
 

 

!"#$%10730&
'()%&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&*+%&

&

&

&

&

&

&

&

 

论文题目（中文） 

小鼠多梳蛋白剪接体 CBX7C 通过相分离驱

动功能性 cPRC1 组装并调控细胞分化 

论文题目（外文） 

Mouse polycomb protein isoform CBX7C drives 

functional cPRC1 assembly through phase 

separation and regulates the cell differentiation 

作 者 姓 名 关珊丽 

学 科 专 业 生物学·细胞生物学 

研 究 方 向 表观遗传学 

教 育 类 型 学历教育 

指 导 教 师 程博  教授 

论 文 工 作 时 段 2017 年 9 月至 2024 年 5 月 

答 辩 日 期     2024 年 5 月 

  

",%-./0123456789 ::: )



 

I 
 

% &'() 

缩写 英文名称 中文名称 

ATH AT-Hook AT序列结合结构域 

ATHL AT-Hook like 类 AT序列结合结构域 

CBX Chromobox homolog protein 染色质同源框蛋白 

CD Chromodomain 染色质结合结构域 

CGI CpG island CpG岛 

cPRC1 canonical PRC1 经典多梳蛋白抑制复合体 1 

EB Embryoid body 类胚体 

IDR Intrinsically disordered protein region 内在无序区域 

Hox Homeotic gene 同源异型基因 

HMGA High mobility group A protein 高迁移率家族 A蛋白 

HMT Histone methyl transferase 组蛋白甲基转移酶 

HTM Heterochromatic targeting module 异染色质靶向模块 

LCR Low-complexity region 低复杂度区域 

LLPS liquid–liquid phase separation 液液相分离 

lncRNA long non-coding RNA 长链非编码 RNA 

mESC Mouse embryonic stem cell 小鼠胚胎干细胞 

ncPRC1 non-canonical PRC1 非经典多梳蛋白抑制复合体 1 

PB Polycomb body 多梳小体 

PC Polycomb repressor box 多梳抑制框结构域 

PCGF4/6 Polycomb group RING finger 4/6 多梳环指蛋白 4/6 

PCL Polycomb-like proteins 多梳样蛋白 

PcG Polycomb group 多梳蛋白  

PHC2 Polyhomeotic homolog 2 同源多聚物 2 

PRC1/2 Polycomb group repressive complex 1/2 多梳蛋白抑制复合体 2 
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缩写 英文名称 中文名称 

RING1A/B RING finger protein 1A/B 环指蛋白 2 

RNP Ribonucleoprotein 核糖核蛋白 

PRE Polycomb response element 多梳蛋白响应元件 

SGs Stress granules 应激颗粒 

TFs Transcription factors 转录因子 

TRE Trithorax response element 三胸蛋白响应元件 

TrxG Trithorax group 三胸蛋白家族 

TSS Transcription start site 转录起始位点 
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多细胞生物的生长发育需要通过分化获得形态和功能各异的细胞类群，并维

持其正常的生物学特性。在特定的细胞类型中，特异性基因的表达对于细胞正常

生物学功能的发挥至关重要，而其它细胞类型相关的基因则被稳定抑制。多梳蛋

白家族 PcG（Polycomb group，PcG）介导的表观遗传调控使其靶基因在分化过

程中以细胞类型特异的表达模式被抑制，在发育和维持特定细胞状态中发挥重要

作用，是调控细胞命运决定和发育过程中诸多重要细胞生物学过程的关键机制之

一。PcG 蛋白家族中主要包括了两类多梳蛋白抑制复合体，PRC1 和 PRC2

（Polycomb group repressive complex 1/2），它们彼此协同抑制基因表达并维持部

分基因的沉默状态。PRC1蛋白复合体识别并结合目标染色质主要依赖于含有染

色质结合结构域（Chromodomain，CD）的染色质同源框蛋白（Chromobox homolog 

protein，CBX）家族蛋白对组蛋白甲基化修饰标签的特异性识别并结合。CBX7

蛋白是哺乳动物胚胎干细胞（embryonic stem cells，ESC）中 PRC1蛋白复合体的

核心组分之一，介导对 H3K27me3的识别和结合，进而在靶基因上装配 PRC1并

执行转录抑制调控。 

本论文基于真核生物基因转录的选择性剪接现象，通过多种生理生化、细胞

生物学及分子生物学方法探究了 CBX7的三种不同蛋白亚型（CBX7A、CBX7B

和 CBX7C）的表达模式差异、参与复合体组装基因调控的分子机制、相分离性

质及在小鼠 ESC（mESC）分化过程中的独特生物学功能。 

首先，研究发现 CBX7C蛋白亚型主要在 mESC和小鼠脾脏组织中特异性表

达。与 CBX7A和 CBX7B相比，仅保留了介导染色质结合的 N端 CD结构域，

而缺失了与 RING1B互作并介导参与 cPRC1复合体组装的 C端 PC结构域，并

由于基因转录的选择性剪接而产生独特的 C端区域。 

其次，cPRC1复合体组装的分子机制具有复杂性和多样性。本论文研究发现

丧失了 RING1B结合活性的 CBX7C能够通过与 PHC2之间的互作而参与完整的

功能性 cPRC1 复合体在染色质上的组装，并作为表观遗传调控因子参与靶基因

的转录抑制调控。利用独特的复合体组装机制研究实验系统（HTM 介导的异位
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靶向系统），证实了 CBX7能够作为“点火装置”招募并促进其它复合体组分在

靶基因位点的组装起始。在复合体组装过程中，CBX7C 能够作为 CBX7A 的竞

争者与 PHC2互作并替代其结合靶基因参与转录调控。 

再次，在 mESC中，表达水平相对较低的 CBX7C对维持细胞正常生长具有

重要作用。CBX7C蛋白的敲低能够导致严重的 mESC生长缺陷。与维持 mESC

干性的 CBX7A/B不同，CBX7C作为促进因子在 mESC分化为类胚体（Embryoid 

body，EB）的过程中，其表达水平与 PHC2协同显著增加，与 EB的生长速率及

状态呈正相关。 

最后，研究发现含有 IDRs 基序的 CBX7C 能够驱动相分离的发生。

CBX7C•PHC2 凝集体的固有性质因其细胞剂量而异。在正常浓度下，形成了具

有催化活性的 Pc小体。而当浓度高于阈值时，发生了液-固相分离，形成致密的

排斥染色质的水凝胶状结构。CBX7C 的 N 端主要介导 CBX7C•PHC2 的二聚体

形成，而 C端主要在促进具有水凝胶性质的 CBX7C•PHC2凝集体的形成中发挥

作用。 

此外，在 mESC中共表达的 CBX2和 CBX7通过 ATH或 ATHL结构域而发

生相互作用，并以此为分子基础共同结合至靶基因而发挥生物学功能。 

综上所述，本论文揭示了CBX7C与PHC2的互作在PRC1在染色质上的组装及

Pc小体形成过程中的独特作用和分子基础，强调了CBX7C在mESC分化中的重要

作用，并开辟了一条通过调节其相分离性质来控制PRC1活性的新途径，揭示了

含有CBX7C的cPRC1复合体执行表观抑制的新机制。研究结果不仅为进一步阐明

相分离在转录调控中的功能提供了重要信息，而且为深入解析mESC中共存的不

同CBX-PRC1复合体协同调控靶基因转录抑制的分子机制提供精确的分子生化

证据。 

 

 

关键词：PRC1，CBX蛋白，CBX7C，相分离；胚胎干细胞，表观遗传调控 
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Mouse polycomb protein isoform CBX7C drives functional 

cPRC1 assembly through phase separation and regulates the 

cell differentiation 

Abstract 

The growth and development of multicellular organism need to differentiate into 

cell groups with different shapes and functions, and maintain their normal biological 

characteristics. In specific cell types, the expression of specific genes is crucial for the 

normal biological function of cells, while other cell type related genes are stably 

suppressed. The epigenetic regulation mediated by the PcG allows its target genes to be 

appropriately repressed in cell type specific expression patterns during differentiation, 

playing an important role in development and maintaining specific cell states. It is one 

of the key mechanisms that regulate many important cellular biological processes in 

cell fate determination and development. The PcG protein family mainly includes two 

types of Polycomb group repressive complex 1/2, PRC1 and PRC2, which 

synergistically repress gene expression and maintain a state of partial gene silencing. 

The process of PRC1 protein complex recruiting to target chromatin mainly depends 

on the recognition and binding of specific histone modification by CBX proteins 

containing conservative CD domain. CBX7 is one of the core components of the PRC1 

complex in mammalian ESCs, which mediates the recognition and binding of 

H3K27me3 to assemble PRC1 on target genes and perform transcriptional repression 

regulation. 

Based on the Alternative splicing of eukaryotic gene transcription, we have 

explored the differential expression patterns of three different protein subtypes of CBX7 

(CBX7A, CBX7B, and CBX7C), molecular mechanisms involved in cPRC1 complex 

assembly and gene regulation, phase separation properties, and unique biological 

functions in mouse embryonic stem cell (mESC) differentiation through various 

physiological, biochemical, cell biology, and molecular biology methods. 

Firstly, the CBX7C protein subtype we focus on is mainly specifically expressed 

in mESCs and mouse spleen tissue. Compared with CBX7A and B, CBX7C is only 
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retained the N-terminal CD domain that mediates chromatin binding, while the C-

terminal PC domain that interacts with RING1B and participates in cPRC1 complex 

assembly is missing. CBX7C acquires a unique C-terminal region due to Alternative 

splicing of gene transcription. 

Secondly, the molecular mechanism of cPRC1 complex assembly is complex and 

diverse. CBX7C, which has lost the binding activity of RING1B, has been found that 

can participate in the assembly of the complete functional cPRC1 complex on 

chromatin through interaction with PHC2, and act as an epigenetic regulatory factor in 

transcriptional repression regulation of target genes. Through a unique complex 

assembly mechanism experimental system (HTM mediated ectopic targeting system), 

it has been confirmed that CBX7 can act as an “ignition device” to recruit and promote 

the assembly initiation of other complex components at target gene sites. During the 

assembly process of the cPRC1 complex, CBX7C, act as a competitor to CBX7A/B, 

interact with PHC2, replacing its binding target genes to participate in transcriptional 

regulation. 

Again, in mESCs, CBX7C, with the relatively low expression level, plays an 

important role in maintaining normal cell growth. Knockdown of CBX7C protein can 

lead to severe cell growth defects. Unlike CBX7A/B, which maintains the stemness of 

mESC, CBX7C, as a promoting factor, is up-regulates significantly in synergy with 

PHC2 during the differentiation of mESC into embryoid bodies (EBs), and is positively 

correlated with the growth rate and status of EBs. 

Finally, we found that CBX7C containing IDRs motifs can drive phase separation. 

The inherent properties of CBX7C•PHC2 condensates vary depending on their cellular 

dosage. At normal concentrations, Pc bodies with catalytic activity were formed. When 

the concentration is higher than the threshold value, liquid-solid separation occurs, 

forming a dense hydrogel like structure that excludes chromatin. The N-terminal of 

CBX7C mainly mediates the formation of CBX7C•PHC2 dimer, while the C-terminal 

mainly plays a role in promoting the formation of CBX7C•PHC2 condensates with 

hydrogel properties. 

In addition, CBX2 and CBX7C co-existing in mESC interact with each other 

through the ATH or ATHL domain, and jointly bind to target genes and exert biological 

functions. 

In summary, the study reveals the unique role and molecular basis of the 
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interaction between CBX7C and PHC2 in the assembly of cPRC1 on chromatin and the 

formation of Pc body, emphasizes the important role of CBX7C in mESC differentiation, 

and open a new avenue of controlling PRC1 activities via modulation of its phase 

separation properties. It reveals a new mechanism of epigenetic repression in CBX7C-

cPRC1, providing momentous information for further defining the function of phase 

separation in transcriptional regulation, and providing precise molecular mechanisms 

for exploring the synergistic regulation of target gene transcription repression by 

different CBX-PRC1 complexes co-existing in mESCs. 

 
Keywords: PRC1, CBX proteins, CBX7C, Phase Separation, ESCs, Epigenetic 
Regulation 
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表观遗传调控因子通过复杂而精密的分子调控网络在真核细胞的命运决定

中发挥关键作用。多梳蛋白家族（Polycomb group，PcG）作为重要的基因表观遗

传调控蛋白参与并维持目标基因的转录沉默，在哺乳动物 ESC 的分化过程中参

与构建及维持“细胞记忆”，并产生可遗传的生物学表型[1]。近年来，关于 PcG在

表观遗传调控中的复杂分子机理、精细的调控网络及重要的生物学功能的深入探

究逐渐成为表观遗传学研究的热点。近期多项研究表明 PcG 的一些核心组成亚

基可以发生相分离，在核内形成液滴状结构，但是其参与转录调控的分子机制及

其生物学意义尚不明确。 

1.1 PcG!"#$%&'()

染色质环境是维持不同细胞类型的基因特异性表达模式和细胞身份识别的

关键影响因素，而基因的表观遗传调控是发育过程中调节细胞命运选择的核心机

制之一。不同的表观遗传调控蛋白可以维持或改变染色质的可及性和局部染色质

的修饰模式[2]。PcG蛋白家族是一类进化保守的转录调控抑制因子，与活性转录

相关的三胸蛋白家族（Trithorax group，TrxG）作为发育进程的“总开关”， 在

细胞分化和发育过程中起拮抗作用，以协调关键基因的表达调控，是大部分高等

多细胞生物正常发育所必需的。 

多梳抑制基因（Polycomb，Pc）是最初在黑腹果蝇中发现的第一个 PcG家族

基因[3]，该基因的突变导致了同源异型基因（Homeotic gene，Hox）的异位表达

而将前胚胎段转化为后胚胎段。随后的研究中，通过基因筛查进一步发现了诸多

相关基因，这些基因的突变出现了与 Pc突变而导致的功能丧失相似的表型，并

且发现除了正常定位于果蝇前足的性梳外，果蝇后足也异常出现了性梳结构，从

而定义该家族蛋白为多梳蛋白家族 PcG[3]。此后，Hox基因表达调控的正向调节

因子 TrxG 的基因 Trithorax 及其它编码 PcG 蛋白拮抗因子的基因从果蝇中分离

出来，进一步研究发现这些基因的突变导致胚胎片段通过拮抗 PcG 蛋白而转化

为更前部的片段，并与 Hox功能丧失表型一致[4-6]，因此，将这些与 PcG拮抗的

蛋白定义为 TrxG蛋白家族[7]。近年来诸多研究表明，PcG家族蛋白与 TrxG家族

蛋白不仅是 Hox基因表达的表观遗传调控“守门人”，它们还参与调节多个重要

的细胞生物学过程，包括 X染色体失活、基因组印记、细胞周期控制、干细胞生
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物学和癌症发生等[8-10]。蛋白的这种功能多样性是通过多种 PcG和 TrxG复合物

在不同发育阶段以细胞特异性组装的方式实现的，包括通过组蛋白修饰或染色质

重塑活动而修饰其靶基因处的染色质。尽管 PcG和 TrxG的靶基因在进化过程中

是保守的，但这些复合物靶向染色质的方式在物种间可能存在显著的差异性。在

果蝇中，多梳响应元件（Polycomb response elements，PRE）和三胸响应元件

（Trithorax response elements，TRE）分别介导了 PcG和 TrxG复合物靶向染色质

的过程，从而在整个发育过程中驱动染色质的沉默或激活状态的转换，发挥表观

遗传调控的生物学功能[11]。近年来研究表明，PcG和 TrxG复合物可以从改变局

部染色质结构到调节高阶染色质组织和全基因组结构的多个层面调节其目标基

因表达[12]。自从 PcG和 TrxG蛋白家族的相关基因相继从果蝇中被分离克隆后，

它们所介导染色质状态的表观遗传现象、分子机制和生物学功能的研究迅速成为

研究热点。在过去十几年间，研究人员主要聚焦在其结构组成的多样性和生化互

作关系、对染色质的募集机制、参与调节基因组功能的机制、在传递染色质状态

遗传中的作用机制以及在正常和致病细胞生长过程中的意义，特别是胚胎干细胞

生物学和癌症发生中的功能（图 1-1）。 

图 1-1  PcG蛋白家族的生物学功能及其与 TrxG蛋白家族的拮抗调控关系[13] 
Figure 1-1 The molecular function of PcG complexes and antagonistic action of TrxG [13] 

PcG蛋白家族通常与 TrxG蛋白家族互为拮抗关系，参与许多发育相关基因的动态调节过
程，在细胞命运决定和关键生物学过程调控中发挥重要作用。 

具有酶催化活性的 PcG 蛋白家族能够通过对组蛋白的修饰来抑制特定基因

位点的转录[14]，进而其充当转录阻遏物，介导目标基因的表观遗传调控。PcG蛋
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白家族主要分为两种功能协同的蛋白质复合物，包括多梳抑制复合物 PRC1 和

PRC2。其中，PRC2 催化靶基因位点的组蛋白 H3K27 的三甲基化修饰

（H3K27me3），而 PRC1能够识别并结合该位点。与此同时，PRC1复合体的核

心催化亚基 RING1B 相应的染色质位点组蛋白 H2AK119 的单泛素化修饰

（H2AK119ub），两者协同抑制目标基因的表达并维持目标基因沉默状态[14, 15]。 

1.2 PRC1*+,-./0 

1.2.1 PRC1!"#$%&'()

参与 PRC1 复合体构建的组分及其组合具有复杂性和多样性。在果蝇中，

PRC1 复合体主要由 Pc（Polycomb）、Ph（Polyhomeotic）、Psc（Posterior sex 

combs）以及 Sce（Sex combs extra或称为 RING）几种核心组分构建而成[12]。果

蝇 PRC1 复合体的各组分在生物进化过程中衍生出哺乳动物细胞中表达的多种

同系物，包括 CBX蛋白（CBX2、4、和 6-8）、RING1蛋白（RING1A/B）、PHC

蛋白（PHC1-3）以及 PCGF蛋白（PCGF1-6）[16]，这些组分以特定方式搭配组成

哺乳动物中经典 PRC1复合体（canonical PRC1，cPRC1）（图 1-2）。其中，多

梳同源多聚蛋白（Polyhomeotic-like，Phc）也具有一定的组蛋白识别及结合能力，

在非经典的 PRC1复合体（non-canonical PRC1，ncPRC1）在染色质位点上装配

过程中作为 DNA结合蛋白发挥功能[17]。PRC1复合体具有 E3泛素连接酶活性，

该活性单位由 RING1及 PCGF的 RING结构域上的亲水性基团构成[18, 19]，因而

具有催化组蛋白 H2AK119ub 修饰的酶学活性[20]。研究表明，PRC1 复合体能够

通过改变染色质凝缩状态以及染色质重塑进而抑制基因的表达[21]。在果蝇及人类

细胞中的发育相关基因位点上结合有大量的处于转录延伸暂停状态的 RNA聚合

酶 II（poised Pol II），并且这些基因的启动子区域通常积累一定水平的H3K27me3、

H3K9ac和 H3K14ac等组蛋白修饰[22, 23]。例如，RING1B与 PCGF4蛋白组合形

成的异二聚体能够催化组蛋白形成 H2AK119ub 修饰[24]，进而导致 RNA 聚合酶

II在靶基因的转录起始位点（Transcriptional start site，TSS）下游停滞，引发转

录延伸的暂停[25]。近年来研究发现，除上述 cPRC1 复合体外，哺乳动物细胞中

还存在多种含有 RING蛋白而缺失 CBX蛋白的 ncPRC1复合体亚型[26, 27]。 

1.2.2 PRC1)*+,-!$. 

在复杂的细胞内环境中，不同的蛋白通过分子间作用力等方式精准地组装成

蛋白复合物后，才具有有效的功能并参与不同的细胞生物学过程。尽管 cPRC1或
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ncPRC1蛋白复合物的不同分子组成已经被阐明，但是其各蛋白亚基不同的生物

学功能及蛋白复合体组装的分子机制尚不完全清楚。 
cPRC1蛋白复合体对目标基因的靶向主要依赖于 CBX家族蛋白识别并结合

特异性组蛋白修饰的能力[28-32]，而 RING1B 与 CBX 蛋白的相互作用成为调节

PRC1蛋白复合体成员与核小体之间结合的接头机制（图 1-2）。RING1B蛋白包

含了 RING结构域（N端）和与 E3泛素连接酶活性相关的 RAWUL结构域（C

端）[33]。研究表明，RAWUL结构域不仅能够介导 RING1B蛋白二聚体的形成，

而且 RING1B蛋白与 CBX蛋白保守的 C端 PC结构域互作[34, 35]。由于异型相互

作用比 RING1B同二聚作用更强，所以 RAWUL结构域与 CBX7蛋白的结合能

够阻止 RING1B蛋白二聚体的形成[36, 37]，这也增加了含 RAWUL结构域的 PRC1

蛋白复合体之间发生异源寡聚的可能性。 
cPRC1蛋白复合体的 E3连接酶活性是由具有 RING结构的蛋白异二聚体配

对而获得的 [38, 39]。当与六类 PCGF 蛋白亚基之一配对时 [20, 24, 40]，PRC1 的

RING1A/B亚基具有了 E3连接酶活性。PCGF4蛋白由三个不同区域组成，包括

N端的RING结构域、中心结构域以及C端富含脯氨酸或丝氨酸的UBL（ubiquitin-

like domain）结构域，其主要参与蛋白稳定性的调节[41]。研究表明，PCGF4自身

没有泛素连接酶活性，但是其 RING 结构域与 RING1A/B 蛋白亚基互作并形成

PRC1异二聚体后[18, 19]，能够增强 RING1A/B的稳定性及其催化 H2AK119泛素

化修饰的酶活性[18, 42]。PCGF4蛋白的 C端 UBL结构域也被称为 RAUL（RING 

finger-and WD40-associated ubiquitin-like）结构域[33]。RAUL 结构域构象折叠后

参与了与 PHC1、PHC2和 PHC3的相互作用[43, 44]。据文献报道，PCGF4蛋白的

RAUL结构域在维持 PRC1复合体内的蛋白互作中发挥双重作用。首先，RAUL

结构域与 cPRC1复合体亚基 PHC2的 HD1结构域互作，形成 β发夹结构，涉及

PRC1复合体的组装机制；其次，RAUL结构域还参与了 PCGF4蛋白低聚化[45]。

而 RAUL 结构域介导的这两种蛋白互作行为对 PCGF4 的生物学功能至关重要，

如果蝇的体轴发育调控[43]和致癌活性[46-48]等。此外，序列比对表明在 PCGF家族

蛋白中，PCGF4的 RAUL结构域与 PCGF2的序列同源性最高。与 PCGF4-PHC2

相比，尽管 PCGF2•PHC2结合的亲和力略有降低，但 PCGF2仍能够与 PHC2蛋

白互作，并且结构分析表明 PCGF4•PHC2与 PCGF2•PHC2具有相似的结合模式
[45]。 

Ph蛋白属于 cPRC1蛋白复合体的核心亚基之一，它包含了 N端的 HD1结

构域、C端的 SAM结构域以及邻近 HD1结构域的 FSC锌指结构域。研究表明，

HD1结构域介导了 PHC2与 RING1B和 PCGF2的相互作用[49]。Matteo Colombo

等人通过交联质谱（crosslinking mass spectrometry，XL-MS）分析发现，PHC2的
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FCS锌指结构域能够与 RING1B的 RING结构域和 PCGF2的 RAUL结构域相互

作用，并且 PHC1的 SAM（sterile alpha motif）结构域与 PCGF2的 RAUL结构

域也存在相互作用[50]。Ph 蛋白最显著的特征是 C 端含有一个保守的 SAM 结构

域，该结构域能够组装成首尾相接的螺旋状聚合物[51]。SAM 结构域存在于许多

不同类型的蛋白质中，并且在许多情况下可以介导蛋白质的聚合[52]。果蝇 Ph蛋

白的 SAM结构域介导的蛋白完全聚合活性对其参与基因沉默至关重要[53, 54]，并

且促进了 PRC1的整体酶促活性。在果蝇和哺乳动物细胞中，PRC1蛋白复合体

形成的斑点[49, 55]，以及在果蝇细胞中形成大量的的衍射受限团簇[56]也与 SAM结

构域介导的蛋白质聚合相关。此外，SAM结构域的突变会削弱 PcG蛋白簇的形

成，并减少 PcG结合位点之间的长距离接触[49, 56]，表明 Ph-SAM在 PcG蛋白和

染色质的大规模组织以及基因调控中具有关键功能。 

图 1-2  cPRC1复合体的核心组分互作并识别催化靶位点的示意图 
Figure 1-2 Schematic diagram of core component interactions and recognition and catalytic target 

sites in cPRC1 complex 
cPRC1蛋白复合体由 CBX、RING1、PHC和 PCGF通过相互作用组装而成，并通过 PRC2
催化的 H3K27me3招募至靶基因，随后催化 H2AK119ub。 

在上述 cPRC1蛋白复合体的组装模型中，RING1B作为桥梁分子与 CBX蛋

白相互作用，进而介导了 cPRC1 蛋白复合体各成员在染色质上的装配。由于基

因转录过程中可变剪接的发生，产生了一种人源 CBX2蛋白亚型 CBX2-2，它由

于失去了 PC 结构域而无法与 RING1B 相互作用，也因此丧失了参与 cPRC1 复

合体组装的能力[57]。这一结果也符合 cPRC1 组装的经典模型。然而，在本论文
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的研究中，作为研究对象的 CBX7蛋白亚型 CBX7C同样也缺失了与 RING1B互

作保守 PC结构域，但是与 CBX2-2不同的是，CBX7C在细胞内能够通过与 PHC2 

的互作而保留了其驱动 cPRC1组装的能力。这也说明了 cPRC1蛋白复合体的组

装机制不是单一的，不同 CBX蛋白参与的复合体组装途径也有所差异。 

1.2.3 PRC1& PRC2/0!$)*12345678

尽管 PcG蛋白家族及其靶基因在进化过程中高度保守[11]，但 PcG招募机制

涉及的序列可能存在显著差异。在果蝇中，作为 DNA 调节元件的 PRE 能够将

PcG因子招募至目标染色质，并在发育过程中介导和维持染色质沉默的表观遗传

调控[58-60]。在果蝇的 PcG招募过程中，与特异的 PRE结合的多种转录因子 TF也

发挥了重要的作用，如 Pho、Phol、Trl/GAF、Spps、Dsp1和 Cg[61]。在经典的 PcG

招募模型中，TF首先招募 PRC2蛋白复合体，随后通过 Polycomb（Pc/CBX）对

PRC2催化积累的 H3K27me3组蛋白修饰的识别及相互作用来招募 PRC1蛋白复

合体，完成 PcG 在目标基因的招募过程[62]（图 1-3A）。此外，各种转录因子、

PRC1和 PRC2之间也存在相互依赖的合作关系。研究表明 PRC1可以通过正反

馈调节而稳定维持 PhoRC与 PRE的结合，进而介导 PRE上大量的 PRC2结合[63, 

64]。此外，在某些特定基因组背景下，PRC1 和 PRC2 蛋白复合物也可以独立招

募至目标染色质而发挥功能[65]。PRC1不依赖于 PRC2的独立招募可能是由 PRC1

的辅因子 Scm 参与介导的，其 C 端的 SAM 结构域具有蛋白低聚能力，使 Scm

成为连接 PhoRC和 PRC1的分子桥[66]（图 1-3B）。 

在哺乳动物中，PcG蛋白的全基因组图谱研究揭示了其招募与低甲基化 CGI

（CpG island）的高度相关性[67, 68]。研究表明，在无 TF 结合的基因位点上进行

人工富集 GC后，可以异位招募 PcG蛋白家族，因此在哺乳动物中 CGI可能具

有与果蝇 PRE相似的生物学功能[69, 70]。作为组蛋白 H3K4me3和 H3K36me2修

饰的特异性去甲基化酶，KDM2B（FBXL10）能够通过其 ZF-CxxC（zinc-finger 

CxxC）结构域与 CGI 结合，协助 PRC1.1 招募至靶基因[71]。然而，在 ESC 中，

尽管 KDM2B 几乎能够与所有的 CGI 结合，但其仅参与了 30%左右 CGI 招募

PRC1/2 蛋白复合体的过程[72, 73]，这表明 PcG 复合物结合 CGI 的途径具有多样

性。与 PcG蛋白家族结合的 CGI主要位于转录抑制基因的启动子区域，目标基

因需被转录抑制而产生的分子信号介导了 PcG 蛋白家族招募至新的沉默基因的

CGI[70]。在 Klose等人提出的“染色质采样”模型中，PcG蛋白与所有潜在结合

位点具有较弱的相互作用，但其与 CGI的稳定结合被活性转录或激活 TF的结合

所阻断[74]。此外，在转录被抑制的区域仍有大量未结合 PcG 蛋白家族的 CGI，

这可能是通过 PcG蛋白家族与 TF（如 E2F6、MGA/MAX、REST、SNAIL、RUNX1、
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JARID2、AEBP2 和 YY1 等）的相互作用，进而补充 PcG 的“染色质采样”模

型的一种“补充机制”，并且这些 TFs仅在特定情况下诱导 PcG蛋白家族招募至

目标基因位点[12]。 

长链非编码 RNA（long non-coding RNA，lncRNA）也参与了 PcG复合体招

募至靶基因的过程（图 1-3C）。最初研究发现，在 ESCs分化中 Xist和它的反义

抑制因子 Tsix可转录产生不同的 lncRNA（包括 XIST和 TSIX），二者随后协同参

与 X染色体失活的表观遗传调控，在此过程中，XIST将 PcG蛋白家族靶向至非

活性 X染色体进而发挥其转录抑制功能[75]。此后，进一步研究发现其它 lncRNAs

（如 HOTAIR和 KCNQ1）也介导了 PcG蛋白家族招募至 Hox或印迹基因位点的

过程[76]。 

调节 PcG招募的第三个主要因素是其它组蛋白修饰复合物或 PcG蛋白自身

催化积累的染色质修饰标记（图 1-3D）。在经典的“层次结构招募”模型中，PRC2

催化的H3K27me3修饰增加了含有 Pc/CBX的 PRC1复合物对目标染色质的亲和

力，介导了 cPRC1 复合体在目标基因位点的招募[29, 31]。在 ncPRC1 复合体招募

过程中不依赖于 PRC2，而是由 KDM2B 介导的，ncPRC1 催化积累的组蛋白修

饰 H2AK119ub能够促进 PRC2与目标基因的结合[77, 78]。此外，ncPRC1.3/1.5复

合体通过催化 H2AK119ub修饰而起始了 ncPRC1和 PRC2向非活性 X染色体的

募集，表明 ncPRC1 和 H2AK119ub 在生理环境中具有启动 PcG 功能的作用[79]。

Kalb 和 Cooper 等人相继发现 H2AK119ub 介导 PRC2 的招募过程还可能取决于

AEBP2和 JARID2蛋白的参与，并且它们与 H2AK119ub在体外存在直接的相互

作用[80, 81]。同时，SCM或 EED介导的 PRC1和 PRC2复合体之间的直接相互作

用也进一步促进了二者与靶基因的共结合[66, 82, 83]。通常认为组蛋白甲基化修饰

H3K36me3与活性基因或DNA损伤位点相关[84]。研究表明组蛋白修饰H3K36me3

有助于 PcG靶向目标基因位点[84]。H3K36me3能够与 PRC2复合体相关因子 PCL

（polycomb-like protein）中所含有的 Tudor结构域结合，并介导 PRC2复合体侵

入活性染色质区域以促进该区域的基因沉默[85]。此外，H3K9me3与 Polycomb之

间也建立了多重联系。研究发现 PRC2复合体的亚基 EED能够与 H3K9me3结合
[86]，而且 PRC2复合体与 H3K9甲基转移酶 GLP/EHMT1和 G9A之间也具有直

接的相互作用，当解除这一互作关系后，PRC2复合体与染色质的结合显著减少
[87]。 

此外，其它相关因子（如 TF和 ncRNA等）与特异性染色质之间的相互作用

将结合有 PRC2复合体的染色质稳定在一个特定区域内，在该区域中 PRC2复合

体可以进一步催化累积 H3K27me3并促进 cPRC1的招募[88]。同样，在 H3K27me3

缺失的情况下，多种招募相关的组分可能介导了 PRC1复合体与染色质的特异性
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结合[89-91]。因此，PcG复合物自身具有相对较低的 DNA序列识别特异性，但它

们可以通过特异性 TF、新生 RNA、lncRNA 和染色质修饰而特异性地募集到特

定区域或从特定区域解离来发挥功能[12]。此外，最新研究表明，PRC2形成两个

主要的复合体亚型 PRC2.1和 PRC2.2，其特异性辅助蛋白对多梳蛋白介导抑制具

有重要贡献[92]。PRC2.1 主要催化 Polycomb 靶基因的 H3K27me3，进而招募

CBX2/4-cPRC1，但是其无法招募 CBX7-cPRC1。相反，虽然 PRC2.2不参与催化

H3K27me3，但其辅助蛋白 JARID2对于 CBX7-cPRC1的招募和随后的 Polycomb

靶基因的 3D染色质相互作用至关重要[92]。 

图 1-3  PRC1和 PRC2被招募至目标染色质的机制[12] 
Figure 1-3 Mechanism of recruitment of PRC1 and PRC2 to target chromatin[12] 

A：经典招募模型：cPRC1 复合体的 CBX 蛋白亚基能够识别并结合 PRC2 复合体的靶向作
用导致的 H3K27me3，并且 RING1 蛋白亚基进一步催化组蛋白 H2AK119ub。补充模型：
ncPRC1通过 FBXL10/KDM2B蛋白亚基靶向未甲基化的 CpG，并催化 PcG靶位点的大多数
H2AK119ub 修饰，同时有助于 PRC2 的募集；B：TFs 介导的招募；C：RNA 介导的招募；
D：染色质介导的招募；E：在缺乏 PRE序列和 PcG招募组分时，PRC2与染色质短暂结合
并介导 H3K27的低甲基化（H3K27me1/me2）。 

