带上的缺口 。 (E - G) 一个 nt-单元(激活后 6 小时)在
第一次有丝分裂中处于 M 期，有正常的纺锤体结构。
(E) 纺锤体被日-tubl in 抗体染成绿色 ， ( F) 染色体被 pro
pidiurn iodide 染成红色， (G) 为图 E 和图 F 的重叠图。 ( H)
nt-单元包含着一个未被激活的体细胞核(标尺 = 20μm) 。

。

图 2 (A-H)原位杂交实验说明 Alu 探针可特异地检出
灵长类细胞核
将培养的 (A)人， (B) 猴(狲猴) ， (C) 兔和 (D) 鼠

成纤维细胞以及 (E) 成人肝组织， (F) 羊肝组织 ， (G)兔
卵巢和 (H) 小鼠卵巢的石蜡切片和 Alu 探针杂交(详述
见材料与方法) ，只有人和猴细胞核显示阳性信号。 ( I-P ) 
原位杂交结果证明兔线粒体 DNA 探针的种属特异性。
将(1， M) 兔，(]， N) 人成纤维细胞或 (K ， O) 人兔?昆合
细胞与兔线粒体 DNA探针杂交后，只有兔成纤维细胞显
示了阳性信号。 (L ， P) 兔成纤维细胞与去探针杂交液杂
交作为阴性对照。 (Q-X)nt 巍胚含有灵长类细胞核和兔
线粒体。 (Q ， R , U , V) nt-巍胚， (S , W) 兔孤雌囊胚和
(T , X) 人成纤维细胞的石蜡切片与 ( Q ， R , S, T) Alu 

探针及(U， V , W , X) 兔线粒体 DNA 探针杂交。 nt-囊
胚与 (Q ， R) Alu 探针和 (U ， V) 兔线粒体 DNA 探针杂
交后均显示阳性。 而 (W) 兔孤雌囊胚只对兔线粒体
DNA探针反应; (T) 人成纤维细胞只与 Alu 探针反应
(A-H标尺 = 50 阳n ， I-Q , T , U标尺 = 25 问口， R , S , V , 
W , X 标尺 = 10 阳) 。

体， G带显带分析可分辨 300 条带的精确度。 证明

nt-单元携带有正常的人类染色体(图 3 ) 。

10 11 12 

13 14 15 16 17 18 

19 20 21 22 Y 

图 3 nt-单元发育至 6 细胞时期的 G 带核型图，显示 22

条常染色体和 2 条性染色体

ntES 细胞的分离和鉴定

为分离胚胎干细胞，用机械方式从囊胚中分离

出内细胞团，接种到小鼠的成纤维细胞饲养层

上[ 13J 。 我们试用了 3 种不同的培养液[ l3 15 ] ， 它们

都可以支持 ntES 细胞生长。

内细胞团细胞种上几天后，出现扁平的紧密排

列的细胞团集落(图 4A 一 C) ， 这些细胞被分散和传

到新的饲养层细胞上，又会长成新的集落。 ntES 细

胞表达很高的碱性磷酸酶活性(图 40) 。 用抗

SSEA-l , SSEA-3 , SSEA-4 , TRA-I-I0 和 TRA-1-85

的抗体检测表面标志、[ 13 ] ， ntES 细胞呈 SSEA-l 阴

'性 ， SSEA-3 ， SSEA-4 , TRA-I -10 和 TRA-1-85 阳

性(图 4E - H) [ 1 3 ， 25 J 。 因 此从所表达的表面标志

图 4 ntES 细胞的形状和标志分子的表达

(A)起源于 42 岁体细胞核的 ntES 细胞集落， (B) 同

一集落的放大倍数照片， (C) 起源于 52 岁体细胞核的

ntES细胞集落 ， (D)传了 26 代的 ntES 细胞的碱性磷酸
酶染色。 ntES 细胞表达 (E) SSEA-3 , (F) SSEA-4 , (G) 

