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ＢＥＮＤ６ 过表达对小鼠神经干细胞基因转录表达的影响
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摘要：目的 探究在小鼠神经干细胞（ＮＳＣｓ）中过表达 ＢＥＮＤ６ 对其基因转录表达的影响，分析 ＢＥＮＤ６ 在小鼠神经

发育过程中潜在的生物学功能。 方法 在贴壁培养的小鼠 ＮＳＣｓ 中分别瞬时转染 ｐＣＭＶ⁃ｍＳｃａｒｌｅｔ（对照组）和 ｐＣＭＶ⁃
ｍＳｃａｒｌｅｔ⁃ＢＥＮＤ６（实验组）质粒，２４ ｈ 后在显微镜下观察细胞中红色荧光的表达以确认 ｍＳｃａｒｌｅｔ 和 ｍＳｃａｒｌｅｔ⁃ＢＥＮＤ６
蛋白的表达。 分别提取两组细胞的总 ＲＮＡ，通过全转录组二代测序并对测序数据进行质控、参考基因组比对、定量

分析、差异基因表达分析和富集分析，从而表征 ＢＥＮＤ６ 过表达对小鼠 ＮＳＣｓ 基因转录表达的影响及其在小鼠神经

发育中的潜在功能。 结果 成功获取并贴壁培养小鼠 ＮＳＣｓ。 全转录组测序分析发现，与对照组相比，过表达

ＢＥＮＤ６ 的神经干细胞中有 １６５ 个差异表达基因，其中有 １０２ 个基因上调，６３ 个基因下调。 富集分析显示这些差异

表达基因主要与膜电位改变，突触传递，刺激反应，生长发育等生物学过程的调节有关。 结论 ＢＥＮＤ６ 过表达能够

调控小鼠 ＮＳＣｓ 中的特定基因的转录水平，可能具有调控特定生物学过程及小鼠生长发育的功能。
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　 　 近年来，随着生物信息学的发展，越来越多未知

的蛋白结构域被预测出来。 ＢＥＮ 结构域［１］ 是 ２００８
年首次预测出的一个新的蛋白结构域。 在该结构域

被预测后不久，果蝇 ＩＮＳＶ 蛋白的 ＢＥＮ 结构域被发

现能够直接与 ＤＮＡ 结合，并抑制其结合基因的表

达［２］。 近年来对 ＢＥＮ⁃ｓｏｌｏ 蛋白［３⁃５］和其他含有 ＢＥＮ
结构域的相关蛋白［６⁃１１］ 的研究表明，该类蛋白具有

抑制或隔离基因表达以及调节染色质结构的功能，
但是目前该类蛋白中许多成员的生物学功能及其发

挥功能的分子机制尚未阐明。 ＢＥＮＤ６ 蛋白与 ＩＮＳＶ
蛋白类似，因其只含有一个 ＢＥＮ 结构域而不含有其

它可识别结构域，又被叫做 ＢＥＮ⁃ｓｏｌｏ 蛋白。 小鼠的

ＢＥＮＤ６ 蛋白在细胞核中表达，并且具有促进神经细

胞在小鼠大脑皮层中向上迁移的功能［３］，但 ＢＥＮＤ６
可能发挥的生物学功能尚不清楚。 本研究旨在通过

对 ＢＥＮＤ６ 过表达的小鼠神经干细胞进行全转录组

测序并分析 ＢＥＮＤ６ 对其基因转录表达的影响，从而

推测 ＢＥＮＤ６ 在小鼠发育中的潜在功能。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 质粒：ｐＣＭＶ⁃ｍＳｃａｒｌｅｔ，ｐＦＲＴ⁃ＦＨ⁃ＢＥＮＤ６（北
京协和医学院基础学院，生物化学与分子生物学系，
于洋实验室）。
１􀆰 １􀆰 ２　 小鼠神经干细胞：取自 Ｐ１４ 小鼠（Ｃ５７）侧脑

室周围组织。 实验小鼠来自北京协和医学院基础学

院动物中心。
１􀆰 １􀆰 ３　 试剂和试剂盒：ＮｅｕｒｏＣｕｌｔＴＭ Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ Ｋｉｔ
（Ｍｏｕｓｅ ＆ Ｒａｔ） （Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌ 公司）；ＰＣＲ 引物合成与

质粒测序（北京诺赛基因组研究中心有限公司）；
Ｔｒｉｚｏｌ（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司）； ＳＹＢＲ（ＹＥＳＥＮ 公司）；
全转录组测序（北京诺禾致源生物技术有限公司）；
Ｐｏｌｙ⁃Ｄ⁃Ｌｙｓｉｎｅ （ ＰＤＬ） 和 Ｌａｍｉｎｉｎ （ Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公

