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胸腺肤-ß4 在小鼠胚胎成纤维细胞中的定位规律
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(东北农业大学动物细胞与发育生物学教研室，哈尔滨 150030 ) 

摘要 胸腺肤-ß4 (thymosin-ß4, Tb4)是一种重要的 G-actin 活性遮蔽因子，其能够在细胞微

丝活动中对 G-actin 的活性进行调节。虽然许多研究报道了Tb4具有广泛的生理功能与作用，但其

在细胞中的定位规律迄今还没有达成共识。因此本研究选用小鼠胚胎成纤维细胞(mouse embryonic 

fibroblasts , MEFs)作为实验模型，以免疫荧光组织化学技术为主要实验方法，以激光共聚焦扫描显

微镜为主要观测工具，研究了Tb4在 MEFs 中的定位规律。结果显示Tb4在 MEFs 贴壁、生长、增

殖过程和特定细胞周期中有着显著的核、质定位变化规律，细胞形态变化和细胞所处周期两大因

素能够决定 Tb4在 MEFs 中的定位类型。
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胸腺肤最初是从动物胸腺组分中分离获得的一

类生物活性物质，其在机体免疫和神经内分泌等方面

有着重要的调节功能。 1972 年， Goldstein 等口.2]从小

牛胸腺组分V中分离提纯了一种分子量为 5 kDa、由

43 个氨基酸残基组成、亲水性较强的胸腺肤家族新

成员一一胸腺肤-ß4 (thymosin-ß4, Tb4)o Tb4具有

广泛的生物学功能，其与免疫调节[3]、神经发育[4] 、

伤口愈合[5] 、血管发生[6]、细胞凋亡[7] 以及肿瘤发

生与迁移[町等生理和病理活动均有关系。

Tb4的主要生理功能是能够遮蔽单体肌动蛋白

(G-actin)的 ATP 结合位点，并与 G-actin 以 1 : 1 的比

例结合，从而抑制其聚合成微丝[9]。细胞中接近一半

的 G-actin 是通过结合各种遮蔽因子来实现其活性的

抑制与后备分子的储备，而Tb4正是此类遮蔽功能最

主要的执行者[叫。此外近年来的报道证实 Tb4还

具有配体功能，能够参与内分泌和细胞核内信号的转
导过程[11.12] 。

迄今针对 Tb4的研究已经取得了许多重大的突

破，其多样性的生物学功能也被逐一揭示。但是在

以往的报道中，在Tb4 的细胞内定位问题上仍存在较

大分歧，因此本实验以小鼠胚胎成纤维细胞(mouse

emb可onic fibroblasts , MEFs)为实验模型，探索Tb4在

细胞内的定位规律。

1 材料与方法

1.1 主要试剂及仪器

本实验使用的主要试剂:山羊抗胸腺肤"归单克

隆抗体及配套二抗(Santa Cruz)、罗丹明标记的鬼笔

环肤(rhodanmine-phalloidin) (Cytoskeleton) 、

Hoechst33258 (Sigma)、胸腺嘈睫核昔(TdR， Sigma) 、

DMEM 细胞培养基(Gibco)。本实验使用的主要仪

器: CO2 培养箱(Forma)、实体解剖镜与激光共聚焦

显微镜(Leica) 。

1.2 MEFs 的建立

实验动物为8-10周龄雌性和适龄雄性昆明小鼠，

由东北农业大学组织胚胎研究室提供。通过注射孕

马血清(PMSG)和人绒毛膜促性腺激素。lCG)进行同期

发情和超排处理，后将娃振 13.5 天的孕鼠脱臼处死，

无菌取出子宫，获得胎鼠，去除胎鼠的头、尾、四肢

和内脏后，将组织充分剪碎，用 0.25% 膜蛋白酶在室

温反复消化，获得的细胞调整密度后进行原代培养。

接种密度为知105 个 Iml， 使用添加 10% 新生牛血清

的 DMEM培养基，置于 37 'C 、 5% CO2 的培养箱中
培养。每 72h 进行 1 : 3 比例传代，并经常观察细

胞生长状况。第 5-8 代的细胞用于实验研究，并做

好足量的冻存储备。

1.3 MEFs 的 S 期阻断处理

S期的阻断采用 TdR一次性阻断法，待细胞汇集

率达到 70%-80% 时，更换细胞培养基，其中含有 2

mmolιT抠，继续培养 12h后，大部分细胞能够被阻

滞在前 S 期。

1.4 三通道兔疫荧光组织化学技术流程

(1)正常或抑制培养的 MEFs 经膜蛋白酶消化后，
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*通讯作者。 Tel: 0451-55190864, E-mail: yanyunqin@sohu.com 

 
 

细
胞

生
物

学
杂

志
   细

胞
生

物
学

杂
志

   细
胞

生
物

学
杂

志
   细

胞
生

物
学

杂
志

   细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

 
    

