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$摘要%

!

目的
!

探究
f7+37

基因增强子同源物
1

"

Hf@1

$对体外培养的神经干细胞增殖的调控作用及潜在

机制'方法
!

采取第
'

!

)

代正常人神经干细胞!分别利用慢病毒构建稳转细胞株(

Hf@1

基因过表达细胞

"

c=.Hf@1

$及对照细胞"

c=.G",3<":

$%

Hf@1

基因
+2JY>

敲降细胞"

+2.Hf@1

$及对照细胞"

+2.G",3<":

$'

GG[./

法和
H!e

染色法检测
0

种细胞的活力!流式细胞术检测细胞周期及凋亡!

Z7+37<,M:"3

和实时荧光定量

聚合酶链反应"

U

VGJ

$检测相关蛋白表达水平'结果
!

与
c=.G",3<":

细胞相比!

c=.Hf@1

细胞
0/

%

-1

%

()2

时细胞增殖水平上调!且差异有统计学意义"

J

$

%&%;

$#与
+2.G",3<":

细胞相比!

+2.Hf@1

细胞在
0/

%

-1

%

()2

时细胞增殖水平下调!且差异有统计学意义"

J

$

%&%;

$#

Hf@1

基因敲降造成细胞周期阻滞在
\

$

期"

J

$

%&%;

$!而
c=.Hf@1

加速细胞进入细胞周期
D

和
\

1

期"

J

$

%&%;

$#

Hf@1

干扰或过表达对细胞凋亡无明显影

响"

J

%

%&%;

$#同时!与
c=.G",3<":

细胞相比!

c=.Hf@1

细胞增殖相关蛋白
G

Q

6:#,E$

和
6.]

Q

6

蛋白表达水平

上调!且差异有统计学意义"

J

$

%&%;

$'结论
!

Hf@1

基因能够通过促进
G

Q

6:#,E$

和
6.]

Q

6

蛋白表达水平上

调!促进神经干细胞的增殖'

$关键词%

!

神经系统#干细胞#细胞增殖#细胞周期#
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C
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Q
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4

<":#P7<93#N77PP7639,!87629,#+8"PHf@1",,7O<9:+37867::+

#
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$

#,N#3<"&D$),*-.

!
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4
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!

Hf@1"N7<7S

4

<7++#",67::+

#

c=.Hf@1

$%

6",3<":67::+

#

c=.G",3<":

$%

Hf@1

+2JY>5,"65!"T,67::+

#

+2.Hf@1

$

9,!6",3<":67::+

#

+2.G",3<":

$

&G7::N#9M#:#3

Q

T9+!737637!M

Q

GG[./9,!

H!e9++9

Q

&G7::6

Q

6:79,!9

4

"

4

3"+#+T7<7879+O<7!M

Q

P:"T6

Q

3"873<

Q

&Z7+37<,M:"39,!

U

VGJT7<7O+7!3"

!737633277S

4

<7++#","P<7:937!

4

<"37#,+&E$.>=).

!

G"8

4

9<7!T#32327c=.G",3<":67::+

%

c=.Hf@1+#

I

,#P#69,3.

:

Q4

<"8"37+327

4

<":#P7<93#","PYDG+

#

J

$

%&%;

$

&]79,T2#:7

%

6"8

4

9<7!T#32327+2.G",3<":67::+

%

+2.Hf@1

+#

I

,#P#69,3:

Q

!76<79+7!327

4

<":#P7<93#","PYDG+

#

J

$

%&%;

$

&+2.Hf@1<7+O:37!#,\

$

"

D

4

29+7!7:9

Q

#

J

$

%&%;

$%

9,!c=.Hf@19667:7<937!67::+3"D9,!\

1

4

29+73<9,+#3#",

#

J

$

%&%;

$

&Y7N7<327:7++

%

Hf@15,"65.

!"T,9,!"N7<7S

4

<7++#",7S2#M#37!,"7PP763",3279

4

"

4

3"+#+"PYDG+&G"8

4

9<7!T#32c=.G",3<":67::+

%

c=.

Hf@1+#

I

,#P#69,3:

Q

#,6<79+7!3277S

4

<7++#","PG

Q

6:#,E$9,!6.]

Q

6

#

J

$

%&%;

$

&F*(2=>.&*(

!

