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HOXB6启动人胚胎干细胞向中胚层分化
陈肖源  温玉琪  夏美娟  王洪涛  王梦鸽  周家喜*

(中国医学科学院血液病医院(中国医学科学院血液学研究所), 实验血液学国家重点实验室, 

国家血液系统疾病临床医学研究中心, 天津 300020)

摘要      HOXB6在胚胎发育过程中发挥重要作用, 但在人胚胎干细胞中胚层分化中的作用尚

不清楚。该研究利用人胚胎干细胞中胚层分化模型结合RNA-seq分析发现, HOXB6在中胚层分化

过程中显著上调, 敲降HOXB6的表达抑制人胚胎干细胞向中胚层分化, 提示HOXB6在中胚层分化

过程中发挥功能。通过建立HOXB6诱导性过表达的人胚胎干细胞株发现, HOXB6过表达抑制人胚

胎干细胞多能性标志分子的表达, 并且显著上调中胚层标志分子的表达。该研究表明, HOXB6单
独过表达能够启动人胚胎干细胞向中胚层分化, 为理解人类早期发育和建立人胚胎干细胞高效诱

导分化体系提供了理论依据。
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Cells into Mesoderm
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Abstract       Although HOXB6 plays an important role in embryonic development, its function in the mesoderm 
differentiation of hESCs (human embryonic stem cells) remains unclear. In this study, by taking advantage of hESC 

mesoderm differentiation model and RNA-seq analysis, HOXB6 was found to be significantly up-regulated during the 
mesoderm differentiation of hESCs. In addition, HOXB6 depletion inhibited the mesoderm differentiation of hESCs, 
implying that HOXB6 was implicated in mesoderm differentiation. Through establishing a DOX (doxcycline) induc-
ible HOXB6-overexpressed hESC lines, this study found that the enforced expression of HOXB6 leaded to a signifi-
cant downregulation of pluripotency markers, while dramatically increased the expression of mesoderm markers. This 
study reveals that HOXB6 over-expression suffices to induce mesoderm differentiation in hESCs, providing a theoreti-
cal basis for understanding human early development and  establishing an efficient differentiation system of hESCs. 
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人胚胎干细胞 (human embrionic stem cells, 
hESCs)具有自我更新能力和多向分化潜能 , 能够分

化生成几乎人体所有细胞[1-2]。因此, 人胚胎干细胞

为人类早期发育提供了重要的研究模型, 同时为再

生医学提供了理想的种子细胞。人胚胎干细胞在体

外可以模拟原肠胚形成过程, 在特定诱导分化条件
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下可以被诱导, 从而分化成内、中、外三个胚层的

细胞, 其中中胚层细胞进一步向下分化可以分化形

成骨骼、心血管系统、造血系统等, 且理解中胚层

特化过程有利于体外再生相应的组织细胞[3-4]。然而, 
现阶段对人胚胎干细胞启动高效早期分化的分子机

理知之甚少, 极大程度限制了人胚胎干细胞高效分

化产生各种组织干细胞和终末分化细胞。

人胚胎干细胞向中胚层分化受到信号通路和

转录因子的精准调控。研究表明, BMP信号通路对

于中胚层分化启动至关重要, Activin A信号通路能

够协同BMP信号通路调控中胚层发生[5]。SHI等[6]发

现, BMP信号通路的激活显著诱导SNAIL2(snail fam-
ily transcriptional repressor 2)表达上调, 敲低SNAIL2
表达显著抑制人胚胎干细胞向中胚层分化。我们通

