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摘要  Nanog是最新发现的一个在胚胎干细胞(ES细胞)中特异表达, 并在保持 ES细胞多能性的机制中
有重要作用的转录因子. Nanog基因的表达能非常灵敏地随 ES细胞的分化而下调, 使之成为指示 ES细
胞多能性最理想的标志基因之一. 本研究基于细菌人工染色体(bacterial artificial chromosome, BAC)同
源重组技术, 并改进了将报告基因敲入目的位点的重组方案, 高效构建了小鼠 ES 细胞(mES 细胞)的
Nanog/EGFP报告体系. 基因打靶后的mES细胞具有与其源mES细胞相同的特性, 并能稳定地将Nanog
与 EGFP (enhanced green fluorescence protein)的表达偶联. 此报告体系能通过 EGFP 的表达有效报告
Nanog基因的表达水平, 从而对 mES细胞分化或未分化状态作出明显指示. 本研究为 mES细胞自我更
新和分化的研究提供了一个理想的实验体系, 不仅能用于进一步优化 mES 细胞的培养体系, 对研究
Nanog的表达调控及其与其他维持 mES细胞多能性的因子和途径之间的关系也有深远的意义.  
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由于胚胎干细胞(embryonic stem cells, ES细胞)
具有自我更新 (self-renew)及多向分化潜能 (multipo-    
tential)两大特性 [1,2], 是细胞移植治疗手段的首选来
源 , 因此对ES细胞的研究成为近年研究的热点 . 自
ES细胞建系至今, 关于ES细胞的研究不仅仅局限于
定向分化条件的摸索 , 将体细胞去分化 (dediffer-      
entiation), 重塑其多能性的研究也逐渐成为了热点 , 
因此阐述ES细胞多能性维持的分子机制是对其深入
研究的基础.  

2003年, Chambers等人 [3]和Mitsui等人 [4]分别报

道了新的转录因子Nanog在维持mES细胞多能性中有
非常重要的作用. Nanog仅在具有分化多能性的内细
胞团(inner cell mass, ICM)、ES细胞和胚胎生殖细胞
(embryonic germcells, EG)中表达, 在已分化的细胞
和成体组织中不表达 [5]. 自从Nanog被报道为维持ES
细胞多能性的关键因子后, 围绕Nanog基因的一系列
研究迅速展开 . 在小鼠ES细胞(mES细胞)中强表达
Nanog, 可使 mES细胞在不含白血病抑制因子
(leukaemia inhibitory factor, LIF)[6,7]或无饲养层细胞
[8]的培养条件下维持其自我更新的能力 ; 而通过

RNAi干涉下调Nanog的表达 , 则会使得mES细胞向
胚外内胚层分化 [9,10]. 对人ES细胞的相关研究也得
到了类似的结果 [8,10]. 可见, Nanog在维持ES细胞的
多能性和正常的自我更新中都起到了关键的作用 . 
深入研究Nanog的作用机理, 详细阐述其功能途径对
进一步了解ES的自我更新与分化机制具有深远的   
意义.  

本研究利用基于细菌人工染色体(bacterial artifi-
cial chromosome, BAC)的同源重组技术 [11,12], 高效构
建了mES细胞的Nanog/EGFP报告体系 . 经过验证 , 
基因打靶后的mES细胞具有与其源mES相同的形态
学特征、长期传代培养的能力和多向分化潜能. 通过
免疫细胞化学方法鉴定, 此报告体系符合Nanog的表
达模式, 且EGFP (enhanced green fluorescence protein)
能有效报告Nanog的表达水平.  

1  材料和方法 

(ⅰ) 材料.  含有 Nanog的 BAC购于 Invitrogen
公司 , 编号为 RP23-180N22. 质粒 pL-253 及菌株
DY380 均由 Liu Pengtao 博士惠赠, pEGFP-N1 购于
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Clontech 公司. 各种限制酶购于 NEB 公司, Large- 
Construct kit, RNA提取试剂盒 RNeasy Micro kit及反
转录试剂盒 Omniscript RT kit均购自 Qiagen, PCR相
关试剂购自 TaKaRa 公司. 小鼠胚胎干细胞培养基
DMEM及胎牛血清(FBS)购自 GIBCO公司, LIF购自
Chemicon 公司, Oct4 抗体购自 Abcam 公司. 其他化
学常规试剂购自 Sigma及上海化学试剂公司. 电转化
所需器材均购自 Bio-Rad.  

