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摘要 为了证实慢病毒对细胞具有遗传修饰和重编程作用，在本实验中使用慢病毒感染猪胎儿成纤维细胞． 结果显示：慢

病毒介导的 EGFP在猪胎儿成纤维细胞中稳定和高效表达，使用添加 LIF和 bFGF的细胞培养液，部分猪的胎儿成纤维细胞
逐渐改变原有的纤维状形态，形成圆形的细胞，细胞逐步增殖形成细胞集落，细胞集落边界清晰，在饲养层上细胞集落生长

迅速，具有稳定的生长性能和正常核型，细胞碱性磷酸酶染色为阳性，表达干细胞特有的标记 Oct4、Nanog和 SSEA1，在
体外能够形成拟胚体，在体内分化形成包含三个生殖层的畸胎瘤．作为核移植的供体细胞，克隆胚的卵裂率为 53.33%、桑
椹胚率为 9.03%、囊胚率为 2.07%、孵化囊胚的总细胞数为 26.5，在桑椹胚率和囊胚率方面显著低于猪普通胎儿成纤维细胞
核移植克隆胚的发育能力(P < 0.05)．结果证实慢病毒能够直接使猪的胎儿成纤维细胞转变成 iPS细胞，因此慢病毒将成为一
种理想的材料和工具用于细胞的遗传修饰和细胞重构等方面的研究．
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慢病毒是逆转录病毒家族的一员，作为基因介

导工具能够有效感染周期性和非周期性细胞，具有

简单、快速、有效和稳定转染的优点．因此，目前

已成为一种重要的基因转染工具广泛应用于细胞生

物学和分子生物学等研究领域．2006年逆转录病
毒介导 Oct4、Sox2、Klf4和 c-Myc 4个基因在小鼠
胎儿或成年成纤维细胞中表达，稳定表达这些限定

因子的成纤维细胞逐步转变形成 iPS细胞 (induced
pluripotent stem cells)．病毒介导限定因子诱导形成
的小鼠 iPS细胞具有二倍体生殖系嵌合和四倍体互
补产生后代的能力．诱导形成的 iPS细胞具有小鼠
ES细胞 (embryonic stem cells)所特有的特征[1]，小

鼠 iPS细胞的成功诱导显示了逆转录病毒介导外源
基因在宿主细胞稳定表达的强大功能．此外，慢病

毒介导 Oct4、 Sox2、 Nanog 和 Lin 28 [2]或 Oct4、
Sox2、Klf4和 c-Myc [3] 4个基因在人成纤维细胞的
表达，也能成功诱导形成人 iPS细胞，人 iPS细胞
也呈现出人 ES细胞所具有的特征．在家畜方面，
2009年 Esteban等[4-6]分别采用逆转录病毒或慢病毒

介导外源限定因子诱导产生猪 iPS细胞．猪在解剖

和生理结构等方面与人非常相似 [7-8]，因此，猪是

一个理想的动物模型和实验材料来源．在本研究中

发现，猪 iPS细胞可以不用慢病毒介导外源限定因
子作用，而直接由慢病毒诱导形成，慢病毒直接诱

导形成的猪 iPS细胞具有干细胞的形态、基因表达
和分化能力等方面的特点．因此这些发现将会提供

一个理想的手段和方法用于细胞生长、发育、遗传

修饰、重构和分化等方面的研究．

1 材料与方法

1.1 细胞培养和慢病毒感染

猪胎儿成纤维细胞来源于 60天日龄的杜长达
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三元杂交猪胎儿．细胞用高糖 DMEM (Hyclone公
司 ) 培养液培养，培养液含 10%胎牛血清 (fetal
bovine serum，FBS，Hyclone 公司)．慢病毒载体
PLentilox 3.7和包装组分 PMDL、REV和 VSVg通
过磷酸钙介导在 293T细胞中包装成慢病毒．收集
包含慢病毒的细胞培养上清液，病毒上清液离心浓

