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摘要 目的：通过多肽筛选和比较分析，找到针对人胚胎干细胞（hESC）特异结合的多肽的膜受体蛋白，为相关通路或特异膜表面

蛋白下游的研究奠定基础。方法：首先，在前期运用噬菌体展示技术的基础上进行 ELISA重筛选，通过对比结合强度的大小，挑选

出特异性结合人胚胎干细胞的噬菌体多肽并且进行测序和合成有 poly-his标签的多肽；然后运用 His Pull-Down系统获得特异结

合人胚胎干细胞的某一特殊噬菌体 12肽的膜上靶分子受体蛋白；最后质谱测序后通过 Mascot数据库和 NCBI进行序列信息分

析。结果：①通过 ELISA重筛选，得到了高特异性结合人胚胎干细胞的两个噬菌体序列，其序列分别为 HGAAWGTRTGHV(HGA)

和 VPATETAQAGHA(VPA)。②通过 His Pull-Down实验得到了一个针对多肽 VPA的特异性膜蛋白受体。③通过MALD质谱分

析以及 NCBI的数据库搜索分析，进一步确认这一 VPA多肽特异性结合的潜在受体蛋白可能属于 HECT超级家族。结论：寻找到
一个潜在未知的人胚胎干细胞的特异表面标志物，此膜受体可与 VPA多肽特异性结合，为人胚胎干细胞的筛选和鉴定提供了重

要指标。
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Study on Receptor of Peptides Specifically Binding Human Embryonic
Stem Cell Membrane*

We used phage screening and analysis to find specific membrane surface receptor on human embryonic
stem cells (hESC) which can specifically bind with some unique polypeptides. Then, this study can lead to some further researches on

cell signal or pathway. Firstly, ELISA was used to re-select the special phage peptides which are able to specifically bind hESC

by comparing the binding ability between the peptide and hESC, and after sequencing, the poly-his tagged peptides were synthesized.

Secondly, His Pull-Down method was used to pull down the target receptor protein which expressed on the hESC membrane and also

interacted with our unique 12 peptides. Finally, sequences from mass spectrometry were further analyzed with Mascot and NCBI.
① Two special 12 peptides binding specifically with hESC were acquired, and their sequences were HGAAWGTRTGHV

(HGA) and VPATETAQAGHA (VPA). ② We obtained a potential target receptor protein for peptide VPA by His Pull-Down. ③MALD

mass spectrometry and NCBI results showed that the supposed target protein might belong to HECT super family. This

study found a potential specific marker, for hESC which was able to specially bind with VPA peptide. Most importantly, this work was

very useful for screening and identifying hESC.
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前言

人类胚胎干细胞(hESC)来源于早期胚胎囊胚中的内细胞

团[1]。在体外培养时，它能分化成所有谱系的细胞，还能保持未

分化状态的能力。因此，胚胎干细胞在发育生物学和临床治疗

研究中有巨大潜力。然而，应用 ES细胞到临床领域的关键的问

题是如何从其他类型的细胞分离出胚胎干细胞，并且避免潜在

的风险。目前为止，鉴定和分离胚胎干细胞能够从以下几个方

面着手：(1)表面标记物，以蛋白为主,包括一系列的糖脂类以及

糖蛋白类的表面标记物，它们能够作为鉴定人胚胎干细胞以及
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其全能性[HZZ1]的重要指标。其中大部分是受体或者转运蛋

