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摘　要　目的：建立人类白细胞抗原（ｈｕｍａｎｌｅｕｋｏｃｙｔｅａｎｔｉｇｅｎ，ＨＬＡ）－Ｂ２７０４基因型强直性脊柱炎（ａｎｋｙｌｏｓｉｎｇｓｐｏｎｄｙｌｉｔｉｓ，ＡＳ）患者

来源的人诱导多能干细胞（ｈｕｍａｎ－ｉｎｄｕｃｅｄｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｈｉＰＳＣｓ）体系。方法：采用逆转录病毒介导的感染系统把 ＯＣＴ４、

ＳＯＸ２、ｃ－ＭＹＣ、ＫＬＦ４这４个外源转录因子导入ＨＬＡ－Ｂ２７０４基因型ＡＳ患者的尿液细胞中，重编程获得ｈｉＰＳＣｓ。通过形态观察、

碱性磷酸酶染色、免疫荧光染色、内源多能性相关基因检测、体外拟胚体（ｅｍｂｒｙｏｉｄｂｏｄｉｅｓ，ＥＢｓ）分化检测、ＥＢｓ三胚层基因检测以

及畸胎瘤形成实验，鉴定获得的ｈｉＰＳＣｓ。结果：病毒感染尿液细胞后第４天至第５天细胞核质比增大，第１４天左右出现克隆，第

２４天后形成与人胚胎干细胞（ｈｕｍａｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｈＥＳＣｓ）相似的克隆。碱性磷酸酶染色显示，ｈｉＰＳＣｓ和ｈＥＳＣｓ－Ｈ１一样，

均被染成紫红色，呈阳性。免疫荧光染色显示，ｈＥＳＣｓ阶段特异性胚胎抗原４及ＥＳＣｓ转录因子ＯＣＴ４、ＳＯＸ２均呈阳性。ｈｉＰＳＣｓ内

源多能性基因ＯＣＴ４、ＳＯＸ２、ＮＡＮＯＧ和 ＲＥＸ１的表达与 Ｈ１内源多能性相关基因的表达比较，差异均无统计学意义（１．００６±

０．２０８，１．０００±０．３４０，ｔ＝０．０３８，Ｐ＝０．９７２；１．０６１±０．１４０，１．０００±０．３８７，ｔ＝０．４３１，Ｐ＝０．６８９；１．３８６±０．３５４，１．０００±０．０３２，ｔ＝

１．４６７，Ｐ＝０．３０３；１．２８０±０．２８３，１．０００±０．０１３，ｔ＝１．３９８，Ｐ＝０．２３５）。ＥＢｓ高表达内胚层基因 ＡＦＰ、ＧＡＴＡ４，中胚层基因 ＭＥＸ１、

ＴＢＸ１，外胚层基因ＰＡＸ６、ＳＯＸ１；ＥＢｓ三胚层基因 ＡＦＰ、ＧＡＴＡ４、ＴＢＸ１、ＭＳＸ１、ＰＡＸ６、ＳＯＸ１的相对表达量均高于 ｈｉＰＳＣｓ（６０．６９５±

８．７４６，１．０００±０．２４５，ｔ＝９．６４７，Ｐ＝０．０１１；３．７２４±０．１４４，１．０００±０．４１７，ｔ＝１２．１３６，Ｐ＝０．００７；４．２２４±０．８６９，１．０００±０．１３０，ｔ＝

４．９８８，Ｐ＝０．０３８；６８４．８００±６３．３２６，１．０００±０．２１１，ｔ＝１５．２７０，Ｐ＝０．００４；１３１．５６１±１５．７８５，１．０００±０．２３２，ｔ＝１１．７００，Ｐ＝０．００７；

９８．５０７±４０．４４３，１．０００±０．２１５，ｔ＝１６．０００，Ｐ＝０．００４）。ｈｉＰＳＣ体内形成畸胎瘤，ＨＥ染色可见内、中、外３个胚层的组织细胞；其

中内胚层为小肠上皮组织细胞，中胚层为肌肉组织细胞，外胚层为神经上皮组织细胞。结论：采用逆转录病毒介导的感染系统把

ＯＣＴ４、ＳＯＸ２、ｃ－ＭＹＣ、ＫＬＦ４这４个外源转录因子导入 ＨＬＡ－Ｂ２７０４基因型 ＡＳ患者的尿液细胞中，经过重编程，可成功建立

ＨＬＡ－Ｂ２７０４基因型ＡＳ患者来源ｈｉＰＳＣｓ体系。
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ｆｒｏｍｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＨＬＡ－Ｂ２７０４ｇｅｎｏｔｙｐｉｃＡＳｃａｎｂｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｔｈｒｏｕｇｈｉｎｔｒｏｄｕｃｉｎｇｆｏｕｒｅｘｏｇｅｎｏｕｓｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｉｎｃｌｕ

ｄｉｎｇＯＣＴ４，ＳＯＸ２，ｃ－ＭＹＣａｎｄＫＬＦ４ｉｎｔｏＵＣｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＨＬＡ－Ｂ２７０４ｇｅｎｏｔｙｐｉｃＡＳｂｙｕｓｉｎｇｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓ－ｍｅｄｉａｔｅｄｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ

ａｎｄｒｅｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇｔｈｅＵＣｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｓｐｏｎｄｙｌｉｔｉｓ，ａｎｋｙｌｏｓｉｎｇ；ＨＬＡａｎｔｉｇｅｎｓ；ｕｒｉｎｅ；ｉｎｄｕｃｅｄｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔｓｔｅｍｃｅｌｌｓ

　　强直性脊柱炎（ａｎｋｙｌｏｓｉｎｇｓｐｏｎｄｙｌｉｔｉｓ，ＡＳ）是一种
慢性自身免疫性骨关节病，发病以侵犯骶髂关节和脊

柱为主，后期可导致患者中轴关节竹节样变、畸形，严

重影响患者的生存质量［１］。目前有关其发病机制尚

不明确，学术界一致认为遗传因素是其发病的主要因

素之一。有研究已证实人类白细胞抗原（ｈｕｍａｎｌｅｕ
ｋｏｃｙｔｅａｎｔｉｇｅｎ，ＨＬＡ）－Ｂ２７基因与 ＡＳ的发病有密切
关系［２］。ＨＬＡ－Ｂ２７具有多态性，不同 ＨＬＡ－Ｂ２７亚
型对 ＡＳ的遗传易感性有不同的影响，而在我国
ＨＬＡ－Ｂ２７０４与ＡＳ的关联性最强［３］。从基因水平了

解不同易感基因亚型对 ＡＳ发病机制的研究有重要
意义。

人诱导多能干细胞（ｈｕｍａｎ－ｉｎｄｕｃｅｄｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｈｉＰＳＣｓ）是把特定的转录因子导入体细胞
中重编程而来，其表达与人胚胎干细胞（ｈｕｍａｎｅｍ
ｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｈＥＳＣｓ）的表达相似，具有相同的基
因和蛋白，有很强的自我更新和多向分化能力。ｈｉＰＳ
Ｃｓ的这种“返老还童”能力及其无胚胎干细胞（ｅｍ
ｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＥＳＣｓ）应用的伦理问题限制的优
势，使其为研究遗传疾病的机制提供了一个非常有效

便捷的途径。目前已有多种疾病的特异性诱导多能

干细胞（ｉｎｄｕｃｅｄｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｉＰＳＣｓ）疾病模
型被建立［４－５］。本研究采用逆转录病毒介导的感染

系统，选取经典的“ＯＣＴ４＋ＳＯＸ２＋ＫＬＦ４＋ｃ－ＭＹＣ”４

个外源转录因子组合导入ＨＬＡ－Ｂ２７０４基因型ＡＳ患
者的尿液细胞（ｕｒｉｎａｒｙｃｅｌｌｓ，ＵＣｓ）中，建立 ＡＳ患者特
异性ｈｉＰＳＣｓ模型，旨在为ＡＳ的致病机制及药物筛选
提供良好的模型，以期今后更好地指导 ＡＳ的临床
治疗。

１　材料和仪器
１．１　实验标本和动物　ＡＳ患者外周血液５ｍＬ和尿
液２００ｍＬ（来源于浙江省杭州市萧山区中医院的住
院患者）；４～６周非肥胖糖尿病／严重联合免疫缺陷
（ｎｏｎｏｂｅｓｅｄｉａｂｅｔｅｓ／ｓｅｖｅｒｅｃｏｍｂｉｎｅｄｉｍｍｕｎｅｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ，
ＮＯＤ／ＳＣＩＤ）雄性小鼠（上海斯莱克实验动物有限责
任公司）。实验方案经医院伦理委员会审查通过。

