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小鼠胚胎干细胞源表皮样细胞 !%整合素的表达与序列分析

张仁礼 %0 高劲松 !，李海标 %

’%1 中山大学中山医学院组织胚胎学教研室；!1 达安基因诊断中心，广州 ,%""9" *

摘 要：【目的】研究小鼠胚胎干细胞源表皮样细胞分化过程中 !%整合素 ’ 5G@?NC5G !% * 表达情况与序列分
析，为在分子水平上了解胚胎干细胞分化为表皮样干细胞时相关特异性蛋白表达量的变化打下基础。【方法】用

双层培养板将小鼠胚胎干细胞与人羊膜共培养 & ] , H，显微镜下观察其形态分化，分别用免疫组化法和 T;@5G
内参照逆转录聚合酶链反应 ’ C?A?CD? @C4GD;C5F@5<G F<6I3?C4D? ;745G C?4;@5<G0 WB$YZW*定量检测 !% 整合素蛋白和

3WXT的表达情况，并对 WB$YZW产物进行测序，对照组未加羊膜。【结果】与人羊膜共培养 & ] , H后，2O细胞分
化为表皮细胞样的单层细胞，细胞排列紧密，呈多边形；免疫组化结果显示诱导 & H后部分细胞呈 !%整合素阳

性；WB$YZW结果显示实验组 !%整合素 3WXT有较强的表达；对照组细胞形态各异，不能形成细胞单层，几乎不
表达 !%整合素，测序及同源性比对结果表明两条扩增序列分别与 !% 整合素具有 %""\的同源性。【结论】小鼠

2O细胞源表皮样细胞表达较高水平的 !% 整合素，而未加羊膜诱导的 2O细胞几乎不表达 !%整合素。
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整合素是一类介导细胞与细胞外基质之间黏

附的受体分子家族，由 !和 "两种亚单位构成的
异二聚体糖蛋白 $ " %。""整合素是表皮干细胞重要的

标记物，表皮干细胞通过 ""整合素与基膜的细胞

外基质结合对维持其干细胞特性起重要作用，当表

皮干细胞定向分化为角质形成细胞时，"" 整合素

的表达逐渐下降，免疫组织化学的研究表明，位于

基底层的表皮干细胞与瞬间放大细胞 （&’()*+,)&
(-./+01+)2 3,//*4 56 3,//*）""整合素呈阳性表达，而

有丝分裂后细胞和终末分化细胞几乎不表达 ""整

合素 $ 7 %。为了避免取材时细胞污染，我们采用双层

板进行人羊膜与小鼠 89细胞共培养，我们先前的
研究结果表明，位于双层板下层的 89细胞向表皮
样细胞分化 $ : %。本研究用内参照 ;5<=>;的方法检
测双层板下层 89 源表皮样细胞 "" 整合素蛋白与

-;?6 表达情况，并对 ;5<=>; 产物进行序列测
定，以从分子水平上探讨 89细胞定向分化为表皮
样干细胞时 ""整合素基因的表达变化情况，为研

究 89细胞定向分化时基因表达的时空变化规律奠
定基础。

" 材料和方法

"@ " 材 料
89<A6BA C 3小鼠胚胎干细胞 $ ! %，中山大学实验

动物中心陈系古教授惠赠。滤膜孔径为 : #-的双
层 D孔培养板 E 5’()*F,// G，购于 >H*&(’公司。IJ8J
（IK/L,33H’* -HM+0+,M 8(2/,’* -,M+K-）、小鼠白血病
抑制因子 E /,KN,-+( +)O+L+&H’1 0(3&H’4 BPQG和胰蛋白
酶均为 R+L3H公司产品，胎牛血清为杭州四季青生
物工程材料有限公司产品，SH,3O,*&:::!7为 9PRJ6
产品。JBT逆转录酶和 !"#酶为上海 9()2H) 生物
工程公司产品。;?6酶抑制剂为华美公司产品。
"@ 7 !"细胞的体外诱导

89<A6BA C 3 小鼠胚胎干细胞解冻复苏后，加
入 89细胞完全培养液 （IJ8J，"UV -B C B胎牛血
清，V@ " -H/ C B "<巯基乙醇，V@ " --H/ C B /<谷氨酰
胺，"VD PW C B小鼠白血病抑制因子，"X的双抗）培

养，7! O换液，!# O传代。以 "Y 7U 2 C B胰蛋白酶
<8I56消化液消化，按 U Z "VU细胞 C -B接种于双
层 D孔培养板的下层4 然后将制备好的羊膜 $ : %置于

