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摘要：体细胞重编程(somatic reprogramming)是指已分化的体细胞在特定条件下，其生长和发育的程序重新转变，成

为另一型细胞，特别是恢复到全能性状态，逆转成诱导多能干细胞(induced pluripotent stem cell, iPS)的过程。多能

干细胞能在体内外分化成几乎所有类型的细胞，具有很高的理论研究价值。将已分化的人体细胞程序重排为多能

状态可以产生对病人和疾病的特异性干细胞。本文介绍用转录因子的异位表达，介导产生诱导多能干细胞的方法

和可能的危险性以及有较高安全性的“2 A 肽法”。目前，i P S 技术还未进入临床应用，但已有一些有希望的尝试。
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体细胞重编程是指已分化的体细胞在特定条件

下，生长和发育程序重新转变，成为另一型细胞，特

别是被逆转成诱导多能干细胞的过程。多能干细胞

类似原始胚胎干细胞，能自我更新，在体内外能分

化成几乎所有类型的细胞，在再生医学等领域有巨

大的应用潜力。体细胞核重新排序实际上是指将一

种细胞的基因表达转换为另一种类型的基因表达的

过程，是生物学和医学领域中的重大突破[1,2]。本文

就其研究方法和应用前景的进展作一简要介绍。

1. iPS的制备方法

1.1 四个转录因子的方法

用Oct3/4、Sox2、Klf4和c-Myc这四个转录因子

可从成人皮肤成纤维细胞产生iPS，也可从小鼠的体

细胞产生iPS，并在种系中传播下去。iPS在形态学、

增殖、表面抗原、基因表达、多能细胞特异性基因

的表观遗传状态以及端粒酶活性方面都和人胚胎干

细胞相似[ 3 ]。将体细胞核转移至哺乳动物卵母细胞

中，可使细胞中的反式作用因子将该体细胞核重新

编程成为未分化状态。Yu等[4]报道，用Oct4、Sox2、

Nanog和 Lin28这四个因子足以使人体细胞重新编程

成为iPS，呈现胚胎干细胞的特征。这种iPS可用于

制造新的疾病模型、对药物研究和移植医学具有重

要的应用价值。从人体活检取得标本开始到完成重

新编程约需两个月时间[5]。应用不插入宿主基因组

但短时表达重组Oct4、Sox2、Klf4和c-Myc的腺病毒

也能够将小鼠的成纤维细胞和肝细胞诱导成多能干

细胞。这种腺病毒诱导多能干细胞(adeno-iPS)，能表

达内源性多能性基因、形成畸胎瘤和许多不同的组

织，为产生和研究病人特异性干细胞提供了好的方

法。

1.2 排除应用病毒为运送载体的方法

最初尝试用病毒作为载体，是用其运送程序重

排因子。用这样产生的iPS细胞进行治疗，由于有许

多前病毒的整合体，可能有插入突变的危险。例如，

在早期研究中，科学家需要用4个独立的病毒(每个

病毒对应1个重组基因)才能将四个转录因子(Oct4、

Sox2、c-Myc和Klf4)的基因转移到细胞的DNA中。这

4 个基因一旦被激活，细胞将会从成年状态分化成

类似于胚胎的状态。而且这些病毒可能插入细胞基

因组中任何一个地方，进而有可能引发癌基因

(oncogene)的表达。

1.2.1 c-Myc排除方法        Yamanaka等[7]不用Myc逆转

录病毒，同样获得了高质量的诱导多能干细胞，而

且不会产生肿瘤。以前要获得人的iPS，需要将载体
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也整合进基因组中；但实际上外源性序列重排因子