Hf@189

Q4

<".

8"37

4

<":#P7<93#","PYDG+32<"O

I

2G

Q

6:#,E$9,!6.]

Q

6

4

932T9

Q

&

'

G$

<

H*%-.

(

!

,7<N"O++

Q

+378

&

+37867::+

&

4

<":#P7<93#",

&

67::6

Q

6:7
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Hf@1

!!

神经干细胞#

,7O<9:+37867::+

%

YDG+

$是指存在

于神经系统中%能分化为包括神经元细胞在内的多种

细胞的一类细胞%能进行自我更新'

$

(

)

YDG+

的发现

和移植为解决脊髓损伤等疾病后神经元病理性减少

及神经元间靶联中断提供了可能'

1

(

)干细胞移植可

通过减少二次级联细胞的损伤%增强体内内源性神经

干细胞的自我更新#即增殖$%从而补充功能受损的神

经干细胞群'

'

(

)因此%调控和提高
YDG+

的增殖至关

;1)$

重庆医学
1%$(

年
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月第
0/

卷第
$%

期

"
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$)
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重要)

f7+37

基因增强子同源物
1

#

Hf@1

$是
V6\

基

因家族的基因之一%能够调控基因的表达%

Hf@1

被

发现能够促进胚胎干细胞*肿瘤细胞的增殖和转

移'

0

(

)并且
Hf@1

在增殖的
YDG+

中高度表达'

;

(

)

但
Hf@1

基因在
YDG+

增殖中的作用尚不清楚)本

研究通过在人神经干细胞#

2YDG+

$中过表达和敲降

Hf@1

基因的表达%来探究
Hf@1

基因和
YDG+

增殖

之间的联系)

I

!

材料与方法

I&I

!

材料
!

人神经元干细胞购自美国
D6#7,67::

公

司)细胞培养基及胎牛血清购自美国
\#M6"

公司&引

物*

Hf@1

敲降慢病毒和过表达慢病毒及其各自对照

慢病毒购自上海汉恒生物科技有限公司&

GG[/

细胞

增殖检测试剂盒和
H!e

检测试剂盒购自海门市碧云

天公司&细胞周期及凋亡流式检测试剂盒购自日本东

仁化学公司&胰蛋白酶*双抗*二甲基亚砜#

E]Dc

$购

自美国
D#

I

89

公司&

Hf@1

*

G

Q

6:#,E$

*

6.]

Q

6

鼠源单

克隆抗体*辣根过氧化物酶#

@JV

$标记山羊抗小鼠

B

I

\

二抗购自美国
G7::D#

I

,9:#,

I

公司&甘油醛
.'.

磷

酸脱氢酶#

\>VE@

$鼠源单克隆抗体购自美国
V<".

37#,3762

公司&生物安全柜及细胞培养箱购自美国

L27<8"A#+27<

公司&倒置荧光显微镜购自日本
c.

CW]VeD

公司&酶标仪购自美国
M#".375HC

公司&流

式细胞检测仪购自美国
FE

公司&凝胶电泳系统购自

美国
F#".J9!

公司)

I&J

!

方法

I&J&I

!

神经干细胞的培养
!

应用含
$%̂

胎牛血清

的
E]H]

"

A$1

培养基%在
'-_

*

;̂ Gc

1

及饱和湿

度条件下进行细胞培养%待细胞长至对数生长期时进

行细胞传代)

I&J&J

!

0

种神经干细胞稳转株构建
!

0

种慢病毒#过

表达对照慢病毒
c=.G",3<":

%过表达慢病毒
c=.

Hf@1

&

+2JY>

对照慢病毒
+2.G",3<":

%

+2JY>

干扰

慢病毒
+2.Hf@1

$转染前
$/

!

102

%将贴壁细胞铺到

细胞培养板中)待细胞贴壁且生长至
;%̂

左右融合

度时用含有
)

#

I

"

8C

4

":

Q

M<7,7

的新鲜培养基替换原

培养基%加入适量病毒悬液)

'- _

孵育)继续培养

102

%用新鲜培养基替换含有病毒的培养基)

-12

后%加入
1

#

I

"

8CVO<"8

Q

6#,

%每隔
1

天重新换液加入

药物%持续观察
$0!

