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SETD8–/–抑制人胚胎干细胞向造血分化
王鼎  李亚朴  黄鑫  马艺戈  郭青  赵艳红  王冰蕊  徐长禄  张英楠  石莉红*

(中国医学科学院北京协和医学院血液病医院(血液学研究所), 实验血液学国家重点实验室, 天津 300020)

摘要      表观遗传调控作为一种广泛的基因表达调控方式, 已被报道可以参与干细胞多能性、

谱系分化等生物学过程。虽然许多表观遗传调控因子的功能已被解析, 但仍有一些并未被深入研

究。SETD8(赖氨酸甲基转移酶5A, lysine methyltransferase 5A)作为一种甲基化转移酶, 已被证实

能够介导组蛋白H4第20位赖氨酸的单甲基化, 并且可以参与细胞周期、P53介导的DNA损伤等过

程。但是, SETD8是否可以直接调控人胚胎干细胞的多能性及其谱系分化还没有报道。该研究首

先利用CRISPR/Cas9基因编辑技术在人的胚胎干细细胞中敲除SETD8。功能研究表明, 敲除SETD8
显著降低了多能性基因OCT4和NANOG的表达水平, 并且抑制了体外造血发育过程。接着利用了

siRNA在造血发育不同时期敲低STED8, 发现均可以抑制造血发育过程, 进一步证实了SETD8可以

在各个阶段调控体外造血发育。
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SETD8−/− Inhibit Hematopoietic Differentiation in 
Human Embryonic Stem Cells
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Abstract       Epigenetic regulation is a well-known way to control gene expression. It has been reported 
that epigenetic regulation could participate in a variety of biological processes such as stem cell pluripotency, 
cell cycle, lineage differentiation and the functions of many epigenetic factors have been elucidated. However, 
there are still some epigenetic factors has not been thoroughly studied. SETD8 (KMT5A, lysine methyltransferase 
5A)is a protein-lysine N-methyltransferase which can monomethylate Lys-20 of histone H4 and also involve in 
the regulation of cell cycle, p53-mediated DNA damage and other processes. But, whether it can directly regu-
late the pluripotency and lineage differentiation of human embryonic stem cells (hESCs) has not been reported. 
In this study, we used CRISPR/Cas9 gene editing technology to knock out SETD8 in hESCs. Functional studies 
showed that the knockout of SETD8 significantly reduced the expression levels of pluripotent genes OCT4 and 
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NANOG, and inhibited the hematopoietic development process of hESCs in vitro. We also used siRNAs to knock 
down STED8 during different stages of hematopoietic development, and found that the hematopoietic develop-
ment process was inhibited. This result  confirmed that SETD8 could regulate hematopoietic development in vi-
tro at various stages.