1.3 CBX*+!"#'()

1.3.1 CBX)*!'(9:;<= 

在生物进化过程中，哺乳动物细胞产生了五种与果蝇 Pc蛋白同源的 CBX蛋

白，包括 CBX2、4、6、7和 8。在 NCBI数据库中，人源及鼠源基因组中至少含
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有八种编码 CBX蛋白的编码基因（Cbx1-8），其编码蛋白的 N端都含有一个由

α螺旋和 β折叠构成染色质结合结构域（Chromodomain，CD）[93]。CBX1、3和

5 的结构和功能与果蝇异染色质蛋白 HP1 相似，因此分别被命名为 HP1α、β 和

γ。CBX2、4、6、7和 8蛋白的 C端区域含有保守的多梳抑制框结构域（Polycomb 

repressor box，PC），主要通过与 RING1B蛋白的互作而介导 PRC1复合体组装，

进而发挥对靶基因的表观遗传调控功能[94]。在生物进化中，CBX 蛋白仅保留了

高度保守的 N端 CD结构域和 C端 PC结构域。然而，通过蛋白质二级结构预测

分析，CBX蛋白的 CD和 PC结构域之间的区域具有典型的涉及蛋白互作的卷曲

螺旋结构 coils[95, 96]。ATH（AT-Hook）结构域是具有 DNA结合活性的卷曲螺旋

结构之一，它能够与富含 AT的 DNA区域的小沟结构相互作用，进而促进蛋白

与染色质或 DNA之间的相互作用[97]。研究表明，在邻近于 CBX2蛋白的 CD结

构域的N端区域含有一段相对保守的ATH结构域。通过序列分析比对，在CBX4、

6、7和 8中的 N段区域也含有一个类 ATH结构域（AT-Hook like，ATHL）（图

1-4）。 

图 1-4  CBX蛋白结构示意图及各结构域的同一性和保守性分析[98] 
Figure 1-4 Structural diagram of CBX protein and analyses of identity and conservation of 

each domain[98] 
同一性：相同氨基酸（aa）的数量与总氨基酸数量的比率；高度保守性：高度保守性氨基
酸的数量与总氨基酸数量的比率。 

1.3.1.1 CD9:;!9:3'(<= 

研究表明，果蝇 Pc蛋白与组蛋白修饰 H3K27me3具有很强的亲和性，其 CD

结构域的第 36位色氨酸残基W与第 40位酪氨酸残基Y对 Pc蛋白与H3K27me3

的稳定结合密切相关[29]。此外，Pc 蛋白和组蛋白 H3 的互作与其疏水性氨基酸

（第 11位缬氨酸 V和第 50位亮氨酸 L）参与形成的疏水腔结构也密切相关[30]。 

虽然 CD结构域在生物进化过程中高度保守，但是随着蛋白及修饰的多样性
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的增加，CD结构域蛋白基序的关键氨基酸位点的改变可能导致了不同的 CBX蛋

白结合组蛋白甲基化修饰的种类及亲和性存在显著差异[31, 99]。与果蝇 Pc相比，

尽管哺乳动物的 CBX蛋白结合 H3K9me3或 H3K27me3的亲和性显著减弱，但

是结合的组蛋白修饰标签的种类增加。结合结构解析数据，人源 CBX蛋白表面

则分布了较多的疏水基团，并且偏碱性，这也是导致 CBX蛋白与组蛋白的亲和

力下降的主要原因之一[31]。比较不同 CBX蛋白与组蛋白甲基化修饰之间的亲和

性差异，CBX6和 CBX8与 H3K27me3和 H3K9me3的亲和性低于 CBX2、CBX4

和 CBX7[32]。尽管 CBX6和 CBX8与 CBX2、CBX4和 CBX7具有相似的 CD结

构域，例如芳香笼及疏水基团等，但是由于 CBX6和 CBX8的 CD结构域含有相

对较高比例的精氨酸残基，改变了蛋白表面的电荷分布，进而导致了与组蛋白甲

基化修饰的亲和性产生显著差异。根据多肽阵列数据分析，CD结构域还可通过

甲基化依赖的互作方式介导 CBX蛋白与非组蛋白序列位点的结合[30]。CBX蛋白

对不同的组蛋白甲基化修饰的亲和性也有差异。例如，尽管 CBX4或 CBX7均可

识别并结合 H3K9me3和 H3K27me3修饰，但是 CBX4或 CBX7与 H3K9me3的

亲和力高于 H3K27me3[32]。此外，CBX7的 CD结构域能够形成有助于组蛋白结

合的 “凹槽状”空间结构，但是该空间结构与蛋白肽链的结合不具特异性[30]。

CBX2蛋白是与果蝇 Pc蛋白同源性最高的 CBX蛋白家族成员。与其他 CBX蛋

白相比，虽然 CBX2优先靶向 H3K27me3，但是其亲和性却低于 Pc蛋白[32]。结

构解析数据分析显示，CD 结构域的芳香笼结构包含了 CBX 蛋白与组蛋白甲基

化修饰的结合区域[30]。此外，在哺乳动物胚胎干细胞和成纤维细胞中，一些 CD

结构域之外的非保守区域也会影响不同的 CBX蛋白结合到染色质的能力，这表

明通过 CD结构域介导的与 H3K27me3修饰的结合并不是 CBX蛋白特异性靶向

至染色质的必要条件[100]。上述研究表明，在复杂多样的生物进化过程中，尽管

不同的 CBX蛋白都具有特异性识别并结合目标染色质的功能，但是它们靶向的

组蛋白甲基化修饰的种类及亲和性具有显著差异，因此使得不同的 CBX蛋白具

有其独特的下游靶基因群。 

CBX 蛋白对组蛋白甲基化修饰的识别与结合介导了 PRC1 蛋白复合体靶向

目标染色质的过程[28-32]。之前的研究表明，哺乳动物的 CBX蛋白能够靶向至近

乎整个基因组中的组蛋白 H3K27me3修饰[101]。通过突变或缺失 CBX7的 CD结

构域阻碍其与 H3K27me3 的结合会进一步影响 PRC1 复合体靶向至特异性基因

位点的能力[31, 32, 102, 103]。然而，除了 CBX4蛋白外，其它 CBX蛋白均能与 X染

色体失活相关的异染色质区域特异性结合，即使替换为 CBX4的 CD结构域也并

未改变它们原有的靶向特异性[32]，这也说明 CD结构域并不能独立完成 CBX蛋

白在靶基因位点上的招募。尽管 CBX蛋白的 CD结构域相较于其它区域具有较
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高的序列保守性（>80%），但是其仍然需依赖于其它区域发挥其靶向特异性的功

能[104]。 

除了 CBX2 外，其余 CBX 蛋白（CBX4、6、7 和 8）的 CD 结构域都能与

RNA在体外发生相互作用[32]。此外，一些具有明显的表达时空特异性的 lncRNA

也参与了 PcG 蛋白家族与染色质区域的特异性结合，表明 lncRNA 与 PcG 蛋白

家族的协同作用在表观遗传的时空特异性调控中可能发挥重要作用[105]。例如，

lncRNA（主要包括 ANRIL和 MOV10）通过与 CBX7的 CD结构域互作而被募集

到编码细胞周期抑制、衰老以及应激性凋亡相关蛋白的 Ink4b-Arf-Ink4a 基因簇，

进而与 PcG 蛋白家族协同起始并维持其转录抑制[106]。除此之外，CD 结构域自

身被甲基化或去甲基化修饰的转换导致了 CBX4与不同的 ncRNA结合并分别靶

向至亚核结构多梳小体（Polycomb body，PB）（转录抑制状态）或染色质间颗粒

（Interchromatin Granule，ICG）（转录激活状态）[107]，进而引发转录因子 E2F1

介导的生长发育相关的调控基因在转录抑制状态和激活状态之间的转换[107]。 

1.3.1.2 PC9:;!9:3'( 

CBX蛋白 C端的 PC结构域是其发挥转录抑制功能的关键区域[94, 108-111]，该

结构域在 Pc蛋白及与其同源的 CBX蛋白中高度保守。在哺乳动物中，PC结构

域是 CBX蛋白区别于 HP1蛋白（CBX1、3和 5）的独特保守结构域。在果蝇中，

PC结构域的缺失导致机体出现 Pc蛋白缺陷表型[108]，并且 PC结构域介导了CBX

蛋白与 RING1 蛋白之间的直接相互作用[111]。此外，相关晶体结构研究表明， 

RYBP 和 CBX7 与 RING1B 同一区域互作，二者竞争性地结合 RING1B 而形成

不同的 PRC1复合体亚型（RYBP-ncPRC1和 CBX7-cPRC1）[34, 35]。PC结构域的

蛋白基序的保守性显著高于与其邻近的基序。然而，PC 结构域的部分基序在生

物进化过程中也会发生细微变化，进而影响 CBX 蛋白、RING1B 以及蛋白激酶

等蛋白互作及其它特异性功能。例如，某些疏水性氨基酸的变化引起蛋白物理性

质的改变（如 PC结构域的第三位氨基酸在 CBX2中由 Pc中的缬氨酸 V变为苯

丙氨酸 F；CBX4的第二、三位都由 Pc中的缬氨酸 V变为异亮氨酸 I等），因此

可作为潜在蛋白翻译后修饰的新位点[112]。 

PC结构域介导了 CBX蛋白与 RING1B的蛋白互作[108]。尽管 PC结构域的

缺失或突变不会干扰 CBX蛋白特异性识别并结合目标基因位点[113]，但由于破坏

了 PRC1 组装的桥梁 CBX•RING1B 而阻碍复合体的有效装配，进而影响复合体

对靶基因转录抑制调控活性[94, 111]。然而，Divya Tej Sowpati 等人研究发现，与

其它 CBX 蛋白完全不同，CBX4 的亚细胞定位并未由于 CD 结构域的缺失而发

生改变。相反，PC结构域的缺失几乎完全改变了 CBX4在细胞核内原有的分布
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规律[112]。基于此，不同的 CBX蛋白的 PC结构域在发挥生物学功能的过程中具

有不同的作用。 

1.3.1.3 ATH> ATHL9:;!9:3'( 

AT序列结合结构域（AT-Hook，ATH）或类AT序列结合结构域（AT-Hook like，

ATHL）是结合富含AT并具凹陷结构的DNA序列的一类蛋白结构域[114]，最早在

高迁移率家族A蛋白（High mobility group A proteins，HMGA）中被发现。CBX

蛋白的ATH或ATHL位于其N端且邻近于CD结构域，由典型的GRP基序及侧翼序

列构成，富含甘氨酸、精氨酸和脯氨酸[115]。CBX蛋白的CD结构域和ATH结构域

都能够结合含H3K27me3修饰的染色质核小体及富含AT的DNA卫星序列，二者

共同介导了CBX2识别并结合着丝粒异染色质区域，进而发挥转录抑制调控功能
[116]。此外，CBX7的CD与ATHL结构域的融合表达蛋白在体外能够直接结合DNA，

尤其是双链DNA。但是独立表达这两个结构域却使其丧失体外结合DNA活性，

表明CD和ATHL结构域协同介导CBX7特异性识别并结合靶基因的过程[117]。 

此外，Pc蛋白或CBX蛋白均能通过ATH或者ATHL结构域中的GPR基序的介

导，而结合TrxG蛋白复合体的组分CREB结合蛋白（CREB-binding protein，CBP）

的组蛋白乙酰转移酶结构域（Histone acetyl transferase，HAT），进而通过抑制其

组蛋白乙酰化活性而发挥拮抗转录激活的生物学功能[118]。上述研究表明除CD和

PC结构域外，相对保守的ATH或ATHL结构域在CBX蛋白以及PRC1复合体发挥

表观遗传调控功能的过程中具有至关重要的作用。 

1.3.2 CBX)*?@ABCD-<=  

选择性剪接是真核生物基因转录过程中普遍存在的表达调控机制，能够使得

单一基因产生多种独特的mRNA，细胞能够从有限数量的基因翻译更多的蛋白质

多样性。选择性剪接可以通过多种方式实现mRNA多样性的增加，如外显子跳跃、

互斥外显子选择、选择性剪接位点的使用（改变参与这种选择性剪接事件的内含

子和外显子之间的边界，有助于转录物的多样性）以及内含子的保留，这些差异

的产生也会影响mRNA的稳定性、定位或翻译过程[119]。此外，一些剪接mRNA异

构体可以通过改变阅读框而介导产生具有不同功能和定位的蛋白质异构体[120]。

选择性剪接增加了蛋白质组的复杂性[121]。在正常生理或疾病状态的背景下，不

断增加的细胞类型多样性以及不同蛋白质异构体之间的重要生物功能协调和替

代事件的研究能够深入阐明组合调控的机理和生理意义，有助于相关疾病的治疗。 

果蝇PRC1复合体的各组分在脊椎动物中衍生出多个同源物，这也使得在进

化中PRC1蛋白复合体存在巨大的潜在组合多样性的空间。研究表明，细胞中存
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在多种由不同类型蛋白亚基组成的PRC1复合物[26]。PRC1不同组分的单一缺失能

够导致小鼠出现具有不同表型的同源异型缺陷，这表明由不同种类的同源亚基组

成的PRC1复合物可能通过控制一些非冗余靶基因的转录来影响个体发育[122]。与

这些由不同类型蛋白亚基组成的PRC1复合物的组成及功能研究相比，由基因转

录的可变剪接而产生的不同蛋白亚型参与表观调控的研究相对较少。对于CBX蛋

白而言，尽管已检测到同一基因产生的多种不同转录本及编码的蛋白产物，但是

这些具有结构差异的蛋白是否具有相同转录调控的功能和机制，以及彼此在发挥

功能时的拮抗或协同关系仍然有待深入探究。 

研究表明，人源Cbx2基因位点产生了两种功能性转录本：Cbx2-1和Cbx2-2，

并编码产生两种结构不同的蛋白产物CBX2-1和CBX2-2，二者都保留了保守的

CD结构域（图1-5）。然而，由于转录时位于第4个剪接位点的后移，使得部分内

含子转变为外显子，导致了Cbx2-2转录本缺失了后续的第五个外显子部分。其编

码的蛋白产物CBX2-2缺乏PC结构域，进而丧失了与PRC1复合体的催化亚基

RING1B互作的活性，也不参与PRC1蛋白复合体在染色质上的组装[57]。但是与

CBX2-1相比，脱离了PRC1复合体协同发挥功能的环境后，CBX2-2能够通过自身

的聚合形成一个高分子复合物，并且仍具有抑制基因转录的调控功能[57]。这一结

果意味着即使缺失完整的功能性PRC1蛋白复合体，转录抑制过程也可能发生。 

图1-5  人源Cbx2转录本与编码蛋白示意图，以及其介导转录调控的模式图[57] 
Figure 1-5 Schematic diagram of human Cbx2 and proteins，and CBX2-mediated repression[57] 

A：PRC1介导靶基因的转录抑制。CBX2-1通过其CD结构域特异性识别靶基因位点的
H3K27me3修饰，而其PC结构域招募参与基因转录抑制的其它PRC1组分；B：CBX2-2形成
同源聚合物并阻止转录起始复合物在启动子处的结合；C：CBX2同源聚合物通过结合不同
位点的H3K27me3修饰而介导染色质压缩。紫色六边形指示H3K27me3修饰。 

  



兰州大学博士学位论文 小鼠多梳蛋白剪接体CBX7C通过相分离驱动功能性 cPRC1组装并调控分化EB的形成 
 

 14 

与人类CBX2蛋白相似，斑马鱼CBX4、6和7蛋白也通过对转录物的选择性剪

接而产生了不同的蛋白亚型（图1-6）。斑马鱼Cbx4基因通过选择性剪接多腺苷

酸化事件可以产生两个转录物：Cbx4a1和Cbx4a2 [123]。Cbx4a1转录本包含5个外

显子，编码产生含有477个氨基酸残基的CBX4a1蛋白质。而Cbx4a2包含6个外显

子，编码包含有145个氨基酸的蛋白质CBX4a2。与CBX4a1相比，CBX4a2虽然保

留了保守的CD结构域，但是缺失了PC结构域。斑马鱼Cbx6a基因的转录过程也有

类似的特征。与Cbx4a2一样，Cbx6a1的转录物包含了6个外显子，其最后一个外

显子仅由对应于终止密码子和未翻译序列的最后三个核苷酸TAA组成，它编码了

包含有411个氨基酸的蛋白质CBX6a1，该蛋白质也缺失了PC结构域，但是保留了

CD结构域和CBX6特有的CX6.1和CX6.2基序。体外的互作研究也进一步证实缺

失PC结构域的蛋白亚型CBX4a2和CBX6a1丧失了与RING1B蛋白的直接相互作

用[123]。斑马鱼和人源的Cbx7基因产生了两种不同剪接形式的转录物Cbx7a和

Cbx7b，它们编码的蛋白均包含有保守的CD和PC结构域。人源Cbx7a和Cbx7b均

由6个外显子构成，而是Cbx7b是由第5个外显子延迟多聚腺苷酸化产生的。二者

分别编码了由251个氨基酸构成的蛋白CBX7A和由158个氨基酸构成的蛋白

CBX7B，并且这两种剪接体均包含了CD和PC结构域，且生物学功能相近。 

图 1-6  斑马鱼和人源 CBX基因和蛋白质的示意图[123] 
Figure 1-6 Schematic representation of zebrafish and human CBX genes and proteins[123] 

在左侧基因结构示意图中，白色部分表示未翻译区域，而红色部分指示编码PC结构域的区
域。右侧蛋白质结构示意图中，蓝色三角形指示CD结构域，红色圆圈指示PC结构域。 
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CBX家族成员CBX7参与细胞增殖调控[124]。然而，CBX7在细胞增殖中的功

能具有多样性。CBX7最早因其参与细胞寿命调控而闻名，并在脑、肺、肝、骨

骼肌、肾和心脏中检测到其表达[124]。之后，CBX7被认定为癌基因并检测到在前

列腺癌症、淋巴瘤和胃癌中表达水平显著上调[125-127]。然而，CBX7在一些特定类

型的癌症中也可作为抑癌因子参与转化和细胞周期相关基因（如Wnt/β-catenin和

Cyclin E1）的转录抑制，包括乳腺癌、癌症胰腺癌、癌症肺癌、癌症甲状腺癌、

癌症结肠癌、癌症膀胱癌和脑癌等[124-126, 128-132]。据此，CBX7可能在特定组织和

环境中发挥其独特的生物学作用，具有时空特异性。然而，这种时空特异性对细

胞增殖的潜在作用机制尚不清楚。 

目前，在NCBI数据库中包含有Cbx7基因产生的三种人源及三种鼠源的转录

本（http://genome.ucsc.edu, mouse genome NCBI37/mm9），但是三种鼠源的CBX7

蛋白亚型并未得到验证。近年来，研究报道了新鉴定的鼠源CBX7的两种蛋白亚

型：p36CBX7（本论文中的CBX7A）和p22CBX7（本论文中的CBX7B）[133]。与

人源CBX7A同源的鼠源p36CBX7定位于细胞核，但其过表达不影响细胞增殖。

然而，与人源CBX7B同源p22CBX7则主要定位于细胞质，其过表达抑制了细胞增

殖[133]。在本论文的研究中，由于不同的多聚腺苷酸化位点及可变剪接方式，鼠

源Cbx7基因可产生三个转录物：Cbx7A、Cbx7B 和 Cbx7C（图1-7）。与上述人

源Cbx7相似，Cbx7A和Cbx7B均由6个外显子构成，分别编码了由251个氨基酸残

基构成的蛋白CBX7A和由158个氨基酸残基构成的蛋白CBX7B，并且这两种剪接

体均包含了CD和PC结构域，生物学功能相近。与Cbx7A和Cbx7B相比，鼠源的第

三种转录物Cbx7C仅含有4个外显子，前3个外显子与Cbx7A和Cbx7B相同，第4个

外显子转录时改变了原有的选择性剪接事件中内含子和外显子之间的边界，将原

来的第4个内含子的前端转变为外显子进行转录。其编码的蛋白与斑马鱼中表达

 
图 1-7  小鼠中 Cbx7三种转录本及其编码的蛋白质产物示意图 

Figure 1-7 The schematic diagram of the three mouse Cbx7 isoforms and the protein products 
鼠源 Cbx7基因产生三个转录物：Cbx7a、b and c，分别编码了由 251aa构成的 CBX7A
和由 158aa构成的 CBX7B，二者均含有 CD和 PC结构域。由于选择性剪接，CBX7C仅
保留了 CD结构域，并获得不同于 CBX7A和 CBX7B的 C端区域。 
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的CBX4a2、CBX6a1以及人源CBX2-2相似，仅保留了N端的CD结构域。鼠源

CBX7C与人源CBX2-2相比，结构相似而分子机制却不相近。本论文的研究结果

中显示，与CBX2-2相比，缺失PC结构域的CBX7C蛋白虽然也丧失了与RING1B

的互作，但是它保持了与另一组分PHC2互作的能力，能够参与功能性PRC1复合

体的组装。另外，CBX7C-cPRC1也可靶向至已知的CBX7A/B-cPRC1的靶基因。

同时转录组数据分析结果显示鼠源CBX7C也具有转录抑制功能。本论文的研究

从不同角度出发，进一步深入探究了其独特的生物学特性及功能。 

此外，PRC1的另一核心组分Ph的编码基因Ph基因家族的转录也存在选择性

剪接多腺苷酸化事件的发生[123]。在进化过程中，除了保守的基因序列和合成酶

外，Phc2基因转录调控方式也是保守的。人源Phc2基因通过启动子转换而产生了

两种不同的转录物Phc2a和Phc2b，从而编码两种分子量为90 kDa和36 kDa的

PHC2蛋白亚型。短亚型PHC2b由长亚型PHC2a的C端的最后323个氨基酸组成，

并且仍含有保守的FCS基序和SAM结构域。在斑马鱼中，Phc2基因以相同的转录

剪接形式也产生了两种转录物Phc2a和Phc2b，并编码两种大小不同的蛋白亚型

PHC2a和PHC2b。短亚型PHC2b与长亚型PHC2a的C端的氨基酸组成一致。二者在

斑马鱼的发育过程中表现出不同的表达模式[134]。PHC2a主要是在胚胎的体节期

表达，而PHC2b则在斑马鱼的整个发育阶段表达。此外，沿着胚胎发育中的不同

体节，这两种蛋白亚型变现出不同时空表达模式。PHC2a最初是在第7-8体节阶段

表达；PHC2a则出现在第1个体节中。随着体节的形成，PHC2a和PHC2b的表达在

每个体节中平行地向尾芽移动位置。在单个体节中，PHC2a的表达在后部边界较

高，在前部区域较低。与之相反，PHC2b的表达在相对应体节的前部边界较高，

在后部区域较低。 

与之类似，在本论文的研究结果分析中，CBX7C与CBX7A/B在mESC和小鼠

各组织中表现出不同的时空表达差异，CBX7C主要在mESC和小鼠脾脏组织中表

达，这意味着CBX7C在机体发育的不同阶段具有特殊的生物学功能。 

1.3.3 CBX)*E ESCFGH!IJKL3MNOP 

果蝇中 PcG 蛋白家族的突变会导致机体的同源异型转化和其它相关发育缺

陷，而在小鼠中大多数 PRC2或 PRC1复合体亚基的缺失会直接导致原肠胚形成

阶段的胚胎死亡[10]。近年来，越来越多的表观遗传学证据表明，PcG蛋白家族的

缺失不仅能够导致早期多能干细胞生存能力的缺陷[135]，而且还影响细胞命运决

定及维持。在多能干细胞[136]以及分化程度更高的祖细胞和终末分化细胞中[137]，

PRC1和 PRC2复合体在全基因组中的定位也进一步证实了 PcG蛋白家族在细胞

属性（cell identity）决定以及在发育中正常分化程序的维持中具有关键作用。在
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胚胎和成体干细胞的基因组中，大量的 PcG 蛋白家族结合区被 H3K27me3 抑制

标记和 H3K4me3激活标记修饰[138]。PRC2和MLL2复合体协同作用催化产生上

述两种转录状态的组蛋白甲基化修饰，进一步促进细胞命运决定和发育调控的相

关基因的启动子设定为稳定的二价状态。这种“二价启动子”的转录水平很低，

其激活或抑制状态的选择取决于机体产生的发育信号[139]。 

在不同谱系细胞中，启动子区域和广泛结合 PcG 蛋白家族的抑制基因组会

有所不同[12]。在哺乳动物的多能干细胞中，PcG蛋白家族参与了几乎所有的谱系

特异性基因的表观遗传抑制调控，而与干细胞增殖及干性维持相关的基因处于持

续转录激活状态。在诱导胚胎干细胞分化过程中，干性维持相关的基因表达沉默，

而谱系特异性基因逐渐转去抑制转变为激活状态。在此过程中，PcG蛋白仍然对

细胞命运决定相关的基因具有一定程度的转录抑制调控，以保证多能干细胞能够

顺利分化为特定的细胞类型，并防止细胞发生异常的去分化或反分化。PRC1和

PRC2复合体协同介导的这种精细调节和全基因组再分配过程主要依赖于 PcG蛋

白家族各组分的组装和拆卸，以实现多能性和谱系定型之间的适当平衡（图 1-8）。 

图 1-8  胚胎干细胞分化过程中 PRC1复合体的动态组装[12] 
Figure 1-8 Dynamic Assembly of PRC1 complex during ESCs Differentiation[12] 

PRC1核心组分的不同同源蛋白（如PCGF或CBX蛋白）在ESCs增殖和分化过程中分别参与
PRC1复合体组装中，进而动态调节PRC1功能。 

在果蝇和哺乳动物中，CBX 蛋白是从机体早期发育到成年阶段过程中基因

表达的表观遗传调控的关键蛋白。Polycomb 基因在脊椎动物中编码的同源物

CBX2、4、6、7 和 8 在进化中产生了不同的基序组合，这也使得这些同源蛋白

具有了各自特异性的结构与功能。在机体发育过程中，它们表现出来不同的时空

表达模式。在 ESC分化为神经或脂肪细胞的过程中，CBX蛋白亚细胞定位的变

化会显著影响 PRC1 复合体在全基因组染色质上分布[140]。CBX7 蛋白是哺乳动

物 ESC中 PRC1复合体的主要 CBX家族成员。CBX7蛋白的表达能够抑制 ESC
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的分化并促进其自我更新[141, 142]，在 ESC 的干性维持和发育相关基因的转录沉

默中发挥关键作用。在 ESC 的自我更新中，CBX7 蛋白介导了 Cbx2、Cbx4 和

Cbx8的转录抑制。随着 ESCs分化的发生，CBX7蛋白被其它旁系家族成员取代，

导致 Cbx7基因的表达下调，而 Cbx2、Cbx4和 Cbx8的转录去抑制引起对应的编

码蛋白表达逐渐上调[136]。如果 CBX7 在机体发育过程中未被其它 CBX 家族成

员取代，会导致造血干细胞的过度增殖，从而引起白血病的发生[102]。另一方面，

Cbx7基因敲除后促进了 ESC的进一步分化，导致外胚层发育相关的基因转录去

抑制。相反，CBX2、CBX4和 CBX8蛋白的高表达促进了 ESC分化的发生[102]。

例如，在 ESC 中过表达的 CBX4 蛋白能够识别并结合至神经祖细胞特异性表达

的基因位点，并抑制与干细胞干性维持相关的基因表达，从而促进其分化的发生

[143]。在 ESC分化为不同类型细胞的过程中，CBX7特异性结合的基因位点逐渐

被其它 CBX蛋白所取代。在向成纤维细胞分化的过程中，CBX7在 ESC中靶向

的 1589个基因位点部分被 CBX2取代[136]。PRC1复合体在 ESC和分化细胞K562

（白血病相关细胞）的靶基因群也具有较高的相似度，但是仍有少量基因位点在

细胞分化前未结合 CBX7，而分化后却是 CBX2 或 CBX8 的下游调控基因[144]。

综合而言，哺乳动物中不同 CBX蛋白的大部分下游靶基因群是相同的，但是也

存在某种 CBX蛋白所特有的基因结合位点，并且不同 Cbx基因的表达水平差异

也会影响同一时空 PRC1复合体的下游靶基因群的变化[101]。 

随着近年来研究的不断深入，揭示了 CBX7不是 ESC中唯一的 CBX家族蛋

白成员，CBX2与 CBX6也在 ESC中具有较高水平的表达[145, 146]（图 1-9A）。与

其它 CBX蛋白相比，CBX2具有较强的压缩染色质能力[147]。丧失了压缩染色质

活性的 CBX2突变体导致 CBX2-PRC1无法靶向至 H3K27me3标记的基因位点，

进而引起其在 mESC中的靶基因去抑制。此外，在胚胎发生过程中，压缩染色质

活性的丧失还会抑制 CBX2-PRC1的功能，表达 CBX2突变体的转基因小鼠形成

的胚胎会在轴向骨骼形成中表现出前后转换，这与 CBX2−/−小鼠表现为相同的经

典 PcG缺陷表型[148, 149]。另外，研究表明 CBX6通过保持多能性和分化状态之间

的平衡而在维持 ESC干性方面发挥重要作用，它的表达异常使得Wnt和MAPK

信号通路都受到了干扰，导致 ESCs的增殖和分化之间的平衡崩溃，最终引发了

ESC的分化[146]。 

在另一方面，除了 CBX6之外，mESC中存在的 CBX2-PRC1和 CBX7-PRC1

复合物均能发生凝聚，形成多梳小体 PB[150]。PRC1复合体也是以此来介导启动

子区域的远距离互作进而压缩染色质[21, 150, 151]。在这一调控模型中，CBX-PRC1

复合物整合遗传信息和表观遗传学修饰，通过液液相分离（liquid–liquid phase 

separation，LLPS）而影响基因组的三维结构（图 1-9B）。CBX2-PRC1作为上述
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模型中的支架，在 mESC中发生相分离形成凝集体，进而驱动 CBX2-PRC1复合

体的凝集并形成 PB[152]。CBX7-PRC1 在该模型中充当衔接子的作用，它能够与

H3K27me3 标记的染色质相互作用[117]。CBX2-PRC1 和 CBX7-PRC1 之间通过

PHC蛋白的聚合将二者共定位至 CBX2-PRC1形成的凝集体 PB中，与此同时将

CBX7-PRC1结合的 H3K27me3标记的染色质也带入了凝集体 PB中[150]。我们在

研究 CBX7 蛋白在 mESC 中的表观遗传调控机制及功能时发现 CBX7 与 CBX2

能够共靶向至相同靶基因位点，并且二者通过 ATHL-CBX7 及 ATH-CBX2 发生

了直接相互作用。这一结果为上述模型提供了更加精准地分子生化证据。 

图 1-9  PRC1复合体整合遗传信息及表观遗传修饰，通过相分离影响基因组三维结构[150] 
Figure 1-9 PRC1 complexes integrate genetic information and epigenetic modifications to 

organize the genome through LLPS[150] 
A：mESC中，CBX-PRC1示意图；B：PRC1通过相分离压缩染色质的串联模型：CBX2-
PRC1作为支架，CBX7-PRC1作为衔接子，靶基因的H3K27me3修饰作为下游因子，通过
CBX7-PRC1与H3K27me3的互作以及PHC介导的CBX2-PRC1与CBX7-PRC1的聚合，含有
H3K27me3修饰的染色质被募集并压缩在含有CBX2-PRC1和CBX7-PRC1凝集体中。 

为了深入探究不同 CBX蛋白在分化中发生的时空转换的分子机制，Ana O’

Loghlen 等人将 CBX7 与其它 CBX 蛋白的表达模式进行了系统比较。结果显示

Cbx7基因在 ESC中正常表达，并在细胞分化过程中急剧下调，但是其它 CBX蛋
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白的表达没有显著变化，而是在分化后逐渐增加。进一步通过功能筛选发现 miR-

125和miR-181家族是在 ESC分化过程中参与 Cbx7基因转录调控的关键调节因

子。研究表明 miR-125b和 miR-181a/b在 ESCs分化过程中被诱导产生，并通过

对 Cbx7基因的 3’UTR区域的特异性靶向而抑制其转录的进行[142]。 

在本论文研究中，我们发现在 ESC 诱导形成 EB 的过程中，Cbx7C 转录本

和其编码的蛋白水平急剧增加，这一变化与 Cbx7A和 Cbx7B的表达模式是相反

的，这意味着 Cbx7C可能逃逸了 miR-125和 miR-181家族的抑制。与此同时，

我们还发现 CBX7C 在 mESC 中靶基因位点上的富集在一定程度上排斥了

CBX7A 与 CBX7B 的结合。同时，在亚细胞共定位的检测结果中也显示出相同

的“替代效应”，即 CBX7C-PRC1凝集体中 CBX7A和 CBX7B被排斥在外，而

CBX7C同样具有结合 PRC1靶基因并抑制其转录的功能。同时，我们发现CBX7A

和 CBX7B的急剧下调并未引起其靶基因表达水平的显著变化。我们推测可能存

在某种转换机制，即在 ESCs中 CBX7A与 CBX7B是作为主导来调控基因表达；

随着分化的进行，增加的 CBX7C可能逐渐替代了被 miR-125和 miR-181家族抑

制的 CBX7A和 CBX7B，进而参与对靶基因的抑制和状态维持。 

1.3.4 CBX)*!QRSTUV6-VWXY3Z[!<= 

CBX 蛋白是重要的表观遗传调节蛋白，广泛参与多种生物学过程，如胚胎

发育、干细胞的干性维持以及细胞的增殖和凋亡调控等[153, 154]。近年来越来越多

的证据表明，在肿瘤发生过程中，CBX 蛋白的表达紊乱以及功能障碍通常会导

致发育过程的阻断或异位活化，对肿瘤细胞的干性[155]、细胞周期[156]、放化疗敏

感性[157, 158]以及肿瘤代谢[159]等产生显著影响，进而促进癌症的发生和发展。CBX

蛋白调节肿瘤发生机制的研究为抗癌策略提供了有效的新靶点。 

临床肿瘤样本的免疫组化和表达水平等多项分析证实，在多种类型的肿瘤细

胞中 CBX蛋白表达发生异常变化，并且这些变化与肿瘤的恶性表型和预后密切

相关。转录和蛋白表达水平的生物信息学分析也进一步证明 CBX可作为癌症预

后的生物标记物[160, 161]。与正常组织相比，部分 CBX 蛋白的表达在癌症组织中

呈现异常上调[162]。而作为肿瘤抑制物，CBX7 蛋白在大多数肿瘤组织中表达水

平较低[129]。此外，CBX蛋白的表达水平的变化趋势与肿瘤的恶性表型密切相关。

研究表明，CBX7的表达水平与宫颈癌等的肿瘤阶段和恶性等级呈负相关，并且

与其血管入侵有关[163]。而 CBX2与 CBX4蛋白在肝癌中的表达水平与肿瘤大小

呈正相关[156]，其高表达导致肿瘤复发率显著升高[164]。另一方面，CBX蛋白家族

成员的差异表达与癌症患者的总生存率（OS）、无复发生存率（RFS）、无瘤生存

率（DFS）、无进展生存率（PFS）、疾病相关存活率（DSS）、进展后生存率（PPS）
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和无远处转移生存率（DMFS）密切相关，它们作为癌症预后标志物具有很大的

