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 Wdr82调控小鼠胚胎干细胞体外的增殖和分化
张薇1,2  刘露露2  惠心慧1  万晓玲2  周培培2  张岩2*  陈红霞1*

(1上海大学生命科学学院, 上海 200444; 2中国科学院上海巴斯德研究所, 上海 200031)

摘要      Setd1a复合物和Setd1b复合物(Setd1a/b)是进化上功能高度保守的表观遗传调控因子, 
主要包括Setd1a/b、Wdr82、Wdr5、Rbbp5、Ash2L、Dpy-30、Hcf-1等, 催化组蛋白H3第4位赖氨

酸(H3K4)的甲基化, 进而激活基因转录。Wdr82是Setd1a/b复合物中特有的非催化亚基, 其在胚胎

发育过程中的作用尚不清楚。该研究利用小鼠胚胎干细胞(moue embryonic stem cells, mESCs)的
体外培养和分化系统发现, 在mESCs分化过程中, Wdr82的表达水平显著降低。在mESCs中敲低

Wdr82后, mESCs的增殖速度显著减缓, 而其多能性不受影响。利用拟胚体分化体系发现, Wdr82
敲低后, 拟胚体的形成速度变慢, 自主搏动的时间明显滞后。综上所述, 该结果揭示了Wdr82在
mESCs体外增殖和分化过程中的重要作用。
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Wdr82 Regulates the Proliferation and Differentiation of mESCs
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Abstract       Setd1a complex and Setd1b complex (Setd1a/b) are evolutionarily conserved histone-modifying 

enzymes that play critical roles in transcriptional activation by promoting methylation of histone H3 on Lysine 
4 (H3K4). Setd1a/b complex includes Setd1a/b, Wdr82, Wdr5, Rbbp5, Ash2L, Dpy-30, Hcf-1. Wdr82 is a 
conserved non-catalytic subunit of Setd1a/b complex, however, the role of the Wdr82 during embryonic stem cells 
differentiation remains poorly understood. In this study, by moue embryonic stem cells (mESCs) cell culture and 
differentiation in vitro system, we found that Wdr82 mRNA level was decreased during mESCs differentiation. 
Wdr82 knockdown inhibited proliferation but not pluripotency of mESCs. Wdr82 knockdown slowed down 
embryoid body formation rate and contractile activity. Therefore, our results uncovered a vital role of Wdr82 in 
mESCs proliferation and differentiation. 
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胚胎干细胞(embryonic stem cells, ESCs)是从

早期胚胎(原肠胚期之前)或原始性腺中分离出来

的一类细胞, 它具有体外培养无限增殖、自我更新

和多向分化的特性[1]。鉴于ESCs具有多向分化潜

能, 可以体外模拟胚胎的发育过程, 因此, 成为胚胎

发育、疾病模型和再生医学等研究的重要研究模

型。表观遗传调控在胚胎的发育过程中发挥了重

要的作用。Trithorax家族是一类重要的表观遗传调
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控因子, 在进化上高度保守, 其成员均含有一个SET
结构域, 催化H3K4的甲基化, 对基因转录起激活作