Keywords       CRISPR/Cas9; H1; SETD8; Pluripotency; monolayer differentiation

人胚胎干细胞是一群具有无限增殖、自我更

新、多向分化能力的细胞, 可以通过体外定向诱导

分化形成各种组织特异性细胞。人类胚泡衍生的

多能细胞系—人胚胎干细胞(human embryonic 
stem cells, hESC), 于1998年被Thomson等[1]首次构

建出来。目前来说, hESC可以定向分化成如内胚

层神经祖细胞[2-3]、心肌细胞和中胚层内皮细胞[4-5]、

以及外胚层的肝细胞和胰腺细胞[6-8]等。

研究表明, 某些因子可以将人胚胎干细胞在

体外诱导成为具有多系分化潜能的造血干祖细胞。

目前已有北京大学邓宏魁实验室的单层造血分化

体系体外诱导人多能干细胞, 可以模拟体内早期造

血过程。在体外单层造血分化过程中, 人多能干

细胞经历两天的分化, 部分分化为表面标志物为

APLNR阳性的侧板中胚层亚型细胞[9]。然后再经

历2~3天, 分化成具有表面标志物CD31、CD34双
阳性的人生血内皮细胞。生血内皮细胞再经历内

皮—造血的转换过程(EHT过程)成为CD31、CD43
双阳性的造血前体细胞[10]。目前此模型是研究造

血分化机制的有效细胞模型[11], 广泛被研究者使

用。

造血分化过程经历着严格的时间和空间的调

控, 一直以来对造血分化的调控研究主要集中于

对转录因子的调控, 目前已经证明许多转录因子

如GATA2、SCL、RUNX1等参与造血分化早期

的发生和发展[10,12]。在EHT转换过程中, 转录因子

RUNX1、SCL等同样发挥着重要作用。随着对造

血领域探索的逐步加深, 近年来的研究显示, 除转

录因子有序调控hESC向造血方向分化, 表观遗传

修饰也在造血发育进程中发挥着重要作用。Ku-
vardina等[13]证明, RUNX1可以与蛋白质精氨酸甲

基转移酶6共同作用, 结合在KLF1启动子区域控制

KLF1基因的表达, 使得红系分化能力下降, 巨核分

化进程顺利进行; GATA1是红系、巨核系分化的

关键基因, Hopfer和ELagib等[14-15]观察到, 在hESC
中GATA1启动子区域附近及转录区相关的表观修

饰H3K4me3、H3K27me3等表达水平较低, 然而在

hESC向红系、巨核系分化过程中, 研究者们观察

到在GATA1启动子区域有H3K4me3较明显的聚集, 
这种甲基化修饰促进GATA1表达水平上调, 使得

红系、巨核系分化过程顺利进行。此外表观修饰

在hESC向造血系统早期的调控也有非常重要的作

用。例如Yu等[16]发现, 组蛋白去甲基化酶LSD1敲
除的小鼠胚胎致死, LSD1条件性敲除抑制小鼠的

的造血谱系分化; Kamminga等[17]发现, 在hESC中

敲除组蛋白甲基转移酶EZH2后会导致hESC自我

更新能力受损, 终末分化能力下降。目前已有诸多

证据显示表观修饰调控对于机体发生发育的重要

性, 但很多表观修饰基因以及调控机制正等待进一

步的挖掘与研究。

SETD8属于组蛋白赖氨酸甲基转移酶家族成

员, 它含有催化结构域SET, 其能够使组蛋白H4K20
发生单甲基化修饰, 也能对非组蛋白进行修饰[18]。

SETD8在DNA复制、DNA损伤反应、转录调控、

细胞周期的进展及发育中均发挥着重要的调控作

用[19]: SETD8可以影响细胞周期, 使得G2/M期细胞

比例增加, S期细胞比例降低[20]; 研究表明, SETD8
的异常会使得p53的活性被抑制[19,21-22], 这意味着

它极有可能参与肿瘤的发生、发展过程; 研究证明, 
SETD8在前列腺癌中表达水平异常增高[23]; SETD8
的功能性单核苷酸多态性对乳腺癌的预后具有重

要意义[24]; 在非小细胞肺癌中, mir-382通过靶向

SETD8, 抑制肿瘤进展[25]。此外该基因对于胚胎发

育至关重要, 纯合缺失Setd8(小鼠中标记为小写)
的小鼠胚胎致死[26]。研究人员证明, SETD8在红

系谱系发育中至关重要, 红系特异的条件敲除小

鼠胚胎致死, SETD8是红系分化终末成熟阶段所必

须的基因。虽然已经有报道称甲基转移酶SETD8
对红细胞存活和成熟至关重要[27], 但是关于其是否

参与早期人多能干细胞向造血方向的分化并没有

研究。

为了探究SETD8是否参与早期人多能干细胞
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向造血方向的分化。利用CRISPR/Cas9技术, 在
hESCs中成功实现了SETD8基因的敲除。然后检

测SETD8敲除后是否影响多能性因子的表达, 以及

敲除株是否由于SETD8的缺失影响单层造血分化

进程。同时siRNA敲低也证实SETD8可能对早期

造血分化多个阶段都有功能。综上所述本文验证

SETD8能够参与早期造血调控, 参与方式可能是通

过影响多能性因子OCT4、NANOG的表达水平从

而影响造血分化进程。

1   材料与方法
1.1   材料试剂与仪器

HEK293T细胞系由本实验室传代并冻存 , 原代细

胞购自美国ATCC; PCR supermix和感受态菌株DH5α
购自全式金生物技术公司(北京); lenticrisprv2(14873bp)
质粒载体购自美国Addgene公司 ; 慢病毒包装质粒

psPAX2、pMD2G由周家喜实验室(中国医学科学院血

液学研究所, 天津)惠赠; 胎牛血清、DMEM、丙酮酸钠、

青霉素－链霉素抗生素、L-谷氨酰胺、Accutase等细胞

培养相关试剂均购自Gibco公司; costom TESR、mTESR
购自stem cell公司; Polybrene、嘌呤霉素购自美国Sigma
公司; Y27632购自Calbiochem公司; Fugene HD转染试剂、

pGEMT、 Easy Vector System试剂均购自美国Promega公
司; 胶回收试剂盒、提质粒试剂盒购自中国CWBIO公
司; PCR产物纯化试剂盒购自Thermo公司; SETD8抗体

