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　　［摘要］　目的　通过在成纤维细胞ＮＩＨ３Ｔ３中内源性过表达巢蛋白（Ｎｅｓｔｉｎ），研究其对细胞增殖、
迁移及转化生长因子（ＴＧＦβ１）作用下细胞胶原蛋白表达与 ＭＡＰＫ相关通路的影响。方法　通过
ＣＲＩＳＰＲ／ＳＡＭ技术构建内源性过表达Ｎｅｓｔｉｎ的细胞株，用ＭＴＳ实验、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞增殖能力，细
胞划痕实验检测细胞迁移能力，经 ｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ与免疫荧光染色明确 ＴＧＦβ１对其胶原蛋白与
ＭＡＰＫ通路的影响。结果　ＣＲＩＳＰＲ／ＳＡＭ技术能使内源性Ｎｅｓｔｉｎ表达显著提高（Ｐ＜０．０５），而内源性过
表达Ｎｅｓｔｉｎ对ＮＩＨ３Ｔ３细胞的生长、迁移有明显促进作用（Ｐ＜０．０５），对ＴＧＦβ１诱导的胶原蛋白表达及
ＭＡＰＫ的激活也有明显的抑制效应（Ｐ＜０．０１）。结论　用 ＣＲＩＳＰＲ／ＳＡＭ技术内源性过表达 Ｎｅｓｔｉｎ可以
明显促进ＮＩＨ３Ｔ３细胞的生长和迁移，但却抑制ＴＧＦβ１诱导下胶原蛋白的表达及ＭＡＰＫ的激活。
　　［关键词］　Ｎｅｓｔｉｎ；ＮＩＨ３Ｔ３；ＣＲＩＳＰＲ／ＳＡＭ；增殖；迁移；ＭＡＰＫ
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　　巢蛋白（ｎｅｓｔｉｎ）是一种Ⅵ型中间丝蛋白，首次被
发现在多能神经干细胞（ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＮＳＣｓ）中，与
ＮＳＣｓ的自我更新关系密切［１］。尽管 Ｎｅｓｔｉｎ已经广泛
应用于神经系统各个区域中 ＮＳＣｓ的标记与部分肿瘤
的病理检查，但对于其具体功能与作用机制的研究尚

不完善，其中的部分原因是神经细胞体外长期培养与

基因干预具有相当难度。近年的研究表明除神经细胞

与部分肿瘤外，Ｎｅｓｔｉｎ在皮肤、心脏、胰腺、肾脏及血管
内皮中均有表达［２］，尤其大鼠中 Ｎｅｓｔｉｎ阳性的心室成
纤维细胞在心肌受损后明显增高，参与组织损伤后的

瘢痕形成［３］。不论是原代还是建株成纤维细胞的传

代培养方法已经成熟，且成纤维细胞具有转化成为神

经干细胞的潜能［４］，因此成纤维细胞可以作为良好的

载体研究Ｎｅｓｔｉｎ的功能。
　　Ｎｅｓｔｉｎ的分子量较大（２４０×１０３），具有 Ｎ端较短，
Ｃ端长的特殊结构［５］，构建其过表达病毒载体，难以保

证病毒的得率与滴度，而常规过表达克隆载体又存在

筛选周期长且由于插入基因组 ＤＮＡ位置的随机性所
导致目的蛋白表达不稳定的问题，需要采用更加方便、

稳定的过表达技术应用于本实验。协同激活介导因子

（ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃａｃｔｉｖａｔｉｏｎｍｅｄｉａｔｏｒ，ＳＡＭ）技术［６］是在规律

成簇间隔短回文序列／ＣＲＩＳＰＲ相关蛋白 ９（ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ
ｒｅｇｕｌａｒｌｙｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄｓｈｏｒｔｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃｒｅｐｅａｔｓ／ＣＲＩＳＰＲ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ９，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９）基因敲除基础上
发展起来的过表达内源基因的新技术，其优势在于能

