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摘要    多细胞生物个体的分化细胞均通过一系列动态调控机制维持其稳态, 不同类型分化细胞之间的转化在

自然条件下不会自发发生. 通过实验手段可以逆转细胞分化的进程使之改变状态, 从一种基因表达谱转换成另

一套表达谱, 从而实现细胞类型的转化也即重编程. 目前已知可以通过 4 种不同途径, 即核移植、细胞融合、胞

质孵育及诱导多能干细胞, 将终末分化的体细胞重编程为类胚胎干细胞的多能性干细胞状态, 而后者具有发育

成为动物个体所有细胞的能力. 由于细胞重编程的过程能够将细胞命运逆转成为具有再生能力干细胞的状态, 

因此, 这一领域的系列发现为再生医学、疾病个体化治疗及药物筛选提供了巨大的前景. 
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多细胞生物体发育是一个非常精细和复杂协调

的过程, 多细胞生物个体从单细胞受精卵到复杂组

织器官的 220 多种分化细胞的过程, 也是从全能性的

状态到逐步丧失多能性的过程. 从受精卵到不同的

多能性干细胞, 到前体细胞, 再到终末分化的成体细

胞, 每一多能性等级的细胞都有其独特的表观状态, 

为此Waddington等人[1]提出了“滚落”模型, 认为不同

种类的细胞群体有其独特的稳态, 自然条件下不会

轻易向其他细胞群体转化.   

重编程是细胞从一种基因表达谱转换为另一套

不相关表达谱的过程. 狭义的重编程一般指转换为

分化能力更强的表达谱, 即逆转了机体既定的正常

发育程序. 广义的重编程还包括转分化, 即转换前后

两种细胞类型的分化潜能差异不明显. “滚落”模型[1]

描述得很贴切: 沿着既定轨道逆行或者跳转到其他

轨道都是重编程.  

虽然体细胞的分化状态是稳定的, 但通过实验

手段可以将体细胞或体细胞核重编程至广泛的发育

可塑状态. 诱导重编程的经典方法有 4 种: 核移植

(nuclear transfer, NT)、胞质孵育、细胞融合、以及转

录因子过表达. 受精卵是生命周期中全能性最高的

细胞, 因此核移植及卵胞质孵育是最早用于体细胞

重编程的手段. 随着治疗性克隆的发展, 核移植重编

程一直是研究的热点. 某些特定的胚胎细胞, 例如, 

小鼠(Mus musculus)囊胚内细胞团(inner cell mass, 

ICM)细胞、胚胎干(embryonic stem, ES)细胞、胚胎癌
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(embryonal carcinoma, EC)细胞, 具有很强的自我更

新能力, 由此引发了人们通过细胞融合实现重编程

的研究. 但细胞融合产生异核体或杂种细胞, 虽然可

以作为理论研究的良好材料, 并且已经有移除主导

细胞基因组的尝试[2], 但依然不能用于再生治疗. 过

表达转录因子诱导转分化早在 1987 年就已经出现[3], 

而 2006 年 Takahashi 和 Yamanaka[4]诱导多能性干

(induced pluripotent stem, iPS)细胞的成功无疑是重编

程领域的里程碑. 由于 iPS 细胞具有与 ES 细胞一致

的发育全能性[5], 而且不存在伦理争议, 更重要的是

其作为自体来源易于取材且不存在免疫排斥反应 , 

因此很快成为再生医学等领域的热点. 重编程的关

键是有效开启基因组, 从而使得重编程因子与调节

区域结合, 便于染色质重构, 介导基因表达改变. 卵

具有开启精子基因组的能力, 因此被用于核移植重

编程; 一些具有开启基因组能力的母源蛋白[6]及小分

子[7]被用于提高 iPS 诱导效率; 用激活内源免疫反应

的 poly(I:C)诱导基因组开放能高效促进经典 4因子蛋

白(OCT4, SOX2, KLF4, c-Myc)诱导 iPS[8]. 采用更加

高效和安全的诱导方法对于 iPS 细胞的应用十分重

要, 因此, 探索诱导多能干细胞的方法以及细胞重编

程的机制具有重要意义.  

本综述将分别介绍重编程的各种方法, 探讨重

编程的效率及机制.  

1  核移植 

受精卵毋庸置疑是生命周期中具有最高全能性

的细胞, 精核在受精后极短的一段时间里发生快速

重组, 鱼精蛋白被组蛋白替换, 并经历主动 DNA 去

甲基化[9], 全基因组范围内组蛋白修饰重建. 最新研

究表明, 雌原核也会发生主动去甲基化[10]. 这些过程

引起谱系特异性表观重编程, 使终末分化的精卵细

胞回归全能性. 正基于此, 卵或受精卵成为了体细胞

重编程的最早材料.  

