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FoxA转录因子在肝脏发育中的研究进展
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摘要      FoxA蛋白是一类DNA结合区具有翼状螺旋结构的转录因子, 已发现其三名成员

FoxA1、FoxA2和FoxA3在哺乳动物胚胎期的器官形成、成体时期的新陈代谢和内环境稳定中起着

重要作用。肝脏发育中FoxA亚家族成员起着关键调控作用, 在肝向命运决定中扮演“先锋因子”的
角色。该文对FoxA转录因子在肝脏发育中的调控作用进行了小结, 综述了近年来的最新研究成果。
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Abstract       FoxA proteins are subfamily of winged helix/forkhead box (Fox) transcription factors. Its three 
members, FoxA1, FoxA2 and FoxA3, have been found to play important roles in mammalian early embryo devel-
opment, organogenesis, metabolism and homeostasis in the adult. FoxA proteins are key transcriptional regulators 
in liver development and play “pioneer factor’’ in liver specific genes transcription. This review summarizes the 
recent research of FoxA transcription factors in the regulation of liver development.
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哺乳动物的器官发生是一个高度动态的过程。

在早期器官形成过程中Fox蛋白决定三个胚层特别是

内胚层和中胚层的形成。肝脏发育从肝芽(liver bud)
出现开始, 到肝祖细胞的形成, 接着肝祖细胞的增殖、

分化和迁移, 直至最后器官的形成。肝脏发育过程经

历了转录因子和细胞信号的高度复杂的时空调控过

程。FoxA转录因子家族与HNF家族、GATA家族等

其他肝内转录因子间形成高度复杂的调控网络, 在肝

脏发育过程以及其正常功能的发挥中起着举足轻重

的作用。比如, FoxA2在节点和原条前端形成中不可

缺少, FoxA2基因敲除小鼠在原肠运动时期产生异常, 
从而影响内胚层的肝脏方向的发育。本文从FoxA家

族的结构特点、FoxA家族在早期胚胎发育过程中的

调控和肝脏发育相关基因表达中的先锋因子作用、

FoxA家族在皮肤成纤维细胞向肝实质细胞的转分化

中的关键作用等几个方面进行综述。

1   FoxA蛋白家族的结构特点
 Fox蛋白家族是一类从酵母到人类都广泛存

在的转录因子, 含有由三个α螺旋和两侧β折叠片组
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成的DNA结合区具有高度保守性, 称为叉头框结构

(forkhead box, Fox), 该家族蛋白的名称由此得来。

FoxA是Fox蛋白家族的一个亚族, FoxA1-3蛋白氨

基酸序列的同源性高达95%, 其两侧序列是核定位

必需的。FoxA1-3叉头框结构以外区域的同源性较

低, 而叉头框结构区域N和C末端的保守性最高, 其
中FoxA3的同源性不如FoxA1和FoxA2。FoxA2叉头

框区域的N末端包含独特的AKT2/PKB磷酸化位点。

FoxA的DNA结合域在结构上与组蛋白H5相似(图1), 
其C末端与组蛋白H3和H4相互作用。这些特征使

FoxA与紧密的染色质结合成为可能, 并且即使在其

他染色质修饰酶缺乏的情况下也能够打开局部结合

区域的核小体。这样, FoxA便能增强染色质对其他

转录因子的招募, 正因为如此, FoxA被认为具有“先
锋因子(pioneer factor)”的作用[1-2]。

2   早期胚胎发育过程中FoxA家族的调控
随着小鼠胚胎发育, 第一个被激活的FoxA基

因是FoxA2, 在胚胎期6.5(E6.5)在节点(the node)和
原条前端(primitive streak)中检测到其RNA和蛋白

的表达[4-7]。哺乳动物胚胎的节点是原肠运动(gas-
trulation)形成的关键, 这时上胚层的一部分细胞沿

着原条向前迁移(anterior migration)形成定型内胚层

(definitive endoderm, DE)和中胚层前体(mesoderm 
progenitors), 而剩余未迁移的细胞形成外胚层(ecto-
derm)。FoxA2的表达在E7.5天的定型内胚层到成年

体内内胚层来源的肝、胰腺、肺、甲状腺和前列

腺中检测到[5,7-13]。FoxA2对于节点和脊索的发育是

必需的, FoxA2基因敲除小鼠在原肠运动时期产生

异常, 从而影响了内胚层的肝向发育[14]。特异性地

敲除原肠前端内胚层细胞中的FoxA2基因会使小鼠

胚胎不再形成肝芽, 并且相应位置的内胚层细胞失

去了早期肝脏标记基因——甲胎蛋白(α-fetoprotein, 
Afp)基因的表达。FoxA2基因被敲除的DE细胞在

体外培养时, 也不能像正常内胚层细胞那样接受

FGF(成纤维细胞生长因子, fibroblast growth factor)
信号的刺激, 来开启肝脏标记基因血清白蛋白(albu-
min, Alb)和转甲状腺素蛋白(transthyretin, Ttr)基因