(ⅱ) 同源臂的扩增.  选取 Nanog-BAC DNA上
Nanog启动子两端约 500 bp的片段分别设计 PCR引
物, 并在 PCR引物末端分别设计需要的酶切位点: A, 
NotⅠ homo 5′-ATA AGC GGC CGC CTT AAG CTG 
GGT TAG AGT GC-3′; B, HindⅢ homo 5′-GTC AAG 
CTT GCG TTT CTT GCT TGC TCT TC-3′, Y: HindⅢ 
homo 5′-GTC AAG CTT GTC CAGT GGG GTC AAT 
ATA C-3′, Z: SpeⅠ homo 5′-TCT ACT AGT TAG GTT 
AGG GGG TTA TGC TC-3′. 用 Qiagen Large-Con-    
struct kit提取 Nanog-BAC DNA, 以 BAC DNA作为
模板扩增约 500 bp的 AB, YZ同源臂. 反应体系: 50 
μL PCR体系中加入 1 μL BAC DNA, 5 μL 10× Py-
robes 缓冲液, 2.5 pmol/μL 上游引物(A 或 Y), 2.5 
pmol/μL 下游引物(B 或 Z), 20 mmol/L dNTP, 2 U 
Pyrobest, 37 μL H2O (设置对照中不加DNA模板). 反
应程序: 94℃, 4 min; 94℃, 30 s, 55℃, 30 s, 72℃,    
1 min, 25个循环; 72℃, 7 min; 4℃保存备用.  

选取 pEGFP-N1 上 EGFP/Kan 片段, 设计 70 bp
的 PCR引物, 其中 60 bp是 EGFP靶向重组的同源臂. 
E: 5′-GCC TCT CCT CGC CCT TCC TCT GAA GAC 
CTG CCT CTT CAA GGC AGC CCT GAT TCT TCT 
ACC ATG GTG AGC AAG GGC GAG G-3′, F: 
5′-CCA CTG GTT TTT CTG CCA CCG CTT GCA 
CTT CAT CCT TTG GTT TTG AAA CCA GGT CTT 
AAC CAA ACG ACC CAA CAC CGT G-3′. 提取 
pEGFP-N1 DNA, 以 pEGFP-N1 DNA作为模板, 用此
70 bp的引物直接从 pEGFP-N1上扩增出约 3.5 kb带
有同源臂的EGFP/Kan片段. 反应体系: 50 μL PCR反
应体系中加入 1 μL pEGFP-N1质粒 DNA, 5 μL 10× 
Pyrobest缓冲液, 2.5 pmol/µL引物 E, 2.5 pmol/µL引
物 F, 20 mmol/L dNTP, 2 U Pyrobest, 37 μL H2O (设
置对照中不加 DNA 模板). 反应程序: 94℃, 2min;  
94℃, 30 s, 56℃, 30 s, 72℃, 1 min, 25个循环; 72℃, 7 
min; 4℃保存备用.  

(ⅲ) 重组质粒及 EGFP/Kan 靶向插入片段的构

建.  胶回收 PCR 得到两段 500 bp 的同源臂 AB 和
YZ. 质粒 pL253用 NotⅠ和 SpeⅠ酶切. 30 μL的酶切
体系中包含 1 μg pL253, 1 U NotⅠ, 1 U SpeⅠ, 3 μL 
10×缓冲液, 23 μL H2O, 37℃反应 6 h. 用 TaKaRa的
SolutionⅠ连接AB, YZ及酶切后的 pL253片段, 转化
E. coli, 扩大培养鉴定后的阳性克隆, 提取重组质粒
备用. 直接用胶回收 PCR得到的约 3.5 kb EGFP/Kan
片段, 纯化后备用.  

