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用精神分裂症患者皮肤成纤维细胞构建诱导性多潜能干细胞模型

任佩佩，樊晋宇，郭鑫鑫，原志庆，林俊堂，丰慧根

（新乡医学院生命科学技术学院，河南省干细胞与生物治疗工程研究中心，河南　新乡　４５３００３）

摘要：　目的　将精神分裂症患者来源的人皮肤成纤维细胞（ＨＤＦ）重编程为诱导性多潜能干细胞（ｉＰＳＣｓ），为精
神分裂症患者建立ｉＰＳＣｓ模型。方法　采用聚合酶链反应技术从 ｐＥＰ４ＥＯ２ＳＥＭ２Ｋ质粒上扩增２条目的片段：ＯＣＴ４
ＩＲＥＳ２ＳＯＸ２和ＣＭＹＣＩＲＥＳ２ＫＬＦ４，将其连接到慢病毒载体 ｐＬＶＸＩＲＥＳｍＣｈｅｒｒｙ上。构建成功的质粒通过磷酸钙转
染法转染２９３Ｔ细胞包装病毒，检测病毒活力后侵染患者皮肤成纤维细胞，将其去分化为诱导性多潜能干细胞，并检测
其多能性。结果　测序表明重组慢病毒载体构建成功，并制备了具有良好侵染活力的重组慢病毒。将含４种重编程
因子的慢病毒颗粒侵染１例精神分裂症患者的ＨＤＦ后，ＨＤＦ的形态逐步发生变化，最终形成典型的 ｉＰＳＣｓ克隆。结
论　成功将１例精神分裂症患者成纤维细胞重编程为ｉＰＳＣｓ，为以后建立更多精神分裂症疾病模型奠定基础。

关键词：　诱导性多潜能干细胞；精神分裂症；人皮肤成纤维细胞；细胞模型
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　　精神分裂症（ｓｃｈｉｚｏｐｈｒｅｎｉａ，ＳＺ）于１９０８年４月
２４日由 Ｂｌｕｅｌｅｒ医生在一次会议报告中正式提
出［１］，全世界约有１％的人口受其影响［２］，多发于青

少年青春后期或成年早期［３］，是一类由遗传、环境

及其他因素共同导致的疾病［４］。ＳＺ是一种复杂的

异质性精神类障碍，临床上分为阳性症状（妄想、幻

觉等）、阴性症状（淡漠、快感缺失等）和认知功能损

伤（注意力、工作记忆下降等）［５６］。确诊的患者中

有１０％的人有自杀倾向和药物滥用风险［７］，再加上

缺乏医疗照顾等原因，导致平均寿命缩短１２～１５ａ。
ＳＺ虽然发病率不高，但其后果极其严重，给家庭和
社会增加了很大负担［８］。然而，由于缺乏精确的疾

病模型，ＳＺ的发病机制研究仍然非常滞后［４，９１１］。

诱导性多潜能干细胞（ｉｎｄｕｃｅｄｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ，ｉＰＳＣｓ）是一种从成熟体细胞重编程为胚胎干细
胞样的细胞，具有自我更新和分化为其他类型细胞的

能力。２００６年，日本科学家 ＴＡＫＡＨＡＳＨＩ等［１２］首次
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将小鼠成纤维细胞重编程为ｉＰＳＣｓ，之后，ｉＰＳＣｓ技术
逐渐成为研究神经发育的重要工具。ｉＰＳＣｓ诱导分化
为各类神经细胞，为从体外研究供体神经细胞的分子

事件以及研究神经发育过程提供了基础。目前，ｉＰ
ＳＣｓ也在ＳＺ中发挥了重要作用，尤其是从ｉＰＳＣｓ诱导
形成的各类神经细胞模型，不仅在研究ＳＺ的发病机
制、诊断和治疗中有重要意义，也在ＳＺ的药物研发中
有广阔的应用前景［１３］。本研究通过构建ｉＰＳＣｓ诱导
相关的慢病毒载体，成功将１例ＳＺ患者的人皮肤成
纤维细胞（ｈｕｍａｎｄｅｒｍａｌｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＨＤＦ）重编程得到
ｉＰＳＣｓ，为以后建立ＳＺ模型奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料　２９３Ｔ细胞购自中国科学院细胞库，
ＨＤＦ细胞由河南省精神病院提供，小鼠胚胎成纤维
细胞（ｍｏｕｓｅｅｍｂｒｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＭＥＦ）由本实验室制
备，质粒 ｐＥＰ４ＥＯ２ＳＥＭ２Ｋ购于美国 Ａｄｄｇｅｎｅ公司，
慢病毒包装系统 ｐＬＶＸＩＲＥＳｍＣｈｅｒｒｙ、ｐＭＤ２．Ｇ和
ｐＳＰＡＸ２质粒购于美国Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司，其中载体质粒
ｐＬＶＸＩＲＥＳｍＣｈｅｒｒｙ表达红色荧光。
１．２　试剂及仪器　达尔伯克改良伊格尔培养基
（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ′ｓｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）（高
糖）购于美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，敲除型 ＤＭＥＭ、胎牛血
清、血清替代物、ＧｌｕｔａＭａｘ、非必需氨基酸、碱性成纤
维细胞生长因子 （ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｂＦ
ＧＦ）、β巯基乙醇购于美国 Ｇｉｂｃｏ公司，２．５ｇ·Ｌ－１

