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·基础研究·
人诱导多能干细胞与人胚胎干细胞分化过程中 Oct4/Nanog 基因

表达的比较 *
杜丽丽 1,2 林 戈 1,2 卢光琇 1,2△

（1 中南大学生殖与干细胞工程研究所 湖南 长沙 410078；2 人类干细胞国家工程研究中心 湖南 长沙 410078）

摘要 目的：比较通过慢病毒方法获得的人诱导多能性干细胞（iPSCs）与人胚胎干细胞（hESCs）分化过程中全能性基因 Oct4、
Nanog 的表达变化。方法：收集分化不同时间点的拟胚体（EBs），检测三胚层分化基因以及全能性基因 Oct4/Nanog 的表达，并通

过畸胎瘤组织切片的荧光染色分析 Oct4 的表达。结果：iPSCs 获得的 EB 中内外三胚层分化基因表达的出现明显晚于 hESCs 来

源的 EB。不同于 hESCs，iPSCs 悬浮培养获得的 EBs 在体外培养 18 天未见内源性 Oct4、Nanog 基因表达的下调。未分化的 iPSCs
注射严重联合免疫缺陷（SCID）小鼠培养 10 周后获得的畸胎瘤中仍存在 Oct4 阳性的细胞，但 iPS-#2 中明显少于 iPS-#5。结论：

通过慢病毒方法获得的 iPSCs 虽然具有向三胚层分化的能力，但在分化过程中仍维持较高水平的全能性基因 Oct4、Nanog 的表

达。
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ABSTRACT Objective: To compare the expression of pluripotency gene Oct4/Nanog in the differentiated human induced pluripo-
tent stem cells (iPSCs) and embryonic stem cells (ESCs). Methods: The RNA of embryoid bodies (EBs) derived from undifferentiated
human iPSCs and hESCs at different time of differentiation were collected. The gene expression related to three-layer differentiation and
pluripotency gene Oct4/Nanog was detected by RT-PCR. The Oct4 positive cells in the teratoma derived from both human iPSCs and
hESCs were detected by immunofluorescence staining. Results: The expression of endoderm and ectroderm related gene in the EBs
derived from iPSCs was later than that derived from hESCs. The expression of Oct4 and Nanog was still existence in D18 EBs derived
from undifferentiated human iPSCs. The Oct4 positive cells were detected in iPSCs derivded-teratoma. Conclusion: Although the iPSCs
can differentiate into three-layer cells, the higher expression of pluriotency gene Oct4/Nanog was maintained in the differentiated iPSCs
generated by lentivirus infection than hES.
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前言

2006 年日本的 Yamanaka 等把与胚胎干细胞全能性相关

的 4 个基因转入小鼠的成纤维细胞，将成体细胞诱导成为具有

多种分化潜能的细胞，称为 " 诱导多能干细胞 "（induced
pluripotent stem cells，iPSCs）[1]。2007 年 11 月 Yamanaka K 和

Yu J 等两个实验室用人类皮肤成纤维细胞也培育出了人类

iPSCs[2,3]。这一技术性突破提供了获得病人自身体细胞来源的

多能干细胞的体外培养途径, 不但避免了自身免疫排斥问题，

而且不涉及伦理问题，为获得患者自身遗传背景的多能干细

胞，以及研究遗传疾病的发病机理提供了一条新的途径。
利用病毒载体将 Oct4、Sox2、Nanog 和 Lin28 四个全能性

因子感染成纤维细胞，得到的 iPSCs 具有和胚胎干细胞（human
embryonic stem cells，hESCs）类似的特性，譬如表达多能性的表

面标记，具有高的端粒酶活性，具有向三胚层分化的能力等。更

为重要的是将小鼠 iPSCs 注射入四倍体囊胚中可得到存活并

具有繁殖能力的小鼠，从而证明了小鼠 iPSCs 的全能性[4,5]。但

是对于人 iPSCs 仍有许多科学问题需要解决，其中一个关键问

题就是人 iPSCs 的多能性在分子水平以及分化为功能细胞方

面是否与 hESCs 相同。2009 年 Chin MH 等发现不同培养代数
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的人 iPSCs 在全基因组基因表达方面与 hESCs 有显著的不

