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*

郭允倩
1, 2, 3**

 饶艳华
1**

 赵  元
1

 裴端卿
2***

( 1清华大学医学院生物膜与膜生物工程国家重点实验室 北京  100084 )

( 2中国科学院广州生物医药与健康研究院 再生生物学国家重点实验室  广州  510663)

( 3北京林业大学林木育种国家工程实验室 林木、花卉遗传育种教育部重点实验室  北京  100083)

摘要  R ex-1和 Oct4是在多能性细胞中特异表达的转录因子,而 Rex-1的生物学功能及其调控胚

胎干细胞 ( ES细胞 )多能性和分化能力的机制尚不清楚。实验探讨了 Rex-1和 Oct4的相互关系,

利用免疫荧光实验和免疫共沉淀实验证明了 Rex-1和 Oct4两种蛋白共同定位于细胞核中, 证明

二者之间有直接的相互作用。进一步的活性分析表明 Rex-1能够抑制 Oct4的转录激活活性。这

些数据提供了一种新的调控 O ct4活性的机制。
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  Rex-1又被称作 Z fp42 ( zinc finger protein 42) , 是

G l-iK rupp le家族的一个转录因子。 Rex-1在多能性细

胞中特异表达, 包括胚胎干细胞 ( ES细胞 )和一些畸胎

瘤细胞 ( EC细胞 ) ,如 F9细胞,但是在 P19细胞中却没

有表达
[ 1]
。Rex-1在多能性细胞中的表达被严格地调

控,以前的研究表明当 Rex-1的表达下调时, R1的 ES

细胞系向原始内胚层和体壁内胚层方向分化
[ 2]
。最近

的研究表明 Rex-1(- /-)的 ES细胞在分化成胚状体时

并不能诱导一些内脏内胚层标记基因的产生, 这些都

说明 Rex-1可能调控着多能性细胞的分化
[ 3]
。

  Oct4是含有 POU结构域的 homeobox家族的转录因

子。Oct4的表达量调控着 ICM的发育过程,也决定了 ES

细胞的命运,高剂量的 Oct4使 ES细胞向原始内胚层方

向分化,低剂量的 Oct4使 ES细胞向滋养外胚层方向分

化
[ 4]
。Oct4通过调控下游一系列的基因调控着 ES细胞

的多能性,这些基因包括 Oct4自身、Sox2、Nanog、Rex-1、

Fgf4、U tf1、Fbx15、Cdx2和 Z fp206等
[ 5~ 10]
。而很多转录因

子也调控着 Oct4的表达,像 Foxd3、Nanog、Sox2和 Oct3 /4

自身。Oct4的表达和活性还通过一些转录后修饰来调

节,包括苏木化、泛素化等。

  通过研究,发现 Rex-1蛋白和 Oct4蛋白共定位于

细胞核中,二者有直接的相互作用, 并且 Rex-1对 Oct4

的活性有负调控。

1 材料与方法

1. 1 材料和主要试剂

  小鼠的 ES细胞系 E14T和 CGR8分别来自于金颖博

士 (上海生命科学院 )和 Austin Sm ith博士 (英国剑桥大

学 )。质粒 pPyCAG IP来自于 Ian Chambers博士 (英国爱

丁堡大学 )。质粒 6w-tk- luc和 tk-luc来自于 H itosh iN iwa

博士 (日本神户大学 )。 293T细胞,质粒 pCR3. 1、pCR3.