１．２　实验质粒和细胞　ｐＭＸ－ｈｕ－ＳＯＸ２、ｐＭＸ－
ｈｕ－ＯＣＴ４、ｐＭＸ－ｈｕ－ｃ－ＭＹＣ、ｐＭＸ－ｈｕ－ＫＬＦ４、
ｐＭＸ－ＧＦＰ、ＰＣＬ－ＥＣＯ包装质粒，ｈＥＳＣｓ细胞系 Ｈ１，
２９３Ｔ细胞（均由浙江大学严庆丰教授惠赠）。
１．３　实验试剂和仪器　胎牛血清、ｄｕｌｂｅｃｃｏ改良 ｅａ
ｇｌｅ培养基（ｄｕｌｂｅｃｃｏｍｏｄｉｆｉｅｄｅａｇｌｅｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）／
Ｆ１２、明胶（Ｇｉｂｃｏ公司），Ｍａｔｒｉｇｅｌ、ＳｔｅｍＬｉｇｈｔＴＭＰｌｕｒｉ
ｐｏｔｅｎｃｙＡｎｔｉｂｏｄｙＫｉｔ（ＭｅｒｃｋＭｉｌｌｉｐｏｒｅ公司），ｍＴｅＳＲ１
培养基（ｓｔｅｍｃｅｌｌ公司），肾上皮细胞培养基（ｒｅｎａｌｅｐ
ｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｍｅｄｉｕｍ，ＲＥＧＭ）（Ｌｏｎｚａ公司），Ａｃ
ｃｕｔａｓｅ酶、Ｄｉｓｐｅａｓｅ分散酶（Ｓｉｇｍａ公司），Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ
ＱｕａｌｉｔｙＰＣＲＫｉｔ、ＲＮＡ反转录 ＲＮＡｉｓｏＲｅａｇｅｎｔＫｉｔ、
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ＵｎｉｖｅｒｓａｌＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡ ＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ、２ｘＰＣＲ Ｍｉｘ
（Ｔａｋａｌａ公司），１３００－Ａ２型生物安全柜、３１００型二氧
化碳培养箱（赛默飞世尔科技公司），倒置荧光显微镜

（尼康公司），离心机、聚合酶链式反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）仪（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），凝胶成像
仪、酶标仪（厦门宝特科技公司），电泳仪（安玛西亚

中国有限公司）。

２　方　法
２．１　培养基的配制　ＵＣｓ培养基：５０％成纤维细胞
（ｍｏｕｓｅｅｍｂｒｙｏｎｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＭＥＦ）培养基 ＋５０％
ＲＥＧＭ；拟 胚 体 （ｅｍｂｒｙｏｉｄｂｏｄｉｅｓ，ＥＢｓ）培 养 基：
ＤＭＥＭ／Ｆ１２＋２０％血清替代物 ＋１％非必须氨基酸 ＋
１％ＧｌｕｔａＭａＸ＋１０μｍｏｌβ－巯基乙醇。
２．２　ＨＬＡ－Ｂ２７０４基因的测定　按外周血ＲＮＡ提取
试剂盒说明书提取总 ＲＮＡ，逆转录成 ｃＤＮＡ，ＲＴ－
ＰＣＲ扩增目的基因 ＨＬＡ－Ｂ２７，上游引物（Ｆ）为
ＧＧＴＣＣＡＡＧＡＣＧＡＧＧＡＧＧＴＴＣ，下游引物（Ｒ）为
ＣＧＴＧＧＧＡＣＡＧＧＡＧＧＡＡＴＴＡＧ。凝胶电泳确定条
带，即ＨＬＡ－Ｂ２７阳性，通过对 ＰＣＲ产物测序明确
ＨＬＡ－Ｂ２７的亚型（杭州擎科生物技术有限公司）。
２．３　ｈｉＰＳＣｓ的诱导
２．３．１　饲养层细胞的制备　取１３．５ｄ的孕鼠胚胎
（前期实验制备冻存），消化分离培养获得小鼠胚胎