  细
胞

生
物

学
杂

志
   细

胞
生

物
学

杂
志

   细
胞

生
物

学
杂

志
   细

胞
生

物
学

杂
志

   细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

   细
胞

生
物

学
杂

志
   细

胞
生

物
学

杂
志

   细
胞

生
物

学
杂

志
   细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
    

  细
胞

生
物

学
杂

志
   细

胞
生

物
学

杂
志

   细
胞

生
物

学
杂

志
   细

胞
生

物
学

杂
志

   细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

 
 

细
胞

生
物

学
杂

志
   细

胞
生

物
学

杂
志

   细
胞

生
物

学
杂

志
   细

胞
生

物
学

杂
志

   细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

 
    

  细
胞

生
物

学
杂

志
   细

胞
生

物
学

杂
志

   细
胞

生
物

学
杂

志
   细

胞
生

物
学

杂
志

   细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

 
 

细
胞

生
物

学
杂

志
   细

胞
生

物
学

杂
志

   细
胞

生
物

学
杂

志
   细

胞
生

物
学

杂
志

   细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

 
    

  细
胞

生
物

学
杂

志
   细

胞
生

物
学

杂
志

   细
胞

生
物

学
杂

志
   细

胞
生

物
学

杂
志

   细
胞

生
物

学
杂

志



张 岩等:胸腺肤-ß4 在小鼠胚胎成纤维细胞中的定位规律

传代至事先放入盖玻片的 3.5cm 细胞培养皿中培养;

(2)待细胞培养达到本实验所规定的时间后及时取出，

并用含 4% 多聚甲醒的 PBS 进行室温固定处理 30

min; (3)经含 0.1% Tween 20 的 PBS 简单清洗后，加

入含 0.5% Triton X-loo 的 PBS 中作室温透膜处理 30

min; (4)移入含 10% 正常马血清的 PBS 中 37.C封闭

非特异抗原位点 1 h; (5)封闭后的样本首先与含山羊

抗 Tb4 抗体(1 : 100, V/V)的封闭液 4 .C共同温育

10-12 h; (6)加入 FITC 标记抗山羊二抗(1 : 100, v/ 

v) 温育液室温下温育 1 h; (7)以上 3 次处理的问隔用

含 0.1% Tween 20 的 PBS 清洗 3 次，每次 5 min; 但)

样本与含罗丹明标记的鬼笔环肤(100 nmol/L)的 PBS

室温下共同温育 30 min; (9)使用 PBS 清洗2 次，每次

5 min，铀押生理盐水清洗一次， 5 min; (10)与含

Hoechst33258 (10μg/m1)的铀饵生理盐水溶液室温下

共同温育 15 min; (1 1)铀饵生理盐水清洗一次， 5min，

PBS 清洗 2 次，每次 5 min; (1 2)使用抗荧光悴灭剂对

样本进行封片，激光共聚焦扫描显微镜下观察，照相

记录图像数据。

1.5 统计方法

本实验各有效处理重复3次，且各重复来源于不

同批次培养的细胞。在共聚焦观察过程中，每张制

片依照Z字型顺序随机选取 10个以上的位点进行观

察记录。然后使用 Image-pro-plus 5.0 软件对图像进

行荧光密度扫描，获得细胞核、质中荧光表达量的

平均积分光密度值(AIOD) 。根据细胞核、质中

AIOD 比值差异，将细胞划分为Tb4在细胞核中高表

达类型(AIODN/AIODp>0.5)和细胞核中弱表达类型

(AIODN/ AIODp<O.匀，分别简记为 NH和 NL定位型细

胞。计算各处理中 NL 定位型细胞所占比值，使用

SPSS 16.0 进行单因素方差分析，获得统计结论，差

异显著标准为 P<0.05 。

2 结果

2.1 Tb4 在 MEFs 游离期和贴壁期的定位特点

经过膜蛋白酶消化传代的 MEFs 具有很强的贴

壁能力，传代 30 min 后细胞的汇集率即可达到 20%

左右，细胞多呈扁圆盘状 NL 定位型细胞占总细胞

数量的 80% 左右(图 lA)。随后，直到完成贴壁过程

大约经过4h， NL型细胞所占的比例逐渐下降(图1B

图 lD)。体外培养 6-8 h 的 MEFs 中， Tb4 的定位表

达重新发生变化，在细胞核中的表达量逐渐降低， NL

型细胞的比例再度增加， 8h 左右达到峰值(图 1日。
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而后经过增殖，细胞数量不断增加，从传代后 12-48

