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摘要：诱导性多能干细胞（iPSCs）技术可重编程体细胞为胚胎干细胞（ESCs）样的多能性细胞，在

药物筛选、再生医学等领域具有巨大的应用潜力。iPSCs 技术自 2006 年首次报道用逆转录病毒转导一

组转录因子，将小鼠（Mus musculus）成纤维细胞成功重编程为 iPSCs 以来，便不断改进和完善。近

年来，不引起任何基因组改变的 RNAs 介导的 iPSCs 技术成为新兴的研究热点，主要包括修饰 mRNAs

法、miRNAs 法、siRNAs 法和 lncRNAs 法等。本文综述了 RNAs 介导的各种 iPSCs 技术的研究进展，

分析了这些技术的优势、存在的不足及改进的方向等，为 iPSCs 技术的发展与应用提供参考。 
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Abstract: Somatic cells can be reprogrammed into induced pluripotent stem cells (iPSCs), which may 

replace embryonic stem cells (ESCs) and have great application potential in drug screening, regenerative 

medicine, etc. Since the iPSCs development by retroviral transduction of a defined set of transcription factors 

into fibroblasts (mF) was first reported in 2006 in mouse (Mus musculus), more new strategies have been 

developed to improve and refine the reprogramming technology. Recent technology of RNAs-mediated iPSCs 

becomes an emerging research hotspot which provides an optimism for the generation of safe iPSCs without 

any genomic modification. RNAs-mediated iPSCs technology includes the application of modified mRNAs, 

microRNAs (miRNAs), siRNAs and lncRNAs. In this paper, the research progress of various RNAs-mediated 

iPSCs technologies are reviewed, including the advantages, deficiencies and the improvement of these 

techniques, so as to provide references for the development and application of iPSCs technology.  
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诱导性多能干细胞（ induced pluripotent 

stem cells，iPSCs）技术自 Takahashi等（2006）

首先建立以来，便为干细胞的基础研究和临床

疾病治疗研究拓展了新思路，解决了免疫排斥

和胚胎毁损等伦理学争议，在干细胞基础研究、

新药筛选、药物毒理研究和再生医学等领域具

有广阔的研究和应用前景。迄今为止，iPSCs

技术已成功实现多种哺乳动物、多种体细胞的

重编程（Stadtfeld et al. 2010，Ruggieri et al. 

2014，Tsai et al. 2015），并成功诱导 iPSCs分化

为特定细胞且应用于临床治疗（Grskovic et al. 

2011，Gao et al. 2013，Ruggieri et al. 2014）。

但目前的 iPSCs 技术仍存在着诱导效率较低、

速度较慢、产量低、价格昂贵及技术难度大等

问题，严重制约了其在临床上的大规模应用。

本文对主要的 iPSCs 诱导方法进行了综述，重

点归纳了新兴的 RNAs 介导 iPSCs 技术的研究

进展，以期为 iPSCs 诱导技术的提升和改进提

供参考，为最终实现 iPSCs 技术的临床应用奠

定基础，也为今后的研究开拓视野和方向提供

参考。 

1  iPSCs 诱导方法简介 

细胞重编程（reprogramming cells）是指分

化的细胞在特定条件下被逆转后恢复到全能性

状态的过程。其中 OCT4、SOX2、KLF4、

c-MYC、NANOG、LIN28（OSKMNL）等转录

因子是诱导体细胞重编程的关键因子，故被称

为重编程因子（reprogramming factors）。最基

本的重编程因子主要有两类：Yamanaka 因子

（OSKM）（Kashyap et al. 2009）和 Thomson因

子（OSNL）（Cox et al. 2010）。它们通过激活

全能性基因的表达，同时抑制体细胞中组织特

异性基因的表达，使体细胞重新获得干细胞的

特性（Gurdon et al. 2008）。实际上，在 iPSCs

诱导中，重编程因子种类、数量的选择与动物

种类和受体细胞类型等密切相关（申红芬等 

2009），因此很多 iPSCs 技术采用的是这两类因

子的多种组合。目前，体细胞重编程为 iPSCs

的方式主要包括以下几种，每种方式均有其优

缺点（Lai et al. 2011，Robinton et al. 2012）：（1）

最早的经典的 DNA 法：由 Takahashi等（2006）

首创，用逆转录病毒（Takahashi et al. 2006，

Huangfu et al. 2008）、慢病毒（Sommer et al. 

2009）、转座子（Woltjen et al. 2009）、腺病毒

（Zhou et al. 2012，Tsai et al. 2015）、质粒

（Si-Tayeb et al. 2010）等载体将 OSKM等重编

程因子转染鼠成纤维细胞成功获得 iPSCs，该

法虽然诱导效率较高（ 0.10% ~ 2.00%）

（Robinton et al. 2012），但其引起插入突变和致

瘤性风险很高（Stadtfeld et al. 2010，Zhou et al. 