左右%直至显微镜下观察荧光细

胞比例为
$%%̂

#比例
g\AV

阳性细胞数"总细胞

数$)随后取一部分细胞用以收取蛋白和
JY>

%以检

测过表达和敲降效率)

I&J&K

!

实时荧光定量聚合酶链反应#

U

VGJ

$检测基

因表达
!

每孔细胞加入
LJBR":$8C

)将样品在室温

#

$;

!

'% _

$放置
;8#,

%使核酸蛋白复合物完全分

离&每使用
$8CLJBR":

加入
%&18C

氯仿%剧烈振荡

$;+

%室温放置
' 8#,

&

1

!

/_

%

$%%%%b

I

离心

$;8#,

)样品分为
'

层!底层为黄色有机相%上层为

无色水相和一个中间层)

JY>

主要在水相中%水相

体积约为所用
LJBR":

试剂的
)%̂

&把水相转移到新

管中%用异丙醇沉淀水相中的
JY>

&每使用
$8C

LJBR":

加入
%&;8C

异丙醇%室温放置
$%8#,

&

1

!

/_

%

$%%%%b

I

离心
$%8#,

%移去上清液&用
-;̂

乙

醇洗涤
JY>

沉淀)每使用
$8CLJBR":

至少加
$

8C-;̂

乙醇)

1

!

/_

%

-;%%b

I

转速以内%离心
;

8#,

%弃上清液&室温放置干燥
JY>

沉淀%加入
1;

!

1%%

#

C

无
JY9+7

的水%用枪头吸打几次%

;;

!

)%_

放

置
$%8#,

使
JY>

溶解%

X/%_

保存)反转录反应程

序!

'- _ )% 8#,

%

/; _ ; 8#,

%

0 _ ; 8#,

%置

于
X1%_

保存)将制备好的
6EY>

进行
VGJ

扩增%

扩增体系如下!

DWFJ\<77,]#S$1&;

#

C

%上游引物

#正向$

%&;

#

C

%下游引物#反向$

%&;

#

C

%双蒸水

#

!!@

1

c

$

(&;

#

C

%

6EY>

模板
1&%

#

C

%总体积
1;&%

#

C

)反应程序!

(;_$%8#,

&

(;_$;+

%

)%_0;+

%

循环
0%

次&

(;_$;+

%

)%_$8#,

%

(;_$;+

%

)%_

$;+

&数据采用仪器自带软件分析!

>FBV<#+8-'%%

DEDD"P3T9<7

)引物序列%正向!

>>L G>\ >\L

>G>L\G \>G L\> \>

&反向!

\GL \L> LGG

LLG\GL\LLLGG

)

I&J&L

!

Z7+37<,M:"3

检测蛋白表达
!

细胞的培养*分

组及处理同上)蛋白裂解液提取细胞总蛋白%用二辛

酸硫酸铜#

FG>

$试剂盒测定蛋白浓度)随后进行蛋

白定量和变性%应用
$%̂

十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰

胺凝胶#

DED.V>\H

$电泳%

$1%=

恒定电压在分离胶

中电泳
)%8#,

%在
'%%8>

恒定电流下应用聚偏二氟

乙烯#

V=EA

$膜进行转膜
(%8#,

%洗膜液#

LFDL

$洗

膜
'

遍后%使用
;̂

牛奶封闭非特异性结合位点%封闭

结束后%于
0_

进行一抗#

$`$%%%

稀释$中孵育过

夜%

LFDL

洗
'

遍之后%加入
@JV

标记的山羊抗小鼠

B

I

\

二抗#

$̀ 1%%%

稀释$室温中孵育
12

%

LFDL

洗膜

后%加入化学发光剂#

HGC

$反应并利用化学发光成像

仪检测)

I&J&M

!

GG[/

检测细胞增殖
!

细胞培养于
)

孔板%按

照基因干扰阴性对照组#

+2.G",3<":

$*基因干扰组#

+2.