1-O ct4-F lag为本实验室存留。F lag( DYKDDDK )和 Myc

( EQKL ISEEDL )抗体购自 S igm a公司, O ct4抗体购自

Abcam 公司, 转染的 L ipofectam ine2000购自 Inv itrogen

公司。

1. 2 质粒构建

  pPyCAG IP载体经过改造加入 Hpa I限制性酶切位

点和 Flag标签,不带有终止密码子的 Rex-1的 cDNA序

列是以 CGR8 ES细胞系的 cDNA文库为模板进行 PCR

扩增的, 扩增的片段从Hpa I酶切位点插入带有 F lag标

签的 pPyCAG IP载体中,从而得到了 pPyCAG IP-R ex-1-

F lag表达载体。 pCR3. 1-Rex-1-Flag的构建方法参见文

献 [ 11]。
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1. 3 细胞培养

  293T细胞的培养基为 DMEM ( Invitrogen公司 )加

10%的胎牛血清 (Hyclone公司 )。用于 CGR8和 E14T

细胞培养的培养皿要先用 0. 1%的明胶包被,培养基为

GMEM ( S igma公司 )加 20%的胎牛血清 ( G ibco公司 ),

再加入 100mmol/L的非必需氨基酸 ( Invitrogen公司 ),

55Lmol /L的 B-巯基乙醇 ( S igm a公司 ) , 0. 224 Lg /m l

的 L-谷氨酰胺 ( Invitrogen公司 )和 1000单位每毫升的

L IF ( Chem icon公司 )。

1. 4 免疫荧光实验

  细胞先用 4%的多聚甲醛溶液固定 30m in, 用 PBS

洗 3遍,再用 3%的羊血清封闭 2h,然后和一抗一起孵

育 1. 5h。羊抗 IgG-TR ITC( 1B100, San ta Cruz公司 ) 用

作二抗。照片用 LE ICA共聚焦显微镜拍摄。

1. 5 稳定转染的 ES细胞系的构建

  分别用两种质粒 pPyCAG IP和 pPyCAG IP-R ex-1-

F lag转染培养在 3. 5 cm培养皿中的 E14T细胞 (每种

质粒转 2 Lg),转染后 24h,细胞按照 1B50的比例传代

到 6 cm 培养皿中, 并且用嘌呤霉素筛选 ( 2 Lg/m ,l

Inv itogen公司 )。10天后,取细胞进行实验。

1. 6 免疫共沉淀实验

  稳定表达 pPyCAG IP和 pPyCAG IP-Rex-1-F lag的细

胞 (培养于 10 cm培养皿中 )先用 PBS洗两次,然后用

600 Ll TNE 缓 冲液 ( 20mm ol/L Tris-HC,l pH 7. 5,

100mmo l/L N aC,l 0. 5% Nonidet P-40, 0. 5mmol/L

EDTA, 0. 5%蛋白酶体抑制剂 )裂解 10m in。细胞裂解

液于 4e , 13000g离心 5m in。将离心后的上清液取出

40 L l作为总细胞裂解液,加入上样缓冲液于 100e 煮

沸 5m in留存,剩余裂解液转移至新的 1. 5m lEP管中用

于免疫沉淀。将 30 L l事先用 TBS缓冲液 ( 20mmol/L

T ris-HC,l pH7. 6, 137mm ol/L NaCl)平衡好的偶联 F lag

抗体的珠子 ( S igm a公司 )加入细胞裂解液中,将 EP管

固定到混匀器上在 4e 免疫沉淀 4h。之后用 TBS缓冲

液洗涤珠子共 3次,最后一次洗涤完毕,弃上清,加入

30 L l 1 @ SDS上样缓冲液混合,于 100e 煮沸 5m in, 离

心后取上清液和留存的细胞总裂解液进行 Western杂

交实验。

1. 7 细胞转染和荧光素酶测定

  细胞转染的步骤按照 L ipofectam ine 2000的使用手

册进行。 293T细胞或者 CGR8 ES细胞培养在 12孔板

中,每一孔细胞分别转入 0. 25 Lg的 Oct4的报告基因

6w-tk- luc或者是对照基因 tk-luc, 0. 25 Lg的 pCR3. 1-

O ct4-F lag( CGR8细胞中不转 pCR3. 1-O ct4-F lag) 和不

同剂量的 pCR3. 1-R ex-1-F lag质粒 ( 0. 25 Lg, 0. 5 Lg,

0. 75Lg)。每一孔细胞同时转染 100ng SV40-Renilla作