2012，Tsai et al. 2015）。（2）蛋白质法：将重

编程因子在原核（Nemes et al. 2013）或真核

（Zhang et al. 2012）表达载体中表达为重组蛋白

后导入体细胞实现重编程，避免了插入突变，

提高了安全性，但诱导效率相当低（0.001%），

技术难度高，需要大量纯化蛋白，成本昂贵

（Robinton et al. 2012）。（3）小分子化合物法：

筛选适当的小分子化合物取代重编程因子，通

过影响细胞的表观遗传学和关键信号通路，实

现体细胞的重编程（Li Y Q et al. 2011，

Federation et al. 2014）。该法也避免了插入突

变，提高了安全性，但同样存在诱导效率低的

难题（0.01% ~ 0.10%）（Robinton et al. 2012）。

（4）仙台病毒法：通过仙台病毒将 OSKM等转

录因子导入人（Homo sapiens）成纤维细胞

（Fusaki et al. 2009）或血液 T细胞（Seki et al. 

2010）中，成功诱导出 iPSCs。由于仙台病毒

具有 RNA 基因组，只在细胞质中表达，故避

免了基因组整合的风险，同时提高了诱导效率

（1.00%）（Robinton et al. 2012）和速度，但含

有病毒复制子的细胞难以清除（Seki et al. 

2010）。Ban 等（2011）通过构建热敏感仙台病

毒载体不仅成功将人成纤维细胞（ human 

fibroblasts，hF）、CD34
+脐血细胞重编程，而且

通过温度变化清除了多余的病毒复制子。（5）

RNAs 法：该法具有诱导速度快、效率较高、

无基因组整合和插入风险等特点，成为 iPSCs
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诱导方法研究的新热点，其诱导的 iPSCs 被称

