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小鼠骨髓间充质干细胞、骨髓单核细胞和胚胎成纤维细胞重编程为诱导
性多能干细胞的效率比较
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　　［摘要］　目的　比较小鼠骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）、小鼠骨髓单核细胞（ＢＭＭＮＣｓ）和小鼠胚胎成纤维细胞（ＭＥＦｓ）

重编程为诱导性多能干细胞（ｉＰＳ细胞）的效率。方法　用慢病毒ＬＶｅｆ１ａｍＯｃｔ４ＩＲＥＳＥＧＦＰ、ＬＶｅｆ１ａｍＳｏｘ２ＩＲＥＳＥＧＦＰ、
ＬＶｅｆ１ａｍＫｌｆ４ＩＲＥＳＥＧＦＰ和ＬＶｅｆ１ａｍｃＭｙｃＩＲＥＳＥＧＦＰ感染ＢＭＳＣｓ、ＢＭＭＮＣｓ和 ＭＥＦｓ，通过计算碱性磷酸酶染色阳

性克隆数比较这３种细胞重编程为ｉＰＳ细胞的效率。用胚胎干细胞表面标记检测、胚胎干细胞内源基因检测、拟胚体形成实

验和畸胎瘤形成实验验证重编程获得的ｉＰＳ细胞的多能性。结果　起源于小鼠ＢＭＳＣｓ、ＢＭＭＮＣｓ及 ＭＥＦｓ的３种ｉＰＳ细
胞均能形成边缘光整的致密克隆，可表达干性基因Ｎａｎｏｇ、Ｒｅｘ１、ＳＳＥＡ１，并能在体内外分化为三胚层组织。但是ＢＭＳＣｓ来

源的碱性磷酸酶阳性克隆数低于ＢＭＭＮＣｓ和 ＭＥＦｓ来源的克隆数。结论　小鼠ＢＭＳＣｓ、ＢＭＭＮＣｓ及 ＭＥＦｓ均可重编程
为ｉＰＳ细胞，但ＢＭＳＣｓ重编程为ｉＰＳ细胞的效率低于ＢＭＭＮＣｓ和 ＭＥＦｓ。
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第１２期．王　尧，等．小鼠骨髓间充质干细胞、骨髓单核细胞和胚胎成纤维细胞重编程为诱导性多能干细胞的效率比较 ·１３０５　 ·

