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貳、大專學生研究計畫研究成果報告 

計畫名稱:  

以細胞模式探討雙同源箱基因 Duxbl 影響神經細胞增生與分化的分子機制 

 

(一) 摘要 

    同源箱基因是一群轉錄因子，除了影響胚胎發育及器官形成之外，異常的表

現也會造成疾病的生成。Duxbl這個基因是在小鼠中第一個發現的雙同源箱基因，

而且與人類 DUX4基因具有同源性，同源箱區高達 67%的相似度。然而 DUX4是造

成人類顏面及肩胛肱肌肉失養症(FSHD)的候選基因。在過去的研究顯示，Duxbl

表現於活化的衛星細胞(肌肉幹細胞)，而且過量表現 Duxbl會促進 C2C12細胞增

生但抑制肌小管的形成。又根據我們分析成鼠在各組織 Duxbl的表現分佈發現，

在成鼠腦組織中有大量 Duxbl的表現，又在細胞株的分析上也發現了在神經相關

細胞株如 N2a (mouse neuroblastoma N2a cells)及 NSC34(mouse motor neuron 

like cell line)有大量 Duxbl基因的表現。因此，本研究主題將以 N2a細胞株

為模式來研究 Duxbl對於神經細胞增生與分化的影響。在本次研究中我們發現，

在 N2a中 Duxbl的表現會隨著分化時間而減少。當我們以 shRNA抑制 Duxbl的表

現時，N2a 的增生會受到抑制且促進其走向分化，同時我們也證明其抑制增生與

細胞死亡無關。相反地，當我們過量表現 Duxbl時，會促進 N2a的增生並且抑制

神經突觸的生長。然而我們也發現，只有 Duxbl(L form)會促進 N2a 細胞增生，

Duxbl-s(S form)則無法促進 N2a增生，並且在 SH-SY5Y細胞也證實 Duxbl會促

進細胞的增生。我們也透過 FACS(流式細胞儀)分析發現，過量表現 Duxbl促進

N2a增生是透過促進 cell cycle G1 phase進入 S phase。我們透過 real-time PCR

以及 western blot分析特定 cell cycle regulator的表現發現，在含血清條件

下 Duxbl主要是透過促進 CyclinD1和 CyclinB1的表現，而在無血清條件 24hr，

Duxbl會抑制 p27的表現。我們也發現過量表現 Duxbl會促進 Wnt family member 

5B (Wnt5b)和 transcription factor 7-like 2 (Tcf7l2) 蛋白。Duxbl也促使

Wnt下游 glycogen synthase kinase-3β(GSK3-β)的磷酸化，進而促使細胞核

中β-catenin的累積。除此之外，β-catenin/Tcf7l2的目標基因，Cyclin D1, 

c-Myc和 immunoglobulin transcription factor 2 (ITF2)的表現也被促進。在

無血清條件下，過量表現 Duxbl會抑制 class III beta-tubulin (Tuj1)以及神

經突觸的生長。我們也發現過量表現 Duxbl，會透過抑制 ERK、AKT以及 CREB的

磷酸化來抑制神經突觸的生長。總結所有發現，Duxbl在 N2a中會透過活化β

-catenin路徑促進神經細胞的增生；並且透過抑制 ERK、AKT以及 CREB磷酸化

來抑制神經突觸的生長。 
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(二) 研究背景及目的: 