购自Abcam; GAPHD抗体购自Bioworld; APLNR抗体购

自R&D公司; CD31、CD34、CD43抗体、Growth Factor 
Reduced Matrigel购自BD公司; 所有寡核苷酸序列合成

及测序均有由华大基因(北京)完成; 所有流式检测均由

流式细胞仪Canto II完成。

1.2   细胞培养

      HEK 293T细胞的培养液: DMEM基础培养液

包含10%胎牛血清、1% L-谷氨酰胺、1%丙酮酸

钠以及1%青霉素–链霉素。

H1细胞培养: ES细胞培养基(mTesR)加入整瓶

5×补充试剂, 再添加1%的双抗, 分装储存于–20 °C。
每次使用时取出所需要的体积并利用37 °C水浴锅

加热。采用单细胞传代以及克隆传代交叉进行的

方式进行培养。

1.3   针对SETD8设计特异性向导RNA(sgRNA)
利用CRISPR/Cas9设计工具 (http://crispr.mit.edu), 

针对SETD8基因编码区域Exon1和Exon2分别设计特

异性sgRNA。选取2条评分较高的sgRNA, 并在sgRNA
的5′端前添加CACC, 互补链前加5′端添加AAAC, 最
终分别合成四条寡合苷酸链 (表1)。两条寡核苷酸链

退火形成的双链可与Bmsb1酶切后形成的黏性末端

互补。退火方法: 分别取1 μL上游链和1 μL下游链(浓
度100 μmol/L), 加8 μL的水混合终浓度为10 μmol/L, 
95 °C 5 min, 之后以5 °C/min的速率降温至25 °C。
1.3.1   质粒构建      Bmsb1限制性内切酶在NEB 
buffer 3.1中, 55 °C切割lenticrisprv2质粒2 h。用1%
琼脂糖凝胶, 130 V恒压水平电泳25 min后, 按照胶

回收试剂盒说明书进行切胶回收。回收的酶切载

体与退火形成的sgRNA寡核苷酸双链进行连接。

连接体系为: lenticrisprv2质粒酶切产物200 ng、 sgRNA
退火产物1 μL、10×T4 DNA连接酶缓冲液1 μL、T4
连接酶1 μL, 补水至10 μL, 16 °C连接过夜。连接产

物转化DH5α感受态细胞, 将转化后的细胞均匀地

涂布在氨苄抗性琼脂平板上, 37 °C过夜培养筛选, 
挑取单克隆, 少量摇菌后, 将菌液送到华大基因(北
京)进行测序鉴定。

1.3.2   慢病毒包装      HEK 293T细胞的准备: 传
代铺种HEK 293T细胞, 以备病毒包装。用含10%胎

牛血清的DMEM培养, 观察细胞生长密度约70%时

进行慢病毒包装。脂质体包装体系(10 cm皿为例): 
688 μL Opti-MEM、345 μL Fugene HD、45 μg 包装质粒

psPAX2、1.5 μg pMD2G、6 μg lenticrisprv2 sgRNA质粒。

混合液轻轻混匀后, 室温静置20 min。然后将混合液均

匀地滴加到HEK 293T细胞中, 将混合液晃匀后置于

37 °C细胞培养箱中培养。培养12 h后更换为含30%

表1   sgRNA序列

Table 1   sgRNA sequence
名称

Name
序列

Sequence

sgRNA1-F-5′
sgRNA1-R-5′

CAC CGG GGA AAC CAT TAG CCG GAA
AAA CAC AGA GCC TCC CGT TTC TTG

sgRNA2-F-5′ CAC CCC ATG GCT AGA GGC AGG AAG

sgRNA2-R-5′ AAA CAG AGC ATT TGT TCG GGC TCA
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胎牛血清的DMEM。更换病毒包装培养液48 h后, 
收集上清培养液并超高速离心(20 000 ×g) 2.5 h进
行慢病毒浓缩。

