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Rad21基因位点的遗传修饰抑制骨骼肌干细胞分化
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摘要      细胞谱系分化受到遗传、表观遗传、三维基因组结构的复杂调控。在真核细胞三

维基因组结构中, 黏连蛋白(cohesin)复合物介导染色质成环和拓扑相关结构域的形成。为了探讨

Cohesin复合物介导的染色质高级结构是否调控成体干细胞分化及其相关基因表达, 该研究选择了

Cohesin复合物的一个亚基RAD21, 制备了可诱导型RAD21蛋白降解的基因敲入小鼠模型(auxin-
inducible degron, AID)。当auxin存在时, 泛素连接酶OsTIR1降解含有AID标签的RAD21蛋白。小鼠

制备策略是: 在Rad21基因3′端引入了Loxp-Stop-Loxp-AID-EGFP-P2A-OsTIR1元件(Rad21Aid/+), 与
骨骼肌成体干细胞特异的Cre工具鼠(Pax7-Cre)配繁, 通过auxin诱导, 在骨骼肌成体干细胞中特异

降解RAD21蛋白, 从而探究RAD21蛋白缺失对骨骼肌成体干细胞分化及相关基因表达的影响。该

研究取得意外的结果: Rad21基因敲入的纯合子小鼠(Rad21Aid/Aid, Hom)比野生型小鼠(WT)出生率显

著降低; 出生的Hom小鼠较WT小鼠的体型小且体质量轻; 出生的Hom小鼠骨骼肌重量降低, 骨骼

肌纤维直径减小; Western blot定量分析表明, 在没有配繁Pax7-Cre, 也没有auxin诱导的条件下, 与
WT相比, Hom小鼠的骨骼肌干细胞中RAD21蛋白水平显著降低。以上研究结果表明: Rad21基因

位点的遗传修饰导致RAD21蛋白表达水平显著降低。进一步分离骨骼肌干细胞诱导分化, 与WT
相比, Hom小鼠的骨骼肌干细胞分化能力显著减弱, 这表明Rad21蛋白表达异常显著抑制骨骼肌干

细胞分化。总之, 该研究发现Rad21基因位点修饰导致其表达异常, 进而影响小鼠发育和骨骼肌干

细胞分化。

关键词      黏连蛋白; Rad21; 可诱导型蛋白降解子; 骨骼肌干细胞; 细胞分化

Genetic Manipulation of Rad21 Gene Locus Compromises Differentiation 
of Skeletal Muscle Stem Cells
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Abstract       Eukaryotic genome is dynamically organized to three-dimensional structure through hierarchical 
folding, which is important for regulating cell lineage differentiation during development. The cohesin complex is 
an essential regulator for chromatin looping and topological associated domain formation and consists of 4 subunits, 
one of which is the kleisin protein RAD21. To investigate whether cohesin-mediated high order chromatin structure 
regulates adult stem cell differentiation, an inducible Rad21 degron knockin mouse line was generated using AID 
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(auxin-inducible degron) (Rad21-Loxp-Stop-Loxp-AID-EGFP-P2A-OsTIR1, Rad21Aid/+). By crossing the Rad21Aid/+ 

mice with skeletal muscle stem cell specific Cre mice (Pax7-Cre), the RAD21 protein would be specifically de-
graded in skeletal muscle stem cells once treated with auxin. However, protein levels of RAD21 were significantly 
decreased in skeletal muscle stem cells from the both homozygotes (Hom) of Rad21Aid/Aid and Pax7-Cre; Rad21Aid/

Aid even in absence of auxin, compared to wild-type littermates (WT), suggesting genetic manipulation of the Rad21 
gene locus leads to dysregulation of its expression. Phenotypically, the homozygous mice had lower birth rate, less 
body weight and muscle mass, and smaller myofiber diameters, compared with WT littermates. Moreover, the sig-
nificant reduction of RAD21 protein in skeletal muscle stem cells of the homozygous mice lead to compromised 
myogenic cell differentiation, which might account for their abnormal muscle growth and development. Together, 
the findings suggest RAD21 is critical regulator of development and stem cell differentiation in mice.

