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mTORC1通过激活线粒体代谢抑制小鼠胚胎
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摘要      利用Tsc1条件敲除小鼠分离得到Tsc1Loxp/Loxp mESCs, 培养于2iL条件下, 使用腺相关病

毒Cre(AAV-Cre)敲除Tsc1构建稳定培养的Tsc1 WT/KO mESCs模型, 结合Western blot和RT-qPCR确
定模型的可靠性。该文利用这一模型探讨了mTORC1过度激活对mESCs多能性的影响。通过细

胞形态观察、AP染色和RT-qPCR实验检测多能性基因表达水平的变化; 通过线粒体数量、活性氧

(ROS)水平和耗氧率(OCR)水平检测线粒体活性; 使用mTORC1抑制剂雷帕霉素和线粒体抑制剂

DMM进行恢复实验; 机制部分, 使用线粒体激活剂DCA进行模拟实验; 使用丙酮酸脱氢酶(PDH)复
合物抑制剂进行恢复实验。结果显示, mTORC1过度激活后mESCs细胞形态由未分化的克隆状变

为扁平状、AP染色颜色变为接近无色且多能性基因表达水平下降; 同时线粒体数量增加, ROS水
平和OCR水平同时增加, 说明线粒体活性增强; 此外, 通过雷帕霉素和DMM处理可以抑制线粒体

活性并恢复细胞形态、AP染色颜色和多能性基因表达。进一步的机制探索发现mTORC1过度激

活后, PDHE1α磷酸化水平下调, PDH复合物活性增加。通过使用线粒体激活剂DCA处理可以模拟

mTORC1过度激活表型, 抑制多能性基因表达, 使用PDH复合物抑制剂UK5099进行细胞恢复实验, 
结果显示抑制PDH复合物活性可以可以恢复mTORC1过度激活后mESCs中多能性基因的表达。综

上, 该研究揭示了mTORC1通过激活PDH复合物上调线粒体代谢抑制mESCs多能性基因表达。
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Abstract       Tsc1 conditional knockout mice were used to isolate Tsc1Loxp/Loxp mESCs (mouse embryonic stem 
cells), which were cultured under 2iL condition. Stable Tsc1 wild-type/knockout (WT/KO) mESCs models were 
established by knocking out Tsc1 using AAV-Cre (adeno-associated virus Cre), with its reliability confirmed by 
Western blot and RT-qPCR analysis. Using this models, this study investigates the effects of hyperactivation of 
the mTORC1 (mechanistic target of Rapamycin complex 1) on the pluripotency of mESCs. Changes in pluripo-
tency were assessed through morphological observations, AP (alkaline phosphatase) staining, and RT-qPCR anal-
ysis of pluripotency gene expression. Mitochondrial activity was evaluated by measuring mitochondrial number, 
ROS (reactive oxygen species) level, and OCR (oxygen consumption rate). Rescue experiments involved treat-
ments with the mTORC1 inhibitor rapamycin and the mitochondrial inhibitor DMM. In the mechanistic studies, 
the mitochondrial activator DCA was used to simulate mTORC1 hyperactivation, while the PDH (pyruvate dehy-
drogenase) complex inhibitor was employed for recovery experiments. The results showed that mTORC1 hyper-
activation caused a shift in mESCs morphology from undifferentiated colony-like structures to flattened cells, AP 
staining became nearly colorless, and decreased pluripotency gene expression. Concurrently, mitochondrial num-
ber, ROS level, and OCR were elevated, indicating enhanced mitochondrial activity. Treatment with rapamycin 
and DMM suppressed mitochondrial activity and restored cell morphology, AP staining, and pluripotency gene 
expression. Further mechanistic exploration revealed that mTORC1 hyperactivation downregulated PDHE1α 
phosphorylation and increased PDH complex activity. DCA treatment mimicked the mTORC1 hyperactivation 
phenotype, suppressing pluripotency gene expression, while the PDH complex inhibitor UK5099 restored pluri-
potency gene expression in mESCs following mTORC1 hyperactivation. In conclusion, this study demonstrates 
that mTORC1 suppresses pluripotency gene expression in mESCs by upregulating mitochondrial metabolism 
through activation of the PDH complex.

Keywords       mouse embryonic stem cells; mechanistic target of Rapamycin complex 1; mitochondrial; plu-
ripotency; pyruvate dehydrogenase

作为细胞内调控代谢与生物合成的关键丝 /苏
氨酸激酶 , 雷帕霉素靶蛋白 (mechanistic target of Ra-
pamycin, mTOR)参与形成两个构成和功能均不同

的复合物 , 即mTOR复合物1(mTORC1)和mTOR复
合物2(mTORC2), 其中mTORC1感受外界营养、压

力和生长因子等信号 , 激活生物合成并抑制自噬降

解 [1-2]。经过二十多年的深入研究 , 科学家们发现

mTORC1几乎参与调控细胞内所有重要的调控网

络 , 许多生理病理疾病甚至衰老均与其活性异常密

切相关 [3-6], 然而 , 至今仍有许多未知功能亟待进一

步探究。

胚胎干细胞 (embryonic stem cells, ESCs)具备

自我更新和分化成三胚层细胞的多能性这两大特

征 [7], 阐明其自我更新和多能性的调控机制不仅对

体外研究胚胎生长发育具有重要意义 , 还有助于

多种疾病的研究和药物研发。其中 , 早在 2004年
就有研究发现 , mTOR对于小鼠ESCs(mouse ESCs, 
mESCs)的胚胎发育至关重要 , mTOR敲除的小鼠在