过前期研究发现, 肌节同源盒基因同系物2(msh ho-
meobox 2, MSX2)在中胚层的诱导过程中发挥核心

调控作用, 单独过表达MSX2可以启动人胚胎干细胞

向中胚层分化, 并进一步分化产生功能完善的间充

质干细胞[7-8]。因此, 鉴定新的中胚层发生调控因子

不仅有助于理解中胚层的分化过程, 而且为体外再

生中胚层来源的细胞提供了重要的工具。

同源异型盒基因(homeobox gene, HOX)最初是在

果蝇中被发现的一类在进化过程中高度保守的基因 , 
编码转录调控蛋白 , 被认为是生物体中一类专门调控

生物形体的基因 [9-10]。目前已经鉴定出4簇HOX基因 : 
分别为HOXA、HOXB、HOXC、HOXD, 它们串联排

列在不同的染色体上 , 每簇包含9~11个基因 [9-10]。研

究发现, HOX家族基因在胚胎发育及肿瘤发生中发挥

着重要的功能 , 如在胚胎发育过程中调控四肢、体轴

等部位的发育 [10-12]。HOXB6属于HOXB基因簇中的

一员, 在人类基因组中位于17号染色体上, 编码224个
氨基酸。DENG等 [13]在小鼠胚胎干细胞的研究中发

现, Hoxb位点相关的lincRNA-HoxBlinc RNA通过调节

Hoxb基因的转录进而调控心源性/血源性中胚层分化, 
表明Hoxb家族基因在中胚层发育中发挥重要作用。

LOWE等 [14]利用Hoxb6-cre转基因小鼠发现 , Hoxb6在
小鼠中胚层中也有显著表达 , 提示Hoxb6可能在中胚

层发生过程中发挥功能。然而, HOXB6在中胚层分化

中的作用尚不清楚。

本研究利用前期建立的人胚胎干细胞向中胚层

分化的模型作为研究基础 , 通过RNA-seq分析发现 , 
HOXB6在人胚胎干细胞中胚层分化过程中表达显著

上调 , 敲降HOXB6的表达能够抑制人胚胎干细胞向

中胚层分化 , 提示HOXB6是调控人胚胎干细胞中胚

层分化的重要调控分子。随后我们建立了HOXB6
诱导性过表达的人胚胎干细胞株 , 证实单独过表达

HOXB6能够启动人胚胎干细胞向中胚层分化。

1   材料与方法
1.1   材料

人胚胎干细胞系H1购自Wicell研究所; 293T细胞

系购自ATCC; 培养基 mTeSR、Custom mTeSR均购自

Stem Cell Technologies公司; RPMI/B27购自Gibco公司; 
消化酶Dispase和Accutase均购自Stem Cell Technologies
公司; Matrigel基质、Growth Factor Reduced Matrigel基
质均购自BD公司; 培养基DMEM/F12购自Gibco公司; 
生长因子ActivinA、BMP4购自Peprotech公司; Y27632
购自SELLECK公司 ; TRIzol™ Reagent购自 Invitrogen
公司 ; DAPI购自Solarbio公司 ; Triton X-100购自Solar-
bio公司 ; L-glutamin、KnockOutTM serum replacement、
Non-Essential Amino Acids Solution, 100X购自Gibco公
司 ; PowerUp SYBR™ Green Master Mix购自Applied 
Biosystems公司。

1.2   人胚胎干细胞培养及传代

人胚胎干细胞培养: 将人胚胎干细胞系H1接种

至已经包被好Matrigel基质的培养板中, 培养基为

mTeSR, 培养条件为37 °C、5% CO2, 每24 h更换一

次培养基。3~5天后, 克隆长大并进行传代。

人胚胎干细胞传代过程包括单细胞传代和

克隆传代。单细胞传代 : 将人胚胎干细胞克隆用

1 mg/mL Accutase酶消化成单个细胞, 用DMEM/
F12培养基稀释以终止酶反应 , 离心后用 mTeSR
培养基 +Y27632(5 μmol/mL)重悬细胞沉淀 ,  计
数后将细胞以一定密度接种至已经铺好 Matrigel
基质的细胞培养孔板中。克隆传代 : 将人胚胎干

细胞克隆用 2 U/mL蛋白水解酶 (Dispase)消化至

克隆卷边 , 用 DMEM/F12稀释以终止酶反应 , 使
用剪口 1 mL的枪尖吹或刮起细胞克隆 ,  离心后

用mTeSR培养基重悬细胞沉淀 , 将细胞以一定密

度接种至已经铺好 Matrigel基质的细胞培养孔板

中。

1.3   诱导人胚胎干细胞向中胚层分化 
诱导人胚胎干细胞向中胚层分化的具体操作

如下: 人胚胎干细胞克隆用1 mg/mL Accutase酶消
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化成单个细胞, 用DMEM/F12培养基稀释终止酶

反应后, 1 930 r/min离心5 min, 并用mTeSR培养基

+Y27632(5 μmol/mL)重悬细胞沉淀, 细胞计数后以

3.3万个/孔(12孔板)的密度接种至已经铺好Growth 
Factor Reduced Matrigel基质的12孔板中, 24 h后细

胞贴壁, 此时更换培养基为添加有50 ng/mL Activin 
A和40 ng/mL BMP4生长因子的Custom mTeSR以诱

导人胚胎干细胞向中胚层分化48 h即可[15]。

1.4   诱导人胚胎干细胞向外胚层分化 
诱导人胚胎干细胞向外胚层分化的具体操作如

下 : 人胚胎干细胞克隆用1 mg/mL Accutase酶消化成

单个细胞 , 用DMEM/F12培养基稀释终止酶反应后 , 
离心并用mTeSR培养基+Y27632(5 μmol/mL)重悬细胞

沉淀, 细胞计数后以1×106个/cm2的密度接种至已经铺

好Matrigel基质的细胞培养板中 , 24 h后细胞贴壁 , 撤
回Y-27632并每24 h更换mTeSR培养基至人胚胎干细

胞密度达到70%~80%。随后用含有20% KnockOutTM 
serum replacement(血清替代物)、1 mmol L-glutamin、1%
非必需氨基酸和0.1 mmol β-巯基乙醇的DMEM/F12培
养基代替mTeSR培养基来启动外胚层分化 , 每24 h更
换培养基至分化第5天[16]。