　　２００６年，Ｔａｋａｈａｓｈｉ和 Ｙａｍａｎａｋａ研究小组利

用反转录病毒将Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２、Ｋｌｆ４和ｃＭｙｃ导入小

鼠的成纤维细胞，将其重编程为与小鼠胚胎干细胞

（ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＥＳＣｓ）在表型、生长特性、基

因表达和分化潜能等方面高度相似的小鼠诱导性多

能干细胞（ｉｎｄｕｃｅｄｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｉＰＳ 细

胞）［１］。此后，研究者们发现多种类型的体细胞能成

功被重编程为ｉＰＳ细胞，包括胃细胞、肝细胞、胰腺Ｂ
细胞、淋巴细胞、角质形成细胞、神经祖细胞和骨髓

间充质细胞等［１８］。这些ｉＰＳ细胞能表达ＥＳＣｓ相关

的多能性基因，分化为三个胚层的细胞，并且能在裸

鼠体内形成畸胎瘤。骨髓细胞易于收集，是一种获

取细胞的良好资源，所以有研究已将小鼠骨髓单核

细 胞 （ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｃｅｌｌｓ，ＢＭ

ＭＮＣｓ）［９］和人类外周血细胞［１０］重编程为ｉＰＳ细胞。

本研究用慢病毒ＬＶｅｆ１ａｍＯｃｔ４ＩＲＥＳＥＧＦＰ、ＬＶ

ｅｆ１ａｍＳｏｘ２ＩＲＥＳＥＧＦＰ、 ＬＶｅｆ１ａｍＫｌｆ４ＩＲＥＳ

ＥＧＦＰ 和 ＬＶｅｆ１ａｍｃＭｙｃＩＲＥＳＥＧＦＰ 感染小鼠

骨髓间充质干细胞 （ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ

ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）、小鼠ＢＭＭＮＣｓ和小鼠胚胎成

纤维细胞（ｍｏｕｓｅｅｍｂｒｙｏｎｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＭＥＦｓ），成

功获取了ｉＰＳ细胞，并比较了这３种细胞重编程为

ｉＰＳ细胞的效率，为后续研究奠定了基础。

１　材料和方法

１．１　材料　ＬＶｅｆ１ａｍＯｃｔ４ＩＲＥＳＥＧＦＰ、ＬＶｅｆ１ａ

ｍＳｏｘ２ＩＲＥＳＥＧＦＰ、ＬＶｅｆ１ａｍＫｌｆ４ＩＲＥＳＥＧＦＰ
和ＬＶｅｆ１ａｍｃＭｙｃＩＲＥＳＥＧＦＰ 慢病毒载体的构

建及包装委托上海斯丹赛生物技术有限公司完成；

凝聚胺、０．２５％胰蛋白酶、谷氨酰胺、β巯基乙醇、非

必需氨基酸、丝裂霉素Ｃ、明胶均为Ｓｉｇｍａ公司产

品；ＤＭＥＭ低糖培养基、ＰＢＳ为 ＨｙＣｌｏｎｅ公司产品；

ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、胎牛血清、ｋｎｏｃｋｏｕｔＤＭＥＭ为

Ｇｉｂｃｏ公司产品；重组人白血病抑制因子（ｒｈＬＩＦ）为

ＰｒｏＳｐｅｃ公司产品。碱性磷酸酶染色试剂盒由上海

斯丹赛生物技术有限公司提供；淋巴细胞分离液（密

度：１．０７７ｇ／ｍＬ）由上海华精生物高科技公司提供；

兔抗小鼠 ＮａｎｏｇＩｇＧ 抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，ＳＣ

３３７６０），羊抗小鼠Ｒｅｘ１ＩｇＧ抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，

ＳＣ５０６６８），小鼠抗小鼠ＳＳＥＡ１ＩｇＭ 抗体（Ａｂｃａｍ
公司，ａｂ１６２８５），ＦＩＴＣ驴抗羊荧光抗体、ＴｅｘａｓＲｅｄ
羊抗兔荧光抗体、Ｃｙ３羊抗小鼠荧光抗体（Ｐｒｏｔｅｉｎ

ｔｅｃｈ公司）；微量ＲＮＡ提取试剂盒（Ｏｍｅｇａ公司）；

反转录试剂盒（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司）；ＦａｓｔｓｔａｒｔＵｎｉｖｅｒ

ｓａｌＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒ（ＲＯＸ）ＰＣＲ试剂盒（Ｒｏｃｈｅ
公司）；琼脂糖（ＴａＫａＲａ公司）；抗荧光淬灭封片液