1.1  低等动物核移植 

最早的核移植实验设计是 1952 年由 Briggs 和

King[11]在两栖类动物建立的, 即将破裂细胞获得的

细胞核注入去核未受精卵内. 1958 年 Gurdon 等人[12]

首次成功实现了核移植重编程: 核移植后大部分非

洲爪蟾(Xenopus laevis)卵开始发育, 发生皮质旋转及

早期卵裂, 部分能正常卵裂并通过正常胚胎发育, 最

终发育为成体非洲爪蟾. Gurdon[13]发现不同分化程

度的供核细胞的重编程效率差异很大: 当使用胚胎

细胞(如囊胚细胞)的核进行核移植时, 囊胚率高达

32%, 但发育为成体非洲爪蟾的效率浮动很大, 最高

可达 30%; 当使用分化细胞的核进行核移植时, 重编

程效率非常低, 例如, 皮肤细胞做供核细胞时囊胚率

仅 5%[14], 而且大部分 NT 胚胎都不能发育形成蝌蚪, 

更谈不上发育到成体非洲爪蟾. 因此, 供核细胞分化

程度越高, NT 核重编程效率越低. 连续核移植可以

提高重编程效率. 如果供核细胞为皮肤细胞, 仅有

1.3%能发育为能游泳的蝌蚪; 但如果将第一次 NT 得

到的囊胚细胞作为供核细胞, 第二次 NT 得到能游泳

的蝌蚪的效率会提高至 43%[14]. 通过连续核移植及

外植体技术, 内胚层细胞重编程为功能性肌肉及神

经细胞(即能游动的蝌蚪)的效率会提高到 30%[15].  

中国科学家童第周早在 1963 年就通过将一只雄

性鲤鱼的遗传物质注入雌性鲤鱼的卵中而成功克隆

了鲤鱼. 这是我国在克隆领域的第一步. 当时世界上

的克隆实验均采用蛙、蟾等两栖类动物为实验材料, 

童第周却独辟蹊径, 以鱼类为实验材料, 由此成为世

界上研究鱼类克隆技术的第一人. 1973 年, 童第周获

得了第一批鲤鲫核移植鱼, 并发现细胞质对个体的

发育有一定影响. 研究结果以中英文发表在 1973 年

出版的《动物学报》上. 1977 年, 童第周等人首先向

国内外报道了对脊索动物海鞘的核移植. 1980 年, 童

弟周等人报告在中国成功获得了第一批具有“发育全

能性”的克隆鱼. 这是世界上报道的第一例发育成熟

的异种间的胚胎细胞克隆动物. 1981 年, 中国科学院

水生生物研究所的一个研究小组将成年三倍体鲫鱼

的肾脏细胞核移植到二倍体鲫鱼去核的卵子中, 获

得了三倍体的克隆鱼, 并发育成成体, 证明成年鱼的

体细胞也可以去分化和再程序化, 具有发育成个体

的全能性. 这是世界上第一次报道的体细胞克隆动

物, 比用成年体细胞克隆出的多莉羊早了 15 年.  

1.2  高等动物核移植 

将哺乳动物体细胞核移植入 MII 期卵母细胞也

能得到 NT 胚胎[16,17]. 1997 年, Wilmut 等人[16]通过将

去核的卵母细胞与血清饥饿处理的细胞进行融合 , 

获得了世界上第一只克隆羊“多莉”, 标志着克隆技术

可以应用于哺乳类动物. 1998 年 Wakayama 等人[17]克
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隆出了第一只小鼠, 随后牛(Bovine)[18,19]、山羊(Capra  

aegagrus hircus)[20]、猪(Sus scrofa domestica)[21~23]、 

猫(Felinae)[24]、兔(Leporidae)[25]、骡子(Equus ferus x 

asinus)[26] 、 马 (Equus caballus)[27] 、 大 鼠 (Rattus 

norvegicus)[28]、狗(Canis lupus familiaris)[29]、雪貂

(Mustela Pulourius Furo)[30] 和 骆 驼 (Camelus 

bactrianus)[31]等相继被克隆. 然而体细胞克隆的成功

率很低, 一般只有 1%~3%.  

和非洲爪蟾一样, 不同分化程度细胞的重编程

效率差异很大. 约 50%的小鼠尾尖成纤维细胞 NT 胚

胎能发育到囊胚, 但很少能发育到期[32,33]; 而桑葚胚/ 

囊胚及 ES 的 NT 囊胚率却高达 44%, 到期率高达

2.4%[32,34]. ES-NT 囊胚获得 ES 细胞系的效率约为

50%, 而成纤维细胞NT后建立ES细胞系的效率约为

30%[33,34]. ES-NT 获得 NT 小鼠是相对高效的

(<2.4%)[32], 高度分化细胞 NT 则效率很低[35].  