TRA-I -10 , ( H) TRA-1-85 o ntES 染色 SSEA-1 阴性，资

料未显示(A 和 C - H标尺 = 50 问口， B标尺 =25 问口) 。
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来看， ntES 细胞与 hES 细胞完全一致。

在过去的两年中，我们做了 289 次核移植试验，

除去用于核型鉴定的胚胎外，总共得到 2418 个 nt

单元。 其中 1086 (108612418 ， 44.9% )个 nt-单元激

活后分裂，从中得到 158 个囊胚( 158/ 1086 , 

14.5%) 。 大约 2/3 的囊胚用于分离 ntES 细胞。 得

到了许多可持续传代的 ntES 细胞群体。 在这些细

胞群中， 14 株传代超过 10 代， 4 株传代超过 25 代(1

株 28 代 ， 1 株 35 代和 2 株 44 代) 。 在过去所试验

的许多培养体系中，多数 ntES 细胞生长成又小又紧

的集落。 最近，一些生长在照射的饲养层细胞上的

ntES集落长成了单层，这些细胞还正在进一步传代

和分析中。 对 ntES 细胞线粒体 DNA 分析的初步

结果显示，在 ntES 细胞中人和兔线粒体共存(资料

未显示) 。 在今后的研究中，我们需要对线粒体在细

胞分化过程中的动态变化进行监测。 还需改进培养

体系来大量快速扩增 ntES 细胞，并用 ntES 细胞形

成畸胎瘤。 此外还应摸索 ntES 细胞在无小鼠饲养

层细胞培养系统中的增殖条件。

hES 细胞株表达很高的端粒酶活性，因此可以

永生[ 13 ， 26 ] 。 我们用 T队P 方法 (Telomeric Repeat 

Amplification Protocol) , (Telo TAGGG Telomerase 

PCR ELISA , Roche Diagnostics)定量分析端粒酶活

性。 3 个年龄的成纤维细胞 (5 ， 42 ， 60 岁)均呈端粒

酶阴性。 而从它们衍生来的 ntES 细胞表达很高的

端粒酶活性 ， 因此，在体细胞重编程过程中，人的端

粒酶活性被重新启动了(图 5) 。

2DOO 

i 
主 lDOO

i 
~ 0500 

ODOO 

句。hM r飞飞勺 。均~ -"".,> 。她。勾 今句句
电J 〓'~ v "<' 

圈 5 扩增端粒重复序列来检测 ntES细胞中的端粒酶活

性
起源于 5、42 和 60 岁供体的成纤维细胞及其相应的

ntES细胞(1 X 105 )裂解后测端粒酶活性。 阳性对照为永
生化的端粒酶阳性细胞(人肾细胞系， HEK293 细胞) ，阴
性对照为经过 65'C， 10 分钟处理的 HEK293 细胞。 数值
为三次重复实验的平均值及标准差(均数±标准差) 。

此外，我们还对 ntES 细胞的基因组作一系列监

测分析。 首先在 ntES 细胞传了 26 代后，对其核型

再进行鉴定，证实该 ntES 细胞含正常人的染色体

(图 6) 。 其次用灵长类基因组特异 的Alu 探

针[ 18 ， 19 ]与 ntES 细胞杂交，证明 ntES 细胞核 DNA

含Alu 重复序列(图 7) 。

囡田园 回回t

团圆回国回回国E

固团团 团回国'

因回 回国.IR
。,l 

图 6 ntES细胞具有正常核型

由连续培养 4 个月的 ntES细胞制备的核型 :46 ， XY ，
正常男性。

1 
2 

4曹 3

A B 飞 己1

圈 7 Alu 探针原位杂交显示 ntES细胞含有灵长类细胞

核

ntES细胞克隆(1， 2 ， 3 ) ， (r)兔卵巢和 (m) 鼠卵巢切
片在同一玻片上进行A1u 探针杂交。 (A) 低倍镜下显示
ntES细胞克隆和兔卵巢的位置关系; (B) 低倍镜下显示
ntES细胞克隆和鼠卵巢的位置关系; (C) 和 (D) 为高倍
镜下显示 ntES细胞克隆的细胞核被A1u 探针特异染色;
(E) 高倍镜下未见兔卵巢细胞核着色; (F) 高倍镜下未见
鼠卵巢细胞核着色(标尺 =50 阳) 。