    同源箱基因家族(homeobox gene families)普遍存在高等及低等動物中，不

同的同源箱基因藉高度保留的同源箱區(homeodomain)60個胺基酸，形成

helix-turn-helix的結構和特定 DNA序列結合，來調節下游基因之表現（Gehring 

et al., 1994），影響細胞增生與分化，最終影響胚胎發育與器官組織的發育。

同源箱基因異常的表現除了造成個體發育的異常之外，也會造成腫瘤及疾病的形

成。我們正在研究中的 Duxbl蛋白具兩個同源箱區，屬雙同源箱基因家族(double 

homeobox gene:DUX)。因為具有兩個可以調控下游基因表現的同源箱區，目前兩

個同源箱區是共同或分別調控哪些基因的表現並不清楚，因此雙同源箱基因在發

育上的生理功能還並不清楚。過去的研究一直認為雙同源箱基因是屬於靈長類特

有的基因，雖然根據生物資訊學及演化的分析，發現DUX 家族包含 intronless，

也就是不包含 intron的 DUX4及鼠類的 Dux ( Clapp, et al., 2007)及有 

intron 的 DUXA,DUXB, DUXBL 及 DUXC次家族(Leidenroth and Hewitt, 2010)。

但真正了解其基因分子結構及證實有基因產物存在的的雙同源箱基因只有人類

的 DUX4 及鼠類 Duxbl，其他次家族是否真的存在並不清楚。Duxbl 同源箱區與

人類 DUX4有高達 67%的相似度，DUX4是造成人類顏面及肩胛肱肌肉失養症

(FSHD)的候選基因，由於受限於人類組織取得不易，及人類 DUX4 表現量低並且

只在疾病及腫瘤組織中發現，因此無法以人類 DUX4來研究哺乳動物發育上，雙

同源箱基因對其產生的生理功能，因此本研究以鼠類雙同源箱基因 Duxbl 探討

雙同源箱基因家族在哺乳類動物發育上的正常生理功能，小鼠 Duxbl 功能分析，

將可以協助我們了解人類 DUX4 造成 FSHD 或腫瘤生成的可能分子機制。人類 

DUX4 表現於 mES cell 促進神經細胞的分化(Dandapat et al., 2013)，因為 P19

細胞(癌化的胚胎幹細胞) 分化出的神經細胞的功能與 primary neural cell 是

一樣的，因此分析 Duxbl 基因表現量對於神經細胞分化的影響，也間接可以了

解 Duxbl 與人類 DUX4 在早期胚胎發育是否扮演一樣的角色。由目前我們的研

究結果顯示，以 P19 細胞做體外神經分化，Duxbl會促進神經前驅細胞的標記

基因,nestin 的表現但抑制 postmitotic neuron cell 的標記基因 MAP2 的表現，

因此我們推測是否 Duxbl會透過增加神經前驅細胞的增生，因而抑制神經細胞

的分化，所以 MAP2 表現才會減少。根據我們分析成鼠在各組織 Duxbl的表現分

佈發現，在成鼠 brain 組織中有大量 Duxbl 的表現，又在細胞株的分析上也發

現了在神經相關細胞株如 N2a (mouse neuroblastoma N2a cells)及 

NSC34(mouse motor neuron like cell line) 有大量 Duxbl 基因的表現。因此，

本研究主題為以 N2a 細胞株(小鼠来源神經瘤母细胞)為模式來研究 Duxbl 對

於神經細胞增生與分化的影響。N2a 細胞株又可以稱為 Neuro-2a，它是小鼠来

源神經瘤母细胞，常用於研究神經細胞的分化、neurite的生長突觸形成與訊號

傳遞路徑的研究 (Tremblay et al., 2010).誘導 N2a進行分化的速度很快，讓

N2a 細胞在 0.1% BSA medium培養進行分化(Evangelopoulos et al., 2005)，

24小時內大部分的細胞都可以形成突觸，同時也可以發現分化早期階段 p-ERK 
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1/2 和 pAKT會大量表現，推測 ERK1/2和 AKT 的表現對於 N2a在無血清環境下進

行分化是必需的。而且由於 N2a細胞株有大量 Duxbl基因的表現。根據先前在

其他細胞株的結果顯示，Duxbl會促進細胞的增生。因此，我們將探討 Duxbl 是

否促進 cell cycle 的進行，另外我們也將探討 Duxbl 是否影響 ERK 及 AKT 訊

號傳遞路徑因而影響分化。 

 

(三) 材料與方法 

1. N2a cell 以無血清(0.1% BSA)分化 

   先種 1x106 N2a cells in 10cm dish，在 10% FBS medium 中培養 overnight，

用 PBS wash兩次，將 medium更換成 no serum(0.1% BSA) medium，使其分化 24hr，

48hr，照相分析細胞形態與數目。 

 

2. N2a transfection 

   首先將 transfection reagent和現有的表現載體稀釋於 Opti-MEM中後靜置

5分鐘，再將此兩種溶液混和均勻，在室溫下靜置反應 25分鐘，之後再將此混

和液加入細胞中培養 6hr，換成在 10% FBS medium中培養 overnight。 

 