ＭＥＦ，取第３代ＭＥＦ，用丝裂霉素 Ｃ处理完成饲养层
细胞制备，分装、液氮冻存备用。

２．３．２　ＵＣｓ的获取　将 ＡＳ患者尿液平均分装到
５０ｍＬ的离心管中，室温下用离心机离心１０ｍｉｎ（转速
１５００ｒ·ｍｉｎ－１，离心半径１８ｃｍ）；吸弃上清，用含双
抗的磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）洗
２遍；ＵＣｓ培养基重悬沉淀后，将细胞接种于６孔板的
一个孔中，注意接种前预先铺被０．１％的明胶；将其
置于细胞培养箱中培养３ｄ后换液，然后隔天换液，
６～１０ｄ左右会有克隆长出，待长到合适密度，用
０．２５％胰酶消化传代、冻存备用。

２．３．３　ｈｉＰＳＣｓ的克隆　分别将 ｐＭＸ－ｈｕ－ＳＯＸ２、
ｐＭＸ－ｈｕ－ＯＣＴ４、ｐＭＸ－ｈｕ－ＫＬＦ４和 ｐＭＸ－ｈｕ－
ｃ－ＭＹＣ这４种病毒用 ＰＣＬ－ＥＣＯ质粒包装好后，通
过磷酸钙转染的方式将其转入 ２９３Ｔ细胞内；收集
４８ｈ和７２ｈ的病毒上清，用０．４５μｍ滤膜过滤后，将
４种病毒液按１∶１∶１∶１比例混合后感染 ＵＣｓ，并加入
终浓度为８μｇ·ｍＬ－１聚凝胺提高感染效率，每次感
染１２ｈ后换成ＵＣｓ培养基培养；感染后第４天至第５
天细胞出现聚集、核质比增大等变化时，消化细胞，取

１×１０５～２×１０５个细胞传到饲养层细胞上培养，然后
换 ｍＴｅｓＲ１培养基培养，每天换液，直至克隆开始
出现。

２．４　ｈｉＰＳＣｓ的鉴定
２．４．１　碱性磷酸酶染色　吸出细胞培养液，用 ＰＢＳ
洗２～３遍，４％多聚甲醛固定１～２ｍｉｎ；吸出固定液，
用ＰＢＳ洗２遍，再用ＴｒｉｓＢｕｆｆｅｒｅｄＳａｌｉｎｅｗｉｔｈＴｗｅｅｎ－
２０缓冲液洗２遍；加入足量的染色剂使染液充分覆盖
孔底，室温避光孵育１５～２０ｍｉｎ；吸弃染色液，用 ＰＢＳ
洗１遍，显微镜下观察、拍照。
２．４．２　免疫荧光染色　细胞用４％多聚甲醛室温固
定３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３遍；０．２％Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ１００室温通透
３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３遍；３％ＢＳＡ室温封闭１～２ｈ后，加
一抗４℃过夜，ＰＢＳ洗 ３遍；加二抗，室温避光孵育
１～２ｈ；加入终浓度为 １μｇ·ｍＬ－１的 ４’，６－二脒
基－２－苯基吲哚，室温避光放置５ｍｉｎ；封片剂封片，
荧光显微镜下观察。

２．４．３　ｈｉＰＳＣｓ内源多能性相关基因检测　采用 Ｔｒ
ｉｚｏｌ法提取总ＲＮＡ，酶标仪测ＲＮＡ的ＯＤ值；用ＴａＫａ
Ｒａ反转录试剂盒将１μｇ的 ＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ，按
照ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭＫｉｔ说明书操作，ＰＣＲ扩增
目的基因，其中引物序列见表１；以 ＧＡＰＤＨ为内参基
因，并采用２－ΔΔＣｔ法计算各组间的基因表达差异
（Ｃｔ值为每个反应管内的荧光信号到达所设定的阈
值时所经历的循环数）。

