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过表达FOXN1基因诱导人胚胎干细胞向胸腺

上皮细胞定向分化的研究
林喜娟#   汪进平#   肖  磊*

(浙江大学动物科学学院, 杭州 310062)

摘要      通过在人胚胎干细胞中过表达转录因子FOXN1(forkhead box protein N1), 观察细胞形

态变化并检测标志基因的表达, 成功地将其定向分化为胸腺上皮细胞。利用TALEN介导的同源重

组在人胚胎干细胞中敲入FOXN1-mCherry报告元件, 使其能够指示内源FOXN1的表达。通过Tet-
on诱导表达慢病毒系统在人胚胎干细胞系X-01中过表达FOXN1, 发现人胚胎干细胞逐渐分化, 细
胞形态变扁平, 细胞体积变大, 表现出类似胸腺上皮细胞的形态。RT-PCR结果表明, 过表达FOXN1
后胸腺上皮细胞的标志基因TBX1、HOXA3、EYA1、K5、K8和内源FOXN1的mRNA水平都显著上调, 
并且随着诱导时间的延长而增加, 在第12 d达到最高。对诱导后第12 d所得的细胞进行免疫染色可

观察到K5(keratin 5)和K8(keratin 8)的表达, 其中19%的细胞表达K5, 45%的细胞表达K8。上述结果

表明, 通过过表达FOXN1可诱导人胚胎干细胞定向分化为胸腺上皮细胞。
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Study of Direct Differentiation of hESCs to Thymic Epithelial Cells by 
Overexpressing Transcription Factor FOXN1

Lin Xijuan#, Wang Jinping#, Xiao Lei*
(College of Animal Science, Zhejiang University, Hangzhou 310062, China)

Abstract       By overexpressing transcription factor FOXN1 (forkhead box protein N1) in human embryonic 
stem cells (hESCs), observing cell morphological changes and analyzing gene expression of the hESC-derived 
TECs, we successfully generated thymic epithelial cells (TECs). We knocked in FOXN1-mCherry reporter ele-
ment in hESCs by TALEN-mediated homologous recombination. A Tet-on inducible lentiviral system was used to 
overexpress FOXN1 in hESCs. The results showed that after induction, hESCs colonies gradually became flat with 
enlargement of cells, which was consonant with typical morphology of TECs. RT-PCR results indicated that mRNA 
level of TEC specific genes including TBX1, HOXA3, EYA1, K5 and K8, as well as endogenous FOXN1 were signifi-
cantly upregulated. The increase of TEC marker gene expression accumulated over time and reach the top by day 12. 
Moreover, the expression of K5 and K8 were detected in the hESC-derived TECs by immunostaining. About 19% 
and 45% of differentiated cells expressed K5 and K8, respectively. These results demonstrated that hESCs could be 
directly differentiated into TECs by overexpressing transcription factor FOXN1.

Keywords       human embryonic stem cells; FOXN1; thymic epithelial cells; direct differentiation
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胸腺是机体关键的中枢免疫器官, 它不仅是哺

