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多能干细胞维持遗传物质稳定性的调控机制
张伟道  郑  萍*

(中国科学院昆明动物研究所, 昆明 650223)

摘要      多能干细胞(pluripotent stem cells, PSCs)能无限增殖且具有发育多潜能性, 在再生医

学中有巨大的应用前景, 但长期扩增过程中产生的遗传物质不稳定性及潜在致瘤性阻碍了临床应

用。深入理解多能干细胞维持遗传物质稳定性的方式和机制具有重要的理论价值和应用前景。由

于功能的特殊性, 相较于体细胞, 多能干细胞维持遗传物质稳定性的能力更强, 并有其独特的机制。

该文简要综述了近年来在多能干细胞维持遗传物质稳定性方面的研究进展, 包括干细胞如何有效

应对DNA复制压力、如何有效修复DNA损伤以及在DNA损伤情况下的细胞命运决定机制。
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Safeguarding Genomic Stability in Pluripotent Stem Cells 

Zhang Weidao, Zheng Ping*
(Kunming Institute of Zoology, Chinese Academy of Sciences, Kunming 650223, China)

Abstract       Pluripotent stem cells (PSCs) hold great promise for cell-based regenerative medicine. However, 
genomic instability and tumorigenicity hamper their full applications. Understanding the mechanisms that regulate 
their genome stability is critical to address this issue. Due to the specific functional purpose, PSCs possess high 
competence to safeguard genomic stability by employing specific strategies. In this review, we summarized the 
current progress in understanding the mechanisms that the PSCs utilize to cope with DNA replication stress, to 
repair DNA damage, and to determine the cell fates after unrepairable damage.
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多能干细胞[包括胚胎干细胞(embryonic stem 
cells, ESCs)和诱导多能干细胞(induced pluripotent 
stem cells, iPSCs)]能无限增殖, 并具发育多能性, 在
人类疾病的细胞代替性治疗中有巨大的应用前景。

多能干细胞的安全性, 即干细胞是否引发肿瘤的发

生, 是决定干细胞最终能否成功应用的关键。遗传

物质的稳定性是评价干细胞安全性的重要指标。理

解多能干细胞如何维持遗传物质的稳定性将有助于

其安全应用。

干细胞由于功能的特殊性, 具有很强的维持

遗传物质稳定的能力。体外培养的小鼠胚胎干细

胞和遗传背景相同的小鼠胚胎成纤维细胞比较, 其
遗传突变率仅为后者的1/100[1]。干细胞可通过多

种途径高效维持遗传物质稳定。例如, 干细胞能高

表达某些DNA损伤修复因子, 能对DNA损伤产生

高效应答[2-3], 从而有效修复DNA损伤。干细胞含有

幼稚型线粒体并以无氧代谢方式利用葡萄糖, 降低

ROS(reactive oxygen species)的产生及其对DNA的

损伤[4-5]。另外, 干细胞还有强大的DNA复制压力处

理能力[6-7], 从而高效预防内源性DNA损伤的产生。

干细胞也使用特异机制维持端粒长度, 例如, 可通过

Zscan4介导的端粒同源重组方式迅速延长端粒, 从
而维持端粒长度[8]。尽管对干细胞遗传物质稳定性

维持的重要意义已有共识[9-10], 但目前对相关的分子

调控机理的认识还处于起步阶段。本文将重点阐述

近年来在多能干细胞遗传物质稳定性调控上的研究

进展。

 

1   多能干细胞的DNA损伤反应
1.1   DNA损伤反应(DNA damage response, DDR)

细胞具有多种机制维持其遗传物质的稳定

性, 其中DNA损伤反应(DDR)是细胞维持遗传物

质稳定性的重要方式。DDR是指外源和内源因

素引起DNA损伤断裂后, 细胞产生的复杂的应答

反应。具体是指细胞能检测到断裂并产生信号传

导, 激活和整合一系列复杂的细胞核和细胞质反

应, 启动细胞周期的暂时性停滞, 进行DNA损伤修

复, 并在DNA损伤无法修复的情况下启动凋亡程

序以清除受损细胞, 从而最大程度保障细胞群体遗

传物质的稳定性[11-12]。DNA双链断裂对细胞的致

死性最大, 也是最强的DDR激活因素, 因此, 对双链

断裂诱导的DNA损伤反应的研究和认识也较为丰

富。DDR主要受PIKK(phosphatidylinositol 3-kinase-
related protein kinase)蛋白激酶调控, PIKK家族包

括ATM(ataxia-telangiectasia mutated)、ATR(ATM- 
and RAD3-related)和DNA-PKcs激酶。其中, ATM和

