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·专题研究·

甲基结合蛋白 １对小鼠胚胎干细胞增殖及克隆形态
的影响
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［摘　要］目的：研究甲基结合蛋白１（Ｍｂｄ１）对小鼠胚胎干细胞克隆形态及增殖的影响。方法：设计针对
Ｍｂｄ１转录起始位点的ｇＲＮＡ，将表达有 ｇＲＮＡ和 Ｃａｓ９蛋白的质粒使用脂质体转染方法转入小鼠胚胎干细胞
（Ｊ１）；使用抗生素将未转染成功的细胞杀死后，细胞继续培养７ｄ，挑取单克隆细胞，采用ＰＣＲ法筛选敲除Ｍｂｄ１
的纯合子细胞，观察Ｍｂｄ１缺失对小鼠胚胎干细胞克隆形态的影响；使用细胞计数法检验Ｍｂｄ１对胚胎干细胞增
殖的影响。结果：通过Ｃｒｉｐｓｒ／Ｃａｓ９成功获得敲除 Ｍｂｄ１的胚胎干细胞，Ｍｂｄ１缺失后的小鼠胚胎干细胞丧失了
常规小鼠胚胎干细胞的３Ｄ克隆形态，细胞呈现单层扁平克隆；Ｍｂｄ１缺失后小鼠胚胎干细胞增殖速率变慢。结
论：Ｍｂｄ１通过影响小鼠胚胎干细胞克隆形态和增殖而影响胚胎干细胞的多能性。
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　　全能性干细胞是一类处于未分化状态、可以长
期自我更新和自我分化、具有在一定条件下分化形

成各种组织细胞潜能的细胞［１］，在体外获得足够

数量的全能干细胞对于再生医学的发展至关重要。

随着体外诱导多能干细胞以及体外多能干细胞分

化技术的发展，体外获得组织特异性及疾病特异性

的细胞已经成为现实，但是其过程还需要进一步的

优化，其分化的相关机制还需进一步的阐明。干细

胞分化及诱导多能性干细胞获得过程中伴随着全

基因组转录水平及染色质结构的变化，而这些变化

会受细胞内的表观修饰及其识别蛋白的影响［１－６］。

因此，研究 ＤＮＡ表观修饰及其与甲基结合蛋白
（ｍｅｔｈｙｌＣｐＧｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ，Ｍｂｄ）的相互关系对
阐明干细胞分化以及重编程的机制至关重要。

Ｍｂｄ２和Ｍｂｄ３在胚胎干细胞分化以及重编程过程
中具有非常重要的作用［７－１０］，提示同家族蛋白

Ｍｂｄ１可能在多能性获得和丧失过程中也具有非
常重要的作用。神经退行性疾病危害人类的健康，

如何修复损伤的神经细胞对于治疗神行退行性疾

病至关重要。有研究发现，多能性胚胎干细胞在体

外可以分化为神经干细胞，这为神经退行性疾病的

治疗提供了新的思路［２－３］。有研究发现 Ｍｂｄ１在
神经干细胞多能性的维持过程中具有非常重要的

作用［１１］。Ｍｂｄ１敲除的神经干细胞分化潜力下降，
其分化为βｔｕｂｕｌｉｎ阳性的神经细胞能力下降［１２］。

这一结果暗示在神经前体细胞获得多能性的过程

中Ｍｂｄ１可能起到非常重要的作用。本研究通过
研究Ｍｂｄ１在胚胎干细胞多能性维持过程中的功
能，为神经退行性疾病的研究奠定基础。

１　材料与方法
１．１　材料

实验中所用的化学试剂除非特殊指明，都来源

于Ｓｉｇｍａ公司；小鼠胚胎干细胞（Ｊ１）制备参考文献
［１３］，用于 ｇＲＮＡ和 Ｃａｓ９表达的质粒 ｐｘ４５９来源
于Ａｄｄｇｅｎｅ，寡聚核苷酸合成于 ＩＴＤ公司，Ｍｂｄ１抗
体购买于Ａｂｃａｍ公司，ＨＲＰ标记二抗和 ＥＣＬ液体
购买于ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司。
１．２　方法
１．２．１　ｇＲＮＡ设计及克隆　根据Ｃｒｉｓｐｒ／Ｃａｓ９的工

