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I 

 

多梳抑制复合物 PRC1.6 的组分 Mga 的分子功能 

中文摘要 

多梳蛋白家族（PcG）是一类调控基因沉默的表观修饰蛋白，它们可以与其

它蛋白形成多种复合物。常见的复合物有多梳抑制复合物 I（PRC1），多梳抑制

复合物 II（PRC2）。哺乳动物中多种同源蛋白的存在及组合方式的不同使得哺乳

动物中的 PRC1 比果蝇中的 PRC1 更复杂多样，根据 PRC1 的核心组分 PCGFs

（PCGF1-6）将 PRC1 分为六种（PRC1.1-1.6）。实验室前期研究 PRC1 核心组分

的相互作用时，通过质谱分析发现了蛋白 Mga（MAX gene associated），随后有

研究证实 Mga 是 PRC1.6 的一个组分，与我们前期工作的结果相同。Mga 是一种

双特异的转录因子，含有 3042 个氨基酸。Mga 在维持胚胎干细胞的多能性以及

胚胎发育早期起着重要作用。Mga 是 PRC1.6 的一个组分，由于蛋白比较大，目

前有关它的研究还较少。它与 PRC1.6 其他组分之间的互作关系，自身的表达及

调控及其在 PRC1.6 复合体中担任的角色等尚无报道。故本课题以 Mga 为切入点

研究其分子功能进而更加深入的探讨多梳蛋白复合体 PRC1.6 的功能机制。 

基本方法：（1）通过 BiFC 及 Ni-pulldown 在体外及体内寻找 RING1B 与 Mga 

发生相互作用的主要区段。（2）采用 Real-time PCR 的方法检测小鼠各个组织中

Mga 的变体的表达，建立 Mga 各种转录剪切体的组织表达谱图。（3）前期工作：

实验室已构建 Mga 敲低的干细胞，微阵列得到 Mga 敲低前后变化的基因。本实

验通过 Ingenuity Pathway Anaylsis（IPA），Gene Ontology，PANTHER Classifiation 

System 等生物信息学的手段将 Mga 敲低后上调的基因与 PRC1.6 复合体的组分

Pcgf6，L3mbtl2，Ring1b 敲低或敲除后转录去抑制上调的基因这些已知数据进行

比较，寻找共性。 

结果与结论：（1）RING1B 主要通过 C 端与 Mga 的 535-640aa 这个小片段发

生相互作用。（2）Mga 的全长转录本 Isoform A 在检测的几种小鼠组织中的表达

量最高，其余转录本仅有较低程度的表达，以 Isoform A 为代表的几种转录本在

睾丸中的表达量最高。（3）干细胞中 PRC1.6 的组分 Mga，Pcgf6，L3mblt2，RING1B

共同抑制一系列与精子发生和减数分裂相关的基因。 

 

关键词：PRC 1.6；RING1B；转录因子 Mga；蛋白互作；精子发生 
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The Molecular Functions of Mga in Polycomb 
Repressive Complex 1.6 (PRC1.6) 

Abstract 

Polycomb group (PcG) proteins are epigenetic modifiers involved in controlling gene 

repression. They are organized in multiprotein complexes, such as Polycomb Repressive 

Complexes I and II (PRC1 and PRC2). The composition of PRC1 in mammals is very compicated 

and dynamic, and PRC1 can be divided into six classes (PRC1.1-1.6) based on which 

PCGF(PCGF1-6) it contains. During the preliminary work about protein interaction in PRC1,they 

find a new protein, Mga (MAX gene associated). It is a dual-specificity transcription factor and an 

important component of PRC1.6. Due to its large size (3042 aa) and potential technical difficulties, 

it has been lacking of study and literature report about its expression and regulation, interacting 

partners and key roles in PRC1.6. In this study, we mainly focused on the characterization of Mga 

in order to elucidate the molecular functions of PRC1.6 complex.  

Methods: (1) We carried out BiFC and Ni-pulldown assay to identify the detailed region(s) 

within RING1B interacting with Mga 535-640aa in vivo and vitro. (2) We tested the expression of 

Mga splicing variants in mouse tissues through real-time PCR and established the tissue 

expression spectrogram of Mga transcription splicing variants. (3) Previous experiments through 

microarray got upregulated genes specifically invloved in spermatogenesis upon Mga KD in 

mouse embryonic stem cells. We analyzed the upregulated genes in stem cells after Mga KD with 

other published dates of Pcgf6, L3mbtl2, Ring1b in PRC1.6 through bioinformatics approaches, 

such as Ingenuity Pathway Anaylsis(IPA), Gene Ontology, PANTHER Classifiation System to find 

the common characteristics.  

Results and conclusions: (1) The fragment of RIN1B which interacts with Mga(535-640) is 

its C terminal. (2) The Mga splicing variant Isoform A express highest in mouse tissues we tested. 

Other  splicing variants more or less is express in this tissues. Isoform A and several other 

Isoforms are higher expressed in testis than other tissues saying that Mga may have an important 

role in testis. (3) Components of PRC1.6, Mga, Pcgf6, L3mblt2 and RING1B commanly repress a 

series of genes associated with spermatogenesis and miosis in stem cells.   

 

Keywords ： PRC1.6, RING1B, transcription factor Mga, protein interaction, 

spermatogenesis
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第一章 前言 

1.1 PRC1.6 的结构及功能的介绍 

1.1.1 PRC1.6 的组成成分 

多梳蛋白家族（PCG）是一类调控基因沉默的表观修饰蛋白。PCG 蛋白与

胚胎干细胞的命运，X 染色体失活，细胞分化，细胞癌变密切相关[1,2]。它们一

般存在于多蛋白复合物中，常见的复合物有 PRC1 和 PRC2，它们催化产生两种

抑制标记的转录后修饰：H2AK119ub1，H3K27me
[3]。果蝇中 PRC1 核心复合物

由 Polycomb [Pc]，Polyhomeotic [Ph]，Posterior sex combs [Psc] 以及 Sex combs 

extra [Sce] 组成。哺乳动物中，PRC1 的核心组分包括四种 Pc 同源蛋白（CBX2，

4，6，7，8），两种 Sce 同源蛋白（RING1A 和 RING1B），三种 Ph 同源蛋白

（PHC1-3），六种 Psc 同源蛋白（PCGFs）及 RING1/YY1-binding protein（RYBP）

和它的同源蛋白 YAF2
 [3]。组合方式的不同，同源蛋白以及各种非核心组分的存

在使得哺乳动物中的 PRC1 更复杂。2012 年 Gao 等人根据 PRC1 的核心组分之

一 PCGFs（PCGF1-6），将哺乳动物中的 PRC1 分为 6 种（PRC1.1-1.6），每一种

复合物中都含有一个不同的 PCGF 同源蛋白，RING1A/ RING1B 以及其它的一些

蛋白质[4]。293T 中 PRC1.6 组分包括 RING1B，L3MBTL2，HP1r，E2F6，Dp-1，

WDR5，MAX，MGA，HDAC1/2，PCGF6，RYBP 
[4]。而 2002 年 Hela 细胞及成

纤维细胞中发现的 E2F6 复合物的组分包括 RING1B，L3MBTL2，HP1r，E2F6，

Dp-1，MAX，MGA，PCGF6，YAF2，G9a，EuHMTase 
[5]。2011 年 Trojer 等人

研究 L3MBTL2 的功能时，发现了 39 种与其相互作用的蛋白，其中有一种复合

物，包括 L3MBTL2，RING1B，HP1γ，PCGF6 等，并将其命名为 PRC1L4
[6]。

这三种复合物根据 Gao 等人分类原则都属于 PRC1.6。它作为非典型的多梳抑制

复合物，目前有关其结构和功能的研究非常少。尽管不同的研究中 PRC1.6 的组

成成分有一些差别，但是其核心组分是不变的，且本实验主要以 Gao 等人研究

结果中 PRC1.6 的组成成分为准。 

1.1.2 PRC1.6 的靶向机制 

哺乳动物中多梳蛋白复合物抑制成千个基因的表达，在不同的细胞类型及不

同细胞状态下，这些靶基因不断的变化[7]。由于 PRC1 的组分及种类多种多样，

它靶向机制非常复杂[2]。经典的靶向机制是依赖 PRC2 的靶向机制，首先 PRC2
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的组分 EZH2 产生 H3K27 的三甲基化修饰[8]，然后 PRC1 通过 CBX 蛋白

（CBX2/4/6/7/8）识别该标记结合到基因上[9]，随后 PRC1 的组分 RING1/RING2

产生 H2AK119ub 标记，从而抑制靶基因的转录，其中 RING1B 产生的泛素化修

饰对抑制转录起着重要作用[3]。越来越多的不依赖于 H3K27 甲基化的抑制机制

被人们发现[6,10,11]。目前有关 PRC1.6 具体的靶向机制还不是很明确，但仅有的数

据显示 PRC1.6 是通过一种不依赖于组蛋白甲基化修饰的方式压缩染色体从而抑

制转录。2011 年 PRC1.6 的组分 L3MBTL2 全基因组 ChIP-seq 分析结果显示

L3MBTL2 的靶基因上并不存在组蛋白甲基化的抑制信号，同时 PRC1.6 靶基因

上缺乏 H3K9me3 修饰，这说明 PRC1.6 复合物的靶向机制与甲基化修饰以及 

HP1γ 依赖的 H3K9me3 无关[6]。L3MBTL2 靶向的基因上存在 H2AK119ub，

L3MBTL2 敲低后靶基因上 H2AK119ub 修饰减少，而 L3MBTL2 并没有 RING1B 

E3 连接酶活性，故该复合物很可能是通过 L3MBTL2 招募 PRC1 的核心组分

RING1B 到靶基因上，执行抑制功能[6]。PRC1.6 复合物中还含有转录因子 E2F6

和 Mga，故该复合物可以通过 E2F6 以及 Mga 的两个保守结构域 bHLHZip 和

T-domain 特异靶向 E2F，Myc，Brachyury 的反应元件[5]。有别与经典的 PRC1，

PRC1.6 的组分 L3MBTL2 与 Tdrd12，Rnf17，Mael，Piwil2，Taf7l，Dazl，Ddx4，

Syce2，Tex12 等与精子发生相关的基因结合，Jinzhong 等人认为 L3MBTL2 很

可能是通过与其它因子结合形成 PRC1.6 复合物来靶向这些与精子发生相关的基

因[12]。结合 Kehoe 等人 2008 年在小鼠中的发现：减数分裂特异基因的起始位点

前存在 PRC1.6 的组分 E2F6 的反应元件[13]。我们推测 PRC1.6 可能通过转录因子

Mga，E2F6 的帮助靶向精子发生相关基因，故本课题以转录因子 Mga 为切入点

来研究 PRC1.6 在精子发生过程中的作用。 

1.1.3 PRC1.6 组分的结合方式 

不同的研究中 PRC1.6 的组成成分不同，Gao 等人的研究结果中 PRC1.6 的

组分包括 RING1B，L3MBTL2，HP1γ，E2F6，Dp-1，WDR5，MAX，MGA，

HDAC1/2，PCGF6，RYBP。这些因子在 PRC1.6 中的结合方式还没有报道。但

某些组分在其它复合物中的相互作用已经有报道。Trojer 等人通过 GST-pull down 

证实 L3MBTL2 与 RING1B，HP1γ，PCGF6 有直接相互作用[6]。PRC1.6 的核心

组分 PCGFs 与 RING1B 之间有相互作用[14,15]。Trimarchi 等人发现 E2F6 与多梳

蛋白形成的复合物中，E2F6 通过 179-240aa 与 RYBP 144–228aa 之间有直接相互

作用[16]，根据这些研究结果，我们得到图 1-1
[6,14,15,16,17,18] 
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图 1-1  PRC1.6 复合物的组分( ? 表示该组分在 PRC1.6 复合物中的结合方式还不清

楚)
[6,14,15,16,17,18]

 

Fig.1-1  PRC1.6 components( Question mark indicates the interaction proteins of components  

in PRC1.6 is not clear )
[6,14,15,16,17,18]

 

1.1.4 PRC1.6 各组分的功能 

Lethal 3 malignant brain tumour like 2 （L3MBTL2）是多梳蛋白 Sfmbt 的同

源蛋白[18]，N 端包含一个不规则的 C2/C2 型锌指结构，随后是四个串联的 MBT

结构，相比它的同源蛋白 L3MBTL1 及其它 MBT 蛋白缺少 SPM 二聚体结构域[6]，

MBT 结构域参与 DNA 与组蛋白的组装以及染色质压实[19]，MBT 蛋白家族至少

有八个串联，它们在发育中有着重要作用，且它们的失调会导致疾病的产生[20]，

这些蛋白中包括两个，三个或四个 MBT 结构域串联结构[21]，目前发现所有的

MBT 蛋白均与转录抑制相关。通常含有 MBT 结构域的蛋白倾向于与组蛋白单

甲基化以及双甲基化结合[6,22]，Guo 证实 L3MBTL2 的四个 MBT 结构与可以与

组蛋白 H3，H4 N端的单甲基化以及双甲基化结合[6]，而 Trojer等人通过 pull down

证实，L3MBTL2 在 H3，H4 不存在甲基化的情况下，依旧与 H3 和 H4 结合，

L3MBTL2 与组蛋白的结合可以不依赖于组蛋白的甲基化[6]。它在基因沉默和染

色体凝缩中起着重要的作用[6,23]。有研究表明，它对于胚胎的发育过程非常重要，

敲除 L3MBTL2 的小鼠胚胎致死，敲除 L3MBTL2 的胚胎干细胞则由于 G0/1 的

延长，导致细胞增殖缓慢，与分化相关的基因表达，但是其依然保有持续的自我

更新能力[12]。 

HP1 蛋白是真核生物异染色质的保守组分[24]，在哺乳动物中有三个成员，

分别是 HP1α（由 Cbx5 基因编码），HP1β（由 Cbx1 基因编码）以及 HP1γ（由

Cbx3 基因编码）[25,26]。它们包含两个保守的结构域，N 端的 chromdomain 以及 C

端的 chromoshadow。它们调节整个基因网络的表达，在胚胎发育，细胞周期，

细胞增值，凋亡，分化及 DNA 损伤应答等过程中起着关键的作用[27,28]。通常 
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HP1α 和 HP1β 位于组成型异染色质上，HP1γ 的分布则更均一[29,30]。HP1γ 的敲