h, Tb4的表达逐渐趋向于核、质均一化， NL 型细胞

的比例逐渐降低(图 lG-图 1日。

2.2 Tb4 在 MEFs 增殖期和 S 期阻断后的定位特

点

依据前期实验获得的结果， 4 h 之前对应 MEFs

的贴壁期，这一阶段， NL 定位型细胞比例逐渐降至

较低水平。本实验观察到该细胞系培养至 8h 时， NL

型细胞比例又恢复到较高水平。我们推测此现象出

现在 S 期细胞当中，因此进行了 MEFs 的细胞周期阻

断实验。具体方法为，将正常培养 6 h 左右的细胞

更换含有 2 mmol/L TdR 的培养液继续培养 12 h，以

达到阻断细胞于 S 期的目的。在细胞 S 期阻断后，

MEFs 极高比例地呈现NL 型表达(图1J)。

经过统计分析， NL 型细胞所占比例伴随 MEFs

贴壁、生长、增殖过程和 S 期细胞周期阻断的变化

趋势图参见图 2 。

2.3 Tb4 定位类型与 MEFs 生长密度的关系

在同一体系下培养的 MEFs 能够出现不同密度

的生长集落。 Tb4 在不同密度集落中的主要定位类

型有所差异，高密度区域细胞多呈现NH 型表达，而

低密度区域以 NL 定位型细胞为主(图 lK) 。

3 讨论

Tb4 是一种重要的 G-actin 活性遮蔽因子，能够

在细胞微丝活动中对 G-actin 的活性进行调节。细胞

微环境中非遮蔽状态 G-actin 的浓度水平能够直接影

响微丝活动效果，使之倾向于聚合或是解聚。当遮

蔽因子与 G-actin 结合后，使后者失去了重新聚合成

微丝的能力，从而提高了原有微丝的解聚效率;反之

去除遮蔽因子后则有利于胞质微丝的聚合。

Bednarek 等[12]研究表明Tb4分子具有广泛的定

位特征，将Tb4 酶解后， C 端片段只能定位于细胞质，

中段能够与 G-actin 结合而N端片段能够定位于细

胞核当中，因此该分子具有在核、质中定位的结构条

件。 Yu 等[13]证实Tb4 在巨噬细胞当中主要集中分布

于胞质中央，但并非定位于细胞核内。 McCormack

等问发现在 IEC-6 细胞系中， Tb4只分布于细胞质当

中，当对细胞核膜进行通透处理之后，核中才出现该

分子的分布。而 Watts 等[15]揭示该分子在非洲爪蠕

卵母细胞的核、质中均有分布，且表达量较为均

一。 Huff等[16]证实了在 MCF-7 、 Vero 、 HeLa 等细

胞系中， Tb4 均有核、质双重定位表达的特征。上
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Fig.l Immuno- f1 uorescence confocal results of thymosin-~4 peptide expression in different IVC stages, TdR treated and 

different MEFs growth density test groups (scale bar: 50μm) 

Nurnbers note different fluorescence channe l. 1: express ion of Tb4 , with FITC-antibody tagged ; 2: expression of rnicrofil aments, with 

rhodamine-phalloidin tagged; 3: merged figure , with DNA stained by hoechst332S8. Letters note the results in different IVC stages , TdR treated 

and different MEFs cell density t巳s t groups. A: IVC 30 min; B: IVC 1 h; C: IVC 2 h; D: IVC 4 h ; E: IVC 6 h; F: IVC 8 h; G: IVC 12 h; H: IVC 

24 h; 1: IVC 48 h; J : TdR treated group; K: Tb4 expression in different ce ll density by IVC 4 h 

Fig.2 Ration of Tb4 expres咀ion as NL type during d ifferent 

IVC stages and TdR treated groups 

A: IVC 30 rnin; B: IVC I h; C: IVC 2 h; D: IVC 4 h; E: IVC 6 h; F: IVC 

8 h; G: IVC 12 h; H : IVC 24 h; 1: IVC 48 h; J: TdR treated group 
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述差异性的定位结果可能是由不同实验材料自身特