1.5   诱导人胚胎干细胞向内胚层分化 
人胚胎干细胞克隆用1 mg/mL Accutase酶消化

成单个细胞, 用DMEM/F12培养基稀释终止酶反应

后, 离心并用mTeSR培养基+Y27632(5 μmol/mL)重
悬细胞沉淀, 细胞计数后以3.3万个/孔(12孔板)的密

度接种至已经铺好生长因子人工基质(Growth Factor 
Reduced Matrigel)的12孔板中, 24 h后细胞贴壁, 此
时更换培养基为添加100 ng/mL Activin A生长因子

的RPMI/B27以诱导人胚胎干细胞向内胚层分化72 h
即可[17]。

1.6   RNA-seq分析

收集2×106个人胚胎干细胞和向中胚层分化48 h
后的细胞 , 离心后用1 mL Trizol裂解细胞沉淀并将其

冻存在–80 °C冰箱中以待提取RNA。进行RNA提取时, 
将细胞裂解液转移至室温 , 等待其融化成液体后悬滴

加入200 μL氯仿, 剧烈振荡液体以充分萃取。于4 °C、
12 000 r/min离心15 min后, 可见液体出现明显分层, 依
次为: 上层—无色—RNA层、中间层—白色—

蛋白层、下层—红色—有机物层。小心将RNA层
无色上清液转移至新的EP管中 , 随后加入与上清液等

体积的异丙醇, 温和上下颠倒几下, 常温静置10 min后, 
于4 °C、12 000 r/min离心10 min, 底部可见RNA沉淀析

出。弃上清, 加入1 mL 75%乙醇洗去残余有机溶剂, 于
4 °C、12 000 r/min离心5 min。弃上清, 再次加入75%乙

醇, 在4 °C、12 000 r/min条件下离心5 min。弃上清, 在
超净台中晾干残余液体 , 然后加入15 μL无酶水 , 弹一

弹管壁 , 使RNA溶解。用Nanodrop测量RNA浓度。使

用Bioanalyzer检测总RNA的质量 , 将RNA完整性系数

(RNA integrity number, RIN)大于8的RNA样本送至华大

基因进行转录组测序。基因热图使用Heml软件基于

转录因子的相对表达量log2绘制。

1.7   HOXB6敲降人胚胎干细胞株的构建及分化

将HOXB6 shRNA连接至PLKO-Tet-On质粒载体

上, 构建PLKO-Tet-On-shRNA质粒, 并进行测序确保

质粒构建成功。将质粒进行慢病毒包装后感染人胚

胎干细胞, 感染24 h后, 用嘌呤霉素(1 μg/mL)进行筛

选, 随后每24 h更换培养基并逐渐增加嘌呤霉素浓度

至3 μg/mL, 待细胞不再死亡逐渐长大后进行细胞传

代, 用于后续实验。其中shRNA的序列如表1所示。

HOXB6敲降人胚胎干细胞株的中胚层分化过程

如“1.3”所述, 添加BMP4和Activin A诱导中胚层分化, 
并在分化过程中添加2 μg/mL浓度的多西环素(doxy-
cycline, DOX)诱导HOXB6的敲降。

1.8   pLVX-tight-HOXB6-p2A-GFP-Puro质粒的构建

从长沙泽琼生物科技有限公司购买得到HOXB6-
Teasy质粒, 设计引物通过PCR得到HOXB6片段, 并将

BamH I和Xba I酶切位点通过PCR连接在片段两端 , 

表1   HOXB6 shRNA序列

Table 1   The sequences of HOXB6 shRNAs
短发夹RNA
shRNA

序列(5ʹ→3ʹ)
Sequences (5ʹ→3ʹ)

HOXB6 shRNA-1 F CCG GCG GAG AGG CAG ATC AAG ATA TCT CGA GAT ATC TTG ATC TGC CTC TCC GTT TTT G

HOXB6 shRNA-1 R AAT TCA AAA ACG GAG AGG CAG ATC AAG ATA TCT CGA GAT ATC TTG ATC TGC CTC TCC G

HOXB6 shRNA-2 F CCG GTT TGC CAC TTC CTC CTA TTA CCT CGA GGT AAT AGG AGG AAG TGG CAA ATT TTT G

HOXB6 shRNA-2 R AAT TCA AAA ATT TGC CAC TTC CTC CTA TTA CCT CGA GGT AAT AGG AGG AAG TGG CAA A
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pLVX-Tight-p2A-GFP-Puro原始环状质粒用BamH I和
Xba I酶切后回收载体(其中BamH I和Xba I酶切位点位