低导致性腺机能减退，精子缺失，某些曲细精管中仅存在支持细胞[31]。HP1γ 可

以通过 N 端的 chromdomain 识别及特异性的结合某些一甲基及二甲基的组蛋白
[32,33]。该结构域还可以招募组蛋白甲基转移酶，G9a 和 GLP，产生 H3K9me2 标

记，它们形成一种正反馈回路，募集其余相关蛋白，调节基因表达[1]。HP1γ 还

可以通过其 C 端的 chromoshadow 结构域，与 HP1α 或 HP1β 形成同源二聚体或

异源二聚体[35,36]，然后与甲基转移酶 SUV39H1 的特殊结构域 PXVXL 连接，通

过招募其它的染色体调节子，赋予该蛋白更多的功能[35,36]。C57BL/6 背景下产生

的 Cbx3-/-小鼠新生儿致死[34]。 C57BL/6 和 129/Ola 杂交背景下可产生可育后代，

但是这些后代生长迟缓[31]。Cbx3 敲除小鼠，雄性不育，大部分雌性也不育，它

们产生的睾丸和卵巢比正常个体的小，敲除 Cbx3 会影响小鼠精母细胞在减数分

裂前期的着丝粒成簇以及同源染色体联会[34]。另一篇有关 HP1γ 的研究发现，在

分化的精原细胞及精母细胞中甲基转移酶 Suv39h1/h2 先催化臂间异染色质

（PCH）产生 H3K9me3，HP1γ 识别该信号并与之结合，从而招募另一个甲基转

移酶 G9a，瞬时产生 H2K9me2 信号，从而调节减数分裂时期的中心粒在进化上

的保守功能，使其进行正确的同源染色体配对，起始联会。在 G9a，HP1γ 蛋白

缺失的精母细胞中，着丝粒集会及染色体联会失败[34]。以上这些实验均说明 HP1γ

在精子发生中起着重要作用。 

PcG RING finger（PCGF）同系物包括 PCGF1，PCGF2，PCGF3，BMI1，

PCGF5 和 PCGF6，它们是区分不同 PRC1(PRC1.1-PRC1.6)的关键因子，每种不

同的 PRC1 中仅含有一种 PCGFs 同系物，它们均可以与 RING finger protein 2 

（RNF2）发生相互作用形成异二聚体发挥 E3 泛素转移酶活性，并作为骨架组装

其余组分[4,37,38]。PCGF6 也叫 MBLR 和 RNF134，在该蛋白的中间位置有一个

保守的结构域 RING finger 结构域，它调节与 RING1B 的相互作用，该蛋白与

PCGF2 和 PCGF4 很高的同源性，PCGF6 可以直接与 JARID1d/KDM5D

（H3K4me3 去甲基化酶）直接相连，调节其酶活性[39]。另外 PCGF6 还可以直

接与 BMI1 发生相互作用[40]。PCGF6 在老鼠的多种器官中都有表达如肝脏，骨

骼肌，卵巢，睾丸，胸腺，胸腺，胰腺。但它在睾丸中的转录及翻译水平明显比

其他组织多[40]。PCGF6 蛋白存在于所有类型的雄性生殖细胞中，在粗线期精母

细胞和延伸型精子中表达量最多[41]。这说明它可能参与精子减数分裂及减数分裂

后的变态发育[41]。 GC-2 是一个永生的老鼠精母细胞系，在低温培养下会有少数

细胞进行减数分裂，形成单倍体细胞[42]。 敲低该细胞中的 PCGF6 敲低后，产生

的单倍体细胞数目减少，且单倍体细胞中的标记基因的表达量也减少[42]，这些说
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明 PCGF6 在精子发生中起着重要作用，但是其作用机制还不是很了解。 

MAX 蛋白包含螺旋-环-螺旋锌指结构域（bHLHZip），是 MAX 互作网络的

核心组分，该互作网络中的其余蛋白 Mga 以及转录因子 Myc，Mad 和 Mnt 家

族组分均需与其形成二聚体才能发挥作用[43,44,45,46,47,48]。该互作网络在内细胞团

（ICM）以及内部多能外胚层（EPI）的发育中起着重要作用[49,50]。Max 在老鼠

胚胎早期发育阶段及未受精的卵子中分布广泛[51]，缺乏 Max 的胚胎在胚胎移植

后由于来自于母体内的 Max 耗光而立即死亡[51]。在细胞水平上，Max 对维持干

细胞的多能性非常重要。敲除 Max，干细胞退出多能状态，随后凋亡[52]。同时

发现在干细胞中 Max 的敲低会导致生殖相关基因的上调，尤其是与精子发生相

关的基因[51]。 

转录因子 E2F6 是 E2F 家族的一个成员，该家族的 E2Fs 成员与 DPs 形成二

聚体，以这种形式结合到 DNA 上，实现对基因的表达调控[17,54]。该家族基因在

细胞增殖，细胞分化，DNA 修复中都发挥着重要作用[55,56,57]。E2F6 是不同于该

家族其他成员，它缺乏羧基末端序列，失去了转录激活以及与口袋蛋白结合功能，

故E2F6只能通过RA非依赖的方式发挥转录抑制功能[58]。Jörg Storre在研究E2F6

的生物功能时，发现 E2F6 敲除小鼠生活和生殖并没有明显的变化，但是睾丸出

现一定的异常，缺乏成熟的精母细胞，支持细胞出现异常增加，精子生成缺陷[59]。

E2F6 在体组织中抑制与生殖相关的基因[60,61,62,63]。 

DP 家族仅有两个成员 DP-1 和 DP-2，DP-1 通常与 E2F 结合形成异二聚体，

与 DNA 结合，激活或抑制基因的转录。在细胞周期的进程中起着无与伦比的作

用[77]。同时它在胚胎发育中也起着重要作用，小鼠中 DP1 特异性失活可导致胚

胎外组织发育的严重异常继而导致胚胎死亡[64]。 

组蛋白去乙酰化酶（HDAC1）可以与各种蛋白相互作用，抑制基因的转录，

在细胞分裂，细胞分化，神经细胞的存活和死亡中均有一定的作用[65]。它参与同

源异形基因的沉默，与 PCG 蛋白关系密切[65]。同时由于某些因子敲除导致的精

子发生缺陷中都发现 HDAC1 的表达异常[66,67]。 

WDR5 蛋白在表观调控基因表达中发挥着重要的作用[68]，众所周知，它存

在于 MLL 组蛋白甲基转移酶复合物中，导致 H3K4 甲基化，从而激活转录，但

是最近有越来越多的报道表明除了该复合物外，它还与其他因子结合，执行其它

的功能，比如在秀丽线虫中它与 TRA-1（转录抑制子 Ci/Gli 家族的成员）相互配

合，抑制与精子生成相关基因的表达[69]。 

RYBP（YY1，RING1B 结合蛋白）是一种锌指结构蛋白，它参与细胞的各

种生命活动包括细胞增殖，细胞分裂，细胞凋亡，细胞迁移。在胚胎发育的过程
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中起着重要的作用，它可以与 RING1A/RING1B 结合，帮助 PRC1 定位于其靶基

因上，RYBP 的失活会阻碍干细胞的形成，干细胞分化异常。RYBP 敲除小鼠胚

胎致死[70]。RYBP 表达水平的降低，会导致中枢神经系统受损[70]。RYBP 有效抑

制内源逆转录病毒及一系列与生殖相关基因的表达，但是敲除 RYBP，胚胎干细

胞并不受影响[71]。 

RING1A/RING1B 是多梳蛋白系统中的核心组分，是表观调控因子，对于胚

胎发育中细胞多样化，生命活动中各个组织的维持起着重要作用 [72,73]。

RING1A/RING1 和 RING1B/Rnf2 具有 E3 连接酶活性，可以产生 H2A 单泛素

化，抑制基因的表达[4]，它作为 PRC1 的核心组分，一般存在与复合物中发挥其

功能，RING1B 敲除会导致胚胎致死，在原肠胚形成中，胚胎及胚外组织发育缺

陷[74]。同时 RING1B 在轴旁中胚层前后及神经管的特化中起着重要作用[75]。 

PRC1.6 的生物功能还没有报道，目前在成纤维细胞中发现该复合物更倾向

于结合在 G0 细胞中的靶基因而非 G1 细胞中，该复合物促进了静止细胞中 E2F 

和 Myc 反应元件的抑制[5]。PRC1.6 中各个组分的研究报告中均显示他们与精子

发生有着或多或少的联系。有些组分的敲除模型很明确的显示了它们在精子发生

中的重要作用。如 E2F6，CBX3 的敲除使得精子生成缺陷[34,59]
 RYBP，L3MBTL2

的敲除会导致生殖特异性基因表达上调[71,76]。除此之外，通过 WDR5 的突变体

发现，WDR5 在秀丽线虫中抑制与精子生成相关基因的表达[69]。这些说明该复

合物很可能在精子发生中起着重要的作用。表一总结了 PRC1.6 某些组分敲除后

的小鼠表型。 

1.1.5 PRC1.6 组分 Mga 的介绍 

1999 年 Hurlin 等人用酵母双杂的方法筛选小鼠胚胎发育 9.5 天及 10.5 天的

cDNA 文库，发现了四种与 Max 相互作用的蛋白，其中就包括 Mga，在该实验

中筛选出的 Mga cDNA 包含一个含有 9018 个碱基的开放阅读框，编码 3006 个

氨基酸[44]。目前越来越多的 Mga 变体被人们发现，UCSC 网站上 Mouse Dec. 2011 

（GRCm38/mm10）数据显示：小鼠中共有 7 种 Mga 变体。其中最大的 Mga 蛋

白含有 3042 个氨基酸（图 1-2）。Mga（MAX gene associated protein）是一种双

特异性的转录因子，包含两个保守的结构域 bHLHZip 和 T-domain。故它既属于

MAX 互作网络中的一员同时又是 T-BOX 家族的成员。同时拥有这两种结构域

可能会导致Mga的生物学功能比单一包含 bHLHZip或T-domain家族的其他转录

因子更复杂。 
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表 1-1  PRC1.6 某些组分敲除后的小鼠表型 

基因 KO 表型 文献 

E2F6 精子生成缺陷； 

缺少成熟的精母细胞，出现大量的支持细胞； 

中轴骨同源异型转换； 

[59] 

CBX3 HP1γ -/-雄性，雌性不育； 

卵巢，睾丸个体小； 

小鼠的精母细胞在减数分裂前期着丝粒成簇以及同源染

色体联会受到了影响； 

[34] 

RYBP 早期胚胎致死； 

影响中枢神经的发育； 

[70] 

RYBP 抑制胚胎干细胞中生殖特异性基因的表达 [71] 

L3MBTL2 胚胎致死； 

胚胎干细胞增殖缓慢； 

干细胞中与精子发生相关的基因上调 

[12] 

Max 纯合子胚胎致死 

胚胎及胚外组织发育停滞 

杂合子小鼠在体重，活力，寿命，繁殖力均不如野生小鼠。 

[51] 

Ring1B 胚胎致死 

在原肠胚形成中，胚胎及胚外组织发育缺陷 

[74] 

DP-1 胚胎致死； 

胚外组织组织发育异常； 

[64] 

Mga 因为 bHLHZip 结构域，成为 MAX 互作网络中的一员。除了 Mga 蛋

白外，该网络中还包含 Myc 家族（c-，N-， L-Myc），Mad 蛋白家族（Mad1，

Mxi1，Mad3，Mad4），Mnt
 [44,45,46,81,82]。该互作网络中的成员均含有 basic- helix 

 
图 1-2  Mga 蛋白已知的功能结构域（参考基因组：UCSC genome browser:GRCm38/mm10） 

Fig.1-2  The known functional domains of Mga protein (Reference genome: UCSC genome 

browser:GRCm38/mm10) 

-loop-helix-leucine-zipper（bHLHZip），它们通过 bHLHZip 结构域与该家族的一

个小的蛋白 MAX 的 bHLHZ 结构域结合形成二聚体，调控靶基因 E-box 元件的

转录。这种调控主要通过该二聚体招募共激活子或共抑制子，产生一个高度有序

的复合物，抑制或激活转录[78,79,80]。MAX 蛋白相互作用网络在细胞增值，分化，

凋亡及胚胎发育中发挥着重要的作用[83]。该结构域对于内细胞团（ICM）以及内

部多能外胚层（EPI）的发育至关重要[49,50]。如有报道表明 Max 敲除后，小鼠胚
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胎会由于母体内的 MAX 耗光，使得胚胎在移植后立即死亡[51]。Myc，Mnt，Mad 

