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　　［摘要］　目的　重编程肝癌患者来源的脂肪干细胞为诱导多潜能干细胞。方法　包装携带Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２、Ｋｌｆ４、ｃＭｙｃ基
因的反转录病毒，将病毒感染脂肪干细胞并培养诱导后的细胞，采用碱性磷酸酶染色、定量ＰＣＲ和原位免疫荧光实验鉴定诱

导的克隆样细胞。结果　诱导的克隆样细胞表达碱性磷酸酶，定量ＰＣＲ证实克隆样细胞表达胚胎干细胞多能性基因，免疫
荧光实验证实其表达Ｏｃｔ４和Ｓｏｘ２。结论　肝癌患者来源的脂肪干细胞可高效重编程为诱导多潜能干细胞，且脂肪干细胞可
作为培养诱导多潜能干细胞的滋养细胞，为提高成体细胞重编程效率和建立基于诱导多潜能干细胞的肝癌模型研究提供了平

台。
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　　２００６年，Ｔａｋａｈａｓｈｉ等［１］通过导入外源性限定

因子 Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２、ｃＭｙｃ、Ｋｌｆ４将小鼠皮肤成纤维细
胞重编程为具有胚胎干细胞（ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，

ＥＳＣｓ）特性的多能性干细胞，又称诱导多潜能干细胞
（ｉｎｄｕｃｅｄｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｉＰＳｃｅｌｌｓ）。２００７
年底，人的成纤维细胞被重编程为ｉＰＳ细胞［２３］，ｉＰＳ
细胞的研究与应用避免了ＥＳＣｓ在应用上的伦理、免

疫排斥等问题。目前，基于ｉＰＳ细胞的疾病动物模
型［４１１］和 疾 病 细 胞 模 型［１２１９］及 药 物 发 现 与 评

价［１２，１６，２０］等应用已取得突破，而且ｉＰＳ细胞也为细
胞治疗开辟了广阔前景。

　　脂肪干细胞是一类具有多向分化潜能的间充质
干细胞（ａｄｉｐｏｓｅｄｅｒｉｖｅｄｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＡｄＳＣｓ）［２１２２］，来
源丰富、取材方便。它分化程度低，可能有助于将其
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重编程为ｉＰＳ细胞。此外，研究证实脂肪干细胞具
有向肿瘤迁移的能力，它携带肿瘤“自杀基因”，具抗
瘤效应，推测脂肪干细胞与癌症的发生发展有密切
关系［２３］。因此，研究脂肪干细胞的重编程不仅有助
于揭示重编程的高效机制，而且有望建立基于患者
脂肪干细胞来源的ｉＰＳ细胞肝癌模型。本研究采用
反转录病毒携带重编程因子 Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２、Ｋｌｆ４、ｃ
Ｍｙｃ重编程肝癌患者来源的脂肪干细胞，以期获得
能稳定传代的ｉＰＳ细胞。

１　材料和方法

１．１　主要材料与试剂　质粒鉴定所使用的限制性

内切酶均购自 ＮＥＢ（ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ）公司。

细胞株ｐｈｏｎｅｉｘＡ 购自 ＡＴＣＣ，质粒ｐＭＸｓｈＯｃｔ４、

ｐＭＸｓｈＳｏｘ２、 ｐＭＸｓｈＫｌｆ４、 ｐＭＸｓｈｃＭｙｃ 和

ｐＭＸｓＥＧＦＰ购自 Ａｄｄｇｅｎｅ。人胚胎干细胞株ｈＥＳ
由美国南加州大学应其龙教授惠赠，滋养层细胞为

本所自行制备的经丝裂霉素Ｃ预处理的小鼠胚胎成

纤维细胞（ＭＥＦ细胞）。ＫＯＳＲ培养液（１００ｍｌ该培

养液的配比为：ＫＯＤＭＥＭ８０ｍｌ；ＫＯＳＲ２０ｍｌ；

ＮＥＡＡ非必需氨基酸１ｍｌ，Ｌ谷氨酰胺１ｍｌ；β巯

基乙醇７．０μｌ）。胶原酶Ⅰ、ＤＭＥＭ 和 ＫＯＤＭＥＭ
均购自Ｇｉｂｃｏ公司，ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ购自Ｓｉｇｍａ公司，磷