于pLVX-Tight和p2A之间 ), 两个片段用T4 DNA连接

酶进行连接构建成pLVX-tight-HOXB6-p2A-GFP-Puro
质粒。转化后挑取单个菌落克隆进行测序鉴定 , 鉴定

成功的菌液进行保种, 并提取质粒进行后续实验。

1.9   诱导性HOXB6过表达人胚胎干细胞株的构建

将构建成功的 pLVX-tight-HOXB6-p2A-GFP-
Puro质粒与Tet-on反式激活因子表达质粒 (sin-EF1a-
rtTA)分别进行慢病毒包装 , 用两种病毒共同感染

人胚胎干细胞株H1。24 h后 , 用嘌呤霉素 (1 μg/mL)
和G418(300 μg/mL)进行共同筛选 , 随后每24 h更换

培养基 , 并逐渐增加嘌呤霉素浓度至3 μg/mL, 增加

G418浓度至400 μg/mL。单细胞传代后挑取单个克

隆进行培养 , 至克隆长大后一分为二进行单细胞传

代 , 一份冻存保种用于将来扩增 , 一份添加2 μg/mL 
DOX进行验证 , 选取添加DOX后表达绿色荧光的克

隆进行扩增以此获得稳定细胞株。

1.10   添加DOX诱导人胚胎干细胞过表达HOXB6
在已经构建的HOXB6诱导性过表达人胚胎干

细胞株中, 在维持细胞自我更新的mTeSR培养基中

添加2 μg/mL浓度的DOX以诱导HOXB6的过表达。

1.11   流式细胞术 
将贴壁细胞用1 mg/mL Accutase酶消化成单个

细胞, 用PBS稀释终止酶反应后, 将细胞吹散成单细

胞重悬至EP管中, 于1 930 r/min离心5 min。弃上清, 
用100 μL 0.2% BSA重悬细胞沉淀以待检测上机。上

机前10 min在细胞悬液中加入DAPI以标记死细胞, 
随后在FACSCantoTM II流式细胞仪(BD Biosciences)
上检测绿色荧光蛋白(green fluorescent protein, GFP)
的表达。使用FlowJo-V 10软件进行流式数据分析。

1.12   qRT-PCR分析

采用PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix试剂

盒(Invitrogen, A25742)进行qRT-PCR反应, 反应体系如

下: 5 μL 2× PowerUp SYBR Green Master Mix、 0.5 μL
正向引物 (10 μmol)、 0.5 μL反向引物 (10 μmol)、 1 μg 
cDNA、ddH2O补足至10 μL。反应程序如下: 50 °C下
UDG酶激活2 min; 95 °C预变性2 min; 95 °C变性1 s, 
60 °C退火/延伸30 s, 变性和退火/延伸步骤循环40次。

qRT-PCR反应在QuantStudio™ 6实时荧光定量PCR仪
上进行 , 以β-actin为内参进行数据计算。qRT-PCR所
使用的引物序列见表2。

1.13   病毒包装与感染

采用脂质体法包装慢病毒, 将293T细胞传代至10 
cm细胞培养皿中, 用含10%胎牛血清的DMEM培养基

培养, 待293T细胞生长密度达到70%~80%时进行病毒

包装。以一盘293T细胞为例 , A管将30 μL fugene HD
和450 μL Opti-MEM混合后静置5 min, B管加入3.75 μg
包装质粒PSPAX2、1.25 μg包装质粒PMD2G以及5 μg
目的质粒与150 μL Opti-MEM混合均匀。将A、B两
管液体混合均匀后加入到密度为70%的293T细胞中 , 
缓慢摇匀后置于37 °C细胞培养箱中。12 h后更换培

养液为含30%胎牛血清的DMEM培养基, 培养48 h后, 
于20 000 r/min高速离心2 h收集培养基上清, 获得病毒

液。 
病毒感染 : 将获得的病毒液加入人胚胎干细胞

中 , 并添加polybrene(3 μg/mL)以提高感染效率 , 感染

后约24 h更换新鲜培养基, 于48 h后进行药物筛选。

1.14   细胞免疫荧光染色

用4%组织细胞固定液室温固定细胞20 min后 , 
用PBS洗涤3次。添加0.2% TritonX-100于室温通透细

胞15 min后用PBS洗涤3次。用2% BSA于室温封闭细

胞1 h后, 用0.2% BSA以1:200比例稀释一抗并进行细

胞标抗, 在4 °C冰箱中孵育过夜。次日用PBS洗涤3次
后, 荧光二抗以1:1 000稀释比例用0.2% BSA稀释后进

行细胞标抗 (根据一抗的种属来源选择对应的荧光二

抗), 于室温孵育50 min后以1:1 000比例加入DAPI, 于
室温染色10 min后用PBS洗涤3次即可用UltraVIEW 
Vox转盘式共聚焦显微实时成像仪拍照观察。