为核糖核酸诱导多能干细胞（RNA induced 

pluripotent stem cells，RiPSCs）。迄今用于 iPSCs

诱导的 RNAs 主要有 mRNAs 和非编码 RNAs

（ncRNAs）两大类。本文重点对 RNAs 介导的

iPSCs诱导研究进展进行了综述，以期为 iPSCs

技术的深入研究提供参考。 

2  RNAs 介导的 iPSCs 诱导技术 

2.1  mRNAs介导的 iPSCs 诱导技术 

mRNAs 介导的 iPSCs 诱导技术主要通过

体外构建重编程因子的 mRNAs 系统，并对

mRNAs进行相应的修饰后，通过脂质体转染体

细胞，实现重编程为 iPSCs（Rosa et al. 2010，

Warren et al. 2010，Yakubov et al. 2010，Li M et 

al. 2011，Sul et al. 2012，Tavernier et al. 2012，

Warren et al. 2012，Yoshioka et al. 2013）。

mRNAs 介导的 iPSCs 诱导技术原理见图 1。

mRNAs 介导的基因传递在人干细胞和祖细胞

中具有相当高的效率且安全（Wiehe et al. 2007，

van Nuffel et al. 2010）。修饰 mRNAs 法的构建

为体细胞重编程为 iPSCs 和指导细胞分化命运

提供了一种更加简便、安全、高效、可控的诱

导策略。mRNAs 一进入细胞质即开始翻译，不

需要依靠细胞的转录体系，这也是其快速表达

和高产的原因，转录效率高达 1.00% ~ 4.40%

（Robinton et al. 2012）。 

最经典的修饰mRNAs法是 2010年Warren

等采用的从三个水平诱导人成纤维细胞重编程

的修饰 mRNAs 法：（1）分子水平：对 T7 RNA

聚合酶体外转录的 OSKML（+GFP）等重编程

因子的mRNAs进行 5′端糖基化和甲基化修饰，

将 5′甲基胞苷完全代替胞嘧啶、假尿嘧啶代替

尿嘧啶，碱性磷酸酶处理改变 mRNAs 磷酸键

的结构等，从而提高体外转录 mRNAs 的活性

与稳定性，提高蛋白产量；（2）细胞水平：在

培养基中加入干扰素 B18R，来躲避细胞应答，

去除细胞毒性；（3）培养条件及转染因子的筛

选：如低氧培养和几个重编程因子的修饰

mRNAs每日转染等。通过这些改变，显著提高

了多种体细胞的重编程效率和能力。由于此法

未改变基因结构，故它比传统的 OSKM法诱导

的 iPSCs 更像胚胎干细胞（embryonic stem 

cells，ESCs）。该法转染成功率高达 70%，重

编程速度比传统 OSKM诱导法加快一倍，效率

增加 100 倍以上，达 1.34%，且无致瘤风险，

适用性更广。与蛋白质法相比，该法还具有以

下优点：① 通过 mRNAs表达出来的蛋白比直

接转进去的蛋白量多；② 经过修饰的 mRNAs

半衰期较直接转进去的蛋白长；③ mRNAs 表

达出来的蛋白进行加工及核定位较容易，而转

进去的蛋白存在一些不确定因素，相对较难发

挥功效。类似的 mRNAs 法还见于：Yakubov

等（2010）通过 T7 RNA聚合酶和线性化质粒

pTMA 体外大量转录 OSKMLN 的 mRNAs，利

用脂质体（RNAiMAX）连续 5 次转染人包皮

成纤维细胞（hFFs）后，成功获得 iPSCs，并

用干扰素 B18R 抑制细胞毒性；Ahfeldt（2011）

将 OSKM（+SV40）的 mRNAs 经 T3体外转录，

构建 RN3P 质粒并修饰后，采用电穿孔法转染

人成纤维细胞，在低氧培养条件下（5% O2）

也成功获得 iPSCs，诱导率高达 2.00%以上；

Tavernier等（2012）通过脂质体（RNAiMAX）

把 T7 RNA聚合酶体外转录的 OSKM（+GFP）

因子的mRNAs导入鼠胚胎成纤维细胞（mEFs）

中，转染 3次也获得了 iPSCs；Zou等（2013）

通过类似的修饰 mRNAs 法不仅成功将人成纤

维细胞重编程为 iPSCs，还使其重新分化为骨

细胞；Mandal等（2013）则着重对编码重编程

因子的 mRNAs 修饰所必须的主要参数包括媒

介选择、质量控制、步骤优化等进行了详细的

研究和描述，优化了修饰 mRNAs 法的诱导程

序和效率。此外，Yoshioka等（2013）通过 SP6

或 T7 聚合酶体外转录并合成了一个具有自我

复制能力、能够高水平表达 OSK（M或 GLIS1）

四个重编程因子的 VEE-RF RNA 复制子，采用

脂质体 2000使其转染人成纤维细胞，成功诱导

出 iPSCs，进一步拓展了 mRNAs水平的重编程        
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图 1  mRNAs 介导的体细胞重编程为 RiPSCs原理示意图 

Fig. 1  The schematic diagram for RiPSCs production mediated by mRNAs 

RiPSCs. RNAs介导的诱导性多能干细胞；OSKMLN. OCT4，SOX2，KLF4，cMYC，LIN28，NANOG。 

RiPSCs. RNAs-mediated induced pluripotent stem cells; OSKML. OCT4, SOX2, KLF4, cMYC, LIN28, NANOG. 
 

技术。Pratico 等（2015）还利用 mRNAs 介导

的方法把人自身真皮成纤维细胞成功诱导为功

能性的心祖细胞。 

另外，DNA 甲基化引起的表观遗传修饰能
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通过重编程因子的过表达而实现体细胞向