DNA-PKcs由DNA双链断裂诱导激活, 而ATR则由

DNA单链断裂诱导激活[13]。当发生DNA双链断裂

时, 由Mre11/Rad50/Nbs1组成的MRN蛋白复合体能

检测到双链损伤, 并招募ATM到损伤位点。正常情

况下, ATM以二聚体形式存在, 当被招募到DNA损

伤位点后, ATM二聚体解聚成为单体并迅速通过自

磷酸化而被激活, 并磷酸化下游底物。其中, 组蛋

白变体H2AX的第139位丝氨酸发生磷酸化(也称为

γH2AX)是DDR激活的关键步骤。γH2AX通过正反

馈效应使大量的ATM和DDR效应因子聚集到双链

损伤位点, 行使信号传导和损伤修复功能[12]。最近

的研究发现, DDR涉及的细胞反应非常广泛, 除了

ATM-Chk2介导的经典DNA损伤反应外, 还包含了

细胞器的变化和调控[14]。例如, DNA损伤会诱导高

尔基体弥散分布于细胞质中, 高尔基体的重分布由

DNA损伤反应激酶DNA-PK介导和调控。细胞器的

变化也是细胞DDR的必要组成[14], 但其作用及机制

有待进一步研究。

DDR包含多种层次的分子调控, 如基因转录水

平的调控、转录后mRNA的代谢调控以及蛋白质

的翻译后修饰等[15-21]。尽管对DDR的研究已经进行

了数十年, 但对于不同种类的细胞(如体细胞和干细

胞)如何识别不同类型的DNA损伤、如何产生和维

持有效的损伤信号传导、如何调控细胞周期、如何

进行DNA修复以及如何启动细胞凋亡信号等, 仍不

是非常清楚。由于细胞DDR的异常与诸多疾病的发

生密切相关(如肿瘤的发生、组织和器官的衰老及

功能异常等)[22-23], 澄清DDR每个环节的发生具体包

含哪些重要步骤、需要哪些重要分子的参与仍将是

生物医学研究的热点。

1.2   多能干细胞的DDR特征

迄今为止, 对DDR的研究主要集中在体细胞上, 
而对干细胞DDR的调控却了解甚少。已有研究表明, 
ESC的DDR虽然也包含损伤信号的产生和传导、细

胞周期调控、DNA损伤修复及损伤细胞的凋亡和

清除, 但具其独特的方式和机制[24]。例如, 小鼠和人

ESC的DDR没有G1细胞周期检查点, 而主要利用S期
和G2期进行细胞周期检查[25-27]; 在DNA双链断裂损
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伤修复方式上, ESC更倾向于采用高保真的同源重

组方式(homologous recombination, HR)对DNA双链

断裂进行修复, 而体细胞则可采用低保真的非同源

末端联接方式(nonhomologous end joining, NHEJ)修
复双链断裂[28-29]; 另外, ESC对于凋亡非常敏感, 在同

等程度的DNA损伤情况下, ESC更易迅速发生凋亡, 
从而更有效地清除具有DNA损伤的细胞个体, 保障

细胞群体遗传物质的稳定性。研究表明, ESC具有

特殊的调控凋亡的分子机制[30]。一方面, ESC的线

粒体呈现high priming状态, priming的程度由线粒体

上抗凋亡和促凋亡因子之间的相对含量和平衡态

决定[30]。干细胞中促凋亡因子的含量高于抗凋亡因

子含量, 因此, 线粒体对凋亡发生的门槛(threshold)
十分低下。另一方面, 干细胞还通过常态化激活Bax
促凋亡蛋白来维持其对凋亡的快速反应。Bax蛋白