胚胎发育5.5~6.5天时死亡 , 甚至无法获得mTOR敲
除的mESCs[8-9]。紧接着科学家们又发现 , mTOR1
和mTORC2复合物的各组分缺失也会导致小鼠在

胚胎发育不同时期死亡[8-11], 其中mTORC1特异组分

Raptor敲除小鼠与mTOR敲除小鼠相似, 也在胚胎发

育5.5~6.5天死亡 [10], 暗示mTORC1在小鼠胚胎发育

早期发挥至关重要的功能。随后在2016年, BULUT
等 [12]研究发现 , 使用mTOR激酶抑制剂 INK128完全

抑制mTORC1和mTORC2的活性后 , mESCs会进入

自我更新停滞但发育潜能不变的 “pause”状态。本

实验室进一步研究揭示 , mTORC1通过翻译起始因

子复合物 eIF4F(eukaryotic translation initiation fac-
tor 4F)同时控制细胞质和线粒体的翻译 , 进而调控

mESCs的自我更新。然而mTORC1活性过高也会对

胚胎发育产生负面影响 , 上游抑制因子TSC1/2缺失

后, mTORC1过度激活会导致小鼠在胚胎发育14.5天
时死亡 , 暗示mTORC1活性过高也不利于小鼠胚胎

发育[11]。此外, 在体细胞重编程过程中, 过度激活的
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mTORC1活性会通过促进线粒体生物合成抑制线粒

体和细胞重塑从而阻碍重编程过程的发生 [13-14]。在

经典的血清 (serum+LIF, SL)培养条件下的mESCs分
化过程中, mTORC1的活性逐渐上调, 从而提高细胞

内的整体翻译水平以应对分化过程中所需的大量蛋

白合成 [15]。但在基态 (ground state, 无血清培养基中

添加LIF以及MEK/ERK和GSK3的两种小分子抑制

剂PD0325901和CHIR99021, 即2iL)培养条件下 , 敲
除上游抑制因子TSC1/2会过度激活mTORC1, 从而

导致mESCs多能性退出受阻 , 原因是mTORC1的激

活会促进转录因子TFE3(transcription factor binding 
to IGHM enhancer 3)在细胞核内的累积, 从而阻碍相

关基因的转录[16-17]。综上可知, mTORC1如何调控稳

态下mESCs多能性尚不清楚。

在本研究中 , 我们从Tsc1Loxp/Loxp小鼠体内分离

得到Tsc1Loxp/Loxp mESCs, 并通过毒性较低的腺相关

病毒Cre(AAV-Cre)敲除Tsc1得到可以在体外稳定培

养的Tsc1野生型 (wild-type, WT)和敲除型 (knockout, 
KO) mESCs。通过细胞形态观察、AP染色和多能

性基因表达分析 , 我们发现Tsc1被敲除后 , mTORC1
过度激活会导致mESCs细胞形态由中间隆起、折

光性强且边缘清晰的未分化致密状态变成无隆起的

扁平状态 , AP染色颜色由深色变为接近无色 , 同时

多能性基因表达下调。为了探明其机制 , 结合我们

实验室早期研究发现mTORC1通过调控线粒体生物

合成和翻译来分别调控体细胞诱导重编程的命运

转变和mESCs自我更新 [13-14], 我们检测线粒体活性

发现, mTORC1过度激活后会增强线粒体活性, 线粒

体数量、活性氧 (reactive oxygen species, ROS)水平

和OCR水平均上调 , 且这可以被mTORC1抑制剂雷

帕霉素 (Rapamycin)恢复。为了证明线粒体激活是

mESCs多能性基因表达下调的原因 , 我们使用线粒

体复合物 II抑制剂DMM(dimethyl malonate, 丙二酸

二甲酯 )抑制Tsc1 KO mESCs的线粒体活性 , 发现其

结果与雷帕霉素相似 , 可以恢复线粒体数量、ROS
水平并恢复Tsc1 KO mESCs中的多能性基因表达。

在机制方面 , 我们检测到mTORC1过度激活后丙酮

酸脱氢酶 (pyruvate dehydrogenase, PDH)复合物活

性上调 , 利用线粒体激活剂DCA(sodium dichloroac-
etate, 二氯乙酸钠 )激活PDH复合物进而激活线粒体

代谢, 发现其可以模拟mTORC1过度激活的表型, 抑
制多能性基因表达 , PDH复合物抑制剂UK5099可

以恢复Tsc1 KO mESCs的线粒体活性和多能性基因

表达。综上 , 我们的研究发现了mTORC1通过激活

PDH复合物上调线粒体代谢抑制mESCs的多能性基

因表达 , 为后续进一步阐明mTORC1如何调控ESCs
的发育潜能和分化提供了基础。

1   实验材料与方法
1.1   实验材料

1.1.1   实验动物      Tsc1Loxp/Loxp实验小鼠购自Jackson
实验室, 品系为C57BL/6J, 饲养和繁殖地点为中国科

学院广州生物医药与健康研究院 (GIBH)的SPF级实

验动物中心。遵照实验动物伦理 , 所有小鼠均经过

中国科学院广州生物医药与健康研究院实验动物中

心伦理委员会的审查与批准后使用 , 实验许可编号

为2021008。
1.1.2   细胞系      Tsc1Loxp/Loxp mESCs由Tsc1Loxp/Loxp小

鼠雌雄交配3.5天后 , 分离怀孕雌鼠胚胎并于体外培

养得到 , 然后使用AAV-Cre进行处理 , 得到Tsc1野生

型 (WT)/敲除型 (KO) mESCs, 这是本论文主要使用

的细胞模型。E14 mESCs由 Igor SAMOKHVALOV
实验室赠送 , 本论文中使用的所有未标明品系的小

鼠胚胎干细胞均为E14。
1.1.3   实验试剂      2iL培养基: DMEM高糖培养基、

丙酮酸钠 (sodium pyruvate)购自美国Corning公司 ; 
Advanced DMEM/F-12、Neurobasal培养基、β-me、
N-2添加剂、B-27添加剂、GlutaMax和非必需氨基

