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  [摘要] 目的 探究谷胱甘肽过氧化酶4(GPx4)对小鼠体细胞重编程的影响。方法 为了比较OG2小

鼠胚胎成纤维(MEFs)细胞(MEFs组)与小鼠胚胎干细胞(mESCs,mESCs组)中GPx4的表达,利用转录组测

序技术和 Western
 

blot确定细胞内GPx4的表达水平;为了验证GPx4对体细胞重编程效率的影响,将GPx4
基因完整的开放阅读框序列以及其硒代半胱氨酸插入序列(SECIS)连接到反转录病毒载体pMXs上,构建过表

达质粒pMXs-GPx4。合成靶向GPx4的短发夹RNA(shRNA)并连接到pSUPER载体上,构建GPx4
 

shRNA1
和GPx4

 

shRNA2来敲低 GPx4的表达。将上述质粒及对应的对照质粒与pMXs-Sox2、pMXs-Klf4、pMXs-
Oct4共转染到 MEFs细胞中进行重编程诱导,得到pMXs

 

GPx4组、pMXs空载对照(pMXs
 

NC)组、GPx4
 

shRNA1组、GPx4
 

shRNA2组、pSUPER空载对照(pSUPER
 

NC)组。实时荧光定量PCR检测GPx4基因及多功

能性标记基因Rex1、Sox2、Dappa3、Sall4、Oct4、Nanog表达;免疫荧光染色检测诱导性多能干细胞(iPSC),多能干细

胞碱性磷酸酶染色检测iPSC克隆生成数量;Western
 

blot
 

检测GPx4蛋白表达。结果 mESCs组中GPx4
 

mR-
NA及蛋白表达水平高于MEFs组;与pMXs

 

NC组比较,pMXs
 

GPx4组细胞内GPx4
 

mRNA表达水平明显升

高;与pSUPER
 

NC组比较,GPx4
 

shRNA1组和GPx4
 

shRNA2组中GPx4
 

mRNA和蛋白表达水平下降(P<
0.05);pMXs

 

GPx4组iPSC克隆数高于pMXs
 

NC组,但差异无统计学意义(P>0.05);GPx4
 

shRNA1组和

GPx4
 

shRNA2组的iPSC克隆数均明显低于pSUPER
 

NC组,差异有统计学意义(P<0.05)。
 

完成重编程后,

各组生成的iPSC与原始 MEFs细胞比较,各多能性标记基因Rex1、Sox2、Dappa3、Sall4、Oct4、Nanog表达水

平均升高。结论 敲低GPx4可抑制体细胞重编程效率,其生成的诱导性多能干细胞具有正常的多能基因表达

能力。
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  [Abstract] Objective To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

the
 

glutathione
 

peroxidase
 

4
 

(GPx4)
 

on
 

mouse
 

so-
matic

 

cell
 

reprogramming.Methods To
 

compare
 

the
 

expressions
 

of
 

GPx4
 

in
 

OG2
 

mouse
 

embryonic
 

fibroblast
 

(OG2-MEF)
 

cells
 

(MEFs
 

group)
 

and
 

mouse
 

embryonic
 

stem
 

cells
 

(mESC,mESCs
 

group),the
 

expression
 

lev-
el

 

of
 

intracellular
 

GPx4
 

was
 

determined
 

by
 

transcriptome
 

sequencing
 

technique
 

and
 

Western
 

blot.To
 

verify
 

the
 

effect
 

of
 

GPx4
 

on
 

the
 

efficiency
 

of
 

the
 

somatic
 

cells
 

reprogramming,the
 

complete
 

open
 

reading
 

frame
 

se-

quence
 

of
 

GPx4
 

gene
 

and
 

its
 

selenocysteine
 

insertion
 

sequence
 

(SECIS)
 