作原理，使用 ｇＲＮＡ在线设计软件（ｈｔｔｐｓ：／／ｂｅｎｃｈ
ｌｉｎｇ．ｃｏｍ／ｅｎｔｅｒｐｒｉｓｅ／ｃｒｉｓｐｒ）针对 Ｍｂｄ１基因转录起
始位点设计ｇＲＮＡ，然后在正义链５′端添加ＣＡＣＣ，
反义链５′端添加 ＡＡＡＣ。序列分别为 ｇＲＮＡｏｌｉｇｏ
上游引物为 ５′ＣＡＣＣＧＴＴＣＴＧＴＣＣＣＴＧＡＡＧＣＡＴＣ
ＴＡ，ｇＲＮＡｏｌｉｇｏ下游引物为 ５′ＡＡＡＣＴＡＧＡＴＧＣＴ
ＴＣＡＧＧＧＡＣＡＧＡＡＣ。合成的正义链和反义链 ＤＮＡ
在１×ＮＥＢｕｆｆｅｒ２．０中退火后与 ＢｂｓＩ限制性内切
酶酶切后的骨架载体使用Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接，然
后将连接产物转化到 ＪＭ１０９感受态细胞中，并在
含有氨苄抗性的平板过夜生长。挑取单个克隆在

含有氨苄抗性的培养液中培养，收集细胞提取质粒

并进行测序验证ｇＲＮＡ序列是否克隆成功。
１．２．２　小鼠胚胎干细胞培养及质粒转染　小鼠胚
胎干细胞Ｊ１培养在明胶（０１％明胶溶解于水中）
处理过的细胞培养皿中，细胞培养液为高糖ＤＭＥＭ
含有１６％ ＦＢＳ，２ｍｍｏｌ／ＬＬ谷氨酰胺，０１ｍｍｏｌ／Ｌ
的β巯基乙醇，１×双抗（青霉素，链霉素），１×非必需
氨基酸，１００００００Ｕ／ＬＬＩＦ（Ｌｅｕｋｅｍｉａｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｆａｃ
ｔｏｒ），１μｍｏｌ／ＬＰＤ０３２５９０１和 ３μｍｏｌ／ＬＣＨＩＲ９９０２１
（２ｉ，２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ）。将构建好的质粒使用 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００转染试剂按照转染试剂说明书转入
细胞内。转染后４８ｈ消化细胞，然后重悬细胞，在
含有终浓度为１ｍｇ／Ｌ的嘌呤霉素培养液中培养
４８ｈ，最后细胞在不含抗性的培养液中继续培养
７ｄ。
１２３　基因敲除细胞的鉴定　使用１０μＬ枪头在
体视显微镜下挑取胚胎干细胞单克隆，并将其转入

含有００５％的胰酶中消化为单细胞，然后将 ２／３
（板１）和１／３（板２）的细胞分别培养在两个不同的
９６孔板中。７２ｈ后，去除板２中的培养液，然后加
入５０μＬ细胞裂解液，在５５℃处理３ｈ，９０℃处理
２０ｍｉｎ。最终取２μＬ细胞裂解液进行 ＰＣＲ鉴定。
Ｍｂｄ１ＰＣＲ鉴定的上游引物序列为 ５′ＣＧＧ
ＧＡＧＡＣＧＴＴＧＧＡＡＡＣＴＣＡ，下游引物为 ５′ＧＡＧＣＡ
ＣＡＣＣＣＧＴＴＡＣＣＴＣＴＧ。ＰＣＲ条件为 ９５℃ ３ｍｉｎ，
９５℃ １０ｓ、６３５℃２０ｓ、７２℃４０ｓ重复４０次。最
后琼脂糖凝胶电泳验证 ＰＣＲ产物，并将获得的
ＰＣＲ产物纯化后进行测序鉴定，最终根据测序结
果选择板１中保留的基因敲除细胞扩大培养。
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１２４　胚胎干细胞克隆形态的观察　Ｍｂｄ１敲除
和野生型胚胎干细胞在添加或者不添加抑制剂

（２ｉ）的培养液中培养３代，然后使用倒置相差显微
镜观察细胞的克隆形态并拍照。

１２５　Ｍｂｄ１蛋白检测　取１５×１０６个细胞在细
胞裂解液中裂解后离心，取上清进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
分析。蛋白在ＰＡＧＥ胶中分离后，使用半干转膜的
方法将蛋白转印到硝酸纤维素膜上，并进行立春红

染色。然后使用３％ 牛奶进行非特异性结合位点
的封闭。之后使用 Ｍｂｄ１抗体和辣根过氧化物酶
（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓ，ＨＲＰ）标记的二抗孵育，最
后使用成像系统检测发光信号。

