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胚胎干细胞特异性分子标志
李颖苏中渊顾斌赵小立张铭*

(浙江大学生命科学学院细胞与遗传研究所，杭州 3 10058)

摘要 胚胎干细胞(embryonic stem cells, ES 细胞)特异性分子标志是指 ES 细胞胞内或胞膜

上特异表达的分子。 己报道的包括转录因子、信号通路受体、和附因子在内的 ES 细胞特异性标志

与 ES 细胞的自我更新和全能性具有密切关系。 ES 细胞特异性分子标志的研究，有助于 ES 细胞的

鉴定、分离纯化、质量控制，加快 ES 细胞的基础研究和临床应用 。 现对目前已经发现的 ES 细胞

特异性分子标志及其研究方法和常用 ES 细胞分子标志的功能进行综述。

关键词 胚胎干细胞;分子标志;自我更新

胚胎干细胞(embryonic stem cells, ES 细胞)是指

从胚胎内细胞团分离获得的，能在体外长期培养井保

持自我更新能力和分化为所有三个胚层细胞潜能的

正常二倍体细胞。 ES 细胞是细胞治疗和组织工程的

理想种子细胞来源，可应用于药物筛选，还是很好的

研究胚胎早期分化的模型系统。 Evans 等川首次从小

鼠胚胎建立 了多分化潜能的小鼠 ES 细胞系，

Thomson等(2J成功从人类囊胚建立了人ES细胞系，至

今 NIH注册的人 ES 细胞系己达到 82 株 。 随着 ES 建

系技术的成熟，己建立了多株不同种属来源的 ES 细

胞系，包括兔、猴、鱼等(3J 0 ES 细胞的高度自我

更新能力和分化全能性是它区别于其他细胞的重要特

征，它的特异性分子标志，对于 ES 细胞的鉴定、分

离以及自我更新和分化机制的研究，有着十分重要的

意义。 尤其是细胞表面分子标志，与细胞外信号系统

和细胞间通讯联系密切相关，受到广泛关注。随着基

因组学、蛋白质组学技术的发展，新的 ES 细胞标志

不断被发现， 对它们的生物学功能也有了更深入的认

识，这些都大大促进了干细胞生物学的研究。本文综

合报道了 ES 细胞特异性分子标志的研究进展。

1 ES细胞特异性分子标志的研究方法
1.1 基于单克隆抗体技术

传统的细胞表面分子的发现主要由细胞免疫的

方法实现。 通过筛选与目的细胞特异性结合的单克

隆抗体，鉴定抗原从而获得特异性的分子标志。目

前常用的 ES 细胞标志:阶段特异性胚胎抗原(SSEA-

1 、 SSEA-3 ， SSEA-4)，肿瘤识别抗原(TRA-I-60 、

TRA-I-81)和生殖细胞瘤标志 GCTM2 等都是通过这

种方法发现的 。

Solter等(4J用凹畸胎瘤细胞(embryonal carcinoma, 

EC)免疫小鼠获得一种单克隆抗体可特异结合 8 细胞

期小鼠胚胎，并将其抗原命名为 SSEA-l 。随后研究

发现， SSEA-l 也表达于小鼠 ES 细胞表面，并随着分

化而消失，此后 SSEA-l 作为一种小鼠 ES 细胞的特异

性标志而被广泛使用 (5J 0 Kannagi 等(6J用小鼠胚胎和

人 2102EpEC 细胞免疫小鼠发现了 SSEA-3 、 SSEA-4 。

使用人EC细胞作为免疫原还发现了 τRA-I-60、 τRA-

1-81 、 GCTM2 等人 ES 细胞特异分子标志[咽。然而，

这些标志都不是直接利用 ES 细胞作为免疫原发现的。

Son 等(9J利用人 ES 细胞免疫小鼠发现了细胞表 J 

面 HSPA8 蛋白，它随 ES 细胞分化表达下调并具有一

定的表达特异性，可作为一个新的 ES 细胞分子标

志。这说明使用 ES 细胞直接作为免疫原有可能发

现新的 ES 细胞标志物 。

ES 细胞免疫原性弱，而鼠源的 ES 细胞则更难激

发小鼠的免疫反应，因此，很难利用鼠源单抗来发现

小鼠ES细胞的特异性标志。 我们实验室与 Epitornics

