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ＮＳＤ２及 Ｈ３Ｋ３６甲基化
在小鼠胚胎干细胞向神经细胞分化中的表达
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　　摘　要　目的　在体外建立小鼠胚胎干细胞（ｍＥＳＣｓ）向神经细胞（ＮＣｓ）方向分化体系，观察组蛋白甲基化
转移酶ＮＳＤ２及其相关的组蛋白修饰Ｈ３Ｋ３６二甲基化（Ｈ３Ｋ３６ｍｅ２）、Ｈ３Ｋ３６三甲基化（Ｈ３Ｋ３６ｍｅ３）在 ＮＣｓ发育
过程中的表达变化。方法　用维甲酸（ＲＡ）诱导ｍＥＳＣｓ向ＮＣｓ方向分化，通过观察细胞形态和ＲＴｑＰＣＲ检测分
子标志物来验证ｍＥＳＣｓ诱导分化效果，用ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ方法检测ＮＳＤ２以及其相关的组蛋白甲基化修饰在诱导
分化过程中的蛋白水平变化。结果　与ｍＥＳＣｓ状态相比，在ｍＥＳＣｓ向ＮＣｓ方向分化的过程中，ＮＳＤ２蛋白表现
出先升高后下降的变化，差异具有统计学意义（均 Ｐ＜０．０５），而其相关的组蛋白甲基化标记 Ｈ３Ｋ３６ｍｅ２和
Ｈ３Ｋ３６ｍｅ３蛋白表达总体变化不大，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　ＥＳＣｓ向ＮＣｓ分化过程中ＮＳＤ蛋白表
达量的改变与相关组蛋白修饰变化趋势不完全一致，组蛋白甲基化修饰总量的变化比较小，这可能是因为同时

受到其他甲基化转移酶与去甲基化酶综合作用的结果。
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　　组蛋白赖氨酸甲基转移酶（ｎｕｃｌｅａｒｒｅｃｅｐｔｏｒ
ＳＥＴｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ２，ＮＳＤ２）也 作
ＭＭＳＥＴ或者 ＷＨＳＣ１，是 ＮＳＤ蛋白家族的成员之
一，利用其含有的 ＳＥＴ结构域，主要催化组蛋白
Ｈ３赖氨酸第３６号位的二甲基化（Ｈ３Ｋ３６ｍｅ２），进
一步发挥基因调控作用［１］。ＮＳＤ２与多种疾病尤
其是肿瘤关系密切［２］。如：ＮＳＤ２的过表达与前列
腺癌、头颈部鳞癌的高分级、肿瘤细胞增殖密切相

关［３４］，与肝细胞癌［５］、卵巢癌［６］、子宫内膜癌［７］、

子宫颈癌［８］的分期、分级以及不良预后密切相关，

与骨肉瘤［９］细胞增殖、转移以及不良预后密切相

关等。另外，ＮＳＤ２单倍体不足可以导致以脑部发
育过小为特点的沃尔夫综合征［１０］，在神经母细胞

瘤中，ＮＳＤ２高表达与肿瘤不良临床病理特征联
系，与转移和不良预后密切相关［１１］。目前 ＮＳＤ２
的生理功能和致癌机制大部分仍不清楚，我们在体

外诱导了小鼠胚胎干细胞（ｍＥＳＣｓ）向神经细胞
（ＮＣｓ）方向分化，观察 ＮＳＤ２和相关组蛋白修饰
Ｈ３Ｋ３６ｍｅ２、Ｈ３Ｋ３６ｍｅ３在ｍＥＳＣｓ向 ＮＣｓ分化过程
中的蛋白表达变化，旨在为进一步研究 ＮＳＤ２在神
经系统发育中的生理功能和作用机制提供依据。

