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NANOG在哺乳动物早期胚胎发育与干细胞中的

功能研究进展
柴壮  刘忠华*

(东北农业大学生命科学学院, 哈尔滨 150030)

摘要      哺乳动物的早期胚胎发育和干细胞多能性由转录因子构成的基因网络所调控。2003
年, 在胚胎干细胞中发现的重要转录因子NANOG位于基因网络调控中心, 对胚胎第二次命运决定

和基态多能性的建立至关重要。该文将在NANOG生物学特征的基础上, 重点讨论其在早期胚胎发

育、胚胎干细胞与诱导性多能干细胞中的功能。
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Embryonic Development and Stem Cells
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Abstract       Early embryonic development and stem cell pluripotency in mammals are regulated by gene-reg-
ulatory networks of transcription factors. The master transcription factor NANOG, that is found in embryonic stem 
cells in 2003 is the central transcription factor in gene-regulatory networks and is crucial for the second lineage 
segregation and establishment of ground-state pluripotency. Based on the biological characteristics of NANOG, the 
paper summarizes the functions of NANOG in early embryonic development, embryonic stem cells and induced 
pluripotent stem cells.
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哺乳动物早期胚胎发育是发育生物学的热点研

究之一 , 一般指从合子到三胚层 (外胚层、中胚层和

内胚层 )胚胎的发育过程。合子的形成标志着胚胎

发生的开始 , 合子经过早期卵裂阶段形成扩张囊胚 , 
囊胚在植入前发生两次细胞命运决定 , 在第一次命

运决定中 , 内细胞团 (inner cell mass, ICM)与滋养层

(trophectoderm, TE)分离。在第二次的命运决定中 , 
ICM分化为两种不同的细胞系, 即原始内胚层(primi-

tive endoderm, PrE)与多能性的上胚层(epiblast, EPI)。
EPI经过复杂的迁移和巨大的形态学转变分化形成

三胚层 : 外胚层、中胚层和内胚层。TE形成胎盘的

滋养细胞 , PrE形成腔壁内胚层 (parietal endoderm, 
ParE)和脏壁内胚层(visceral endoderm, VE)[1-2]。早期

胚胎发育由转录因子构成的基因网络所调控 , 如以

CDX2为中心的基因网络调控TE的形成与分化 [3-6], 
GATA6参与PrE的形成[7], 而NANOG对于EPI的形成
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是必需的[8]。

哺乳动物胚胎干细胞 (embryonic stem cells, 
ESCs)来源于植入前胚胎的 ICM, 无限增殖、自我

更新的同时具有多能性 , 可以在体外分化形成多种

细胞系 [9-11]。植入前EPI具有naïve多能性 , 将此阶段

分离出的小鼠EPI细胞注射到另一个囊胚中 , 可形

成胚胎所有细胞系 , 植入前EPI来源的小鼠ESCs代
表naïve EPI在体外的无限增殖 , 具有生殖系嵌合的

能力 , 且具有naïve EPI的表观遗传特征 : 雌性细胞

X染色体再激活 [12]。维持小鼠ESCs naïve状态的调

控网络由 12个核心转录因子组成 : OCT4、SOX2、
NANOG、SALL4、KLF2、KLF4、ESRRB、GBX2
和TFCP2L1等, NANOG位于该多能性调控网络的中

