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摘要 尝试运用限定因子融合蛋白建立猪的诱导多能性干细胞．试验采用 Oct4、Sox2、Klf4、c-Myc四种限定因子经慢病毒
表达载体系统介导感染猪胎儿成纤维细胞，对表达外源限定因子的猪胎儿成纤维细胞进行培养传代，逐步分离培养出集落边

缘界限清晰的细胞克隆，细胞集落生长状态稳定、核型正常、碱性磷酸酶检测为阳性，免疫细胞化学检测显示，Oct4、
Nanog、SSEA-1蛋白表达为阳性，体内能够分化形成含有三个胚层的畸胎瘤．结果证实分离培养的细胞克隆为猪诱导多能性
干细胞，为进一步完善诱导方案和深入研究应用猪诱导多能性干细胞奠定了基础．
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2006年，Takahashi 等[1]通过导入外源性限定

因子 Oct4、Sox2、c-Myc、Klf4使小鼠皮肤成纤维
细胞成功转变为具有胚胎干细胞(embryonic stem
cell，ES细胞)特性的多能性干细胞，又称诱导多
能性干细胞 (induced pluripotent stem cells, iPS 细
胞)，四倍体嵌合技术证实了小鼠 iPS细胞同正常
的 ES细胞一样具有全能性[2-3]．此后，人[4-5]、猴[6]、

大鼠 [7]等方面相关的 iPS 细胞诱导也相继获得成
功．在家畜 iPS细胞诱导方面，2009 年，Esteban
等[8-10]通过使用病毒载体介导限定因子诱导出猪的

iPS 细胞．增强型绿色荧光蛋白 (enhanced green
fluorescent protein，EGFP)是荧光蛋白家族中常用
的一种，荧光具有高度稳定性，对于外源限定因子

在细胞重编程过程中发挥作用的机制和特点，外源

限定因子和 EGFP 组建的融合蛋白能够有效地检
测、追踪和掌握外源限定因子的特点．本次试验尝

试使用外源限定因子与 EGFP构建融合蛋白慢病毒
表达载体用于猪 iPS细胞的诱导，从而为深入追踪
掌握外源限定因子在重构过程中的发生机制和特点

及深入研究利用猪 iPS细胞等相关工作奠定基础．

1 材料和方法

1.1 限定因子慢病毒表达载体的构建

根据 NCBI上猪 Sox2(NM 001123197)、c-Myc
(NM 001005154)、 Klf4 (NM 001031782) 基因 的
mRNA序列，设计合成上、下游引物，引物序列
如下：pSox2 上游，5忆 TTTAAGCTTGCCACCAT-
GTACAACATGATGGAGAC 3忆，下游，5忆 AAAG-
GATCCGGCATGTGAGAGAGAGGCAGTGTAC 3忆;
pKlf4 上游，5忆 TATAAGCTTGCCACCATGGCTG-
TCAGCGACGCAC 3忆，下游，5忆 GGCGGATCCG-
GAAAATGCCTCTTCATGTGTAAGGC 3忆；pc-Myc
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上游，5忆 GCCAAGCTTGCCACCCTGGATTTCCT-
TCGGATAG 3忆 ，下游， 5忆 AAAGGATCCGC -
TGGGCAAGAGTTCCGTAGCTG 3忆；hOct4 上游，
5忆 AATGTCGACGCCACCATGGCGGGACACCTG-
GCTTC 3忆，下游，5忆 CGCGGATCCGCTCAGTTT-
GAATGCATGGGAGAGC 3忆；载体改造引物上游，
5忆 AAAGGGCCCGCGGGACTCTGGGGTTCGTAA-
TA 3忆，下游，5忆 GCGCAATTGTTACTTGTACAG-
CTCGTCC 3忆
从猪囊胚中提取总 RNA，经 RT-PCR 扩增出

猪限定基因 cDNA，人 Oct4的 DNA序列直接从人
Oct4基因中扩增获取，经限制性内切酶酶切，与
逆转录病毒载体 pLEGFP-N1连接，构建出逆转录
病毒融合蛋白表达载体．从重构的逆转录病毒融合

蛋白表达载体中扩增出 CMV启动子连同限定基因
及 EGFP基因，同时通过酶切从 pLL3.7质粒中移
除 U6启动子、CMV启动子和 GFP序列，最后把
重组逆转录病毒载体中扩增的启动子和限定基因融

合蛋白序列与酶切后的 pLL3.7进行重组，构建出
慢病毒限定基因融合蛋白重构表达载体(图 1)．

1.2 猪胎儿成纤维细胞的诱导

取妊娠约 60天左右杜洛克 -长白 - 大约克三
元杂交猪胎儿，采用组织块培养法建立猪胎儿成纤

维细胞系，培养液为含有 10%胎牛血清(Hyclone公
司)的高糖 DMEM(Hyclone公司)．采用磷酸钙法转
染四因子质粒 PLL-hOCT4/pSOX2/pMYC/pKLF4和
包装组分 pMDLg、pRSV REV 和 pVSVg 到 293T
细胞，12～16 h后换新鲜培养液，病毒包装 48 h