1.15   统计学分析

本研究利用GraphPad Prism 5软件进行图形绘制

和数据统计学分析。实验数据均进行3次或3次以上

独立重复 , 以均值±标准差 (x
_
±s)展示 , 采用 t检验进行

差异比较。P<0.05表示具有统计学差异。

2   结果
2.1   HOXB6在人胚胎干细胞向中胚层分化过程中

表达显著上调

本研究组前期利用BMP4和Activin A建立了高

效的人胚胎干细胞中胚层诱导分化体系(图1A)。如

图1B, 通过形态观察可见在人胚胎干细胞向中胚

层诱导分化第2天的细胞向四周有明显的铺展。为

了探究中胚层发生潜在调控分子, 本研究收集人胚

胎干细胞向中胚层诱导分化第0天的人胚胎干细胞
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和第2天分化至中胚层阶段的细胞进行RNA-seq(图
1A)。如图1C和图1D所示, RNA-seq分析表明, 与未

分化细胞相比, 诱导分化第2天的细胞多能性标志基

因NANOG同源框(nanog homeobox, NANOG)和POU
第5类同源框1(POU class 5 homeobox 1, POU5F1)
的表达显著下调, 而中胚层标志基因T-box转录因子

T(T-box transcription factor T, T)、MESP1(mesoderm 
posterior bHLH transcription factor 1)、脱中胚蛋白

(eomesodermin, EOMES)的表达显著上调。进一步

分析发现, HOXB家族基因表达在中胚层诱导分化

过程中呈整体上调趋势(图1E)。
随后 , 我们通过 qRT-PCR对RNA-seq数据进

行实验验证 , 结果显示了在中胚层诱导分化过程

中多能性标志基因的下调和中胚层标志基因的上

调 (图1F)。如图1G所示 , HOXB家族基因HOXB6、
HOXB2、HOXB9的表达在中胚层诱导分化过程中

逐渐上调 , 其中HOXB6表达上调最为显著。为了

探究HOXB6在中胚层分化过程中的作用 , 我们利

用 shRNA在人胚胎干细胞中敲减HOXB6基因的表

达后, 添加BMP4和Activin A诱导中胚层分化, 并检

测敲减HOXB6对中胚层分化的影响。如图1H所示, 

两个针对HOXB6的 shRNA均能有效抑制HOXB6
的表达。如图 1I所示 , 中胚层分化Day2 HOXB6敲
减组中胚层标志基因 T、MIXL1(Mix paired-like 
homeobox)、EOMES的表达低于对照组 , 说明敲降

HOXB6能够抑制人胚胎干细胞向中胚层分化 , 提
示我们HOXB6在人胚胎干细胞向中胚层分化过程

中发挥重要作用。

2.2   成功构建HOXB6诱导性过表达人胚胎干细

胞株

前期的RNA-seq数据分析和HOXB6敲降实验

结果表明, HOXB6在中胚层发生过程中发挥重要功

能。为了进一步探究HOXB6的作用, 我们利用Tet-
on DOX诱导系统构建了HOXB6诱导性过表达的人

胚胎干细胞株。

如图 2A所示 , 我们首先构建了 pLVX-tight-
HOXB6-p2A-GFP-Puro质粒, 将此质粒与Tet-on反式激

活因子表达质粒 (Psin-EF1a-rtTA)分别进行慢病毒包

装 , 将两种病毒共同感染人胚胎干细胞株H1, 经过嘌

呤霉素和G418进行共同筛选后进行单细胞传代 , 选
取添加DOX后表达绿色荧光的单克隆进行扩增获得

稳定细胞株。如图2B所示 , 添加DOX可显著诱导细

表2   qRT-PCR引物序列

Table 2   Primer sequences for qRT-PCR
引物

Primer
序列(5ʹ→3ʹ)
Sequence (5ʹ→3ʹ)

