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摘要 目的：在人卵巢颗粒细胞癌细胞株 KGN中探索转录因子 LHX9下游主要的靶基因及其调控。方法：首先我们采用实时荧光

定量 PCR观察 KGN细胞在卵泡刺激素（FSH）干预前后性腺分化和性激素合成过程中重要基因的表达情况，同时我们利用

cut&tag测序技术在两组细胞中识别 LHX9下游靶基因，并采用双荧光素酶报告实验对重要靶基因 NR5A1的调控进行了验证。

结果：实时荧光定量 PCR结果显示，通过加 FSH处理 12小时后，LHX9和 NR5A1基因的 mRNA水平表达降低，相反的，StAR和

CYP19A1基因的 mRNA水平表达增高；通过 cut&tag测序技术和生物信息学分析，我们发现 LHX9下游基因主要分布在内吞作

用、细胞衰老、肿瘤相关通路、细胞周期、凋亡、卵母细胞减数分裂、雌激素信号转导等通路上。LHX9可以转录调控性腺分化以及

类固醇激素合成的一些重要基因，其中包括 NR5A1和 SOX9等，荧光素酶报告基因证实了 LHX9可以直接结合 NR5A1基因的

启动子区。结论：本研究利用 cut&tag测序技术，发现转录因子 LHX9对性腺分化和性激素合成的关键基因有转录调控作用，对深

入理解 LHX9基因对生殖系统的作用具有重要意义。
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Exploring the Regulatory Mechanism of LHX9
in Granulosa Cell Line by Cut&tag*

To explore the downstream target genes and the regulatory mechanism of transcription factor LHX9 in

human ovarian granulocyte cancer cell line KGN. Firstly, we used real-time PCR to observe the expression of key genes in

gonadal differentiation and sex hormone synthesis in KGN cells before and after FSH intervention. Next, we used cut&tag sequencing to

identify the target genes of LHX9 in two groups of cells, and we verified the transcriptional regulation of NR5A1 by LHX9 with dual-lu-

ciferase reporter assay. According to real-time PCR result, we found that the expression of LHX9 and NR5A1 genes decreased at

mRNA level after 12 hours of FSH treatment, and conversely, the expression of StAR and CYP19A1 gene increased. Through cut&tag

sequencing and bioinformatics analysis, we found that LHX9 downstream genes are mainly distributed in endocytosis, cell aging, tumor-

related pathways, cell cycle, apoptosis, oocyte meiosis, estrogen signaling and other pathways. LHX9 transcriptional regulates some key

genes which regulate gonadal differentiation and steroid hormone synthesis, including NR5A1 and SOX9. And dual-luciferase reporter

assay confirmed that LHX9 directly binds to the promoter region of the NR5A1. In this study, we use cut&tag sequencing

technology to characterize that LHX9 has transcriptional regulation of key genes during the process of gonadal differentiation and sex

hormone synthesis, which is of great significance for understanding of the role of LHX9 gene on the reproductive system.
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前言