Hf@1

$*基因过表达对照组#

c=.G",3<":

$*基因过表

达组#

c=.Hf@1

$分别对细胞进行对应慢病毒转染%

慢病毒转染
102

后%直接配置含
$%̂ GG[/

的培养

基%以换液的形式加入)

'-_

孵育
%&;2

%将孵育后的

上清液转移至
()

孔板%酶标仪测定
0;%,8

处吸光

度&

@9,5h+

平衡盐溶液#

@FDD

$润洗细胞
'

次%加入

培养基继续培养至
0/

*

()2

%重复上述实验内容%绘制

细胞生长曲线)

I&J&O

!

H!e

掺入法检测细胞增殖
!

用细胞培养基稀

释
H!e

溶液#培养基!试剂
>g$%%%`$

$%制备适量

;%

#

8":

"

C

的
H!O

培养基&每孔加入
$%%

#

C;%

)1)$

重庆医学
1%$(

年
;

月第
0/

卷第
$%

期



#

8":

"

CH!e

培养基孵育
$2

%弃培养基&磷酸盐缓冲

液#

VFD

$清洗细胞
1

次%每次
;8#,

&每孔加入
$%%

#

C

0̂

多聚甲醛细胞固定液%室温孵育
'%8#,

&每孔加入

18

I

"

8C

甘氨酸%脱色摇床孵育
;8#,

后%弃甘氨酸

溶液&每孔加入
$%%

#

CVFD

%脱色摇床清洗
;8#,

%弃

VFD

&每孔加入
$%%

#

C

渗透剂#

%&;̂ L<#3",?.$%%

的
VFD

$脱色摇床孵育
$%8#,

&

VFD

清洗
$

次%

;8#,

&

每孔加入
$%%

#

C

的
$8

I

"

8C0h

%

).

二脒基
.1.

苯基吲

哚#

E>VB

$%避光*室温*脱色摇床孵育
$%8#,

%弃染色

反应液&每孔每次加入
$%%

#

CVFD

清洗
$

!

'

次&染

色完成后%荧光显微镜拍照)

I&J&P

!

流式检测细胞周期和凋亡
!

细胞接种于
)

孔

板%按照基因敲降阴性对照组#

+2.G",3<":

$*基因敲降

组#

+2.Hf@1

$*基因过表达对照组#

c=.G",3<":

$*基

因过表达组#

c=.Hf@1

$

0

组细胞培养
0/2

后%

%&1;̂

胰酶消化收集细胞%并用
$8CVFD

清洗剩余

细胞
$

次%全部加入
$;8C

管中)

/%%<

"

8#,

离心
;

8#,

%去除上清液%加
;8CVFD

重悬细胞%再次离心

弃上清液%重复
1

次%最后重悬细胞于
%&$8CVFD

中%并转移到
$&;8C

离心管中)对于细胞周期检测%

按照
$̀ $%%

加入碘化丙啶#

VB

$染液%置于垂直混合

液上室温孵育
$2

)对于细胞凋亡检测%每样品中分

别加入
;

#

CVB

染液和
;

#

C

磷脂结合蛋白#

>,,7S#,.

=.ABLG

$染液%置于垂直混合液上室温孵育
'%8#,

%

$;%%<

"

8#,

离心
;8#,

%去除上清液%加
$8CVFD

重

悬细胞%再次
/%%b

I

离心
;8#,

%弃上清液%重复
'

次%最后将洗好的细胞重悬于
%&18CVFD

中)用锡

箔纸包住避光%将细胞加入流式管中%在
FE

流式细胞

仪上分析)

I&K

!

统计学处理
!

所有数据分析均使用
DVDD$/&%

统计软件)以上所有的体外试验至少重复
'

次)对

于基因相对表达分析%对照组的平均值定义为
$

)计

量资料以
LaD

表示%使用
=

检验进行两组的比较)以

J

$

%&%;

为差异有统计学意义)

J

!

结
!!

果

J&I

!

过表达和敲降稳转株的构建及鉴定
!

0

种慢病

毒转染
YDG+

后%利用嘌呤霉素进行药物筛选%

$0!

后%细胞
\AV

阳性率达到
$%%̂

#图
$>

$)同时%实验

结果显示%相较于
c=.G",3<":

组%

c=.Hf@18JY>

Hf@1

的表达水平上调
0%%̂

以上%且差异有统计学

意义#

J

$

%&%;

%图
$F

$%相较于
+2.G",3<":

组%

+2.