(ⅳ) 转化 Nanog-BAC至 DY380中.  挑 BAC单
克隆在 5 mL含有氯霉素抗性的 LB中 37℃摇培过夜, 
次日收集菌液, 提质粒 DNA备用. 制备 DY380感受
态: 挑 DY380单克隆至 5 mL LB中, 32℃摇至 A600 = 
1.2, 转至 20 mL LB中, 32℃摇至 A600 = 0.5, 取 10 mL 
42℃摇 15 min, 冰上晃动 5 min, 静置 5 min, 于 0℃, 
4000 r/min离心 5 min, 收集沉淀用 888 μL洗 3次, 再
用 50 μL冰水重悬. 取 BAC DNA 1 μg加至 50 μL制
备好的 DY380 感受态中进行电转化. 电转化条件为: 
1.75 kV, 25 μF, 200 Ω. 向转化产物中加 1 mL LB, 32℃
摇 1 h, 涂在氯霉素抗性的平板上. 32℃培养 15 h.  

(ⅴ) 套取 Nanog启动子片段.  将备好的 pL253- 
ABYZ质粒在 30 μL的酶切体系中用 20 U HindⅢ切
1~2 h. 取 DY380-BAC的阳性克隆制备感受态, 方法
同上所述. 在制备好的 DY380-BAC 电转化感受态中
加入 50~100 ng线性化并经纯化的 pL253-ABYZ质粒
DNA. 电转化条件为: 1.75 kV, 25 μF, 200 Ω. 电转化
后向电转化产物中加 1 mL LB, 32℃摇 1 h, 涂在氨苄
青霉素抗性的平板上. 32℃培养 15 h.  

(ⅵ) 套取质粒的鉴定及 EGFP/Kan 片段的靶向
插入.  挑取单克隆于含氨苄青霉素抗性的 LB中, 32℃
摇培 3~5 h, 提取质粒, 直接用酶切的方法鉴定套取
质粒. 以未套取 Nanog 启动子的质粒作为对照, 用
NotⅠ酶切两种质粒, 通过电泳观察条带大小, 套取
成功的质粒比套取前的质粒长 8 kb. 鉴定正确的质粒
进一步进行 EGFP/Kan重组. 取 DY380-pL253-Nanog
的阳性克隆制备感受态, 方法同上所述. 将回收并经
纯化的 EGFP/Kan 片段 50~100 ng 加至制备好的
DY380-pL253-Nanog 感受态中 , 电转化条件同上所
述. 电转化后向电转产物中加 1 mL LB, 32℃摇 1 h, 
涂在氨苄青霉素-卡那霉素双抗性的 LB平板上. 32℃
培养 15 h.  

(ⅶ) 打靶载体的鉴定.  从氨苄青霉素-卡那霉
素双抗性的 LB 板上挑取单克隆, 扩大培养, 提取质



 
 
 
 
 
 
 
论 文  第 52 卷 第 15 期  2007 年 8 月   

www.scichina.com  1765 

粒分别用 AflⅡ, BamHⅠ, HindⅢ, NotⅠ及 SpeⅠ进行
单酶切的方法鉴定打靶载体的构建是否正确.  

(ⅷ) 电穿孔法转染mES细胞及阳性细胞的分选.  
鉴定后确定正确的克隆扩大培养, 提取质粒, 用PmeⅠ
将打靶载体线性化 , 纯化后备用 . 采用mES细胞系
R1[13], 将细胞扩增培养至 107以上, 转化时用常规方
法将细胞消化, 并转入无菌试管中, 常温下 1200 r/min
离心 3 min, 去除上清, 加 5 mL PBS洗 1次, 再离心
(条件同上), 去上清后将细胞重悬于 650 μL PBS, 加
入  4℃预冷的电击槽中 , 再加入纯化好的打靶载体
25~40 μg, 吹吸混匀, 静置 2 min后电击. 电击条件为: 
250 V, 500 μF. 电击后于 4℃静置 10 min, 接种于
SNL饲养层细胞的培养板上, 培养基条件与常规mES
细胞培养条件相同, 即DMED, 20% FBS, 1000 U/mL 
LIF, 37℃ 5% CO2. 普通mES培养条件下培养 24 h后, 
将培养基换为含 250 μg/mL G418的mES细胞培养基. 
经过 10 d的G418 筛选, 大多数阴性细胞因为无法适
应G418 的药性而死亡 . 在显微镜下手工挑取单个
EGFP阳性的克隆并分别扩大培养. 将细胞用常规方
法消化, 打成单细胞, 用 200 目的细胞筛滤过的悬浊
液, 进一步用流式细胞仪(FACS)将EGFP阳性的细胞
分选出来.  