公司合作，用小鼠 ES 细胞免疫兔，筛选 ES 细胞特异

的兔单克隆抗体。与鼠单抗相比，兔单抗具有更大

的优势:首先，兔对外源抗原反应更为敏感，可以对

小鼠无免疫原性的抗原产生抗体;其次，兔单克隆抗

体具有更高的亲和力;第三，对同一种抗原，兔单抗

会识别更多不同的表位;第四，兔的脾脏更大，可以

产生更多的脾细胞进行融合实验，有机会筛选到更多

的单克隆抗体(IOJ。目前我们己筛选到了 340 多株能
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分泌特异性结合 ES 细胞抗原的杂交瘤，有望在其中

发现针对新的 ES 细胞分子标志的抗体 。

1.2 基于转录组学技术

随着基因组学的发展，许多物种的基因组序列测

定己经完成。从 mRNA水平研究基因表达的转录组

学是功能基因组学研究的一个重点。基因表达系列

冉、 分析(serial analysis of gene expression, SAGE)、大规
模平行测序技术(massi vely parallel s ignature 

sequencing, MPSS)和微阵列分析(rnicroarray)技术使

大规模分析基因表达成为可能。这些技术在 ES 细

胞基因表达研究上的应用，成功筛选获得了大量 ES

细胞特异的分子标心 。

Kel1y等[ 11]首先应用cDNA微陈列分析技术，对小

鼠ES基因表达进行了研究。 通过对比分析未分化 ES

细胞和维甲酸(retinoic acid , RA)诱导分化 ES 细胞的

基因表达， 发现在 588 个调控基因中，包括 Oct4 等 18

个基因表达明显下调，它们包括:转录因子 、 生长因

子及其受体、细胞外基质蛋白质、细胞表面抗原及

胞内信号转导分子 。 Tanaka 等[1 2 ]对小鼠 ES 细胞、

胚外滋养细胞(extraembryonic-restricted trophoblast stem 

cell, TS cell)和终末分化的饲荠层细胞(mouse embry­

onic fibroblast, MEF)进行了基因表达谱比较，发现了

124 个 ES 特异表达的基因，如 Esg-1 等。 Sato 等[13]

对人 ES 细胞及其分化衍生物的基因表达进行了对比

分析，发现 918 个基因在未分化的人 ES 细胞中高表

达，同时它们还将人 ES 细胞和小鼠 ES 细胞特异表达

基因进行了对比， 发现了 227 个两者共同表达的基

因 。 2007 年国际干细胞研究所对来自 17 个实验室的

59 株人 ES 细胞系进行了系统的鉴定。 对这些细胞

的基因转录谱分析结果显示: 这些ES细胞系有相似的

基因表达， 但由于培养条件的不同或存在一定程度的

自发分化，它们的基因表达也有一定程度的不同 。 但

它们存在共同的分子标志可将其区别于分化细胞，特

别是 Nanog ， TDGF 、 Oct4 、 GABRB3 ， GDF3 和

DNMT弛，这6个基因在所有的人ES细胞中都有特异

表达，被认为是未分化 ES 细胞的核心标志 。 还有一

些基因 FGF4 、 GAL 、 LEFTB 、 IFITM1 ， NODAL、

TERT 、 UTF1 、 FOXD3 、 EBAF 、 LIN28 、 GRB7 、

PODXL 、 CD9 、 BRIX 也广泛表达于未分化 ES 细

胞，但在株系之间有所差异。这些基因也可作为 ES

细胞的特异性分子标志[14] 。

1.3 基于蛋白质组学技术

近年来由于蛋白质组学技术的发展， ES 细胞的

研究从转录水平提升到了蛋白质水平，质谱技术的不
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断完善使得大规模高通量分析 ES细胞表达蛋白质成