家族的基因敲除后也会导致胚胎在移植后死亡[84]。 

除了以上这些相同的功能外，MAX 互作网络的蛋白 Myc/Max/Mad 家族还

有着各自不同的生物学功能。Myc/Max/Mad 家族蛋白都可以与 MAX 形成二聚

体，但是它们之间却不能形成同源或异源二聚体。Myc 包含两个独立的功能结构

域：N-端的反式激活残基和 C-端的 DNA 结合结构域 bHLHZ
[49]，通过这两个结

构域 MYC 与 MAX 结合，激活靶基因 E-box 元件的转录[85]，促进细胞增殖。同

时 Myc 还可以与 Max 结合，通过其它蛋白的介入靶向一类不同的基因，抑制这

些基因的表达[86]。在大多数人的恶性肿瘤中都发现了 myc 基因的突变[49]，越来

越多的实验证实它在肿瘤的形成中起着重要作用[87,88,89,90]。MAD/MXI 与 MAX

形成的二聚体主要抑制基因的转录，这种转录抑制主要依赖于它们 N 端的一个

保守结构域 mSin3-结合结构域（SID），该结构域可以与共抑制子 mSin3A 和

mSin3B 结合，形成抑制复合物[82,91,92,93]，阻止细胞增殖，抑制细胞的转移。与

MYC-MAC 形成一种拮抗反应，它们通过竞争 MAX 伴侣或 E-box 元件调节细

胞的增值[81,94,95]。同样的 Mga 与 Myc 也存在竞争关系，Max 与 Myc 结合形成

Myc-Max 二聚体转录水平促进进入细胞周期[96]，Mga 通过与 Myc 竞争 Max 或竞

争靶基因阻止细胞进入细胞周期[49]。Mga 还可以通过形成复合物修饰染色体，

长期抑制与细胞周期相关的基因[97,98]。Mga 的敲低会导致小鼠胚胎干细胞不成熟

的分化，这说明 Mga 存在不依赖于细胞周期的功能，在不同的发育阶段 Mga 有

着不同的功能[5]。 

Mga 含有 T-domain，故它隶属于 T-BOX 家族。其中 T- domain 与 T-BOX 家

族的基因有些许差异，它的 T-domain 对应的基因仅由一个外显子组成，缺少 

T-box 家族基因含有的保守的内含子，推测 Mga 中的 T-domain 可能是由 T-box

基因转录得到的 mRNA 插入不断演化得来的[76]。与 bHLHZip 结构域相同，

T-domain 也是高度保守的 DNA 结合结构域[99,100]。含有 T-domain 的蛋白，我们

将其归为 T-BOX 家族，包括 Brachyury，Tbx3，Tbx5，Tbx6，Tbx20，VegT 等

因子，该其中即有转录激活因子又含有转录抑制子，两者在胚胎发育和细胞命运

决定中起着重要作用[101]。尤其是在胚胎发育中中胚层的特化，诱导及分化中起

着重要作用[102]。 

T-domain 首次在 Brachyury 蛋白中发现，该蛋白是一个转录因子，它在原肠

胚的形成过程中起着重要作用，主要在中胚层表达，对于中胚层的建立非常重要，

尤其是轴旁中胚层近尾部组分的形成[103]，最初巴黎研究者通过 X-RAY 产生了

Brachyury 突变小鼠，发现小鼠具有可遗传的短尾[104]，随着研究的深入，发现



兰州大学硕士研究生学位论文        多梳抑制复合物PRC1.6的组分Mga的分子功能 

 

9 

 

大多数杂合子会产生与其相似的表型，还有一些更严重的表型，但纯合子在交配

后 10 天左右死亡，这些胚胎体的脊索几乎消失，体节也只有前肢，但更严重的

是它的尿囊缺陷，无法建立与胎盘之间的联系，最终因缺乏营养而死[105]。 

Tbx3 在各种发育过程中都起着重要作用，包括干细胞的维持，细胞命运决

定，器官形成。通过上调多能因子 Nanog 促进干细胞的自我更新[106,107]。与 Oct4，

Sox2，Klf4 共表达可以诱导多能干细胞形成胚芽组织，产生可育后代[108]。Tbx3

还控制发育的肝脏中多能肝祖细胞的增值及细胞命运决定[109]。在心脏发育中，

Tbx3 促进心房心室传导系统的特化[110]。TBX3 在人类胎儿的肺，肾脏，心脏，

肝脏，以及脾脏中都有表达[111]，Tbx3 纯合子突变小鼠胚胎在子宫中死亡伴随着

四肢，生殖器，以及乳腺的缺陷[112,113]。Tbx3 的突变体中，TBX3 不足单倍计量

的蛋白时，会导致尺骨-乳腺综合征，这种综合征包括很多组织 及器官的畸形，

如大汗腺，生殖器，头发，牙齿和四肢，一般前肢后面的部位严重减少[111,114]。

另外，有报道显示，TBX3 的过表达会导致肿瘤的形成，在许多乳腺癌细胞系，

一些小细胞肺癌，大鼠膀胱癌和肝肿瘤中，TBX3 蛋白都过表达[115,116,117]。 

Tbx6 基因在中胚层组织中表达，主要促进胚胎体后部的发育，突变小鼠的

尾芽变大，主要由间充质细胞组成，在后体节产生三个神经管[117]，这些充分证

实 Tbx6 在轴旁中胚层诱导中不可或缺的地位[118]，而 Tbx3 和 Tbx5 的突变会影响

中胚层诱导以及中胚层与上皮细胞之间的相互作用，导致人类疾病综合症的形

成，影响四肢及其他器官系统[119,120,121]。 

 T-domain 蛋白 VegT 的 mRNA 在卵子形成过程中产生，位于卵细胞的植物

极以及早期的胚胎，控制非洲爪蟾中建立原始胚层特化模式[122]。包含 T- domain

的蛋白作为胚胎发育中的关键调节子，通过调控一些与胚胎发育相关的基因来影

响胚胎的发育。隶属于转录因子的的 T-BOX 家族在心脏生成过程中执行着各种

功能[123]。如人类中 TBX5，TBX20 特殊位点的突变会导致人类先天性的心脏发

育不全[121,124]。 

以上介绍了 MAX 互作网络和 T-domain 家族的结构及功能方面的一些研究，

这些可以促进我们对于 Mga 的了解。 

1999 年 Hurlin 等人研究与 Max 相互作用的蛋白时，发现了一种新的 Max

互作蛋白 Mga，该蛋白可以通过 bHLHZip 和 T-domain 结合在相应靶基因上调控

这两类反应元件的转录[44]。一方面它通过 bHLHZip 与 MAX 蛋白形成二聚体结

合到 Myc–Max 的结合位点 CACGTG；另一方面由于 T-domain 的存在，它可以

结合到 Brachyury 结合序列调控该类基因的转录[44]。用荧光素酶检测 Mga 多这

两类基因的转录调控发现：当Mga与Max 相互作用时，对Myc–Max 和 Brachyury 
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的结合序列均起到正向调控的作用[44]。原位杂交的方法对它在胚胎发育的9.5天，

10 天，10.5 天的表达模式进行了研究，发现在 Mga 在胚胎中广泛表达，且在肢

芽，鳃弓和尾区的表达量最高[44,126]。在胚胎中的这种表达模式，与 T-BOX 家族

的很多成员相同，故它可能与 T-BOX 家族的成员一样，参与中胚层的诱导[44]。

2009 年在胚胎干细胞用 RNA 干扰对全基因组时发现 Mga 对于胚胎干细胞的再

生起着重要的作用[127]。2013 年科学家发现 Mga 蛋白在慢性淋巴细胞白血病和肺

癌中发现了 Mga 的失活性突变，我们知道 Myc 在肿瘤的形成中起着重要作用故

这一发现可能与 Mga 的 bHLHZip 结构域相关，Mga 的这种失活突变可能与 Myc

在肿瘤形成中的重要作用相关[128,129]。同年科学家发现 Mga 在斑马鱼的背腹侧的

分化中起着重要作用，胚胎外组织卵黄合胞体层（YSL）中 Mga 可以与 MAX 和

SMAD4 形成复合物，靶向 bmp2b/Swirl(Swr)的转录起始位点上游，调控

Bmp2b/Swr 信号，从而起始胚胎中的 BMP 自动调节环，从而影响背腹侧的分化
[130]。最近的一篇有关 Mga 的实验时 Washkowitz 等人在 2015 年发表的，他们发

现 Mga 对于胚胎的正常发育至关重要，Mga 的敲低后，胚胎发育的 4.5 天时，ICM

发育停滞，细胞正常增值，但伴随着大量细胞开始凋亡，这可能是导致胚胎死亡

的原因[84]。与包含 bHLHZip 结构域的其他蛋白类似，Mga 在 ICM 和 EPI 的发

育中起着重要作用。它在 E3.5 天的 ICM 及随后发育的 EPI 中都表达，Mga 敲低

后会导致 ICM及 EPI发育缺陷，多能性细胞凋亡[84]。Mga突变表型与 ICM或 EPI

中与多能相关的特异基因突变的表型非常相似[131,132]。由于 Mga 与 Myc 相似的

表达模式以及突变表型[133]，故推测 Myc 的下游基因 ornithine decarboxylase 1

（Odc1）可能是导致 Mga 突变体胚胎中多能细胞死亡的原因。ODC 是聚胺合成

途径中鸟氨酸形成腐胺的限速酶。而聚胺对于胚胎的发育至关重要，Odc1 突变

的胚胎在移植后迅速死亡[133]。在 Mga 敲低后的胚胎中，添加外源的腐胺可以部

分缓解 ICM 及干细胞的突变状况[84]。 

1.2 精子发生 

1.2.1 精子发生的定义 

精子发生是复杂的分化过程，包括三个阶段：（1）有丝分裂：精原干细胞（A

型精原细胞）有丝分裂不断产生新的细胞，这些细胞分为两类，A 型精原细胞不

分化，保持有丝分裂能力，B 型精原细胞分化为初级精母细胞。（2）减数分裂：

初级精母细胞复制一次，连续分裂两次形成单倍体球形精细胞；（3）球形精细胞

经过变态发育形成成熟的精子[136]。 

精子发生过程的第二步非常关键，减数分裂在维持物种染色体数目稳定，物
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种适应环境变化不断进化的机制中起着重要的作用。减数分裂染色体复制一次，

细胞连续分裂两次，最终细胞中染色体数目减半[136]。减数分裂分为间期和分裂

期。间期分为 G1 期、S 期和 G2 期。分裂期分为减数第一次分裂期，减数第二

次分裂期。减数第一次分裂期分为前期，中期，后期，末期。根据染色体的形态，

前期可分为 5 个阶段：细线期：核内出现细长、线状染色体，细胞核和核仁体积

增大，每条染色体含有两条姐妹染色单体；偶线期：染色体联会（配对的一对同

源染色体中有 4 条染色单体，又称四分体）；粗线期：染色体缩短变粗，四分体

中的非姐妹染色单体之间发生 DNA 片断交换，基因重组；双线期：染色单体分

开；终变期：染色体紧密凝集向核周围靠近。核膜、核仁消失，最后形成纺锤体。

性染色体在该过程中不同与其它常染色体，在精母细胞中可以形成 XY 小体[137]。

XY 小体是初级精母细胞细胞核中明显的无被膜的深染色区域。它是区别于同一

细胞中常染色体的关键结构。该结构导致精子发生过程中性连锁基因的抑制，叫

作性染色的钝化（MSCI）[137]。该过程伴随着组蛋白转录后修饰，染色体结合蛋

白的招募或去除[138]。 

1.2.2 精子发生中的基因表达 

哺乳动物中的精子发生是一个复杂且独特的分化过程，在该过程中产生了多

种类型的细胞，这些细胞中体细胞中存在的结构基因处于静止状态，生精细胞特

异的基因被激活[139]。伴随着精子发生的 3 个主要阶段，许多睾丸特异性基因呈

现阶段特异性表达，这些基因包括原癌基因，细胞骨架蛋白基因，鱼精蛋白基因，

热休克蛋白基因，周期蛋白基因，无精子因子基因，乳酸脱氢酶基因，依赖 cAMP

蛋白激酶基因等[140]。它们的表达受到严格的时空调节，这种调节对精子发生起

着决定性的作用，同时也为体外诱导精子发生提供了检测的标准。如 Dazl，Ddx4，

Prdm1，Dppa3（Stella）等是早期生殖细胞标志基因[141]。其中 Dazl 属于无精子

因子基因，它的表达仅仅预示着生殖细胞的出现[142]，Dazl 敲除小鼠的胚胎中，

生殖特异性基因 Oct4，Dppa3/Stella，GCNA（germ cell nuclear antigen）和 MVH 

会降低[143]，出生后的雄性小鼠，减数分裂停滞[144]。c-kit 是原癌基因蛋白激酶家

族的成员，对进入或完成减数分裂是必需的[145]，c-kit 突变后，睾丸中分化的精

原细胞显著减少[146]，它是早期精母细胞的标志[147]。Stra8 是哺乳动物生殖细胞

由有丝分裂转变为减数分裂前特异表达的基因[148]。SSC 也表达一些基因维持其

自我复制，保证干细胞数量稳定。如 NANOS2 是一种锌指蛋白[149]，维持 As， 

http://baike.baidu.com/view/32424.htm
http://baike.baidu.com/view/562610.htm
http://baike.baidu.com/view/197085.htm
http://baike.baidu.com/view/226743.htm
http://baike.baidu.com/view/226743.htm
http://baike.baidu.com/view/544134.htm
http://baike.baidu.com/view/3873227.htm
http://baike.baidu.com/view/242197.htm
http://baike.baidu.com/view/544134.htm
http://baike.baidu.com/view/217025.htm
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图 1-3  胚胎干细胞诱导成精子过程中重要调控因子的表达时相

[158]
 

Fig.1-3  The expression stages of key regulatory genes during differentiation of ESC into 

sperm
[158] 

Apr 细胞的自我复制，抑制 Ngn3、Nanos3 的表达，当细胞分化到 Aal 阶段时，

Nanos2 表达逐渐降低，Ngn3、Nanos3 开始表达[150]。TSPY1（testis-specific  protein 

Y-encoded）基因主要表达于精原细胞阶段以及早期精母细胞[151]。由于剪切方式

的不同产生了很多变体[152]，发现小的剪切体主要存在于圆形精细胞中[153]。TP1，

TP2 以及 PRM1 蛋白在精子变态期表达，在精子变态早期，过渡蛋白（TP）代

替了组蛋白变异体。过渡蛋白 2（TP2）对于鱼精蛋白的形成非常关键。它在精

子形成中起着重要作用，它的过早翻译使得精子头部畸形，活动力降低，雄性不

育，故 TP2 翻译的时空特异性是精子形成所必需的[154,155]。如图 1-3 为胚胎干细

胞诱导成精子的过程中一些特异基因的时空表达。 

1.2.3 精子发生过程中的表观遗传调控 

表观遗传调控是在不改变基因序列的情况下，对染色体进行修饰，调控基因

表达。常见的调控方式有 DNA 甲基化（DNA methylation），组蛋白修饰（histone 

modifications）非编码 RNA（non-coding RNAs ncRNAs）[156]。精子发生过程包

括三个阶段，这三个阶段涉及生殖细胞分化，染色体重塑，基因表达的变化，这

些都与表观遗传修饰密切相关[157]。 

DNA 甲基化是表观修饰的主要调控方式，与基因的转录相关，低甲基化激
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活转录，高甲基化抑制转录[159]。哺乳动物的精子发生过程中含有甲基化的重塑
[160,161]。早期原生殖细胞经历类体细胞的全基因组 DNA 高度甲基化，然后进入