表１　人诱导多能干细胞内源多能性相关基因引物

基因 上游引物 下游引物

ＯＣＴ４ ＣＣＴＣＡＣＴＴＣＡＣＴＧＣＡＣＴＧＴＡ ＣＡＧＧＴＴＴＴＣＴＴＴＣＣＣＴＡＧＣＴ
ＳＯＸ２ ＣＣＣＡＧＣＡＧＡＣＴＴＣＡＣＡＴＧＴ ＣＣＴＣＣＣＡＴＴＴＣＣＣＴＣＧＴＴＴＴ
ＮＡＮＯＧ ＴＧＡＡＣＣＴＣＡＧＣＴＡＣＡＡＡＣＡＧ ＴＧＧＴＧＧＴＡＧＧＡＡＧＡＧＴＡＡＡＧ
ＲＥＸ１ ＴＣＧＣＴＧＡＧＣＴＧＡＡＡＣＡＡＡＴＧ ＴＣＧＣＴＧＡＧＣＴＧＡＡＡＣＡＡＡＴＧ
ＧＡＰＤＨ ＡＴＴＧＣＣＣＴＣＡＡＣＧＡＣＣＡＣＴ ＡＴＧＡＧＧＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴ
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２．４．４　ＥＢｓ分化及其三胚层基因检测　ｈｉＰＳＣｓ在６
孔培养板中长至９０％时，用 ｄｉｓｐａｓｅ酶消化法消化细
胞，ＤＭＥＭ／Ｆ１２洗１遍；加入 ＥＢｓ培养基，用机械法呈
“井”字形刮下细胞，将其转移至低黏附培养瓶中悬浮

培养；补充培养液至５ｍＬ，在３７℃条件下将其置入

５％的ＣＯ２培养箱中培养，每天换液；７ｄ后将其接种至
铺有明胶的培养板上，使其贴壁生长，培养基不变，每

２ｄ换液；细胞在培养板中长满时收集细胞，采用Ｔｒｉｚｏｌ
法提取总ＲＮＡ，实时荧光定量ＰＣＲ检测ＥＢｓ内、中、外
３个胚层基因的表达，ＥＢｓ三胚层基因引物见表２。

表２　拟胚体三胚层基因引物

基因 上游引物 下游引物

ＡＦＰ ＡＴＴＧＧＣＡＡＡＧＣＧＡＡＧＣＴＧ ＧＣＴＧＴＧＧＣＴＧＣＣＡＴＴＴＴＴ
ＧＡＴＡ４ ＣＡＧＡＡＡＡＣＧＧＡＡＧＣＣＣＡＡ ＴＴＧＣＴＧＧＡＧＴＴＧＣＴＧＧＡＡＧ
ＴＢＸ１ ＡＧＣＧＡＧＡＡＡＴＡＴＧＣＣＧＡＧＧ ＴＴＣＧＣＧＡＡＧＧＧＡＴＴＧＣＴ
ＭＳＸ１ ＣＴＣＣＧＣＡＡＡＣＡＣＡＡＧＡＣＧＡＡ ＧＴＡＧＴＣＴＣＴＴＴＧＣＣＴＴＧＧＣＧ
ＰＡＸ６ ＴＴＧＣＴＴＧＧＧＡＡＡＴＣＣＧＡＧ ＴＧＣＣＣＧＴＴＣＡＡＣＡＴＣＣＴＴ
ＳＯＸ１ ＴＴＴＣＣＣＣＴＣＧＣＴＴＴＣＴＣＡ ＴＧＣＡＧＧＣＴＧＡＡＴＴＣＧＧＴＴ

２．４．５　畸胎瘤形成实验　待 ｈｉＰＳＣｓ在一个直径
１０ｃｍ的细胞培养盘里长满后用 Ａｃｃｕｔａｓｅ酶将其消化
下来，收集到１．５ｍＬ的离心管中；用 ＤＭＥＭ／Ｆ１２稀
释的Ｍａｔｒｉｇｅｌ（Ｍａｔｒｉｇｅｌ：ＤＭＥＭ／Ｆ１２＝１：２）重悬，不少
于３００μＬ；加入１０μＬ的Ｙ３７６３２后，用１ｍＬ注射器
将其注入到ＮＯＤ／ＳＣＩＤ小鼠后腿的肌肉中；移植８～
１０周后，颈椎脱臼处死小鼠，取出肿瘤，石蜡包埋，做
组织切片，ＨＥ染色观察。
２．５　数据统计学分析　采用 ＳＰＳＳ１８．０统计软件对
所得数据进行统计学分析，ｈｉＰＳＣｓ内源多能性相关基
因表达与 Ｈ１内源多能性相关基因表达的比较以及
ｈｉＰＳＣｓ分化前后三胚层基因相对表达量的比较均采
用ｔ检验，检验水准α＝０．０５。