Keywords       cohesin; Rad21; AID (auxin-inducible degron); skeletal muscle stem cells; cell differentiation

真核细胞基因组DNA形成三维空间结构，高度

有序地组装在直径仅有10 μm的细胞核中[1]。研究表

明, 细胞谱系特异的三维基因组(3D genome)结构对发

育过程中细胞命运决定和细胞谱系分化至关重要[2-3]。

同时, 3D基因组结构在基因转录[4]、DNA复制、细

胞分裂、减数分裂[2]、维持基因组稳定性[5-6]等重要

的生命活动中发挥调控作用。

3D基因组结构的复杂有序, 依赖于它的分层级

组装[6-7], 包括染色质疆域、区室、拓扑相关结构域、

染色质环[1-2]。对于染色质环形成的分子机制, 人们

提出由黏连蛋白(cohesin)复合物和CCCTC结合因子

(CTCF)介导的“环挤出”模型[8-9]: 当cohesin被加载到染

色质上, 它会沿着染色质移动, 并挤出染色质环; cohe-
sin滑动过程中遇到结合在基因组DNA上的CTCF时, 
滑动可能被阻挡, 从而形成染色质环的边界[10-13]。

Cohesin是一个环状蛋白复合物[13], 被加载到染

色质上发挥多种重要功能。除了介导染色质成环外, 
还能介导姐妹染色单体联会, 确保细胞分裂过程中

染色体的正确分离[14], 参与DNA双链断裂的同源重

组修复[15-16]。Cohesin复合物的核心是由进化上保守

的亚基组成的环状异四聚体[17]: 两个染色体结构维

持蛋白SMC1和SMC3[18]、kleisin蛋白RAD21[16]、基

质抗原STAG1或STAG2其中之一[19]。SMC蛋白是二

聚化的长链多肽, 经RAD21蛋白连接, 形成一个环状

结构。STAG1或STAG2结合在RAD21上, 为其他调

节因子提供对接位点[13]。

本实验室前期研究发现, 骨骼肌细胞谱系特异

的转录因子MyoD作为3D基因组“组织者”介导骨骼

肌细胞谱系特异的染色质环, 骨骼肌干细胞分化过

程中MyoD富集在染色质环锚点与cohesin共定位[20]。

为了探讨cohesin介导的染色质成环对骨骼肌干细胞

分化的影响, 本研究选择cohesin复合物的一个亚基

RAD21, 制备了基因敲入 (knockin)小鼠模型。该小

鼠模型在Rad21位点敲入了一个AID(auxin-inducible 
degron)标签及泛素连接酶OsTIR1。在有auxin存在

时 , 泛素连接酶OsTIR1降解含有AID标签的RAD21
蛋白。基因敲入小鼠Rad21-Loxp-Stop-Loxp-AID-
EGFP-P2A-OsTIR1(Rad21Aid/+)与骨骼肌干细胞特异

的Cre(Pax7-Cre)配繁, auxin诱导在骨骼肌干细胞中

特异降解RAD21蛋白。研究结果发现: Rad21基因

位点的遗传修饰导致RAD21蛋白表达水平显著降

低, 进而影响小鼠发育和骨骼肌干细胞分化。本研

究揭示了RAD21对于个体发育和细胞谱系分化发挥

十分重要的调控功能。

1   材料和方法
1.1   实验动物

本研究设计的RAD21蛋白降解子的基因敲入小

鼠, 由江苏集萃药康有限公司制备。所有动物操作

程序均获北京协和医学院基础学院动物伦理委员会

批准(ACUC-A01-2022-017)。所有实验用小鼠均在

SPF级动物房饲养、繁殖, 室内温度控制在19~24 °C, 
湿度为50%~60%, 12 h明暗交替。小鼠饲料、垫料

均经高温消毒处理, 饮水经高温高压灭菌处理。饲

养过程中, 密切观察小鼠生长情况, 垫料每周换一

次, 饲料和饮水每日补充。

1.2   原代骨骼肌细胞分离培养

2~3周龄C57BL/6J小鼠, 颈椎脱臼处死, 剥离骨骼

肌, PBS清洗剪碎。加入新鲜配制的消化液(12.8 mg Ⅱ
型胶原酶和20 mg分散酶溶于10 mL PBS), 消化1 h, 过
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滤400 ×g室温离心8 min, 弃上清。PBS重悬细胞沉