酸(non-essential amino acids, NEAAs)购自美国Gibco
公司; 小鼠白血病抑制因子(mouse leukemia inhibito-
ry factor, mLIF)购自德国Millipore公司 ; PD0325901
和CHIR99021购自源生生物科技有限公司; 青霉素–
链霉素双抗溶液 (penicillin/streptomycin)购自美国

Hyclone公司。

细胞培养相关小分子化合物 : mTORC1抑制剂

雷帕霉素 (Rapamycin)、PDH复合物激活剂DCA和

丙酮酸转运载体抑制剂UK5099购自美国Selleck公
司 ; 线粒体呼吸链复合物 II抑制剂DMM购自美国

Sigma公司。

RNA提取、反转录和实时荧光定量PCR相关

试剂 : RNA提取所用Trizol RNA裂解液购自深圳研

顺生物有限公司 ; 无RNA酶水 (RNase-free water)购
自上海碧云天生物有限公司 ; 异丙醇和无水乙醇购

自天津大茂化学试剂厂 ; 反转录所用RNA酶抑制剂



1216 · 研究论文 ·

(RNase inhibitor, RRI)、Oligo d(T)和dNTP购自日

本TaKaRa公司 ; 反转录酶 (RTase)和反转录缓冲液

(RT buffer)购自日本TOYOBO公司 ; 实时荧光定量

PCR(quantitative real-time PCR, RT-qPCR)所用的Es-
sential SYBR Green Master购自瑞士Roche公司 ; 引
物合成于广州艾基生物技术有限公司。

蛋白免疫印迹 (Western blot)相关试剂 : 溴酚蓝

(bromophenol blue)、SDS和胎牛血清白蛋白 (bovine 
serum albumin, BSA)购自北京鼎国昌盛生物有限

公司 ; PMSF和过硫酸铵粉末购自 Sigma公司 ; 吐
温 -20(Twen-20)购自Amresco公司 ; 30%聚丙烯酰胺

(polyacrylamide)购自申能博彩生物科技有限公司 ; 
蛋白酶抑制剂Cocktail购自Roche公司 ; 无水甲醇购

自天津大茂化学试剂厂 ; 脱脂奶粉购自内蒙古伊

利实业集团股份有限公司 ; pH6.8 Tris-HCl、pH8.8 
Tris-HCl、10% SDS、10× SDS-PAGE储液、10× 转
膜液储液和10× TBS洗膜液储液粉末购自上海碧云

天生物有限公司 ; 蛋白裂解液 (5× 上样缓冲液 )为实

验室自配; 聚偏氟乙烯(PVDF)膜购自Millpore公司。

线粒体检测试剂盒 : ROS检测试剂盒购自上海

碧云天生物有限公司 ; 耗氧率 (oxygen consumption 
rate, OCR)检测所需的Seahorse XFe24 FluxPak、Xfe 
24V7PS cell culture microplates和XF Base Medium购

自美国Seahorse公司。

其他试剂 : 0.1% Gelatin和Tryple酶购自美国

Gibco公司 ; 二甲基亚砜 (dimethyl sulfoxide, DMSO)
购自Sigma公司 ; DPBS缓冲液购自上海源培生物科

技有限公司 ; 腺相关病毒Cre(AAV-Cre)购自广州派

真生物科技有限公司。

1.2   实验方法

1.2.1   细胞培养      Tsc1 WT/KO mESCs与E14 mESCs
使用2iL培养基常规培养。Tsc1 WT/KO mESCs每4天
传代一次, E14 mESCs每3天传代一次。传代时, 先使

用DPBS清洗细胞并利用Tryple在37 ℃培养箱中消化

2 min, 然后加入3~4倍Tryple体积的2iL培养基终止

消化, 室温300× g离心3 min后重悬计数, 以8×104/孔
的密度接种在提前铺好 0.1% Gelatin的培养板中放

入37 °C、5% CO2细胞培养箱中继续培养。

1.2.2   RNA提取与RT-qPCR      收集足量细胞后用

Trizol裂解液裂解细胞 , 通过蛋白质沉淀、异丙醇纯

化和75%乙醇洗脱后得到细胞总RNA。随后取2 μg 
RNA进行反转录得到 cDNA。接着将 cDNA样本稀

释40倍并将其作为模板, 使用SYBR Green荧光染料

和相关引物上机进行RT-qPCR。最后以肌动蛋白

(Actin)的表达值归一化数据 , 并基于2–∆∆Ct方法计算

相对表达值。所用引物及序列见表1。
1.2.3   Western blot      首先 , 收集足量细胞后加入

含有 β-巯基乙醇的 1× 上样缓冲液裂解 ,  金属浴

表1   RT-qPCR相关引物序列

Table 1   RT-qPCR related primer secquences
引物名称 引物序列(5′→3′)