生殖嵴，发生全基因组 DNA 去甲基化，随后建立性别特异性表观遗传修饰，在

不同的性别中甲基化建立的时间不同[162]。精子发生过程中，基因组的从头甲基

化发生在前精原细胞，起始于印记位点和重复序列，在减数分裂的粗线期末完成
[163,164]。某些在精子发生早期表达的基因则在减数分裂后期精母细胞中逐步甲基

化，使得这些基因在逐渐成熟的精子细胞中保持沉默[165]。DNA 甲基化的正确修

饰对于精子发生的正常进行非常关键，在很多不育病人的配子中均发现 DNA 甲

基化的改变[166,167,168]。 

组蛋白甲基化修饰是一种最常见的组蛋白翻译后修饰，通常与基因沉默相

关。在精子发生过程中，只有保证 H3K4，H3K9 及 H3K27 甲基化的正确修饰才

能确保精子发生过程 [169,170] 。去甲基化酶（ demethylase）对于精子发生

（spermatogenesis）和正常的生育能力密切相关，其中 H3K9 甲基化在精子发生

过程的许多阶段中都起着重要的作用[171-174]。H3K9 的去甲基化会使得精子特异

基因 Prm1，Tnp1 表达量上升，对维持 H3/H4 的高度乙酰化及精子活力（sperm 

motility）、活率也起着重要作用[171,175,177]。 

组蛋白的乙酰化可逆。在精子发生过程中，染色质中的组蛋白接连被过渡蛋

白，鱼精蛋白替代，核逐渐变小，使得精子可以正常受精[175]。而组蛋白的乙酰

化使核小体结构松散，利于过渡蛋白及鱼精蛋白的替代[178]。在减数分裂粗线期

时，性染色体(X,Y)染色体会形成 XY 小体，抑制基因的转录 [178]。该过程伴随着

许多表观遗传修饰[179]，如 H2A 泛素化，H3K9，H3K27，H4K20，H3K79 甲基

化，H3K9，H4K12，H4K16 去乙酰化，以及导致基因活化的 H4K5，H4K8 的高

度乙酰化现象都会出现[180,181]。 

组蛋白磷酸化与转录激活有着联系[182]。精子发生过程中，染色质的折叠和

浓缩中，涉及组蛋白磷酸化。组蛋白被其它蛋白替代的过程，伴随磷酸化、去磷

酸化。减数分裂的过程中，组蛋白变体 H2AX 的磷酸化影响染色质浓缩及基因

沉默[183]。在精子发生的过程中，组蛋白磷酸化影响精子核染色质特性，继而对

受精以及后代发育产生影响[184,185]。 

除了以上的修饰外，非编码 RNA 与精子发生也有这密切的关系。如 miRNA

在正常精子和低活力精子中的表达不同[186]，在精子发生的不同阶段睾丸中表达

的 miRNA 表达量也会有差异[187]。除此之外，与 Piwi 蛋白家族的成员相互作用

而得名的 piRNA 
[188]，在精子发生过程中也起着重要作用。如 Piwi 蛋白对雄性的

生育力是不可或缺的[189-191]。而 Miwi 敲除的小鼠在圆形精子早期阶段会表现出
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精子发生阻滞的现象[190]。 

在精子发生过程中，这些表观遗传修饰相互协调配合，从而精子发生的正常

进行，最终形成具有活力的精子。 

1.2.4 体外诱导精子的模型 

体内研究精子生成受诸多变量的影响，为了满足理论研究及临床应用的需

求，体外诱导精子势不可挡。1937 年就有科学家开始了这方面的尝试，经过 70

多年的努力，科学家们通过激活原始生殖细胞特异基因或药物诱导 SSC、ESC、

iPS、MSC、TC 等细胞诱导为生殖细胞系，继而产生精子。 

精原干细胞（SSC）在睾丸的曲细精管中，经过有丝分裂及减数分裂最终形

成成熟的精子。日本的 Takuya Sato 小组通过体外模拟睾丸曲细精管的内环境成

功将精原干细胞诱导成精子[192]。2010 年 Sato 等人从携带 Acr-GFP(acrosin-green 

fluorescent protein，精子酵素-绿色荧光蛋白)，Gsg2-GFP(germ cell associated 

2-green fluorescent protein)报告基因的转基因小鼠的睾丸组织，Acr 和 Gsg2 分别

指示精母细胞减数分裂中期、减数分裂后期的开始。将这两种睾丸分别切成小块

并放置在半浸泡在培养基中琼脂糖凝胶上进行体外培养，发现 Gsg2-GFP 在第

8～10d 开始产生荧光，持续表达 15～20d，这与正常发育的小鼠睾丸内 Gsg2 的

表达规律吻合。关于 Acr-GFP 的实验也符合类似规律。Hoechst 染色发现了单倍

体细胞的存在，但是并没有观察到精子产生[192]。当 Sato 用 KSR（knockout serum 

replacement）代替培养基中的胎牛血清后，在组织水平上观察到了精子的产生
[193]。用该培养体系，Sato 等人随后又将异体精原干细胞（SSC）在体外培养成

精子[193]。 

胚胎干细胞（ESC）具有全能性，可以分化成成体的所有细胞类型，包括生

殖细胞。2006 年 Nayernia 等构建了质粒 Stra8-EGFP 和 Prm1-DsRed，通过绿色

和红色荧光蛋白分别报告细胞内 Stra8，Prm1 的表达，检测生殖细胞发育进程[194]。

首先通过 G418 筛选得到稳转 Stra8-EGFP 的 ESC，然后通过 RA 诱导，流式细胞

仪的分选，G418 筛选得到表达 Stra8-EGFP 的精原干细胞（SSC），接着用 RA

再次诱导转染了 Prm1-DsRed 质粒的精原干细胞（SSC），发现经过两次转染，

两次 RA 诱导后可以在显微镜下观察到具有尾部的精子及联会复合体[195]。2009

年冯立新研究小组通过转基因技术将 ESC 不经过类胚体直接诱导成精子[196]。他

们在雄性 ESC 中异位表达 Dazl（deleted in azoospermia-like），最终在体外将小

鼠 ESC 诱导成游动的精子[196]（如图 1-4）。该实验首先将 Dazl 的 cDNA 克隆至

pMSCVneo 质粒中，然后用该质粒转染 mES 细胞，在标准培养条件下培养 2 天，

然后用胰酶消化，铺到用 gelatin 处理后的六孔板中，标准条件下培养 24h，然后
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用 G418 开始筛选。筛选两周后就可以得到稳转 Dazl 的 mES 细胞，用 Western 

Blotting 检测 Dazl 的表达，成功后。用不含 LIF 的标准干细胞培养基培养稳转

Dazl 的干细胞，首先可以看到这些细胞贴壁生长，有单层细胞形成一个个克隆，

培养 3-5 天后，可以观察到在这些克隆的中央聚集了很多小细胞，这些小细胞中

有的形态会发生变化，形成具有尾巴蝌蚪状的细胞，并游离在培养基中。该文章

中通过流式细胞仪检测染色体数目，发现在早期诱导中，大约有 9%的细胞可以

变为单倍体细胞。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1-4  稳转 Dazl 的胚胎干细胞诱导分化成精子[196]
 

A.相差显微镜下稳转 Dazl 的干细胞产生的精子（黄色箭头指示的精子含有一个长的尾巴和

一个头部，红色箭头指示的精子含有一个头部，两条尾巴）；B.流式细胞术分析 DNA 的含

量结果显示诱导过表达 Dazl 的干细胞中出现单倍体，二倍体，四倍体的亚细胞群。 

Fig.1-4  Sperms produced from mES cells stably expressing Dazl 
[196]

 

A. Phase contrast microscopy results show that sperms were produced from Dazl transfected mES 

cells (sperms with a long tail and a head are indicated by yellow arrows and two sperm heads 

connected by one tail were indicated by a red arrow). B. Flow cytometry analysis of DNA content 

shows Dazl transfected mES cells can produce haploid cells(1C), diploid cells (2C) and tetraploid 

cells (4C) .  

iPS 是一种人工诱导的干细胞，同 ESC 一样，具有分化成成体所有细胞类型

的能力。故将诱导 ESC 的方法用于诱导 iPS 也一样可行[197-199]。 

间充质干细胞（mesenchymal stem cells，MSC），是一种具有自我复制能力

和多向分化潜能的成体干细胞，能够发育成硬骨、软骨、脂肪和其他类型的细胞。

2009 年，华进联等利用维甲酸和山羊睾丸提取物诱导胎儿骨髓 MSC，发现了精

子形成过程中减数分裂标志性基因的表达[200]。 

F9 畸胎瘤干细胞（F9 teratocarcinoma stem cells）同早期胚胎干细胞类似[201]。

2004 年，Nayernia 通过药物诱导的方法将 F9 诱导成生殖细胞，首先构建稳转
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Stra8-EGFP 质粒的 F9 畸胎瘤干细胞，然后通过两次 RA 诱导和两次荧光激活细

胞筛选（FACS），得到了精原干细胞（SSC），将此细胞移植到睾丸后，产生了

成熟的输精管结构以及可育的精子[202]。 

1.2.5 体外构建精子发生模型的意义 

世界范围内有 13-18%的夫妻受到不育症的影响，其中 50%是由于男性不育

导致的[201]。而雄性不育中有 70%的患者伴随着不同程度的精子发生障碍[202]。故

对于精子形成过程的研究就显得异常重要。精子形成是一个非常复杂的过程，受

多种因素的调控，任何因素的改变都有可能导致雄性不育的发生，就这点而言，

体外实验比体内实验占有更多的优势，它可以控制精子形成过程中变量的数目及

变量的内容，同时根据研究的内容及目的运用适合的诱导方案，得到更好的结果。

其次体外实验更有利于持续观察生殖细胞的迁移，增殖，分化，发育等过程，可

以促进对于基础生殖生物学的研究，从而为解决不孕不育症提供更多的前景。 

1.3 本课题的研究内容及意义 

目前有关 Mga 功能研究均与它的两个保守结构域的结构及功能相关，但是

Mga 作为全长 3042 个氨基酸的大蛋白，这两个结构域仅仅只占了它的 8.9%，目

前有关 Mga 蛋白中其它区段氨基酸的结构及作用，它与 PRC1.6 其他组分之间的

互作关系，自身的表达及调控及其在 PRC1.6 复合体中担任的角色等尚无报道。      

本课题以 Mga 为切入点研究其分子功能进而更加深入的探讨多梳蛋白复合

体 PRC1.6 的功能机制。 

为了研究 Mga 在 PRC1.6 中的作用，我们需要寻找 Mga 与 PRC1.6 其它组分

的互作位点，突变这些位点，破坏它们之间的相互作用，从而观察 Mga 对该复

合物的形成，稳定，靶向机制及功能的影响。前期结果显示 Mga 通过 535-640 aa

与 RING1B 发生互作。本论文通过 BiFC，竞争实验，Ni-pulldown 实验在体内和

体外寻找 RING1B 与 Mga(535-640)发生相互作用的片段，为下一步得到它们的

三维结构提供基础。 

目前，在 UCSC Genome Broswer：GRCm38/mm10 数据库中有很多关于 Mga

转录剪切体的信息，但是其在组织及细胞中的表达情况还不是很了解，故我们收

集了 UCSC Genome Broswer：GRCm38/mm10 数据库中 Mga mRNA 剪切体及其

对应的截短体蛋白的信息对它们进行整理分析，并检测它们在小鼠组织及细胞中

的表达情况。 

背景介绍中我们了解到 PRC1.6 的很多组分与精子发生有着或多或少的联系
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[34,59,69,71,76]。我们的前期工作通过微阵列分析比较 Mga 敲低前后基因的表达量，

发现有 158 种基因的表达发生变化（log2>1），其中上调的有 130 种基因。运用

信息学手段，检测这些上升基因，发现有很多与精子发生相关。 

为此我们将 PRC1.6 的组分 PCGF6，L3MBTL2，RING1B 敲低/敲除后，干

细胞中上调的及基因[12,134,203]，与 Mga 敲低后上调的基因进行比较。检测是否有

与精子发生相关的基因同时受到它们的调控。 

目前有关 Mga 的研究比较少，我们对 PRC1.6 中 RING1B 与 Mga(535-640)

的作用区段的确定及 Mga 转录剪切体表达谱的研究丰富了 Mga 的理论基础。其

次，我们有关 PRC1.6 与精子发生有关的推测，可能为其它的研究者提供一种研

究方向，开拓治疗不孕不育症的研究。 
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第二章 材料与方法 

2.1 主要实验材料 

2.1.1 细胞与菌株 

细胞系：人胚肾上皮细胞系 293T 为本实验保存，小鼠胚胎干细胞 R1、小鼠

畸胎瘤细胞 F9 均为四川大学李沁桐实验室提供。 

菌株：大肠杆菌菌株 E.coli DH5α、E.coli BL21 感受态细胞购自全式金，

E.coli Rosetta 感受态细胞为本实验所制备； 

2.1.2 常用质粒 

Ni-pulldown (PD) 用到的质粒被构建在 PET28a(+)载体上，该载体为本实验

室保存。 

BiFC 实验用到的质粒被构建在 pBiFC 载体上（该质粒由 pBiFC-YC 

-173SMAD3，pBiFCYN-173SMAD4 改造得到）。该质粒由本实验保存。 

2.1.3 主要抗体 

Mouse anti GST（TA-03）购自中杉金桥，Mouse anti His（No.B1169）购自

北京博奥龙免疫技术有限公司，Goat anti Mouse IgG（NXA931）购自 GE 公司。 

2.1.4 主要实验试剂 

细胞培养及相关试剂： 

试剂名称 制造商 货号 

细胞培养皿 Corning L30196 

6 孔、12 孔、24 孔培养板 JETBIOFIL TCP001-006/012/0

24 

新生牛血清 Biological Industries 04-102-1A 

胎牛血清 GEMINI A9TE009 

胰酶消化液 Gibco 1427015 

非必需氨基酸 Gibco 1628158 

高糖 DMEM Gibco 1719978 

β-巯基乙醇 Sigma 20130110 

X-tremeGENE HP DNA 转染 Roche 06366236001 
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试剂 