were
 

connected
 

to
 

the
 

retroviral
 

vector
 

pMXs
 

for
 

constructing
 

the
 

overexpressed
 

plasmid
 

pMXs-GPx4.Gpx4-targeting
 

short
 

hairpin
 

RNA
 

(shRNA)
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was
 

synthesized
 

and
 

connected
 

to
 

pSUPER
 

vector,GPx4
 

shRNA1
 

and
 

GPx4
 

shRNA2
 

were
 

constructed
 

to
 

knockdown
 

GPx4
 

expression.The
 

above
 

plasmids
 

were
 

co-transfected
 

with
 

pMXs-Sox2,pMXs-Klf4
 

and
 

pMXs-Oct4
 

into
 

MEF
 

cells
 

for
 

reprogramming
 

induction
 

to
 

obtain
 

the
 

pMXs
 

no-load
 

control
 

group
 

(pMXs
 

NC),pMXs
 

GPx4
 

group,pSUPER
 

no-load
 

control
 

group
 

(pSUPER
 

NC),GPx4
 

shRNA1
 

group
 

and
 

GPx4
 

shRNA2
 

group.The
 

expressions
 

of
 

GPx4
 

gene
 

and
 

multifunctional
 

marker
 

genes
 

Rex1,Sox2,Dappa3,Sall4,

Oct4
 

and
 

Nanog
 

were
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR.The
 

induced
 

pluripotent
 

stem
 

cells
 

(iPSC)
 

were
 

detected
 

by
 

immunofluorescence
 

staining;the
 

number
 

of
 

iPSC
 

clones
 

generation
 

was
 

detected
 

by
 

alkaline
 

phosphatase
 

staining
 

of
 

pluripotent
 

stem
 

cells;the
 

GPx4
 

protein
 

expression
 

was
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Results The
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

of
 

GPx4
 

in
 

the
 

mESCs
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

MEFs
 

group;compared
 

with
 

the
 

pMXs
 

NC
 

group,the
 

expression
 

level
 

of
 

GPx4
 

mRNA
 

in
 

the
 

pMXs
 

GPx4
 

group
 

was
 

significantly
 

increased;compared
 

with
 

the
 

pSUPER
 

NC
 

group,the
 

GPx4
 

mRNA
 

and
 

protein
 

levels
 

in
 

the
 

GPx4
 

shRNA1
 

group
 

and
 

GPx4
 

shRNA2
 

group
 

were
 

decreased
 

(P<0.05);the
 

iPSC
 

clone
 

number
 

in
 

the
 

pMXs
 

GPx4
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

pMXs
 

NC
 

group,but
 

the
 

difference
 

was
 

not
 

statistically
 

significant
 

(P>0.05).The
 

number
 

of
 

iPSC
 

clones
 

in
 

the
 

GPx4
 

shRNA1
 

group
 

and
 

GPx4
 

shRNA2
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

pSUPER
 

NC
 

group,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<
0.05).After

 

completing
 

the
 

reprogramming,compared
 

with
 

the
 

original
 

MEF
 

cells,the
 

expression
 

levels
 

of
 

various
 

pluripotent
 

marker
 

genes
 

Rex1,Sox2,Dappa3,Sall4,Oct4
 

and
 

Nanog
 

in
 

the
 

generated
 

iPSC
 

of
 

each
 

group
 

were
 

increased.Conclusion GPx4
 

knockdown
 

could
 

inhibit
 

the
 

efficiency
 

of
 

somatic
 

cell
 

reprogram-
ming,its

 

generated
 

induced
 

pluripotent
 

stem
 

cells
 

have
 

the
 

normal
 

pluripotent
 

gene
 

expression
 

ability.
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words] somatic
 

cell
 

reprogramming;glutathione
 

peroxidase
 

4;stem
 

cell
 

pluripotency;induced
 

plu-
ripotent

 

stem
 

cells;cell
 

fate
 

determination

  2006年、2007年TAKAHASHI
 

等[1-2]建立了体

细胞重编程体系,成功获得诱导性多能干细胞(in-
duced

 

pluripotent
 

stem
 

cell,iPSC)。2022年,GUAN
等[3]利用小分子化合物将体细胞重编程为多潜能干

细胞,这种细胞被称为化合物诱导性多能干细胞

(chemically
 

induced
 

pluripotent
 

stem
 

cells,CiPSC),

后续又有研究者用同样的方法制备了CiPSC[4-5]
 