１　材料和方法

１．１　材料
１．１．１　细胞系　 Ｅ１４Ｔｇ２Ａ．４小鼠胚胎干细胞由
首都师范大学张伟伟教授实验室赠送。

１．１．２　试剂　 ＤＭＥＭ培养基、非必需氨基酸、Ｌ
谷氨酰胺、核苷酸、β巯基乙醇、青霉素链霉素 、
明胶、１０００Ｕ／ｍｌ白血病抑制因子（ＬＩＦ）均为 Ｍｉｌｌｉ
ｐｏｒｅ公司产品；胎牛血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；维甲酸
（ＲＡ，ｓｉｇｍａ公司）；逆转录酶试剂盒（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公
司）；Ｔａｑ酶（Ｒｏｃｈｅ公司）；βａｃｔｉｎ一抗（６０００８１，
ＤＡＴＡＳＨＥＥＴ公司）；ＮＳＤ２一抗（ａｂ７５３５９，ａｂｃａｍ
公司）；Ｈ３Ｋ３６ｍｅ２一抗（３９８９１，ＡｃｔｉｖｅＭｏｔｉｆ公
司）；Ｈ３Ｋ３６ｍｅ３一抗（４９０９Ｓ，ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司）；
Ｈ３（ａｂ１７９１，ａｂｃａｍ公司）；二抗（ａｂ６７０９，ａｂｃａｍ公
司）。

１．１．３　仪器　倒置显微镜（ＺＥＩＳＳ公司）；荧光定
量ＰＣＲ仪（ＢｉｏＲａｄ公司）；垂直电泳和转印系统
（ＢｉｏＲａｄ公司）；蛋白印迹检测系统（ＩｍａｇｅＱｕａｎｔ
ＬＡＳ４０００）。
１．２　方法
１．２．１　维甲酸（ＲＡ）法诱导 ＥＳＣｓ向 ＮＣｓ分化　

ｍＥＳＣｓ用含有 １５％胎牛血清、各 １％非必需氨基
酸、Ｌ谷氨酰胺、β巯基乙醇、核苷酸、青霉素链霉
素、１０００Ｕ／ｍｌＬＩＦ的ＤＭＥＭ完全培养基进行培养，
将细胞按照培养天数（Ｄ０～Ｄ５）分组，将 Ｄ０细胞
作为对照组，其他作为实验组，收集细胞进行后续

实验。具体如下：当培养至细胞数１８×１０６，收取３
×１０６细胞，当作第０天（标记为Ｄ０，其中１／３细胞
沉淀备用于ＲＩＰＡ裂解提取总蛋白做ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ，
１／３备用于酸提取组蛋白做ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ，１／３备用
于提 ＲＮＡ）。其余细胞按照１．５×１０６／１０ｃｍ培养
皿的密度种植到 １０个培养皿，用不加 ＬＩＦ的
ＤＭＥＭ完全培养基，加入 ＲＡ（浓度５×１０７ｍｏｌ／Ｌ）
进行诱导，其间每天进行细胞换液，观察细胞形态

并拍照保存，于Ｄ５诱导结束。于诱导分化的Ｄ１～
Ｄ５分别收集细胞２盘，同样的，其中１／３细胞沉淀
备用于提取总蛋白做 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ，１／３细胞沉淀
备用于提取组蛋白做 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ，１／３备用于提
ＲＮＡ。
１．２．２　ＲＴｑＰＣＲ法检测 ｍＥＳＣｓ标记物、ＮＣｓ早期
分化标记物 ｍＲＮＡ的表达　在细胞分化过程中，
按固定时间收获细胞，Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取 ＲＮＡ，逆转
录ｃＤＮＡ，进行 ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ。相应小鼠引物设
计如下（华大基因合成）。见表１。

