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旧的观点认为发育是不可逆的过程#而从分化的供者细胞

克隆出哺乳动物驳斥了这个观点'现已证明卵母细胞能重编

程供者核到胚胎状态#并发育成一个新的生物'未来将研究替

代核移植的重编程方法#不使用卵母细胞#在培养皿中重编程'

本文综述了重编程的几种方法#包括核移植*细胞融合*细胞提

取物*培养诱导和分子介导重编程的方法#对重编程的机制进

行了探讨'

C

!

在哺乳动物发育中的表观重编程的机制

!!

TQ,

甲基化是基因组主要的表观修饰#是调节基因组功

能的关键方面'在哺乳动物的两个发育期#在生殖细胞和胚胎

植入前#它们的甲基化形式是基因组广泛重编程#产生的细胞

有广泛的发育潜能#在正常发育和克隆动物#重编程对建立核

的全能性有关键作用'

在所有单细胞和多细胞生物#

TQ,

甲基化是一个被较好

研究的
TQ,

表观修饰'在分化组织#特定的去甲基化事件可

以导致基因表达进一步发生变化'在哺乳动物发育期#体内甲

基化形式的基因组广泛重编程#基因组的重要部分去甲基化#

过一段时间再甲基化'重编程事件的发展动力#和一些酶机

制#开始逐渐被了解'

总之#在哺乳动物胚胎有两个主要循环#在胚胎植入前的

发育和生殖细胞发育期的表观重编程基因组'重编程机制是

在胚胎植入前影响克隆胚胎的表观遗传学修饰和基因组功能#

因此逃脱重编程可能参与表观遗传#检测是否除了生殖细胞和

早期胚胎#重编程也参与干细胞分化是非常重要的'

D

!

核克隆和基因组表观重编程的机制

!!

通过核移植$

Q(

%克隆哺乳动物#会导致妊娠失败和新生

儿死亡#大部分只有少量操作的胚胎活着出生'因为不适当的

表观重编程#许多活着的胚胎有各种异常#克隆胚胎来源于供

者#比如胚胎干细胞#它们的早期发育基因需要很少或不需要

重编程#而来源于体细胞的
Q(

克隆则需要较多的重编程'克

隆动物出生和之后的存活与哺乳动物发育一致#尽管重要的转

录后失调#对表观遗传学异常相当耐受'

E

!

核重编程的几种方法

!!

卵母细胞能重编程供者核到胚胎状态#能指导发育成一个

新的生物'来源于病人特异的胚胎干细胞通过核移植的前景

强调了这个技术在再生医学的潜在使用'未来挑战将研究替

代核移植#在培养皿中重编程而不使用卵母细胞'

这篇综述讨论了不同方法用来诱导转化一个分化细胞到

胚胎多能状态#包括核移植*细胞融合*使用细胞提取物和培养

诱导重编程'本质上#重编程仍然是现象#因此#未来努力的目

标是在分子和生物化学水平剖析重编程'

E2C

!

核移植重编程的方法
!

通过核移植产生动物是相当地无

效#植入后不久许多克隆死亡'少数克隆存活到出生但伴有严

重的异常#比如肥胖(

1

)和成熟前死亡(

"

)

'在两栖动物的早期实

验表明#在供者细胞年龄和克隆存活之间有相反的联系'因

此#重要的问题是供者细胞分化的状态#是否影响哺乳动物重

编程的效率'通过评价克隆发育#重编程可以被功能的测量#

在几个不同水平#包括囊胚形成率*克隆胚胎存活到出生的百

分比#植入子宫后的生长#来源于克隆囊胚植出培养时多能
N!

细胞的频数'植入前重建卵母细胞为囊胚的发育#对实验参数

特别敏感#比如细胞周期阶段#转移核的物理条件'

E2D

!

通过细胞融合重编程的方法
!