。研

究者们一直致力于寻找新型高效的重编程方法,为再

生医学和诱导多能干细胞的机制研究提供高质量细

胞来源及崭新的细胞模型。研究表明,谷胱甘肽能够

通过维持八聚体结合转录因子4(octamer-binding
 

transcription
 

factor
 

4,Oct4)水平来保持干细胞多能

性[6]。此外谷胱甘肽代谢是逆转骨骼肌干细胞衰老

的可及靶点,这个发现确定了干细胞衰老的新机

制[7]。说明谷胱甘肽及其代谢通路在干细胞多能性

维持及抗衰老过程中均发挥一定功能。谷胱甘肽过

氧化物酶4(glutathione
 

peroxidase
 

4,GPx4)是一个

含硒元素的蛋白。随着研究的不断深入,GPx4越来

越多的功能被发现,例如参与多种细胞信号转导通

路、保护线粒体三磷酸腺苷(adenosine
 

triphosphate,

ATP)免受氧化应激的影响及抑制线粒体凋亡的发

生[8-9],这提示GPx4与生命调控息息相关。本研究通

过过表达和敲低GPx4,探讨其对重编程的影响,旨在

为GPx4对干细胞多能性维持的重要意义提供实验

依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞株、质粒、菌株

OG2小鼠胚胎成纤维(mouse
 

embryonic
 

fibro-
blasts,MEFs)细胞、Plat-E 细胞、小鼠胚胎干细胞

(mouse
 

embryonic
 

stem
 

cell,mESCs)由中国科学院

广州 生 物 医 药 与 健 康 研 究 院 刘 晶 研 究 员 赠 予。

pMXs-Sox2、pMXs-Klf4、pMXs-Oct4质粒购自美国

Addgene公司。pMXs-GPx4过表达质粒及其空白对

照及GPx4敲低质粒及其空载对照由本实验室构建。

1.1.2 主要试剂

DMEM高糖培养基(货号:C11995500BT)、胎牛

血清(fetal
 

bovine
 

serum,FBS;货号:10091148)、非必

需氨基酸(货号:11140050)、谷丙氨酸二肽添加剂

(GlutaMax,货 号:35050061)、丙 酮 酸 钠 (货 号:

11360070)、β-巯基乙醇(货号:21985023)、白血病抑制

因子(leukemia
 

inhibitory
 

factor,LIF,货号:A35933)、杜
氏磷酸盐缓冲液(Dulbclo’s

 

phosphate
 

buffer
 

saline,

DPBS,货号:14190144)均购自美国Gibco公司;TR-
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Izol(货号:15596026)购自美国Thermo
 

Fisher公司;
多能干细胞碱性磷酸酶染色试剂盒(货号:C3206)购
自上海碧云天生物技术股份有限公司;HiScript

 

Ⅲ
 

All-in-one
 

RT
 

SuperMix
 

Perfect
 

for
 

qPCR(货 号:

R333-01)、Taq
 

Pro
 

Universal
 

SYBR
 

qPCR
 

Master
 

Mix(货 号:Q712-03)、Phanta
 

Max
 

Super-Fidelity
 

DNA
 

Polymerase(货号:P505-d2)均购自南京诺唯赞

生物科技股份有限公司;GPx4抗体(货号:ab125066)
购自美国 Abcam 公司;Oct4抗体(货号:sc-5279)购
自美国Santa

 

