
第１２卷第１２期
２０１０年１２月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１２Ｎｏ．１２
Ｄｅｃ．２０１０

［收稿日期］２０１０－０８－１３；［修回日期］２０１０－０９－１５
［基金项目］国家自然科学基金资助项目（Ｎｏ．３０７７１０２５）。
［作者简介］刘峰，男，博士，医师。
［通信作者］陈慧玲，副教授。

论著·实验研究

小鼠胚胎干细胞定向诱导为胰岛样细胞
过程中印记基因变化

刘峰　郑甲　雷闽湘　陈慧玲

（中南大学湘雅医院内分泌科，湖南 长沙　４１０００８）

　　［摘　要］　目的　探讨体外诱导对小鼠胚胎干细胞株ＳＦ１Ｇ印记基因Ｋｃｎｑ１、Ｃｄｋｎ１ｃ的影响。方法　 体外诱
导小鼠胚胎干细胞ＳＦ１Ｇ向胰岛样细胞分化，ＲＴＰＣＲ和细胞免疫荧光检测胰岛细胞标志基因表达；聚合酶链式反
应限制性内切酶片段长度多态性 （ＰＣＲＲＦＬＰ）检测印记基因 Ｋｃｎｑ１、Ｃｄｋｎ１ｃ在分化各阶段细胞中的亲本表达情
况。结果　胰岛细胞标志性基因Ｉｎｓｕｌｉｎ、Ｇｌｕｃａｇｏｎ、Ｓｏｍａｔｏｓｔａｔｉｎ、ＩＡＰＰ、Ｇｌｕｔ２在诱导分化后的细胞都有表达；分化终
末细胞能表达胰岛细胞特异性蛋白胰岛素、Ｃ肽及Ｓｏｍａｓｔａｔｉｎ；ＰＣＲＲＦＬＰ检测分析显示，体外诱导分化后细胞的印
记基因Ｋｃｎｑ１、Ｃｄｋｎ１ｃ呈双等位基因表达。结论　 胚胎干细胞经体外诱导培养可定向分化为胰岛样细胞；用此种
分化方法可导致胚胎干细胞印记基因表达的改变，出现印记丢失。 ［中国当代儿科杂志，２０１０，１２（１２）：９５４－９５８］
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　　胚胎干细胞（ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ）因具有无限
制的自我更新和多潜能的分化能力，成为目前细胞

和器官移植领域具有潜在优势的资源，理论上，在合

适的诱导条件下，胚胎干细胞也可定向分化为胰岛

β细胞，作为糖尿病的细胞移植治疗中强大的后备
资源，有可能治愈糖尿病，尤其是以胰岛素缺乏为主

要特点的１型糖尿病［１］。但是，体外的诱导分化过

程很难完全模拟体内的发育过程，因此，在胚胎干细

胞培养、诱导分化的过程中，虽然细胞的基因序列可

以没有变化，但基因的表达，即细胞的表观遗传学是

否会发生改变却不清楚。

基因组印记 （ｇｅｎｏｍｉｃｉｍｐｒｉｎｔｉｎｇ）是目前表观
遗传学研究的主要内容之一，指某些基因呈不遵从

孟德尔定律依靠单亲传递某些遗传学性状的现象，

也就是某些基因呈亲源依赖性单等位基因表达［２］。

印记基因在胚胎生长、行为发生、肿瘤生成、神经发

育等过程中起着重要的作用，基因组印记的紊乱将

导致一系列的疾病［３］。有研究显示，体外长期培养

的胚胎干细胞，其表观遗传学呈现不稳定趋势［４］；

经体外受精（ｉｎｖｉｔｒｏｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ，ＩＶＦ）得到的胚胎干
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细胞，亦存在基因组印记异常现象［５］。目前还没有