Primer names Sequences (5′→3′)

Actin-F
Actin-R
Tsc1-F
Tsc1-R
Nanog-F
Nanog-R
Oct4-F
Oct4-R
Sox2-F
Sox2-R
Rex1-F
Rex1-R
Esrrb-F
Esrrb-R
Klf4-F
Klf4-R
Dppa5a-F
Dppa5a-R

CCA CGA AAC TAC CTT CAA CTC C
GTG ATC TCC TTC TGC ATC CTG T
ACA AGC CCG ATA CAG TCA GC
CTG TAA CTC CTG ACT CTG GTT GT
CTC AAG TCC TGA GGC TGA CA
TGA AAC CTG TCC TTG AGT GC
GCT CGA GAA GGA TGT GGT CC
CGT TGT GCA TAG TCG CTG CT
AGG GCT GGG AGA AAG AAG AG
CCG CGA TTG TTG TGA TTA GT
TCT TCT CTC AAT AGA GTG AGT GTG C
GCT TTC TTC TGT GTG CAG GA
TTC TCA TCT TGG GCA TCG TG
AAT CTG AGT TGG CGA GGG C
CCA GCA AGT CAG CTT GTG AA
GGG CAT GTT CAA GTT GGA TT
CCG TGC GTG GTG GAT AAG
GCG ACT GGA CCT GGA ATAC
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100 °C煮 5~10 min以提取蛋白质。随后利用SDS-
PAGE胶垂直电泳分离后 , 采取 “滤纸 –胶 –膜 –滤
纸 ”的三明治法湿转将蛋白转移至 PVDF膜上 , 然
后在 1× TBST配制 5%的脱脂牛奶中室温摇床封闭

1 h。提前根据抗体说明书使用封闭液按照1000 1׃
稀释一抗 , 室温孵育 2 h或 4 °C过夜。一抗孵育结

束后 , 使用加入了Tween-20的1× TBST清洗PVDF
膜3次, 每次5 min。按照1000 2׃稀释二抗, 室温孵

育1~2 h, 孵育结束后, 重复上述清洗过程。所用抗

体见表2。化学发光液A液和B液体以11׃混合配制

足量显影液, 避光反应3 min, 使用化学发光仪自动

曝光并保存图片。

1.2.4   AP染色      使用DPBS清洗细胞2次后加入适

量 4%多聚甲醛室温固定 2 min, 使用DPBS先清洗

3次后再使用TBST清洗细胞 1次。弃废液 , 加入适

量AP染液(9 μL 100 mg/mL NBT和35 μL 20 mg/mL 
BCIP溶于1 mL碱性磷酸酶缓冲液 ), 避光室温染色

6~15 min。弃AP染液, 并使用DPBS清洗2次, 浸泡在

DPBS中终止染色并保存。利用扫描仪扫描得到图

片并保存结果。

1.2.5   线粒体活性检测      OCR检测及数据分析。提

前配置OCR检测缓冲液并预热, 同时过夜预热仪器。

在Utility Plate中加入Saehorse XF校准液 , 将测试板

放在水化板上 , 置于37 °C无CO2培养箱中过夜水化

探针。将要检测的细胞消化计数 , 用配制的OCR检
测缓冲液稀释 , 置于水化板上 , 每次实验设置3~5个
重复。然后将细胞放置在37 °C无CO2培养箱中1 h。
配制并稀释药物至所需浓度 , 将稀释好的药物分别

加入测试板上的A、B、C、D四个加药孔中利用仪

器开始检测OCR。最后采用wave软件进行数据分析。

ROS染色及数据分析。根据试剂使用说明书

进行实验。操作步骤如下 : 提前使用预热的F12培
养基按照1 000×的比例稀释染料。然后常规消化收

集细胞, 并使用DPBS清洗2次后加入染料并于37 °C
培养箱孵育30 min, 其间混匀2~3次。室温300× g离
心5 min并弃染料, 使用DPBS清洗2次细胞以洗掉多

余的染料 , 接着用预冷的DPBS重悬并迅速置于冰

上, 于30 min内完成样品检测。BD C6 plus流式细胞

仪收集荧光信号, 以未加染料的细胞为空白对照, 用
FITC通道收集信号并用FlowJo软件进行数据分析。

1.2.6   数据统计分析      本论文通篇数据统计使

用平均数 ±标准差 ,  每个实验组都为独立的生物

学重复 , P值计算使用双尾未配对学生 t检验 (two-
tailed unpaired student’s t test)。*P<0.05; **P<0.01; 
***P<0.001; ns, 无统计学差异。

