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［摘要］　 胚胎干细胞（ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＥＳ细胞）具有自我复制和无限增殖的潜能，在发育生物学和再生
医学中具有重要的研究价值，ＥＳ细胞蛋白质组学研究对揭示ＥＳ细胞增殖、分化的机制具有重大意义。
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　　胚胎干细胞（ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＥＳ细胞）主
要来源于动物胚胎发育早期囊胚中的内细胞团，具

有自我复制和多潜能分化的特征，１９８１年，Ｅｖａｎｓ和
Ｋａｕｆｍａｎ等［１２］从小鼠胚泡内细胞团中成功分离出

ＥＳ细胞，建立了哺乳动物 ＥＳ细胞系。１９９５年，
Ｔｈｏｍｓｏｎ等［３］从恒河猴胚泡获得第一个灵长类的ＥＳ
细胞系［３］，并于１９９８年从人胚泡内细胞团成功分离
出５个ＥＳ细胞系［４］。人类ＥＳ细胞系的建立是生命
科学研究历史上的重要里程碑，其潜在的医学应用

价值成为世界研究的热点。

小鼠胚胎干细胞（ｍＥＳ细胞）是研究人类胚胎
干细胞（ｈＥＳ细胞）较好的模型，但其与 ｈＥＳ细胞也
有明显的差异，例如，体外培养时，小鼠ＥＳ细胞的倍
增时间是１２ｈ，而人类 ＥＳ细胞倍增的时间大约为
３６ｈ［５］；ｍＥＳ细胞需白血病抑制因子（ＬＩＦ）存在以保
持其未分化状态［６］；而ｈＥＳ细胞除需ＬＩＦ外，还需要
饲养层细胞或者血清的存在，或者含有 ｂＦＧＦ的无

血清培养基等条件［５］。人类 ＥＳ细胞的表面抗原与
ｍＥＳ细胞不同［７］。

目前，对ＥＳ细胞生物学特征的研究主要是以芯
片技术等［８］作为高通量研究技术的转录组水平的分

析，以及一些常规的蛋白质分析如 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹，流
式细胞仪检测细胞表面标记等，然而 ｍＲＮＡ水平并
不能完全代表蛋白质水平，而且胚胎干细胞的一些

生物学性状也不仅由特定蛋白的丰度决定。蛋白质

是细胞的功能单位，蛋白质表达反映了细胞的生理

状态，蛋白表达水平在 ｍＲＮＡ水平受到调节（转录、
剪接等），蛋白的表达量和活性则由翻译、翻译后修

饰和降解等过程决定，因此，为了获得对 ＥＳ细胞增
殖、稳定和分化等通路的了解，蛋白质组水平研究显

得尤为重要。通过质谱鉴定为基础的蛋白质组学分

析和高通量的芯片技术进行的转录组水平研究可更

好地从基因和蛋白水平研究ＥＳ细胞的行为。
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１　小鼠胚胎干细胞蛋白质组学
２００１年Ｇｕｏ等［１０］成功建立了体外维甲酸（ＲＡ）

诱导ＥＳ细胞定向分化神经细胞的模型，为了检测
ＲＡ诱导神经细胞分化的分子机制，Ｇｕｏ等应用２
ＤＥ技术分离了未分化ＥＳ细胞和经诱导的已分化神
经细胞的蛋白，建立了ＥＳ细胞和不同分化时期神经
细胞的蛋白质表达图谱，并选择了２４个差异表达的
蛋白质胶点进行质谱鉴定，经 Ｐｅｐｔｉｄｅｎｔ软件分析表
明，其中９个蛋白与已知蛋白高度匹配，３个蛋白有
多个候选者，不能确定，剩余的１２个蛋白质中包括５
个上调和７个下调蛋白，未从数据库中得到结果，需
要进一步实验验证。该实验通过２Ｄ分离结合质谱
鉴定的方法初步确定了几种与神经细胞分化及增殖

相关的蛋白，证明了利用蛋白质组学分析研究体外

分化模型的可行性。２００４年，Ｅｌｌｉｏｔｔ等［１１］获得了一

个更全面的ｍＥＳ（Ｒ１）细胞蛋白表达图谱，通过３个
不同ｐＨ梯度的电泳胶条（ｐＨ３１０，４７，６１１）和不同
的丙烯酰胺浓度，利用肽指纹图谱（ＰＭＦ）和串联质
谱共分析了７００个蛋白胶点，鉴定了２１８个蛋白，其
中一些未知功能的蛋白可能为小鼠 ＥＳ（Ｒ１）细胞的
特异蛋白。Ｎａｇａｎｏｋ等［１２］通过全自动微量多维色谱

和高分辨ＭＳ获得了包括１７００个小鼠 ＥＳ（Ｅ１４１）
细胞表达蛋白的更全面的数据，其中包括了３６５个
核蛋白和２６０个膜蛋白，除了一些看家蛋白外，还包
括一些转录因子如 ＯＣＴ４，ＵＴＦ１，ＳＯＸ等，获得的这
些蛋白质数据与 ＲａｍａｌｈｏＳａｎｔｏｓ等通过芯片技术获
得的转录组数据比较，发现６０个ＥＳ细胞特异蛋白，
并且鉴定了一些ＥＳ细胞的翻译后修饰位点。