的表达[15], 说明Fox2A转录因子赋予了内胚层细胞

响应胞外诱导信号的能力。

小鼠胚胎干细胞(embryonic stem cells, ESCs)
体外肝向分化模型能够更明确更直接地观察到

FoxA2在肝脏发育过程中所发挥的重要作用[16]。例

如, 我们观察了FoxA2的敲除(FoxA2-KD)对ESCs向
DE细胞分化的影响, FACS分析结果表明, FoxA2-
KD组分化细胞中DE细胞的百分比明显低于对照组

细胞中DE细胞的百分比。FoxA2的敲除可能干扰

了DE细胞的分化、生长或存活等过程中的某个环

节, 暗示FoxA2的正常表达对于DE细胞的发育是必

需的。在小鼠的DE细胞中特异性敲除FoxA2, 并不

会影响DE向肝脏的命运决定, 这有可能是FoxA家

族的其他成员补偿了FoxA2的作用[13]。这些现象也

可能是体内胚胎发育过程中多种复杂因素综合作

用的结果。因此, 我们以早期肝细胞标志基因Afp和
Ttr的表达水平来指示DE细胞进一步向早期肝细胞

分化的程度, 在两组细胞中平行比较这两个基因的

表达水平以推测这两组细胞向早期肝细胞分化的

程度。在DE向肝脏分化过程中, 对照组细胞的Afp

图中分别用蓝色和绿色标记α-螺旋和β-折叠的相似性。

Notice the similarity in the orientation of the helices and sheets, shown in blue and green, respectively.
图1  FoxA3和组蛋白H5的DNA结合域(根据参考文献[3]修改)

Fig.1  Structural similarity between FoxA3 and linker histone H5 (modified from reference [3])

Histone H5 FoxA3
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和Ttr的表达水平显著上调, 而FoxA2-KD组的细胞

中, 两者的上调都受到了极大地干扰。由此可以推

论, FoxA2的正常表达对于早期胚胎的肝向分化是

必需的。

FoxA1在早期胚胎中也广泛表达, 表达情况与

FoxA2相似。但E7.0天以前, 节点和原条后端检测

不到FoxA1。除少数情况以外, 在成体中FoxA1和
FoxA2的表达谱(expression profile)大量重叠, 暗
示两种转录因子的功能相似性和互补性[17-18]。在

内胚层中E8.5以前不表达FoxA3, 在原条和轴中

胚层(axial mesoderm)中检测不到其表达[5]。虽然

E10.5天的肝原基中开始检测到FoxA3, 肝脏发育

到成体过程中其RNA表达量比其他FoxA家族成员

RNA表达高出很多[5,19]。与FoxA2相反, FoxA1–/–和

FoxA3–/–敲除小鼠胚胎发育不受影响并能得到后

代[10-23], 说明FoxA蛋白家族有时空表达差别和功

能互补的特点。

3   FoxA转录因子的肝脏早期发育中的
“先锋因子”作用

转录因子GATA4属于GATA家族, 在DE细胞中

表达水平高。在小鼠、果蝇、线虫和斑马鱼中, DE
向各个器官的命运决定需要GATA和FoxA家族成员

的共同作用[24]。对小鼠胚胎中白蛋白基因表达的研

究表明, FoxA2联合GATA4启动肝脏特异基因Alb基
因的表达, 以一种“先锋因子”的方式共同决定DE细
胞的肝向分化命运[17], 并一直持续到成体肝细胞阶

段。然而, 早在DE细胞完成肝向分化的命运决定之

前, GATA4和FoxA2已经结合到了Alb基因的增强子

(enhancer)区(图2), 而此时的Alb基因还未开始被启

动转录表达[25-26]。根据上述GATA4和FoxA2在Alb基
因表达前结合其增强子的现象, Zaret等[27]提出了“先
锋因子”的假说, 认为FoxA2和GATA4作为“先锋因

子”, 以一种预先结合到靶基因的promoter/enhancer
区并改变其染色质结构的方式, 预先调控DE细胞中

肝脏分化相关基因所在染色体的三维结构, 从而促

进了后续阶段的转录活动。但是, FoxA2和GATA4
这种预先激活下游基因表达的“先锋”作用从来没有

在更广层面得到揭示。为了研究这个问题, 我们建

立了一个由胚胎干细胞(embryonic stem cell, ESC)
经DE阶段分化至早期肝细胞的高效模型。在全基

因组水平将转录因子定位于靶基因DNA是认识转

(A)

(B)

(C)

Albumin
enhancer

Albumin
enhancer

Albumin
promoter

Albumin
promoter

Albumin
promoter

Albumin
promoter

Ectoderm

Ectoderm
Albumin enhancer

Mesoderm
Gastrulation

~10 Kb

~10 KbLiver formation

A: 在原肠胚形成过程中缺乏激活Albumin的因子, 因此Albumin不表达; B: 内胚层细胞的Albumin上游被FoxA和Gata4结合; C: 在内胚层向肝脏

诱导的过程中, 其他转录因子陆续结合到Albumin上游, Albumin基因被激活。

A: at the time of gastrulation, because of absent of transcription factors, Albumin gene lacks the potential to be activated; B: in the endoderm, occupan-
cy of Foxa and Gata4 can be detected on the upstream of the Albumin; C: during hepatic induction of the endoderm, subsequent binding of additional 
factors, results in activation of the Albumin gene.

