
现代生物医学进展 biomed .cnjournals .com Progress in Modern Biomedicine Vol.19 NO.2 JAN.2019

·基础研究·
doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2019.02.001

对小鼠胚胎干细胞分化过程的影响 *
刘 洋 杜 晋 吴 平 李 轩 张 璐

（清华大学生命科学学院 北京 100084）

摘要 目的：研究 在小鼠胚胎干细胞分化过程中的作用。方法：根据染色质免疫沉淀测序结果，在临近 转录起始位点

以及与之相距 10 kb的上游区域有 TGF-茁信号通路 Smad2/3蛋白的四个结合区域，通过 CRISPR/Cas9方法获得四个区域敲除的

单克隆细胞，利用荧光实时定量 PCR(qRT-PCR)检测各细胞中 的转录水平，并用 TGF-茁信号通路的激活剂 AC和抑制剂
SB分别处理敲除的细胞，检测其对 TGF-茁信号的响应，最后通过胚状体形成实验，检测敲除细胞系在中内胚层分化过程中的标
志分子 和 的表达。结果：利用 CRISPR/Cas9方法成功获得不同区域敲除的单克隆细胞，与野生型 E14细胞相比，四种

区域敲除的细胞中 RNA含量明显降低，并且在干细胞状态和分化状态下，敲除细胞系对 TGF-茁信号的响应减弱。在胚状
体形成的实验中，与野生型 E14细胞相比，敲除细胞系在分化过程中 表达的基础水平明显降低，中内胚层分化的标志分子

和 转录水平也明显下降。结论：在胚胎干细胞中， 转录起始位点附近以及上游 10 kb的这四段区域通过 TGF-茁
信号通路对 的转录发挥调控作用，从而影响中内胚层分化过程中的标志分子 和 的表达。
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The Role of in the Process of Mouse Embryonic Stem
Cell Differentiation*

To study the role of in the process of mouse embryonic stem cell differentiation. According

to the chromatin immunoprecipitation sequencing results, there are four binding regions of Smad2/3 protein near above and 10 kb up-

stream from transcription starting site. To achieve knock out cell lines of four different regions by the CRISPR/Cas9 system, the

transcription level of was detected by using real-time quantitative PCR. The knockout cells were treated with the TGF-茁 activator

AC and inhibitor SB, to detect TGF-茁 signal response. Then, the expression level of mesendoderm markers and was detected
during embryoid body formation in knockout cell lines. The different four regions were knocked out by the CRISPR/Cas9 sys-

tem. Compared with the wild type, the transcription level of RNA in knockout cell lines was significantly decreased, and the

TGF-茁 signal response of knockout cell lines was lower in ES state and EB state. Compared with the wild type, the basal level of

expression in the knockout cell lines was significantly reduced, and the transcription level of mesendoderm markers and was

also decreased significantly during embryoid body formation. The regions near above and 10 kb upstream from tran-
scription start site regulate the transcription process of through the TGF-茁 pathway-dependent manner, which further regulates the

expression of mesendoderm markers Gsc and Mixl1.
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前言

胚胎干细胞在生物医药领域中一直是研究的热点。一方

面，胚胎干细胞自我更新和定向分化的能力为人体组织和器官

的再生与修复提供了希望[1,2]。另一方面，胚胎干细胞能够整合

到宿主的囊胚中形成嵌合体，这为研究基因和发育提供了非常

有利的技术手段[3]。TGF-茁家族的蛋白在胚胎干细胞中高表达，
表明 TGF-茁信号通路对维持细胞的多能性发挥着重要的作用
[4,5]。在调控 TGF-茁信号通路的因子中， 被发现是该通路

的抑制剂[6]。研究发现， 在未分化的细胞中表达量较高，
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是维持细胞干性的重要因子[7]。此外，在干细胞分化为胚

状体的过程中， 的表达量随着天数的增加呈现出先上

升、再下降的变化趋势，表明 在细胞分化的初始阶段也

有一定的作用[8,9]。因此，研究 的转录调控机制对探索干

细胞状态的维持和胚胎发育的过程具有重要意义。

本文主要研究 的转录调控机制及其在胚胎干细胞

分化过程中的作用。根据染色质免疫沉淀测序（ChIP-seq）结果，
在临近 转录起始位点以及与之相距 10 kb 的上游区域
有 TGF-茁信号通路蛋白（Smad2/3）的结合位点，表明 TGF-茁信
号通路对 基因在转录过程中可能具有重要调控作用。目