白，还有一些是结构蛋白以及与细胞增殖相关的蛋白，例如

SSEA家族[2-4]，CD 蛋白系列 [5-9]，信号通路膜表面受体 Frizzled

(Fzd)、Smad等[10-13]，尽管这些标记物被许多实验室报道过，但是

由于这些表面标记物在不同细胞系表达的质量不一样，且目前

人胚胎干细胞培养代数还不多，所以这些表面标记物是否能够

维持干细胞特性还有待研究。(2) 核内转录因子，例如 Sox2、
Oct4、Nanog以及 klf等[14-18]。转录以及基因分析是最早应用于

鉴定胚胎干细胞特性的方法，转录分析建立在胚胎干细胞基因

水平研究的基础上，但是整个遗传基因水平上仍存在许多问

题。因此，转录分析只有结合其他分析工具，如全基因组转录因

子结合分析和全基因组表观遗传分析，才能更好的阐释胚胎干

细胞转录调控的整个系统。然而，这些标记物除了出现在胚胎

干细胞中，也出现在别的细胞中，例如肾细胞、造血干细胞、畸

胎瘤等，更重要的是约 60%左右的标记物是和肿瘤细胞的标志

物重叠的[19-24]。由于肿瘤干细胞也能无限增殖的特性，这就为胚

胎干细胞进一步的研究造成了障碍。

因此，我们希望通过噬菌体展示技术和 His Pull-Down亲

和作用，利用能够特异性结合 hESC的 12肽，寻找人胚胎干细
胞（hESC）独特的表面标记物，达到鉴别和分离 hESC的目的，

甚至为干细胞的全能性的诠释提供基础。在前期的工作当中，

本实验室通过噬菌体肽库筛选出了特异性结合 hESC的一系

列噬菌体[25]，并且对于这一系列的噬菌体进行了测序。本研究

对这一系列的噬菌体进行了重筛选和噬菌体 12 肽的人工合

成，得到诱饵多肽，通过诱饵多肽与膜蛋白的相互结合，找到了

特异结合 hESC多肽的特异膜表面标记蛋白。具体的试验流程

如图 1。

1 材料和方法

1.1 实验材料

细胞株：hESC细胞株 X-01来自于中国科学院干细胞库，

滋养层细胞小鼠胚胎成纤维细胞（MEF）细胞株 CF-1购于上海

斯丹赛公司。

培养基：DMEM/F12-Glutamax、bFGF、胶原酶Ⅳ、血清替代

物（KSR）、胎牛血清（FBS）非必须氨基酸（NEAA）、双抗全部来

自于 Gibico公司，茁巯基乙醇来自 sigma公司。培养基配方如

下：

（1）MEF培养基：15 % FBS，1 % NEAA，0.1 mmol/L 茁- 巯

基乙醇，剩下用 DMEM/F12-Glutamax补齐；

（2）X-01培养基：20 %KSR，1 % NEAA，4 ng/mL bFGF，0.1
mmol/L 茁-巯基乙醇，剩下用 DMEM/F12-Glutamax补齐。

其他试剂：BSA、多聚甲醛购于生工、HRP-M13抗体、邻苯

二胺（OPD）来自 GE公司，TRIzol来自 Invitrogen。原始噬菌体
12肽库由新英格兰生物实验室购买，His pull-down Cobalt树脂
由 Thermo提供，后期筛选的噬菌体为扩增产生；加 poly-His

（多组蛋白）标签的 3个 12多肽由上海强耀生物合成，引物由
Invitrogen公司合成，蛋白测序由慧晶生物完成。

试剂盒：RT-PCR 试剂盒购于 TaKaRa，银染试剂盒由
BIO-RAD公司购买，BCA蛋白浓度检测试剂盒以及膜蛋白提
取试剂盒由 Novagen公司购买。

材料：T25细胞培养瓶、15 mL离心管 BD公司提供。酶标

仪由 Thermo公司提供。
1.2 方法和步骤
1.2.1 胚胎干细胞的培养及传代 （1）在复苏 X-01之前，先将
CF-1快速的在 37℃超净水中旋转复苏，再将冻存管中的细胞

迅速吹散种植到装有 MEF 培养基的 T25 细胞培养瓶中，在
37℃培养箱中生长 1-2天，直到 CF-1细胞贴满培养瓶底。（2）

接着同样的办法，将 X-01在 37℃超净水中快速旋转复苏，并

将其放入到盛有 5 mLDMEM的 15 mL离心管中，200× g离心
5 min，将 DEME吸除，并用 X-01培养基（将 X-01轻轻吹打成
小团细胞，种植到铺有 CF-1细胞的培养瓶中。（3）每隔 2天换