淀, 400 ×g室温离心8 min, 去上清。增殖培养基重

悬细胞沉淀, 置于培养皿, 在37 °C培养箱中差速贴

壁30 min, 将上清的细胞转移至提前用鼠尾胶原包

被的培养皿中, 37 °C培养2天。0.25%胰酶在37 °C
培养箱中消化1 min, 收集细胞, 再次差速贴壁两次, 
每次10 min。最后, 将细胞种在细胞培养孔板中开

展后续的实验。

增殖培养基包含 : F-10培养基 [(中科迈晨 (北京 )
科技有限公司 ]、20%胎牛血清 (澳大利亚Ausbian公
司)、1%青霉素和链霉素、1%谷氨酰胺、10 ng/mL成
纤维细胞生长因子2(fibroblast growth factor 2, FGF2)
(北京义翘神州科技股份有限公司)。分化培养基包

含: DMEM培养基(Gibco公司)、2%马血清(Gibco公
司)、1%青霉素和链霉素、1%谷氨酰胺。

1.3   细胞总蛋白提取和Western blot分析

终止细胞培养, 吸去培养基, PBS洗一次。加入

含蛋白酶抑制剂Cocktail(Roche公司)的细胞裂解液, 
刮取细胞, 转移至1.5 mL离心管中, 冰上裂解15 min。
15 000 ×g、4 °C离心10 min, 将上清转移至新的1.5 mL
离心管中, BCA法测蛋白浓度。取30 μg总蛋白, 10% 
SDS-PAGE胶分离, 将蛋白质转移至PVDF膜上。5%
脱脂奶室温封闭1 h后, 加入RAD21抗体(Abcam, 1500׃), 
4 °C过夜。TBST洗膜三次, 加入偶联辣根过氧化

酶的二抗(1000 2׃), 室温孵育1 h。TBST洗膜三次, 
ECL试剂显色显影。

1.4   RNA提取和实时荧光定量PCR
终止细胞培养 , 吸去培养基 , 采用TRIzol试剂

(Invitrogen)提取细胞总RNA, NanoDrop 2000测浓

度。采用逆转录酶(Thermo Fisher Scientific公司)逆
转录获得 cDNA。采用SYBR Green试剂 (Bio-Rad 
Laboratories)经Roche384仪器进行实时定量PCR分
析。实验中设置3个重复孔, 以GAPDH基因表达水

平作为内参, 引物序列见表1。
1.5   免疫荧光染色

终止细胞培养, PBS洗一次, 加入4%多聚甲醛, 
室温固定15 min, PBS洗三次。0.1% TritonX-100透
膜处理15 min; PBS洗三次, 3% BSA室温封闭2 h后, 
加入MyoG抗体(DSHB, 1200׃), 4 °C过夜。室温平衡

1 h, PBS洗三次, FITC标记的荧光二抗(1000 1׃)室温

孵育1 h, PBS洗三次。最后, DAPI染色, PBS洗三次, 
封片显微镜观察照相。

1.6   软件及统计学分析

用 ImageJ软件处理Western blot结果 , 用LASX
软件处理免疫荧光染色结果。实验结果采用Excel
软件分析, 组间数据差异分析采用配对样本t检验。

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。

2   结果
2.1   Rad21蛋白降解小鼠模型设计与鉴定

基因敲入小鼠的设计思路是 : 采用CRISPR/Cas9
技术 , 在Rad21基因3′端引入Loxp-Stop-Loxp-AID-
EGFP-P2A-OsTIR1等元件。其中 , AID元件为植物

