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　　［摘要］　目的　初步观察精原干细胞自我更新基因 Ｐｉｗｉｌ２重编程人成纤维细胞的细胞形态及功能特征变化，建立
Ｐｉｗｉｌ２调控肿瘤干细胞发生过程的细胞实验模型。方法 　 将携带Ｐｉｗｉｌ２ＧＦＰ标记和空载目的基因ＧＦＰ标记的慢病毒载
体分别感染原代培养的小儿包皮成纤维细胞，筛选建立稳定表达Ｐｉｗｉｌ２ＧＦＰ和ＧＦＰ成纤维细胞系，观察细胞形态变化及
肿瘤球形成过程，分析细胞染色体核型，进行裸鼠体内成瘤实验，ＲＴＰＣＲ、免疫组织化学进一步鉴定重编程后细胞的干细
胞特征及三胚层分化的相关标志物。结果　 转染后第５天，Ｐｉｗｉｌ２ＧＦＰ成纤维细胞开始由长梭形逐渐转变为圆形，第１４天
出现集落样生长状态，挑选集落重悬后培养形成类似“肿瘤球”样克隆，其细胞染色体核型呈超二倍体的异质性改变。“肿

瘤球”样克隆裸鼠体内移植２周时１００％形成肿瘤，肿瘤组织学及免疫组化鉴定为表达多种外胚层、中胚层及内胚层肿瘤
标志物的恶性肿瘤，ＲＴＰＣＲ显示细胞及裸鼠肿瘤表达干细胞多能基因Ｏｃｔ４、Ｎａｎｏｇ、Ｓｏｘ２，以及三胚层特征标志物。结论
　 Ｐｉｗｉｌ２重编程人成纤维细胞后的细胞具有干细胞及多潜能分化特性，以及显著的肿瘤细胞异质特性。
　　［关键词］　 Ｐｉｗｉｌ２；成纤维细胞；肿瘤干细胞
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　　恶性肿瘤对放化疗不敏感或抵抗，导致疗效不满
意或复发转移，是恶性肿瘤生存率低的主要原因。理

论研究推测，其很可能与肿瘤中存在极少量的“肿瘤

干细胞（ｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌ，ＣＳＣ）”有关［１－２］。ＣＳＣ具有
自我更新与分化能力，但是，较正常干细胞存在染色体

缺失、增加等核型异常，提示 ＣＳＣ已经从其正常来源
的细胞发生遗传转变，具有恶性增生和分化特性［３］。

只有建立研究ＣＳＣ起源、发生、发展的模型，才能阐明
其遗传机制、恶性转化路径，发掘针对 ＣＳＣ的治疗新
靶点，从而为临床根治肿瘤展示新的希望。２００６年，先
后有研究小组用Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２、Ｎａｎｏｇ、Ｋｌｆ４（ＣＭｙｃ）４种基
因导入人成纤维细胞体外重编程为人诱导多潜能干细

胞（ｉＰＳ），具有多向分化潜能和自我更新特征、致瘤
性［４］。２００８年，Ｌｉｕ等［５］提出 ｉＰＳ细胞的诱导过程和
肿瘤发生过程非常相似。近年研究发现，维持生殖细

胞发育起关键作用的微小 ＲＮＡ结合蛋白 Ｐｉｗｌ２，在人
睾丸及多种肿瘤细胞中表达，包括结肠癌、乳腺癌、前

列腺癌等，而在正常体细胞、胚胎干细胞中均不表达，

提示Ｐｉｗｉｌ２可能是前肿瘤干细胞（ｐＣＳＣ）的分子标志
物，在肿瘤发生起源过程中可能具有重要的调控作

用［６－９］。因此本实验通过将携带精原干细胞自我更新

基因Ｐｉｗｉｌ２的慢病毒载体转染人成纤维细胞，初步观察
重编程过程中正常成纤维细胞的生物学行为变化，建立

Ｐｉｗｉｌ２调控肿瘤干细胞发生过程的细胞实验模型。

１　材料与方法

１．１　主要材料
　　ＳＰＦ级ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠４只，４周龄，体质量１２．５～１３．５ｇ，雌
性，购于重庆医科大学实验动物中心，饲养于重庆医科大学附