性所决定的。

本实验以增殖周期较短的 MEFs 作为实验模型，

发现四4 的定位行为完全符合作为 G-actin遮蔽因子

的要求。在 MEFs 消化离壁前，参与细胞形态维持、

贴壁和细胞间薪附的微丝处于相对稳定的动态平衡

状态，此时胞质对遮蔽因子需求量较低，细胞多表现

为 NH 定位类型。 MEFs 经消化离壁后，胞质中原有

的微丝急剧解聚。期间有大量Tb4分子参与遮蔽 G

actin 的活性，使活性状态的 G-actin浓度降低，以促进

微丝的解聚。细胞核中原有的 Tb4 分子向胞质方向

转运，因而绝大部分细胞呈现出 NL 定位类型。伴随

MEFs贴壁过程的进行，细胞中 G-actin逐渐聚合成微

丝。高浓度的非遮蔽 G-actin 能够促进微丝的聚合，

因此胞质对遮蔽因子的需求量降低， Tb4 重新向核内

转运，随之NH定位类型细胞比例不断增加。所以在

MEFs 中伴随胞质中微丝的聚合， Tb4 趋向于核内转

运;伴随胞质中微丝的解聚， Tb4趋向于胞质方向转

运;而在微丝活动稳定后， Tb4 在细胞核、质中也呈

现稳定的分布。

Tb4 的核内转运现象不仅仅具有调节胞质中遮

蔽因子浓度和核内储备的作用。据文献报道，肌动

蛋白在核内是以非常规的聚合形式存在的，其与细胞

核结构的构成以及核功能的执行密切相关[1118]，再者

四4可与其它因子共同作用于 DNA 的转录和复制过

程口9，20]。因此众多细胞核相关活动均需要 Tb4 的参

与，而 Tb4 在细胞核、质间的双向转运过程正是调

节细胞核结构、形态和相关功能执行的重要途径。

在 MEFs 贴壁完成到进入 S 期的过程中， Tb4重

新向胞质转运。 Tb4 可能在这一期间逐渐完成了对

细胞核结构和功能的调整，低水平的遮蔽因子往往意

味着细胞核内的肌动蛋白处于聚合状态。在前 S 期，

MEFs 中 NL型细胞比例达到最高水平，这一现象揭示

Tb4 对 DNA 复制起始后的过程是非必需的。 MEFs

在 S 期后表现为 NH 定位型比例逐渐升高，而当细胞

增殖达到最大汇集率时，由于受到接触抑制限制，多

数细胞均停留在 G1 期。此时细胞内微丝活动处于相
对稳定的状态， Tb4 在细胞核、质中均有分布，且表

达量无显著差异。

本实验同时发现Tb4在不同密度集落中的定位

类型存在差异。通过实验证实，在 MEFs 增殖过程

中，细胞定位类型与细胞周期相关，高密度区域细胞

多数己完成分裂而停留在 G1 期，而低密度区域细胞
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还没有完成分裂，多处于 S 期和 G2 期，因而导致 Tb4

定位类型产生差异。 2004 年， Huff等[16]首先在研究

人乳腺癌 MCF-7 细胞系的实验中发现而4 在同一细

胞系中的定位类型具有可变性其中低密度生长细胞

多呈 NH 型分布，而高密度生长细胞多呈 NL 型分

布。 Huff等的结论似乎与本实验相悖，但通过分析

发现，其报导中定义的"低密度"细胞其实己经汇

集完全，呈单层生长状态;而其定义的"高密度"

细胞是发生重叠'性生长的高度增殖细胞集落，这与笔

者实验中划分密度的标准不同。 Huff等认为细胞密

度因素是产生定位类型差异现象的直接原因;但笔者

认为该差异实际上与细胞密度并无直接关系，而仍与

细胞增殖过程中所处的细胞周期相关。

本实验证实伴有高水平微丝聚合、解聚活动的

细胞形态变化可以改变MEFs 中四4的定位类型。而

在 MEFs 增殖过程中，细胞周期因素能够对Tb4定位

类型产生显著影响，具体为 G1 期细胞呈现高比例的
NH 定位类型， S 期为高比例的 NL定位类型，而在 S

期之后， NH 定位类型的比例又逐渐恢复到较高水

平。综上所述，伴有高水平微丝聚合、解聚活动的

细胞形态变化过程和细胞所处周期两大因素能够决

定 Tb4 在 MEFs 中的定位类型。
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The Distribution of Thymosin-(34 in Mouse Embryonic Fibroblasts 

Yan Zhang, Shu-Feng Li, Ning Li, Cai-Rong Yang, Ke-Jia Zheng, Yun-Qin Yan* 
(Department of Animal Cell and Developmental Biology, Northeast Agricultural University, Harbin 15ω'30， China) 

Abstract As an important G-actin sequestering factor, thymosin-ß4 (Tb4) regulates the G-actin activity 

during many cellular microfilaments events. Hitherto, serious of reports have confmned 也at Tb4 has broad cellular 

and physiological functions, but the discipline of cellular location have never reached a consensus. 白lUS， we chose 

mouse embryonic fibroblasts (MEFs) as experimental model , and utilized immuno-fluorescence-histochemistry 

technology as the chief method, while confocal laser scanning microscope as the main instrument. The results 

showed that the distributive type of Tb4 changed regularly in the processes of MEFs' adhesion, growth, prolifera

tion and special cell cycle. In conclusion, the distributive type of Tb4 in MEFs is determined by the special cell cycle 

and the transformation of cellular morphology, which always accompa旧ed with intensive microfilaments polymer

ization or depolymerazation. 

Key words thymosin-ß4; mouse embryonic fibroblasts; microfilaments; immuno-fluorescence-

histochemistry; confocallaser scanning microscope 
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