分子实验相关试剂： 

Plasmid Miniprep Purification 

Kit Ⅱ 

GeneMark DP012-300 

质粒 DNA 小量抽提试剂盒 生工 B518191-0100 

高纯度质粒小提中量试剂盒 天根 DP107-02 

PCR 纯化试剂盒 生工 B518141-0100 

DNA 胶回收试剂盒 生工 B518131-0100 

基因组 DNA 提取试剂盒 天根 DP304-02 

Total RNA Kit Ⅰ OMEGA R6834-01 

动物全蛋白提取试剂盒 生工 C510003-01 

Transcriptor First Strand  

cDNA Synthesis 

Roche 04896866001 

2×SYBR GREEN Fast qPCR  

MASTER MIX 

BIOTOOL B21802 

2×Taq master mix 诺唯赞生物 LN90151 

PrimeSTAR® HS (Premix) Takara R040 

蛋白酶 K 生工 04-N-1-5 

DnaseI TRANSGENE J10326 

限制性内切酶、T4 DNA 连接酶 NEB 略 

100 bp DNA marker  东盛  

1 Kb DNA marker Takara 3426A 

Protein marker 生工 C610013-0250 

八联管 美国 AXYGEN PCR-0208-C 

显影液 柯达 661-0190 

定影液 柯达 661-0208 

X 光片 锐珂医疗器材公司 XBT 

Super signal 发光液 Thermo 34079 

PVDF 膜 Thermo  

Ni-NTA Sefinose™ Resin Kit 生工 C60031-005 

2.1.5 主要实验仪器 
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仪器名称 型号 生产厂家 

-80
o
C 超低温冰箱 海尔公司 BCD-649WE 

超声波清洗器 洁盟公司 JP-040S 

二氧化碳培养箱 MEMMERT 公司 INC153H9 

倒置显微镜 Motic 公司 AE2000 

烘箱 上海精宏有限公司 DHG-9076A 

恒温震荡器 常州国华电器有限公司 SHZ-82 

恒温培养箱 上海精宏实验设备有限公司 DNP-9052 

分光光度计 龙尼柯（上海）有限公司 UV-2350 

二级生物洁净安全柜 苏净安泰公司 BHL-1300IIH2 

雪花制冰机 XUEKE 公司 TIVIS-30 

微波炉 格兰仕公司 P70D20P-G5 

PCR 仪 Life invitrogen 公司 2720 

离心机 上海卢湘仪制造有限公司 TGL-16M 

液氮罐 GREENLAND 公司 30 L 

干式恒温器 常州朗越仪器制造有限公司 DTH-100 

数显恒温磁力搅拌器 常州朗越仪器制造有限公司 85-2 

恒温水浴锅 科伟公司 HH-2 

漩涡混合器 常州朗越仪器制造有限公司 XH-C 

酸缸 新乡市康林医疗器械有限公司 50*40 

四维旋转混匀器 海门市其林贝尔仪器有限公司 BE-1100 

垂直电泳槽 上海天能仪器有限公司 VE-180 

转移电泳槽 上海天能仪器有限公司 VE-186 

水平电泳槽 上海天能仪器有限公司 VE-90 

电泳仪 上海天能仪器有限公司 EPS-300 

立式压力蒸汽灭菌锅 申安医疗器械公司 LDXZ-501KBS 

震荡培养箱 海门市其林贝尔仪器有限公司 TS-1 

杯式过滤器 海宁市亚泰制药机械有限公司 YT-φ50 

正压过滤器 海宁市亚泰制药机械有限公司 1L 

暗箱式紫外分析仪 上海予申仪器有限公司 ZF-20D 

研究级倒置荧光显微镜 OLYMPUS 公司 IX71 

实时定量 PCR 仪 Agilent 公司 MX3005P 

微型台式真空泵 海门市其林贝尔仪器有限公司 GL-802B 
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洁净工作台 苏净安泰公司 SW-CJ-1FD 

2.1.6 实验相关溶液配制 

（1）抗生素氨苄青霉素溶液（Amp，100 mg/mL）：称取 1 g 氨苄青霉素钠溶

于 10 mL 无菌水，过滤后即得 100 mg/mL 氨苄青霉素溶液，分装后冻存于-20 
o
C。

工作浓度为 100 μg/mL。 

（2）卡那霉素溶液（Kan，50 mg/mL）：称取 0.1 g 卡那霉素溶于 2 mL 无菌水，

混匀后过滤分装，冻存于-20 
o
C。Kan 的工作浓度为 50 μg/mL 。 

（3）LB 液体培养基：胰蛋白胨 10 g，酵母提取物 5 g，NaCl 10 g 溶于约 950 mL 

纯水，全部溶解后加纯水至 1000 mL。120 
o
C 高压蒸汽灭菌 20 min，室温储存。 

（4）LB 固体培养基 LB 液体培养基：向液体培养基中加入 1.2 %琼脂粉（Agar）

高压蒸汽灭菌，降至温度约 55 
o
C，加入相应抗生素，倒板，凝固后，倒置平皿，

于 4 
o
C 储存。  

（5）核酸电泳缓冲液 TAE（50×储备液）：Tris 碱 242 g，冰乙酸 57.1 mL，乙

二胺四乙酸二钠二水 37.2 g，纯水 1 L，临用时，用纯水稀释至 1×即可。  

（6）1% 琼脂糖凝胶：称取 0.25 g 琼脂糖凝胶溶于 25 mL 1×TAE 中，微波炉加

热至琼脂糖溶解，放凉后加入 1.25 μL 溴化乙锭，混匀后倒入模具。 

（7）1×PBS 缓冲液：NaCl 8.0 g，KCl 0.2 g，Na2HPO4 1.44 g，KH2PO4 0.24 g，

用 HCl 调节 pH 至 7.4，高压下蒸气灭菌 20 min，于 4 
o
C 保存。 

（8）1M IPTG：称取 2.38 g IPTG 粉末溶于 10 mL 纯水中，过滤除菌，于-20 
o
C

保存。  

（9）蛋白酶抑制剂：用异丙醇配制 100 mM PMSF，4 
o
C 保存。 

（10）5×SDS-PAGE 加样缓冲液：SDS 5 g，50 mM Tris-HCl（pH6.8）12.5 mL，

溴酚蓝 0.05 g，0.1 M DTT 3.87g，甘油 25 mL。 

（11）Western Blot 10×电泳缓冲液：Tris 30.3 g，甘氨酸 188 g，SDS 10 g，用水

定容至 1 L。  

（12）Western Blot 10×转膜缓冲液：Tris 116.3 g，甘氨酸 58.5 g，SDS 7.5 g，用

水定容至 1 L。 

（13）1×转膜缓冲液：10×转膜缓冲液 100 mL，甲醇 200mL，H2O 700 mL。 

（14）Western Blot 10×TBS 缓冲液：Tris 24.23 g，NaCl 88 g，定容至 1 L。 

（15）1×TBST 缓冲液：10×TBS 100 mL，Tween-20 500 μL，定容至 1 L。 

（16）Western Blot 封闭孵育缓冲液：1×TBST 配制 5%（w/v）脱脂奶粉，充分

溶解，现用现配。 
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（17）考马斯亮蓝染色液：考马斯亮蓝 R-250 2.5 g，甲醇 500 mL，冰醋酸 100 mL，

定容至 1 L。 

（18）考马斯亮蓝脱色液：甲醇 450 mL，冰醋酸 100 mL，超纯水 450 mL。 

（19）显影液：温水 750 mL，米吐尔 2 g，无水 Na2SO3 90 g，对苯二酚 8 g，无

水 Na2CO3 44.8 g，溴化钾 5 g，加冷水至 1 L。 

（20）定影液：先配 I 液：蒸馏水 500 mL，硫代硫酸钠 240 g，配 II 液：蒸馏水

200 mL，无水 Na2SO 315 g，冰醋酸 13.4 g，硼酸 7.5 g，钾矾 15 g。I 液和 II 液

混到一块补充至 1 L。 

（21）洗脱液 I：137 mM NaCl，2.7 mM KCl，4.3 mM Na2HPO4，1.4 mM KH2PO4，

20 mM 咪唑。 

（22）洗脱液 II：274 mM NaCl，2.7 mM KCl，4.3 mM Na2HPO4，1.4 mM KH2PO4，

20 mM 咪唑。 

2.1.7 构建的载体及其引物 

Ni-pulldown (PD)中涉及的载体模板均为：pBiFC-VN-RING1B 和 pET-28a (+)； 

pET-28a-his-RING1B 

F：GGAATTCCATATGATGTCTCAGGCTGTGCAGACAAACG 

R：TGGCCCTCGAGTTCATTTGTGCTCCTTTGTAGGTGCG 

pET-28a-his-RING1B (1-220) 

F：GGAATTCCATATGATGTCTCAGGCTGTGCAGACAAACG 

R：TGGCCCTCGAGTCATTACTGGATCAATTGCCATTGCT 

pET-28a-his-RING1B (221-336) 

F：GGAATTCCATATGAGCAATGGCAATTGATCCAGTAATG 

R：TGGCCCTCGAGTTCATTTGTGCTCCTTTGTAGGTGCG 

pET-28a-his-RING1B (1-116) 

F：GGAATTCCATATGATGTCTCAGGCTGTGCAGACAAACG 

R：TGGCCCTCGAGTCAACTTGGATAAATTTTGCTGATG 

pET-28a-his-RING1B (117-220) 

F：GGAATTCCATATGATGCGTGATGAGTATGAAGCTC 

R：TGGCCCTCGAGTCACATTACTGGATCAATTGCCATTGC 

Ni-pulldown (PD)中用到的其它质粒：pET-28a-his，pGEX-6P-1-GST-Mga(535-640)

为本实验保存。 

BiFC 实验中构建的载体的模板均为 pBiFC-VN-RING1B 和 pBiFC-YC-CBX7 

pBiFC-VN-RING1B(1-220) 
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F：GCTCTAGAGCAGTCTCTATGTCTCAGGCTGTGCAGAC 

R：CGGGATCCTCATCACATTACTGGATCAATTGC 

pBiFC-VN-RING1B(221-336) 

F：GCTCTAGAGCAGTCTCTGATGGTGCTAGTGAAATTG 

R：CGGGATCCTCATCATCATTTGTGCTCCTTTGTAGGTG 

pBiFC-VN-RING1B(1-116) 

F：GCTCTAGAGCAGTCTCTATGTCTCAGGCTGTGCAGAC 

R：CGGGATCCTCAACTTGGATAAATTTTGCTGATG 

pBiFC-VN-RING1B(117-220) 

F：GCTCTAGACGTGATGAGTATGAAGCTC 

R：CGGGATCCTCATCACATTACTGGATCAATTGC 

pBiFC-VN-RING1B(117-336) 

F：GCTCAGACGTGATGAGTATGAAGCTC 

R：CGGGATCCTCATCATCATTTGTGCTCCTTTGTAGGTG 

pBiFC-YC-Mga(535-640) 

F：GCTCAGAGCAGTCTCTATGATTGTACAAAAATATAC 

R：CGGGATCCTCATACAGGAATATTCTTGGCAGCAG 

BiFC 实验中用到的其它质粒，如 pBiFC-YC-BMI1 ， pBiFC-YC-CBX7 ，

pBiFC-YC-CBX7(delta box)为本实验室保存。 

2.2 实验步骤及方法 

2.2.1 诱导蛋白表达 

（1）将 pET28a-his、pET28a-his-RING1B、pET28a-his-RING1B(1-220)、pET28a-his- 

RING1B (221-336)、pET28a-his-RING1B (1-116)、pET28a-his-RING1B (117-220)

质粒分别转化到 Rosseta 感受态中，pGEX6p1-GST-Mga(535-640)转化到 BL21 感

受态细胞中。 

（2）挑取单菌落，将 Rosetta 单菌落置于 1 mL 含 Kan 的 LB 培养基中，BL21

单克隆置于 1 mL 含 Amp 的 LB 培养基中，37 摄氏度 200 转震摇 7 h。 

（3）将 1 mL 的菌液平均分成三份，置于 1.5 mL 的 Eppendof 管中，用含相应

抗生素的 LB 培养基补齐至 1 mL，37 摄氏度 200 转震摇 2 h，向其中一管中加入

IPTG（终浓度为 0.2 mM），一管作为对照，一管留作备用。37 摄氏度 200 转震

摇 4 h。 

（4）将加入 IPTG 的菌液和用于对照的菌液离心（5000 g，4 
o
C，5 min），去上
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清，40 μL 的水彻底悬浮沉淀，加入 40 μL 5×SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液（5×SDS

蛋白上样缓冲液在 100 摄氏度下煮沸 3 min，待温度降到室温后，向其中加入 5%

体积的 DTT 后使用），100 摄氏度下煮沸 10 min，4 摄氏度，最大转速离心离心

4 min，得到最终样品。 

（5）SDS-PAGE 后，用考马斯亮蓝染色检测蛋白的诱导情况。 

（6）将备用的 1 mL 菌液加入 50 mL 含相应培养基的 LB 培养液，于 37℃培养

至 OD600=0.6。 

（7） 随后各加入 IPTG 使成 0.2 mM，在 37℃条件下孵育 4 h，进行蛋白表达。

离心（5000 g，4
 o

C，5 min）收集细菌，得到含目的蛋白的菌体。向沉淀中加入

1 mL 含有 PMSF 的 PBS（PMSF 终浓度 1 mM），超声破碎（工作 3 s，间歇 7 s，

总工作时间 3 min，输出功率 45%）。 

2.2.2 Ni-pulldown(PD)方法 

（1）吸取 100 μL His beads，加入 1.5 mL 离心管中，常温，700 g，离心 1 min，

去上清。 

（2）向其中加入 1 mL 的 PBS，常温下，四维旋转仪混匀 5 min，700 g，离心 1 

min，去上清，重复洗 2 次。 

（3）将 1 mL 携带 His 标签的蛋白裂解液分别加入含有 beads 的 1.5 mL 离心管

中，4 摄氏度，混匀 1 h，700 g，离心 1 min，去上清。 

（4）用 1 mL 的洗脱液 I 洗脱 beads，4 摄氏度，四维旋转仪混匀 5 min，700 g，

4 摄氏度，离心 1 min，去上清，重复 5 次。 

（5）吸取 20 μL beads，加入 20 μL 2×蛋白上样缓冲液，100 摄氏度煮沸 5 min，

制备样品，SDS-PAGE 检测带有 his-tag 的蛋白。 

（6）将 1 mL Mga(535-640)裂解液加入剩余的 beads 中，4 摄氏度，混匀 1.5 h，

800 g，4 摄氏度，离心 1 min，去上清。 

（7）加入 1.5 mL 洗脱液 II，4 摄氏度混匀 5 min，4 摄氏度，700 g，离心 1 min，

去上清，重复 5 次；加入 80 μL 2×蛋白上样缓冲液，100 摄氏度煮沸 5 min，Western 

检测 GST-protein 和 His-proteins。 

2.2.3 Western Blotting 

（1）30% 丙烯酰胺，1.5 M Tris（PH=8.8），0.5 M Tris（PH=6.8）于 37 摄氏度

水浴锅中预热 30 min。 

（2）配胶：向 50 mL 离心管中依次加入 30%丙烯酰胺，1.5 M Tris（PH=8.8），

水，将三者剧烈混匀，混匀后向其中加入 10% SDS，将枪尖没入液面以下，吹
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吸 50 次，然后向其中加入 10% APS（现用现配），将枪尖没入液面以下，吹吸