Cruz
 

Biotechnology公司;β-actin抗体

(货号:GB15003)购自武汉赛维尔生物科技有限公

司;EEF1A抗体(货号:DF6156)购自江苏莱科生物研

究中心有限公司。荧光二抗(货号:#8890S)购自美

国Cell
 

Signaling
 

Technology公司;4’,6-二脒基-2-苯
基吲哚(4’,6-diamidino-2-phenylindole,DAPI)溶液

(货号:C0065)购自北京索莱宝科技有限公司。抗荧

光衰减封片剂(货号:BL701A)购自北京兰杰柯科技

有限公司。引物均由上海生工生物工程有限公司

合成。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

MEFs和Plat-E细胞培养在由高糖DMEM基础

培养基+10%FBS+1%非必需氨基酸+1%谷氨酰胺

构成的培养基中。胚胎干细胞培养于 mES培养基

(高糖DMEM基础培养基+15%FBS+1%非必需氨

基酸+1%
 

GlutaMax+1%丙酮酸钠+0.1
 

mmol/L
 

的β-巯基乙醇+LIF)。

1.2.2 构建pMXs-GPx4过表达质粒

在NCBI上检索获得GPx4的全长mRNA序列。
提取mESCs的RNA,反转录后作为扩增模板使用。

PCR扩增得到的目的片段经过琼脂糖凝胶电泳后回

收。随后通过同源重组将 GPx4基因完整的开放阅

读框序列以及其硒代半胱氨酸插入序列(selenocys-
teineinsertionsequenceelement,SECIS)元件及目的片

段连接到pMXs载体上,得到pMXs-GPx4过表达质

粒。GPx4扩增引物序列,正向:5'-tagctagttaattaag-

gatccATG
 

AGC
 

TGG
 

GGC
 

CGT-3';反 向:5'-tttg-
tagtccatggtacgcgtCGG

 

CAG
 

GGA
 

TGC
 

ACG
 

CCA
 

GGT-3'。

1.2.3 构建GPx4短发夹RNA(short
 

hairpin
 

RNA,

shRNA)
将用于敲低 GPx4的两个shRNA干扰序列5'-

 

CTCA
 

TGA
 

AGG
 

TCT
 

GCC
 

TGA
 

AA
 

-3'
 

和5'-
 

GAC
 

GTA
 

AAC
 

TAC
 

ACT
 

CAG
 

CTA
 

-3'
 

克隆到

pSUPER载体中,得到GPx4
 

shRNA1和GPx4
 

shR-
NA2质粒。

1.2.4 慢病毒包装

将Plat-E细胞分盘,24
 

h后细胞密度大约为80%
时即可转染。使用聚乙烯亚胺(polyethylenimine

 

L,

PEI)完成转染,按照说明书制备PEI-DNA混合物,在
形成混合物过程中,移除细胞生长培养基,每个皿中加

入10
 

mL新鲜预热的完全培养基,将PEI-DNA混合物

加入细胞中,轻轻混匀。于37
 

℃、
 

5%
 

CO2 培养箱中

培养,10
 

h后换掉转染试剂与培养基。分别在48
 

h和

72
 

h收集病毒,并使用0.45
 

μm滤器过滤。

1.2.5 细胞转染

过滤后的病毒上清液中加入终浓度为8
 

μg/mL
的聚凝胺,颠倒混匀病毒,促进病毒感染效率。加入

各种病毒上清液到
 

MEFs细胞中。病毒感染
 

24
  

h后

收集病毒并再次感染细胞。第二次感染结束后更换

新鲜培养基并记为重编程第0天(D0)。

1.2.6 细胞分组

为了解 MEFs细胞与 mESCs中GPx4
 

表达的不

同,取MEFs细胞与mESCs,分为MEFs组和mESCs
组。为验 证 GPx4对 体 细 胞 重 编 程 效 率 的 影 响,

pMXs-GPx4过表达质粒及其空载对照质粒,GPx4
 

shRNA1、GPx4
 

shRNA2及其空载对照质粒分别与

pMXs-Sox2、pMXs-Klf4、pMXs-Oct4 共 转 染 到

MEFs细胞中进行重编程诱导,转 染 pMXs-Sox2、

pMXs-Klf4和pMXs-Oct4可沉默体细胞基因并启动

多能基因的表达。得到pMXs
 

GPx4组、pMXs空载

对照(pMXs
 

NC)组、GPx4
 

shRNA1组、GPx4
 

shR-
NA2组、pSUPER空载对照(pSUPER

 