关于胚胎干细胞体外诱导分化为胰岛样细胞过程中

表观遗传性状变化的研究。本研究采用聚合酶链式

反应限制性内切酶片段长度多态性分析法，检测印
记基因Ｋｃｎｑ１和 Ｃｄｋｎ１ｃ在诱导分化细胞中的表达
情况，以了解体外诱导培养是否影响基因组印记。

１　材料与方法

１．１　材料
小鼠胚胎干细胞 ＳＦ１Ｇ来源于雌性 Ｃ５７ＢＬ／６

小鼠与雄性 Ｍ．ｓｐｒｅｔｕｓ小鼠交配后子一代［５］，由美

国斯坦福大学 Ａｎｄｒｅｗ．Ｒ．Ｈｏｆｆｍａｎ惠赠。Ｋｎｏｃｋ
ｏｕｔＤＭＥＭ、ＤＭＥＭ／Ｆ１２、Ｌｇｌｕｔａｍｉｎｅ、ＦＢＳ、ＮＡＡ、Ｎ２、
Ｂ２７、βＭＥ、Ｌａｍｉｎｉｎ均购自 ＧＩＢＣＯ／ＢＲＬ公司，ＬＩＦ
购自 Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司，Ｍａｔｒｉｇｅｌ、ＴＲＩＺＯＬ购自 Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ公司，ＲＡ、Ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ（Ｓｉｇｍａ）、ＡｃｔｉｖｉｎＡ（Ｒ＆Ｄ
公司）、ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ
（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司），ＴａｑＤＮＡ聚合酶 （Ｆｅｒｍｅｎｔａ）、限
制性内切酶 （ＮＥＢ公司）、ｉｎｓｕｌｉｎ单克隆抗体
（ＣＳＴ）、Ｃｐｅｐｔｉｄｅ单克隆抗体 （ＬＩＣＯＮ）、ｓｏｍａｔｏｓｔａｔｉｎ
单抗（Ａｂｃａｍ公司）。胚胎干细胞培养基：Ｋｎｏｃｋｏｕｔ
ＤＭＥＭ，含 ０．１ｍＭ βＭＥ、２ｍＭ ＬＧｌｕ、１％ＮＡＡ、
２０％ＦＢＳ、１０００Ｕ／ｍＬＬＩＦ、１００Ｕ／ｍＬ的青、链霉素；
ＥＢｓ培养基：ＫｎｏｃｋｏｕｔＤＭＥＭ，含 ０．１ｍＭβＭＥ、
２ｍＭＬＧｌｕ、１％ＮＡＡ、１５％ ＦＢＳ、１００Ｕ／ｍＬ的青、
链霉素；诱导培养基 Ι：ＥＢｓ培养基，１００ｎｇ／ｍＬａｃ
ｔｉｖｉｎＡ；诱导培养基 ＩＩ：ＥＢｓ培养基，１０６ＭＲＡ；胰岛
祖细胞增殖培养基：ＥＢｓ培养基，１０ｎｇ／ｍＬｂＦＧＦ；诱
导培养基 Ⅲ：无糖 ＤＭＥＭ／Ｆ１２，添加 １％Ｎ２，２％

Ｂ２７，１０２ＭＮＩＣ，１％Ｌ谷氨酰胺，１μｇ／ｍＬｌａｍｉｎｉｎ、
１０ｎｇ／ｍＬｂＦＧＦ。
１．２　方法
１．２．１　体外定向诱导胰岛样细胞生成　　未分化
的ＳＦ１Ｇ铺于明胶包被的并有滋养层细胞的细胞培
养皿，３７Ｃ，５％ＣＯ２培养、增殖，参照Ｓｈｉ等