表１　引物序列

引物 上游 下游

βａｃｔｉｎ ５＇－ＧＡＡＣＧＧＴＧＡＡＧＧＣＧＡＣＡ－３＇ ５＇－ＧＡＧＧＧＡＣＴＴＣＣＴＧＴＡＡＣＣＡＣＴ－３＇

Ｓｏｘ２ ５＇ＣＣＡＣＣＡＡＴＣＣＣＡＴＣＣＡ－３＇ ５＇－ＡＣＣＧＣＣＴＡＡＣＧＴＡＣＣＡＣＴ－３＇

Ｏｃｔ３／４ ５＇－ＴＣＡＣＴＣＡＣＡＴＣＧＣＣＡＡＴＣＡ－３＇ ５－＇ＧＴＡＧＣＣＴＣＡＴＡＣＴＣＴＴＣＴＣＧＴＴ－３＇

Ｎａｎｏｇ ５＇－ＧＧＣＡＧＣＣＣＴＧＡＴＴＣＴＴＣＴＡＣ－３＇ ５＇－ＣＧＣＴＴＧＣＡＣＴＴＣＡＴＣＣＴＴＴ－３＇

Ｎｅｓｔｉｎ ５＇－ＴＧＡＧＡＡＣＴＣＴＣＧＣＴＴＧＣＡＧＡＣ－３＇５＇－ＧＴＡＴＣＣＣＡＡＧＧＡＡＡＴＧＣＡＧＣ－３＇

ＮｅｕｒｏＤ ５＇－ＴＣＧＧＣＧＧＡＴＧＧＴＴＣＧＴ－３＇ ５＇－ＴＣＧＧＣＧＧＡＴＧＧＴＴＣＧＴ－３＇

Ｔｕｊ－１ ５＇－ＣＡＣＣＴＡＴＧＧＧＧＡＣＣＴＣＡＡＣＣ－３＇５＇－ＡＧＣＣＡＴＣＡＴＧＴＴＣＴＴＧＧＣＡＴＣ－３＇

１．２．３　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测 ＮＳＤ２及相关组蛋白修
饰的蛋白表达　总蛋白ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ分析ＮＳＤ２表
达：将收获的细胞沉淀，每管加入１００μｌ碧云天的
强ＲＩＰＡ裂解液，冰上裂解３０ｍｉｎ，用 Ｂｉｏｓａｆｅｒ１０００
细胞超声破碎仪破碎细胞，４℃，１６０００ｒ，离心
１０ｍｉｎ，取上清，测定蛋白浓度，按照 ６０μｇ的上样
量进行 ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白电泳，４℃，３６０ｍＡ，６０ｍｉｎ
转膜，３％脱脂奶粉封闭 １ｈ，一抗 βａｃｔｉｎ（１∶
１００００）、ＮＳＤ２（１∶３０００）室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３
次，每次５～１０ｍｉｎ，二抗（１∶１００００）室温孵育１ｈ，
再用ＴＢＳＴ洗膜３次，每次５～１０ｍｉｎ，ＥＣＬ化学发
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光，蛋白印迹检测系统显影，利用 ＩｍａｇｅＱｕａｎｔＴＬ
软件分析条带灰度值，以βａｃｔｉｎ为内参，计算相对
蛋白含量。

组蛋白 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ分析 Ｈ３Ｋ３６ｍｅ２、Ｈ３Ｋ３６
ｍｅ３的表达：采用酸提取法，即０．２ＮＨＣｌ４℃过夜
处理细胞沉淀，４℃，１６０００ｒ，离心１０ｍｉｎ，取上清，
１／５体积的 １ＭＮａＯＨ中和，测定蛋白浓度，按照
２０μｇ的上样量进行 ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白电泳，４℃，
３６０ｍＡ，２０ｍｉｎ转膜，３％脱脂奶粉封闭 １ｈ，一抗
Ｈ３Ｋ３６ｍｅ２（１∶１０００）、Ｈ３Ｋ３６ｍｅ３（１∶２０００）室温孵
育１ｈ，后续操作同上。
１．３　统计学方法

