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摘   要：真核翻译起始因子 4B (eukaryotic translation initiation factor 4B, eIF4B) 在 mRNA 翻译起

始、细胞存活和增殖过程中发挥着关键作用，然而其在生物体内的生物学功能仍存在许多疑问。

本研究利用 eIF4B 基因敲除小鼠模型，结合苏木精和伊红 (hematoxylin-eosin, HE) 染色、流式细

胞术、Western blotting 和免疫组化等一系列实验技术手段，探究了 eIF4B 在胚胎发育过程中的功

能及作用机理。结果显示，eIF4B 敲除小鼠胚胎的肝脏呈现严重病理损伤，主要表现为胚肝细胞的

凋亡和坏死，而小鼠胚胎的肺脏、脑、胃和胰腺则发育正常。进一步研究发现，在 eIF4B 敲除小

鼠的胚胎肝脏中活化型 caspase 3 (cleaved-caspase 3) 的表达水平显著升高。此外，eIF4B 敲除小鼠

的胚胎成纤维细胞和胚胎肝脏中 mTOR 通路下游信号分子 p70S6K 的表达和磷酸化水平以及

4EBP1 的磷酸化水平显著升高。综上所述，eIF4B 敲除导致 cleaved-caspase 3 表达增加和 mTOR
信号通路过度活化，促进胚肝细胞的凋亡，致使小鼠胚肝发育异常，最终引发小鼠胚胎死亡。本

研究揭示了 eIF4B 在胚胎发育过程中的重要作用，为深入了解 eIF4B 在生物体内的生物学功能提

供了新的科学依据。 
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Abstract: Eukaryotic translation initiation factor 4B (eIF4B) plays an important role in mRNA 
translation initiation, cell survival and proliferation in vitro, but the in vivo function is poorly 
understood. In this study, via various experimental techniques such as hematoxylin-eosin (HE) staining, 
flow cytometry, Western blotting, and immunohistochemistry, we investigated the role of eIF4B in 
mouse embryo development using an eIF4B knockout (KO) mouse model and explored the mechanism. 
We found that the livers, but not lungs, brain, stomach, or pancreas, derived from eIF4B KO mouse 
embryos displayed severe pathological changes characterized by enhanced apoptosis and necrosis. 
Accordingly, high expression of cleaved-caspase 3, and excessive activation of mTOR signaling as 
evidenced by increased expression and phosphorylation of p70S6K and enhanced phosphorylation of 
4EBP1, were observed in mouse embryonic fibroblasts and fetal livers from eIF4B KO mice. These 
results uncover a critical role of eIF4B in mouse embryo development and provide important insights 
into the biological functions of eIF4B in vivo. 
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蛋白质合成对细胞存活、生长、增殖、迁

