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=摘要>  通过病毒载体导入 4个外源转录因子 Oct4、Sox2、 c-M yc、K lf或者 Oct4、 Sox2、Nanog、 L in28入

体细胞, 可以诱导产生具有胚胎干细胞特性相似的诱导多潜能干细胞 ( induced plur ipotent stem ce lls, iPS)。

iPS在疾病治疗和药物研究等领域具有非常重要的应用前景, 但是目前存在诱导效率低以及致肿瘤性等缺

点, 采用改良方法诱导产生 iPS是将来研究的重点。
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=Abstract>  Transduct ion o f four factors, for instance, Oct4, Sox2, c-M yc and K l,f o r Oct4,

Sox2, N anog and L in28, into somatic cells through v iral vector, is suffic ien t to reprogram human so-

mat ic ce lls into induced pluripotent stem ce lls ( iPS) that exhibit the essent ia l characteristics of em-

bryon ic stem ( ES) cells1 iPS cells possess significant application perspective in d isease treatmen t

and drug developmen,t A t presen,t how ever, there still ex ist som e shortcom ing s to be conquered,

for instance, low induct ion efficiency and h igh tumorigenic ity1Therefore, improvement o f iPS induc-

t ion strategy w ou ld be of great importance in the near future1
=Key words>  induced p luripotent stem cells; embryonic stem cells; transcription factor

  尽管人胚胎干细胞 ( embryonic stem cell, ES)

有着巨大的医学应用潜力, 但围绕该研究的伦理道

德问题一直争论不休。因此, 长期以来, 科学家一

直探索是否可以不通过人胚, 获得具有和胚胎干细

胞特性相同或相似的多潜能干细胞 ( induced plur-i

potent stem cells, iPS)。近年, 通过采用病毒转导

少数基因进入小鼠和人类体细胞, 并成功诱导产生

具有与胚胎干细胞特性相似的多潜能干细胞, 将干

细胞研究推向了一个全新的领域。

1 iPS的研究策略及命名

2006年 8月, 日本京都大学 Takahash i等
[ 1]
在

5Cell6 上宣布: 将外源基因导入完全分化的体细

胞, 可以诱导产生 iPS, 首次证明了外源因子可以

使体细胞重编程 ( reprogramm ing )。他们将此诱导

细胞命名为诱导多潜能干细胞, 即 iPS。具体研究

策略如下: 首先, 将双选择标记 Bgeo ( neo用于

G418筛选, BGa l用于显影 ) 基因盒同源重组到小

鼠 Fbx15基因位点, 使 Bgeo受内源性 Fbx15启动

子控制, 由于 Fbx15只在 ESC中表达, 所以来源

于 Fbx15
Bgeo /Bgeo

小鼠的体细胞由于缺乏 ES特性, 不

能在 G418中生长。采用逆转录病毒将 24个候选

基因单个导入 Fbx15
Bgeo /Bgeo

小鼠胚胎成纤维细胞

( mouse embryon ic f ibrob las,t MEFs), 无 G418抵抗

克隆。将 24个基因全部导入以上 MEFs时, 可以

筛选到 22个 G418抵抗克隆, 其中 5个克隆与 ES

细胞形状相似。重复实验同样获得 ES形状相似细

胞, 同时发现 ES细胞标记基因表达。采用逐一淘



汰策略, 将 24个因子逐一取消, 最终研究筛选出

4个因子, 即 O ct4、 Sox2、 c-M yc、K lf4, 此 4个因

子在 MEFs细胞诱导产生 iPS细胞中具有十分重要

的作用。进一步证明以上 4个因子诱导产生的 iPS

细胞在细胞形态、生长特性、标志物、形成畸胎瘤

等方面与小鼠 ES细胞非常相似, 因而将其命名为

iPS细胞。

由于 Takahashi等
[ 1]
采用 Fbx15作为筛选标记,

虽然产生的 iPS细胞和 ES细胞具有较多的共性,

但在基因表达谱、DNA甲基化方式及形成嵌合体

动物方面却不同于小鼠 ES细胞。由于 N anog与多

潜能性更加紧密相关, 因此, 2007年, Ok ita等
[ 2]