乳动物T细胞发育分化和成熟的场所, 而且还可以通

过消除自体反应T细胞从而形成自身免疫耐受[1-2]。

胸腺机能障碍将对机体免疫功能带来严重影响, 使
机体免疫自稳功能紊乱并伴发自身免疫性疾病。对

免疫缺陷疾病或胸腺退化个体进行胸腺移植可有效

促进T细胞的再生, 同时, 在做其他移植手术时移植

胸腺可诱导免疫耐受的产生从而避免受体对移植物

的免疫排斥[3-5]。目前, 胸腺移植治疗先天性无胸腺

或发育不全、癌症等免疫缺陷疾病已广泛应用于临

床。然而, 胸腺来源短缺仍然是目前临床面临的主

要问题。

胸腺的发育是一个高度复杂又受到严格调控的

动态过程, 在内胚层第三咽囊形成胸腺原基[6-7]。胸

腺主要由胸腺细胞与胸腺上皮细胞(thymic epithelial 
cells, TEC)组成, 其中胸腺上皮细胞又分为皮质上皮

细胞(cortical TECs, cTECs)和髓质上皮细胞(medul-
lary TECs, mTECs), 是构成胸腺微环境最主要的细

胞成分[8-10]。胸腺细胞在胸腺中游走的同时, 通过与

胸腺上皮细胞相互作用而发育成熟。cTECs主要介

导T细胞的阳性选择, 而mTECs主要介导T细胞的阴

性选择[11]。这些选择过程保证胸腺细胞最终发育成

为成熟的T细胞既具有识别自身MHC分子限制性抗

原, 又具有对自身抗原耐受的特性。可见, 胸腺上皮

细胞是胸腺微环境中最重要的组成部分。

FOXN1对胸腺上皮细胞的发育起着至关重要

的作用。FOXN1等位基因缺失小鼠(即裸鼠)胸腺萎

缩, 不产生成熟的T细胞, 形成严重的免疫缺陷[12]。

人的FOXN1基因突变后, 会造成免疫缺陷、秃发、

指甲营养不良等症状[13]。FOXN1转录因子是翼状螺

旋/叉头型转录因子家族成员, 包含一个特有的fork-
head DNA结合结构域。它是胸腺上皮发育过程中

重要的转录因子, 对于cTECs和mTECs的产生都是

必需的[14-15]。Clare Blackburn小组在老年小鼠的胸

腺上皮细胞中过表达FOXN1使退化的胸腺再生, 胸
腺大小和产生的T细胞数量均有所增加[16]。此外, 他
们通过过表达FOXN1成功将小鼠胚胎成纤维细胞重

编程为胸腺上皮细胞, 最终在体内培育出一个功能

正常的胸腺组织[17]。可见, FOXN1对胸腺上皮细胞

的分化和发育具有至关重要的作用。

自Thomson等[18]建立第一株人胚胎干细胞系以

来, 人胚胎干细胞在再生医学领域的应用前景受到

越来越多研究者的关注。人胚胎干细胞具有自我更

新能力和多分化潜能。目前已报道的自胚胎干细胞

诱导分化的细胞主要包括造血细胞、心肌细胞、神

经细胞、脂肪细胞、胰岛细胞、内皮细胞、上皮细胞、

成骨细胞、软骨细胞和黑素细胞等[19-23]。研究胚胎

干细胞体外定向分化不仅可以加深对细胞全能性和

细胞分化机制的了解, 而且为细胞治疗以及组织器

官移植供体的来源提供了重要的实验依据。因此, 
通过体外定向诱导人胚胎干细胞分化为胸腺上皮细

胞对免疫缺陷疾病的治疗具有重要的意义。Lai等[24]

通过在细胞培养基中加入外源生长因子成功将小鼠

胚胎干细胞定向分化为胸腺上皮细胞, 并且分化所

得的胸腺上皮细胞与骨髓共同移植到小鼠体内, 可
促进小鼠T细胞的重建[25]。2013年, Parent等[26]与Sun
等[27]同时在Cell Stem Cell上报道了在体外将人类胚

胎干细胞定向分化为胸腺上皮细胞并能在体内促进

T细胞的成熟, 同样他们用的方法也是通过外源因子

或小分子诱导胚胎干细胞分化。2015年, Su等[28]通

过小分子与重组FOXN1蛋白与重组HOXA3蛋白成

功将人类胚胎干细胞分化成胸腺上皮细胞。这些研

究为胚胎干细胞向胸腺上皮细胞定向分化的研究奠

定了扎实的基础。

本研究采用了经典的诱导外源基因表达的Tet-
on系统[29], 在人胚胎干细胞中过表达FOXN1, 成功地

将人胚胎干细胞定向分化为胸腺上皮细胞。以人类

胚胎干细胞为基础, 成功构建了胸腺上皮细胞定向

分化的模型, 为人类胚胎干细胞的临床应用奠定了

一定的基础。

1   材料与方法
1.1   材料

人胚胎干细胞系X-01由本实验室建立[30]; Fu-
GENE HD转染试剂购自Promega公司; 细胞直接

PCR试剂盒购自Life Technologies公司; LV-EF1α-
rtTA-IRES-puro和LV-EF1α-eGFP-TRE-Foxn1慢病毒

质粒由实验室原有质粒LV-EF1α-eGFP-TRE-Oct4改
造而成; 人类胚胎干细胞培养液(含bFGF/不含bFGF)
以及小鼠胚胎成纤维细胞(CF1, P3辐照后)由上海