缩后，取 100 滋l病毒滴度为 1伊1011 U/L的慢病毒
上清液按 1∶10加入到细胞培养液中，混匀后添加
到猪胎儿成纤维细胞上，6孔板每孔 1 ml细胞培养
液，细胞接种密度为 1.0伊104/cm2，添加含 10 mg/L
polybrene (Sigma公司)于培养液中以增加病毒感染
效率．经过 2 次病毒连续感染后，更换含 15%
FBS、1伊106 U/L LIF(Chemicon公司)和 4 滋g/L bFGF
(Sigma 公司 )的高糖 DMEM (Hyclone 公司 ) 培养
液．当细胞形态变化形成细胞克隆后，用 1 g/L
Dispase (Roche公司)消化，收集细胞集落接种到小
鼠胎儿成纤维细胞饲养层上，培养箱中培养．

1.2 免疫荧光检测

细胞经 4%多聚甲醛固定 15 min，用含 0.5%
Triton X-100的 PBS液室温作用细胞 10 min，然后
在含 1% BSA的 PBS液室温处理细胞 30 min．用
一抗为兔抗 Oct4 (Abcam 公司 )、山羊抗 Nanog
(R&D 公司)、鼠抗 SSEA1(Chemicon 公司)、鼠抗
SSEA3(Chemicon公司)、鼠抗 SSEA4(Chemicon公
司 )、鼠抗 TRA-1-60 (Chemicon 公司 )和鼠抗
TRA-1-81 (Chemicon 公司) 1∶200 稀释后与细胞
4℃共孵育过夜．PBS 液洗涤后，细胞用 CY3 标
记的二抗按 1∶200稀释后室温作用 1 h，PBS 液
洗涤后，用 1 mg/L DAPI (Roche公司) 4孔板每孔
300 滋l对细胞进行细胞核染色，然后在荧光显微镜
下观察检测．

1.3 核型分析和 AP染色
细胞用 0.1 mg/L 秋水仙素(Sigma 公司 )作用

2.5 h，然后收集和离心，用 0.075 mol/L KCl 低渗
溶液处理，固定后滴加到载玻片上，经 Giemsa染
液染色后干燥，树胶封片后于显微镜下观察检测．

细胞用 4%多聚甲醛固定后，按照染液说明书
进行添加 AP染液进行 AP染色．
1.4 拟胚体形成和体外分化

细胞经 PBS液洗涤后，用 1 g/L Dispase消化，
重悬于无 LIF和 bFGF的培养液中，培养于低黏附
力的培养皿(Qingdao Alpha公司)后，放置培养箱中
培养．

细胞用 0.25%胰酶消化后，用无血清 DMEM

重悬，注射细胞悬液于 6周 BALB/C 免疫缺陷鼠
的背部腹侧皮下，肿瘤形成后，取出肿瘤组织固定

于 4%多聚甲醛中，经苏木素和伊红染色后显微镜
下观察记录．

1.5 体细胞核移植

猪 卵 丘 卵 母 细 胞 复 合 物 (cumulus-oocyte
complexes，COCs) 从卵巢中取出后于 39℃培养
(42 依 2) h，待卵母细胞成熟后，借助显微操作系统
经盲吸法抽除第一极体连同周围 1/5～1/4 的卵
胞质，将来自诱变形成的细胞注射于去核的卵母

细胞透明带下，用 10 mg/L CHX处理 10 min，及
156 V/mm 100 滋s DC 电脉冲融合和激活重构胚，
融合的重构胚移至培养液滴中，于 38.5℃培养箱中
培养．

1.6 克隆囊胚染色

核移植重构囊胚 4%多聚甲醛固定后，用
Hoechst 33258 进行染色， PBS 液洗涤后用含
0.05% PVP的 PBS液转移至甘油液滴中，覆盖盖
玻片于荧光显微镜下观察．