前为止，没有研究用基因敲除的方法直接验证上述区域对

转录的调控作用，本课题的目的是利用 CRISPR/Cas9的
技术获得上述区域敲除的细胞系，从而研究 的转录调控

机制及其在细胞分化过程中的作用。

1 材料与方法

1.1 材料
老鼠的胚胎干细胞（mESC）E14Tg2a.IVE14 细胞系；

DMEM培养基、0.25%胰酶、L-谷氨酸、非必需氨基酸、茁-巯基
乙醇、Opti-MEM、Anti-anti均来自于 Gibico公司；Thermo II牛
胎血清、384孔板及反转录试剂盒均来自于 Thermo公司、丙酮
酸钠（SIGMA 公司）、Lipofectamine 2000（Invitrogen 公司）；荧

光定量基因扩增仪（ABI 公司，V7）、PCR 仪（Bio-rad 公司，
T100）、RNA提取试剂盒（GeneMark公司）、增强型染料法实时
荧光定量 PCR预混液（GeneStar公司）；LIF（Leukemia Inhibito-
ry Factor；Thermo 公司）、ActivinA （50 ng/mL；R&D 公司）、
SB431542（10 mM；英国 Tocris公司）。
1.2 方法
1.2.1 胚胎干细胞培养 在 DMEM培养基中加入 15 %的胎
牛血清，1 %的 L-Glutamine、Sodium Pyruvate、双抗（青霉素、链

霉素混合液；Anti-anti）、Non-essential Amino Acid，以及维持细
胞干性的生长因子 LIF（1.4 滋g/mL），配制成干细胞培养基（简
称 ES培养基）。提前在 T25的细胞瓶中铺上 Gelatin明胶，以

利于胚胎干细胞贴壁，置于环境为 37 ℃、5 % CO2的细胞培养

箱培养[10]。在液氮罐中取出 E14的冻存管，迅速放入 37℃水浴
箱中复温解冻，用吸管吸出解冻液，加入离心管中，吹打混匀，

密封后置离心机中离心（1000 r/min，5 min），弃上清，吸去
Gelatin明胶，用培养基重悬移入培养瓶中，于 37 ℃，5 % CO2

培养箱中常规培养。当培养瓶（或培养皿）中细胞密度为 80 %
-90 %时应进行传代，用巴式管吸去培养基。将适量胰酶加入培
养瓶（或培养皿）中，平放培养瓶，室温放置 30 s至 1 min，直至
晃动培养瓶时细胞成片掉落，迅速加入胰酶体积 5-6倍的培养
基中和。用巴式管吸去上清液，重新加入适量培养基悬起细胞，

转移到新的培养瓶培养，复苏后的细胞传 2-3代后再进行后续
实验。

1.2.2 胚状体（Embryoid body, EB）的形成 胚状体的形成是

胚胎干细胞分化过程中的重要一环。当胚胎干细胞处于不含有

白血病抑制因子 LIF时，干细胞会自发地分化，形成拥有三维
空间结构的聚合体，即胚状体[11,12]。首先配制不含 LIF的 EB培
养基，即 ES培养基中不加入 LIF。当 T25培养瓶的细胞密度为
80-90 %时，消化细胞，收集细胞沉淀，用 EB培养基重悬后用血

细胞计数板计数，用 12 mL EB培养基重悬 1.5× 106个细胞，加

入低吸附 10 cm盘中，左右晃动使细胞分布均匀，将 10 cm 盘
放入 37 ℃，5 % CO2的培养箱培养。分别第 0至 6天固定时间
取样（第 0天的样品在分化实验开始前收集），第 1、2、3、4、5、6

天取样，其中第 2天需对细胞进行胰酶刺激，以便分化更好地
进行，第 4天取样后需为细胞更换培养液。取样时用移液器吹
匀 10 cm盘中的液体，保证细胞均匀分布。从中吸取 3 mL液体
至 15 mL离心管，用 1000 rpm离心 5 min后弃上清，将样品保
存在 -80 ℃冰箱。
1.2.3 构建 CRISPR/Cas9系统及筛选单克隆 选取 Addgene