斯丹赛生物技术有限公司提供; 无需饲养层的人胚

胎干细胞维持培养基mTeSR1购自STEMCELL公司; 
胰蛋白酶替代物TrypLE购自Invitrogen公司; 强力

霉素购自Sigma公司; 鼠抗人K8抗体购自R&D公司; 
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兔抗人K5抗体购自Abcam公司; 兔抗鼠二抗和羊抗

兔二抗购自Abcam公司; 反转录试剂盒和荧光定量

PCR试剂盒购自TaKaRa公司。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养      293T细胞用含10% FBS的DMEM
培养, 置于37 °C、5% CO2培养箱中培养, 隔天传代。

小鼠胚胎成纤维细胞(CF1, P3辐照后)提前2 d铺在

基质胶处理过的培养瓶中作为人胚胎干细胞的饲养

层细胞, 用含10% FBS的DMEM培养, 人胚胎干细胞

传代之前将培养基换成人类胚胎干细胞培养液(含
bFGF), 置于37 °C、5% CO2培养箱中培养, 一周传

一次代。无饲养层细胞的人胚胎干细胞用干细胞维

持培养基mTeSR1培养, 6 d传一次代。诱导分化细

胞用含4 μg/mL强力霉素的人类胚胎干细胞培养液

(不含bFGF)培养。

1.2.2   TALENs的设计及效率检测      在FOXN1基因

的第一个外显子上设计两套TALENs, 由斯丹赛生物

技术有限公司合成TALENs质粒。在293T细胞中验

证TALENs的打靶效率。利用FuGENE HD转染试剂, 
将TALENs表达载体导入293T细胞中, 药筛3 d后收

集细胞, 直接PCR并测序验证TALENs的效率。选择

效率最高的一对TALENs进行后续实验。

1.2.3   建立携带FOXN1-mCherry报告元件的人胚胎

干细胞系      利用FuGENE HD转染试剂将效率高的

一对TALENs与FOXN1-mCherry重组质粒导入人胚

胎干细胞系X-01中, 用50 μg/mL G418药筛10 d后, 用
TrypLE将克隆消化成单细胞后重新铺到CF-1饲养

层细胞上, 细胞密度为500/cm2。CF-1饲养层细胞提

前2 d以30 000/cm2的密度铺在基质胶处理过的培养

瓶上。一周后, 挑出单细胞形成的细胞克隆进行细

胞直接PCR鉴定, 鉴定成功的即为FOXN1-mCherry
人胚胎干细胞系。

1.2.4   构建慢病毒质粒      根据人FOXN1基因序列

(GenBank登录号: NM_003593.2)设计一对用于扩

增人FOXN1基因cDNA序列的引物。在上游引物和

下游引物中分别加入BamH I和Sal I限制性内切核

酸酶识别位点。上游引物: 5′-GCG CGG ATC CAT 
GGT CTC GCT ACC CCC GCC-3′, 下游引物为: 5′-
GGG GGT CGA CTC ATG CCA GGG CCA CGG 
GCT-3′(引物由北京六合华大基因科技股份有限公

司合成)。用人胚胎成纤维细胞总RNA反转录获得

的人cDNA做模板进行PCR扩增人FOXN1基因的

cDNA片段。胶回收人FOXN1基因的cDNA片段, 用
BamH I和Sal I酶切胶回收产物过夜。同时用BamH 
I和Sal I酶切LV-EF1α-eGFP-TRE-Oct4质粒。酶切

完全后, 用DNA分离纯化及胶回收试剂盒(Tiangen
公司)纯化, 经过T4连接酶进行16 °C过夜连接, 转化

GBE180。提取质粒, 酶切鉴定正确后送铂尚生物技

术(上海)有限公司进行基因测序。测序结果与Gen-
Bank中人FOXN1基因序列进行比对, 测序正确的质

粒即为携带人FOXN1基因的慢病毒质粒, 命名为LV-
EF1α-GFP-TRE-Foxn1。
1.2.5   慢病毒包装      将293T细胞传代至预先铺有明