1.7 数据处理

试验数据用 SAS8.0数据分析软件进行分析处
理，以 P < 0.05为差异显著．

2 结 果

2.1 细胞克隆形成

经过一轮慢病毒感染后，60%～70%的猪胎儿
成纤维细胞高水平稳定表达 EGFP (图 1a)．然后再
经过 2～4轮的慢病毒感染后，显微镜下可见一些
猪胎儿成纤维细胞改变原有的纤维状形态，逐渐形

成圆形的细胞形态，圆形的细胞逐步增殖形成细胞

集落 (图 1b)．仅一次慢病毒感染能够从 5伊105个猪

成纤维细胞中获得 2～6个 AP+阳性的细胞集落，

形成细胞集落的时间大约为 28天．经过 4次慢病
毒重复感染后能够从 5伊105个猪成纤维细胞中获得

20～80个 AP+阳性的细胞集落，形成细胞集落的

时间大约为 7天．细胞集落出现的效率同病毒的感
染效率和重复次数呈明显的正相关，更多的慢病毒

重复感染或更高的慢病毒感染效率会导致更高的细

胞集落出现和更快的细胞集落形成．当细胞集落消

化传代 2天后，生长在饲养层上的细胞集落具有清
晰的边界．在一般情况下，细胞在 1∶4消化传代
时，细胞每 2～3天传代一次．细胞生长状态稳定，
常规的冻存复苏和传代等对细胞的形态、生长速度

均无明显影响．伴随细胞的稳定传代，EGFP在细
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2.3 干细胞标记的表达

干细胞特异性抗体检测显示，细胞集落呈现

Oct4 (图 3a)、Nanog (图 3b)和 SSEA-1 (图 3c)阳性，
其他的干细胞标记 SSEA3、SSEA4、TRA-1-60和

TRA-1-81为阴性．在相同情况下，这些干细胞标
记在小鼠胎儿成纤维细胞饲养层和猪胎儿成纤维细

胞均为阴性．

Fig. 2 AP鄄positive staining of the 6th generation cell colonies and the normal karyotype of the 4th generation cell colonies
(a) AP-positive staining of the 6th generation cell colonies on mouse embryonic fibroblast feeder layer cells. (b) The normal karyotype of the 4th

generation cell colonies.

Fig. 1 The growth and EGFP expression of PFBs and the formation and morphology of cell clones after lentivirus infection
(a) The growth and morphology of PFBs on day 2 after 1 round of lentivirus infection. (b) PFBs showed round morphology on day 4 after 2 rounds of

lentivirus infection. (c) Morphology of cell colonies on mouse embryonic fibroblast feeder layer cells on day 2 after the 10th generations.

胞集落中仍稳定和高水平表达(图 1c)．在同样的生
长条件下，未经慢病毒感染的猪胎儿成纤维细胞没

有任何形态的变化，仍保持纤维状细胞形态．

(a)

(b)

(c)

200 滋m

200 滋m

200 滋m

200 滋m

200 滋m

200 滋m

2.2 AP阳性和正常核型
胚胎来源的细胞或低分化状态的细胞表达高水

平的 AP．猪胎儿成纤维细胞经慢病毒作用后形成
的细胞集落 AP染色为强阳性，细胞集落呈现红褐

色或紫红色，在相同的条件下，小鼠胎儿成纤维细

胞饲养层或猪胎儿成纤维细胞均不显色，呈阴性

(图 2a)．来源于第 4代的细胞集落核型检测显示染
色体为 38，呈正常核型(图 2b)．

(a) (b)

100 滋m
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Treatment group No. of Reconstructed
embryos

No. of cleavage (%) No. of morula (%) No. of blastocyst (%)
Total cell number of

blastocysts
PFB-lentivirus 144 75(52.33依5.18)a 13(9.03依1.68)a 3(2.07依1.13)a 26.5(26.5依6.4) a

PFB-non-lentivirus 155 105(67.57依3.78)a 30(22.25依2.35)b 12(7.73依0.97)b 38.5(38.5依11.0) a

Fig. 3 Expression of stem cell markers in the 9th generation cell colonies
(a) Growth morphology of the 9th generation cell colonies for Oct4 protein assay. (b) The morphology of the 9th generation cell colonies for Nanog

protein assay. (c) The morphology of the 9th generation cell colonies for SSEA1 protein assay.