Hf@1

组
Hf@18JY>

表达水平下调至
'%̂

以下%

且差异有统计学意义#

J

$

%&%;

%图
$F

$)

Z7+37<,

M:"3

得到一致的实验结果#图
$G

$)

!!

>

!细胞
\AV

荧光显微镜拍照#

b0%

$&

F

!

Hf@1

基因
8JY>

表达

水平鉴定#

'g0

$&

G

!

Hf@1

基因蛋白表达水平鉴定&

9

!

J

$

%&%;

%与
c=.

G",3<":

组比较%

M

!

J

$

%&%;

%与
+2.G",3<":

组比较

图
$

!!

Hf@1

基因过表达和敲降细胞稳转构建鉴定

!!

>

!过表达和敲降细胞
Hf@1

基因%

GG[/

检测细胞活力#

'g0

$&

F

!试剂盒检测神经干细胞中
H!e

阳性率%激光共聚焦拍照#

b0%

$&

G

!

神经干细胞中
H!e

阳性率统计图#

'g0

$&

9

!

J

$

%&%;

%与
c=.G",3<":

组比较%

M

!

J

$

%&%;

%与
+2.G",3<":

组比较

图
1

!!

敲降或过表达
Hf@1

对神经干细胞增殖的影响

J&J

!

过表达或敲降
Hf@1

对
YDG+

增殖的影响
!

实验

结果显示%对比
c=.G",3<":

组%

c=.Hf@1

组
10

*

0/

*

-12

时细胞增殖活力上调%差异有统计学意义#

J

$

%&%;

%图
1>

$)

c=.Hf@1

组
H!e

阳 性 率#

)(&1$a

(&/)

$

^

高于
c=.G",3<":

组#

'-&%%a1&-%

$

^

%差异有

统计学意义#

J

$

%&%;

%图
1F

*

G

$)相较于
+2.G",3<":

组%

+2.Hf@1

组
10

*

0/

*

-12

时细胞增殖活力显著下

调#

J

$

%&%;

%图
1>

$%且
+2.Hf@1

组细胞
H!e

阳性

率 #

$)&/'a;&;'

$

^

比
+2.G",3<":

组 #

0'&;1a

;&((

$

^

显著下调#

J

$

%&%;

%图
1F

*

G

$)

J&K

!

过表
Hf@1

或干扰
Hf@1

表达对
YDG+

细胞周

期的影响
!

实验结果显示%相较于基因敲降阴性对照

组#

+2.G",3<":

$%

Hf@1

干扰#

+2.Hf@1

$组细胞处于

\

$

期细胞比例显著上调#图
'

*表
$

%

J

$

%&%;

$%而
D

期和
\

1

期细胞比例显著降低#图
'

*表
$

%

J

$

%&%;

$)

-1)$

重庆医学
1%$(

年
;

月第
0/

卷第
$%

期



反过来%研究中利用慢病毒对
Hf@1

基因进行过表

达%相较于对照组#

c=.G",3<":

$%在
YDG+

中
Hf@1

过表达后#

c=.Hf@1

$%

\

$

期细胞比例显著下降#图

'

*表
$

%

J

$

%&%;

$%而
D

期和
\

1

期细胞比例显著上升

#图
'

*表
$

%

J

$

%&%;

$)

J&L

!

体外过表达
Hf@1

或沉默
Hf@1

表达对
YDG+

凋亡的影响
!

研究结果显示%

Hf@1

干扰组和
Hf@1

过表达组与其各自对照组相比%

c=.G",3<":

组凋亡率

为#

;&(-a%&$;

$

^

%

c=.Hf@1

组凋亡率为#

;&-$a

%&1-

$

^

%两者之间差异无统计学意义#

J

%

%&%;

$&

+2.

G",3<":

组凋亡率为#

;&-0a%&$(

$

^

%

+2.Hf@1

组凋

亡率为#

;&0$a%&'$

$

^

%且两组间差异无统计学意义

#

J

%

%&%;

$%见图
0

)

表
$

!!

过表
Hf@1

或干扰
Hf@1

表达对神经干细胞细胞

!!!