(ⅸ) 阳性细胞分化及 EB 的形成.  用常规方法
将分离得到的阳性细胞扩大培养, 消化, 用粗口滴管
吹打成细胞团块, 去除饲养层细胞, 移至用 0.1%的
明胶处理后的培养皿中, 改用含 10% FBS去LIF的培
养基培养, 使之贴壁. 3 d后可见其分化.  

以未经打靶的 mES细胞为对照, 将 mES细胞消
化至单细胞, 去除饲养层细胞后, 收集 mES细胞, 将
其密度调整为 1×105个/mL, 使其均匀悬浮于不含LIF
仅含 10% FBS的 DMEM中. 用 20 μL的移液器接种
于 10 cm的培养皿盖上, 在培养皿中加入一些灭菌水, 
盖上盖于 37℃, 5% CO2条件下进行悬滴培养, 2 d后
EB形成.  

(ⅹ) 免疫细胞化学分析分化细胞和未分化细胞.  
去除贴壁分化的细胞中原有的培养基, 用 PBS 洗 2
次, 加入 4%的多聚甲醛室温固定 30 min, PBS洗 2次, 
3 min/次, 室温封闭 30 min, 封闭液中含有 10%羊血
清, 9% PBS, 0.3% Triton X-100及超纯水. 兔多抗的
Oct4以 1∶200的比例加入新的封闭液, 一抗 37℃孵
育 2 h, PBS洗 6次, 3 min/次; 用罗丹明标记的羊抗兔
的二抗以 1∶200 混入新的封闭液中, 二抗室温孵育   

1 h, PBS洗 3次, 3 min/次, DAPI复染 3 min, 再用 PBS
洗 3次, 3 min/次, 最后用 50%的甘油封片后, 显微观
察拍照.  

(ⅹⅰ) RT-PCR.  使用 Qiagen 公司的 RNeasy 
Micro kit提取 ES或 EB的 RNA, 用Omniscript RT kit
将 RNA反转录成 cDNA用做模板. 通过对 ES细胞未
分化状态下的标志基因 Nanog, Oct4, Sox2 的表达量
及各胚层标志基因 Sox17, Nkx2.5, Nestin的表达量进
行半定量, 对打靶后 ES 细胞特性及其多向分化潜能
做简单描述.  

2  结果 
2.1  重组质粒的构建 

构建流程如图 1 所示. 构建的 pL253-ABYZ (图
2(a))上重组所需的同源臂长度都在 500 bp 左右, 以
pL253-ABYZ为模板, 用 A和 Z分别作为上、下游引
物进行 PCR 扩增, 能扩增出 1 kb 的片段, 是两条小
同源臂连接的长度(图 3(a)).  
 

 
 

图 1  打靶载体构建流程 
(a) pL253-ABYZ从 BAC DNA上套取 Nanog启动子; (b) EGFP/Kan插

入 pL253-Nanog中 Nanog启动子后的特定位点 
 

2.2  DNA套取的结果 

对在氨苄青霉素抗性的 LB平板上长出的克隆提
取质粒并进行鉴定验证. 将 pL253-Nanog (图 2(b))质
粒用 NotⅠ酶切消化后得到 14 kb 大小的线性片段, 
明显超过了重组前 6 kb 左右的套取质粒, 说明重组
已经发生. 为进一步验证质粒正确, 以提取的质粒作
为模板进行 PCR鉴定(图 3(b)). 

2.3  打靶载体的结构 

对在氨苄青霉素-卡那霉素双抗性的 LB 平板上长
出的克隆提取质粒并进行鉴定验证. 分别用 HindⅢ, 
NotⅠ, AflⅡ, BamHⅠ和 SpeⅠ进行单酶切鉴定. AflⅡ 
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图 2  构建过程中各载体的结构图 
(a) pL253-ABYZ结构图; (b) pL253-Nanog结构图; (c) pL253-Nanog-EGFP结构图. 根据图示, 黑色区域为 pL253骨架, 浅灰及深灰色区域为包含
于白色区域中的 AB,YZ同源臂, 白色区域为从 BAC上套取的包含 Nanog启动子的片段, 斜线区域为插在 Nanog启动子后的 EGFP/Kan片段 

 

 
 