1.3.3   ES细胞感染病毒      待ES细胞长至小克隆时, 
每孔(6孔板)加入慢病毒30 μL, 同时添加Polybrene(终浓

度8 μg/mL)。培养48 h后添加Puromycin(终浓度1 μg/mL)筛
选带有抗性的细胞。

1.3.4   稳定敲除SETD8 H1细胞株的筛选及鉴定      
将药筛后的H1细胞以低密度进行单细胞传代, 待
细胞长至小克隆状态后, 将每个小克隆挑出并单独

培养。待细胞扩增起来后, 分别收取蛋白样品及基

因组DNA进行后续鉴定。SETD8蛋白水平鉴定通

过Western blot实验来完成; 基因组DNA水平鉴定: 
通过PCR特异性扩增一段含有sgRNA序列的片段, 
PCR产物与T载体连接后转化到DH5α感受态细胞

中, 经挑菌获得单菌落, 随后进行摇菌扩增及测序

比对鉴定。

1.4   RNA干扰(RNAi)技术介导靶基因SETD8的
序列特异性沉默

      利用网站设计siRNA。选择评分较高的siRNA, 
合成了两对siRNA序列, 具体序列见表2。
1.5   单层造血分化模型

      将细胞以3.5万(12孔板)/1.6万(24孔板)的密度种至

铺好GFR-Matigel的培养板上, 所用培养基为mTesR, 
并添加5 μmol/mL的Y-27632促进细胞贴壁。20 h后
更换为costom TesR培养基, 并添加因子BMP4和Ac-
tivin A, 终浓度分别为40 ng/mL以及50 ng/mL, 换液后

即为造血分化的day0。造血分化day1不换液, day2更
换因子为bFGF和VEGF, 使用浓度分别为50 ng/mL、
40 ng/mL。此后每天更换培养基并添加bFGF和VEGF
直到day5, day5-day8添加因子为bFGF、VEGF以及SB,
使用浓度分别为50 ng/mL、40 ng/mL、20 ng/mL。单

层分化全程添加抗支原体药物。

1.6   流式细胞术检测

      分别在day2、day5、day8将分化过程中的细胞

用消化酶消化3 min, 然后用PBS终止消化。离心收

集细胞, 弃上清, 用PBS洗1遍, 用100 μL含2% FBS的
PBS重悬细胞 , 添加1 μL流式抗体后 , 避光4 °C孵育

30 min。抗体孵育完毕后, 直接加1 mL PBS洗1遍细

胞, 随后用300 μL重悬细胞, 利用canto II流式细胞分

析仪进行分析检测。

1.7   统计学分析

      利用Graph Pad Prism 6.0软件统计实验数据并

分析后制作图表。以平均值±标准差(x
_
±SD)来表示

数据, 采用t检验进行统计学分析, 统计数据组间差

异, 以P<0.05为差异界定有统计学意义。

2   结果
2.1   单层造血分化体系中SETD8表达呈动态变化

       选择健康的hESCs, 基于单层诱导人胚胎干细

胞向造血分化模型进行诱导分化(图1A)。添加细胞

因子BMP4、ActivinA后, 细胞经历2天的生长铺展开

(图1B), 此时已经有部分细胞表达APLNR+(比例为

30.2%), 代表侧板中胚层细胞已有部分形成(图1C)。
然后细胞更换因子为bFGF、VEGF(图1A),再经历3天
的分化形成表面标志物为CD31、CD34的生血内皮细

胞(比例为16%)(图1B和图1C)。添加细胞因子SB继续

培养, 在day 8时可以检测到球形状的CD43标志的造

血干祖细胞的产生(比例为9.59%)(图1B和图1C)。
基于此模型, 分别在day0、day2、day5、day8

收集总体细胞后提取RNA, 做RT-qPCR验证。分

析数据结果显示, SETD8在单层造血分化过程中成

动态变化, 总体成上升趋势。第0到2天, SETD8基
因表达水平明显升高(较day0相比约4.6倍)(图1D)。
综上结果表明, SETD8可能参与早期造血的发生过