LHX9是转录因子 LIM同源盒基因家族的成员[1]，在诸多

神经系统结构中均有表达，比如脊髓[2]、间脑[3]、下丘脑[4]、小脑[5]，

以及发育中的四肢 [5]，同时广泛分布在早期胚胎的泌尿生殖

嵴[6]。研究发现，小鼠缺乏 Lhx9表达导致生殖原嵴和性腺分化

异常[7,8]。Birk[6]等学者研究了 lhx9在性腺发育过程中的关键作

用，发现在 lhx9基因敲除的小鼠，性腺体细胞增殖障碍，性腺

发育异常，雄性小鼠性别出现逆转；且这种缺乏睾酮以及抗苗

勒氏管激素（AMH）的雄性小鼠，在发育过程中会出现雌性化

表型。此外，Lhx9 的表达与不同类别性腺细胞的分化相关。

Mazaud等[9]发现当体腔上皮细胞分化为 Sertoli细胞时，未分化

性腺中的 Lhx9表达消失，提出 Lhx9是睾丸发育不可或缺的。

Lhx9有助于诱导类固醇生成因子 1 [核受体亚家族 5，A

组，成员 1（NR5A1）][10]的基因表达，该基因控制着以下基因的

表达：参与类固醇发生，包括编码各种类固醇生成酶（CYP19，

CYP11，3茁-HSD），肽类激素，膜结合激素受体和 STAR[11]的类

固醇发生。因此，Lhx9对于器官发生后的类固醇生成至关重

要。在 46，XY性发育异常（46，XY Disorder of sexual develop-

ment，46，XY DSD）的患者中，我们发现了两例患者分别存在

LHX9基因的杂合突变和纯合突变。由于在 DSD患者群体中，

已经出现了许多不伴有其他系统综合征的性腺发育异常[12]，因

此，lhx9基因可能在这些人群的发病中起关键作用。然而，目前

国内外学者对于 lhx9在性腺方面的研究还很少。

Cut&tag技术是一项新的研究 DNA与蛋白质互作的高通

量技术，在抗体引导下，利用 Tn5转座酶仅在目的组蛋白修饰

标志、转录因子或染色质调控蛋白结合染色质的局部进行目的

DNA的片段化并完成建库[13]。2021年，Bartosovic M[14]等，在单

细胞水平，利用 cut&tag技术分析小鼠中枢神经系统中复杂的

组蛋白修饰和转录因子，阐述了关于活跃启动子、增强子、基因

体 （H3K4me3、H3K27ac 和 H3K36me3） 和 非 活 跃 区 域

（H3K27me3）组蛋白修饰的特征，并通过单细胞 Cut&tag探索

了研究转录因子 OLIG2和黏连蛋白复合物成分 RAD21在单

细胞染色质中的占据。2022年，Xu[15]等，采用 cut&tag勾画出急

性髓性白血病的亚型特异性 3D 基因组改变。本研究使用

cut&tag技术在人卵巢颗粒细胞株 KGN[16]中研究 LHX9下游调

控基因，并验证 LHX9调控性腺分化关键基因 NR5A1的调控。

1 材料与方法

1.1 细胞及主要试剂

KGN 细胞（中国科学院细胞库），DMEM/F-12 培养基

（Gibco公司），胎牛血清（Gibco公司），卵泡刺激素 FSH（北京

索莱宝），Hyperactive誖 Universal CUT&Tag Assay Kit for Illu-

mina（Vazyme，TD903），LHX9 单克隆抗体（SANTA CRUZ

BIOTECHNOLOGY），羊抗鼠二抗（南京诺唯赞生物科技股份

有限公司），Trizol（Invitrogen），RT-PCR试剂（TAKARA），Lipo-

fectamine 2000（Invitrogen，Waltham，MA，USA）。

1.2 实验方法

1.2.1 KGN细胞培养 将 KGN细胞从液氮中取出，放置在

37℃恒温水浴箱内快速复苏，依据细胞密度接种至合适的培养

皿中，隔日更换 1次培养基。

1.2.2 KGN细胞加药处理 取对数生长期细胞，经胰蛋白酶

-EDTA消化液消化，按每孔 3.5× 105细胞接种于 6孔板中，放

置于 37℃、5% CO2培养箱过。使用浓度为 100 ng/mL[17]的 FSH

处理细胞 12 h，对照组加入等量生理盐水，收集细胞加入 Trizol

总 RNA提取试剂提取细胞内总 RNA，Nanodrop分光光度计测

定 RNA浓度及纯度。严格按照 TAKARA RT-PCR试剂盒说明

书将 RNA逆转录为 cDNA后进行扩增。GAPDH为内参。采用

2-△ △ CT的方法进行计算。

1.2.3 KGN细胞轻交联和 cut&tag文库构建以及测序 使用

胰蛋白酶消化液常规消化收集细胞，分别收取加 FSH处理 12 h

和对照组细胞，加入 1× PBS重悬洗涤两次，使用细胞计数仪

计数，吸取 1× 105细胞进行轻交联，离心去除上清，加入细胞

裂解液裂解细胞，而后使用 16%甲醛室温固定 2分钟，再加入

2.5M甘氨酸中和，离心去上清后重悬细胞，接下来使用 Hyper-

active誖 Universal CUT&Tag Assay Kit for Illumina（Vazyme，