再用人类基因组特异的 7 号染色体 alphoid 序

列和角蛋白-9 基因序列[21 ] 进行 PCR 分析，证实
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ntES 细胞含人类基因组(图 8) 。 为了进一步证实

ntES 细胞是由人类细胞的细胞核重编程而来，我们

又对核供体(人的成纤维细胞)和 ntES 细胞的基因

组 DNA 的 STR 多态位点的基因型进行了分析。 由

于 ntES 细胞必须生长在小鼠的成纤维细胞上，而分

化了的 ntES 细胞则可以单独生长。 因此，我们从分

化了的 ntES 细胞中提取 DNA，与供体的成纤维细

胞就STR多态位点基因型进行了比较。结果表明

图 8 配R分析显示 ntES细胞含有人类基因组

401 bp 
348 bp 
308 bp 

193 bp 

1 ， 2 ， 3 ， 4 ， 5 样品使用人 7 号染色体 alphoid 序列引物
分别扩增 ntES细胞 DNA、人外周血 DNA、 鼠饲养层细胞
DNA、兔外周血 DNA和系统阴性溶液币， 7 , 8 , 9 , 10 样
品使用人角蛋白 -9 基因特异性引物分别扩增 ntES 细胞
DNA、人外周血 DNA、鼠饲养层细胞 DNA、兔外周血 DNA
和系统阴性溶液 ;11 ， 12 , 13 样品使用鼠 G3PDH 基因特
异性引物分别扩增 ntES细胞 DNA、鼠饲养层细胞 DNA
和系统阴性溶液 ;14 ， 15 , 16 样品使用兔 WAP 基因特异
性引物分别扩增 ntES细胞 DNA、兔外周血 DNA 和系统
阴性溶液。

W l~ 
'J~~~ Jill 
_iL~~j_U 
'lli _}...__)L...J....L'、

10 '1 12 13 14 

图 9 微卫星遗传标志分析证明核供体成纤维细胞与
ntES细胞起源于同一个体

比较( a)五岁的供体细胞和 (b)源于该供体细胞的
ntES细胞毛细管电泳谱带。 DNA样品用 Profiler-plus co
filer kit (ABI Biosystern)多重 PCR 来扩增 14 个微卫星遗
传标志位点(1 ， D3s1358; 2 , vWA; 3 , FGA; 4 , Arnelo
genin; 5 ，因s1179; 6 , D21s11; 7 , D18s51; 8 , D5s818; 
9 , D13s317; 10 , D7s820; 11 , D16s539; 12 , TH01; 13 , 
T POX; 14 , CSF1PO) ，扩增产物经毛细管电泳(ABI3100
Genetic Analyzer) ，并用Gen岱can 和Genotyper 软件分析结
果。

