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内源性过表达Nestin对NIH3T3细胞增殖、迁移及MAPK信号传导通路的影响

［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、Western blot检测细胞增殖能力，细

胞划痕实验检测细胞迁移能力，经 qPCR、Western blot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。
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［Abstract ］ Objective To observe the effects of endogenous nestin overexpression on the
proliferation and migration and transforming growth factor β（TGF-β1）-induced expressions of collagen and
MAPK-related pathway in NIH3T3 fibroblasts. Methods CRISPR/SAM technique was used to construct a
nestin-overexpressing cell line in NIH3T3 fibroblasts. The effects of nestin overexpression on cell proliferation
and migration were evaluated using MTS assay，immunoblotting and scratch-wound assay. Quantitative PCR，
immunoblotting and immunofluorescence staining were used to determine the effect of nestin overexpression on
TGF- β -induced expression of collagen and activation of MAPK pathway in the fibroblasts. Results

CRISPR/SAM significantly increased the expression of endogenous nestin in NIH3T3 fibroblasts（P<0. 05），

and nestin overexpression significantly promoted the growth and migration of NIH3T3 cells（P<0. 05）. Nestin
overexpression obviously inhibited the expression of collagen and the activation of MAPK in TGF-β1-induced
cells（P<0. 01）. Conclusion Endogenous overexpression of nestin achieved by CRISPR/SAM technique
significantly promotes the growth and migration of NIH3T3 cells and inhibits TGF- β1-induced expression of
collagen and activation of 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（neural stem cells，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，其中的部分原因是由于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

（synergistic activation mediator，SAM）技术［6］是在规律

成簇间隔短回文序列/CRISPR 相关蛋白 9（Clustered
regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR-

associated proteins 9，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（single guide RNA，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（Packaging plasmid）及 VSVG
（Envelope plasmid）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）；T4 DNA Ligase（购自 Promega）；TRIzol（购自

北京鼎国公司）；HiScript®ⅡRT SuperMix逆转录试剂

盒（R222-01，购于Vazyme）；AceQ® qPCR SYBR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）；Alexa Fluor 488
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 Zhang Lab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（Transcriptional Start Site，TSS）相关

信息，分别选择距 TSS 34、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 Zhang Lab
lentiSAMv2/ lentiMPHv2双质粒系统［8］（来自哈佛大学

Feng Zhang博士，Addgene plasmid # 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 Zhang Lab在线引导RNA设计结果

基因名

Nes
Nes
Nes

基因库编码

NM_016701
NM_016701
NM_016701

转录起

始位点

150
77
34

引导序列

ATCAAATTGTAGCCTCGCCC
CTCTAAAGGGTTAAGGCCTA
GTATTCATACTCCCGCCGGC

表2 合成的 sgRNA寡核苷酸序列

编号

Nes #1

Nes #2

Nes #3

正义链

反义链

正义链

反义链

正义链

反义链

接头

CACCg
aaac
CACCg
aaac
CACCg
aaac

sgRNA序列

ATCAAATTGTAGCCTCGCCC
GGGCGAGGCTACAATTTGAT
CTCTAAAGGGTTAAGGCCTA
TAGGCCTTAACCCTTTAGAG
GTATTCATACTCCCGCCGGC
GCCGGCGGGAGTATGAATAC

接头

c

c

c
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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
（Packaging plasmid）及 VSVG（Envelope plasmid），按照

Envelope质粒：Packaging质粒：Transfer质粒（μg）=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。

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

（Blasticidin）和 200μg/mL潮霉素培养基连续筛选 1周，

获得Nes-sgRNA con、#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NanoDrop™ 分光光度计定量RNA后，

利 用 HiScript® Ⅱ RT SuperMix 逆 转 录 试 剂 盒 制 备

cDNA，以 AceQ® qPCR SYBR试剂盒进行各种目的基

因 的 检 测 检 测 。 qPCR 引 物 ：Nestin 上 游 5＇ -

CCCTGAAGTCGAGGAGCTG-3 ＇ ；下 游 5 ＇ -

CTGCACCTCTAAGCGA-3＇。 Collagen Ⅲ上游 5＇ -

CTGTAACATGGAAACTGGGGAAA-3 ＇ ；下 游 5 ＇ -

CCATAGCTGAACTGAAAACCACC-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 Western blot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/mL TGF-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. 45μm PVDF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 image Lab软件定量

蛋白质条带的灰度值。

1. 2. 6 免疫荧光染色 Nes-sgRNA con、#1、#3细胞

接种于爬片上，经/不经 5ng/mL TGF-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-sgRNA con、#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 °C、5% CO2孵箱中继续培养 2
h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-sgRNA con、#1、#2、#3
细胞接种于 24孔板。培养 24 h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 SPSS 22. 0统计软件，数据以¯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）（图 2B）。Western blot 检测结果显示，Nes-

图 1 内源性过表达Nestin LV-sgRNA-MS2-P65-HSF1-Neo质
粒构测序
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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），其中

#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），其中#1和#3
表达量最高（与对照组 con相比，P<0. 01）（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，并发现与对照相比 Nes-sgRNA#1和#3细胞中

Nestin表达更多（图2E）。

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

Nestin内源性过表达后促进了细胞增殖（图 3A）。

Western blot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

图 2 qPCR、Western blot、免疫荧光染色检测构建的细胞模型中Nestin的表达
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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）。

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

（Collagen Ⅲ）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Collagen Ⅲ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刺激后胶原蛋白表达

的能力明显下降（图 5B）。不同时相点Western blot检
测的结果也证实，Nestin的过表达导致 TGF-β1诱导胶

原蛋白Ⅲ的表达受到抑制（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 6 A）。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。

3 讨论

本实验采用CRISPR SAM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-MS2 binding site-MS2- P65-HSF1”

A：细胞生长曲线 1：对照组（Nes-sgRNA con）；2：Nes-sgRNA #1；3：Nes-sgRNA #3；a：P<0. 05，与对照组相比；B、C：Western blot检测

三种细胞PCNA表达及半定量分析结果 1：对照组（Nes-sgRNA con）；2：Nes-sgRNA #1；3：Nes-sgRNA #3；a、b：P<0. 05，与对照组相

比

图 3 内源性过表达Nestin对NIH3T3细胞增殖的影响
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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

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

图 5 内源性过表达Nestin对NIH3T3细胞胶原蛋白的影响

6
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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

Western blot检测磷酸化和全长 ERK表达结果 1：对照组（Nes-sgRNA con）；2：Nes-sgRNA #1；B：Western blot检测磷酸化和全长

JNK蛋白表达结果 1：对照组（Nes-sgRNA con）；2：Nes-sgRNA #1；C：Western blot检测磷酸化和全长 P38蛋白表达结果 1：对照组

（Nes-sgRNA con）；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
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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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