NC)组。

1.2.7 转录组测序

收集小鼠样本8例,其中 MEFs细胞收集3例,

mESCs细胞收集5例。提取RNA后送广州序科码

生物技术有限责任公司进行测序。定量分析完成后,
得到所有样本的基因表达水平矩阵,进行基因差异表

达显著性分析。

1.2.8 碱性磷酸酶染色

使用多能干细胞碱性磷酸酶显色试剂盒对iPSC
进行鉴定。将24孔板中的细胞用4%多聚甲醛固定

15
 

min,并用PBS洗涤。洗涤后每孔中加入500
 

μL
染色工作液,室温下避光孵育30

 

min。去除染色工作

液,用PBS洗涤1~2次即可终止显色反应。

1.2.9 实时荧光定量PCR
 

(quantitative
 

real-time
 

PCR,qPCR)检测

收集细胞,加入1
 

mL
 

TRIzol,按照试剂说明书提
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取细胞总RNA。使用HiScript
 

Ⅲ
 

All-in-one
 

RT
 

Su-

perMix
 

Perfect
 

for
 

qPCR试剂盒,取1
 

μg
 

RNA作为

反转 录 模 板 合 成cDNA。按 照 Taq
 

Pro
 

Universal
 

SYBR
 

qPCR
 

Master
 

Mix试剂盒说明书进行qPCR反

应,设置反应条件:预变性95
 

℃
 

30
 

s;变性95
 

℃
 

10
 

s,退火、延伸60
 

℃
 

30
 

s,共40个循环。qPCR引

物序列见表1。

1.2.10 Western
 

blot
收集 MEFs细胞、mESCs,加入含1%蛋白酶抑

制剂的RIPA裂解液裂解细胞,提取细胞总蛋白。收

集pSUPER
 

NC组、GPx4
 

shRNA1组和GPx4
 

shR-
NA2组的细胞,提取总蛋白。使用BCA试剂盒进行

蛋白定量;按照实验需要将蛋白样品加入加样孔中,
约10~15

 

μg/孔,并在左边加样孔中加入2
 

μL蛋白

Marker;以160
 

V
 

进行电泳30
 

min,直至溴酚蓝迁移

至底部;设置0.4
 

A
 

35
 

min转膜。待蛋白转移至聚偏

氟乙烯(PVDF)膜上后,5%牛血清清蛋白(BSA)封闭

2
 

h,TBST洗膜,加入配制好的一抗,4
 

℃孵育过夜。

TBST洗涤3次后加入对应二抗,室温孵育1
 

h。回

收二抗并洗膜3次。在条带正面滴加约100
 

μL配制

好的 增 强 型 化 学 发 光 液(enhanced
 

chemilumines-
cence,ECL),在化学发光成像系统中根据具体情况适

当调整曝光时间,拍照,保存图片。

表1  qPCR检测引物序列

基因 方向 序列(5'-3') 产物大小(bp)