够激活分子量较大的内源蛋白高效表达，可以控制一

个启动子支配的各种转录本表达，由于细胞可以容纳

多个小向导 ＲＮＡ（ｓｉｎｇｌｅｇｕｉｄｅＲＮＡ，ｓｇＲＮＡ），所以在
一个细胞内可同时调控多种蛋白的表达，有利于研究

蛋白间的相互作用。

　　本研究利用 ＣＲＩＳＰＲ／ＳＡＭ技术构建了内源性过
表达 Ｎｅｓｔｉｎ质粒系统，并利用其调控成纤维细胞
ＮＩＨ３Ｔ３中内源性Ｎｅｓｔｉｎ的表达，初步研究了Ｎｅｓｔｉｎ的
过表达对ＮＩＨ３Ｔ３细胞增殖、迁移及ＴＧＦβ１诱导下细
胞胶原蛋白表达与ＭＡＰＫ信号传导通路激活的影响。

１　材料与方法

１．１　材料
　　ＮＩＨ３Ｔ３，２９３Ｔ细胞（购自中国科学院细胞库）；
ＳＡＭ系统：ｌｅｎｔｉＳＡＭｖ２、ｌｅｎｔｉＭＰＨｖ２质粒自 Ａｄｄｇｅｎｅ引
进；病毒包装 Δ８．９（Ｐａｃｋａｇｉｎｇｐｌａｓｍｉｄ）及 ＶＳＶＧ
（Ｅｎｖｅｌｏｐｅｐｌａｓｍｉｄ）质粒由实验室保存；Ｓｔｂｌ３感受态细
菌（购自博迈德公司）；ＰＥＧ６０００（购自 ＢＩＯＳＨＡＲＰ）；
氯喹（购自Ｓｉｇｍａ公司）；ＤＰＢＳ（购自ＢＩ）；ＢｓｍＢＩ（购自
Ｂｉｏｌａｂｓ）；Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ（购自Ｐｒｏｍｅｇａ）；ＴＲＩｚｏｌ（购自

北京鼎国公司）；ＨｉＳｃｒｉｐｔⅡＲＴＳｕｐｅｒＭｉｘ逆转录试剂
盒（Ｒ２２２０１，购于Ｖａｚｙｍｅ）；ＡｃｅＱ ｑＰＣＲＳＹＢＲ试剂盒
（Ｑ１１１０３／０２，购于Ｖａｚｙｍｅ）；ＭＴＳ试剂（购自Ｐｒｏｍｅｇａ）；
ＴＧＦβ１（购自 ｎｏｖｏｐｒｏｔｅｉｎ）；Ｎｅｓｔｉｎ抗体 （ａｂ１１３０６，
Ａｂｃａｍ）；ＰＣＮＡ抗体（１０２０５２ＡＰ，武汉三鹰）；ＭＡＰＫ
抗体（２０１２４６４Ｆ３，成都正能）；ＰｈｏｓｐｈｏＭＡＰＫ抗体
（３０１２４５，成都正能）；αＴｕｂｕｌｉｎ抗体（６６０３１１１ｇ，武
汉三鹰）；βＡｃｔｉｎ抗体 （６６００９１１ｇ，武汉三鹰）；
ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ抗体（２２７３４１ＡＰ，武汉三鹰）；ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ抗
体（６６７６１１１ｇ，武汉三鹰）；ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８标记山羊
抗小鼠ＩｇＧ（ＳＡ０００６１，武汉三鹰）。
１．２　方法
１．２．１　ＬＶｓｇＲＮＡＭＳ２Ｐ６５ＨＳＦ１Ｎｅｏ质粒构建　　
首先利用哈佛大学 ＺｈａｎｇＬａｂ网上设计软件（网址：
ｈｔｔｐ：／／ｓａｍ．ｇｅｎｏｍｅｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ．ｏｒｇ／），获得７条 ｓｇＲＮＡ
序列，根据文献［７］获得小鼠 Ｎｅｓｔｉｎ靶基因上游调控
序列及转录起始位点（ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌＳｔａｒｔＳｉｔｅ，ＴＳＳ）相
关信息，分别选择距 ＴＳＳ３４、７７ｂｐ与 １５０ｂｐ的 ３段
ｓｇＲＮＡ序列（序列信息见表１），加上ＢｓｍＢⅠ位点切割
后产生的互补粘端后，合成寡核苷酸（表２），经退火处
理形成双链ＤＮＡ。ＳＡＭ系统采用哈佛大学ＺｈａｎｇＬａｂ
ｌｅｎｔｉＳＡＭｖ２／ｌｅｎｔｉＭＰＨｖ２双质粒系统［８］（来自哈佛大学