iPSCs的转变。DNA甲基化分为两种类型：DNA

甲基化—引起基因转录沉默，DNA 去甲基化—

激活全能性基因的表达，实现体细胞重编程。

Lu 等（2012）发现鼠胚胎成纤维细胞（mouse 

embryonic fibroblast，mEF）的 Oct4 和 Nanog

基因的启动子在 iPSCs 形成过程中发生去甲基

化。DNA 甲基化的类型和程度与重编程因子的

类型密切相关。Planello 等（2014）分别采用

Yamanaka 因子（OSKM）和 Thomson 因子

（OSNL）进行体外转录构建 pMXs载体，脂质

体（RNAiMAX）和干扰素 B18R 转染，最终诱

导人成纤维细胞转变为 iPSCs，并发现重编程

中 Yamanaka 因子主要引起 CpGs 不脱甲基，

Thomson 因子则主要引起 CpGs 不甲基化，从

而使获得的Y-iPSCs和 T-iPSCs中的DNA甲基

化异常在位置、类型和程度上存在显著差异。 

值得注意的是，修饰 mRNAs法虽然方便、

高效、安全，但存在两个主要障碍限制了其应

用：一是 mRNAs 的半衰期短，稳定性较差

（Plews et al. 2010）；二是必须多次转染才能保

持其重编程活性，但会引起细胞毒性大增。修

饰 mRNAs 法的操作要点包括：（1）所有的试

剂必须严格保持不变、避免不必要的中间步骤、

在无 RNA 酶的条件下操作；（2）每次修饰转

录因子的 mRNA均需包含一个报告基因（如绿

色荧光蛋白 GFP）的修饰 mRNA，用来监测体

外转录过程，报告基因还必须通过转染到细胞

内、检测其表达来确认其具有高转染效率；（3）

转录因子的修饰 mRNA 需要确认其具有高蛋

白表达水平方可用于转染实验。（4）建议修饰

mRNAs介导的重编程实验均采用 Pluriton培养

基；（5）通过培养不同密度的细胞确保重编程

成功率；（6）转染时不能使用抗生素，故应保

持无菌环境；（7）转染实验还应包含两个重要

的对照：一个已知的可成功重编程的样本（如

Bj 成纤维细胞）作为阳性对照来确认所有试

剂、重编程培养基、mRNA 复合物均能正常发

挥作用，一个仅与修饰 mRNA 共转染的报告基

因（GFP）作为阴性对照来监测重编程过程中

修饰 mRNA 或转染试剂的毒性和显著的形态

学变化。（8）转染应在每天的同一时间进行，

以保持转染的时间间隔恒定。 

此外，Howden等（2015）报道了一种最

新的修饰mRNAs法——靶向诱导 iPSCs的方

法，也称为“一步法”，即基因修饰和靶向诱

导同时进行，靶向诱导人成纤维细胞为 iPSCs

的效率高达 8.00%。与其他修饰 mRNAs 法不

同的技术要点包括：（1）电穿孔方式诱导；（2）

采用 OSKMNL和 SV40 7 种重编程因子，体

外构建特异性重组载体 pEP4EO2SEN2L、

pEP4EO2SET2K、 pEP4EO2SEM2K；（ 3）

miRNA302/367 族介导，其表达可提高 iPSCs

产量 100倍以上；（4）Cas9/CRISPR 系统，使

靶向诱导的脱靶效应降至最低；（5）DNMT3B

作为打靶基因；（6）加强型绿色荧光蛋白

（EGFP）和 OCT4作为 iPSCs 标记，因其对细

胞的多能性最敏感。该法仅需要单一地进行克

隆即可在 2周内获得大量 iPSCs，不需药物筛

选，操作相对更加简便、快捷、高效，是又一

极有潜力的 iPSCs 技术。Cody 等（2016）还

对 Cas9/CRISPR 系统在人 iPSCs 中的功能进

行了研究。 

总之，修饰 mRNAs法加快了细胞重编程

机制的研究，但对该技术获得细胞的安全性仍

需保持警惕，特别要确保重复转染和长时间抑

制干扰素信号不会引起细胞的任何持久改变

或对细胞先天性免疫应答缺失造成选择压力。

更重要的是，目前所有方法获得的 iPSCs 在积

累和筛选肿瘤抑制基因、致癌基因、细胞周期

调控重要基因的突变时没有特异性（Gore et al. 

2011，Laurent et al. 2011）。因此不仅要注重现

有重编程方法的发展，还要注重探索重编程过

程中限制有害突变积累的新方法。 

目前，本项目组正在进行修饰 mRNA 法

介导的大黄鱼（Larimichthys crocea）iPSCs

技术的研究，拟通过对 OSKM 4 个重编程因

子的 mRNA 进行修饰后，转染大黄鱼体细胞
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以获得 iPSCs，进而建立一种安全、高效、快

速的大黄鱼 iPSCs 诱导方法，以期为解决大黄

鱼养殖过程中出现的各种问题提供新的思路，

也可为其他动物的 iPSCs诱导提供参考（Chen 

et al. 2015，Jiang et al. 2015）。目前我们已经

克隆了大黄鱼 Oct4（GenBank：KJ588781）、

Sox2（GenBank：KJ588783）、c-Myc（GenBank：

KJ588782）3个重要重编程因子的全长 cDNA

序列，从 NCBI 获得了大黄鱼 Klf4 的全长

cDNA 序列，并已对这 4个 Y-因子进行了时空

表达分析，建立了它们的时空表达谱，为进一

步开展 iPSCs 诱导奠定了坚实的基础。 

2.2  ncRNAs介导的 iPSCs 诱导技术 

表观遗传调控对 iPSCs 的产生具有至关重

要的作用，除了 DNA 甲基化（Planello et al. 

2014）以外，ncRNAs也是表观遗传调控的重要

方式之一，在调控基因的表达中发挥重要作用

（Armstrong et al. 2006）。参与重编程的 ncRNAs

主要包括microRNAs（miRNAs，< 200 bp）、

小干扰 RNAs（siRNAs，< 200 bp）和长非编码

RNAs（lncRNAs，> 200 bp）等（Kawaji et al. 

2008）。 

2.2.1  miRNAs 法  miRNAs 是一类内源性的

具有调控功能的非编码单链 RNAs，长约 21 ~ 

25 nt，几乎参与调节所有的细胞过程，如细胞

分裂、分化、增殖、凋亡等，是基因调控网络

（gene regulatory networks，GRNs）不可或缺的

部分（Bartel 2009）。miRNAs 能通过与靶基因

mRNA 3′非翻译区（3′UTR）的互补程度降解靶

mRNA或阻遏其翻译，在转录后水平调控靶基

因的表达（Song et al. 2006，Barroso-delJesus et 

al. 2008，Judson et al. 2009）。miRNAs 法介导

的 iPSCs 诱导技术原理如图 2所示。 

研究表明，miRNAs对干细胞的自我更新、

多能性维持和定向分化具有重要的调控功能

（范力星等  2006，张璇等  2010，蒋豆蔻等 

2015）。Houbaviy等（2003）发现 miR-290 ~ 295

簇在鼠的胚胎干细胞中表达，其同系物

miR-371 ~ 373 簇在人胚胎干细胞中表达（Suh 
 

图 2  miRNAs、siRNAs介导的体细胞重编程为 RiPSCs原理示意图 

Fig. 2  The schematic diagram for RiPSCs production mediated by miRNAs, siRNAs 

RiPSCs. RNAs介导的诱导性多能干细胞；OSKMLN. OCT4，SOX2，KLF4，cMYC，LIN28，NANOG。 

RiPSCs. RNAs-mediated induced pluripotent stem cells; OSKMLN. OCT4, SOX2, KLF4, cMYC, LIN28, NANOG.       
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et al. 2004），且胚胎干细胞缺乏成熟 miRNAs

将 会 导 致 其 增 殖 和 分 化 能 力 的 丧 失

（Kanellopoulou et al. 2005，Murchison et al. 

2005）。破坏 miRNAs会导致胚胎干细胞分化异

常以及精原干细胞在体内的缺失（Lüningschrör 

et al. 2013）。还有研究指出，体细胞重编程过

程中与多能性相关的 miRNAs（例如 miR-17家

族、miR-290 ~ 295 簇、miR-302 ~ 367簇）表

达上调（Li Z et al. 2011，Liao et al. 2011，Polo 

et al. 2012，Judson et al. 2013），与分化相关的

miRNAs（例如 miR-34家族）表达则下调（Choi 

et al. 2011，Polo et al. 2012）。此外，miRNAs

还与 OSN 和 TCF3 等多能性因子密切相关

（Barroso-delJesus et al. 2008，Marson et al. 