图 3  PCR及酶切检测打靶载体的构建 
(a) ABYZ片段的扩增. 1, 以 pL253-ABYZ为模板, A和 Z分别作为上、
下游引物 PCR扩增, 得到 1 kb的 ABYZ片段. (b) NotⅠ酶切. 1, pL253- 
ABYZ; 2, pL253- Nanog. (c) 打靶载体 pL253-Nanog-EGFP进行单酶切
鉴定. 1, AflⅡ酶切; 2, BamHⅠ酶切; 3, HindⅢ酶切; 4, NotⅠ酶切; 5, 
SpeⅠ酶切. a, DNA Marker DL2000, 从上至下条带大小分别为 2 kb, 1 
kb, 750 bp, 500 bp, 250 bp, 100 bp; b, DNA Marker DL15000, 从上至 
下条带大小分别为 15 kb, 10 kb, 7.5 kb, 5 kb, 2.5 kb, 1 kb, 250 bp. 

 
酶切后获得 9.2 kb, 6.0 kb及 400 bp的片段; BamHⅠ
酶切后获得 13.2和 2.4 kb的片段; HindⅢ酶切后获得
7.1, 6.7和 1.8 kb的片段; NotⅠ酶切后获得 9.9和 5.7 
kb的片段; SpeⅠ酶切后获得 15 kb及 600 bp的片段. 
与预期相符, pL253-Nanog-EGFP (图 2(c))构建正确
(图 3(c)). 经过重组后, EGFP/Kan片段接于 Nanog启
动子之后, EGFP的表达在 Nanog启动子控制下表达. 

2.4  基因打靶阳性 mES细胞的筛选 

因为打靶载体上带有新霉素抗性基因和 EGFP
报告基因, 电转化后的mES通过 G418药物筛选并挑 

取到标号为 R2, R3, R4, R5的 4个单克隆, 分别扩大
培养. 用流式细胞仪(FACS)分别分离 EGFP 阳性细胞. 
用 FACS 分选的 4 个克隆细胞中, EGFP 阳性率分别
为 0.78%, 3.13%, 2.96%和 18.45%. 选取其中阳性率
最高的标号为 R5的 Nanog-EGFP mES细胞进行扩大
培养(图 4). 基因打靶后的mES细胞能在mES细胞的
培养条件下传代培养. 在对 Nanog-EGFP mES 细胞
R5 进行验证过程中传代次数大于 10 次. 并且, 通过
光学显微镜观察, R5 细胞具有 mES 细胞的形态(图
5(a)).  

 

 
 

图 4  FACS分选 EGFP阳性细胞 
圈内为分选得到的 EGFP阳性细胞 
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图 5  免疫组织化学方法鉴定细胞未分化和分化后 EGFP和 Oct4的表达 
(a)~(e) 未分化的 R5细胞; (f)~(j) 贴壁培养 3 d后部分分化的 R5细胞; (k)~(o) 贴壁培养 8 d后大部分分化的 R5细胞. (a), (f)和(k)为明场观察到
的 R5细胞形态; (b), (g)和(l)显示 EGFP; (c), (h)和(m) 显示 Oct4染色; (d), (i)和(n)为 DAPI染色; (e), (j)和(o)为明场细胞形态、EGFP及 Oct4图像

重合. (j)中黑色箭头指示部分分化细胞; (o)中黑色箭头指示部分未分化细胞 
 

2.5  Nanog-EGFP报告体系的检测 

分别提取 mES 细胞 R1 及 Nanog-EGFP mES 细
胞 R5 的 mRNA, 通过半定量 RT-PCR 检测 Oct4, 
Nanog 和 Sox2 这 3 个未分化细胞的标志基因的表达
情况, 结果表明, R1及 R5中 Oct4, Nanog和 Sox2的
表达相似(图 6(a)).  

 

 
 

图 6  R1及 R5细胞未分化时及 EB形成时相关因子
RT-PCR结果 

(a) ES-R1及 ES-R5中 Oct4, Nanog, Sox2的表达情况; (b) EB-R1及
EB-R5中 Sox17, Nkx2.5, Nestin, Nanog的表达情况 

用 mES 细胞的特异标记 Oct4, 采用免疫细胞化
学方法对未分化和分化后的 R5进行染色, 结果发现, 
在未分化的 R5 中, 细胞在荧光激发下呈绿色的细胞
并能被 Oct4染色(图 5(a)~(e)); 将 R5贴壁分化 3 d后, 
部分未分化的 R5仍保持 EGFP阳性, 且能与 Oct4共
染, 分化后的 R5 在荧光激发下为 EGFP 阴性, 且不
能被 Oct4 染色(图 5(f)~(j)). 贴壁分化 8 d 后保持
EGFP阳性比 3 d时明显变少, 部分能与 Oct4共染(图
5(k)~(o)). 从而证实 R5 细胞符合 Nanog 基因的表达
模式.  