3. N2a stable clone 建立 

   首先將 CAG-Topo-v5和 CAG-Duxbl-v5分別 transfect到 N2a cell中，接著

以抗生素 G418篩選大約 14天，挑選 single clone將其培養放大並儲存起來。 

 

4. Immunflorescence 

   將細胞培養液倒掉，用 PBS wash 3次，加入 4% paraformaldehyde固定細胞，

用 PBS wash 3 次，加入 1% BSA+0.1% Triton buffer進行 blocking及穿孔，之

後 PBS wash 3次，加入一抗反應 overnight，隔天 PBS wash 3次,加入螢光二

抗，PBS wash 3次，加入 DAPI後封片，隔天照相分析螢光訊號。 

 

5. RT-PCR & Real-time PCR 
   將 N2a cell透過 tri-reagant將細胞刮下，透過液態氮冷凍裂解，接著 37

℃乾浴槽回溶，加入 chloroform使無機相與有機相分離，離心提取上清後，加

入 isopropanol沉澱 RNA，進行 DNase處理。將處理好的 RNA定量後透過反轉錄

酶反轉錄成 cDNA，之後透過設計好的 primer進行 PCR將目標基因放大，跑膠分

析表現情況。或是將反轉錄好的 cDNA，根據 SYBR green kit 進行 Real-time 

PCR。 

 

6. N2a 全蛋白萃取 

   N2a細胞用 PBS清洗兩次，加入 5X RIPA+50XPIM混合液在冰上作用 5分鐘,

用細胞刮勺將細胞刮下來，進行 sonication後，放置冰上作用 10~20分鐘,使細
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胞破裂融出蛋白。之後離心 12,000rpm、4℃、20 分鐘,取其上清液, 其蛋白使

用 Bradford Protein Assay 利用胎牛血清蛋白(bovine serum albumin; BSA)

來定量。 

 

7. N2a 核質蛋白萃取 

   N2a細胞用 PBS清洗兩次，加入 200 ul buffer A，用細胞刮勺將細胞刮下來，

vortex打散，放置冰上作用 15分鐘，加入 16ul 10% NP-40，vortex打散，放

置冰上作用 10分鐘，離心 12,000rpm、4℃、10分鐘，取上清(質蛋白)。將剩餘

pellet加 200 ul buffer A，離心 14000 g、4℃、2分鐘進行 wash，去除 buffer 

A，加入 200 ul buffer C，進行 sonication，放置冰上作用 10~分鐘，離心

12,000rpm、4℃、10分鐘，取上清(核蛋白)。 

 

8. Western blot 
   將定量過後的 N2A細胞蛋白以SDS-PAGE分離蛋白質樣品中不同分子量的蛋白

質，然後將蛋白轉印至 PVDF轉漬膜上，再以利用 TBST緩衝液泡製而成的 5%安

佳脫脂奶粉進行 Blocking一小時，之後加入不同抗體作為一級抗體，在 4℃下

靜置 overnight。隔天取出後使用 Goat anti mouse或 Goat anti rabbit作為

二級抗體，之後透過冷光儀分析訊號。 

 

9. Live/Dead assay 
   透過 LIVE/DEAD ® Viability/Cytotoxicity Kit 進行活細胞與死細胞的螢

光分析。 

 

10. FACS 
    先種 1x106 N2a cells in 10cm dish，在 10% FBS medium中培養 overnight，

用 PBS wash兩次，將 medium更換成 no serum(0.1% BSA) medium 進行 starvation 

24hr，加入 10% FBS medium restimulate 48hr，接著 BrdU染色，進行 FACS分

析 cell cycle 各 phase的表現分布。 

 

(四) 結果 

Duxbl表現會在 N2a 分化過程中下降 

    為了先了解 Duxbl在 N2a cell中的表現情形，我們將 N2a cell分別培養在

10% FBS、no serum(0.1% BSA)、2% FBS+20uM RA的 medium中，抽取 RNA分析

Duxbl在 RNA層次的表現以及 IF螢光染色分析 Duxbl在蛋白層次的表現情形。

從Fig.1A,B可以知道，N2a cell在10% FBS 生長條件下，內生性高度表現Duxbl，

然而當減少 FBS濃度或是 no serum又或是以 RA誘導分化條件下，內生性 Duxbl

表現會顯著減少。從 Fig.1C 的 IF螢光染色也顯示，在 10% FBS 正常生長條件
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下，N2a cell高表現 Duxbl蛋白，當在 no serum(0.1% BSA)條件下進行分化可