［６］的三阶

段法诱导培养，简述如下：① 诱导胰岛祖细胞形成
（第一阶段），纯化后的未分化的胚胎干细胞混悬于

细菌培养皿，混悬培养以形成拟胚体。将拟胚体转

移到 ｍｅｔｒｉｇｅｌ包被的细胞培养皿上贴壁培养２ｈ后，
换用诱导培养基 Ι培养 ２４ｈ，随后换成拟胚体培养
液间歇培养 ６～８ｈ，再次换成诱导培养基 ＩＩ培养
２４ｈ；② 扩增胰岛祖细胞（第二阶段），将第一步诱
导完的细胞换成含１０ｎｇ／ｍＬｂＦＧＦ的胰岛祖细胞增
殖培养液培养３～５ｄ，增殖胰岛样祖细胞。③ 诱导
胰岛祖细胞成熟为胰岛样细胞（第三阶段），经增殖

后的胰岛祖细胞，换成含无血清诱导培养基 Ⅲ 培
养３～５ｄ。
１．２．２　对诱导分化后细胞的鉴定　　（１）ＲＴＰＣＲ
检测诱导分化后胰岛细胞标志基因的表达情况：分

化各阶段细胞总 ＲＮＡ按 ＴＲＩＺＯＬ说明书提取，逆转
录（ＲＴ）合成 ｃＤＮＡ，ＰＣＲ扩增目的基因，引物的序
列以及 ＰＣＲ的条件如表１。反应体系为：１０×缓冲
液：１．０μＬ，ＭｇＣｌ２：０．８μＬ，ｄＮＴＰｓ：０．２μＬ，Ｔａｑ酶：
０．２μＬ，引物：０．２μＬ，ｃＤＮＡ模板：０．２μＬｄｄＨ２Ｏ
７．６μＬ。反应程序条件：９４℃预变性２ｍｉｎ后，９４℃
变性３０ｓ，Ｘ℃退火３０ｓ，７２℃ 延伸３０ｓ，完成 Ｙ个
循环，７２℃ ５ｍｉｎ，琼脂糖凝胶上电泳，紫外灯下摄
像观察（Ｘ、Ｙ分别代表不同基因ＰＣＲ时所需退火温
度和循环数，列于表１）。

表１　胰岛细胞特异基因引物序列、退火温度及循环数

基因 产物长度 （ｂｐ） 引物序列 退火温度 （Ｘ，℃） 循环数 （Ｙ）

Ｉｎｓｕｌｉｎ ２５０
５ＣＣＣＡＣＣＣＡＧＧＣＴＴＴＴＧＴＣＡＡＡＣＡＧＣ３′
５′ＴＣＣＡＧＣＴＧＧＴＡＧＡＧＧＧＡＧＣＡＧＡＴＧ３′

６０ ３０

Ｇｌｕｃａｇｏｎ ２９６
５′ＣＡＧＧＧＣＡＣＡＴＴＣＡＣＣＡＧＣＧＡＣＴＡＣ３′
５′ＴＣＡＧＡＧＡＡＧＧＡＧＣＣＡＴＣＡＧＣＧＴＧ３′

６０ ３０

Ｓｏｍａｔｏｓｔａｔｉｎ ２５３
５′ＡＴＧＣＴＧＴＣＣＴＧＣＣＧＴＣＴＣＣＡ３′
５′ＴＧＣＡＧＣＴＣＣＡＧＣＣＴＣＡＴＣＴＣＧ３′

６０ ３０

ＩＡＰＰ ２２１
５′ＣＴＣＴＣＴＧＴＧＧＣＡＣＴＧＡＡＣＣＡ３′
５′ＧＡＴＴＣＣＣＴＡＴＴＴＧＧＡＴＣＣＣＣ３′

５８ ３０

Ｇｌｕｔ２ ２５４
５ＧＡＡＧＡＣＡＡＧＡＴＣＡＣＣＧＧＡＡＣＣＴＴＧＧ３
５ＧＧＴＣＡＴＣＣＡＧＴＧＧＡＡＣＡＣＣＣＡＡＡＡ３

６０ ３０

βａｃｔｉｎ １４２
５′ＣＡＧＧＴＣＡＴＣＡＣＴＡＴＴＧＧＣＡＡＣＧＡＧ３′
５′ＣＧＧＡＴＧＴＣＡＡＣＧＴＣＡＣＡＣＴＴＣＡＴＧＡ３′

５８ ２５

　　（２）免疫荧光染色检测分化后细胞特异性蛋
白：收集分化成熟的第三阶段细胞，４％的多聚甲醛
溶液室温下固定细胞４５ｍｉｎ，加 ＰＢＳ清洗３遍；加
封闭液（含 １０％驴血清、０．１％的 ＴｒｉｔｏｎＸ１００和