属儿童医院ＳＰＦ级动物中心。人包皮成纤维细胞来源于６岁儿
童包皮环切术的包皮组织（签署知情同意书），并经重庆医科大

学附属儿童医院医学伦理委员会批准。Ｐｉｗｉｌ２ＧＦＰ和绿色荧
光蛋白（ＧＦＰ）空载基因对照质粒构建，病毒包装均由威斯滕公
司完成，培养主要试剂包括 ＤＭＥＭ（Ｇｉｂｃｏ公司）、胎牛血清
（ＨｙＣｌｏｎｅ公司）、嘌呤霉素（Ｓｉｇｍａ公司）、ＬＩＦ（Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司）。
抗体主要有 Ｐｉｗｉｌ２、Ｏｃｔ４、Ｎｅｓｔｉｎ（Ｓａｎｔａ公司），ＣＤ１１７、ＳＹＤ、
ＭｙｏＤ１、Ｄｅｓ、ＰＬＡＰ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＣｇＡ、ＡＦＰ、ＥＭＡ、ＣＫ、ＬＣＡ、ＳＭＡ（迈
新生物公司），二抗（浓缩型ＵｌｔｒａＳｅｎｓｉｔｉｖｅＳＰ试剂盒，中杉金桥
公司），ＲＮＡ快速提取试剂盒、ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（百泰克公

司），逆转录试剂盒（ＴａＫａＲａ公司）。

１．２　正常人成纤维细胞分离培养及实验分组
　　无菌收取包皮环切术后的包皮外板组织，参照 Ｒｏｚｅｎｃｈａｎ
等［１０］的方法分离成纤维细胞（ＦＢ细胞），将原代 ＦＢ细胞加
１０％ ＦＢＳ的ＤＭＥＭ置于３７℃，５％ＣＯ２孵箱中培养。培养１２ｄ
的第５代ＦＢ细胞按照如下分组用于重编程实验：实验组为转
染Ｐｉｗｉｌ２ＧＦＰ基因ＦＢ细胞组，空载对照组为转染 ＧＦＰ基因的
ＦＢ细胞组，正常对照组为未转染任何基因的ＦＢ细胞组。

１．３　Ｐｉｗｉｌ２基因重编程人成纤维细胞
　　培养１２ｄ的第５代ＦＢ细胞，按照分组分别以３×１０４／ｍＬ
接种于２４孔板内，３７℃，５％ＣＯ２培养２４ｈ，４０倍光镜下观察细
胞密度约７０％。弃去培养液，实验组分别加入１μＬＰｉｗｉｌ２ＧＦＰ
病毒原液，空载对照组分别加入１μＬＧＦＰ病毒原液，正常对照
组分别加入１μＬＰＢＳ，各组均加入１％凝聚胺，３７℃ ５％ＣＯ２培
养８ｈ后换液，１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ继续培养，４８ｈ后荧光
显微镜观察转染效果，并以 １μｇ／ｍＬ嘌呤霉素筛选 ２周［１１］，

１０００Ｕ／ｍＬＬＩＦ抑制其分化［１２］，观察细胞形态学变化。

１．４　肿瘤球样集落培养
　　从转染后１４ｄ的 Ｐｉｗｉｌ２细胞集落中随机挑选４个 Ｐｉｗｉｌ２
重编程成纤维细胞集落，分别消化成单细胞传代后培养，挑选

“肿瘤球”样集落用于裸鼠体内成瘤实验［１３］，提取剩余肿瘤球

样克隆ＲＮＡ用于ＲＴＰＣＲ鉴定干细胞分子表型及三胚层表型
特征。同时分别提取转染后第２０天空载对照组和正常对照组
的ＲＮＡ作为对照（参照总ＲＮＡ快速提取试剂盒说明书）。

１．５　染色体核型分析
　　分别取转染后 １５ｄ第 ６代（Ｐ６）对数期生长的实验组
Ｐｉｗｉｌ２ＧＦＰＦＢ细胞，空载对照组ＧＦＰＦＢ细胞和正常对照组的
ＦＢ细胞，按细胞核型分析标准步骤进行操作［１４］，结果由重庆