生长素诱导蛋白降解子; P2A元件保障核糖体翻译

的多肽正确分割, 确保EGFP和OsTIR1翻译成独立

的蛋白 ; OsTIR1是水稻E3泛素连接酶 , 其活性受

表1   引物序列

Table 1   Primer sequences
引物名称

Primer name
用途

Application
序列(5′→3′)
Sequences (5′→3′)

Cre-F Genotyping TGC TGT TTC ACT GGT TAT GCG G

Cre-R Genotyping TTG CCC CTG TTT CAC TAT CCA G

Rad21-F1 Genotyping TTG CGT CAA AGA TGC CGA TG

Rad21-F2 Genotyping AGC TCA CTT TGA CCA GTG CCA A

Rad21-R Genotyping AAA GTC TTC TGG GTT CTT GGG C

GAPDH-F RT-PCR AAT GTG TCC GTC GTG GAT CTG

GAPDH-R RT-PCR TAG CCC AAG ATG CCC TTC AGT

MyoG-F RT-PCR CCA TTC ACA TAA GGC TAA CAC

MyoG-R RT-PCR CCC TTC CCT GCC TGT TCC

Myod-F RT-PCR CAA CGC CAT CCG CTA CAT

Myod-R RT-PCR GGT CTG GGT TCC CTG TTC T



1061刘勤瑶等: Rad21基因位点的遗传修饰抑制骨骼肌干细胞分化

auxin诱导。获得杂合子小鼠, 记作Rad21Aid/+。杂合

子小鼠Rad21Aid/+与骨骼肌干细胞特异的Cre配繁得

到Pax7-Cre;Rad21Aid/Aid纯合小鼠 (图1A)。Pax7-Cre
阳性的纯合子小鼠的骨骼肌干细胞中会特异性表

达AID标签的融合蛋白RAD21-AID和auxin诱导 的

E3泛素连接酶OsTIR1。分离其骨骼肌干细胞, 采
用auxin诱导, auxin作用于OsTIR1蛋白, 使其结合到

AID标签的RAD21上, 进而激活E3泛素连接酶降解

系统, 实现RAD21-AID融合蛋白的降解。

针对敲入片段(约4.3 Kb), 设计小鼠基因型鉴定

的正向引物(forward primer, F1和F2)和反向引物(re-
verse primer, R), 如图1B和表1。分别利用这两对引

物进行PCR鉴定, 纯合子因只含敲入片段而得到单

一的F1和R扩增的目标条带, 野生型因不含敲入片

段而得到单一的F2和R扩增的目标条带, 杂合子则

能得到两种条带(图1B)。1~9号小鼠(图1C)中, 1号和

8号小鼠的基因型为Rad21Aid/Aid, 2~4号为Rad21Aid/+, 5
和6号为Pax7-Cre;Rad21Aid/+, 7号为Pax7-Cre, 9号为

Pax7-Cre;Rad21Aid/Aid, 表明小鼠模型构建成功。

2.2   纯合子小鼠的出生率低、体质量显著减少

Rad21基因敲入小鼠制备成功以后, 首先分析

了Rad21基因位点修饰是否影响小鼠的繁殖和生长

发育。本研究统计了Rad21Aid/+杂合子小鼠自交, 及
其与Pax7-Cre;Rad21Aid/+小鼠杂交的生育情况, 发现

子代中野生型(WT)׃杂合子(Heterozygote, Het)׃纯合

子(Hom)的比例为1.951׃2.42׃(表2), 显著偏离孟德

A: Rad21基因位点修饰策略。B: 针对敲入片段设计的基因型鉴定引物。F1和F2为PCR正向引物, R为PCR反向引物。C: 0.8%琼脂糖凝胶电泳

条带, 显示1~9号小鼠的PCR鉴定结果。M为DNA分子量标准, B6为C57BL/6J小鼠作为野生型对照。右侧紫色箭头标注为目标条带, 蓝色三角

形标注为非特异条带。 
A: the genetically modified Rad21 gene locus showing the knock-in fragment. B: the primers designed for genotyping of the knock-in mice. F1 and F2 are 
forward primers. R is reverse primer. C: representative imaging of 0.8% agarose gel electrophoresis showing the genotypes of the indicated mice (1-9) by 
PCR. M is DNA marker; B6 is C57BL/6J as WT control. Purple arrow marks the interested bands, and blue triangle indicates non-specific bands.