胰蛋白酶、青链霉素、丝裂霉素 Ｃ购于美国 Ｇｅｎｖｉｅｗ
公司，ＮＡＮＯＧ抗体、ＳＳＥＡ４抗体购于英国 Ａｂｃａｍ公
司，限制性内切酶购于日本 ＴａＫａＲａ公司，倒置荧光
显微镜购于日本 Ｎｉｋｏｎ公司，生物安全柜购于上海
ＨｅａｌＦｏｒｃｅ公司，Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００购于美国 Ｔｈｅｒｍｏ公
司，ＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ、ＣｙｃｌｅＰｕｒｅＫｉｔ试剂盒购于美
国Ｏｍｅｇａ公司。
１．３　方法
１．３．１　细胞培养　２９３Ｔ细胞培养基为高糖ＤＭＥＭ＋
体积分数１０％胎牛血清 ＋体积分数１％双抗；ＨＤＦ
细胞培养基为高糖 ＤＭＥＭ＋体积分数１０％胎牛血
清＋体积分数 １％双抗；ＭＥＦ细胞培养基为高糖
ＤＭＥＭ＋体积分数１０％胎牛血清 ＋体积分数１％双
抗，使用前，将ＭＥＦ细胞传至细胞培养皿，待细胞汇
合度大于９０％时，用含丝裂霉素Ｃ（１０ｍｇ·Ｌ－１）的
培养基处理２．５ｈ后，弃去培养基用磷酸盐缓冲溶
液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）洗涤３遍，换上新鲜
培养基，供后期实验使用；ｉＰＳＣｓ诱导培养基：敲除
型 ＤＭＥＭ＋体积分数２０％的血清替代物 ＋１×Ｇｌｕ

ｔａＭａｘ＋１×非必需氨基酸 ＋０．０１ｇ·Ｌ－１ｂＦＧＦ＋
１００μｍｏｌ·Ｌ－１β巯基乙醇。
１．３．２　慢病毒载体构建　ｉＰＳＣｓ诱导实验中常用４
个重编程因子病毒的混合物侵染细胞，病毒制备较

多，且４种病毒共转染的效率会降低。本实验为了
减少重组重编程因子慢病毒的种类，减少工作量，分

别将ＯＣＴ４和ＳＯＸ２，ＣＭＹＣ和 ＫＬＦ４通过 ＩＲＥＳ２序
列拼接到一起，构建到慢病毒载体 ｐＬＶＸ上。以质
粒 ｐＥＰ４ＥＯ２ＳＥＭ２Ｋ为模板，将基因组合 ＯＣＴ４和
ＳＯＸ２，以及ＫＬＦ４和ＣＭＹＣ分别扩增并构建于慢病
毒载体 ｐＬＶＸＩＲＥＳｍＣｈｅｒｒｙ（以下简称 ｐＬＶＸ）的多
克隆位点。扩增 ＯＣＴ４和 ＳＯＸ２的上游引物为 ５′
ＣＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＣＧＧＧＡＣＡＣＣＴＧ３′，下游引物为
５′ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＴＣＡＣＡＴＧＴＧＴＧＡＧＡＧＧ３′，下划线
处为酶切位点序列ＥｃｏＲⅠ和ＢａｍＨⅠ。ＫＬＦ４和 Ｃ
ＭＹＣ的上游引物为 ５′ＣＧＧＡＣＴＡＧＴＡＴＧＣＣＣＣＴ
ＣＡＡＣＧＴＴＡＧＣＴ３′， 下 游 引 物 为 ５′ＣＧＣＧ
ＧＡＴＣＣＴＴＡＡＡＡＡＴＧＣＣＴＣＴＴＣＡＴＧＴＧ３′，下划线处
为酶切位点 ＳｐｅⅠ和 ＢａｍＨⅠ。引物由北京金唯智
公司合成。基因扩增的条件均一样，即９４℃、２ｍｉｎ
预变性，９４℃、３０ｓ变性，６０℃、３０ｓ退火，７２℃、
３ｍｉｎ延伸，重复该循环 ３０次；随后 ７２℃延伸
５ｍｉｎ，并降温至 ４℃。用８ｇ·Ｌ－１的琼脂糖凝胶电
泳，按照ＯＭＥＧＡ胶回收试剂盒说明书，将扩增的目
的片段回收。用酶切连接方法分别将基因组合