在基因组中的整合插入并非必需。俞君英等[8]报道，

应用非插入型的附加体载体获得人的iPS，在除去附

加体后，人的iPS完全没有了载体和转基因的序列，

并在繁殖和发育上与人胚胎干细胞无异。这证明人

体细胞重排并不需要外源性序列重排因子在基因组

中的整合插入或持续存在，从而消除了将人iPS应用

于临床的障碍。

1.2.2 2A肽法        最近，Carey等[9]采用称为2A肽类聚

合物的一小段 D N A 可使上述四种重新编程基因串

联起来。当细胞中产生蛋白质，这个串联基因的

DNA 被阅读时，依次产生2A 肽所串联的蛋白质，直

至制造出所有四个基因编码的蛋白质。这样，从单

个启动子可以进行高效的多顺反子表达。应用这种

多顺反子载体，他们制造了仅有一个拷贝的多顺反

子载体的iPS细胞，而不是许多病毒的整合体，这是

一个巨大的进步。例如进行基因打靶时，要将单个

转基因插入某个确定位置时，用本法就更为安全。

他们应用此法已能从人角质形成细胞产生人的多能

干细胞系，证明单个多顺反子病毒即能重新排序人

的体细胞。

此外，用一些已确定的因子通过能自我裂解的

2A 肽序列融合成为单个开放读码框，形成一个简单

的慢病毒程序重排系统[10]。这种多顺反子表达系统

可有效地产生iPS，有正常的核型，在形态学和基因

表达方面与胚胎干细胞相似。

用2 A 肽非病毒转染法转染多蛋白质表达的载

体能重新排序人和小鼠的成纤维细胞，建立了从人

胚胎成纤维细胞进行程序重排的各种人细胞系，具

有多能性活性的表达[11]。在这个系统中iPS 基因组

的改变很少，并能完全去除外源性程序重排因子，

能有效地应用于再生医学、药物筛选以及建立疾病

模型等。

1.2.3 PiggyBac转座法         PiggyBac(PB)转座子来源于

飞蛾甘蓝尺蠖中的D N A 转座子，能携带多个基因，

可在人和小鼠的细胞中高效转座。P B 转座子全长

2472 个碱基，两端含有13 个碱基的反向末端重复，

并编码一个含594 个氨基酸残基的转座酶。PB 转座

子可同时携带多个基因，并允许它们在不同的整合

位点表达。用PB 转座法能将成纤维细胞重新排序成

为诱导多能干细胞。用PB系统可进行无缝切除，因

此可以将所得的iPS 细胞系中的某些PB 插入切除。

此外，还可以从小鼠的iPS细胞系中不留任何痕迹地

除去重新排序因子[12]。

1.3 大鼠iPS制备

在遗传学研究和人类疾病模型的制造中，至今

尚未见应用大鼠胚胎干细胞(ESC)，因为大鼠ESC 一

般很难获得。Jing 等[13]用大鼠耳朵的成纤维细胞或

骨髓细胞产生大鼠iPS。与ESC相比较，大鼠iPS有

以下优点：(1)能够长期增殖而不发生分化，保持其

多能性；(2)能保持正常的核型；(3)在活体内能形成

全部三个胚层的组织。这些性质使得大鼠iPS能用于

同源重组，从而使大鼠成为人类疾病模型的首选，

例如用来加入或排除某个基因。

1.4 细胞核直接重新排序的方法

终末分化的细胞也可通过细胞核直接重新排序

而转变为另一型细胞(不通过多能干细胞)从而获得

多能性。在文献中很多例子说明是可行的。例如将

皮肤成纤维细胞和视网膜上皮细胞转变为肌细胞。

再如，成熟 B 淋巴细胞通过髓细胞样转录因子 α -

CCAAT/增强子结合蛋白(CCATT/enhancer-binding

proitein α)的异位表达或者通过特异性地敲除B细胞

转录因子Pax5 也可重新排序，从而证明了终末分化

的细胞亦可通过细胞核重新排序而获得多能性[14]。

2. iPS的应用研究

iPS 不需要人类卵子，也不需要制造或破坏胚

胎，因此在应用中避开了伦理和技术障碍。在早期

研究中，Takahashi等[3]将4个基因转入小鼠肝脏细

胞和胃黏膜细胞，培育出诱导多能干细胞。与原来

用皮肤细胞培育出的iPS细胞相比，这种细胞引发癌

症的几率大为下降。此后，他们又用小鼠皮肤成纤

维细胞制成的iPS成功制造出视网膜感光细胞，有可

能用于治疗视网膜色素变性等疾病。Lowry 等[15]应

用上述四个转录因子从人皮肤成纤维细胞产生iPS，

所产生的细胞系与人胚胎干细胞在形态学上没有差

别，染色体组型分析也证明人细胞重新排序不会引

起染色体的异常，可以用来替代病人本身的多能干

细胞，进行自体细胞的替代治疗。

3. iPS在临床治疗中的应用