图2  FoxA蛋白的先锋作用(根据参考文献[28]修改)
Fig.2  FoxA as a Pioneer Factor(modified from reference [28])
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录调控网络的有效方法。染色质免疫共沉淀结合

测 序 (chromatin immunoprecipitation followed by 
sequencing, ChIP-Seq)是近年来兴起的、研究全基

因组水平上DNA和转录因子相互作用的一种新技

术[29-30]。我们运用ChIP-Seq技术, 在分化得到的DE
细胞中, 鉴定了FoxA2和GATA4在全基因组范围内

的结合位点及下游基因。我们在几个肝脏基因Afp、
Ttr和Timd2的调控区, 都鉴定到了FoxA2和GATA4
在DE阶段的共结合位点。此外, 结合cDNA芯片表

达谱研究和ChIP-Seq的数据, 我们的结果还提示, 在
DE的肝向分化过程中, FoxA2和GATA4可能在全基

因组水平上扮演这种“先锋”作用。我们的研究是第

一次关于肝向分化过程中转录因子FoxA2和GATA4
在全基因组范围内转录调控的探索, 并且为胚胎发

育中的肝脏发生和ESC肝向分化两方面的研究都提

供了非常有用的信息[31]。

4   FoxA在皮肤成纤维细胞向肝实质细胞

转分化中的作用
我们与惠利健课题组合作完成的一项关于

GATA4和FoxA3的研究表明[32], 在取自成年小鼠的

尾尖皮肤中分离的成体皮肤成纤维细胞中, 过量

共同表达FoxA3、GATA4和Hnf1α, 能使之细胞命

运从纤维细胞转化到诱导类肝实质细胞(induced 
hepatocyte-like cell, iHep), 转化获得的iHep细胞在各

种体内和体外的实验中被得以证明, 包括其在形态、

基因表达谱和代谢功能方面各种关键肝向指标。转

化获得的肝实质细胞进一步被证明了能使模型小鼠

的肝衰竭得以救治。这一发现进一步揭示了FoxA3
作为关键转录因子在全基因的转录调控网络中占

据了肝向命运决定的关键位点。FoxA3和GATA4、
Hnf1α协同作用的结果能使全基因的转录调控网络

从非肝细胞转向肝细胞的命运。由此, 认清FoxA转

录因子在基因组水平的全部下游基因将有助于揭示

细胞肝向分化和肝向维持的机理。紧接着, 2011年
7月, Sayaka等[33]通过筛选12种候选因子, 鉴定出两

种转录因子的三种特定的组合(Hnf4α加上FoxA1、
FoxA2或FoxA3)能在体外将胚胎成纤维细胞和成年

成纤维细胞转化为非常类似于肝细胞的细胞(iHep)。
这种诱导的肝细胞样细胞拥有多种肝细胞特异性的

特征, 经过移植后能够复原受损的肝组织。经这一

方式获得的iHep细胞能成为疾病模型、肝细胞移植

和组织工程中重要的非供体细胞来源, iHep的产生

也将为肝细胞分化的分子机制和潜在的肝脏疾病治

疗提供新的启示[34]。最近, Takayama等[35]也报道两

种转录因子FoxA2及Hnf1a联合促进了人胚胎干细

胞(hESCs)及人诱导多能干细胞(hiPSCs)有效分化为

肝细胞。通过FoxA2及Hnf1a的转导, 这些干细胞获

得了肝细胞相关基因的表达谱, 比如细胞色素P450
基因、结合酶基因、肝细胞转运体基因以及肝细胞

核受体基因。进一步研究发现这些功能特性与原代

人类肝细胞无异, 说明FoxA2在人类肝脏发育中起

关键作用。

5   展望
Fox基因可能起源于单细胞或简单的多细胞生

物, 其功能是维持基本的细胞代谢, 控制细胞周期和

生长调节等关键过程。生物进化的驱动导致这一家

族成员不断扩充, 并有了组织特异性表达模式, 如胚

胎发育过程中, 不同胚层或同一胚层的不同部位都

有特征性的Fox基因表达, 这些基因参与细胞类型的

决定和器官形成中扮演重要角色。肝脏是体内最大

的一个器官, 对于维持体内新陈代谢具有重要作用, 
具有内分泌和外分泌的功能。FoxA转录因子家族

成员在肝脏发育过程中起重要调节作用。肝脏特异

性基因表达过程中FoxA转录因子扮演“先锋因子”
的作用。最近, 体细胞转分化和人ES及iPS细胞诱导

分化研究也有力地证明FoxA成员在肝脏发育过程

中的不可替代的关键作用。随着挖掘FoxA家族在

肝脏发育中的功能及其调控机理的深入研究将会揭

示其更多的机理, 从而为体外诱导产生肝实质细胞

研究中提供理论指导。
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