ＯＣＴ４／ＳＯＸ２和 ＫＬＦ４／ＣＭＹＣ插入载体 ｐＬＶＸ相应
的酶切位点，分别构建成质粒 ｐＬＶＸＯＣＴ４ＩＲＥＳ２
ＳＯＸ２和ｐＬＶＸＫＬＦ４ＩＲＥＳ２ＣＭＹＣ。并用测序方法
检验构建的质粒是否正确。

１．３．３　重组慢病毒包装　转染前２４ｈ，将１×１０６

个对数期的 ２９３Ｔ细胞接种于 ７５ｃｍ２的细胞培养
瓶，在３７℃、体积分数５％ＣＯ２饱和湿度条件下培
养，待细胞汇合度为６０％ ～７０％时，按文献［１４］所
描述的磷酸钙法分别将质粒组合ｐＬＶＸＯＣＴ４ＩＲＥＳ２
ＳＯＸ２、ｐＳＰＡＸ２、ｐＭＤ２．Ｇ与 ｐＬＶＸＫＬＦ４ＩＲＥＳ２Ｃ
ＭＹＣ、ｐＳＰＡＸ２、ｐＭＤ２．Ｇ转染到不同瓶的２９３Ｔ中，然
后置于３７℃，体积分数５％ ＣＯ２饱和湿度条件下培
养８～１６ｈ，去掉培养基，用ＰＢＳ洗涤２次，换新鲜培
养基。转染４８ｈ后收集病毒，７５ｃｍ２的培养瓶离心，
超滤浓缩至５００μＬ。病毒侵染效率检测：分别取２、
５、１０、２０μＬ浓缩病毒在２４孔板中侵染３×１０５个
２９３Ｔ细胞，３６ｈ后在荧光显微镜下观察红色荧光的
表达情况，确定最佳的侵染病毒量。

１．３．４　从患者ＨＤＦ细胞诱导ｉＰＳＣｓ　在重组病毒
侵染前１ｄ，将 ＨＤＦ细胞传至２５ｃｍ２细胞培养瓶，
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在３７℃、体积分数５％ ＣＯ２饱和湿度条件下培养。
第２天，侵染前换新鲜培养基，２种重组慢病毒各取
５００μＬ加入ＨＤＦ细胞。２４ｈ后换新鲜培养基，３６ｈ
后观察红色荧光的表达情况。４８ｈ后，将这些 ＨＤＦ
细胞转至丝裂霉素Ｃ处理好的饲养层细胞ＭＥＦ上，
更换为ｉＰＳＣｓ诱导培养基，此后每２ｄ换１次新鲜培
养基。每天在荧光显微镜下观察带荧光细胞的形态

变化，待 有 诱 导 克 隆 形 成 时，将 其 挑 出，用

０．２５ｇ·Ｌ－１的胰蛋白酶消化，转至新饲养层细胞
继续培养。重复这个过程，直到形成纯净的单细胞

克隆。

１．３．５　反转录聚合酶链反应（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐ
ｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴＰＣＲ）及 Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ鉴定诱导克隆多能性标志基因　将诱
导克隆挑出，用０．２５ｇ·Ｌ－１胰蛋白酶消化后转移到
新的饲养层细胞上，继续培养，重复此过程，直至形

成单克隆后，进行鉴定。提取诱导克隆、饲养层

ＭＥＦ细胞的 ｍＲＮＡ，反转录为 ｃＤＮＡ后，用 ＰＣＲ方
法以 ＧＡＤＰＨ作为内参对其插入的外源性基因
（ＯＣＴ４、ＳＯＸ２、ＫＬＦ４、ＣＭＹＣ）和多能性基因（Ｅｎｄｏ
ＯＣＴ４、ＥｎｄｏＳＯＸ２、ＥｎｄｏＫＬＦ４、ｈＲＥＸ１、ＮＡＮＯＧ、
ＰＡＸ６）进行检测，扩增条件为９４℃、２ｍｉｎ预变性，
９４℃、３０ｓ变性，５８℃、３０ｓ退火，７２℃、４０ｓ延伸，重
复该循环 ４０次；随后 ７２℃延伸 ５ｍｉｎ，并降温至
４℃。扩增结果用１０ｇ·Ｌ－１琼脂糖凝胶电泳进行检
测。从诱导克隆、患者ＨＤＦ细胞提取蛋白，用 Ｗｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ技术先后经过聚丙烯酰胺凝胶电泳（ｐｏｌｙ
ａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＰＡＧＥ）、转膜、封闭、孵
育一抗过夜、孵育二抗、显影等过程对其多能性蛋白