为可能 。

Elliott等[15]最早结合双向电泳和串联质谱技术对小

鼠 ES 细胞进行了蛋白质组的研究，发现 ES 细胞表达

241 种不同蛋白质。 Nagano 等[ 16]使用 2D LC-MS/MS 

质谱技术对小鼠ES细胞的蛋白质组分析， 发现了 1790

种蛋白质，其中包括 260种膜蛋白质及 ES 细胞特异相

关的 Oct4 、 Sox2 等转录因子。 此后， Van Hoof等[17]

对小鼠和人ES细胞特异表达蛋白质进行了比较，发现

191 种蛋白质仅表达于小鼠和人的 ES 细胞中而不表

达于它们的分化产物，其中除了己知常用的ES细胞标

志物如: Oct4 、 UTF1 、 RIF 等，还包括一些未知蛋

白质，而这些未知蛋白质很可能成为新的 ES细胞标志

物，包括: ECM29 、 MCM4 、 TOP2A 、 MSH6 等。

Nunomura 等[1 8]通过用生物素(biotin)标记 ES 细胞膜表

面蛋白质，结合质谱技术，发现 2∞ 多个膜蛋白质。该

方法使用的 sulfo-NHS-LC-biotin 的 sulfo 基团带负电，

因此不能透过细胞膜，只要细胞保持完整，它就能使

暴露在细胞膜外的膜蛋白的某些氨基生物素化， 最后

通过亲和素纯化膜蛋白质。 质谱结果证实分离的膜

蛋白 80% 都有生物素的结合，说明这种方法能有效地

鉴定 ES 细胞膜表面蛋白，有助于高效地筛选 ES 细胞

表面分子标志 。 通过这种方法发现了包括受体、辈占

附因子等多种膜表面分子: LIF 受体(LIFR) 、 BMP 受

体(Bmpr1a) 、 FGF 受体(Fgfr2) 、 CD9 、 NCAM1 等。

蛋白质水平上对 ES 细胞的分析在很大程度上确

证了转录水平上 ES 细胞基因表达的结果。 由于转录

组学是对蛋白质表达的预测，对转录后调控的行为无法

预测， 蛋白质组学在很大程度上弥补了这一不足，能对

ES 细胞蛋白表达进行直接检测。 目前 ES 细胞在蛋白

质水平上的研究显示了与基因表达谱较高的一致性。

以上这些方法各有优点: ( 1 )使用细胞免疫筛选单

克隆抗体鉴定分子标记的方法能获得稳定分泌抗体

的杂交瘤株，单克隆抗体特异性高，特别适合活细胞

分析，可广泛应用于细胞的鉴定和分离，以及特异性

抗原分子的分离和鉴定 。 (2)通过转录组学和蛋白质

组学技术筛选分子标志具有效率高、灵敏度好的优

点， 有利于大规模鉴定分子标志，但其结果还需进一

步的验证 。 蛋白质组的研究可以在蛋白质水平上进

一步证实转录水平的研究结果 。

2 ES细胞的分子标志
2.1 小鼠和人 ES 细胞分子标志

小鼠和人ES细胞有相似的特性:两者都呈集落状
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生长，在体外有无限的增殖能力和分化为三个胚层细

胞的全能性。 但它们也存在区别:两者细胞表面抗原

表达略有不同;在维持自我更新的机制上，小鼠 ES 细

胞主要依靠活化 LIF/STAT3 信号通路，人 ES 细胞则

主要依靠 bFGF 介导的信号通路维持自我更新[ 17 ， 1 9J 。

Ginis 等问对小鼠ES 细胞和人 ES 细胞进行了系

统的比较 。 小 鼠 ES 细胞表达 SSEA-l ，但不表达

SSEA-4 、 TRA-1-60 和 TRA-I-81 等人 ES 细胞标志，

人未分化 ES 细胞不表达 SSEA-l; SSEA-3 在两者中

都有表达，但人 ES 细胞的表达量远高于小鼠 ES 细

胞 。 两者都表达常用未分化 ES 细胞的标志 Oct4 、

Sox-2 、 REX-l 和 TERT 以及相关标志 UTF-l 、

TRFl 、 TRF2 、 连接蛋白 43 、 连接蛋白 45 、 FGFR-

4 、 ABCG- 2 和 Glut- lo

Van Hoof等[ I 7J对小鼠和人ES细胞的蛋白质组研

究显示: 639 个蛋白质特异表达于人 ES 细胞中， 宁43

个蛋白质特异表达于小鼠 ES 细胞中，其中 191 个蛋

白质在人和小鼠 ES 细胞中都有特异表达 。 除了常

用的 ES 细胞标志以外他们还通过 Western 印迹和

免疫荧光等验证了 ES 细胞表达 TOP2A、 MSH6 和

MTHFDl 等蛋白质，提示了它们成为新的 ES 细胞分

子标志的可能性。

-综述.