心, 其既与ESRRB、SOX2、OCT4相互调控, 又可调

控下游TFCP2L1的表达[13]。

了解NANOG在哺乳动物早期胚胎发育和干细

胞多能性中的功能 , 对于其他哺乳动物胚胎干细胞

系的建立与早期胚胎发育分子机制的解析具有重要

意义 , 本综述将从NANOG的生物学特征 , NANOG
在早期胚胎发育、胚胎干细胞与诱导性多能干细胞

中的功能这几个方面简述NANOG在早期胚胎发育

与干细胞多能性调控中的相关研究进展。

1   NANOG的分子生物学特征
NANOG的命名来源于凯而特 (Celtic)传说中的

地名 “Tir Na Nog”, 为含有同源结构域的转录因子 , 
与NK-2同源盒家族相似[8], 有关小鼠NANOG的相关

报道较多, 小鼠的Nanog基因具有4个外显子, 位于6
号染色体上 , 长约7 Kb, 编码含305个氨基酸残基的

多肽, NANOG蛋白可被简单地分为3个结构域: N-端
结构域、同源结构域、C-端结构域。N-端结构域富

含丝氨酸和苏氨酸 , 为反式激活结构域。C-端结构

域可被分为CD1、WR和CD2, 其反式激活活性是N-
端的6倍以上。WR独特且保守 , 具有10个五肽重复

序列, 并均起始于色氨酸, 功能分析表明, WR是一种

强反式激活子, 且色氨酸在维持WR区域活性方面起

着重要作用 ; CD2是C-端结构域的另一个反式激活

因子 , WR与CD2在NANOG介导的反式激活中具有

重要作用 [14-15]。与小鼠NANOG相比 , 人NANOG只

有C-端结构域具有反式激活活性, WR区中一个色氨

酸被谷氨酸所代替 (图1)[16]。人基因组中NANOG有

11个假基因 , 分别为NANOGP1到NANOGP11, 其中

NANOGP2到NANOGP11为加工假基因 , NANOGP1
为复制假基因[17]。猪NANOG基因位于1号染色体上, 
由单外显子构成。猪的基因组中NANOG也有假基

因, 分别为NANOGP1和NANOGP2。猪NANOG蛋白

也可被分为N-端结构域、C-端结构域、同源结构域, 
人和猪NANOG同源结构域相似度高达95%, 而其他

结构域相似度较低[18]。

可变剪切是转录后修饰调控的一种 , 大约一

半的哺乳动物基因受可变剪切的调控 , 小鼠Nanog
可以通过其启动子选择性地转录而产生两种剪

切突变体 NANOGB和 NANOGC。与 NANOG相

比 ,  NANOGB的 N-端结构域存在 9个氨基酸的

差异 , NANOGC的N-端结构域缺失 25个氨基酸。

NANOGB和NANOGC可以与NANOG形成二聚体 , 
并且与其他的多能性相关因子如OCT4、SALL4相
互作用。NANOG缺失时 , NANOGB和NANOGC能

N: N-端结构域; H: 同源结构域; W: WR区; C1/C2: C-端结构域。

N: N-terminal domain; H: homeodomain; W: WR; C1/C2: C-terminal domains.
图1   人、小鼠、猪NANOG蛋白结构域相似性对比(根据参考文献[18]修改)

Fig.1   Comparison of NANOG protein domain similarity among human, mouse and pig (modified from reference [18])

Human N H C1 C2W

1 94 155 240 305195

1 94 155 240 305195

1 94 155 240

58.3% 87.1% 66.7% 59.6% 54.8%

83.2% 95.1% 75.6% 76.1% 71.2%

305195

Mouse

Pig
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够抑制PrE基因如Gata6、Gata4、Dab2、Pdgfra和
Sox17的表达[19]。

2   NANOG在早期胚胎发育中的功能
哺乳动物早期胚胎发育多以小鼠为模型, 荧光原

位杂交结果显示, 小鼠Nanog mRNA激活始于4-细胞

和8-细胞卵裂球的部分细胞中, 此后的桑椹胚、囊胚

阶段均能检测到Nanog mRNA[20]。免疫荧光结果显示, 
NANOG蛋白在8-细胞卵裂球、桑椹胚、囊胚阶段

均能被检测到[21]。在囊胚阶段, NANOG的表达限于

ICM中, 而TE中无表达。随后ICM分化成EPI与PrE两
部分时, NANOG在EPI中表达[8,22]。在EPI早期分化中, 
NANOG特异性表达但随后表达量迅速下降[23]。

