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摘　要：体细胞重编程是指分化的体细胞在特定的条件下被逆转后恢复到多能性或全能性状态，或者形

成多能干细胞系，或者形成早期胚胎然后发育成一个新的个体的过程。诱导体细胞重编程的方法有许

多，如核移植(nuclear transfer, NT)、细胞融合、细胞培养和通过导入特定因子获得诱导多能干(induced

pluripotent stem, iPS)细胞的方法等。其中核移植和iPS技术是到目前为止诱导体细胞为多能干细胞 为

完全、 具有运用于临床再生医学潜能的方法。然而，它们的效率都很低，机制也不清楚，如何将

两个方法结合在一起，提高重编程的效率，揭示重编程的机制，进而促进其在患者特异性治疗中的运

用将是下阶段的努力方向。
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Abstract: The differentiated state of a somatic nucleus can be reversed to an undifferentiated stem cell with

pluripotent state or a reconstructed zygote with totipotent state, which is defined as somatic reprogramming.

Adult cells can be successfully reprogrammed into pluripotent stem cells in various ways, including nuclear

transfer (NT), cellular fusion, culture-induced reprogramming and induced pluripotent stem cell (iPS) by expres-

sion of transcription factors in somatic cells, in which, NT and iPS techniques offer tremendous promise for

future development of patient-specific therapy. However, the reprogramming efficiency of NT and iPS are still

low and the mechanisms remain elusive. The future challenge will be to reveal the molecular mechanisms

potentially underlying reprogramming of somatic cell using NT and iPS techniques together.
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1　体细胞重编程

胚胎干细胞(embryonic stem cells，ESC)是从早

期胚胎的内细胞团(inner cell mass，ICM)中分离得

到的一种具有发育多能性的细胞[1,2]，它具有自我更

新能力，能在体内或体外分化成机体的所有细胞类

型，但不能分化为胚外滋养细胞(extraembryonic tro-

phoblast lineage)[3]。人类的胚胎干细胞(human em-

bryonic stem cells，hESC)也已经成功建系[4]，这

 · 评述与综述 ·
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将广泛运用于细胞移植治疗，如幼年型糖尿病、帕