2.4 拟胚体和畸胎瘤形成

消化的细胞集落在低黏附的培养皿中形成拟胚

体，拟胚体贴壁后在拟胚体周围能够形成多种形态

的细胞(图 4a)．拟胚体伴随着培养时间的延长，拟
胚体变得较为致密，颜色较深．拟胚体间能够相互

聚集形成更大的拟胚体 (图 4b)． 此外，细胞集落
注射到 BALB/C 免疫缺陷鼠皮下 6 周后，能够形
成肉眼可见的表达 EGFP的畸胎瘤组织，畸胎瘤组
织表达高水平的 EGFP．H&E染色显示，在畸胎瘤
组织中可见来源于外胚层的神经组织、内胚层的消

化管腔和中胚层的软骨、肌肉组织等 3个胚层的组
织和细胞 (图 4c)．

2.5 重构胚的体外发育

用慢病毒直接诱导形成的猪 iPS细胞作为核供
体进行体细胞核移植，核移植重构胚的卵裂率为

52.33%、桑葚胚率为 9.03%和囊胚率为 2.07%，对
重构囊胚进行细胞计数显示孵化囊胚的总细胞数为

26.5．同直接用未经慢病毒感染的猪胎儿成纤维细
胞作为核供体的重构胚比较显示，猪 iPS细胞的核
移植重构胚在桑葚胚率和囊胚率方面低于猪胎儿成

纤维细胞核移植重构胚，且差异显著 (P < 0.05)．猪
iPS细胞的核移植重构胚发育到孵化囊胚后，与猪
胎儿成纤维细胞核移植重构胚发育的孵化囊胚两者

之间在囊胚总细胞数方面差异不显著(图 4d，表 1).

Table 1 The effects of different donor cells on in vitro development of embryos reconstructed from nuclear transfer

Different letters in the same column represented a significant difference (P < 0.05).

Oct4 DAPI EGFP

Nanog DAPI EGFP

SSEA1 DAPI EGFP

(a)

(b)

(c)

200 滋m 200 滋m 200 滋m 200 滋m

100 滋m 100 滋m 100 滋m 100 滋m

200 滋m 200 滋m 200 滋m 200 滋m
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Fig. 4 In vitro development and in vivo differentiation of cell colonies
(a) Cell morphology on day 1 (A1) and day 18 (A2) after cell colonies developed into EBs. (b) Cell morphology on day 20 after cell colonies developed

into EBs. (c) Formation of teratoma in BALB/C nude mice 6 weeks after subcutaneous injection of cell colonies in dorsal abdomen (B1, B2), and

formation of endodermal intestine cavity-like tissue structures(B3), mesodermal muscle-like tissue structures and mesodermal bone-like tissue structures

(B4, B5), ectodermal neural-like tissue structures(B6) in tumor tissues. (c) In vitro development of hatched blastocysts constructed by nuclear transfer

from cell colonies and H33258 staining of hatched blastocysts.

3 讨 论

在人和动物的疾病中，病毒会导致一些肿瘤

疾病的发生．在本研究中，慢病毒介导的 EGFP能
够在猪胎儿成纤维细胞中稳定和高效表达．但

是，慢病毒作用后的猪胎儿成纤维细胞在形态、

基因表达和生长方式等方面呈现特征性变化．

Hacein-Bey-Abina 等 [9]在处理严重免疫缺陷(severe
combined immunodeficiency-X1, SCID-X1)的病人时
发现，逆转录病毒介导的基因治疗能够导致白血病

(a)

(b)

(c)

(d)

A1 A2

B1 B2 B3

B4 B5 B6

200 滋m 500 滋m

500 滋m 500 滋m

400伊

400伊400伊400伊

100 滋m 100 滋m
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致癌基因的激活，逆转录病毒或慢病毒具有携带外