用。Trithorax家族有六个成员: Mll1、Mll2、Mll3、
Mll4、Setd1a和Setd1b[2], 它们分别与多种蛋白形成

复合物, 参与组蛋白H3K4的甲基化修饰。以往的研

究表明, Setd1a/b复合物催化H3K4甲基化, 影响胚胎

的早期发育[3]。Wdr82是Setd1a/b复合物中特有的非

催化亚基, 在进化过程中比较保守, 含有7个重复的

WD40结构域。WD40结构域由40个左右的氨基酸

残基组成, 具有保守的色氨酸–天冬氨酸和甘氨酸–
组氨酸序列[4-5]。Wdr82通过与RNA聚合酶II羧基末

端结构域磷酸化的Ser5结合, 将Setd1a/b复合物招募

至基因转录起始位点, 催化邻近核小体组蛋白H3K4
的三甲基化, 进一步激活相应基因的转录[6]。在本项

研究中, 我们利用小鼠胚胎干细胞的体外培养和分

化系统发现, Wdr82参与调控mESCs体外增殖, 不参

与胚胎干细胞多能性的维持; 利用拟胚体分化体系

我们发现, Wdr82主要参与调控中胚层细胞的分化

过程。总之, 本项研究发现了Wdr82在胚胎干细胞

体外的增殖与分化中的重要作用, 为进一步深入研

究胚胎干细胞增殖分化的表观遗传调控提供了新的

实验数据。

1   材料与方法
1.1   材料

小鼠胚胎干细 (mESCs)E14细胞株由实验室保

存。所需的材料有 : GMEM(GIBCO公司 )、FITC-
BrdU Flow Kit(BD公司 )、Alkaline Phosphatase 
Detection Kit(Millipore公司 )、Anti-H3K4me3 
antibody(ab8580, Abcam公司 )、Anti-β-Actin 
antibody(A5316, Sigma公司)、Anti-Oct4 antibody(2840, 
Cell Signaling公司 )、Anti-Nanog antibody(ab80892, 
Abcam公司 )、Anti-H3 antibody(ab1791, Abcam公

司 )、Anti-p53 antibody(ab26, Abcam公司 )、Anti-
p21 antibody(ab109199, Abcam公司 )、Anti-Wdr82 
antibody(A1212, Santa Cruz Biotechnology公司)。
1.2   小鼠胚胎干细胞E14细胞系的培养和分化 

提前半小时用0.1%明胶包被培养皿, E14细胞

培养于GMEM完全培养基(20% FBS、1% NEAA、1%
双 抗、1% Glutamine、74% GMEM、0.02% β-巯 基

乙醇、10 ng/mL LIF)中。当撤去LIF并加入2 µmol/L
反式视黄酸, E14会定向往神经分化。通过悬滴法可

以将干细胞凝聚成拟胚体(embryoid body, EB), 使其

自由分化, 隔天换液。从第6天开始, 陆续就能观察

到EB的搏动。

1.3   ShRNA的构建和感染

我们在Exon2以及3′ UTR上设计了2对shRNA
序列 , 分别为 sh-Wdr82-Exon2-s: CCG GTG CAG 
CCA ACA CAG TCG TTT AGG ATC CTA AAC GAC 
TGT GTT GGC TGC ATT TTT G, sh-Wdr82-Exon2-
as: AAT TCA AAA ATG CAG CCA ACA CAG TCG 
TTT AGG ATC CTA AAC GAC TGT GTT GGC TGC 
A; sh-Wdr82-3′ UTR-s: CCG GCT GAT GCT GCT 
GGG CTA TTT AGG ATC CTA AAT AGC CCA GCA 
GCA TCA GTT TTT G, sh-Wdr82-3′ UTR-as: AAT 
TCA AAA ACT GAT GCT GCT GGG CTA TTT AGG 
ATC CTA AAT AGC CCA GCA GCA TCA G。利用

EcoR I和Age I酶切pLKO.1-puro质粒, 连接shRNA序

列, 测序鉴定后, 将该质粒与pMD2.G和pSPAX2质粒

共转于HEK293T, 48 h后收集细胞培养上清, 0.45 µm
滤膜过滤, 收集病毒, 感染E14细胞。用2 µg/mL的嘌

呤霉素进行药筛, 连续药筛5天后, 细胞用于后续实

验。

1.4   碱性磷酸酶染色实验

将4 000个E14细胞均匀铺于用0.1%明胶包被的

6孔板中, 使用完全培养基每天换液, 培养4天, 弃培

养液, 1×PBS洗1次, 随后使用碱性磷酸酶试剂盒检

测。

1.5   细胞增殖与流式分析

第1天将3×105细胞均匀铺于明胶包被的6孔板, 
第2天实验前1 h更换新鲜的E14完全培养基, 随后

加入BrdU, 培养20 min后消化, 离心收集细胞。用

FITC-BrdU Flow Kit(559619, BD Pharmingen公司)试
剂盒检测细胞的增殖。

1.6   RNA的抽提、反转录和实时荧光定量

PCR(qRT-PCR)
用Trizol(15596026, Invitrogen公 司)提 取 细 胞

总RNA, 取2 µg RNA加入oligo dT, 70 °C退火, 加入

M-MLV反转录酶(2641Q, TaKaRa公司)和dNTPs mix
反转录得到的cDNA, 反应条件为: 42 °C 1 h , 70 °C 
15 min。qRT-PCR用 iTaq™ Universal SYBR® Green 
supermix(1725121,  Bio-Rad公司 )体系在 ABI 
7900HT(Applied Biosystems公司)仪器上进行, 扩增