同 [6]。Ghosh Z 等进一步研究发现重编程过程并没有使得体细

胞完全去分化至 ESCs 状态，在 iPSCs 中仍有部分体细胞基因

的表达[7]。外源性全能性因子的转入对 iPSCs 的分化是否有影

响，iPSCs 是否与 hESCs 一样可作为一种合适的研究体外分化

的模型仍是值得关注的问题。本文对本实验室分离得到的

hESCs 与通过慢病毒方法诱导获得的 iPSCs 在分化过程中三

胚层分化基因以及全能性基因的表达进行了比较，发现人 iP-
SCs 具有向三胚层分化的能力，但在分化过程中仍维持较高水

平的全能性基因 Oct4、Nanog 的表达。

1 材料与方法

1.1 试剂

1.1.1 细胞 chHES-137 为本实验室自行分离获得 [8]。iPS-#2，

iPS-#5 为本实验室通过慢病毒感染的方法将含有 Oct4，Sox2，

Nanog，Lin28 全能性基因的慢病毒颗粒转入人类胚胎成纤维

细胞，获得的 iPSCs[9]。
1.1.2 试剂及仪器 高糖 DMEM( Gibco), 胎牛血清(Hyclone) ,
丝裂霉素 C (Alexis , San Diego , CA) ; 谷氨酰胺(MAX) ( Sigma
) , 丙酮酸钠 ( Sigma ) , β- 巯基乙醇 (invitrogen) ，knock-out
DMEM/F-12（Gibco），替代血清 SR（Gibco）、bFGF（invitrogen）、
1％非必需氨基酸（invitrogen）；小鼠抗人 Oct4 抗体来源于 San-
ta Cruz Biotechnology；Alexis 594 二抗来源于 invitrogen；DAPI
为 Sigma 产品；Go Taq Reaction buffer 为 Promega Product In-

formation 产品；荧光显微镜为日本 Nikon 公司产品。
1.2 细胞培养

hESCs 及 iPSCs 为本实验室常规传代培养，见参考文献[10]，

即在人饲养层细胞中培养，每天观察并换液，7 天传代一次。
1.3 iPSCs 与 hESCs 体内体外分化比较

1.3.1 EB 分化 体式镜下将 iPSCs 以及 hESCs 克隆切割至合适

大小（比传代克隆团块稍大），用 TIP 头轻轻将克隆团块铲下，

将克隆块摇至培养皿中央，转移至加有 4ml EB 培养基的

60mm 的细菌培养皿（petri dish）中，37℃，5% CO2 培养箱中培

养。隔天换液。收集培养第 3 天，第 7 天，第 10 天，第 14 天，第

18 天的 EB。
1.3.2 RT-PCR 使用 Trizol 试剂（invitrogen）抽提 iPSCs、hESCs
和 EB 的 RNA，以 RNA 为模板，β-actin 为引物进行 PCR 扩

增，确定无 gDNA 的污染。并用随机引物和逆转录试剂盒 A
RevertAidTM first strand cDNA synthesis kit（Fermentas Life Sci-
ences）合成 cDNA，起始的总 RNA 定量到 1ug。所有的聚合酶

链式反应都使用 Tag DNA 聚合酶，在不同的反应温度和循环

次数下，总的反应体系为 10ul，PCR 产物在 2%的琼脂糖凝胶

上分离并用溴化乙锭染色。检测内源性 Oct4/Nanog 表达的引

物（参见参考文献[3]）以及三胚层分化代表基因（外胚层：Pax6,
中胚层：Runx1，内胚层：Sox17）的引物（根据所检测基因的 CD-
NA 序列使用 Primer5 设计）送上海英骏公司合成。具体引物序