应用潜力。 

CBX 蛋白参与调控癌症发生和发展的机制是复杂多样的。作为表观遗传学

调控因子，CBX 蛋白通过经典的表观遗传学修饰调节染色质状态和靶基因的表

达，如组蛋白甲基化/乙酰化[165, 166]和 DNA/RNA甲基化。CBX蛋白还可通过信

号转导[167]和代谢重编程[159]等调节机制促进或抑制这些肿瘤相关的生物学过程。

尽管目前临床癌症治疗中已经开始使用针对组蛋白修饰酶的小分子抑制剂，但这

些抑制剂并不能特异性地“抹去或写入”表观遗传修饰标记，这可能会导致严重

的治疗后果。而 CBX作为关键的表观遗传调控蛋白，其在肿瘤发生发展过程中

的功能和机制的研究有助于新的癌症诊疗策略的设计，针对于 CBX蛋白的小分

子抑制剂等药物的研发和应用在癌症治疗具有广阔前景。 

1.4 *+123456789:;<!=>?@A 

诸多研究表明生物分子凝聚体的形成在机体细胞生命活动中发挥重要的生

物学作用。其中，相分离是细胞中形成许多凝聚物的分子基础[168-170]。在物理学

研究中相分离是生物分子形成凝集体的必经过程。而在生物学研究中，相分离的

发生在时间和空间上受到严格的调控，进而产生具有生物学功能的凝集体。生物

分子凝聚体表现出的粘性液体和类似凝胶甚至固态的物理特性对其功能也至关

重要[171]。生物分子发生相分离而形成的凝集体并不是溶剂系统中的简单聚合物，

而是存在于复杂溶剂（即细胞质或细胞核）中的高度复杂的结构[172]。对细胞中

发生相分离而形成复杂凝集体的机制研究，以及驱动相分离发生的关键蛋白质的

作用机理的探索，对揭示相分离在生命活动中的重要功能及潜在的生物医药及临

床治疗应用至关重要。 

1.4.1 \F]!M^_`a 

真核细胞中的凝集体是由生物分子发生相分离凝集而形成的微米级结构，能

够发挥浓缩蛋白质和核酸的生物性功能，但是不具有典型的周围膜结构。研究表

明这些凝集体参与多种生物学过程，包括 DNA损伤应答、核糖体生成、RNA代

谢以及信号转导等[171]。近年来研究发现，由多价大分子互作驱动发生的液液相

分离（liquid–liquid phase separation，LLPS）是生物分子凝集物形成的重要机制

之一，这一物理框架能够解释相分离形成的生物凝集体结构的组成、组装、物理

和生化特性。 

早在 1899年动物学和遗传学家 Edmund Beecher Wilsonin提出，作为细胞的
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主要部分之一，细胞质是一种类似于由不同化学悬浮液滴组成的液态混合物[173]。

Tony Hyman等人在 2009年首次证实了 P granules表现出类似液体的行为，并且

其胞内的定位是由生物分子快速溶解和凝集过程所驱动的。自此科研人员逐渐意

识到 LLPS 可能是各种无膜细胞器形成的分子基础[174]。此后越来越多的研究表

明，当多价蛋白互作时，随着蛋白质浓度的增加，会发生从小复合物到大聚合物

凝集的快速转变，在宏观上表现为 LLPS[175]。而 LLPS的发生在体外反应中决定

了 RNA颗粒的组成及结构[176]，并且这种体内与体外相结合的研究相分离的方法

加速了对相分离的探索和认知。LLPS参与多种复杂且精细的生物学过程，如适

应性和先天免疫信号传导、应激颗粒组装、异染色质形成、转录调控、miRNA诱

导的沉默复合体（miRISC）组装以及自噬等[177-182]。 

在经典的热力学理论研究中，溶解在溶液中的分子浓度达到溶解度极限时就

会引发相分离的形成，该浓度也被称为其相分离的阈值浓度。而在细胞中，具有

不同理化性质（如浓度、电荷、亲水及疏水性等）的生物分子通过快速分子运动

形成不同的相，进而保持胞内分子理化平衡。形成凝集体的生物分子通常具有多

价性，它能够调控分子内或分子间的互作，并且多价分子自发凝集而产生寡聚或

多聚复合物[175]。同时，由于熵驱动效应，分子的多价性降低了分子溶解度，进

而导致相分离的发生[175]。细胞内生物分子凝集体的形成主要通过多价高分子耦

合组装及相分离的发生而介导的。这些生物分子主要包括了具有多模块互作结构

域或含有弱粘性序列的无序区域的蛋白质。而具有多个与其他蛋白质等生物分子

互作序列的 RNA和 DNA核酸分子也同样具有发生相分离的能力[183]。在研究中，

精细的分子实验数据能够进一步确定具有多模块互作结构域的蛋白质的互作模

块数量及模块间亲和力，通过调控这两个相分离发生的关键参数，即增加模块数

和增强亲和力，能够在较低浓度下实现蛋白质分子发生相分离[175, 183]。 

第二类能够形成凝集体的生物分子是含有连续且占比较高的内在无序区域

（Intrinsically disordered protein regions，IDR）的蛋白质，它们能够在生理条件下

发生相分离[184]。缺乏稳定三级结构的 IDR主要通过其重复基序而介导多价弱粘

性分子互作。含 IDR的蛋白驱动相分离而形成的凝集体中可能包含了 RNA等多

种生物分子，如P-body、应激颗粒（stress granules，SGs）、生殖颗粒（germ granules）

和一些核结构等。此类蛋白能够在体外多种溶液环境中自发地发生相分离[185]。

其包含的 IDR 通常由特定的氨基酸残基构成低复杂性的蛋白基序，主要包括丝

氨酸、甘氨酸、天冬氨酸、谷氨酰胺、酪氨酸和苯丙氨酸。由这些氨基酸残基组

成的多个重复基序在蛋白质靶向 RNA 颗粒[186]或有丝分裂纺锤体[187]并发生相分

离的过程中发挥关键作用。此外，研究表明芳香类氨基酸残基在 IDR 驱动的相

分离中也具有重要作用，它们能够通过与精氨酸残基在分子内或分子间的互作来
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促进蛋白质相分离的发生[185]。相反，蛋白 IDR中含有的芳香类氨基酸残基的突

变会导致这些蛋白质的相分离能力降低[187, 188]。IDR的电荷分布也是影响其相分

离能力的关键因素之一。当电荷分布均匀且蛋白基序的净电荷趋于 0时，蛋白发

生相分离会受到阻碍。而当带同向电荷的氨基酸残基聚集时，则促进了蛋白相分

离的发生[184, 185, 189, 190]。蛋白 IDR发生互作及驱动相分离的能力均取决于其侧链

及骨架的氨基酸残基组成和蛋白整体序列模式[191]。与具有多模块互作结构域的

蛋白质相比，IDR参与互作的基序尚不明确，但其多效性在促进生物分子发生相

分离形成凝集体的过程中发挥核心作用。对蛋白 IDR 的精准预测和深入研究将

成为未来生命科学研究的重要领域之一。 

当蛋白质或核酸等生物分子发生 LLPS时，它们通常在溶液中可凝集成若干

个大小不一的类似液滴的致密相[168]。在这个过程中，发生了由最初的大分子与

水的结合转变为后来的大分子与大分子以及水与水的结合[192]。除了生物分子自

身的理化性质外，驱动相分离发生的主要因素还包括生物分子类型及周围环境条

件，例如，溶液盐离子类型及浓度、环境温度、其它共存溶质及 pH等[185, 193, 194]。

LLPS可以在细胞中产生不同物理状态的凝集体。在液态的凝集体中，距离较近

的分子间排列是规则的，而随着距离的增加，分子排列方向会发生变化，呈现出

无序状态[170]。液态凝集体具有典型的液体特征，它在溶液中能够形成球状液滴，

大液滴能够分散成若干个小液滴，而小液滴也能聚合成为一个大液滴，该过程是

由液体表面张力所决定的[195]。构成液态凝集物致密相的分子通常可以在致密相

内或致密相与稀释的周围环境之间交替，且具有分子流动性[196]。通过 LLPS 形

成液态致密相的过程通常是可逆的。然而，这种液态的凝集体通过不可逆转变而

产生淀粉样纤维结构的水凝胶状态，并且在高盐或变性剂环境中才能重新溶解至

周围环境溶液中[170, 176, 197]。蛋白可以利用这种由液态向近固态的转变来实现其不

同生理状态下的功能[198]。 

1.4.2 \F]<=bc!de  

随着对 LLPS的理化机制及生物学功能的深入研究，研究者研发出诸多不同

策略的相分离研究方法（图 1-10）。 

首先，通过预测算法识别目的蛋白中是否含有无序区域，进而预测其是否具

有发生相分离的能力（图 1-10A）。例如，最初由 Robert B. Russell 等人构建的

PONDR（Predictor of Natural Disordered Regions）数据库能够预测目的蛋白的无

序区，并能够明确其氨基酸残基位置及长度[199]。此后，由 IUPred 数据库和

ANCHOR 数据库结合生成的 Iupred2a（Prediction of Intrinsically Unstructured 

Proteins）数据库，该数据库不仅能够预测蛋白无序区，还能够分析推测其中参与
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互作结合的无序区[200]。在 2012年，由 Julian Gough等人构建的 D2P2（Database 

of Disordered Protein Predictions）数据库能够对全基因组编码的蛋白质进行无序

区预测[201]。除了对目的蛋白无序区域的预测外，几个相分离数据库还提供了关

于 LLPS 的实验验证的数据信息，整合了关于这些分子体系的生物物理驱动力、

生物学功能及调控研究等的信息。 

图 1-10  鉴定及研究 LLPS的方法[202] 
Figure 1-10 The methods to identify or study LLPS[202] 

A：用于研究LLPS的选定生物信息学工具或数据库；B：显微镜是观察生物分子凝集物结构
和组成的重要工具；C：体外重构相分离；D：通过FRAP实验检测生物分子凝集物的流动性；
E：OptoDroplet系统可以利用蓝光激发调节蛋白多价性，进而促进或逆转细胞内生物分子凝
集物的形成。 

显微镜是可视化生物分子凝集体结构和组成的重要工具（图 1-10B）。共聚

焦显微镜和超高分辨率成像技术的研发及应用为生物分子凝集物的研究提供了

更精细的数据信息。例如，利用超高分辨率成像技术揭示了 SARS-CoV-2病毒中

由核衣壳蛋白-RNA-膜蛋白发生相分离形成凝集体的核心外壳结构[201]。然而，这

两种显微技术的局限性在于用于观察的生物分子凝集物必须带有荧光标签或被

荧光抗体等标记。与此相比，电子显微镜可实现对无标签的生物分子凝集物进行

精确地可视化观察[203]。目前，多种显微技术与相分离体外重建分析的结合已被

广泛应用于 LLPS的研究领域。显微技术可用于从大肠杆菌、酵母或昆虫细胞中
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纯化的蛋白质在体外环境中发生相分离的研究（图 1-10C）。由于 LLPS对 pH值、

温度、RNA、盐浓度和翻译后修饰等因素敏感，因此显微技术与体外重建分析能

够帮助我们进一步确定目的蛋白在体外发生相分离的特定条件[204, 205]。 

生物分子在凝集状态时的理化性质和动力学特征是其生物学功能的决定因

素。例如，呈水凝胶状态的核衣壳蛋白形成的生物分子凝集体能够促进病毒核衣

壳的组装，而液体状态的核衣壳蛋白凝集体则能够促进病毒基因在宿主细胞中的

整合[206]。生物分子凝集体的理化性质和动力学特征可以使用基于显微成像技术

的方法进行研究，包括光漂白后荧光恢复（ Fluorescence Recovery After 

Photobleaching，FRAP）、荧光相关光谱（FluorescenceCorrelation Spectroscopy，

FCS）和光漂白荧光损失（Fluorescence Loss in Photobleaching，FLIP）[207]。其中，

FRAP 是使用最广泛的相分离研究技术，其通过激光在选定区域进行光漂白后，

凝集体的荧光会随着时间的推移而逐渐恢复（图 1-10D）。通常，当漂白处凝集体

的荧光恢复的时间越短，则证明其流动性越高。 

虽然相分离的体外研究有助于研究生物分子凝集物的多种理化性质及其影

响因素，但这些生物分子凝集物在体内的组成成分、分子浓度和及生物学功能尚

不清楚。目前，已开发的一个基于光遗传学的 OptoDroplet系统能够通过蓝光激

发而调节蛋白的多价性，以促进或逆转体内生物分子凝析体的形成[208]（图 1-7E）。

CRY2 是存在于拟南芥中的蓝光受体，在蓝光激活后能够形成寡聚物[209]。将

CRY2与含有 IDR的目的蛋白融合表达能够显著加速凝集过程。总体而言，这些

新方法的研发对深入探究LLPS的作用机制及其生物学功能发挥了至关重要的作

用。 

1.4.3 ?@ CBX)*3 PRC1$F PHC2\F]!<=de 

近年来，研究表明生物大分子发生相分离的现象广泛存在于具有细胞中，涉

及多种生物学过程，相分离形成失稳与一些神经/肌肉退行性疾病等的发生密切

相关。生物大分子（如蛋白质、DNA和 RNA）的浓度、理化性质以及环境因素

等密切影响相分离的发生发展，如环境温度、pH、盐离子类型及浓度[205]。近年

来相分离在转录调控领域中的分子机制及生物学功能研究成为热点，如相分离可

以迅速感知周围环境变化作出快速应答[193, 198, 210]。此外，相分离形成的凝集体参

与了基因组的空间重塑，结合在某些基因位点的蛋白质经由相分离使位置较远的

多个基因位点靠近，同时产生空间位阻而排斥不含结合位点的无关基因区域。这

一可变结构促进并维持了超级转录因子在染色质结构相对疏松的区域的集中分

布，为染色质的折叠创造了空间支点，从而有助于激活基因的表达或者抑制位于

被浓缩的异染色质区域的基因转录[211]。例如，转录因子、辅活化因子和 RNA聚
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合酶 II协同组装为转录凝集体以激活转录[212-214]。异染色质蛋白质通过相分离聚

集形成凝聚体，进而参与异染色质折叠压缩[215, 216]。 

多梳抑制复合物 PRC 对染色质的修饰及构象调控为将基因组划分为功能不

同的亚区和调节潜在基因的活性提供了重要方式。PRC2的酶活性及其染色质的

募集或排斥都是通过与辅因子和 DNA 元件、组蛋白及 RNA 等相互作用进行精

确调控的。PRC2介导的 H3K27me3被不同类别的效应物识别，例如经典的 PRC1

和含有 BAH模块的蛋白质（尤其是人类中的 BAHCC1）[217]。这些效应子通过不

同的机制介导基因沉默，包括涉及相分离发生的染色质压缩和组蛋白脱乙酰化

[152, 218]。近年来已报道的研究关注到 PcG-CBX2的相分离是兼性异染色质形成的

基础[152, 218]。CBX2可以独立于 H3K27me3和 CBX-PRC1在染色质上成核。CBX2

和 DNA 之间的相互作用对于 CBX-PRC1 在染色质上的成核和凝聚体的组装至

关重要。由于相分离凝集体能提高生化反应的效率和特异性，从而加速了 CBX2

对目标基因的搜索过程[150, 168]。此外，研究人员在深入发掘艾滋病致病病毒 HIV-

1 的新型潜伏感染建立和维持因子时发现：CBX4 蛋白利用自身 LLPS 能力，不

仅可以招募 PRC1催化亚基 RING1B，还可以招募 PRC2催化亚基 EZH2至 CBX4

驱动形成的凝集体中；另一方面具有 SUMO E3连接酶活性的 CBX4蛋白有助于

增强 EZH2的 H3K27me3催化能力，进而促进 PRC1和 PRC2对 HIV-1潜伏感染

的协同维持作用。而 CBX4驱动的相分离的逆转可能是重新激活潜伏的 HIV-1的

潜在干预措施[219]。尽管目前相分离在 CBX蛋白参与基因转录调控中的功能研究

取得了一定的进展，但揭示在活细胞中 CBX蛋白参与相分离发生的潜在机制仍

然是一个挑战，LLPS如何组织核酸代谢的生化反应的分子机制尚不清楚。此外，

PRC1 的核心组分 PHC2 具有 4 个保守的结构域。其中 HD1 介导了 PHC2 与

PCGF2或 RING1B的互作，而 SAM结构域能够引发 PHC2的自聚[49]。SAM域

包含ML和 EH结合面，这两个部分能够以首尾相接的形式介导蛋白自聚[51]。并

且 EH结合面的突变（L307R）或 ML结合面的突变（L293R/H298R）都将导致

SAM结构域介导的蛋白自聚的能力的丧失[51]。在前期研究 CBX7不同剪接体蛋

白功能的过程中，我们发现 CBX7A/C与 PHC2形成的互作复合物在细胞核内形

成明显的相分离现象，并且 CBX7A/C自身能够在核内形成 foci。在前期研究中，

我们应用已开发的一些能够预测靶蛋白进行相分离的工具和数据库（PONDER，

Predictor of Natural Disordered Regions）对 CBX7A 和 CBX7C 进行分析，发现

CBX7A 和 CBX7C 确实包含了参与相分离的无序区域 IDR。与 CBX7A 相比，

CBX7C-PRC1 复合体更易发生相分离形成高度聚集且动态变化的凝集体颗粒。

与此同时，在基于光遗传学的 OptoDroplet系统中，在拟南芥蓝光受体 CRY2的

介导下，通过蓝光调节多价态以促进或逆转体内生物分子凝聚物的形成。而在此
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过程中，与 CRY2及荧光标签 mCherry融合表达的 CBX7C表现出更加显著的对

蓝光的敏感性，其迅速形成凝集体。然而 CBX7C发生相分离的生理条件及生物

学意义尚不清楚。 

1.5 B"#!CDEFG@A 

1.5.1 #<=!fghi 

表观遗传调控因子如何通过复杂而精细的调控网络在细胞命运决定中发挥

作用是近年来重要的科学问题。多梳蛋白家族 PcG 作为重要的表观遗传调控蛋

白参与目标基因的转录抑制调控，在干细胞分化过程中参与形成并维持“细胞记

忆”，产生可遗传的表型[1]。在生物进化过程中，PRC1的不同亚基在脊椎动物中

都衍生出多个同源物，以及在基因转录过程中的选择性剪接多腺苷酸化事件引起

单个基因产生不同的异构体，为 PRC1复合体潜在的组合多样性提供了巨大的空

间。由此引发的功能多样性的产生有待深入探究。近期多项研究表明 PcG 的一

些核心组成亚基可发生相分离，在核内形成液滴状结构，但是其参与转录调控的

分子机制及其存在的生物学意义尚不明晰，有待进一步研究。 

首先，在 cPRC1蛋白复合体组装的经典模型中，RING1B与 CBX蛋白的互

作是复合体各成员在染色质上完成装配的关键。由于基因转录过程中的可变剪接

而失去了 PC结构域的人源 CBX2的蛋白亚型 CBX2-2因无法与 RING1B互作，

而丧失了参与 cPRC1 复合体组装的能力[57]，通过自身的自聚保留了对靶基因的

转录抑制功能。然而，在本论文的研究中，我们发现 cPRC1 蛋白复合体的组装

机制不是单一的，不同 CBX蛋白参与的复合体组装途径也有所差异。据此，本

研究着重探究由于相同可变剪接方式产生的鼠源 CBX7的蛋白亚型 CBX7C与其

余亚型（CBX7A 和 CBX7B）及 CBX2-2 介导靶基因转录沉默的不同分子机制。 

其次，在本论文探究 CBX7 不同蛋白亚型参与 cPRC1 复合体组装的分子机

制的过程中，我们发现 CBX7具有与 CBX2类似的驱动相分离的能力。因此我们

通过蛋白序列分析、体内及体外相分离理化性质及相关结构域的鉴定，进一步深

入研究了 CBX7 驱动相分离的能力及分子机制，比较了不同 CBX7 蛋白亚型在

相分离形成中的差异。 

再次，CBX7A/B在维持 mESC的干性及发育相关基因的沉默中具有关键作

用。尽管与 CBX7A/B相比，CBX7C的表达量较低，但同样的转录可变剪接形式

在斑马鱼及脊椎动物进化过程中中具有较高的保守性，这也意味着这种缺失 PC

结构域结构的蛋白亚型可能具有不可或缺的生物学意义。因此，我们进一步探究
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了 Cbx7C的基因沉默对 mESC的生长稳态的影响，以及在 mESC诱导分化为类

胚体（Embryoid body，EB）的过程中，Cbx7的不同转录本及对应的编码蛋白的

表达水平的变化。 

最后，在 mESC中存在 CBX2-PRC1、CBX6-PRC1及 CBX7-PRC1三种复合

体。研究表明 CBX2-PRC1与 CBX7-PRC1能够共存于 CBX2驱动形成的多梳小

体 PB中[150]。本研究前期结果也发现 CBX2与 CBX7在 mESC中能够共靶向至

相同靶基因位点上。基于此，我们从分子及生化水平上探究了 CBX2与 CBX7的

互作关系，以及介导二者互作的关键结构域。 

1.5.2 #<=!jklm 

在本论文中，我们讨论了鼠源 CBX7的三种不同蛋白亚型的结构，相分离特

质及参与基因调控的分子机制和生物学功能。结合多种生化及分子生物学方法及

显微成像分析，我们发现了缺失 PC结构域的 CBX7C仍然能够作为 cPRC1的功

能亚基而参与基因转录抑制调控，并在 mESC分化过程中表达上调，可能替代了

在该过程中下调的 CBX7A和 CBX7B。与 CBXA相比，CBX7C在体内和体外具

有更强的驱动相分离的能力。此外，在 mESC中，CBX7与 CBX2通过其 ATHL

和 ATH结构域能够发生直接互作。本论文的主要研究内容总结如下： 

1. 分析 mESC及正常组织中不同 Cbx7剪接体及其蛋白的时空表达模式差异； 

2. 解析不同 CBX7 蛋白亚型与 cPRC1 其它组分的互作关系及招募和组装机制； 

3. 比较 CBX7不同蛋白亚型驱动相分离的能力差异； 

4. 探究 CBX7C 识别 PRC1 靶基因的分子机制及介导转录抑制调控的生物学功

能； 

5. 探索 CBX7C 参与 mESC 中基因表观调控过程中的生物学功能及对 mESC 的

干性维持及分化的影响； 

6. 解析 CBX家族蛋白间的互作关系。 
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1.5.3 #no!pqrs 

图 1-11  本论文研究路线图 
Figure 1-11 Roadmap of this thesis 
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1.5.4 #<=!OP 

多梳蛋白家族 PcG（包含 PRC1和 PRC2）介导的表观遗传调控使其靶基因

在分化过程中以细胞类型特异的表达模式被抑制，在发育和维持特定细胞状态中

发挥重要作用，是调控细胞命运决定和发育过程中诸多重要细胞生物学过程的关

键机制之一。CBX7蛋白是哺乳动物 ESC中 PRC1蛋白复合体的核心组分之一，

介导对 H3K27me3 的识别和结合进而在靶基因上装配 PRC1 并执行转录抑制调

控。 

基于基因转录的选择性剪接，我们首次报道了一种在 mESC 及脾脏组织中

特异性表达的 Cbx7 剪接异构体 Cbx7C，并证明了其编码的蛋白 CBX7C 在缺失

了关键的结构域后仍具有对靶基因转录的表观抑制调控功能。CBX7C 通过与

PHC2 的互作促进了 PRC1 的组装。在 mESC 分化为 EB 的过程中，CBX7C 与

PHC2的表达协同上调，并且 CBX7C的表达促进了 EB的形成。此外，我们还发

现表达水平较低的 CBX7C与 PHC2在互作后发生相分离并有效地形成了功能性

多梳复合体。而当细胞中表达较高计量的 CBX7C与 PHC2后促进了大量多梳复

合体的凝集，导致形成水凝胶状的凝集体的形成，并排斥其中的染色质成分。综

上所述，我们的工作揭示了 CBX7C与 PHC2的互作在 PRC1在染色质上的组装

及 Pc 小体形成过程中的独特作用和分子基础，并开辟了一条通过调节其相分离

性质来控制 PRC1活性的新途径。 
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KPM  QRSTU 

2.1 HIJK 

2.1.1 tuvwxyz{|3}~�-  

本研究所用的细胞、菌株及质粒载体如下表所示（表 2-1，2-2，2-3）： 

表 2-1  本研究所用的实验细胞 

细胞株种类 细胞株名称 

人胚肾细胞 HEK293T（本实验室保存） 

小鼠胚胎干细胞 PGK12.1（本实验室保存） 

宫颈癌细胞 HeLa（本实验室保存） 

表 2-2  本研究所用的实验菌株 

菌株（用途） 制造商 

E. coli Stabl3（质粒扩增） 本实验室菌株 

E. coli DH5α（质粒扩增） 生工生物（B58413-0020） 

E. coli Rosseta（蛋白表达） 本实验室菌株 

表 2-3  本研究所用的实验载体 

载体种类 载体名称 

 

 

 

 

 

 

双分子荧光互补载体 

（原始载体为本实验室保存） 

pBiFC-VN-CBX7A 

pBiFC-VN-CBX7A (1-82) 

pBiFC-VN-CBX7A (83-251) 

pBiFC-VN-CBX7A (ΔCD) 

pBiFC-VN-CBX7A (ΔATHL) 

pBiFC-VN-CBX7A (ΔCD+ATHL) 

pBiFC-VN-CBX7B 

pBiFC-VN-CBX7C 

pBiFC-VN-CBX7C (1-110) 

pBiFC-VN-CBX7C (111-166) 

pBiFC-VN-CBX7C (ΔCD+ATHL) 

pBiFC-VN-CBX2 

pBiFC-VN-CBX4 
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载体种类 载体名称 

pBiFC-VN-CBX6 

pBiFC-VN-CBX8 

pBiFC-VN-PCGF2 

pBiFC-VN-RING1B 

pBiFC-YC-RING1B 

pBiFC-YC-PHC2 

pBiFC-YC-PHC2(ΔSAM) 

pBiFC-YC-PCGF2 

 

 

 

 

 

 

原核表达载体 

（原始载体为本实验室保存） 

PGEX-6P-1 

PGEX-6P-1-CBX7A 

PGEX-6P-1-CBX7A (1-82) 

PGEX-6P-1-CBX7A (83-251) 

PGEX-6P-1-CBX7C 

PGEX-6P-1-CBX7C (1-51) 

PGEX-6P-1-CBX7C (1-110) 

PGEX-6P-1-CBX7C (52-166) 

PGEX-6P-1-CBX7C (111-166) 

PGEX-6P-1-EGFP 

PGEX-6P-1-EGFP-CBX7A 

PGEX-6P-1-EGFP-CBX7C 

pET28a-RING1B 

pET28a-PHC2 

真核可诱导性表达载体 

（原始载体为本实验室保存） 

pcDNA3.1-TRE-pCMV-CBX7C-EGFP-Flag 

 

真核表达载体 

（原始载体为本实验室保存） 

pcDNA3.1-pCMV-CBX7A-EGFP-Flag 

pcDNA3.1-pCMV-CBX7C-EGFP-Flag 

pBiFC-mCherry-PHC2 

 

异源位靶向表达载体 

（原始载体为本实验室保存） 

pcDNA3.1-pCMV-mCherry-HTM 

pcDNA3.1-pCMV-mCherry-HTM-CBX7A 

pcDNA3.1-pCMV-mCherry-HTM-CBX7C 

pcDNA3.1-pCMV-mCherry-HTM-PHC2 

optoDroplet pcDNA3.1-pCMV-mCherry-Cry2oligo 
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载体种类 载体名称 

（原始载体为本实验室保存） pcDNA3.1-pCMV-CBX7A-mCherry-Cry2oligo 

pcDNA3.1-pCMV-CBX7C-mCherry-Cry2oligo 

慢病毒包装载体 

（原始载体为本实验室保存） 

pMD2.G 

pPAX2 

敲除载体 

（原始载体由南晶老师惠赠） 

pLko.1-shRNA 

荧光蛋白报告载体 

（原始载体为本实验室保存） 

pcDNA3.1- 5×UAS-CYP26A1-EGFP-Flag 

GAL4 DBD 

GAL4 DBD-CBX7A 

GAL4 DBD-CBX7C 

双荧光素酶报告载体 

（原始载体为本实验室保存） 

GAL4 DBD-IRES-Renilla Luciferase 

GAL4 DBD-CBX7A-IRES-Renilla Luciferase 

GAL4 DBD-CBX7C-IRES-Renilla Luciferase 

GAL4 DBD-PHC2-IRES-Renilla Luciferase 

2.1.2 tu��  

本研究所用的实验抗体和试剂如下表所示（表 2-4，2-5）： 

表 2-4  本研究所用的实验抗体 

试剂名称 制造商 货号 

一抗 CBX7C 本实验室制备 ——— 

Tubulin 博奥龙 B1052 

GST Abmart M20007 

His 本实验室制备 ——— 

Flag Abmart M20008 

RING1B CST 

PTM BIO 

5694 

PTM622 H3K27me3 

H2AK119ub CST 8240 

H3K9me3 Abcam Ab8898 

H3K4me3 PTM BIO PTM613 

PCGF2 Abclonal Ab17327 

PCGF4 CST 5856S 
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试剂名称 制造商 货号 

CBX7A+B Abcam Ab21873 

二抗 HRP-山羊抗小鼠 IgG  北京博奥龙 BF03001 

HRP-山羊抗兔 IgG 北京博奥龙 BF03008 

山羊抗小鼠 IgG (Alexa Fluor® 594) Abcam Ab150116 

山羊抗小鼠 IgG (Alexa Fluor® 488) Abcam Ab150113 

山羊抗小鼠 IgG (Alexa Fluor® 594) Abcam Ab150080 

山羊抗兔 IgG (Alexa Fluor® 488) Abcam Ab150077 

表 2-5  本研究所用的实验试剂 

试剂名称 制造商 货号 

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 

总 RNA提取试剂盒 Yeasen 19211ES60 

反转录试剂盒 Yeasen 11141ES10 

HB-infusion无缝连接试剂盒 汉恒生物 HB-3847385 

双荧光素酶报告系统试剂盒 Promega E1910 

2×SYBR GREEN qPCR MASTER MIX BIOMAKE B21702 

2×Taq master mix Vazyme P112-02 

蛋白酶 K 生工 04-N-1-5 

DNase TRANSGENE J10326 

限制性内切酶、T4-DNA连接酶 NEB/Vazyme 略 

100 bp DNA marker  擎科生物 DL2000-01A 

1 Kb DNA marker Takara 3426A 

Protein marker 全式金 DM111-02 

96 well qPCR板 百赛生物 BS30030962 

高敏型 ECL发光液 Vazyme E4112-01 

PVDF膜 GE 10600023 

Protein A/G IP beads 苏州海狸 222020-20 
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试剂名称 制造商 货号 

Protease Inhibitor Cock tail Bimake B14012 

37%HCHO 生工 A501912-0500 

蛋白胨 生工 A505247 

酵母提取物 生工 A100850 

BeaverBeads™ GSH Beaver-Bio 70601 

BeaverBeads™ IDA-Co Beaver-Bio 70502 

BSA 索莱宝 A8020 

AgaroseN Invitrogen 920008 

ExFect Transfection Reagent Vazyme T101-01 

DMEM（高糖） Gibco 12800017 

2.1.3 xy������� 

本研究所用的细胞培养试剂及耗材如下表所示（表 2-6）： 

表 2-6  细胞培养试剂及耗材 

细胞培养耗材 制造 货号 

100 mm细胞培养皿 Corning L30196 

6孔、12孔、24孔细胞培养板 JETBIOFIL TCP001-006/01 

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

胎牛血清 GEMINI A87F82H 

胰酶消化液 Biosharp BL501A 

β-巯基乙醇 Sigma RNBJB366 

DNA/RNA转染试剂 Vazyme T101/201-01 

明胶 生工 A85522-50G 

L-谷氨酰胺 生工 A6600224 

2.1.4 tu����� 

本研究所用的实验仪器与耗材如下表所示（表 2-7）： 

表 2-7  实验仪器与耗材 

仪器名称 型号 生产厂家 

-80℃冰箱 BCD-649WE 海尔 
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仪器名称 型号 生产厂家 