用 N anog代替 Fbx15进行筛选: 先产生带有 N anog-

GFP-IRES-Puro
r
的转基因小鼠, 然后将上述筛选的

4个因子转导入 Nanog-GFP-IRES-Puro
r
MEFs, 采用

嘌呤霉素进行筛选, 最终得到了 Nanog阳性的 iPS

细胞系。研究发现, 该 iPS细胞不仅在细胞形态、

生长状况、标志物表达、移植到小鼠皮下可形成畸

胎瘤等方面与小鼠 ES细胞非常相似, 而且在 DNA

甲基化方式、基因表达谱、形成嵌合体动物等方面

也与小鼠 ES细胞非常相似。说明采用 N anog筛选

能得到和 ES细胞更相似的 iPS细胞 (图 1)。其他

研究小组
[ 3-4 ]
也相继证明, 上述 Yamanaka 4因子诱

导产生 iPS细胞, 形态和功能与小鼠 ES非常相似。

图 1 iPS诱导流程

除小鼠成纤维细胞能诱导成 iPS细胞, 目前已

有研究发现小鼠的肝脏细胞和胃上皮细胞
[ 5]
、 B淋

巴细胞
[ 6 ]
、胰腺 B细胞

[ 7 ]
等, 同样可以诱导产生

iPS细胞。

以上研究均是在小鼠细胞中进行的, 但在人体

细胞能产生同样的效果吗? 2007年, Takahashi

等
[ 8]
报道了可提高人成纤维细胞 ( hum an derma l f-i

brob las,t HDF) 转导效率的策略: 用慢病毒先将

小鼠逆转录病毒受体 Slc7a1转导入 HDF, 再用亲

嗜性逆转录病毒将 GFP转导入 HDF, 并发现此方

法对 HDF细胞的转导效率和小鼠成纤维细胞相似。

将上述 4个因子导入 HDF中, 成功获得了 iPS细

胞。除了 HDF, 原代 HDF样滑膜细胞和新生儿

HDF的细胞系也可被诱导成为 iPS细胞。进一步证

明 iPS细胞在细胞形态、增殖能力、表面抗原标

志、基因表达谱、多潜能干细胞特异性基因的表观

遗传学、端粒酶活性等方面与人类 ES细胞相似,

并且在体外培养和畸胎瘤形成中均可分化为 3个胚

层细胞类型。Yu等
[ 9 ]
也报道了成功诱导体细胞转

化为 iPS的研究结果, 该研究者的策略是使用慢病

毒代替逆转录病毒作为载体, 从 14个候选基因中

筛选出 O ct4、Sox2、N anog、L in28 4个基因转导胚

胎成纤维细胞和新生儿包皮成纤维细胞系。进一步

证明诱导的 iPS细胞和人类 ES细胞特性相似: 具

有正常的核型、表达端粒酶活性、表达 ES细胞表

面标记和基因谱, 分化成 3胚层的潜能。除以上两

组研究报道外, Park等
[ 10]
采用与 Takahash i等

[ 8 ]
相

同的 4因子, 同样采用逆转录病毒载体, 诱导胎

儿、新生儿及成人原代成纤维细胞转变成 iPS细

胞。他们还发现 Oct4和 Sox2在诱导 iPS细胞过程

中是必需的, 而 K lf4和 c-M yc的作用是提高诱导的

效率。

2 iPS的应用现状

H anna等
[ 11]
利用人类镰状细胞性贫血的小鼠

动物模型, 取 12周龄尾尖部皮肤的成纤维细胞, 通

过逆转录病毒导入 Oct4、Sox2、K lf 4及慢病毒导入

c-myc基因, 获得自体 iPS细胞。为了减少因 c-myc

基因导入诱导肿瘤的产生, 采用编码 cre重组酶的

腺病毒删除 iPS细胞中的慢病毒转导 c-myc拷贝,

进一步采用基因特异性打靶技术对人类镰状血红蛋

白等位基因进行纠正后, 将体外培养的自体 iPS细

胞诱导为造血干细胞, 移植后治疗动物模型的镰状