50 次，最后向其中均匀加入 TEMED，将枪尖没入液面以下，吹吸 50 次，分离

胶溶液即配好了，吸取 4 mL 的以上混合液注入夹板后，然后向夹板中缓慢加入

2 mL 的乙醇，室温静置 20 min。倒掉乙醇，向其中加入蒸馏水冲干残余乙醇，

将夹板倒置，用枪尖洗干净水分，以同样的方法配好浓缩胶溶液后，将 2 mL 的

分离胶溶液注入夹板中，立刻插入梳子，室温放 20 min。（3）跑胶：分离胶 60 V 

30 min，浓缩胶 120 V 50 min（保持电流在 20 mA-30 mA 左右）。 

（4）转膜：1×转膜液于-80 摄氏度放置 30 min 预冷；将转膜夹子正极的一面朝

下，然后依次铺上以下的东西：海绵，三层滤纸，NC 膜，胶，3 层滤纸，海绵；

在滤纸上用铅笔标明方向及一抗名称。按照正负极装配好转膜仪，加入转膜液，

将转膜仪置于冰中，90 V 90 min。 

（5）封闭：膜的正面朝上，在 5%的脱脂奶粉中室温封闭 1 h。 

（6）孵育一抗：将封闭后的膜用 TBST 在摇床上轻轻震摇 5 min × 3 次；用 3 mL 

1:1000 稀释 mouse anti-GST 于封闭袋中孵育膜， 4 摄氏度孵育 12 h。 

（7）将膜正面朝上，用 TBST 洗 5 min × 3 次；用 1:10000 稀释的二抗室温孵育

膜 1 h。洗膜 5 min × 3 次；然后于暗室中曝光。 

2.2.4 BiFC 实验 

（1）转染前 24 h 将 293T 细胞传到十二孔板中，至细胞覆盖率达到 60%-70%时

进行转染，转染前 4 h 对细胞进行换液。 

（2）X-treme GENE HP DNA Transfection Reagent 和 DNA 提前放于室温下， 

DMEM 放置于 37 摄氏度水浴锅中。 

（3）上下颠倒混匀 X-treme GENE HP DNA Transfection Reagen，用 DMEM 稀释 

DNA（终浓度为 1 μg 质粒/100 μL 培养基；质粒=0.5 μg BiFC 质粒 A+ 0.5 μg BiFC 

质粒 B，稀释体积不得小于 100 μL）。 

（4）将 1 μL X-treme GENE HP DNA Transfection Reagent直接添加至含稀释DNA

的培养基中，切勿接触到塑料管壁，轻柔混合，室温孵育混合物 10 min。 

（5）将转染复合物逐滴加至细胞中，转染 32 小时后，在倒置荧光显微镜下观察

荧光。 

2.2.5 竞争实验 

竞争实验的步骤与以上所描述的 BiFC 的方法相同，加入的质粒不同。 

VN-RING1B 

(117-336) 

YC-Mga  

(535-640) 

YC-CBX2 

 

CBX7-CFP H2B-CFP 
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0.4 μg 0.4 μg -- -- -- 

0.4 μg 0.4 μg -- 0.2 μg -- 

0.4 μg 0.4 μg -- 1 μg -- 

0.4 μg -- 0.4 μg -- -- 

0.4 μg -- 0.4 μg 0.2 μg -- 

0.4 μg -- 0.4 μg 1 μg -- 

0.4 μg -- 0.4 μg -- -- 

0.4 μg -- 0.4 μg -- 0.2 μg 

0.4 μg -- 0.4 μg -- 1μg 

2.2.6 提取 mRNA，并反转录得到 cDNA 

（1）首先准备实验材料：C57BL/6 小鼠，研钵，镊子，药勺（在 0.4 M NaOH 中

浸泡过夜，然后在 DEPC 水中浸泡过夜，高温高压灭菌 1 h），液氮，新鲜的干细

胞 R1 以及畸胎瘤细胞 F9（细胞数量：铺满六孔板的一个孔）。 

（2）用液氮研磨组织：用断颈法处死 C57BL/6 小鼠，剥离肝脏，心脏，脑，肾，

精囊，立即置于液氮中，将冻硬的组织用研钵研磨，整个过程不能化冻，建议研

磨 10 min（组织中自带的 RNA 酶是降解 RNA 的主要酶）；对于 R1 及 F9 细胞直

接进行第三步即可。 

（3）向研磨后的组织加入一定量的 Lysis buffer 中（1 mLTRK Lysis Buffer 加 20 

μL 2-mercaptoethanol），颠倒混匀，最大转速，室温离心 5 min，将上清转移至新

的 1.5 mL EP 管中； 

（4）加入与 TRK 等量的 70% 乙醇，充分混匀（加入乙醇后，溶液中会有沉淀）； 

（5）将所有溶液加入 HiBind RNA Mini column，10000 g，室温离心 1 min，弃

过滤液； 

（6）将柱子放到新的 2 mL 收集管中，加入 300 μL RNA Wash Buffer I，10000 g

室温离心 1 min，弃过滤液； 

（7）向柱子中加入 500 μL RNA Wash Buffer I，10000 g 离心 1 min，弃过滤液； 

（8）将柱子放到新的 2 mL 收集管中，加入 500 μL RNA Washing Buffer II（用乙

醇稀释），10000 g 离心 1 min，弃过滤液； 

（9）重复第 7 步，倒掉收集管中的液体，将柱子放到收集管中 10000 g ，室温 离

心 2 min； 

（10）溶解 RNA：将吸附柱转移至干净的 1.5 mL EP 管中，向吸附柱膜中央加入

30-50 μL DEPC-处理的双蒸水，10000 g，室温离心 1 min（若 RNA>30 μg，可溶

解第二次）。 
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（11）参考罗氏 Transcriptor First Strand cDNA Synthesis  (Kit 04896866 001)的说

明书，将 C57BL/6 小鼠组织：肝脏，脑，肾，精囊，心脏中的 RNA 以及干细胞

R1，小鼠畸胎瘤细胞 F9 中的 RNA，反转录成 cDNA，用于后续实验。 

2.2.7 qPCR 

（1）qPCR 体系 

Components Volume (μL) 

cDNA 2 

Primers (F+R)（2.5 uM） 2  

SYBR GreenI (2×Mix) 5  

ddH2O 1  

（2）qPCR 反应条件 

95 
o
C 10 min 

95 
o
C 15 s 

60 
o
C 30 s 

熔解曲线程序  

95 
o
C 15 s 

60 
o
C 1 min 

95 
o
C 15 s 

（3）qPCR 检测 Mga 转录剪切体引物（引物的名称与图 3-1A 相同）。 

Name Sequence 

F1 TTGTTCCAGCAAAAAGGCCAAT 

R1 CTGTAAGGGGTTGAGGTGTG 

F2 TTTGTTCCAGCAAAAAGGCCAA 

R2 CGTAGGAGAACCCTGCTGC 

F3 TGCAGAACAAGAATTTCCCAGT 

R3 ACGGTTTTTCAGTGAAGCCT 

F5 ACTCGGTGTGGCTCGAC 

R5 ACTCGGTGTGGCTCGAC 

F7 CACTCCGCACTCTTCTGCCA 

R7 CACTCCGCACTCTTCTGCCA 

 

40 cycles 

1 cycles 
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第三章 结果 

3.1 RING1B 与 Mga(535-640)相互作用的区段 

3.1.1 BiFC 实验检测体内 RING1B 与 Mga(535-640)相互作用的区段 

为了研究 Mga 在 PRC1.6 中的作用，我们需要寻找 Mga 与 PRC1.6 其它组分

的互作位点，突变这些位点，破坏它们之间的相互作用，从而观察 Mga 对该复

合物的形成，稳定，靶向机制及功能的影响。前期结果显示 Mga 通过 535-640 aa

与 RING1B 发生互作。本论文通过 BiFC 寻找 RING1B 与 Mga(535-640)发生相互

作用的片段，为下一步得到它们的三维结构提供基础。 

在 RCSB Protein Data Bank 中我们通过查找已经发布的具有功能的 RING1B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3-1  RING1B 的 N 端及 C 端截短体与 Mga(535-640)的相互作用的 BiFC 检测（中间一列

为阳性对照，右边一列为阴性对照） 

Fig 3-1  BiFC analysis of the interaction between the N or C ternimus of RING1B and 

Mga(535-640) (Images in the middle column are positive controls；Images in the right column are 

negtive controls) 
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截短体，将 RING1B 分成两段，构建 BiFC 质粒：VN-RING1B(1-220)，VN-RING1B 

(221-336)，YC-Mga(536-640)，然后将每一个 VN-RING1B 截短体质粒和

YC-Mga(536-640)质粒分别组成一对，转染到 293T 中，通过观察荧光信号的强

弱判断与 Mga(536-640)相互作用的 RING1B 区段。为了增加实验的可信性，我

们设计了阳性对照和阴性对照：CBX7主要通过C端的Chrombox结构域（220-251 

aa）与 RING1B 发生相互作用[125]，故以 CBX7(delta box, d220-251aa)和 RING1B 

图 3-2  RING1B 截短体(1-220)及 (117-336)与 Mga(535-640)的相互作用的 BiFC 检测（右边

一列为阳性对照） 

Fig 3-2  BiFC analysis of the interaction between RING1Bfragments(1-220) and (117-336) and 

Mga(535-640) (Images in the right column are positive controls) 
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的互作作为阴性对照；RING1B 与 CBX7 之间存在相互作用，RING1B 主要通过

N 端与 BMI1 发生相互作用，故以它们的组合作为阳性对照。结果显示 RING1B

的两个截短体，RING1B(1-220)，RING1B(221-336)与 Mga(535-640)都有很强的

荧光信号，即它们都可以与 Mga(535-640)发生相互作用（如图 3-1）。 

我们将RING1B(1-220)再次切分，构建载体VN-RING1B(1-116)，VN-RING1B 

(117-220)，VN-RING1B(117-336)。阳性对照的结果显示：这三个截短体均具有

功能活性，证实我们的结果可信。实验组中 RING1B(117-336)与 Mga(535-640)

的信号明显强于 RING1B(1-116)，RING1B (117-220)（如图 3-2）。 

图 3-1 和图 3-2 的结果证实 RING1B 主要通过 C 端与 Mga(535-640)发生相互

作用。 

3.1.2 竞争实验验证体内 RING1B 与 Mga (535-640)相互作用的区段 

Wang 等人的蛋白互作三维图表明 RING1B 通过 C 端与 CBX7 发生相互作用
[125]。我们的BiFC结果得到与之相同的结论。图3-3显示CBX7与RING1B(117-336)

有很强的荧光信号，同 Mga(535-640)与 RING1B 的作用区段相同。如此它们之

间应该存在竞争关系。 

为了进一步证实 BiFC 实验得到的 RING1B 主要通过 C 端与 Mga(535-640)

发生相互作用的结论，我们设计了竞争实验。将两个通过互作能够产生 BiFC 信

号（在本实验中为 Venus 信号）的质粒共转染到细胞中，随着梯度增加第三个竞

争质粒（在本实验中为带 CFP 标签的质粒）的量，观察是否有竞争质粒取代其

中一个 BiFC 质粒而与另一个 BiFC 质粒作用而导致 Venus 信号衰减的现象产生。

为了检测该竞争实验系统的可行性和特异性，我们分别设计了两个对照组：其中

CBX2 和 CBX7 在与 RING1B 的结合上存在竞争关系因而作为系统正对照，而 

 

 

 

 

 

 

 

图 3-3  RING1B 截短体(1-116)及(117-336)与 CBX7(YC-CBX7)的相互作用的 BiFC 检测 

Fig 3-3  BiFC analysis of the interaction between RING1B fragments(1-116),(117-336) and 

CBX7 
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CBX2 和 H2B 之间在与 RING1B 的结合上没有已知的竞争关系作为负对照。如 

图 3-4 所示，两个正负对照的实验结果符合预期，即随着 CBX7-CFP 竞争质

粒的增加，CBX2 与 RING1B(117-336)之间产生的 BiFC/Venus 的信号逐渐减少；

而 H2B-CFP 竞争质粒的增加则对该信号不产生负效应（图中信号的增强实际为

CFP 信号过 YFP/Venus 通道产生的荧光干扰，CFP 通道的结果未在此处展示）。

在此基础上，我们的实验组 VN-RING1B(117-336)与 YC-Mga(535-640)之间的 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3-4  CBX7 和 Mga(535-640)竞争结合 RING1B(117-336)（左边一列：VN-RING1B(117-336)

分别与如图左侧所标注的 YC-融合蛋白表达质粒共转染到 293T 细胞中，质粒浓度是图 3-3

的 1/2; 中间及右边一列：在此基础上共转染相对于 VN/YC-蛋白表达质粒的 2 倍及 8 倍剂量

的表达 CFP-融合蛋白的竞争质粒） 

Fig.3-4  CBX7 and Mga(535-640) compete for RING1B(117-336)(The left column: plasmids 

expressing VN-RING1B(117-336) and indicated YC-proteins were co-transfected into 293T cells. 