ＦｅｎｇＺｈａｎｇ博士，Ａｄｄｇｅｎｅｐｌａｓｍｉｄ＃７５１１２与＃８９３０８）。
通过ＢｓｍＢⅠ酶切、回收与连接，将退火ｓｇＲＮＡ片段连入
ｌｅｎｔｉＳＡＭｖ２载体。经转化、菌落 ＰＣＲ、测序，获得序列
正确的表达ｓｇＲＮＡ的慢病毒质粒（图１）。

表１　ＺｈａｎｇＬａｂ在线引导ＲＮＡ设计结果

基因名 基因库编码 转录起始位点 引导序列

Ｎｅｓ ＮＭ＿０１６７０１ １５０ ＡＴＣＡＡＡＴＴＧＴＡＧＣＣＴＣＧＣＣＣ
Ｎｅｓ ＮＭ＿０１６７０１ ７７ ＣＴＣＴＡＡＡＧＧＧＴＴＡＡＧＧＣＣＴＡ
Ｎｅｓ ＮＭ＿０１６７０１ ３４ ＧＴＡＴＴＣＡＴＡＣＴＣＣＣＧＣＣＧＧＣ

表２　合成的ｓｇＲＮＡ寡核苷酸序列

编号 接头 ｓｇＲＮＡ序列 接头

Ｎｅｓ＃１ 正义链 ＣＡＣＣｇ ＡＴＣＡＡＡＴＴＧＴＡＧＣＣＴＣＧＣＣＣ ｃ
反义链 ａａａｃ ＧＧＧＣＧＡＧＧＣＴＡＣＡＡＴＴＴＧＡＴ

Ｎｅｓ＃２ 正义链 ＣＡＣＣｇ ＣＴＣＴＡＡＡＧＧＧＴＴＡＡＧＧＣＣＴＡ ｃ
反义链 ａａａｃ ＴＡＧＧＣＣＴＴＡＡＣＣＣＴＴＴＡＧＡＧ

Ｎｅｓ＃３ 正义链 ＣＡＣＣｇ ＧＴＡＴＴＣＡＴＡＣＴＣＣＣＧＣＣＧＧＣ ｃ
反义链 ａａａｃ ＧＣＣＧＧＣＧＧＧＡＧＴＡＴＧＡＡＴＡＣ

１．２．２　病毒的包装、浓缩与滴度检测　　过表达病毒
的包装、纯化及滴度测定主要按照文献［９］的方法进
行：以２９３Ｔ细胞作为包装细胞；辅助质粒采用 Δ８．９
（Ｐａｃｋａｇｉｎｇｐｌａｓｍｉｄ）及ＶＳＶＧ（Ｅｎｖｅｌｏｐｅｐｌａｓｍｉｄ），按照
Ｅｎｖｅｌｏｐｅ质粒：Ｐａｃｋａｇｉｎｇ质粒：Ｔｒａｎｓｆｅｒ质粒（μｇ）＝
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１∶２∶３的比例混合质粒，利用磷酸钙法进行转染，收集
培养４８ｈ后上清液，过滤后以ＰＥＧ６０００进行病毒的浓
缩。采用２９３Ｔ细胞进行药筛实验对病毒滴度进行检
测，通过记录抗性药物处理 ２４ｈ后活细胞数量，利用
公式：病毒滴度＝活细胞数／病毒原液量，计算病毒的
滴度。

