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　　［摘要］　目的　对比研究两种人牙源性多潜能干细胞重编程体系的特点。方法　分别利用ＳＴＥＭＣＣＡ慢病毒／饲养层和仙

台病毒／基质胶两种重编程系统，将人根尖乳头干细胞重编程为ｉＰＳ细胞，比较两种方法的诱导效率、诱导工作量、ｉＰＳ细胞非整倍

体核型比例、外源性基因消除难易程度等情况。结果　ＳＴＥＭＣＣＡ重编程体系需要制备饲养层细胞 ＭＥＦ，重编程效率约为

０．１％，后期经ＣｒｅＬｏｘｐ酶切技术可得到无外源性转录基因的ｉＰＳ细胞。仙台病毒重编程体系为无饲养层培养，基质胶制备方

便、标准统一，重编程效率约为０．７％，明显高于ＳＴＥＭＣＣＡ系统（犘＜０．０５），外源性病毒和转录基因经自然传代后逐渐消除。结

论　与ＳＴＥＭＣＣＡ系统相比，仙台病毒／基质胶体系更适于人牙源性ｉＰＳ细胞的诱导。

［关键词］　多潜能干细胞；乳头；干细胞；慢病毒属；人诱导性多潜能干细胞；根尖乳头干细胞；重编程；仙台病毒
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　　自从２００７年首次报道人多潜能干细胞（ｉｎｄｕｃｅｄｐｌｕｒｉｐｏ

ｔｅｎｔｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｉＰＳ细胞）以来，人们已成功将多种终末分化体

细胞重编程为ｉＰＳ细胞
［１５］。ｉＰＳ细胞能分化为所有三胚层细

胞，在组织再生、疾病模型、个性化治疗等方面具有巨大的应用

前景。由于诱导ｉＰＳ细胞时会利用外源性转录因子和载体，有

可能在宿主体内形成肿瘤，成为制约ｉＰＳ细胞应用于组织再生

的一个瓶颈。目前有多种方法可以用来诱导体细胞重编程为

ｉＰＳ细胞，也有学者使用非染色体结合性诱导方法以降低外源

性转录基因插入宿主染色体而致瘤的风险，包括质粒、ｃｒｅｌｏｘｐ

酶切除、蛋白转运技术等［６９］。饲养层的选择也是ｉＰＳ细胞必

须考虑的一个安全性问题。本研究采用两种重编程体系，即

ＳＴＥＭＣＣＡ慢病毒＋小鼠胚胎成纤维细胞（ｍｏｕｓｅｅｍｂｒｙｏｎｉｃ

ｆｉｒｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＭＥＦ）和仙台病毒＋基质胶，将人根尖乳头干细胞

（ｓｔｅｍｃｅｌｌｓｆｒｏｍａｐｉｃａｌｐａｐｉｌｌａ，ＳＣＡＰ）诱导为ｉＰＳ细胞，从多方

面比较两种方法，为建立安全有效的ｉＰＳ细胞及进一步研究提

供实验数据和指导。

１　材料与方法

１．１　材料　αＭＥＭ 培养基，ＤＭＥＭ 培养基，ＤＭＥＭＦ１２培

养基，血清替代品，２．５ｇ／Ｌ胰蛋白酶，０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ二乙胺四

乙酸（ＥＤＴＡ），碱性成纤维细胞生长因子（ｂＦＧＦ）均购自美国

Ｇｉｂｃｏ公司；胎牛血清购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；７０μｍ细胞过滤

网、基质胶（生长因子减少型）购自美国ＢＤ公司；总ＲＮＡ提取
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试剂盒购自德国 ＱＩＡＧＥＮ 公司；ｃＤＮＡ 合成试剂盒、ｉＴａｑ

ＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰ混合物购自美国ＢＩＯＲＡＤ公司；ＳＴＥＭ

ＣＣＡＬｅｎｔｉｖｉｒｕｓＲｅｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇＫｉｔｓ试剂盒购自美国 Ｍｉｌｌｉ