ＮＡＮＯＧ和ＳＳＥＡ４进行检测。

２　结果

２．１　 重编程因子的慢病毒质粒构建 　 从
ｐＥＰ４ＥＯ２ＳＥＭ２Ｋ质粒上扩增出目的片段，ＯＣＴ４／
ＳＯＸ２大 小 为 ２７１６ｂｐ，ＣＭＹＣ／ＫＬＦ４大 小 为
３４０８ｂｐ，ＰＣＲ结果和预期基本一致。酶切连接后
通过 ＤＨ５α转化，挑取单克隆提取质粒，进行双酶
切。ｐＬＶＸＯＣＴ４ＩＲＥＳ２ＳＯＸ２质粒用 ＥｃｏＲⅠ 和
ＢａｍＨⅠ双酶切，ｐＬＶＸＣＭＹＣＩＲＥＳ２ＫＬＦ４质粒用
ＳｐｅⅠ和ＢａｍＨⅠ双酶切，酶切结果进行琼脂糖凝胶
电泳，结果和预期条带大小基本一致。将酶切正确

的质粒送金唯智测序，测序结果显示序列完全正确。

２．２　重编程因子慢病毒的制备与转染效率检测　重
组质粒和包装质粒共转染１２ｈ，能观察到开始表达红
色荧光，２４ｈ荧光逐渐变多变亮，红色荧光越多表明
转染效率越高，３６ｈ表达红色荧光的细胞达约７０％，
足以满足实验要求（图１Ａ）。转染４８ｈ后收集病毒，
按梯度取一部分病毒加入事先准备好的２４孔板中测
病毒活力，３６ｈ后在荧光显微镜下观察红色荧光表达
量，检测病毒活力，确定侵染目的细胞所需病毒量（图

１Ｂ，只显示２０μＬ侵染效果图），结果显示取２０μＬ浓
缩病毒液的侵染效率均可达到９０％。

Ａ：慢病毒包装中，磷酸钙转染１２、２４、３６ｈ后的红色荧光表达情况；Ｂ：离心超滤浓缩后的病毒侵染２９３Ｔ细胞３６ｈ的红色荧光表达结果。

图１　重组慢病毒的包装及侵染效率检测
Ｆｉｇ．１　Ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｆｅｃｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎｆｏｒｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｅｓ

２．３　ＳＺ患者 ＨＤＦ诱导 ｉＰＳＣｓ　把经过侵染活力
检测的病毒 ＯＣＴ４／ＳＯＸ２和 ＣＭＹＣ／ＫＬＦ４各取
５００μＬ加入 ３×１０６个 ＨＤＦ细胞中，侵染 ＨＤＦ第
２天，有７０％左右的细胞表达红色荧光。第７天已
经能明显观察到细胞逐渐缩短，第１１天细胞形态发
生明显变化，已逐渐变成圆形，第１４天已经能观察
到类球形诱导克隆（ＳＺｉＰＳＣｓ）出现（图２）。

２．４　ＳＺｉＰＳＣｓ的鉴定　ＲＮＡ水平鉴定结果显示，
诱导克隆既表达插入的外源重编程因子 ＯＣＴ４、
ＳＯＸ２、ＫＬＦ４、ＣＭＹＣ（图３），同时也表达多能性标记
基因 ＥｎｄｏＯＣＴ４、ＥｎｄｏＳＯＸ２、ＥｎｄｏＫＬＦ４、ｈＲＥＸ１、
ＮＡＮＯＧ、ＰＡＸ６（图４）。蛋白水平检测结果显示，诱
导的克隆表达ＮＡＮＯＧ和ＳＳＥＡ４（图５和图６），说明
诱导的克隆为ｉＰＳＣｓ。
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０ｄ：ＨＤＦ细胞病毒侵染前的状态；２ｄ：病毒侵染第２天７０％ ＨＤＦ细胞表达红色荧光；７ｄ：已经能观察到细胞形态发生变化；１１ｄ：细胞形态已

