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鸡卵提取物促进293T细胞升高表达多能基因

OCT4和NANOG
阮光萍  王金祥  姚  翔  庞荣清  蔡学敏  何  洁  赵  晶  潘兴华*

(解放军昆明总医院干细胞工程实验室, 昆明 650032)

摘要      作者找到一种卵细胞提取物有促进293T细胞表达多能基因的作用, 这将在细胞生物

学有广泛的应用前景。提取鸡卵清、卵黄和全卵提取物, 用于293T细胞的渗透诱导。在诱导后不

同时间提取细胞的RNA, 检测多能基因OCT4和NANOG的变化。在诱导后10 d提取细胞的DNA, 检
测OCT4和NANOG基因甲基化位点的变化。卵清、卵黄和全卵提取物具有促进293T细胞生长的

作用, 三种提取物渗透诱导后的293T细胞OCT4和NANOG基因表达有不同程度的升高。OCT4和
NANOG基因发生去甲基化, 基因开放表达。鸡卵提取物具有促进293T细胞表达OCT4和NANOG基

因的作用, 有望成为诱导细胞向多能细胞转化的制剂。
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Chicken Egg Extracts Promote Increased Expression of Pluripotent Gene 
OCT4 and NANOG in 293T Cells

Ruan Guangping, Wang Jinxiang, Yao Xiang, Pang Rongqing, Cai Xuemin, He Jie, Zhao Jing, Pan Xinghua*
(Stem Cell Engineering Laboratory, Kunming General Hospital of PLA, Kunming 650032, China)

Abstract       We find an egg extract that has the role of promoting 293T cells to express pluripotent genes, and it will 
have broad application prospects in cell biology. Egg-white, egg-yolk and whole-egg extracts were used for the penetration 
induction of the 293T cells. At different times after induction, OCT4 and NANOG pluripotent gene changes were detected 
in cell RNA. Ten days after induction, methylation sites changes of OCT4 and NANOG gene were detected in cell DNA. 
The egg-white, egg-yolk and whole-egg extracts had the role of promoting the growth of 293T cells. After the three extracts 
permeated the 293T cells, OCT4 and NANOG gene expressions increased to varying degrees. OCT4 and NANOG genes ap-
peared demethylation, and gene expression opened. Chicken egg extracts have the roles to increase OCT4 and NANOG gene 
expression in 293T cells and may be agents to induce somatic cells into pluripotent cells.
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干细胞是一种未充分分化、尚不成熟的细胞, 
具有再生各种组织器官和人体的潜在功能, 医学界

称之为“万用细胞”。人体干细胞分两种类型, 一种

是全功能干细胞, 可直接克隆人体; 另一种是多功
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能干细胞, 可直接复制各种脏器和修复组织。但干

细胞来源有限, 将成熟的体细胞重编程为干细胞提

供了新的来源, 是目前一个重要的研究热点。许多

研究表明, 哺乳动物卵细胞提取物[1]、非洲爪蟾卵

细胞提取物[2-4]、黑腹果蝇卵细胞提取物[5-6]和其他

非哺乳动物卵细胞提取物[7-8]能部分诱导体细胞的

核重编程, 因此, 我们推测鸡卵提取物可能也有部

分重编程作用。由于鸡卵体积较大容易获取, 我们

观察了鸡卵清、卵黄和全卵提取物对293T细胞的

作用。OCT4基因是POU转录因子家族中的一员, 
对维持胚胎干细胞的多潜能性和自我更新具有极

其重要的作用。NANOG基因是维持干细胞自我增

殖和亚全能性的关键基因。因此, 在293T细胞用

鸡卵提取液渗透后不同天数, 我们用定量PCR检测

了多能基因OCT4和NANOG表达的变化。

1   材料与方法
1.1   提取液的制备 

取一个鸡蛋, 无菌分离卵清和卵黄。卵清按

1:1加裂解液, 卵黄按1:3加裂解液, 充分搅匀, 存放

于4 °C。第3 d离心, 取上清, 4 °C保存。裂解液配

方 : 50 mmol/L NaCl, 5 mmol/L MgCl2, 100 mmol/L 
HEPES(pH8.2), 1 mmol/L二硫苏糖醇(DTT), 0.1 mmol/L
苯甲基磺酰氟(PMSF)和2 µg/mL抑肽酶(aprotinin)。
由此得到的提取液为卵清提取液和卵黄提取液。再