ｐｏｒｅ公司；ＨｅｌａＭｏｎｓｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｒｅａｇｅｎｔ试剂盒购自美国

Ｍｉｒｕｓ公司；ＣｙｔｏＴｕｎｅ?ｉＰＳ２．０ＳｅｎｄａｉＲｅｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇＫｉｔ试

剂盒购自美国Ｌｉｆｅ公司，重编程培养基、ＰＳＣｅａｓｙ培养基购自

北京赛贝生物科技公司。

１．２　方法

１．２．１　人ＳＣＡＰ原代分离　收集云南省第一人民医院口腔颌

面外科因阻生需要拔除的下颌第三磨牙（＜２０岁），按照

Ｓｏｎｏｙａｍａ等
［１０］方法进行细胞培养。

１．２．２　ＭＥＦ的制备　按照本课题组之前研究方法进行

制备［１１］。

１．２．３　主要培养基组成　（１）ＭＥＦ培养基：ＤＭＥＭ＋１０％胎

牛血清＋１％Ｌ谷氨酰胺＋１％青／链霉素＋１％非必需氨基酸；

（２）ＳＣＡＰ培养基：αＭＥＭ＋１０％胎牛血清＋１％Ｌ谷氨酰胺＋

１％青／链霉素；（３）ｉＰＳ培养基（用于 Ｈ９和ｉＰＳ细胞的培养）：

ＤＭＥＭＦ１２＋２０％血清替代品＋１％非必需氨基酸＋１％Ｌ谷

氨酰胺＋０．１ｍｍｏｌ／Ｌβ巯基乙醇＋４ｎｇ／ｍＬｂＦＧＦ。

１．２．４　两种重编程体系

１．２．４．１　方法１　ＳＴＥＭＣＣＡ慢病毒体系参照本课题组方法

进行［１２］：转染前一天人ＳＣＡＰ细胞铺板，当天细胞５０％融合，

加入适量ＳＴＥＭＣＣＡ慢病毒和聚凝胺（５μｇ／ｍＬ）混合物进行

转染，２４ｈ后换为 ＭＥＦ培养液。第４天收集已转染细胞，转

移到 ＭＥＦ覆盖的培养板上。第２天换为ｉＰＳ培养基，隔日换

液，两周内可观察到小克隆出现。克隆成熟时，“十字法”分离

克隆，转移到新培养板内（ＭＥＦ覆盖）继续培养，每日换液。切

除转录基因：挑选第２代克隆，转移到抗嘌呤霉素 ＭＥＦ上培

养。细胞６０％融合时，将培养液换为加有２．５μｇｐＨＡＧＥ２

ＣｒｅＩＲＥＳＰｕｒｏＲ质粒ＤＮＡ，７．５μＬＴｒａｎｓＩＴＨｅｌａ试剂，５．０

μＬＭＯＮＳＴＥＲ试剂的ｉＰＳ培养基，２４ｈ后换为ｉＰＳ培养基再

处理６ｈ，接着用含有嘌呤霉素（１．２μｇ／ｍＬ）ｉＰＳ培养基处理细

胞，４８ｈ后再换为ｉＰＳ培养基。所有克隆开始会慢慢死去，２～

４ｄ后克隆重新出现，逐渐长大后“十字法”分离挑选，转移到

新的培养板内（ＭＥＦ覆盖）正常培养。提取细胞克隆的基因组

ＤＮＡ，ＰＣＲ扩增目的片段、凝胶电泳，明确外源性ｈＳＴＥＭＣＣＡ

是否已无表达。ＳＴＥＭＣＣＡ慢病毒重编程及切除过程见图１。

图１　　ＳＴＥＭＣＣＡ慢病毒重编程、基因切除简图

１．２．４．２　方法２　仙台病毒诱导体系：转染前两天，将第３代

人ＳＣＡＰ铺到６孔板内（１×１０５／孔），常规培养。转染当天（第