（上海碧云天生物技术有限公司）。成纤维细胞生长

因子（ｂＦＧＦ）购自Ｓｉｇｍａ公司。ＳＰＦ级健康Ｃ５７ＢＬ／

６Ｊ小鼠购自南通大学实验动物中心，许可批号为

ＳＣＸＫ（苏）２００８００１０。

１．２　ＢＭＳＣｓ、ＢＭＭＮＣｓ及 ＭＥＦｓ重编程为ｉＰＳ细胞

１．２．１　小鼠ＢＭＳＣｓ的获取及培养　取６～８周

Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，颈椎脱臼法处死，在无菌条件下解

剖股 骨、胫 骨 并 且 将 其 置 于 ＰＢＳ 中。以 含 有

１００Ｕ／ｍＬ青霉素＋１００ｇ／ｍＬ链霉素的 ＤＭＥＭ／

Ｆ１２培养液冲洗小鼠股骨、胫骨髓腔后２００×ｇ离心

５ｍｉｎ。弃上清，加入完全培养液（ＤＭＥＭ／Ｆ１２＋

１０％ ＦＢＳ＋４ｍｍｏｌ／Ｌ谷氨酰胺＋１００Ｕ／ｍＬ青霉

素＋１００ｇ／ｍＬ链霉素＋１０ｎｇ／ｍＬｂＦＧＦ）重悬后接

种，接种密度为（２～４）×１０７个细胞／１０ｃｍ２。７２ｈ
后用ＰＢＳ洗涤３次，除去悬浮细胞，以后每３ｄ换液

１次，贴壁细胞继续培养３～５周。细胞融合达８０％
后，用０．２５％胰蛋白酶消化３ｍｉｎ，按１!２进行传

代。根据本课题先前的研究方法［１１］收集并使用荧光

激活细胞分选术（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｃｔｉｖａｔｅｄｃｅｌｌｓｏｒ

ｔｉｎｇ，ＦＡＣＳ）检测第３代ＢＭＳＣｓ表面抗原（ＣＤ２９、

ＣＤ４４、ＳＣＡ１、ＣＤ１４、ＣＤ４５、ＣＤ３４）的表达情况。

１．２．２　小鼠ＢＭＭＮＣｓ悬液的制备　取６～８周

Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，颈椎脱臼法处死，以含有１００Ｕ／ｍＬ
青霉素＋１００ｇ／ｍＬ链霉素的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液冲

洗小鼠股骨、胫骨髓腔，将细胞悬液小心地滴加在淋

巴细胞分离液上，８００×ｇ离心１５ｍｉｎ，吸取离心后

相交液面处的单核细胞。

１．２．３　ＭＥＦｓ的分离培养　取孕１２．５～１３．５ｄ的

Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ胎鼠，去除胎鼠头部、内脏、四肢及尾巴，

用显微剪将鼠胚躯干剪成１ｍｍ３以下的碎块，用

０．０５％胰蛋白酶消化５ｍｉｎ后，吸取上清加入至完

全培养液（ＤＭＥＭ 低糖培养液＋１０％胎牛血清＋４

ｍｍｏｌ／Ｌ谷氨酰胺）中。反复消化多次直至组织块消

失。再离心后重悬细胞于 ＭＥＦｓ培养液（ＤＭＥＭ 低

糖培养液＋１０％胎牛血清＋４ｍｍｏｌ／Ｌ谷氨酰胺）

中，待细胞长至８０％～９０％融合时传代或冻存。

１．２．４　饲养细胞的制备　第３～５代 ＭＥＦｓ的培养

上清中加入终浓度为１０μｇ／ｍＬ的丝裂霉素Ｃ，放回

培养箱中处理２．５ｈ。ＰＢＳ洗涤丝裂霉素Ｃ处理过

的 ＭＥＦｓ。消化后种植到预先用０．１％明胶包被过
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的培养瓶内（种植的细胞数为６×１０４个／ｃｍ２），以备

小鼠ｉＰＳ细胞的培养。

１．２．５　慢病毒感染与ｉＰＳ细胞的生成　分别制备

含５×１０４个细胞的ＢＭＳＣｓ和ＢＭＭＮＣｓ悬液，将

慢 病 毒 ＬＶｅｆ１ａｍＯｃｔ４ＩＲＥＳＥＧＦＰ、ＬＶｅｆ１ａ
ｍＳｏｘ２ＩＲＥＳＥＧＦＰ、ＬＶｅｆ１ａｍＫｌｆ４ＩＲＥＳＥＧＦＰ
和ＬＶｅｆ１ａｍｃＭｙｃＩＲＥＳＥＧＦＰ 分别加入细胞悬
液中，感染复数（ＭＯＩ）分别为５、１０和２０；１２ｈ后除