司）；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ Ｓｔｅｍ Ｒｅａｇｅｎｔ （ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）；

ｍＣｈｅｒｒｙ 抗体（Ａｂｂｋｉｎｅ 公司）；荧光二抗（Ａｂｃａｍ 公

司）。
１􀆰 ２ 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 质粒的构建：从 ｐＦＲＴ⁃ＦＨ⁃ＢＥＮＤ６ 质粒中克

隆 ＢＥＮＤ６ 片段并将其插入 ＥｃｏＲ Ⅰ和 ＢａｍＨ Ⅰ双酶

切的 ｐＣＭＶ⁃ｍＳｃａｒｌｅｔ 载体中。 将连接好的质粒转化

到感受态细菌中进行克隆，用卡那霉素进行筛选，测
序确认 ｐＣＭＶ⁃ｍＳｃａｒｌｅｔ⁃ＢＥＮＤ６ 质粒是否构建成功。
获取 ＢＥＮＤ６ 片段的上游引物：５′⁃ＣＧＡＧＣＴＣＡＡＧＣＴ
ＴＣＧＡＡＴＴＣＴＡＴＧＣＡＧＡＡＧＡＴＣＴＴＧＣＡＧＡＣ⁃３′， 下 游

引物：５′⁃ ＴＡＴＣＴＡＧＡＴＣＣＧＧＴＧＧＡＴＣＣ ＴＴＴＴＡＡＧＡＴ
ＡＣＣＡＴＣＣＴＧＡＧＡＧＴＴＣ⁃３′。
１􀆰 ２􀆰 ２　 小鼠神经干细胞（ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ， ＮＳＣｓ）
的获取与培养：参照 ＮｅｕｒｏＣｕｌｔＴＭ Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 中
描述的方法。
１􀆰 ２􀆰 ３ 　 细胞免疫荧光染色验证蛋白表达： 将

ｐＣＭＶ⁃ｍＳｃａｒｌｅｔ 和 ｐＣＭＶ⁃ｍＳｃａｒｌｅｔ⁃ＢＥＮＤ６ 质粒转染

到贴壁培养的神经干细胞中，２４ ｈ 后使用 ４％ ＰＦＡ
溶液将细胞固定，然后依次用 ｍＣｈｅｒｒｙ 抗体和荧光

二抗进行孵育，封片后在莱卡倒置显微镜下成像。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＲＮＡ 样品的制备：分别收集对照组和实验

组细胞于 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中，加入 １ ｍＬ Ｔｒｉｚｏｌ 吹打混

匀，室温静置 １０ ｍｉｎ，然后加入 ２００ μＬ 氯仿充分混

匀后于 ４ ℃ 离心 １０ ｍｉｎ。 吸取上层液体于新的

ＲＮａｓｅ⁃ｆｒｅｅ 的 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中，加入等体积的异丙

醇，混匀，室温静置 ５ ｍｉｎ 后 ４ ℃离心 １０ ｍｉｎ。 弃上

清，用 ７００ μＬ ７５％乙醇清洗 ＲＮＡ 沉淀 ２ 次，用适量

ＲＮＡａｓｅ⁃ｆｒｅｅ 的水溶解室温干燥的 ＲＮＡ 沉淀。
１􀆰 ２􀆰 ５　 ｑ⁃ＰＣＲ 实验验证基因转录水平：反转录对照

组和实验组细胞的 ＲＮＡ 得到相应的 ｃＤＮＡ，以

ｃＤＮＡ 为模板进行 ｑ⁃ＰＣＲ 扩增反应，分别检测两组

细胞中目标基因的 Ｃｔ 值，反应体系为 ２０ μＬ，每组

设置 ３ 个生物学重复，内参基因为 ｍ１８ｓｒＲＮＡ，采用

２－△△Ｃｔ法得到两组细胞中目标基因的相对表达量。
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１􀆰 ２􀆰 ６　 测序数据分析：使用 ＨＩＳＡＴ２ 软件对质控后

的测序数据进行比对，然后通过基因表达定量分析

获得实验组和对照组样本的基因表达矩阵。 采用

ＤＥＳｅｑ２ 软件获得实验组中有差异表达的基因，并对

差异基因进行生物功能富集分析。 差异表达基因的

筛选条件为 Ｐ≤０􀆰 ０５， ｜ ｌｏｇ２ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ ｜≥１。

表 １　 ｑ⁃ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｑ⁃ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ

ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′⁃３′） 　 　

ｍ１８ｓｒＲＮＡ Ｆ：ＧＴＡＡＣＣＣＧＴＴＧＡＡＣＣＣＣＡＴＴ

Ｒ：ＣＣＡＴＣＣＡＡＴＣＧＧＴＡＧＴＡＧＣＧ

ｍＳｃａｒｌｅｔ Ｆ：ＡＡＧＡＣＣＡＣＣＴＡＣＡＡＧＧＣＣＡＡＧ

Ｒ：ＣＴＧＴＴＣＣＡＣＣＡＣＧＧＴＧＴＡＧＴ

ＢＥＮＤ６ Ｆ：ＣＣＴＣＡＧＧＣＡＧＴＣＡＣＡＣＡＧＴＴ

Ｒ：ＣＣＴＣＡＧＧＣＡＧＴＣＡＣＡＣＡＧＴＴ

２　 结果

２􀆰 １　 小鼠神经干细胞的获取

成功获得小鼠神经干细胞（图 １Ｂ），并将其在细

胞培养板中贴壁培养（图 １Ａ）。
２􀆰 ２　 在小鼠神经干细胞中过表达 ｍＳｃａｒｌｅｔ 和
ｍＳｃａｒｌｅｔ⁃ＢＥＮＤ６

分 别 将 ｐＣＭＶ⁃ｍＳｃａｒｌｅｔ 和 ｐＣＭＶ⁃ｍＳｃａｒｌｅｔ⁃
ＢＥＮＤ６ 质粒（图 １Ｃ）转染到贴壁培养的神经干细胞

中（图 １Ａ）。 转染 ２４ ｈ 后，ｍＳｃａｒｌｅｔ 在两组细胞中的

转录水平相差不大（图 ２Ｃ），而 ＢＥＮＤ６ 在实验组细

胞中的表达明显高于在对照组中的表达（图 ２Ｄ）。
此外，ｍＳｃａｒｌｅｔ 在神经干细胞的细胞核和细胞质中

均有表达（图 ２Ａ），而 ｍＳｃａｒｌｅｔ⁃ＢＥＮＤ６ 仅在细胞核

中有明显表达（图 ２Ｂ）。
２􀆰 ３　 ＢＥＮＤ６ 过表达对小鼠神经干细胞基因转录的

影响

与过表达 ｍＳｃａｒｌｅｔ 的神经干细胞相比，过表达

ｍＳｃａｒｌｅｔ⁃ＢＥＮＤ６ 的细胞中共有 １６５ 个基因的表达发

生了变化。 其中上调的基因有 １０２ 个，如 Ｍｘ１、
Ｍｘ２、Ｓｏｃｓ１、Ｍａｐ１ｂ、Ｋｃｎｑ３、Ｐｐｐ１ｒ１３ｌ、 Ｓｔｍｎ４、Ｃｄ２７４、
Ｔｇｔｐ１ 等；下调的基因有 ６３ 个，如 Ｔｉｍｐ１、Ｃｄ６８、Ｏｔｘ２、
Ｃａｓｐ１２、Ｆｎ１、Ｇｘｙｌｔ２、Ｃｒｙａｂ、Ａｃｔａ２ 等（图 ３Ａ，Ｂ）。
２􀆰 ４　 差异表达基因的生物学功能富集分析

在过表达 ｍＳｃａｒｌｅｔ⁃ＢＥＮＤ６ 的神经干细胞中筛

选出的差异表达基因主要与生长发育调控，生物

代谢过程、免疫过程、细胞内生物学过程及种间互

相作用等多种生物学过程相关（图 ４Ａ）。 这些生

物学过程主要包括膜电位的调节、细胞对干扰素⁃
的反应、肽基丝氨酸磷酸化的正调控、炎性反应、
内肽酶活性的调节、化学突触传递、多巴胺能神经

发生、正向调节神经元分化、２ 型免疫反应的调节、
细胞分化的负调控、神经系统过程的调节、胰岛素

受体信号通路的调控、微管聚合或解聚的调节等

（图 ４Ｂ）。

Ａ􀆰 ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ； Ｂ􀆰 ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅ（×１００）；
Ｃ􀆰 ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｏｆ ｍＳｃａｒｌｅｔ ａｎｄ ｍＳｃａｒｌｅｔ⁃ＢＥＮＤ６ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

图 １　 小鼠神经干细胞的培养与转染

Ｆｉｇ １　 Ｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ
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Ａ􀆰 ｍＳｃａｒｌｅｔ ｗａｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ ａｎｄ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ； Ｂ􀆰 ｍＳｃａｒｌｅｔ⁃ＢＥＮＤ６ ｗａｓ ｒｅｓｔｒｉｃｔｅｄ ｉｎ
ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ； Ｃ􀆰 ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍＳｃａｒｌｅｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｏｎ⁃
ｔｒｏｌ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ； Ｄ􀆰 ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍＳｃａｒｌｅｔ⁃ＢＥＮＤ６ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ
ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；∗Ｐ＜０􀆰 ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍＳｃａｒｌｅｔ

图 ２　 ｍＳｃａｒｌｅｔ 和 ｍＳｃａｒｌｅｔ⁃ＢＥＮＤ６ 在实验组和对照组细胞中的表达
Ｆｉｇ ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍＳｃａｒｌｅｔ ａｎｄ ｍＳｃａｒｌｅｔ⁃ＢＥＮＤ６ ｉｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

Ａ􀆰 ｔｈｅ ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ ｓｈｏｗｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｕｐｏｎ ＢＥＮＤ６ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； Ｂ􀆰 ｈｅａｔｍａｐ ｓｈｏｗｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＢＥＮＤ６

图 ３　 实验组细胞中的差异表达基因
Ｆｉｇ ３　 ＢＥＮＤ６ ｏｖｅｒ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅａｄｓ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
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Ａ􀆰 ｆｕｎｃｉｔｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｕｐｏｎ ＢＥＮＤ６ ｏｖｅｒ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； Ｂ􀆰 ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｔｅｒｍｓ

图 ４　 差异表达基因的功能富集分析

Ｆｉｇ ４　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

３　 讨论

在本研究中，与过表达 ｍＳｃａｒｌｅｔ 的小鼠神经干

细胞相比，过表达 ｍＳｃａｒｌｅｔ⁃ＢＥＮＤ６ 的细胞中有 １６５
个基因的转录水平发生了变化。 这些差异表达基因

与神经系统的调节和多种生物学过程相关。 差异表

达分析发现过表达 ｍＳｃａｒｌｅｔ⁃ＢＥＮＤ６ 的小鼠神经干

细胞中 Ｓ１００ａ６ 基因下调，该蛋白可能是成年小鼠海

马体亚颗粒区神经干细胞和星形胶质细胞的新型标

志物［１２］。 有趣的是，实验组中 Ｆｎ１ 基因的转录水平

也呈现下调，该基因参与轴突延伸的正向调节，而对

神经分化有负向调节作用的 Ｚｆｐ５３６ 基因的转录水

平出现了上调。 此外，与调节微管聚合和神经元投

射发展相关的 Ｓｌｃ３９ａ１２ 基因呈现下调，而同样参与

调节微管聚合或解聚及神经元投射发育的 Ｓｔｍｎ４ 基

因确呈现上调。 这表明，小鼠神经元的成熟和轴突

形成是一个十分复杂的过程，ＢＥＮＤ６ 在小鼠神经干

细胞向神经元发育的过程中可能并不是起到单向促

进作用，而是促进神经干细胞进入某个神经元分化

成熟过程中的特殊状态。 值得注意的是，差异表

达基因中下调的 Ｐｒｒｘ２ 具有 ＤＮＡ 结合转录激活剂

活性，上调的 Ｚｆｐ５７ 具有结合染色质和双链甲基化

ＤＮＡ 的活性。 这提示 ＢＥＮＤ６ 在小鼠神经干细胞

中可能通过调节其他具有转录因子从而调节神经

分化过程。
ＢＥＮＤ６ 过表达除了对神经分化调节相关的基

因转录产生影响，也导致很多参与其他生物学过

程的基因转录水平发生了变化。 例如与突触膜电

位调节及神经递质分泌相关的基因中 Ｋｃｎｃ４、
Ｇａｂｒａ４ 呈现转录下调，Ｋｃｎｑ３ 和 Ｉｎｓｙｎ２ａ 基因呈现

上调；下调的 Ｔｉｍｐ１、Ｃｄ６８、Ｉｌ３３、Ｃｒｙａｂ 基因和上调

的 Ｔｇｔｐ１、Ｇｂｐ５、Ｃｄ２７４、Ｇｐｒ１７、Ｍｘ２、Ｍｘ１ 基因主要
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与免疫反应、炎性反应和伤口愈合等生物学过程

相关。
本研究通过对过表达 ＢＥＮＤ６ 的神经干细胞进

行转录组测序和分析发现，ＢＥＮＤ６ 过表达会导致参

与神经分化和多种生物学过程的基因转录水平发生

变化，为 ＢＥＮＤ６ 生物学功能的探究提供方向。 但

ＢＥＮＤ６ 具体的生物学功能及其发挥作用的分子机

制还有待进一步的研究去探索。
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