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哺乳动物细胞核重编程方法学研究进展

郝振华，伊 璐，郝称莉，翟明霞，刘红林+
(南京农业大学动物科技学院，江苏南京210095)

摘要：多莉羊的成功克隆表明分化细胞在环境因素的影响下可以重编程为胚胎的全能状态，此后体细胞核移植一直是细胞核重编程研究的有力工

具。但是技术操作上的繁琐及其伦理上的约束限制了核移植在许多国家的应用。细胞移植、细胞融合、细胞提取物、体外建立诱导模型等方法可

以直接并有效地改变细胞命运，并越来越多地应用到细胞核重编程的研究中。已发现卵母细胞、胚胎干细胞、胚胎生殖细胞、畸胎癌细胞、成体

干细胞、甚至终端分化的体细胞都有使细胞核重编程的能力，但是在重编程过程中发挥作用的关键因子还不清楚。
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上世纪70年代以来，核移植技术一直是研究细胞核重编

程的有力工具，它精彩地向我们描述了卵母细胞质与供体核之

间发生的故事。但是核移植技术操作上的繁琐及伦理上的约束

限制了在许多国家的应用。近些年细胞移植(ceu transplaJlta-

tion)、细胞融合(ceuular fu8i∞)、细胞提取物(cell ex-

tmcts)、体外建立模型等方法在细胞核重编程的研究中日益受

到重视。本文就以上几种方法在细胞核重编程研究中发挥的作

用做一综述。

1细胞核重编程

含有完整细胞核的动物细胞携带形成完整个体所必需的全

部遗传信息，具有结构上的完整性和功能上的全能性(totipo-

tency)，因此，任何一种分化阶段和分化类型的细胞都可以在

内外环境因素的影响下重新程序化产生新的表型和功能，导致

细胞命运的改变，这个过程称为细胞核重编程(nuclear repm—

gmmming)。细胞核重编程(nuclear repr0铲啪ming)包括分化

(differentiation)、去分化(dedifferentiation)以及转分化

(t呦sdi能rentiation)3个方面。

哺乳动物生殖系发育过程中，原始生殖细胞经历了剧烈的

表观修饰改变。精子和卵子在发育过程中被打上双亲特异性的

烙印，受精后即在合子及早期卵裂球中迅速擦除，并重新建立

子代特有的标记，获得发育的全能性⋯。这种全能性一直持

续到囊胚阶段的内细胞团(inner ceu mass，IcM)，IcM在体外

培养后可以得到全能的胚胎干细胞(embryo stem cells，

Escs)。在以后的发育过程中，细胞开始分化，以特定的形态

和功能参与组织器官的形成。过去一直认为细胞的命运一旦确

定，将不再发生改变。1997年多莉羊的出生向人们证明，高

度分化的体细胞在一定的环境中可以发生去分化，并且完全可

以发育为新个体心-。

血液、皮肤、中枢神经系统、肝脏、胃、骨骼肌、睾丸等
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组织中还广泛存在组织特异性干细胞，能够不断分化为所在组