不同细胞类型之间的融合

被用来研究分化状态的可逆性(

3

)

'在许多杂交体#较少分化融

合的配偶体的表型是主要的#超过较多分化融合的配偶体'多

能细胞对分化细胞的支配地位#在细胞杂交中表明#在体细胞

和鼠胚胎生殖细胞$

N*

%

(

$

)和
N!

细胞(

#

)之间#这个重编程能力

在人
N!

细胞是保守的(

5

)

'

从融合实验升起两个关键问题#对重编程是否
N!

细胞核

和细胞质是需要的#是否
TQ,

复制是需要的'第一个问题被

解决通过从一个
N!

细胞分离核组分$成核细胞%从细胞质组

分$细胞质%#这些组分分别与分离自神经球的神经元细胞融

合(

:

)

#在杂交体产生
N!

细胞成核细胞#

O-($

绿色荧光蛋白转

基因的再活化被检测到'通过对比#用
N!

细胞胞质融合神经

细胞球没有绿色荧光蛋白信号#表明核因子对分子重编程是必

需的#这些结论与两栖类(

0

)和鼠的克隆实验一致#这表明成功

重编程依赖于直接注射核到生殖囊泡或分裂期的卵母细胞#在

细胞质中核因子是可用的'重编程体细胞到多能性是潜在有

吸引力的方法#可产生定制细胞用于治疗而不依赖核移植'

E2E

!

用细胞提取物重编程的方法
!

用无细胞系统研究重编程

是对核转移和细胞融合有吸引力的替代'重要的抽提物能被

允许纯化#参与重编程的蛋白复合物'例如#暴露渗透的体青

蛙细胞到从蟾蜍卵制备的提取物中表明体细胞特异的
(,(,

连结蛋白
(V+

从染色质活性解离#通过
,(+

依赖的染色质重

塑因子
\!b\

的活性(

4

)

#表明主要的染色质重塑复合物参与到

重编程'在不同一套实验#人细胞暴露给蟾蜍卵提取物#处理

后升高的
O-($

转录水平被检测到(

1%

)

'然而#后来的实验不

能排除可能性#检测到的
O-($

信号来自于转录的
O-($

假基

因或蟾蜍
O-($

同系物#而不是再活化的内源
O-($

'另外#

没有稳定的重编程可见#在可逆渗透的传代培养的体细胞#表

明一个完整的卵母细胞是需要的#对功能去分化到多能状态'

概念上更简单的方法诱导重编程#渗透的
"43(

细胞暴露

1

小时在
N-

细胞(

11

)提取物中或
(

细胞系提取物(

1"

)
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O-($

或
(

细胞受体表达#被
)Q,

和蛋白分析检测到'然而

结论表明重编程体供者细胞到其他细胞类型是有问题'呈递

的数据不能排除可能性#被用来制备提取物的细胞基因产物被

检测到'关键报道
(-)

活化在重编程的成纤维细胞中#

(-)

表达要求
(-)

环的功能基因组重排#在重编程的成纤维细胞

没有被证明#表明检测到的信号是因为短暂吸收提取物中的

(-)

分子#而不是活化内源的
(-)

环'

E2F

!

培养诱导重编程的方法
!

至今讨论的方法要求暴露体核

到卵母细胞或
N!

细胞的核"质因子#而引起核重编程'然而#

在特定的物理条件下#整个细胞能去分化或转分化为另外的细

胞命运'细胞重编程的例子包括原基形成#在蝾螈或斑马鱼的

附属物再生过程中#测定成虫椎间盘细胞在果蝇#在哺乳动物

和果蝇重编程生殖细胞#重编程原始生殖细胞$

+*-

%为
N*

和

N-

细胞能被检测#当对比细胞来源的发育潜能和它们的体外

产物'例如#囊胚的内细胞团和来源的
N!

细胞都是多能的#

能成长为所有鼠的细胞类型#包括生殖细胞'尽管来自内细胞

团的
N!

细胞系(

13

)可能诱导表观变化有助于永久生长#在培养

细胞前后在发育潜能上没有不同被观察到'

最近#新生儿(

1$

)和成人(

1#

)睾丸细胞当暴露给特定组合的

生长因子表明#长成
N!