列见表 1。

Gene Forward primer Reverse primer

OCT-4 UTR AGTTTGTGCCAGGGTTTTTG ACTTCACCTTCCCTCCAACC

NANOG UTR TTTGGAAGCTGCTGGGGAAG GATGGGAGGAGGGGAGAGGA

Sox17 GGCGCAGCAGAATCCAGA CCACGACTTGCCCAGCAT

PAX6 GCCTTTTATTGTGAGAGTGG CTCACACATCCGTTGGACAC

Runx1 CAGTGACCTGTCTTGGTTTTCCG CAGCCGAGTAGTTTTCATCATTGC

β-actin CGCACCACTGGCATTGTCAT TTCTCCTTGATGTCACGCAC

表 1 RT-PCR 引物

Table 1 Primers used in the RT-PCR

1.3.3 畸胎瘤形成及 Oct4 免疫荧光染色 为进行体内分化分

析，2~3×106 iPS 细胞经过肌肉注射至 6-8 周大小严重的联合

免疫缺陷（SCID）鼠的后腿内。8-10 周后处死小鼠分离畸胎瘤，

切片，脱蜡、复水、抗原修复后,采用细胞免疫荧光染色检测。用

0.2 %TritonX-100 孵育 10min 后,再用封闭血清作用 30min ,弃
血清,加小鼠抗人 Oct4 一抗（1:50; Santa Cruz Biotechnology）4
℃孵育过夜。PBS 漂洗 20min , 加荧光标记二抗,37℃孵育 60
min ; PBS 漂洗 20min ,DAPI 复染，荧光观察。

2 结果

2.1 iPSCs 与 hESCs 在 EB 分化过程中三胚层分化能力的比较

RT-PCR 结果显示了 hESCs 与 iPSCs 在 EB 分化过程中外

胚层（pax6）、内胚层（sox17）和中胚层（Runx1）基因表达开始出

现的时间。hESCs 在 EB 分化的第 3 天即开始出现 Pax6、Sox17
和 Runx1 的表达，Pax6 在 EB 分化的 D14 高表达，而 Sox17 在

EB 分化的第 10 天高表达，第 14 天低表达。在 iPS-#2 和 #5 中

Runx1 表达出现的时间与 ES 相似，但在 iPS-#2，pax6 和 sox17
在 EB 分化的第 10 天才开始出现，至第 18 天表达无明显变

化，iPS-#5 中，Pax6 在 EB 分化的第 3 天即开始表达，至 18 天

一直维持低表达的水平，而 Sox17 则在 EB 分化的第 14 天才

开始表达（图 1）。
2.2 iPSCs 与 hESCs 在 EB 分化过程中内源性 Oct4、Nanog 的

表达水平变化

本实验对 iPSCs 与 hESCs 所得的第 7，第 10，第 14，第 18
天分化的 EB，检测其内源性 Oct4/Nanog 的表达水平。RT-PCR
结果显示 hESCs（chHES-137）中内源性 Oct4、Nanog 在 EB 分

化的第 14 天后开始下降，EB 分化第 18 天后明显下降。而 iP-
SCs(iPS-#2,iPS-#5)中内源性 Oct4、Nanog 在 EB 分化过程中直

至第 18 天后尚未发现明显的下降趋势（图 2）。
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2.2 iPSCs 与 hESCs 的畸胎瘤组织切片分析

经本实验室前期工作证实，iPSCs 与 hESCs 均具有成瘤能

力，且可向三胚层分化[5,6]。本实验取 iPSCs 与 hESCs 形成的畸

胎瘤的石蜡切片，进行 Oct4 染色，结果见图 3。其中，图 3A 显

示 chHES137 分化得到的畸胎瘤切片中未发现 Oct4 阳性细

胞，而图 3B、C 和 D 显示 iPS-#2，#5 中均存在 Oct4 阳性的未分

化细胞，其中 #5 中明显多于 #2。阳性细胞计数结果见图 4.
iPS-#2 与 iPS-#5 来源畸胎瘤中 Oct4 阳性细胞数显著多于

hESCs 来源畸胎瘤（本实验中未检测到）中 Oct4 阳性细胞。

图 1 iPSCs 与 hESCs 来源的 EB 不同分化时间点内中外 3 胚层代表基因表达

Fig.1 Three germ lines relating genes expression in EB at different time from iPSCs and hESCs