取一个鸡蛋, 按1:2加裂解液混合, 充分搅匀, 存放于

4 °C。第3 d离心, 取上清, 4 °C保存, 即为全卵提取

液。各种提取液留取50 µL用Bradford方法测蛋白浓

度。标记蛋白浓度和制备时间, 分装保存于–20 °C。
使用前, 提取物的蛋白浓度用HBSS调到10 mg/mL。
1.2   293T细胞渗透 

步骤按文献[9-10]进行了一些修改。简单地说, 
5×105 293T细胞用500 µL HBSS洗涤并再悬于475 µL

冰冷的HBSS中, 装有实验细胞的离心管在37 °C放置

2 min, 加入25 µL链球菌溶血素O(SLO), 使SLO终浓

度为500 ng/mL, 37 °C放置20 min, 中间敲打混合细胞

一次。注意最佳的SLO浓度和孵育时间需要根据每

批SLO进行调整。样品用1 mL预冷的HBSS稀释, 细
胞在 4°C离心120×g 5 min。渗透的细胞一管加HBSS 
500 µL做阴性对照, 一管加卵清提取液500 µL, 一管加

卵黄提取液500 µL, 一管加全卵提取液500 µL。提取

物中预先加入ATP再生系统和20 µL 25 mmol/L NTP
混合物, 37 °C放置20 min, 中间敲打混合细胞一次。

每管加1 mL预热(37 °C)的完全培养基(含2 mmol/L
氯化钙), 转入6孔板的4个孔, 每孔1 500 µL。培养

2~4 h后, 移去上清300 µL, 用完全培养基500 µL代
替。根据细胞生长情况进行常规换液。

1.3   定量PCR检测多能基因OCT4和NANOG 
定量PCR检测多能基因和内参基因的引物序列

和产物大小见表1。293T细胞用提取物渗透后不同

时间, 取一定量细胞用百泰克的试剂盒提取RNA, 再
反转录为cDNA, 然后进行定量PCR。
1.4   OCT4和NANOG基因BSP实验

293T细胞用提取物渗透后10 d, 提取细胞DNA, 
交上海奇悟生物技术公司检测OCT4和NANOG基

因的甲基化状态的变化。具体步骤如下: 提取的细

胞DNA经Nanodrop1000检测, 浓度及纯度达到亚

硫酸氢盐修饰的要求, 调整每个待转化样品量达

200~500 ng, 作为转化模板。模板处理(采用Zymo 
Research公司的亚硫酸氢盐修饰Kit), 具体步骤按Kit
说明书。修饰后DNA作为模板, 进行PCR扩增。产

物克隆及测序, 测序结果进行分析并以黑白圆圈图

表示, 黑色圆圈表示CpG位点甲基化, 白色圆圈表示

CpG位点去甲基化。所有位点的甲基化状态以百分

比表示。

表1  多能基因和内参基因的引物序列和产物大小

Table 1  Primer sequence and product size of pluripotent gene and internal control gene
基因

Genes
引物序列(5′→3′)
Primer sequence (5′→3′)

产物大小(bp)
Product size (bp)

OCT4 F: AAG CGA TCA AGC AGC GAC TAT
R: GGA AAG GGA CCG AGG AGT ACA

163

NANOG F: CAA AGG CAA ACA ACC CAC TT
R: TCT GCT GGA GGC TGA GGT AT

158

GAPDH F: TCG GAG TCA ACG GAT TTG GT
R: TTG CCA TGG GTG GAA TCA TA

148
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2   结果 
2.1   三种鸡卵提取物促细胞存活及生长的作用各

不同 
鸡卵清提取液有促293T细胞存活及生长的作

用, 全卵提取物作用次之, 卵黄提取物促生长作用较

小, 但仍优于对照(HBSS)(图1)。当我们延长SLO打

孔时间, 并且不用氯化钙封合细胞上的孔, 第2 d发
现卵清提取液渗透的细胞全部贴壁存活, 全卵提取

液渗透的细胞部分存活, 卵黄提取液渗透的细胞少

数存活, 而对照(HBSS)渗透的细胞全死。卵清提取

液较好的促细胞生长的作用值得深入研究。

2.2   鸡卵提取液渗透293T细胞后6 d多能基因表

达的变化

荧光定量PCR检测鸡卵提取液渗透293T细胞

后6 d, 多能基因OCT4和NANOG表达明显升高(图
2)。6 d时卵清提取物渗透的293T细胞NANOG基因

表达增加到4.75, 对照为0。
2.3   鸡卵提取液渗透293T细胞后13 d多能基因表

达的变化

荧光定量PCR检测鸡卵提取液渗透293T细胞

后13 d,多能基因OCT4和NANOG表达仍然比对照

(HBSS)高(图3)。13 d时卵清提取物渗透的293T细
胞NANOG基因表达增加到5.95, 对照为0。
2.4   鸡卵提取液渗透293T细胞后18 d多能基因表

达的变化 
渗透293T细胞后18 d多能基因OCT4和NANOG

表达比之前有所降低, 说明培养18 d后细胞表达多

能基因开始下降(图4)。18 d时卵清提取物渗透的

A: HBSS渗透的293T细胞; B: 卵清提取液渗透的293T细胞; C: 卵黄提取液渗透的293T细胞; D: 全卵提取液渗透的293T细胞。

A: HBSS penetration of 293T cells; B: egg-white extracts penetration of 293T cells; C: egg-yolk extracts penetration of 293T cells; D: whole-egg ex-
tracts penetration of 293T cells.