织类型细胞，使受损的组织得到再生并维持组织的动态平衡。

传统观念认为，与全能性Es细胞不同，成体干细胞分化和再

生能力只限制为它的来源组织。近来大量的试验证明成体干细

胞甚至终端分化的细胞也具有令人惊异的可塑性，在一定的条

件下可以不经去分化而直接转分化(transdifferentiation)为其

他细胞类型。比如持续缺血、缺氧刺激会导致损害的。肾小管上

皮细胞转变为肌成纤维细胞，直接参与肾间质纤维化过程¨J。

乳房脂肪细胞在女性孕育期转化为泌乳细胞，孕育期过后又重

新逆转为脂肪细胞。因此，细胞核重编程是个体发育、适应机

体病理生理变化需求的一个策略。

2核移植

核移植在哺乳动物胚胎工程和组织替代医学上具有重要的

价值。近10年，哺乳动物核移植技术发展非常迅速，目前，

羊、小鼠、牛、猪、大鼠、狗等哺乳动物的成功克隆嵋’4。1表

明不同发育阶段、不同胚层的体细胞都可以在卵母细胞质中重

编程，发生命运的逆转。

2．1核移植基本操作程序和原理

体细胞核移植包括一系列的复杂程序：将供体细胞移入显

微去核的卵母细胞中，供体核与卵母细胞质融合，重组胚经激

活后进行体外培养，或培养后移植到代孕母体中使其发育成新

个体。其基本原理是卵母细胞质中含有一个或多个重编程因

子，融合后供体核暴露其中，核质之间发生相互作用，供体细

胞基因组在结构和功能上逆转为发育的起始状态。核质互作的

效果会直接影响到胚胎能否正常发育。

2．2影响克隆效果的因素

核移植后供体核重编程的效果一般从以下几个方面来评

价：(1)囊胚发育率；(2)移植到子宫以后胚胎出生率；(3)

出生后发育到成年的比率；(4)克隆囊胚外植后获取胚胎干

细胞的频率等。直到现在核移植效率仍然非常低，而且，重构

胚发育严重异常，妊娠早期流产率和出生后死亡率非常高。影

响克隆效果的因素非常多，卵母细胞状态、核供体的选择、操

作者习惯等都有可能影响核移植效率。

研究表明卵母细胞的年龄和细胞周期会直接影响到重组胚
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重编程过程。卵子成熟后卵母细胞质才获得指导体细胞核膜破