程。

2.2   利用CRISPR/Cas9技术建立敲除SETD8基
因的H1细胞株

针对SETD8基因编码区域Exon1和Exon2分别

设计特异性sgRNA(图2A)。Western blot验证H1细

表2   siRNA序列

Table 2   siRNA sequence
名称

Name
序列(5′→3′)
Sequence (5′→3′)

siRNA1 sense 
siRNA1 anti sense
siRNA2 sense 
siRNA2 anti sense

CGA AGG AGC UCC AGG AAG A 
UCU UCC UGG AGC UCC UUC G
GAU CAA AGA CGC CAG GAA A
UUU CCU GGC GUC UUU GAU C
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胞株SETD8基因的敲除情况(图2B)。测序鉴定确

定SETD8基因移码突变, 成功敲除。最终得到两株

SETD8−/−细胞株。测序鉴定结果(图2C)显示两株

均为纯合敲除株, CRISPR/Cas9技术敲除策略有

效。

2.3   敲除SETD8后影响hESC的多能性

为了探究SETD8敲除后是否对维持胚胎干细

胞多潜能性有影响。我们检测了SETD8敲除细胞

株中OCT4、SOX2、NANOG的表达。RT-qPCR结

果证明SETD8敲除后的细胞, 其OCT4和NANOG表

达量明显减少(图3A)。这与Western blot结果一致

(图3B)。可以证明SETD8敲除后会导致多潜能性

维持的关键基因受到影响。

2.4   敲除SETD8抑制hESC向造血分化进程

为了探究SETD8的敲除是否会影响中胚层的

形成及内皮生血过程, 利用获得的两株SETD8−/−

A: 单层造血分化模式图; B: 单层造血分化光镜图, 箭头表示球型的造血干祖细胞; C: 造血分化流式图; D: RT-qPCR检测SETD8表达情况。

A: monolayer hematopoietic differentiation model; B: monolayer hematopoietic differentiation, arrow directs hematopoietic stem and progenitor cells; C: flow 
cytometry analyses of hematopoietic differentiation; D: SETD8 mRNA relative expression in hematopoietic differentiation was measured by RT-qPCR.

图1   单层造血分化体系及SETD8的表达情况

Fig.1   Monolayer hematopoietic differentiation system and expression of SETD8
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细胞株进行单层造血分化实验。我们利用流式分

析技术分别检测day2、day5、day8表面标志物的

表达情况, 结果显示与对照组相比, SETD8敲除株

产生的侧板中胚层阳性细胞比例平均降低6%(图
4A); SETD8敲除后会导致生血内皮细胞(CD31、
CD34双阳性细胞)比例由15%下降至10%左右(图
4B); SETD8敲除后也导致造血前体细胞(CD31、
CD43双阳性细胞)比例下降5%~8%(图4C)。综上

所述, SETD8敲除后影响了胚胎干细胞向造血分化

的进程。

2.5   SETD8调控生血内皮及造血干祖细胞的产生

       为了探究SETD8对于造血分化进程的影响是由

于影响中胚层(day2)后导致后期分化受限制, 还是

参与整个单层造血分化过程。我们选择跨越中胚

层发生后, 利用RNA干扰(RNAi)技术敲减SETD8, 
探究SETD8的敲减是否还会影响造血分化进程。目

前该技术已经广泛用于基因功能研究[29]。首先我

们在H1细胞系中添加siRNA, 证实所用的siRNA

A: RT-qPCR结果; ***P<0.001, ns 代表无统计学差异; B: Western blot验证结果, 由上至下分别是OCT4、SOX2、NANOG及GAPDH。

A: OCT4, SOX2, NANOG mRNA relative expression level was measured by RT-qPCR analysis, ***P<0.001, ns represents no statistical difference; B: 
OCT4, SOX2, NANOG protein relative expression level was measured by Western blot.

图3   检测SETD8敲除株的多能性

Fig.3   Pluripotency of SETD8 knockout cells

A: SETD8基因敲除株构建策略; B: Western blot检测SETD8蛋白表达; C: SETD8基因测序结果, 碱基缺失后产生移码突变。

A: the strategy of SETD8 knockout cell line construction; B: SETD8 protein expression in SETD8−/− cells was measured by Western blot; C: the se-
quencing result of SETD8, both alleles generated frameshift mutation.