酸钙和碱性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＰ）染色

试剂自行配制。小鼠源一抗Ｏｃｔ４、山羊源一抗Ｓｏｘ２
和ＰＥ标记驴抗山羊ＩｇＧ均购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；

Ｃｙ３标记山羊抗小鼠ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）购自碧云天生物技

术研究所；ＲＴＰＣＲ试剂盒购自Ｔｉａｎｇｅｎ公司。

１．２　反转录病毒包装　铺４．０×１０６ｐｈｏｎｅｉｘＡ于

１００ ｍｍ 培 养 皿，用 １０％ ＦＢＳ／ＤＭＥＭ 培 养 至

８０％～９０％融合程度时，分别用已经鉴定正确的

ｐＭＸｓｈＯｃｔ４、ｐＭＸｓｈＳｏｘ２、ｐＭＸｓｈＫｌｆ４和ｐＭＸｓ

ｈｃＭｙｃ转 染 （Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管 中 依 次 加 入 Ｈ２Ｏ、

ＣａＣｌ２、ＤＮＡ和 ＨＢＳ，混匀并室温静置１５ｍｉｎ，逐滴

加入上述１００ｍｍ培养皿，６ｈ后，用新鲜培养液代

替转染培养液）。４８ｈ和７２ｈ后分别收集培养液上

清，１７９０×ｇ离心去除细胞碎片，０．４５μｍ 滤器过
滤，病毒入浓缩柱浓缩为１ｍｌ，并于－８０℃保存。

１．３　脂肪干细胞分离与生长曲线测定　脂肪组织

标本取自东方肝胆外科医院肝癌患者腹腔（获东方

肝胆外科医院医学伦理委员会批准），患者年龄４０～
５０岁。参考Ｚｕｋ等［２１］分离脂肪干细胞的经典方法，

无菌条件下，用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）反复冲洗标本，

０．０７５％Ⅰ型胶原酶消化 （３７℃培养箱３０ｍｉｎ），期

间搅拌２次，用等体积含血清的αＭＥＭ 终止消化，

滤网过滤，１２００×ｇ离心５ｍｉｎ，去除漂浮的脂肪细

胞及上清液，２０％ ＦＢＳ／αＭＥＭ 培养液重悬细胞，

接种至培养皿中，在３７℃、５％（体积分数）ＣＯ２培养

箱中孵育，４８ｈ后首次换液（用生理盐水洗２～３次，

弃去未贴壁细胞），细胞生长至８０％～９０％融合时

传代，每２～３ｄ更换培养液。

　　取生长状况良好的第２、第４、第８代细胞，胰酶

消化后按２．５×１０４／孔（６孔板）种植（计为第０天）。

在３７℃、５％（体积分数）ＣＯ２培养箱中培养，每天在

固定时间消化３个孔并计算３个孔细胞数，连续测

定８ｄ，未测定组每隔３ｄ换液。以时间（ｄ）为横坐

标，每天测定３个孔细胞数的平均值为纵坐标，绘制

生长曲线，计算细胞群体倍增时间。

１．４　病毒感染脂肪干细胞和克隆获得　将生长良

好的第３代细胞以２．５×１０５／孔的密度接种于６孔

板（计为第０天），５％（体积分数）ＣＯ２、３７℃孵箱培

养。第 １ 天去除原培养液，病毒 （ｐＭＸｓｈＯｃｔ４、

ｐＭＸｓｈＳｏｘ２、ｐＭＸｓｈＫｌｆ４、ｐＭＸｓｈｃＭｙｃ）等 量

（０．５ｍｌ）混合并加Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ２．５μｌ（终浓度８ｎｇ／

ｍｌ）充分混匀，加入上述孔板，５％（体积分数）ＣＯ２、

３７℃孵箱培养。每１２ｈ更换为新病毒液，连续感染

３次，继续培养。消化被感染的脂肪干细胞，按１３
的比例接种于铺有滋养层细胞的孔板（０．１％的明胶

包被），ＫＯＳＲ培养液培养并换液。在显微镜下，用

无菌玻璃管挑取单克隆种植于铺有滋养层包被的孔

板培养，长到合适密度，传代于２４孔板并进行滋养

层培养和无滋养层培养。

１．５　碱性磷酸酶染色　经过１０ｄ左右的病毒感染，
出现微小克隆样细胞。微小克隆细胞培养一段时间
后吸出培养液，ＰＢＳ洗涤２次；室温，４％多聚甲醛
（ＰＦＡ）固定１５ｍｉｎ；去除孔板固定液，用ＰＢＳ洗细
胞３次，每次５ｍｉｎ；向２４孔板每孔加入０．５ｍｌ染
色液（ＦａｓｔＲｅｄα萘酚Ｔｒｉｓｂａｓｅ＝５１４），避
光室温孵育１５ｍｉｎ；吸出染色液，用ＰＢＳ洗细胞３
次，每次５ｍｉｎ，观察细胞着色情况。

