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Pax3对神经细胞中的转录调控作用的实验研究 *
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摘要 目的：探讨 Pax3的过表达对 Neuro-2a细胞中转录本的表达影响，初步分析 Pax3对 Neuro-2a细胞可能的转录调控作用。方

法：反复冻融裂解法获取 Pax3过表达腺病毒后将神经瘤母细胞系 Neuro-2a传代培养，而后将 Pax3过表达腺病毒和传代培养后

的 Neuro-2a细胞加入到同一培养皿中，蛋白质免疫印迹（Western blot）检测过表达 Pax3蛋白的 Neuro-2a细胞（Pax3过表达组）和

对照组（NC组）Neuro-2a细胞的 Pax3蛋白表达水平，实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）法检测 Pax3过表达组和 NC组 Neuro-2a细

胞的 Pax3mRNA水平，Trizol法提取 Pax3过表达组和 NC组 Neuro-2a细胞的总 RNA，然后进行全转录本测序，最后将选出的有

差异性的基因使用实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）验证。结果：与 NC组相比，Pax3过表达组的 Pax3蛋白和 Pax3mRNA表达水平

明显升高（P＜0.05）；Pax3过表达组中发现了 1045个基因表达上调，1313个基因表达下调。通过 qRT-PCR验证发现在 Pax3过表

达组中 Nppb和 Chrna5表达水平上升（P＜0.05），Arhgap5、Rock1、Rif1、Brca2、Prkg2和 Stag2表达水平下降（P＜0.05）。结论：Pax3

过表达腺病毒感染 Neuro-2a细胞后，其蛋白和 mRNA表达水平均升高，Rock1、Rif1和 Stag2可能作为 Pax3的下游靶点参与调

控 Neuro-2a细胞周期和干细胞特性。
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The Study on the Roles of Pax3 in the Transcriptional Regulation
of Nerve Cells*

To investigate the transcriptional differences in Neuro-2a cells overexpressing Pax3 and analyze the possi-

ble transcriptional regulation of Pax3 on Neuro-2a cells. The overexpression adenovirus of Pax3 was obtained by repeated

freeze-thaw method, and neuroblastoma cell line Neuro-2a was subcultured, Then, Pax3 overexpression adenovirus and subcultured Neu-

ro-2a cells were added into the same culture dish,Western blot was used to detect the expression of Pax3 protein in Neuro-2a cells (Pax3

overexpressed group) and control group (NC group), Real time quantitative PCR (qRT-PCR) was used to detect the expression of Pax3

mRNA in Neuro-2a cells of Pax3 overexpressed group and NC group. Total RNA of Pax3 overexpressed group and NC group that over-

expressed Pax3 protein were extracted by Trizol. and then the whole transcript was sequenced, the selected genes were verified by

qRT-PCR in the end. Compared with NC group, The expression levels of Pax3 protein and Pax3 mRNA in Pax3 overexpressed

group were significantly increased(P<0.05); the expression levels of 1045 genes were upregulated and 1313 genes were downregulated in
Pax3-overexpressed group. The results of qRT-PCR verified the expression changes of Nppb and Chrna5 increased (P<0.05), while the
expression changes of Arhgap5, Rock1, Rif1, Brca2, Prkg2 and Stag2 decreased in Pax3 overexpressed group (P<0.05).
Rock1, Rif1 and stag2 may be downstream targets of Pax3 to regulate cell cycle and stem cell characteristics of Neuro-2a.
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前言

Paired box基因（简称 Pax）是一类保守程度比较高的家

族，其特征为成对盒结构域中由 128个氨基酸组成的可以结合

DNA的域，包含氨基端（PAI）和羟基端（RED）两个亚结构域[1]。

Pax家族最早在果蝇中发现，随着研究的进一步深入发现其同

源物广泛存在于各种动物中[2,3]。研究发现，Pax3对于脊椎动物

胚胎初期神经嵴与神经管的发育有重要作用[4]。据报道，在神经
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管闭合到调控有丝分裂后的分化的过程中，Pax3均发挥非常