NT 至 MII 卵母细胞涉及一系列 DNA 复制及细

胞分裂事件, 不能直接激活转录, 很难确定和分析

NT 至 MII 期卵母细胞策略中转录谱重编程的时间. 

例如, 小鼠体细胞核移植获得生殖细胞需要平均 25

次细胞分裂; NT 后 Oct4 基因激活需要 1~2 次细胞分

裂[36,37]. 发育中 ICM 内多能基因调节表达及 Xi(失活

的 X 染色体)再激活发生在几次分裂后[38~40].  

1.3  影响核移植效率的因素及机制 

普遍认为, 核移植至去核卵母细胞策略的效率

低与DNA甲基化有关. NT胚胎发育异常往往与DNA

甲基化缺陷有关[41~44]. 用非甲基化的胞嘧啶类似物

5-Aza-dC 处理供体核并不能提高 NT 胚胎发育率[45,46]; 

而用 Dnmt1 突变的小鼠胚胎成纤维细胞 (mouse 

embryonic fibroblasts, MEFs)做供体, 获得 NT-ES 的

效率增加约 3 倍[47].  

组蛋白的翻译后修饰在基因表达调控方面非常

关键[48]. 组蛋白乙酰化可以松散高度致密的核小体

结构, 使转录因子等转录调控因子更容易与染色质

结合 . 核移植后 , 抑制组蛋白去乙酰化酶 (histone 

deacetylase, HDAC)能促进染色质重构、DNA 复制及

转录[49,50].  

重编程的关键是有效开启基因组. 开启基因组

使得重编程因子与调节区域结合, 便于染色质重构, 

介导基因表达改变. Gurdon[51]发现, 体细胞核移植后, 

卵或卵母细胞会高效诱导不明机理的核肿胀及染色

质解凝缩. 核肿胀可能有助于重编程过程中 Ring1b

等抑制性表观因子从染色质移除, 进而有助于染色

质解凝缩[52].  

DNA 甲基化、组蛋白修饰、染色质重构等表观

因素, 对于有效重编程很重要. 有学者已经将克隆胚

胎的表观缺陷进行了归纳 [41,53], 表观缺陷都是由重

编程不足造成的, 导致某些基因的表达状态与重编

程细胞或正常胚胎不一致. 肌肉细胞核植入两栖动

物卵后持续表达 MyoD, 且在错误细胞系(如内胚层)

持续表达, 证明其表观状态逆转是失败的[54].  

克隆胚胎表观缺陷的另一实例来自对雌性小鼠

体细胞 Xi 的研究. 雌性小鼠体细胞 NT 后, 随着发育

过程中重编程的进行, Xi 在多能的 ICM 中被重新激

活[38,40]. 但是, Xi 的染色体状态在早期 NT 胚胎没有

完全逆转 [39,55], 并且诱导 X 染色体失活的非编码

RNA (Xist)在分化中的上胚层细胞中异常表达, 细胞

中 Xist RNA 团有 0~2 个不等[55]. 该缺陷表明, 可能

由于 DNA 甲基化的原因, 克隆胚胎某些细胞的 Xist

位点没有彻底逆转.  

重编程效率低可能是表观重编程不彻底造成的. 

基因再激活效率低充分反映出表观缺陷的存在. NT

胚胎多能基因不适当地再激活可能与基因启动子去

甲基化无效有关[44,56].  

1.4  治疗性克隆  

治疗性克隆是指用患者的体细胞作为核移植供

核细胞, 移到去核卵母细胞中形成重构胚, 体外培养

到囊胚后建立ES细胞系, 再诱导ES细胞定向分化为

所需的特定类型细胞, 用于细胞替代治疗. 2004 年

Hwang 等人 [57]建立了第一个核移植 ES 干细胞系

(embryonic stem cell line derived from somatic cell 
nuclear transfer blastocyst, SCNT-ES), 是治疗性克隆

领域的里程碑.  

2  胞质孵育重编程 

另一设计完全不同的核移植方案是将多个细胞

核注射到两栖类动物第一次减数分裂前期卵母细胞

生发泡(germ-vesicle, GV)内[58], 这属于胞质孵育诱

导重编程的范畴. GV 由多种组分高度浓缩形成, 减

数分裂成熟后 GV 组分散布到卵中, 对于胚胎发育至

关重要[59]. 不过这种重编程策略不能产生新类型细
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胞. 注入 GV 内的体细胞核不经历 DNA 合成及细胞

分裂, 但RNA合成剧烈, 这与正常GV期卵的行为是

一致的. 将多个哺乳动物细胞核移植到两栖类卵母

细胞中, 可以在完全不涉及 DNA 复制的情况下观察

到体细胞核中处于抑制状态基因的直接激活, 表明

存在不受 DNA 复制干扰或辅助的、直接调控转录谱

从体细胞状态向类卵母细胞状态转变的开关. 转换

过程涉及的分子改变直接反映了转录谱的重编程 

过程.  