2   结果
2.1   mTORC1过度激活引起mESCs多能性基因

表达下调

作为细胞内调控合成代谢的重要激酶 , 
mTORC1活性受到上游多种信号通路调控 , 包括

TSC1/2-Rheb和GATOR2-GATOR1两条通路 [18-19], 本
研究通过敲除Tsc1来激活mTORC1活性。为了获得

Tsc1完全敲除且能够体外稳定培养的mESCs细胞

系 , 我们购买Tsc1Loxp/Loxp小鼠使其雌雄交配 , 分离胚

胎3.5天的Tsc1Loxp/Loxp mESCs并培养在2iL条件下, 随
后使用腺相关病毒 (对照以及AAV-Cre)[14]感染细胞

得到可以稳定培养的Tsc1 WT和KO mESCs(图1A)。
Western blot和RT-qPCR检测证明Tsc1已被完全敲除

(图1B和图1D), Tsc1 KO mESCs中mTORC1过度激

表2   抗体信息

Table 2   Antibody information
抗体 来源 货号

Antibodies Source Identifier

ACTIN Sigma #A2066

TSC1 Cell Signaling #6935

p-S6 Cell Signaling #4858

p-4EBP1 T37/46 Cell Signaling #2855

4EBP1 Cell Signaling #9452

NANOG Bethyl #A300-397A

OCT4 Santa Curz #sc-8628

p-PDHE1α S232 Abcam #ab92696

p-PDHE1α S293 Millpore #AP1063
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A: 分离Tsc1 WT和KO mESCs示意图; B: Western blot检测Tsc1 WT、KO以及雷帕霉素恢复的mESCs中mTORC1活性, p-S6和p-4EBP1 T37/46, 
mTORC1下游底物S6和4EBP1磷酸化水平, 代表mTORC1活性, Rapa、Rapamycin、雷帕霉素, 0.3 nmol/L, 下同; C: Tsc1 WT、KO以及雷帕霉素

恢复的mESCs克隆形态; D: RT-qPCR检测Tsc1 WT、KO以及雷帕霉素恢复的mESCs多能性基因表达水平, 数据统计使用平均数±标准差, P值计

算使用双尾未配对学生t检验(two-tailed unpaired Student’s t test), 下同, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, n=3(独立生物学重复); E: Western blot
检测Tsc1 WT、KO以及雷帕霉素恢复的mESCs中多能性蛋白表达水平; F: Tsc1 WT、KO以及雷帕霉素恢复的mESCs中三胚层基因表达水平的

热图结果。

A: schematic representation of the isolation of Tsc1 WT and KO mESCs; B: Western blot analysis of mTORC1 activity in Tsc1 WT, KO, and Rapamycin 
rescued mESCs, phosphorylation levels of p-S6 and p-4EBP1 (T37/46), downstream substrates of mTORC1 (S6 and 4EBP1), represent mTORC1 activ-
ity, Rapa, Rapamycin, 0.3 nmol/L, also hereafter in all similar experiments; C: representative colony morphology of Tsc1 WT, KO, and Rapamycin-treated 
mESCs; D: RT-qPCR analysis of pluripotency gene expression in Tsc1 WT, KO, and Rapamycin rescued mESCs, data are presented as x

_
±s deviation. P-

values were calculated using two-tailed unpaired student’s t-test. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, n=3 (independent biological replicates), also hereafter 
in all similar experiments; E: Western blot analysis of pluripotent proteins in Tsc1 WT, KO, and Rapamycin rescued mESCs; F: heatmap results of triplo-
blastic (endoderm, ectoderm and mesoderm) genes in Tsc1 WT, KO, and Rapamycin rescued mESCs.

图1   过度激活mTORC1引起mESCs细胞形态扁平且多能性基因表达下调

Fig.1   mTORC1 hyperactivation induces the flattening of mESCs morphology and downregulation of pluripotency gene expression
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活且可以被mTORC1抑制剂雷帕霉素 (Rapamycin)
恢复 (图1B)。Tsc1 WT mESCs细胞形态呈现中间隆

起、折光性强且边缘清晰的未分化致密状 , 而Tsc1 
KO mESCs细胞形态呈现扁平状 , 更接近分化细胞 , 
雷帕霉素可以恢复这种细胞形态异常 (图1C), 暗示

mTORC1过度激活后mESCs多能性可能受到抑制。

因此我们检测了包括Oct4、Nanog、Sox2等在内的

多个多能性基因的表达 , 与预期一致 , 相比Tsc1 WT 
mESCs, Tsc1 KO mESCs多能性基因表达整体下调

且可以被雷帕霉素恢复 (图 1D), 同时 , 多能性蛋白

NANOG和OCT4在Tsc1 KO mESCs中同样表达下调

且可以被雷帕霉素恢复(图1E)。因此 , 在2iL培养条

件下 , 敲除Tsc1过度激活mTORC1会引起多能性基

因表达下调。同时我们检测三胚层分化基因表达 , 
发现虽然外胚层基因有一半表达上调 , 一半表达下

调 , 但中胚层和内胚层相关基因表达均整体上调 (图
1F), 然而这些三胚层基因的表达值都还普遍偏低。

因此, mTORC1过度激活后mESCs多能性下降, 多能

性基因表达下调, 分化基因表达上调, 但尚未出现胚

层定向分化的趋势。

2.2   mTORC1过度激活引起mESCs线粒体活性

上调

本实验室早期研究发现 , mTORC1通过介导线

粒体重塑和线粒体翻译来分别参与调控体细胞诱

导重编程和mESCs自我更新 [12-14]。因此我们猜测

mTORC1也通过介导线粒体调控mESCs稳态下多能

性基因表达。

通过检测线粒体活性 , 我们发现与 Tsc1 WT 
mESCs相比 , Tsc1 KO mESCs的线粒体数量(图2A)、
ROS水平 (图2B)、OCR的基础水平和最高水平 (图
2C和图2D)均显著上调 , 且这可以被雷帕霉素恢复。