双层培养板的上层，用无 BPQ 89>培养液培养。每
隔 7! O将培养液换掉一半。倒置显微镜下观察细
胞生长及形态变化。

"@ : 免疫组化检查
取体外诱导培养第 !天的细胞，用 !V 2 C B的

多聚甲醛（.S [@ !）于 ! \固定 :V -+)，按免疫组化
96A>法进行检测整合素 ""。第一抗体为大鼠抗小

鼠整合素 ""（=O(’-+)2,)公司）。
"@ ! 细胞总 #$%的抽提
培养 ! M后，将细胞消化为细胞悬液，实验组

与对照各取 "V[ 个细胞，加入 " -B 5’+]H/试剂，快
速混匀，室温 U -+)4 加入 V@ 7 -B氯仿振摇4 室温 :
-+)，离心取上清，加 V@ U -B异丙醇室温 "V -+)，离
心去上清，加入 " -B 体积分数 [UX的乙醇洗涤
;?6沉淀，真空干燥后沉淀溶于 UV #B无核酸酶
的无菌水中。

"@ U 引物设计、合成
采用 H/+2H计算机软件设计引物。""整合素上

游引物：U^< &33&(3&22&3332(3(&3 <:^_ ""整合素下游

引物：U^< &3(2&((&2&&&3(&((3&&(3 <:^；"<(3&+)上游引
物：U^<332&2((((2(&2(333(2(<:^，"<(3&+)下游引物：U^
<(3((&233&2&22&(32(33<:^。
"@ D &’$%合成
在反应体积为 7V #B 逆转录管中，含 7 #2 提

自 总 ;?6，UV --H/ C B 5’+*<>/（.S #@ :）4 !V --H/ C
B ‘>/4 [ --H/ C B J2>/7，" --H/ C B I554 V@ V"X
A964 " --H/ C B M?5=*，7V #-H/ C B JBT逆转录酶，
"V #-H/ C B ;?6酶抑制剂，上下游引物各 "U .-H/ C
B，在 =87!VV 型扩增仪上作 :[ \，DV -+)，aU \ U
-+)灭活逆转录酶，合成好的 3I?6置 b 7V \备用。
"@ [ 内参照基因半定量 ()#
在 :V #B =>;反应体积中，吸取逆转自 "VV )2

;?6量的 3I?6，"V --H/ C B 5’+*<S>/ E .S #@ : G 4 UV
--H/ C B ‘>/4 "@ U --H/ C B J J2>/74 7VV #-H/ C B
M?5=*，"VV #2 C -B明胶，+)&,2’+)<""上下游引物各

FO+3O +* *3(’3,/1 ,c.’,**,M +) 3H)&’H/ 2’HK. F+&OHK& (-)+H)@
*+, -./01：,-L’1H)+3 *&,- 3,//_ 3H--+&&,M M+00,’,)&+(&+H)_ ,.+M,’-(/ 3,//*_ (-)+H)_ +)&,2’+)

""_ ;5<=>;
$ d 9W? e(&<*,) W)+f EJ,M 93+ G 4 7VV!4 7U EU G g !"[ b !7V %
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表 " .01-6’.07!" 基因的内参法 DE7F4D检测结果

E2G3- " +,*’-HH.(0 (I .01-6’.07!" 6-0- -,2/.0-J K.1L .00-’
?(01’(3 DE7F4D

图 ! 未分化的 "#$%&’% ( )细胞

*+,- ! ./0+11232/4+5420 "# $%&%’ ( ) )2667

图 8 "#细胞源的表皮样细胞

*+,- 8 "7 )266 023+920 2:+023;56 6+<2 )2667

图 = !! 整合素免疫组化结果

*+,- = >;;?/@A+74@)A2;+)56 5775B 327?64

"M */(3 C N，同时在反应管中加入 2?1.0上下游引物
各 "< */(3 C N ，!"#酶 ": M O，反应条件为 #; P ;
/.0 预变性，#; P ;< H，MM P !< H，=> P !M H作 ;<
个循环 @ F+>!<<型扩增仪上进行 A。反应完成后吸
"< "N在 >< 6 C N琼脂糖凝胶中电泳，并在凝胶成
像系统 @英国 OQF公司产品 A 中的 &’2G75E软件采
集凝胶图像，用 &-3R2H- C &-3R3(17F’(软件进行半定
量分析，即可算出 .01-6’.07!" 和相应泳道中 2?1.0
的峰体积的比值。