2008）。这些证据均表明，miRNAs在 iPSCs 的

诱导和维持中发挥重要作用，这也是其介导

iPSCs的基础。 

Judson 等（2009）首次报道了 miRNAs对

体细胞重编程的影响。miR-290 ~ 295 簇

（miR-291-3p、miR-294和miR-295）伴随着OSK

因子的表达，在靶因子 GFbRII、Lats2、Akt1、

Cdkn1a、Pten、Zfp148、Hivep2、Ddhd1、Dpysl2、

Cfl2 等的作用下可成功将鼠胚胎成纤维细胞重

编程为 iPSCs，其中 miR-294 的影响最大并将

诱导效率提高至 0.40% ~ 0.70%，且能增强OSK

的重编程效力。而且 miR-290 簇能够完全取代

c-MYC 的作用，降低了致瘤性的风险。随后

miRNAs 诱导 iPSCs 技术取得了长足的发展

（Sun et al. 2010，Leonardo et al. 2012），越来越

多 的 miRNAs 被应 用于 iPSCs 生产 。

Subramanyam等（2011）发现，miR-370 ~ 373 

簇（miR-371，miR-372，miR-373）可通过抑

制靶因子MBDII、MeCP1-p66、MeCP2、AOF1、

AOF2、RHOC、TGFbRII 的活性，解除其对间

充质细胞转换及核染色质开放的阻碍，伴随着

OSKM因子的表达，进而启动人体细胞重编程，

特别是 miR-372对重编程有显著的促进作用。

miRNAs 介导的 iPSCs 技术可不需要其他重编

程因子即可实现 iPSCs 重编程，已成为一个强

有力的重编程工具，有望为再生医学提供高效、

安全的细胞来源（Herranz et al. 2010，Mallanna 

et al. 2010，Moradi et al. 2014）。 

miRNAs 在体细胞重编程中发挥重要作

用，敲除一簇 miRNAs（例如 miR-302 ~ 367簇）

会引起重编程的完全废止，特异的 miRNAs 能

单独或与其他转录因子一起高效促进 iPSCs 的

生成和分化转移等（Miyoshi et al. 2011，Hu et al. 

2013）。Anokye-Danso等（2011）通过 miR-302 

~ 367 簇的表达，无需外源转录因子即可快速、

高效地将人和鼠的体细胞重编程为 iPSCs，且

重编程效率比传统的 OSKM 法高两个数量级

以上。主要的诱导流程包括：（1）慢病毒载体

构建：先从 DNA 中 PCR 扩增 miR-302 ~ 367

簇或 miR-302a ~ 302d簇，再克隆到 pENTR1A

载体的 Acc65I和 XhoI限制性内切酶位点，最

后将其克隆到 pLOVE 载体的 BsrGI 位点获得

pLOVE-miR-302 ~ 367 载体。（2）细胞培养：

鼠成纤维细胞取自鼠 Oct4-GFP、Rosa26-LacZ

和 Hdac2
flox/flox胚胎，培养于胚胎培养基中；人

皮肤成纤维细胞培养于含有 15%牛血清白蛋白

（ F B S）、青霉素 /链霉素、 L -谷氨酸的

DMEM/F12 培养基中；（3）组蛋白脱乙酰基酶

（Hdac2）的去除：通过腺病毒转染 Hdac2
flox/flox

鼠胚胎成纤维细胞以去除 Hdac2；（4）病毒颗

粒形成：用编码 miR-302 ~ 367、OSK的 pLOVE

载体转染培养的人 293T细胞，每 24 h或 48 h

收集转染细胞的上清液，即为病毒颗粒；（5）

多能性干细胞的诱导：每 1.0 ml 病毒颗粒与 

0.5 ml聚凝胺（10 g/L）混合后转染成纤维细胞，

转染后的人（鼠）成纤维细胞分别培养在人（鼠）

胚胎培养基中。该法的诱导效率高达 10.00%，

且无需 OSKM因子参与，但 miR-367的表达和

Hdac2 的抑制是诱导成功所必须的，miR-367

的表达能激活细胞自身的多能性因子 OCT4 的

表达，miR-302 的启动子区相当保守，且由多

能性因子 OCT4驱动（Marson et al. 2008），故

而能启动重编程。miRNAs和 Hdac介导的通路

意味着一条强大的重编程方式的存在。类似地，
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Miyoshi 等（ 2011）将成熟 miR-200c 与

miR-302s、miR-369s组成复合体，无需载体和

转录因子，直接转染人（鼠）的体细胞，即可

引起重编程，转染率高达 75.10%，但诱导率很

低，其中鼠的诱导率为 5个 GFP（绿色荧光蛋

白）阳性克隆/（5 × 10
4）体细胞，人的诱导率

为 2个 GFP 阳性克隆/（1 × 10
5）体细胞。此外，

miR-200 在 BMP、ZEB2 等辅助因子及 OS 转

录因子的协同作用下，还能成功诱导间叶细胞

向 上 皮 样 细 胞 转 换 及 iPSCs 的 产 生

（Samavarchi-Tehrani et al. 2010，Wang G et al. 

2013）。 

miRNAs还参与DNA的甲基化调控（Lin et 

al. 2011）。人 miR-302 只存在于胚胎干细胞和

多能性细胞中（Suh et al. 2004，Wilson et al. 