上述结果初步证明mTORC1过度激活会引起mESCs
中线粒体活性上调。

2.3   过度激活 mTORC1通过激活线粒体抑制

mESCs多能性基因表达

为了进一步验证过度激活mTORC1后引起的

mESCs多能性基因表达下调是通过激活线粒体导

致的, 我们通过使用线粒体抑制剂DMM抑制线粒体

活性。DMM是琥珀酸脱氢酶 (succinate dehydroge-
nase, SDH)的竞争性抑制剂 , 而SDH位于三羧酸循

环(tricarboxylic acid cycle, TCA cycle)和电子传递链

(electron transfer chain, ETC)的交叉点 , 因此 , 它可

以抑制线粒体复合物 II活性 , 从而同时阻断TCA循

环和ETC(图3A)[20]。在Tsc1 KO mESCs中加入DMM
后 , 细胞形态恢复为中间隆起、折光性强且边缘清

晰的未分化状致密状 , 与雷帕霉素效果相似 (图 3B
上)。通过AP(碱性磷酸酶)染色检测mESCs分化状态, 
我们发现 , 与Tsc1 WT mESCs相比 , AP染色结果显

示Tsc1 KO mESCs的染色变浅至接近无色 , 而雷帕

霉素和DMM可以恢复AP染色的颜色, 说明Tsc1 KO 
mESCs的多能性下调且可以被雷帕霉素和DMM恢

复 (图3B下 )。为了证明DMM是通过抑制线粒体活

性发挥功能的 , 我们检测了线粒体数量和ROS水平 , 
发现了DMM确实可以有效抑制Tsc1 KO mESCs中
的线粒体活性 , 结果与雷帕霉素相似 , DMM同样能

令线粒体活性恢复至接近Tsc1 WT mESCs的水平(图
3C和图3D)。接着 , 我们使用RT-qPCR检测了Tsc1 
WT、Tsc1 KO、雷帕霉素恢复以及DMM恢复的

mESCs中的多能性基因表达情况, 同样发现了DMM
可以恢复Tsc1 KO mESCs的多能性基因表达 , 这与

雷帕霉素效果一致(图3E)。
综上可知 , 过度激活mTORC1通过激活线粒体

下调mESCs多能性基因表达。

2.4   mTORC1过度激活通过上调PDH复合物活

性激活线粒体代谢从而抑制mESCs多能性基因

表达

为了进一步验证过度激活mTORC1激活线粒

体下调多能性基因表达的具体机制 , 我们发现有报

道称mTORC1下游S6K1会通过磷酸化PDK增强其

活性 , 进而抑制PDH复合物 [21]。PDH复合物是一种

核基因编码的线粒体多酶复合物 , 主要由丙酮酸脱

氢酶 (E1)、二氢硫辛酰胺乙酰转移酶 (E2)和硫辛酰

胺脱氢酶 (E3)三种酶成分的多个拷贝组成。PDH
复合物作为线粒体将丙酮酸钠催化生成乙酰辅酶A
的关键酶 , 使TCA循环和糖酵解紧密关联在一起。

PDH激酶 (PDK1~4)介导的E1亚基α(PDHE1α)在丝

氨酸 (Ser)232、293和300位的磷酸化均会抑制PDH
复合体的活性[22-23]。

通过以往研究报道发现 , 线粒体激活剂DCA
是 PDH复合物的激活剂 , 并通过抑制 PDK活性以

提高PDH复合物活性 [24](图4A)。因此 , 我们首先通

过Western blot检测mTORC1过度激活的Tsc1 KO 
mESCs中PDH复合物活性 , 发现PDHE1α磷酸化水

平大幅下调 , 证明mTORC1过度激活后PDH复合物
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活性被激活 (图4B)。接着 , 我们使用DCA处理正常

mESCs模拟线粒体激活的表型 , Western blot检测结

果显示使用DCA激活线粒体后 , PDH复合物的磷酸

化水平显著下调 (图 4C), 且与对照相比 , DCA处理

mESCs后 , 线粒体数量和ROS水平上调 , 且随着使

用浓度增加上调水平同时增加 (图4D和图4E), 证明

DCA有效增强了PDH活性并激活了线粒体代谢。随

后 , 通过RT-qPCR检测对照和DCA不同浓度处理后

的mESCs中的多能性基因表达情况 , 结果发现DCA
处理后mESCs多能性基因表达水平整体下调(图4F), 
说明上调PDH复合物活性激活线粒体会诱导mESCs
多能性基因表达下调。

为了进一步探究mTORC1过度激活后mESCs多
能性基因表达下调是因为PDH复合物被激活 , 我们

通过线粒体丙酮酸转运蛋白MPC抑制剂UK5099抑
制PDH复合物活性(图4G), 我们发现UK5099处理后, 
Tsc1 KO mESCs细胞形态恢复为正常mESCs的未分

化致密状克隆 (图4H), 这和使用雷帕霉素处理的效

果类似。OCR结果显示使用UK5099处理后 , 线粒

体活性被抑制 , 验证了抑制剂的有效性 (图4I)。RT-
qPCR检测发现部分多能性基因如Nanog、Sox2和
Rex1表达水平恢复正常(图4J)。

综上可知 , 过度激活mTORC1通过上调PDH复

合物活性激活线粒体代谢 , 从而抑制mESCs的多能
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图2   mTORC1过度激活引起mESCs线粒体活性上调

Fig.2   Hyperactivation of mTORC1 increases mitochondrial activity in mESCs
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学重复); C: Tsc1 WT、KO 以及雷帕霉素(0.3 nmol/L, 下同)和DMM(1 nmol/L, 下同)恢复的mESCs的克隆形态与AP染色; D: Tsc1 WT、KO以及

雷帕霉素和DMM恢复的mESCs的ROS水平, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, n=3(独立生物学重复); E: RT-qPCR检测Tsc1 WT、KO以及雷帕霉