为内参。24~ 48小时后,细胞用 1 @ PBS洗 1次,然后

用 1 @ PLB 裂解液裂解 ( Promega公司 )。荧光素酶的

活性用双荧光素酶报告系统测定 ( P romega公司 ),所用

仪器是 TD2020(T urner Design公司 )。每一个转染实

验设计 2个细胞孔的重复并且实验至少重复了 3次。

2 结  果

2. 1 Rex-1蛋白和 Oct4蛋白共同定位于细胞核中

  将质粒 pPyCAG IP-Rex-1-F lag瞬时转染 ES细胞系

E14T,以转染空载体 pPyCAG IP的 E14T细胞作为对

照,分别用抗 Oct4蛋白的抗体和抗 F lag标签的抗体进

行免疫荧光染色, DAP I染细胞核。可以看到细胞核被

DAP I染成蓝色 (图 1a,图 1d),内源的 Oct4的蛋白定位

在细胞核中 (图 1b, 图 1e ), 对于转染进去质粒

pPyCAG IP-R ex-1-F lag的阳性细胞, O ct4蛋白与 Rex-1

是共定位的 (图 1 f)。

图 1 ES细胞中, Rex-1蛋白和 O ct4蛋白

共定位于细胞核中

F ig. 1 Rex-1 and Oct4 co-loca lize in

the nucleus in ES cells

( a) C ontrol cells are s tained w ith DAP I ( b lu e fluorescen ce in the

nu cleus) ( b) The nu cleu s localizat ion of O ct4 is d etected us ing an

ant-iOct4 an tibody in control cells ( red f luorescence in the nucleus )

( c) There is no s ignal detected using an an t-i Flag ant ibody in con trol

cells ( d ) C ells exp ress ing Rex1-Flag are stained w ith DAPI ( b lue

fluorescen ce in the nucleus) ( e) Th e nucleus local ization of O ct4 is

d etected using an an t-i Oct4 ant ibody in cells expressing Rex1-Flag

( red f luorescence in the nu cleu s) ( f ) The nucleus localizat ion of

Rex1-Flag is detected u sing an ant-iF lag an tibody in cells express ing

Rex1-Flag ( green fluorescen ce in the nucleu s)
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2. 2 Rex-1蛋白和 Oct4蛋白有直接的相互作用

  为了探究在蛋白水平上 Rex-1与 Oct4是否有直接

的相互作用,分别用质粒 pPyCAG IP和 pPyCAG IP-R ex-

1-F lag转染 E14T细胞系,并且在转染后进行了 10天的

筛选分别得到了二者稳定转染的细胞系。接下来分别

用两株稳定细胞系进行了免疫共沉淀实验, 用抗 F lag

的抗体对细胞裂解液进行免疫沉淀, 再用抗 Oct4的抗

体检测免疫沉淀后的细胞液,以转染 pPyCAG IP的稳定

细胞系为对照,实验结果表明 Rex-1-F lag与内源的 Oct4

蛋白有直接的相互作用 (图 2)。为了进一步证明这个

结论,在 293T细胞中共转带有 F lag标签的 Oct4GFP-

F lag和带有 M yc标签的 Rex-1-M yc, 以单独转染

Oct4GFP-F lag的 293T细胞为对照,用抗 F lag标签的抗

体对细胞裂解液进行免疫沉淀, 再用抗 M yc标签的抗

体检测免疫沉淀后的细胞液是否有 Rex-1-M yc的表达,

结果也证实了 Rex-1和 Oct4有相互作用 (图 3 )。

2. 3 Rex-1抑制内源 Oct4的转录激活活性

  以前的研究表明,一些蛋白像 EWS, Sox2和 FoxD3

可以结合 Oct4
[ 12, 13]