去培养液中的慢病毒；２４ｈ后用０．２５％胰蛋白酶消

化细胞，并将细胞接种于预先铺好饲养细胞的６孔

板中；第２天将培养液更换为ＥＳＣｓ培养液（ｋｎｏｃｋ

ｏｕｔＤＭＥＭ＋１５％ 胎牛血清＋１×非必需氨基酸＋

１×谷氨酰胺＋０．１ｍｍｏｌ／Ｌβ巯基乙醇＋ｒｈＬＩＦ

１０００Ｕ／ｍＬ）。同法，将慢病毒感染的 ＭＥＦｓ接种于

预先铺好饲养细胞的６孔板中，第２天将培养液更

换为ＥＳＣｓ培养液。每２ｄ换液１次，第１１～１３天

挑取克隆，将ＥＳＣｓ样的克隆挑至新的饲养层细胞

上，继续培养、扩增。

１．３　ｉＰＳ细胞的鉴定

１．３．１　碱性磷酸酶染色　吸除细胞培养液，将细胞

用ＰＢＳ润洗２～３次，用４％多聚甲醛固定１～２

ｍｉｎ。加入碱性磷酸酶染色试剂覆盖孔底，室温避光

放置１５ｍｉｎ。吸除染色液，用ＰＢＳ润洗后镜检。

１．３．２　细胞免疫荧光检测　将细胞固定在４％多聚

甲醛中，室温下放置３０ｍｉｎ。无水乙醇中浸泡３次，

每次１０ｍｉｎ（限于核蛋白）。用ＰＢＳ洗涤１次后再用

抗体稀释液（０．２％ ＢＳＡ和０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００溶

于ＰＢＳ）洗涤２次。用封闭液（含６％ ＢＳＡ＋０．３％

ＴｒｉｔｏｎＸ１００的ＰＢＳ）封闭细胞。将一抗稀释在抗

体稀释液中，加到样品上，４℃放置过夜。用 ＰＢＴ
（０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００）洗涤细胞３～５次。将二抗稀

释在抗体稀释液中，并加到细胞样品上，室温放置

１ｈ。用ＰＢＴ洗涤３次。将 Ｈｏｅｃｈｓｔ（１ｍｇ／ｍＬ）母

液以１１０００比例用ＰＢＳ稀释，室温放置３０ｍｉｎ。

用ＰＢＳ洗涤３次，每次５ｍｉｎ。

１．３．３　实时定量ＰＣＲ检测相关基因表达　细胞去

培养液后用焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ）水洗１次，ＴＲＩｚｏｌ
法提 取 总 ＲＮＡ。取 总 ＲＮＡ ０．１ ｎｇ～５ μｇ，

Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８ 引物１μＬ，再加不含核酸酶的水补足

至１２μＬ。将１μＬＲｉｂｏＬｏｃｋ
ＴＭＲＮａｓｅ抑制剂、２μＬ

ｄＮＴＰ混合物 （１０ｍｍｏｌ／Ｌ）、１μＬＲｅｖｅｒｔＡｉｄ
ＴＭ Ｍ

ＭｕＬＶ反转录酶（２００Ｕ／μＬ）加至无菌的不含核酸

酶的离心管中，混匀并离心，４２℃孵育６０ｍｉｎ，７０℃

孵育５ｍｉｎ终止反应，然后进行ＰＣＲ扩增。引物序

列见表１。反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ，经过３５个

循环（９４℃变性３０ｓ、５５～６０℃退火３０ｓ、７２℃延伸

３０ｓ），最后７２℃总延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ 结束后行

１．５％琼脂糖凝胶电泳检测ＰＣＲ产物，凝胶成像系

统检测电泳结果。实时定量ＰＣＲ采用Ｒｏｃｈｅ试剂

盒的２０μＬ反应体系，依次加入ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ／ＲＯＸ

１０μＬ，引物（见表１）Ｆ＋Ｒ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）１．２μＬ，

ｃＤＮＡ模板１μＬ，双蒸水补足至２０μＬ，用 Ａｐｐｌｉｅｄ

Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ７５００ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ仪进行反应。反应

条件：９５℃预变性１０ｍｉｎ后，９８℃变性３０ｓ、６０℃退

火２５ｓ、７２℃延伸２５ｓ，共３５个循环。

表１　小鼠ｉＰＳ细胞干性基因的引物序列

Ｔａｂ１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｓｔｅｍｃｅｌｌｇｅｎｅｓｏｆｍｏｕｓｅｉＰＳｃｅｌｌｓ

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

Ｎａｎｏｇ Ｆ：ＴＧＣＴＴＡＣＡＡＧＧＧＴＣＴＧＣＴＡＣＴＧ

Ｒ：ＡＧＣＣＴＣＡＧＧＡＣＴＴＧＡＧＡＧＣＴＴ

Ｏｃｔ４（ｔｏｔａｌ） Ｆ：ＧＡＴＣＡＣＴＣＡＣＡＴＣＧＣＣＡＡＴＣＡ

Ｒ：ＣＴＣＡＴＡＣＴＣＴＴＣＴＣＧＴＴＧＧＧＡＡＴＡ

Ｏｃｔ４（ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ） Ｆ：ＣＡＡＧＧＣＡＡＧＧＧＡＧＧＴＡＧＡＣＡ