GV期非洲爪蟾卵重编程体细胞的基因再激活的

频率和速率是很高的, 如果用 HeLa 细胞, 18℃条件

下 Oct4 的再激活只需 8 h[60], Sox2 的再激活只需要 

48 h[61]. 因此, 非洲爪蟾卵内一定含有高效诱导转录

谱重编程的因子. 2010 年 Jullien 等人[62]的研究表明, 

卵母细胞特异的连接组蛋白 B4 是诱导高效重编程的

必需因子. NT 后 B4 随着 H1 的丢失逐渐掺入染色质, 

大部分实验都有超过 90%的核出现这种替换现象. 

2010 年 Murata 等人[63]发现体细胞核进入 GV 期非洲

爪蟾卵后, 染色质组蛋白转录后修饰发生全基因组

范围的重建.  

卵的重编程因子是卵子发生过程中合成并存储

在卵母细胞中的天然物质, 这些因子在受精后可以

100%重编程雄原核. 用卵抽提物卵质蛋白实验证明, 

卵质蛋白是参与精核及体细胞核解凝缩的重要因  

子[64]. 因此从卵或卵母细胞中寻找有效的重编程因

子是研究重编程的有效途径之一. 有研究对卵胞质

内重编程物质的本质进行了探索 , 通过比较不同  

时期卵母细胞的蛋白谱揭示了潜在的重编程关键  

因子[65].  

3  细胞融合重编程 

细胞融合能发生重编程. 细胞融合产生的多核

细胞称为异核体. 融合的两个细胞中一个对另一个

起明显支配作用, 将自己的状态强加于另一个细胞. 

1967年Harris[66]发现, 成熟鸡红细胞在与快速增殖的

HeLa 细胞融合后, 鸡红细胞核肿胀, 开始 RNA 转录. 

异核体在不分裂的情况下即可诱导一些沉默基因重

编程, 例如, 人类非肌性羊膜细胞与小鼠肌细胞融合

后, 肌细胞特异基因启动表达[67]. 异核体的重编程不

仅是迅速的—一般在融合后 1~2 天内即可实现重

编程, 而且是 DNA 合成非依赖的[68,69]—用细胞分

裂抑制剂丝裂霉素 C 处理的小鼠 ES 细胞与神经干细

胞(neural stem cell, NSCs)融合后, 依然能诱导多能性

标志 Oct4 的表达[70]. 

异核体进行细胞分裂时核膜破裂, 两细胞核混

合 , 最终形成杂种细胞 . 通过与 ES、胚胎生殖

(embryonic germ, EG)细胞、EC 细胞等多能性细胞融

合形成杂种细胞, 实现了体细胞重编程 [71~74]. 杂种

细胞中多能性细胞处于统治地位, 因而体细胞会向

类多能性细胞转变, NSC 与 ES 融合 2 天后可检测到

Oct4 高水平表达[75]. 多能性杂种细胞中体细胞原本

表达的组织特异性基因一般会沉默. 但在某些情况

下组织特异性基因不沉默, 这取决于细胞类型及融

合反应前的比例[76,77], 例如, 人 B 淋巴细胞与小鼠肌

细胞融合形成的杂种细胞不会沉默体细胞基因[78].  

胸腺细胞等体细胞与EG细胞融合后的表观修饰

类似于多能性细胞[72], 包括多能性基因再激活、Xi

再激活、自我更新、DNA 去甲基化[79]. 与多能性细

胞融合形成的杂种细胞具有多能性细胞所有的分子

特征. 转基因表达分析显示, 四倍体杂种细胞做囊胚

嵌合可参与三胚层[73,80,81]. 由于目前缺乏生殖系嵌合

的证据, 因此四倍体杂种细胞是否是真正的全能细

胞有待进一步确认.  

