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摘要: 目的  研究星形胶质细胞重编程为诱导多潜能( iPS)干细胞的可行性,为进一步研究 iPS 细胞诱导技术奠定

基础。方法  用分别含 Oct4, Sox2, Klf4 和 c-myc因子的 4 种逆转录病毒载体病毒颗粒感染星形胶质细胞,获得 iPS 细

胞并进行鉴定。结果  感染后第 28 天具有胚胎干细胞形态的克隆出现, 诱导效率为( 01 015 ? 01 005) % , 且碱性磷酸酶

( AP )染色及 SSEA-1 和 Oct4 免疫荧光染色均显阳性。结论  星形胶质细胞可以重编程为 iPS 细胞, 进一步证明了 iPS

细胞诱导技术的普遍适用性。
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Abstract Objective T o investig ate the feasibility of reprog ramm ing mouse ast rocy tes into induced pluripo tent stem( iPS)

cells1Methods Astr ocytes w ere infect ed w ith retr oviruses expressing Oct4, Sox2, Klf4, and c-M yc respectiv ely1 iPS cells wer e

har vested and identified1Results  The clones appear ed on t he day 28 after the infection, the r epr og ramming efficiency w as

( 01 015? 01 005)% , and the clones w ere posit ive fo r alkaline phosphat ase activit y, Oct4 and SSEA-1 staining1Conclusion  As-
t rocy tes could be repro gr ammed into iPS cells, w hich demonstrated the univer sal applicability o f repro gr amming1
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  目前,多数神经系统疾病尤其是神经变性及遗

传性疾病尚无有效的治疗方法, 胚胎干细胞移植治

疗虽然已在部分动物模型上取得一定疗效
[ 1]
, 但伦

理性和免疫原性两大问题一直阻碍着其应用于临

床。诱导多潜能干细胞( induced pluripotent stem,

iPS)的出现,成功地解决了这两大难题,为细胞治疗

开辟了新的领域,同时也成了医学和生物学领域的

研究热点[ 2-4] 。Yamanaka 研究小组[ 5] 近来发现供

体细胞来源不同的 iPS 细胞向神经元分化的能力有

所不同,是否神经组织细胞来源的 iPS 细胞更易于

向神经元分化还有待于进一步研究。星形胶质细胞

是神经组织内数量最多、分布最广的胶质细胞,其增

长速度远远大于少突胶质细胞和其他神经细胞。而

星形胶质细胞能否诱导为 iPS细胞,用于神经系统

疾病的治疗还是个未知数,本研究用星形胶质细胞

作为供体细胞诱导 iPS 细胞,为进一步研究 iPS 细

胞的应用及诱导机制奠定了基础。

1  材料与方法

11 1 材料

11 11 1  实验动物  新生昆明种小鼠由华中科技大

学同济医学院实验动物学部提供。

11 11 2  器材与主要试剂  37 e 细胞培养箱( T her-

mo 公司 ) ; 荧光显微镜 ( Olympus 公司 ) ; L ipo-

fectam ine 2000脂质体转染试剂( Invit rog en 公司) ;

小提质粒提取试剂盒 ( Omega 公司) ; DMEM 高糖

培养液, DMEM / F12 培养液, 胎牛血清, 01 25%胰
蛋白酶, 01 125%胰蛋白酶( Hyclone 公司) ; pMXs-

IRES- GFP, pMXs-IRES-Sox2, pMXs-IRES-c-M yc,

pMXs-IRES-Klf4, pMXs-IRES-Oct4 ( Addgene 公



司) ; 白血病抑制因子( leukemia inhibitory factor,

LIF ) ( Chem icon 公司) ; SSEA-1、Oct4 和 AP 染色

试剂( Chemicon公司)。

11 2  方法

11 21 1  星形胶质细胞的原代培养  取出生后 1 d

的小鼠的脑髓, 去除脑膜及血管, 将组织剪碎, 经

01 25%胰酶消化 10 min, 培养液终止消化, 以 1 000

r/ min离心 5 min, 去上清,悬浮细胞再经滤网过滤,

得含星形胶质细胞的细胞悬液, 将细胞悬液接种于

含普通培养液( DMEM / F12培养液和 10%胎牛血

清, 2%青/链霉素)培养瓶中, 将培养瓶反放于37 e

恒温培养箱培养 30 min, 再将未贴壁的细胞悬液种

于另一培养瓶中,隔天换液,长到一定密度(约 7 d)