周期的影响&

'g0

(

LaD

(

^

'

组别
\

$

D

\

1

c=.G",3<":

组
-(&')a$&$) $$&;1a%&;- )&%)a%&;/

c=.Hf@1

组
)/&%(a%&//

9

$(&1/a$&1%

9

$$&;(a$&01

9

+2.G",3<":

组
-/&10a$&') $$&0(a%&/$ )&/1a%&;'

+2.Hf@1

组
/(&$(a%&(/

M

;&%%a%&)1

M

1&/)a%&0'

M

!!

9

!

J

$

%&%;

%与
c=.G",3<":

组比较&

M

!

J

$

%&%;

%与
+2.G",3<":

组

比较

图
'

!!

过表
Hf@1

或干扰
Hf@1

表达对
YDG+

细胞周期的影响

图
0

!!

体外过表达
Hf@1

或沉默
Hf@1

表达对
YDG+

凋亡的影响

J&M

!

在
YDG+

中过表达
Hf@1

能上调
G

Q

6:#,E$

和
6.

]

Q

6

蛋白表达
!

通过
Z7+37<,M:"3

发现%过表达

Hf@1

基因#

J

$

%&%;

$之后%

G

Q

6:#,E$

和
6.]

Q

6

蛋白

的表达水平也随之上调%且差异有统计学意义#

J

$

%&%;

$%见图
;

)

!!

>

!

Z7+37<,M:"3

实验代表图&

F

!

Z7+37<,M:"3

条带灰度统计分析

图&

9

!

J

$

%&%;

%与
c=.G",3<":

组比较&

'g0

图
;

!!

Hf@1

基因过表达对
G

Q

6:#,E$

和
6.]

Q

6

蛋白表达水平的影响

K

!

讨
!!

论

!!

YDG+

移植是临床上将
YDG+

移植到宿主体内%

使
YDG+

向相关病变部位聚集并增殖存活%进而分化

为神经功能细胞%达到神经系统疾病治疗目的的方

法)近年来%

YDG+

研究成为治疗诸如脊髓损伤等神

经系统疾病的热点手段'

)

(

)但是%胚胎性
YDG+

可自

动发生分化%具有无限增殖能力%移植至患者体内有

致瘤的可能'

-

(

)另外移植的环境可能与
YDG+

原本的

生存条件不同%不利于
YDG+

的存活及分化'

/

(

)因此

如何控制
YDG+

的增殖%既能保证移植细胞的存活率

和自我更新能力%又能控制其增殖速度和分化时间节

点%是目前该治疗手段亟待解决的问题)因而本研究

采取慢病毒手段%在
YDG+

中稳定过表达和敲降

Hf@1

基因的表达%对其在
YDG+

增殖中的作用及其

机制进行研究%意图寻找到调控
YDG+

移植中控制细

胞增殖和分化的钥匙)

/1)$

重庆医学
1%$(

年
;

月第
0/

卷第
$%

期



Hf@1

作为
VGJ1

的催化亚基%能抑制转录%进而

影响到下游重要的信号通路%在染色体水平调节基因

活性%在干细胞的更新与维持中发挥重要作用'

(.$%

(

)

有研究观察到%

YDG+

向不同方向增殖分化时%

Hf@1

表达水平存在明显差异'

$$.$1

(

!增殖的
YDG+

中高度表

达%在
YDG+

向神经元细胞分化时%

Hf@1

表达水平降

低%在
YDG+

向星形胶质细胞分化时%

Hf@1

表达完全

停止%在
YDG+

向少突胶质细胞分化过程中%从少突

胶质前体细胞分化到不成熟少突胶质细胞期间%

Hf@1

维持高水平表达'

$'

(

)在本研究中%成功过表达

和干扰
Hf@1

基因的表达之后%分别能够促进和抑制

YDG+

的增殖%影响细胞进入细胞周期的速度%而对细

胞凋亡水平并未见显著影响&因而设法调节移植

YDG+

中
Hf@1

基因的表达可以起到调控
YDG+

增殖

的作用)另外%进一步的研究还发现%过表达
Hf@1

基因%能够促进增殖相关蛋白
G

Q

6:#,E$

和
6.]

Q

6

的

表达%这可能是其调控细胞增殖潜在的分子机制%而

具体的信号途径还需要进一步的分析和研究)

本实验结果表明%

Hf@1

能够在体外调控
YDG+

的增殖%为临床细胞学治疗脊髓损伤及相关疾病提供

了实验依据)
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