１．６　ＲＴＰＣＲ检测克隆细胞基因表达　（１）ＲＮＡ抽
提：将获得的２株胚胎干细胞样细胞ｈｉＰＳＣ１、ｈｉＰＳＣ２
和对照细胞ｈＥＳ、ＡｄＳＣ，在细胞长到合适融合度时准
备提取细胞ＲＮＡ，手工法抽提总ＲＮＡ，测浓度后于

－７０℃保存。（２）第一链ｃＤＮＡ合成：采用 Ｑｕａｎｔ
ｓｃｒｉｐｔＲＴＫｉｔＱｕａｎｔｃＤＮＡ第一链合成试剂盒将所提
取的ｍＲＮＡ反转录为ｃＤＮＡ。（３）定量ＰＣＲ（ｑＲＴ
ＰＣＲ）：依据文献设计ＲＴＰＣＲ引物（表１），由Ｉｎｖｉｔｒｏ
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ｇｅｎ公司合成，使用前配制成１０μｍｏｌ／Ｌ。

表１　ＲＴＰＣＲ引物序列

Ｔａｂ１　ＳｅｑｕｅｎｃｅｏｆＲＴＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

ｈＯｃｔ４Ｒ ＧＡＣＡＧＧＧＧＧＡＧＧＧＧＡＧＧＡＧＣＴＡＧ
ｈＯｃｔ４Ｆ ＣＴＴＣＣＣＴＣＣＡＡＣＣＡＧＴＴＧＣＣＣＣＡＡＡＣ
ｈＳｏｘ２Ｒ ＧＧＧＡＡＡＴＧＧＧＡＧＧＧＧＴＧＣＡＡＡＡＧＡＧＧ
ｈＳｏｘ２Ｆ ＴＴＧＣＧＴＧＡＧＴＧＴＧＧＡＴＧＧＧＡＴＴＧＧＴＧ
ｈＫｌｆ４Ｒ ＡＣＧＡＴＣＧＴＧＧＣＣＣＣＧＧＡＡＡＡＧＧＡＣＣ
ｈＫｌｆ４Ｆ ＴＧＡＴＴＧＴＡＧＴＧＣＴＴＴＣＴＧＧＣＴＧＧＧＣＴＣＣ
ｈｃＭｙｃＲ ＧＣＧＴＣＣＴＧＧＧＡＡＧＧＧＡＧＡＴＣＣＧＧＡＧＣ
ｈｃＭｙｃＦ ＴＴＧＡＧＧＧＧＣＡＴＣＧＴＣＧＣＧＧＧＡＧＧＣＴＧ
ｈＮａｎｏｇＲ ＧＣＡＣＣＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣ
ｈＮａｎｏｇＦ ＧＡＴＧＧＧＡＧＧＡＧＧＧＧＡＧＡＧＧＡ
ＧＡＰＤＨＲ ＧＣＡＣＣＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣ
ＧＡＰＤＨＦ ＡＧＧＧＡＴＣＴＣＧＣＴＣＣＴＧＧＡＡ

１．７　免疫荧光检测 Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２基因的表达　吸去
待测克隆细胞和未经病毒感染脂肪干细胞的培养

液，用 ＰＢＳ洗３次；用４％多聚甲醛室温固定２０
ｍｉｎ；去除多聚甲醛，ＰＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ；以

０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００（含０．３％ ＢＳＡ）穿透４０ｍｉｎ；

ＰＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ；在室温下用特异性一抗
（１２００）孵育１ｈ，吸去一抗，ＰＢＳ洗３次，每次５
ｍｉｎ；加入二抗（１５００）；ＰＢＳ漂洗细胞３次，每次５
ｍｉｎ，荧光显微镜下观察结果。