后,用 01 125%胰蛋白酶(不含 EDTA)轻微消化, 去

除星形胶质细胞上层的细胞, 然后对底层的星形胶

质细胞进行传代和胶质原纤维酸性蛋白( glialf ibri-l

ary acidic protein, GFAP)鉴定。

11 21 2  病毒颗粒的包装及滴度测定  用小提质粒

提取试剂盒按说明书步骤提取 4 种分别含 Sox2、c-

Myc、Klf4、Oct4因子的逆转录病毒载体质粒。用

Lipofectam ine 2000脂质体转染试剂转染 PLAT-E

细胞
[ 6]
进行病毒包装,按质粒(Lg ) B脂质体(LL)为

8B20的比例转染融合度为 60%~ 80%的 PLAT-E

细胞, 48 h后收集上清液, 用孔径为 01 45 Lm 的滤
器过滤, 4 000 r/ min 离心, 所得浓缩病毒液加入 8

mg/ mL 的 polybrene使其终浓度为 4 Lg/ mL 以备

感染。同时为了检测 PLAT-E 细胞的转染效率及

测定病毒滴度, 提取含绿色荧光蛋白( GFP)的逆转

录病毒载体质粒作为平行对照, 同等条件下进行病

毒包装, 并将病毒浓缩液感染 NIH3T3 细胞, 使用

逐孔稀释滴度测定法
[ 7]
测定病毒滴度。

11 21 3  iPS 细胞的诱导  将星形胶质细胞按 3 @

104 /孔的密度接种到 6 孔板中, 用无抗培养液

( DMEM 高糖溶液, 10%胎牛血清)培养, 待星形胶

质细胞融合度达 30%左右时用病毒液进行感染,每

孔中加 4种病毒各 250 LL, 感染 12 h后换无抗培养

液培养 6 h,如此再循环 2次, 然后加入 ES 细胞培

养液( DMEM 高糖溶液, 15%胎牛血清, 1% 100 @

L-谷氨酰胺, 1% 100 @ B-巯基乙醇, 1% 100 @ 非必
需氨基酸, 1% 100 @ 青/链霉素, 1j 10 Lg/ mL

LIF)培养, 每天换液观察。克隆出现后进行传代培

养及鉴定。

11 21 4  iPS细胞 SSEA-1、Oct4和 AP 染色  待细

胞形成克隆团时检测 SSEA-1,用 PBS 洗 3 min, 加

入 4%多聚甲醛室温固定 15 min; PBS 洗 5 min,洗

3次; 加 1 B 100 稀释的抗 SSEA-1 一抗, 放于湿盒

中 4 e 过夜; PBS洗 5 min,洗 3次;加 1B 100 稀释

的 FITC标记的二抗放于湿盒中, 避光室温放置 1

h; PBS 洗 5 m in, 洗 3 次; 加 DAPI 染核, PBS 洗 5

m in,置荧光显微镜观察。同样用相应的一抗和二

抗检测 iPS 细胞中的 Oct4表达。

AP 检测时按说明书步骤将细胞固定 15 min,

用染色混合液孵育 20 min, PBS 漂洗后置显微镜下

观察。

2  结果

21 1 星形胶质细胞原代培养及鉴定

星形胶质细胞形状呈星形, 有许多分支突起,与

成纤维细胞形状有些相似, 且 GFAP 染色呈阳性,

结果见图 1。

A: T he normal morphology of ast roglial cell s; B, C: Immunostaining of ast roglial cell mark er GFAP( B: DAPI; C: GFAP)

图 1  星形胶质细胞形态及鉴定(荧光显微镜, @ 100)

Fig1 1 T he morp hology and ident if icat ion of ast roglial cells( Flu orescent micros copy, @ 100)