裂的能力，在正常受精胚中，母源mRNAs在受精到早期胚胎

合子型基因激活过程中发挥着核心调控作用。同样，母源信息

也能使移入卵母细胞质中的供体基因组重新程序化，这也是核

移植所依据的主要原理之一。与正常受精胚相比，克隆胚胎在

x染色体失活、印记、基因组以及特定位点的DNA甲基化、

组蛋白乙酰化和甲基化、染色体重塑复合体聚集、基因表达等

方面严重异常。重编程依赖于胞质中特异性转录物和染色质重

塑因子进入细胞核发挥作用，而早期克隆胚中，参与印记维持

的卵母细胞特异形式的Dnmtlo没有在8-ceU期移入核内，蛋

白质从细胞质到细胞核的转运过程发生了错误¨1。

供体细胞分化特征越明显克隆效率越低，使用胚胎干细胞

作核供体比体细胞的克隆效率要高。发展起来的两步克隆法以

第一步核移植产生的卵裂球或建立的胚胎干细胞系为供体进行

第二轮的克隆，可以大大提高克隆效率，并可以有效地使终端

分化的B细胞、T细胞发生重编程一。。

长期体外培养或操作过程中发生的染色体改变也能导致克

隆动物发育异常。wakay锄a等¨41以克隆小鼠的卵丘细胞作供

体连续克隆4—6代，效率却在反复克隆中下降，可能是因为

供体核染色体突变和核型变异不断积累，以至于供体细胞群体

中可提供全程发育的正常供体比例越来越小。

此外，外界环境引起的信号转导、转录后调控等方面的错

误都有可能成为重编程失常的诱导因素。细胞核重编程改变是

细胞形态和功能改变的一个中间事件，将其上下游事件联系起

来探明重编程的分子机制将是一个很有意义的方向。

核移植法是目前除了精卵结合以外产生动物个体的唯一途

径，该技术的发展具有非常强的理论意义和现实意义。但是，

在哺乳动物卵母细胞较少，取材非常困难，显微操作仪器昂

贵，核移植步骤繁琐，对操作人员的熟练程度要求比较高，而

且在体外操作时影响因素多，克隆动物多数发育不正常。由于

针对动物早期胚胎进行操作，核移植所涉及到的伦理问题限制

了在一些国家的应用。另外，由于技术本身的限制，核移植无

法探讨像体细胞生存的微环境等一些非卵母细胞因素对体细胞

核的影响，重编程的研究急需其他方法的补充。

3细胞移植

畸胎瘤细胞注射到附植前囊胚得到发育正常的小鼠，注射

到小鼠皮下发展成畸胎瘤⋯J，这些有趣的试验提示从局部微

环境来源的信号影响了细胞的命运。事实上，上个世纪60年

代果蝇盘窝细胞(imaginal disc cells)命运转决定(tmsdeter-

mination)现象就已经引起了人们对细胞所处微环境的极大兴

趣。近年来用细胞移植法来探讨微环境的作用是细胞核重编程

的研究中非常重要的一个方面。

3．1体内生理环境与细胞核重编程

细胞移植到体内可以研究体内生理环境对细胞核重编程的

影响。最为典型的代表就是血管注射法来探讨骨髓细胞的可塑

性。首先采用辐射或其他方法使目标组织发生严重损伤，然后

将骨髓注入体内循环系统，观测骨髓细胞是否转化为该组织类

型细胞，参与损伤处组织的再生。这种方法的好处是骨髓细胞

可以随循环系统到达体内绝大多数组织微环境。研究表明，移

植的骨髓细胞可以呈肌原性转化参与肌纤维的再生，形成肝卵

圆细胞参与肝脏重建，产生神经元对体内生理信号作出反

应¨21。过去认为骨髓细胞的分化能力仅限制在血细胞和问质

细胞，而上述出人意料的分化方向可能是骨髓细胞对其所达到

的组织环境因素中的各种信号做出的应答。提示细胞间微环

境，包括细胞间通讯、细胞间基质以及生长分化因子在指导细

胞命运方面起到了关键作用。在正常生命活动中，这些都是指

导干细胞迁移进入组织的因素。

3．2早期胚胎微环境与细胞核重编程

哺乳动物早期胚胎处于生命的起始阶段，经历着从亲代到

子代基因表达模式的剧烈变化，细胞之间互相通讯保持着细胞

的全能性，若将外源细胞注人，则很快参与细胞与环境之间的

应答，发生细胞核重编程并引起细胞表型机能改变。Geiger等

(1998年)将成年造血干细胞注入附植前小鼠囊胚后在胚胎微

环境中可以存活并获得了胚胎基因转录模式。后来该实验室又

分别将人急性髓系白血病细胞u“、神经干细胞¨41注入小鼠囊

胚均得到嵌合体胚胎并发育至成年，提示囊胚细胞外因子

(ex吼cellular factors)或内细胞团细胞与注入细胞之间的互作

足以使其命运发生改变。人成体细胞可以整合进入鼠胚胎微环

境可能是由于早期胚胎尚未分化，特异性表面抗原没有开始表

达，不易引起免疫排斥反应。

恶性肿瘤细胞与周围微环境有双向反应，发出并接受趋化

因子，直接改变细胞分化、生长、侵袭表型，而细胞外基质为

肿瘤细胞的迁移扩散提供了媒介，因此微环境被认为是克服肿

瘤的重要障碍。曾经认为肿瘤细胞可以人侵体内各种各样的组

织，寻找控制肿瘤的方法成为当前国际上的研究热点。Mintz

等(1975年)将拥有正常染色体数的小鼠畸胎瘤细胞注射到

附植前囊胚，逆转了其增殖侵袭的恶性表型，参与肝、胸腺等

不同组织的形成，并得到有功能的精子后裔。具有强侵袭力的

人黑素瘤移植到斑马鱼胚¨驯和鸡胚¨钊中，肿瘤恶性表型也都

得到控制。胚胎微环境控制肿瘤增殖并将其逆转的事实改变了

“肿瘤具有无所不能侵袭能力”的传统观点，周围微环境的改

变可以使肿瘤细胞发生核重编程而发生逆转，为人类战胜肿瘤

提供了一个很好的研究方向。

4细胞融合

精卵之间的结合是自然发生最为生动的细胞融合现象。在

肌肉、骨骼、胎盘滋养层的发育以及炎症反应过程中Ⅲ“副也

都有细胞融合的参与。近年来发展的细胞融合有化学融合和电

融合2种方法。核移植技术仅能以卵母细胞为对象研究细胞核

重编程，而细胞融合技术的研究对象比较广泛，包括胚胎干细

胞、胚胎生殖细胞(embryonic gem cells，EGCs)、胚胎癌细胞

(embryonal carcinoma cells，Eccs)、成体干细胞、终端分化细

胞等。

4．1体细胞与各种分化状态细胞之间的融合

由于胚胎干细胞也具有分化的全能性，常用来替代卵母细

胞研究细胞核重编程。Cowan等¨引报道，ESCs与人成纤维细

胞融合以后杂交细胞呈集落生长、表达干细胞特异的标记并且
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可以形成类胚体，提示Escs也能使体细胞基因组发生重编程。