条件为: 95 °C预变性5 min; 95 °C变性10 s,  60 °C退
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火延伸1 min, 共40个循环。

1.7   Western blot
用2×蛋白质上样缓冲液裂解细胞, 95 °C煮样5 min, 

13 000 r/min离心5 min。用10% SDS-PAGE胶分离

样品, 湿转至硝酸纤维素膜, 5%脱脂奶粉室温封闭

1 h, 一抗4 °C孵育过夜, 加入HRP标记的二抗室温孵

育1 h, ECL化学发光显影检测。

1.8   免疫荧光

细胞铺在爬片上, 过夜培养后, PBS洗2遍, 4%
的多聚甲醛固定15 min, 0.1% Triton X-100破膜, 1% 
BSA封闭, 一抗、二抗孵育, DAPI染色后加入抗淬

灭剂并封片, 避光保存。

1.9   统计学分析

定量数据用平均值±方差(mean±S.D.)表示, 两
组间的显著性分析通过Student’s t-test完成。P<0.05
为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   Wdr82表达水平在mESCs分化过程中显著降低

白细胞抑制因子(leukemia inhibitory factor, LIF)
对于维持ESCs的多能性起着重要的作用, LIF能够

抑制小鼠胚胎干细胞的分化[7]。培养基中不添加

LIF, E14会逐渐分化。此外, 通过悬滴法形成拟胚体, 
ESCs细胞可以向多个胚层自由分化。我们利用这两

种分化方法检测Wdr82表达水平的变化发现, Wdr82 
mRNA水平在mESCs分化过程中显著下降(图1A和

图1B), 提示Wdr82可能参与调控ESCs的分化过程。

2.2   Wdr82的敲低导致mESCs增殖速度减慢

为进一步研究Wdr82在mESCs增殖过程中的

作用, 我们在Wdr82的Exon2以及3′ UTR分别设计了

shRNA1、shRNA2对Wdr82的mRNA进行敲低。两

条shRNA都可以有效敲低mESCs中Wdr82的表达(图 
2A和图2E)。通过细胞连续计数法我们发现, Wdr82
敲低的mESCs增殖速度显著减慢(图2B)。我们进一

步通过BrdU掺入法对Wdr82敲低后的细胞周期进

行检测发现, Wdr82敲低的mESCs G1期的比例显著

升高, S期的比例显著下降(图2C)。我们进而检测参

与细胞周期调控的基因如Rbl2、Lats2、Cdkn1a的
表达发现, 它们在Wdr82敲低后也明显上调(图2D)。
同时我们发现, 在Wdr82敲低的细胞中, 细胞周期依

赖性激酶抑制因子p21和抑癌基因蛋白p53表达明显

上调, 而总体H3K4me3甲基化水平显著降低(图2E)。
以上结果表明, Wdr82敲低后, 造成mESCs滞留在G1

期导致细胞增殖速度变慢。此外, Wdr82敲低后, 细
胞总体H3K4me3甲基化水平的降低, 显示了Wdr82
蛋白对Set1A/B复合体催化H3K4甲基化修饰功能至

关重要。

2.3   Wdr82对mESCs多能性的维持是非必需的

转录因子Nanog、Oct4在ESCs自我更新、多能

性的维持过程中起着至关重要的作用, 是ESCs多能

性的重要标志[8]。我们利用Western blot及免疫荧光

实验发现, 在Wdr82敲低的mESCs中,  Oct4、Nanog

A: 实时定量PCR检测Wdr82在EB形成过程中mRNA表达变化; B: 实时定量PCR检测Wdr82在不加LIF条件下E14细胞分化过程中mRNA表达变

化, Gapdh为内参, 误差线代表S.E.M.。
A: qRT-PCR analysis of Wdr82 mRNA level in mESCs during the EBs formation; B: qRT-PCR analysis of Wdr82 mRNA level in mESCs wihout LIF, 
results normalized to Gapdh, data A, B are means±S.E.M..