通过 EB 形成实验, 分别观察 R1 及 R5 形成 EB
的形态, 及 R5形成的 EB在 2及 4 d时 EGFP的表达. 
可见, R1及 R5都具有 EB形成能力, 且形成的 EB形
态上无明显差异(图 7(a), (c)和(e)). 通过荧光显微镜
观察 EGFP的表达, 发现 R1形成的 EB无 EGFP表达, 
R5在 2 d时形成的 EGFP强度明显比在 4 d时更强, 
符合预期结果(图 7(b), (d)和(e)).  

提取 R1及 R5在 4 d时形成 EB的 mRNA, 同样
通过半定量 RT-PCR 检测内胚层标志基因 Sox17, 中
胚层标志基因 Nkx2.5 及外胚层标志基因 Nestin 的表 
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图 7  R1及 R5细胞 EB的形成 
(a)和(b) R1形成的 EB在明场(a)及荧光(b)下的形态; (c)和(d) R5形成的 EB 2 d时在明场(c)及荧光(d)下的形态;  

(e)和(f) R5形成的 EB 4 d时在明场(e)及荧光(f)下的形态 
 
达情况. 结果发现, R1及R5形成的EB在 4 d时均表达
此 3 个胚层的标志基因, 且弱表达Nanog (图 6(b)), 
此结果与一些文献曾经报道过的结果相似 [14].  

3  讨论 
基因打靶技术已经被广泛地应用于基因功能的

研究. 基因打靶的基础是构建正确有效的打靶载体. 
目前, 打靶载体的构建主要依赖于PCR扩增技术和酶
切反应. 一般先通过酶切或PCR扩增的方法获得目的
基因片段 , 再分别与用于筛选的标记基因和打靶质
粒的骨架进行多次的连接和转化 [15,16], 操作非常繁
琐. 一方面, 通过PCR扩增获取目的基因容易造成的
碱基突变和缺失, 导致基因表达不稳定, 表达模式不
正确; 另一方面, 由于受到酶切位点的限制, 需要对
骨架质粒进行反复的重组, 操作繁琐. 基于细菌BAC
的同源重组技术是近来广泛应用且稳定的基因打靶

载体构建方法. 此方法可在任意位点设计同源臂, 通
过在DY380 菌体内进行同源重组, 从包含有目的基
因的BAC上直接套取大片段目的基因 , 不仅避免了
传统构建过程中通过PCR扩增的方法获得目的基因
可能带来突变, 还不受限制酶切位点的局限.  

构建mES细胞的Nanog/EGFP报告体系可以用做
多方面研究的材料. mES细胞的体外培养体系从mES
细胞的分离至今已经是一种常规技术 [17]. 但是在常

规ES的培养体系中的饲养层细胞存在传代有限、不
耐药、引入异体或异种细胞的缺点, 然而血清的加入
带来了很多未知的因素 [18]. 无层饲养或无血清培养
是ES细胞培养体系的发展趋势 . 由此 , 饲养层细胞
或者血清的加入和拆除对mES细胞生长及分化的影
响可以通过EGFP与Nanog基因的偶联, 从EGPF的表
达情况指示mES细胞的分化状态 , 从而直观地描述
mES细胞在培养过程中的生长情况 , 有助于无饲养
层细胞、无血清的mES细胞的培养体系的研究. Nanog
在维持mES细胞多能性的调控网络中有至关重要的
作用. Nanog和其他重要的维持自我更新的重要因子
也有着密切联系 , 在整个网络中处于相对独立却又
不 完 全 独 立 的 地 位 [19]. Nanog 与 LIF/Stat3, 
BMPs/Smads, Wnt以及Oct4, Sox2等与ES细胞多能性
维持相关的信号通路和基因之间有着错综复杂的联

系 [20]. Loh等人 [21]阐述了Nanog和另外一个重要的细
胞多能性标志基因Oct4 在维持mES细胞多能性中的
重要性和协同作用. Boiani等人 [22]及Rodda等人 [7]论