３　结　果
３．１　ＡＳ患者 ＨＬＡ－Ｂ２７基因及其基因亚型鉴定结
果　以 ＡＳ患者 ｂｌｏｏｄ－ｃＤＮＡ和 ｉＰＳＣ－ｃＤＮＡ为模
板，凝胶成像仪下可见清晰条带，且大小一致；以正常

人 Ｃｔｒｏｌ－ｉＰＳＣ和 ＥＳＣ－Ｈ１细胞 ｃＤＮＡ作为阴性
对照，凝胶成像仪下未见条带（图１）。ＡＳ患者ｃＤＮＡ
的 ＰＣＲ产物测序显示，ＡＳ患者为 ＨＬＡ－Ｂ２７０４基
因型。

图１　人类白细胞抗原Ｂ２７基因凝胶成像图

３．２　ｈｉＰＳＣｓ克隆形成的观察结果　病毒感染ＵＣｓ后
第４天至第５天细胞核质比增大［图２（１）］，第１４天
左右出现克隆［图２（２）］，第２４天后形成与ｈＥＳＣｓ相
似的克隆［图２（３）］。

图２　人诱导多能干细胞克隆（×１００）
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３．３　ｈｉＰＳＣｓ的鉴定结果
３．３．１　碱性磷酸酶染色结果　ｈｉＰＳＣｓ和ｈＥＳＣｓ－Ｈ１
一样，均被染成紫红色，呈阳性。见图３。

３．３．２　免疫荧光染色结果　ｈＥＳＣｓ阶段特异性胚胎
抗原４（ｓｔａｇｅｓｐｅｃｉｆｉｃｅｍｂｒｙｏｎｉｃａｎｔｉｇｅｎ４，ＳＳＥＡ４）及
ＥＳＣｓ转录因子ＯＣＴ４、ＳＯＸ２均呈阳性（图４）。

图３　人诱导多能干细胞和胚胎干细胞－Ｈ１碱性磷酸酶染色结果（×１００）

图４　人诱导多能干细胞免疫荧光染色结果（×２００）

Ｄａｐｉ为细胞核，Ｍａｒｋｅｒｐｒｏｔｅｉｎ为标志蛋白，Ｍｅｒｇｅ为Ｄａｐｉ和Ｍａｒｋｅｒｐｒｏｔｅｉｎ图层的合并
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３．３．３　ｈｉＰＳＣｓ内源多能性相关基因表达量检测结果
　ｈｉＰＳＣｓ内源多能性基因 ＯＣＴ４、ＳＯＸ２、ＮＡＮＯＧ和

ＲＥＸ１的表达与 Ｈ１内源多能性相关基因的表达比
较，差异均无统计学意义（表３）。

表３　ｈｉＰＳＣｓ内源多能性相关基因表达与Ｈ１内源多能性相关基因表达的比较　ｘ±ｓ

组别 ＯＣＴ４ ＳＯＸ２ ＮＡＮＯＧ ＲＥＸ１
Ｈ１１） １．０００±０．３４０ １．０００±０．３８７ １．０００±０．０３２ １．０００±０．０１３
ｈｉＰＳＣｓ２） １．００６±０．２０８ １．０６１±０．１４０ １．３８６±０．３５４ １．２８０±０．２８３
ｔ值 ０．０３８ ０．４３１ １．４６７ １．３９８
Ｐ值 ０．９７２ ０．６８９ ０．３０３ ０．２３５

１）人诱导多能干细胞细胞系Ｈ１；２）人诱导多能干细胞

３．３．４　ＥＢｓ分化及三胚层基因相对表达量检测结果
体外ｈｉＰＳＣｓ悬浮培养形成ＥＢｓ球，ＥＢｓ贴壁后分化成
形态各异的细胞（图 ５）。ＥＢｓ高表达内胚层基因
ＡＦＰ、ＧＡＴＡ４，中胚层基因 ＭＥＸ１、ＴＢＸ１，外胚层基因
ＰＡＸ６、ＳＯＸ１；ＥＢｓ三胚层基因 ＡＦＰ、ＧＡＴＡ４、ＴＢＸ１、
ＭＳＸ１、ＰＡＸ６和 ＳＯＸ１的相对表达量均高于 ｈｉＰＳＣｓ
（表４）。
３．３．５　畸胎瘤染色结果　ｈｉＰＳＣ体内形成畸胎瘤，ＨＥ
染色可见内、中、外３个胚层的组织细胞；其中内胚层
为小肠上皮组织细胞［图６（１）］，中胚层为肌肉组织细
胞［图６（２）］，外胚层为神经上皮组织细胞［图６（３）］。

