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蝾螈肢体再生中终末分化细胞去分化调控机制的研究进展
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(西北大学医学院组织工程实验室，西安 710069)

摘　要：两栖类有尾目动物蝾螈具有极强的再生能力，尤其在肢体受损被截断后能在较短时间内达到复

原，而哺乳动物不具备肢体再生的能力。在肢体再生中，残肢处的终末分化细胞发生去分化是诱导再生芽

基形成，启动断肢再生的重要始动步骤。现从蝾螈断肢再生的组织形态、细胞生物学、信号分子和神经免

疫调控等方面对终末分化细胞去分化调控机制的进展进行综述，为肢体再生医学的研究提供借鉴。
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Progress of mechanisms regulating dedifferentiation of terminally 
differentiated cells during salamander limb regeneration

TAN Hong, WEN Xiao-Min, WANG Xue, YE Gang, CHEN Fu-Lin*
(Lab of Tissue Engineering, School of Medicine, Northwest University, Xi’an 710069, China)

Abstract: Urodele amphibians (salamander) exhibit superior regeneration ability that mammals don’t possess, 
especially their limbs can achieve full recovery within a relatively short period of time after amputation. 
Dedifferentiation of the terminally differentiated cells into blastema cells is considered to be critical in inducing 
blastema formation and initiating limb regeneration response. This review recapitulated the current progress of 
investigating regulatory mechanisms of dedifferentiation during salamander limb regeneration, in aspects of 
histology, cell biology, molecular signaling, neural and immuno regulation, thus shedding light on future research of 
regeneration medicine. 
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1　蝾螈断肢再生的分期

有尾目两栖动物蝾螈因其独特的再生能力在脊

椎动物中被冠以“再生之王”的称号。蝾螈的四

肢、尾部、颌骨、眼睛(晶状体和视网膜)、脑组

织、脊髓和心肌等组织器官均能再生[1]；并且蝾螈

是唯一终生四肢反复被截断后都能完整再生的脊椎

动物。目前，研究蝾螈肢体再生的过程及其信号调

控网络成为衔接再生生物学和再生医学的突破口和

热点[2]。

蝾螈断肢再生是割处再生(epimorphosis)的一个

典型例子。割处再生的概念最早由Thomas Hunt 
Morgan于1901年提出，其特征为上皮细胞和间充质

细胞相互作用形成再生芽基(blastema)；再生芽基通

过激活形态发生(morphogenesis)的信号介导残肢完

整再生[3]。断肢再生是一个极其复杂的涵盖多种细

胞组织类型，由多个信号分子网络协调，并在时间

空间维度上精准调控以达到完美复制损失肢体的过

程。许多再生生物学家通过组织学和亚显微结构观

察对断肢再生过程进行了详细描述和分期[4-7]。断肢

再生过程经历以下时间上有重叠的组织学分期：伤

口愈合期、组织吞噬破坏期、残肢组织去分化期、

再生芽基形成期、再生组织形态形成期和生长期[3, 7]。
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断肢后，残端肌肉软组织收缩，牵引血管壁收

缩，出血停止。伤口为血凝块和炎性细胞(中性粒

细胞、巨噬细胞)所覆盖。血细胞携带分泌的多种

生长因子和基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinases, 
MMPs)至伤口处[8]。伤口周边的上皮细胞被激活并

发生迁移，数小时至12小时内完全覆盖伤口表面，

形成创伤表皮(wound epidermis, WE)。在组织吞噬

破坏期中，酸性水解酶和MMPs对细胞外基质进行

降解；损伤细胞由蛋白酶裂解后被巨噬细胞胞

吞 [9]。同时，WE层发生显著增厚，形成顶端上皮

帽(apical epidermal cap, AEC)的特殊结构。该时期

再生相关信号分子和通路，如Wnt/β-连环蛋白

(β-catenin)、成纤维细胞生长因子(fibroblast growth 
factor, FGF)、骨形态发生蛋白(bone morphogenetic 
protein, BMP)等[10]被激活，决定断肢向再生复原方