胶的T75培养瓶中, 每个T75培养瓶接种1 200万个细

胞。在37 °C、5% CO2培养箱中培养24 h后, 待细胞密

度长至80%~90%汇合率时适合包装病毒, 转染前无需

换培养基。转染每瓶T75的混合成分包括: 含cDNA的

Lv质粒10 μg, pVSVG 5 μg, delta8.91 7.5 μg, optiMEM
补足至1 mL。混匀后再加入50 μL FuGENE HD转染

试剂, 颠倒混匀后室温静置15 min, 即可加入T75培
养瓶中。转染后24 h观察荧光亮度并计算转染效率。

更换培养基, 分别收集48 h和72 h两个时段的病毒上

清, 计算病毒滴度, 收集后置于4 °C冰箱保存; 病毒

如需长期保存, 可分装后置于–80 °C保存。

1.2.6   建立可诱导FOXN1过表达的人胚胎干细胞系        
用包装好的FOXN1与rtTA慢病毒感染人胚胎干细胞

系X-01, 感染24 h后换液, 用0.5 μg/mL嘌呤霉素药筛

一周后, 用TrypLE将克隆消化成单细胞后重新铺到

CF-1饲养层细胞上, 细胞密度为500/cm2。挑选GFP
阳性的克隆即为可诱导FOXN1过表达的人胚胎干细

胞系。

1.2.7   诱导人胚胎干细胞分化      将可诱导FOXN1
过表达的人胚胎干细胞传代到无饲养层细胞的培养

瓶中, 待细胞贴壁后, 用加入4 μg/mL强力霉素的人

类胚胎干细胞培养液(不含bFGF)培养12 d。
1.2.8   RT-PCR检测胸腺上皮细胞标志基因的mRNA
水平情况      收集分化后的细胞, 加Trizol裂解细胞, 
提取总RNA, 测定RNA浓度, 用反转录试剂盒反转为

cDNA, 进行RT-PCR。扩增程序为40 °C 5 min; 95 °C 
2 min; 94 °C 15 s, 60 °C 10 s, 72 °C 15 s, 8 °C 8 s, 40个
循环。检测的胸腺上皮细胞的标志基因有HOXA3、
TBX1、EYA1、K5、K8和内源FOXN1。
1.2.9   细胞免疫染色      将用强力霉素处理12 d后
的细胞吸弃培养基, 用PBS洗2遍, 加入4% PFA室
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温固定30 min, 用PBS洗1次, 再用抗体稀释液(0.2% 
BSA和0.1% Triton X-100溶于PBS)洗涤2次, 每次

5 min; 用封闭液(含1% BSA+4% normal serum+0.4% 
Triton X-100的PBS溶液)封闭细胞, 室温放置1 h; 将
一抗稀释在抗体稀释液中(K5和K8的稀释比例均为

 加到样品上, 4 °C放置过夜; 用PBT(0.1% Triton ,(200׃1
X-100)洗涤细胞5次, 5 min/次; 将标记有红色荧光的

二抗稀释在抗体稀释液中(二抗稀释浓度为1000 1׃), 
并加到细胞样品上, 室温放置1 h; PBT洗涤3次, 将
DAPI(1 mg/mL PBS)母液以1000 1׃用PBS稀释, 室温

放置5 min; 用PBS洗涤2次, 每次5 min, 用4%多聚

甲醛室温固定30 min, 最后再用PBS洗涤2次, 每次

5 min。用荧光显微镜观察免疫染色结果。

1.3   数据统计   
采用SPSS 20.0软件进行统计分析。计量资

料以均数±标准差表示, 两组均数比较采用t检验; 
P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   构建靶向FOXN1的TALENs

在FOXN1的第1个外显子上设计两套TALENs 
(表1)。构建TALENs质粒, 在293T细胞上验证TAL-
ENs的效率。结果表明, F2R1与F4R4这两对TAL-
ENs能够成功地靶向FOXN1, 效率分别为66.6%与