素和DMM恢复的mESCs的多能性基因表达水平, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, n=3(独立生物学重复)。
A: mechanism diagram of the mitochondrial inhibitor DMM; B: mitochondrial quantity in Tsc1 WT, KO, and Rapamycin and DMM rescued mESCs, 
**P<0.01, ***P<0.001, n=3 (independent biological replicates); C: colony morphology and AP staining of Tsc1 WT, KO, and Rapamycin (0.3 nmol/
L, also hereafter in all similar experiments) and DMM (1 nmol/L, also hereafter in all similar experiments) rescued mESCs; D: ROS levels in Tsc1 WT, 
KO, and Rapamycin and DMM rescued mESCs, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, n=3 (independent biological replicates); E: RT-qPCR analysis of 
pluripotency gene expression levels in Tsc1 WT, KO, and Rapamycin and DMM rescued mESCs. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, n=3 (independent 
biological replicates).

图3   线粒体抑制剂DMM可以恢复过度激活mTORC1导致的mESCs多能性下调

Fig.3   Mitochondrial inhibitor DMM can rescue the downregulation of mESCs pluripotency due to mTORC1 hyperactivation 

性基因表达。

3   讨论
胚胎干细胞是再生医学的重要研究材料 , 其

自我更新与多能性会受到多种信号通路的调控 , 从
而能够在体外实现长期稳定培养 [25-26]。为了排除

体内过度激活mTORC1对胚胎早期发育的影响以

及体外使用CRISPR/Cas9技术敲除基因时可能产
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A: DCA作用机制示意图; B: Ctrl、2.5 mmol/L DCA和5 mmol/L DCA处理Tsc1 WT mESCs中线粒体数量的检测, **P<0.01, n=3(独立生物学重复); C: 
Ctrl、2.5 mmol/L DCA和5 mmol/L DCA处理Tsc1 WT mESCs中ROS水平的检测, *P<0.05, **P<0.01, n=3(独立生物学重复); D: Western blot检测Tsc1 
WT、KO以及雷帕霉素恢复的mESCs中PDH复合物活性; E: Western blot检测正常2iL培养条件下和使用5 mmol/L DCA处理的mESCs中的PDH复

合物活性, p-PDHE1α S293和p-PDHE1α S232为PDHE1α磷酸化位点; F: RT-qPCR检测对照和分别使用两个浓度DCA处理后的Tsc1 WT mESCs的多

能性基因表达水平。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, n=3(独立生物学重复); G: Western blot检测正常2iL培养条件下和使用20 μmol/L UK5099处理

的mESCs中PDH复合物活性; H: Tsc1 WT、KO以及使用0.3 nmol/L雷帕霉素和20 μmol/L UK5099恢复的mESCs的克隆形态; I: Tsc1 WT、KO
以及使用雷帕霉素和20 μmol/L UK5099恢复的mESCs的线粒体基础水平(basal level)耗氧率和最大水平(maximum level)耗氧率, **P<0.01, 
***P<0.001, n=3(独立生物学重复); J: RT-qPCR检测Tsc1 WT、KO以及使用雷帕霉素和UK5099恢复的mESCs的多能性基因表达水平, *P<0.05, 
**P<0.01, ***P<0.001, n=3(独立生物学重复)。
A: schematic diagram of the mechanism of action of DCA; B: detection of the number of mitochondria in Tsc1 WT mESCs treated with Ctrl, 2.5 mmol/L DCA 
and 5 mmol/L DCA, **P<0.01, n=3 (independent biological replicates); C: detection of ROS levels in Tsc1 WT mESCs treated with Ctrl, 2.5 mmol/L DCA and 
5 mmol/L DCA, *P<0.05, **P<0.01, n=3 (independent biological replicates); D: PDH complex activity in Tsc1 WT, KO and Rapamycin rescued mESCs 
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生的脱靶效应 , 我们从条件敲除型小鼠体内分离得

到Tsc1Loxp/Loxp mESCs, 并通过AAV-Cre敲除处理 , 得
到可以在体外稳定培养的Tsc1 KO mESCs。由于早

期研究报道mTORC1激活时会抑制mTORC2活性 [6-27], 
但敲降mTORC2复合物特有组分 Rictor并不影响

mESCs多能性蛋白表达水平 [12], 且本实验室早期发

现mTORC1通过线粒体调控体细胞诱导重编程和

mESCs的自我更新 [12-14], 因此 , 本研究利用稳定培养

的Tsc1 WT/KO mESCs细胞系, 从线粒体代谢层面探

讨了过度激活mTORC1对mESCs多能性的影响及其

下游机制。研究结果表明 , Tsc1敲除后 , mTORC1过
度激活会导致线粒体活性增强 , 进而造成mESCs细
胞形态由中间隆起的未分化状态变为扁平状 , AP染
色颜色接近无色 , 同时多能性基因表达水平显著下