,增强或者抑制 Oct4的转录激活活

性。已经证明 Rex-1可以结合 Oct4,所以 Rex-1也有可

能影响 Oct4的转录激活活性。为了验证这一假说, 在

ES细胞系 CGR8中共转 Oct4的报告基因 6w-tk-luc和

pCR3. 1-Rex-1-F lag来看 6w-tk-luc的活性变化。在 ES

细胞中, 6w-tk-luc可以被激活约几百倍。随着 Rex-1-

F lag转染剂量的不断增多,报告基因 6w-tk-luc的活性

不断降低 (分别为 550倍, 400倍和 300倍 ), 而对照报

告基因 tk-luc却没有被激活而且也没有被抑制的趋势

(图 4 )。由此得出结论, R ex-1抑制了内源 Oct4的转录

激活活性。

图 4 ES细胞中 R ex-1抑制内源 Oct4

的转录激活活性

F ig. 4 Rex-1 inh ib its the transcrip tional

activity of endogenousO ct4 in ES ce lls

2. 4 Rex-1抑制外转 Oct4的转录激活活性

  为了进一步验证 Rex-1抑制 Oct4的转录激活活性

的结论, 在 293T 细胞里共转 pCR3. 1-R ex-1-F lag,

pCR3. 1-O ct4-F lag和 6w-tk-luc,在 293T细胞中, 6w-tk-

luc可以被 Oct4激活约 40倍。随着 Rex-1-F lag转染剂

量的不断增多,报告基因 6w-tk-luc的活性不断降低 (分

别为 35倍, 27倍和 22倍 )。而对照报告基因 tk- luc却

没有被激活而且也没有被抑制的趋势, 同样只转染

Rex-1-F lag和 6w-tk- luc而不转染 Oct4, 也没有抑制趋

势 (图 5 )。

图 5 293T细胞中 Rex-1抑制外转 Oct4的

转录激活活性

Fig. 5 R ex-1 inh ib its the transcr ip tional act ivity

of exogenousOc t4 in 293T ce lls
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3 讨  论

  Rex-1和 Oct4都是在多能细胞中特异表达的转录

因子
[ 1, 14]
。将 ES细胞培养基中的 LIF撤去或是在培养

基中加入 RA, ES细胞会发生分化,在分化过程中 Rex-

1的表达迅速降低
[ 1]
。Oct4是在胚胎发育过程和 ES

细胞命运决定过程中都起着重要作用的基因
[ 4]
。而

Rex-1和 Oct4等重要的转录因子调控 ES细胞的机制

尚不清楚。本文的研究则是针对 ES细胞中 Rex-1和

Oct4的相互作用机制进行的。

  ES细胞中的转录因子相互作用形成网络共同调控

着 ES细胞的命运,已有的研究表明 Rex-1结合一个大

的蛋白复合体,这一复合体中就包括 Oct4
[ 15]
。通过免

疫荧光实验和免疫共沉淀实验证明了 Rex-1和 Oct4两

种蛋白共同定位于细胞核中,并且二者之间有直接的

相互作用。又通过进一步的活性分析得到 Rex-1能够

抑制 Oct4的转录激活活性。这说明 Rex-1对于 Oct4

有较为精细的调控。

  2006年, T akahash i等
[ 16]
报道了将四个转录因子

(O ct4, Sox2, c-myc和 K lf4)转染进小鼠的胚胎成纤维

细胞 (MEF s)产生了诱导型多能性干细胞 ( iPS细胞 ),

很快在人中也实现了 iPS细胞的成功
[ 17~ 19]

。重编程技

术的这一突破使得人们看到再生医学的光明前景, 而

要解决重编程费时费力的问题, 就必须对重编程的机

制有所了解。Oct4作为一个重要的重编程因子在这一

过程的调控和功能值得探索, 研究从 ES细胞出发, 探

索了一种可能的 Oct4和 Rex-1相互作用和被 Rex-1调

控的机制,为理解 ES细胞多能性的分子机制和重编程

的机制奠定了理论基础。
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  Abstract The transcription factorRex-1 has long been used as an ES ce llmarker but its b io log ica l funct ion

and potent ia l to regulate ES cell p luripotency and sel-f renew al rema ins elusive. The resu lts show ed that R ex-1 is

co loca lized w ith Oct4 in the nucleus by immuno fluorescent stain ing and the physica l interaction betw een Rex-1

and O ct4 w as proved by immunoprecip itation. Furthermo re, the resu lts w ere a lso ind icated by interacting w ith

O ct4, Rex-1 can inh ib it Oct4 transcript iona l act iv ity. In al,l the da ta suggested a new mechan ism to modulate

O ct4 activity by R ex-1 in ES cells.
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21


