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细胞抽提物诱导的体细胞重编程 

范宗兴, 朱化彬, 杜卫华 

中国农业科学院北京畜牧兽医研究所, 胚胎工程与繁殖技术研究室, 北京 100193 

摘要: 体细胞重编程是指在特定条件下将已分化的体细胞去分化逆转回原始多能状态或转分化为其他类型细

胞。目前诱导体细胞重编程的方法主要有：体细胞核移植、细胞融合、特定转录因子转染、细胞抽提物诱导等。

近年来抽提物诱导体细胞重编程越来越受到研究者的关注。利用此法, 通过重编程不仅可以获得需要类型的细

胞, 而且方便识别与重编程有关的细胞因子, 探求重编程的机制。文章简略概述诱导体细胞重编程的方法, 并

重点阐述细胞抽提物诱导体细胞重编程的研究进展。 
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Somatic cells reprogramming using cell extracts 
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100193, China 

Abstract:  The process of differentiated somatic cells to a pluripotent state or to another unrelated cell type is referred to 
as cellular reprogramming. This can be achieved through somatic cell nuclear transfer, cell fusion, specific transcrip-
tion-factor transduction, and exposure to cell extracts. Cellular reprogramming using cell extracts has gained increasing 
attention in recent years and has been applied to acquire the target cell types, recognize the functional factors, explore the 
reprogramming mechanism. In this review, we described different methods of reprogramming somatic cells, which mainly 
focused on the advances in cellular reprogramming using cell extracts. 
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已分化的体细胞在特定条件下被逆转回原始多

能状态或转分化为其他类型细胞称为体细胞重编

程。诱导体细胞重编程的方法主要有：体细胞核移

植、细胞融合、特定转录因子转染、细胞抽提物诱

导等。对于体细胞重编程的研究不仅会阐明细胞分

化、去分化和转分化的分子机制, 为克隆技术的突
破提供理论基础; 而且还可以实现不同类型细胞间
的相互转化, 为再生医学的研究提供珍贵材料。细
胞抽提物诱导是近年来新发展的一种诱导体细胞重

编程的方法, 它通过将靶细胞直接孵育在细胞抽提
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物中, 引起细胞基因表达方式改变, 实现细胞类型
间的转化。应用此法重编程体细胞既可回避胚胎干

细胞带来的伦理道德和免疫排斥问题, 又能避免细
胞插入外源基因而带来的致癌风险, 具有较大的应
用前景。本文将概括介绍体细胞重编程的方法, 并
重点阐述细胞抽提物诱导体细胞重编程的方法、研

究现状以及其在体细胞核移植方面的应用。 

1  诱导体细胞重编程的经典方法 

1.1  体细胞核移植 

体细胞核移植是指将供体细胞移入去核卵母细

胞中, 在卵母细胞质中各种因子作用下, 去分化恢
复发育全能性, 形成胚胎, 移入受体后发育成新个
体的过程。1997年世界首例成体细胞克隆绵羊Dolly
诞生, 证实了高度分化的体细胞有恢复全能性并发
育成新个体的能力, 开启了体细胞核移植研究的热
潮[1]。但目前体细胞核移植的机制仍不明确, 供体核
存在着重编程不完全、表观遗传修饰异常等现象 , 
克隆效率很低。而且体细胞核移植技术还受到伦理

道德和国家法规的干预, 严重制约着这项技术的发
展。然而, 体细胞核移植技术还是为研究体细胞重
编程的分子机制提供了广阔的思路。 

1.2  细胞融合 

细胞融合是指在自发或人工诱导下, 两个或多
个细胞合并成一个双核或多核细胞的过程。实验证

明在大多数杂交细胞中, 分化程度较低的细胞往往
占据主导地位。1976 年, Miller和Ruddle[2]首次证实

细胞融合可以使体细胞重编程恢复多能性。他们将小

鼠(Mus musculus)胸腺细胞与胚胎癌细胞(Embryonic 
carcinoma cells, EC)杂交, 产生的四倍体表达多潜能
性细胞标志, 将杂交细胞注入裸鼠中可以形成包含
3 个胚层组织的畸胎瘤。近年来体细胞与胚胎生殖
细胞(Embryonic germ cells, EG)、胚胎干细胞(Em-
bryonic stem cells, ES)进行的杂合也获得了相似的
结果[3,4]。虽然细胞融合技术避免了卵母细胞来源困