大规模的转录组和蛋白质组分析虽然获得了大

量 ES 特异性分子标志但随后的实验发现: ES 细胞

株之间存在差异，导致有些分子标志在细胞株之间的

特异性也不同，在相同分化条件下 : KIAA036 8 、

KPNA2和RANBP2在HES-2人ES细胞株中表达下降，

而在 HUES-l 细胞株中没有变化[I7J o 2007 年国际干

细胞研究所对59株人ES细胞的基因表达研究也证实

细胞株之间的基因表达存在差异[I4J 。 目前常用的人

和小鼠 ES 细胞分子特异性标志概括如下(表 1 ) 。

2.2 ES 细胞特异性分子标志的功能

ES 细胞的特异分子标志种类广泛，它们分布不

同:大部分分布于胞浆或核内，少数分布于细胞膜上;

从化学性质上可分为糖脂、多糖和蛋白质(表 1) 。

这些特异性分子，尤其是转录因子，对维持 ES 细胞

的自我更新和分化的全能性发挥重要的作用;细胞表

面的特异分子可以介导外源信号通路控制细胞核的

转录行为 。 但有些特异性标志的功能还不明确，尚

待进一步研究 。

目前对 Oct4 、 Nanog 、 Sox2 等与 ES 细胞多能

性相关的转录因子的研究较多。 Nanog 缺失的人 ES

细胞原始内胚层标志 Gata4 、 Gata6 和滋养层标志

Cdx2表达提高，说明 Nanog可能通过降低这些转录因

表 1 常用的人和小鼠胚胎干细胞标志

标志名称 性质 分布 小鼠 人 文献

SSEA-l 糖月旨 胞膜 + [3] 

SSEA-3 糖脂 胞膜 +/- + [5] 

SSEA-4 糖脂 胞膜 + [5] 

TRA-I-60 硫酸角质素 胞膜 + [7] 

TRA- I -8 1 硫酸角质索 胞膜 + [7] 

GCTM2 硫酸角质素 胞膜 + [6] 

CD9 都附因子 胞膜 + + [13] 

Thy-l (C D90) GPI 锚定糖蛋白 胞膜 + + [13] 

class1 HLA 人白细胞抗原 胞膜 + [13] 

Oct4 转录因子 胞核 + + [ 13] 

Nanog 转录因子 胞核 + + [13] 

Sox2 转录因子 胞核 + + [13] 

REX-l 转录因子 胞核 + +/- [16] 

TERT 端粒酶相关蛋白 胞核 + + [13] 

UTF- l 转录因子 胞核 + + [13] 

TDGF 细胞因子 胞膜 + + [ 13] 

FoxD3 转录因子 胞核 + +/- [13] 

TRF l 端粒酶相关蛋白 胞核 + + [18] 

TRF2 端粒酶相关蛋白 胞核 + + [18] 

FGF4 细胞因子 胞浆 + + [ 13] 

GDF3 细胞因子 胞膜 + + [ 13] 

DNMT3B 甲基转移酶 胞核 + + [ 13] 

LlFR LlF 受体 胞膜 + +/一 [18] 

ALP 碱性磷酸酶 胞膜 + + [13] 

+:表达 _ . 不表达; +/-:部分细胞株表达。
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李 颖等·胚胎干细胞特异性分子标志