金森症以及心力衰竭等等。然而对患者而言，目前

已建系的hESC 是来自异体，移植后会产生免疫排

斥反应。要解决这一问题， 佳方法是直接利用来

自患者的多能性细胞，即将患者的体细胞在体外重

编程(reprogramming)为多能性细胞。

正常的发育是由精子和卵子受精后形成受精

卵，然后发育为囊胚， 后分化成特定的组织和细

胞，在这一过程中，细胞逐步丧失其核的全能性。

体细胞核移植的成功证明分化的体细胞能够被卵胞

质中的物质重编程为胚胎状的细胞，这说明哺乳动

物在发育过程中，细胞虽然逐渐丢失了其发育成各

种组织细胞的能力，但其仍然保存了发育成一个完

整个体所需要的全部遗传物质，并且在特定的条件

下可以发生逆转。这一成果的获得为开展患者特异

的细胞治疗提供了一条新的途径，即通过核移植后

获得来自患者的核移植胚胎干细胞系，然后将这些

细胞分化成所需要的细胞用于治疗。

随着体细胞被证明能够被重编程后恢复全能

性，这一领域的研究成为了生命科学的热点，出现

了许多新的诱导体细胞重编程的方法。到目前为

止，有效的体细胞重编程的方法有核移植(nuclear

transfer)、细胞融合(cell fusion)、细胞培养(cell

explantation)和iPS(induced pluripotent stem)技术。判

断体细胞重编程的成功与否可以有两个标准，一是

能否获得多能干细胞系，并在体内外证明其能够分

化成三个胚层的组织和细胞；二是能否通过重编程

首先获得全能性的细胞，即早期胚胎，然后其进一

步发育成全部的组织和细胞，包括胚胎和胚外的组

织和细胞。以上列举的方法均能达到第一个标准，

即体细胞被重编程为多能性细胞的状态；而要完成

第二个标准，只能通过核移植。对体细胞重编程的

机制进行探讨或应用于细胞治疗达到第一个标准即

可，而在优良家畜繁殖、转基因家畜的制备、宠

物的克隆以及动物保护等应用领域则需要通过核移

植的方法获得克隆动物。

ES 细胞融合技术，是通过将分化细胞与ES 细

胞融合，从而得到具有ES 细胞多能性的杂交细胞

系。虽然已有实验证明细胞融合之后体细胞的核能

够被成功地重编程，但其细胞融合效率很低，并且

产生的是四倍体的细胞，故其应用前景较为局限[5]，

然而该方法也是探讨重编程机制的重要手段[6]。

细胞培养的方法是通过改变细胞生活条件，使

得原本要走向分化的细胞停止分化或者逆转而变成

一种多能干性的维持状态，如从囊胚时期的ICM细

胞体外分离培养得到ESC[1,2]、原始外胚层(epiblast)

体外分离培养得到原始外胚层干细胞(epliblast stem

cell, EpiSC)[7,8]、原始生殖细胞(primordial germ cells)

体外分离培养得到胚胎生殖细胞(embryonic germ

cells, EGC)[9]、出生后的生精干细胞(spermatogonial

stem cells, SSC)体外分离培养得到多能性成体生殖

干细胞(multipotent adult germline stem cells, maGSCs)[10]

等。到目前为止，SSC 是惟一能从出生后个体中分

离得到的多能性干细胞，而且只能在雄性个体中获

得，故其应用前景也较为局限。

核移植和iPS技术是通过特定的外界条件使得

分化的体细胞逆转为多能干细胞的过程，所获得的

多能干细胞是二倍体，且受体细胞类型的影响小，

被认为是 具有应用前景的两种重编程的方法。然

而这两种方法均效率低下，且重编程机制不清楚，

是否两种方法有着相似的重编程机制，是否两种方

法的结合能够促进体细胞机制的研究，还不得而

知。下面将介绍核移植和iPS技术在体细胞重编程

研究中的应用，并对两者结合应用于体细胞重编程

研究的可能性进行初步的探讨。

2　核移植在体细胞重编程研究中的应用

1952年，Briggs和King[11]首次成功地通过核移

植方法获得了来自囊胚细胞的克隆蝌蚪，从此揭开

了核移植的序幕。1997 年，克隆羊“多莉”的报

道，证明了哺乳动物体细胞也能用于核移植获得个

体[12]，在世界范围内引起了一场动物克隆的风暴，

许多哺乳动物先后被成功克隆[13]。

所谓核移植，就是利用显微操作方法把供体细

胞核移植入去核的受体卵母细胞中，然后经过活化

后获得重构胚胎的过程。判断体细胞核移植后是否

重编程成功可以有两个标准，一是获得多能干细胞

的能力，即重构胚胎在体外发育到囊胚阶段后，是

否能建立核移植胚胎干细胞系(nuclear transfer embry-

onic stem cell, ntES) ；二是获得克隆动物的能力，

即将重构囊胚移入受体动物中是否能获得克隆动物。

目前，通过胚胎移植后直接获得克隆动物的效率非

常低，仅占重构囊胚的1% － 3%[14]，而 ntES 细胞

系的建立效率却能达到10%以上[15,16]。在获得ntES

细胞以后，一方面我们从一个供体细胞获得了大量

的细胞可以用于其他研究，如探讨嗅觉神经细胞嗅

觉受体基因选择机制[15]，另外可以将此细胞注入四
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倍体囊胚中形成clonal小鼠[17]或用作供体细胞进行第