2007年，Matsumura等¨叫发展了从杂交细胞中定向除去染色

体的技术，证明杂交细胞多能性的维持来自重编程后体细胞核

Nanog因子的表达。EGcs与体细胞融合后也可以使体细胞基

因组重编程获得多能性，与Escs不同的是EGcs可以改变体

细胞的印记状态。与EGcs融合后，胸腺淋巴细胞的印记及非

印记位点都发生了剧烈的去甲基化H“。可能是由于原始生殖

细胞PGcs在胚胎发育过程中经历了基因组重编程，包括印记

基因及非印记基因的去甲基化，而体外培养得到的EGcs保持

了PGCs的这一特性。

过去认为在体细胞中稳定遗传的表观修饰也可以在另一种

体细胞的核质作用下发生转变。2007年，zhang等旧引将外胚

层的角化细胞融人中胚层的多核肌肉细胞后，，角化细胞核中原

来沉默的MyoD(肌肉细胞标记)发生DNA主动去甲基化，

而keratin一14(角化细胞标记)发生了甲基化。

如何将杂交细胞变成二倍体是细胞融合法临床应用的一大

障碍。将干细胞去核或许可以作为一个选择，但是去核过程操

作非常复杂，而且去核以后有可能失去干细胞的重编程

能力‘23|。

4．2 自发融合与转分化之争

2002年Temda等Ⅲo人发现体外共培养时骨髓细胞可以与

其他类型细胞发生自发融合，获得受体细胞表型。而之前认为

骨髓细胞移植后出人意料的多胚层分化表型是由于细胞直接发

生了转分化。Terada的观点提出后立即引发了自发融合论与细

胞转分化论的激烈争吵。2003年，Alvarez—Dolado等∞o证明骨

髓细胞移植到体内后分别与肝脏中肝实质细胞(hepatocytes)、

大脑中PurkiT】．ie神经细胞、以及心脏中心肌细胞(cardiac mus—

cle)发生自发融合，结果形成多核细胞，这是细胞核重编程

自发融合论首个体内证据。但是，2004年Ha币s等¨6。将骨髓

细胞移植后得到了肺、肝、皮肤上皮细胞，都没有找到任何细

胞融合的证据。产生2种结果的原因可能是：(1)自发融合

是有条件的，严重组织损伤可以促进细胞融合，而Ha而s没有

选择严重组织损伤的试验条件；(2)骨髓中可能只有特定类

型的干细胞才可以发生自发融合，Alvarez—Dolado使用全骨髓

细胞，但Ha玎is用免疫的方法剔除了成熟T细胞，而T细胞很

有可能就是形成异核体的主要细胞类型；(3)有可能自发融

合与转分化是同时存在的，但是自发融合的频率非常低Ⅲ1，

不同的检测方法的灵敏性和侧重点不同，导致试验结果存在差

别。为了避免以上麻烦，在细胞去分化或转分化的研究中应当

把细胞基因型列入检测之列，以保证转分化的细胞拥有正常的

核型。

不过，也有人提出骨髓细胞移植后检测到的非造血细胞即

非源自成体干细胞的转分化也非自发融合，现有的方法尚不能

排除在提取骨髓时混入其他组织细胞的可能性。

5细胞提取物

利用细胞提取物的无细胞系统不需对大量细胞进行鉴定纯

化，而且可以排除细胞融合的可能，是研究核重编程很好的选

择。近些年，配子、干细胞、体细胞的核质提取物广泛应用到

重编程研究中。该方法操作简单，将体细胞核直接或经透性化

处理后(peHneabilized)置入另一种细胞的全细胞提取物中短

暂孵育，提取物中的细胞核调控组分可以进入体细胞核，进而

改变体细胞基因组的表达。

5．1全能性细胞提取物

与核移植和细胞融合试验相同，卵母细胞、干细胞核质提

取物都可以使体细胞核发生重编程。非洲爪蜍卵提取物中ATP

依赖的染色体重塑因子可以将体细胞特异的TATA结合蛋白

(TATA-binding pmtein，TBP)从体细胞染色体上解离，提示染

色体重塑复合体参与体细胞核重编程m]。透性化293T cells在

Eccs细胞提取物中暴露1h后也开始表达全能性标

记0CT4[圳。

5．2终端分化细胞提取物

Landsverk等。2引将分化的上皮细胞和神经前体细胞在活化

T细胞提取物中孵育30 min后发现白细胞介素-2(intedeukin一