ntES 细胞和核供体成纤维细胞的基因组 DNA来源

于同一个体(图的 。 这不容质疑地证明了 ntES 细

胞是由成纤维细胞的细胞核重编程而来。

ntES 细胞的分化

用诱导阻S 或 EG细胞分化的方法[13 ， 16] ，也可

以诱导 ntES细胞的分化。 在含 LIF、 bFGF、 Forskolin

的培养液中， ntES细胞可以在单层细胞集落的中央

形成类胚体(四) ，在光镜下观察呈球状结构，有暗色

区(图 10A) 。 为了进一步诱导分化，我们将回移人

DM卧1， 10% FBS ,5x 1O- 7mollL RA 的培养液中。 1

-2 天后，从四中爬出分化的细胞，在经过 5 天的

RA诱导后，撤掉培养液换成 D阻M，lO% FBS , 10% 

马血清， 1% 鸡胚提取液， 50U/ml 青/链霉素。 细胞

可持续生长，长成一片， EB 位于中心(图 10B) 。 这

些分化的细胞在原位杂交中呈 Alu 序列阳性，被验证

具有灵长类的基因组(图 11) 。

图 10 ntFS 细胞的分化

(A) EB，他)从 EB 中爬出的细胞 ， (C 一 J ) EB 的冰

冻切片用抗体染色， ( C) nestin , ( D) ne山on specific eno
lase, (E) myglobin , (F)α-sm∞thm四le actin , (G) VEGF 
receptor-2 , (H) Tie-2 , (1 )α-fetoprotein , (J )α-l-anti
trypsino (K - Z) ntES细胞的多系分化。 (K 和 L) 细胞

内脂肪滴油红染色。 (M) 平行排列的肌纤维 ， (N) myo
globin 染色。 (O - V) 爬出 EB 的分化细胞群的表面标志
表达 : (0) αfetoprotein ， ( P )α-l-antitrypsin ， (Q) VEGF 
receptor-2 , (R) Tie-2 , ( S) von Willebrand Factor , (T) 
nestin , (U) myglobin 和 (V) MyoD1 o (W - Z) 神经元形

成。 (W) ntES细胞形成的神经网络， (X) neurofilament
H , (Y) neuron specific enolase 和 (Z) nestin 染色的神经元

(A一 J 标尺 =50 四川 K - W 标尺 =25 阳n ， X - Z 标尺=
12 . 5μn) 。

在小鼠， EB 是 ES 细胞初步分化形成的单元，

一个充分生长的 EB 常包含所有三胚层组织[27 ， 28 J 。

为了鉴定人 ntES 细胞形成的单纯 EB 的内部结构，

我们将 EB 切成 5μm厚的冰冻切片，并用三胚层标

记的抗体来染色鉴定。 结果表明:在 EB 的内部(图
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用Alu 探针进行原位杂交证实分化的 ntFS细胞
具有灵长类的细胞核

生

用Alu 探针对 (A)分化的 ntES 细胞、 (B)人成纤维细
胞、 (C)兔成纤维细胞和(D)小鼠成纤维细胞进行原位杂
交(标尺 =50 川口) 。

10C- J)，大部分是未分化的细胞，很少有细胞表达

了特殊的细胞标记。 在 EB 的外层和底层，我们检

测到了多种细胞类型特异分子的表达，包括 nestin

(图 lOC) ， neuron specific enolase (图 10D) ， (外胚

层) ; myglobin (图 10日 ， α-sm，∞th muscle actin (图

10F) , VEGF receptor-2 ( 图 10G) ， Tie-2 (图 10H ) , 

(中胚层) ;αfetoprotein (图 10日，和 α-l-antitrypsin

(图 10]，内胚层) 0..接下来，我们用不同的染料和抗

体来鉴定 EB 的外层细胞究竟是一群均一的但同时

表达多种标记的细胞群，还是一群由表达不同标记

的细胞亚群混合在一起形成的混合细胞群。 在贴壁

细胞中，我们检测到含有脂肪滴(油红O染料阳性)