上的 PX458质粒，主要包括 U6 启动子、酶切位点 、Cas9

蛋白基因、增强型绿色荧光蛋白（EGFP）基因和氨苄青霉素抗
性（AmpR）基因[13-15]。其中酶切位点 用于插入 guide RNA

片段，AmpR为构建 Cas9质粒时的筛选标记，EGFP为 Cas9质
粒转染细胞后的筛选标记，我们进行了质粒优化，即在 PX458

的 U6启动子后面加入一段多克隆位点，这样可以实现一个质
粒上同时带有两个 guide RNA，只需要转染一个质粒就可以实
现基因的敲除。将目标序列输入 CRISPR Design 网站（http:
//crispr.mit.edu/），根据综合得分、脱靶基因的位置和序列本身
的特点选取合适的 oligo 序列。将最终构建好的质粒转染到
E14细胞中，48 h后用流式细胞仪将细胞自动分选到 96 孔板
中，保证每孔一个细胞，待长成单克隆之后进行后续细胞的基

因鉴定。

1.2.4 实时荧光定量 PCR检测基因的表达 利用 RNA提取
试剂盒提取细胞中的总 RNA，用 NanoDrop定量后，采用 Ther-
mo的反转录试剂盒，用两步法按说明书进行反转录，得到 cD-
NA样本，进行稀释后用于实验。整个反应以 GAPDH为内参，
采用的 qPCR体系：10 滋L的 cDNA，22.5 滋L的荧光染料 Mix，
4.5 滋L(1 滋M)的正反向引物，8 滋L的 DEPC水，混匀后均分到
384孔板中。具体反应条件为：预变性 95 ℃，10 min，95 ℃，
10s，60 ℃，42 s，一共 40个循环，每组设定 3个复孔，用相对定
量法△△Ct进行数据分析[16]。

1.3 统计学分析
数据处理采用 SPSS17 软件进行统计分析，计量资料以

mean± SD表示，进行两组数据组间差异比较时采用独立样本 t

检验，P＜ 0.05表示有统计学意义。

2 结果

2.1 染色质免疫沉淀（ChIP-seq）测序结果
通过染色质免疫沉淀测序（ChIP-seq）的结果，在 ES状态

下，临近 转录起始位点以及与之相距 10 kb的上游区域
有 TGF-茁信号通路蛋白（Smad2/3）的结合位点。图中蛋白起峰
的高度代表该蛋白与基因结合的概率（或者可以理解为结合的

强度），起峰的位置代表蛋白与基因的结合位点。将加入 TGF-茁
信号通路的激活剂 Activin A（简称 AC）[17]和抑制剂 SB431542
（简称 SB）[18]的两组数据对比，加入 AC的实验组显示，TGF-茁
信号通路被活化后，Smad2/3蛋白在 转录起始位点和与

之相距 10 kb的上游区域有很强的结合作用；加入 SB的实验
组显示，TGF-茁 信号通路被抑制后，Smad2/3蛋白的结合作用
几乎没有，这些表明 TGF-茁信号通路对 基因在转录过

程中具有重要调控作用（图 1）。
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2.2 CRISPR/CAS9技术敲除的细胞系的鉴定及其对 转

录的影响

利用 CRISPR/CAS9技术，根据图 1的 ChIP-seq中的结合

位点，设计 guide RNA序列，分别针对距离 转录起始位

点（转录起始位点为 +1）上游 -10389 到 -10188，-10389 到
-8813，-1408到 -659，-1408到 -51这四个区域进行敲除，通过

流式分选单克隆之后，分别在敲除区域的内部和外部设计引

物，进行基因型鉴定。对于野生型 E14细胞（WT）来说，两对引

物都能得到 PCR产物；而对于敲除的细胞，内部引物无法得到
PCR产物，并且外部引物得到的 PCR产物比WT短，减少的长

度约为敲除区域的长度。最终得到四个区域分别敲除的细胞

系，并用测序手段也确认了敲除的正确性，为了方便表示，

-10389到 -10188区域的敲除是 KO1细胞系，-10389 到 -8813

区域的敲除是 KO2细胞系，-1408到 -659区域的敲除是 KO3

细胞系，-1408到 -51区域的敲除是 KO4细胞系（图 2）。

图 1 染色质免疫沉淀（ChIP-seq）测序结果

Fig.1 The results of Chromatin precipitation sequencing

图 2 CRISPR/CAS9敲除细胞系的基因型鉴定

Fig.2 The genotype identification of CRISPR/CAS9 knockout cell lines

Transcription start site for + 1, KO1 cell line: knockout of the -10389 to -10188 region, KO2 cell line: knockout of the -10389 to - 8813 region, KO3 cell

line: knockout of the -1408 to -659 region, KO4 cell line: knockout of the - 1408 to -51 region