图５　拟胚体分化情况 （×１００）

图片右下角显示拟胚体贴壁第７天分化情况

表４　ｈｉＰＳＣｓ分化前后三胚层基因相对表达量比较　ｘ±ｓ

组别 ＡＦＰ ＧＡＴＡ４ ＴＢＸ１ ＭＳＸ１ ＰＡＸ６ ＳＯＸ１
ｈｉＰＳＣｓ１） １．０００±０．２４５ １．０００±０．４１７ １．０００±０．１３０ １．０００±０．２１１ １．０００±０．２３２ １．０００±０．２１５
ＥＢｓ２） ６０．６９５±８．７４６ ３．７２４±０．１４４ ４．２２４±０．８６９ ６８４．８００±６３．３２６１３１．５６１±１５．７８５ ９８．５０７±４０．４４３
ｔ值 ９．６４７ １２．１３６ ４．９８８ １５．２７０ １１．７００ １６．０００
Ｐ值 ０．０１１ ０．００７ ０．０３８ ０．００４ ０．００７ ０．００４

１）人诱导多能干细胞；２）体外拟胚体

图６　畸胎瘤ＨＥ染色结果 （×１００）

４　讨　论
ＡＳ是一种遗传因素为主的多基因复杂的慢性自

身免疫性疾病［６］。在我国有超过４００万人患有 ＡＳ，
目前有关其发病机制尚未明确。学术界广泛认为该

病是遗传因素和环境因素相互作用的结果，尤其是遗

传因素，可以确定与该病有着密切关系，其对ＡＳ的易

感率超过９０％［７］。有研究提示 ＡＳ是一种具有高度

遗传倾向的复杂的多基因遗传疾病［８］。１９７３年，

Ｂｒｅｗｅｒｔｏｎ等人首次发现 ＨＬＡ－Ｂ２７与 ＡＳ的发生有
着密切的关系，之后随着全基因组关联研究的深入，

越来越多与ＡＳ相关的非主要组织相容性复合体遗传

易感基因被发现，如白细胞介素２３［９］、内质网氨基肽
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酶１［１０］、转录信号转导子与激活因子 ３［１１］等。但

ＨＬＡ－Ｂ２７是迄今为止发现的与 ＡＳ关联性最强的基
因，在ＡＳ患者中 ＨＬＡ－Ｂ２７阳性患者超过９０％［１２］。

ＨＬＡ－Ｂ２７是人类６号染色体短臂上ＭＨＣ－Ｉ类分子
Ｂ位点上的等位基因，全长约３．４ｋｂ，由７个内含子
和８个外显子组成。ＨＬＡ－Ｂ２７基因具有多态性，截
止目前为止，已有 １５９个 Ｂ２７亚型被发现，包括
Ｂ２７０１～Ｂ２７２１、Ｂ２７２３～Ｂ２７１６０。Ｂ２７基因亚型人群
分布存在地域差异，Ｂ２７０２多见于地中海人群，Ｂ２７０６
存在于东南亚人群，Ｂ２７０５多见于白种人和美洲印第
安人，而在我国，以 Ｂ２７０４最为常见。在这些亚型当
中，与 ＡＳ发病相关的基因亚型有 Ｂ２７０２、Ｂ２７０３、
Ｂ２７０４、Ｂ２７０５、Ｂ２７０６、Ｂ２７０７、Ｂ２７０８、Ｂ２７１０、Ｂ２７１４、
Ｂ２７１５和 Ｂ２７１９，其中 Ｂ２７０４是与 ＡＳ关联性最强的
亚型。