直接调控细胞凋亡, 以非活化状态或活化状态形式

存在。在非活化状态时, Bax蛋白的C-端和N-端隐藏

在蛋白结构内部。在凋亡信号的诱导下, Bax蛋白构

象发生改变, C-端和N-端暴露在外, 蛋白间相互结合

形成多聚体, C-端随即插入线粒体外膜, 引起外膜通

透和细胞色素C的释放, 从而激发凋亡的发生。在分

化细胞中, Bax以非活化状态存在于细胞质中, 仅在

凋亡信号的诱导下发生活化。但是, 在ESC中, Bax
以活化状态存在于高尔基体上, 在凋亡信号诱导下

转移至线粒体上激发凋亡的发生[31]。通过这种方式, 
干细胞中的Bax可以随时待命, 快速对细胞凋亡作出

反应。另外, ESC发生严重DNA损伤后还可以发生

分化, 分化后的细胞再通过p53启动凋亡程序[32]。

1.3   调控多能干细胞DDR的特异分子机制

由于多能干细胞在DDR调控上有诸多特异性, 
在体细胞中获得的DDR调控机制, 我们不能简单照

搬到干细胞中, 而是需要对干细胞的DDR进行系统

研究, 从而为全面理解多能干细胞独特的DDR调控

方式奠定分子基础。

为了在全基因组水平上对ESC中参与调控DDR
的潜在因子获得概括性认识, 我们根据最近在小鼠

ESC上进行的两项组学层次扫描工作(包括蛋白质

磷酸化质谱分析、基因表达芯片分析、部分基因功

能的RNAi分析), 结合生物信息学分析获得了可能

参与DDR调控的系列候选因子以及分子网络和模

块, 并指出经典的Wnt信号通路与p53的相互对抗和

平衡对于ESC经受DNA损伤后的命运决定(生存或

者死亡)起关键作用[33-34]。这些组学层次的先驱工作

为进一步细致研究ESC的DDR分子机制奠定了重要

基础。

基于2011年Pines等[33]在小鼠ESC中筛选出的

潜在DDR调控因子, 并结合我们早期在小鼠卵和着

床前胚胎中的研究结果[35], 我们从系列候选基因中

挑选了ESC特异表达基因Filia(官方名称Khdc3, 又
名2410004A20Rik、Ecat1、AI467128、OEEP48)[36]

开展了深入研究。不同类型的DNA损伤可诱导小

鼠ESC中Filia蛋白表达升高, 且Filia蛋白C-端包含了

多个聚集分布的SQ/TQ结构域(motif)(该结构域是

DDR激酶ATM/ATR的典型磷酸化作用位点, 也是经

典的DDR蛋白结构特征)[37], 表明Filia是多能干细胞

特异的DNA损伤反应因子。功能研究发现, Filia在
小鼠ESC的DDR中起重要的调控作用, 独立参与调

控多个DDR途径, 包括ATM-Chk2激酶的活化和信

号通路维持、细胞周期调控、DNA损伤修复及细

胞命运决定。这些功能需要不同的蛋白结构域参与, 
其中N-端参与调控ATM-Chk2信号通路的有效维持

及DNA损伤修复, C-端在细胞周期及细胞命运调控

中必不可少。Filia缺失后, ATM-Chk2虽然能在DNA
损伤初期被有效激活, 但无法有效维持活化状态。S
期和G2/M期的细胞周期检查点失效, 使得DNA损

伤情况下细胞周期无法停滞。另外, DNA损伤不能

得到有效修复, 导致干细胞积累严重的DNA损伤。

Filia缺失的细胞虽然有严重的DNA损伤, 但难以通

过分化或者细胞凋亡途径进行有效清除。因此, 缺
失Filia的胚胎干细胞在形态、生长能力和干性基因

的表达上和野生型细胞没有区别, 但是遗传物质已

经发生了惊人的变异。这些变异主要表现为: 高频

率染色体数目变异、高频率染色体片段位移、高频

率染色体断裂和微核形成等。体内畸胎瘤实验显示, 
这些干细胞具有高致瘤性。因此, 干细胞特异表达

的Filia在调控DDR和维持干细胞遗传物质稳定性中

起着关键的多功能作用[2]。

进一步的机制研究发现, Filia在干细胞中有多

种定位, 并能结合不同的蛋白[2]。Filia蛋白既分布于

细胞质, 也分布于细胞核。在细胞质中, Filia常态化

定位于中心体上, 并和中心体上的调节蛋白Numa结
合, 维持中心体的正常功能。中心体不仅是调控有

丝分裂的细胞器, 很多激酶和信号分子也定位于中

心体上, 使得中心体成为重要的信息交流平台。例
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如, ATM、Chk2以及调控细胞周期的激酶都可定位