细胞性贫血, 产生较好的效果。Wernig等
[ 12]
报道,

采用 4因子重编程鼠成纤维细胞产生 iPS细胞, 体

外培养能够有效地分化成神经元前体细胞, 产生神

经元和胶质细胞。此 iPS细胞移植进入小鼠胎脑,

细胞能移行进入不同脑区, 分化成胶质和不同亚型

的神经元, 并且具有良好的功能和活性。进一步研

究证明可以明显改善成年 Parkinson病动物模型鼠

的行为。Nakao等
[ 13]
采用 iPS可以评估 azumam ides

的体外抗血管生成活性。
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此外, 人类疾病特异性 iPS细胞, 可用于制备

疾病的新模型, 研究疾病发生机理以及药物药理毒

理研究
[ 8-10 ]
。

3 iPS的几个问题和现有解决策略

31 1 提高 iPS诱导效率的方法

目前研究表明, 采用不同 4因子组合诱导产生

iPS的效率均较低 (约 1 /10 000 ), 如何提高效率

是具有很大的挑战性。几个研究组对此进行了探

索。在诱导产生 iPS过程中, L iao等
[ 14]
采用 6个因

子 (O ct4, Nanog, Sox2, L in28, c-M yc和 K lf4) 能

够诱导体细胞产生 iPS、并且效率比单用 4因子提

高 1014倍。Mali等
[ 15]
通过补充附加基因或生物活

性分子如 SV40 T抗原能明显增加 4个重编程基因

诱导成人或胚胎成纤维细胞效率 23~ 70倍, 而且

人胚胎干细胞 ( hES ) 样克隆出现的时间也提早 1

~ 2周。Huang fu等
[ 16 ]
发现组蛋白脱乙酰基酶抑制

剂丙戊酸 ( VPA ) , 可以使 4因子重编程 iPS效率

提高 100倍左右, 同时也可使 3因子 (除去 c-

M yc) 重编程效率提高约 50倍。这是迄今为止 iPS

重编程效率最高的方法。

31 2 用其他方式诱导产生 iPS

由于采用病毒载体导致肿瘤发生的潜在风险,

安全性方面一直受到重视, 虽然有报道不用 c-

M yc
[ 17]

, 只采用 3个因子, 同样可以诱导人类和小

鼠成纤维细胞产生 iPS细胞, 而且相比转导 4个因

子的 iPS致肿瘤性明显减少, 但产生 iPS细胞的效

率明显降低, 产生的时间明显延长。但是除了 c-

M yc, 其他因子同样与部分肿瘤有关: 如 O ct3 /4与

膀胱癌相关
[ 18]

, Sox2与胃癌有关
[ 19]
, K lf4在鳞状

细胞癌高表达
[ 20 ]

, 而 Myc与多种肿瘤相关。是否

可以直接采用药物、化学小分子或细胞因子诱导多

潜能干细胞呢? Rajasingh等
[ 21]
发现小鼠胚胎干细

胞的无细胞提取液能够促使终末分化的成纤维细胞

N IH3T3产生多潜能干细胞, 表明不引入基因和病

毒载体, 通过目前未知的因子同样可以诱导产生

iPS。

Shi等
[ 22]
发现, G9a组蛋白甲基转移酶的小分

子抑制剂 B IX-01294 ( BIX ) 能使神经祖细胞

( neura l progen itor ce lls, NPCs, 一种内源性低表达

Sox2的细胞 ) 诱导为多潜能干细胞的效率提高。

他们研究发现, 当转导 Oct3 /4-K lf4两个基因进入

NPC s时, 每 315 @ 104个 NPC s可以诱导产生 ( 115
? 017 ) 个 iPS克隆; 当转导 O ct3 /4-K lf4 /Sox2 /c-