图1   Wdr82的表达水平在mESCs的分化过程中显著降低

Fig.1   Decreased Wdr82 mRNA level during mESCs differentiation
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A: qRT-PCR检测Wdr82 shRNA敲低效率; B: Wdr82敲低后, 细胞的增殖曲线; C: BrdU流式分析细胞周期; D: 细胞周期相关基因的检测; E: 
Western blot检测p53、p21、H3K4me3的表达, H3、Actin为内参。

A: qRT-PCR analysis of Wdr82 mRNA level after shRNA mediated knockdown in E14 cell line; B: proliferation curves of control and Wdr82-
knockdown mESCs; C: flow cytometry analysis of BrdU incorporation in Wdr82-knockdown cells; D: qRT-PCR analysis of genes related to cell cycle; E:  
Western blot analysis of p53, p21, H3K4me3 in Wdr82-knockdown mESCs. H3 and Actin were used as loading control. 

图2   Wdr82的敲低导致mESCs增殖速度减慢

Fig.2   Wdr82 knockdown leads to proliferation deficiency of mESCs

的蛋白水平没有显著变化(图3A和图3B), 说明了

Wdr82对mESCs多能性的维持是非必需的。碱性磷

酸酶在未分化的ESCs细胞中高表达, 随着分化, 其
表达水平逐步降低, 因此, 是检测ESCs分化的重要

指标[9]。我们利用碱性磷酸酶染色实验发现, 尽管

Wdr82敲低的mESCs克隆数变少且克隆较小, 但碱

性磷酸酶染色颜色较深, 而且mESCs克隆圆且富有

立体感, 说明Wdr82敲低不影响的mESCs的多能性

维持(图3C)。当培养基中撤掉LIF, 正常mESCs开
始分化, Wdr82敲低的mESCs分化速度明显减慢(图
3D)。以上结果表明, Wdr82不参与维持mESCs的多

能性, 但可能在mESCs分化过程中起作用。

2.4   Wdr82的敲低阻碍了mESCs的分化

ESCs体外培养条件下, 能诱导拟胚体(embryoid 
body, EB)的形成, 逐渐向外胚层、中胚层、内胚层分

化, 这样的一个体系模拟了体内胚胎的发育过程[10]。

我们利用拟胚体分化系统, 研究Wdr82在mESCs分
化过程中的作用发现, Wdr82敲低的mESCs形成EB
的体积明显变小(图4A)。EB的发育也有明显滞缓, 
自发搏动性显著延后(图4B)。我们收取第0天、第

2天、第4天、第6天、第8天、第10天的EB样品, 
检测三胚层的分化情况发现, Wdr82敲低不影响内

胚层标记基因(如Gata4、Foxa1)和外胚层标记基

因(如Fgf5)的表达。然而, 中胚层早期标记基因[如 
Brachyury(T)、Mixl1]的表达在第4天显著上升, 而中

胚层晚期标记基因(如SMA)的表达在6~10天却显著

降低(图4C)。上述结果表明, Wdr82在中胚层分化过

程中有重要的调控作用。

3   讨论 
H3K4甲基化促进基因的转录激活, 在胚胎干

细胞增殖分化和胚胎生长发育过程中起到非常关键
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的作用。哺乳动物中H3K4甲基转移酶包括: Mll1、
Mll2、Mll3、Mll4、Setd1a和Setd1b[11-13], 它们都是

以复合物的形式发挥作用。Setd1a/b是哺乳动物中

最主要的H3K4甲基转移酶[14]。Setd1a或者Setd1b完
全基因敲除的小鼠胚胎致死, 说明Setd1a、Setd1b
在胚胎发育过程中发挥着重要的作用[15]。Wdr82
是Setd1a/b复合物中特有的非催化亚基 , 其在H3K4
甲基化调控及胚胎发育过程中的作用之前未见有