于中心体上[39]。因此, Filia在中心体上的定位对于

其执行多种功能具有重要意义。细胞质中的Filia还
可定位于线粒体上, 但在线粒体上的分布受DNA损

伤程度的动态调控。非损伤情况下, 仅有极少量的

Filia分布于线粒体上。当DNA发生严重损伤、干细

胞启动凋亡程序时, 线粒体上分布的Filia蛋白含量

显著增高。因此, Filia在线粒体上的分布与其调控

细胞凋亡的功能密切相关。Filia还可定位到DNA
双链断裂处, 调控同源重组修复双链断裂。Filia入
核受到蛋白翻译后调控, 第349位丝氨酸的磷酸化是

Filia蛋白入核的前提, 该磷酸化位点突变后Filia不
能进入细胞核执行功能。因此, 利用该位点的磷酸

化特性, 我们分别鉴定了Filia在细胞质和细胞核中

执行的功能, 发现表达不能入核的Filia突变体细胞

具正常的ATM-Chk2信号激活通路、细胞周期检

查点功能、细胞分化和细胞凋亡功能, 但却不能进

行同源重组介导的DNA损伤修复。因此, Filia调控

DDR中的信号通路维持、细胞周期调控及细胞命

运决定是发生在细胞质的事件, Filia调控DNA损伤

修复则需要进入细胞核并定位到DNA损伤位点。

另外, Filia还可以在细胞质中和一个调控DDR的重

要蛋白修饰酶—PARP1结合, 增强PARP1的酶活

性, 通过PARP1途径介导其对DDR的高效调控功

能。综上, 我们认为, Filia蛋白通过不同途径和层

次, 整合调控了干细胞的DDR, 实现了其作为主调

控因子的功能[2]。

除了Filia蛋白外, 研究人员还发现了干细胞特

异表达的其他分子参与调控DNA损伤反应。例如, 
调控干细胞干性的蛋白Sall4也参与调控DDR。Sall4
在DNA双链断裂的情况下, 能被染色体结构重塑因

子Baf60a(chromatin remodeling factor Baf60a)招募到

双链断裂位点, 稳定MRN(Mre11-Rad50-Nbs1)蛋白

复合体, 从而促进ATM激酶的活化和信号传导以及

DNA修复[40]。

2   多能干细胞处理DNA复制压力反应
2.1   DNA复制压力反应

DNA复制压力是指DNA复制过程中由多种因

素(如DNA高级结构、DNA上结合的蛋白质、DNA
合成底物dNTP的匮乏及DNA断裂等)导致复制叉

移动减缓或停滞的现象, 是细胞产生内源性DNA损

伤和基因组不稳定的主要来源[41]。有效处理复制

压力是细胞维持遗传物质稳定性的重要途径之一。

DNA复制压力反应(DNA replication stress response)
是细胞应对复制压力的重要机制。当复制叉在前

行过程中遇到障碍, DNA解旋酶(helicase)和DNA聚

合酶(polymerase)的偶联可被破坏, DNA解旋酶继续

解旋, 而DNA聚合酶则停止前行, 从而产生较长的

单链DNA片段。单链DNA结合蛋白RPA(replication 
protein A)随即结合到单链DNA片段上, 并激发ATR-
Chk1激酶活性及其下游的一系列信号传导通路, 保
护受阻复制叉不发生坍塌并使其能在复制障碍解除

后继续前行[41]。

ATR是调控复制压力反应的核心激酶, ATR被
激活是DNA复制压力反应的关键步骤。单链DNA
与RPA结合形成的复合结构一方面能够招募ATRIP-
ATR复合体, 另一方面也能招募Rad9-Rad1-Hus1蛋
白复合体(简称9-1-1复合体)。9-1-1复合体继而招募

ATR激酶的上游激活蛋白TopBP1, 使得TopBP1能与

其底物ATR互作并激活ATR[42]。除了TopBP1/9-1-1
激活通路外, 最近的研究还鉴定了一个新的独立于

TopBP1的ATR激活蛋白—ETAA1[43-44]。ETAA1包
含两个RPA结合结构域, 能够与RPA结合从而定位

到受阻复制叉上。ETAA1还能直接和ATR-ATRIP结
合, 并直接激活ATR, 其结合ATR-ATRIP的结构域序

列与TopBP1上的ATR激活结构域相似[43-44]。

研究DNA复制压力反应的常用方法包括DNA 
纤丝分析 (DNA fiber assay)[45]和 iPOND(isolate pro-
teins on nascent DNA)[46]。DNA纤丝分析用于研究

DNA复制叉行为, 而iPOND则用于鉴定和研究复制

叉上的蛋白。如图1所示, DNA纤丝分析是利用胸苷

类似物IdU和CIdU顺序对细胞DNA复制过程进行相

同时间的标记, 然后将被标记的细胞进行裂解并将

裂解后释放的DNA进行拉丝, 最后利用免疫荧光染

色的方法将DNA复制过程直观地呈现出来。根据不

同类型DNA标记所占的比例以及DNA标记的长度

进行统计分析, 从而反映复制叉行为[47]。iPOND实

验是利用胸苷类似物EdU对细胞新合成的DNA进行

短暂标记(也即对复制叉进行标记), 标记完成后利

用甲醛将DNA和结合在DNA上的蛋白进行交联, 并
在细胞透膜后添加生物素与EdU进行偶联反应, 再
通过超声或微球菌核酸酶对交联后的DNA/蛋白复

合物进行片段化处理, 最后利用亲和素与生物素的
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亲和反应将复制叉上的蛋白进行富集纯化。纯化得