图2   SETD8敲除策略及SETD8敲除结果

Fig.2   SETD8 knockout strategy and SETD8 knockout results
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可以使SETD8达到敲减的效果(图5A和图5B)。选

择在第2.5天添加siRNA后检测生血内皮细胞(图
5C), 选择FAM为阳性的细胞群体进行分析。结果

显示, 当在内皮生血阶段抑制SETD8后, 说明会抑

制SETD8基因的表达, 会导致生血内皮细胞产生受

到抑制, 比例由29%降至21%(图5C)。在第4.5天添

加siRNA后检测造血干祖细胞的产生(图5D), 选择

FAM为阳性的细胞群体进行分析。结果显示, 当
SETD8基因在EHT阶段表达降低时, 会影响单层分

化中造血干祖细胞的比例, 比例由9%降至4.5%(图
5D), 这说明SETD8调控生血内皮及造血干祖细胞

的产生, 缺少SETD8对造血分化的影响很可能是伴

随整个分化进程的, 而不是仅仅影响某一个阶段。

3   讨论
表观遗传修饰包括组蛋白修饰、DNA甲基化等, 

近年来其强大功能逐渐被解析, 更多表观相关基因

的功能亟待挖掘。SETD8作为组蛋白赖氨酸甲基转

A: 流式分析检测野生型、SETD8−/−#1、SETD8−/−#2中APLNR+细胞比例; B: 流式分析检测野生型、SETD8−/−#1、 SETD8−/−#2中CD31+CD34+细胞的比例; 
C: 流式分析检测野生型, SETD8−/−#1, SETD8−/−#2中CD31+CD43+细胞的比例, **P<0.01, ***P<0.001。
A: flow cytometry analysis of APLNR expression of WT, SETD8−/−#1 and SETD8−/−#2 cell lines; B: flow cytometry analysis of CD31+ and 
CD34+expression of WT, SETD8−/−#1 and SETD8−/−/#2 cell lines; C: flow cytometry analysis of CD31+ and CD43 +expression of WT, SETD8−/−#1 and 
SETD8−/−#2 cell lines, *P<0.01, ***P<0.001.

图4   野生型细胞及SETD8敲除株的早期造血分化能力比较

Fig.4   Comparison of hematopoietic differentiation ability in WT and SETD8−/−
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36.40%

1.83% 15.00%

9.93%73.20%

1.38% 8.87%

15.30%74.40%

1.41% 12.70%

19.00%66.80%

37.30% 22.40%

2.02%38.30%

41.10% 17.90%

2.56%38.40%

42.10% 14.90%

2.35%40.70%

29.70% 31.10%

APLNR

SS
C

C
D

31
C

D
31

SETD8−/−#1 SETD8−/−#2

WT SETD8−/−#1 SETD8−/−#2

WT SETD8−/−#1 SETD8−/−#2

**

**

**

50

40

30

20

10

0

20

15

10

5

0

25

20

15

10

5

0

A
PL

N
R

+  c
el

ls
 (%

)
C

D
31

+ C
D

34
+  c

el
ls

 (%
)

C
D

31
+ C

D
43

+  c
el

ls
 (%

)

**

***

ns

(B)

(C)
CD34

CD43

WT

SETD8−
/−#1

SETD8−
/−#2

SETD8−
/−#2

SETD8−
/−#2

SETD8−
/−#1

SETD8−
/−#1

WT

WT



王鼎等: SETD8-/-抑制人胚胎干细胞向造血分化 1585

A: 在H1中添加siRNA示意图; B: RT-qPCR检测scramble、siRNA#1、siRNA#中SETD8表达情况; C: 上图为在造血分化进程中添加siRNA示意图, 
中图为检测CD31+、CD34+标志物表达情况的流式数据图, 下为scramble、siRNA#1、siRNA#中生血内皮细胞比例统计图; D: 上图为在造血分化

进程中添加siRNA示意图, 中图为检测CD31+、CD43+标志物表达情况的流式数据图, 下为scramble、siRNA#1、siRNA#中造血干祖细胞比例统