Ｒ：ＣＡＡＡＡＴＧＡＴＧＡＧＴＧＡＣＡＧＡＣＡＧＧ

Ｓｏｘ２（ｔｏｔａｌ） Ｆ：ＧＣＡＣＣＧＣＴＡＣＧＡＣＧＴＣＡＧ

Ｒ：ＧＧＡＧＴＧＧＧＡＧＧＡＡＧＡＧＧＴＡＡＣ

Ｓｏｘ２（ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ） Ｆ：ＧＡＡＣＴＧＧＡＧＡＡＧＧＧＧＡＧＡＧＡＴＴ

Ｒ：ＡＴＴＴＧＧＡＴＧＧＧＡＴＴＧＧＴＧＧＴＶ

Ｋｌｆ４（ｔｏｔａｌ） Ｆ：ＡＧＴＴＣＴＣＡＴＣＴＣＡＡＧＧＣＡＣＡＣＣ

Ｒ：ＣＣＴＧＴＣＡＣＡＣＴＴＣＴＧＧＣＡＣＴＧ

Ｋｌｆ４（ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ） Ｆ：ＴＧＣＴＴＧＧＴＧＡＧＴＣＧＴＧＧＴＴＣ

Ｒ：ＡＧＧＣＴＴＡＴＴＴＡＣＣＴＧＧＣＴＴＡＧＧ

ｃＭｙｃ（ｔｏｔａｌ） Ｆ：ＴＧＴＡＣＣＴＣＧＴＣＣＧＡＴＴＣＣＡＣ

Ｒ：ＣＣＴＣＡＴＣＴＴＣＴＴＧＣＴＣＴＴＣＴＴＣＡ

ｃＭｙｃ（ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ） Ｆ：ＡＣＡＣＧＧＡＧＧＡＡＡＡＣＧＡＣＡＡＧ

Ｒ：ＴＣＧＴＣＧＴＴＴＣＣＴＣＡＡＴＡＡＧＴＣＣ

ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＣＡＧＧＴＴＧＴＣＴＣＣＴＧＣＧＡＣＴＴ

Ｒ：ＧＧＴＧＧＴＣＣＡＧＧＧＴＴＴＣＴＴＡＣＴ

　ｉＰＳｃｅｌｌｓ：Ｉｎｄｕｃｅｄｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；Ｆ：Ｆｏｒｗａｒｄ；Ｒ：

Ｒｅｖｅｒｓｅ

１．３．４　拟胚体（ＥＢｓ）形成实验　将ｉＰＳ细胞用

０．２５％胰蛋白酶消化为单细胞，悬浮培养于 ＭＥＦｓ
培养液中。３ｄ后第１次换液，之后每２～３ｄ换液１
次。观察ＥＢｓ的形成情况，并用ＲＴＰＣＲ检测各胚

层基因的表达。

１．３．５　畸胎瘤形成实验　ｉＰＳ细胞系传代培养至

１０代以上后，用０．２５％胰蛋白酶消化后将单细胞重
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悬于 ３００μＬ 的 ＥＳＣｓ 培 养 液 中，以 每 只 小 鼠