二次核移植获得克隆小鼠，也就是所谓的两步法核

移植技术。研究人员先后成功地利用两步法核移植

技术获得了来自终末分化的成熟B细胞、T细胞和嗅

觉神经细胞的ntES细胞系、clonal小鼠和二次核移植

后的克隆小鼠[15,18,19]。另一方面，ntES细胞可以在

体外被诱导形成特定的体细胞用于治疗，许多研究

证明ntES细胞与ES细胞的多能性基本相当[17,20,21]。

这样利用核移植技术可以获得来自供体的胚胎干细

胞，在体外诱导后可获得表达任何特异性基因的细

胞类型，就可以用于替代不可修复或受损的细胞进

行相关疾病的治疗，即所谓的“治疗性克隆”[22 ]。

虽然人类的ES细胞系于1998年成功建立[4]，但至今

人类的ntES细胞却没能建立，这一方面因为人卵不

易获取；另一方面，该技术涉及到伦理问题，因

此大大影响了人的核移植技术的建立及其在人类再生

医学领域的应用。

3　iPS技术在体细胞重编程研究中的应用

2006年，Yamanaka课题组[23]将24个对维持ES

多能性有重要作用的因子，经逆转录病毒导入小鼠

胚胎或成体的成纤维细胞中，诱导形成 iPS 细胞，

通过不同因子组合的分析和比较， 后筛选出能诱

导形成 iPS 细胞 具功能的 4 个因子，即 Oct4、

Sox2、c-Myc和Klf4。由于iPS技术的可操作性强，

在过去的三年时间里，该技术取得了许多重大的突

破，如不需要通过药物的筛选获得的iPS细胞[24,25]　；

通过采用Nanog基因[26]或Oct4基因[27]作为筛选标记

获得了具有和ES 细胞几乎一样表达谱的 iPS 细胞

系；iPS 细胞用于治疗小鼠镰刀性贫血模型[28]和缓

解帕金森症小鼠的症状[29] ；不需要致癌基因c-Myc

参与的iPS细胞的建立[30,31]，以及通过添加小分子化

合物大大提高iPS细胞的获得率[32-34]等等。特别值

得一提的是人的iPS细胞的获得[35-38]，以及来自多

种疾病病患的iPS细胞的建立[39,40]，这些成果的取得

使得iPS技术获得了广泛的关注，它让人们看到了

运用该技术进行疾病治疗的希望，特别是患者特异

的移植治疗。

然而，iPS 细胞存在外源因子整合到基因组中

的缺点，这增加了细胞发生变异的风险，阻碍了其

在再生医学上的运用。因此，在过去的一年中，许

多实验室都致力于研究如何避免外源基因的整合，

并取得了非常显著的研究成果。如Jaenisch实验室[41]