TD903）进行文库构建，使用 ConA Beads与前面轻交联的细胞

核进行孵育，将 PCR管放置于磁力架上去上清加入一抗上下

颠倒混匀孵育过夜，第二天将 PCR管放置于磁力架上去上清

并加入二抗上下颠倒混匀室温孵育 1小时，而后使用 pG-Tn5

进行酶切，最后使用 DNA Extract Beads提取核酸并进行 PCR

扩增。所有 CUT&Tag文库均在 Illumina Nova Seq 6000平台上

以 PE150模式测序。

1.2.4 生物信息学分析 首先，我们使用 TrimGalore（版本

0.6.10）去除接头序列，具体参数为：-q 25 -phred 33 --length 20

-e 0.1 --stringency 3 -paired。然后，我们使用 bowtie2 [18]（版本

2.2.5）将去除接头后的序列比对到人类参考基因组（版本

GRCh38），具体参数为：--very-sensitive -X 2000 --no-mixed

-no-discordant，同时使用 samtools [19] view工具转换为 bam文

件。下一步，我们使用 sambamba[20]（版本 0.6.6）去除 PCR冗余

序列。然后，我们使用 deeptools[21]（版本 3.5.1）工具中的 align-

mentSieve --ATACshift工具去除 Tn5酶插入的 9bp碱基。为了

可视化 cut&tag数据，我们使用 deeptools工具的 bamCoverage

生成 bigWig 文件，具体参数为：--binSize 10 -normalizeUsing

RPKM。最后，我们使用 SEACR（版本 1.3）工具的 strigent模式

对数据进行叫峰。我们进一步使用 R语言（版本 4.2.2）进行后

续分析。首先使用 ChIPseeker[22]包进行峰的注释，其中 tssRe-

gion设置为 -2500, 2500。随后使用 clusterProfiler [23] 包进行

Kegg及 GO的注释。

1.2.5 质粒转染和荧光素酶活性测定 293T 细胞培养于

37℃、5% CO2饱和湿度的孵箱中，转染前一天以 2× 104的密

度接种于 24 孔培养板；转 染 时 细 胞 密 度 达 到 70% ～

80%。将 1 滋L lipofectamine 2000 转染试剂（1 滋L/孔）稀释到
50 滋L Opti-MEM培养基中；同时，将空载对照或野生型 LHX9

过表达质粒（pcDNA3.1-Vector或 pcDNA3.1-LHX9-WT）（200

ng/孔），含荧光素酶基因的质粒（pGL3-Basic-NR5A1 promoter）

（200 ng/孔）和含海肾荧光素酶基因的内参质粒（pRL-TK）（10

ng/ 孔）三者共稀释至 50 滋L Opti-MEM 培养基中，室温孵育

5 min后，将上述两者混合以制备转染复合物，室温孵育 20 min

后，加入细胞培养液中，6 h后，更换新的含血清培养液。37℃继
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续培养 48 h后，根据试剂盒说明书进行双荧光素酶报告基因

检测：每孔中加入 100 滋L细胞裂解液，室温震荡 20 min后，每

孔吸取 20 滋L裂解液上清于白色 96孔板中，每孔加入 50 滋L
LARⅡ，吹打混匀后用酶标仪进行读取发光值；再在同一孔中

加入 50 滋L Stop＆Glo Reagent，吹打混匀后用酶标仪进行读取

发光值；依次读完所有孔的数值，计算两者之间的比值，即为相

对荧光强度。

1.2.6 统计学方法 应用 SPSS 20.0统计学软件进行数据分

析，计量资料比较采用 t检验，Graphpad 8.3.0软件作图，P<0.05
为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 FSH处理 KGN细胞 12 h后发现 LHX9和 NR5A1表达降

低，StAR和 CYP19A1表达增高

我们对 FSH 处理 12 h 后的细胞和对照组细胞进行了

LHX9、NR5A1、StAR和 CYP19A1基因的荧光定量 PCR检测，

结果发现 LHX9和 NR5A1 在 FSH 处理 12 h 后，mRNA 水平

出现下调，StAR和 CYP19A1基因的 mRNA水平表达增高，如

图 1所示。

图 1 KGN细胞加 FSH处理后 LHX9、NR5A1、StAR及 CYP19A1基因的 mRNA表达变化

Fig.1 The expression changes of LHX9, NR5A1, StAR and CYP19A1 at mRNA level in KGN cell line after FSH intervention, **P<0.01, ***P<0.001.