46.6%。

2.2   构建携带FOXN1-mCherry报告元件的人胚

胎干细胞系

用效率最高的F2R1这对TALENs质粒和FOXN1 
-mCherry重组质粒转染人胚胎干细胞系X-01, 用
G418处理10 d后, 将存活的细胞消化成单细胞进行

培养, 挑取单细胞来源的细胞克隆进行鉴定, 获得3
个成功敲入(knock in, KI)的细胞系(图1)。
2.3   慢病毒质粒的构建与慢病毒包装

在已有的研究基础上构建Lv-Tet-on系统, 分别

将Tet-on系统中的两个关键元件TetO和rtTA构建在

两个慢病毒载体骨架上, 在rtTA后加上一个IRES介
导的嘌呤霉素抗性基因使之与rtTA形成双顺反子

结构, 作为建立稳转株时的药筛标记。而在受调控

的载体上, EF1a启动绿色荧光蛋白(enhanced green 
fluorescent protein, eGFP)表达作为标记(图2)。分

别 将LV-EF1α-rtTA-IRES-puro和LV-EF1α-GFP-TRE-
Foxn1慢病毒质粒与病毒包装质粒包(pCMV-VSVG
和pCMV-dR8.91)用FuGENE HD转染试剂导入293T
细胞中包装病毒, 收集48 h的病毒上清液并测试病

毒滴度。其中, rtTA和FOXN1的病毒滴度分别为

表1   FOXN1 TALEN序列

Table 1   FOXN1 TALEN sequence
组别

Group
序列(5′-STEMP-Loop-STEMP-3′)
Sequences (5′-STEMP-Loop-STEMP-3′)

Set 1

Set 2

F1: GTC GCT ACC CCC GCC GC
F2: CGC TAC CCC CGC CGC A
R1: GGT GGG GCC CGG CAG
R2: CTG GTG GGG CCC GGC A
F3: CAT GCA GGC ACC GGG CC
F4: CAT GCA GGC ACC GGG C
R3: TAC ACT CTG TGG GGC
R4: ACT TAC ACT CTG TGG GG

表2  RT-PCR引物

Table 2  Primer pairs for RT-PCR
基因

Gene
基因序列号

GenBank ID
引物序列(5′→3′) 
Primer sequences (5′→3′)

产物大小

Product size

TBX1

HOXA3

Endo FOXN1

K5

K8

EYA1

GAPDH

NM_080646.1

NM_030661.4

NM_003593.2

BC071906.1

BC075839.1

NM_172060.3

NM_002046.5

F: ACG CCT TCC ACA GCT CCT
R: CGC TAT CTT TGC GTG GGT C
F: ATG CCA GCA ACA ACC CTA CC
R: TTG TAC TTC ATG CGG CGA TT 
F: CGA CTT CCA GGG AAA CCT GTG
R: GCA AAC GCT GGA GCT GAC GA
F: CGA TGA CCT CCG CAA CAC 
R: GAC TGG TCC AAC TCC TTC TC 
F: AGG CAT CAC CGC AGT TAC
R: CAT GTA AGC TTC ATC CAC
F: TTG AAG CCC TGA CCG ACT C
R: TTG CTC CTT GTT CTT CTT CTA C
F: GAA GGT GAA GGT CGG AGT C
R: GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC

243 bp

352 bp

364 bp

340 bp

433 bp

282 bp

226 bp
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图1  FOXN1-mCherry KI载体结构

Fig.1  The structure pattern of FOXN1-mCherry KI vector
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图2  Lv-Tet-on系统病毒载体示意图

Fig.2  The structure pattern of Lv-Tet-on vector

5′LTR

5′LTR

EF1α

EF1α

rtTA IRES Puro

eGFP TRE Foxn1

3′LTR

3′LTR

A

100 µm
100 µm

100 µm100 µm

B

C D

A: 光镜下的未感染病毒对照组; B: 荧光显微镜下的未感染病毒对照组; C: 光镜下的感染病毒组; D: 荧光显微镜下的感染病毒组。

A: control group under optical microscope; B: control group under fluorescence microscope; C: transfected group under optical microscope; D: trans-
fected group under fluorescence microscope. 