GAPDH 正向 AGG
 

TTG
 

TCT
 

CCT
 

GCG
 

ACT
 

TCA 184

反向 TGG
 

TCC
 

AGG
 

GTT
 

TCT
 

TAC
 

TCC

GPx4 正向 GAT
 

GGA
 

GCC
 

CAT
 

TCC
 

TGA
 

ACC 185

反向 CCC
 

TGT
 

ACT
 

TAT
 

CCA
 

GGC
 

AGA

Rex1 正向 CCC
 

TCG
 

ACA
 

GAC
 

TGA
 

CCC
 

TAA
 

112

反向 TCG
 

GGG
 

CTA
 

ATC
 

TCA
 

CTT
 

TCAT
 

Sox2 正向 AGG
 

GCT
 

GGG
 

AGA
 

AAG
 

AAG
 

AG
 

94

反向 CCG
 

CGA
 

TTG
 

TTG
 

TGA
 

TTA
 

GT
 

Dappa3 正向 TGT
 

GGA
 

GAA
 

CAA
 

GAG
 

TGA
 

127

反向 CTC
 

AAT
 

CCG
 

AAC
 

AAG
 

TCT
 

T
 

Sall4 正向 CCC
 

TGG
 

GAA
 

CTG
 

CGA
 

TGA
 

AG 111

反向 TCA
 

GAG
 

AGA
 

CTA
 

AAG
 

AAC
 

TCG
 

GC

Oct4 正向 CGG
 

AAG
 

AGA
 

AAG
 

CGA
 

ACT
 

AGC 108

反向 ATT
 

GGC
 

GAT
 

GTG
 

AGT
 

GAT
 

CTG

Nanog 正向 AAA
 

TCC
 

CTT
 

CCC
 

TCG
 

CCA
 

TC 96

反向 GCG
 

TTC
 

CCA
 

GAA
 

TTC
 

GAT
 

GC

1.2.11 免疫荧光染色

将细胞接种到预先放置有细胞爬片的培养皿中,

待细胞长到合适状态,PBS洗两遍,随后4%多聚甲醛

固定15
 

min。洗涤后使用0.1%Triton
 

X-100孵育

15
 

min。洗涤两次后用1%
 

BSA溶液封闭30
 

min。

Oct4抗体4
 

℃孵育过夜。洗涤3次后加入对应二抗

室温避光孵育2
 

h。洗涤两次后加DAPI染色5
 

min。

最后滴加封片剂一滴封片,荧光共聚焦显微镜拍照。

1.3 统计学处理

采用GraphPad
 

Prism6.0软件对数据进行统计

学分析,各组实验独立重复3次,计量资料以x±s表

示,比较采用t 检验,以 P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结  果

2.1 GPx4在mESCs中高表达

收集 MEFs细胞及 mESCs进行转录组测序,结

果显示 GPx4基因在两者间均有表达,但在 mESCs
组中表达水平高于 MEFs组(图1A)。为验证测序结

果,随后在转录水平及蛋白水平检测 MEFs组和

mESCs组 中 GPx4 的 表 达。由 于 MEFs细 胞 和

mESCs两种细胞的细胞结构与细胞代谢活动不同,

此处使用EEF1A作为 Western
 

bolt的内参。结果显

示,GPx4
 

mRNA及蛋白在 mESCs组中的表达水平

高于MEFs组(图1B、C)。GPX4是一种硒蛋白,在其
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mRNA序列的3'
 

非翻译区域上存在SECIS元件。

SECIS元件的存在使得本来作为终止密码子的UGA
 

编码为硒代半胱氨酸。本研究设计的shRNA靶点分

别位于GPx4的CDS区及SECIS元件上(图1D)。收

集已经转染shRNA的 MEFs细胞,在转录水平及翻译

水平检测GPx4的表达水平,结果显示,GPx4
 

shRNA1
组和GPx4

 

shRNA2组GPx4
 

mRNA及蛋白表达水平

较pSUPER
 

NC组下降(P<0.05),见图1E、F。

2.2 GPx4影响体细胞重编程
 

本研究假设高表达的 GPx4有利于小鼠体细胞

重编程 的 发 生。转 染 第9天 qPCR 结 果 显 示,与

pMXs
 

NC组比较,pMXs
 

GPx4组中GPx4
 

mRNA表

达水平提升约2
 

000倍以上,差异有统计学意义(P<
0.001),见图2A。与pMXs

 

NC组比较,pMXs
 

GPx4
组生成的iPSC大小相仿且都能够发出绿色荧光,见
图2B。碱性磷酸酶染色结果显示,两组生成的iPSC
克隆数相似,pMXs

 