利用Cre-Loxp系统成功得到切除了外源基因的帕金

森症患者的iPS细胞，并利用它诱导了神经细胞的

产生。Thomson 课题组[42]则利用非整合载体成功诱

导出人的iPS 细胞，尽管效率极低，但得到了完全

没有外源基因整合的人类iPS 细胞，其意义重大。

随后，Ding课题组[43]报导了利用这四因子重组蛋白

的多次孵育，成功诱导得到小鼠的piPS(protein-in-

duced pluripotent stem)细胞。Kim等[44]成功利用这四

因子重组蛋白诱导得到人类的piPS细胞。与基因诱

导的iPS细胞不同，piPS细胞一旦诱导成功，就不

再需要添加4个蛋白，也就消除了Oct4和c-myc致

癌的因素，因此piPS衍生的细胞治疗手段的癌变风

险比基因诱导的iPS细胞大大降低，且重组蛋白诱

导技术简单易行，只需在细胞培养液中加入蛋白即

可，避免了外源因子诱导过程中的基因转染、病毒

操作和从基因组中清除外源基因等过程。

人iPS细胞的成功获得不仅避免了人体细胞克

隆技术引发的伦理争议，而且突破了以往只能利用

卵子和胚胎的取材限制，为再生医学应用打开了大

门。而这个领域的快速发展，为未来干细胞用于个

体治疗带来了希望。

4　核移植与iPS技术在体细胞重编程研究中的应用

核移植和iPS技术都能成功地诱导体细胞发生

重编程，两者各有优缺点。首先，核移植可以直

接获得动物，而iPS技术只是在细胞水平对体细胞

进行重编程，因此获得来自体细胞的克隆动物只能

通过核移植。第二，核移植后能够获得胚胎干细胞

系，然而目前这只局限应用于能获得 ES 细胞的物

种，包括人、小鼠和大鼠，而人的ntES 细胞系的

建立仍是一个技术难题，大鼠体细胞核移植技术仍

然有待于进一步地完善[45]。iPS技术的建立，使得

获得各个物种的多能干细胞系成为可能，在过去的

三年中，先后建立了小鼠、人、大鼠和猪的iPS细

胞系[23,35,36,46-48]。第三，iPS技术仅限于可培养的细胞

系，对于一些不能进行体外培养的细胞类型，如终

末分化的神经细胞[15]或死亡的细胞[49,50]，就不能用

iPS的方法进行重编程，只能通过核移植。第四，由

于人的ntES 细胞尚未建立，因此，到目前只能通过

iPS的技术获得来自患者的多能干细胞系以用于疾病机

理、药物筛选及治疗应用方面的研究[39,40]。核移植与

iPS技术虽然都能对体细胞进行重编程，但重编程的

效率均非常低，重编程的机制也不清楚，特别是关

于体细胞重编程的基础问题，即被重编程的供体细胞

的相关问题还不清楚[14,51]，如是否供体细胞中的少
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量组织干细胞被重编程、是否供体细胞的分化状态