图3  慢病毒感染人胚胎干细胞的结果

Fig.3  Lentiviral infection into human embryonic stem cells 
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1.2×107和1.8×107。

2.4   慢病毒感染获得可诱导表达FOXN1的人胚

胎干细胞系

用FOXN1与rtTA慢病毒感染人胚胎干细胞系

X-01, 感染操作72 h后于荧光显微镜下观察荧光表

达情况, 未感染慢病毒的人胚胎干细胞作为对照组, 
经计算, 感染效率在80%以上, 使用嘌呤霉素处理后

挑取单细胞来源的细胞克隆, 扩增后获得3个可诱导

表达FOXN1的人胚胎干细胞系, 仍然具有胚胎干细

胞的形态(图3)。
2.5   诱导分化后细胞形态的变化

用强力霉素处理可诱导表达FOXN1的人胚胎

干细胞, 每隔1 d观察细胞形态的变化, 可观察到细

胞形态逐渐变扁平、变大, 第12 d时大部分细胞都

具有典型的胸腺上皮细胞的形态, 说明细胞逐渐向

胸腺上皮样细胞分化(图4)。

A B C D

E F G

100 µm 100 µm 100 µm 100 µm

100 µm100 µm100 µm

A~F: 分别为强力霉素诱导第0、2、4、6、8、10和12 d细胞的形态。

A~F: the morphology of the cells on day 0, 2, 4, 6, 8, 10 and 12 after Doxycycline induction. 
图4  诱导分化后细胞形态的变化

Fig.4  Morphological changes of the cells during differentiation 
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A~F: 用4 μg/mL强力霉素处理第0、6、9和12 d细胞的TBX1、HOXA3、EYA1、K5、K8以及内源FOXN1的mRNA表达情况。

A~F: the mRNA levels of TBX1, HOXA3, EYA1, K5, K8 and endogenous FOXN1 of the cells on day 0, 6, 9 and 12 after 4 μg/mL Doxycycline 
induction.

图5  RT-PCR检测胸腺上皮细胞标志基因的表达

Fig.5  Expression of the key thymic epithelial cells marker genes
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2.6   诱导分化后胸腺上皮细胞标志基因的表达分析

用强力霉素处理后, 分别收集第0、6、9和12 d
的细胞抽提RNA, 进行反转录。RT-PCR检测发现, 
胸腺上皮细胞的标志基因HOXA3、TBX1、EYA1、
K5、K8和内源FOXN1的mRNA水平均有显著上调, 
并且随着诱导时间的延长表达量逐渐增加, 在第