NIH3T3Net#1

NIH3T3Net#2

NIH3T3Net#3

图１　内源性过表达 ＮｅｓｔｉｎＬＶｓｇＲＮＡＭＳ２Ｐ６５ＨＳＦ１
Ｎｅｏ质粒构测序

１．２．３　内源性过表达 Ｎｅｓｔｉｎ细胞株构建与细胞培养
　　ＮＩＨ３Ｔ３细胞在 １０％灭活小牛血清，１％ ＮＥＡＡ，
１％抗生素，８８％ＤＥＭＥ高糖，３７℃、５％ＣＯ２环境中培
养。ＮＩＨ３Ｔ３细胞加入 ＬｅｎｔｉＭＰＨ病毒感染２４ｈ，以含
２００μｇ／ｍＬ潮霉素（ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎ）培养基连续筛选２周，
获稳定细胞后，将细胞分为４组，分别用ＮｅｓｓｇＲＮＡ＃１、
ＮｅｓｓｇＲＮＡ＃２、ＮｅｓｓｇＲＮＡ＃３和对照病毒（ＮｅｓｓｇＲＮＡ
ｃｏｎ）进行感染，利用含１０μｇ／ｍＬ杀稻瘟菌素（ｂｌａｓｔｉｃｉ
ｄｉｎ）和２００μｇ／ｍＬ潮霉素培养基连续筛选１周，获得
ＮｅｓｓｇＲＮＡｃｏｎ、＃１、＃２、＃３稳定细胞株。
１．２．４　总 ＲＮＡ提取和 ｑＰＣＲ　　使用 ＴＲＩｚｏｌ提取细
胞总ＲＮＡ，通过ＮａｎｏＤｒｏｐＴＭ分光光度计定量ＲＮＡ后，
利用 ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅱ ＲＴＳｕｐｅｒＭｉｘ逆转录试剂盒制备
ｃＤＮＡ，以ＡｃｅＱ ｑＰＣＲＳＹＢＲ试剂盒进行各种目的基
因的检测检测。ｑＰＣＲ引物：Ｎｅｓｔｉｎ上游 ５′ＣＣＣＴ
ＧＡＡＧＴＣＧＡＧＧＡＧＣＴＧ３′；下游 ５′ＣＴＧＣＡＣＣＴＣＴＡＡＧ
ＣＧＡ３′。ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ上游 ５′ＣＴＧＴＡＡＣＡＴＧＧＡＡＡＣＴ
ＧＧＧＧＡＡＡ３′；下游５′ＣＣＡＴＡＧＣＴＧＡＡＣＴＧＡＡＡＡＣＣＡ
ＣＣ３′。ｍβａｃｔｉｎ上游５′ＧＧＣＴＧＴＡＴＴＣＣＣＣＴＣＣＡＴＣＧ
３′；下游 ５′ＣＣＡＧＴＴＧＧＴＡＡＣＡＡＴＧＣＣＡＴＧＴ３′。ＰＣＲ
程序如下：９５℃预变性 ５ｍｉｎ，循环反应 ９５℃ １０ｓ，

６０℃ ３０ｓ，４０个循环，融解曲线 ９５℃ １５ｓ，６０℃
６０ｓ，９５℃ １５ｓ。以ｍβａｃｔｉｎ为内参，使用 ２－ΔΔＣｔ方法
计算相对表达量。所有实验至少进行３次。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　 建株细胞采用无血清培
养液饥饿过夜后，采用含／不含５ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１完全
培养基进行刺激，于冰上以 ＲＩＰＡ裂解液分别提取各
组０、２、４、８、１２ｈ与２４ｈ细胞总蛋白，采用 ＳＤＳＰＡＧＥ
法分离蛋白，并转移至０．４５μｍＰＶＤＦ膜，室温下５％脱
脂牛奶封闭２ｈ。然后一抗４℃过夜。二抗室温孵育
２ｈ。采用ＥＣＬ底物发光法获取结果。并使用 βａｃｔｉｎ
抗体与αＴｕｂｕｌｉｎ抗体为内参对照。通过ｉｍａｇｅＬａｂ软
件定量蛋白质条带的灰度值。

１．２．６　免疫荧光染色　　ＮｅｓｓｇＲＮＡｃｏｎ、＃１、＃３细胞
接种于爬片上，经／不经 ５ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１刺激 ２４ｈ
后，以４％多聚甲醛固定１５ｍｉｎ，０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００通透
２０ｍｉｎ，１０％山羊血清封闭２ｈ，一抗４℃过夜，二抗及
ＤＡＰＩ染色２ｈ，封片后以荧光显微镜拍照获取结果。
１．２．７　ＭＴＳ细胞增殖检测　　ＮｅｓｔｉｎｓｇＲＮＡｃｏｎ、＃１、
＃２、＃３细胞株分别接种于９６孔板中，每组设置３个复
孔，每孔加入１００μＬ培养基，３７℃、５％ＣＯ２环境中培
养。于接种后２４、４８、７２、９６、１２０、１４４ｈ向每孔中加入
ＭＴＳ试剂２０μＬ，重新置于３７℃、５％ＣＯ２孵箱中继续
培养２ｈ后，使用酶标仪测定各孔细胞的光吸收值，设
置检测波长为４５０ｎｍ。
１．２．８　细胞划痕实验　　ＮｅｓｓｇＲＮＡｃｏｎ、＃１、＃２、＃３
细胞接种于２４孔板。培养２４ｈ后，用２００μＬ移液管
尖在每孔底部中间划一窄线。分别在划痕１２、２４ｈ后
置细胞培养板于固定位置拍照观察拍照，测量细胞向