2009），是胚胎干细胞更新和多能性维持的关键

因子（Rosa et al. 2011）。Lin等（2011）通过诱

导 miR-302表达，无需转录因子即可将人毛囊

（human hair follicle，hHF）细胞成功重编程为

iPSCs，参与的靶因子包括 AOF1、AOF2、

MECP1-p66、MECP2，其中 miR-302 的表达依

赖于 AOF2-DNMT1 的抑制作用，表明基因组

的甲基化模式对人毛囊细胞的高效重编程是必

须的。此外，miR-302 还可取代 OS 等转录因

子将人和鼠的体细胞重编程为 iPSCs（Lin et al. 

2008，2011，Subramanyam et al. 2011），其作

用机制为 miR-302通过抑制胞质基因和多个关

键表观遗传调控子的表达，对 DNA 进行去甲

基化，从而引起体细胞重编程（Hu et al. 2013，

Lu et al. 2014），因为 miR-302 能抑制与 DNA

甲基化相关的胺氧化酶 1 基因（Aof1）的表达

（Gregory et al. 2008，Ciccone et al. 2009）。 

miRNAs还通过抑制 p53通路参与重编程。

抑癌基因 p53 对 DNA 的损伤应答、细胞周期

终止、衰老和凋亡等起着重要的促进作用，而

对重编程具有阻碍作用，故抑制 p53 的表达对

产生安全、高质量的 iPSCs 至关重要，可以提

高重编程的效率（Kanellopoulou et al. 2005）。

miR-145 是 P53（鼠 Trp53，人 TP53）的直接

靶 miRNA，属于 p53调控网络的成员，能显著

抑制 OCT4的功能（Suzuki et al. 2009），增强

miR-145的表达会抑制OSK等多能性因子的表

达，进而破坏胚胎干细胞的自我更新能力

（Cordes et al. 2009）。而 P53 能促进 miR-145的

成熟，抑制 p53通路则会引起 miR-145的表达

下调，进而促进重编程内源基因的表达，实现

体细胞的重编程（Suzuki et al. 2009）。此外，

miR-138、miR-17、miR-199 等家族成员也通过

抑制 p53 通路来增加 iPSCs 形成（Choi et al. 

2011，Li Z et al. 2011，Lu et al. 2012，Wang et al. 

2012，Ye et al. 2012）。这些结果均表明，

miRNAs 是细胞重编程的有力推动者，在 iPSCs

技术领域具有广泛的应用前景。目前 miRNAs

介导的重编程技术还不成熟，一些关键问题讫

待解决，如重编程中 miRNAs 的表达模式、

miRNAs 的靶目标、体细胞重编程为不同组织

干细胞所对应的 miRNAs、miRNAs 与重编程

因子的合作模式等。解决这些问题将有助于丰

富 miRNAs 介导的重编程技术，加快 miRNAs

在 iPSCs 生产上的应用。 

2.2.2  siRNAs 法  siRNAs 是外源性的具有沉

默效应的非编码双链小 RNAs，与 miRNAs 类

似，长约 21 ~ 25 nt，通过降解靶基因的 mRNA

或影响 mRNA 的稳定性，在转录后水平和翻译

水平抑制靶基因活性（Lipardi et al. 2001）。利

用 siRNAs的抑制效应，siRNAs也被应用于体

细胞重编程研究，能显著提高 iPSCs 的诱导效

率。siRNAs法介导的 iPSCs 诱导技术原理见图

2。 

目前，siRNAs主要通过干扰 p53通路参与

体细胞重编程。P53 在提高重编程效率中起负

反馈调节作用，降低 P53水平可以显著促进重

编程效率，可以通过表达 P53负调节蛋白的突

变体、减少对 P53 的信号输入、删去或敲除 p53

或其靶基因、加入 P21（即 Cdkn1a）或抑制重

编程诱导的细胞凋亡等途径降低 P53水平，以

实现体细胞重编程（Kawamura et al. 2009）。

Kawamura等（2009）还指出，采用 P53-shRNAs
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（short hairpin RNAs）复合体降低 P53 蛋白水平

时，仅用 OS 两个重编程因子就可显著提升鼠

成纤维细胞重编程为 iPSCs 的效率。主要的实

验流程包括：（1）从自野生型、p53缺失或 Mdmx

突变的 13.5 d 的鼠胚胎中获取 mEFs；（2）

P53-shRNAs 复合体构建；（3）用 HEK293 细

胞生产含有重编程因子和 siRNAs 的逆转录病

毒和慢病毒载体用于转染 mEFs；（4）转染 12 ~ 

14 d 后，用免疫荧光法检测 mEFs产生的 iPSCs

克隆。Zhao Y 等（2008）也有类似的报道，在

OSKM 四个转录因子的基础上加入 UTF1 和可

抑制 P53的 siRNAs，能将人成纤维细胞诱导为

iPSCs 的效率提高 100 倍以上。P53-siRNAs 对

重编程过程的促进作用主要体现在：① 

P53-siRNAs 能抑制细胞衰老，从而维持 iPSCs

的永生性（Qin et al. 2007，Mali et al. 2008，Zhao 

R et al. 2008）；② P53-siRNAs能抑制细胞凋

亡，故有助于细胞重编程。c-MYC在诱导人成

纤维细胞重编程为 iPSCs 时，会引起显著的细

胞凋亡和损失（Yamanaka 2007，Zhao R et al. 

