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!

7X?

培养基准备
1G

#铺

板过夜
$1G

#丝裂霉素处理时间
1G

#总计
$0G

#重编程第
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天
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$G

#包被孵育
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重编程第
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天克隆开始出现$

!

%

%&%2

%$图
08

%)

@&B

!

重编程效率
!

人
<TR4+

重编程前细胞数量为
$\$%

0

#重

编程后
'

种底物上分别得到
'%

*

2)

*

-%

个克隆#重编程效率为

%&']_%&%']

*

%&2)]_%&%/]

*

%&-]_%&%1]

#重编程效率

间差异有统计学意义$

!

%

%&%2

%#见图
2

)

图
0

!!

人
<TR4+.#TR

特异性标记物
@:.T4@

分析及不同底物重编程时间比较

图
2

!!

人
<TR4+.#TR

不同培养底物上的重编程效率比较

A

!

讨
!!

论

!!

考虑到伦理道德及免疫排斥因素#

#TR4+

比
XR4+

更适于

细胞移植和再生医学#是目前最有应用前景的种子细胞&

$'

'

)

能满足临床应用要求的
#TR4+

称为临床级别
#TR4+

#理论上须

满足以下
'

个条件!$

$

%细胞捐献者须符合.组织捐献指南/的

要求($

1

%细胞处理全过程须在
b7T

级别实验环境中进行#使

用无异源性动物组分试剂($

'

%获得的
#TR4+

无外源性基因或

病毒整合#生物安全性有保证&

$0

'

)

目前制约
#TR4+

应用于临床的其中一个因素就是其生物

安全性#如重编程载体带来的致瘤性可能*培养底物成分*含异

源性动物组分试剂等)本实验采用一种非整合性
@>A

载体
.

仙台病毒诱导人
<TR4+

重编程为
#TR4+

#

@:.T4@

结果证实得

到的
#TR4+

无仙台病毒或外源性转染基因的表达#同时所用

#TR4+

培养基无异源性动物组分$重编程培养基和
TR4.CF+

L

培养基%#保证了
#TR4+

的生物安全性$结果另文报道%)在此

基础上笔者选择
'

种培养底物#对比研究哪种可以最佳支持

#TR

细胞的生长)

自从人
XR4+

成功培养以来#许多人
XR4+

和
#TR4+

系陆

续成功建立#细胞生物学特性的研究有助于了解自我更新和定

向分化过程中的关键通道和转录因子#而这又反过来促进了

#TR4+

的培养条件最佳化)

#TR4+

的培养底物经历了从饲养层

到无饲养层体系的发展)早期
#TR4+

培养大多基于
:G"M+",

等创立的
XR4+

培养体系&

$2

'

#

7X?

作为饲养层可以分泌多种

生长因子*激素和胞外基质如转化生长因子
)

*激活素
A

*层粘

连蛋白和玻连蛋白#支持稳定可靠的
#TR4+

)但
7X?

存在异

源性动物组分污染可能#成分不明#制备耗时#标准不易控制#

同时
7X?

及其产物对
#TR4+

本身是可能的病原体&

$)

'

)为了

纯化细胞产物#需要采用无饲养细胞的培养体系)无饲养细胞

培养体系大多基于
:G"M+",

体系加以改良&

$-

'

#

MFDJ#

E

CH

首先

用于培养底物)有研究将人
#TR4+

培养于
'

种不同的底物#结

果发现
MFDJ#

E

CH

可以很好支持
#TR4+

生长#与
7X?

无明显差

异&

$2

'

)

MFDJ#

E

CH

是一种富含层粘连蛋白
$$$

的可溶性基底膜

基质#同时含
:b?.

)

*成纤维细胞生长因子*组织纤维酶原活化

因子等&

$/

'

)

MFDJ#

E

CH

在室温下可自动聚集产生类似于哺乳动

物细胞基底膜的生物活性基质材料#生成类似体内环境的良好

基底膜状态#有助于
#TR4+

的附着生长#为
#TR4+

保持未分化

状态提供理想支持#是常用的培养底物&

$-

'

)

MFDJ#

E

CH

成分相对

单一#制备简便#标准可控#但其为小鼠源性肿瘤组织#限制了

#TR4+

的临床使用)重组人玻连蛋白$

:̀>.>

%来自于人血浆

的纯化#其主要整合素结合多肽是精氨酸
.

甘氨酸
.

天冬氨酸

$

@b<

%#通过
!

B

)

2

整合素支持人
XR4+

和
#TR4+

的生长#使其

保持未分化和自我更新能力&

$/

'

)本研究从细胞形态*特异性

标记物表达等方面进行分析#结果发现
'

种底物均能很好地使

人
<TR4+.#TR4+

和
=(

长期维持未分化状态#与其他学者研究

结果一致&

$-.$(

'

)同时本研究分别在
'

种底物上对人
<TR4+

进

行重编程#结果发现
:̀>.>

所需重编程时间最短#重编程效

率也明显高于其他两组#说明
:̀>.>

可以为
#TR4+

的生长提

供理想支持条件)

重组人玻连蛋白无异源性动物组分污染#制备简便#标准

可控#是人牙源性
#TR4+

的理想底物)

b7T

标准下严格要求

#TR4+

重编程的全过程#包括目标细胞捐献者筛选*非整合性

重编程载体的选择*合适底物*目标细胞及
#TR4+

的生物安全

性检测*无异源性动物组分试剂的使用等方面#建立安全的临

床级别人牙源性
#TR4+

#是笔者今后的研究方向)
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