致伤区迁移的相对迁移距离，根据原始致伤区距离利

用ＩｍａｇｅＪ软件计算伤口愈合面积。
１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２２．０统计软件，数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用
配对样本ｔ检验，检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　病毒包装及高效内源性过表达 ＮｅｓｔｉｎＮＩＨ３Ｔ３细
胞的鉴定

　　ｑＰＣＲ检测所构建细胞的 Ｎｅｓｔｉｎ的表达水平，解
链曲线（图２Ａ）证实反应特异性高，ｑＰＣＲ检测结果显
示，ＮｅｓｓｇＲＮＡ＃１、＃２、＃３和对照组 ｃｏｎ的 ｍＲＮＡ相对
表达水平为（２０．３０±６．０２５）、（１．８５８±０．６３４）、（２９．２０±
４．２０１）、（１．０３３±０．１５２），差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），
其中＃１和＃３表达量最高（与对照组ｃｏｎ相比，Ｐ＜０．０１）
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（图２Ｂ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，ＮｅｓｓｇＲＮＡ＃１、＃
２、＃３、对照组 ｃｏｎ的蛋白相对表达水平为（０．５４０±
０．０４５）、（０．０３６±０．００８）、（０．４６９±０．０３０）、（０．０２４±
０．００８），差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）（图２Ｃ、Ｄ）。
与ｑＰＣＲ结果相似，ＮｅｓｓｇＲＮＡ＃１和＃３细胞 Ｎｅｓｔｉｎ相
对表达量最高（与对照组 ｃｏｎ相比，Ｐ＜０．０１），后续实

验选择＃１和＃３细胞继续进行。免疫荧光 ＩＦ验证了
ＮｅｓｓｇＲＮＡ＃１和＃３调控Ｎｅｓｔｉｎ的表达模式，结果显示
细胞模型中 Ｎｅｓｔｉｎ的表达模式与对照一致，Ｎｅｓｔｉｎ蛋
白在细胞质表达，形成轻微弯曲的纤维，以放射状形式

从核周发散出去。免疫荧光也证实，与对照相比 Ｎｅｓ
ｓｇＲＮＡ＃１和＃３细胞中Ｎｅｓｔｉｎ表达更多（图２Ｅ）。
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Ａ：Ｎｅｓｔｉｎ的ＰＣＲ解链曲线；Ｂ：ｑＰＣＲ检测ＮｅｓｔｉｎｍＲＮＡ相对表达量结果　１：对照组（ＮｅｓｓｇＲＮＡｃｏｎ）；２：ＮｅｓｓｇＲＮＡ＃１；３：Ｎｅｓ
ｓｇＲＮＡ＃２；４：ＮｅｓｓｇＲＮＡ＃３；ａ、ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组相比；Ｃ、Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｎｅｓｔｉｎ蛋白表达及半定量分析结果　１：对照组
（ＮｅｓｓｇＲＮＡｃｏｎ）；２：ＮｅｓｓｇＲＮＡ＃１；３：ＮｅｓｓｇＲＮＡ＃２；４：ＮｅｓｓｇＲＮＡ＃３；ａ、ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照相比；Ｅ：免疫荧光染色验证内源性
过表达Ｎｅｓｔｉｎ模式