Silva 等人[82]的研究发现, NSCs 与过表达多能性

因子 Nanog 的 ES 细胞融合后的杂种细胞形成率较与

普通 ES 细胞提高约 200 倍(<0.014%到约 3%); 用成

纤维细胞和胸腺细胞, 杂种细胞形成率也提高, 不过

程度低些. 2010 年 Bhutani 等人[83]研究表明, 异核体

主动 DNA 去甲基化需要诱导活性胞苷脱氨酶

(activation-induced cytidine deaminase, AID).  
细胞融合有很多劣势, 例如, (ⅰ) 细胞融合率很

低, 一般仅有 0.6%~1%; (ⅱ) 需要强烈的细胞筛选辅

助; (ⅲ) 具有细胞特异性: 人成纤维细胞与小鼠 ES

细胞融合后多能性基因再激活效率高达 70%[83], 但

淋巴细胞与小鼠 ES 融合后基因再激活水平仅为 ES

细胞中Oct4水平的 0.01%~1%[84]; (ⅳ) 杂种细胞内存

在多重基因组, 不能用于基因治疗, 但已有移除主导

细胞基因组的尝试[2]. 虽然如此, 由于细胞融合在细

胞不分裂条件下即发生主动 DNA 去甲基化等重编程

过程, 例如, 人 B 细胞与小鼠 ES 细胞融合的杂种细

胞的多能性基因Oct4和Nanog的启动子, 在融合后 1

天内发生 DNA 去甲基化[84], 因此细胞融合仍然是研

究主动去甲基化等重编程机制的良好模型.  
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4  诱导重编程 

早在 1987 年就已经出现过表达转录因子诱导转

分化的报道[3], MyoD 的发现开启了诱导重编程领域. 

2006 年 Takahashi 和 Yamanaka[4]通过过表达 4 个转

录因子, Oct4, Sox2, Klf4 和 c-Myc, 成功将 MEFs 诱导

为多能性干(iPS)细胞, 这无疑是重编程领域的里程

碑. 由于 iPS细胞具有与 ES 细胞一致的发育全能性[5], 

而且不存在伦理争议, 更重要的是其作为自体来源

易于取材且不存在免疫排斥反应, 使得其很快成为

再生医学等领域的热点.  

4.1  诱导转分化 
发育生物学很早之前就得出结论: 过表达 1种或

几种转录因子可以深刻影响细胞表型及特性. 1987年

Davis 等人[3]通过过表达 MyoD 将成纤维细胞有效诱

导转变为肌细胞, 效率为 25%~50%, 这是转分化重

编程领域的开拓性研究之一. 过表达 C/EBP可以使

前 T 细胞转分化为巨噬细胞, 效率高达 60%[85]. 过表

达转录因子这种重编程策略往往涉及几次细胞分裂

及筛选, 但也有例外, 例如, 培养的胰腺外分泌细胞

过表达 C/EBP不需经过细胞分裂即可转分化为肝细

胞[86]. 通过该策略重编程的细胞, 基因再激活程度非

常高, 例如, 前B细胞过表达C/EBP 4天后, 巨噬细

胞标志 Mac1 再激活水平与巨噬细胞 Mac1 表达水平

一致[87], 同时, 起始细胞特异表达的基因发生沉默, 

表明重编程是完全的.  

2010年, Vierbuchen等人[88]用特定因子诱导小鼠

成纤维细胞(MEFs)直接转分化为功能性神经细胞 , 

有 19 个神经特异的基因过表达后可使小鼠胚胎成纤

维细胞转分化为神经细胞. 理论上转录因子过表达

能够使体细胞重编程为任意理想细胞类型, 但目前

转录因子过表达重编程体细胞仅限于几种特定细胞, 

且通常是谱系相近的细胞类型, 例如, MyoD 过表达

不能诱导肝细胞重编程为肌细胞[3,89]. 2012 年, 通过

在睾丸支持细胞中过表达特定转录因子而使其直接

转分化为神经干细胞[90], 这是首次将成体细胞直接

转分化为另一类群细胞的前体干细胞, 前体干细胞

可以扩增和分化从而获得大量的转分化细胞, 这在

某种意义上克服了转分化效率低的问题, 对于转分

化的应用具有重要意义.  

2008 年, Zhou 等人[91]通过腺病毒转染, 过表达

与胰腺胚胎发育期间功能建立密切相关的 3 个关键

基因 Pdx1, Ngn3, Mafa, 体内实现了由胰腺腺泡细胞

向胰岛 B 细胞的转分化, 效率高达 20%. 感染 3 天后

转分化的产胰岛素细胞的胰岛素表达水平很低, 1 个

月后已激活至高水平. 诱导的产胰岛素细胞, 具有胰

岛 B 细胞的所有表型特征. 该策略基本不涉及或仅

涉及几次细胞分裂. 过表达特定细胞或器官在胚胎

发育早期特异表达的转录因子, 是实现某类型细胞

重编程至另一类型细胞的很有前景的策略.  

4.2  诱导多能性 
2006 年 , Takahashi 和 Yamanaka[4] 的杰出工    

作—过表达 4 因子 Oct3/4, Sox2, Klf4, c-Myc 使小鼠

成纤维细胞重编程为类 ES 的多能细胞—无疑是重

编程领域的里程碑. 诱导的类 ES 细胞通过了大部分

严格的多能性检验, 在形态学、增殖性、转录组、表

观组等方面具有很多小鼠 ES 特征, 因此被命名为诱

导多能性干(iPS)细胞. iPS 细胞有以下特点: Xi 再激

活[92]、端粒末端转移酶活性恢复、全基因组组蛋白甲

基化模式与 ES一致[4,93]. 因此, 过表达一些因子可以

直接将一系列不同来源的体细胞重编程获得多能性. 