向进展。在残肢组织去分化期中，AEC持续增厚。

神经纤维进行修复再生，并向AEC内呈树枝状生长

延伸，所形成的神经-上皮-间质结构及组织间的相

互作用对再生启动有重要作用[11]。残肢远端处的多

种终末细胞失去其成熟细胞表型和特性，去分化为

祖细胞(progenitor cells)。去分化过程在断肢后2∼3
周内完成。去分化形成的祖细胞仍保留其成熟细胞

来源的谱系特性和位置记忆。这些谱系限定的异质

性的祖细胞发生迁移，并聚集于增厚的AEC下形成

圆锥形半透明结构，称为再生芽基。芽基与胚胎发

育期的肢芽结构相似，具有再发育的能力。芽基形

成后进入形态形成期，即芽基内通过再发育对缺失

肢体组织进行完整复原。芽基内的祖细胞将依照其

保留的谱系特性和获得的位置信息(背腹、前后和

远近轴)进行分化生长，以精确再生缺失的肢体部

分。最终阶段为再生组织生长期。新分化的上皮细

胞、肌细胞、软骨细胞、骨细胞、神经细胞和间充

质细胞通过快速持续增殖聚集，于第6∼7周再生出

完整的肢体。

2　终末细胞去分化在断肢再生中的重要意义

2.1　终末细胞去分化是启动再生的标志

诱导和调控残肢的成熟细胞去分化作为启动再

生的关键步骤，一直是再生领域研究中富有争议的

重要问题之一。去分化是指动物体内的成熟细胞仍

保留有可塑性，受到胞外信号刺激后从已分化成熟

的状态倒退至未分化成熟状态的现象[12]。终末细胞

去分化后将重新进入细胞周期。细胞核发生重编程

使分化相关基因的转录受到抑制，同时干细胞特征

基因，以及干细胞行为(细胞迁移、增殖、黏附等)
的相关基因在转录和翻译水平被激活。去分化后形

成的祖细胞发生迁移进入再生芽基，进行再分化或

转分化，最终生成与缺失组织解剖及功能完全相同

的新组织。

2.2　终末细胞去分化对芽基形成的贡献

对再生中残肢组织的细胞进行谱系追踪发现，

残肢组织的上皮成纤维细胞、骨骼肌细胞、施旺

氏细胞、骨骼外周细胞(periskeletal cells)等多种

类型的成熟细胞均发生去分化现象而进入再生芽

基 [13-14]。Muneoka等[15]通过标记二倍体/三倍体细

胞，得出约43%的芽基细胞来源于皮肤组织(上皮细

胞、成纤维细胞)。Echeverri等[16]标记追踪骨骼肌细

胞，统计得出约30%的芽基细胞，其由成熟肌细胞

去分化而来。特殊的是软骨细胞发生去分化和增殖

后不会迁移进入芽基组织[14]。而不同类型的细胞去

分化后的命运决定存在不同的机制。多个研究组通

过GFP、mCherry荧光蛋白分别标记多种组织细胞

并进行谱系追踪，结果显示骨骼肌细胞、施旺氏

细胞和软骨细胞去分化后形成的祖细胞仍保留其

来源组织的记忆且细胞命运受到限定，即仅能向

其来源的成熟细胞方向进行再分化[13-14,17]。皮肤组

织来源的表皮和真皮细胞去分化后具有多能干细胞

(pluripotent cells)的特征，除了再分化为上皮细胞，

亦能转分化为软骨细胞及围绕软骨组织的间质细胞

(interstitial cell)，但其转分化为其他类型细胞的能

力仍受限[17]。对于通过哪些级联信号机制启动和引

导终末细胞扭转其成熟细胞特性，发生命运转变，

目前仍存有大量疑问。近年来，科学家们的研究逐

渐揭开调控终末细胞去分化的关键信号机制。

3　终末细胞去分化的调控机制

3.1　骨骼肌细胞去分化的信号研究

骨骼肌细胞是细胞去分化机制研究的热点细胞

模型。研究人员通过组织和细胞生物技术观察描述

了断肢再生过程中，骨骼肌细胞去分化进入芽基的

过程：(1)多核肌细胞发生核增大，继而崩解碎片化

为单核肌细胞；(2)终末分化标记蛋白的丢失，但保

存至少一个早期肌源性的标记分子；(3)肌纤维源性

的细胞重新进入 S 期，成为芽基中活跃的增殖分化

的祖细胞[18-20]。研究通过荧光染料罗丹明糖苷标记

肌纤维示踪、Edu标记等技术观察到，蝾螈多核肌

细胞去分化生成单核肌细胞和重新进入S期活跃增

殖的现象[21]。McGann等[22]用蝾螈再生芽基组织的
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蛋白质提取物培养C2C12小鼠肌管细胞，成功诱导