图 ２　ｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、免疫荧光染色检测构建的细胞模型中Ｎｅｓｔｉｎ的表达
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２．２　内源性过表达Ｎｅｓｔｉｎ对ＮＩＨ３Ｔ３细胞增殖的影响
　　ＭＴＳ检测 ＮｅｓｓｇＲＮＡｃｏｎ（对照组）、＃１、＃３组细胞
在４５０ｎｍ时的光吸收度值，绘制细胞增殖曲线。结果
显示，ＮｅｓｓｇＲＮＡ＃１和＃３组细胞增殖活力相对于对照
组明显增高，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）说明Ｎｅｓ
ｔｉｎ内源性过表达后促进了细胞增殖（图 ３Ａ）。Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，ＮｅｓｓｇＲＮＡ＃１、＃３、对照组 ｃｏｎ
的 ＰＣＮＡ蛋白相对表达水平为（０．９４４±０．０５０）、
（１．２３７±０．０７３）、（０．６７０±０．０５４），差异具有统计学意

义（Ｐ＜０．０５）。与增殖曲线结果相似，Ｎｅｓｔｉｎ内源性过
表达后促进了＃１、＃３组细胞增殖。（与对照组相比 Ｐ＜
０．０５，图３Ｂ、Ｃ）。
２．３　内源性过表达Ｎｅｓｔｉｎ对ＮＩＨ３Ｔ３细胞迁移的影响
　　细胞划痕实验检测内源性过表达Ｎｅｓｔｉｎ后成纤维
细胞的侧向迁移能力，结果显示，与对照组相比，过表

达内源性Ｎｅｓｔｉｎ后成纤维细胞的迁移能力明显增强，
结果表明，１２ｈ的时候，＃１和＃３组细胞中内源性过表
达Ｎｅｓｔｉｎ后，迁移能力更好 （Ｐ＜０．０１，图４）。
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图３　内源性过表达Ｎｅｓｔｉｎ对ＮＩＨ３Ｔ３细胞增殖的影响
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图４　划痕实验检验ＮＩＨ３Ｔ３细胞内源性过表达Ｎｅｓｔｉｎ后对迁移的影响
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２．４　内源性过表达 Ｎｅｓｔｉｎ对 ＮＩＨ３Ｔ３细胞胶原蛋白
及相关信号传导通路的影响

　　胶原蛋白是成纤维细胞分化的重要标志物，ｑＰＣＲ
结果显示，ＮｅｓｓｇＲＮＡ＃１和对照组 ｃｏｎ的胶原蛋白Ⅲ
（ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ）ｍＲＮＡ相对表达水平为（０．５９５±０．０４０）、
（１．０５０±０．０９５），差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１），内源
性Ｎｅｓｔｉｎ的过表达将导致 ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ表达明显下调
（图５Ａ）。ＴＧＦβ１能促进成纤维细胞的分化，免疫荧
光结果显示，与对照组相比，内源性过表达Ｎｅｓｔｉｎ后成
纤维细胞经ＴＧＦβ１刺激后ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ（图５Ｂ）。不同
时相点Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测的结果也证实，Ｎｅｓｔｉｎ的过表
达导致 ＴＧＦβ１诱导 ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ的表达受到抑制，但
ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ变化不明显（图 ５Ｃ）。由于 ＭＡＰＫ通路的
激活与成纤维细胞的分化关系密切，为了进一步明确

Ｎｅｓｔｉｎ的过表达对ＴＧＦβ１诱导下 ＭＡＰＫ相关信号传
导通路的影响，我们检测了 ＭＡＰＫ通路相关分子
ＥＲＫ、ＪＮＫ、Ｐ３８激活的情况，结果显示：在未刺激状态
下过表达内源性Ｎｅｓｔｉｎ细胞内ＥＲＫ１／２的磷酸化程度
就低于对照组，而总ＥＲＫ１／２表达差异无统计学意义。
经ＴＧＦβ１刺激后对照组在 ２、４、８ｈ几个时相点
ＥＲＫ１／２的磷酸化明显上调，而过表达内源性 Ｎｅｓｔｉｎ
的细胞尽管ＥＲＫ１／２的磷酸化也有所上升，但磷酸化
的程度明显不如对照组，提示 Ｎｅｓｔｉｎ的过表达会抑制
ＥＲＫ１／２的磷酸化激活（图６Ａ）。同样，ＴＧＦβ１所诱
导的ＪＮＫ磷酸化也明显受到抑制（图 ６Ｂ），但 Ｐ３８的
激活未发现明显差异（图６Ｃ），说明Ｎｅｓｔｉｎ的过表达会
抑制ＭＡＰＫ信号传导通路中 ＥＲＫ与 ＪＮＫ的激活，对
Ｐ３８通路影响不大。
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Ａ：ｑＰＣＲ检测ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ表达结果　１：对照组（ＮｅｓｓｇＲＮＡｃｏｎ）；２：ＮｅｓｓｇＲＮＡ＃１；ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组相比；Ｂ：免疫荧光染色
实验，检测ＴＧＦβ１刺激两种细胞后的ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ表达情况（ＤＡＰＩ／ＣｏｌｌⅢ）；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＧＦβ１（５ｎｇ／ｍｌ）不同时间点刺
激两种细胞后ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ表达结果　１：对照组（ＮｅｓｓｇＲＮＡｃｏｎ）；２：ＮｅｓｓｇＲＮＡ＃１