以發現，已分化的 N2a cell的 Duxbl蛋白表現減少，而還尚未分化完全的細胞

的 Duxbl蛋白表現相對較高。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.1 A:將在 0.1% BSA medium分化 48hr的 N2Aa cell，收取其 RNA後進行 RT-PCR

觀察 Duxbl基因的表現。B:在三種不同 medium下分化 4天後 RT-PCR的結果。C:GM

時期與 DM時期 Duxbl IF染色結果。(箭頭:分化定義為突觸長度需超過細胞本體

的兩倍長度。圓圈:未分化細胞 Duxbl表現仍高度表現。) 

 

下調 Duxbl表現會抑制 N2a細胞的增生，且不會造成細胞死亡；下調 
Duxbl表現會促使 N2a細胞分化比例增加 
 

    為了瞭解 Duxbl對於 N2a cell增生的影響，我們利用 shRNA 抑制 N2a cell 

的 Duxbl表現。從 Fig.2A可以知道，當我們透過 shRNA抑制了 N2a cell的 Duxbl

表現時，從細胞圖以及統計圖都顯示會抑制 N2a cell的增生數目。由於抑制

Duxbl表現會抑制 N2a cell的增生數目，接著我們利用 live/dead assay去分

析其細胞增生數目減少是否因細胞死亡所造成的。從 Fig.2B可以知道，shRNA

組別的細胞死亡數目(紅螢光)與 vector組別是無差異的。我們也抽取蛋白分析

了 cleavaged-caspase3的表現。從 Fig.2C可以知道，shRNA組別的 cleavaged- 

caspase3的表現與 vector組別是無差異的。由 Fig.2B,C的結果證明抑制 Duxbl
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表現所造成的增生數目減少並非因為細胞死亡所造成的。接著，由於抑制 Duxbl

表現會抑制 N2a cell的增生，是否會竟而促進 N2a cell走向分化。我們將 shRNA

組在 no serum(0.1% BSA)條件下進行分化。從 Fig.2D可以知道，在細胞型態上，

shRNA組的神經突觸更加延長，統計上也顯示 shRNA組分化比例有顯著上升。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.2 A:transfect shRNA及EGFP-N3至N2a中，並將GM培養0hr及24hr的vector

及 shRNA細胞的 EGFP-N3螢光數目做統計。B:transfect shRNA 至 N2a中，並在

GM條件下培養 24hr，進行 live/dead assay分析存活與死亡的情況。C:transfect 
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shRNA至 N2a中，在 DM條件下分化 24hr並抽取蛋白跑 western blot分析 

cleavaged-caspase3 的表現(平均±SD，n=3，英文字母間不共享為有顯著差異，

P＜0.05。)D:transfect shRNA 至 N2a中，在 DM條件下分化 24hr並統計 EGFP-N3

中有多少細胞為已分化細胞。(平均±SD，n=10，英文字母間不共享為有顯著差異，

P＜0.05。) 

     

過量表現 Duxbl會促使 N2a及 SH-SY5Y細胞的增生 

     

    接著我們探討過量表現 Duxbl對增生所造成的影響。我們首先透過

transfect Duxbl plasmid 到N2a cell和SH-SY5Y cell去探討細胞增生的情況，

與此同時，Duxbl具有一個 isoform，Duxbl-s (S form)，相較 Duxbl (L form)

有兩個 homeodomain，Duxbl-s (s form)只有一個 homeodomain。因此，我們也

會 transfect Duxbl-s plasmid到 N2a cell 和 SH-SY5Y cell去探討細胞增生的

情況。從 Fig.3可以知道，不管在 GM條件或是 DM條件下培養，過量表現 Duxbl

會促使 N2a cell和 SH-SY5Y cell的增生，但過量表現 Duxbl-s卻對增生不造成

影響。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.3 A,B:transfect Duxbl or Duxbl-s及 EGFP-N3至 N2a和 SH-SY5Y中，在

GM及 DM條件下培養 24hr，觀察細胞增生數目並進行螢光訊號統計。(平均±SD，

n=5，英文字母間不共享為有顯著差異，P＜0.05。)  
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過量表現 Duxbl會促使 N2a細胞從 G1 走向 S phase 