NANOG在小鼠的第二次命运决定中具有重

要作用 , 早期囊胚阶段NANOG和GATA6在 ICM中

共表达 , 在后期两种因子逐渐呈互斥分布 , 特别是

NANOG和GATA6呈 “盐–胡椒状 ”分布。EPI与PrE
分离后 , EPI特异性表达NANOG, PrE特异性表达

GATA6和GATA4[24-26]。

Nanog – /–胚胎在发育过程中无法形成 EPI。
MITSUI等 [8]利用同源重组敲除Nanog, 对E5.5的胚

胎进行组织学检测发现 , Nanog–/–胚胎由胚外组织

组成 , EPI和胚外外胚层分辨不清 , 且胚胎着床后

无法形成胎儿。2009年 , 又有研究表明 , Nanog–/–的

E4.5胚胎OCT4表达降低、GATA4缺失 , 部分OCT4
阳性细胞出现在胚胎表面且表达TROMA1, 这说明

Nanog–/–的 ICM不能形成EPI, PrE不形成或退化 , 部
分多能性细胞向TE分化或凋亡 , 且EED免疫荧光结

果表明 , Nanog–/–的E4.5胚胎内细胞团X染色体再激

活失败, 且接种后不能获得naïve的ESCs[27]。综上所

述, NANOG对于naïve EPI的形成是必需的。

NANOG在小鼠早期囊胚PrE的形成中同样起

到重要作用。MESSERSCHMIDT等 [28]在实验中通

过基因诱捕法构建NANOG缺失的小鼠胚胎 , 发现

E3.5和E4.5 Nanog–/–胚胎的 ICM细胞GATA4表达明

显降低 , 这表明NANOG的缺失不会造成PrE的提前

分化 , 后囊胚互补实验结果表明 , EPI/NANOG可通

过旁分泌信号和细胞间相互作用的非细胞自主性

机制影响PrE的形成 , 并且研究者们推测旁分泌信

号位于FGF-ERK信号通路上。2011年 , FRANKEN-
BERG等 [22]的研究证实了上述观点 , FGF-ERK信号

通路中的FGF4表达在EPI前体细胞中 , Nanog–/–胚

胎中检测不到FGF4的表达 , 添加外源FGF4后可诱

导Nanog–/–胚胎表达SOX17和GATA4, 这表明EPI前
体中NANOG诱导FGF4表达 , FGF4通过旁分泌的

方式结合PrE前体中的FGF受体 , 从而诱导PrE的产

生。2019年, TAKUYA等[29]在研究Erk信号通路在小

鼠胚胎发育中的作用时进一步证实, NANOG可诱导

FGF4和Etv5以旁分泌的方式促进相邻细胞向PrE的
分化, 而通过自分泌维持EPI的细胞特性。以上研究

表明 , NANOG/EPI诱导FGF4表达 , 通过旁分泌信号

的非细胞自主性参与PrE的形成。

大型哺乳动物胚胎中关于NANOG的研究较少 , 
在牛的早期胚胎中 , NANOG蛋白可在卵裂阶段的8-
细胞卵裂球、早期囊胚阶段的 ICM和晚期囊胚阶段

的EPI中被检测到 [30-31]。2019年 , ORTEGA等 [30]利用

CRISPR/Cas9技术敲除牛胚胎NANOG发现 , NANOG
敲除的胚胎EPI标记基因SOX2和HA2AFZ表达量显

著降低 , TE标记基因CDX2和KRT8没有明显变化 , 这
表明NANOG对牛胚胎囊胚的形成是可有可无的 , 
但对于牛EPI的形成是必需的 , 在山羊早期胚胎中 , 
NANOG的表达模式与小鼠不同 , 其mRNA水平在6-8
细胞阶段达到最高, 随后在桑椹胚与囊胚阶段逐渐降

低, NANOG敲低后滋养层细胞减少, 多能性转录因子

OCT4与SOX2的表达上调 , 这表明NANOG参与山羊

胚胎TE细胞的增殖并负调控多能性转录因子 [32]。有

关猪NANOG的功能研究较少 , 但猪胚胎单细胞测序

数据表明 , NANOG的表达模式与小鼠存在差异 , 桑
椹胚阶段检测不到NANOG mRNA的表达 , 猪胚胎中

NANOG的功能可能与小鼠不同[33]。

不同物种早期胚胎中的 NANOG表达模式不

同 , 其功能也有所差异 , 在小鼠和牛的早期胚胎中 , 
NANOG对于EPI形成是必需的 , 但在山羊的胚胎中

NANOG参与滋养层细胞的增殖。这说明在不同物

种中NANOG的下游基因调控网络可能不同[8,30,32]。

3   NANOG在胚胎干细胞中的功能
NANOG在多能性的胚胎细胞、胚胎干细胞以

及哺乳动物生殖细胞系中均有表达 [8,23,34]。Nanog过
表达的小鼠ESCs可以在白血病抑制因子 (leukemi-
ainhibitory factor, LIF)撤去的情况下维持自我更新 , 
缺失会使细胞向胚外内胚层细胞系分化[8]; HYSLOP
等 [35]利用小干扰RNA敲低人ESCs中的NANOG后发