二氧化碳培养箱 INC153H9 MEMMERT  

二级生物洁净安全柜 BHL-1300IIH2 江苏泰安 

倒置显微镜 Motic-AE2000 麦克奥迪 

研究级倒置荧光显微镜 IX71 OLYMPUS 

激光共聚焦显微镜 A1R+Ti2-E Nikon 

气浴震荡培养箱 SHZ-82 常州国华 

普通 PCR仪 2720 Life technologies 

实时定量 PCR仪 ABI-Q5 Life technologies 

液氮罐 30 L 上海绿地 

高速 4℃离心机 TGL-16M 上海卢湘仪 

低速离心机 TCL-151P 上海卢湘仪 

恒温水浴锅 

LDZX型立式压力蒸汽灭菌器 

凝胶成像分析仪 

HH-2 

LDZZX-50KBS 

WD-9413C 

常州朗越 

上海申安 

上海予申 

电泳仪 EPS-300 上海天能 

垂直电泳槽 VE-180 上海天能 

水平电泳槽 VE-90 上海天能 

转移电泳槽 VE-186 上海天能 

制冰机 TIVIS-30 雪科 

漩涡混合器 XH-2 常州朗越 

分光光度计 UV-235 龙尼柯（上海） 

干式恒温器 DTH-100 常州朗越 

电热鼓风干燥箱 DHG-9030A 上海一恒科学 

单管式化学发光仪 PromegaGlomax20/20 Promega 

化学发光成像系统 Fx6 Viber 

2.2 HILM 

 2.2.1 F���  

1. BiFC实验载体构建：分别以 pBiFC-CBX7A/B/C-F/R为引物，以 cDNA
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为模板克隆 CBX7A/B/C片段，得到的产物用 Xba I和 BamH I进行酶切反应并

回收得到插入片段，利用 Xba I和 BamH I对载体 pBiFC-VN 进行酶切反应并回

收得到载体片段，将回收的插入片段和载体片段进行连接得到载体 pBiFC-VN-

CBX7A/B/C；分别以 pBiFC-CBX7A (1-82)/(83-251)/(ΔCD)/(ΔCD+ATHL)-F/R 、

pBiFC-CBX7C (1-110)/(111-166)/(ΔCD+ATHL)/-F/R和 pBiFC-PHC2 (ΔSAM)-F/R

为引物，以载体 pBiFC-VN-CBX7A/C和 BiFC-YC-PHC2为模板克隆 CBX7A (1-

82)/(83-251)/(ΔCD)/(ΔCD+ATHL) 、 CBX7C (1-110)/(111-166)/(ΔCD+ATHL) 和

PHC2(ΔSAM)片段，得到的产物用 Xba I和 BamH I进行酶切反应并回收得到插

入片段，利用 Xba I和 BamH I对载体 pBiFC-VN和 pBiFC-YC进行酶切反应并

回收得到载体片段，将回收的插入片段和载体片段进行连接得到载体 pBiFC-

VN-CBX7A (1-82)/(83-251)/(ΔCD)/(ΔCD+ATHL)、pBiFC-VN-CBX7C (1-110)/(111-

166)/(ΔCD+ATHL)和 pBiFC-YC-PHC2 (ΔSAM)；分别以 pBiFC-CBX7A (ΔATHL) 

-1F/R和 pBiFC-CBX7C (ΔATHL) -2F/R为引物，以载体 pBiFC-VN-CBX7A为模

板克隆 CBX7A (ΔATHL)-1 和 CBX7A (ΔATHL)-2 片段，以  pBiFC-CBX7A 

(ΔATHL) -1F和 pBiFC-CBX7C (ΔATHL) -2R为引物，以片段 CBX7A (ΔATHL)-1

和 CBX7A (ΔATHL)-2为共同模板，通过搭桥 PCR得到 CBX7A (ΔATHL)片段，

得到的产物用 Xba I 和 BamH I 进行酶切反应并回收得到插入片段，利用 Xba I

和 BamH I对载体 pBiFC-VN进行酶切反应并回收得到载体片段，将回收的插入

片段和载体片段进行连接得到载体 pBiFC-VN-CBX7A (ΔATHL)。 

2. 原核表达载体构建：分别以 PGEX-6p-1-CBX7A/(1-82)/ (83-251)-F/R、

PGEX-6p-1-CBX7C/(1-51)/(1-110)/(52-166)/(111-166)-F/R 和 PGEX-6p-1-EGFP-

F/R 为引物，以载体 pBiFC-VN-CBX7A/C 和 pcDNA3.1-EGFP-Flag 为模板克隆

CBX7A/(1-82)/(83-251)、CBX7C/(1-51)/(1-110)/(52-166)/(111-166)和 EGFP 片段，

得到的产物用 BamH I和 Xho I进行酶切反应并回收得到插入片段，利用 BamH 

I和 Xho I对载体 PGEX-6p-1进行酶切反应并回收得到载体片段，将回收的插入

片段和载体片段进行连接得到载体 PGEX-6p-1-CBX7A/(1-82)/(83-251)、PGEX-

6p-1-CBX7C/(1-51)/(1-110)/(52-166)/(111-166) 和 PGEX-6p-1-EGFP ； 分 别 以

PGEX-6p-1-EGFP-protein-F/R、 PGEX-6p-1-EGFP-CBX7A-F/R 和 PGEX-6p-1-

EGFP-CBX7C-F/R为引物，以载体 pBiFC-VN-CBX7A/C和 pcDNA3.1-EGFP-Flag

为模板克隆 EGFP 和 CBX7A/C 片段，分别以 PGEX-6p-1-EGFP-protein-F 和

PGEX-6p-1-EGFP-CBX7A/C-R为引物，以片段 EGFP和 CBX7A/C为共同模板，

通过搭桥 PCR得到 EGFP-CBX7A/C片段，得到的产物用 BamH I和 Xho I进行

酶切反应并回收得到插入片段，利用 BamH I和 Xho I对载体 PGEX-6p-1进行酶

切反应并回收得到载体片段，将回收的插入片段和载体片段进行连接得到载体
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PGEX-6p-1-EGFP-CBX7A/C；分别以 pET28a-RING1B-F/R和 pET28a-PHC2-F/R

为引物，以载体 pBiFC-YC-RING1B和 pBiFC-YC-PHC2为模板克隆 RING1B和

PHC2片段，得到的产物用 NdeⅠ和 XhoⅠ进行酶切反应并回收得到插入片段，

利用 NdeⅠ和 XhoⅠ对载体 pET28a进行酶切反应并回收得到载体片段，将回收

的插入片段和载体片段进行连接得到载体 pET28a-RING1B和 pET28a-PHC2。 

3. 真核可诱导性表达载体构建：以 pcDNA3.1-TRE-pCMV-CBX7C-EGFP-

Flag-F/R为引物，以载体 pBiFC-VN-CBX7C为模板克隆 CBX7C片段，得到的产

物用 EcoR I和 Cla I进行酶切反应并回收得到插入片段，利用 EcoR I和 Cla I对

载体 pcDNA3.1-TRE-pCMV-CBX7A-EGFP-Flag进行酶切反应并回收得到载体片

段，将回收的插入片段和载体片段进行连接得到载体 pcDNA3.1-TRE-pCMV-

CBX7C-EGFP-Flag。 

4. 真核表达载体构建：以 pcDNA3.1-pCMV-CBX7C-EGFP-Flag-F/R为引物，

以载体 pBiFC-VN-CBX7C 为模板克隆 CBX7C 片段，得到的产物用 Hind III 和

Cla I进行酶切反应并回收得到插入片段，利用 Hind III和 Cla I对载体 pcDNA3.1-

CMV-CBX7A-EGFP-Flag进行酶切反应并回收得到载体片段，将回收的插入片段

和载体片段进行连接得到载体 pcDNA3.1-pCMV-CBX7C-EGFP-Flag；以 pBiFC-

EGFP-PHC2-F/R为引物，以载体 pTripZ为模板克隆 mCherry片段，得到的产物

用 Hind III和 BamH I进行酶切反应并回收得到插入片段，利用 Hind III和 BamH 

I 对载体 pBiFC-YC-PHC2 进行酶切反应并回收得到载体片段，将回收的插入片

段和载体片段进行连接得到载体 pBiFC-mCherry-PHC2。 

5. 异位靶向表达载体构建：以 pcDNA3.1-CMV-mCherry-HTM-1F/R 和

pcDNA3.1-CMV-mCherry-HTM-2F/R 为引物，以载体 pTripZ 和 cDNA 为模板克

隆 mCherry 和 HTM 片段，以 pcDNA3.1-CMV-mCherry-HTM-1F 和 pcDNA3.1-

CMV-mCherry-HTM-2R为引物，以片段 mCherry和 HTM为共同模板，通过搭桥

PCR得到 mCherry-HTM片段，得到的产物用 Hind III和 Xba I进行酶切反应并

回收得到插入片段，利用 Hind III和 Xba I对载体 pcDNA3.1-CMV-CBX7A-EGFP-

Flag进行酶切反应并回收得到载体片段，将回收的插入片段和载体片段进行连接

得到载体 pcDNA3.1-pCMV-mCherry-HTM；以 pcDNA3.1-CMV-mCherry-HTM-

protein-F/R和 pcDNA3.1-pCMV-mCherry-HTM-CBX7A/C-F/R/PHC2-F/R为引物，

以载体 pcDNA3.1-pCMV-mCherry-HTM、pBiFC-VN-CBX7A/C 和 pBiFC-YC-

PHC2为模板克隆 mCherry-HTM、CBX7A、CBX7C和 PHC2片段，以 pcDNA3.1-

pCMV-mCherry-HTM-protein-F 和 pcDNA3.1-pCMV-mCherry-HTM-CBX7A/C/ 

PHC2-R 为引物，以片段 mCherry-HTM 和 CBX7A/CBX7C/PHC2 为共同模板，

通过搭桥 PCR得到 mCherry-HTM-CBX7A/C/PHC2片段，得到的产物用 Hind III
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和 Xba I 进行酶切反应并回收得到插入片段，利用 Hind III 和 Xba I 对载体

pcDNA3.1-CMV-CBX7A-EGFP-Flag进行酶切反应并回收得到载体片段，将回收

的插入片段和载体片段进行连接得到载体 pcDNA3.1-CMV-mCherry-HTM-

CBX7A/C/PHC2。 

6. optoDroplet表达载体构建：以 pcDNA3.1-pCMV-mCherry-Cry2oligo-1F/R

和 pcDNA3.1-pCMV-mCherry-Cry2oligo-2F/R 为引物，以载体 pTripZ 和拟南芥

cDNA 为模板克隆 mCherry 和 Cry2oligo 片段，以 pcDNA3.1-pCMV-mCherry-

Cry2oligo-1F和 pcDNA3.1-pCMV-mCherry-Cry2oligo-2R为引物，以片段 mCherry

和 Cry2oligo为共同模板，通过搭桥 PCR得到 mCherry-Cry2oligo片段，得到的

产物用 Hind III和 Xba I进行酶切反应并回收得到插入片段，利用 Hind III和 Xba 

I 对载体 pcDNA3.1-pCMV-CBX7A-EGFP-Flag 进行酶切反应并回收得到载体片

段，将回收的插入片段和载体片段进行连接得到载体 pcDNA3.1-pCMV-mCherry-

Cry2oligo；以 pcDNA3.1-pCMV-CBX7A/C-mCherry-Cry2oligo-F/R和 pcDNA3.1-

pCMV-protein-mCherry-Cry2oligo-F/R 为引物，以载体 pBiFC-VN-CBX7A/C 和

pcDNA3.1-CMV-mCherry-Cry2oligo为模板克隆 CBX7A/C和 mCherry-Cry2oligo

片段，以 pcDNA3.1-pCMV-CBX7A/C-mCherry-Cry2oligo-F和 pcDNA3.1-pCMV-

protein-mCherry-Cry2oligo-R 为引物，以片段 CBX7A/CBX7C 和 mCherry-

Cry2oligo为共同模板，通过搭桥 PCR得到CBX7A-mCherry-Cry2oligo和CBX7A-

mCherry-Cry2oligo片段，得到的产物用 Hind III和 Xba I进行酶切反应并回收得

到插入片段，利用 Hind III 和 Xba I 对载体 pcDNA3.1-CMV-CBX7A-EGFP-Flag

进行酶切反应并回收得到载体片段，将回收的插入片段和载体片段进行连接得到

载体 pcDNA3.1-CMV-CBX7A/C-mCherry-Cry2oligo。 

7. 荧光蛋白报告载体构建：以 pcDNA3.1-5×UAS-CYP26A1-EGFP-Flag-

1F/R和 pcDNA3.1-5×UAS-CYP26A1-EGFP-Flag-2F/R为引物，以载体 pcDNA3.1-

5×UAS-5×GFP sg和 cDNA为模板克隆 5×UAS和 CYP26A1片段，以 pcDNA3.1-

5×UAS-CYP26A1-EGFP-Flag-1F 和 pcDNA3.1-5×UAS-CYP26A1-EGFP-Flag-2R

为引物，以片段 5×UAS 和 CYP26A1 为共同模板，通过搭桥 PCR 得到 5×UAS-

CYP26A1 片段，回收后得到插入片段，利用 Xba I 和 Age I 对载体 pcDNA3.1-

TRE-CMV-EGFP-Flag 进行酶切反应并回收得到载体片段，将回收的插入片段和

载体片段通过同源重组进行连接得到载体 pcDNA3.1-5×UAS-CYP26A1-EGFP-

Flag；以 GAL4 DBD-CBX7A/C-F/R为引物，以载体 pBiFC-VN-CBX7A/C为模板

克隆 CBX7A/C片段，回收后得到插入片段，利用 Xba I和 Bgl II对载体 GAL4 

DBD 进行酶切反应并回收得到载体片段，将回收的插入片段和载体片段通过同

源重组进行连接得到载体 GAL4 DBD-CBX7A/C。 
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8. 双荧光素酶报告系统载体构建： 以 GAL4 DBD-IRES-Renilla Luciferase-

1F/R和 GAL4 DBD-IRES-Renilla Luciferase-2F/R为引物，以载体 pTripZ和 GAL4 

DBD 为模板克隆 IRES 和 Renilla Luciferase 片段，以 GAL4 DBD-IRES-Renilla 

Luciferase-1F和 GAL4 DBD-IRES-Renilla Luciferase-2R为引物，以片段 IRES和

Renilla Luciferase为共同模板，通过搭桥 PCR得到 IRES-Renilla Luciferase片段，

回收后得到插入片段，利用 EcoR I和 Bgl II对载体 GAL4 DBD进行酶切反应并

回收得到载体片段，将回收的插入片段和载体片段通过同源重组进行连接得到载

体 GAL4 DBD-IRES-Renilla Luciferase；以 GAL4 DBD-CBX7A/C-IRES-Renilla 

Luciferase-F/R为引物，以载体 pBiFC-VN-CBX7A/C为模板克隆CBX7A/C片段，

回收后得到插入片段，利用 EcoR I和 Bgl II对载体 GAL4 DBD进行酶切反应并

回收得到载体片段，将回收的插入片段和载体片段通过同源重组进行连接得到载

体 GAL4 DBD-CBX7A/C-IRES-Renilla Luciferase。 

2.2.2 $�3xy RNA��z�AB3 qPCR��  

1. RNA提取 

(1) 试剂及耗材：总 RNA提取试剂盒、β-巯基乙醇，RNase free枪头和 EP管等； 

(2) 细胞或组织：PGK12.1，小鼠睾丸、子宫、脾脏、肾脏肝脏和心脏组织； 

(3) RNA提取方法参照总 RNA提取试剂盒说明书中步骤。 

2. 逆转录  

(1) gDNA消化。在 RNase free的离心管中预混以下溶液（表 2-8），42℃放置 2 

min后置于室温 5 min： 

表 2-8  gDNA消化体系配制 

成分 用量 

Total RNA 2 µg 

5×gDNA Digester Mix 3 µL 

RNase free H2O 至 15 µL 

(2) 逆转录反应体系配制。向上述管中加入以下试剂（表 2-9），并轻轻混匀： 

表 2-9  逆转录反应体系配制 

成分 用量 

第一步的反应液 15 μL 

4×HafairIII SuperMix plus 5 μL 

(3) 将上述逆转录反应体系依次置于 25℃/5 min 和 55℃/15 min，最终将其置于

85℃/5 min以终止反应； 
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(4) 所得 cDNA可置于-80℃进行保存。 

3. qPCR检测  

(1) 将上述得到的 cDNA稀释 10倍后作为 qPCR检测模板； 

(2) 配制 10 μL反应体系，以三步法进行 qPCR反应，反应结束后使用 2ΔΔCT法

计算目的基因的相对表达量。  

2.2.3 �U0�QR CBX7C-EGFP-Flagxy�:�  

电转法构建CBX7C-EGFP-Flag稳定表达的mESC细胞系：对质粒pcDNA3.1-

TRE-CMV-CBX7C-EGFP-Flag进行扩增提取，需使用去除内毒素质粒提取试剂盒。

将细胞消化下来离心后弃掉上清，用无血清的 DNEM进行重悬，按比例加入 5×

电转适配液，以及适量的质粒（按照 6-8 μg质粒/1×107 个细胞）。将 200 μL细胞

-DNA混合液加入到电转杯（2 mm）中并置于电转槽中按照 450 V-0.5 sec的参数

进行操作。电转后将细胞平铺到培养皿中，于 24 h后进行换液，继续培养至细胞

覆盖率 70%-80%左右，以 1 mg/mL Neomycin的筛选浓度进行筛选。荧光显微镜

下进行荧光鉴定。 

2.2.4 �F�����tu�BiFC�  

1. 试剂及材料： 

(1) 试剂：ExFect Transfection Reagent、DMEM和 BiFC相关质粒； 

(2) 细胞：HEK293T或 HeLa。 

2. 配制转染体系（表 2-10），室温静置 15 min后滴加至细胞培养基中： 

表 2-10  转染体系配制（24孔板） 

成分 用量 

DMEM 100 µL 

质粒 共 1 µg 

ExFect Transfection Reagent 2 µL 

3. 转染 36 h后可置于倒置荧光显微镜或激光共聚焦观察（提前将细胞接种与盖

玻片上），以阴性对照组为参照，分析目的蛋白之间是否具有互作。 

2.2.5 pull downtu�GST-pull down& His-pull down�  

1. 试剂及材料： 

(1) 试剂：LB 液体和固体培养基、PBS、抗生素（Amp+和 Kan+）、IPTG、

BeaverBeads™ GSH或 BeaverBeads™ IDA-Co，实验相关质粒，以及表 2-11

和表 2-12中的各缓冲液： 
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表 2-11  GST-pull down体系缓冲液配制 

缓冲液 成分 终浓度 

Binding buffer (pH 7.4) NaCl  140 mM 

KCl 2.7 mM 

Na2HPO4 10 mM 

KH2PO4 1.8 mM 

PMSF 1 mM 

Washing buffer (pH 7.4) NaCl  140 mM 

KCl 2.7 mM 

Na2HPO4 10 mM 

KH2PO4  1.8 mM 

DTT 2 mM 

Triton X-100 1.5% 

PMSF 1 mM 

表 2-12  His-pull down体系缓冲液配制 

缓冲液 成分 终浓度 

Binding buffer (pH 7.4) Phosphate buffer  20 mM 

NaCl 500 mM 

Imidazole 20 mM 

PMSF 1 mM 

Washing buffer (pH 7.4) Phosphate buffer  20 mM 

NaCl 500 mM 

Imidazole 40 mM 

Reduced glutathione 5 mM 

Triton X-100 1.5% 

PMSF 1 mM 

(2) 菌种：E. coli Rosseta 

2. 蛋白原核表达： 

(1) 将质粒转化至 E. coli Rosseta并在 LB固体培养基上生长，挑取单菌落姐终于

LB液体培养基中生长，待细胞对数生长期（OD≈0.6-0.7）时加入 IPTG（终

浓度为 0.5 mM）后在 28℃ 条件下 180 rpm/8 h诱导蛋白表达； 

(2) 在 4℃条件下，5000 rpm离心 10 min，弃上清，收集菌体，以 2倍于菌体体
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积的预冷 PBS重悬后 5000 rpm离心 5 min，弃上清，再次收集菌体； 

(3) 用适当体积的预冷 Binding buffer重悬菌体，在冰浴条件下超声破碎，4℃条

件下 12000 rpm离心 10 min，收集上清； 

3. 蛋白纯化： 

(1) 取适量含有 BeaverBeads™ GSH（与 GST融合蛋白结合）或 BeaverBeads™ 

IDA-Co（与 His融合蛋白结合）的溶液，并在磁力架上收集 beads至离心管

底部，弃上清，加入 10 倍于 beads 体积的预冷 PBS 重悬后在磁力架上收集

beads，弃上清，重复 3次； 

(2) 将上述蛋白裂解液与处理后的 BeaverBeads™ GSH或 BeaverBeads™ IDA-Co

在 4℃条件下旋转孵育 1 h； 

(3) 在磁力架上收集 beads，弃上清，加入 10倍于 beads体积的预冷 Binding buffer

重悬后在磁力架上收集 beads，弃上清，重复 5次。 

4. 体外蛋白结合及检测： 

(1) 将结合有 GST 融合蛋白的 BeaverBeads™ GSH 或结合有 His 融合蛋白的

BeaverBeads™ IDA-Co 与适量体积的 His 融合蛋白或 GST 融合蛋白裂解液

在 4℃条件下旋转孵育 2 h； 

(2) 在磁力架上收集 beads，弃上清，加入 10倍于 beads体积的预冷Washing buffer

重悬后在磁力架上收集 beads，弃上清，重复 5次； 

(3) 在磁力架上收集 beads，弃上清，加入适量体积的 Loading buffer重悬 beads，

置于 100℃金属浴孵育 10 min后放入-80℃进行保存； 

(4) 通过Western blot进行检测。 

2.2.6 )*}��� ¡tu�co-IP�  

1. 试剂及材料： 

(1) 试剂：PBS、Protein A/G IP beads、抗体以及表 2-13中的各缓冲液： 

表 2-13  co-IP体系缓冲液配制 

缓冲液 成分 终浓度 

Cell lysis buffer Tris-HCl  20 mM 

NaCl 300 mM 

EDTA 0.5 mM 

Na3VO4 1 mM 

NaF 50 mM 

NP-40 1% 
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缓冲液 成分 终浓度 

Triton X-100 1% 

PMSF 1 mM 

Protease Inhibitor Cock tall 1 Tab 

Block buffer BSA of PBS 4 mg/mL 

(2) 细胞：mESC：iCBX7C-EGFP-Flag，HEK293T：iCBX7C-EGFP-Flag 

2. 细胞处理及与抗体孵育： 

(1) 收集细胞，用适量体积的预冷 PBS 重悬细胞，4℃条件下，800 rpm 离心 5 

min，弃上清，再次收集细胞； 

(2) 取适量体积的预冷 Cell lysiss buffer重悬细胞，在 4℃条件下旋转裂解 2 h； 

(3) 在 4℃条件下，12000 rpm 离心 10 min，收集上清，取 5%蛋白裂解液作为

Input样品待测； 

(4) 取适量体积的抗体加入上述蛋白裂解液，在 4℃条件下旋转孵育过夜。 

3. Protein A/G IP beads 封闭： 

(1) 取适量含有 Protein A/G IP beads的溶液，并在磁力架上收集 beads至离心管

底部，弃上清，加入 10 倍于 beads 体积的预冷 PBS 重悬后在磁力架上收集

beads，弃上清，重复 3次； 

(2) 以 10倍于 beads体积的含有 4 mg/mL BSA的 PBS溶液重悬 beads，在 4℃条

件下旋转封闭过夜。 

4. 免疫共沉淀及检测： 

(1) 在磁力架上收集封闭过夜的 beads，弃上清，加入 10倍于 beads体积的预冷

PBS重悬后在磁力架上收集 beads，弃上清，重复 3次； 

(2) 用上述抗原-抗体混合液重悬处理后的 beads，在 4℃条件下旋转孵育 4 h； 

(3) 在磁力架上收集 beads，弃上清，加入适量体积的 Loading buffer重悬 beads，

置于 100℃金属浴孵育 10 min后放入-80℃进行保存； 

(4) 通过Western blot进行检测。 

2.2.7 ����  

1. 试剂及材料： 

(1) 试剂：PBS、一抗、荧光二抗以及表 2-14中的各缓冲液： 

表 2-14  IF体系缓冲液配制 

缓冲液 成分 终浓度 

细胞固定液 Formaldehydel of PBS 4% 

细胞通透液 Triton X-100 0.5% 
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缓冲液 成分 终浓度 

细胞封闭液 BSA of PBS 3% 

TBST Tris-HCl (pH 7.6) 50 mM 

 NaCl 150 mM 

 Tween-20 0.1% 

(2) 细胞：生长在圆形盖玻片上的细胞 

2. 细胞固定：弃去培养基，加入预冷的 PBS 洗涤 3次后弃去洗涤液，加入适量

体积的含 4%多聚甲醛的 PBS溶液，室温静置固定 15 min； 

3. 细胞通透：弃去固定液，用预冷的 PBS 洗涤 3次后弃去洗涤液，加入适量体

积的含 0.5% Triton X-100的 PBS溶液，室温静置孵育 15 min； 

4. 细胞封闭：弃去通透液，用预冷的 PBS 洗涤 3次后弃去洗涤液，加入适量体

积的含 3% BSA的 PBS溶液，室温静置封闭 60 min； 

5. 免疫反应： 

(1) 弃去封闭液，用预冷的 PBS 洗涤 3次后弃去洗涤液。取 50 µL相应的一抗稀

释液（用 TBST以 1:200稀释）滴加在铺有封口膜的盖玻片上。取出培养皿

中的盖玻片置于抗体液滴上，使细胞浸润与抗体稀释液中，将载玻片置于湿

盒中，于 4℃条件下静置孵育过夜； 

(2) 将盖玻片放回培养皿中，用预冷的 TBST 洗涤 10 min，并重复 3次，以相同

的方法将盖玻片置于荧光二抗液滴上，于室温静置孵育 1 h； 

(3) 将盖玻片放回培养皿中，用预冷的 TBST 洗涤 10 min，并重复 3次，保存于

4℃； 

(4) 将盖玻片置于载玻片上用封片剂封片后，即可用于共聚焦成像分析。 

2.2.8 HTM/0!xylS¢£¤tu  

1. 试剂及材料： 

(1) 试剂：ExFect Transfection Reagent、DMEM和相关质粒； 

(2) 细胞：mESC或 HeLa。 

2. 根据表 2-8配制转染体系，室温静置 15 min后滴加至细胞培养基中： 

3. 转染 36 h后可置于倒置荧光显微镜或激光共聚焦观察（提前将细胞接种与盖

玻片上）；或进一步进行免疫荧光检测分析。 

2.2.9 ¥¦)*U0QR3§G  

1. 试剂及材料： 

(1) 试剂：LB液体和固体培养基、PBS、Amp+抗生素、IPTG、BeaverBeads™ GSH，
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实验相关质粒以及表 2-9中所示缓冲液； 

(2) 菌种：E. coli Rosseta 

2. 原核蛋白诱导表达 

(1) 将表达载体转化至原核表达菌株 Rosetta，挑取单克隆接种于适量体积的含

Amp抗生素的 LB液体培养基中培养； 

(2) 培养至细胞对数生长期（OD600为 0.6-0.7）时加入 IPTG（终浓度为 0.5 mM），

低温低速诱导 8 h。 

3. 原核表达蛋白纯化 

(1) 将所得菌液在 4℃条件下，5000 rpm离心 10 min，弃上清，收集菌体，以 2

倍于菌体体积的预冷 PBS重悬后 5000 rpm离心 5 min，弃上清，再次收集菌

体； 

(2) 用适当体积的预冷 Binding buffer重悬菌体，在冰浴条件下超声破碎，4℃条

件下 12000 rpm离心 10 min，收集上清； 

(3) 参照 BeaverBeads™ GSH 的蛋白纯化使用手册对 GST 融合蛋白进行蛋白亲

和纯化。纯化蛋白用 BCA法进行蛋白定量后，离心管分装，于-80℃保存备

用。 

2.2.10 §G)*-¨©ªtuF« 

5. 试剂及材料： 

(1) 试剂：1，6-己二醇，PBS； 

(2) 材料：纯化的 GST融合蛋白。 

6. 各样品浓度校正：参照试剂盒说明书，应用 BCA方法测量纯化蛋白的浓度，

然后用 PBS将各样品稀释校正为 12 µM； 

3. 纯化蛋白在离心管内凝集沉淀：将上述蛋白样品在室温下静置孵育 20 min后

以 12000 rpm离心 10 min，在紫外线下观察离心管底部是否有蛋白凝集沉淀。 

4. （4）纯化蛋白凝集颗粒的显微观察：参考 Ann Boija 等人报道的实验方法
[213]，使用双面胶带将两个盖玻片粘合在一起，形成一个狭窄的腔室。将上述

离心的蛋白质样品再次充分悬浮，并将少量的蛋白质样品注入腔室中，以便

于在倒置荧光显微镜下以 488 nm激发光激发成像。 

5. 1，6-己二醇处理： 

(1) 将高浓度的 1，6-己二醇溶液添加至纯化蛋白溶液中，使其终浓度为 10%或

50%，室温孵育 2 min后以 12000 rpm离心 10 min，在紫外线下观察离心管

底部是否有蛋白凝集沉淀。 

(2) 将上述离心的蛋白质样品再次充分悬浮，并将其注入盖玻片腔室中，在倒置
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荧光显微镜下成像。使用 ImageJ 软件分析每个样本的不同视野中的荧光颗

粒数，并以直方图显示数据。 

2.2.11 ��¬*­®+tuF«�FRAP� 

1. 试剂及材料： 

(1) 试剂：ExFect Transfection Reagent、DMEM和相关质粒； 

(2) 细胞：HeLa。 

2. 将 HeLa细胞接种到 35mm的共聚焦专用培养皿中培养，根据表 2-8配制转

染体系，室温静置 15 min后滴加至细胞培养基中： 

3. 转染 36 h后使用激光扫描共聚焦显微镜在 100倍镜下观察并获取细胞图像。

在光漂白之前在 488 nm 的激发波长下采集一次图像。此后，在选定区域中

用强度为 2%的 488 nm激光进行光漂白，随后立即以适当的时间间隔采集图

像。同时，应用 NIS Elements 软件实时采集漂白区域的荧光值。计算漂白后

的荧光强度与漂白前的比值，以获得分析颗粒动力学特征的荧光恢复曲线分

析。 

2.2.12 Cry2oligo/0!�¯°xyl\F]tu 

1. 试剂及材料： 

(1) 试剂：ExFect Transfection Reagent、DMEM和相关质粒； 

(2) 细胞：HeLa。 

2. 将 HeLa细胞接种到 35mm的共聚焦专用培养皿中培养，根据表 2-8配制转

染体系，室温静置 15 min后滴加至细胞培养基中： 

3. 转染 36 h后，将表达与mCherry-Cry2oligo融合的蛋白细胞激光共聚焦观察；

同时打开 488 nm 和 543 nm 的激光通道，设置 488 nm 通道的激光强度为

0.1%，分辨率为 1024×1024；设置连续激发扫描程序：488 nm 激光激发前

用 560 nm激光通道采集蓝光激发前的细胞图像，此后，488 nm激光通道持

续激发选定区域，在此过程中，每隔 30 s利用 560 nm 激光通道进行图像采

集，观察在蓝光激发后，胞内的荧光信号聚集的情况。 

2.2.13 ±F²³°xy%´�µ�DeltaVision�tu 

1. 试剂及材料： 

(1) 试剂：ExFect Transfection Reagent、DMEM和相关质粒； 

(2) 细胞：HeLa。 

2. 将 HeLa细胞接种到 35mm的共聚焦专用培养皿中培养，根据表 2-8配制转

染体系，室温静置 15 min后滴加至细胞培养基中： 
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3. 转染 18 h后，将细胞置于成像系统中用于活细胞培养的环境控制箱，使细胞

在 37℃，5% CO2的环境中正常生长； 

4. 选取多个视野，在 60倍镜下每 3小时采集一次图像，观察 CBX7C-PHC2互

作凝集体的形成及其与染色质位置关系变化的过程。 

2.2.14 ¶·}��� ¡�ChIP�3 qPCRtuF« 

1. 试剂及材料： 

(1) 试剂：PBS、Protein A/G IP beads、salmon sperm DNA、37% Formaldehydel、

抗体、RNase、蛋白酶 K、苯酚/异戊醇混合液、Glycogen 以及表 2-15 中的

各缓冲液： 

表 2-15  ChIP体系缓冲液配制 

缓冲液 成分 终浓度 

Lysis buffer 1 HEPES-KOH（pH 7.5） 50 mM 

NaCl 140 mM 

EDTA 1 mM 

Glycerol 10% 

NP-40 0.5% 

Triton X-100 0.25% 

PMSF 1 mM 

Protease Inhibitor Cock tall 1 Tab 

Lysis buffer 2 Tris-HCl（pH 8.0） 10 mM 

NaCl 200 mM 

EDTA 1.5 mM 

PMSF 1 mM 

Protease Inhibitor Cock tall 1 Tab 

Lysis buffer 3 Tris-HCl（pH 8.0） 10 mM 

NaCl 300 mM 

EDTA 1.5 mM 

Na-Deoxycholate 0.1% 

Na-Laurylsarcosine 0.5% 

PMSF 1 mM 

Protease Inhibitor Cock tall 1 Tab 

Low salt wash buffer Tris-HCl（pH 8.0） 20 mM 
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缓冲液 成分 终浓度 