计图, *P<0.05, **P<0.01。
A: siRNA was added in H1 cell line; B: SETD8 mRNA relative expression level was measured by RT-qPCR analysis, **P<0.01; C: above the picture is 
the sketch of add siRNA in hematopoiesis differentiation , the middle is flow cytometry analysis of CD31+ and CD34+ expression of scramble, siRNA#1 
and siRNA# cell lines, the bottom is the statistic of HEPs expression of scramble, siRNA#1 and siRNA# cell lines; D: above the picture is the sketch of 
add siRNA in hematopoiesis differentiation, the middle is flow cytometry analysis of CD31+ and CD43+ expression of scramble, siRNA#1 and siRNA# 

cell lines, the bottom is the statistic of HPCs of scramble, siRNA#1 and siRNA# cell lines, *P<0.05, **P<0.01.
图5   阶段性敲减SETD8对早期造血分化的影响

Fig.5   Knockdown SETD8 influences hematopoietic differentiation
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移酶家族的重要成员, 其是否参与细胞早期命运决

定作用仍然未知。为了研究该基因是否在造血过程

中起作用, 我们首先利用RT-qPCR实验证实, SETD8
在人胚胎干细胞向造血干祖细胞发育过程中基因表

达动态变化。因此我们猜测, SETD8可能对于造血发

育过程有重要作用。为了证实这个猜测, 本研究利用

目前得到研究者们的广泛认可的CRISPR/Cas9技术

作为基因组编辑工具。基于此技术, 本研究中构建了

SETD8−/−细胞株后, 首先对敲除SETD8的H1细胞系进

行细胞多能性检测。检测中发现, SETD8敲除后很有

可能导致多能性关键基因OCT4、NANOG的表达水

平下降。暗示SETD8对维持人胚胎干细胞的多能性

具有重要作用。由于SETD8在造血发育过程动态表达, 
我们猜测SETD8敲除影响多能性基因表达可能会导

致造血发育过程的异常。功能研究表明, 敲除SETD8
导致造血发育各个阶段标志性基因的表达量均降低。

这个结果暗示SETD8敲除影响造血分化进程, 可能是

通过调控多能性基因的表达实现的。由于SETD8直
接的敲除已经导致干细胞的多能性改变, 造血分化第

一阶段侧板中胚层的产生已经被抑制, 后续生血内皮

和造血干祖细胞产生很可能是由于层板中胚层产生

减少导致的, 我们并不能确定SETD8是否能够直接调

控生血内皮和造血干祖细胞的产生。为了确定这个

问题, 我们利用了siRNA分别在造血发育生血内产生

时期或者造血干祖细胞产生时期敲低SETD8, 发现生

血内皮和造血干祖细胞的产生依然受抑制。

以上结果表明, SETD8可以直接调控多能性基

因的表达, 已有研究证实, SETD8可以通过甲基化

LIN28A使其滞留在核仁从而抑制pri-let7转变为成

熟的let7, 通过抑制let7的表达来间接调控人胚胎干

细胞多能性[29]。wang等[30-31]发现, OCT4的缺失会导

致如T、EOMES、TBX18等重要中胚层基因表达水平

的下降。Guo等[32]发现, NANOG可以与YBX1和ILF3结
合, 正向调控YBX1和ILF3的表达, 而YBX1和ILF3的
下调会导致中胚层标志物的减少, 因此NANOG也间

接参与中胚层的调控。不过SETD8是否通过甲基化

OCT4和NANOG来调控其表达量需要进一步验证; 
SETD8敲低和敲除实验证明其可以调控人胚胎干细

胞来源的体外造血发育的各个阶段, 不过目前结论

停留在侧板中胚层细胞、生血内皮细胞、造血前

体细胞的比例降低, 并未研究三类细胞的功能是否

有缺陷, 这值得我们进行更加深入的研究和探讨。

Kim等[29]发现, SETD8可以通过甲基化多能性因子

LIN28A进而影响与胚胎干细胞自我更新相关的基

因let-7的表达。SETD8在H1细胞系中敲除后是否影

响H1的自我更新能力本文未做研究。由于人胚胎

干细胞向造血干祖细胞发育的过程是一个严格有序

且精密的调控过程, SETD8如何调控早期造血分化, 
以及是否通过其甲基化修饰, 其具体作用机制有待

进一步研究。
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