现 , GATA4、GATA6、CDX2、GATA2等表达上调 , 
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细胞向胚外内胚层和TE细胞系分化。但也有研究

表明 , NANOG对于多能性的建立和维持严格来讲

并不是必需的, CHAMBERS等[36]发现, Nanog敲除的

小鼠ESCs虽易分化 , 但可以维持自我更新 , 在小鼠

ESCs中NANOG类似于一种“调节器”, 当Nanog被敲

除后, 细胞增殖速度变慢, 自我更新效率降低。

NANOG在ESCs中调控多基因的表达 , 维持干

细胞的自我更新与多能性。小鼠ESCs的Chip数据

表明 , NANOG蛋白在小鼠ESCs基因组中共有3 006
个结合位点 , Nanog敲低后2 264个基因表达发生变

化 , 转录因子OCT4、SOX2、RIF1、REST等显著

下调 , Nanog过表达后OCT4、ESRRB、FOXD3、
TCFCP2L1、NRB1与BMP4上调至正常小鼠ESCs的
150%; 小鼠ESCs中ESRRB与RIF1下调后, 干细胞形

态发生变化, 转变为扁平类成纤维样, 碱性磷酸酶阳

性丧失 ; Foxd3编码转录抑制因子 , 在内细胞团与外

胚层多能性的维持和体外ES细胞系的建立中具有

重要作用 [37]。在人ESCs中NANOG调控染色质重塑

与修饰因子SMARCAD1、MYST3、SET, 转录调控

因子REST、HESX1和STAT3的表达 , 在TGFβ途径

中直接调控TDFG1与LEFTY2/EBAF的表达, 或通过

SKIL间接调控SMAD2和SMAD4的表达[38]。

小鼠ESCs中存在NANOG二聚体, 在CHAMBERS
等[39]和WANG等[40]的实验中, 通过将WR区10个色氨

酸替换成丙氨酸发现, 突变的NANOG不能与正常的

NANOG蛋白二聚化。这说明NANOG蛋白之间通过

其富含色氨酸(WR)的结构域形成二聚体 , 碱性磷酸酶

等实验表明 , 在LIF缺失的条件下 , NANOG蛋白之间

形成的二聚体可维持的小鼠ESCs的多能性 , 另外免疫

共沉淀结果证实 , SALL4、ZFP198、ZFP281、DAX1、
NAC1和OCT4等多能性转录因子也优先与NANOG的

二聚体相互作用 , 这说明NANOG二聚体在ESCs的
自我更新和多能性中具有重要作用。

SMITH小组利用“基态 (ground state)”来形容从

naïve状态的EPI分离获得的未分化小鼠ESC的多能性

状态 [12]。传统小鼠ESCs的培养条件为血清 /LIF体系 , 
2008年, 研究发现, 添加LIF、糖原合酶激酶3(glycogen 
synthase kinase 3, Gsk3)的抑制剂CHIR99021和有丝

分裂激活蛋白激酶 (mitogen-activated protein kinase, 
MAPK)的抑制剂PD0325901(two inhibitors, 2i), 小鼠