后收集病毒液，经超滤浓缩后添加到猪胎儿成纤维

细胞培养板内，细胞密度为 1伊105/ 孔，培养液为
含终浓度 10 mg/L Polybrene(Sigma公司)和 10%胎
牛血清的高糖 DMEM，病毒感染后第 3天更换干
细胞培养液，培养液为含 1000 U/ml LIF (Chemicon
公司)、4 滋g/L bFGF(Sigma 公司)及 15%胎牛血清
(Hyclone公司)的高糖 DMEM(Hyclone公司)，细胞
形态出现集落变化后，Dispase域(Roche公司)消化
后接种到 12.5 天小鼠胎儿成纤维细胞饲养层上，
添加干细胞培养液在 37.5℃、5% CO2饱和湿度下

进行培养．

1.3 猪诱导细胞的鉴定

1.3.1 RT-PCR 检测．应用 Trizol 试剂(Invitrogen
公司)处理猪 iPS细胞，然后提取细胞总 RNA，按
照 cDNA第一链合成试剂盒说明书合成 cDNA．鉴
定引物扩增相应基因，Klf4、c-Myc 引物序列同
1.1 中相应载体构建引物，其余引物序列如下：
pOct4 上游， 5忆 TATAAGCTTGCCACCATG GC -
G GGACACCTGGCTT 3忆，下游， 5忆 AAAG GA -
TCCGCGTTTGAATGCATGGGGGAGCCC 3忆；
pNanog上游，5忆 CTTCTCGAGGCCACCATGAGT-
GTGGATCCAGCTT 3忆，下游，5忆 GCGAAGCTT-
CATATCTTCAGGCTGTATGTTC 3忆；GAPDH 上
游， 5忆 TTGGTATCGTGGAAGGACTCTA 3忆，下
游，5忆 TGTCATATTTGGCAGGTT 3忆．
1.3.2 核型分析．0.1 mg/L秋水仙素(Sigma公司)处
理猪 iPS细胞 2.5 h，胰酶消化并重悬于 0.075 mol/L
KCl，37℃孵育 25 min，固定液(甲醇∶冰醋酸 =
3∶1)固定 10 min，离心固定重复 3次．收获细胞，
滴片，Gimsa染色，空气干燥，封片．显微镜下观
察及应用相关软件分析染色体配对．

1.3.3 免疫荧光检测．细胞经 4%多聚甲醛固定，
1%牛血清白蛋白(BSA)室温封闭 30 min，添加一抗
为兔抗 Oct4(Abcam公司)、山羊抗 Nanog(R&D公
司)、鼠抗 SSEA-1(Chemicon公司)、鼠抗 SSEA-3
(R&D 公司 )、鼠抗 SSEA-4 (R&D 公司 )、鼠抗
TRA-1-60 (Chemicon 公 司 )、 鼠 抗 TRA-1-81
(Chemicon 公司 )，按 1∶200 稀释后 4℃孵育过
夜．PBS 洗 3 次， CY3 红色荧光标记的二抗按
1∶200稀释后室温避光孵育 1 h，PBS洗 3次，用
1 mg/L的 DAPI(Roche公司)进行细胞核染色 1 min
后荧光镜下观察结果．

1.3.4 碱性磷酸酶染色．用 4%多聚甲醛固定细胞，
添加碱性磷酸酶(alkaline phosphatase，AP)染液进

Fig. 1 The schematic diagram of modified pLL鄄3.7
for reprogramming experiments

(a) Vector map of pLL3.7, which was modified by removing the U6

promoter, CMV promoter and GFP. (b) Vector map of pLEGFP-N1

cloned to reprogramming factors. (c) Vector map of modified pLL3.7 for

the reprogramming.

5忆LTR Psi FLAP PU6 PCMV GFP WRE 3忆SIN-LTR

5忆LTR Psi FLAP PCMV + defined
factors + EGFP

WRE 3忆SIN-LTR

(a)

(b)

(c)

5忆LTR-Neor PCMV + defined
factors + EGFP

3忆LTR
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Fig. 4 RT鄄PCR analysis for expression
of pluripotency genes

1: PEFs; 2～3: Pig iPS cells; 4: Mouse ES cells.

1 2 3 4
Oct4

c-Myc

Klf4

Nanog

GAPDH

Fig. 2 Visible morphology change in the process
of cell reprogramming

(a) A phase contrast image of PEFs. (b) A phase contrast image of
visible morphology changed cells began to emerge 6 days after 2 rounds
viral infection. (c) A representative iPS colony after serial passage
resembling ESCs.