０天），将适量ＳｅＶ溶解到７０μＬＳＣＡＰ培养基内开始转染，１

天后（第１天）再加入１３０μＬＳＣＡＰ培养基，第２天换新鲜含

ＳｅＶ培养液继续转染。第３天将已转染细胞转移到基质胶覆

盖６孔板内，重编程培养基继续培养，３周左右可观察到克隆

出现。克隆成熟时，“十字法”分割克隆，转移到新培养板内（基

质胶覆盖），ＰＳＣｅａｓｙ培养基（含１０μｍｏｌ／ＬＹ２７６３２）继续培

养。提取第０、１０及１４代ｉＰＳ克隆总ＲＮＡ，逆转录为ｃＤＮＡ，

ＰＣＲ扩增目的片段、凝胶电泳，明确外源性病毒序列和转录基

因是否已消除。仙台病毒重编程过程见图２。

图２　　仙台病毒重编程过程简图

１．２．５　两种重编程系统的比较

１．２．５．１　ｉＰＳ细胞克隆形态　观察ｉＰＳ克隆在不同体系底物

上的生长情况（人胚胎干细胞 Ｈ９为标准对照）。

１．２．５．２　重编程效率　确定精确的重编程效率非常复杂，出

现克隆数占重编程体细胞数量的比例是一个重要参数。计算

公式：重编程效率＝克隆数／体细胞数量×１００％，重复３次，取

平均值。

１．２．５．３　重编程时间　包括准备时间（培养基、饲养层细胞的

制备），从目标细胞铺板到ｉＰＳ克隆可以挑取所需时间。重复３

次，取平均值。

１．２．５．４　外源性基因消除　比较两种方法得到的ｉＰＳ细胞外

源性重编程基因消除的时间和复杂程度。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计分析，计量

资料用狓±狊表示，组间比较采用狋检验；计数资料用率表示，

组间采用χ
２ 检验，检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有统

计学意义。

２　结　　果

２．１　两种系统得到的重编程ｉＰＳ克隆形态　两种方法得到的

ｉＰＳ克隆在不同底物上状态良好，具有典型的胚胎干细胞样形

态：圆形克隆，有清晰边界线，克隆内部细胞核大，有一个或几

个核仁，胞质少，结构简单、排列致密整齐，见图３。

　　Ａ：ｈＳＣＡＰｉＰＳ（Ｐ１５，×１００）；Ｂ：Ｈ９（Ｐ５４，×１００）生长于 ＭＥＦ；Ｃ：

ｈＳＣＡＰｉＰＳ（Ｐ１５，×１００）；Ｄ：Ｈ９（Ｐ５４，×１００）生长于基质胶。

图３　　不同底物人ＳＣＡＰｉＰＳ细胞生长情况

２．２　两种系统的重编程效率比较　人ＳＣＡＰ重编程前细胞数

量大约为１×１０４，重编程后方法１得到１０个克隆，重编程效率

为０．１％；方法２共得到约７０个克隆，重编程效率为０．７％，明

显高于方法１（犘＜０．０５），见图４。

２．３　两种系统的重编程时间比较　方法１准备时间３．０ｈ，
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ＭＥＦ铺板过夜１２．０ｈ，丝裂霉素处理时间２．０ｈ，总计１７．０ｈ，