2008），而 P53-siRNAs 则可显著抑制这一效应，

这也是P53-siRNAs能显著提高 iPSCs重编程效

率的重要原因。此外，P53 沉默也能显著提高

人体细胞重编程的效率，但 P53 缺失的 iPSCs

可能会增加癌变和基因组不稳定的风险，从而

限制了其应用（Kawamura et al. 2009）。为了消

除OSK和UTF1 mRNA长时间转染人成纤维细

胞引发的先天性免疫应答，Angel 等（2010）

构建了 siRNAs 与干扰素 β（Ifnb1）、Eif2ak2

和 Stat2 的复合体，解除了诱导过程中对细胞

的生长抑制，避免了炎性因子的产生，提高了

重编程效率。 

总之，虽然关于 siRNAs 介导的 iPSCs 技

术研究还较少，但其为 iPSCs 的产生提供了一

个新的策略模式，具有无限的发展潜力，值得

深入研究。 

2.2.3  lncRNAs法  lncRNAs 来源于内含子、

外显子、启动子区、3′、5′UTR 区及增强子序

列等（Jia et al. 2013），是含量丰富的转座因子

（Tes），在哺乳动物中已发现上千种，通过不

同的机制能在多水平激活或抑制基因表达

（Wang et al. 2011），例如在RNA水平，lncRNAs

通过转录后调控基因的表达，并有助于 mRNA

的翻译和降解（Gong et al. 2011，Guttman et al. 

2012，Yoon et al. 2012）。图 3显示了 lncRNAs

法介导的 iPSCs诱导技术原理。 

近来许多研究已证实，lncRNAs 在 iPSCs

多能性维持方面发挥重要作用，是重编程因子

的靶因子，通过转录后水平调控重编程因子的

表达，实现对多能性维持、体细胞重编程及细

胞分化的调控（Ng et al. 2010，Ghosal et al. 

2013，Hutchins et al. 2015）。Sheik等（2009）

报道 lncRNAs与重编程因子之间存在反馈环：

lncRNAs受到 OCT4和 NANOG等重编程因子

的调控，且为多能性维持所必需，同时 lncRNAs

受到抑制或错误表达时又会引起Oct4和Nanog

表达的显著改变。在鼠 ESCs 中也筛选出 4 个

lncRNAs，它们通过对 OCT4 和 NANOG 重编

程因子的转录后调控来参与调节鼠 ESCs 多能

性的维持（Mohamed et al. 2010）。Guttman 等

（2011）对鼠 ESCs中 147个 lncRNAs进行了功

能缺失研究，筛选出了 26个与多能性维持相关

的 lncRNAs，去除这 26个 lncRNAs会引起Oct4 

和 Nanog 启动子活性的降低，表明 lncRNAs

对鼠ESCs的分化起抑制作用从而保持多能性。

Chakraborty 等（2012）采用 RNAi 方法在鼠

ESCs中也筛选出了 3个 lncRNAs（Panct1，2，

3），能通过上调 Oct4 启动子的活性来维持多

能性。在人 ESCs 中，lncRNAs 与 SOX2 的绑

定对多能性的维持非常重要，因为 lncRNAs会

提高 SOX2与OKN等重编程因子组合的几率，

从而保持 ESCs的多能性（Ng et al. 2013）。最

近，Durruthy-Durruthy 等（2016）通过功能缺

失研究筛选出了 3个新的人 lncRNAs（HPAT2、

HPAT3 和 HPAT5），它们均对胚胎细胞多能

性的获得和内细胞团的形成具有重要的调控作

用；通过 CRISPR 系统介导的基因破坏实验和

全转录组分析还发现，HPAT5 是多能性调控网        
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图 3  lncRNAs 介导的体细胞重编程为 RiPSCs原理示意图 

Fig. 3  The schematic diagram for RiPSCs production mediated by lncRNAs 

RiPSCs. RNAs介导的诱导性多能干细胞；OSKMLN. OCT4，SOX2，KLF4，cMYC，LIN28，NANOG。 

RiPSCs. RNAs-mediated induced pluripotent stem cells; OSKMLN. OCT4, SOX2, KLF4, cMYC, LIN28, NANOG. 
 

络的关键因子且与 let-7 miRNAs家族有互作现

象。 

基于 lncRNAs在多能性维持方面的调控功

能，lncRNAs开始被应用于体细胞重编程研究。

Loewer 等（2010）采用 lincRNAs 与重编程因

子 OSN 共同作用，成功诱导出人 iPSCs，其中

lincRNAs对重编程具有重要的调节作用，是重

编程因子的直接靶目标， 3 个 lncRNAs

（ lincRNA-SFMBT2 、 lincRNA-VLDLR 和

lincRNA-RoR）的启动子位点受到 OCT4、SOX2

和 NANOG 的绑定，敲除 OCT4 会导致

lincRNAs 表达下调，意味着 lincRNAs 受到关

键重编程因子的直接调控（Loewer et al. 2010）。

此外，lincRNA-RoR 对 iPSCs 的生成数量和效

率具有正调控，调控机制为：lincRNA-RoR 通

过下调 p53 表达来抑制 p53 通路引发的 DNA

损伤、细胞凋亡等效应，以增加 iPSCs 存活率

的方式来实现多能性诱导（Loewer et al. 2010）。

Huarte等（2010）发现 lincRNA-RoR 与 p53通

路的连接是通过 P53 先激活 lincRNA-P21，

lincRNA-P21 又通过抑制 P53 的靶基因来介导

P53的活力。至于 lincRNA-RoR 与 p53通路的

相互作用机制目前尚不清楚。 

值得注意的是，有的 lncRNAs 还能抑制

miRNAs 的功能从而间接增强其靶目标的蛋白

表达（Cesana et al. 2011）。lncRNAs主要通过

与 miRNAs 竞争，抑制 miRNAs的功能，解除

miRNAs 的抑制效应。如成肌细胞中的

linc-MD1 可以取代 miR-133 和 miR-135，阻止

其对分化的抑制实现肌细胞的分化（Ng et al. 