图1   Rad21蛋白降解小鼠模型设计与鉴定

Fig.1   Design and genotyping of the RAD21-degron mice
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F2+R WT: 531 bp; Target: 0 bp

~4.3 Kb

R
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Rad21

Rad21

(A) (C)
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表2   纯合子小鼠的出生率降低

Table 2   The homozygous mice with lower birth rate
标记

Label
基因型

Genotype
数量

Number

WT Rad21+/+ 164

Pax7-Cre;Rad21+/+

Het Rad21Aid/+ 203

Pax7-Cre;Rad21Aid/+

Hom Rad21Aid/Aid   84

Pax7-Cre;Rad21Aid/Aid
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尔比例11׃2׃, 其中纯合小鼠的出生率显著降低(表
2)。与WT相比, Hom小鼠体质量减轻, 雌雄表型一

致。图2A和图2B分别展示了3周龄和4周龄小鼠的

体质量。与WT相比, Hom小鼠的体质量轻(图2A和

2B), 体型小(图2C)。进一步分析发现, Hom小鼠骨

骼肌重量显著降低(图3A和图3B), 骨骼肌纤维直径

A: Hom和WT小鼠3周龄体质量, 每组各5只; 蓝色和绿色为雄性, 紫色和黄色为雌性。B: Hom和WT雄性小鼠4周龄体质量, 每组各3只。C: Hom
和WT雄性小鼠4周龄体型代表性照片。

A: body weight of 3-week-old homozygous and wild-type littermates. n=5 mice in each genotype. Male: blue and green. Female: purple and yellow. B: 
body weight of 4-week-old male homozygous and wild-type littermates. n=3 mice in each genotype. C: representative mouse photo of 4-week-old male 
homozygous and wild-type littermates.

图2   纯合子小鼠体型小、体质量低

Fig.2   The homozygous knock-in mice with a smaller size and less body weight than wild-type littermates
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显示肌纤维核(蓝色)。
A: representative photo of skeletal muscle tissues from 3-week-old Hom mice and their WT littermates. Gas: gastrocnemius, Qu: quadriceps, TA: tibialis 
anterior. B: muscle mass from 3-week-old Hom mice and their WT littermates. **P<0.01. C,D: representative immunostaining of laminin (red) on cryo-
section of skeletal muscle Gas (C) and Qu (D) from 3-week-old Hom mice and their WT littermates. DAPI staining (blue) served to visualize nuclei.  

图3   纯合子小鼠骨骼肌重量降低、骨骼肌纤维直径减小

Fig.3   Reduced skeletal muscle mass and decreased myofiber size in Hom mice compared with WT littermates
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减小(图3C和图3D)。这些研究结果表明, Hom小鼠

中Rad21基因位点的修饰影响了小鼠的繁殖和骨骼

肌生长发育。由于骨骼肌占体质量的比例较大, 骨
骼肌质量减少可能是Hom小鼠体质量减轻的原因之

一。

2.3   纯合子小鼠的骨骼肌干细胞中RAD21蛋白

水平显著降低

为了探究Hom小鼠的出生率和生长发育异常

是否是由于Rad21基因位点修饰干扰了其基因表达。

本研究首先检测了Het小鼠骨骼肌干细胞中RAD21
蛋白水平。分别取基因型为Pax7-Cre;Rad21Aid/+的

Het小鼠和基因型为Pax7-Cre;Rad21+/+的WT小鼠的

骨骼肌, 分离骨骼肌干细胞。Western blot分析表明, 
Het小鼠骨骼肌干细胞中RAD21蛋白水平与WT没有

显著差异, 说明杂合子Rad21Aid/+没有显著影响Rad21
基因表达(图4A和图4B)。进一步探索auxin诱导处理

的合适时间, auxin剂量参考2017年RAO等[21]发表的

文章。Western blot结果显示, auxin处理3、6、12 h后, 

RAD21蛋白水平逐渐降低, 这说明auxin处理成功诱

导AID标签的RAD21降解(图4A和图4B)。
在此基础上 ,  进一步检测 Hom小鼠骨骼肌

干细胞中 R A D 2 1蛋白水平。分别取基因型为 
Pax7-Cre;Rad21Aid/Aid的Hom小鼠和基因型为Pax7-
Cre;Rad21+/+的WT小鼠骨骼肌 , 分离骨骼肌干细胞。