": 9 常规 CDE
>M "N F4D反应体积中，含 M S F4D 反应液 M

"N，上下游引物各 "M */(3 C N，!"#酶 " O，"<< 06
DTU逆转得到的 ?VTU，在 F+>!<< 型检测扩增仪
上进行扩增，反应条件为预变性 #; P ; /.0，然后
#; P ;M H，MM P !M ；=> P " /.0，;>个循环，最后
=> P延伸 = /.0。
": # 测序分析
将 F4D产物与 E载体连接，通过转化蓝白斑

筛选获得阳性克隆，按 F+公司 FD5WX R.6VY- E-’7
/.021(’ ?Y?3- H-Z)-0?.06 [.1方法用下游引物 ;V"在
UR5 ;== VTU H-Z)-0?-’上进行自动测序。并将所
得序列用 RNUWE进行基因序列对比。

> 结 果

>: " "#细胞的培养
在含 N5\的 +W细胞培养液中，RUNR C ? +W细

胞生长旺盛，呈现巢式生长，集落大多呈圆形或椭

圆形，边界光滑，细胞排列紧密，在相差显微镜下细

胞边界不清（图 "）。

>: > 诱导后的细胞形态学特征及免疫组化结果
培养 ; J后，在双层培养板下层 +W细胞形成

小面积的细胞单层，胞体增大，呈多边形，细胞边界

清晰，随后细胞单层向外延伸，到第 ! ] M天后，面
积增大，可铺满整个瓶壁，细胞形态呈典型上皮样，

细胞呈多边形，排列紧密，边界清晰 @图 > A。对照组
培养 ; J后，大量细胞死亡，漂浮于培养液中，残留
的细胞形态各异，大小不一，不形成单层。免疫组化

果显示诱导 ! J 后形成的单层上皮样细胞部分呈
!"整合素阳性，胞浆胞膜呈褐色 @图 ; A，而对照组
未见 !"整合素阳性细胞。

>: ; 内参法半定量 EF$CDE检测结果
与羊膜共培养 ! J后的细胞，!"整合素 （扩增

片段为 "9M G*）有较强的表达（图 !，表 "），而对照
组的表达均较弱。将所测序结果（图 M）用 RNUWE进
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行同源性比对，结果显示，扩增序列与小鼠 $%&’(
)*$%(!+ +##,同源。

- 讨 论

胚胎干细胞来源于囊胚的内细胞群或桑椹胚

的高度未分化细胞，它具有向各种组织细胞分化的

潜能 . / 0。在个体发育过程中，细胞分化是由程序控

制、高度有序的过程，程序的运行结果表现为不同

发育阶段、不同组织、不同部分的细胞表现出不同

的形态、不同的生长方式和不同的功能。这一结果

取决于细胞基因表达上的时空差异，而基因的差异

表达除受发育程序的调控外，还受细胞外微环境的

影响 . 1 0。23细胞的定向分化及分化过程中的基因
表达与调控是当前发育生物学研究的焦点。我们先

前的研究表明人羊膜与小鼠 23细胞共培养，可诱
导 23细胞定向分化为表皮样细胞 . 1 0。在此基础上，

我们着重研究其分化过程中 !+整合素基因表达的

差异。

!+ 整合素是表皮干细胞的重要标记物，它在

各种分化发育阶段的表皮细胞中的表达量不同。表

皮细胞根据其分化阶段不同可分为干细胞 （4&’5
6’774）、瞬间放大细胞（&*8%4$& 8597$:;$%) 6’774，<=）、

有丝分裂后细胞和终末分化细胞 . > 0。表皮干细胞特

异地高表达 !+整合素，而 <=细胞中 !+整合素同

样有表达但较干细胞中弱，有丝分裂后细胞和终末

分化细胞几乎不表达 !+整合素。最近的研究表明，

表皮干细胞通过其表面的 !+整合素与基膜的细胞

外基质结合，激活细胞催的信号传导通过，通过丝

裂原激活的蛋白激酶 （?=@A）系统维持其干细胞
的特性 . B 0。

内参照 C<(@DC 是一种简便灵敏的检测 5C(
E=的方法，它以多数细胞内均有稳定表达的 86&$%
作为内参照，排除了各反应体系扩增效率及模板数

不同引起的误差，再结合数字图像分析方法，利用

峰体（灰度对峰面积的积分值）来表示样本相对量，

能够比较准确地反应 5CE=的相对表达量。本实验
的结果表明，诱导后 !+整合素表达比对照组增高了

1倍。提示，23源表皮样干细胞和 <=细胞中有较高
水平的 !+整合素的表达。C<(@DC产物克隆测序与
同源性比对结果显示与小鼠 !+ 整合素基因具有

+##,的同源性，排除了非特异性扩增的可能。
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