NaCl 150 mM 

EDTA 1 mM 

SDS 0.1% 

Triton X-100 1% 

High salt wash buffer Tris-HCl（pH 8.0） 20 mM 

 NaCl 350 mM 

 EDTA 1 mM 

 SDS 0.1% 

 Triton X-100 1% 

LiCl wash buffer Tris-HCl（pH 8.0） 10 mM 

LiCl 250 mM 

EDTA 1 mM 

NP-40 0.5% 

Na-Deoxycholate 0.5% 

Block buffer BSA of PBS 0.5% 

Elution Buffer Tris-HCl（pH 8.0） 50 mM 

 EDTA 10 mM 

 SDS 1% 

TE Buffer Tris-HCl（pH 8.0） 10 mM 

 EDTA 1 mM 

(2) 细胞：mESC：iCBX7C-EGFP-Flag。 

2. 细胞收集并交联： 

(1) 准备足量的细胞由于实验检测（通常每个反应需 1×108细胞左右），弃去细胞

培养皿中的培养基后用预冷的 PBS 洗涤 3次，弃去洗涤液，加入含有 1%的

Formaldehyde的培养基，于室温下静置交联 10 min； 

(2) 向上述培养基中加入适量体积的 2.5 M甘氨酸（终浓度为 0.125 M）并混匀，

于室温下静置 5 min而终止交联； 

(3) 弃去培养基，用预冷的 PBS 洗涤 3 次，弃去洗涤液，加入适量体积的预冷

PBS后用细胞刮刀收集细胞于 50 mL离心管，在 4℃条件下，5000 rpm离心

5 min，弃去上清，收集细胞； 

3. 细胞裂解及超声破碎： 

(1) 取适量 Lysis buffer 1重悬上述交联后的细胞，在 4℃条件下旋转孵育裂解 10 
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min； 

(2) 在 4℃条件下，5000 rpm离心 5 min，弃去上清，收集细胞裂解沉淀，加入与

Lysis Buffer 1等量的 Lysis Buffer 2充分重悬细胞裂解沉淀，在 4℃条件下旋

转孵育裂解 10 min； 

(3) 在 4℃条件下，5000 rpm离心 5 min，弃去上清，收集细胞裂解沉淀，加入适

量体积的 Lysis Buffer 3充分重悬细胞裂解沉淀； 

(4) 将上述细胞裂解液置于冰水浴中，进行超声处理（70 W，3 sec ON/7 sec OFF，

45 min）； 

(5) 在超声后的细胞裂解液中加入TritonX-100（终浓度为 1%），并在 4℃条件下，

13000 rpm离心 10 min，收集上清； 

(6) 对上述裂解液进行 OD260检测，用 Lysis Buffer 3 稀释校正每个反应样品的

OD260的数值为 20-25/mL，并取出 5%的细胞裂解液作为后续检测的 Input样

品，保存于-80℃条件下待处理。 

4. Protein A/G IP beads 封闭： 

(1) 取适量含有 Protein A/G IP beads的溶液，并在磁力架上收集 beads至离心管

底部，弃上清，加入 10 倍于 beads 体积的预冷 PBS 重悬后在磁力架上收集

beads，弃上清，重复 3次； 

(2) 以适量体积的 Block buffer重悬 beads，并加入适量体积的浓度为 0.5 mg/mL

的 salmon sperm DNA，在 4℃条件下旋转封闭过夜； 

(3) 在磁力架上收集 beads至离心管底部，弃上清，用适量体积的含有 1% TritonX-

100的 Lysis Buffer 3重悬 beads，重复 3次； 

5. 免疫沉淀反应： 

(1) 将处理后的 beads 加入上述细胞裂解液中，并同时加入适量体积的抗体，三

者构成的免疫反应体系在 4℃条件下旋转孵育过夜； 

(2) 在磁力架上收集 beads至离心管底部，弃上清，依次用 Low salt wash buffer、

High salt wash buffer、LiCl wash buffer和 TE Buffer在 4℃条件下旋转洗涤

beads 20 min，每种缓冲液重复洗涤 3次； 

(3) 在磁力架上收集 beads至离心管底部，弃去洗涤液后加入适量体积的 Elution 

Buffer并充分重悬 beads。 

6. 蛋白质-染色质解交联： 

(1) 将上述免疫反应样品置于 65℃水浴锅中孵育 30 min，使免疫反应中的蛋白

质-染色质交联物与 beads解离并融于溶液中，在室温条件下 12000 rpm离心

2 min，收集上清； 

(2) 将上述获得的上清溶液置于 65℃条件下静置孵育过夜，使得蛋白质与 DNA



兰州大学博士学位论文 小鼠多梳蛋白剪接体CBX7C通过相分离驱动功能性 cPRC1组装并调控分化EB的形成 
 

 51 

解交联；同时 Elution Buffer将前述的 Input样品补足至于其它样品同体积后

置于同样条件下进行解交联； 

(3) 向解交联后的样品中加入等体积的 TE Buffer稀释 Elution Buffer中的 SDS浓

度； 

(4) 加入适量体积 RNAase（终浓度为 0.2 mg/mL）并混匀后，在 37℃条件下孵

育 1 h； 

(5) 加入适量体积蛋白酶 K（终浓度为 0.2 μg/mL）并混匀后，在 55℃条件下孵

育 2 h。 

7. DNA回收： 

(1) 向上述样品中加入等体积的苯酚/异戊醇混合液（P:C:IA=25:24:1），充分混匀

后在常温条件下 12000 rpm离心 5 min，取上层溶液； 

(2) 向上述样品中加入 5 M NaCl（终浓度为 200 mM）和 20 μg/μL的 Glycogen

（终浓度为 0.075 μg/μL）溶液； 

(3) 加入 2倍于反应物体积的无水乙醇后置于-80℃条件下 10 min； 

(4) 在 4℃条件下 12000 rpm离心 10 min，弃上清，DNA与 Glycogen沉淀与离

心管底部； 

(5) 加入 80%乙醇，于 4℃条件下 12000 rpm离心 5 min，重复 2次； 

(6) 尽量去尽残留的乙醇后，置于通风处加速液体挥发； 

(7) 用适量的 ddH2O充分重悬沉淀后于-80℃保存待用。 

8. qPCR检测：将 Input样品进行 10倍梯度稀释后作为模板，并获得标准曲线，

基于此分析目的蛋白在靶基因上的富集度。 

2.2.15 -¨ EBU0tu3F« 

1. 试剂及材料： 

(1) 试剂：PBS、去 LIF的分化培养基； 

(2) 细胞：mESC。 

2. 从培养皿中消化正常培养的 mESC并获得细胞悬液； 

3. 用 PBS 洗涤细胞，800 rpm离心 3 min，弃去洗涤液，重复 2次； 

4. 用去 LIF的分化培养基重复重悬细胞，获得单细胞悬液； 

5. 对上述单细胞悬液进行细胞计数，将其稀释至约 2×105 个细胞/mL 的浓度

（5000个细胞/滴）。 

6. 悬滴法诱导 EB：将上述 mESC细胞悬液以 25 μL/滴的体积逐滴置于培养皿

盖上，然后翻转并将其盖在含有 10 ml PBS的培养皿上，随后放入培养箱中

待其分化； 
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7. 24-36 h后，可观察到液滴中形成的白色颗粒状拟胚体，用微量移液管小心地

将液滴转移至加有去 LIF的分化培养基的培养皿中进行进一步培养； 

8. 收集不同时间点的 EB，进行 RNA和蛋白提取，用于后续的 qPCR和Western 

blot检测。 

2.2.16���¸¹º»"¼�µtuF« 

1. 试剂及材料： 

(1) 试剂：PBS、双荧光素酶报告系统试剂盒、ExFect Transfection Reagent、DMEM

和相关质粒； 

(2) 细胞：HEK293T：GAL4-TK-Firefly Luciferase； 

2. 将细胞接种至 24 孔板中，12 h 后细胞覆盖率达到约 80%-90%，根据表 2-8

配制转染体系，室温静置 15 min后滴加至细胞培养基中； 

3. 将 HeLa细胞接种到 35mm的共聚焦专用培养皿中培养，根据表 2-8配制转

染体系，室温静置 15 min后滴加至细胞培养基中： 

4. 细胞处理： 

(1) 弃去培养基，加入 PBS 洗涤细胞，重复 3次； 

(2) 参照双荧光素酶报告系统试剂盒说明书，向上述细胞加入适量体积的 1×

PLB，在室温条件下置于水平摇床裂解 15 min； 

(3) 收集培养皿中的细胞裂解物至离心管中，在 4℃条件下 12000 rpm离心 10 

min，收集上清细胞裂解液。 

5. 化学发光检测：参照说明书的推荐比例，取 10 μL细胞裂解液与 50 μL LAR 

II buffer在 1.5 mL离心管中充分混匀后置于单管式化学发光仪中，首先快

速读取 Firefly Luciferase活性值，其后加入 50 μL Stop&Glo®Buffer后，继

续放入单管式化学发光仪中读取作为内参的 Renilia Luciferase活性值。 

2.2.17½iµ¾�F« 

通过 Excel和 Origin 2021完成数据的分析及作图。使用 Photoshop CS4进行

图片整合处理。SPSS用于分析显著性差异，主要应用 Student’s t test和 Duncan’

s multiple range test，通过 t检验的显著性差异用星号表示（ns，不显著，p>0.05；

*p<0.05；**p<0.01；***p<0.001），通过 Duncan检验的显著性差异用不同小写字

母表示。 
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KVM  WXYZ 

NOP CBX7CG PHC2*+QRS'TUV cPRC1WXY:P2

34ZV 

3.1 Cbx7[\.&]*+5 mESC&W^<!_`6abc3d 

3.1.1 ¿À Cbx7!ÁÂ�CDbÃ3Ä)*!9:;ÅÆF« 

基于真核细胞内发生的编码基因的选择性剪接多腺苷酸化事件，小鼠 Cbx7

基因产生了三种转录物（http://genome.ucsc.edu, mouse genome NCBI37/mm9），我

们将其分别命名为 Cbx7A、Cbx7B和 Cbx7C（图 1-7）。据序列信息分析，Cbx7A

和 Cbx7B 的转录本均包含 6 个外显子。在转录过程中，由于第 5 个外显子区域

发生了内含子保留（Intron Retention）而转录产生了 Cbx7A。编码蛋白 CBX7A和

CBX7B都含有保守的 N端 CD结构域和 C端 PC结构域。CD是 PRC1与染色质

结合的关键结构域。PC 结构域介导了 CBX 蛋白与 PRC1 复合体酶学核心组分

RING1B的结合，其在 PRC1复合体的组装过程中发挥关键作用[35, 94]。与 CBX7A

和 CBX7B相比，CBX7C仅保留了保守的 N端 CD结构域，而缺失了 C端的 PC

结构域，并由于基因转录过程中在第 4个外显子区域发生了内含子保留而产生独

特的 C端区域。目前，有研究发现 CBX7A/B参与调控发育相关等多种生物功能

基因的转录，但 CBX7C 剪切体的分子作用尚不清楚，本论文进一步对 CBX7C

的表达模式、参与 PRC1组装的分子机制及其转录调控活性进行了研究。 

3.1.2 CBX7CÇÈÉE mESC3¿ÀÊËHÌS�QR! CBX7)*ÍÎ 

为了深入研究不同 Cbx7剪接体的生物学功能的异同，我们首先在 mESC和

小鼠各种组织中检测了 Cbx7A、B和 C剪接体的表达模式。RT-qPCR结果显示，

尽管 Cbx7C的转录丰度远低于 Cbx7A和 Cbx7B，但是在 mESC和小鼠脾脏组织

中均表达三种 Cbx7转录本（图 3-1A和 B）。随后，为了探究 Cbx7C转录本在蛋

白水平上的表达模式，我们利用原核表达的 His-SUMO-CBX7C（83-166 aa）（区

别于 CBX7A和 CBX7B的区域）融合蛋白制备抗原，将其注射至新西兰大白兔

体内进行免疫反应，并通过亲和纯化获得了特异性识别 CBX7C的多克隆抗体（图

3-1C）。WB实验分析显示，Cbx7C转录本编码产生了分子量约为 20 kDa的蛋白

质产物（图 3-1D），表明 Cbx7C 确实能够作为编码基因在 mESC 和小鼠脾脏组
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织中产生特异性表达的蛋白。综上所述，Cbx7 转录产生的不同转录本及其编码

蛋白在 mESC 及小鼠组织中表现出不同的表达模式，作为 CBX7 的蛋白亚型之

一，CBX7C在 mESC和小鼠脾脏组织中特异性表达。 

¿9 

在本论文研究中，我们关注了一种未报道的 Cbx7剪接异构体 Cbx7C的功能

特性。该异构体编码的蛋白 CBX7C蛋白亚型缺乏 C端 PC结构域，在 mESC和

小鼠脾脏组织中特异性表达。 

3.2 efgG RING1Bh-iV! CBX7CjkGlm! CPRC1,

-.WX 

 
图 3-1  Cbx7转录本及其编码的蛋白在小鼠 ESCs及组织中的表达水平检测 

Figure 3-1 The expression detection of Cbx7 and encoded proteins in mESCs and tissues 
A：PCR 检测 mESC(R1)中 Cbx7 各转录本；B：RT-qPCR 检测 mESC 及小鼠不同组织中

Cbx7各剪接体的转录水平；C：CBX7C抗体的特异性验证。CBX7C多克隆抗体的特异性

识别区域示意图（上）。在瞬时表达 CBX7-EGFP-Flag 的 HeLa 细胞中，通过 WB 验证

CBX7C抗体的特异性（下）。“*”指示目的蛋白条带；D：WB检测 CBX7各蛋白亚型在
mESC(R1)及所示的小鼠组织中的蛋白表达。CBX7C蛋白的理论分子量约为 20 kDa。 
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3.2.1 XÏ PC9:;! CBX7CÐÏÑ� RING1B!ÒD\�Ów 

研究表明 cPRC1 蛋白复合体靶向目标基因的过程主要依赖于其核心组分之

一 CBX家族蛋白识别并结合被特异性修饰的组蛋白标签，其中 RING1B与 CBX

蛋白的相互作用是调节 cPRC1 蛋白复合体成员与核小体之间结合的接头机制。

作为 cPRC1 复合体的重要组成部分之一，CBX7 通过表观遗传调控目的基因的

表达，并且在细胞分化时与其它 CBX 蛋白交替表达[136]。CBX7A 和 CBX7B 蛋

白 C端保守的 PC结构域能够与 RING1B蛋白 C端 RAWUL结构域直接相互作

用，进而促进 PRC1 复合体组装。基于已知的蛋白结构域互作信息，PC 结构域

的缺失可能会阻断 CBX7C 与 RING1B 的直接相互作用，并进一步改变 CBX7C

与其它 cPRC1复合体组分的互作模式。 

为了验证这一假设，我们首先在 HEK293T 细胞中通过 BiFC 实验及共聚焦

成像检测了 CBX7 的不同蛋白亚型与 RING1B 的互作。结果证实 CBX7A 和

CBX7B能够与 RING1B蛋白互作，而 CBX7C确实失去了与 RING1B互作的能

力（图 3-2A）。此外，我们进一步通过 GST-pull down实验检测了 CBX7与 RING1B

是否存在直接的相互作用。基于由 251 个氨基酸残基构成的 CBX7A 包含了

CBX7B中的所有氨基酸序列，并且 CBX7A与 CBX7B具有相似的表观遗传学调

控特性，因此在本论文中，我们主要选择 CBX7A与 CBX7C进行了比较分析。

 

图 3-2  CBX7各蛋白亚型与 RING1B的相互作用检测 
Figure 3-2 The interaction detection between CBX7 protein subtypes and RING1B 

A：通过 BiFC 及共聚焦成像分析检测 VN-CBX7A、B 和 C 与 YC-RING1B 在 HEK293T
细胞中的互作。Hoechst信号指示细胞核。比例尺为 10 μm；B：GST-pull down及WB验
证原核表达蛋白 GST-CBX7A或 C与 His-RING1B的互作。“*”指示目的蛋白条带。 
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GST-pull down结果证实，与 BiFC结果相一致，CBX7A能够直接结合 RING1B，

而缺失 PC结构域的 CBX7C蛋白亚型丧失了与 RING1B的直接相互作用。 

3.2.2 CBX7CÔ� cPRC1+,-!$. 

CBX7C 中 PC 结构域的缺失导致其丧失了与 RING1B 的直接相互作用，那

么 CBX7C 是否还能参与 cPRC1 复合体的组装过程？为了验证这一假设，我们

在诱导表达 CBX7C的 mESC系中通过 co-IP实验检测了 CBX7C与 cPRC1核心

酶学组分的生理性互作关系。与上述 BiFC和 GST-pull down测定的数据不同，

co-IP结果显示，在稳定表达 CBX7C-EGFP-Flag融合蛋白的 mESC或 HEK293T

细胞（天然性缺失内源 CBX7C）中，CBX7C均能够与 RING1B和 PCGF2结合

（图 3-3A-B）。这表明 CBX7C与 cPRC1核心酶学组分 RING1B和 PCGF2在生

理条件下存在于同一复合体中，并且这一组装过程不依赖于 CBX7与 RING1B的

蛋白直接互作。这也表明 CBX7C 可能通过与其它组分的相互作用而参与

CBX7C-cPRC1复合物的组装。在关于 CBX7C和 RING1B的互作研究结果中，

 
图 3-3  CBX7C与 PRC1组分的体内互作分析 

Figure 3-3 The interaction analysis between CBX7C and PRC1 components in vivo 
A-B(a)：Dox诱导 mESC或 HEK293T 稳转细胞系表达 CBX7C-EGFP-Flag后进行荧光成像

检测。比例尺为分别 10 μm (A(a))和 200 μm (B(a))；A-B(b-c)：CBX7C与 RING1B或
PCGF2 之间的 co-IP体内互作分析。 
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co-IP 与 BiFC 实验结果并不一致，这可能是由于 cPRC1 复合体中 CBX7C 和

RING1B之间的空间距离大于 BiFC实验系统的临界值导致的。 

3.2.3 CBX7C� PHC2!ÒD)*�Ó/0Ñ CBX7C-cPRC1+,-!$. 

上文所述结果显示 CBX7C 能够独立于 RING1B 的介导而参与 cPRC1 复合

体的组装过程。基于此，我们通过 BiFC及 GST-pull down实验进一步探究了介

导复合体组装过程的 CBX7C互作因子。BiFC实验结果表明：在 HEK293T细胞

 

图 3-4  CBX7各蛋白亚型与 PHC2和 PCGF2的互作检测 
Figure 3-4 The interaction detection between CBX7 protein subtypes and PHC2 or PCGF2 

A：BiFC实验检测 VN-CBX7A、B和 C与 YC-PHC1、PHC2和 PCGF2在 HEK293T细胞中
的互作。Hoechst信号指示细胞核。比例尺为 10 μm；B：RT-qPCR检测 mESC中及 Phc1-3
的转录水平。C：GST-pull down验证纯化蛋白 GST-CBX7A和 C与 His-PHC2的互作。“*”
指示目的蛋白条带。D：CBX7A/B和 CBX7C与 PRC1其它组分互作关系示意图。 
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中，三种 CBX7蛋白均未与 PCGF2产生阳性 BiFC互作信号，意味着 cPRC1复

合物中的 CBX7和 PCGF2之间的物理距离可能相对较远。但是 CBX7能够结合

mESC中低水平表达的 PHC2（图 3-4A和 B），这表明 PRC1复合物中 PHC2的

构象可能更有利于建立与CBX7的相互作用。GST-pull down结果也进一步证实，

GST-CBX7A 和 GST-CBX7C 能够直接结合 His-PHC2 蛋白（图 3-4A），这表明

PHC2可能作为关键性桥梁蛋白与 CBX7C互作进而介导其参与 cPRC1复合物的

组装。结合上文所述结果综合分析，CBX7A与 RING1B和 PHC2的互作共同介

导了CBX7A-cPRC1复合体的组装。然而在CBX7C-cPRC1复合体的组装过程中，

PHC2替代了 RING1B而作为 CBX7C参与完整 cPRC1复合体组装的桥接分子发

挥功能（图 3-4D）。 

¿9 

CBX7C 缺失 PC 域将导致与 RING1B 的直接相互作用丧失，并改变其参与

完整的 cPRC1 复合体组装的蛋白互作模式，PHC2 可替代 RING1B 作为连接

CBX7C与复合体之间的桥接分子，以促进完整的 cPRC1复合体在细胞内的组装。

在 mESC中，CBX7C作为功能性 cPRC1复合体的核心组分之一来驱动表观遗传

学抑制功能的建立，而不是作为独立调节因子发挥作用。 

3.3 CBX7C-cPRC1,-.nopqrYkGqr6a!6789s

t:; 

3.3.1 CBX7C�¶·}$)* H3\�Ów 

上文所述结果表明，尽管缺失了与RING1B结合的PC结构域，但CBX7C仍然

能够参与完整的cPRC1复合体的组装。保留了CD结构域的CBX7C是否也具备了

作为表观遗传调控因子的基本特征，如同CBX7A和CBX7B一样能够结合染色质？

基于此，我们通过BiFC实验检测了CBX7A和CBX7C与染色体组蛋白H3的互作关

系，并利用其截短体进一步确认其介导染色质结合的关键结构域。PRC1蛋白复

合体靶向到染色质主要依赖于CBX家族蛋白的CD结构域识别并结合被特异性修

饰的组蛋白标签[28, 29]。邻近CD结构域的ATHL结构域能够结合由富含AT的DNA

序列形成的凹陷结构[114]。CBX蛋白的CD结构域和ATH结构域都能够结合包含有

H3K27me3修饰标签的核小体和AT富集的卫星序列，在CBX蛋白靶向至目的基因

时需CD和ATHL结构域协同发挥作用[117]（图3-5A）。 

与CBX7A和CBX7B一样的，CBX7C同样具有与H3互作的能力（图3-5B），

这与预期结果相一致。与此同时，对于互作结构域的研究显示，CD或ATHL结构



兰州大学博士学位论文 小鼠多梳蛋白剪接体CBX7C通过相分离驱动功能性 cPRC1组装并调控分化EB的形成 
 

 59 

域的单一缺失并未影响CBX7A和CBX7C与H3的结合，但是当同时缺失CD和

ATHL结构域后，完全阻断了CBX7A和CBX7C与H3的结合（图3-5C）。表明CBX7C

具有与CBX7A同样的染色质组蛋白结合能力，这也奠定了CBX7C可能具有基因

表达调控功能的分子基础，并且位于CBX7的N端的CD和ATHL结构域共同介导

了其与组蛋白的互作。 

3.3.2 CBX7CÕÖ×9,ØÙ! cPRC1£"¼ 

为了进一步探究 CBX7C 是否也能够作为 cPRC1 的亚基被招募并结合到已

知的 cPRC1靶基因上，我们以 Dox诱导并稳定表达 CBX7C-EGFP-Flag的 mESC

为细胞材料，通过 ChIP-qPCR实验检测分析了 CBX7C靶向至目的基因的能力。

结果显示，CBX7C-EGFP-Flag能够在经典的 cPRC1靶基因处富集，并且 CBX7C

与这些基因位点的结合普遍减少了此处 CBX7A 或 CBX7B 的结合，这表明

CBX7C与其它 CBX7蛋白亚型竞争性地结合靶基因（图 3-6）。相反，在大多数

图示的靶基因位点上，随着 CBX7C的结合，PCGF2和 RING1B的富集总体呈上

升趋势，同时与其对应基因位点的酶学催化产物 H2AK119ub修饰水平也相应增

加（图 3-6）。这一结果也为 CBX7C在靶基因上能够正常参与完整且具有酶活性

的 PRC1复合物的组装过程的结论提供了有效的证据。另外，在图示基因位点上，

由 EZH2-PRC2 介导催化的 H3K27me3 的结合未发生显著变化，这说明 CBX7C

 

图 3-5  CBX7C结合染色质组蛋白能力及互作结构域的分析 

Figure 3-5 Analysis of CBX7C binding ability to chromatin histones and interaction domains 
A：CBX7A 和 CBX7C 蛋白保守结构域示意图；B-C：通过 BiFC 及荧光成像观察分析由
CBX7A或 CBX7C及其所示截断体与 H3的互作。比例尺为 200 μm。 
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在基因位点的结合不影响此处 PRC2的富集及催化活性。 

3.3.3 CBX7CÔ�£"¼!ABÚ7ÛÜ 

在哺乳动物细胞中，含 CD结构域的 CBX蛋白能够作为转录抑制因子发挥

作用。为了进一步证实 CBX7C是否也具有与 CBX7A/B相似的转录抑制功能，

我们首先检测了在 mESC 中诱导表达 CBX7C-EGFP-Flag 时上文所述的 cPRC1

靶基因的转录水平。RT-qPCR结果显示，这些 PRC1靶基因在 CBX7C-EGFP-Flag

诱导表达后的转录水平显著下降（图 3-7）。虽然 HoxC11 和 Dlx5 则略微上调，

但无显著差异，这可能是由于这两个发育相关基因在 mESC 中的本底转录水平

较低引起的。以上数据表明 CBX7C 不仅参与了在靶基因处的 cPRC1 复合体的

 

图 3-6  CBX7C识别并结合 cPRC1靶基因的能力的分析 

Figure 3-6 Activity determination of CBX7C to recognize and bind cPRC1 target genes 
在可诱导表达 CBX7C-EGFP-Flag 的 mESC 稳转细胞系中（Dox 诱导），ChIP-qPCR 分析
CBX7C在图示的 PRC1靶基因上的富集及对 PRC1其它组分和 H2AK119ub修饰的影响。
NC-1（Myc）和 NC-2（Klf4）是的阴性对照组基因。通过 t检验统计平均值之间的显著性

差异（ns，不显著，p>0.05；*p<0.05；**p<0.01；***p<0.001）。 
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组装，而且 CBX7C也作为有效亚基参与了 cPRC1复合体介导的转录抑制调控。 

其次，我们检测并比较了 CBX7A和 CBX7C在体内靶向报告基因时介导转

录沉默的能力，以探究 CBX7C是否也具有直接抑制靶基因的能力（图 3-8A）。

我们在 HK293T细胞中瞬时转染等量的表达 GAL4 DBD (DNA binding domain) -

CBX7A 或者 CBX7C 融合蛋白的载体。待转染 36 小时后细胞内积累一定量的

GAL4 DBD-CBX7后，再次转染等量的表达 EGFP-Flag的载体。该载体中 EGFP-

Flag的 DNA序列前包含了 2000 bp 的 Cyp26a1启动子（cPRC1结合位点）以及

相邻的 GAL4 DBD的 UAS结合位点。CBX7被 GAL4 DBD 锚定到了 Cyp26a1

启动子处，进而通过检测 EGFP-Flag 的表达量来评估目的蛋白 CBX7 的转录调

控能力。与对照组相比，GAL4 DBD-CBX7A的表达导致 EGFP-Flag蛋白水平显

著下调；而表达了 GAL4 DBD-CBX7C后，EGFP-Flag蛋白的表达量与对照组相

比也有显著减少，但是比 CBX7A显示出较弱的沉默效应（图 3-8B）。 

 
图 3-7  CBX7C 对结合的靶基因转录抑制调控能力的分析 

Figure 3-7 Transcriptional repression regulation activity determination of CBX7C 

transcriptional repression regulation activity in binding target genes 
RT-qPCR分析 CBX7C-PRC1结合后相应靶基因的转录水平变化。 

 
图 3-8  CBX7C 对含 Cyp26a1启动子的报告基因转录抑制调控能力的测定 

Figure 3-8 Transcriptional repression regulation activity determination of CBX7C 
transcriptional repression regulation activity in report gene promoted by Cyp26a1 

A：GAL 介导蛋白靶向报告基因系统原理示意图；B：通过 GAL 介导蛋白靶向报告基因
系统分析 CBX7A和 CBX7C 对报告基因的转录调控功能。 
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此外，为了证实 CBX7不同剪切体对靶基因的抑制效应的普遍性，我们通过

双荧光素酶报告系统检测了 GAL4 DBD-CBX7A、C及 PHC2蛋白对细胞内编码

萤火虫荧光素酶（Firefly Luciferase, LUC）的报告基因的表达调控，该 LUC的表

达受 TK启动子控制（图 3-9A）。同时，在此系统中我们使用 IRES序列在同一表

达载体中将编码 GAL4 DBD-CBX7与海肾荧光素酶（Renilla Luciferase, REN）的

序列隔开使二者独立表达，进而可将 REN 作为内参来标准化不同实验组间的转

染效率。如图 3-9B所示，我们发现 GAL4 DBD-CBX7及 PHC2的表达导致下游

报告基因被抑制，其编码的 LUC表达下调，导致下游的酶活反应受到显著抑制。

以上结果表明，在相同的转录测定中，CBX7C 具有与 CBX7A 蛋白同样的基因

沉默活性。 

¿9 

完整的 CBX7C-cPRC1复合体在染色质上与 CBX7A和 7B竞争性地结合靶

基因，并维持其催化组蛋白 H2AK119泛素化的酶活性，进一步发挥对靶基因的

表观遗传抑制调控。 

3.4 CBX7CuvTUV cPRC1,-.5wx1y!WXz{ 

 
图 3-9  CBX7C 对含 TK启动子靶基因转录抑制调控能力的测定 

Figure 3-9 Transcriptional repression regulation activity determination of CBX7C 
transcriptional repression regulation activity in target genes promoted by TK 

A：双荧光素酶报告系统原理示意图；B：双荧光素酶报告系统分析 CBX7A、CBX7C 及
PHC2蛋白对报告基因的转录调控功能。 
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3.4.1 HTM/0!)*S¢£¤�µ�f 

尽管 CBX7C参与完整的 cPRC1复合体的组装，但是该过程精细调控的分子

机制尚不清楚。在复合体组装过程中，CBX7是否作为“驾驶员”主动招募作为

“乘客”的其它组分？我们通过由 HTM（heterochromatic targeting module）介导

的蛋白异位靶向实验体系来探究 PRC1组装过程中的潜在驱动因素。将带有荧光

标签的目的蛋白靶向至臂间异染色质（pericentric-heterochromatin），并通过免疫

荧光或融合不同荧光标签而分析其它蛋白组分是否也能够在此位点上与其发生

共定位[57]（图 3-10）。PRC1和 PRC2复合物通常在兼性异染色质区域富集，并负

责产生 H2AK119ub和 H3K27me3修饰，以驱动和维持染色质的缩合。相反，臂

间异染色质区域属于组成型异染色质区域，其主要包含了组蛋白修饰 H3K9me3

和 H4K20me3[220]。HTM是 H4K20的特异性甲基转移酶 SUV4-20H2蛋白中一段

由 88 个氨基酸残基构成的区域，主要介导了 SUV4-20H2 蛋白与臂间异染色质

的 H4K20me3稳定结合[221]。 

 
图 3-10  HTM介导的蛋白异位靶向系统 

Figure 3-10 HTM-based artificial tethering and PRC1 complex assembly assay 
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在 mESC中单独表达的 mCherry-HTM融合蛋白与 H3K9me3标记的组成型

异染色质完全共定位，但并未影响内源性 RING1B或 H2AK119ub的正常核分布

（图 3-11）。该结果验证了该染色质异位靶向系统的特异性和可行性。因此，通

过该结合将 CBX7A、CBX7C或 PHC2重新靶向至其非天然染色质结合位点，并

检测 cPRC1 复合物在能否在新位点完成组装，进而有助于在复合体动态组装过

程中区分驱动因素和从动因素。 

3.4.2 CBX7C & CBX7A Ý(ÓÞ'(� cPRC1 +,-ES¢$.!ßàá¼
¸â 

在 mESC中，我们利用上述 HTM介导的染色质异位靶向系统并结合共聚焦

成像和 IF 实验分析探究 PRC1 复合体在组成型异染色质上的组装过程。首先，

在表达 mCherry-HTM-CBX7A的 mESC中，我们观察到内源性 RING1B也被招

募至由 H3K9me3 标记的组成型异染色质处，同时 RING1B 催化产生的

H2AK119ub在此处也显著聚集（图 3-12A和 D），表明 CBX7A可能作为具有酶

活的 PRC1复合体在异位完成组装的“驱动因素”。同样的，mCherry-HTM-CBX7C

也能够作为“驱动因素”在异位募集内源性 RING1B并产生 H2AK119ub修饰（图

3-12B 和 D）。有研究报道称具有 E3 泛素连接酶活性的 RING1B-PCGF4 是催化

 

图 3-11 HTM介导的蛋白异位靶向系统验证 
Figure 3-11 Validation of HTM-based artificial tethering and PRC1 complex assembly assay 
通过共聚焦成像分析 mCherry-HTM形成的颗粒在 mESC核内分布，以及与所示组蛋白修

饰或 RING1B的分布关系。Hoechst信号指示细胞核。比例尺为 2 μm。 
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H2AK119ub的 cPRC1核心酶学组分[18-20]，这也进一步印证了丧失了与 RING1B

结合活性的 CBX7C仍然能够如同 CBX7A一样参与完整的功能性 cPRC1复合体

在靶基因上的组装。此外，CBX7A、CBX7C及 PHC2在异位的组成型染色质区

域的结合并未引起 H3K27me3在此处的富集。这也意味着在此实验系统检测中，

cPRC1的组分 CBX7A、CBX7C及 PHC2的异位靶向不能驱动 PRC2也发生异位

靶向并在此发生酶促反应。 

PHC2能够直接结合 RING1B及 CBX7，并且 PHC2与 CBX7C的互作作为

分子桥梁介导了 CBX7C-cPRC1在染色质上的构建。基于此，我们利用染色质异

位靶向系统分析 PHC2在 cPRC1组装过程中的潜在作用。结果表明，PHC2也可

以作为起始 cPRC1组装的“驱动器”，但效率低于 CBX7蛋白（图 3-12C和 D）。 

 

图 3-12  在 mESC中 cPRC1复合体组装过程中的潜在驱动因素的探究 

Figure 3-12 Study of potential driving factors in cPRC1 complex assembly in mESCs 
A-C：通过共聚焦成像分析 mCherry-HTM-CBX7A、CBX7C及 PHC2形成的颗粒在 mESC核
内的分布，以及与所示组蛋白修饰或 RING1B 的分布关系。Hoechst 信号指示细胞核。比例

尺为 2 μm；D：柱状图表示通过 ImageJ分析 A-C所示共定位颗粒与 mCherry-HTM蛋白形成
的颗粒数目的比例。 
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3.4.3 PHC2ES¢àá+,-$.Hãä45 CBX7C 