了哺乳动物肌管细胞发生去分化，但提取物中的蛋

白质成分及作用机制并不清楚。

Wang等[23]运用命运图谱分析等技术对蝾螈肌

细胞去分化机制进行研究并揭示，骨骼肌细胞利用

细胞程序性死亡机制来启动去分化。多核肌细胞通

过启动caspase-3介导的细胞程序性死亡碎片化为单

核肌细胞，继而细胞程序性死亡中止，单核肌细胞

进入S期。而抑制caspase-3活性后，体外培养的肌

细胞及在体的肌细胞在碎片化成为单核肌细胞的环

节受到阻碍。

研究证实，再生初期血清中的凝血酶和纤维蛋

白酶在细胞去分化过程中有重要作用。两种酶在芽

基组织的表达和活性增强，介导肌细胞去分化和进

入S期[24]。Wagner等[25]发现，蝾螈断肢初期，凝血

酶和纤维蛋白酶对BMP4/7二聚体进行多位点剪

切，生成活性增强约30倍的激活态BMP4/7二聚

体，所生成的BMP4/7二聚体通过激活核内SMAD
信号诱导肌小管重进入S期。

肌细胞去分化过程与视网膜母细胞瘤蛋白

(retinoblastoma protein, Rb蛋白)的活性下降有密切

联系。Rb蛋白在细胞生命周期中承担重要角色，包

括参与调控细胞周期、细胞增殖和凋亡。Yun等[26]

发现在蝾螈肢体再生过程中，抑癌基因P53表现为

芽基形成期显著下调而在形态形成期回复至基准的

动态表达趋势。利用P53抑制剂α-pifithrin和P53稳定

剂nutlin3a对再生肢体以及蝾螈A1肌细胞系处理，

结果证实P53通过增强Rb蛋白的磷酸化促进肌细

胞去分化和重进入细胞周期。细胞外调节蛋白激酶

(extracellular signal-regulated kinases, ERK)也由Yun
等[27]证实通过作用于Rb蛋白调控蝾螈肌细胞的去分

化。蝾螈肌细胞受到血清释放因子刺激后，ERK/
c-fos信号通路保持长达48 h的持续激活状态，增强

Rb蛋白的磷酸化，进而促进蝾螈肌细胞去分化和重

进入细胞周期，同时成熟肌细胞特异性标记分子

Sox-6表达显著下调。与之相对，哺乳动物的肌细

胞受到血清释放因子刺激后ERK信号通路仅能发生

一过性的激活。此研究证明ERK信号持续性的激活

对启动去分化的关键作用。

从机制角度而言，目前被广泛接受的学说之一

是细胞去分化由特定的胞外信号诱发，而逆转终末

细胞的表型和重新进入细胞周期需要通过胞内级联

信号转导至特定的转录因子完成。Johnson等[28]报

道，蝾螈肢体损伤后通过激活胞内mTOR信号通路

转导至胞核内，诱导终末细胞重进入细胞周期。转

录抑制因子msx1 (muscle segment homeobox gene 1)
被证实为调控成熟肌细胞去分化的关键分子。Kumar
等[29]从幼体时期(larval stage)的蝾螈肢体中分离出肌