１％ ＢＳＡ）处理２．５ｈ，ＰＢＳ清洗３遍；加一抗，室温
１ｈ或４℃过夜孵育，ＰＢＳ清洗３遍后加入二抗，室温
孵育 １ｈ，ＰＢＳ洗４次，每次５～１０ｍｉｎ，然后用５％
ＢＳＡ室温封闭３０ｍｉｎ；加 ＤＡＰＩ（１∶１０００稀释）染
·５５９·
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核，室温避光孵育５ｍｉｎ，用ＰＢＳ清洗２遍；将 ＤＡＰＩ／
ＡｎｔｉｆａｄｅＳｏｌｕｔｉｏｎ稀释３０倍，滴适量到盖玻片上，室温
染色２０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ；封片剂封片，
３７℃ 烤片１０ｍｉｎ，激光共聚焦显微镜下观察结果。
１．３　ＲＴＰＣＲ／ＲＦＬＰ法分析细胞印记基因亲本表
达

参照文献［５］检测印记基因的表达。以各阶段

细胞 ｃＤＮＡ为模板，用特异性引物（表２）扩增印记
基因Ｋｃｎｑ１、Ｃｄｋｎ１ｃ，ＰＣＲ产物用特异的限制性内切
酶（表２）酶切，反应体系：内切酶０．５μＬ，１０×缓冲
液２．０μＬ，ＰＣＲ产物１０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ７．５μＬ，水浴箱
中３７℃孵育过夜；酶切产物在 ２％ 琼脂糖凝胶进行
电泳，溴乙锭染色，紫外投射仪上观察电泳结果。