难、基因操作复杂等问题。但是多倍体的存在致使

杂合体基因组不稳定, 具有潜在风险性; 并且四倍
体状态阻滞其进一步发育, 因此细胞融合后需移除
来源于ES、EC、EG细胞的染色体, 但目前尚未找到
有效去除多余染色体的方法, 细胞融合技术在体细

胞重编程中的应用有很大的局限性。 

1.3  特定转录因子转染 

2006 年, Yamanaka和Takahashi[5]将小鼠成纤维

细胞诱导为类胚胎干细胞性质的诱导多潜能性干细

胞(Induced pluripotent stem cells, iPS), 这一里程碑
式的发现, 开启了细胞重编程研究的新篇章。他们
对 24个与维持细胞多能性相关的基因进行组合, 通
过筛选最终发现 4 个对细胞重编程至关重要的因子
—Oct4、Sox2、Klf4 和c-Myc。当受体细胞导入这 4
种转录因子后发生重编程, 获得强大的更新能力和
分化潜能, 表现出类胚胎干细胞性质。随后他们又
以相同的 4 种因子将人皮肤成纤维细胞成功诱导为
iPS细胞[6]。iPS技术自诞生以来发展迅速, 目前已在
小鼠、大鼠、猪、猴、人等动物上成功建立iPS细胞
系[7]。2009 年, 我国科学家周琪和曾凡一的研究团
队[8]利用iPS细胞通过四倍体囊胚注射得到存活并具
有繁殖能力的小鼠, 首次证实了iPS细胞的全能性。
2012年 10月 8日, iPS细胞创始人Yamanaka获得诺
贝尔生理学或医学奖, 必将使iPS的研究工作推向新
的高潮。 

借鉴iPS技术, 还有研究绕过去分化步骤, 直接
通过转录因子将细胞转分化 , 称为谱系重编程技
术。Vierbuchen等[9]在 19 个候选基因中筛选出 3 个
基因Ascl1、Brn2、Myt1l, 成功将小鼠成纤维细胞诱
导为功能性神经元。Marro等[10]将终末分化的肝细胞

诱导为有功能的神经细胞, 证实了起源于不同胚层
的细胞可以相互转化。但在转分化后的细胞中还可

以检测到少量原细胞类型的表观遗传记忆, 需进一
步研究。 

特定转录因子诱导体细胞重编程, 实现了细胞
命运的直接转变, 摒弃了干细胞和卵母细胞带来的
伦理道德问题, 在细胞治疗和再生医学方面有广阔
的应用前景。但目前细胞诱导效率低, 且面临诱发
癌症的威胁, 严重制约着它的应用。进一步探究重
编程机制, 建立高效、稳定、安全的体系是目前科
学界亟待解决的问题。 

2  细胞抽提物诱导 

细胞抽提物诱导是近年来新发展的一种使体细

胞重编程的方法, 其利用卵母细胞、干细胞或不同
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类型细胞的提取物诱导细胞使其发生重编程恢复部

分全能性或表现其他细胞类型的典型特征。与其他

方法相比, 抽提物诱导重编程操作简便、效果直观; 
利用此法, 不仅可以获得所需类型的细胞, 而且抽
提物作为脱离细胞的独立成分更方便识别与重编程

有关的细胞因子, 探求重编程的机制。 

2.1  抽提物诱导重编程的方法 

抽提物诱导体细胞重编程的步骤包括：收集待

提取细胞, 加入细胞裂解液, 通过脉冲匀浆或离心
获得细胞内容物; 应用链球菌溶血素 O(Streptolysin 
O, SLO)或洋地黄皂苷(Digitonin)等细胞膜透化剂处
理受体细胞 , 使受体细胞膜出现可逆性开放通道 ; 
然后受体细胞与添加了能量系统的抽提物共孵育 ; 
一定时间后用含 Ca2+的培养液封闭受体细胞 ; 进 
而将细胞接种于培养皿中继续培养, 并观察重编程
特征。 