医科大学附属儿童医院分子诊断中心判定。

１．６　体内致瘤实验
　　将４只 ４周龄裸鼠左右两侧前肢腋下注射细胞观察成
瘤［１５－１６］，共８侧。４只右侧前肢腋下部位分别注射实验组选的
４个“肿瘤球”样集落细胞，２只左侧前肢腋下部位注射空载对照
组细胞，２只左侧前肢腋下部位注射正常对照组细胞。取转染后
１８ｄ对数期生长的ＧＦＰＰｉｗｉｌ２ＦＢ细胞、ＧＦＰＦＢ细胞、ＦＢ细胞，
０．２５％胰酶分别消化，重悬后调整计数为１×１０７／ｍＬ，抽取单细
胞悬液２００μＬ，参照文献［１５－１６］方法分别接种于裸鼠的相
应部位并做好标记。脱颈处死成瘤后第５周裸鼠，收集肿瘤标
本，一部分用于提取总 ＲＮＡ，用于 ＲＴＰＣＲ鉴定肿瘤细胞的干
细胞分子表型及多胚层分化特征；另一部分１０％中性甲醛固
定，脱水，石蜡包埋，用于免疫组化检测干细胞标志物及常用多
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胚层标志物。

１．７　ＲＴＰＣＲ检测
　　按照 ＲＮＡ反转录试剂盒说明书，将总 ＲＮＡ逆转录为
ｃＤＮＡ，并作为模板进行半定量 ＰＣＲ检测，反应条件为 ９５℃
３ｍｉｎ，９５℃ ３０ｓ，５８～６５℃ ４５ｓ，３０个循环，７２℃ １０ｍｉｎ。

１．８　免疫组织化学染色观察
　　石蜡包埋标本连续切片，切片厚４μｍ。免疫组织化学染
色采用ＳＰ两步法，加一抗Ｎｅｓｔｉｎ（１∶２００）、Ｐｉｗｉｌ２（１∶２００）、Ｏｃｔ
４（１∶２００）、ＣＤ１１７、ＳＹＤ、ＭｙｏＤ１、Ｄｅｓ、ＰＬＡＰ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＣｇＡ、ＡＦＰ、
ＥＭＡ、ＣＫ、ＬＣＡ、ＳＭＡ（工作液）４℃冰箱过夜孵育，滴加二抗工
作液（按说明书操作），ＤＡＢ显色，苏木精复染。ＰＢＳ代替一抗
作为阴性对照。显微镜观察免疫组化结果，棕黄色为阳性表

达，定性观察各抗体在肿瘤标本中的表达情况。

２　结果

２．１　Ｐｉｗｉｌ２ＧＦＰ重编程ＦＢ细胞的形态学
　　传代后 ＦＢ细胞呈长梭型，核卵圆形居中（图 １）。转染
４８ｈ，荧光显微镜观察转染空载对照组和实验组细胞中有部分

表达荧光的细胞，两组表达绿色荧光的细胞均超过 ７０％
（图２）。转染５ｄ，Ｐｉｗｉｌ２ＧＦＰＦＢ组部分细胞体积变小，形态由
长梭型逐渐变为圆形（图３Ａ、Ｂ）。转染１０ｄ，Ｐｉｗｉｌ２ＧＦＰＦＢ细
胞形态基本由长梭形完全转变为圆形（图３Ｃ、Ｄ）。第１４天，细
胞出现集落样生长（图３Ｅ、Ｆ），挑取培养的克隆重悬后培养至第
３天，形成类似肿瘤球样的圆形克隆（图４），挑选的单个子代克
隆（图５），而空载对照组和正常对照组细胞形态依然为长梭
型，均无“肿瘤球”样集落形成。
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图１　光镜观察第５代原代包皮成纤维细胞
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Ａ：ＧＦＰＦＢ细胞光镜下形态；Ｂ：ＧＦＰＦＢ细胞荧光下形态；Ｃ：Ｐｉｗｉｌ２ＧＦＰＦＢ细胞光镜下形态；Ｄ：Ｐｉｗｉｌ２ＧＦＰＦＢ荧光显微镜下形态

图２　转染后４８ｈ空载基因ＧＦＰＦＢ及Ｐｉｗｉｌ２ＧＦＰＦＢ细胞形态变化
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Ａ、Ｂ：转染后５ｄ；Ｃ、Ｄ：转染后１０ｄ；Ｅ、Ｆ：转染后１４ｄ；Ａ、Ｃ、Ｅ：光镜；Ｂ、Ｄ、Ｆ：Ｈｏｅｃｈｓｔ染色后荧光显微镜