在稳定表达 CBX7A-EGFP或 CBX7C-EGFP的 mESC中，与 CBX7A相比，

HTM-PHC2优先招募 CBX7C（图 3-13A）。结合上文所述结果，建立了 CBX7C

和 PHC2之间的相互招募模型，并且这种协同的相互作用促进了完整 PRC1在靶

位点的进一步组装。为了进一步验证上述 PHC2对 CBX7A和 CBX7C招募能力

具有差异的结论，我们在 HeLa细胞中进行了检测以排除内源性 CBX7C蛋白干

扰的可能性（图 3-13B）。与在 mESC 中获得的结果一致，mCherry-HTM-PHC2

只能募集少量的 EGFP-CBX7A，这说明 PRC1在染色质上的组装过程中，CBX7A

和 PHC2之间具有“驱动-从动”的关系。然而，在 CBX7C和 PHC2共同表达时，

二者在核内完全共定位并形成了体积较大的凝集体，这些巨大的核凝集体与之前

 

图 3-13  PHC2 对 CBX7A和 CBX7C招募能力的比较分析 

Figure 3-13 Comparative analysis of PHC2's recruitment ability for CBX7A and CBX7C 

A：在稳定表达 CBX7A-EGFP 或 CBX7C-EGFP 的 mESC 中，通过共聚焦成像观察分析

mCherry-HTM-PHC2 对 CBX7亚型的募集（左）；B：在瞬时过表达 CBX7-EGFP及mCherry-

HTM-PHC2 的 HeLa 细胞中，通过共聚焦成像观察分析进一步验证 mCherry-HTM-PHC2

对 CBX7亚型的募集（左）。曲线图表示图示虚线区域上的荧光强度（A和 B中）。柱状图

表示通过 ImageJ分析图示共定位颗粒与 mCherry-HTM-PHC2形成颗粒数目的比例（A和

B右）。Hoechst信号指示细胞核。比例尺分别为 4 μm（A）和 2 μm（B）。 
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观察到的在臂间异染色质靶向的颗粒物截然不同，这意味着 HTM的正常染色质

锚定性质受到了影响。同时，这些凝集体所处的位置无法被 Hoechst标记，即此

处不含染色质成分，这可能是由于 CBX7C和 PHC2在 HeLa细胞中瞬时表达量

过高所致。综上，与 CBX7A相比，尽管 CBX7C失去了 RING1B的结合能力，

但其仍能驱动功能性 cPRC1复合物的组装。 

¿9 

通过独特的 HTM 介导的蛋白异位靶向系统对 cPRC1 复合体在其非靶向位

点组装的监测，证明与 CBX7A类似，CBX7C也能够作为“驱动因子”而驱动具有

有效催化酶活性的完整 cPRC1复合物在染色质上的起始组装。此外，PHC2也可

以作为触发 cPRC1组装的“驱动器”，并优先招募 CBX7C。CBX7C和 PHC2之间

的相互及协调招募模型促进了完整的 CBX7C-cPRC1在靶位点的进一步组装。 

3.5 CBX7*+|}~���!234U�  

3.5.1 -¨§G)* CBX7Cåæç CBX7Aèé!\F](ê 

 

 

图 3-14  CBX7A和 CBX7C蛋白序列的 IDRs及 LCD 预测 

Figure 3-14 Prediction of IDR and LCD of CBX7A and CBX7C proteins 
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近年来越来越多的研究发现，在正常的细胞生理环境中，含有固有无序区域

（IDRs）和/或低复杂区域（LCR）的蛋白质容易发生相分离而形成液滴状的凝集

体。根据 IDR预测，发现 CBX7A含有六个不连续的 IDR，约占整个蛋白氨基酸

序列的 70.92%；类似地，CBX7C含有四个 IDR，占整个蛋白氨基酸序列的 69.88%

（图 3-14A）。此外，对 LCR的分析还表明，CBX7A和 CBX7C都包含多个 LCR

（图 3-14B），上述信息学分析结果暗示着 CBX7A或 CBX7C蛋白可能具有驱动

相分离发生的能力。 

为了探究和比较 CBX7A和 CBX7C在体外发生相分离的能力及其形成的凝

集体的理化性质，我们利用大肠杆菌中原核表达并纯化了带有 GST 和 EGFP 双

重标签的 CBX7A或 CBX7C融合蛋白（图 3-15A（a））。通过 BCA测定两种蛋

白质的浓度，并将其调节至相同浓度水平（12 μM）。在此条件下，通常具有相分

离潜力的蛋白质在溶液中会出现一定程度的浑浊[215, 218, 222]。基于此，我们直接检

测并比较了纯化蛋白样品在离心后含有 CBX7A和 CBX7C蛋白溶液是否产生凝

集反应。如图 3-15A（b）所示，作为对照组的 GST-EGFP 蛋白本身在溶液中保

持分散，而 GST-EGFP-CBX7A 或 CBX7C 均能够凝集为富含蛋白质的颗粒并集

中在离心管的底部。这初步表明 CBX7A和 CBX7C能够形成与本体溶液分离的

致密相。在此过程中，对 CBX7A 而言，只有少部分蛋白质参与了颗粒的形成，

仍然相当多的蛋白质溶解在周围溶液中。与之相比，几乎所有的 CBX7C蛋白都

凝集到试管底部的颗粒中。1, 6-己二醇（1, 6-hexanediol）是一种能够通过破坏弱

的疏水相互作用使得相分离液滴溶解的化学小分子，被广泛应用于鉴定蛋白相分

离特性，其具有适度的疏水相互作用干扰能力，能够在不破坏生物膜结构的基础

上干扰生物分子之间的弱多价相互作用，进而使相分离凝集体发生解聚[223]。与

其它已报道的能够进行相分离的蛋白质类似，我们观察到 10%的 1,6-己二醇溶液

能够部分地溶解上述离心管底部的含有 CBX7A或 CBX7C的蛋白颗粒，而高浓

度的 1,6-己二醇溶液（50%）几乎能够溶解所有的蛋白颗粒。这进一步说明 CBX7A

和 CBX7C蛋白能够在体外发生相分离，且 CBX7C蛋白驱动相分离发生的能力

显著强于 CBX7A蛋白。 

随后，我们将上述离心管中的蛋白溶液进行充分重悬后将其滴加至载玻片上

进行显微镜观察，并对每个蛋白样品的 4 个不同视野中的颗粒进行统计学分析

（图 3-15B）。结果显示，含有 CBX7C融合蛋白形成的荧光颗粒比 CBX7A更显

著，数量也更多；在浓度为 50%的 1,6-己二醇溶液中，大多数荧光颗粒逐渐溶解，

然而仍有部分含有 CBX7C的蛋白颗粒未溶解。已有研究表明蛋白分子发生相分

离形成的凝集体在高浓度的 1,6-己二醇溶液中的溶解度能够被作为区分液体和

固体凝集体的重要参数[224]。因此，部分未溶解于 1,6-己二醇溶液的 CBX7C蛋白
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颗粒可能是通过液固相分离而产生的固体颗粒。综上结果表明，与CBX7A相比，

体外高浓度 CBX7C蛋白不仅具有驱动 LLPS的能力，而且更倾向于引发液固转

换。 

3.5.2 CBX7CExylåæç CBX7Aèé!\F](ê 

CBX7-cPRC1 复合物能够通过相分离在细胞中产生的无膜结构 Pc 小体。为

了进一步检测 CBX7蛋白驱动相分离形成的凝集体在细胞内的理化特征，我们通

过激光共聚焦显微镜对 HeLa 细胞中形成的含有 CBX7A-EGFP-Flag 或 CBX7C-

EGFP-Flag的 Pc小体凝集体的图示选定区域进行了漂白后荧光恢复（FRAP）实

验分析。结果显示，包含有 CBX7A或 CBX7C蛋白的 Pc小体凝集体的荧光可以

 

图 3-15  纯化蛋白 GST-EGFP-CBX7A和 CBX7C在体外发生相分离的比较分析 
Figure 3-15 Comparative analysis of undergo phase separation between purified proteins GST-

EGFP-CBX7A and CBX7C in vitro 
A：通过蛋白凝胶电泳检测纯化蛋白 GST-EGFP-Flag-CBX7A/C。“*”指示目的蛋白条带。

其它条带为蛋白降解产物(a)。通过荧光显微镜观察分析高浓度纯化蛋白 GST-EGFP-
CBX7A/C在离心管内形成凝集体并分离的过程，以及不同浓度梯度的 1, 6-己二醇对离心

管底部凝集体的影响(b)；B：利用荧光显微镜观察高浓度纯化蛋白 GST-EGFP-Flag-
CBX7A/C在 1, 6-己二醇处理前后形成的颗粒（左）。比例尺为 200 μm。柱状图表示通过

ImageJ 统计分析多视野的平均颗粒数。通过 t 检验统计平均值之间的显著性差异

（***p<0.001）。 
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在 488 nm激光漂白后迅速恢复（图 3-16），说明 CBX7A或 CBX7C蛋白能够在

凝集体中快速扩散，具有典型的液态动力学特征，符合 LLPS凝集体的标准[205]。 

为了进一步研究细胞中生物分子凝集物的性质，我们采用了近年来开发的基

于植物光遗传学的 optoDroplet 系统，该系统可以使用蓝光调节蛋白的多价性，

以控制体内生物分子凝集体的形成（图 3-17A）。Cry2是一种拟南芥的蓝光受体，

参与植物光形态发生的生物学过程，在蓝光激活后能够形成寡聚物[209]。研究表

明单独的 Cry2WT在蓝光激活时相对缓慢地显示出很少的聚集，而 IDR（如 FUS

的 N末端）与 Cry2WT（optoFUS）的融合表达导致大多数细胞中快速的蓝光依赖

性凝集体组装[225]。基于该系统，我们首先在 HeLa 细胞中表达 mCherry 标记的

CBX7-Cry2（optoCBX7），并测试蓝光介导的凝集反应。在蓝光持续刺激的过程

中，每 30 s采集一次图像。结果显示，在蓝光激发前，CBX7的不同蛋白亚型在

细胞中均能形成一定数量的凝集体，其中 CBX7C 产生的凝集体数量最高（图

17B）。在蓝光激发后，由所有 CBX7蛋白亚型形成的凝集体的数量迅速增加。上

述结果表明，所有三种 CBX7蛋白亚型都具有一定的相分离能力，并且 CBX7C

的固有相分离能力较强。 

 

图 3-16  CBX7-cPRC1在 HeLa细胞中形成的 Pc小体凝集体中的分子流动性测定 

Figure 3-16 Measurement of molecular dynamic in Pc body condensates formed by CBX7-

cPRC1 in HeLa cells 
通过 FRAP实验并结合共聚焦成像分析测定 CBX7-cPRC1形成的 Pc小体凝集体中的分
子流动性（左）。折线图表示在光漂白（488nm 激光漂白）前后不同时间点上每个标记区

域的荧光强度相对变化（右）。比例尺为 2 μm。 
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¿9 

在适当盐离子浓度、pH及温度的体外溶液环境下，含有 IDR的 CBX7A和

CBX7C蛋白都能发生相分离。在活细胞中，CBX7A和 CBX7C也通过相分离参

与核内无膜结构 Pc 小体在染色质上的构建。但是无论在成分单一的体外溶液中

还是复杂的细胞内，CBX7C表现出比其它 CBX7亚型更强的驱动相分离的能力。 

3.6 PHC2G CBX7A� CBX7C!*+QR:P234ZV 

3.6.1 CBX7•PHC2Exy¦lëìí%-îïðñF�òá�èó!©ª- 

上文所述的 CBX7 与 cPRC1 各组分互作研究结果显示，CBX7 与 RING1B

的互作荧光信号分布于整个细胞核中（图 3-2A），而 CBX7与 PHC2互作后发生

了相分离，产生了显著的体积较大的致密荧光亮斑（图 3-4A和图 3-18A）。此外，

共聚焦成像结果显示，CBX7•PHC2 形成凝集体的区域 Hoechst 着色极浅，甚至

未检测到信号，这说明该互作产生的相分离排斥其中的染色质组分（图 3-18A）。

与此同时，在明场观察中，核内对应于 CBX7•PHC2的互作荧光亮斑的位置处形

成了一个明显的液滴状结构（图 3-18A），进一步证实了在 CBX7 与 PHC2 互作

 

图 3-17  CBX7不同蛋白亚型在 HeLa中驱动相分离的能力分析 

Figure 3-17 Ability analysis of different CBX7 subtypes to drive phase separation in HeLa 
A：optoDroplet系统原理示意图；B：表达 CBX7-mCherry-Cry2或 mCherry-Cry2 融合蛋白

的 HeLa 细胞在蓝光激活前后的共聚焦成像分析（b）。比例尺为 2 μm。柱状图表示通过

ImageJ分析图示蓝光激活前后的颗粒数。通过 t检验统计平均值之间的显著性差异（ns，
不显著，p>0.05；*p<0.05；**p<0.01）。 
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过程中发生了相分离。 

进一步，我们通过 FRAP实验分析了由 CBX7C•PHC2形成的凝集体的理化

特征。与图 3-16中所示的由 CBX7A-EGFP或 CBX7C-EGFP形成的凝集体相比，

CBX7C•PHC2 互作凝集体需要被更强的激光激发才能有效地漂白较强的荧光信

号，并且荧光强度恢复速度缓慢，直至光漂白后近 15 分钟才恢复部分荧光信号

（图 3-18B）。这说明与 CBX7A/C-cPRC1形成的 Pc小体相比，CBX7C•PHC2互

作凝集体中的分子流动性较低，其物理性质更接近于水凝胶状态。综上结果表明，

当高浓度的 CBX7C和 PHC2蛋白共存于细胞中时，二者互作并驱动了相分离发

生，并且在此互作蛋白凝集体形成的过程中逐渐排斥了其中的染色质组分，形成

更加致密的由蛋白质组成的水凝胶状结构。这一凝集体的形成可能扰乱了胞内的

染色质分布，进而阻碍了细胞的正常生长并引发了细胞的凋亡。 

此外，我们通过高分辨率活细胞成像系统（DeltaVision）观察了 CBX7C•PHC2

 
图 3-18  CBX7•PHC2互作凝集体的观察及分子流动性分析 

Figure 3-18 Observation and dynamic analysis of CBX7•PHC2 condensates 
A：通过共聚焦成像观察分析 VN-CBXA 和 CBX7C 与 YC-PHC2 互作后形成凝集体和明
场中对应的液滴状结构，及其与 Hoechst标记的染色质区域的互斥关系。明场图片中黄色

箭头指示呈液滴状结构的 CBX7•PHC2凝集体。曲线图表示图示虚线区域上的荧光强度。

Hoechst 信号指示细胞核；B：通过 FRAP 实验并结合共聚焦成像分析测定 VN-CBXC 与
YC-PHC2互作后形成的凝集体中的分子流动性。折线图表示在光漂白（488nm激光漂白）

前后不同时间点上每个标记区域的荧光强度相对变化。比例尺为 2 μm。 
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互作时相分离发生的动态过程，以及互作凝集体的形成对细胞状态的影响。如图

3-19所示，在 VN-CBX7C和 YC-PHC2双质粒转染至 HeLa细胞后 18-30小时内

每小时采集系列共聚焦图像。在此过程中，随着 CBX7C•PHC2 互作凝集体的开

始形成，其体积和荧光强度逐渐增加，形成了由小及大的互作荧光亮斑，而不是

由若干个凝集体通过彼此融合而形成的（图 3-19左）。同时，该过程还伴随着在

凝集体形成的区域中 Hoechst信号逐渐减弱，直至消失（图 3-19左）。随着时间

推移，与同视野中未表达 VN-CBX7C与 YC-PHC2的对照组 HeLa细胞相比（图

3-19右下），CBX7C•PHC2互作凝集体的形成导致细胞形态发生异常，并脱离培

养皿底悬浮于培养基中，引发了细胞的生长异常（图 3-19右上）。这表明高浓度

的 CBX7C与 PHC2共存于细胞后，二者互作并驱动相分离的发生，形成致密的

仅由蛋白质组成的水凝胶状结构的凝集体，进而排斥凝集体中染色质组分，扰乱

了细胞内染色质分布，进而阻碍了细胞正常生长。 

 

图 3-19  CBX7C•PHC2形成凝集体并排斥染色质过程及其对细胞状态影响的分析 

Figure 3-19 Analysis of the process of CBX7C• PHC2 forming condensates and rejecting 

chromatin and its impact on cell state 
通过 DeltaVision实时成像技术分析 VN-CBX7C与 YC-PHC2形成互作凝集体并排斥染色

质过程，以及凝集体形成引发细胞凋亡。Hoechst 信号指示细胞核。箱形图表示在
CBX7C•PHC2凝集体形成的不同时间点，图示红色圆圈标记区域的荧光强度或 Hoechst信
号变化。图中虚线区域指示细胞核轮廓。比例尺为 2 μm。 
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3.6.2 CBX7•PHC2í%!©ª-ôõÑö÷! cPRC1¦ø$F 

我们通过 IF 实验结合共聚焦成像分析探究了排斥染色质的 CBX7•PHC2 互

作凝集体中是否能够招募 cPRC1的其它核心组分。在未处理的 HeLa细胞中，内

源表达的 RING1B、PCGF2以及 CBX7A蛋白均匀的分布在细胞核中，并且形成

经典的颗粒状的 Pc 小体（图 3-20A）。当在细胞中瞬时表达 VN-CBX7 与 YC-

PHC2 蛋白互作并形成凝集体后，绝大多数内源性的 RING1B 和 PCGF2 蛋白被

显著集中至 CBX7•PHC2 互作凝集体中，表明完整的 cPRC1 复合体在

CBX7•PHC2相分离形成的互作凝集体中大量积累（图 3-20B和 C）。在图像数据

分析时，我们还发现 CBX7C•PHC2形成的互作凝集体虽然包含了 cPRC1复合体

的其它组分，但是它却显著排斥了内源性的 CBX7A蛋白（图 3-20B和 C）。结合

上文CBX7C在染色质上的结合降低了CBX7A在该位点上富集的数据（图 3-6），

进一步证明 CBX7C在染色质上参与 cPRC1复合体组装的过程中与 CBX7A是相

互排斥或拮抗的关系。 

 

图 3-20  CBX7•PHC2互作凝集体中的蛋白组分分析 

Figure 3-20 Analysis of protein components in CBX7•PHC2 interacting condensates 
A：通过 IF实验结合共聚焦成像检测未处理的 HeLa细胞中内源 cPRC1酶学核
心组分 RING1B和 PCGF2的亚细胞定位。Hoechst信号指示细胞核；B：通过 IF实验
结合共聚焦成像检测 HeLa 细胞中 CBX7•PHC2 互作凝集体是否含有 cPRC1 核心酶
学组分 RING1B 和 PCGF2，以及 CBX7C•PHC 互作凝集体与 CBX7A 的定位关系。图中
虚线区域指示细胞核轮廓。比例尺为 2 μm；C：柱状图表示通过 ImageJ分析 BiFC和图示
的 IF信号能够共定位的细胞数目总 BiFC信号阳性的细胞数目的比例。 
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上述结果表明通过相分离形成的 CBX7•PHC2 互作凝集体中包含了完整的

cPRC1 组分。基于此，我们进一步通过 IF 实验结合共聚焦成像分析了包含有核

心酶学组分 RING1B和 PCGF2蛋白的 CBX7•PHC2互作凝集体是否具有酶学活

性，是否也能够与 H2AK119ub 共定位。结果显示，包括 H2AK119ub 在内的四

种组蛋白修饰均被排斥在凝集体之外（图 3-21），该结果与图 3-19 和 3-20 所示

的结果是一致的，这可能是由于高浓度的 CBX7-PHC2 驱动了液-固相分离的发

生：一方面，形成的致密水凝胶状的凝集体将染色质组分从凝集体中排斥出去，

仅剩余高浓度的蛋白组分；另一方面，致密水凝胶状的凝集体将具有酶学活性的

RING1B•PCGF2包裹起来，进而使与其底物组蛋白隔离。总之，尽管 CBX7•PHC2

凝集体中存在完整的 cPRC1 复合体，但是这种高浓度蛋白形成的水凝胶状凝集

体可能产生了空间阻隔，进而影响了 cPRC1复合体的组蛋白修饰的催化功能。 

3.6.3 PHC2ÓÞ CBX7\[ùd¼�úûü\F]ýþ 

为了排除 BiFC 系统中 VN 与 YC 的不可逆结合对结论的影响，我们通过

 
图 3-21  CBX7•PHC2互作凝集体的形成对组蛋白修饰的影响分析 

Figure 3-21 The affect of CBX7•PHC2 condensates formation on histone modification 
A：通过 IF实验结合共聚焦成像检测 HeLa细胞中形成的 CBX7•PHC2互作凝集体与图示
染色质组蛋白修饰的定位关系；B：柱状图表示通过 ImageJ 分析 BiFC 和图示的 IF 信号
能够共定位的细胞数目总 BiFC信号阳性的细胞数目的比例。C：通过 IF实验结合共聚焦
成像检测在未处理的 HeLa 细胞中图示染色质组蛋白修饰的亚细胞定位。Hoechst 信号指
示细胞核。图中虚线区域指示细胞核轮廓。比例尺为 2 μm。 
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HTM系统结合 FRAP实验进一步探究了 PHC2对HeLa细胞中CBX7A或CBX7C

的相变能力的影响。与 mESC 中所得结果相同，mCherry-HTM-CBX7 发生异位

靶向并形成较小颗粒，EGFP-PHC2均匀分布在 HeLa细胞核中（图 3-22A）。然

而高水平表达的 CBX7A/C和 PHC2在核内互作后改变了原有的定位分布，形成

体积较大的凝集体，并排斥其中的染色质成分（图 3-22B）。CBX7C•PHC2 形成

的凝集体的平均体积显著大于 CBX7A•PHC2。此外，CBX7C•PHC2互作复合物

形成的凝集体的体积也普遍大于单独表达的 CBX7C或 PHC2（图 3-22C）。上述

结果进一步证明了 CBX7C 的相分离能力强于 CBX7A 的结论，并且 CBX7C 和

PHC2能够相互调节彼此的相分离能力。 

 
图 3-22  PHC2 对 CBX7相分离能力的影响 

Figure 3-22 The affect of PHC2 on the phase separation activity of CBX7 
A：mCherry-HTM-CBX7或 EGFP-PHC2在 HeLa细胞中的共聚焦成像分析；B：mCherry-
HTM-CBX7与 EGFP-PHC2在 HeLa细胞共表达的共聚焦成像分析。Hoechst信号指示细
胞核。曲线图表示图示虚线区域的荧光强度（右）；C：小提琴图表示通过 ImageJ分析具
有 mCherry荧光的颗粒直径，图示不同的小写字母表示 ANOVA分析中 Duncan检验的显
著性差异（p<0.05）。比例尺为 2 μm（A）或 4 μm（B）。 
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此外，我们通过 FRAP测定，对上述 CBX7A·PHC2和 CBX7C·PHC2互作复

合物形成的凝集体的分子流动性进行比较分析。如图 3-23所示，mCherry-HTM-

CBX7A 或 CBX7C 的荧光信号在光漂白后迅速恢复，说明其形成了分子流动性

较高的液态凝集体。相反，CBX7A•PHC2和 CBX7C•PHC2互作复合物形成的体

积较大的凝集体中的荧光信号需要更长的时间才能恢复。上述结果表明，

CBX7C/CBX7A与 PHC2的互作将显著改变所得凝集体的特性，促进其更加致密

的凝集，并最终将其转变为水凝胶状态。 

 
图 3-23  PHC2 对 CBX7凝集体分子流动性的影响 

Figure 3-23 The effect of PHC2 on the molecular dynamic of CBX7 condensates 
A-B：FRAP 实验分析测定 HeLa 细胞中图示各组形成的颗粒的分子流动性。曲线图表示

通过 ImageJ 分析图示具有荧光的细胞与 Hoechst 信号阳性细胞数的比例。右边的折线图

表示在光漂白（488nm激光漂白）前后不同时间点上每个标记区域的荧光强度相对变化。

图中虚线区域指示细胞核轮廓。比例尺为 2 μm。 
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3.6.4 CBX7C! Nÿ!;Ç/0Ä� PHC2�Ó!jk!; 

为了进一步明确介导 CBX7•PHC2互作及相分离的蛋白关键区域，以及比较

CBX7A和CBX7C在这一过程中的差异，我们根据不同策略将CBX7A和CBX7C

进行截短并与 GST标签融合表达，通过体外 His-pull down实验探究了 CBX7与

PHC2的互作区域。N端(1-82 aa)序列是 CBX7A和 CBX7C相同的区域，而由于

mRNA 的选择性剪接，它们的 C 末端完全不同。因此，我们首先将 CBX7A 或

CBX7C 在第 82 位氨基酸残基后进行截短表达，产生 GST 标记的相同截短体

GST-CBX7(1-82 aa)和差异截短体 CBX7A(83-251 aa)与 GST-CBX7C(83-166 aa)。

His-pull down实验结果表明，如同 CBX7A或 CBX7C的全长，以上三种截短体

在体外均能够与 PHC2蛋白直接互作（图 3-24A）。 

其次，我们重点关注了 CBX7C的不同区域与 PHC2的互作关系，并采用第

二种截短策略进一步分析。结合图 3-16A的分析，对于 CBX7C的 IDR区域预测

结果显示，CBX7C 的第 52 至 110 位氨基酸残基区域是其最长的 IDR 区域，我

们将第 52 位或第 110 位作为截短点，表达了四个 CBX7C 的截短体，包括 1-51 

aa、52-166 aa、1-110 aa和 111-166 aa。结果表明，CBX7C(1-110 aa)截短体在体

 

图 3-24  介导与 PHC2互作的 CBX7C蛋白区域的鉴定 

Figure 3-24 Identification of CBX7C protein regions that mediate interactions with PHC2 
GST-pull down及WB检测原核表达蛋白 GST-CBX7A或 C及其截断体与 His-PHC2的互作。
“*”指示目的蛋白条带。 
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外与 PHC2存在直接互作。而WB结果显示被 His-PHC2结合的 CBX7C(1-51 aa)

或(111-166 aa)截短体被抗体标记的条带较浅。同时，几乎未检测到 CBX7C(52-

166 aa)的蛋白条带，说明 CBX7C的 52-166aa 截短体丧失了与 PHC2互作的能力

（图 3-24B）。在上述结果中，虽然 CBX7C(1-110 aa)与 PHC2能够直接互作，但

是包含其中的 1-52 截短体仅有少量被 His-PHC2结合，这可能是由于该截短策略

破坏了参与相互作用的区域。上述结果表明 CBX7C 的 N 端(1-110 aa)是介导

CBX7C与 PHC2互作的主要区域。 

3.6.5 CBX7! CÿÇÔ� CBX7•PHC2VM\F]í%©ª-!"#!; 

探究复杂的凝集体是如何在细胞中形成的，以及识别驱动其形成的关键蛋白

质，并确定这些蛋白质的序列如何对相分离的发生做出贡献是至关重要的。PHC2

蛋白具有 LLPS的性质，其 SAM结构域在这一过程中发挥了重要作用[51, 226]。为

了探究参与 CBX7C 与 PHC2 互作的主要区域 CBX7C(1-110 aa)是否也介导了

CBX7-PHC2 互作蛋白的相分离过程，我们通过 BiFC 和共聚焦显微成像技术分

析了 CBX7A和 CBX7C的 N端((1-82 aa)和(1-110 aa))和 C端((83-251 aa)和(111-

166aa))对相分离的影响（图 3-25）。 

结果显示，CBX7A 和 CBX7C 的 N-或 C-末端足以与 PHC2 协同驱动相分

离。但是当 PHC2中 SAM缺失时，CBX7•PHC2介导的相分离形成被显著遏制，

大量 BiFC信号弥散分布在整个细胞核中（图 3-25）。此外，在 CBX7亚型的 N-

末端和 C-末端驱动相分离的能力具有显著差异。CBX7N•PHC2ΔSAM 形成的绝大

多数凝集体能够像正常的 Pc 小体一样与染色质结合（图 3-26）。相反，具有

CBX7C•PHC2ΔSAM仍然能够形成体积较大并排斥染色质的凝集体（图 3-25B）。与

CBX7AC•PHC2ΔSAM相比，CBX7CC•PHC2ΔSAM的 BiFC信号仍然被完全的集中在

形成的凝集体中（图 3-25B）。这意味着 CBX7C的 C末端比 CBX7A在驱动相分

离过程中发挥了更重要的作用，这也很好地解释了 CBX7C和 CBX7A之间的不

同相分离能力。上述结果表明，CBX7的 N末端在染色质靶向和功能性 PRC1的

建成中起着至关重要的作用，而 PHC2 的 SAM 结构域更易影响无染色质

CBX7•PHC2凝集体的协同相分离性质。综上所述，CBX7•PHC2介导的 Pc小体

形成可能是一个具有不同物理状态的可控相分离事件。当核心因子以低剂量或中

等剂量表达时，功能性 Pc小体凝集体主要通过 CBX7C的 N末端和 PHC2之间

的分子间互作形成，并以分子流动性较高的液态存在；在高表达核心成分的情况

下，在 CBX7C的 C末端和 PHC2的 SAM结构域的共同参与下促进其形成功能

失调并排斥染色质的水凝胶状凝集体。 
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图 3-25  CBX7•PHC2 协同相分离的相关区域的鉴定 

Figure 3-25 Identification of relevant regions for CBX7 • PHC2 synergistic phase separation 
A-B：通过共聚焦成像分析 HeLa细胞中图示 CBX7A（A）和 CBX7C（B）不同截断体的

相分离特性的分析。曲线图表示图示虚线区域上的荧光强度。Hoechst信号指示细胞核。
比例尺为 2 μm。 
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与此同时，我们还探究了 SAM结构域对 CBX7•PHC2互作凝集体形成的主

导作用是否与其特殊的分子结构相关。已发表的研究表明，PHC2具有 4个保守

的结构域（图 3-27A（a）），其中 HD1结构域介导了 PHC2与 PCGF2或 RING1B

的互作，而 SAM结构域能够引发 PHC2的蛋白自聚[49]。SAM域包含ML和 EH

结合面，这两个部分能够以首尾相接的形式介导蛋白自聚[51]。并且 EH结合面的

突变（L307R）或 ML 结合面的突变（L293R/H298R）都能导致 SAM 结构域介

导的蛋白自聚能力的丧失[51]。为了探究 SAM结构域对 CBX7•PHC2互作凝集体

形成的影响，我们在 HEK293T 细胞中观察分析了不同的 SAM-PHC2 突变体及

HD1缺失的 PHC2 截短体与 CBX7的相互作用（图 3-27A(b)）。结果显示，突变

体 PHC2（L307R）及截短体 PHC2(ΔHD1)仍然能够与 CBX7相互作用，但是ML

结合面的突变（L293R/H298R）导致了 PHC2 与 CBX7 的互作被破坏。这说明

PHC2的ML结合面是介导 PHC2与 CBX7互作的关键区域。 

IDR是相分离蛋白中一种常见的结构域，其一级序列往往决定了这些蛋白的

相变能力、相变的驱动因素、相变的临界浓度及黏弹性[227]。此外，氨基酸的疏

水性和非离子相互作用对于相分离也具有重要作用[228]。基于此，我们将 CBX7

的 C端(83-166 aa)中的包含较多的疏水性氨基酸亮氨酸（L）突变为带正电荷的

 
图 3-26  CBX7和 PHC2 截断体产生的凝集体对 H2AK119ub分布的影响 

Figure 3-26 The affect of CBX7•PHC2 truncation condensates on H2AK119ub distribution  
通过 IF实验结合共聚焦成像分析 HeLa细胞中 H2AK119ub与图示形式的 CBX7和 PHC2
截断体产生的凝集体的分布关系。曲线图表示图示虚线区域上的荧光强度。Hoechst 信号
指示细胞核。比例尺为 2 μm。 
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亲水性氨基酸精氨酸（R），以期探究是否能够影响 CBX7C的 C端参与相分离的

能力。然而结果显示，突变体 CBX7C(83-166，10L to R)与 PHC2的互作及相分

离并未受到影响（图 3-27B）。在本课题后续的研究中，还需进一步明确 CBX7C

参与相分离的氨基酸位点。 

3.6.6 PHC2�Ä$ CBX)*> cPRC1+,-$F�Ó­VM\F] 

CBX7是 mESC中 cPRC1复合体组装的 CBX家族中的主要成员之一，其在

细胞分化时被家族其它 CBX蛋白所取代[136]。因此，我们同时还探究了其它 CBX

蛋白及 cPRC1组分是否与 PHC2也能够互作并发生相分离。如图 3-28所示，在

Hela细胞中，CBX2、CBX4和 CBX8与 PHC2互作后也能够形成与 CBX7类似

的凝集体。尤其是 CBX2与 PHC2的互作信号全部集中于中央体积较大的荧光亮

斑中，而 CBX4-PHC2 形成的互作凝集体的体积相对较小。同时，绝大部分的

CBX8与 PHC2的互作信号集中于大体积的荧光亮斑中，但是仍有极少部分荧光

信号分散在细胞核中，说明这部分互作蛋白可能未发生相分离。对于 CBX6，尽

 

图 3-27  PHC2的 SAM结构域及 CBX7CC的疏水性对 CBX7•PHC2凝集体形成的影响 

Figure 3-27 The affect of SAM domain of PHC2 and hydrophobicity of CBX7CC on the 

formation of CBX7•PHC2 interacting condensates  
A：PHC2的保守结构域示意图以及ML和 EH介导蛋白自聚的模式图[49, 52]（a）。通过 BiFC
检测 PHC2的突变体对 CBX7与 PHC2互作的影响（b）。比例尺为 200 μm；B：通过 BiFC
和共聚焦成像分析 CBX7C的突变体对 CBX7C与 PHC2互作及相分离的影响。Hoechst信
号指示细胞核。比例尺分别为 200 μm（左，普通倒置荧光显微镜成像）和 2 μm（右，共
聚焦成像）。 
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管它与 PHC2在 BiFC实验系统中能够产生互作荧光信号，但是 CBX6•PHC2并