关键的作用[5-7]。此外，研究表明 Pax3的表达不止局限于背侧神

经管[8,9]，还包括中间神经管[10]。Pax3基因敲除小鼠在肌生成和

神经嵴细胞分化的过程中表现异常[11]。在中枢神经系统，Pax3

基因敲除小鼠出现露脑畸形[12]。迄今为止，Pax3在神经系统中

的研究多集中在神经管的形成阶段，但在其他阶段的研究较

少。Neuro-2a细胞为小鼠神经瘤母细胞，经诱导能分化成神经

元样细胞，是体外模拟神经元分化的经典细胞株。本研究在

Neuro-2a细胞中过表达 Pax3基因，并进行全转录本测序，寻找

差异基因并通过荧光定量 PCR对差异基因进行验证，期望可

以找到 Pax3基因的下游靶点。

1 材料与方法

1.1 细胞系

小鼠来源的神经瘤母细胞 Neuro-2a 细胞，购自于美国

American type culture collection公司（美国组织细胞库）。

1.2 主要仪器及试剂

RNA 逆转录试剂盒（Promega）、Trizol （Invitrogen）、2×

SYBR Green qPCR Master Mix （BIO-RAD laboratories）、氯仿

（广州化学试剂厂）、PCR仪（BIO-RAD laboratories）、CFX96TM

荧光定量 PCR仪（BIO-RAD laboratories）。

1.3 方法

1.3.1 Pax3的过表达腺病毒的构建 使用 LR ClonaseⅡ En-

zyme Mix试剂盒制作融合质粒，将目的基因 Pax3和 ZsGreen1

整合进腺病毒包装质粒，再使用 I内切酶，将整合后的质粒

线性化，最后使用 Lipo2000将线性化后的质粒转染进 293A细

胞中。约 7-10天后，可见 293A细胞肿胀漂浮，即可收取细胞。

通过反复冻融法裂解细胞，获取所需要的 Pax3过表达腺病毒。

1.3.2 细胞传代培养 小鼠来源神经瘤母细胞系 Neuro-2a采

用 DMEM生长培养基（含 10%胎牛血清、100 U/mL青霉素、

100 mg/mL链霉素）置于 37℃、含 5% CO2培养箱中静置培养。

当细胞密度达到 80%时，按照 1:5进行传代，约 3天左右传代

一次。

1.3.3 细胞感染过表达腺病毒 将 293A细胞通过反复冻融

来裂解，所需要的腺病毒可离心收取上清获得。将收集的上清

分装，-80℃保存。感染前一天根据实验需要在培养皿中接种适

量细胞，感染当天取所需腺病毒直接加入培养皿中。感染 24小

时后，更换培养基，调整细胞的生长状态。由于病毒中携带 Zs-

Green1元件，感染情况可使用荧光显微镜来观察，及时开展后

续试验。

1.3.4 Trizol法提取 RNA 加入 Trizol的量根据细胞量选择，

按照 5:1的比例加入氯仿，手摇充分混匀。取上层水相，加入等

体积的异丙醇，混匀，室温搁置 10分钟，4℃离心 15 分钟，离

心力不大于 12000× g。离心后可见沉淀。吸出上清，使用 75%

的乙醇清洗沉淀，4℃离心 5分钟，离心力不大于 7500× g。重

复清洗 2次后去除上清，室温干燥 5分钟。当沉淀由乳白色变

为无色透明后，使用无 RNA酶的去离子水来溶解 RNA，使用

Nanodrop测浓度及 260/280比值，检验 RNA质量。

1.3.5 蛋白质免疫印迹（Western blot）检测 细胞采用预冷的

PBS清洗两次后，加入 RIPA细胞裂解液于冰上裂解细胞，使

用细胞刮收集细胞，4℃，12000 rpm离心 15分钟后收集上清。

由 10%的 SDS-PAGE分离并转移到醋酸纤维素膜上。膜用 5%

BSA封闭 2小时后，一抗 4℃摇床孵育过夜，二抗室温孵育 1

小时。用 Thermo Fisher公司的 SuperSignalTM Western Blot En-