Western blot结果显示, 与WT相比, 即使没有auxin处
理, Hom小鼠骨骼肌干细胞中RAD21蛋白水平已经

显著减少(图4C和图4D)。以上结果表明, 纯合子小

鼠, Rad21两个等位基因都被修饰, 严重影响了其基

因表达, 这可能是纯合子小鼠发育异常的原因。

2.4   纯合子小鼠骨骼肌干细胞中RAD21蛋白减

少显著抑制细胞分化

纯合子小鼠RAD21蛋白表达水平显著减少, 是
否影响骨骼肌干细胞分化呢？本研究分别取基因型

为Pax7-Cre;Rad21Aid/Aid的Hom小鼠和基因型为Pax7-
Cre;Rad21+/+的WT小鼠骨骼肌, 分离骨骼肌干细胞, 
诱导分化24 h, 每6 h更换一次含500 μmol/L auxin的

A: Western blot显示auxin处理3、6、12 h的Het小鼠和auxin处理12 h的WT小鼠骨骼肌干细胞中RAD21蛋白水平, 不加auxin处理作为对照。B: 
对Western blot的定量结果(4次重复)。C: Western blot显示auxin处理6 h的Hom和WT小鼠骨骼肌干细胞中RAD21蛋白水平, 不加auxin处理作为

对照。D: 对Western blot的定量结果(4次重复)。NS: 没有显著性。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。
A: Western blot showing protein level of RAD21 in skeletal muscle stem cells (from Het or WT littermates) treated with auxin for the indicated times. 
The group in absence of auxin− served as a control. B: quantified signal intensity of RAD21 detected by Western blot, described in panel A. n=4. C: 
Western blot showing protein level of RAD21 in skeletal muscle stem cells (from the Hom or WT littermates) treated with auxin for 6 h. The group in 
absence of auxin− served as a control. D: quantified signal intensity of RAD21 detected by Western blot, described in panel C. n=4. NS: not significant. 
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. 

图4   纯合子小鼠的骨骼肌干细胞中RAD21蛋白水平显著降低

Fig.4   Protein level of RAD21 is significantly reduced in skeletal muscle stem cells of the homozygous mice 
compared with wild-type littermates
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分化培养基。然后, 提取细胞总RNA进行实时荧光

定量PCR, 或者固定细胞进行免疫荧光染色, 检测骨

骼肌干细胞分化标志MyoG的表达。结果显示, 与
WT小鼠相比, Hom小鼠的骨骼肌干细胞分化相关基

因Myod和MyoG的mRNA水平显著降低 (图5A和图

5B), 其MyoG表达阳性的细胞数量显著减少(图5C)。
以上结果表明, Hom小鼠骨骼肌干细胞中RAD21蛋
白减少显著抑制了细胞分化, 这可能是Hom小鼠骨