NANOG-F TTT GTG GGC CTG AAG AAA ACT

NANOG-R AGG GCT GTC CTG AAT AAG CAG

POU5F1-F CTT GAA TCC CGA ATG GAA AGG G

POU5F1-R GTG TAT ATC CCA GGG TGA TCC T C

T gene-F CTG GGT ACT CCC AAT GGG G

T gene-R GGT TGG AGA ATT GTT CCG ATG A

MIXL1-F TTT GGC TAG GCC GGA GAT TAT

MIXL1-R GGG CTT CAG ACA TTT CGT TTC AG

PAX6-F ATG TGT GAG TAA AAT TCT GGG CA

PAX6-R GCT TAC AAC TTC TGG AGT CGC TA

GATA6-F CTC AGT TCC TAC GCT TCG CAT

GATA6-R GTC GAG GTC AGT GAA CAG CA

HOXB6-F AGC AGC CCC CGT TCC A

HOXB6-R AAA GGA GGA ACT GTT GCA CGA AT

HOXB2-F TCC TTG GCC GTC TAC TGG AA

HOXB2-R AGT GGA TTA AAC GCT AAT TCA GTA ATA CC

HOXB9-F AGG CCG TGC TGT CTA ATC AAA

HOXB9-R CGA GCG TGC AGC CAG TT

ACTIN-F CTC TTC CAG CCT TCC TTC CT

ACTIN-R AGC ACT GTG TGT TGG CGT ACA G
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胞中HOXB6-GFP的表达 , 阳性率高达85%以上。如

图2C所示, qRT-PCR进一步验证了DOX以剂量依赖方

式诱导HOXB6的表达 , 证实我们已成功构建HOXB6
诱导性过表达人胚胎干细胞株。免疫荧光实验结果

表明, 在不添加DOX条件下, HOXB6诱导性过表达人

胚胎干细胞能过正常表达多能性标志分子NANOG和

OCT4(图2D)。随后我们将该细胞株分别向中、外、

内3个不同胚层诱导分化, qRT-PCR成功检测到相应胚

层标志性基因的表达上调 (图2E~图2G), 证明该细胞

株在不添加DOX条件下可以维持多能性且保持多向

分化潜能, 可以用于后续分化实验。

2.3   HOXB6过表达促使人胚胎干细胞退出多能

性, 启动中胚层分化

为了探究HOXB6过表达对人胚胎干细胞的影
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A: 人胚胎干细胞向中胚层分化示意图; B: 人胚胎干细胞向中胚层分化形态图; C: RNA-seq分析人胚胎干细胞向中胚层分化过程多能性基因的

动态变化; D: RNA-seq分析人胚胎干细胞向中胚层分化过程中胚层基因的动态变化; E: RNA-seq分析人胚胎干细胞向中胚层分化过程HOXB
家族基因的动态变化; F: qRT-PCR检测人胚胎干细胞向中胚层分化过程多能性标志基因(NANOG、POU5F1)、中胚层标志基因(T、MIXL1、
EOMES)的表达; G: qRT-PCR检测人胚胎干细胞向中胚层分化过程HOXB6、HOXB2、HOXB9基因的表达; H: qRT-PCR检测敲降HOXB6的人胚

胎细胞株诱导中胚层分化后HOXB6的表达情况; I: qRT-PCR检测敲降HOXB6的人胚胎细胞株诱导中胚层分化后T、MIXL1和EOMES的表达情

况。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。
A: schematic diagram of the mesoderm differentiation of hESCs; B: morphology of the mesoderm differentiation of hESCs; C: RNA-seq analysis of 
the dynamic changes of pluripotent genes during the mesoderm differentiation of hESCs; D: RNA-seq analysis of the dynamic changes of germ layer 
genes during the mesoderm differentiation of hESCs; E: RNA-seq analysis of the dynamic changes of HOXB family genes during the mesoderm dif-
ferentiation of hESCs; F: qRT-PCR was used to detect the expression of pluripotency marker genes (NANOG, POU5F1) and mesoderm marker genes 
(T, MIXL1, EOMES) during the mesoderm differentiation of hESCs; G: qRT-PCR was used to detect the expression of HOXB6, HOXB2 and HOXB9 
genes during the mesoderm differentiation of hESCs; H: qRT-PCR was used to detect the expression of HOXB6 during the mesoderm differentiation of 
HOXB6 knockdown human embryonic stem cell line; I: qRT-PCR was used to detect the expression of T, MIXL1 and EOMES during the mesoderm dif-
ferentiation of HOXB6 knockdown human embryonic stem cell line. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

图1   HOXB6在人胚胎干细胞向中胚层分化过程中表达显著上调

Fig.1   HOXB6 expression is significantly up-regulated during the mesoderm differentiation of hESCs
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响, 我们在人胚胎干细胞自我更新培养条件下, 在构

建好的HOXB6诱导性过表达人胚胎干细胞株中添

加DOX诱导HOXB6的过表达。如图3A所示, 形态观

察发现过表达HOXB6 72 h后人胚胎干细胞的形态

发生明显变化, 从紧密规则的克隆样变成疏松扁平

的间质样细胞, 提示HOXB6过表达促使人胚胎干细

A: HOXB6诱导性过表达人胚胎干细胞构建示意图; B: 流式检测HOXB6诱导性人胚胎干细胞株添加DOX后的GFP荧光表达; C: qRT-PCR检测

HOXB6诱导性人胚胎干细胞株添加不同浓度DOX后HOXB6 mRNA的表达情况; D: 免疫荧光实验检测在不添加DOX条件下诱导性HOXB6过
表达人胚胎干细胞中NANOG、OCT4的表达情况; E: qRT-PCR检测将HOXB6诱导性过表达人胚胎干细胞向中胚层诱导分化后中胚层特异性基