会影响重编程的效率等，均没有严格的实验予以证

明。

通过核移植与iPS 技术这两种重编程的方法，

都能得到与ES细胞相似的多能性干细胞(ntES细胞

与iPS细胞)，而且都被证明能够用于治疗小鼠的疾

病模型[28,52]。那么这些细胞与ES细胞有多大的相似

度，是否能完全取代ES 细胞？ntES 细胞已被证明

与 ES 细胞有着相似的基因表达谱、相似的体内外

发育潜能[17,20,21,53]，能通过四倍体囊胚注射获得小鼠

证明ntES细胞能够发育成一个完整的个体(clonal小

鼠)，能通过核移植获得克隆小鼠证明ntES细胞除

了能发育成克隆个体外，还能发育成胚外组织。这

些试验证明ntES 细胞与ES 细胞几乎是相同的，理

论上可以作为 ES 细胞的替代物用于治疗。小鼠的

iP S 细胞也被证明与 ES 细胞有着相似基因表达、

DNA 甲基化、染色质状态以及生物学潜能[27 ]。然

而，对于iPS 细胞生物学功能的研究，大量的研究

证明小鼠的iPS细胞注射到二倍体囊胚中后能获得具

有生殖腺遗传的嵌合体小鼠。生殖腺遗传只能遗传

一半的遗传物质，另外，在生殖细胞形成过程中会

发生染色体的交换，因此，这并不能说明iPS细胞

本身具有发育成一个完整个体的能力。要进一步证

明iPS细胞与ES细胞具有相似的生物学功能，需要

通过四倍体囊胚注射获得小鼠以及通过核移植获得

克隆小鼠。令人高兴的是， 近两个中国的实验室

通过四倍体囊胚注射获得了来自iPS细胞的小鼠[54,55]，

这说明iPS 细胞离ES 细胞更近了一步。然而，研

究也表明大部分的iPS细胞系不能通过四倍体囊胚注

射获得小鼠，本实验室用多株iPS细胞进行四倍体

囊胚注射及核移植也均未能获得小鼠。因此，对于

iPS 细胞生物学功能的研究以及其安全性的研究，

还有待于进一步的深入。 新的研究表明，人iPS

细胞与ES 细胞存在基因表达的不同[56]，因此，只

有当iPS细胞被证明与ES细胞有相同的生物学功能

时，才能取代 ES 细胞应用于人类的疾病治疗。

iPS技术取得的许多进展与核移植技术的研究是

分不开的，过去十几年对核移植技术的研究，特别

是对核移植过程中体细胞重编程的研究为iPS细胞的

研究提供了许多有益的参考和思路。反过来，iPS

技术的进展也会为核移植的研究提供新的启发。总

之，两种技术均处于其发展的早期，均能诱导体细

胞成为多能干细胞，均是探讨体细胞重编程的有效

手段，因此将两种技术结合起来，比较地进行研

究，会加速我们对体细胞重编程的理解。

核移植技术和iPS技术都能成功的诱导体细胞

发生重编程，那么它们诱导重编程的分子机制是否

相同呢？从两种技术诱导体细胞重编程的过程来

看，似乎有着不同的重编程的方式。核移植诱导体

细胞重编程需要供体细胞处于休眠状态[12]，不需要

致癌基因的介入，重编程的过程主要发生在短短的

几个细胞周期中。iPS 技术诱导体细胞重编程需要

供体细胞处于快速的细胞分裂周期中，需要致癌基

因的参与，而整个过程需要在长达几个星期的时间

内完成。然而仔细分析后，不难发现两种也有着许

多相似之处。休眠细胞应用于核移植是为了适合卵

子所处的细胞周期，而快速增殖的细胞用于iPS技

术也是为了适应干细胞的快速分裂周期。虽然核移

植诱导体细胞重编程可以在几个细胞周期中发生，

如重构胚在2－4细胞阶段即能被测出Oct4的表达[57]，

但体细胞重编程的完成也是一个较长的过程，若要

形成胚胎干细胞系需要几周的时间，而形成克隆个

体则需要20 d(小鼠)，在这个过程中一直有着重编

程事件的发生[58]。虽然iPS 技术需要致癌基因的参

与，但 新的研究发现在没有致癌基因参与的情况

下，也能产生iPS细胞，只是效率大大降低[30,31,36,59]。

另外，两者都需要激活内源的 Oct4、Nanog 等与

细胞干性相关的基因的表达。重编程过程中的表观

遗传改变相似，如 D N A 去甲基化、X 染色体重新

激活、组蛋白修饰变化以及非编码RNA 改变等。对

核移植效率有显著提高的小分子化合物组蛋白去乙

酰化酶抑制剂TSA(trichostatin A)[60]，同样也能提高

诱导iPS细胞的效率[32]。

由此可见，对于核移植技术和iPS技术诱导体

细胞重编程过程中到底发生了什么分子事件，它们

是相同的还是不同的过程，我们还不清楚。但是可

以肯定的一点是与表观遗传有着密切的关系。越来

越多的证据证明，在核移植诱导体细胞重编程的过

程中主要是发生了表观遗传学的变化，另外核移植

效率的低下以及重构胚胎发育的异常也与表观遗传

有着重要的关系。研究已经发现体细胞重编程后发

育的各个阶段存在着DNA甲基化异常以及组蛋白修

饰的异常[53]。iPS技术路线诱导体细胞重编程的过

程中是否也类似于核移植诱导体细胞重编程的过

程，发生了表观遗传学的变化、是否也存在表观遗

传学的异常、是否iPS诱导体细胞重编程的低效率
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也与表观遗传的异常有关等问题，还不得而知。因

此，将核移植及iPS技术结合起来，比较两种技术

路线诱导体细胞重编程过程中表观遗传的变化，从

而揭示两种体细胞重编程方法是否存在相似的规

律。另外，将两个领域的研究成果应用到对方，如

将通过iPS系统筛选出来的能促进重编程效率的化学

小分子物质应用到核移植的研究中，另外核移植研

究中发现的与重编程相关的因子应用到iPS系统中观

察对iPS 细胞形成的影响。通过这种交叉的研究，

一方面可以进一步的阐明是否两种重编程方法有着

相同的重编程机理，加速我们对重编程机制的理解

并提高重编程的效率；另一方面，可以找到一条有

效的结合核移植与iPS技术的探讨重编程机理的新的

途径。由此我们相信，核移植技术和iPS 技术结合

起来对于体细胞重编程的研究会起到促进作用[61]。

5　结语

核移植与iPS技术诱导体细胞重编程中均面临

重编程的效率低、机制不清等问题。如果我们能知

道为什么卵母细胞具有重编程能力，即卵母细胞中

有什么物质或是什么机制参与了重编程过程，那将

有利于iPS 诱导的研究。反过来，iPS 研究中的任

何重大发现也将大大促进核移植的研究。这就需要

两者取长补短，共同促进[61 ]。

在临床上，将体细胞重编程成多能干细胞，得

到ntES 或 iPS 细胞，只是第一步，我们还需要解

决获得的多能干细胞体外培养后的安全性问题，以

及如何从体外将多能性细胞分化成各种体细胞，这

一过程还有相当长的路要走，还需要许许多多的科

研人员坚持不懈的研究。
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