Ｐｒｕｄｈｏｍｍｅ等［１３］利用纤维结合素、层粘连蛋

白、白血病抑制因子和成纤维细胞生长因子４的不
同组合组成了刺激培养 ＥＳ细胞的１６种组合，同时
分别在细胞培养的第２，３，５天测定３１种主要细胞
内信号通路蛋白的磷酸化状态，研究表明其中的７
个信号通路（ｓｔａｔ３，ｒａｆ１，ＭＥＫ，ＥＲＫ，Ｓｒｃ，ＰＫＣ和 ＰＫ
Ｂａ）与胚胎干细胞的增殖和分化显著相关。
２００５年 Ｗａｎｇ等［１４］为了研究胚胎干细胞向神

经细胞分化过程中蛋白表达变化情况，通过２ＤＥ结
合ＬＣ／ＭＳ／ＭＳ建立了小鼠 ＥＳ（Ｅ１４）细胞和其分化
多巴胺能神经元细胞的蛋白表达谱，鉴定了２３个差
异表达蛋白，并通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹等方法进一步验
证了下调蛋白 ＴＣＴＰ和上调蛋白 ａｌｐｈａｔｕｂｕｌｉｎ，发现
在ＥＳ细胞分化过程中 ＴＣＴＰ蛋白的表达水平不依
赖于胞内 Ｃａ２＋的浓度，而且 ＴＣＴＰ的表达水平在运

动神经元中的表达较多巴胺能神经元更低，说明蛋

白质组学可作为研究干细胞及其分子机制的有力

工具。

２　人胚胎干细胞蛋白质组学
ｈＥＳ细胞与 ｍＥＳ细胞有不同的细胞行为，存在

着不同的信号通路，因此研究 ｈＥＳ细胞在再生医学
中有广阔的应用前景，迄今，以质谱鉴定为主的干细

胞蛋白质组学分析多局限于ＣＤ３４＋干细胞［１５］，骨髓

间充质干细胞［１６］，神经干细胞［１７］，脐血来源的干细

胞［１８］，脂肪组织来源的干细胞［１９］和造血干细

胞［２０］，但对ｈＥＳ细胞的全面蛋白质组学研究较少。
ＶａｎＨｏｏｆ等［２１］首先利用蛋白质组学技术分析

了ｈＥＳ细胞和 ｍＥＳ细胞以及其分化细胞的差异表
达蛋白，结果共获得１７７５个非冗余 ｈＥＳ细胞蛋白
和１５３２个分化的ｈＥＳ细胞蛋白，１８７１个非冗余的
ｍＥＳ细胞蛋白和１５５２个分化的 ｍＥＳ细胞蛋白，其
中１９１个蛋白在ｈＥＳ和ｍＥＳ细胞中共表达，但不在
分化细胞中表达，除了一些已知的ＥＳ细胞特异蛋白
外，还包括许多未知的蛋白，可能为一些新的 ＥＳ细
胞特异蛋白。为了验证质谱方法鉴定的结果，选择

了部分蛋白通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹、免疫荧光共聚焦显
微镜、流式细胞仪等方法进行分子水平的验证，同时

选择另外两个独立的ｈＥＳ细胞系作为研究候选差异
蛋白的材料［２１］。

该研究首次较全面的从蛋白水平分析了ｈＥＳ细
胞和ｍＥＳ细胞及其分化细胞的差异蛋白表达，通过
差异比较的方法可以从获得的ｈＥＳ细胞蛋白数据中
去除 ｈＥＳ细胞和分化细胞的一些共有表达蛋白，得
到一些可认为是 ｈＥＳ细胞的特异性蛋白，这些蛋白
可能参与ＥＳ细胞未分化状态的维持和促进其自我
更新。同时通过相同的策略鉴定 ｍＥＳ细胞特异性
蛋白，并比较ｈＥＳ细胞和ｍＥＳ细胞中特异表达的蛋
白，为研究ｈＥＳ细胞和ｍＥＳ细胞的不同信号通路提
供了材料。

３　展望
ＥＳ细胞不仅是发育生物学研究的有力工具，也

是基因治疗的理想靶细胞，其最有意义的用途在于

可能成为细胞替代治疗和组织器官移植的“种子细

胞”，用于治疗各种退行性病、遗传病、肿瘤等，但ＥＳ
细胞的临床应用也面临着一些技术和理论的问题，

如ＥＳ细胞是如何维持体外无限非分化增殖的；ＥＳ
细胞体外诱导分化的机制是什么；如何控制ＥＳ细胞
的分化条件，提高定向分化的效率等。近年来发展
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的蛋白质组学从蛋白质组学角度研究 ＥＳ细胞及其
体外定向分化模型，可对不同来源，不同分化阶段的

调控因子作分析比较，有利于全面研究ＥＳ细胞的生
物学特性以及与增殖、分化相关的分子事件。
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