2009 年通过优化 iPS 细胞诱导及培养体系获得了世

界上第一只完全由 iPS 细胞分化得到的四倍体补偿

小鼠“小小”[5], 标志着 iPS 细胞的革命性胜利, 同时

也标志着重编程进入了 iPS 细胞时代.  

2011年, Anokye-Danso将 miR-302/367转入成纤

维细胞, 在不添加任何转录因子的情况下, 激活了

Oct4 和 Sox2, 获得了 iPS 细胞, 其多能性标记的表达

和畸胎瘤的形成等性能都与经典 4 因子获得的 iPS 细

胞类似, 且具有生殖系嵌合能力[94]. 该研究大大减少

了外源基因的导入, 使 IPS 细胞离临床细胞治疗更近

了一步.  

为了避免外源基因对基因组的破坏, 多个研究

组采用 4 因子的蛋白进行 iPS 诱导, 取得了可喜的成

果[8,95~97]. 2013 年, 邓宏魁研究组开辟了一条全新的

iPS 诱导途径—仅使用小分子化合物实现体细胞诱

导重编程. 小分子诱导 iPS 完全避免了外源基因的插

入, 大大降低了 iPS 诱导造成基因突变的风险. 不经

过基因修饰的 iPS 细胞的获得是 iPS 走向临床应用的

关键之一.  
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4.3  诱导多能性的效率以及机制 

体细胞重编程至 iPS 细胞的效率一直是研究的

热点. 效率最初是以向 MEFs 添加 4 因子 2 周后获得

的 iPS 细胞克隆数计算的[4]. 按这种算法, 2 周内仅有

0.01%~0.05%的起始细胞重编程为 iPS 细胞[4], 这增

加了重编程细胞是起始细胞中易于重编程的细胞亚

群的可能性. 人们认为 iPS 细胞诱导过程中多能性诱

导是随机的[98], 诱导成功后, 完整的多能性转录网络

建立, 多能基因激活至 ES 水平, 起始细胞特异的分

化基因沉默. 和 NT 一样, 起始细胞分化程度越高, 

转录因子诱导细胞核重编程的效率越低, 分化程度

较低的细胞的重编程效率显著高于终末分化细胞[99]. 

如果 4 因子通过整合诱导表达系统导入细胞, 重编程

效率将由 0.05%提高到 5%, 尽管 5%仍然很低[100].  

由于通过某些转录因子重编程体细胞的过程很

长, 因此很难确定 iPS细胞的起源细胞. 2010年 Smith

等人[101]通过连续几周实时拍摄 MEFs 重编程至 iPS

细胞的过程研究了该问题. 该实验可以只计数能追

踪回单个 MEFs 的 iPS 细胞克隆, 因此能代表重编程

的标准化效率. 实验发现, 除了能追踪至单个 MEFs

的 iPS 细胞克隆, 培养过程中还存在不能追踪至单个

MEFs 的次级卫星 iPS 细胞, 这不能代表新的重编程

事件.  

使用小分子可显著提高重编程效率[7]. 小分子包

括: 组蛋白去乙酰化酶抑制剂丙戊酸(valproic acid, 

VPA)[102]; DNA 甲基转移酶抑制剂[102,103]、组蛋白甲

基转移酶抑制剂 BIX-01294[104]、维生素 C[105]等. 添

加小分子不仅能显著提高重编程效率, 而且可以替

代一些因子, 例如, 可以用 VPA 替代 Klf4 和 c-Myc. 

2008年Huangfu等人[102]的研究发现, VPA可将MEFs

的 Oct4 表达水平由 0.03%提高至 11%, 用 HDAC 抑

制剂处理后, iPS 细胞基因再激活效率明显提高. iPS

细胞在重编程过程中会出现表观缺陷, 例如, 印记

Dlk1-Dio3(D-D)区失活, 这导致 iPS 细胞发育潜能受

限, 用曲古霉素 A(hachimycin A, TSA)处理可以解决

这个缺陷, 有助于获得全能性 iPS 细胞[92].  

干扰 p53 能有效地使 MEFs 重编程为 Nanog 阳

性细胞的效率由 0.2%提高至 20%[106~108], 但值得注

意的是, p53 敲除的 MEFs 重编程为 Cdh1 阳性且

Nanog 阳性的克隆的效率很低, 仅约 0.2%[101].  