未发生相分离现象，而是 BiFC 互作信号在细胞核中均匀分布。上述结果表明

PHC2在促进几种不同 CBX蛋白的凝集体形成的过程中发挥了重要作用。此外，

RING1B•PHC2在细胞核中也能够完全凝聚并发生相分离而形成体积较大的凝集

体，而仅部分 PCGF2•PHC2 互作蛋白发生了相分离，其余互作信号仍然弥散分

布于细胞的核质中。综上所述，PHC2作为 CBX蛋白和潜在的其它 cPRC1成分

的通用相变增强剂，它们协调相互作用的浓度或强度可能决定它们的相分离。 

¿9 

正常生理条件下，CBX7A、CBX7C或 PHC2在组成型异染色质上通过相分

离参与形成具有催化活性的 Pc小体。当 PHC2与 CBX7A/CBX7C在细胞中过量

共表达后进一步促进相分离而形成的致密蛋白凝集体。尽管招募了大部分内源性

cPRC1的酶学组分 RING1B和 PCGF2，但是该水凝胶状凝集体由于空间分隔而

排斥染色质成分并失去了催化组蛋白修饰的酶活性。在此过程中，CBX7C 仍表

 

图 3-28  PHC2与其它 CBX蛋白及 cPRC1组分互作及相分离现象的分析 

Figure 3-28 Analysis of the interaction and phase separation between PHC2 and other CBX 

proteins or cPRC1 components 
通过 BiFC 实验结合共聚焦成像检测 HeLa 细胞中 PHC2 与所示其它 CBX 蛋白及 cPRC1
组分互作及相分离特性。Hoechst信号指示细胞核。比例尺为 2 μm。 
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现出强于 CBX7A的相分离能力，并且二者无法共存于同一凝集体中。CBX7C和

PHC2的协同作用有力地控制了相变和 Pc小体的功能。PHC2还可作为 CBX蛋

白和潜在的其他 cPRC1 成分的通用相分离“增强子”，通过协调相互作用的浓度

或强度而决定相分离形成的凝集体的物理状态。 

3.7 CBX7C5 mESC3���<y:6aYkG:; EB!�� 

3.7.1 CBX7C)*!%ó0& mESCýþÏ' 

为了深入研究 CBX7C在 mESC的增殖及分化中的生物学功能，我们针对于

CBX7 的 C 端(83-166 aa)区域设计了 3 条 shRNA 靶向序列，在 mESC 中构建

CBX7C敲低的稳定细胞系（图 3-29A）。我们发现在利用慢病毒感染并筛选阳性

细胞的过程中，CBX7C蛋白的表达沉默（图 3-29B），对 mESC的生长产生严重

影响，使其处于失稳状态。如图 3-30所示，在加入嘌呤霉素筛选七天后，与对照

组细胞相比，CBX7C 表达沉默的细胞形态发生 m'x 明显变化，不再呈集落状生

长，且无法形成饱满立体的克隆。同时，细胞增殖显著减慢，甚至停滞，致使无

法得到能够正常培养生长的 CBX7C 敲低稳定细胞系。基于此，我们认为尽管

CBX7C在 mESC中的表达水平低于 CBX7A与 CBX7B，但是 CBX7C在 mESC

的增殖与稳态中可能具有重要生物学功能。 

 
图 3-29  CBX7C敲低的 mESC细胞系鉴定 

Figure 3-29 Identification of mESCs with CBX7C knockdown 
A：用于敲低 mESC内 CBX7C的 shRNA靶向位置示意图；B通过WB鉴定 CBX7C
敲低的 mESC细胞系。“*”指示目的蛋白条带。 
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3.7.2 CBX7C)*Ô�ABÛÜz($�FGÛÜ)\""¼!ABÛÜ 

为了进一步探究 CBX7C 是否具有与 CBX7A 和 CBX7B 相似的抑制基因转

录的功能以及 CBX7C 参与转录调控的分子网络，我们利用 RNA-Seq 对野生型

及可诱导且稳定表达 mCbx7C-EGFP-Flag 的 mESC 进行转录组测序，获得相应

的转录本信息。对野生型、无 Dox诱导和 Dox诱导的细胞系进行差异表达基因

的筛选发现有 1377 和 1606 个基因表达发生变化，其中 Dox 诱导的细胞系相对

于野生型细胞有 781 个基因的转录表达下调，而相对于无 Dox 诱导的细胞系则

有 562 个基因的转录表达下调（图 3-31A）。我们进一步对两组基因表达下调的

数据进行集合分析，筛选出一个共有集合，包含了 243个在两组数据中均下调表

达的基因集合。在这些基因位点上 CBX7C 表现出了经典的转录调控抑制能力。

 

图 3-30  CBX7C敲低的 mESC细胞形态及增殖观察 

Figure 3-30 The morphological observation of mESCs with CBX7C knockdown 
CBX7C 敲低后不同时间点的 mESC 相应形态变化观察。表达 shNC 或 shCbx7C#1-3 的
mESC在所示天数的图像显示在 20✕ 放大倍数。比例尺为 100 μm。 
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同时，我们对这一共有集合中表达下调的基因进行了 GO（Gene Ontology）富集

（KEGG）分析，结果显示这些差异基因主要参与“转录调控”、“多组织分化调

控”等细胞功能（图 3-31B），该结果与 CBX7-cPRC1 所涉及的部分经典生物学

功能相一致。其次，有部分基因在 CBX7C-EGFP-Flag诱导表达后转录水平上调，

暗示 CBX7C可能也参与基因激活的表观遗传调控。 

此外，我们利用 qRT-PCR验证了相关候选基因的表达，结果显示 qRT-PCR

数据与 RNA-Seq数据相一致（图 3-32A），并且结合图 3-6以及图 3-32B的 ChIP-

qPCR实验结果进一步分析这些靶基因是否为CBX7C直接靶向的下游目的基因。

结果显示，所示的大部分基因均有不同程度的 CBX7C富集。此外，我们还发现，

CBX7C 能够靶向的 Cdh22 基因能够由 CBX7C 的诱导表达而上调，结合 ChIP-

Seq相关数据库分析结果，该基因座上作为转录抑制标志的 H3K27me3的富集度

较低，而作为转录激活标志的 H3K4me3的富集度相对较高。同时，该处也检测

到 RING1B的富集。因此，我们推测 CBX7C可能也参与部分基因的转录激活调

控。以上结果表明 CBX7C蛋白具有转录调控的功能并通过表观修饰引起靶基因

表达差异，但是其具体的分子机制仍需进一步深入研究。 

 

图 3-31  CBX7C的诱导表达对 mESC中全基因组表达模式的影响 

Figure 3-31 Effect of induced CBX7C on the whole genome expression pattern in mESC 
A：CBX7C诱导表达前后，mESC中差异表达基因聚类热图；B：CBX7C诱导表达前后，mESC
中差异表达基因 GO 富集分析散点图。 
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3.7.3 E mESCU0FGÞ EB*+Hl,� CBX7C)*QR-./01Û 

在 mESC中，表达水平相对较低的 CBX7C在细胞分化过程中是否发挥潜在

的生物学功能？据此，我们首先检测了通过诱导 mESC 分化形成 EB 的过程中

CBX7A、CBX7C及在 mESC中同样表达水平较低的 PHC2的转录及蛋白表达水

平（图 3-33）。结果显示，与已报道的研究结果一致，随着 mESC的分化，Cbx7A

的转录水平呈现逐渐下调的变化趋势，而 Phc2的转录水平则逐渐上调。然而，

同为 Cbx7转录剪接体的 Cbx7C的转录水平呈现显著增加（图 3-33A）。同时，上

述蛋白的表达水平随着 mESC的分化也具有相类似的变化趋势。伴随着 CBX7A

在细胞分化时下调，CBX7C在同一时间显著增加。在 EB形成的第 6天，CBX7C

显著开始积累，而 CBX7A几乎消失（图 3-33B）。PHC2的表达水平在早期（第

6天之前）也有所增加，但是在后期减少（图 3-33B和 C）。CBX7C和 PHC2在

细胞分化过程中共同上调表达的数据表明它们可能在 mESC 分化早期阶段协同

发挥作用。 

 

图 3-32 CBX7C 对下游靶基因的调控及结合的验证 

Figure 3-32 Verification of CBX7C regulation and binding of downstream target genes 
A：通过 RT-qPCR 验证 CBX7C 诱导表达前后图示基因的表达差异；B：ChIP-qPCR 分析
CBX7C-EGFP-Flag在图示差异表达基因位点上的富集。NC-1（Myc）和 NC-2（Klf4）是的阴

性对照组基因。通过 t检验统计平均值之间的显著性差异（p>0.05；*p<0.05；**p<0.01）。 
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上文所述的数据表明，CBX7C 在结合的靶基因处可能部分地取代了

CBX7A/B（图 3-6），并且 CBX7C可能与 CBX7A竞争 PHC2结合和 cPRC1形成

（图 3-13）。为了获得直接证据，我们通过 BiFC竞争实验检测了 CBX7C是否与

CBX7A 竞争性结合 PHC2。如图 3-34 所示，在 HeLa 细胞中共转染 CBX7A 和

PHC2的 BiFC质粒及表达竞争者 mCherry-CBX7C的不同梯度的质粒。通过监测

BiFC 和 mCherry 信号的变化来鉴定 CBX7A 和 CBX7C 之间对 PHC2 结合的竞

争。与对照组相比，随着 mCherry-CBX7C表达的增加，CBX7A•PHC2-BiFC信

号逐渐消失，这表明CBX7C确实能够与CBX7A竞争性结合 PHC2。另外，CBX7C

能够靶向到与 CBX7A/B 相同的 cPRC1 靶基因处并部分取代 CBX7A/B，而在

mESC 诱导分化为 EB 的过程中二者表现出相反的表达调控模式，因此 CBX7C

 

图 3-33  诱导 mESC分化为 EBs过程中 CBX7A、CBX7C及 PHC2表达水平的检测 

Figure 3-33 Detection of CBX7A, 7C, and PHC2 during mESCs differentiation into EBs 
A：通过 RT-qPCR检测 mESC诱导分化为 EBs的不同时间点时 Cbx7A、Cbx7C和 Phc2的
转录水平；B：WB检测诱导 mESC诱导分化为 EBs的不同时间点所示蛋白的表达水平；

C：曲线图表示图 B中 CBX7C和 PHC2的目的条带灰度值分析。 
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可能通过部分替代 CBX7A和 CBX7B而参与靶基因的转录调控。 

 

图 3-34  CBX7C与 CBX7A 竞争性结合 PHC2的检测 

Figure 3-34 Detection of PHC2 in competitive combination of CBX7C and CBX7A 
A：通过BiFC竞争实验检测HeLa细胞中瞬时表达的CBX7C与CBX7A竞争性结合PHC2；
B：用于竞争性检测的 BiFC 实验系统阴性对照。表达 mCherry-CBX7C（A）或 mCherry
（B）质粒的转染量依次为 BiFC 质粒的 0.2、0.4、0.8 和 1.6 倍（12 孔板的每个孔转染

400ng所示 BiFC质粒）。Hoechst信号指示细胞核。比例尺为 200 μm。下方的曲线图表示

通过 ImageJ分析图示具有荧光的细胞与 Hoechst信号阳性细胞数的比例。 
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3.7.4 CBX7CÇ mESCFG*+H23- EBí%v4!ùd¼� 

为深入探究 CBX7C在 mESC分化过程中的潜在生物学功能，我们通过过表

达或 RNAi调节 Cbx7C在 mESC中的表达水平，并测定其对 EB形成的影响。结

果表明，CBX7C的高表达促进了 mESC产生 EB的过程，与野生型 mESC相比，

CBX7C过表达后形成的EB普遍生长更快，形态也相比更加圆润光滑（图3-35A）。

相反，CBX7C 被敲低的 mESC 在诱导形成 EB 的过程中分化细胞团直接附着在

培养皿底部并发生了异常分化（图 3-35B）。上述数据表明 CBX7C可能是 mESC

诱导分化形成 EB过程中所需的促进因子。 

¿9 

在 mESC 诱导分化为 EB 的过程中，随着 CBX7A 的表达下调，CBX7C 在

同一时间显著增加。与此同时，PHC2也在此阶段有所增加，二者在 ESC分化的

早期阶段共同发挥作用。此外，CBX7C作为促进因子在 mESC分化过程中影响

了 EB形成的状态及生长速率。 

 

图 3-35  CBX7C的表达水平对 mESC分化形成 EBs的影响 

Figure 3-35 The effect of the CBX7C expression on the differentiation of mESCs into EBs 
A：稳定表达 CBX7C或野生型 mESC分化为 EBs的成像分析（上）；B：CBX7C敲低的
mESC分化为 EBs的成像分析（上）。比例尺为 200 μm。曲线图表示通过 ImageJ测量形
成 EBs 的平均直径（B 和 C 下）。曲线图中不同的小写字母表示 ANOVA 分析中 Duncan
检验的显著性差异（p<0.05）。 
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N�P CBX7G CBX2*+QRY��kGpqr!6789st

:; 

3.8 CBX7G CBX2*+�52QR� 

研究表明，CBX7在 ESCs中作为主要的 CBX蛋白存在形式占主导地位，除

了抑制某些分化发育相关的基因外，还直接参与了对其它 CBX蛋白编码基因的

转录抑制（包括 Cbx2，4和 8）[136, 142]。随着 ESC的分化，Cbx7基因表达下调，

Cbx2，4和 8表达上调，靶基因位点上结合的 CBX7逐渐被其它 CBX蛋白所取

代[142]。另外，已报道的亚细胞定位实验结果显示不同的 CBX 蛋白在 HEK293T

细胞中无共定位的现象[229]。相关蛋白质组学分析结果也表明 cPRC1蛋白复合体

中的某些同源 CBX蛋白组分之间相互排除，不共存于同一复合体内。然而，CBX2

分别与 CBX4和 CBX8之间仍然存在相对较弱的亲和性[230]，并且 CBX4蛋白自

身之间能够直接相互作用而形成寡聚体[230]。本论文前期 ChIP-qPCR的检测结果

显示，在 mESC中，CBX7并不是唯一存在的 CBX蛋白，此时 CBX2也有相对

较高的表达水平，并且 CBX2 与 CBX7 能够共同募集到 PRC1 的靶基因上。据

此，我们推测 CBX7与 CBX2之间可能存在相互作用。 

基于上述分析，我们将 BiFC与流式细胞分析技术相结合，对 CBX7与其它

CBX蛋白之间的相互作用进行了定量分析。首先，由于 RING1B的 C端(221-336 

aa)包含了能够与 CBX7互作的 RAWUL结构域[33]，因此在此实验体系中将 VN-

RING1B(1-220 aa)与 YC-CBX7 作为阴性对照，VN-RING1B(221-336 aa)与 YC-

CBX7 作为阳性对照，并且将表达 CFP 的质粒与 BiFC 相关质粒同时转染

HEK293T细胞作为参照，校正各组的 BiFC互作荧光信号。如图 3-34所示，产

生 CBX2与 CBX7互作的 BiFC荧光信号的细胞群体所占比例显著高于阴性对照

和其它组（图 3-36（A））。此外，比较各组 CBX蛋白与 CBX7的 BiFC/CFP的值

发现，CBX2与 CBX7的比值也是显著高于阴性对照及其它各组（图 3-36（B）

中红线所示）。 
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接下来，我们通过共聚焦成像观察到 CBX7与 CBX2的互作信号同 CBX7与

RING1B一样均匀分布于细胞核中，并且形成若干可见的颗粒状 Pc小体（图 3-

37（A））。与此同时，我们还利用 co-IP 实验进一步证实上述相互作用，结果显

 
图 3-36  通过 CBX7A与其它 CBX蛋白互作的定量分析 

Figure 3-36 Quantitative analysis of the interaction between CBX7 and other CBX proteins 
A：通过 BiFC实验结合流式细胞分析技术定量分析 HEK293T细胞中 CBX7A与所示其它
CBX 蛋白及 cPRC1 组分的互作关系；B：柱状图表示 BiFC 互作信号阳性的细胞数目与

CFP荧光信号阳性（内参）的细胞数目的比值。 
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示，在稳定表达 CBX7-EGFP-Flag 的 HEK293T 细胞中瞬时表达 Flag-CBX2 蛋

白，二者能够发生免疫共沉淀（图 3-37（B））。综上所述，在不同的 CBX蛋白之

间，CBX7仅与 CBX2具有相互作用，这可能也是 CBX2与 CBX7能够共同募集

到 PRC1靶基因上的分子基础。 

3.9 ATH� ATHLh��0�g CBX7G CBX2*+!2QR� 

蛋白质互作位点或区域的识别对于揭示蛋白质功能机制有着重要的意义。因

此，我们通过对 CBX7和 CBX2的结构域进行不同组合的截短表达，探究介导二

者互作的区域。首先，CBX7包含有三个保守的结构域：CD、PC和 ATHL结构

域。我们利用 BiFC及流式细胞分析技术检测了上述三个结构域对互作的影响（图

3-38）。结果显示，尽管 CD和 PC结构域在介导 CBX7与染色质结合及与 RING1B

互作中发挥关键作用，但是它们的缺失并未影响 CBX7与 CBX2的互作。然而，

当缺失了 ATHL结构域后，CBX7完全丧失了与 CBX2互作的能力，即 ATHL是

 
图 3-37  CBX7与 CBX2的互作分析 

Figure 3-37 Analysis of the interaction between CBX7 and CBX2 
A：通过 BiFC实验结合共聚焦成像分析 CBX7与 CBX2的互作。CBX7与 RING1B (221-
336)作为阳性对照。蛋白及 cPRC1组分的互作关系。比例尺为 10 μm；B：通过 co-IP实
验分析在 HEK293T细胞中瞬时表达的 Flag-CBX2与 CBX7A-EGFP-Flag的互作关系。 
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CBX7与 CBX2相互作用的关键区域。 

与此同时，我们还将 CBX2也进行了不同组合的截短表达。如图 3-39所示，

与 CBX7 相同，CBX2 的 CD 和 PC 结构域并不是介导二者互作的区域（图 3-

39A）。与 CBX7不同的是，邻近 CBX2的 CD结构域的区域有 1个 ATH和 2和

ATHL（ATHL1和 ATHL2）结构域。将缺失 CD和 PC结构域的中间区域（Middle）

截短为包含 ATH或 ATHL的 Middle1与剩余的 Middle2（图 3-39B(a)）。结果表

明，仍然是 CBX2的 ATH或 ATHL结构域在二者的互作中发挥关键作用（图 3-

39B(b)）。此外，在与 CBX7互作的检测中，ATH、ATHL1与 ATHL2对 CBX2与

CBX7互作产生的影响不同。图 3-39C结果显示，AHTL1与 ATHL2结构域的缺

失并未阻断 CBX2与 CBX7的互作，二者仍然能够在细胞内产生 BiFC互作荧光

信号。但是当缺失 ATH 后，CBX2 几乎完全丧失了与 CBX7 的互作能力。以上

结果表明，ATH结构域是参与 CBX2与 CBX7互作的关键区域。 

 

图 3-38  CBX7及其截短体与 CBX2互作的定量分析 

Figure 3-38 Quantitative analysis of the interaction between CBX7 and truncation with CBX2 
A：CBX7全长及截短体区域示意图。比例尺为 200 μm；B：通过 BiFC实验分析 HEK293T
细胞中 CBX7A 及其截短体与 CBX2 的互作关系；C：通过 BiFC 实验结合流式细胞分析
技术定量分析 CBX7A及其截短体与 CBX2的互作。柱状图表示 BiFC互作信号阳性的细

胞数目与 CFP荧光信号阳性（内参）的细胞数目的比值。 
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此外，我们利用 GST-pull down实验进一步证实了 CBX7的 ATHL或 CBX2

的 ATH介导了 CBX2与 CBX7的直接相互作用。如图 3-40所示，在不同的 CBX7

和 CBX2的截短体组合中，仅检测到了 CBX7与包含了 ATH结构域的 CBX2 截

短体Middle1的在体外的直接相互作用，而当缺失了 CBX7的 ATHL或 CBX2的

ATH结构域后，二者无法再体外发生直接的互作。综上所述，CBX2的 ATH结

构域与 CBX7的 ATHL结构域介导了 CBX2与 CBX7的直接相互作用。 

 

图 3-39  CBX7与 CBX2及其截短体互作的定量分析 

Figure 3-39 Quantitative analysis of the interaction between CBX2 and truncation with CBX7 
A-B：CBX2全长及截短体区域示意图（a）。通过 BiFC实验分析 HEK293T细胞中 CBX2及
其截短体与 CBX7的互作关系（b）。比例尺为 200 μm；C：通过 BiFC实验结合流式细胞分
析技术定量分析 CBX7A 与 CBX2 及其截短体的互作。柱状图表示 BiFC 互作信号阳性的细

胞数目与 CFP荧光信号阳性（内参）的细胞数目的比值。 
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3.10 ATH� ATHLh��!�f��g CBX7� CBX2*+5pq

ry!�� 

为了探究 CBX7 和 CBX2 的蛋白相互作用的生物学意义，我们通过缺失

CBX2的 ATH结构域而影响 CBX7与 CBX2的蛋白互作，进而比较因蛋白互作

的破坏所引起的 CBX7 和 CBX2 对共同靶基因的识别并结合能力的差异。如图

3-41 所示，ATH 的缺失显著降低了 CBX2 自身结合靶基因的活性。并且，与对

照组相比，CBX7丧失了与CBX2的蛋白互作后其结合靶基因的能力也显著减弱。

上述结果表明，在 mESC中，CBX2与 CBX7以蛋白互作的方式共同结合至靶基

因而发挥特定的生物学功能。 

 

图 3-40  CBX2与 CBX7互作结构域的鉴定 

Figure3-40 Identification of the domains mediating the interaction between CBX2 and CBX7 
A：通过WB检测与 GST 融合蛋白孵育前的图示原核表达蛋白；B：GST-pull down及WB
检测原核表达蛋白 GST-CBX7A及其截断体与 Flag-SUMO-CBX2及其截短体的互作。“*”
指示目的蛋白条带。 



兰州大学博士学位论文 小鼠多梳蛋白剪接体CBX7C通过相分离驱动功能性 cPRC1组装并调控分化EB的形成 
 

 97 

¿9 

在 mESC中共存的 CBX2和 CBX7C通过 ATH或 ATHL结构域而发生相互

作用，并以此为分子基础共同结合至靶基因而发挥生物性功能。 

 

  

 
图 3-41  CBX7与 CBX2的互作对靶基因结合能力的影响 

Figure 3-41 The effect of CBX7 and CBX2 interaction on the binding ability of target genes 
在可诱导表达 CBX2-EGFP-Flag或 CBX2ΔATH-EGFP-Flag的 mESC 稳转细胞系中（Dox
诱导），ChIP-qPCR分析互作能力丧失后 CBX2和 CBX7 对图示的共同靶基因结合活性的

影响。Ink4aupas是阴性对照组基因。 
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K[M  \]S^_ 

在细胞命运决定中，多梳蛋白家族（PcG）作为重要的表观遗传调控蛋白，

通过复杂而精细的调控网络参与调控了诸多发育、信号传导及癌症发生等生物学

和病理学过程相关的基因表达沉默。PcG 主要包含了能够直接作用于染色质的

PRC1和 PRC2两类复合体，它们能够抑制关键的发育相关基因，并在整个发育

过程中维持这种抑制状态。其中，CBX蛋白作为 cPRC1的核心组分之一参与了

对 H3K27me3的识别与结合以，并驱动 cPRC1其它核心组分的招募。在靶基因

座位上完成组装的 cPRC1 蛋白复合体通过压缩染色质结构和催化形成

H2AK119ub 修饰的途径促进了兼性异染色质的形成，并以此维持了 PRC1 靶基

因的沉默状态[26]。 

4.1 CBX*+|}~�h���VGTU��V 

在物种进化过程中，PcG蛋白家族通过压缩染色质结构或隔离沉默基因，在

染色质水平上发挥多梳蛋白复合体的作用。从果蝇到脊椎动物，PRC1 和 PRC2

复合体的组装、作用机制及潜在的生物学功能都是相对保守的。然而，通过基因

复制和同源基因的产生等途径增加了 PcG 蛋白家族的复杂性和多样性，多种同

源蛋白的存在为其潜在的组合多样性提供了巨大的空间。在特定的基因位点上，

不同组分组合的复合体产生了功能的复杂性。此外，由于转录过程中的可变剪接

而产生不同的蛋白亚型也是增加复合体多样性与复杂性的途径之一。但是这些不

同亚型的特有功能仍然是未知的。例如，PHC2的长短亚型都是 PRC1复合体的

一部分[231]，而多梳样蛋白 PCL3的长短亚型则是不同 EZH2-PRC2复合体的组成

部分[232]。 

本论文中，我们比较分析了三种鼠源 CBX7蛋白亚型的功能作用及分子生物

学机制。哺乳动物中表达的 CBX7是五种 Pc同源基因之一，它包含有三个保守

的结构域：介导 H3K27me3识别并结合的 N端 CD结构域；位于 C端的 PC结

构域，它是参与与 Sce的同源蛋白 RING1B直接相互作用的关键区域；结合双链

DNA 小沟中富含 AT 碱基区域的 ATHL 结构域，其功能目前未知。基于选择性

磷酸化多腺苷化事件的调控，鼠源的 CBX7蛋白有三种不同的亚型：分别为由含

6个外显子转录本编码 251个氨基酸的 CBX7A和 158个氨基酸的 CBX7B蛋白

亚型，这两个亚型均包含保守的 CD、ATHL和 PC结构域，另一个是由含 4个外

显子转录本编码 166个氨基酸的缺少 PC结构域的 CBX7C蛋白亚型。近年研究
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表明，在斑马鱼的 Cbx 基因位点也会发生这种基于选择性剪接聚腺苷酸化事件

的调节而导致产生缺失 PC结构域的 Cbx蛋白亚型，例如 cbx4和 cbx6a基因[123] 

以及人源的 Cbx2基因。在斑马鱼发育过程中，Cbx4或 Cbx6的由于可变剪接产

生的不同蛋白亚型表现出共表达模式；相比之下，Phc2 的两种亚型 Phc2a1 和

Phc2a2 则表现出此消彼长的替代表达模式[134]。本研究中，我们发现鼠源 CBX7

的不同蛋白亚型在 mESC 及不同组织中共表达，但是其表达水平存在差异。然

而，在 mESC的分化过程中，低水平的 CBX7C逐渐上调表达，与 CBX7A蛋白

亚型表现出表达替代模式。在进化过程中，Cbx基因座上发生选择性磷酸化多聚

腺苷化事件的保守性突显了这些缺乏 PC 结构域的 CBX 蛋白亚型可能具有重要

的生物学功能。例如斑马鱼 CBX4 和 CBX6[123]及人源 CBX2[57]的缺失 PC 结构
域的蛋白亚型维持一定的表达水平，说明这类缺失 PC结构域但是含有特殊 C端
区域的蛋白亚型在生命活动中具有不可或缺的生物学意义。尽管我们利用位于人

源 CBX7 的第四个内含子起始区域的多对引物未能从人脾脏组织（因为小鼠

Cbx7C 在脾脏组织中表达）提取的 cDNA 样本中检测到人源缺失 PC 结构域的
CBX7蛋白亚型的潜在表达，但是由于很难预测和测试所有的替代剪接变体及其

表达场景，我们不能排除人源 Cbx7基因的其它内含子和外显子交界位置是否会

发生类似的选择性剪接聚腺苷酸化事件而缺失 PC 结构域的 CBX7 蛋白亚型的
可能性。本论文关于鼠源 CBX7C蛋白亚型的复合体组装机制、调控细胞分化及
其相分离特性的研究结果对于哺乳动物中潜在表达的类似缺失 PC 结构域的
CBX蛋白亚型的作用机制及功能探索具有重要的借鉴意义。 
关于人源 CBX2的研究表明，由于不同的多聚腺苷酸化位点和选择性剪接事

件，人源 CBX2 出现两种蛋白亚型：一种是包含了保守的 CD 和 PC 结构域的

CBX2-1 亚型，另一种是较短的缺失 PC 结构域的 CBX2-2 亚型。与 CBX2-1 相

比，CBX2-2不参与 PRC1蛋白复合体的组装，而是在体内自聚并形成高分子量

的寡聚复合物，但是其仍然能够在没有 PRC1复合体形成的情况下介导靶基因的

转录抑制[57]。与之相比，在基因转录调控中，CBX7C表现出截然不同的分子机

制。虽然缺失了 PC 结构域，但 CBX7C 仍然能作为有效组分驱动功能性 PRC1

复合体的组装，并介导了靶基因位点 H2AK119ub修饰的产生及转录抑制，这也

意味着 PRC1复合体可以通过不同途径完成组装。虽然在 Cbx基因座上发生选择

性磷酸化多聚腺苷化事件具有保守性，但不同的缺失 PC 结构域的 CBX 蛋白亚

型在机体中的表达模式、参与调控的分子机制及生物学功能存在潜在的多样性。 
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4.2 CBX7!234�� PRC1TU&��=�%� 

为了有序的组织生化反应的进行，真核细胞中的细胞内成分在时间和空间上

划分为不同的膜结合的或无膜的细胞器。而核仁、应激颗粒 SGs、Cajal小体等都

是细胞内典型的无膜结构。近年来，相分离发生的分子机理及其生化功能的研究

越来越受到关注。LLPS通常也是这些无膜结构形成的理化基础之一。在过去的

几年中，相分离无膜凝集体被认为与转录激活或转录抑制密切相关。负责形成兼

性异染色质相的 PcG蛋白是否分离形成凝集体逐渐成为研究热点。早在 1998年，

Saurin AJ等人在 U2-OS细胞中观察到了 PcG蛋白在染色质上的聚集，将其定义

为多梳小体 PB[233]。PcG蛋白在细胞核中形成凝集体是其通过缩合的形式介导兼

性异染色质上靶基因沉默的物理位点。然而，PcG凝集体形成的理化原理及压缩

染色质的分子机制尚不完全清楚，仍然有待深入探究。近年来，CBX2和 CBX4

的相分离性质被进一步报道。研究表明，CBX2-PcG的相分离是兼性异染色质形

成的基础，并且 CBX2 能够在染色质上独立发生成核反应[152]。此外，CBX2 和

DNA之间的相互作用是 CBX2-PRC1在染色质上形成凝聚体的重要条件[218]。研

究表明 CBX2驱动相分离的能力有助于提高相关生化反应的效率和特异性，加速

了 CBX2对目标基因的搜索过程[150, 168]。此外，具有相分离性质的 CBX4蛋白能

够同时招募 RING1B和 EZH2至其驱动形成的凝集体中，并利用其 SUMO E3连

接酶活性增强 EZH2的 H3K27甲基转移酶活性。CBX4作为 PRC1和 PRC2之间

的桥梁，促进了二者的协同作用以维持艾滋病致病病毒 HIV-1 的潜伏状态，而

CBX4驱动的相分离的逆转可能是重新激活潜伏的 HIV-1的潜在干预措施[219]。 

尽管目前相分离在 CBX蛋白参与基因转录调控中的功能研究取得了进展，

但仍需更多的直接的实验证据以揭示 CBX蛋白参与的相分离在活细胞中的作用

机制，LLPS 如何组织核酸代谢的生化反应的分子机制仍未可知。我们在研究

CBX7不同剪接体蛋白功能的过程中发现，CBX7A和 CBX7C与 PHC2形成的互

作复合物在细胞核内出现明显的相分离现象，并且 CBX7A和 CBX7C自身便可

在核内发生成核反应并形成凝集体。应用已开发的能够预测靶蛋白进行相分离的

能力的工具或数据库（PONDER，Predictor of Natural Disordered Regions）对

CBX7A/C进行分析后，我们发现 CBX7A和 CBX7C包含了参与相分离的无序区

域(IDRs，intrinsically disordered protein regions)。生化分析数据表明 CBX7C 比

CBX7A在体内和体外具有更强的发生相分离的驱动力（图 3-10和图 3-12）。在

正常生理条件下，CBX7C 与 PHC2 及其它组分组装成功能性 PRC1 复合体并凝

集形成 PB，进一步催化靶基因位点的 H2AK119ub 并抑制其转录。当高浓度的
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CBX7C与 PHC2蛋白共存于细胞中时，它们往往会驱动发生液-固相转变，产生