液 5 mL，直到 X-01细胞成长为大块的细胞团块(约 10天)，较

为均匀的铺在 T25培养瓶底达到约 2.0-2.5× 106个细胞，此时

将 X-01进行消化以及传代或进行其他实验。（4）用胶原酶Ⅳ (1

mL/10 cm2) 将 X-01细胞消化 10-15 min并将消化下来的细胞
200× g离心 5 min，再将其分别吹散种植在三个新的铺有 CF-1

细胞的 T25培养瓶中用于传代，或者将细胞稀释种植到 96孔

板中，达到约 2.0-5.0× 104个细胞每孔（用于做 ELISA）。如果需

要分化的 X-01细胞，直接将细胞种植在无 CF-1细胞的培养瓶

中（无滋养层培养）。

1.2.2 RT-PCR鉴定人胚胎干细胞特异性基因 将一瓶 T25的
X-01细胞（约 1.0-2.0× 105个 /mL）用 1 mL胶原酶Ⅳ裂解离心

后，用 2 mLTRIzol 处理细胞，并提取细胞的总 RNA。用
TaKaRa的 RT-PCR逆转录扩增细胞的总 cDNA。利用 cDNA

作为模板 PCR扩增特异性序列，通过鉴定 Sox2、Nanog、Oct4以
及对照 GADPH的表达(引物序列见表 1)，确定X-01的全能性。
1.2.3 全细胞酶联免疫法测定(ELISA) 首先，种植在 96孔板
中的人胚胎干细胞 X-01，分化的 X-01细胞以及对照细胞 CF-1

在 37 ℃培养箱中培养 1-2天，直到细胞盖满孔底。之后用 4 %

的多聚甲醛固定细胞，室温放置 15 min。随后用 PBS洗涤以及
用 1 %的 BSA 37 ℃封闭 1 h后，加入之前筛选出来的噬菌体
一共 23组，每组三个平行试验，每孔约 2× 109个噬菌体，37 ℃

反应 90 min，之后加入 HRP-M13抗体（1：5000）。最后加入底物

显色液避光反应 15 min以及用浓硫酸终止，用酶标仪测出吸

光度。

图 1 实验流程图

Fig. 1 Experimental scheme
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1.2.4 提取膜蛋白以及检测膜蛋白浓度 在将一瓶生长到

4.0-5.0× 105个 /mL细胞的 X-01细胞株进行传代后，大约 10 d

后，细胞的总数量达到 1.0-3.0× 107个细胞后，用 2 mL胶原酶
Ⅳ /瓶的量消化 T25瓶中的细胞，并将其 200× g、5 min离心，

并用膜蛋白提取试剂盒提取总的膜蛋白。提取后的膜蛋白进行

BCA蛋白浓度测定以及银染观察总的膜蛋白大致的种类。
1.2.5 His Pull-Down 将人工合成的 poly-his标签（具体合成

方法见试剂说明）的多肽按照试剂盒方法固定在 Cobalt树脂

上，随后加入适当稀释过的人胚胎干细胞（X-01）总膜蛋白，让

多肽与膜蛋白之间进行亲和结合反应，4℃旋转孵育过夜。最后

将未结合的膜蛋白用洗涤缓冲液 1300× g、2 min离心去除，用

洗脱缓冲液（咪唑）将多肽与目标蛋白的复合物孵育 15 min

后，从树脂上 1300× g、2min离心洗脱下来，得到的目的洗脱液

进行聚丙烯酰胺跑胶（SDS-PAGE）以及银染。

2 结果

2.1 人胚胎干细胞的培养

人胚胎干细胞复苏之后每个阶段的形态和大小都不尽相

同，如图 2，从 A 到 C，随着培养时间的增长，细胞团块的大小

逐步递增，并且逐步形成了明显的边界。分化后的细胞（采用无

滋养层培养，促进人胚胎干细胞的分化）形态与未分化细胞形

态有所区别，前者为狭长形且互相分散（图 2 中 D），后者（图
A-C）为球状体且相互紧密排列。

2.2 RT-PCR鉴定人胚胎干细胞全能性

为了鉴定人胚胎干细胞的全能性，本实验对 hESC的全能
性因子，Sox2、Oct4以及 Nanog进行了检测，由图 3可看出，在

人胚胎干细胞中，这三个特异性基因有表达。从而证明了，在

T25 瓶中培养的 hESC为未分化的具有全能性的人胚胎干细

胞。

2.3 全细胞酶联免疫法测定(ELISA)