同时，利用 qRT-PCR对各细胞中 的转录水平进行

了检测。与WT相比，四种敲除的细胞中 RNA含量分别

降低了 80 %、90 %、60 %、97 %，即 RNA含量明显降低

（P<0.01），表明上述区域的基因敲除对 在干细胞状态下

的转录确实有影响，从而证明这些区域对 的转录有重要

作用（图 3）。
2.3 敲除细胞系对 TGF-茁信号的响应

利用 TGF-茁信号通路的激活剂 AC 和抑制剂 SB分别处

理了野生型和敲除的细胞系，分别在这些细胞在干细胞状态

（ES）和分化状态（EB）下，检测 对 TGF-茁信号的响应。
图 3 敲除的细胞系中 的转录水平

Fig.3 The transcription level of in knockout cell lines

Note: **P<0.01, compared with wild type.
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从图 4A的结果可以看出，与野生型细胞相比，在干细胞状态

下，敲除的细胞中 AC 处理下的基因表达至少降低 4 倍，
AC/SB的比值有显著性降低（P<0.01）；从图 4B的结果可以看

出，与野生型细胞相比，在分化状态下，敲除的细胞中 AC处理

下的基因表达也有显著性降低（P<0.01），表明这四段敲除的区

域是通过 TGF-茁信号来调控 的转录水平的（图 4）。

图 4 敲除细胞系对 TGF-茁信号的响应
Fig.4 The response of TGF-茁 signal in knockout cell lines

A. ES state; B. EB state

Note: *P<0.5,**P<0.01, compared with wild type.

2.4 敲除细胞系对胚状体分化的影响

对敲除细胞系进行了胚状体形成实验，检测分化过程中

、 和 的表达。首先检测了四种敲除细胞系中

在 EB状态下的转录水平，从图 5A和 B可以看出，与野

生型E14细胞相比，敲除的细胞系在分化过程起峰的最高值降

低了 8倍，即 在分化过程中表达的基础水平有显著性降

低（P<0.01）（图 5）。

图 5 敲除细胞系中 在 EB状态下的转录水平

Fig.5 The transcription level of in EB state in knockout cell lines

Note: **P<0.01, compared with wild type.

根据 转录水平在分化过程中的变化，KO3 和 KO4

这两种敲除的细胞，在分化过程中， 表达水平降低最明

显，因此选择 KO3 和 KO4 这两种敲除的细胞进行 和

转录水平的检测，结果显示与野生型 E14细胞相比，敲

除的细胞系在分化过程中 和 最高点峰值有极显著

性降低（P<0.01），表明 会影响中内胚层的分化。

3 讨论

胚胎干细胞是从早期胚胎的内细胞团中分离出来的一类

传代细胞，能够在适宜的体外条件下维持早期胚胎的多能性。

它可以自我更新，也能够在胚胎发育过程中向外、中、内三个胚

层进行分化，并且 TGF-茁家族的信号通路与细胞胚层的分化
这一生物过程密切相关[19-21]。TGF-茁这个信号通路的失调往往
会导致癌症等疾病的发生 [22,23]，TGF-茁超家族因子通过结合特
异的受体来激活受体复合物，包括一对 I型受体和一对 II型受