样细胞'

N!

样细胞表达多能细胞的

所有标志#移植后形成畸胎瘤#传递到生殖系成长为嵌合动物'

这样这些细胞代表仅有的清楚的例子#从正常新生和成年的哺

乳动物来源的多能细胞#对研究遗传疾病在不同细胞系可能有

用'然而#潜在严重的关心对这些细胞的任何治疗应用是不平

衡的基因组印记'父母的印记在
+*-

被擦除#随后重建雄性

特异或雌性特异形式#在随后的配子(

15

)

'雄性
N!

细胞来源于

两个雄性配子有雄性特异形式的印记#而雌性
N!

细胞来源于

两个雌性配子有雌性特异形式的印记(

1:

)

'雄性
N!

细胞不能

广泛地贡献于嵌合体#培养中的成纤维细胞显示了公开的转化

表型'相对地#雌性
N!

细胞显示了更广泛的分化潜能#从嵌

合胚胎解救的成纤维细胞进行了成熟前衰老'

E2G

!

分子介导重编程的方法
!

细胞提取物和核移植实验意味

着#在重编程体核时染色质重塑因子*

TQ,

和组蛋白修饰'通

过组合细胞外和细胞内信号
N!

细胞多能性维持'然而几乎

不知道这些修饰中哪个因子是目标#和对重编程是关键的'较

好理解基因对维持
N!

细胞多能性是重要的#

N!

细胞自身有

重编程活性#这些基因中的一些可能对体细胞重编程有作用'

N!

细胞多能性通过组合细胞内和细胞外信号被维持#细

胞外信号包括属的信号通路#比如信号转导子#转录活化剂
3

$

!(,(3

%#骨形态发生蛋白$

VW+

%和
bQ(

级连#而固有信号

包括
N!

细胞特异因子在转录水平执行维持多能性(

10

)

'至今#

没有功能分析多能维持基因对细胞重编程的效果'然而#间接

证据表明#在来自体细胞的囊胚克隆的多能基因
O-($

*

Q,QO*

和
!Oa"

的异常再活化#与克隆的异常发育之间有一

个联系(

14

)

'相对地#来自于已经表达多能基因的
N!

*

N*

或

N-

细胞的克隆显示了忠实的
O-($

活化#展示了增加的克隆

效率'

当前研究的一个关键问题是定义多能基因的下游目标基

因'基因组广泛定位分析人(

"%

)和鼠(

"1

)

N!

细胞的
O-($

*

Q,QO*

和
!Oa"

#表明了这些转录因子合作形成特定
N!

细

胞调节循环'这三个调节的目标基因常常编码其他发育重要

的转录因子基因#它们在多能未分化细胞中是沉默的#支持抑

制分化通路对维持多能性是必需的这一观点'

F

!

展
!!

望

!!

这是可能的吗0 充分重编程一个体细胞到
N!

样细胞而

不需要暴露核到卵母细胞的重编程因子'对重编程的基因和

通路是必需被鉴定的吗0 成体细胞的证据支持删除或活化单

个基因#能方便成熟细胞去分化为不成熟状态吗0 例如#在
V

细胞异位表达
--,,(

"增强子连结蛋白
/

"

$

-

"

NV+

"

%和
-

"

NV+

#

有助于它们重编程为巨噬细胞(

""

)

#相似的#失去
+,a#

或异位表达
#

/

连环蛋白(

"3

)在淋巴细胞前体赋予它们多系分化

潜能'在神经系统#当暴露给细胞外信号因子的特定组合(

"$

)

#

少突胶质细胞前体重编程为多能中枢神经系统样干细胞'相

似的#在呈递上皮生长因子时(

"#

)

#星形胶质细胞缺乏
\9&$@

"

,DB

肿瘤抑制环#有潜能重编程为
Q!