表２　印记基因特异引物及内切酶

基因 产物长度（ｂｐ） 引物序列 退火温度（℃） 内切酶 片段大小（ｂｐ）

Ｋｃｎｑ１ ２７６
５′ＡＧＧＡＧＣＴＣＡＧＡＡＧＧＧＡＧＧＴＣ３′
５′ＧＴＴＣＣＡＧＣＣＡＴＣＡＧＡＡＧＡＧＣ３′

６０ ＥｃｏＲＶ ２７６／１６７

Ｃｄｋｎ１ｃ ３８６
５′ＧＧＣＴＴＣＡＧＡＴＣＴＧＡＣＣＴＣＡＧ３′
５′ＡＧＡＧＡＧＧＣＴＧＧＴＣＣＴＴＣＡＧＣ３′

６０ ＡｖａＩ ３８６／２８１

２　结果

２．１　胚胎干细胞体外诱导分化形态变化
由图１可见，胚胎干细胞在滋养层细胞上呈团

状生长，边缘清晰，在无ＬＩＦ的培养基中悬浮培养后
可形成拟胚体，拟胚体在 ｍｅｔｒｉｇｅｌ上经 ＡｃｔｉｖｉｎＡ及

ＲＡ的连续定向诱导后在铺展开来大片细胞中间出
现新细胞集落，细胞体积较小，密集生长，即为胰岛

祖细胞；接着胰岛祖细胞在含生长因子 ｂＦＧＦ的培
养基中增殖扩增成熟，小细胞集落中细胞数量增加，

范围扩大，呈小克隆样结构，周边的上皮样细胞减

少，成凋亡趋势，即向终末胰岛细胞成熟。在整个诱

导分化过程中细胞形态学发生了明显的变化（图１）。

　　图１　各阶段的细胞的光镜图（×１００）　Ａ：在滋养层上的未分化细胞；Ｂ：拟胚体；Ｃ：分化第二阶段胰岛样细胞；
Ｄ：分化第三阶段胰岛样细胞。

２．２　免疫荧光染色检测分化末细胞特异性蛋白表达
蛋白 Ｉｎｓｕｌｉｎ、Ｃｐｅｐｔｉｄｅ和Ｓｏｍａｔｏｓｔａｔｉｎ是胰岛细

胞特异表达的激素，免疫荧光染色结果显示，诱导分

化终末细胞能表达胰岛细胞特异性激素（图２）。

　　图２　分化细胞免疫荧光检测特异性蛋白的表达（×６００）　Ａ：Ｓｏｍａｔｏｓｔａｔｉｎ的免疫荧光染色，蓝色为细胞核，红色为Ｓｏｍ
ａｔｏｓｔａｔｉｎ；Ｂ：Ｃｐｅｐｔｉｄｅ免疫荧光染色，蓝色为细胞核，红色为Ｃｐｅｐｔｉｄｅ；Ｃ：Ｉｎｓｕｌｉｎ免疫荧光染色，蓝色为细胞核，红色为Ｉｎｓｕｌｉｎ。

２．３　ＲＴＰＣＲ检测分化各阶段细胞胰岛细胞特异
性基因表达

Ｉｎｓｕｌｉｎ、Ｇｌｕｃａｇｏｎ、Ｓｏｍａｔｏｓｔａｔｉｎ、ＩＡＰＰ、Ｇｌｕｔ２是胰

岛细胞标志性基因，它们在未分化的胚胎干细胞不

表达，而在诱导分化第二阶段末和第三阶段末的细

胞都有表达（图３）。

·６５９·
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２．４　ＲＴＰＣＲ／ＲＦＬＰ检测印记基因表达结果
印记基因Ｋｃｎｑ１和ｃｄｋｎ１ｃ在分化前的胚胎干细

胞是从母本单等位基因表达，分化终末细胞 Ｋｃｎｑ１呈
双等位基因表达，从分化第二阶段开始 Ｃｄｋｎ１ｃ呈双
等位基因表达，表现为印记异常，见图４。
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　　图３　不同阶段细胞特异性基因的表达　１：胚胎干细胞；
２：分化第二阶段细胞；３：分化第三阶段细胞
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　　图４　Ｋｃｎｑ１和Ｃｄｋｎ１在不同阶段细胞中的表达　１．胚
胎干细胞；２．拟胚体；３．分化第二阶段细胞；４．分化第三阶段细胞；