子的表达抑制胚胎外分化来维持自身的多能性 [20，2 11 。

Oct4 是 POU 家族转录因子的成员， Sox2 是 HMG框

Sox 家族转录因子的成员，两者在 ES 细胞中高度表

达并对维持其自我更新有着重要作用。 Oct4 的表达

上调会促进中胚层和内胚层分化，而它的表达下调会

导致滋养层的分化。 Sox2 的缺失也会导致胚外内胚

层的分化。 Oct4 和 Sox2 往往联合作用调控 ES 细胞

的基因表达， Nanog 、 FGF4 、 UTF-l 等转录因子的

表达也受到它们的调控[22-24] 。

与端粒酶相关的蛋白质在 ES 细胞也有特异表

达:端粒酶是一种特殊的逆转录酶，能维持真核细胞

染色体的稳定、防止染色体末端的融合以及染色体

的降解 。 端粒酶在 ES 细胞中高表达，并随着分化活

性降低 。 这类分子标志主要包括 : TERT 、 TRFl 、

T盯2和 RIF等与端粒酶作用相关蛋白或端粒末端结

合蛋白 。 但是目前研究显示 TERT 并不是维持 ES 全

能性的必要条件， TERT突变ES细胞仍维持未分化的

基因表达特征I刀] 。

甲基转移酶DNMT3B特异表达于人ES细胞，能

调节胞口密睫的甲基化 。 之前的研究显示，甲基化对

于哺乳动物体细胞的正常生长是必需的，但未分化的

ES 细胞在低甲基化水平下仍能维持增殖。 Tsumura

等[26]建立了甲基转移酶完全缺陆小鼠 ES 细胞株， 发

现DNMT3B缺陷ES株在体外培养能保持未分化的状

~ 态，说明甲基转移酶对 ES 细胞自我更新的维持没有

重要作用 。

ES细胞表面分子标志主要介导外源信号调节细

胞行为 。 对 ES 细胞膜表面标志的研究表明: ES 细

胞膜表面蛋白质主要包括信号通路受体、转运蛋

白、黠附分子和一些蛋白水解酶类 [18 ] 0 LIF 受体复

合物 LIF/gp 130 可以激活 JAKlSTAT-3 信号通路， 从

而维持小鼠 ES 细胞的自我更新[27]0 CD9 是细胞勤

附相关分子，它表达于未分化小鼠 ES细胞和人 ES 细

胞上，并随细胞分化而表达下降，对维持 ES 细胞的

全能性也起着重要作用[叫。

除了蛋白质分子标志 ， ES 细胞还表达很多糖类

的分子标志， 但对这些标志的功能目前尚未研究清

楚。 Brimble 等[291使用鞠脂和糖鞠脂合成酶的抑制剂

阻断 SSEA-3 和 SSEA-4 在人 ES 细胞中的生物合成，

结果显示 SSEA-3和 SSEA-4 的表达阻断并没有对 ES

细胞的多能性产生影响，说明它们对维持 ES 细胞的

多能性没有重要作用，但提示了它们在细胞分化过程

中可能发挥作用 。 对小鼠胚胎和 F9 畸胎瘤细胞上的

研究显示 : SSEA- l 作为一个重要细胞敬附因子参与
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胚胎的植入和 F9 细胞的聚集， 但它参与 ES 自我更新