2，IL-2)基因的转录活化因子向核内运输并与染色体结合，

swI＼sNF染色体重塑复合体结合在供体核上，IL-2基因启动

子区H4高乙酰化，RT—PCR分析IL一2基因活跃表达。IL-2由

活化的T细胞合成并分泌，上皮细胞和神经前体细胞核IL-2

的转录活化证明体细胞核在终端分化细胞核质提取物的作用下

可以发生细胞核重编程，从而证明成体细胞的转分化现象确实

是存在的。

细胞提取物的方法为重编程研究提供了新的思路，为体外

操作细胞提供了更多可能。但是也有人提出细胞提取物是否具

有重编程能力还有待确定，因为检测到的标记性基因产物很有

可能来源于提取物残留，因此，还需要更为严谨的试验设计和

更为精确的操作方法。

6体外定向诱导模型的建立

相比之下，发展起来的3D模型(three dimensional model)

或添加诱导因子等体外定向诱导方法的应用前景更为诱人。

6．1体外3D模型

体外3D模型可以逼真的模拟细胞与三维空间微环境之间

的作用，其构建方法简单描述为以下几步：首先将待测微环境

细胞种植在3D胶原基质(matrigel matrix)数天，移去细胞得

到预处理的无细胞3D基质，目的细胞接种到预处理的3D基

质后检测形态功能变化。利用这种方法将人正常黑色素细胞置

入恶性黑素瘤处理的微环境中，黑色素细胞发生转化，获得强

烈的迁移及入侵能力。但是，反过来将恶性黑素瘤细胞放入正

常黑色素细胞微环境中，黑素瘤的恶性表型没有得到任何控

制，该方法生动地模拟了肿瘤细胞与正常组织之间斗争并最终

使正常组织恶化的过程¨⋯。

6．2添加诱导因子

在体外添加细胞因子诱导细胞重编程的方法有2种：(1)

将药物直接添加在培养基中，通过改变细胞周围微环境诱导细

胞转变。Archiniegas等∞钊在培养基中添加凝血酶及其受体，

直接将血管内皮细胞诱导为间充质细胞。Rong等¨u在体外培

养动脉平滑肌细胞时降低胆固醇浓度得到巨噬细胞样细胞。

(2)通过转基因对细胞进行遗传改造，细胞自身过表达转基
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因细胞因子而发生表型功能改变。2006年，TaI【ah船hil等p纠

利用转基因过表达系统筛选出0ct3／4，So】(2，c-Myc和KM四

种因子可以将小鼠胚胎成纤维细胞和成体成纤维细胞诱导为多

能性干细胞。

体外定向诱导模型没有卵母细胞来源及伦理问题的限制，

不存在细胞融合、组织细胞污染、提取物残留等方面的干扰，

将在细胞核重编程研究中发挥重要作用。但是如果将其应用在

诱导体细胞转分化、产生同基因替代的细胞治疗上还有许多问

题要解决：(1)转分化的效率比较低，安全、迅速、大量转

分化的细胞培养体系尚未建立；(2)研究者多采用形态学、

免疫组化、基因多态性等表型改变来证实转分化的发生，细胞

是否执行相应的功能没有深入探讨；(3)即使在体外通过转

分化获得大量的替代细胞，移植到患者损伤处以后，长期在体

内微环境影响下是否可以保持体外转分化后的形态和功能，会

不会引发肿瘤不得而知。这些问题的解决将为转分化研究走向

临床应用迈出关键的一步。

7结论与展望

理解细胞核重编程机制有助于解决克隆动物中出现的问

题，为细胞替代治疗以及肿瘤的研究提供理论基础，并且对推

动动物繁殖学、发育生物学、细胞生物学的发展有重要意义。

但是目前对于细胞核重编程的认识多处于表型或功能上的水

平，探索细胞核重编程的分子和生化机制，寻找体外培养诱导

分化的关键因子成为当务之急。随着现有实验技术的不断改进

以及新实验方法不断出现，相信在不久的将来，找到控制细胞

的命运之神不再是梦想。
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鸡胚肢芽发育机理的研究进展

韩向琨，陈秋生+
(南京农业大学动物医学院，江苏南京210095)