述了Oct4, Sox2 和Nanog之间的密切联系. Friel等人
[23]研究发现Nanog和Stat3 信号没有直接联系 , 但
Boyer[24]的研究表明Nanog, Oct4 和Sox2 协同调节着
Stat3, 并且揭示这 3个转录因子位于细胞多能性调控
网络顶端. 2003年, Ying等人 [25]发现, BMP/Smads信
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号通路与LIF/Stat3 协同作用对ES细胞的多能性进行
维持, 但Nanog与BMP信号通路没有确切联系. 后来, 
Suzuki等人 [26]认为, Nanog与Stat3绑定后能上调其表
达, 通过和Smad1 的互作抑制BMP诱导的ES向中胚
层的分化. 2006年, Takao等人 [27]又通过Wnt信号通路
的组成成分β-catenin, 将此信号作用与Nanog联系起
来. 通过Nanog还使以往认为和ES细胞多能性无关的
PI3K[28], p53[29,30]等信号通路与ES细胞多能性的维持
关联起来. 此报告体系能直观地反映Nanog在mES细
胞中的表达情况 , 为进一步研究维持mES细胞多能
性的分子机制提供了便利. 

基于BAC同源重组的方法构建的Pl253-Nanog- 
EGFP载体也具有实用意义. 近来有研究表明, 体细
胞能通过核移植或与ES细胞进行融合, 恢复其多能
性, 此过程称为体细胞重编程. 体细胞重编程必定伴
随着Nanog上调表达 [31]. 在神经干细胞和胚胎干细
胞融合过程中加入Nanog, 能够使杂合细胞恢复多能
性的效率大幅度地提升 [32], 因此, Nanog一直被认为
是体细胞重编程中必不可少的备选因子. 然而, 最新
的研究发现, 通过排除法筛选的包括Nanog在内的 24
个候选因子中 , 最终确定在mES细胞的培养体系中
加入Oct4, Sox2, c-myc, Klf4等 4种因子, 能使小鼠纤
维原细胞恢复多能性, 说明Nanog在体细胞重编程中
并非必不可少的结论. 出乎意料的是, c-myc和Klf4
在卵母细胞中并不表达 . 这两个与癌症相关的因子
通过其他的途径对Nanog起到了调节作用, 从而参与
到体细胞的重编程中 [33]. 研究指出, Nanog虽然没有
直接参与体细胞重编程 , 但是在体细胞恢复全能性
的过程中确实有上调表达 , 并且在以往的研究中证
明体细胞的分化状态将直接影响其重编程的效率 . 
由此, 我们推断将此pl253-Nanog-EGFP打靶载体转
入各种体细胞中 , 就能及时反映各种体细胞在重编
程中Nanog基因表达情况, 指示重编程过程中各种外
源因子对体细胞的影响 , 从而能够更精细的对体细
胞 重 编 程 所 必 需 的 因 子 进 行 描 述 .  近 来 
Hart等人 [34], Hoei-Hansen等人 [35]及Ezeh等人 [36]分别

报道了Nanog与睾丸原位瘤等生殖细胞肿瘤之间有
密切的联系, Nanog在肿瘤发生过程的研究中将作为
非常有价值的分子标记. Nanog-EGFP偶联标记的癌
细胞系在研究肿瘤发生过程及药物筛选中有及其深

远的意义.  
综上所述, 由于此报告体系能通过 EGFP有效报

告 Nanog 基因的表达水平, 对 mES 细胞分化或未分
化状态作出明显指示, 因此为 mES 细胞自我更新和
诱导分化的研究提供了一个理想的实验体系 . 本研
究所构建的 mES细胞系不仅能用于优化 mES细胞的
培养体系, 还可以用于研究 Nanog的表达调控、Nanog
与其他维持 mES 细胞多能性的因子和途径之间的关
系. 另外, pl253-Nanog-EGFP载体可以作为良好的报
告载体用于小鼠体细胞重编程因子的研究.  

致谢  感谢 Liu Pentao博士惠赠 pL-253质粒及 DY380菌
株. 感谢赵扬、曲秀霞、谭磊、徐君及曾博协助修改手稿. 特
别感谢庆婷婷、杨炜峰一直以来提供的技术支持.  
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