到的蛋白可进行质谱和免疫印迹分析[46]。

2.2   多能干细胞具有高效的DNA复制压力反应

以及特异的分子调控机制

与分化细胞相比, 多能干细胞的细胞周期较短、

DNA复制频繁(细胞周期为11~12小时, S期占据约

60%的细胞周期)、细胞周期中G1期十分短暂[48]、缺

乏G1细胞周期检查点, 这些特征使得干细胞在DNA
复制中会产生巨大的复制压力[49-50]。但是, 干细胞

能否高效以及如何高效处理复制压力从而维持遗传

物质稳定性, 并不清楚。最近, 我们实验室以小鼠胚

胎干细胞为模型, 揭示了胚胎干细胞能利用干细胞

特异机制高效处理复制压力, 重启停滞的复制叉, 从
而维持遗传物质稳定性[7]。我们通过DNA纤丝分析

系统地比较了胚胎干细胞和不同类型的快速分裂

的分化细胞(包括遗传背景相同的干细胞分化细胞)
对于羟基脲(hydroxyurea, HU, 能导致细胞内DNA合

成底物dNTP缺乏[51])诱导的DNA复制压力反应。我

们发现, 多能干细胞具有显著高效的复制压力处理

能力, 包括能高效维持新合成DNA片段的稳定、高

效重启受阻复制叉以及高效启动休眠(dormant)复制

叉, 从而完成DNA复制[7]。

为了寻找干细胞高效处理复制压力的分子调

控机制, 我们利用iPOND技术并结合蛋白质质谱分

析, 发现在胚胎干细胞的复制叉上存在干细胞特异

表达的蛋白Filia和Floped。通过系统的功能分析发

现, Filia和Floped形成蛋白复合体, 常态性结合在复

制叉上。当复制叉受阻停滞时, Filia-Floped蛋白复

合物会大量聚集到停滞的复制叉上, 并在蛋白激酶

ATR的调控下, Filia的第151位丝氨酸发生磷酸化, 
使Filia-Floped复合体形成有功能的脚手架。该脚手

架进而通过两条独立的途径高效调控复制叉重启。

一方面, 脚手架蛋白招募E3泛素化连接酶Trim25到
受阻复制叉上, Trim25通过催化其底物Blm(促进复

图1   DNA纤丝分析和iPOND实验流程图

Fig.1   Scheme of DNA fiber assay and iPOND

DNA fiber assay iPOND
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制叉重启的关键解旋酶[38,52])发生泛素化修饰, 从而

使大量Blm聚集到受阻复制叉上调控复制叉重启。

另一方面, 脚手架蛋白还能通过未知机制高效激活

ATR激酶活性调控复制叉重启[7]。分化细胞虽然也

同样通过Trim25-Blm通路以及ATR激酶调控复制叉

重启, 但由于不表达Filia-Floped脚手架蛋白, Trim25-
Blm不能被有效招募到受阻复制叉上, ATR激酶的活

化效率也相对较低。因此, 多能干细胞通过在复制

叉上增设Filia-Floped脚手架, 它以类似海绵的作用

迅速富集到大量的复制叉维护和修复因子到受阻复

制叉上, 从而高效维持复制叉稳定和重启效率。我

们的工作还表明, 除了Filia-Floped脚手架外, 多能干

细胞还存在其他未知的特异性分子机制高效调控

DNA复制压力, 维持遗传物质稳定性[7]。

3   总结
临床应用级别的多能干细胞必须严格保障遗

传物质的稳定性。通常情况下, 多能干细胞需要进

行大量扩增才能获得足够量的细胞, 以应用于临床。

在大量扩增过程中, 干细胞常常会产生和积累多种

内源性DNA突变及损伤。因此, 深入理解多能干细

胞如何在快速分裂中维持DNA稳定性, 特别是寻找

调控遗传物质稳定性的干细胞特异表达的关键因

子, 并研究培养扩增条件能否影响及如何影响这些

因子的表达和功能, 将有助于提高多能干细胞的遗

传物质稳定性。虽然干细胞的遗传物质稳定性调控

研究已经受到了国际越来越多的关注[9], 但目前已

知的调控机制仍然非常有限, 还需要更多的工作去

发现新的干细胞特异的调控分子并构建完善的调控

网络。同时, 理解干细胞干性和遗传物质稳定性之

间可能的互作关系也是未来重要的研究方向。
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