（２～３）×１０６个细胞的量无菌注射于 ＮＯＤＳＣＩＤ小

鼠（来源于南通大学实验中心）腋下。６周后取出畸

胎瘤进行 ＨＥ染色，观察分化为三胚层情况。

１．３．６　染色体核型分析　将ｉＰＳ细胞用含有１００

ｎｇ／ｍＬ秋水仙碱的ＥＳＣｓ培养液处理３ｈ，然后用

０．０５％胰蛋白酶消化。将０．４ｍｏｌ／Ｌ氯化钾加入细

胞，置于３７℃恒温水浴箱中低渗处理２５ｍｉｎ。用甲

醇与冰乙酸（１!３）混合物固定细胞。将固定的细

胞滴于冰水浸泡过的载玻片上，过夜晾干，然后用

Ｇｉｅｍｓａ染液染色２０ｍｉｎ，显微镜下观察染色体。

２　结　果

２．１　ＢＭＳＣｓ、ＢＭＭＮＣｓ及 ＭＥＦｓ重编程为ｉＰＳ细

胞的效率比较　第２代和第３代ＢＭＳＣｓ的形态如

图１Ａ所示，收集第３代ＢＭＳＣｓ，使用ＦＡＣＳ检测６
种表面抗原 （ＣＤ２９、ＣＤ４４、ＳＣＡ１、ＣＤ１４、ＣＤ４５、

ＣＤ３４）的表达情况，可见几乎所有的ＢＭＳＣｓ均为

ＣＤ２９＋、ＣＤ４４＋、ＳＣＡ１＋、ＣＤ１４－、ＣＤ４５－、ＣＤ３４－

（图１Ｂ）。根据图１Ｃ所示的实验流程图，带有绿色

荧光蛋白的４个重编程因子（Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２、Ｋｌｆ４和

ｃＭｙｃ，ＯＳＫＣ）的慢病毒感染３种细胞１２ｈ后，除去

病毒，１ｄ后将受染细胞种植于饲养层细胞。第３天

时，细胞开始表达绿色荧光且可见小的细胞聚集，细

胞形态由梭形变为圆形。第７天时，小的克隆已经

形成（图１Ｄ）。细胞长至１３～１５ｄ时挑取克隆，扩增

培养后起源于ＢＭＳＣｓ、ＢＭＭＮＣｓ及 ＭＥＦｓ的ｉＰＳ
细胞均能够成长为形态与ＥＳＣｓ相似的克隆团（图

１Ｅ）。诱导第１５天时，通过计算碱性磷酸酶阳性克

隆数比较３种类型细胞的诱导效率，可见起源于

ＢＭＳＣｓ的碱性磷酸酶阳性克隆数明显低于 ＢＭ

ＭＮＣｓ和 ＭＥＦｓ来源的克隆数（图１Ｆ、１Ｇ）。

２．２　ｉＰＳ细胞的多能性鉴定　分别选取第２０代的

ｉＰＳＭ２（ＭＥＦｓ起源）、ｉＰＳＢ１（ＢＭＳＣｓ起源）和ｉＰＳ

ＢＭ５（ＢＭＭＮＣｓ起源）检测其干性基因的表达。免

疫荧光结果显示３株ｉＰＳ细胞表达出了ＥＳＣｓ特异

性的细胞表面标记，包括 Ｎａｎｏｇ、Ｒｅｘ１和 ＳＳＥＡ１
（图２Ａ）。ＲＴＰＣＲ和实时定量ＰＣＲ凝胶电泳结果

显示３株ｉＰＳ细胞表达Ｎａｎｏｇ基因及内源性Ｏｃｔ４、

Ｓｏｘ２、Ｋｌｆ４、ｃＭｙｃ基因（图２Ｂ、２Ｃ）。其中，内源性

Ｓｏｘ２基因的表达较弱。

　　体外ＥＢｓ形成实验结果显示３株ｉＰＳ细胞悬浮

培养于普通培养液后均能形成ＥＢｓ（图３Ａ），培养１
周的ＥＢｓ表达三胚层基因，包括 Ａｆｐ（内胚层）、

Ｐｄｘ１（内胚层）、Ｓｐａｒｃ（中胚层）、Ｂｒａｃｈｙｕｒｙ（中胚

层）、Ｓｏｘ１（外胚层）、Ｐａｘ６（外胚层）和Ｎｅｓｔｉｎ（外胚

层），其中内胚层基因Ｐｄｘ１的表达较低（图３Ｂ）。畸

胎瘤形成实验结果（图３Ｃ）显示３株ｉＰＳ细胞注射于

ＮＯＤＳＣＩＤ小鼠的腋下６周后形成了瘤体，ＨＥ染

色结果显示瘤体含有三胚层组织，包括神经组织（外

胚层）、角质表皮组织（外胚层）、软骨（中胚层）和肠

上皮样组织（内胚层）。染色体核型分析（图３Ｄ）显

示３株ｉＰＳ细胞含有正常的４０条染色体，未观察到

明显的缺失、重复、易位等情况。

３　讨　论

　　骨髓细胞是一种较易获得的细胞资源，且骨髓

来源的细胞较终末分化的体细胞更少地暴露于周围

环境，发生基因突变的概率低，是一种良好的获取

ｉＰＳ细胞的种子细胞。ＢＭＳＣｓ能够在体外分化为脂

肪细胞、软骨细胞和成骨细胞等多种细胞［１２］。本课

题组长期致力于ＢＭＳＣｓ的研究，在本研究中我们通

过比较ＢＭＳＣｓ、ＢＭＭＳＣｓ和 ＭＥＦｓ的重编程效率

探讨ＢＭＳＣｓ用于获取小鼠ｉＰＳ细胞的可行性。

　　本研究中，我们发现 ＭＥＦｓ起源的碱性磷酸酶

阳性克隆数较ＢＭＭＮＣｓ多，但多能性检测发现完