纤维并进行体外培养。大部分的肌纤维受到机械力

创伤刺激后碎片化为单核肌细胞，或者裂解为可存

活的多核肌细胞片段。将msx1的morpholino反义核

酸转染进入肌纤维，并移植至体内进行细胞谱系追

踪，结果显示肌细胞去分化时的碎片化过程受到显

著抑制。此外，生肌调节转录因子家族中的生肌因

子5 (myogenic factor 5, Myf5)也被认为参与调控蝾

螈肌细胞的可塑性和去分化过程[30]。

蛋白激酶C (protein kinase C)的胞内下游分子

MLP (MARCKS-like protein)的转录水平在蝾螈断肢

早期(12∼24 h)至少升高8倍。Suquira等[31]用纯化的

重组蝾螈MLP对肌细胞进行处理，发现MLP能诱导

成熟肌细胞重进入细胞周期。体内试验也证实了

MLP对截肢残面肌细胞重进入细胞周期的促进作

用。有意思的是，当注射MLP至完整未受损肢体时，

未观察到肌细胞的去分化行为，提示MLP的功能需

要损伤诱发的应答信号来协同启动肌细胞去分化。

3.2　上皮成纤维细胞去分化的信号研究

在肢体再生中，上皮成纤维细胞是最早应对创

伤刺激发生迁移和去分化的细胞，也是诱导芽基形

成的关键细胞类型。上皮成纤维细胞来源的祖细胞

相对于其他来源的祖细胞具有更强的移行和转分化

能力。在蝾螈异位肢体再生实验中，表皮缺损处仅

导入神经但未进行表皮移植的手术动物组无法形成

再生芽基[32]。

研究发现了一些生长因子和转录因子在成纤维

细胞去分化中的重要作用。血小板衍生生长因子

(platelet-derived growth factor, PDGF)信号通路对上

皮成纤维细胞的移行和芽基形成有关键作用 [14]。

Satoh等[33]发现神经分泌生长因子FGF7/KGF信号通

过调控纽扣状锌指结构转录因子(buttonhead-like 
zinc-finger transcription factor) Sp9诱导蝾螈断肢上

皮成纤维细胞去分化。Satoh等[34]还报道了BMP2下
游的bHLH转录因子AmTwist对表皮成纤维细胞去分

化有负调控作用。Midkine信号调控AEC的形成和

肢体再生的启动，并且双原位杂交显示midkine和结

缔组织细胞标记基因prrx-1在WE/AEC中的表达趋

势和位置一致[35]，同时prrx-1也是上皮成纤维细胞

去分化的标志基因[36]，提示midkine信号和去分化过

程密切相关。
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综上，上皮成纤维细胞去分化对芽基形成有关

键作用。由于对蝾螈上皮成纤维细胞的特性理解不

足，导致对其去分化机制以及较强的可塑性的研究

存在大量空白。

3.3　软骨细胞去分化的信号研究

研究人员通过细胞标记和示踪观察到蝾螈断肢

处软骨细胞发生去分化，再分化和增殖为骨骼肌和

其他类型细胞[14-15]。维甲酸(retinoic acid)对软骨细

胞去分化和参与位置信号调控有关键作用[37-38]。蝾

螈残肢局部注射维甲酸实验证实，其通过调控酸性

磷酸酶活性影响骨细胞和软骨细胞的去分化。此

外，对于蝾螈软骨细胞去分化的机制研究鲜有报

道。而哺乳动物的软骨细胞在病理刺激下(如关节

炎)，Wnt/β-连环蛋白、BMP等发育经典通路被激

活，也能去分化为类成纤维细胞[37,39]。因此，阐明

蝾螈肢体再生与哺乳动物软骨细胞在病理情况下去

分化的差异，关键问题是明确再生中调控软骨细胞

去分化为间充质细胞(mesenchymal cell)和关节炎中

软骨细胞去分化为类成纤维细胞的信号差异。

3.4　神经调控对细胞去分化的作用

大量研究通过蝾螈原位断肢去神经模型和ALM 
(accessory limb model)的实验证实了神经因素对肢

体再生的关键作用[32,40-41]。高位截断神经轴突导致

肢体再生失败。前芽基结构的形成并不依赖于神经

调控，而芽基细胞的生长和分化依赖于神经分泌调

控[42]。研究发现，神经分泌多种因子支持促进再生

过程，如转铁蛋白(transferrin) [43]、FGF/BMP [44]、

neuregulin-1 [45]、组蛋白去乙酰化酶[46]等。神经调

控亦被证实参与启动终末细胞去分化。神经细胞表

达分泌的前梯度蛋白(newt anterior gradient protein, 