采用ＳＰＳＳ１７．０软件统计包进行统计分析。

２　结果

２．１　细胞形态观察
ｍＥＳＣｓ细胞呈圆或卵圆形，胞核相对比较大

并且核仁比较明显。加入 ＲＡ诱导１天时（Ｄ１），
细胞增殖明显，逐渐向外扩展，并且发生明显的形

状改变，ＲＡ诱导３天时（Ｄ３）细胞开始伸出突起，
变细变长，在诱导第５天（Ｄ５）时，细胞形态已趋于
一致，胞体圆亮，多呈双极性，逐渐连接成神经样网

络。见图１。

注：Ａ，ｍＥＳＣｓ；Ｂ，诱导分化第１天；Ｃ，诱导分化第３天；Ｄ，诱导分化第５天

图１　ｍＥＳＣｓ向ＮＣｓ诱导分化过程中细胞形态的观察（１００×）

２．２　ｍＥＳＣｓ标记物、ＮＣｓ早期分化标记物的 ｍＲ
ＮＡ表达情况

与初始胚胎干细胞状态（Ｄ０）相比，在诱导分
化结束时（Ｄ５），干细胞标记物 Ｓｏｘ２、Ｏｃｔ３／４、
Ｎａｎｏｎｇ的 ｍＲＮＡ水平显著下降，ＮＣｓ早期分化标
记物 Ｎｅｓｔｉｎ、ＮｅｕｒｏＤ、Ｔｕｊ１的 ｍＲＮＡ水平显著上
升，差异具有统计学意义（均 Ｐ＜０．０５）。见图２。
综合细胞形态学上的变化和 ｍＲＮＡ表达水平变
化，可以基本确定体外 ｍＥＳＣｓ经 ＲＡ诱导向 ＮＣｓ
方向分化成功。

２．３　ｍＥＳＣｓ向ＮＣｓ分化过程中ＮＳＤ２蛋白表达量
变化

通过 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ，本实验检测到 Ｉ型 ＮＳＤ２
（７５ｋｄ）和ＩＩ型 ＮＳＤ２（１５０ｋｄ）在 ｍＥＳＣｓ向 ＮＣｓ分
化过程中的蛋白特异性表达变化，ＩＩ型 ＮＳＤ２因具
备甲基转移酶活性，所以更有意义。结果显示：

ＮＳＤ２在ｍＥＳＣｓ状态（Ｄ０）相对蛋白水平表达较
低，在加入ＲＡ诱导向ＮＣｓ分化１天后（Ｄ１），突然
升高，随后在诱导分化的第２天（Ｄ２）开始下降，并
于第３天（Ｄ３）开始直到观察结束几乎消失，即先
升高后下降的变化，与 Ｄ０相比，差异具有统计学

意义（均Ｐ＜０．０５）。见图３。

Ａ

Ｂ
　注：与Ｄ０组比较， Ｐ＜０．０５；

Ａ，ｍＥＳＣｓ标记物在Ｄ０和Ｄ５时ｍＲＮＡ的表达；
Ｂ，ＮＣｓ早期分化标记物在Ｄ０和Ｄ５时ｍＲＮＡ的表达

图２　ｍＥＳＣｓ标记物和ＮＣｓ早期分化标记物
在Ｄ０和Ｄ５时ｍＲＮＡ的表达
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Ａ

Ｂ
注：与Ｄ０组比较， Ｐ＜０．０５

图３　ＮＳＤ２在ＥＳＣｓ向ＮＣｓ分化过程中蛋白表达量的变化

２．４　ｍＥＳＣｓ向ＮＣｓ分化过程中ＮＳＤ２相关组蛋白
甲基化标记的表达变化

本实验观察了在 ｍＥＳＣｓ向 ＮＣｓ分化过程中，
ＮＳＤ２直接催化的组蛋白标记 Ｈ３Ｋ３６ｍｅ２的表达
变化，ＮＳＤ２表达量与 Ｈ３Ｋ３６ｍｅ２变化趋势不完全
一致。以总体的组蛋白 Ｈ３为内参，Ｈ３Ｋ３６ｍｅ２的
相对蛋白表达量未有显著变化。另外，本实验还观