图３　转染后５、１０、１４ｄＰｉｗｉｌ２ＧＦＰＦＢ细胞形态变化
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图４　光镜（Ａ）与荧光显微镜（Ｂ）观察克隆重悬后培养至第３天

Ｐｉｗｉｌ２ＧＦＰＦＢ细胞肿瘤球样克隆形态变化
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图５　光镜（Ａ）与荧光显微镜（Ｂ）观察培养的单个子代肿瘤球样克隆

２．２　重编程后 ＦＢ细胞表达干细胞和三胚层分化相
关分子特性

　　ＲＴＰＣＲ检测 Ｐｉｗｉｌ２ＧＦＰＦＢ细胞、ＧＦＰＦＢ细胞、ＦＢ细胞
的干细胞分子表型指标，Ｐｉｗｉｌ２ＧＦＰＦＢ细胞和裸鼠肿瘤过表达
Ｐｉｗｉｌ２，表达ｉＰＳ相关干细胞转录因子Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２、Ｎａｎｏｇ、Ｋｌｆ４、
ｃＭｙｃ（图６），表达三胚层分化相关基因（图７）。
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１：Ｐｉｗｉｌ２ＧＦＰＦＢ“肿瘤样”集落；２：ＧＦＰＦＢ细胞组；３：ＦＢ细胞组

图６　体外培养的Ｐｉｗｉｌ２ＧＦＰＦＢ“肿瘤球”样集落、ＧＦＰＦＢ细胞、

正常成纤维细胞干细胞标志物ｍＲＮＡ扩增结果
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A - B

A - B

A - B

１：Ｐｉｗｉｌ２ＧＦＰＦＢ“肿瘤样”集落；２：ＧＦＰＦＢ细胞组；３：ＦＢ细胞组

Ａ：内胚层；Ｂ：外胚层；Ｃ：中胚层

图７　体外培养的Ｐｉｗｉｌ２ＧＦＰＦＢ“肿瘤球”样集落、ＧＦＰＦＢ细胞、

正常成纤维细胞表达三胚层标记物ｍＲＮＡ扩增结果

２．３　重编程后ＦＢ细胞染色体异质性
　　染色体核型结果显示 Ｐｉｗｉｌ２ＧＦＰＦＢ细胞染色体异常，分
别为６７～７０条的超二倍体结构，可见多倍体染色体（图 ８）。
空载对照组和正常对照组细胞染色体均为正常染色核型。

２．４　重编程后ＦＢ细胞致瘤性
　　各组裸鼠皮下接种细胞悬液４～６ｈ后，注射部位皮丘消
失。７～１０ｄ后，４只裸鼠右侧前肢注射 Ｐｉｗｉｌ２ＧＦＰＦＢ细胞皮
下均出现新的结节状物，皮下有滑动感。接种后２周，Ｐｉｗｉｌ２
ＧＦＰＦＢ细胞１００％形成肿块，体积均超过１００ｍｍ３，成瘤５周
时，肿瘤有包膜，质地较硬，灰白色，局部暗红色，剖面鱼肉状，

内部有坏死。ＨＥ染色大量肿瘤细胞细胞核增大畸形，核质比
高。细胞质相对较少，细胞分化程度低（图９）。而空载对照组
和正常对照组皮下均无肿块产生。

图９　ＨＥ染色观察裸鼠肿瘤组织病理变化　（×２００）
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Ａ：７０条；Ｂ：６７条；Ｃ：６７条；Ｄ：６８条；Ｅ：６７条