2.2  抽提物诱导重编程的机制 

目前抽提物诱导体细胞重编程的机制尚未明确, 
普遍认为是抽提物中某些因子进入细胞内, 发挥一
系列作用, 引起细胞染色质重塑、表观遗传修饰改
变、基因表达开启与关闭从而使体细胞重编程。2000
年, Kikyo等[11]用非洲爪蟾(Xenopus laevis)卵母细胞
抽提物处理爪蟾上皮细胞, 开创了抽提物诱导体细
胞重编程研究的先河。研究发现当与抽提物共孵育

后, 体细胞的蛋白组成发生变化, 以TATA盒结合蛋
白(TATA bingding protein, TBP)为代表的一类蛋白
从细胞中擦除, 以OCR2 为代表的抽提物特有蛋白
整合入体细胞内。更深入的研究发现, 抽提物中染
色质重塑复合体家族成员ISWI是引起体细胞TBP擦
除的关键物质, 揭示了ISWI在体细胞重编程中的重
要作用。Hansis等[12]用非洲爪蟾卵母细胞和不同时

期胚胎抽提物处理人 239T细胞时发现, 卵母细胞和
早期囊胚抽提物均可使细胞重编程, 表达多能性标
志基因Oct4, 而晚期囊胚抽提物无重编程能力 , 推
测可能与晚期囊胚基因表达发生变化, 重编程因子
消失有关。同时他的研究还发现重编程能力随着抽

提物中染色质重塑酶BRG1 的去除而废止 , 推测
BRG1 也是一种能够使体细胞发生重编程的重要因
子。Alberio等[13]研究发现当用爪蟾卵母细胞抽提物

处理猪胎儿成纤维细胞后, 在重编程过程中检测到

体细胞核纤层蛋白A/C(Lamin A/C)消失, 爪蟾特有
的核纤层蛋白III(LaminIII)整合入体细胞中, 并且这
种整合需要预先通透细胞膜, 表明细胞膜的通透性
可能是抽提物诱导重编程的关键因素。但目前对于

抽提物诱导体细胞重编程的机制研究还不够深入 , 
仅能发现个别物质对细胞重编程的作用, 如何由点
及面广泛的研究重编程调控网络还需继续深入研究。 

2.3  抽提物诱导重编程的进展 

目前抽提物诱导细胞重编程的研究主要集中在

细胞去分化、转分化和干细胞分化 3方面。 

2.3.1  细胞去分化 

体细胞核移植实验已证实卵母细胞中有能够使

体细胞重编程恢复全能性的全部物质, 因此卵母细
胞抽提物是研究细胞重编程的重要工具。非洲爪蟾、

蝾螈等两栖类动物由于其卵数量多、体积大、来源

方便, 是最初研究抽提物诱导体细胞重编程的理想
材料。Miyamoto等[14]用非洲爪蟾卵母细胞抽提物处

理猪胎儿成纤维细胞, 检测到爪蟾特有的组蛋白B4
和LaminLIII整合到体细胞中, 组蛋白H3K9 去乙酰
化, 抽处细胞培养 4 d后表达多能性标志基因Oct4和
Sox2, 并形成类胚胎干细胞样的“克隆点”, 细胞发
生部分重编程。Ganier等[15]的研究发现爪蟾卵母细