研究。本项研究中, Wdr82敲低的mESCs H3K4me3
水平显著下降, 说明Wdr82影响H3K4me3的甲基

化水平, 此外, 也说明Wdr82对Setd1a/b复合物甲基

转移酶功能的调控是必需的。H3K4me3下降是由

于Setd1a还是Setd1b的功能异常引起, 需要我们进

一步的验证。Wdr82敲低的mESCs仍然可以检测

到H3K4me3, 可能是其他甲基转移酶Mll1、Mll2、
Mll3、Mll4等的代偿作用, 也说明Mll1等甲基转移

酶作用并非冗余。

Wdr82敲低的mESCs大量停滞在G1期导致增

殖速度减慢, 同时我们发现, 细胞周期依赖性激酶

抑制因子p21和抑癌基因蛋白p53表达明显上调, 说
明Wdr82敲低后抑制细胞周期是通过p53-p21通路

实现的。然而, Wdr82如何调控p21、p53进而调控

mESCs的细胞周期仍然需要进一步的研究。Wdr5
是Setd1a/b复合物中的另外一种非催化亚基, Wdr5
与Wdr82结构类似, 都是由WD40结构域组成的。之

前的报道发现, Wdr5缺失后, ESCs的自我更新能力

变弱[16]。因此, Wdr82与Wdr5都调控ESCs的增殖, 
显示了Setd1a/b复合物为调控mESCs的增殖所必需。

有文献报道, Setd1a/b复合物中另外一个亚基

Ash2l, 参与了ESCs多能性的调控。Ash2l缺失后, 
mESCs中Nanog、Oct4转录因子的蛋白表达显著下

降[9]。在本项研究中我们发现, Wdr82并不参与ESCs
多能性的维持。由于Wdr82是Setd1a/b复合物的特

有亚基, 在Mll-Mll4复合物中不存在。而Ash2l作为

A、B: Western blot(A)和免疫荧光(B)检测Oct4和Nanog表达变化; C: mESCs克隆碱性磷酸酶活性染色(40×); D: 加LIF或者不加LIF培养条件下, 
mESCs克隆碱性磷酸酶活性染色(40×)。
A, B: Western blot (A) and immunofluorescence (B) analysis of Oct4 and Nanog expression in control and Wdr82-knockdown mESCs; C: 
representative images of alkaline phosphatase (AP) staining of control and Wdr82-knockdown mESCs; D: representative morphologies of control and 
Wdr82-knockdown mESCs colonies with or without LIF.

图3   Wdr82对mESCs多能性的维持是非必需的

Fig.3   Wdr82 is dispensable for maintenance of pluripotency in mESCs
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通用亚基, 普遍存在于所有的H3K4甲基转移酶复合

体中。因此, Mll-Mll4复合物可能在调控mESCs的
多能性维持过程中, 比Setd1a/b复合物发挥更大的作

用。

在本项研究中, 我们还进一步分析了Wdr82敲
低后对ESCs分化的影响。在拟胚体分化过程中, 我
们通过qRT-PCR的方法检测各个胚层的标记物的表

达变化。结果显示, 在Wdr82敲低后, 外胚层与内胚

层的发育没有受到影响。与此相反, Wdr82敲低后, 
中胚层的发育过程发生改变。中胚层早期标记基因

[如Brachyury(T)、Mixl1]的表达在第4天显著上升, 
而中胚层晚期标记基因(如SMA)的表达却显著降低, 
显示Wdr82的缺失并不影响ESCs分化进入到中胚

层, 但影响了细胞在中胚层进一步向下分化。相应

地, 我们发现, Wdr82敲低后的mESCs形成的拟胚体

体积较小, 而且拟胚体产生自主搏动的时间显著后

移, 说明拟胚体中心肌样细胞的分化受到抑制。上

述结果说明, Wdr82不参与调控mESCs向外胚层与

内胚层的分化, 但参与了向中胚层的分化。

综上所述, 本项研究中, 我们首次证明了Wdr82
在mESCs体外增殖和分化过程中的重要作用。后续

利用构建与分析Wdr82基因敲除小鼠模型, 以及通

过组学方法研究Wdr82的下游调节基因, 将有助于

更加深入地研究Wdr82的体内生理功能。 
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