图８　Ｐｉｗｉｌ２ＧＦＰＦＢ细胞染色体核型
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２．５　重编程后ＦＢ形成肿瘤的多胚层分化特性
　　ＲＴＰＣＲ检测裸鼠肿瘤的干细胞指标及各胚层指标，
Ｐｉｗｉｌ２ＧＦＰＦＢ细胞克隆在裸鼠肿瘤中高表达Ｐｉｗｉｌ２（图１０），同
时仍表达体外肿瘤球样克隆所表达的干细胞标记物 Ｏｃｔ４、
Ｓｏｘ２、Ｎａｎｏｇ、Ｋｌｆ４、ｃＭｙｃ，并表达内胚层 ＧＡＴＡ６，中胚层
Ｂｒａｂｕｒｙ、ＣＡＴＡ４，外胚层Ｎｅｓｔｉｎ、Ｔｕｂｂ３组织特征的标志物。但
是，不表达内胚层ＡＦＰ。免疫组化检测裸鼠肿瘤组织常规肿瘤
鉴定指标显示，Ｐｉｗｉｌ２ＧＦＰＦＢ细胞在体内成瘤后，除了仍高表
达 Ｐｉｗｉｌ２蛋白（＋＋＋），还表达外胚层：巢蛋白（Ｎｅｓｔｉｎ，＋＋），
角蛋白（ＣＫ，＋），突触素（ＳＹＮ，＋），嗜铬素（ＣｇＡ，－），上皮膜
抗原（ＥＭＡ，－）。中胚层：中间微丝蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ，＋），结蛋
白（Ｄｅｓ，＋），胎盘碱性磷酸酶（ＰＬＡＰ，＋），小儿横纹肌生肌因
子（ＭｙｏＤ１，－），白细胞共同抗原（ＬＣＡ，－），平滑肌肌动蛋白
（ＳＭＡ，－）。内胚层：甲胎蛋白（ＡＦＰ，－）。见图１１。
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１：Ｐｉｗｉｌ２（４２８ｂｐ）；２：Ｋｌｆ４（５２４ｂｐ）；３：ＣＭｙｃ（４９０ｂｐ）；４：Ｎａｎｏｇ

（４７７ｂｐ）；５：Ｓｏｘ２（４６０ｂｐ）；６：Ｏｃｔ４（３１９ｂｐ）；Ｍ：标准

１：ＧＡＴＡ６（２１０ｂｐ）；２：ＡＦＰ（１３１ｂｐ）；３：ＡＣＴＡ２（８１ｂｐ）；４：Ｂｒａｃｈｙｕ

ｒｙ（１４６ｂｐ）；５：Ｔｕｂｂ３（１２７ｂｐ）；６：Ｎｅｓｔｉｎ（１４５ｂｐ）；Ｍ：标准

图１０　裸鼠体内肿瘤表达干细胞（Ａ）及三胚层（Ｂ）相关标记物

ｍＲＮＡ扩增结果

３　讨论

　　研究［７］发现，肿瘤发生过程与 ｉＰＳ细胞重编程过
程之间存在着重叠，这更加证实 ｉＰＳ细胞的诱导过程
和肿瘤发生过程非常相似的观点。但是 ｉＰＳ重编程效
率低，致瘤发生率差别大，且并非所有 ｉＰＳ细胞一定具
有致瘤性，需要探索能显著提高重编程细胞致瘤性及

异质性的方法。因此，探索对正常细胞重编程建立

ＣＳＣ研究模型，可能有助于阐明 ＣＳＣ起源及发生过
程，找到治疗肿瘤的新方法。Ｐｉｗｌ２又称癌胚胎／睾丸
抗原８０（ｃａｎｃｅｒ／ｔｅｓｔｉｓ８０，ＣＴ８０），是Ａｒｇｏｎａｕｔｅ家族的一

员，是一种对维持生殖细胞发育起关键作用的微小

ＲＮＡ结合蛋白，在调节生殖干细胞的自我更新和精子
发育方面有重要的作用［６，１７］。在人睾丸细胞及多种肿

瘤细胞中表达，包括结肠癌、乳腺癌、前列腺癌、胃肠道

肿瘤、卵巢癌、子宫内膜癌，而在正常体细胞、干细胞、

胚胎干细胞中均不表达［８，１８－２１］。根据肿瘤干细胞理

论，肿瘤的发生是因为肿瘤细胞中少量 ＣＳＣ（肿瘤干
细胞）的存在，而Ｐｉｗｉｌ２是唯一稳定高表达于 ｐＣＳＣ即
ＮＳＣ（正常干细胞）和 ＣＳＣ（肿瘤干细胞）中间状态的
蛋白，提示 Ｐｉｗｉｌ２可能调控肿瘤起源或发生过程［６］。