胞抽提物对小鼠胎儿成纤维细胞有强大的重编程能

力。当用M期抽提物处理受体细胞后, 受体细胞短暂
增殖, 呈克隆样生长, 并表达多能性标志基因。研究
还发现抽提物处理与诱导iPS协同作用, 可提高iPS
诱导效率 45 倍。Bian等[16]通过蝾螈(salamandrae)
卵母细胞抽提物诱导体细胞重编程, 发现细胞基因
组DNA甲基化、H3K9三甲基化水平降低; H3K9乙
酰化水平升高, Oct4 基因启动子发生去甲基化, 体
细胞有去分化恢复多能性的趋势。2011 年 , Alle-
grucci等 [17]研究发现两栖动物卵母细胞抽提物可诱

导乳腺癌细胞重编程, 引起肿瘤抑制基因启动子去
甲基化, 使沉默基因重新表达。这也是首例应用抽
提物诱导癌细胞重编程的报道, 为癌症的治疗提供
了新思路。但该研究发现重编程能力只存在于未成

熟卵抽提物中, 成熟卵抽提物没有重编程能力; 并
且在对蝾螈和爪蟾卵抽提物重编程能力的比较中发

现, 前者的重编程能力要显著好于后者, 推测可能
是不同物种、不同时期的卵母细胞重编程能力有所
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不同。 
哺乳动物卵母细胞个体小, 较难收集足量的抽

提物, 但对于同种属间的重编程研究, 却是比两栖
动物卵母细胞更好的实验材料。在体细胞核移植试

验中 , 目前主要采用MⅡ期卵母细胞作为核受体 , 
因此认为MⅡ期卵母细胞抽提物是研究重编程的理
想材料; 而不适合作为核受体的GV期卵母细胞是否
对体细胞重编程有促进作用也可通过抽提物诱导验

证。Bui等[18]用小鼠GV期卵母细胞抽提物处理体细
胞 , 体细胞核重塑 , 组蛋白H3K9 完全去甲基化 , 
H3K9、H3K14部分去乙酰化, 并且重编程后的体细
胞有助于后续克隆胚胎的发育, 因此认为GV期卵母
细胞中也存在对重编程有重要作用的因子。

Miyamoto等 [19]分别用猪GV期和MⅡ卵母细胞抽提
物评估诱导体细胞重编程的能力, 前者诱导激活多
能性标志基因表达, 细胞呈克隆样生长; 后者重编
程作用引起基因组H3K9去乙酰化、TBP消失, 但没
有明显的形态学变化, 说明GV期和MⅡ期卵母细胞
都具有诱导体细胞重编程的能力, 但二者可能具有
不同的因子发挥不同作用, 为重编程机制的研究和
克隆胚胎的制备提供了新思路。 

除卵母细胞抽提物外, 胚胎干细胞、胚胎癌细
胞和胚胎生殖细胞等多能性细胞抽提物也可以使体

细胞重编程。Taranger等[20]用未分化的人NCCIT癌细
胞抽提物处理 293T细胞 , 结果发现Oct4、Sox2、
Nanog等多能性标志基因表达, 细胞形成“克隆点”, 
并保持超过 23代; 而且重编程细胞在适当条件下可
再次分化为神经元细胞、脂肪细胞、内皮细胞等, 表
明细胞抽提物诱导可以使已分化的细胞重新具有可

塑性。随后应用胚胎干细胞抽提物也得到了相似的

结果[21]。Freberg等[22]用EC抽提物处理 293T细胞, 诱
导多能性标志基因Oct4、Nanog表达, 其进一步研究
了Oct4、Nanog基因调控区的表观遗传修饰变化, 亚
硫酸氢盐测序检测到Oct4、Nanog基因发生去甲基化, 
并主要集中在近端启动子和远端增强子部位; 染色
质免疫沉淀分析Oct4 和Nanog基因H3K4、H3K9、
H3K27 修饰情况显示抽提物处理主要引起H3K9 乙
酰化和去二甲基化, 推测抽提物诱导可能通过改变
细胞表观遗传修饰状态, 引起基因表达变化。Han等
[23]首次将细胞抽提物与化学制剂联合使用, 人胚胎
干细胞抽提物处理前应用DNA甲基转移酶抑制剂