2.2 cut&tag结果质量控制

我们对 FSH干预前后的两组细胞进行了 cut&tag 测序。

FSH处理组和对照组细胞，我们分别得到了 15876和 16110个

峰。我们使用 ChIPseeker对峰进行了注释。如图 2所示，我们发

现两组细胞的测序片段主要分布在以转录起始位点（Transcrip-

tion Start Site，TSS）为中心的区域。同时，如图 3所示，两组细胞

的峰均主要分布在启动子区域，其次依次为基因间区，内含子

区，UTR区，外显子区。

图 2 对照组（A）和 FSH处理 12 h组（B）cut&tag峰在转录起始位点（TSS）周围分布情况

Fig.2 Distribution of peaks identified by cut&tag around the transcription start site (TSS) in the control (A) and FSH treated group (B)

2.3 cut&tag结果 KEGG注释

下一步我们利用 KEGG信号通路分析，探究 LHX9下游

基因的生物学效应。如图 4 所示，我们发现在 FSH 未处理

KGN细胞中，LHX9下游基因主要分布在内吞作用、细胞衰老、

肿瘤相关通路、细胞周期、凋亡、卵母细胞减数分裂、雌激素信

号转导等通路上。FSH处理 12小时后的 KGN细胞与 FSH处

理前细胞的信号通路基本一致。有意义的是，我们发现 LHX9

结合 NR5A1和 SOX9的启动子区，与既往报道认为 LHX9可

能通过 NR5A1（SF1）调节哺乳动物的性别分化一致[6]。如图 5

所示，我们的 cut&tag数据表明 LHX9可以结合 NR5A1的启

动子（Promoter）区域。不仅如此，我们还发现 LHX9还可以结

合另外一个雄性分化关键转录因子 SOX9的 promoter区域。

2.4 双荧光素酶报告基因检测

为了进一步明确 LHX9对 NR5A1的调控关系，我们进行

了双荧光素酶报告基因检测，在 293T细胞中共转染了 pcD-

NA3.1-Vector/pcDNA3.1-LHX9-WT、pGL3-Basic-NR5A1 pro-
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图 5 LHX9结合 NR5A1及 SOX9的启动子区域

Fig.5 LHX9 binds to promoter of NR5A1 and SOX9, KGN_non-FSH represents control group; KGN_FSH-12h represents FSH treatment group.

图 3 对照组（A）和 FSH处理 12 h组（B）cut&tag峰在基因组的功能区域的分布

Fig.3 Functional annotation of peaks identified by cut&tag in the control (A) and FSH treated group (B)

图 4 对照组（A）和 FSH处理 12 h组（B）的 KEGG富集分析

Fig.4 KEGG pathway annotation in the control (A) and FSH treated group (B)

moter和 pRL-TK三种质粒，发现 LHX9过表达组相较对照组，

相对荧光强度明显升高（P=0.0019），从而证实 LHX9可结合于

NR5A1的启动子区域，对其发挥转录调控作用（图 6）。
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图 6 双荧光素酶报告基因证实 LHX9结合 NR5A1的启动子区