     

    由於知道過量表現 Duxbl會促使 N2a cell的增生，我們篩選了過量表現

Duxbl的 stable clone進行之後的探討。首先為了瞭解 Duxbl對於 cell cycle

的影響，我們透過 starvation 的方式讓 N2a cell的 cell cycle回歸 G0 phase，

再 restimulate重新啟動 cell cycle，並透過 BrdU染色，之後以流式細胞儀進

行分析。從 Fig.4可以知道，在 restimulate後，過量表現 Duxbl會促使 N2a cell 

從 G1進入 S phase的比例增加。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.4 將 N2a stable clone 在 no serum條件下培養 24hr，再給予 10% FBS 培

養 48hr後，進行 BrdU染色並透過流式細胞儀進行分析。 

 

過量表現 Duxbl會促使 GM時期的 CyclinD1和 CyclinB1增加；但卻
會抑制 DM時期 p27的表現 
     

    接著我們透過抽取 RNA進行 real-time PCR分析 cell cycle regulator的

表現情形。從 Fig.5A可以知道，在 GM條件下，過量表現 Duxbl會促使 CyclinD1,D3、

p21以及 p27的表現增加，然而在 no serum(0.1% BSA)條件下分化 24hr，過量

表現 Duxbl會使 CyclinD1及 p21下降幅度減少，並且抑制 p27的表現。接著我

們也透過 western blot分析不同 Cyclin蛋白的表現情形。從 Fig.5B可以知道，

在 GM條件下，過量表現 Duxbl會促使 CyclinD1,D3,E1,A以及 B1的表現增加，

推測可能是由於 Duxbl會使 CyclinD1表現上升，加速 cell cycle的進行，使得

其他 Cyclin蛋白表現跟著上升，促進整個 cell cycle的循環。 
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Fig.5 A:將 N2a stable clone 在 no serum 條件下培養 24hr，收取 RNA 進行

real-time PCR分析。B:將 N2a stable clone 在 no serum條件下培養 24hr，

收取蛋白進行 western blot 分析。(平均±SD，n=3，英文字母間不共享為有顯著

差異，P＜0.05。) 
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Duxbl會透過活化 Wnt5b/β-catenin信號途徑促進 N2a細胞增生；
過量表現 Duxbl會促使β-catenin/Tcf7l2 目標基因產物增加 

 

有 paper顯示透過活化 Wnt/β-catenin pathway會促使 N2a cell維持在

neuroblastoma的階段而不走向分化(Feng Zhi,et al.,2012)。我們在 C2C12 cell

的 RNA定序中也發現，過量表現 Duxbl會促使 Wnt5b表現。因此，我們將探討過

量表現 Duxbl對於 N2a cell中 Wnt/β-catenin pathway的影響。我們透過抽取

RNA進行 RT-PCR及 real-time PCR分析 Wnt5b、Tcf7l2、c-Myc及 ITF2的表現。

Wnt5b/β-catenin pathway的下游會與 transcription factor 7-like 2 (Tcf7l2)

結合並活化 target gene，例如:CyclinD1，c-Myc及 immunoglobulin 

transcription factor 2 (ITF2)。從 Fig.6A可以知道，RT-PCR及 real-time PCR

結果都顯示，在 GM條件下，過量表現 Duxbl會促使 Wnt5b、Tcf7l2、c-Myc、ITF2a

和 ITF2b的表現，而當分化 24hr後，Wnt5b、Tcf7l2、c-Myc、ITF2a和 ITF2b

的表現仍顯著高於 control組。接著我們透過蛋白核質分離探討 glycogen 

synthase kinase-3β(p-GSK3-β)、β-catenin、Tcf7l2及 ITF2的表現。從

Fig.4B可以知道，在 GM條件下，過量表現 Duxbl會促使 GSK3-β磷酸化、β

-catenin及 Tcf7l2的表現，而當分化 24hr後，過量表現 Duxbl仍然會促使 GSK3-

β磷酸化、β-catenin及 Tcf7l2的表現。我們也分析了細胞質及細胞核中 ITF2

的表現。ITF2具有兩種 isoform，ITF2b會編譯出長片段蛋白，而 ITF2a則會編

譯出較短的蛋白片段。ITF2b因為具有 nuclear localization signal(NLS)，因

此表現分布會在細胞核中。然而，ITF2a會在細胞質及細胞核中分布，雖然其不

具有 NLS，但能藉由與其他因子作用進入細胞核中(Mari Sepp,et al.,2011)。

從 western blot的結果可以知道，過量表現 Duxbl會促使細胞質和細胞核 ITF2a

的表現以及促使細胞核中 ITF2b的表現。 
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Fig.6 A:將N2a stable clone 在no serum條件下培養24hr，收取 RNA進行 RT-PCR