的细胞 .(图 lOK 和图 10L) ，也检测到 myglobin 阳性

的肌肉细胞(图 10M 和图 10N) 。 此外 ， 分化的细

胞会从 EB 中爬出去，在培养皿表面长成单层。 在

这些分化细胞中，用抗人 α-fetoprotein 和 α-l-anti

trypsin 抗体可以检测到长成一簇簇的内胚层细胞

(图 100 和lOP) ，也可检测到表达内皮细胞标记的

细胞亚群，它们表达 VEGF 受 体 ， Tie-2 和 von

Willebrand Factor( 图lOQ一S) 。 此外大多数分化细

胞还表达 nestin (神经细胞前体标记，图 10T) 和

myoglobin(肌肉细胞标记，图 10U ) 。 在分化细胞中

未测出表达'myoD1 的细胞 ( 图 10V) 。 这些结果表

明，从 EB 中分化出来的细胞是个混合的细胞群

体[16 ] ，它的功能还尚待研究。 培养液的改变可以改

变细胞群中各种细胞类型的比例。 例如，在 RA 诱

导后，将培养液换成 DMEM，lO% ITS ， 50U/ml 青/

链霉素，可以从 EB 中分化出神经细胞(图lOW) 。

从 EB分化得到的神经细胞表达 neurofilmen~H(图

10X) , neuron-specific euolase (图 10Y) 0 Nestin 在

物 ;>u. 
气F- 杂 志 2003年

神经前体细胞中表达强阳性，而在较成熟的神经元

则表达弱阳性(图 102) 。

讨 论

本研究主要论证了 3 个观点。 首先，人体细胞

核可以被重编程并发育到囊胚阶段。 其次，可以利

用非人哺乳类卵母细胞对人体细胞核进行重编程。

第三，可以从囊胚阶段的重编程胚胎中分离出 ntES

细胞， ntES 细胞具有自我更新和分化成三胚层细胞

的能力 。

ntES 细胞拥有hES 细胞的很多特征。 它们都

起源于内细胞团，表达一样的表面标志，它们都有很

特殊的生长需求，例如依赖饲养层细胞， 不依赖

LIF，它们也都有自我更新，形成类胚体和分化成三

胚层细胞的能力 。 我们的实验资料表明， ntES 细胞

符合人 ES细胞的绝大多数特征，但还没有完全达

到hES 细胞的所有标准[29 ) 。 因此，还需要进一步

实验来证实 ntES 细胞具有与hES 细胞一样的发育

潜能。

人胚胎干细胞的分离及定向分化[ 13 - 15 ， 30 )使细

胞疗法成为可能，通过干细胞移植也许可以使许多

现在不可治的疾病得到治疗。 但是将hES 细胞或

其衍生细胞移植给病人会像器官移植-样引起免疫

排斥 。 本研究结果显示，人体细胞可以被非人哺乳

类卵母细胞重新启动，从囊胚阶段的 nt-单元中可以
获得胚胎干细胞，这种胚胎干细胞可以分化成所有

三胚层的细胞类型。 因此，利用核移植技术从病人

体细胞中获取胚胎干细胞这条路显然是可能的。 虽

然目前 ntES 细胞中线粒体蛋白的表达状况尚不完

全清楚，但将 ntES 细胞的子代植回病人(核供体)完

全可能会被宿主免疫系统认为"自我细胞"而不遭排

斥。

用核移植方法对人体细胞核进行重编程提供了

一个宝贵的实验体系 。 该体系除了可以用来解决医

学领域的问题外，还可用来研究早期胚胎发育。 在

早期发育阶段，出现很多重要生物学现象，如全能

性、重编程、分化、遗传印迹等。 我们对这些现象本

身，以及调控这些现象的机理还了解甚少，对它们的

深入研究会给医学和健康事业的发展提供新的认

识。

伦理管理 所有实验均按照国家人类基因组(南方)

中心生物伦理管理委员会制定的"人类干细胞研究管理条例

(草案)"进行，该管理条例受到上海市政府的承认 ，并在上海
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地区实施。该条例禁止以克隆人为目的的任何实验，但允许

用体细胞核移植技术获取全能性干细胞。条例允许用动物

卵母细胞对人体细胞进行重编程，但目前禁止将这样来源的

细胞用于病人。 条例禁止将人与动物的配子组合，禁止将体

细胞重编程的胚胎植入任何物种的子宫 ，或在体外培养超过

14 夭。 条例规定用于体细胞核移植试验的组织必须由病人

自愿捐献，并填写"知情同意书" 。

致制 本文作者衷心地感激 M. Brown 教授， J. L. 