察了以Ｈ３Ｋ３６ｍｅ２为底物的 Ｈ３Ｋ３６ｍｅ３，其变化也
不明显。总的来说组蛋白甲基化总量变化较小，差

异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见图４。

图４　ＥＳＣｓ向ＮＣｓ分化过程中ＮＳＤ２相关组蛋白
甲基化标记的表达变化

３　讨论

作为表观遗传学研究的一个重要内容，组蛋白

修饰与疾病的关系越来越受到人们的重视，成为当

前研究的一个热点。组蛋白甲基转移酶 ＮＳＤ２与
神经系统疾病尤其是肿瘤的发生发展关系密切，然

而，ＮＳＤ２在神经系统发育中的生理功能以及致癌
机制大部分仍不清楚。本文在体外成功地诱导了

ＥＳＣｓ向ＮＣｓ的分化，观察 ＮＳＤ２及相关组蛋白修
饰的蛋白表达变化，以期为下一步研究提供依据。

早就有研究表明 ＮＳＤ２单倍体不足可以导致
沃尔夫综合征（ＷｏｌｆＨｉｒｓｃｈｈｏｒｎｓｙｎｄｒｏｍｅ），而
ＮＳＤ２缺陷的小鼠出生后死于心脏异常和类似于
沃尔夫综合征的表型［１０］。沃尔夫综合征儿童具有

脑部生长过小和智力发育不全特点，即神经细胞数

量减少的情况，推测ＮＳＤ２的一个生理功能是促进
ＮＣｓ增殖作用。同时，Ｈｕｄｌｅｂｕｓｃｈ等［１１］研究表明，

ＮＳＤ２在神经母细胞瘤中的表达水平是升高的，高
表达的 ＮＳＤ２与患者预后差相关，并且高表达的
ＮＳＤ２是神经母细胞瘤细胞增殖所必需的，这与
ＮＳＤ２促进ＮＣｓ增殖的作用是一致的。

本实验采用ＲＡ诱导法，在体外成功的诱导了
ＥＳＣｓ向 ＮＣｓ的分化，观察到 ＮＳＤ２在 ｍＥＳＣｓ向
ＮＣｓ分化过程中特异性的蛋白表达变化，这与我们
先前用拟胚体分化法诱导ｍＥＳＣｓ向ＮＣｓ的分化过
程中观察到的总体结果是一致的［１２］。实验中观察

到：ＲＡ作用的早期（Ｄ１），细胞的增殖明显，而后期
（Ｄ２Ｄ５）主要是向 ＮＣｓ的分化。我们将整个诱导
分化过程分为三个阶段，发现ＮＳＤ２蛋白发生了特
异性的表达变化，第一阶段：即 ｍＥＳＣｓ（Ｄ０），ＮＳＤ２
蛋白水平比较低；第二阶段：即在 ＲＡ作用下细胞
明显增殖阶段（Ｄ１），ＮＳＤ２蛋白水平迅速升高，显
示出与细胞增殖速度的密切相关；第三阶段：即在

ＲＡ持续作用下，细胞停止增殖，开始向 ＮＣｓ方向
持续分化阶段（Ｄ２Ｄ５），ＮＳＤ２蛋白水平是显著下
降的。由此，我们推测ＮＳＤ２可能具有促进神经细
胞增殖，抑制细胞分化的作用，但值得进一步研究。

总的来说，ＮＳＤ２蛋白水平发生的显著变化，可能
提示 ＮＳＤ２在调控 ｍＥＳＣｓ向 ＮＣｓ发育中，具有重
要的生理功能。在之前我们的另一个研究中，甲基

化转移酶ＥＺＨ２，在ｍＥＳＣｓ向ＮＣｓ的分化过程中也
呈现下降趋势的蛋白表达变化，这或许提示了

ＥＺＨ２和ＮＳＤ２在调控 ＮＣｓ发育中，有一定功能上
的协同性［１３］，有研究也报道过ＥＺＨ２和ＮＳＤ２可能
通过ｍｉｃｒｏＲＮＡ存在着密切联系［１４］，下一步我们将

通过沉默和转染 ＮＳＤ２和 ＥＺＨ２，观察其对神经细
胞发育的影响，深入研究 ＮＳＤ２和 ＥＺＨ２在神经系
统发育中的生理功能，并进一步研究 ＮＳＤ２和
ＥＺＨ２的相互作用机制。