在 96孔板中培养了 X-01后，通过 ELISA重新筛选对于
hESC具有高亲和力的噬菌体，见图 4，纵向吸光度 A表示亲和

能力的大小，横向表示之前所筛选的一系列噬菌体多肽编号。

由吸光度 A的数值，可以看出，166和 173这两个噬菌体对于

人胚胎干细胞的亲和力在筛选出来的 23种噬菌体中处于最高

的，并且通过比较未分化与分化的 hESC结合多肽能力的差值

（△X-01，差值越大表明该多肽对人胚胎干细胞的亲和力越强）

和进行了显著性分析，其 P值均小于 0.05，所以我们筛选这两
个噬菌体并合成它们的特异性 12肽用于后期 His Pull-Down

的研究。

2.4 膜蛋白的提取

用试剂盒将膜蛋白提取以后，用 BCA标准曲线（图 5-A）
检测 5倍稀释的膜蛋白以及胞浆蛋白浓度，并且将提取的总膜

蛋白和胞浆蛋白进行了 SDS-PAGE以及银染，可以看出膜蛋

白的浓度（5 倍稀释）为 918.3384 滋g/mL（图 5-B），另外在银染

的聚丙稀铣胺胶上，有若干条带表明提取的膜蛋白是混合蛋白

表 1 Sox2, Nanog, Oct4及 GADPH基因序列引物

Table 1 Sox2, Nanog, Oct4 and GADPH primers

Primer name Sequence 5'→ 3'

Sox2 Front

Sox2 Back

Nanog Front

Nanog Back

Oct 4 Front

Oct 4 Back

GADPH Front

GADPH Back

CGCCCCCAGCAGACTTCACA

CTCCTCTTTTGCACCCCTCCCATTT

TGAACCTCAGCTACAAACAGGTG

AACTGCATGCAGGACTGCAGAG

AGAAGGATGTGGTCCGAGTGTG

CCACCCTTTGTGTTCCCAATTCC

GTGGACCTGACCTGCCGTCT

GGAGGAGTGGGTGTCGCTGT

图 2 不同时期人胚胎干细胞（hESC）的形态

Fig. 2 The shape of human embryonic stem cells in different

图 3 RT-PCR结果显示

Fig. 3 Result of RT-PCR

图 4 针对一系列多肽的全细胞 ELISA

(显著性检验：**代表 P<0.05, *代表 P<0.1)

Fig. 4 Whole cell ELISA with a series poly-peptides

（ANOVA test: ** P<0.05; * P<0.1）
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（图 5-C，5-D)。