图 2 iPSCs 与 ESCs 来源的 EB 不同分化时间点内源性 Oct4、Nanog 的表达

Fig.2 endogenous expression of Oct4/Nanog in EB at different time from iPSCs and hESCs

图 3 畸胎瘤组织切片 Oct4 染色

Fig.3 The Oct4 staining of teratomafrom hESCs and iPSCs：A: from hESCs, B: from iPS-#2, C and D: from iPS-#5

（blue: DAPI；red: Oct4）

图 4 畸胎瘤组织切片中 Oct4 阳性细胞数

Fig.4 The number of Oct4 positive cells in teratoma from hESCs and iPSCs(iPS-#2 and iPS-#5)
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3 讨论

胚胎干细胞的重要特征是具有体外培养无限增殖、自我更

新和多向分化的潜能[11]。iPSCs 与 hESCs 在多能性的表面标记

的表达，体内、体外向三胚层分化的能力等方面相似，可作为研

究细胞的表观遗传学及干细胞多能性维持的重要材料。病人特

异的诱导性多能性干细胞可进行定向分化，作为疾病的细胞模

型，用来研究疾病的发病机制和进行药物筛选。虽然目前已有

报道通过非病毒整合的方式可获得 iPSCs[12, 13]，但由于效率极

其低，目前大部分试验室仍是借助于病毒载体使外源因子

（Oct4/Sox2/Nanog/lin28 或 Oct4/Sox2/cMyc/Klf4） 在体细胞内

表达，以完成重编程过程而获得 iPSCs 的。借助慢病毒载体获

得的 iPSCs 在分化过程中全能性基因以及分化基因的表达是

否与 hESCs 分化中呈现相同的变化趋势是不清楚的。
本研究发现通过慢病毒方法获得的 iPSCs 形成的 EB 中，

内源性 Oct4、Nanog 的表达仍处于高水平，不同于 hESCs 中随

分化逐渐下降。这与 Thomoson 试验中检测的分化 D9 的 EB
中 Oct4、Nanog 表达高于同期 hESCs 来源的 EB 的结果是一致

的[3]。这可能是由于 iPSCs 中整合的慢病毒载体在 iPSCs 分化

过程中 EF1a 启动子仍启动外源性 Oct4、Sox2、Nanog 和 Lin28
的表达。加之 Oct4、Sox2、Nanog 的自调控作用，介导了 iPSCs
在 EB 分化的 D18 仍有内源性 Oct4、Nanog 的高表达。而由于

内源性 Oct4、Nanog 等的高表达影响了 iPSCs 的分化，这与本

实验结果 iPSCs 的 EB 分化中内外胚层的基因表达晚于 hESCs
的结果也是一致的。畸胎瘤组织切片的 Oct4 染色显示 iPSCs
获得的畸胎瘤虽然比 hESCs 来的畸胎瘤体内分化时间长但仍

存在 Oct4 阳性的细胞。这说明 iPSCs 虽然具有向三胚层分化

的能力，但向三胚层分化的起始时间与 hESCs 比较相对滞后。
另外除了多能性基因 Oct4、Nanog 的持续表达影响 iPSCs 的分

化外是否存在其他影响因素也是值得探讨的。Stadtfeld M.等
最近对鼠 iPSCS 进行嵌合体试验发现由于位于 iPS 细胞染色

体 12qF1 内的印记基因异常沉默，小鼠 iPSCs 分化发育成全身

各类细胞的能力较低[14]。是否人 iPSCs 存在此印记区的异常以

及外源基因的整合是否对疾病特异的 iPSCs 向特定功能细胞

的定向分化时候有影响也是需要进一步研究的。
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