5-aza和组蛋白乙酰化酶抑制剂TSA预处理体细胞 , 
形态学分析显示形成“克隆点”的效率显著提高; 荧
光定量PCR结果显示 , 与抽提物单独处理相比 , 联
合处理使多能性标志基因表达大幅上调, 有效提高
重编程效率。 

2.3.2  细胞转分化 

应用细胞抽提物诱导也可以使一种类型细胞直

接转分化为另一种类型细胞, 省略细胞去分化步骤, 
这将会提高细胞转化效率。Håkelien等[24]用T细胞抽
提物处理 293T细胞, 结果发现受体细胞转录因子富
集, 染色质重塑复合物激活, 引起 293T细胞表观遗
传修饰改变, 表达淋巴细胞特定基因和表面标志。
而他的另一项研究发现[25]INS-1E细胞抽提物可以短
暂改变成纤维细胞命运, 抽提物处理后受体细胞明
显回缩, 4 周后表达β细胞特有的转录因子Pdx-1 和
insulin, 有 5%~30%的细胞检测到胰岛素标记。Choi
等[26]报道大鼠胰腺抽提物处理鼠间叶细胞, 处理后
细胞呈胰岛样生长, 表达 4 种胰岛特异表达激素(胰
岛素、胰高血糖素、胰多肽和生长激素抑制素), 并
对葡萄糖有应答反应, 这种转分化得到的类胰岛细
胞将为研究糖尿病提供大量材料。但目前对于抽提

物诱导体细胞转分化的研究还较少 , 需进一步研
究。 

2.3.3  诱导干细胞分化 

干细胞的多潜能性为再生医学提供了巨大的前

景, 如何使干细胞高效定向发育, 培养出所需类型
的细胞, 一直是干细胞研究的热点问题。传统诱导
干细胞定向发育的方法主要包括生长因子介导、基

因修饰、组织与细胞共培养等。随着抽提物诱导细

胞重编程研究的不断深入, 细胞抽提物诱导成为一
种新兴诱导干细胞定向发育的方法。Qin等[27]用Ⅱ型

肺细胞抽提物诱导小鼠胚胎干细胞, 处理后的胚胎
干细胞在培养过程中自发分化为Ⅰ型肺细胞, 且分
化速度远快于细胞因子诱导。Liu等[28]采用胎儿肺脏

组织细胞抽提物诱导人胚胎干细胞向造血细胞系定

向发育, 结果显示抽提物诱导与传统的细胞共培养
方式相结合可以大幅提高定向发育能力。唐新杰等
[29]用人表皮细胞抽提物重编程人脂肪干细胞, 加入
表皮细胞抽提物后受体细胞变为表皮细胞特有的

“铺路石”样形态 , 并表达表皮细胞特有的K1/10 
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及K19 基因及膜蛋白, 脂肪干细胞向表皮细胞定向
分化。潘侃达[30]用血管组织细胞抽提物诱导大鼠骨

髓间充质干细胞, 发现细胞基因表达发生变化, 内
皮细胞特异性基因CD31、CD34、CD144 和eNOS呈
高表达。Labovsky等[31]用新生大鼠心肌细胞抽提物

诱导骨髓间充质干细胞, 受体细胞表达心肌细胞特
异基因, 在诱导体系中加入DNA甲基化转移酶抑制
剂 5-aza可明显提高转分化效率。与基因修饰、组织
共培养等传统方法相比, 抽提物诱导法简单、操作
性强, 可作为直接工具或辅助手段诱导胚胎干细胞
定向分化。 

3  抽提物诱导在动物克隆上的应用 

哺乳动物体细胞核移植已有 10 余年的发展历
史, 但核移植效率仍然很低。目前研究认为高度分
化的体细胞在卵母细胞质中重编程不完全, 存在大
量表观遗传修饰异常, 致使胚胎难以正常发育, 是
影响克隆效率的主要因素。以往研究表明以分化程