The amount of plasmids used in this experiment was half comparing to the dose used in the 

experiments shown in Fig 3-3.The middle and right columns: a competitor plasmid expressing 

indicated CFP-protein was cotransfected together on top of the pair used in the left column. The 

amount of competitor plasmid used was twice or 8 times more comparing to the corresponding 

VN/YC-protein expressing plasmids cotransfected. ) 
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BiFC 信号随着竞争质粒 CBX7-CFP 的增加而逐渐减弱，说明 CBX7 和

Mga(535-640)与 RING1B 的 C 端存在竞争结合的关系，意味着在细胞中二者分别

与 RING1B 发生互作形成不同的 PRC1 的复合体亚型。再次验证了 BiFC 得到的

结果。 

3.1.3 体外检验 RING1B 与 Mga(535-640)相互作用的区段 

前面 BiFC 和竞争实验证实在体内 RING1B通过 C 端与 Mga(535-640)发生相

互作用。随后用 Ni-pulldown (PD)的方法在体外检验 RING1B 截短体与

Mga(535-640)之间是否存在相互作用。 

首先构建了一系列实验所需的质粒 pET28a-his-RING1B， pET28a-his- 

RING1B(1-220)，pET28a-his-RING1B (221-336)，pET28a-his-RING1B (1-116)，

pET28a-his-RING1B(117-220) 。 实 验 中 用 到 另 外 两 种 质 粒 pET-28a-his ，

pGEX-6P-1-GST-Mga(535-640)为本实验保存。将这些质粒转化到相应表达菌株中

诱导蛋白表达，SDS-PAGE 检测蛋白的表达情况，图 3-5A 显示所有的蛋白均可

诱导出来了(His 标签蛋白本身过小，且不稳定，故没有诱导条带)。 

在相同的诱导条件下，扩大诱导的菌体量，超声后最大转速离心，收集上清，

SDS-PAGE 检测蛋白的可溶性（结果未呈现）。发现除 RING1B(1-116)，其余蛋

白均可溶。为了增加 RING1B(1-116)的可溶性，我们尝试改变它的表达菌株，表

达条件，发现其余条件均不适合该蛋白的表达（如图 3-5B）。后期我们准备尝试

更换 RING1B(1-116)的载体，提高其蛋白可溶性。 

用这几种可溶蛋白进行 Ni-pulldown(PD)实验，首先将 His，RING1B，

RING1B(1-220)，RING1B(221-336)，RING1B(117-220)）蛋白与 His beads 孵育，

洗去未结合的蛋白，然后与 GST-Mga(535-640)蛋白裂解液混合反应，洗去未结

合的蛋白，蛋白上样缓冲液处理 beads，得到最终样品。图 3-5C 上半部分利用

His 抗体检测 His 标签蛋白，发现每种含 His 标签的蛋白都可以很好的吸附在

beads上。下半部分则利用GST抗体检测各个His-proteins捕获GST-Mga(535-640)

的能力。图 3-5C 的第 2 道为阳性对照，结果显示 RING1B 可以有效的捕获

Mga(535-640)。第三道为阴性对照，His 标签蛋白与 Mga(535-640)之间无相互作

用，WB 信号显示 GST-Mga(535-640)的信号非常弱（可能是因为洗脱过程中，没

有洗脱干净）。第二道和第三道的anti-GST WB结果证实Pull down系统是可行的。

第四道中 RING1B(1-220)比 RING1B 多，但是其捕获到的 GST-Mga(535-640)不

如 RING1B 多。第五道中 RING1B(221-336)比 RING1B(1-220)少，但是它们捕获

到的 GST-Mga(535-640)相差不大。第六道中 RING1B(117-220)比其它蛋白都多，

但是它捕获到的 GST-Mga(535-640)和阴性对照相同，故认为这是背景。综上所

述，RING1B(117-220)与 Mga(535-640)无相互作用，RING1B(221-336)与 RING1B 
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图 3-5   RING1B 与 Mga(535-640)的作用区段 

A.His-proteins 和 GST-Mga(535-640)的表达情况；B.His-RING1B(1-116)的诱导条件；C. 

Ni-pulldown 检测 His-proteins 与 GST-Mga(535-640)的相互作用。（U：未诱导；I：诱导；FL：

全长） 

Fig.3-5  The fragments of RING1B interact with Mga(535-640) 

A.The expression of His-proteins and GST-Mga(535-640).B.The condition of inducing 

His-RING1B(1-116) protein. C. Ni-pulldown (PD) tests the fragments of RING1B interacting 

with Mga(535-640). (U:uninduced; I:induced; FL:full length) 
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图 3-6  Mga 转录剪切变体在小鼠组织及细胞中的表达情况 

A.Mga 的几种变体 RNA（UCSC Genome Broswer：GRCm38/mm10）图中显示了各个剪切体

特异引物的位置（红色箭头）；B-D. Mga 转录剪切体 Isoform A 和 C ，Isoform B，Isoform E

和 G 在小鼠各个组织及细胞系中的表达； 

Fig.3-6  The expression of Mga splicing variants in mouse tissues and cells 

A. The isoform of Mga RNA(UCSC Genome Broswer：GRCm38/mm10). it shows the specific 

primer for each Mga isoform (Red arrow). B-D. The expression of Isoform A and C , Isoform B , 

Isoform E and G in mouse tissues and cells.  

 



兰州大学硕士研究生学位论文        多梳抑制复合物PRC1.6的组分Mga的分子功能 

 

36 

 

(1-220)和 Mga(535-640)都有相互作用，但是 RING1B(221-336)与 Mga(535-640)

的作用强于 RING1B(1-220)。所以在 RING1B 主要通过 C 端与 Mga(535-640)发

生直接相互作用。 

3.2 Mga 转录剪切变体的表达分析 

目前，有关 Mga 转录剪切体在组织及细胞中的表达情况还不是很了解，故

收集了 UCSC Genome Broswer：GRCm38/mm10 数据库中 Mga mRNA 剪切体及

其对应的截短体蛋白的信息，整理比较它们的异同作成图 3-6A。结果显示目前

在 C57BL/6J 小鼠中共发现 7 种 Mga mRNA 剪切体，本文将它们定义为

Isoform(A-G)，它们均表达蛋白，其中 Isoform D 和 Isoform E 表达同一种蛋白。 

Isoform A 是小鼠中最大的一个 Mga mRNA 剪切体，含有 24 个外显子，共表达

3042 个氨基酸。Mga 的保守结构域 T-domain 位于第 2 个外显子，bHLHZip 结构

域位于第 20 和 21 个外显子，研究中涉及的 Mga 535-640aa 位于第 3 个外显子。

其余剪切体表达的蛋白均为该蛋白的一部分。其中 Isoform C，Isoform D，Isoform 

E 不包含 bHLHZip 结构域，Isoform F 这三段序列均没有，Isoform G 不包含

T-domain 以及 Mga 535-640aa。随后为这几种转录剪切体设计特意引物（Isoform 

D，Isoform F 不存在特异引物，故没有结果），检测小鼠组织及两种细胞系中它

们的相对表达量（如图 3-6 B，C，D；由于各种变体相对表达量差异较大，结果

采取了分别做图的展示形式，注意各个图的纵坐标标注）。结果显示这几种组织

中 Isoform A，B，C 在睾丸中的表达量最高，说明 Isoform A，B，C 可能在睾丸

中起着重要的作用。几种剪切体之间进行比较，发现在小鼠胚胎干细胞 R1 及小

鼠畸胎瘤细胞 F9 中 Isoform A 的表达量明显高于其余的变体。在这几种组织中

Isoform A 和 C 的表达量高于 Isoform B，更远远高于 Isoform E 和 G。 

3.3 PRC1.6 与精子发生过程相关 

根据前言背景介绍我们了解到 PRC1.6 的很多组分与精子发生有着或多或少

的联系[34,59,69,71,76]。前期工作中，构建了 Mga KD 的干细胞，微阵列分析比较 Mga

敲低前后基因的表达量，发现有 158 种基因的表达发生变化（log2>1），其中上

调的有 130 种基因。我们运用 Ingenuity Pathway Anaylsis（IPA）对这 130 种基因

的功能进行分析得到图 3-7。发现它们大多与细胞周期，生殖系统的发育，胚胎

发育，器官发育等过程相关，其中参与生殖系统的发育的基因位列第二。随后我

们用 Gene Ontology (GO) 对上调幅度最大的 10 个基因的功能进行分析，发现它

们与配子生成，减数分裂，精子发生等过程相关（如图 3-7）。 
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以上的这些分析结果说明 Mga 很可能与 PRC1.6 的很多组分一样，参与精子

发生及减数分裂过程。且它们可能以 PRC1.6 的形式调控精子发生过程。 

 

 

 

 

 

 

图 3-7   Mga 敲低后上调基因的功能 

A. Ingenuity Pathway Anaylsis (IPA) 按照功能将 Mga 敲低后上调的基因进行分类；B. GO 

biological process 分析 Mga 敲低后上调幅度最大的十个基因参与的生理过程。 

Fig.3-7  The function of genes upregulated upon Mga Knockdown 

A.Ingenuity Pathway Anaylsis (IPA) classified the genes upregulated upon Mga Knockdown 

according to the function. B. GO biological process analysis of the top ten genes upregulated upon 

Mga. 

为此我们将 PRC1.6 的组分 PCGF6，L3MBTL2，RING1B 敲低/敲除后，干

细胞中上调的及基因[12,134,203]，与 Mga 敲低后上调的基因进行比较得到表 3-1。

结果显示它们共同抑制某些与精子发生相关的基因。这说明 Mga 可能以 PRC1.6

的形式在精子发生过程中起着一定的作用。 

表 3-1  干细胞中 PRC1.6 的组分敲低/敲除后上升的基因（+ 代表 PRC1.6 的组分敲低/敲除

后上升的基因中包含该基因；*代表由于实验方法及实验材料的影响导致的数据缺失。） 

Table.3-1  The genes upregulated after components of PRC1.6 KD/KO in stem cells.(+ 

represents the gene involed in genes upregulated after components of PRC1.6 KD/KO. * represent 

the missing dates result form the different methods and materials) 

Genes Term Mga 

KD 

Pcgf6 

KD[134] 

L3mbtl2 

KO[12] 

Ring1b 

KO[203] 

Mael GO:0007127:meiosis I + + + * 

Tdrkh GO:0007127:meiosis I + + + + 

Piwil2 GO:0051445:regulation of meiotic cell cycle + + + * 

Asz1 GO:0007283:spermatogenesis + * * + 

Taf7l GO:0007281:germ cell development + + + * 

Mei1 GO:0007141：male meiosis I + * + * 

Boll GO:0007126:meiotic nuclear division + + + + 
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续表 3-1  干细胞中 PRC1.6 的组分敲低/敲除后上升的基因 

Tex13 GO:0007283:spermatogenesis + + + * 

Ddx4 GO:0007141：male meiosis I + + + * 

Hormad1 GO:0007283:spermatogenesis + * * + 

Stra8 GO:0051445:regulation of meiotic cell cycle + * + * 

Dmrtc2 GO:0007281:germ cell development + * + * 

Dazl GO:0051445:regulation of meiotic cell cycle + * + * 

Brdt GO:0007127:meiosis I + * + * 

Dmrt1 GO:0051445:regulation of meiotic cell cycle + * + + 

Asz1 GO:0007283:spermatogenesis + * * + 
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第四章 结论 

本论文主要研究了Mga在多梳抑制复合物 PRC1.6与核心组分RING1B的互

作关系，其自身的表达及调控，及其在 PRC1.6 复合体中担任的角色。 

BiFC 实验证实在体内 RING1B 主要通过 C 端 117-336aa 与 Mga(535-640)发生

相互作用。 

竞争实验证实 CBX7 与 Mga(535-640)竞争结合 RING1B(117-336)，侧面验证了

BiFC 的结果。 

Ni-pulldown (PD) 实验证实在体外 RING1B 的 C 端 221-336aa 与 Mga(535-640)

具有强的直接相互作用。 

R1 及 F9 两种细胞系中全长 Mga 的表达量明显高于其余的变体。在肝脏，大脑，

肾脏，睾丸，心脏这五种组织中 Isoform A 和 C 的表达量高于 Isoform B，更远远

高于 Isoform E 和 G。且 Isoform A，B，C 在睾丸中的表达量最高。 

Mga 可能以 PRC1.6 的形式在精子发生过程中起着一定的作用。 
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第五章 讨论与展望 

Mga 是一种双特异的转录因子，全长 Mga 含有 3042 个氨基酸，包含两个保

守的结构域 bHLHZip 和 T-domain。它在维持胚胎干细胞的多能性及胚胎发育早

期起着重要作用。但是由于 Mga 全长蛋白过大，目前有关它的了解非常少，其

与 PRC1.6 其他组分之间的互作关系，自身的表达及调控及其在 PRC1.6 复合体

中担任的角色等尚无报道。 

我们实验室前期研究 PRC1 组分相互作用的过程中，质谱分析结果发现了一

种大的蛋白 Mga，推测 Mga 可能是 PRC1 的一个组分。2002 年 Hidesato 等在研

究 E2F6 时发现一种复合物，包括 RING1B，L3MBTL2，HP1r，E2F6，Dp-1，

MAX，MGA，PCGF6，YAF2，G9a，EuHMTase
[5]。2012 年 Gao 等人在 293T

中发现并命名了 PRC1.6，组分包括 RING1B，L3MBTL2，HP1r，E2F6，Dp-1，

WDR5，MAX，MGA，HDAC1/2，PCGF6，RYBP
[4]。这两种复合物均为含有

Mga 的 PRC1 与我们的前期结果相同。尽管不同的研究中含有 Mga 的多梳抑制

复合物的组成成分有一些差别，但是其核心组分是不变的，本实验主要以 Gao

等人研究结果中 PRC1.6 的组成成分为准。PRC1.6 作为非典型的多梳抑制复合

物，目前有关其结构和功能的研究非常少。 

我们的前期结果证实 Mga 主要通过 535-640aa 与 RING1B 发生相互作用，

我们通过 BiFC 实验证实 RING1B(1-220)和 RING1B(221-336)与 Mga(535-640)都

有相互作用。但是当 RING1B(1-220)分成两段 RING1B(1-116)和 RING1B 

(117-220)，它们与 Mga(535-640)互作信号减弱（阳性对照显示这两个截短体可正

常表达的）。而 RING1B(117-336)与 Mga(535-640)的作用则很强。说明 RING1B

主要通过 117-336aa 与 Mga(535-640)发生相互作用，RING1B(117-220)与

Mga(535-640)的互作较弱，可能因为 117-220aa 破坏了 117-336aa 与 Mga(535-640)