GPx4组重编程效率略高于pMXs
 

NC组,但差异无统计学意义(P>0.05),见图2C、D。

根据测序结果显示,虽然MEFs组中GPx4
 

mRNA表

达水平低于mESCs组,但是也有一定量的表达,此时

增加GPx4的表达可能无法对重编程效率提升起到

显著效果。因此,本研究在重编程过程中对GPx4进

行敲低。转染第9天,与pSUPER
 

NC组比较,GPx4
 

shRNA1组和GPx4
 

shRNA2组生成的绿色荧光iP-
SC克隆数较少,见图3A。此外碱性磷酸酶染色结果

也显示敲低GPx4后GPx4
 

shRNA1组和GPx4
 

shR-
NA2组生成的iPSC克隆数低于pSUPER

 

NC组,差
异有统计学意义(P<0.05),见图3B、C。

2.3 iPSC鉴定

收集各组完成重编程的iPSC进行qPCR检测。
与 MEFs组比较,各组多能性标记基因Rex1、Sox2、

Dappa3、Sall4、Oct4和Nanog表达水平均上升,见图

4A。此外免疫荧光染色可见pMXs
 

GPx4组、GPx4
 

shRNA1组、GPx4
 

shRNA2组干细胞标记物Oct4的

表达也较 MEFs组升高,见图4B。

  A:转录组测序分析 MEFs组和mESCs组中GPx4
 

mRNA的表达水平;B:qPCR检测 MEFs组和 mESCs组中GPx4
 

mRNA的表达水平;C:

Western
 

blot验证 MEFs组和mESCs组中GPx4表达水平,将 MEFs组GPx4表达水平定义为1.00,则 mESCs组中GPx4表达水平为1.67;D:

GPx4结构及shRNA靶点位置示意图;E:qPCR检测shRNA敲低GPx4基因的效果;F:Western
 

blot检测GPX4敲低效果。将pSUPER
 

NC组中

GPx4表达水平定义为1.00,则GPx4
 

shRNA1组中GPx4表达水平为0.52,GPx4
 

shRNA2组中GPx4表达水平为0.48。①:pSUPER
 

NC组;②:

pSUPER
 

shRNA1组;③:pSUPER
 

shRNA2组。a:P<0.05;b:P<0.01;c:P<0.001。
 

图1  GPx4在 MEFs和 mESCs中的表达
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  A:qPCR检测GPx4
 

mRNA表达水平分析图;B:荧光染色检测iPSC;C:碱性磷酸酶染色检测iPSC克隆;D:碱性磷酸酶染色统计分析图。

①:pMXs
 

NC组;②:pMXs
 

GPx4组。a:P<0.001。

图2  过表达GPx4不影响 MEFs重编程效率

  A:荧光染色检测iPSC;B:碱性磷酸酶染色检测iPSC克隆;C:碱性磷酸酶染色统计分析图。①:pSUPER
 

NC组;②:GPx4
 

shRNA1组;③:

GPx4
 

shRNA2组。a:P<0.05;b:P<0.01。

图3  敲低GPx4抑制 MEFs重编程效率
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  A:qPCR检测多能性标记基因mRNA表达水平分析图;B:免疫荧光染色检测iPSC。①:MEFs组;②:pMXs
 

NC组;③:pSUPER
 

NC组;④:

pMXs
 

GPx4组;⑤:GPx4
 

shRNA1组;⑥:GPx4
 

shRNA2组。

图4  过表达或敲低GPx4产生的诱导性多能干细胞的鉴定

3 讨  论

  在干细胞与再生医学研究领域,与ESCs取自废

弃胚胎的复杂伦理考量比较,iPSC直接从体细胞中诱

导生成,不仅简化了获取过程,还巧妙地规避了潜在

的伦理争议,从而展现出更高的可行性和接受度。iP-
SC为难治性疾病、损伤及退行性疾病的细胞疗法提

供了前所未有的机会。例如,患者来源的iPSC在基

因突变被纠正后可以分化为特定的功能细胞类型用

于治疗软骨发育不全等多种疾病[10-12]。iPSC能够被

用于构建神经退行性疾病(如帕金森综合征、肌萎缩

侧索硬化等)及其他疾病模型[13-15],便于科学家研究

该类疾病的机制从而找到更有效的治疗方法。在中

国临床试验注册中心网站上能够检索到患者来源的

iPSC被用来进行个体化的药物筛选试验(注册号:
ChiCTR2000034277、ChiCTR2300069332),其靶向筛

选效果有利于实现相关疾病的精准医疗。尽管iPSC
具有巨大的应用潜能,但仍有一些重要问题有待解

决,包括其固有的致瘤性、异质性等[16]。重编程过程

不仅可以产生完全重编程的iPSC,还可以产生部分重

编程 的 细 胞,这 些 细 胞 可 能 具 有 不 同 的 分 化 潜

能[17-18]。因此,在临床应用之前需要对iPSC进行严

谨的安全性评估。对重编程机制的进一步研究有助

于开发新方法,有利于产生更安全的iPSC,并且对于

细胞治疗的实际应用具有重要指导意义。已进入多

个临床试验并被批准为淋巴瘤疗法的嵌合抗原受体

T(CAR-T)细胞,近期有研究证实,通过自分泌IL-10
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使其代谢增强,细胞用量可降低为原标准的5%,并有

效防止实体瘤肿瘤微环境中的CAR-T细胞耗竭,在
小鼠肿瘤模型中观察到明显的抗肿瘤效果,可迅速清

除实体瘤[19]。
过量的活性氧自由基(reactive

 

oxygen
 

species,
ROS)诱导干细胞自噬增强从而损害干细胞活力[20]。
为了消除ROS的毒性作用,胚胎干细胞具有较强的

抗氧化防御能力[21-22]。干细胞的各种抗氧化机制已

被表征[23-24]。过氧化氢和有机过氧化物的清除机制

对生命存活至关重要,前者清除具有多种代谢途径,
但后者的清除途径非常有限,因此,可以清除脂质过

氧化氢的GPx4非常关键。敲除GPx4后小鼠发育的

胚胎第8天死亡[25]。当GPx4失活后,小鼠在原肠胚

形成之后就会停止发育[26]。这些结果提示GPx4在

调控胚胎发育和细胞存活过程中起到重要作用。为

了研究GPx4在重编程过程中发挥什么样的作用,本
研究设计在诱导过程中过表达GPx4。结果显示,重
编程效率有一定幅度提升,但差异无统计学意义(P>
0.05)。作者推测,由于本实验所采取的重编程体系

自身效率已经处于比较高的水平[27],GPx4对于重编

程可能具有的促进作用或许被掩盖。当进一步分析

GPx4敲低后的重编程结果,GPx4表达降低以后重编

程效率 明 显 下 降。这 一 结 果 表 明,在 诱 导 过 程 中

GPx4的缺少会抑制iPSC产生。综合GPx4过表达

与敲低的实验结果,可以认为 GPx4参与了重编程,
并且在重编程中发挥了重要作用。但本研究存在一

定局限性,过表达 GPx4对重编程效率提升并不明

显,其原因除了上述提及的诱导体系以外,还可能是

由于在 MEFs细胞中本身就存在有一定量的 GPx4
本底表达足以支持iPSC的产生,正如作者之前的测

序结果所示。最近,LIU 等[28]在《Science》杂志上揭

示了线粒体中谷胱甘肽(glutathione,GSH)平衡的反

馈调节机制,动态调节 GSH 的转运蛋白水平,实现

GPx4和GSH的协同调控。本研究发现GPx4的缺

失不利于重编程过程中多能性的获取,其特殊的谷胱

甘肽代谢酶身份为干细胞获得及细胞命运调控及应

用研究提供了新视角。
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