上文提到, Anokye-Danso 等人[94]将 miR-302/367

转入成纤维细胞, 在不添加任何转录因子的情况下, 

激活了 Oct4 和 Sox2, 获得了 iPS 细胞. miR-302 能够

抑制细胞周期调控相关基因 (Cdkn1a, Rbl2, Lats2, 

Cdc2l6, Tgfbr2, Rhoc 等), 抑制表观调控基因(Mecp2, 

Mbd2, Smarcc2 等 ), 抑 制 细 胞 信 号 通 路 (Akt1, 

Arhgap26 等), 抑制膜泡运输(Rab5c, Rab11fip5 等). 

但 miR-367 的作用仍有待确定. 与 miR-367 密切相关

的 miR-92b 可以抑制与 ES 细胞周期相关的 Cdkn1c, 

说明 miR-367 有可能通过促进细胞增殖来辅助重编

程. Anokye-Danso 的实验还发现, 加入 VPA 抑制

Hdac2 通路, 可以进一步提高 iPS 细胞诱导效率[94].  

2014 年, Shinagawa 等人[6]发现母源因子 TH2A

和 TH2B 不仅参与了受精后精核的重编程, 而且可以

与 Klf4 和 Oct4 一起高效诱导 iPS 细胞. 在重编程过

程中 TH2A 和 TH2B 在 X 染色体上聚集, 增加 X 染

色体活化程度, 而且敲除 Xist 能提高 TH2A 和 TH2B

及 4 因子共同诱导 iPS 细胞的效率, 却不能提高单独

4 因子诱导 iPS 细胞的效率, 说明 TH2A 和 TH2B 可

能主要通过活化 X 染色体参与重编程.  

用病毒转染的方法虽然可以有效诱导 iPS, 但会

改变基因组成. 用 4 因子的重组蛋白代替逆转录病毒

载体诱导 iPS 细胞可以解决外源基因插入基因组的

问题, 但效率很低(约 0.001%)[95~97]. 用激活内源免疫

反应的 poly(I:C)诱导基因组开放能高效促进经典 4因

子蛋白诱导 iPS 细胞[8], 表明打开体细胞基因组是重

编程起始的关键.  

内源逆转录病毒的活性与 ES 的多能性状态有很

大内在联系[109~113], 对于 iPS 的诱导也非常关键. 诱

导人 iPS 过程中, Oct4, Sox2, Klf4 会在全基因组范围

内激活 HERVH 相关 lncRNA, 如 lncRNA-RoR, 且表

达水平会高于人 ES 中的水平 , 重编程结束后

HERVH 活性降到人 ES 水平. 干扰 lncRNA-RoR 会导

致 iPS 诱导效率严重下降[112]. 一些分化能力差的人

iPS 中 HERVH 表达异常: 过高表达失去神经分化能

力; 过低表达分化能力极差. 过表达或干扰 HERVH

使其回到人 ES 水平后会改善 iPS 的分化能力[112].  

用 4因子诱导 iPS过程中会经历间质上皮转化过

程 (mesenchymal-to-epithelial transition, MET). 2010

年 Samavarchi-Tehrani等人[114]通过 RNAi筛选与诱导

重编程相关的基因, 发现干扰掉 Smad1, Smad4, Alk3

等 BMP4 信号通路组分后抑制 iPS 重编程, 深入研究

发现, BMP通路可通过激活miR-205及miR-200家族, 



李鑫等: 体细胞重编程研究进展 
 

10 

抑制 Zed1 及 Zeb2, 从而促进 E-cadherin 表达, 促进

MET 过程. 2015 年邓宏魁研究组[115]报道, 用小分子

诱导 iPS 过程中会出现胚外中胚层(extra-embryonic 

endoderm, XEN)样细胞阶段, 但 4 因子诱导 iPS 过程

则不出现该阶段. 邓宏魁等人以 XEN 样状态作为指

标, 细化了小分子诱导重编程的每个步骤, 采用一些

促进剂(SGC0946 等)大大提高了效率.  

诱导 iPS 过程中母源染色体 D-D 区由非甲基化

的开放状态变为甲基化的关闭状态, 是大部分 iPS 不

能实现 4 倍体补偿的关键因素[92,116]. 诱导过程中添

加维生素 C, 可以有效防止该区域 H3K27ac 及

H3K4me2 的丢失, 进而可以有效建立 H3K4me3, 防

止该区域被 DNMT3A 甲基化[117]. 2015 年 Das 等人以

小鼠 ES 为材料研究发现, Gtl2 的可顺式通过结合

PRC2 复合体保护 D-D 区免受 DNMT3A 的甲基化作

用, 为 iPS诱导过程中 D-D 区甲基化关闭的机制探索

指明了方向[118].  