因此，本实验通过将携带绿色荧光蛋白的人 Ｐｉｗｉｌ２基
因的慢病毒载体导入人包皮成纤维细胞，观察 Ｐｉｗｉｌ２
在转染细胞中表达情况及对其生物学特性的影响，研

究其是否有类似干细胞相关基因重编程的多向分化潜

能和自我更新的能力，以及高致瘤性及细胞异质性，建

立Ｐｉｗｉｌ２重编程的 ＣＳＣ研究模型。实验中，通过慢病
毒载体介导的基因过表达方式建立稳定表达Ｐｉｗｉｌ２重
编程成纤维细胞克隆，荧光显微镜观察转染后细胞持

续发绿色荧光，且 Ｐｉｗｉｌ２ｍＲＮＡ水平过表达，证实
Ｐｉｗｉｌ２ＧＦＰ转染成功。Ｐｉｗｉｌ２重编程成纤维细胞，随培
养时间延长，细胞逐渐出现集落样生长方式，并呈现肿

瘤球样克隆生长，这种细胞形态学的变化，类似 ｉＰＳ的
形成过程，且 Ｐｉｗｉｌ２重编程成纤维细胞表达胚胎干细
胞基因Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２、Ｎａｎｏｇ［２２］，提示Ｐｉｗｉｌ２重编程后的
成纤维细胞具有干细胞特性，其 Ｐｉｗｉｌ２重编程成纤维
细胞稳定表达后镜下观察的效率达到约７０％，明显高
于经典的ｉＰＳ重编程效率（不足１％）［２３］。其次，随机
挑选的４个Ｐｉｗｉｌ２重编程成纤维细胞克隆在裸鼠体内
１００％致瘤成功，而对照组 ＧＦＰＦＢ，ＦＢ组体内均不产
生肿瘤，证明 Ｐｉｗｉｌ２重编程的成纤维细胞具有高致瘤
性［１６］。此外，染色体核型分析证实，Ｐｉｗｉｌ２重编程的
成纤维细胞染色体具有明显的异质性，为超二倍体染

色体数目且部分染色体缺失。分析肿瘤组织学特点，

病理诊断为表达常见外胚层肿瘤标记物巢蛋白 Ｎｅｓ
ｔｉｎ、突触素ＳＹＤ、角蛋白ＣＫ、上皮膜抗原ＥＭＡ，以及中

! " # $

Ａ：Ｐｉｗｉｌ２；Ｂ：Ｖｉｍｅｎｔｉｎ；Ｃ．Ｎｅｓｔｉｎ；Ｄ：ＳＹＮ

图１１　部分相关蛋白质在裸鼠肿瘤内分布表达　（ＳＰ×４００）
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胚层肿瘤标记物：波形蛋白Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、胎盘碱性磷酸酶
ＰＬＡＰ、细胞表面抗原ＣＤ１１７，而外胚层嗜铬素 ＣｇＡ，结
蛋白Ｄｅｓ，中胚层白细胞表面抗原ＬＣＡ，小儿横纹肌生
肌因子ＭｙｏＤ１，内胚层指标甲胎蛋白ＡＦＰ均阴性的恶
性肿瘤［２４－２５］，而ＲＴＰＣＲ检测表明肿瘤组织表达外胚
层标记物 Ｎｅｓｔｉｎ，Ｔｕｂｂ３，中胚层标记物 Ｂｒａｒａｃｈｙｕｒｙ，
ＡＣＴＡ２，内胚层标志物 ＧＡＴＡ６，但是，不表达内胚层标
记物ＡＦＰ［４，２６］。因此，Ｐｉｗｉｌ２重编程后的成纤维细胞
除了具有干细胞及多潜能分化特性，还具有显著的肿

瘤细胞异质特性。从重编程后的细胞形态学、干细胞

分子表型及致瘤性和细胞异质性分析，Ｐｉｗｉｌ２重编程
后的成纤维细胞具有ＣＳＣ的功能学定义特征，初步判
断 Ｐｉｗｉｌ２重编程成纤维细胞的过程可以用于研究
Ｐｉｗｉｌ２调控ＣＳＣ发生过程及机制的实验模型之一。然
而，本实验重编程的是儿童时期成纤维细胞，是否成年

后成纤维细胞具有相似结果需要进一步研究。此外，

Ｐｉｗｉｌ２重编程成纤维细胞形成的 ＣＳＣ，可能仅代表
Ｐｉｗｉｌ２基因在肿瘤起源中的调控作用，是否可将其作
为研究其他致瘤基因，以及 Ｐｉｗｉｌ２重编程成纤维细胞
的ＣＳＣ的发生机制仍需要大量的后续实验研究。
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