21 2  逆转录病毒的包装及滴度测定

PLAT-E细胞转染前及转染后 48 h平行对照

组 GFP 的表达结果见图 2。根据公式(病毒滴度=

病毒颗粒数/病毒原液数,病毒颗粒数= 荧光细胞比

例@ 病毒加入时的细胞总数)计算病毒滴度为 1 @

106 ~ 5 @ 106 T U/ mL。
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图 2  PLAT-E细胞转染前及转染后 48 h GFP 表达( 荧光显微

镜, @ 100)

Fig1 2 T he GFP expression of PLAT-E cells before( A ) and 48 h

af ter trans fect ion( B) ( Fluores cen t microscopy, @ 100)

21 3 iPS细胞的诱导

按 3 @ 104 /孔的密度将第 1代星形胶质细胞种

于 6孔板中的 3孔,待细胞融合度达 30%时进行感

染,进行 3次病毒感染,感染后用胚胎干细胞培养液

进行培养并每天换液观察, 直至出现克隆。根据每

孔的克隆数 (分别为 3 个、5 个、6 个)计算所得的

iPS 细胞的诱导效率为( 01 015 ? 01 005) % , 感染后

第 0天、感染后第 12天及感染后第 28 天的细胞形

态见图 3。

图 3  星形胶质细胞感染后第 0天( A)、12天( B)、28天( C)的细胞形态( @ 100)

Fig1 3 T he morp hologies of ast rolial cel ls 0( A) , 12( B) , and 28 days( C) after trans fect ion( @ 100)

21 4  iPS细胞的 SSEA-1、Oct4 和 AP 染色鉴定

对 iPS细胞进行 AP 染色及 Oct4、SSEA-1染

色,结果均显阳性(图 4)。

图 4  iPS细胞的 AP( A)、Oct4( B)及 DAPI( C, E)、SSEA- 1( D)染色鉴定(荧光显微镜, @ 100)

Fig1 4 Iden ti ficat ion of the iPS cel ls by AP( A) , Oct4( B) , DAPI( C, E) and SSEA- 1( D) staining( Fluorescent microscopy, @ 100)

3  讨论

本研究成功地将星形胶质细胞直接重编程为

iPS细胞, 进一步证明了 iPS 细胞诱导技术的普遍

适用性。自 iPS 细胞问世以来,研究者开始纷纷尝

试用各种不同组织细胞来诱导 iPS 细胞,已经先后

利用小鼠的终末分化的成熟 B 淋巴细胞 [ 8]、神经干

细胞[ 9-12]、胰岛 B细胞[ 13] 、肝脏细胞和胃上皮细
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胞
[ 14]
、骨髓单核细胞

[ 15]
及脂肪组织细胞

[ 10]
成功诱

导出 iPS 细胞。胰岛 B细胞来源的 iPS细胞的诱导

证明了重编程不仅仅只限于中胚层而且也适用于内

胚层[ 13] ,神经干细胞的诱导成功 [ 12]说明了重编程也

存在于外胚层的干细胞。而在本研究中利用星形胶

质细胞作为供体细胞诱导出 iPS 细胞更是说明外胚

层的终末分化细胞也可以诱导出 iPS 细胞, 进一步

证明了重编程不受细胞类型和分化程度的限制, iPS

细胞技术具有广泛适用性。

iPS细胞的出现为干细胞及再生医学的研究开

辟了新的领域,但将 iPS 细胞应用于临床还存在一

定的问题。首先,由于诱导过程中逆转录病毒载体

以及致癌因子( c-Myc)的应用, iPS细胞存在一定的

致癌性;其次,诱导效率低的问题一直没有得到较好

的解决;而且就 iPS细胞的供体细胞来说, 研究发现

用不同的供体细胞诱导 iPS 细胞在诱导方法、诱导

效率及存在的致癌性方面各自有着不同的特点, 因

此,为 iPS细胞选择合适的供体细胞尤为重要。本

研究中星形胶质细胞来源的 iPS 细胞的诱导成功,

使 iPS细胞的供体细胞来源更加广泛。

总之, iPS细胞在新药筛选、药物毒理研究、发

育生物学和再生医学等领域有着广阔的应用前景,

但将 iPS 细胞应用于临床还有待于进一步的深入研

究。本研究为进一步研究 iPS细胞的产生机制及分

化能力等奠定了基础。
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