及 real-time PCR 分析 Wnt5b,Tcf7l2,c-Myc及 ITF2。B:將 N2a stable clone 在

no serum條件下培養 24hr，進行蛋白核質分離後透過 western blot 分析磷酸化

GSK3-β、β-catenin、Tcf7l2及 ITF2的表現。(平均±SD，n=3，英文字母間不

共享為有顯著差異，P＜0.05。) 

 

過量表現 Duxbl會促使 N2a細胞走向神經前期階段 

     

    過量表現 Duxbl會促使β-catenin的表現使細胞維持在 neuroblastoma的

階段，因此我們接著分析了 Pax6和 Nestin的表現，探討 Duxbl是否能促使 N2a 

cell走向神經前期的階段。Pax6是一種 homeodomain transcription factor，

是 neuron precursors 的 marker gene。Nestin為神經外胚層的 marker gene。

從 Fig.7A可以知道，不管是在 GM或是 DM條件下，過量表現 Duxbl都會促使 Pax6

和 Nestin的表現上升。從 Fig.7B可以知道，過量表現 Duxbl會促使 N2a細胞的

Pax6表現量上升。因此，過量表現 Duxbl會促使 N2a cell更走向神經前期的階

段。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.7 A:將N2a stable clone 在no serum條件下培養24hr，收取 RNA進行 RT-PCR

及 real-time PCR 分析 Pax6及 Nestin。(平均±SD，n=3，英文字母間不共享為

(A) 

(B) 
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有顯著差異，P＜0.05。) B: GM時期 Pax6 IF染色結果。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.8 整合前面的結果，Duxbl 會透過活化 Wnt5b促使下游 GSKβ磷酸化，進而

釋放β-catenin進入細胞核中與 Tcf7l2結合並活化 target gene，ITF2、c-Myc

和 CyclinD1促使 N2a 細胞的增生。Duxbl也會促使 Pax6 和 Nestin表現使 N2a

細胞更走向神經前期階段。 

 

在無血清或是 RA誘導下，過量表現 Duxbl會抑制 N2a的分化 

 

目前已經知道過量表現 Duxbl會促使 N2a cell的增生。接著我們將探討過

量表現 Duxbl對於 N2a cell的分化會造成什麼影響。因此，我們將 N2a cell

在 no serum(0.1% BSA)以及 2% FBS+20uM RA 條件下分化 24hr後，進行 IF螢光

染色透過 class III beta-tubulin (Tuj1)觀察神經突觸的生長情況。從 Fig.9A

可以知道，N2a cell在 no serum(0.1% BSA)條件分化時，會有神經突觸產生(紅

色箭頭)，但當過量表現 Duxbl時明顯抑制神經突觸的生長。接著我們去統計兩

種分化條件下的 N2a cell的分化比例。從 Fig.9B可以知道，在兩種分化條件下，

過量表現 Duxbl會抑制 N2a細胞分化的數量。 
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Fig.9 A: 將 N2a stable clone 在 no serum(0.1% BSA)條件下培養 24hr，進行

IF螢光染色透過 Tuj1分析神經突觸的生長情形。B,C:統計兩種分化條件下，N2a 

cell 的分化比例。(平均±SD，n=10，英文字母間不共享為有顯著差異，P＜0.05。) 

     
過量表現 Duxbl主要透過抑制 ERK、AKT、CREB磷酸化來影響 N2a細
胞分化 
     
    我們發現過量表現 Duxbl會抑制 N2a cell神經突觸的生長，接著我們將分

析 N2a分化上的分子機制。誘導 N2a cell進行分化時，在 24hr小時內細胞可以

形成突觸，同時也可以發現分化早期階段 p-ERK 1/2 和 pAKT會大量表現，推測

ERK1/2和 AKT的表現對於 N2a在無血清環境下進行分化是必需的

(Evangelopoulos et al., 2005)。因此，我們將 N2a stable clone 在 no 

serum(0.1% BSA)條件下培養 24hr後，收取 total蛋白分析 ERK及 AKT的磷酸化。
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從 Fig.10可以知道，N2a cell正常分化情況下，在分化 6hr左右，ERK及 AKT