ＮＳＤ２主要通过催化 Ｈ３Ｋ３６ｍｅ２进一步调控
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基因转录激活，研究表明，在某些肿瘤比如在多发

性骨髓瘤中，ＮＳＤ２的过表达可以引起整个基因组
的 Ｈ３Ｋ３６ｍｅ２水平升高［１５］，然而本实验观察到

ＥＳＣｓ向ＮＣｓ分化过程中 ＮＳＤ蛋白表达量的改变
与其催化的组蛋白修饰 Ｈ３Ｋ３６ｍｅ２变化趋势不完
全一致，组蛋白甲基化修饰总量的变化比较小，这

可能是因为同时受到其他甲基化转移酶与去甲基

化酶综合作用的结果，ＮＳＤ２的变化不一定改变总
体的Ｈ３Ｋ３６ｍｅ２水平，可能只是影响局部少量基因
区。尽管如此，ＮＳＤ２对局部关键基因的调控，可
以引起基因的转录激活，仍具有重要意义。

综上所述，本实验在体外成功建立了 ｍＥＳＣｓ
向ＮＣｓ分化体系，观察到了与神经系统发育密切
相关的组蛋白甲基化修饰酶 ＮＳＤ２以及相关的组
蛋白修饰的表达变化，为下一步研究ＮＳＤ２在神经
系统发育中的生理功能和在肿瘤发生发展中的作

用机制打下了基础。
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ＳＣ１ｆｕｎｃｔｉｏｎｓａｓａｎｏｎｃｏｇｅｎｅａｎｄｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈ
ｐｏｏｒｐｒｏｇｎｏｓｉｓｉｎｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＯｎｃｏｌＲｅｐ，２０１７，
３７（４）：２２８６２２９４．ＤＯＩ：１０．３８９２／ｏｒ．２０１７．５４６３．

［９］　ＬｕＭＨ，ＦａｎＭＦ，ＹｕＸＤ，ｅｔａｌ．ＮＳＤ２ｐｒｏｍｏｔｅｓｏｓｔｅｏｓａｒ
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２０１７，２１（５）：９２８９３６．

［１０］ＩｚｕｍｉＫ，ＯｋｕｎｏＨ，ＭａｅｙａｍａＫ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｍｉ
ｃｒｏｄｅｌｅｔｉｏｎｏｆ４ｐ１６．３：ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＷＨＳＣ１ｈａｐｌｏｉｎ
ｓｕｆｆｉｃｉｅｎｃｙｔｏｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｄｅｌａｙｉｎ
ＷｏｌｆＨｉｒｓｃｈｈｏｒｎｓｙｎｄｒｏｍｅ［Ｊ］．ＡｍＪＭｅｄＧｅｎｅｔＡ，
２０１０，１５２Ａ（４）：１０２８１０３２．ＤＯＩ：１０．１００２／ａｊｍｇ．ａ．
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［１１］ ＨｕｄｌｅｂｕｓｃｈＨＲ，ＳｋｏｔｔｅＪ，ＳａｎｔｏｎｉＲｕｇｉｕＥ，ｅｔａｌ．
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７１（１２）：４２２６４２３５．ＤＯＩ：１０．１１５８／０００８５４７２．ＣＡＮ
１０３８１０．

［１２］郇通，潘云，李艳．ＮＳＤ１与ＮＳＤ在神经干细胞发育过
程中的不同角色［Ｊ］．医学信息，２０１４，１０（２）：２９３０．

［１３］孙芳，郇通，潘云，等．ＥＺＨ２蛋白在神经细胞发育中
的表达变化［Ｊ］．大理学院学报，２０１５，１０（１４）：９１２．
ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２２３４５．２０１５．１０．００３．
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２３（４）：１１８４１１８９．

（收稿日期　２０１８０３２２）
（本文编辑：石俊强）
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