２　结果
２１　通过Ｃｒｉｓｐｒ／Ｃａｓ９技术获得敲除Ｍｂｄ１的小鼠
胚胎干细胞

根据 ｇＲＮＡ在线设计软件（ｈｔｔｐｓ：／／ｂｅｎｃｈ
ｌｉｎｇｃｏｍ／ｅｎｔｅｒｐｒｉｓｅ／ｃｒｉｓｐｒ）在 Ｍｂｄ１基因转录起始

位点附近设计 ｇＲＮＡ，然后选择敲除效率较高，但
脱靶效率较低的 ｇＲＮＡ进行后续实验。通过体外
合成的方式获得 ｇＲＮＡ序列后，将其连接于 ｐｘ４５９
载体中，然后通过脂质体转染的方式将构建成功的

ｐｘ４５９转入小鼠胚胎干细胞中，最后通过ＰＣＲ方法
鉴定获得敲除Ｍｂｄ１的纯合子细胞（图１Ａ）。基因
组序列和测序结果相比对序列完全一致，说明细胞

内并未发生Ｍｂｄ１的敲除（图１Ｂ上半部分），如果
在转录起始位点附近发生缺失，说明 Ｍｂｄ１基因序
列发生了变化（图 １Ｂ下半部分）。另外，通过
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞内是否还存在完整的 Ｍｂｄ１
蛋白，如图１Ｃ所示，敲除Ｍｂｄ１的细胞总蛋白和野
生型细胞中总蛋白相似的情况下（ＰｏｎｃｅａｕＳ染
色），野生型胚胎干细胞在７０ＫＤａ附近能够检测
到两个条带，分别为完整的 Ｍｂｄ１（Ｍｂｄ１ａ）和缺失
ＣＸＸＣ３的Ｍｂｄ１（Ｍｂｄ１ｂ），但是 Ｍｂｄ１敲除细胞在
７０ＫＤａ附近并不能检测到任何 Ｍｂｄ１的特异性
条带。

图１　小鼠胚胎干细胞中Ｍｂｄ１敲除的验证
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｄｅｓｉｇｎｏｆｇＲＮＡａｇａｉｎｓｔＭｂｄ１ａｎｄｔｈｅｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆＭｂｄ１ｄｅｌｅｔｉｏｎｉｎｍＥＳＣｓ

２２　敲除Ｍｂｄ１的胚胎干细胞丧失了小鼠胚胎干
细胞经典的３Ｄ克隆形态

为了验证 Ｍｂｄ１对小鼠胚胎干细胞多能性维
持的作用，Ｍｂｄ１敲除和野生型小鼠胚胎干细胞分
别在抑制剂（２ｉ）存在（２ｉＬＩＦ）和缺少（－２ｉ）情况下

培养，培养３代后使用倒置相差显微镜观察 Ｍｂｄ１
对胚胎干细胞克隆形态的影响，结果显示，在抑制

剂存在的情况下，野生型小鼠胚胎干细胞呈现３Ｄ
克隆形态（图２左上），当抑制剂去除的情况下，多
数克隆呈现单层扁平形态，但是部分克隆仍然保持
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３Ｄ克隆形态（图２左下）。和野生型胚胎干细胞
相比较，敲除Ｍｂｄ１的胚胎干细胞在抑制剂存在的
情况下已经有部分克隆丧失了３Ｄ克隆形态（图２
右上）。当抑制剂去除后，几乎所有的克隆丧失３Ｄ
克隆形态，并且细胞表现出分化的状态（图 ２右
下）。

注：标尺大小为１０００μｍ

图２　敲除Ｍｂｄ１小鼠胚胎干细胞及野生型
小鼠胚胎干细胞的形态

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＭｂｄ１ｄｅｌｅｔｉｏｎｏｎｃｏｌｏｎｙ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｍＥＳＣｓ

２３　敲除Ｍｂｄ１对小鼠胚胎干细胞增殖的影响
为了验证 Ｍｂｄ１是否能够影响胚胎干细胞的

增殖速度，实验使用敲除Ｍｂｄ１和野生型胚胎干细
胞，在无抑制剂的情况下培养，并且每隔２４ｈ左右
收集细胞使用细胞计数法检测细胞数量。如图３
所示，与野生型胚胎干细胞比较，敲除 Ｍｂｄ１的胚
胎干细胞增殖速率明显下降。实验重复３次，图中
显示结果为３次的平均值和标准差。