体。激活的 I型受体进一步激活 Smad蛋白（R-Smad）磷酸化：
TGF-茁/Nodal/activin通路中 Smad2/3被磷酸化；而 BMP通路

中 Smad1/5/8被磷酸化。激活的 R-Smad在核中聚集与共同通

路型 Smad4结合，招募转录因子进而调控上百个基因的转录[24]。

在众多 TGF-茁家族的蛋白中， 是唯一富集在干细胞中并

且起到抑制 TGF-茁信号通路作用的细胞因子，它在 TGF-茁信
号通路参与的生物过程中发挥重要的调节作用[7,8]。

因此，本文想通过鉴定和研究 TGF-茁通路中的 在

早期小鼠胚胎干细胞自我更新及分化中的调控，更全面地解析

TGF-茁通路的调控作用，对探索干细胞状态的维持和胚胎发育
的过程具有重要意义。本文主要研究 对胚胎干细胞分化

过程的作用。根据染色质免疫沉淀测序（ChIP-seq）结果，在 ES

状态下，临近 转录起始位点以及与之相距 10 kb的上游

区域有 TGF-茁 信号通路蛋白（Smad2/3）的结合位点，表明
TGF-茁信号通路对 基因在转录过程中具有重要调控作

204· ·

PDF 文件使用 "pdfFactory Pro" 试用版本创建           www.fineprint.cn

http://www.fineprint.cn


现代生物医学进展 biomed .cnjournals . com Progress in Modern Biomedicine Vol.19 NO.2 JAN.2019

用。为了直接验证上述区域对 转录的调控作用，本课题

采用小鼠胚胎干细胞这一生物模型研究发育过程中基因的调

控机制，研究 在胚胎干细胞分化过程中的作用。根据图

1中 ChIP-seq中的结合位点，设计 guide RNA序列，分别针对

距离 转录起始位点 -10389 到 -10188，-10389 到 -8813，
-1408 到 -659，-1408 到 -51 这四个区域进行敲除，通过
CRISPR/Cas9技术并经过流式分选单克隆之后，获得了不同区

段敲除的细胞单克隆，并利用 qRT-PCR对各细胞中 的

转录水平进行了检测，结果表明这四个区域的敲除对 在

干细胞状态下的转录有影响。同时，利用 TGF-茁信号通路的激
活剂 AC和抑制剂 SB分别处理了实验组和对照组的细胞，检

测这些细胞在干细胞状态和分化状态下， 对 TGF-茁信号
的响应，结果显示这四段敲除的区域是通过 TGF-茁信号来调
控 的转录水平的。最后，对敲除细胞进行了胚状体形成

实验，检测分化过程中 、 和 的表达。根据

转录水平在分化过程中的变化，KO3和 KO4这两种敲

除的细胞，在分化过程中， 表达水平降低最明显。选择

KO3和 KO4这两种敲除的细胞进行 和 转录水平的

检测，表明 会影响中内胚层的分化。

综上所述，在胚胎干细胞中 转录起始位点上游

-10389 到 -10188，-10389 到 -8813，-1408 到 -659，-1408 到 -51

这四个区域通过 TGF-茁信号通路对 的转录发挥调控作

用，从而影响在干细胞分化早期中内胚层分化的标志分子

和 的转录。接下来我们还需进一步探究在干细胞分化过

程中， 转录起始位点上游的区域对 和 的转录

调节方式，是通过顺式作用（即基因区段本身的作用，通过形成

特定的染色体空间结构）还是反式作用（即 蛋白）来实现

的，这就需要在干扰 蛋白合成的同时保留完整的基因序

列。如果在基因结构未遭到破坏的情况下， 和 的转

录依然被抑制，则说明 转录起始位点上游的基因起到反

式调控作用；如果 和 的转录与野生型相比没有明显

差异，则说明利用起顺式调控作用。实现针对 蛋白合成

的干扰有两种简单易行的方式。第一种方法是利用 Cas9技术

编辑 编码区的第一个外显子。被 Cas9剪切后的染色体
大多数情况下采用非同源末端连接（Nonhomologous end-join-

ing）进行修复，这样端口的 DNA会缺失或增添几个核苷酸，使

下游的编码区产生移码突变，从而干扰 蛋白的形成。第

二种方法是设计针对 mRNA的短发夹 RNA，利用 RNA

干扰的手段来降低 蛋白的合成。由于实验室已经搭建了

成熟的 CRISPR/Cas9系统，我们倾向于采用第一种方法。通过

设计 sgRNA，使其尽量分布在 第一个外显子靠近转录

起始位点的区域，减少 sgRNA上游被正常翻译出来的蛋白质

对实验带来的干扰。本文通过研究 对胚胎干细胞早期分

化的影响，有助于更全面解析 TGF-茁通路如何在表观遗传水
平调控基因转录，将对研究干细胞状态的维持、细胞分化早期

命运的决定、机体发育过程中相关疾病的发病机理和治疗方法

等方面提供重要的信息和参考。
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