图５　内源性过表达Ｎｅｓｔｉｎ对ＮＩＨ３Ｔ３细胞胶原蛋白的影响
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测磷酸化和全长ＥＲＫ表达结果　１：对照组（ＮｅｓｓｇＲＮＡｃｏｎ）；２：ＮｅｓｓｇＲＮＡ＃１；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测磷酸化和
全长ＪＮＫ蛋白表达结果　１：对照组（ＮｅｓｓｇＲＮＡｃｏｎ）；２：ＮｅｓｓｇＲＮＡ＃１；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测磷酸化和全长Ｐ３８蛋白表达结果
１：对照组（ＮｅｓｓｇＲＮＡｃｏｎ）；２：ＮｅｓｓｇＲＮＡ＃１

图６　内源性过表达Ｎｅｓｔｉｎ对ＮＩＨ３Ｔ３细胞相关信号传导通路的影响

３　讨论

　　本实验采用ＣＲＩＳＰＲＳＡＭ技术成功构建了内源性
过表达 ＮｅｓｔｉｎＮＩＨ３Ｔ３细胞模型。与传统的过表达技
术相比，ＳＡＭ技术的是在 ｄＣａｓ９（Ｃａｓ９酶突变后形成
的ｄＣａｓ９序列，其编码的蛋白只具有结合基因组和
ｓｇＲＮＡ的能力，不能切割 ＤＮＡ）作用下，细胞内形成
“基 因 组 ＤＮＡｄＣａｓ９ｓｇＲＮＡＭＳ２ｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅＭＳ２
Ｐ６５ＨＳＦ１”复合体。当ｓｇＲＮＡ设计为特定基因转录起
始位点时，此超级复合体定位于转录起始位点，Ｐ６５、
ＨＳＦ１募集大量转录因子，启动转录，从而激活转录起
始位点后面的基因表达。本实验我们利用该方法在极

大提高 ＮＩＨ３Ｔ３内源性 Ｎｅｓｔｉｎ表达的同时，节省了
Ｎｅｓｔｉｎ基因克隆及真核表达载体构建的时间，克服了
由于外源性Ｎｅｓｔｉｎ片段插入位置的随机性所致目的基
因表达不稳定，也节省了筛选稳定细胞克隆的时间。

另一方面我们也应当看到，由于本技术是人为利用

Ｐ６５、ＨＳＦ１招募转录因子实现目的基因的过表达，并
不适合应用于靶基因本身的调控表达研究，且 Ｐ６５、
ＨＳＦ１本身对细胞的影响也应在实验设计时予以考虑。
　　Ｎｅｓｔｉｎ作为一种中间丝蛋白，其表达与功能最早
在神经系统中被发现与研究。正常情况下Ｎｅｓｔｉｎ在神
经系统中的表达具有严格的时空顺序，与神经细胞分