(a) (b) (c)

Fig. 3 A representative metaphase spread of iPS cells

行染色，以胞浆着色为红棕色或咖啡色颗粒为

阳性.
1.3.5 体内分化检测．Dispase域消化猪 iPS细胞，
无血清 DMEM 重悬细胞后注射到免疫缺陷鼠
(BALB/C-nu)背侧皮下，注射 8周后处死裸鼠，取
肿瘤组织 4%多聚甲醛固定后进行苏木精伊红染色.

2 结 果

圆.员 猪 iPS细胞的建立
磷酸钙法包装的限定因子慢病毒感染猪胎儿成

纤维细胞，在干细胞培养液培养 6～7天后，猪胎
儿成纤维细胞的形态开始发生改变，少量猪胎儿成

纤维细胞逐渐由长梭形转变成圆球形，呈聚集性生

长．Dispase域消化的圆球形细胞在饲养层细胞上，
用含 1 000 U/ml LIF和 4 滋g/L bFGF的干细胞培养
液培养条件下，在感染后第 15～16天，边界明显
的集落状细胞克隆逐渐形成．高倍显微镜下集落中

的单个细胞呈现细胞核较大、核质比例较高．在

1∶4传代的情况下，细胞克隆大约每隔 3～4天传
代一次，细胞集落生长传代稳定(图 2)．对传至第
13代的猪 iPS细胞进行核型分析显示，猪 iPS细胞
染色体数为 38，XY正常核型(图 3)．

2.2 RT鄄PCR检测
RT-PCR检测限定因子融合蛋白诱导的猪 iPS

细胞相关多能性基因的表达，猪 iPS 细胞表达
Oct4、c-Myc、Klf4和 Nanog基因，相同条件下猪
胎儿成纤维细胞表达 Nanog基因，不表达 Oct4、
c-Myc、Klf4等相关基因(图 4)．

2.3 AP染色
AP在早期胚胎的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，AP
的表达是一种 ES细胞及相关干细胞的重要特征之
一．AP染色结果显示限定因子融合蛋白诱导的猪
iPS细胞 AP表达为强阳性(图 5a)．
2.4 细胞免疫荧光检测

细胞免疫荧光检测显示，诱导培养的猪 iPS细
胞表达 Oct4、Nanog、SSEA-1蛋白(图 5b～d)，对
于 Oct4蛋白的表达检测，携带外源限定因子的细
胞在整个细胞克隆中呈现 Oct4蛋白强表达，EGFP
为强表达的细胞则 Oct4蛋白检测为强阳性，EGFP
表达较弱或沉寂的细胞则 Oct4蛋白表达水平呈现
一般阳性(图 5c)，在相同条件下，Nanog蛋白的表
达水平在细胞集落中表达 EGFP或不表达 EGFP的
细胞之间没有差异．SSEA-3、SSEA-4、TRA-1-
60、TRA-1-81等蛋白质未见表达．
2.5 畸胎瘤实验

取限定因子融合蛋白诱导的猪 iPS 细胞在
BALB/C裸鼠皮下 8周后形成的畸胎瘤，HE染色
结果显示在畸胎瘤组织内存在神经、肌肉、腺体、

软骨等三个胚层来源的细胞和组织(图 6)．
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3 讨 论

Oct4、Sox2、Klf4和 Myc 四个限定因子目前
已经成功诱导出小鼠[1-3]、人[4-5]、大鼠[7]、猪 [8-10]等

的 iPS细胞，并且使用来源于小鼠或人的四个限定
因子也能够使其他物种的细胞转变成 iPS细胞[8-10]，

证实了介于不同物种之间四个限定因子具有高度的

保守性．在本次试验中使用了来源于人的 Oct4基
因，人与猪的 Oct4基因序列之间有 90.2%的同源
性，其他三个限定因子均来源于猪，四个限定因子

融合蛋白的组合能够成功诱导出猪的 iPS细胞，从
而证实了四个限定因子融合蛋白在家畜 iPS细胞诱
导方面具有可行性．慢病毒载体作为一类重组逆转

录病毒载体在转基因生产中具有方便、快捷、高效

Fig. 6 Pig iPS cells are pluripotent
Hematoxylin-eosin staining of teratomas showed it was composed of various types of tissues, including neural-like tissue (a, ectoderm), gut-like tissue

(b, endoderm), cartilage-like tissue (c, mesoderm).

Fig. 5 Pig iPS cells express pluripotency markers
The pig iPS colonies stained positive for alkaline phosphatase (a). The immunofluorescence staining of pluripotent markers Nanog (b), Oct4 (c), and

SSEA-1 (d) in iPS colonies. Specific localization to nuclei was confirmed by staining with DAPI (blue).