nAG)与细胞膜受体Prod1结合，能诱导终末细胞去

分化进入S期。在失神经原位断肢模型中，nAG可

替代神经支持作用，诱导断肢再生[47-48]。神经分泌

对调控上皮成纤维细胞去分化，参与形成WE/AEC
结构进而调控芽基形成和生长有重要作用。蝾螈断

肢去神经后，调控上皮细胞去分化形成芽基细胞的

关键转录因子Sp9在表皮层的表达缺失。值得注意

的是，在失神经模型中，促进伤口愈合和表皮再生

的分子MMP-9的表达并不受影响，证实芽基形成过

程中既存在神经依赖性的调节机制，也存在非神经

依赖性的调控机制[33-34]。

3.5　免疫调控对细胞去分化的影响

不同于哺乳动物创伤后免疫细胞与成纤维细胞

相互作用所导致的疤痕修复病理过程，蝾螈的伤口

愈合过程中无纤维性疤痕修复。科学家发现了免疫

细胞在创面愈合诱导再生中可能发挥的重大作用。

再生早期，巨噬细胞通过直接或间接调控的方式促

进细胞去分化和生成芽基组织的祖细胞池。Godwin
等 [49]在蝾螈断肢后立即注射Clo-Lipo (liposome-
encapsulated clodronate)，使巨噬细胞在创面愈合早

期被一过性系统性地清除。结果显示，蝾螈正常的

无疤痕愈合被大量纤维增生和胶原沉积的病理修复

方式所取代，再生中止。同时，细胞去分化标志基

因Prrx1、Sp9、Msx2、Dlx3等表达发生失衡紊乱。

因此，蝾螈特殊的伤口愈合免疫调节机制对于启动

再生和诱导成熟细胞去分化有关键作用，但确切的

机理仍有待深入研究。

3.6　通过基因组学对去分化机制的研究

近年来得益于高通量测序技术的快速发展，研

究人员利用转录组、蛋白质组、microRNA组以及

单细胞测序手段对蝾螈肢体再生各个时期的各细胞

类型的蛋白质和基因表达谱进行检测、定量后，结

合生物信息分析筛选关键信号分子 [50-52]。Gerber
等 [52]利用单细胞mRNA测序证实了在芽基形成期

中，不同类型的结缔组织成熟细胞去分化形成类似

胚胎肢芽状态的祖细胞。祖细胞遵循去分化前的谱

系记忆进行增殖分化。Sousounis等[53]通过分析蝾螈

肢体再生的转录组数据，关注到芽基形成期中DNA
损伤反应/修复机制相关基因的显著上调。通过构

建转基因动物模型，他们证实了DNA损伤反应/修
复机制中的Eya2 (eyes absent 2)/H2AX信号通路对调

控细胞重进入细胞周期以及周期活动有重要作用，

且当Eya2/H2AX被抑制后，动物肢体再生受到阻碍。

4　研究展望

研究人员从组织学、免疫机制、神经调控、分

子生物学、基因组学、蛋白质组学等各角度探索蝾

螈肢体再生的现象和分子机制，并与其他物种进行

对比分析，取得了突破。然而对于这个领域的认知

仍存在大量空白，甚至争议。在当前阶段，对于肢

体再生的主要研究焦点仍将集中在发现和验证再生

过程中的重要信号通路；通过验证整合分子机制以

期拼出启动和诱导再生的级联信号通路拼图。

由于人类和绝大部分哺乳动物细胞无去分化现

象，导致肢体和器官的再生能力极其受限。对于诠

释蝾螈终末细胞去分化的现象仍有许多关键问题要

解决，如再生过程中，细胞如何中止细胞程序性死

亡重新进入细胞周期？在终末细胞去分化过程中如
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何调节去分化的程度以保持谱系限定，或突破谱系

限定进入转分化？不同终末细胞类型的去分化能力

为什么不同？目前对于哺乳动物细胞去分化能力缺

失的学术假说有：(1)启动去分化的分子信号表达不

足或缺失；(2)胞内信号不转导去分化信号；(3)终
末细胞特征分子的表达无法被逆转；(4)哺乳动物特

有的细胞结构导致细胞重编程去分化无法实现。近

年来，研究人员开发和利用新技术，成功将基因编

辑技术TALEN和CRISPR-Cas9结合蝾螈胚胎/受精卵

显微注射技术建立转基因蝾螈品系，有望从遗传分

子的角度促进对蝾螈再生机制的研究[54-56]。毫无疑

问，在解答如何启动肢体再生这一问题上，研究蝾

螈各细胞类型的可塑性及其去分化的精准调控是关

键环节。从临床角度而言，解析蝾螈肢体再生过程

中细胞重编程的分子机制对帮助实现人来源细胞重

编程，最终提高人类组织器官再生能力有巨大的潜

在应用价值。
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