的研究尚未见报道[30] 。

3 应用及展望

3.1 ES 细胞分子标志研究的应用

ES 细胞分子标志可应用于 ES 细胞株的鉴定和

分离纯化。制备 ES 细胞特异分子的抗体，可广泛应

用于 ES 细胞的鉴定和分离; 特别是细胞表面分子的

抗体，可以通过流式细胞术、磁珠分离等技术分选

ES 细胞。 目前很多研究结果表明: ES 细胞是一个异

质性的群体，各亚群之间的分子标志有一定的差异，而

且这些细胞亚群具有不同的分化潜能[3 1 ， 32] 。 新的分

子标志的发现能帮助我们更精确地分选到均一的细

胞群体，对细胞质量控制有重大意义。目前常用的

ES 细胞分子标志大多为转录因子，细胞表面分子的

研究较少，这与膜蛋白提取相对困难有关，蛋白质组

技术能帮助大规模鉴定膜蛋白质，并提供可能的新的

ES 细胞分子标志 。

ES 细胞分子标志可用于跟踪 ES 细胞分化和胚

胎发育过程的基因表达变化情况，分离与自我更新和

多能性相关的基因，并揭示它们的分子机制 。 ES 细

胞的体外无限自我更新能力是它与其他细胞的一个

重要区别， ES 细胞分子标志有助于研究内源或外源

因子的胞内信号通路，并通过调控这些信号通路实现

ES 细胞的增殖或定向分化 。

ES细胞分子标志还可用于研究外源信号从胞外

进入胞内并调节 ES 细胞行为的机制。在 ES 细胞的

培养过程中，多种细胞因子可以通过与膜表面蛋白质

的配体 - 受体作用调控 ES 细胞的增殖或分化。 目前

研究发现: LIF 、 TGFß 、 BMP 、 FGF-PI3K 信号通

路对 ES 细胞的自我更新起到重要作用 [2飞 ES 细胞

表面分子标志， 尤其是细胞因子受体对细胞信号通路

的研究十分重要，新的受体分子的发现对于了解 ES

细胞的外源细胞因子的信号转导通路，实现细胞增殖

调控、 定 向诱导都具有重要意义 。

3.2 问题和展望

目前发现的ES细胞分子标志数量有限， 而且与其

他的成体干细胞或肿瘤细胞有共同的表达，因此更多更

特异的 ES 细胞分子标志仍有待发现。 ES 细胞特异性

分子，尤其是膜表面特异分子，具有丰度低、修饰复

杂和变化快的特点; ES 细胞培养系统复杂，不易大规

模培养，加之它的群体异质性更增加了特异性分子标志

的研究难度。当然，相应的生物学技术，如: 单细胞表

达谱、 荧光量子点、抗体组学等能在一定程度上解
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决特异性分子的异质表达和丰度低等问题，为人们进一

步研究 ES 细胞特异性分子标志提供了新的途径。

近年来， ES 细胞的各种分化诱导体系逐渐成熟，

包括成骨、神经、成脂、心肌、肝细胞等诱导系

统的建立，细胞治疗在一些动物模型上获得的成功，逐

渐打开了 ES 细胞通向临床应用的门户口3] 0 Takahashi 

等[34]通过转基因技术对小鼠成纤维细胞转入 Oct4 、

Sox2 、 c-Myc 、 Klf4 四个基因将其诱导成为类似于

ES细胞的多潜能干细胞(induced pluripotent stem cells, 

iPS 细胞)，这种诱导干细胞具有与 ES 细胞相似的形

态、增殖能力和体内形成畸胎瘤的能力 。 Yu 等[3 5]

对人成体细胞转入 Oct4 、 Sox2 、 Nanog 和 Lin28 基

因成功诱导了人 iPS 细胞，同时排除了原癌基因

c-Myc 的潜在风险。这些技术的建立使得"病人

特异性"的 ES 细胞建系成为可能，并能很好地解决

ES 细胞的来源不足和伦理问题， 并且降低了免疫移

植排斥的风险。 总之， ES 细胞的体外无限扩增能力

和分化全能性，使它具有良好的临床应用前景，对其

特异性分子标志的研究将在加快ES细胞的临床应用

中起关键作用 。
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Identification of Embryonic Stem Cell Specific Molecular Markers 

Ying Li, Zhong-Yuan Su, Bin Gu , Xiao-Li Zhao, Ming Zhang* 

(Institute of Cell and Genetics Biology, College of Life Sciences, Zhejiang University, Hangzhou 310058, China) 

Abstr act Embryonic stem (ES) cell markers are molecules specifically expressed in ES cells. ES cell 

markers reported previously including transcription factors , receptors , adhesion molecules and so on, are involved 

in the mechanism of self-renew and differentiation initiation of ES cells. Approaches such as monoclonal antibody 

technique , transcriptomics technique and proteomics technique have been used to screen for ES cell markers. ES 

cell markers play a key role in characterization and isolation of ES cells and elucidation for the mechanism of self­

renewal in ES cells, which can finally accelerate the clinical application of ES cells. In this review , we discussed the 

technology of identification of ES cell markers and the possible function of reported markers to date. 
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