摘要：由于鸡胚是在蛋内完成发育，有利于人们方便地进行实验操作，所以它作为了解脊椎动物肢芽发育的理想模型，具有其他生物无法比拟的

特点。经典的发育生物学为我们提供了鸡胚发育命运图，并阐明了肢芽发育模式划分中细胞间相互作用的关系。而最早用化学手段模拟这些细胞

间相互作用的试验也始于鸡胚的研究。研究表明，shh和Bmp等基因表达决定着肢芽发育。鸡的基因测序更为我们方便地进行研究提供了机会。

本文对鸡胚早期肢芽发育情况进行了介绍，并阐述了早期鸡胚肢芽发育的分子机理以及各个基因之间相互作用的关系，为进一步研究动物肢芽的

发育机制提供参考。

关键词：鸡胚；肢芽；发育机理 ，
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l鸡胚肢芽发育概况

鸡胚四肢的发育是在受精后第3天体轴形成时开始的，其

最早发生部位主要由中心的疏松间充质细胞和表面的上皮样外

胚层构成。随着间充质细胞的不断增殖和分化，逐渐形成了明

显的隆起，称为肢芽。肢芽顶端的外胚层缘加厚，称之为顶端

外胚层嵴(印ical ectode珊al ridge，AER)，其下是由快速分裂

增殖的未分化细胞构成的生发带(pmgress zone，PZ)。这些细

胞脱离PZ后，就会开始分化。大约7 d后，肢芽开始变长，

并由近及远地逐渐形成肢体各部分结构。同时，间充质细胞开

始分化，形成肢软骨、骨、血管、神经和肌肉等各种组织。骨

骼系统的发生来自于软骨组织，之后神经进入肢体相应的组织

结构中。鸡胚的翼骨和腿骨与其他脊椎动物的骨骼组成基本一

致，由近及远依次是：肩甲／骨盆，肱骨／股骨，尺骨／胫骨，

腓骨和指骨／趾骨。

鸡翼上只有3个指，从前到后依次是第2、第3和第4指，

收稿日期：2007-05-17

基金项目：国家自然科学基金(30671513)。

作者简介：韩向琨(1981一)，男，硕士研究生。
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而后腿上则具有第1、第Ⅱ、第Ⅲ和第Ⅳ共4个趾，第V趾退

化丢失。少见的5趾鸡是丝羽乌骨鸡等一些地方鸡种的品种特

征，但许多研究表明，5趾品种鸡的额外趾并不是丢失的第V

趾的恢复，而是在第1趾处长出的一个新趾，因此鸡多趾应归

为轴前多趾(prea】【ial polydactyly，PPD)⋯。鸡的趾具有经典

的四足动物形态结构，每个趾都有不同数目的趾骨。

肢体的结构组成存在着重复的单元，这主要集中在数量、

位置以及识别上。在肢芽发育过程中，是什么决定了趾的数

量?又是什么机制来区分臂／翼和腿?拇指为什么在手的一端

而小指却长在另一端?这些问题都可以在鸡胚肢的发育研究中

找到答案¨1。

2肢芽发育体制的建立

2．1肢芽发育命运图

在胚胎两侧临近结节的部位有少部分细胞已经包含了将来

能生成翼、肢间区、肢以及腿的前体。s叫nders利用碳标记技

术绘制了早期肢芽发育命运图，揭示了很多肢芽发育中的结构

与细胞学特性，如肢(翼)上所有的趾都来自早期肢(指)

芽的后半部分口1，外胚层相对于间质的细胞移动‘4 o，并且顶

端外胚层嵴是自主的永久性结构等。

利用亲脂染料标记特定的细胞群，发现包围肢芽主干的外

quirement f曲development of bone marrow-derived epithelia [J]．

Science，2004，305(5680)：90-93．
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MoI Biol CeⅡ，2005，16(12)：5719．5735．

[28]Lalldsverk H B，Hakelien A M，Kuntziger T，et a1．Reprogmmmed

gene expression in a somatic ceu-舶e e咖ct[J]．EMB0 Rep，

2002，(4)：384·389．
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