3.1 脊髓性肌萎缩症(spinal muscular atrophy, SMA)

脊髓性肌萎缩症是一种遗传性神经疾病，是由

于残存的运动神经元1存活基因(survival motor neu-
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ron 1 gene, SMN1)突变引起的一种常染色体隐性遗传

病；SMN1 蛋白的表达降低引起了下 α- 运动神经元

的退化。临床上SM A 1 型病人常在出生后 6 个月时

出现症状，在两岁左右死亡。最近，Ebert等[16]从一

个病儿的皮肤成纤维细胞产生出iPS，这些细胞在培

养时生长旺盛，保持疾病的基因型，并能产生有选

择性缺陷的运动神经元，有可能用 S M A 的治疗。

3.2 肌萎缩性侧索硬化症(amyotrophic lateral sclerosis,

ALS)

ALS 伴有运动神经元的损伤，为试图治疗ALS，

Dimos等[17]曾从一名82岁的女性ALS患者获得iPS。

这类患者的特异性iPS具有胚胎干细胞的性质，能成

功地分化为运动神经元，也有可能用于ALS的治疗。

3.3 糖尿病

研究表明，成熟的肝脏可以作为有功能的胰腺

内分泌的来源，这种由肝脏到胰腺的再发育过程是

由有胰腺转录作用的异位表达因子和分化因子所诱

导的，据此而获得的iPS可以使糖尿病人成为自身治

疗用组织的供体，从而避开了晚期糖尿病病人需进

行的异体移植治疗[18]。Qiao等[19]报道，用三种转录

因子(Ngn3/Neurog3、Pdx1和Mafa)可将已分化的外分

泌细胞重新排序为类似的 β-细胞，这些细胞具有β-

细胞的全部功能，并能重新塑造血管系统和分泌胰

岛素。

3.4 神经系统疾病和损伤

神经系统的疾病和损伤，其治疗方法基本上是

姑息性的。人iPS能够分化成运动神经元，具有电生

理活性，所以成为神经科学研究的热点。迄今在文

献中已有几十种方法可将人iPS 分化成为各式各样

的神经细胞，包括：多巴胺能神经元、视网膜神经

元、脊髓腹运动神经元以及少突神经胶质祖细胞

等[20,21]。Schwartz等[22]描述了这些方法，并将其分为

五类：(1)从原始物质开始；(2)去除多能性；(3)分化

成为神经系统细胞；(4)维持神经系统的细胞并进行

扩增；(5)神经元和神经胶质的分化[23]。此外，Soldner

等[24]将5 名特发性帕金森氏征患者的成纤维细胞成

功地培育成为多巴胺神经元细胞，有望为帕金森氏

征的治疗带来福音。
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Abstract    The reprogramming of somatic cell means transformation of the differentiated somatic cell into another type of

cell, especially generation of induced pluripotent stem cell (iPS) by retrograde development of differentiated somatic cells in

vivo  and in vitro . Theoretically, iPS has very high research value. With the aid of iPS, one can generate patient-specific

pluripotent stem cell. In this review, the methods for generation of iPS, and the potential risk, as well as the so called “2A

peptide” method, which is much safer, are reviewed. Although the iPS technique has not been used in clinic at present, successful

applications are expected in the near future.
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