化成负相关，为神经干细胞的自我更新所需［１０］，与细

胞骨架形成、细胞信号转导、细胞器发生、细胞新陈代

谢等有关［１１］。近年的发现证实 Ｎｅｓｔｉｎ在机体其他组
织（如胰岛、骨骼肌、睾丸、心脏等）中也存在广泛的表

达［１２］，在这些研究中，大部分的结果证实 Ｎｅｓｔｉｎ与细
胞的增殖及迁移正相关［１３］。我们建立模型的研究结

果提示作用Ｎｅｓｔｉｎ对于ＮＩＨ３Ｔ３细胞的与上述研究的
结论一致，也能够促进成纤维细胞的增殖与迁移。有

研究证实Ｎｅｓｔｉｎ阳性细胞参与移植皮肤或愈合伤口的
修复及血管生成［１４］，但这些Ｎｅｓｔｉｎ阳性细胞的性质及
种类并未得到准确的鉴定。由于成纤维细胞在不同程

度的细胞变性、坏死和组织缺陷以及骨创伤的修复中

均发挥着十分重要的作用，我们认为 Ｎｅｓｔｉｎ阳性成纤
维细胞可能是参与伤口修复的重要细胞。

　　胶原蛋白的表达是成纤维细胞分化与发挥功能的
重要标志物。我们研究发现Ｎｅｓｔｉｎ的过表达能够抑制
成纤维细胞Ⅲ型胶原蛋白（ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ）的表达，说明
Ｎｅｓｔｉｎ能够发挥抑制成纤维细胞分化的功能。另一方
面，瘢痕组织的产生是组织修复的必然产物，而以过度

的纤维化和胶原蛋白的沉积为特征的病理性瘢痕组织

（增生性瘢痕和瘢痕疙瘩），是人类真皮组织所特有的

一种纤维代谢性疾病。研究已经证实，瘢痕疙瘩的形

成过程中，以Ⅰ型胶原（ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ）增加为主，而增生
性瘢痕Ⅰ、Ⅲ型胶原均明显增加。我们的研究结果提
示Ｎｅｓｔｉｎ可能会参与瘢痕形成的不同病理过程，在后
期实验中需要应用临床样品进行进一步的验证。我们

前期证实 ＮＩＨ３Ｔ３细胞中存在一定程度的 Ｎｅｓｔｉｎ表
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达，通过与Ｇｌｉ３的相互作用参与ＳＨＨ通路调控［１５］，但

关于Ｎｅｓｔｉｎ对成纤维细胞其他信号传导通路，尤其是
瘢痕生成相关的信号传导通路影响的研究还较少见

到。已知多种信号传导通路如 Ｗｎｔ、Ｎｏｔｃｈ、ＡＫＴ／
ｍＴＯＲ及ＭＡＫＰ与组织修复及病理性瘢痕组织的发生
密切相关，而ＴＧＦβ１作为公认的致纤维化因子，是目
前已知的与胶原代谢和瘢痕形成关系最为密切的细胞

因子，能够诱导成纤维细胞分化，促进胶原蛋白的合

成［１６］。ＴＧＦβ１在病理性瘢痕形成过程中能够激活
ＭＡＰＫ通路，抑制ＭＡＰＫ的激活能够抑制瘢痕疙瘩成
纤维细胞的增殖以及胶原合成［１７－１８］。ＭＡＰＫ可分为４
个亚族：ＥＲＫ、ｐ３８、ＪＮＫ和 ＥＲＫ５，一般认为 ＥＲＫ参与
细胞的增殖分化的调控。ＪＮＫ家族参与细胞对辐射、
渗透压、温度变化等应激反应。ｐ３８介导炎症、凋亡
等。我们的研究证实 Ｎｅｓｔｉｎ的表达能够降低 ＴＧＦβ１
的转化作用，它主要影响 ＴＧＦβ１诱导下 ＭＡＰＫ中
ＥＲＫ与ＪＮＫ通路的激活，提示Ｎｅｓｔｉｎ可能主要参与成
纤维细胞增殖与应激反应过程，可能具有促进组织修

复，抑制病理性瘢痕生成作用。上述推论需要利用所

建立的模型进一步证实。

　　综上所述，我们利用 ＳＡＭ技术成功建立了 Ｎｅｓｔｉｎ
过表达系统，该系统稳定可靠，在此基础上我们验证了

成纤维细胞中内源性Ｎｅｓｔｉｎ的过表达会对细胞生物学
性状及信号传导通路产生影响。本研究对后期进一步

明确Ｎｅｓｔｉｎ在成纤维细胞与神经干细胞的功能，尤其
所影响的具体信号传导通路及相互作用分子的研究奠

定了基础。
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