全重编程为ｉＰＳ 细胞的数量较 ＢＭＭＮＣｓ少。

ＢＭＭＮＣｓ含有多种不同类型的细胞，如造血干／祖

细胞、髓样细胞（粒细胞和巨噬细胞）、Ｂ淋巴细胞、Ｔ
淋巴细胞、ＮＫ 细胞和巨核细胞等。这些细胞中

８５％以上是 ＣＤ４５＋［９］。Ｋｕｎｉｓａｔｏ等［９］报道 ＣＤ４５－

细胞可能较ＣＤ４５＋细胞更容易被重编程为ｉＰＳ细

胞，因为他们发现ＣＤ４５＋／－细胞比ＣＤ４５＋细胞形成

了更多的ｉＰＳ细胞克隆。但他们的另一项研究显示

大多数受含基因Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２、Ｋｌｆ４和ｃＭｙｃ的病毒

感染的细胞是ＣＤ４５＋、ＣＤ３４＋和ＣＤ３８＋ ［１０］。ＣＤ４５
及ＣＤ３４是造血干细胞的特异性表面标记，所以骨

髓细胞来源的ｉＰＳ细胞可能主要来自于ＣＤ３４＋的骨

髓造血干细胞。本研究中，ＢＭＳＣｓ表面抗原（ＣＤ２９、

ＣＤ４４、ＳＣＡ１、ＣＤ１４、ＣＤ３４、ＣＤ４５）检测结果显示只

有０．２％的ＢＭＳＣｓ是 ＣＤ４５＋、ＣＤ３４＋。几乎所有

ＢＭＳＣｓ是ＣＤ４５－ＣＤ３４－，这可能解释了为什么本研
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究中ＢＭＳＣｓ的重编程效率远低于ＢＭＭＮＣｓ。虽然

本研究并没有比较 ＣＤ４５＋ ＣＤ３４＋ 细胞、ＣＤ４５＋
ＣＤ３４－细胞和ＣＤ４５－ＣＤ３４＋细胞的重编程效率，但

似乎ＣＤ３４＋细胞更容易被重编程为ｉＰＳ细胞。

图１　ＢＭＳＣｓ、ＢＭＭＮＣｓ及 ＭＥＦｓ重编程为ｉＰＳ细胞
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图２　小鼠ｉＰＳ细胞干细胞表面标记及干性基因的表达
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图３　ｉＰＳ细胞拟胚体形成实验、畸胎瘤形成实验及染色体核型分析结果
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ＫａｒｙｏｔｙｐｅａｎａｌｙｓｉｓｕｓｉｎｇＧｉｅｍｓａｔｒｙｐｓｉｎＬｅｉｓｈｍａｎｂａｎｄｉｎｇｏｆｉＰＳＢ１ａｎｄｉＰＳＢＭ５．Ｂｏｔｈｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄａｎｏｒｍａｌｋａｒｙｏｔｙｐｅ

　 　 我 们 发 现 ＢＭＳＣｓ 的 重 编 程 效 率 低 于

ＢＭＭＮＣｓ和 ＭＥＦｓ。ＢＭＳＣｓ似乎不太适合用于获

取大量的ｉＰＳ细胞系。由于ｉＰＳ细胞的产生效率较

低，已有大量的研究致力于提高重编程效率，如使用

六因子系统（Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２、Ｋｌｆ４、ｃＭｙｃ、Ｎａｎｏｇ 和

Ｌｉｎ２８）来 替 代 四 因 子 系 统 （Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２、Ｋｌｆ４、

ｃＭｙｃ）［１３］，ＫＯＳＲ（ｋｎｏｃｋｏｕｔｓｅｒｕｍｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ）代

替胎牛血清［１４］，ＥＳＣｓ培养液中加入维生素Ｃ［１５］、导



第１２期．王　尧，等．小鼠骨髓间充质干细胞、骨髓单核细胞和胚胎成纤维细胞重编程为诱导性多能干细胞的效率比较 ·１３１１　 ·

入相应的 ｍＲＮＡ［１６１７］。我们期待在今后的研究中

提高ＢＭＳＣｓ或ＢＭＭＮＣｓ的重编程效率。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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