骼肌生长发育异常的原因之一。

3   讨论
黏连蛋白(cohesin)复合物介导染色质成环、姐

妹染色单体联会、DNA双链断裂的同源重组修复, 
在细胞增殖和个体发育过程中发挥重要作用。研

究者采用植物生长素auxin诱导的蛋白降解系统, 构

建了含有AID标签的Rad21基因敲入细胞系, 在细胞

水平实现可诱导型RAD21蛋白降解和恢复, 证明了

cohesin对染色质成环是充分必要的[21]。2017年RAO
等[21]在人的结直肠癌细胞系HCT-116中敲入AID标

签的Rad21, 降解RAD21蛋白导致染色质环消失。

另外, 2022年GABRIELE等[22]在小鼠胚胎干细胞系

中实现RAD21蛋白的可逆降解。但是, 利用AID标

签的Rad21基因敲入小鼠模型, 研究在体水平和原代

细胞中RAD21蛋白降解及其对细胞分化的影响未见

报道。

本研究设计制备了AID标签的 Rad21基因敲

入小鼠模型 , 并与骨骼肌干细胞特异的Cre小鼠配

繁, 基因型鉴定表明小鼠制备成功。Rad21基因位

点修饰的杂合子小鼠, 对RAD21蛋白表达水平没有

影响, 并且进一步采用auxin处理可以实现在骨骼肌
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A、B: RT-PCR检测诱导分化24 h的Hom和WT小鼠骨骼肌干细胞中Myod(A)和MyoG(B) mRNA水平(3次重复)。C: 免疫荧光染色检测诱导分化

24 h的Hom和WT小鼠骨骼肌干细胞中MyoG蛋白, DAPI染色显示细胞核。

A,B: relative mRNA levels of Myod (A) and MyoG (B) in the 24 h differentiated skeletal muscle stem cells of the homozygous (Hom) and wild-type 
littermates (WT), determined by RT-PCR. n=3. C: representative immunofluorescence staining of MyoG in the 24 h differentiated skeletal muscle stem 
cells of the homozygous and wild-type littermates. DAPI staining served to visualize nuclei.  

图5   纯合子小鼠骨骼肌干细胞中RAD21蛋白减少显著抑制细胞分化

Fig.5   Differentiation of skeletal muscle stem cells is compromised in the homozygous mice compared to wild type littermates
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干细胞中特异降解RAD21蛋白。然而, 本研究发现

Rad21基因位点修饰的纯合子小鼠出生率低、体质

量显著减少。进一步分析发现, 纯合子小鼠骨骼肌

质量显著减少。由于骨骼肌占体质量的比例较大, 
骨骼肌质量减少可能是纯合子小鼠体质量减轻的原

因之一。RAD21介导染色质成环, 调控三维基因组

结构和基因表达, 影响骨骼肌细胞分化命运, 导致纯

合子小鼠骨骼肌发育和骨骼肌干细胞分化异常。

与野生型小鼠相比, 在未加auxin进行诱导时, 
纯合子小鼠的骨骼肌干细胞中RAD21蛋白水平显著

降低。此结果表明, Rad21基因位点的修饰干扰了其

基因表达。采用RT-PCR检测Rad21 mRNA水平, 发
现纯合子不影响Rad21的基因转录。因此, RAD21
蛋白水平显著降低可能的原因为: (1) Rad21位点敲

入的DNA片段太长, 改变了其3′UTR, 影响了RAD21
蛋白翻译效率 ; (2) E3泛素连接酶OsTIR1可能存

在“leaky”活性, 在没有auxin诱导的条件下, 导致

RAD21蛋白的部分降解。本研究结果为今后制备小

鼠模型提供改进的思路: 可以考虑制备两个小鼠品

系, 其中一个品系, 在Rad21基因位点只敲入mAID
标签(突变的AID, 显著降低leaky的活性), 不会由于

引入过长的DNA元件影响其表达; 另一个品系, 制
备E3泛素连接酶OsTIR1(F74G)的条件性基因敲入

小鼠(F74G突变的OsTIR1, 显著降低leaky的活性)。
以上两个小鼠杂交, 结合组织特异性的Cre, 实现在

感兴趣的组织/细胞中特异降解RAD21蛋白。

总之, Rad21基因位点修饰的纯合子小鼠的骨

骼肌干细胞分化能力显著减弱, 说明RAD21蛋白, 即
cohesin复合物, 是机体正常生长发育和细胞分化必

不可少的调控因子。通过进一步制备以上两个品系

的小鼠, 结合不同组织/细胞特异的Cre小鼠, 将深入

揭示cohesin介导的染色质高级结构在不同细胞谱系

分化中的功能及其分子机制。
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