(a)

(b)

(c)

(d)

100 滋m

100 滋m

100 滋m

100 滋m

100 滋m

100 滋m

100 滋m

(a) (c)(b)
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和稳定转染等优点，目前已成为一种重要的基因转

移工具被广泛应用于基因导入细胞分子生物学研究

领域，病毒能够利用自身组分将外源基因整合入宿

主细胞基因组 DNA中，从而使外源基因随着宿主
细胞的分裂增殖和传代而稳定表达．在本次试验中

利用慢病毒介导外源限定因子与 EGFP的融合蛋白
成功诱导出猪的 iPS细胞，证实了融合蛋白中的
EGFP不影响体细胞重编程过程，从而为限定因子
融合蛋白在追踪掌握外源限定因子在重构过程中的

发生机制特点等方面的应用奠定了基础．2009年
Zhou等[11]和 Kim等[12]通过采用携带细胞穿膜肽的

外源限定因子成功诱导出小鼠和人的 iPS细胞，由
于慢病毒携带外源基因的随机稳定整合会带来潜在

的细胞癌化畸变等危害，因此根据慢病毒介导外源

限定因子 EGFP融合蛋白的试验结果，构建携带细
胞穿膜肽外源限定因子的融合蛋白用于猪 iPS细胞
的诱导，将会为猪 iPS细胞的安全应用奠定基础.
通过外源限定因子融合蛋白追踪发现，外源限

定因子在猪 iPS细胞集落中大多数处于不表达或低
水平表达，少数细胞则处于高表达状态，说明了体

细胞完全重编程形成 iPS细胞后外源基因不表达，
不完全重编程的体细胞外源基因仍处于高表达状

态，Zhao等[13]用 EGFP作为荧光标记诱导人的 iPS
细胞中发现，EGFP表达的沉寂预示着 iPS细胞的
完全重编程，EGFP的表达显示 iPS细胞尚处于不
完全重编程．Yu等[14]通过基因芯片检测发现完全

重构的人 iPS细胞与人 ES细胞 Oct4的表达水平一
致．Maherali等[15]采用外源限定因子的诱导表达时

证实了小鼠 iPS细胞形成后外源限定因子的表达不
为 iPS细胞的生长所必需．众多的研究结果显示了
iPS细胞形成后激活的内源性多能性基因足以维持
干细胞的生长发育，外源性限定因子在 iPS细胞中
处于沉寂状态．Wu等[10]诱导产生的猪 iPS细胞在
形态和分子标记的表达等方面与人 ES细胞非常相
似，表达 SSEA-3、SSEA-4、Tra-1-60 和 Tra-1-81
等分子标记，不表达 SSEA-1．而 Ezashi 等[9]建立

的猪 iPS 细胞表达 SSEA-1，不表达 SSEA-3 和
SSEA-4．我们通过导入人 Oct4、猪 Sox2、Klf4和
c-Myc等四个限定因子诱导产生的猪 iPS细胞，与
Ezashi等[9]报道的结果相似，可表达 SSEA-1，不表
达 SSEA-3 和 SSEA-4．不同小组诱导产生的 iPS
细胞特征不完全一致，这可能与不同实验室采用的

诱导方案及诱导产生 iPS细胞重编程的程度不同有
关．Chin等[16]研究发现，通过比较不同代数人 iPS

细胞和人 ES细胞的基因表达图谱，结果显示代数
高的 iPS 细胞(第 54～61 代)比代数低的 iPS 细胞
(第 5～9代)更接近于 ES细胞．由此可见，诱导产
生的 iPS细胞在持续的培养过程中有可能逐步完善
细胞重编程．在我们的实验过程中，猪 iPS细胞的
各项鉴定实验采用的是第 10～13代 iPS细胞，属
于代数比较低的 iPS细胞，也可能存在部分细胞重
编程不完全．对于这种不同研究小组诱导产生的猪

iPS细胞系特征差异的原因机制不清楚，可能与不
同的猪 iPS细胞系的重编程程度不同有关．
使用外源限定因子融合蛋白慢病毒表达载体成

功用于猪 iPS细胞的诱导，为深入追踪掌握外源限
定因子在重编程过程中的发生机制和特点及深入研

究利用猪 iPS细胞等相关工作奠定了基础．
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Abstract In order to establish pig induced pluripotent stem cells (iPS) with defined factor fusion protein, four
defined factors genes Oct4, Sox2, c-Myc and Klf4 were delivered into porcine fetal fibroblasts by lentiviral
transfection. The porcine fetal fibroblasts expressed exogenous defined factor genes were sub-cultured, and the
clear-cut cell clones were gradually isolated. The cell colones grew at similar rates and stability, exhibited normal
karyotype, and expressed alkaline phosphatase, Oct4, Nanog and SSEA1. And these cells could differentiate into
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cells.
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