12 d时表达量达到最高, 并且发现在诱导后内源的

FOXN1也被激活(图5)。
2.7   免疫染色检测K5、K8的表达

对诱导分化第12 d的细胞进行免疫染色, 可以

观察到角蛋白5(K5)和角蛋白8(K8)的表达。经过

3次独立实验, 分别统计表达K5和K8的细胞百分

比。结果显示, 19%的细胞表达K5, 45%的细胞表达

K8(图6)。

3   讨论
胸腺是机体重要的中枢免疫器官, 胸腺上皮细

胞是构成胸腺微环境的主要组成部分, 它能够支持

T细胞的分化成熟以及机体免疫耐受的形成[1-2]。胸

腺移植对免疫缺陷疾病的治疗具有重大的临床意

义, 但移植供体的短缺使其应用受到了很大的限制。

我们通过在人胚胎干细胞中过表达胸腺发育过程中

重要的转录因子FOXN1, 从而诱导人胚胎干细胞向

胸腺上皮细胞分化。利用TALEN基因定点打靶技

术在FOXN1基因启动子后插入一个mCherry报告元

件, 这样当内源FOXN1表达上调时, 就可通过红色

荧光准确、快速地观察细胞的分化情况。但在本实

验分化过程中并未观察到红色荧光蛋白的表达, 分
析原因可能是由于外源标记基因的插入影响了内

源FOXN1的表达, 虽然RT-PCR结果可以检测到内源

FOXN1 mRNA水平上调, 但是其表达量不足以使荧

光标记产生反应, 因此在荧光显微镜下为观察到红

色荧光。

通过一种可诱导基因表达系统(Tet-on系统)来
介导外源基因的表达, Tet-on系统来自于大肠杆菌

Tn10的操纵子, 主要有两个关键因子, 一个是Tet调
控序列(tetO), 另一个是Tet抑制蛋白(TetR)。Tet-on
系统调控外源基因的表达是通过TRE和rtTA的相

互作用完成的。TRE是由下游的minCMV启动子

(PminCMV)和七个重复tetO序列构成, 将外源基因

克隆在TRE的下游; rtTA是由反向的TetR(rTetR)和一

个VP16活化结构域组成的融合序列。在加入强力

霉素后, rtTA融合蛋白可特异地结合TRE上的tetO序

列, 激活下游的PminCMV启动子, 诱导外源基因表

达, 没有强力霉素时, 外源基因则不表达。在加入强

力霉素诱导人胚胎干细胞过表达FOXN1后, 细胞形
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A: K5的DAPI染色结果; B: K5的免疫荧光染色结果; C: K8的DAPI染色结果; D: K8的免疫荧光染色结果; E: 表达K5和K8的细胞百分比。

A: the DAPI staining of K5; B: the immunostaining of K5; C: the DAPI staining of K8; D: the immunostaining of K8; E: the percentage of cells expression 
of K5 and K8. 

图6  免疫染色检测分化所得胸腺上皮细胞中K5和K8的表达情况

Fig.6  Immunostaining of K5 and K8 in hESC-derived TECs 
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态逐渐发生变化, 细胞逐渐变扁平, 细胞体积增大, 
最终表现出类似胸腺上皮细胞的形态。分别收集诱

导第0、6、9和12 d的细胞, 通过RT-PCR分析胸腺

上皮细胞的标志基因HOXA3 、EYA1、TBX1、K5、
K8和内源FOXN1的mRNA水平情况, 结果表明, 随
着诱导时间的增加, 这些标志基因的表达也都有明

显的上调。HOXA3是HOX家族成员之一, 是胸腺胚

胎发育过程中重要的转录因子[31]。HOXA3敲除的小

鼠表现出无胸腺并伴随甲状腺发育不全。HOXA3的
表达上调表明细胞往胸腺上皮方向分化[26-27]。EYA1
在胸腺、甲状腺、甲状旁腺的发育过程中都具有极

其重要的作用, 小鼠敲除EYA1后表现出胸腺和甲状

旁腺缺失并伴随甲状腺发育缺陷[32]。TBX1对胸腺

发育过程中胸腺上皮细胞的分化与增殖起着重要

的作用, 小鼠敲除TBX1会导致胸腺发育不全, 并且

FOXN1表达量下降[33]。因此, EYA1和TBX1表达的上

调也表明了细胞向胸腺上皮细胞的分化。由于皮质

上皮细胞(cTECs)和髓质上皮细胞(mTECs)表达不

同的角蛋白分子, mTECs主要表达角蛋白5(K5), 而
cTECs主要表达角蛋白8(K8)[8-10], K5和K8的表达上

调更进一步说明了细胞向胸腺上皮细胞分化。另外, 
我们还检测到了内源FOXN1被激活表达, 由此表明, 
过表达FOXN1可使人胚胎干细胞定向分化到胸腺上

皮细胞。对诱导12 d的细胞进行免疫染色可以观察

到K5和K8的表达, 统计分析表明, 其中有19%的细

胞表达K5, 45%的细胞表达K8, 进一步说明分化得

到了胸腺上皮细胞。

综上, 本研究结果显示, 通过在人胚胎干细胞

中过表达FOXN1可诱导其定向分化为胸腺上皮细

胞。本实验的分化方法时间短、效率高, 但在细胞

纯度以及安全性上还有待进一步研究, 这将对免疫

缺陷疾病的细胞治疗具有重大的临床意义。
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