２００６年，日本京都大学山中伸弥教授首次把
ＯＣＴ４、ＳＯＸ２、ＫＬＦ４、ｃ－ＭＹＣ４个转录因子导入小鼠的
ＭＥＦ中，得到了具有与胚胎干细胞类似生物学特性的

克隆团样细胞，把它称之为 ｉＰＳＣｓ［１３］。ｉＰＳＣｓ是从已

分化或分化成熟的体细胞诱导而来，可以把分化成熟

的终末细胞变回到最初具有强大自我更新和分化潜

能的状态，并且可以保留原来重编程细胞基因组的完

整性，这使其在细胞替代治疗、药物筛选和疾病机制

研究上有广泛的应用前景。因 ｉＰＳＣｓ的表达与 ＥＳＣｓ
具有相同的基因和蛋白有很强的自我更新和多向分

化能力，因此鉴定ｉＰＳＣｓ可以参照 ＥＳＣｓ的鉴定标准。
ＥＳＣｓ具有较高的碱性磷酸酶活性，可以表达 ＥＳＣｓ特
异性蛋白，在体内外均具有多向的分化能力等，而鉴

定ｉＰＳＣｓ诱导成功的关键是在动物体内可以形成畸
胎瘤。故而本研究采用碱性磷酸酶染色法、免疫荧光

染色法、检测ｈｉＰＳＣｓ内源多能性相关基因、检测 ＥＢｓ
三胚层基因和畸胎瘤实验来鉴定 ｈｉＰＳＣｓ。本实验结
果显示，ｈｉＰＳＣｓ经碱性磷酸酶染色后，与 ＥＳＣｓ－Ｈ１
一样，均被染成紫红色，呈阳性，这说明诱导获得的

ｈｉＰＳＣｓ同ＥＳＣｓ一样具有高的碱性磷酸酶活性；ｈＥＳＣｓ
ＳＳＥＡ４及ＥＳＣｓ转录因子ＯＣＴ４、ＳＯＸ２均呈阳性，说明
ｈｉＰＳＣｓ表达与ＥＳＣｓ表达相同。ｈｉＰＳＣｓ内源多能性基
因ＯＣＴ４、ＳＯＸ２、ＮＡＮＯＧ和ＲＥＸ１的表达与 Ｈ１比较，
差异均无统计学意义，说明 ｈｉＰＳＣｓ可以表达与胚胎
干细胞相似的特异多能性基因；ＥＢｓ三胚层基因
ＡＦＰ、ＧＡＴＡ４、ＴＢＸ１、ＭＳＸ１、ＰＡＸ６和 ＳＯＸ１的相对表

达量均高于 ｈｉＰＳＣｓ，表明 ｈｉＰＳＣｓ在体外具有多向分
化能力；畸胎瘤染色结果也表明，ｈｉＰＳＣｓ在体内有多
潜能的分化能力。

ｈｉＰＳＣｓ［１４］、不同组织来源的重编成细胞［１５］、不同

的诱导方式［１６－１７］、不同因子的组合［１８］这样一个“鸡

尾酒”的诱导方式均可以建立起 ｉＰＳＣｓ体系［１９］。本

研究采用“磷酸钙转染 ＋逆转录病毒 ＋‘ＯＳＫＭ’＋
ＵＣｓ”的组合建立了 ＡＳ患者来源 ｈｉＰＳＣｓ体系。磷酸
钙转染是利用细胞内吞作用将形成的磷酸钙 －ＤＮＡ
复合体导入细胞内的一种转染方法，相对于其他转染

方法，具有成本低、获取方便的优点；逆转录病毒属于

ＲＮＡ病毒，它可以将外源基因整合到细胞基因组
ＤＮＡ中，永久稳定的表达，效率高；“ＯＳＫＭ”四因子组
合是Ｙａｍａｎａｋａ最初从上百个转录因子中选取的的４
个因子，虽然现在有各种因子的组合方式可以成功诱

导出ｉＰＳＣｓ，但四因子组合是最经典的也是应用最成
熟的诱导 ｉＰＳＣｓ的方式，其诱导成功率也相对较高。
２０１１年，中国科学院广州生物医药与健康研究院成
功将人的ＵＣｓ诱导成 ｈｉＰＳＣｓ［２０］。ＵＣｓ相对于其他细
胞具有获取方便、样本可重复收取、获取无创等优点；

此外，ＵＣｓ还具有一定的体外扩增能力且培养条件也
相对简单。

本研究结果显示，采用逆转录病毒介导的感染系

统把ＯＣＴ４、ＳＯＸ２、ｃ－ＭＹＣ、ＫＬＦ４这４个外源转录因
子导入 ＨＬＡ－Ｂ２７０４基因型 ＡＳ患者的尿液细胞中，
经过重编程，可成功建立 ＨＬＡ－Ｂ２７０４基因型 ＡＳ患
者来源ｈｉＰＳＣｓ体系。这将为 ＡＳ的发病机制研究及
药物筛选建立可行的细胞模型。
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