重编程第２８天克隆长大可以挑选扩增，同时后期酶切除、嘌呤

霉素筛选等也增加了处理时间。方法２准备时间３．５ｈ，重编

程第２６天时克隆长大可以挑选扩增（犘＜０．０５），见图５。

图４　　两种方法重编程效率比较

图５　　两种方法重编程时间比较

２．４　两种系统的重编程效果比较　方法１得到的ｉＰＳ克隆先

用嘌呤霉素处理４８ｈ，此间所有克隆会慢慢消失，２～３ｄ后重

新出现的克隆为外源性基因可能已被切除的ｉＰＳ克隆
［４］。方

法２得到的ｉＰＳ克隆体外正常扩增培养数代后外源性基因及

病毒序列即消除，ＲＴＰＣＲ结果也证实无外源性基因及病毒序

列的表达，见图６。

图６　　无病毒、无转录基因人ＳＣＡＰｉＰＳ细胞

３　讨　　论

　　提高重编程效率，减少外源性因素的影响，提高临床安全

性是目前ｉＰＳ细胞领域的研究热点，主要包括饲养层的选择和

诱导方法的改进。自从ｉＰＳ细胞产生以来，为了支持其能理想

生长并长期维持未分化状态，同时获得安全性能高的ｉＰＳ细

胞，其培养条件经历了从饲养层细胞到无饲养层的演变，重编

程方法也由结合性逐渐进展到非结合性诱导［１３１４］。

作为最早的饲养层细胞，ＭＥＦ可分泌多种必需生长因子

和胞外基质等以支持ｉＰＳ细胞的生长，但其分泌成分不明，

ＭＥＦ及其产物对ｉＰＳ细胞可能是病原菌的来源
［１５］，影响ｉＰＳ

细胞的生长及安全性。ＳＴＥＭＣＣＡ重编程系统与目标细胞

ＤＮＡ的结合最小化，可减少ＤＮＡ插入突变和病毒再激活，后

期利用Ｃｒｅ／ＬｏｘＰ将外源性转录基因切除，得到安全性更高的

ｉＰＳ细胞。本课题组
［１２］、Ｓｏｍｍｅｒ等

［１６］成功利用ＳＴＥＭＣＣＡ

重编程系统得到ｉＰＳ细胞，但外源性转录基因切除后宿主

ＤＮＡ仍有部分残留，临床安全性能不足。基质胶主要由层粘

连蛋白、Ⅳ型胶原、生长因子等组成，可以为ｉＰＳ细胞生长提供

理想支持，是目前最为常用的培养底物［１３］。Ｓｅｋｉ等
［１７］、Ｓｏａｒｅｓ

等［１８］的研究证实仙台病毒重编程系统为ＲＮＡ病毒，不会结合

到宿主细胞基因组内，转录基因表达效率高，病毒及转录基因

随着ｉＰＳ细胞的传代扩增，易于从目标细胞中消除，临床安全

性能高。

尽管已有多项研究证实ＳＴＥＭＣＣＡ／ＭＥＦ系统与仙台病

毒／基质胶系统均可诱导人皮肤成纤维细胞得到ｉＰＳ细胞，但

这两种系统对人牙源性细胞的重编程效果未见报道。本研究

利用这两种重编程体系将人ＳＣＡＰ诱导为ｉＰＳ细胞，得到的

ｉＰＳ克隆均具有典型胚胎干细胞形态。ＳＴＥＭＣＣＡ重编程体

系诱导时间较长，重编程效率低，后期还要切除外源性基因，操

作繁琐，不可控因素较多，难以统一标准。仙台病毒重编程体

系重编程效率高、时间短，外源性转录基因和病毒也易于去除，

同时基质胶制备方便、标准统一，易于操控。

综上所述，与ＳＴＥＭＣＣＡ／ＭＥＦ体系相比，仙台病毒／基质

胶系统更适于诱导人ＳＣＡＰ重编程为ｉＰＳ细胞，为后期ｉＰＳ细

胞用于牙髓再生和干细胞移植治疗等提供可靠的重编程方法。
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《重庆医学》对临床研究论文医学伦理学要求

凡投本刊的临床研究论文（主体是以人为研究对象），作者应说明其遵循的程序是否符合负责人体试验的委员会（单位

性的、地区性的或国家性的）所制订的伦理学标准，并提供（上传）该委员会的批准文件复印件及受试对象或其亲属的知情同

意书复印件。
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