hancer发光试剂盒显色。

1.3.6 转录本测序 Neuro-2a细胞感染过表达 Pax3的腺病毒

48小时后，按照 Trizol法收取全部 RNA。设置 Pax3过表达组

和对照组（NC组），每组两个平行样本。使用 Nanodrop测定

RNA浓度及 260/280比值，确定 RNA质量符合测序要求后，

将转录本测序委托北京诺禾致源有限公司完成。

1.3.7 实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）检测 使用 Promega cD-

NA逆转录试剂盒，采用随机引物将前述提取的 RNA逆转录

成 cDNA。取 cDNA模板 15-20ng进行 qRT-PCR检测，采用

SYBR Green qPCR Master Mix（BIO-RAD laboratories）。设置技

术平行的 3个样品，比较不同样品的 CT值（循环数）来计算表

达量。

1.4 统计学方法

采用 SPSS21.0对实验数据进行统计分析，计量资料以均

值± 标准误（Mean± SEM）表示，使用 t检验和方差分析对不同

实验组的数据进行统计，P<0.05认为存在显著性差异。

2 结果

2.1 Pax3过表达腺病毒效率检测

使用 Pax3过表达腺病毒感染 Neuro-2a细胞 48小时后收

取样本 RNA和蛋白，分别进行 qRT-PCR和Western blot方法

来检测感染效率。在 qRT-PCR结果中可见，Pax3腺病毒感染

的细胞中 Pax3 mRNA水平显著升高（图 1A）。Western blot结

果显示 Pax3腺病毒感染的细胞中 Pax3蛋白水平显著升高（图

1B）。

2.2 转录本测序结果与差异分析

分析样本间基因表达水平的相关性是检验实验可靠性和

样本选择是否合理的重要指标。相关系数与 1越接近，则说明

样品的相似度就越高。一般要求样本间 Pearson系数在 0.9附

近，表示生物学重复性较好。测序结果显示，Pax3过表达组与

NC组间 Pearson系数均在 0.9附近，表示制备的生物学重复样

本合格（图 2）。本研究再对 Pax3过表达组和 NC组进行差异基

因分析，共得到 2358个差异倍数大于 2倍的差异基因，经统计

学分析，均具有统计学意义。在我们得到的这 2358个基因中，

有 1045个基因表达上调，1313个基因表达下调（图 3）。经过分

析，本研究挑选了一些与细胞周期、肌动蛋白细胞骨架的调节、

调控干细胞多能性通路等方面相关的差异基因（见表 1），便于

后期通过 qRT-PCR对测序结果进行验证，以及进一步对 Pax3

调控 Neuro-2a细胞下游基因变化情况进行分析和讨论。

2.3 样本中对差异显著的基因的验证

为了验证测序结果的真实性，本研究提取感染 Pax3过表

达腺病毒的 Neuro-2a细胞的 mRNA，应用 qRT-PCR的方法，

对表 1中所选取的基因进行验证（图 4）。结果发现和测序结果

一致，Nppb 和 Chrna5 在 Pax3 过表达组表达水平上升，

Arhgap5、Rock1、Rif1、Brca2、Prkg2 和 Stag2 在 Pax3 过表达组

中表达水平下降。
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图 1 感染 Pax3过表达腺病毒后细胞 Pax3mRNA和蛋白表达水平的变化

Fig.1 Changes of Pax3 mRNA and protein expression in cells infected with Pax3 overexpression adenovirus

Note: Compared with NC group, ***P<0.05.