2.5 His Pull-Down

将提取的膜蛋白与六 His标签的两条十二多肽（表 2）进行
孵育、反应以及亲和结合后，得到的洗脱后复合物的

SDS-PAGE结果如图 6。随机序列和多肽 166均没有捕获目标

蛋白，只有多肽 173(VPA)捕获了一条目标蛋白（见红色标注）。

这条蛋白可能就是潜在的人胚胎干细胞特异性的膜表面分子。

表 2 合成 his标签的多肽序列及其他信息

Table 2 Sequence and other information of his-tagged poly-peptides

2.6 质谱分析目标蛋白

通过将 SDS-PAGE中的蛋白条带进行质谱分析以及 Mas-

cot数据库分析，得到了此目标蛋白与人类中一个未知蛋白有
40 %的覆盖率（见图 7-A），而且 NCBI结果得出它属于 HECT

超级家族（见图 7-B），但是由于它是通过特异性结合人胚胎干

细胞膜表面的多肽作为诱饵蛋白，使用 His Pull-Down亲和层

析方法获得，可以推断该未知蛋白是特异的表达在人胚胎干细

胞膜上，可能与人胚胎干细胞的全能性这个功能相关。具体的

功能需要做进一步的研究。

3 讨论

本文实验以寻找人胚胎干细胞表面特异标记物为目的，最

终发现了一个潜在的表面特异分子—HECT 超级家族成员。
HECT超级家族具有多方面的功能，例如 Nedd4家族就与线粒

体遗传、细胞内吞反应的调控以及一系列跨膜蛋白和受体的聚

集功能有关，同时还参与了细胞生长和繁殖的过程；HERC家

族与细胞膜运输以及囊泡转运的功能相关；还有一些其他

HECT超家族的成员于肿瘤、DNA损伤都有相关[26,27]。本实验

所捕获到的目标蛋白是一个未知的蛋白，具体的相关功能需要

进一步的研究。但由于家族蛋白的保守性，该未知蛋白可能有

上述类似功能。进一步研究该蛋白功能有助于更准确地寻找人

胚胎干细胞表面特异性的标记物以及研究与其相关的功能或

信号传导过程。

另外，本实验中挑取了两个多肽作为诱饵蛋白，其中对于

166多肽（HGAAWGTRTGHV），通过 His Pull-Down方法没有

成功获得它的靶标蛋白，这是该方法的不足。其原因可能是它

的靶标蛋白在人胚胎干细胞中表达量很低，这样就需要培养更

多的细胞以获取更多的膜蛋白，进而成功获取相应的靶标蛋

白；或者它本身与人胚胎干细胞的亲和力不如 173多肽强，在

洗涤的过程中，容易洗脱，导致无法成功获得靶标蛋白。为了提

高获取 166多肽靶标蛋白成功率，可以尝试在该论文的实验方

法基础上，在 His Pull-Down实验过程的捕获靶标蛋白步骤结

合光催化交联法（Photo-induced Cross-linking Method）[28]，使得

图 5 提取的人胚胎干细胞（hESC）膜蛋白及胞浆蛋白

（A: BCA标准曲线；B：蛋白浓度；C：膜蛋白条带；D：胞浆蛋白条带）

Fig.5 Extraction of hESCmembrane proteins and cytoplasm proteins

(A: BCA standard curve; B: Protein concentration; C: Membrane

proteins; D: Cytoplasm proteins)

Name Sequence N'→C'
Molecular

Weight/Da

HPLC

purity

random

166

173

SLHSQPRSWTAY GGG HHHHHH

HGAAWGTRTGHV GGG HHHHHH

VPATETAQAGHA GGG HHHHHH

2426.58

2243.37

2146.25

> 95%

> 95%

> 95%

图 6 His Pull-Down的 SDS-PAGE电泳结果
（A：随机多肽的靶标蛋白；B: marker；C：未结合蛋白；D：173多肽的靶

标蛋白；E：166多肽的靶标蛋白）
Fig. 6 The SDS-PAGE result of His Pull-Down

(A: Target protein of random; B: marker; C: unbinding protein; D: Target
protein of 173 peptide; E: Target protein of 166 peptide)

图 7 质谱结果搜索与 NCBI分析

(A:Mascot数据库分析; B: NCBI分析)

Fig. 7 Mass spectrometry search and NCBI analysis

（A：Mascot analysis; B：NCBI analysis）
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166多肽在光的催化作用下与它的靶标蛋白形成共价交联，这

样在洗涤步骤不会洗去结合力比较弱的靶标蛋白，提高了获得

靶标蛋白的成功率。这个方法已经成功的用于筛选受体蛋白，

比如 2012年我国科学家李文辉研究员所带领的团队已经成功
运用此方法寻找到乙肝病毒的受体肝脏胆酸转运蛋白[29]。

同时，我们也应当看到，在控制胚胎干细胞分化的过程中

具有不可控性，一些未完全分化和未分化的细胞对于多肽的结

合能力有一些差异但不能依靠这个差异来决定分化程度，因此

也需要我们更加深入的研究细胞状态或者是表面分子的细微

变化，从而能够更准确的分离和应用人胚胎干细胞。
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