Goldstein 教授， D. L. Garbers 教授以及 R. 出mmer 教授对

我们手稿的评阅。我们还衷心地感谢朱佑明、唐郑雅、丁文

俊、彭超、倪敏洁、王阳的出色技术支持以及胡兰殿博士的

DNA微卫星分析。 同样我们也感谢张丽君老师的核型分析

和郭强苏老师在激光共聚焦显微镜分析方面提供的帮助。

陈莹、刘爱莲、王凯、毛文伟、卢勇 、 杨庆章译 自(Cell

R臼earc吵， 2003 ， 13( 4) :251 - 263 0 盛慧珍审校。

参考文 献

[ 1 J Cibelli J B, Stice S L , Golueke P J ，巳t al. Transgenic 
bo况ne chimeric offspring producecl from somatic cell-de
rivecl stem-like ce1ls. Nature Biotechnol. 1998 , 16: 642 -
646. 

[2 J MunsieM J,MichalskaAE , O'BrienCM, etal. lsolation 
of pluripotent embryonic stem cells from reprogr缸mη.ecl

adult moωe somatic cell nuclei. Curr. Biol. 2000 , 10: 
989 - 992. 

[ 3 J Kawase E , Yamaz丛ci Y , Yagi T , et al. Mouse embryonic 
stem (ES) cell lines 臼tablishecl from neuronal α11也rivecl

clonecl bl四∞ysts. Genesis 2000 , 28 : 156 - 163. 
[ 4 J Wakayama T , Tabar V , R.αlrigu臼 1 ， et al. 口fferentiation

of embryonic st由1 优11 lin臼 generatecl from adult somatic 
cells by nuclear transfer. Science. 2000 , 292 : 740 -743 . 

[5J Solt臼 D ， G也rhart J. Putting stem ce1ls to work. Science. 
1999 , 283: 1468-1470. 

[ 6 J Lanza R P , Cibelli J B , West M D. Human therapeutic 
cloni咱. NatureMecl. 1999 , 5 : 975 - 977 . 

[ 7 J Colman A. Kind A. Therapeutic cloni鸣:∞ncepts and 
practicalities. Trends Biotechnol. 2000 , 18 : 192 - 196 . 

[ 8 J Simerly C，臼ninko T , Navara C , et al. Molecular ∞rre
lates of primate nuclear tr缸1Sfer failures. Scien倪， 2003 , 
300: 297. 

[ 9 J llininko T , Mitalipova M , Haley B, et al . Bovineαx:yte 
cytoplasm supports development of embryos producecl by 
nuc1ear transfer of somatic cell nuclei fr.∞1 V缸ious m缸升
malian s户均es. Biol. Reprod. 1999 , 60 : 1496 - 1502 . 

[10J Y.吨 X， Jiang S , Ková臼 A， et al . Nuc1ear totipotency of 
culturecl rabbit morulae to support full-term development 
following nuclear tr缸1Sf町. Biol. Reprod. 1992 ,47: 636 -
643. 

[11J Chesné P , Adenot P G , Viglietta C, et al. Clonecl rabbits 
producecl by nuclear tr缸1Sfer from adult sornatic 但lls . Na
ture Biotechnology. 2002 , ' 20 : 366 - 369 . 

[12J 陈大元，孙青原，刘冀珑等。 大熊猫供体细胞在兔卵胞
质中可去分化而支持早期重构胚发育。中国科学 (C
辑) 0 1999 , 29: 324 - 330. 

[13Jη四口son J A , Itskovitz-Eldo J , Shapiro S S , et al . Em
bryonic stem 优111ines derivecl from human bl岱tocys臼. Sci
ence. 1998 , 282: 1145- 1147 . 

[14 J Itskovi tz-Eldor J , Schuldiner M , Karsenti D , et al. Differ
entiation of human embryonic ster口优lls into embryoid bc对
ies oomprornising the 也ree embryonic g臼m layers. Mol. 
Mecl. 2000 , 6: 88-95 . 