图３　Ｍｂｄ１敲除和野生型胚胎干细胞增殖速率
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＭｂｄ１ｄｅｌｅｔｉｏｎｏｎｃｅｌｌ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｍＥＳＣｓ

３　讨论

为了验证基因的功能，基因敲除的方法已经得

到广泛应用［１４］。在众多的基因敲除方法中，

Ｃｒｉｓｐｒ／Ｃａｓ９技术是比较常用的方法［１５－１６］。细胞

瞬时表达ｇＲＮＡ和Ｃａｓ９蛋白后，Ｃａｓ９蛋白被ｇＲＮＡ
特异性的定位于 Ｍｂｄ１转录起始位点附近，然后
Ｃａｓ９蛋白利用其核酸内切酶的活性将双链 ＤＮＡ
切开［１７］。断裂的 ＤＮＡ会依赖于细胞内的修复机
制使得重新恢复到双链 ＤＮＡ，但恢复过程中有可
能会有新的碱基掺入和缺失（随机修复），因此会

出现一些和原基因组无法匹配的碱基，最终造成

Ｍｂｄ１基因的编码序列发生变化。基因转录起始
位点被破坏后，合成的 ｍＲＮＡ会寻找新的转录起
始位点，因此，细胞内并不能表达完整的蛋白［１９］。

Ｍｂｄ１在小鼠细胞中有不同的亚型，其分布和功能
也不同［１３，１８－１９］。在小鼠细胞中 Ｍｂｄ１主要有４种
亚型，分别为Ｍｂｄ１ａ、Ｍｂｄ１ｂ、Ｍｂｄ１ｃ及Ｍｂｄ１ｄ，不同
亚型之间的功能区别主要取决于是否包含ＣＸＸＣ３
结构域，完整的 Ｍｂｄ１蛋白预期大小为６９６２ｋＤａ，
缺失ＣＸＸＣ３的蛋白大小为６３２３ｋＤａ［１８－２０］。由于
本研究中敲除的位点位于转录起始位点处，转录起

始位点的改变会影响到所有 Ｍｂｄ１亚型的表达，因
此，所有Ｍｂｄ１亚型不存在于本研究获得的 Ｍｂｄ１
敲除细胞中。

胚胎干细胞在体外培养过程中为了保持多能

性，细胞内的通路蛋白起到了非常重要的作用。在

众多的通路中，ＰＤ０３２５９０１和 ＣＨＩＲ９９０２１抑制剂
在胚胎干细胞体外培养中应用比较广泛，并且效果

较好。这２个抑制剂分别作用于 ＦＧＦ／ＭＥＫ／ＥＲＫ
及Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路，从而保证了多能性基
因的正常表达，维持了胚胎干细胞的多能性［２１］。

在２ｉ＋ＬＩＦ培养液中，Ｍｂｄ１的敲除轻微的影响到
小鼠胚胎干细胞的克隆形态。但当细胞在 ＬＩＦ培
养液中培养３代后，敲除 Ｍｂｄ１的小鼠胚胎干细胞
多数为单层细胞，失去了小鼠胚胎干细胞经典的

３Ｄ克隆形态［２２］。小鼠胚胎干细胞克隆形态的变

化最终会影响到其多能性，因此推断 Ｍｂｄ１对于小
鼠胚胎干细胞多能性维持具有重要作用。

多能性胚胎干细胞具有非常短的细胞周

期［２３］，因此其在体外扩增过程中具有非常高的增

殖速率。本研究结果表明，敲除 Ｍｂｄ１的胚胎干细
胞其增殖速率较野生胚胎干细胞明显下降，说明
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Ｍｂｄ１对于胚胎干细胞的增殖具有非常重要的作
用。Ｍｂｄ１敲除后小鼠胚胎干细胞增殖速率变慢，
从而不能快速的在体外增殖，可能最终丧失了多

能性。

综上所述，本研究成功获得了敲除 Ｍｂｄ１的胚
胎干细胞系，并且发现胚胎干细胞中 Ｍｂｄ１缺失
后，细胞的增殖速率较野生型胚胎干细胞慢，Ｍｂｄ１
缺失后小鼠胚胎干细胞体外培养中经典的３Ｄ克
隆形态消失，提示Ｍｂｄ１对于胚胎干细胞多能性维
持具有一定的作用。本研究结果也为胚胎干细胞

分化为神经干细胞提供理论依据与实验基础。
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