因T、MIXL1、EOMES的表达情况; F: qRT-PCR检测将HOXB6诱导性过表达人胚胎干细胞向外胚层诱导分化后外胚层特异性基因NEUROD1、
PAX6的表达情况; G: qRT-PCR检测将诱导性HOXB6过表达人胚胎干细胞向内胚层诱导分化后内胚层特异性基因GATA6、SOX17的表达情况。

图E~图G中白色柱子代表分化前的基因表达情况, 黑色柱子代表分化后基因表达情况。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。
A: schematic diagram of the construction of inducible HOXB6-overexpressed hESC lines; B: flow cytometry detection of GFP expression in inducible 
HOXB6-overexpressed hESC lines after adding DOX; C: qRT-PCR was used to detect HOXB6 expression in inducible HOXB6-overexpressed hESC 
lines after adding DOX; D: immunofluorescence was used to detect the expression of NANOG and OCT4 in inducible HOXB6-overexpressed hESC 
lines; E: qRT-PCR was used to detect the expression of mesoderm-specific genes T, MIXL1 and EOMES during the mesoderm differentiation of induc-
ible HOXB6-overexpressed hESC lines; F: qRT-PCR was used to detect the expression of ectoderm-specific genes NEUROD1 and PAX6 during the 
ectoderm differentiation of inducible HOXB6-overexpressed hESC lines; G: qRT-PCR was used to detect the expression of endoderm-specific genes 
GATA6 and SOX17 during the endoderm differentiation of inducible HOXB6-overexpressed hESC lines. The white bars in Fig.E~Fig.G represent the 
gene expression before differentiation, and the black bars represent the gene expression after differentiation. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

图2   成功构建HOXB6诱导性过表达人胚胎干细胞株

Fig.2   Construction of inducible HOXB6-overexpressed hESC lines
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胞多能性丢失。因此, 我们利用qRT-PCR检测细胞

添加DOX诱导HOXB6过表达72 h后多能性标志基因

和中、外、内三个不同胚层各自标志基因的表达变

化。结果显示, 添加DOX可以诱导HOXB6的表达(图
3B), 且HOXB6过表达使多能性标志基因NANOG、

POU5F1的表达显著降低(图3C), 证实HOXB6过表

达促使人胚胎干细胞丧失多能性。为了验证过表达

HOXB6后人胚胎干细胞具体向哪一胚层分化, 我们

进行qRT-PCR检测人胚胎干细胞过表达HOXB6 72 h
后中、外、内三个不同胚层各自标志基因的表达情

况。如图3D所示, HOXB6过表达显著诱导中胚层标

志基因T、MIXL1、EOMES的表达, 而对内胚层和外

胚层的标志基因的表达并无显著影响, 说明HOXB6
过表达可以启动中胚层分化。免疫荧光实验同样表

明, 在人胚胎干细胞中添加DOX诱导HOXB6过表达

导致多能性基因NANOG和OCT4的蛋白表达下降, 
中胚层标志分子T和MIXL1的蛋白表达增高(图3E和
图3F)。以上结果表明, HOXB6单独过表达促使人胚

胎干细胞丧失多能性, 启动中胚层分化。

3   讨论
本研究利用人胚胎干细胞中胚层分化模型结

A: 人胚胎干细胞中添加DOX诱导HOXB6过表达后细胞形态发生改变; B: qRT-PCR检测添加DOX诱导HOXB6过表达72 h后HOXB6的表达情况; 
C: qRT-PCR检测添加DOX诱导HOXB6过表达72 h后多能性标志分子表达情况; D: qRT-PCR检测添加DOX诱导HOXB6过表达72 h后中胚层特

异性基因T、MIXL1、EOMES, 外胚层特异性基因NEUORD1、PAX6和内胚层特异性基因GATA6、SOX17的表达情况; E: 添加DOX诱导HOXB6
过表达后, 多能性基因NANOG、OCT4蛋白的表达下降; F: 添加DOX诱导HOXB6过表达后, 中胚层特异性基因T和MIXL1的蛋白表达上调。