[15J ReubinoffB E , Pera M F , Fong C Y , et al. Embryonic 
stem cell lines from human blast∞ysts: sornatic differentia
tion in vitro. Nature Biotechnol. 2000 , 18 : 399 - 404. 

[ 16 J Shamblott M J, Axelm且n J , Littlefield J W , et al. Human 
embryonic g臼m cell derivatives express a broad range of de
velopmentally distinct markers and proliferate exteIlSively in 
vitro. Pr∞. Natl. Acad. Sci. USA. 2001 , 98: 113-
118. 

[ 17J Sambr，∞k J， Rωsell D W. Molecular Cloning: a Laboratory 
岛缸nu且L New York: Cold Spring f如bor Laboratory 
Pr岱s. 2001. 

[18J Brüstle 0 , Choudhary K , Karram K , et al. Chim町ic
brains generatecl by intraven世icular transplantation of fetal 
human brain cells into embryonic ra也 . Nat . Biotechnol. 
1998 , 16: 1040-1044 . 

[19J RubinCM , HouckCM , DeiningerPL , etal. P缸tial nu
c1eotide s明uence of the 300-nucleotide interspersed re严划，
ecl human DNA s明uen仅s. Nature. 1980 , 284: 372-
374. 

[20 J Van de Corput M P , van den Ouweland J M , Dirks R W , 
et al . Detection of rni t，∞hondrial DNA deletions in human 
skin fibroblasts of patients with Pearson' s syndrome by 
two-∞.lor fluor臼cence in situ hybridization. J. Histochem. 
Cyt∞hem. 1997 , 45: 另一 61.

[21J Dunham 1, Le鸣auer C, Cremer T , Featherstone '1'. 
Rapid generation of chromosom号specific alphoid DNA 
prol陆 using 由e pol严ner出ecl回in reaction. Hum. Genet 
1992 , 88: 457 一 462.

[22J w丛æy缸naT ， Yan喀imachi R. Mouse cloning with nucleus 
donor cells of different age and type. Mol. Reprod. Dev. 
2001 , 58: 376-383. 

[23J Kubota C , Yarnakuchi H , '1'，αloroki J , et al. Six clonecl 
αlves produ优d from adult fibroblast cells after long-term 
culture. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2000 , 97: 990-
995. 

[24 J Wang W H , Meng L , Hackett R J , et al. The spindle ob
servation and i岱 relationship with fertilization after intracy
toplasrnic sperm injection in living human α叩臼. Fertility 
and Sterility. 2001 , 75 : 348 - 353. 

[25 J Pera M F , Reubinoff B, Tro山lSOn A. Human embryonic 
stemcells. J. Cell Sci. 2000 , 113: 5-10. 

[26J KimNW , Piatyszek MA, ProwseKR , etal. S阳ific as
区到ciation of human telomerase activity with 出lffiortal cells 
and cano町. Science. 1994 , 266: 2011-2015. 

[ 27 J 口Jetschnlan T C , Eistetter H , Katz M , et al . The in 切L
ro development of blast∞yst -derivecl er由ryonic stem cell 
lin臼: forrnation of vis优ral yolk sac , bl，α对 islands and my
∞红dium . J Embryol. Exp. Morph. 1985 , 87: 27-45 . 

[28J Rathjen P D , Lake J , Whyatt L M , et al. Properties and 
uses of embryonic stem cells: prospects for application to 
human bi01喀y and gene 由erapy. Reprod. Fertil. Dev. 
1998 , 10: 31-47. 

[29 J Briv叫QU A H , Gage F H , Jaenisch R , et al. Stem cells. 
Setting standards for human embryonic stem 优lls. Science. 
2003 , 300: 913- 916. 

[30 J Odori∞ J S , Kaufrnan D S , Thomson J A. Multilin吨E
di任'erentiation from human emb巧。，nic stem 优lllines . Stem 
Cells. 2001 , 19 : 193 -204. 

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志