Myc 4个基因进入 NPCs时, 能获得 ( 810 ? 114)

个 iPS克隆; 但联合采用 Oct3 /4-K lf4和 BIX时,

能获得 ( 1210 ? 1141) 个 iPS克隆。因此, B IX能

够替代病毒转导的 c-myc和 Sox2的功能, 明显减

少了基因操作。进一步实验证实: 采用病毒转导

O ct3 /4-K lf4联合应用 B IX处理产生的 iPS与采用原

始 4因子产生的 iPS细胞具有相似的特性。由于在

此之前, iPS细胞都采用了 Oct3 /4和 Sox2基因,

那么是否诱导产生多潜能干细胞必须内源性或者外

源性表达某种特定的转录因子? 为了回答此问题,

采用 K lf4, Sox2和 c-M yc ( KSM ) 3因子联合小分子

BIX处理 NPC s细胞, 同样可以诱导产生 iPS, 只是

效率比较低。但当不加用小分子 BIX处理时, 上

述 3因子不能诱导产生 iPS, 由此说明在缺乏外源

性转导 Oct3 /4的情况下, 同样可以采用小分子等

方式诱导产生 iPS。较低的重编程效率给 iPS的筛

选带来一定的难度, 目前主要有两种方法来筛选

iPS细胞: ¹ 遗传学方法, 即采用报告基因方法,

这种方法需要对细胞进行遗传学修饰; º 根据克

隆形态直接分离, 但这种方法工作繁重, 可靠性

差, 只有小部分筛选的克隆证明是 iPS细胞。作者

发现在形态学筛选时, 加入 MEK小分子抑制剂

PD0325901能更多更纯的得到 iPS细胞。因此这些

研究提示, 进一步筛选小分子物质可以减少癌基因

转导的风险, 提高转导效率, 而且目前的研究均采

用 ga in-o-f function的方法诱导产生 iPS细胞, 小分

子化学抑制剂使用表明 loss-o-f function方法也可能

是一种有效的产生 iPS细胞的策略, 并且, 有望可

能完全不采用任何基因操作, 简单加入一些化学物

质或细胞因子就可以诱导产生多潜能干细胞, 减少

基因操作带来的风险和难度。

313 iPS诱导效率低的原因

诱导效率低的原因可能有两种
[ 23 ]

: ¹ 病毒整
合进入特定的基因组位置; º 可能存在一些小量

的细胞群体, 如干细胞或祖细胞, 而只有这类细胞

能重编程成 iPS细胞。但是, 采用 4因子可以诱导

小鼠肝细胞和胃上皮细胞产生 iPS细胞
[ 5]
, 并且证

明产生的 iPS细胞具有 ES细胞相同的基因表达谱,

而且不需要逆转录病毒整合到基因组的特定位点。

针对目前诱导的原始细胞群体的异质性和重编

程干细胞的低效率, 争论认为只有原始细胞群体中

非常稀有的细胞类型, 如成体干细胞能够诱导产生

iPS, 而终末分化的细胞不能重编程, Stadtfeld等
[ 7]

采用终末分化的胰腺 B细胞转入 Oct4、 Sox2、 c-

M yc和 K lf4 4个因子, 结果诱导产生出 iPS细胞,

从而证明终末分化细胞可以诱导产生出 iPS细胞,
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重编程并不局限于一定的细胞类型和分化状态。因

此, 诱导效率低的真正原因有待进一步的研究。

虽然以上各研究组均报道诱导的 iPS细胞和

ES细胞不能区分 ( ind istingu ishable) , 相似 ( sim-i

lar) 等, 虽然形态, 生长特性等相似, 或者更高

层次证明基因组, 甲基化等也相似, 但是蛋白组,

m icroRNA等水平是否也相似呢? 这值得进一步探

讨。

总之, 诱导多潜能干细胞给沉浸在伦理和法律

争论中的胚胎干细胞研究提出了一个全新的研究思

路, 但是真正要用于临床, 给人类造福, 还有很长

的路要走。
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