**P<0.01, ***P<0.001。
A: cell morphology changes of inducible HOXB6-overexpressed hESC lines after adding DOX to induce HOXB6 overexpression; B: qRT-PCR was 
used to detect HOXB6 expression in inducible HOXB6-overexpressed hESC lines after adding DOX for 72 h; C: qRT-PCR was used to detect the ex-
pression of pluripotency marker genes in inducible HOXB6-overexpressed hESC lines after adding DOX for 72 h; D: qRT-PCR was used to detect the 
expression of mesoderm-specific genes T, MIXL1, EOMES, ectoderm-specific genes NEUORD1, PAX6 and endoderm-specific genes GATA6, SOX17 in 
inducible HOXB6-overexpressed hESC lines after adding DOX for 72 h; E: the expression of pluripotency genes NANOG and OCT4 protein decreased 
in inducible HOXB6-overexpressed hESC lines after adding DOX to induce HOXB6 overexpression; F: the protein expression of mesoderm-specific 
genes T and MIXL1 was up-regulated in inducible HOXB6-overexpressed hESC lines after adding DOX to induce HOXB6 overexpression. **P<0.01, 
***P<0.001.

图3   HOXB6过表达促使人胚胎干细胞退出多能性, 启动中胚层分化

Fig.3   HOXB6 overexpression promotes hESCs to withdraw from pluripotency and initiate mesoderm differentiation
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合RNA-seq分析发现, HOXB6在中胚层诱导分化过

程中显著上调。为了探究HOXB6在中胚层分化过

程中的作用, 我们利用shRNA在人胚胎干细胞中敲

降HOXB6, 发现敲降HOXB6抑制人胚胎干细胞向中

胚层分化, 提示HOXB6在人胚胎干细胞中胚层分化

过程中发挥重要作用。为了进一步探究HOXB6的功

能, 本研究利用Tet-on DOX诱导系统建立了HOXB6
诱导性过表达的人胚胎干细胞株。通过形态观察发

现, HOXB6过表达使人胚胎干细胞由紧密规则的克

隆样变成疏松扁平的间质样细胞, qRT-PCR和免疫

荧光实验证实, HOXB6过表达使人胚胎干细胞多能

性标志基因的表达下降, 而中胚层特异性标志基因

的表达上升。这些结果表明, HOXB6过表达促使人

胚胎干细胞退出多能性, 启动中胚层分化。

中胚层是胚胎发育早期间隔于外胚层和内胚

层之间的结构 , 是形成各种组织的细胞来源 , 包括心

脏、血管系统和血液系统等 , 解析人胚胎干细胞向

中胚层分化的调控机制对于人体发育研究及组织器

官再生均具有重要意义 [18-19]。利用人胚胎干细胞中

胚层分化体系 , 我们之前鉴定到中胚层发生的核心

调控因子MSX2[7]。为了进一步鉴定中胚层发生的调

控因子 , 本研究利用人胚胎干细胞中胚层分化模型

结合RNA-seq分析 , 发现了HOXB家族基因在中胚层

诱导分化过程中显著上调。 2006年 , IIMURA等 [20]发

现, 在鸡胚发育早期Hoxb基因的共线激活导致外胚层

前体迁移到原条中进行中胚层特化 , 并且在青蛙和小

鼠胚胎中也观察到类似的Hoxb基因的共线激活 , 表
明该研究在脊椎动物中是保守的。2016年 , DENG等
[13]在小鼠胚胎干细胞的研究中发现了Hoxb位点相关

的 lincRNA-HoxBlinc RNA通过调节局部染色质的改

变来调节Hoxb基因的转录 , 并且通过Wnt/NOTCH信

号通路和Hox通路调控心源性/血源性中胚层分化, 当
HoxBlinc RNA受到抑制时 , 中胚层衍生受到干扰 , 导
致早期细胞谱系的阻滞。这些研究表明 , HOXB家族

基因在中胚层发育中发挥作用。2000年 , LOWE等 [14]

利用Hoxb6-cre转基因小鼠发现Hoxb6在小鼠中胚层

中也有显著表达。然而, HOXB6在中胚层分化中的作

用尚不清楚。本研究揭示了在人胚胎干细胞中敲降

HOXB6会抑制中胚层分化 , 并且HOXB6过表达促使

人胚胎干细胞退出多能性 , 启动人胚胎干细胞向中胚

层分化。该研究证实, HOXB6是人胚胎干细胞向中胚

层分化的重要调控分子, 但是就HOXB6是通过何种机

理调控中胚层发生而言还需要进一步的研究。

综上所述, 本研究结果表明, HOXB6在人胚

胎干细胞中胚层分化过程中发挥重要功能, 敲降

HOXB6会抑制中胚层分化, 在人胚胎干细胞中过表

达HOXB6能够促使其退出多能性状态向中胚层分

化。本研究不仅增强了我们对人类早期发育调控机

制的理解, 也为建立人胚胎干细胞的高效分化体系

奠定了理论基础。
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