图 2 Pax3过表达组与 NC组测序样本间基因表达水平相关性结果

Fig. 2 Correlation of gene expression between Pax3 overexpression group

and NC group

图 3 Pax3过表达组与 NC组的差异基因火山图分析

Fig.3 Volcano map analysis of difference gene between Pax3

overexpression group and NC group

3 讨论

近些年来，关于 Pax基因家族的功能被广泛研究。在小鼠

中，Pax3在胚胎第 8天开始表达于正处在发育的脊髓的背侧

面，并且在未分化或分化程度低的细胞中高表达，随着细胞分

化程度增高表达下降，而在分化成熟细胞中表达再次增高[4]。据

报道，从神经管闭合到调控有丝分裂后的分化，Pax3在这些重

要的细胞过程中扮演非常关键的角色[8]。根据胚胎期 Pax3的表

达分布特征，Pax3发生突变会直接影响中枢神经及神经嵴衍

生组织的发育，在人体则表现为Waardenburg综合征 I（WSI）。

WSI是显性常染色体遗传病，症状为色素生成紊乱，内眼角侧

向错位，还伴有耳聋、精神障碍[13]。Pax3还可以和 Zic1等其他

转录因子共同作用，激活神经嵴细胞这类具有多向分化潜力的

细胞[14]。由此可知，Pax3过表达后很有可能会诱导神经前体细

胞向神经细胞分化，但目前这些研究多集中在神经管形成时

期，而在出生后的功能研究仍存在很多未知。

Neuro-2a细胞系最初来源于小鼠自发性神经母细胞瘤细

胞。虽然 Neuro-2a细胞属于脑肿瘤细胞，但其本身的内在的形

态和生理特性非常类似于神经元发育过程中的神经干细胞，这

些特性使得 Neuro-2a细胞在神经元存活、神经元分化等研究

中被广泛选择[15,16]。因此，在本研究中使用 Neuro-2a细胞系，过

表达 Pax3 后进行全转录本测序，寻找差异基因并通过

qRT-PCR对测序结果进行验证。通过对 Pax3过表达后下游差

异表达的基因进行 KEGG通路富集分析，这些具有差异的基

因主要集中在肌动蛋白细胞骨架的调节、细胞周期、调控干细

胞多能性通路等方面。

骨髓基质抗原 2（STAG2）基因主要参与 DNA修复和有丝

分裂后期染色体分离及姐妹染色单体形成的过程，确保有丝分

裂过程的顺利进行[17-19]。研究表明，STAG2基因表达下调可能会

招致黏合蛋白复合体的功能异常，从而导致染色体数目异常[20,21]。

丝氨酸 /苏氨酸激酶 1（ROCK1）所编码的蛋白属于系统发育

中较保守的酶类，从胚胎发育到成年期均有表达[22]。研究表明，

ROCK1活力被抑制后不仅会导致胞质分裂延迟，还会使得 G1

期中心粒分离异常，最终影响细胞有丝分裂过程[23]。根据测序

结果，这类基因的下调表明 Pax3过表达后，可能会在一定程度

上影响细胞正常有丝分裂过程，从而减缓了细胞的增殖，进而

对细胞周期及后续存活造成较大影响。
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图 4 Pax3过表达组与 NC组中对部分差异基因的验证结果

Fig.4 Validation results of partial differential genes in Pax3

overexpression group and NC group

Note: Compared with NC group, ***P<0.05.

表 1 Pax3过表达组与 NC组间差异表达基因

Table 1 Differential expression genes between Pax3 overexpression group and NC group

Gene_id Log2FoldChange Up/down expression P value KEGG Pathway enrichment

Nppb 2.84 Up 5.14E-14 cGMP-PKG Pathway

Chrm1 1.56 Up 0.022478233 Actin cytoskeleton regulation

Chrna5 1.39 Up 1.09E-06 Neuroactive ligand receptor interaction

Zfp945 -1.95 Down 8.29E-16 Cell senescence

Cdc25a -1.48 Down 6.53E-33 Cell cycle

Arhgap5 -1.45 Down 3.38E-36 Focal adhesion

Kif18a -1.40 Down 9.72E-14 Dopaminergic synapse

Cenpe -1.36 Down 1.39E-26 Cell cycle

Rock1 -1.20 Down 3.31E-25 Actin cytoskeleton regulation

Rif1 -1.16 Down 1.77E-37 Stem cell pluripotency

Prkg2 -1.08 Down 2.39E-14 Thermogenesis

Brca2 -1.08 Down 1.03E-19 Pancreatic cancer

Atp11c -1.02 Down 1.01E-12 Parkinson's disease

Stag2 -0.98 Down 5.94E-25 Cell cycle

静息状态对于维持成体内干细胞的长期存活非常重要。干

细胞可以通过分化产生新的细胞来使组织保持稳态。因此，拥

有进入静息状态和分化状态的能力可以使成体干细胞远离损

伤，免受耗竭[24]。据报道，Pax3可以调节具有干细胞特性的卫星

细胞的激活，并且在维持卫星细胞的功能中起到重要作用[25-27]。

Neuro-2a细胞作为体外模拟神经元分化的经典细胞株，具有许

多类似于神经干细胞的固有形态和生理特性[28]。Rif1为阻遏蛋

白激活蛋白 1（RAP1）的相互作用因子，在端粒长度的调节中具

有关键作用[29]。近些年研究人员发现 Rif1不仅参与 DNA损伤

反应的调节过程，还在小鼠胚胎干细胞中高表达，并且参与干

细胞自我更新过程 [30]。测序结果中显示 Rif1表达下调，表明

Rif1可能作为 Pax3潜在的下游靶点进而调节 Neuro-2a 细胞

多能性。

综上所述，本研究在过表达 Pax3的 Neuro-2a细胞转录本

测序中发现了很多差异基因，对这些基因的进一步分析会对目

前 Pax3在成熟神经细胞系中的研究起到补充作用，而目前发

现对于 Pax3可能存在调控 Neuro-2a细胞周期和干细胞多能

性的具体机制有待日后深入的研究。
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