磷酸化會顯著上升。然而過量表現 Duxbl會抑制 ERK及 AKT磷酸化。接著，我們

分析了 cAMP response element binding protein(CREB)的磷酸化。ERK及 AKT

的活化會促使其下游基因 CREB的磷酸化，而 CREB的磷酸化會活化 target gene，

例如:Tuj1，去促使神經突觸的產生。從 western結果可以知道，N2a cell正常

分化情況下，在分化 6hr及 24hr，CREB磷酸化會顯著上升。然而過量表現 Duxbl

會抑制 CREB磷酸化。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.10 將 N2a stable clone 在 no serum(0.1% BSA)條件下培養 24hr，收取蛋

白，透過 western blot 分析 ERK, AKT以及 CREB的磷酸化。(平均±SD，n=3，英

文字母間不共享為有顯著差異，P＜0.05。) 
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Fig.11 整合前面結果，Duxbl 主要會透過抑制 ERK 和 AKT信號途徑來減少 CREB

磷酸化使下游基因 Tuj1表現下降，抑制神經突觸的生長。 

 

(五) 討論 

    本次研究中我們發現，在 N2a中 Duxbl的表現會隨著分化時間而減少。我們

以 shRNA抑制 Duxbl的表現時，N2a的增生會受到抑制且促進其走向分化，同時

我們也證明其抑制增生與細胞死亡無關。相反地，當我們過量表現 Duxbl時，會

促進 N2a的增生。然而我們也發現，只有 Duxbl(L form)會促進 N2a 細胞增生，

其 isoform，Duxbl-s(S form)則無法促進 N2a增生。我們也透過 FACS(流式細胞

儀)分析發現，過量表現 Duxbl促進 N2a增生是透過促進 cell cycle G1 phase

進入 S phase。我們透過 real-time PCR分析特定 cell cycle regulator的表

現發現，過量表現 Duxbl會促使 CyclinD1,D3、p21以及 p27的表現增加，然而

在 no serum(0.1% BSA)條件下分化 24hr，過量表現 Duxbl會使 CyclinD1及 p21

下降幅度減少，並且抑制 p27的表現。接著我們也透過 western blot分析不同

Cyclin蛋白的表現情形。在 GM條件下，過量表現 Duxbl會促使 CyclinD1,D3,E1,A

以及 B1的表現增加，推測可能是由於 Duxbl會使 CyclinD1表現上升，加速 cell 

cycle的進行，使得其他 Cyclin蛋白表現跟著上升，促進整個 cell cycle的循

環。我們也發現 Duxbl會透過活化 Wnt5b使 glycogen synthase kinase-3β

(GSK3-β)磷酸化，進而促使β-catenin進入細胞核中與 transcription factor 

7-like 2 (Tcf7l2)結合，促進下游基因 CyclinD1、c-Myc及 ITF2的表現來影響

N2a cell的增生。最近我們透過 blast分析 Duxbl與 ITF2、Pax6、Wnt5b之間

的關係發現，Duxbl分別會和 ITF2、Pax6、Wnt5b的 promoter高度結合，因此
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推測 Duxbl除了透過活化上游 Wnt5b之外，可能可以直接與 ITF2和 Pax6結合直

接活化下游基因的表現。我們之後將以 ChIP assay分析 Duxbl與 ITF2、Pax6

及 Wnt5b之間是否有相互作用。以無血清或 retinoic acid(RA)可以誘導 N2a細

胞分化形成突觸，其主要透過活化 ERK1/2及 AKT訊號傳遞路徑，促使細胞核中

cAMP response element binding protein(CREB)磷酸化，進而影響分化基因的

表現。我們發現過量表現 Duxbl，會透過抑制 ERK、AKT以及 CREB的磷酸化來抑

制神經突觸的生長。總結所有發現，Duxbl在 N2a中會透過活化β-catenin路徑

促進神經細胞的增生；並且透過抑制 ERK、AKT以及 CREB磷酸化來抑制神經突觸

的生長。 
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