发生互作的结构域导致的。实验中的阳性及阴性对照结果与 PDB 网站上蛋白互

作三维结构蛋白互作区段相同。如 Buchwald 等人通过 X 射线衍射得到的结构图，

RING1B 主要通过 N 端与 BMI1 的 N 端发生过相互作用[212]，我们的 BiFC 结果

显示 RING1B 的 N 端与 BMI1 的荧光强度明显强于 RING1B 的 C 端与 BMI1 的

信号（结果未呈现）。同样的 X 射线衍射得到的三维结构中显示 RING1B 主要通

过其 C 端与 CBX7 的 C 端相互作用[125]，BiFC 实验中 RING1B 与 CBX7 的 C 端

的信号明显强于 N 端。 

多梳蛋白CBX与RING1B的主要作用区段同 Mga(535-540)与RING1B的作

用区段相同。由于空间位阻，它们之间一定会产生竞争作用，竞争实验结果也证
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实了这一点。意味着在细胞中二者分别与 RING1B 发生互作形成不同的 PRC1 的

复合体亚型。 

我们的 Ni-pulldown (PD) 结果显示 RING1B(221-336)与 RING1B(1-220)和

Mga(535-640)都有相互作用，但是 RING1B(221-336)与 Mga(535-640)的作用强于

RING1B(1-220)。RING1B(117-220)与 Mga(535-640)无相互作用。所以 RING1B

主要通过 C 端与 Mga(535-640)相互作用。以上已有的这些数据与我们上面 BiFC

的结果相符。目前该实验中还缺乏 RING1B(1-116)及 RING1B(117-336)与

Mga(535-640)的 Ni-pulldown (PD)数据。由于 RING1B(1-116)形成包涵体，蛋白

存在与沉淀中，我们改变了诱导条件后，没有任何改进，故下一步准备更换

RING1B(1-116)的载体。 

在 C57BL/6J 小鼠中发现 7 种 mRNA 剪切体，表达 6 种不同的蛋白（Isoform 

D 和 Isoform E 表达的蛋白相同）。Isoform A 是全长 Mga 的转录剪切体，含有 24

个外显子，共表达 3042 个氨基酸。其余剪切体表达的蛋白只含该蛋白的一部分，

可能只行使该蛋白的某一功能。我们检测了小鼠各个组织及两种细胞系中 Mga 

mRNA 剪切体的表达情况，发现在小鼠胚胎干细胞 R1 及小鼠畸胎瘤细胞 F9 中

全长 Mga 的表达量明显高于其余的变体。在肝脏，大脑，肾脏，睾丸，心脏这

五种组织中 Isoform A 和 C 的表达量高于 Isoform B，更远远高于 Isoform E 和 G。

且 Isoform A，B，C 在睾丸中的表达量最高，Isoform E 和 G 在睾丸中的表达量

并不高。说明 Isoform A，B，C 可能在睾丸中起着重要的作用。 

本文对前期结果中微阵列分析得到的 Mga 敲低前后变化的基因进行了分

析。158 个变化的基因中 130 个基因表达上调。这 130 个基因与细胞周期，生殖

系统的发育，胚胎发育，器官发育等过程相关，其中与生殖系统的发育相关的基

因为第二大类基因。上调的基因中有 33% 的基因与精子发生相关。上调幅度最

大的 10 个基因与配子生成，减数分裂，精子发生等过程相关，说明在干细胞中

Mga 直接或间接抑制与精子发生及减数分裂相关的基因。 

Mga 是 PRC1.6 复合物的一个组分。目前有关 PRC1.6 功能的报道非常少，

但是它的很多组分与精子发生有着或多或少的联系。E2F6，CBX3 的敲除使得精

子生成缺陷[34,59]
 RYBP，L3MBTL2 的敲除会导致生殖特异性基因表达上调[71,76]。

WDR5 在秀丽线虫中抑制与精子生成相关基因的表达[69]。这些说明该复合物很

可能在精子发生中起着重要的作用。 

本文通过对干细胞中 Mga 以及 PRC1.6 的组分 Pcgf6，L3mbtl2，Ring1b 敲

低或敲除后上调的基因这些已经公布的数据进行分析[12,134,203]，发现它们有很多

重叠基因，很多与精子发生相关。其中 L3mbtl2 和 Mga 敲低/敲除后上调的基因



兰州大学硕士研究生学位论文        多梳抑制复合物PRC1.6的组分Mga的分子功能 

 

42 

 

中，重复基因占据了 Mga 总上调基因数目的 30%，而这 30%的基因中有 20%的

基因是与精子发生相关的基因。且 L3MBTL2 敲除后表达量上升幅度最大的 12

个基因中有 7 个在生殖细胞中起着重要作用[12]。Jinzhong 等人通过 ChIP-Seq 及

基因芯片技术结果表明 L3MBTL2 蛋白抑制并且靶向这些与精子发生相关的基

因。David classification tool 对 L3MBTL2 的靶基因进行分类，其中第三大类基因

就是与精子发生相关的基因，且在精子发生相关的靶基因上发现了H3ac和H4ac，

而 L3MBTL2 敲除后这些修饰增加，这可能是 PRC1.6 复合物中乙酰转移酶

HDAC1 的缺失导致的[12]。而 H3K9me2 也存在于所有 L3MBTL2 的靶基因上，

并且随着 L3MBTL2 的敲除而缺失，这可能与 PRC1.6 的另一种因子 G9a 的功能

相关。故我们推测 Mga，Pcgf6，L3mbtl2，Ring1b 等因子在干细胞中形成复合物

PRC1.6，直接靶向并抑制精子发生相关的基因。而 Jinzhong 等人通过对已经发

现的 PRC1 和 PRC2 的靶基因进行总结，发现在干细胞中经典的 PRC1/2 并不靶

向精子发生相关的基因，由 PRC1.6 抑制精子发生相关基因的表达[12]。但有研究

证实在精母细胞粗线期后期 PRC1 在 XY 小体上的量减少，伴随着 XY 小体上

H3K9me2 的修饰增加，这两种变化对于维持粗线期精母细胞的存活非常重要
[138]。另一项研究发现在精子中存在的 H3K27me3 标记，它的形成与 PRC2 中甲

基转移酶有关[176]。这可能是因为经典的 PRC1，PRC2 以及 PRC1.6 以不同的方

式在精子发生过程中起方式。 

为了研究包含 Mga 的 PRC1.6 在精子发生过程中的作用，我们需要构建一个

包含精子发生过程的实验模型。比较体外诱导精子发生的模型[193-196,202]，我们发

现王教授实验组的方法比较简单且耗时短，故我们准备参考王立新教授的方法在

体外将干细胞诱导成精子，实验流程如图 5-1，然后以此为实验材料探索包含

Mga 的 PRC1.6 在其中的功能。该实验主要通过在 mESC 中表达外源的 Dazl 来

实现将干细胞定向分化到精子的目的[196]，首先我们通过 qPCR 检测了 Dazl 在小

鼠一些组织中的表达量，发现它在睾丸中的表达量最高，故我们从小鼠睾丸中提

取组织 RNA，然后通过特异的引物反转录得到了 Dazl 的 cDNA，将该 cDNA 克

隆 到 可 在 真 核 细 胞 中 诱 导 表 达 外 源 基 因 的 pTRIPZ 质 粒 中 ， 形 成

pTRIPZ-Dazl-Venus-flag 及 pTRIPZ-Dazl-flag 质粒。由于我们需要构建稳转 Dazl

的干细胞，所以我们用 qPCR 检测了干细胞 R1 中的 Dazl 表达量，发现 Dazl 在

干细胞中就有一定的表达，但是表达量比较少，说明干细胞向精子发生的方向分

化，需要 Dazl 的表达量达到更高的丰度。接着我们用 pTRIPZ-Dazl-venus-flag 和

pTRIPZ-Dazl-flag 的病毒感染 mESC 细胞，用 Puro 筛选细胞，构建稳转 Dazl 的

干细胞系，目前正在筛选细胞中。 
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图 5-1  将过表达 Dazl 的干细胞诱导成精子的流程图 

Fig.5-1  The flow chart of inducing stem cell to sperm 

上面的系统构建成功后，则需要结合我们前面有关 RING1B 与 Mga(535-640)

相互作用区段的研究。下一步我们需要将 RING1B 的 C 端进一步切分，将它与

Mga(535-640)相互作用的区段缩小至 50aa-100aa，然后得到这两种蛋白的互作三

维模型，突变 RING1B 上与 Mga 作用的位点，从而特异的破坏 PRC1.6，观察它

对干细胞诱导成精子这个过程所产生的影响。而我们之所以要特异的破坏

PRC1.6 是因为：一方面 Mga 的敲低会导致干细胞的分化甚至死亡；另一方面该

复合物中的很多组分与精子发生有关，而它们除了可以形成 PRC1.6 发挥功能外，

还可以形成其它的复合物，我们无法确定最后产生的影响是由于 PRC1.6 引起的。 

除了特异的破坏 PRC1.6 外，我们还可以在该系统中过表达 Mga，观察它对

精子发生过程的影响。但是我们的前期结果显示：由于 Mga 蛋白过大，构建过

表达 Mga 的稳转细胞系失败，我们知道在小鼠中 Mga 共存在 7 种变体，除了

Isoform A，其它的变体均缺少一部分结构，导致其功能也缺少，而 Isoform C 在

睾丸中的表达量很高，它可能在精子发生过程中起着重要作用。我们可以利用这

一点，在该精子发生系统中表达 Isoform C，观察它对精子发生的影响。 

随着 CRISPR-Cas9 方法的广泛应用，我们可以利用该技术观察 Mga 在精子

发生过程中的表达情况。首先利用 CRISPR-Cas9 的 konckin 技术将 YFP 插入到
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稳转了 Dazl 的干细胞中 Mga 基因的前部，在基因组上修饰 Mga 基因，表达

YFP-Mga，然后加入 Dox 诱导 Dazl 表达（在不含 LIF 的条件下培养），细胞开始

向精子分化，在高倍显微镜下通过观察荧光信号来确定各个类型细胞中 Mga 的

表达情况。 

目前我的实验结果均只是为研究 PRC1.6 在精子发生过程中的作用提供了一

些基本的实验材料，并没有得到具体的实验成果，但是在此基础上，可以大肆展

开研究，除了研究 PRC1.6 在精子发生过程中的功能及分子机制，还可以进行其

它方面的研究，它们之间并不冲突，反而是相辅相成的。 

Mga 蛋白作为一种新发现的大蛋白，目前有关它的了解比较少，我们可以在

我们实验室已有的研究基础，对它进行进一步的研究，增加对它的了解。由于

Mga 含有 bHLHZip 故它可能如 MAX 互作网络中的其它蛋白一样，在细胞周期

中起着作用。敲低干细胞中的 Mga 后导致细胞分化及死亡，这说明 Mga 对于维

持细胞的干性起着重要作用 [84]。很多实验均证实在高度分化的细胞存在

Mga
[4,5,6]。敲低高度分化的细胞中的 Mga 会产生什么结果，目前还没有了解。故

我们可以敲低 293T 中的 Mga 后，观察细胞的生长状况，确定它是否会死亡。首

先将可诱导的 Mga shRNA（实验室已有）转染到 293T 中，收集病毒，感染 293T，

通过药物筛选得到稳转细胞，然后 Dox 诱导 shRNA 表达，观察细胞的生长状态

是否有变化。然后向诱导后的细胞中瞬时转染全长 Mga，观察细胞状态看看是否

可以回复这种变化。若可以回复，则需要检测是 Mga 的那个区段起作用，故将

Mga 截短体（实验室已有，将 Mga 分成了 4 段）分别瞬时转染到敲低 Mga 的 293T

细胞中，通过 RT-PCR 以及 Western 检测截短体的表达情况，并观察细胞状态，

确定是哪个片段回复了这种变化，从而确定 Mga 在高度分化细胞中起作用的片

段。 

我们知道 PRC1.6 的很多组分在胚胎干细胞中起着重要作用，如 Mga，Max，

Ring1B，RYBP，DP-1，L3MBTL2 等基因的敲除会导致胚胎死亡，它们在胚胎

发育过程中起着重要作用[12,51,64,70,71,74,84]，很可能 PRC1.6 在胚胎发育过程中也起

着重要作用。由于这些组分缺失胚胎致死，故要研究该复合物在胚胎发育过程中

的作用比较困难。我们可以突变 RING1B 与 Mga 相互作用的位点，特异破坏 Mga

与 RING1B 之间的相互作用，使得 PRC1.6 无法形成，构建缺乏 PRC1.6 的小鼠

模型，观察它在胚胎发育过程中的作用。同时我们可以利用 CRISPR-Cas9 的

konckin技术将YFP插入F9细胞中Mga基因的前部，表达YFP-Mga，通过RT-PCR

及 western 检测 YFP-Mga 的表达。然后将该细胞向着类胚胎诱导，观察在类胚体

形成过程 Mga 的分布。 
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英文缩略词表 

 List of abbreviation 

缩略词 英文名称 中文名称 

Acr-GFP Acrosin-green fluorescent protein 精子酵素-绿色荧光蛋白 

bHLHZip Basic-helix-loop-helix-leucine-zipper 螺旋-环-螺旋锌指结构域 

EPI Inner Pluripotent Epiblast 内部多能外胚层 

ESC Embryonic Stem Cell 胚胎干细胞 

FACS Fluorescence Activated Cell Sorting 荧光激活细胞分离法 

Gsg2-GFP 
Germ Cell Associated 2-Green 

Fluorescent protein 

精子相关蛋白 2-绿色荧光

蛋白 

ICM Inner Cell Mass 内细胞团 

iPS Induced Pluripotent Stem Cell 诱导多能干细胞 

IPTG Isopropyl Β-D-1- Thiogalactopyranoside 异丙基硫代半乳糖苷 

MSC Mesenchymal Stem Cell 间充质干细胞 

PcG Polycomb Group 多梳家族蛋白 

PCH Pericentric Heterochromatin 臂间异染色质 

PMSF Phenylmethanesulfonyl Fluoride 苯甲基磺酰氟 

PRC1 Polycomb Repressive Complex I 多梳抑制复合物 I 

PRC2 Polycomb Repressive Complex I 多梳抑制复合物 II 

SSC Spermatogonial Stem Cell 精原干细胞 

TP Transition protein 过渡蛋白 

YSL Yolk Syncytial Layer 卵黄合胞体层 

 

 

 

 

http://baike.baidu.com/view/3853452.htm
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