ESCs可以在无血清和无饲养层的条件下维持自我

更新 , 具有基态多能性 , 更类似于植入前EPI[41-42]。血

清 /LIF培养体系下NANOG在小鼠ESCs中呈现异

质性 , 并非所有ESCs高表达NANOG[43-44], 2i/LIF培
养体系下NANOG的表达提高 , 且ESCs均高表达

NANOG[20,45]。有报道指出 , NANOG异质性的表达

与可变等位基因表达相关 , 且与早期胚胎发育阶段

的表达模式相对应 , 4-细胞到早期囊胚阶段Nanog表
达为单等位基因, 而在naïve EPI阶段Nanog表达转为

双等位基因。2i/LIF体系下组蛋白3上的三甲基化赖

氨酸4(H3K4me3)与RNA聚合酶 II在Nanog转录起始

位点富集, MEDL2与NIPBL结合到Nanog转录起始位

点上游5 Kb处的增强子上 ,通过改变Nanog每个等位

基因处染色质的修饰从而提升Nanog的表达, 这也说

明Nanog的双等位基因表达与基态多能性相联系[20]。

综上所述 , NANOG在ESCs中可直接结合多基

因的调控区维持干细胞的自我更新与多能性 , 也可

通过二聚体的形式结合其他多能性转录因子 , 且
Nanog的双等位基因表达与基态多能性相关联。

4   NANOG在诱导性多能干细胞中的功能
除胚胎干细胞外 , 多能性细胞也可以通过体细

胞重编程、细胞融合 [46-49]或者转染调控转录因子获

得。2006年, YAMANAKA等[50]在ESCs的培养条件下

引入四种因子Oct4、Sox2、c-Myc和Klf4成功将小鼠

胚胎或成年成纤维细胞诱导为多能性干细胞 , 并将

其命名为诱导性多能干细胞 (induced pluripotent stem 
cells, iPSCs)。经典的四因子并不包括Nanog, 但在YU
等 [51]的实验中 , 引入Jdp2、Jhdm1b、Mkk6、Glis1、
Nanog、Essrb和Sall4七因子将小鼠成纤维细胞诱导

为iPSCs, 与四因子的iPSCs相比, 七因子的iPSCs具有

嵌合、种系传递和四倍体互补的能力 , 且撤去Nanog
后iPSCs产生效率大大降低。另外, 在早期实验中, 人
iPSCs由NANOG、OCT4、SOX2和LIN28诱导, 其形态

特征与小鼠EPI干细胞类似 [52]。猪间充质干细胞引

入OCT4、SOX2、NANOG、KLF4、LIN28和C-MYC
后可被诱导为具有嵌合能力的iPSCs[53]。

NANOG缺失会造成 iPSCs基态多能性建立失

败。SMITH[54]在研究2i/LIF条件是否可以加强 iPSCs
的诱导效率时发现, 在体细胞最初的重编程过程中存

在诱导重编程早期阶段 , 是多能性阈值的评判标准 , 
这种状态下 , 细胞不完全地表达多能性标记 , 雌性细

胞中X染色体失活 , 对LIF无应答且不能形成嵌合体。

SILVA等[27]发现, 在2i/LIF条件下, Oct4、c-Myc和Klf4
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可诱导神经干细胞由重编程早期阶段向基态多能性

转变, 之后该组又指出NANOG对于iPSCs产生的早期

阶段是非必需的, 但对于诱导重编程早期阶段向完全

重编程的基态多能性转变是必需的。2i/LIF的条件下, 
引入Oct4、Klf4、c-Myc的Nanog–/–神经干细胞并不

能被诱导成为基态的 iPSCs。相反 , 在相同的条件下 , 
添加Nanog作为重编程因子后 , Nanog–/–神经干细胞

由诱导重编程早期阶段向到基态多能性转变。

5   总结与展望 
综上所述, 在小鼠胚胎的第二次命运决定中, 

NANOG对于EPI的形成是必需的, 且通过非细胞自

主作用参与PrE的形成。ESCs中NANOG能形成二

聚体, 与其他的多能性转录因子相互作用, 又可直接

结合其他基因的调控区维持干细胞的自我更新与多

能性; NANOG与基态多能性相联系, 2i/LIF体系下

Nanog在ESCs中表达量上升, 由单等位基因表达转

变为双等位基因表达。在体细胞重编程中NANOG
对于基态多能性的建立具有重要作用。

但在大型哺乳动物中, 有关NANOG功能的研

究较少, 这与实验技术和至今仍未建立起真正的胚

胎干细胞系相关。小鼠与大型哺乳动物在胚胎发育

时间、转录因子表达模式和功能等方面有所不同, 这
也说明两者在多能性和早期胚胎发育的基因调控网

络中存在差异, 所以NANOG在大型哺乳动物的早期

胚胎发育和多能性调控中的功能值得进一步探索。
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