２　结　果

２．１　脂肪干细胞的培养与生长曲线　从脂肪组织

分离的原代脂肪干细胞（图１Ａ）培养２４ｈ后，倒置相

差显微镜即可观察到有短梭形有核细胞贴壁生长，

贴附在孔板底部，形似成纤维细胞。第２、第４、第８
代细胞体外培养的生长曲线见图１Ｂ，从生长曲线图

可知，这３代的传代培养具有以下共同的特征：传代

培养的潜伏期约为２４～３６ｈ，传代培养细胞的对数

增殖期为６ｄ，接种后第７天进入平台期。在细胞生

长的对数期，脂肪干细胞的倍增时间约为３８ｈ。脂
肪干细胞成体干细胞体外扩增能力强，并表现出低
衰老水平。

２．２　病毒感染脂肪干细胞与克隆细胞获得　用重
编程因子Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２、Ｋｌｆ４、ｃＭｙｃ诱导脂肪干细胞，
发现脂肪干细胞在诱导６～８ｄ后发生形态变化，并
在第１３天左右形成明显的类似人胚胎干细胞的克
隆样生长。在诱导的３个孔（６孔板）中根据克隆形
态鉴定出９７个人胚胎干细胞样克隆（图２），重编程
效率约为０．０１３％。挑取单克隆培养传代，在有滋养
层和无滋养层条件下均能生长。

图１　原代脂肪干细胞的形态（Ａ）及
脂肪干细胞的生长曲线（Ｂ）

Ｆｉｇ１　Ｐｒｉｍａｒｙａｄｉｐｏｓｅｄｅｒｉｖｅｄｓｔｅｍｃｅｌｌｓ（Ａ）ａｎｄ
ｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆａｄｉｐｏｓｅｄｅｒｉｖｅｄｓｔｅｍｃｅｌｌｓ（Ｂ）

图２　未进行病毒诱导的脂肪干细胞（Ａ）和
病毒诱导脂肪干细胞形成的类胚胎干细胞样克隆（Ｂ）

Ｆｉｇ２　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｅｓｏｆｎｏｒｍａｌａｄｉｐｏｓｅｄｅｒｉｖｅｄ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ（Ａ）ａｎｄＥＳｌｉｋｅｃｏｌｏｎｉｅｓｏｆ

ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｅｄａｄｉｐｏｓｅｄｅｒｉｖｅｄｓｔｅｍｃｅｌｌｓ（Ｂ）

２．３　碱性磷酸酶染色结果　碱性磷酸酶在早期胚
胎干细胞中有较高表达，而在已分化的细胞中活性
明显降低，甚至不表达，碱性磷酸酶的表达是一种

ＥＳ细胞及相关多潜能干细胞的特征。将诱导出的
克隆样细胞进行碱性磷酸酶染色，结果呈不均一的
阳性（图３），而未诱导的脂肪干细胞碱性磷酸酶染色
呈阴性。表明脂肪干细胞来源的胚胎干细胞克隆样
细胞具有多能干细胞的特征。

２．４　ＲＴＰＣＲ检测克隆细胞基因表达　利用ＲＴ
ＰＣＲ检测诱导后细胞内源 Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２、Ｋｌｆ４、ｃＭｙｃ
和 Ｎａｎｏｇ表达情况，以ｈＥＳ细胞为阳性对照，未诱
导的脂肪干细胞为阴性对照。结果表明，未诱导的
脂肪干细胞只表达Ｋｌｆ４、ｃＭｙｃ，反转录病毒诱导的
脂肪干细胞同 ＥＳ细胞一样表达Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２、Ｋｌｆ４、

ｃＭｙｃ和 Ｎａｎｏｇ等多能性基因（图４）。
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图３　病毒感染的脂肪干细胞表达碱性磷酸酶

Ｆｉｇ３　Ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｅｄａｄｉｐｏｓｅｄｅｒｉｖｅｄ

ｓｔｅｍｃｅｌｌｓｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇＡＰ

图４　实时定量ＰＣＲ检测ＥＳ细胞样克隆细胞基因表达

Ｆｉｇ４　ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｃｙ

ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎＥＳｌｉｋｅｃｏｌｏｎｉｅｓ
ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．５　免疫荧光检测 Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２ 基因的表达结
果　为进一步鉴定诱导后的脂肪干细胞的多潜能
性，通过免疫荧光试验检测多能性关键基因 Ｏｃｔ４、