2012，Hutchins et al. 2015）。Wang Y 等（2013）

报道，重编程调控子 lincRNA-RoR 通过与

miRNAs 共享 OCT4、SOX2、NANOG 的反应

元件，像海绵一样来阻止 miRNAs 介导的对主

要重编程因子的抑制作用，从而促进重编程。

由此可见，lncRNAs和 miRNAs 之间可能存在

功能补偿或功能冗余。表观遗传调控子 CBX7

对 ESCs 多能性维持具有重要意义，其功能的

发挥同时受到 lncRNAs（Yap et al. 2010）和

miRNAs 的调控（O'Loghlen et al. 2012）。

ncRNAs 之间的相互作用为 iPSCs 研究中

ncRNAs种类的选择提供了更多的组合可能。 
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综上所述，lncRNAs 作为基因调控的重要

元件之一，已经成为现代分子生物学的新热点。

采用高通量测序技术已经获得了大量 lncRNAs

序列，其中部分已经证实在多能性维持、体细

胞重编程及 iPSCs 分化中发挥重要的调节作

用，是一条潜在的 iPSCs 技术新途径。但目前

对其在这些细胞过程中的作用机制尚不明确，

故而限制了其在 iPSCs 技术中的应用。 

2.3  RNAs介导的几种 iPSCs诱导技术的比较 

RNAs 介导的几种 iPSCs 诱导技术均可快

速、高效、安全地诱导体细胞重编程为 iPSCs，

但每种方法均有其优缺点。mRNAs法通过将体

外转录的重编程因子 mRNA 导入体细胞，使其

在胞质中直接表达，从而诱导体细胞核重编程。

该法直接诱导、原理简单、易于操作，但步骤

较繁琐、诱导效率低、有增大细胞毒性的潜在

风险。miRNAs法和 siRNAs法均通过降解靶基

因 mRNA 或抑制其转录、翻译，在转录后水平

和翻译水平抑制靶基因活性，从而诱导体细胞

核重编程。与 mRNAs 法相比，miRNAs 和

siRNAs片段短（均约 22 nt），更易导入细胞，

且对外源重编程因子的需求较少或无，操作更

加简便、快捷、安全，诱导效率也较高。但参

与重编程的 miRNAs、siRNAs及其靶基因的筛

选是目前该技术的难点，进而限制了其广泛应

用。lncRNAs法基于 lncRNAs 在多能性维持方

面的重要作用，主要通过抑制 p53 通路或

miRNAs 的功能，解除它们对重编程的抑制作

用，从而促进 iPSCs 的产生。目前对 lncRNAs

调控体细胞重编程的机制尚不清楚，限制了其

在 iPSCs 技术中的应用。 

此外，虽然 miRNAs 和 siRNAs 均为非编

码的具有沉默效应的小 RNAs，参与体细胞重

编程的机制也类似，但仍存在一些差异，如

miRNAs为内源性单链小 RNAs，对靶基因的特

异性较低，碱基互补通常不完全，通过 miRNAs

途径抑制靶基因活性，主要作用于靶基因

3′UTR区（Lee et al. 1993）；而 siRNAs为外

源性双链小 RNAs，对靶基因的特异性很高，

要求碱基完全互补，且一个突变即可引起其沉

默效应的改变，通过 RNAi 途径抑制靶基因活

性，可作用于 mRNA 的任何部位等（Elbashirs 

et al. 2001）。这些差异在 miRNAs和 siRNAs

应用于 iPSCs 诱导的研究和应用中应予以充分

考虑。 

3  展望 

iPSCs 技术是基础干细胞研究、干细胞疗

法、药物筛选和再生医学的物质基础，具有广

阔的应用前景。RNAs 介导的几种 iPSCs 技术

消除了插入突变的风险，提高了诱导效率和速

度，为 iPSCs 的获得提供了新的更安全、高效、

简便的途径，有望成为 iPSCs 诱导的标准方法。

但目前这些方法仍存在着技术难度大、对试剂

敏感、劳动密集型操作过程、诱导效率不够高、

费用昂贵等问题，成为进一步广泛应用的限制

瓶颈。完美的重编程策略应是自身不留痕迹的

重编程过程或总体上无基因修饰，RNAs 介导

的重编程技术还需要从重编程因子的选择、亲

本细胞来源、培养条件等多方面继续进行不断

的综合优化，可以预期未来的重编程技术必将

是通过高效的基因传递运送最少的致瘤性重编

程因子实现 iPSCs 的高产。本综述将为 iPSCs

技术的革新提供有益参考。 
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