细胞'一些实验室发现

异位活化多能因子
O-($

在成年鼠#导致扩增成人前体细胞和

肿瘤形成(

"5

)

'重要地#当
O-($

关闭表达肿瘤完全被抑制#因

为扩增的前体细胞不断发生分化'这个发现表明成人前体细

胞仍然是有反应的#对这个关键的胚胎转录因子#因此#可以鉴

定成人前体细胞作为一个理想目标#对未来重编程进行努力'

一些
N!

细胞的多能维持基因通过遗传学筛选被鉴定(

":

)

#因

此#这将是可能的#设计获得功能和失去功能策略来鉴定基因

有助于重编程体细胞为
N!

样细胞'最后#这是可能的#进一

步选择重编程细胞#通过探索
N!

细胞抵抗发生
TQ,

去甲基

化(

"0

)

#这个处理#任何其他细胞类型不耐受的'
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人类辅助生殖技术$

@8878>=JD=
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#

,+(

%对于临床不孕不育的治疗无疑是
"%

世纪的一项伟大成

就'在辅助生殖技术中对配子和胚胎的非侵入性的评估是一

个焦点(

1

)

'选出最适合移植的胚胎是人工辅助生殖成功的重

要部分#通常筛选胚胎的方法是对胚胎进行系统的形态学评

估(

"/3

)

'尽管这种方法相对成熟#并且提高了怀孕率#但它自身

的缺陷仍然使超过
:%Y

的体外受精胚胎未能在母体内发育'

因此#人工辅助生殖技术将可能从众多的胚胎发育能力鉴定方

法中获益#从而进一步提高女性怀孕率并使日常的单胚胎移植

成为可能(

$

)

'

在组学$包括转录组学*基因组学*蛋白质组学和代谢组

学%技术的最新研究进展中#技术平台敏感性的提高使得运用

分子手段选择胚胎成为可能'人类特别关注对胚胎蛋白质组

的评估#它展现了胚胎的细胞功能和生理机能之间的联系'另

外#胚胎分泌蛋白质组学分析为胚胎评估提供了非侵入性的方

法(

1

)

'在本文中#综述讨论了蛋白质组学在人类胚胎分泌蛋白

组学鉴定中的角色及其在体外受精领域的潜在适用性和重要

性'鉴定和分析胚胎分泌蛋白组学也将拓展我们有关于早期

胚胎形成的知识#推动人类了解有关胚胎在植入过程中的

作用'

C

!

蛋白质组学和胚胎

人类蛋白质组由超过
1%%

万个蛋白质组成#其特征包括蛋

白质的表达水平#翻译后的修饰#蛋白与蛋白相互作用以及蛋

白质活性都会由于自身和外部条件刺激的影响而不断改变'

蛋白质组控制细胞功能并包含从每个细胞的特定基因表达产

物翻译得到的所有蛋白质(

#

)

'因此#关于蛋白质自身的研究对

于充分了解生物过程和细胞功能是至关重要的'

尽管最近蛋白质组学技术有所发展#但人类所掌握的胚胎

蛋白质组知识仍然非常有限'有限的模板*低浓度蛋白质*技

术平台敏感性不高*有限的蛋白质数据库信息等#仍是研究中

的主要障碍'分泌蛋白质组是指由细胞在特定时间产生和分

泌的蛋白质#它对于试图鉴别涉及特殊疾病状态的蛋白质的研

究人员来说有着特殊的意义(

5/:

)

'在人类辅助生殖技术中#分

泌蛋白质组包括由胚胎产生并分泌到周围培养基的蛋白质'

对这些胚胎分泌的蛋白质的蛋白质组评估可以促进非侵入性

的胚胎筛选方法的产生#从而提高人工辅助生殖的成功率(

0

)

'

目前来看#这项技术无疑是一项具有挑战性的工作#但随着蛋

白质组学技术的发展有望实现'

D

!

分泌蛋白质组和单蛋白质分析

在人类胚胎蛋白质组的初步研究中#主要进行的是对个别

+
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