度较低的细胞作为核移植供体可有效提高克隆效

率。而应用细胞抽提物诱导, 可以使体细胞重编程, 
恢复到一个相对低的分化状态, 以此作为核供体是
否可以提高核移植效率, 是目前研究的主要热点。 

Liu等 [ 32]\以爪蟾卵母细胞抽提物预处理过的猪
胎儿成纤维细胞作为核供体制备克隆胚胎。结果发

现与对照组相比, 克隆胚胎囊胚率显著提高。在深
入研究中, 应用 3 只爪蟾制备的卵母细胞抽提物分
别处理供体细胞, 发现形成“克隆点”的数目在不
同处理组之间有显著差异, 并且“克隆点”数目与
囊胚率显著相关, 因此推测形成“克隆点”的数目
可能是抽提物质量高低的标志[33]。而Miyamoto等[34]

的研究得出不同结论, 他的研究表明虽然爪蟾卵母
细胞抽提物使供体细胞重编程恢复到较低分化状态, 
但并没有提高克隆效率, 只提高了克隆胚胎内细胞
团的细胞数目, 因此他认为抽提物处理后只是增加
了细胞的增殖能力, 并没有提高细胞的发育能力。
Rathbone等 [35]的研究也发现爪蟾卵母细胞抽提物预

处理过的供体细胞没有提高克隆胚胎的囊胚率和妊

娠率, 但显著提高了克隆动物的成活率, 这也是首
例通过抽提物处理获得克隆大动物的报道。而同样

的研究结果也在小鼠上得到了证实[18]。Tang等[36]用

未成熟、成熟、孤雌激活的牛卵母细胞抽提物分 

别处理牛耳缘成纤维细胞, 发现 3 组均可诱导细胞
表达Oct4 基因, 但在克隆实验中只有成熟卵母细胞
抽提物处理组显著提高克隆胚胎囊胚率以及胚胎质

量, 其余两组并没有明显效果。而最近在牦牛的克
隆实验中也得到了类似的结果[37]。Betthauser等[38]将

爪蟾卵中纯化得到的核浆素(Nucleoplasmin)以不同
剂量分别注入牛卵母细胞和重构胚中, 发现制备的
克隆胚胎与体外受精胚相比有超过 200 个基因表达
上调, Nucleoplasmin以 2 500 ng/μL浓度注入重构胚
可以显著提高囊胚率, 推测Nucleoplasmin可能是提
高克隆效率的关键因子。最近还有研究在猪卵母细

胞抽提物中发现一种蛋白DJ-1 也对细胞重编程和胚
胎发育有重要作用[39]。 

目前抽提物预处理供体细胞对于克隆效率的影

响还存在争议, 不同物种、不同时期的卵母细胞抽
提物对于重构胚的发育往往产生不同的实验结果。

从目前研究来看, 抽提物诱导重编程后, 供体细胞
恢复到一个较低的分化状态并不一定会提高克隆效

率, 制备适合的卵母细胞抽提物并从中寻找对克隆
胚胎发育起作用的因子, 应是现阶段研究的重点。 

4  问题与展望 

目前抽提物诱导体细胞重编程的研究还不够深

入, 面临着一些亟待解决的问题。首先, 需优化抽提
物制备方法, 避免某些因子在抽提物制备过程中丢
失或失活, 影响重编程效率。其次, 抽提物诱导重编
程能力有待提高, 目前抽提物处理后体细胞仅仅是
部分重编程, 需进一步探究重编程机制, 找出调控
网络, 从而真正实现细胞类型间的相互转化。再次, 
实验表明[25]抽提物诱导体细胞重编程是一个短暂改

变细胞命运的过程 , 细胞重编程特征会逐渐消失 , 
因此如何长久保持分化表型也是需研究的重点。 

综上所述, 抽提物诱导体细胞重编程作为一种
新兴的研究手段, 不仅可以获得重编程细胞系, 而
且是研究重编程分子机制的有效途径。随着研究的

深入, 将会对生物学和再生医学产生巨大的价值。 
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