Ｓｏｘ２的表达情况。结果表明经反转录病毒感染的
脂肪干细胞Ｏｃｔ４和Ｓｏｘ２的免疫荧光染色呈强阳性
（图５）。

图５　克隆细胞Ｏｃｔ４和Ｓｏｘ２免疫荧光

Ｆｉｇ５　ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｏｆｃｅｌｌｃｏｌｏｎｉｅｓｗｉｔｈＯｃｔ４ａｎｄＳｏｘ２

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

３　讨　论

　　重编程的分子机制尚不明确，导致细胞重编程
效率低下和ｉＰＳ细胞应用受限。本研究采用磷酸钙
作为转染试剂，ｐｈｏｎｅｉｘＡ细胞作为包装细胞，包装
出携带单个转录因子的反转录病毒。与传统方法相
比，单质粒包装系统不需额外的包装质粒，这能减少
导致宿主细胞基因突变和基因功能失调的风险，有
助于获取高纯合度的ｉＰＳ细胞，携带单基因的反转
录病毒也有利于研究各个转录因子在诱导重编程中

的作用和阐明重编程的分子机制。在细胞克隆的筛
选上，本研究采用了从重编程后细胞形态学来筛选
而非基于病毒载体的药物抗性筛选和标记基因筛

选，这比传统的基于Ｆｂｘ１５［１］、Ｎａｎｏｇ［２４］、Ｏｃｔ４［２５］的
筛选方法更安全，所获取的ｉＰＳ细胞更具有临床应
用价值。

　　脂肪干细胞是一个具多向分化潜能的间充质干
细胞［２０２１］，取材方便、安全且可大量获取，是制备患
者特异ｉＰＳ细胞的源泉。笔者按照经典的脂肪组织
干细胞分离方法［２１］，大量培养并获取脂肪干细胞。
通过对脂肪干细胞生长曲线的分析，选择处于对数
生长期的脂肪干细胞进行重编程，有助于克服细胞
重编程的衰老障碍［２６］。从供体年龄来看，我们选择
年龄相对小的肝癌患者（４０～５０岁）的脂肪干细胞用
于重编程，获得了较好的结果。尽管我们按照传统
的方法分离出大量脂肪干细胞，但是脂肪干细胞多
含有血液细胞、成纤维细胞、淋巴细胞等杂细胞，且
目前还没有确定的分选标准，这给重编程细胞和重
编程后的ｉＰＳ细胞带来很大异质性，因此需要进一
步改进方法，以期获得更纯的脂肪干细胞。

　　反转录病毒感染的脂肪干细胞经过培养、传代、
挑克隆，种植于明胶包被滋养层细胞的孔板中继续
培养，重编程效率约为０．０１３％。此外，在无滋养层
的条件下，用脂肪干细胞充当滋养层，脂肪干细胞来
源的ｉＰＳ细胞能够成活，这表明脂肪干细胞能够分
泌滋养层细胞分泌的细胞因子。在本研究中，鉴定
脂肪干细胞来源的ｉＰＳ细胞的碱性磷酸酶染色为阳
性，初步表明被反转录病毒感染后的细胞具有多能
性。笔者将建立的ｉＰＳ细胞进行ＲＴＰＣＲ和免疫荧
光鉴定，ＲＴＰＣＲ 鉴定发现ｉＰＳ细胞表达 Ｏｃｔ４、

Ｓｏｘ２、Ｋｌｆ４、ｃＭｙｃ和 Ｎａｎｏｇ，进一步免疫荧光试验
发现，Ｏｃｔ４和Ｓｏｘ２呈现强阳性。因此，基于上述可
初步确定脂肪干细胞来源的胚胎干细胞样克隆为

ｉＰＳ细胞。按照人ｉＰＳ细胞的鉴定标准［２７２８］，有待进
一步做畸胎瘤试验，证实脂肪干细胞来源的ｉＰＳ细
胞能否分化为３个胚层来源的细胞。本研究为提高



·３８６　　 · 第二军医大学学报　２０１１年４月，第３２卷

成体细胞重编程效率和建立基于ｉＰＳ细胞的肝癌模
型研究提供了平台。
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