图1  鸡卵提取物促细胞存活及生长的作用

Fig.1   Chicken-egg extracts promoting cell survival and growth

A B

C D

图2  鸡卵提取液渗透293T细胞后6 d多能基因表达的变化

(n=3)
Fig.2  Expression changes of pluripotent gene 6 day after 

chicken egg extracts penetrating 293T cells (n=3)
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图3  鸡卵提取液渗透293T细胞后13 d多能基因

表达的变化(n=3)
Fig.3  Expression changes of pluripotent gene 13 d after 

chicken egg extracts penetrating 293T cells (n=3)
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图4  鸡卵提取液渗透293T细胞后18 d多能基因

表达的变化(n=3)
Fig.4  Expression changes of pluripotent gene 18 d after 

chicken egg extracts penetrating 293T cells (n=3)
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A: OCT4用HBSS处理; B: OCT4用卵清处理; C: OCT4用卵黄处理; D: OCT4用全卵处理; E: NANOG用HBSS处理; F: NANOG用卵清处理; G: 
NANOG用卵黄处理; H: NANOG用全卵处理。

A: OCT4 treated with HBSS; B: OCT4 treated with egg-white extracts; C: OCT4 treated with egg-yolk extracts; D: OCT4 treated with whole-egg ex-
tracts; E: NANOG treated with HBSS; F: NANOG treated with egg-white extracts; G: NANOG treated with egg-yolk extracts; H: NANOG treated with 
whole-egg extracts.

图5  OCT4和NANOG基因BSP实验结果

Fig.5  BSP results of OCT4 and NANOG genes
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293T细胞NANOG基因表达增加到4.04, 对照为0。
2.5   OCT4和NANOG基因BSP实验结果

293T细胞用HBSS、卵清、卵黄、全卵提取物

渗透培养10 d后, OCT4的甲基化位点的百分比分别

为97%、63%、88%和88%。NANOG的甲基化位点

的百分比分别为88%、72%、76%和76%。从甲基

化位点的百分比可以看出, 卵清、卵黄、全卵提取

物渗透培养10 d后, OCT4和NANOG的甲基化位点的

百分比都减少了, 说明卵清、卵黄、全卵提取物渗

透培养10 d后, OCT4和NANOG基因发生了去甲基

化, 多能基因OCT4和NANOG开放表达(图5)。

3   讨论
如果发现一种卵细胞提取物能维持和增强细胞

的存活，将广泛地应用于细胞生物学研究。我们的

研究表明, 卵清提取物促进293T细胞存活和增殖的

能力最强, 其次为全卵提取物, 而卵黄提取物低于卵

清和全卵, 但比平衡盐(HBSS)强。

许多研究报道, 动物的卵细胞提取物能诱导体

细胞重编程[1,11]。一个鸡蛋中的卵黄就是一个卵细胞, 
其中卵黄物质就是细胞质的主要成分, 它是胚胎发

育时的营养物质。卵黄膜是细胞膜, 卵清、卵带和

蛋壳则是由输卵管分泌物形成的, 有营养和保护作

用。因此, 我们制备鸡卵清、卵黄、全卵提取液来

渗透293T细胞, 观察对细胞存活和分化的作用。结

果表明, 鸡卵提取物含有促进293T细胞存活和增殖

的物质, 我们假设这些物质是鸡卵中的蛋白或小分

子物质。我们发现, 鸡卵清对促进细胞存活起重要

作用。鸡卵清含胚胎发育必需的营养, 可能也含关

键成分维持胚胎多能性, 我们假设维持胚胎多能性

的关键成分是鸡卵中的蛋白或小分子物质。目前, 
还不知道卵细胞提取物促进重编程过程的分子机

制。到目前为止, 使用鸡卵清、卵黄、全卵提取物

渗透293T细胞后, 定量PCR检测多能因子表达的变

化还没有报道[1,9-10,12]。我们的研究将对卵细胞提取

物重编程体细胞提出新的研究方法和手段, 有望找

到新的有效成分来重编程体细胞。
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