♀母源，♂父源

３　讨论

胚胎干细胞作为个体生长发育最早阶段来源的

细胞，具有分化为个体中任何组织细胞的潜能，胚胎

干细胞分化的整个过程其实就是表观遗传调控基因

表达的过程，即遗传物质不变，其表型却可以有多种

形式。稳定的表观遗传调控是机体正常生长发育的

基础，有研究显示，作为生长发育初始阶段的胚胎干

细胞，存在表观遗传调控的不稳定性，胚胎干细胞的

生长条件及微环境的改变均会影响其生长和分

化［４］，表明其表观遗传调控受环境的影响较大。目

前，作为干细胞研究的热点之一就是在体外诱导胚

胎干细胞向特定组织细胞分化，用于细胞、组织和器

官的修复和移植治疗［１］，以此实现利用干细胞资源

的目的。现有的定向诱导的基本策略中，大多是利

用特定的细胞因子或化学诱导物质来启动胚胎干细

胞定向诱导分化，并且，诱导所用的浓度大大超出体

内生理剂量浓度。那么，体外培养的环境，加上这种

大剂量的诱导剂是否会影响印记基因的表达，目前

尚未见报道。

Ｃｄｋｎ１ｃ基因又称 Ｐ５７ｋｉｐ２，编码的蛋白是细胞
周期蛋白依赖性激酶 （ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ，
ＣＤＫ）的抑制因子，细胞周期调控有赖于 ＣＤＫ的活
化，细胞周期蛋白（ｃｙｃｌｉｎｓ）是 ＣＤＫ的正性调控因
子，可激活 ＣＤＫ的活性；相反ＣＤＫ的抑制蛋白因子
则使 ＣＤＫ失去活性。因此，Ｃｄｋｎ１ｃ蛋白有限制性
调节细胞周期进程的作用，通过协同细胞周期蛋白

对 ＣＤＫ活性的调控而影响着细胞周期的转换［７］。

有研究报道，Ｃｄｋｎ１ｃ蛋白能促进细胞凋亡、诱导分
化，并且在胚胎发育过程中起独特的作用［８９］。也有

研究发现，Ｃｄｋｎ１ｃ能在胰腺表达，并且和胰岛 β细
胞的增殖相关［１０］。Ｋｃｎｑ１基因又称 ＫｖＬＱＴ１，是
１９９６年 Ｗａｎｇ等［１１］用定位克隆首先克隆的一个基

因，编码电压门控钾离子通道的亚单元。随后研究

发现，Ｋｃｎｑ１在机体多种组织表达，具有调节水盐代
谢等重要的生理作用［１２］。Ｋｃｎｑ１、Ｃｄｋｎ１ｃ是相邻的
两个从母源表达的印记基因，它们的印记异常和多

种生长发育疾病相关 ［１３１４］，最近的研究显示，Ｋｃｎｑ１
基因的变化和２型糖尿病有一定的相关性，并推测
可能是Ｋｃｎｑ１基因编码的电压门控钾离子通道和胰
岛细胞胰岛素分泌有关［１５１７］。

为了探讨体外诱导分化过程中基因印记的改

变，本研究利用存在等位基因单核苷酸多态性（ｓｉｎ
ｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）并含有限制性内
切酶多态位点的 ＳＦ１Ｇ细胞体外诱导分化为胰岛
样细胞，通过检测胰岛特异性的标志基因以及特异

性的蛋白，确认ＳＦ１Ｇ细胞在体外能定向诱导成胰
岛样细胞。在分化过程各阶段收集细胞，通过限制

性内切酶片段长度多态性 ＰＣＲ检测印记基因
·７５９·
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Ｋｃｎｑ１、Ｃｄｋｎ１ｃ表达的亲本来源。结果发现，这两个
本来主要从母源单等位基因表达的基因，在分化后

细胞内却呈现出双等位基因表达，即表现为印记丢

失（ｌｏｓｅｏｆｉｍｐｒｉｎｔｉｎｇ，ＬＯＴ），这一结果提示，诱导分
化导致了印记基因印记状态的改变。基因组印记的

形成主要是来自父方和母方的等位基因在通过精子

和卵子传递给子代时发生了修饰，使带有亲代印记

的等位基因具有不同的表达特性，这种修饰常为

ＤＮＡ甲基化修饰，也包括组蛋白乙酰化、甲基化等
修饰［３］。有研究显示差异性 ＤＮＡ甲基化区 ＫｖＤ
ＭＲ１在调控Ｋｃｎｑ１、Ｃｄｋｎ１ｃ的表达上起了重要的作
用［１８］，那么，分化过程中是否是因为 ＫｖＤＭＲ１甲基
化发生了变化而导致基因印记改变呢？同样基因印

记的改变对分化后细胞的作用即是否对胰岛素形成

及分泌产生影响呢？这都需进一步实验明确。虽然

这种印记状态改变的生理意义尚不明确，印记改变

的机理也未阐明，但它提醒我们在体外诱导胚胎干

细胞定向分化时，不仅要追求分化效率的提高，同时

还应注意监测表观遗传性状的改变。
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