Fig.6 The result of dual-luciferase reporter assay verified the binding of

LHX9 to the promoter of NR5A1

3 讨论

既往报道 LHX9基因的突变和性发育异常（DSD）相关[24-26]，

但 LHX9导致 DSD发生的机制尚不明确。Birk[6]等学者就发现

lhx9基因敲除的小鼠，出现性腺体细胞增殖障碍，性腺发育异

常，雄性小鼠出现性反转，在发育过程中会出现雌性化表型，类

似于人类 DSD患者，提出 Lhx9调节性发育的作用可能是由于

Sf1（Nr5a1）介导的，但并未予以证实。

近年来，表观遗传学领域的金标准检测一直是染色质免疫

沉淀（ChIP）与深度测序（ChIP -seq）相结合。然而，ChIP-seq实

验存在低信噪比、免疫沉淀均一性差以及对样品要求量大等问

题。cut&tag技术是在抗体引导下，利用 Tn5转座酶仅在目的组

蛋白修饰标志、转录因子或染色质调控蛋白结合染色质的局部

进行目的 DNA的片段化，同时添加测序接头，并释放到细胞

外。由于绝大部分无关的染色质还留在细胞核内，因此整个实

验的信噪比大幅提高，同时简化了实验步骤。该技术与传统的

Chip-seq相比，简便易行，信噪比高，重复性好，需要的细胞数

量少等优点 [27,28]。在我们的研究中，我们发现 LHX9基因在

KGN细胞中表达不高，属于低丰度目标蛋白，为此我们加入轻

交联步骤，增强抗体与靶基因的结合，使检出结果更可信。我们

的研究利用 cut&tag技术，发现 LHX9基因可以结合 NR5A1

的启动子区，同时利用双荧光素酶报告基因实验证实了 LHX9

对 NR5A1的转录激活作用。同时在 KGN细胞采用 FSH干预，

我们看到了 LHX9基因的下调，同时还有 NR5A1下调，这一结

果说明 LHX9对 NR5A1有转录调控作用。

哺乳动物的性腺的发育起源于性腺原基，早期的性腺原基

具有双向分化潜能，如果存在睾丸决定因子 SRY[29]基因，则性

腺原基发育成睾丸，同时睾丸间质细胞分泌雄激素，而支持细

胞分泌抗缪勒试管激素（AMH），促使胚胎的雄性化发育；相反

的，若无 SRY基因的存在，胚胎则会向雌性化方向进行[29,30]。这

个过程中参与的基因目前已知的主要有 SRY, NR5A1, DM-

RT1，SOX9[31-33]等。近年，研究者发现发现在睾丸间质细胞中，

人绒毛膜簇性腺激素（hCG）可以升高 Lhx9的表达，使睾酮分

泌升高。Smad泛素化调节因子 1（Smurf1）是一种 E3泛素连接

酶，针对 Lhx9进行泛素介导的蛋白酶体降解，从而负向调节其

功能。增加 Smurf1降低了 Lhx9水平，抑制了 Lhx9对 Nr5a1的

转录激活能力；而 Lhx9降解会抑制睾酮的生成，进而影响性腺

发育[34]。然而，LHX9对卵巢颗粒细胞重要转录因子以及激素分

泌的调控作用目前尚无研究涉及。

Lhx9作为核心基因，主要表达在哺乳动物早期未分化性

腺的体细胞中。2022年，Garcia-Alonso[26]等通过绘制人类性腺

单细胞图谱发现 LHX9是性腺分化的关键基因。新近，在对

40dpf斑马鱼卵巢发育的单细胞转录组学研究中，Liu等 [35]发

现，lhx9表达较为特异地表达在斑马鱼卵巢的前颗粒细胞中；

且 lhx9的高表达细胞形成卵巢发育过程中的翼弦状结构，与

早期发育的生殖细胞群之间有密切接触，提示这个重要的转录

因子可能参与颗粒细胞对生殖细胞发育的调控。

以往的研究发现，FSH作用可促进 KGN细胞的增殖，使细

胞中孕酮的分泌显著升高，而对雌激素分泌的刺激作用需要脑

源性生长因子（Brain-derived neurotrophic factor ，BDNF）的协

同作用[17]，与我们观察到 FSH干预后 StAR和 CYP19A1的表

达相一致；但与 hCG作用后的睾丸间质细胞中 LHX9表达升

高不同，颗粒细胞中 FSH作用后 LHX9及其下游基因 NR5A1

表达下降。这些结果提示，在垂体促性腺激素作用于不同的类

固醇分泌细胞中，对 LHX9的调控有所不同。更重要的是，我们

的研究发现，LHX9对 SOX9具有转录激活作用，提示 SOX9

是 LHX9的下游基因，说明 LHX9对于性腺分化的调控作用可

能在胚胎发育更早期阶段。同时，在对 LHX9结合的基因进行

KEGG信号通路分析时，我们发现 LHX9结合的基因除具有肿

瘤相关信号通路外，还有卵母细胞减数分裂、雌激素信号传导

等信号通路，进一步说明 LHX9在性分化和类固醇激素合成过

程中起重要作用。

本研究通过 cut&tag技术，找到 LHX9下游调控基因，对

日后深入研究 LHX9基因对性腺发育以及对性激素合成的调

控等有重要意义。
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