的凝集体流动性差，在其形成的过程中逐渐排斥了其中的染色质组分并招募了

cPRC1的其余组分，形成更加致密的由蛋白质组成的水凝胶状结构。在此过程中，

CBX7C与 PHC2的互作强化了 CBX7C驱动相分离的能力。然而，由于 CBX7C-

PHC2互作并缩合形成的致密凝集体虽然包含了 PRC1的各组分，但由于空间阻

隔使其丧失了酶学活性，在外扰乱了胞内的染色质分布，进而阻碍了细胞的正常

生长，甚至引发了细胞的凋亡。此外，本论文的研究结果还证实了 CBX7A的 N

端（1-82）或 CBX7C蛋白的 N端（1-110）是介导 CBX7与 PHC2互作的主要区

域，但是二者结构不同的 C端（83-251）或（111-166）是参与 CBX7-PHC2相分

离的关键区域，这也解释了 CBX7A与 CBX7C均能与 PHC2互作的原因，但是

二者驱动相分离的能力却有所不同。在体外环境中，Elizabeth S. Jaensch等人的

结果表明纯化的 CBX7蛋白可能无法发生相分离而形成混浊溶液。在此基础上，

我们继续增加了 CBX7纯化蛋白的浓度后，溶液的混浊度显著增加，并形成了典

型的具有相分离特征的凝集体。由于结构差异，在上述过程中 CBX7的不同蛋白

亚型表现出差异，即 CBX7C比 CBX7A对相分离的形成具有更强的驱动力。此

外，由于蛋白在体内或体外的高浓度表达会使得凝集体突破临界点，部分地由液

态转变被胶状的固态，并且在细胞内强烈地排斥了染色质，破坏了原本的微环境。

总之，上述研究结果为一些 Cbx7 异常高表达的疾病模型研究提供了重要信息。

但 CBX7 相分离的性质及其不同亚型差异的生物学功能及病理性意义尚不完全

清楚，有待进一步深入研究。 

4.3 CBX7C!*+6a&]234�� mESC!=�%�&3� 

在果蝇和哺乳动物中，CBX 蛋白是从早期发育到成体阶段过程中参与基因

表观遗传控制的关键蛋白之一。Polycomb在脊椎动物中的同源蛋白 CBX2、4、

6、7 和 8 具有不同的基序组合，在发育过程中，它们表现出交替的时空表达模

式[136]。在哺乳动物 ESC的 PRC1复合物中，CBX7是占主导地位的 Polycomb同

源蛋白，CBX7 蛋白的表达能够抑制 ESC 的分化并促进其自我更新。在此过程

中，CBX7能够靶向至 Cbx2、Cbx4和 Cbx8基因位点并抑制其转录。随着 ESCs

的分化，Cbx7的表达下调，而 Cbx2、Cbx4和 Cbx8会逐渐上调。Ana O’Loghlen

等人的研究显示虽然 CBX7在 ESCs中表达，并在分化过程中急剧下调，但是在

此短暂的过程中，其它 CBX的表达未发生显著变化，而是在分化后逐渐增加。

在 ESC 分化过程中，miR-125 和 miR-181 家族是 Cbx7 的重要调节因子。miR-
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125b和 miR-181a/b主要在 ESC分化过程中诱导产生，并通过直接靶向 Cbx7的

3’UTR区而介导 Cbx7的转录下调[142]。我们的研究表明，在 ESCs诱导形成 EBs

的过程中，Cbx7C 转录本和其编码的蛋白水平急剧增加，这一变化与 Cbx7A 和

Cbx7B的表达模式是相反的，这意味着 Cbx7c可能逃逸了 miR-125和 miR-181家

族的抑制。与此同时，我们还发现在 ESCs中，CBX7C在靶基因位点上的富集在

一定程度上排斥了 CBX7A与 CBX7B的结合。同时，在亚细胞共定位的检测结

果中也显示出相同的“替代效应”，即 CBX7C-PRC1凝集体中 CBX7A和 CBX7B

被排斥在外，而 CBX7C同样具有结合 PRC1靶基因并抑制其转录的功能。同时，

我们发现CBX7A和CBX7B的急剧下调并未引起其靶基因表达水平的显著变化。

我们推测可能存在某种转换机制，即在 ESCs中 Cbx7A与 Cbx7B是作为主导来

调控基因表达；随着分化的进行，增加的 CBX7C可能逐渐替代了被 miR-125和

miR-181家族抑制的 CBX7A和 CBX7B，进而参与对靶基因的抑制和状态维持。

此外，在 mESC诱导分化为 EB的过程中，随着 CBX7C的表达显著增加，与其

直接互作的 PHC2 也在此阶段有所增加，二者在 ESC 分化的早期阶段共同发挥

作用。CBX7C 作为促进因子在 mESC 分化过程中影响了 EB 形成的状态及生长

速率。 

在后续研究中，我们还需深入探究在分化过程中，急剧增加的 CBX7C是否

通过驱动相分离，改变染色质的空间位置，进而抑制不同靶基因群的转录，通过

更加精准和高效的方法以揭示 ESCs 细胞的自我更新和分化中 Cbx7 的不同剪接

体的协同或拮抗关系及它们表达模式变化的机制和生物学功能。在此基础上，利

用转基因小鼠（CBX7C 过表达及敲除或敲低小鼠）深入探究这种存在时空表达

特异性的 CBX7C蛋白亚型在小鼠胚胎发育及脾脏功能中是否也具有类似的功能

及影响。此外，在目前获得的敲低CBX7C导致mESC状态失稳的现象的基础上，

我们还需在后续研究中深入探究CBX7C影响mESC状态稳定性的潜在功能及其

机制。 

基于以上实验证据，我们得出一个模式图来阐明 CBX7C和 7A在 mESC和

分化过程中参与 PRC1 组装和相分离的工作模型（图 4-1）。在该模型中，PHC2

可代替 RING1B 作为 CBX7C 参与复合体组装的桥接分子，CBX7C•PHC2 二聚

体作为核心结构促进 cPRC1 在染色质上的原位组装。此外，含不同蛋白亚型组

分的 cPRC1复合物聚集在一起，通过 LLPS形成 Pc小体，以实现更有效的转录

共抑制。因此，CBX7C作为有效的 cPRC1组装的驱动因子发挥重要作用，以驱

动表观遗传学抑制功能的建立，而不是独立调节因子参与基因表达调控。在

CBX7C-cPRC1 复合体组装过程中，CBX7C 可以作为识别靶基因并驱动 cPRC1

组装的引发剂，而 PHC2的加入进一步增强了 Pc小体的形成。这表明，在进化
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过程中，cPRC1组分不同剪接异构体的出现可能会大大增加 PRC1的多样性和复

杂的分裂。此外，CBX7C•PHC2 凝集体的固有性质因其表达剂量而异。

CBX7C•PHC2在正常生理水平下形成具有催化活性的 Pc小体，而当表达剂量高

于阈值时，CBX7C•PHC2凝集体趋于发生液-固相分离，并汇聚成致密的水凝胶

状结构，同时排除染色质。与此同时，致密的凝集体像分子海绵一样不断地从周

围的核内环境中吸收 cPRC1 组分蛋白。然而，由于组蛋白修饰酶在空间上被包

裹在这些凝集体中，与其酶促底物发生空间隔离，因此即使包含所有复合体组分，

所形成的 Pc小体也几乎发生功能失调。CBX7C的N末端主要介导CBX7C•PHC2

的二聚体形成，并足以在没有 SAM的情况下通过 LLPS驱动具有酶活性的 Pc小

体的构建。然而，CBX7C的 C末端主要在促进具有水凝胶性质的 CBX7C·PHC2

凝集体的形成中发挥作用，这可能与疾病的发展有关。综上所述，CBX7C•PHC2

互作的构象可能在定义相关结构域方面发挥重要作用，从而决定相分离的选择。 
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图 4-1 CBX7C和 7A在 mESC和分化过程中参与 PRC1组装和相分离的工作模型 

Figure 5-1 A working model of CBX7C and 7A in participating PRC1 assembly and phase 

separation in mESCs and during differentiation 
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在多细胞生物个体发育过程中，复杂而精确的基因表达调控网络决定了不同

细胞类型中特定的基因表达谱。基因表达的表观遗传学调节是调节细胞命运决定

和发育过程中许多重要细胞生物学过程的关键机制之一。多梳蛋白家族 PcG（包

括 PRC1和 PRC2）在机体中控制数百个参与发育的基因的表达。在生物进化过

程中，PRC1的不同亚基在脊椎动物中都衍生出多个同源物，以及在基因转录过

程中的选择性剪接多腺苷酸化事件引起单个基因产生不同的异构体，为 PRC1复

合体潜在的组合多样性提供了巨大的空间。由此引发的功能及作用机制多样性的

产生有待深入探究。 

在本论文中，我们讨论了鼠源 CBX7的三种不同蛋白亚型 CBX7A、CBX7B

和以及缺失保守的 PC结构域的 CBX7C的结构、相分离特质及参与基因调控的

分子机制和生物学功能。结合多种生化及分子生物学方法及显微成像分析，我们

发现了缺失 PC结构域的 CBX7C仍然能够作为 cPRC1的功能亚基而参与基因转

录抑制调控，并在 mESC 分化过程中表达上调，可能替代了在该过程中下调的

CBX7A 和 CBX7B。与 CBX7A 相比，CBX7C 在体内和体外具有更强的驱动相

分离的能力。此外，在 mESC中共表达且能够共靶向到相同靶基因上的 CBX2和

CBX7A之间能够发生直接互作，并且 ATH-CBX2与 ATHL-CBX7（CBXA、B和

C共有结构域）共同介导了二者互作的发生。 
本论文得到的主要结论如下： 

（1）鼠源 Cbx7 基因产生的三种不同的转录本及其编码的蛋白在 mESC 及小鼠

组织中表现出不同的表达模式，并且我们关注的 CBX7C主要在 mESC和小鼠脾

脏组织中表达。尽管由于缺失了 PC 结构域而丧失了与 RING1B 的直接相互作

用，但是与 CBX7A/B不同的是 CBX7C能够通过与 PHC2之间的直接互作在细

胞中与复合体其它核心组分结合并驱动功能性的 cPRC1 复合体的组装，催化靶

向基因位点的 H2AK119ub修饰 

（2）含有 IDRs和 LCD的 CBX7A和 CBX7C在体内和体外均能够发生相分离，

并且 CBX7C 表现出比 CBX7A 更强的驱动相分离的能力。此外，CBX7A/C 与

PHC2 的互作能够进一步强化 CBX7A/C 驱动相分离的能力，形成更加致密的由

蛋白质组成的水凝胶状结构。在此过程中，CBX7A的 N端（1-82）或 CBX7C蛋

白的 N端（1-110）是介导 CBX7A/C与 PHC2互作的主要区域，而其 C端（83-

251）或（111-166）是参与 CBX7A/C-PHC2相分离的关键区域。另外，PHC2在

此互作并相分离的过程中起主导作用，并且其 SAM结构域的完整性显著影响相
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互作用蛋白的相分离特性； 

（3）缺失了 PC结构域的 CBX7C在其 N端的 CD和 ATHL结构域共同介导下

仍然保留了与染色质组蛋白的互作能力。在 mESC中，与 CBX7A/B一样，CBX7C

也能够识别并结合至已知的 cPRC1 靶基因位点，进而导致其转录被抑制。并且

CBX7C 的诱导表达引起了涉及转录调控、多组织分化调控等发育相关的生物学

过程的基因群的表达差异。此外，在 mESC 诱导分化为 EBs的过程中 Cbx7c的

转录及编码蛋白表达水平显著上调，可能通过部分替代 CBX7A和 CBX7B而参

与靶基因的转录调控，在干细胞分化进程中 CBX7-PRC1与其他 CBX蛋白-PRC1

发生功能转换时起到衔接作用。 

（4）在 mESC中共表达且能够共靶向到相同靶基因上的 CBX2和 CBX7A之间

能够发生直接互作，并且 ATH-CBX2与 ATHL-CBX7（CBXA、B和 C共有结构

域）共同介导了二者互作的发生。 

 

本论文的创新点： 

（1）本论文首次发现 Cbx7C 是一种在小鼠 ESCs 中特异性表达的新型 Cbx7 剪

接异构体。 

（2）本研究确定了 CBX7C通过 PHC2募集 RING1B，并参与组装功能性 PRC1。 

（3）本研究首次确定了 CBX7C的相分离特性，并发现 PHC2显著提高了 CBX7C

的相分离性能。 

（4）本研究发现 CBX7C在 mESC分化过程中上调并在 mESC分化过程中发挥

重要作用。 

对Cbx7C新剪接体的深入研究不仅为阐明CBX蛋白的相分离特性在胚胎发

育等生理过程中的特殊生物学功能提供了理论依据，而且有助于解释 CBX失稳

后导致相关致病的分子机制。本项目不仅具有重要的学术价值，而且蕴藏着潜在

的应用价值，研究结果为未来相关疾病的早期诊断、治疗和预后检测提供新的有

效靶点。 
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dJ 

引物名称 引物序列（5’到 3’） 

RT-qPCR引物：  

β-Actin-F CTAAGGCCAACCGTGAAAAG 

β-Actin-R ACCAGAGGCATACAGGGACA 

mCbx7a-F1 AGGAGAGAGACCGAGCCTCG 

mCbx7a-R1 CGCGCCAGAGAGAAGCAGA 

mCbx7a+b-F2 CCGGAGACTGGGAGCCTATGGA 

mCbx7a+b-R2 ACGGAGTTGGCGGTGATGTCAG 

mCbx7c-F3 CTCTCTCACCCTACGCAGCACC 

mCbx7c-R3 TGGCCTTTGCAAGATCCCTTCT 

Hoxa11-F TGATGGATTTTGATGAGCGTGGTC 

Hoxa11-R TGGGGCAGGTTGGAGGAGT 

Hoxc11-F GAGCTTATGCACCGGGAGT 

Hoxc11-R CGTAGGAGCCTTCATTTTTCA 

Dlx5-F GGACTGACGCAAACACAGG 

Dlx5-R GCGAGTTACACGCCATAGG 

Evx1/2-F CAGGGAGAACTACGTTTCAAGAC 

Evx1/2-R GCCGGTTCTGAAACCACA 

Lhx1-F TGGGCAGTCTGACACGCACAC 

Lhx1-R AAGACGCCAAGAGCTCAGGATTC 

Tal1-F CGCCTCACTAGGCAGTGG 

Tal1-R CTCTTCACCCGGTTGTTGTT 

Ccnd2-F CAAGCATGCGCAGACCTTCATC 

Ccnd2-R GGGTACATGGCAAACTTGAAGTCG 

Spatc1-F AGCTCCCACCTCCAAAGTCAATG 

Spatc1-R TCCATCTCCACGACATTCTTCCG 

Serpinb9b-F GGTCTCCAAACAGACTGAAGGC 

Serpinb9b-R ATGGCATTTCCCTGGTGGATTC 

Neurod1-F ACAACAGGAAGTGGAAACATGACC 

Neurod1-R ACACTCATCTGTCCAGCTTGGG 

Gata6-F ATTCACCAGCAGCGACTAGCAG 

Gata6-R TTTGATTCCTCGAGCGATGTGC 

Adamts1-F TGTCAGTGGCAAGTGCGTGAAC 

Adamts1-R CCCAGCTTCCATGAACAGGAGTAG 

Tmem170b-F TGAGGAACCTCACGGAGATGTG 

Tmem170b-R AGCACCGTGGACAAACAGAGAG 

Pax2-F AAGAGGAAACGCGAGGAAGTCG 

Pax2-R ACCTCCACCTCCTCTAATGTGG 

Jade1-F TCATGAAACGAGGTCGCCTTCC 
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引物名称 引物序列（5’到 3’） 

Jade1-R GGACCATGTCGTTGACAAGCTG 

Zfp292-F GTGCTGGAACGCTTGGCATTAAG 

Zfp292-R TGATAGCTCAACAGGCAGACACAG 

Atf5-F ACTGTGGGCTATTTGGCAGAGTC 

Atf5-R AGGGCCTTGCTTTCTCAGTTGC 

Atf3-F AGACAGAGTGCCTGCAGAAAGAG 

Atf3-R GCCTTCAGCTCAGCATTCACAC 

Cdh22-F TTCTTCGTGGTGGAGGAGTACACG 

Cdh22-R CGTCAGAATCCGAGTGGATCTTGC 

Grin2c-F TCTCACCAAGGGCAAGAAGTCAG 

Grin2c-R CAACCACACGGACTTGCCAATG 

ChIP-qPCR引物： 

NC-1-Myc-F TTAGGTAAGAATTGGCAAGGATA 

NC-1-Myc-R AGGGTTAGGGCACAGGTGAGAAA 

NC-1-Klf4-F GAACGGCTCTGCTGGAGAAATTA 

NC-1-Klf4-R GGCTCTGTTGAAACCCAAAGGAT 

Hoxa11-F TGATGGATTTTGATGAGCGTGGTC 

Hoxa11-R TGGGGCAGGTTGGAGGAGT 

Hoxc11-F GAGCTTATGCACCGGGAGT 

Hoxc11-R CGTAGGAGCCTTCATTTTTCA 

Dlx5-F GTTGGACGAGTTAGGGTGTTG 

Dlx5-R GTGGATCGGGTTCCATTG 

Evx1/2-F TGTGTGTGTCTCTCTGTTTTCACA 

Evx1/2-R AATGGCTCGGCAGTGATG 

Lhx1-F TGGGCAGTCTGACACGCACAC 

Lhx1-R AAGACGCCAAGAGCTCAGGATTC 

Tal1-F GTCCGTTTCCTCCGTCTTT 

Tal1-R GGGGAAGGAAGGAAGAGAGTC 

Ccnd2-F CCGCGTTGGCACTTTGGCAGGAG 

Ccnd2-R GCGGTTCTTTCAGATTGCCCTAA 

Grin2c-F ACGGTGGAGACAGACGCGGGACA 

Grin2c-R CCAACAGTCCGGCTCCCAAGGGT 

Adamts1-F ACTCTGGCACGGTGAACGGTGAT 

Adamts1-R CAGGCGCTGGCTGAATGAAGAAC 

Pax2-F GGCGAATCACAGAGTGGTGGAAT 

Pax2-R CCGGGAGATGGATGACTTGTCAG 

Cdh22-F GCAACAGCTGAAGCGCGCCCATC 

Cdh22-R GCGCCGGGGAAAGTTTGGACGTG 

分子克隆引物： 

pBiFC-CBX7A-F GCTCTAGAGCAGTCTCTATGGAGCTGTCAGCCATCGGCG 

pBiFC-CBX7A-R CGGGATCCGCTAGCTCAGAACTTCCCACTGCGGTCTCGG 
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引物名称 引物序列（5’到 3’） 

pBiFC-CBX7B-F GCTCTAGAGCAGTCTCTATGGAGCTGTCAGCCATAGGC 

pBiFC-CBX7B-R CGGGATCCGCTAGCTCACAGCTTCTCGTTGCGGTCTC 

pBiFC-CBX7C-F GCTCTAGAGCAGTCTCTATGGAGCTGTCAGCCATAGGC 

pBiFC-CBX7C-R CGGGATCCTCATTTTAAGCTCTCAGAGGTTGGCTGTC 

pBiFC-CBX7A (1-82)-F GCTCTAGAGCAGTCTCTATGGAGCTGTCAGCCATAGGC 

pBiFC-CBX7A (1-82)-R CGGGATCCTCACTGTAGCAGAAGCCGCCTGGGTTT 

pBiFC-CBX7A (83-251) -F GCTCTAGAGCAGTCTCTATGCGGCTGTACAGCATGGAC 

pBiFC-CBX7A (83-251) -R CGGGATCCGCTAGCTCAGAACTTCCCACTGCGGTCT 

pBiFC-CBX7A (ΔCD) -F GCTCTAGAGCAGTCTCTATGGCCTACGAGGAGAAGGA 

pBiFC-CBX7A (ΔCD) -R CGGGATCCTCAGAACTTCCCACTGCGGTCTCGGAAG 

pBiFC-CBX7A (ΔCD+ATHL) -F GCTCTAGAGCAGTCTCTATGCTTCTGCTGCAGCGGCTG 

pBiFC-CBX7A (ΔCD+ATHL) -R CGGGATCCGCTAGCTCAGAACTTCCCACTGCGGTCTCGG 

pBiFC-CBX7C (1-110) -F GCTCTAGAGCAGTCTCTATGGAGCTGTCAGCCATAGGC 

pBiFC-CBX7C (1-110) -R CGGGATCCGCTAGCTCATGGGCCCAAGGGCCAGTGCA 

pBiFC-CBX7C (111-166) -F GCTCTAGAGCAGTCTCTATGCCACTCTCTCACCCTACGCA 

pBiFC-CBX7C (111-166) -R CGGGATCCGCTAGCTCATTTTAAGCTCTCAGAGGTTG 

pBiFC-CBX7C (ΔCD+ATHL) -F GCTCTAGAGCAGTCTCTATGCTTCTGCTGCAGCGGCTG 

pBiFC-CBX7C (ΔCD+ATHL) -R CGGGATCCTCATTTTAAGCTCTCAGAGGTTGGCTGTC 

pBiFC-PHC2 (ΔSAM) -F GCTCTAGAGCAGTCTCTATGACCTCAGGGAACGGAAACT 

pBiFC-PHC2 (ΔSAM) -R CGGGATCCTCATGGCAGGAAGTGGTGTCCCATGCCCACCA 

pBiFC-CBX7A(ΔATHL) -1F GCTCTAGAGCAGTCTCTATGGAGCTGTCAGCCATCGGCG 

pBiFC-CBX7A(ΔATHL) -1R GTACAGCCGCTGCAGCAGAAGATACCCCGATGCTCG 

pBiFC-CBX7A (ΔATHL) -2F CGAGCATCGGGGTATCTTCTGCTGCAGCGGCTGTAC 

pBiFC-CBX7A (ΔATHL) -2R CGGGATCCGCTAGCTCAGAACTTCCCACTGCGGTCTCGG 

PGEX-6p-1-CBX7A-F TCCAGGGGCCCCTGGGATCCATGGAGCTGTCA 

PGEX-6p-1-CBX7A-R GATGCGGCCGCTCGAGTCGACTCAGAACTTCC 

PGEX-6p-1-CBX7A (1-82) -F TCCAGGGGCCCCTGGGATCCATGGAGCTGTCA 

PGEX-6p-1-CBX7A (1-82) -R GATGCGGCCGCTCGAGTCGACTCACTGTAGCAGAA 

PGEX-6p-1-CBX7A (83-251) -F TCCAGGGGCCCCTGGGATCCATGCGGCTGTAC 

PGEX-6p-1-CBX7A (83-251) -R GATGCGGCCGCTCGAGTCGACTCAGAACTTCC 

PGEX-6p-1-CBX7C-F TCCAGGGGCCCCTGGGATCCATGGAGCTGTCA 

PGEX-6p-1-CBX7C-R GATGCGGCCGCTCGAGTCGACTCATTTTAAGCTCTCAG 

PGEX-6p-1-CBX7C (1-51)-F TCCAGGGGCCCCTGGGATCCATGGAGCTGTCA 

PGEX-6p-1-CBX7C (1-51)-R GATGCGGCCGCTCGAGTCGACTCAAGGGTCCAAGATGT 

PGEX-6p-1-CBX7C (1-110)-F TCCAGGGGCCCCTGGGATCCATGGAGCTGTCA 

PGEX-6p-1-CBX7C (1-110)-R GATGCGGCCGCTCGAGTCGACTCATGGGCCCAAG 

PGEX-6p-1-CBX7C (52-166)-F TCCAGGGGCCCCTGGGATCCATGCGCCTTGTCAT 

PGEX-6p-1-CBX7C (52-166)-R GATGCGGCCGCTCGAGTCGACTCATTTTAAGCTCTCAG 

PGEX-6p-1-CBX7C (111-166)-F TCCAGGGGCCCCTGGGATCCATGCCACTCTCTCA 

PGEX-6p-1-CBX7C (111-166)-R GATGCGGCCGCTCGAGTCGACTCATTTTAAGCTCTCAG 

PGEX-6p-1-EGFP-F TCCAGGGGCCCCTGGGATCCATGGTGAGCAAG 
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引物名称 引物序列（5’到 3’） 

PGEX-6p-1-EGFP-R GATGCGGCCGCTCGAGTCGACTCACTTGTACAGCTCGT 

PGEX-6p-1-EGFP-protein-F TCCAGGGGCCCCTGGGATCCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTT

CACCGGGGTGGTGCC 

PGEX-6p-1-EGFP-protein-R TGACAGCTCCATTCTAGAGTCGACTGGTACCGATATCAGATCTATCG

ATGAATTCTTGTACAGCTC 

PGEX-6p-1-EGFP-CBX7A-F GAGCTGTACAAGAATTCATCGATAGATCTGATATCGGTACCAGTCGA

CTCTAGAATGGAGCTGTCA 

PGEX-6p-1-EGFP-CBX7A-R GATGCGGCCGCTCGAGTCGACTCAGAACTTCCCACTGCGGTCTCGG

AAGAAGCCCTCAG 

PGEX-6p-1-EGFP-CBX7C-F GAGCTGTACAAGAATTCATCGATAGATCTGATATCGGTACCAGTCGA

CTCTAGAATGGAGCTGTCA 

PGEX-6p-1-EGFP-CBX7C-R GATGCGGCCGCTCGAGTCGACTCATTTTAAGCTCTCAG 

pET28a-RING1B-F GCCGCGCGGCAGCCATATGATGTCTCAGGCTGTGCAG 

pET28a-RING1B-R GGTGGTGGTGCTCGAGTTCATTTGTGCTCCTTTGTAGG 

pET28a-PHC2-F GCCGCGCGGCAGCCATATGATGACCTCAGGGAACGGAAA 

pET28a-PHC2-R GGTGGTGGTGCTCGAGTCTAGGAGTCCTTGAGCATG 

pcDNA3.1-TRE-CMV-CBX7A-EGFP-Flag-F TGCTAGCGGCCGCGGAATTCATGGAGCTGTCAGCCAT 

pcDNA3.1-TRE-CMV-CBX7A-EGFP-Flag-R TTGCTCACCATATCGATCCCGCCACCTCCGGATCCCG 

pcDNA3.1-TRE-CMV-CBX7C-EGFP-Flag-F TGCTAGCGGCCGCGGAATTCATGGAGCTGTCAGCCATA 

pcDNA3.1-TRE-CMV-CBX7C-EGFP-Flag-R TTGCTCACCATATCGATCCCGCCACCTCCGGATCCCG 

pcDNA3.1-CMV-CBX7C-EGFP-Flag-F TAGCGTTTAAACTTAAGCTTATGGAGCTGTCAGCCATA 

pcDNA3.1-CMV-CBX7C-EGFP-Flag-R TTGCTCACCATATCGATCCCGCCACCTCCGGATCCCG 

pBiFC-mCherry-PHC2-F AAGACGATGACGACAAGCTTATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG 

pBiFC-mCherry-PHC2-R ATCTATCGATGAATTCTTGTACAGCTCGTCCATGCCG 

pcDNA3.1-CMV-mCherry-HTM-1F AAGACGATGACGACAAGCTTATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGG 

pcDNA3.1-CMV-mCherry-HTM-1R GCAGCGTGGTGGGTGGACATCCCGCCACCTCCGGATCCCGGGCC 

pcDNA3.1-CMV-mCherry-HTM-2F GGCCCGGGATCCGGAGGTGGCGGGATGTCCACCCACCACGCTGC 

pcDNA3.1-CMV-mCherry-HTM-2R ACAGGTTTTCTCTAGATCAGAAGGCGAGGGCCTGCTTCGG 

pcDNA3.1-CMV-mCherry-HTM-protein-F AAGACGATGACGACAAGCTTATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGGATA

ACATGGCCATCATCAAGGA 

pcDNA3.1-CMV-mCherry-HTM-protein (A)-R CTGACAGCTCCATTCTAGAGTCGACTGGTACCGATATATCGATTCCCG

GGCCGAAGGCGAGGGCCT 

pcDNA3.1-CMV-mCherry-HTM-CBX7A-F AGGCCCTCGCCTTCGGCCCGGGAATCGATATATCGGTACCAGTCGAC

TCTAGAATGGAGCTGTCAG 

pcDNA3.1-CMV-mCherry-HTM-CBX7A-R ACAGGTTTTCTCTAGATCAGAACTTCCCACTGCGGTCTCGGAAGAA

GCCCTCAGCT 

pcDNA3.1-CMV-mCherry-HTM-protein (C)-R ATGGCTGACAGCTCCATTCTAGAGTCGACTGGTACCGATATATCGATT

CCCGGGCCGAAGGCGAGGGC 

pcDNA3.1-CMV-mCherry-HTM-CBX7C-F GCCCTCGCCTTCGGCCCGGGAATCGATATATCGGTACCAGTCGACTC

TAGAATGGAGCTGTCAGCCAT 

pcDNA3.1-CMV-mCherry-HTM-CBX7C-R ACAGGTTTTCTCTAGATCATTTTAAGCTCTCAGAGGTTGGCTGTCTGT
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引物名称 引物序列（5’到 3’） 

CTACCCTCAGGC 

pcDNA3.1-CMV-mCherry-HTM-protein (PHC2)-R TTCCGTTCCCTGAGGTCATTCTAGAGTCGACTGGTACCGATATATCGA

TTCCCGGGCCGAAGGCGAGGGC 

pcDNA3.1-CMV-mCherry-HTM-PHC2-F GCCCTCGCCTTCGGCCCGGGAATCGATATATCGGTACCAGTCGACTC

TAGAATGACCTCAGGGAACGGAA 

pcDNA3.1-CMV-mCherry-HTM-PHC2-R ACAGGTTTTCTCTAGACTAGGAGTCCTTGAGCATGCTGATGCGTGCG

TAGATCTTCAGGGCGGGC 

pcDNA3.1-CMV-mCherry-Cry2oligo-1F TAGCGTTTAAACTTAAGCTTATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGGATAA

CATGGCCATCAT 

pcDNA3.1-CMV-mCherry-Cry2oligo-1R ATAGTCTTTTTGTCCATCTTCATTGATATCAGATCTATTGATGAATTCT

TGTACAGC 

pcDNA3.1-CMV-mCherry-Cry2oligo-2F GCTGTACAAGAATTCATCAATAGATCTGATATCAATGAAGATGGACA

AAAAGACTAT 

pcDNA3.1-CMV-mCherry-Cry2oligo-2R ACAGGTTTTCTCTAGATGCTGCTCCGATCATGATCTGTGCTCCACGG

GTTCTTGAAATAGCT 

pcDNA3.1-CMV-protein-mCherry-Cry2oligo-R ACAGGTTTTCTCTAGATGCTGCTCCGATCATGATCTGTGCTCCACGG

GTTCTTGAAATAGCT 

pcDNA3.1-CMV-protein(A)-mCherry-Cry2oligo-F AGTGGGAAGTTCGGCCCGGGATCCGGAGGTGGCGGGATCGATATGG

TGAGCAAGGGCGAGGA 

pcDNA3.1-CMV-CBX7A-mCherry-Cry2oligo-F TAGCGTTTAAACTTAAGCTTATGGAGCTGTCAGCCATCGGCGAGCAG

GTGTTCGCCGT 

pcDNA3.1-CMV-CBX7A-mCherry-Cry2oligo-R TCCTCGCCCTTGCTCACCATATCGATCCCGCCACCTCCGGATCCCGG

GCCGAACTTCCCACT 

pcDNA3.1-CMV-protein(C)-mCherry-Cry2oligo-F GAGAGCTTAAAAGGCCCGGGATCCGGAGGTGGCGGGATCGATATGG

TGAGCAAGGGCGAGGA 

pcDNA3.1-CMV-CBX7C-mCherry-Cry2oligo-F TAGCGTTTAAACTTAAGCTTATGGAGCTGTCAGCCATAGGCGAGCAG

GTGTTTGCGGT 

pcDNA3.1-CMV-CBX7C-mCherry-Cry2oligo-R TCCTCGCCCTTGCTCACCATATCGATCCCGCCACCTCCGGATCCCGG

GCCTTTTAAGCTCTC 

pTripZ-5×UAS-CYP26A1-EGFP-Flag-1F TGGATCCATCATCGACGCGTTCGGAGTACTGTCCTCCGTA 

pTripZ-5×UAS-CYP26A1-EGFP-Flag-1R GTACACGCCTACCTCGACATACGTTCTCTATCACTGATAG 

pTripZ-5×UAS-CYP26A1-EGFP-Flag-2F CTATCAGTGATAGAGAACGTATGTCGAGGTAGGCGTGTAC 

pTripZ-5×UAS-CYP26A1-EGFP-Flag-2R ACAGGTTTTCTCTAGACTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAG 

GAL4 DBD-CBX7A-F GCCCGGGCTGGAATTCTAGAAATGGAGCTGTCAGCCATCGGCGA 

GAL4 DBD-CBX7A-R TACTTATTCAAGATCTTCAGAACTTCCCACTGCGGTCTC 

GAL4 DBD-CBX7C-F GCCCGGGCTGGAATTCTAGAAATGGAGCTGTCAGCCATA 

GAL4 DBD-CBX7C-R TACTTATTCAAGATCTTCATTTTAAGCTCTCAGAGGTT 

GAL4 DBD-IRES-Renilla Luciferase-1F TTCTAGAAATCGATAGATCTGACTACAAAGACGATGACGACAAGTG

AGCCCCTCTCCCTCCCCCCCCCCT 

GAL4 DBD-IRES-Renilla Luciferase-1R TCCGTTTCCTTTGTTCTGGATCATAAACTTTCGAAGTCATGGTATTAT

CGTGTTTTTCAAAGGAAAACCACGT 
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引物名称 引物序列（5’到 3’） 

GAL4 DBD-IRES-Renilla Luciferase-2F ACGTGGTTTTCCTTTGAAAAACACGATAATACCATGACTTCGAAAGT

TTATGATCCAGAACAAAGGAAACGGA 

GAL4 DBD-IRES-Renilla Luciferase-2R CTTAAAAATTGGATCTACTTATTCATCATTGTTCATTTTTGAGAACTC

GCTCAACGAACGATTTGATATATTTTCCC 

GAL4DBD-CBX7A-IRES-Renilla Luciferase-F GCCCGGGCTGGAATTCTAGAAATGGAGCTGTCAGCCATCGGCGAGC

A 

GAL4DBD-CBX7A-IRES-Renilla Luciferase-R CTTTGTAGTCAGATCTGAACTTCCCACTGCGGTCTCGGAAGAA 

GAL4DBD-CBX7C-IRES-Renilla Luciferase-F GCCCGGGCTGGAATTCTAGAAATGGAGCTGTCAGCCATAGGCGAGC

A 

GAL4DBD-CBX7C-IRES-Renilla Luciferase-R CTTTGTAGTCAGATCTTTTTAAGCTCTCAGAGGTTGGCTGTCTGT 

GAL4DBD-PHC2-IRES-Renilla Luciferase-F GCCCGGGCTGGAATTCTAGAAATGACCTCAGGGAACGGAAACTCTG

CCT 

GAL4DBD-PHC2-IRES-Renilla Luciferase-R CTTTGTAGTCAGATCTGGAGTCCTTGAGCATGCTGATGCGGGCGT 
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