经明显发生变化；１４ｄ：诱导克隆形成。

图２　ｉＰＳＣｓ诱导过程中ＨＤＦｓ细胞的形态变化
Ｆｉｇ．２　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆＨＤＦｓｄｕｒｉｎｇｉＰＳＣｓｒｅｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇ

１：质粒外源重编程因子扩增结果；２：诱导克隆外源重编程因子扩增

结果；３：饲养层ＭＥＦ细胞多能性基因扩增结果。

图３　ＲＴＰＣＲ检测诱导克隆插入的外源基因表达情况
Ｆｉｇ．３　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｅｘｏｇｅｎｏｕｓｇｅｎｅｏｆｉｎｄｕｃｅｄｃｌｏｎｅｓｄｅ
ｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲ

１：诱导克隆多能性标记基因表达情况；２：饲养层ＭＥＦ细胞多能性基

因表达情况。

图４　ＲＴＰＣＲ检测诱导克隆多能性标记基因表达情况
Ｆｉｇ．４　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔｓｐｅｃｉｆｉｃｇｅｎｅｓｏｆｉｎｄｕｃｅｄ
ｃｌｏｎｅｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲ

１：ＨＤＦ细胞ＮＡＮＯＧ表达情况；２：诱导１号克隆 ＮＡＮＯＧ表达情况；

３：诱导２号克隆ＮＡＮＯＧ表达情况。

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测诱导克隆中ＮＡＮＯＧ表达情况
Ｆｉｇ．５　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｔｈｅＮＡＮＯＧｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｉｎｄｕｃｅｄｃｌｏｎｉｎｇ
ｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ

１：ＨＤＦ细胞 ＳＳＥＡ４表达情况；２：１号诱导克隆 ＳＳＥＡ４表达情况；
３：２号诱导克隆 ＳＳＥＡ４表达情况。

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测诱导克隆中ＳＳＥＡ４表达情况
Ｆｉｇ．６　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｔｈｅＳＳＥＡ４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｉｎｄｕｃｅｄｃｌｏｎｉｎｇ
ｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ

３　讨论

ＳＺ是严重威胁人类健康的精神疾病，因其无客
观的表型，由复杂的遗传和环境相互作用导致，从患

者获取神经元困难，且无合适的疾病模型等原因，至

今仍不了解其患病机制，导致该疾病无法根治［１５］。

ＳＺ具有高度遗传性，多发于青少年时期，对个人、家
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庭和社会均有严重的影响，降低人们的生活质

量［４］。

近年来，越来越多的研究者关注ＳＺ疾病模型的
建立，ｉＰＳＣｓ技术及其定向诱导分化技术的出现，为
研究ＳＺ带来新的曙光。过去的１０ａ中，ｉＰＳＣｓ技术
的出现对于建立疾病模型是一个令人兴奋的消息，

２０１１年，第１次用ｉＰＳＣｓ技术为ＳＺ患者建立细胞模
型［１５］。此后，使用该技术为 ＳＺ建立细胞模型对其
发病机制的研究已经取得如下进展：患者 ｉＰＳＣｓ来
源的神经元连接减少、神经突触数量减少、神经突触

蛋白ＰＳＤ９５表达水平下调；患者 ｉＰＳＣｓ来源的神经
元Ｗｎｔ信号通路、ｃＡＭＰ信号通路和谷氨酸受体相
关基因表达改变；患者 ｉＰＳＣｓ来源的神经祖细胞细
胞骨架和氧化应激性异常等［６，１６］。自２０１１年第１
次为ＳＺ建立模型以来，越来越多的实验开始利用
ｉＰＳＣｓ技术为 ＳＺ患者建立疾病模型。从患者的
ＨＤＦ细胞或者毛囊角质细胞出发，去分化为 ｉＰＳＣｓ，
进一步将其诱导分化为谷氨酸能神经元、多巴胺能

神经元、γ氨基丁酸能神经元等神经细胞和胶质细
胞，建立ＳＺ患者的细胞模型，对其形态学、转录组、
蛋白质、突触传导、迁移、分化等进行研究，已经取得

很大进展［１３］。

本实验通过构建 ｉＰＳＣｓ诱导相关的慢病毒载
体，成功将 ＳＺ患者 ＨＤＦ细胞重编程为 ｉＰＳＣｓ，成功
为１例ＳＺ患者建立了ｉＰＳＣｓ模型，这为以后建立更
多ＳＺ模型，研究其发病机制奠定了基础。
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