4.4  最高多能性的鉴定标准以及安全性评估 

iPS 细胞在功能上等同于 ES 细胞, 与 ES 细胞具

有同样的多能性特点, 包括多能基因的表达、三胚层

分化潜能、生殖系嵌合能力, 甚至是四倍体补偿能力. 

然而 iPS 细胞与 ES 细胞是否完全一样, 是否具有相

同的安全性, 是 iPS 细胞应用的关键问题.  

科学家们比较了 iPS 细胞和 ES 细胞的转录组、 

蛋白组以及表观组, 揭示了 iPS 细胞与 ES 细胞的差

异, 对 iPS 细胞的生物安全性进行了深入探讨[119~125]. 

关于 iPS细胞与ES细胞的相似性主要有 3种看法. 第

一种看法认为, iPS 细胞与 ES 细胞之间存在明确的微

小差异, 可以找到严格区分二者的特异性标志物[92,119]. 

D-D 区在多数小鼠 iPS 细胞内是沉默的, 这可能是

iPS 细胞特有的, 但通过比较不同发育潜能的 iPS 细

胞, 证明 D-D 区的沉默是重编程因子表达异常导致

的, 而且 D-D 区的开放和沉默可以作为判断 iPS细胞

能否具有四倍体补偿能力的标准[123]. 第二种看法认

为, iPS 细胞和 ES 细胞是两个在基因组水平和表观组

水平有很高相似性的群体[120,121,126]. 第三种看法认为, 

iPS 细胞某些特定基因位点的表观组具有可变性, 这

些位点是重编程异常的热点. 不是所有的 iPS 细胞在

所有这些热点区域都存在异常, 异常热点的不同组

合造成了 iPS 细胞的异质性. 去甲基化不完全的位点

倾向位于端粒远端[125]. 5 羟甲基胞嘧啶(5hmC)水平异

常的基因区域的表达水平与 ES 细胞中差异较大[123]. 

重编程异常热点中有 20 个热点富含抑制性染色质修

饰 H3K9me3. 转染进入的 4 因子在 24 h 内不能与这

些富含 H3K9me3 的区域结合, 更谈不上招募组蛋白

去甲基化酶、招募 TET 蛋白及 DNMT3a/b 进行去甲

基化, 最终导致这些位点成为重编程异常的热点. 综

上, 对于 iPS 细胞与 ES 细胞的异同以及对于 iPS 细

胞的安全性问题的讨论始终是 iPS 细胞走向应用的

必须克服的瓶颈, 对于 iPS 细胞的评判也需要进一步

的探索.  

5  未来的挑战 

2012 年的诺贝尔生理学或医学奖颁发给了

Shinya Yamanaka 和 John Gurdon 两位科学家以表彰

他们对体细胞重编程的发现. 从 2006 年 iPS 细胞建

立至今已有大量的工作对于不同重编程过程的机制

进行探索, 但是重编程过程是一个复杂的网络化的

协作过程, 目前仍然有大量的问题等待探索. 而对于

重编程机制的研究会对两个基本的发育生物学问题

提供答案: (ⅰ) 多能性是如何建立的, 而细胞的命运

又是如何决定的; (ⅱ) 体细胞重编程过程的染色体表

观状态的转化是如何完成的, 哪些因素影响了重编程

的效率, 如何获得最为高效和安全的 iPS 细胞等.  

重编程细胞的未来价值之一是, 可以建立长期

稳定传代的病人特异的细胞系, 用以进行个体化药

物筛选. 另一个巨大的实用价值在于, 来自病人的体

细胞获得的干细胞可作为细胞治疗的良好材料. 当

然, 用于细胞治疗的细胞系不仅需要充足的细胞量, 

而且必须具有标准的生物学功能, 更重要的是不能

有致瘤性等安全问题. 因此, 更加深入理解重编程过

程以及更加完善和创新的技术, 依然是重编程领域

不可或缺的. 也正因为此, 重编程依然是生物学领域

的研究重点、难点和热点.   
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Every single differentiated cell situates at a stable and potentially irreversible state through a series of dynamic 
regulatory mechanisms. Transdifferentiation from one kind of differentiated cells to another can never occur under 
natural condition. However, the highly stable, differentiated state of somatic cells can be experimentally reversed 
reflecting in gene expression from one cell type to an unrelated type, which is called reprogramming. Reprogr- 
amming has been achieved by nuclear transfer to eggs, cell fusion, incubation with ooplasmic, and overexpression of 
pluripotency transcription factors, by which somatic cells would achieve a pluripotent state similar to that of 
embryonic stem cell, which can be differentiated into all kind of cell types. Reprogramming is a bridge connecting 
differentiated somatic cells and the regeneration capacity of stem cells, thus it makes a great prospect for 
regenerative medicine, individualized disease treatment, and drug screening.  
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