调 , 该表型是mTORC1激活PDH复合物使线粒体活

性上调造成的 , mTORC1抑制剂雷帕霉素、线粒体

复合物 II抑制剂DMM和PDH复合物抑制剂UK5099
均可以有效恢复这些表型(图5)。

ESCs线粒体活性相对较低, 功能尚不成熟, 代谢方

式主要依赖于糖酵解 [28], 尽管如此 , 线粒体活性及其代

谢产物对ESCs命运具有重要影响。研究表明 , 大幅抑

制线粒体活性会抑制mESCs自我更新[12]; 适度抑制线粒

体活性则有助于抑制ESCs分化[29-30]; 而抑制线粒体分裂

则有利于维持其多能性[31-32]。mTORC1可以从多个层面

调控线粒体代谢: 通过4EBP1/2或S6K从翻译层面调控

线粒体蛋白表达[33-34]; 通过Pgc1α/YY1或者HIF1α从转录

层面调控线粒体相关基因转录 [35-37]; 通过ULK1抑制自

噬从而抑制线粒体降解 [38]; 通过4EBP-MTFP1促进线

粒体分裂[39]; 通过抑制FH抑制延胡索酸水平[40]等。此

外 , 敲除T细胞中的去泛素酶CYLD(Cylindromatosis)
会通过激活AMPKα/mTOR/ULK1信号通路, 降低线粒

体代谢活性 , 减少线粒体中ROS的产生并促进线粒

体自噬 [41]。在衰老模型中 , mTORC1持续激活则会

导致线粒体自噬减少 , 进而导致失常线粒体和过量

ROS的累积最终对细胞造成损伤 [42]。此外 , 有研究

表明, 在发育中的小鼠心脏线粒体内, PDH复合物会

被NOTCH1胞内结构域 (Notch1 intracellular domain 
1, NICD1)激活从而使得线粒体代谢得到改善 , 并
最终驱动了内皮细胞到间充质转化 (endothelial-to-
mesenchymal transition, EndMT)的过程 [43]。值得注

意的是 , PDH复合物作为线粒体氧化反应和糖酵解

代谢的关键限速酶, 其活性与线粒体活性息息相关。

PDH复合物通过将丙酮酸转化为乙酰辅酶A, 促进

三羧酸循环从而增强线粒体呼吸链活性。过往研

究表明 , mTORC1过度激活可抑制丙酮酸脱氢酶激

酶 (pyruvate dehydrogenase kinase, PDK), 从而解除

PDK对PDH复合物的抑制作用。PDH复合物活化后

通过促进丙酮酸氧化脱羧生成乙酰辅酶A, 增强线

粒体氧化代谢, 最终导致活性氧(ROS)累积[18]。本研

究中mTORC1过度激活通过上调PDH复合物活性从

而促进mESCs线粒体激活 , 最终抑制多能性基因表

达, 但mTORC1调控PDH复合物活性的机制和TSC1
其他下游通路如TGF-beta/Smad2/3通路等是否参与

这一过程尚不清楚, 需要后续进一步的研究。

作为代谢和生长的核心调控因子 , mTORC1和
线粒体功能密切相关 , 其过度激活通常会引发ROS
的累积、基因组损伤以及细胞稳态的紊乱。早期

研究发现抑制mTORC1会诱导线粒体活性降低并

直接导致胚盘功能不全 [30]。此外 , 氧化应激是导致

DNA损伤的重要因素 , mTORC1可以通过RNF168
加剧细胞DNA损伤 , 引发基因组不稳定 , 而这一过

程可能与线粒体激活产生的ROS有关 [35]。我们发

现mTORC1过度激活后 , mESCs内ROS水平显著上

升, 接近正常水平的两倍(图2B), 提示mTORC1过度

were detected; E: Western blot analysis of PDH complex  activity in mESCs treated with 5 mmol/L DCA and untreated under normal 2iL culture condi-
tions, p-PDHE1α S293 and p-PDHE1α S232 were phosphorylated sites of PDHE1α; F: pluripotency gene expression levels of Tsc1 WT mESCs detected 
by RT-qPCR control and treated with two concentrations of DCA, respectively, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, n=3 (independent biological repeats); G: 
Western blot analysis of PDH complex activity in mESCs treated with 20 μmol/L UK5099 and untreated under normal 2iL culture conditions, p-PDHE1α 
S293 and p-PDHE1α S232 were phosphorylated sites of PDHE1α; H: Tsc1 WT, KO, and clonal morphology of mESCs recovered with 0.3 nmol/L ra-
pamycin and 20 μmol/L UK5099; I: basal level and maximum level oxygen consumption rates of Tsc1 WT, KO, and mESCs recovered with rapamycin 
and 20 μmol/L UK5099, **P<0.01, ***P<0.001, n=3 (independent biological replicates); J: RT-qPCR was used to detect the expression levels of plu-
ripotency genes in Tsc1 WT, KO and mESCs recovered with rapamycin and UK5099, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, n=3 (independent biological 
replicates).

图4   mTORC1过度激活上调PDH复合物活性激活线粒体代谢进而抑制多能性基因表达

Fig.4   Hyperactivation of mTORC1 promotes the increase of mitochondrial activity by activating PDH complex, 
thereby inhibiting the expression of pluripotency genes
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激活可能是通过促进线粒体活性和细胞内ROS的累

积 , 引发基因组不稳定 , 并扰动多能性基因的表达

的。

综上所述 , 本研究发现过度激活mTORC1通
过激活PDH复合物诱导线粒体活性上调 , 最终抑制

mESCs多能性基因表达 , 为体外研究ESCs的发育分

化提供了重要基础。通过调控mTORC1和线粒体活

性 , 不仅有助于在体外维持ESCs更好的发育潜能 , 
还可能实现干细胞的体外精确定向诱导分化 , 进而

推动再生医学发展。此外 , 深入研究mTORC1和线

粒体对多能干细胞的影响将有助于衰老机制的进一

步揭示 , 为未来实现延缓甚至阻断体内干细胞衰老

提供理论基础和技术支撑。
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