源基因随机整合到宿主细胞基因组，这种随机的整

合会激活致癌基因或使抑癌基因失活，从而导致细

胞发生重构，并在重构过程中发生横向分化或肿瘤

的发生，细胞在生长方式、形态特征和基因表达等

方面呈现特征性变化[10]．

慢病毒感染能够导致猪胎儿成纤维细胞形成猪

iPS细胞，表达 AP、Oct4、Nanog、SSEA1等干细
胞的标记，在体内分化形成畸胎瘤．其实，研究发

现，一些肿瘤细胞同 ES细胞没有明显的差异，例
如，睾丸生殖细胞的肿瘤是一种恶性肿瘤，主要发

病于 15至 34岁的男性，这些肿瘤组成细胞具有同
人 ES细胞相似的多能性[11]．在机体器官和组织的

许多肿瘤中包含着大量的干细胞群体，肿瘤是许多

类型干细胞的发源地[12-13]．研究发现，肿瘤发生的

实质就是体细胞去分化重编程至胚胎或干细胞阶

段[14-15]．在本研究中，慢病毒感染能够导致猪胎儿

成纤维细胞形成猪 iPS细胞，分析认为，在慢病毒
作用下猪体细胞发生去分化重编程形成干细胞，在

干细胞培养的环境条件下这些干细胞呈现出稳定的

生长特性，细胞表达 Oct4和 Nanog等干细胞标记
源于这些基因的启动子或增强子经过病毒表观遗传

修饰的影响如甲基化作用[16-17]，体细胞重构的过程

实质上是启动子甲基化的状态发生了变化，甲基化

的程度决定了体细胞重构的程度[18-21]．

在本研究中，来源于第 4代猪 iPS细胞集落核
型检测显示核型正常，结果提示了慢病毒通过作用

于猪胎儿成纤维细胞基因组中的一些关键基因，改

变这些基因的启动子甲基化水平，一些关键基因的

表观遗传修饰还不足以导致细胞核型的改变，这些

细胞作为核供体用于体细胞核移植能够支持重构胚

发育到孵化囊胚，显示了这些细胞在核移植重构胚

发育过程中能够进一步发生重编程．

前期的研究中利用慢病毒介导 4个限定因子诱
导出牛[22]和猪[23]的 iPS细胞，但本次使用慢病毒能
够直接诱导猪胎儿成纤维细胞形成 iPS细胞而无需
重构因子，说明了 iPS细胞具有更深的含义，也说
明了细胞重构过程的复杂性和人类对细胞重编程认

识的局限性，因此慢病毒将会成为一种理想的实验

材料和工具用于细胞重编程和表观遗传修饰等方面

的研究．
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Abstract To investigate the effects of lentivirus on the growth and development of porcine fetal fibroblasts
(PFBs), in this study PFBs were repeatedly infected by lentivirus. The results showed that lentivirus-mediated
enhanced green fluorescent protein (EGFP) had stable and efficient expression in PFBs. Under the condition with
leukemia inhibitory factor (LIF) and basic fibroblast growth factor (bFGF), some PFBs gradually changed their
fibrous growth pattern into round cell morphology. These round cells proliferated and formed cell clones with clear
edge boundary. Clones grew rapidly on feeder layers and passaged stably with normal karyotypes. These cells were
positive for alkaline phosphatase (AP) and expressed stem cell markers Oct4, Nanog, and SSEA1. In addition,
these cells formed embryoid bodies (EB) in vitro and three germ layers in vivo. After the cells were used as nuclear
donors, the cleavage rate of the cloned embryos was 53.33%, the morula rate 9.03%, the blastocyst rate 2.07%, and
the total cell number per hatched blastocyst was 26.5. Compared with embryos cloned from non- lentivirus PFBs,
the morula rate and blastocyst rate were lower and significantly different (P < 0.05). Lentivirus can result in the
generation of porcine iPS cells from PFBs, so it can be used as ideal material and tool for research such as
epigenetic modification and cell reprogramming.
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