移和分化至关重要，是真核细胞中一个复杂的

生物学过程[1-2]。真核细胞中蛋白翻译一般分为

4 个步骤：起始、延伸、终止和核糖体循环[3]。

真核翻译起始因子 4F (eukaryotic translation 
initiation factor 4F, eIF4F) 复合物组装后启动信使

RNA (messenger RNA, mRNA) 的翻译过程[4-5]，它

包含 3 个关键起始因子：识别和结合 mRNA 的

5′端帽子结构的 eIF4E[6]、发挥 ATP 依赖的 RNA
解旋酶作用的 eIF4A[4]以及充当支架作用的

eIF4G[7]。eIF4B 是 eIF4 家族中的一员，在真核

翻译起始阶段参与核糖体的募集，并且还可以增

强 eIF4A 的 RNA 解旋酶活性来解开 5′非翻译区

中 mRNA 的二级结构，保证翻译的正常进行[8-9]。 
eIF4B 在多种肿瘤细胞中高度活化，并且

其磷酸化状态决定其活性[10]。研究表明，eIF4B
的磷酸化位点可以被多种蛋白激酶激活[9-13]。例

如，在血清的刺激下，eIF4B 的 Ser422 位点可以

被 p70S6 激酶 (S6K1/S6K2) 磷酸化，该位点的

磷酸化对 PI3K 和 mTOR 的抑制剂敏感[13]。此

外，eIF4B 的 Ser422 位点还可以被 Akt 以独立于

S6K 或丝裂原活化蛋白激酶 (mitogen-activated 
protein kinase, MAPK) 活性的方式磷酸化[10]。

我们之前的研究发现，Pim 激酶  (Pim-1 和

Pim-2) 可以直接磷酸化 eIF4B 的 Ser406 和

Ser422 位点，在 Abl 转化细胞中敲低 eIF4B 会
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降低 Bcr-Abl 或 v-Abl 介导的细胞转化效率[14]。

此外，非编码 RNA 也可以直接与 eIF4B 相互作

用并调节其蛋白表达和磷酸化。在神经元中，

eIF4B 可与调节性脑细胞质 (brain cytoplasm, 
BC) RNA 结合，抑制神经元中的翻译起始过程。

神经元受到刺激后，蛋白磷酸酶 2A (protein 
phosphatase, PP2A) 可以去除 eIF4B Ser406 位

点磷酸化，降低 BC RNA 与 eIF4B 的结合能力，

从而促进翻译起始[15]。此外，目前研究还发现

eIF4B 是一些重要的癌基因激活信号通路的共

同底物，如 RAS-MAPK 和 PI3K/ mTOR 通路[16]。

磷酸化的 eIF4B 参与调节一些重要的细胞增殖 
(Cdc25c 和 c-Myc) 和抗凋亡 (Bcl-2 和 XIAP) 
基因 mRNA 的翻译起始，促进肿瘤细胞增殖和

存活[17]。综上所述，eIF4B 可以参与调控细胞

存活、增殖和分化等多种生物学过程。 
目前关于 eIF4B 的研究大多集中在体外细

胞和分子水平，其在生物体内的生物学功能仍

不清楚。我们前期研究发现，敲除 eIF4B 会导

致小鼠胚胎死亡[18]，但其导致小鼠胚胎发育异

常的作用机制尚不清楚。因此，本文对 eIF4B
基因敲除小鼠的胚胎发育和相关基因的分子调

控进行了研究，为 eIF4B 在生物体内的作用和

调控机制提供了新的科学参考。 

1  材料与方法 
1.1  实验材料 

1.1.1  细胞与质粒 
细胞：293T (人胚肾细胞) 细胞株由本实验

室保存；eIF4B+/+、eIF4B+/–和 eIF4B–/–小鼠胚胎

成纤维细胞 (mouse embryonic fibroblast, MEF) 
和小鼠胚胎肝脏细胞均由小鼠胚胎分离所得。 

质粒：pNL-GFP、pNL-GFP-eIF4B 和慢

病毒包装质粒 (VSVG, package) 均为本实验室

保存。 

1.1.2  实验试剂和器材 
生物学试剂：胎牛血清  (Gibco)，DMEM 

(Gibco)，细胞凋亡检测试剂盒 (南京凯基生物

公司)，真核转染试剂 VigoFect (威格拉斯生物技

术有限公司)，ECL 化学发光显色液 (普利莱基因

技术有限公司)，蛋白预染 Marker (Fermentas)。 
抗体：anti-eIF4B (sc-376062) 购自 Santa 

Cruz Biotechnology；anti-Bcl-2 (12789-1-AP) 购
自 Proteintech；anti-Bcl-xl (2764)、anti-phospho- 
p70S6K (9205) 、 anti-p70S6K (34475) 、 anti- 
phospho-4EBP1 (2855)、 anti-4EBP1 (9644)、
anti-cleaved-caspase 3 (9664) 购自 Cell Signaling 
Technology 公司。 

实验器材：硝酸纤维素 (nitrocellulose, NC) 
膜 (Millipore)，X 射线胶片 (Kodak)，显影粉、

定影粉 (天津市世纪奥博商贸有限公司)，低温

离心机 (Themo Electron Corporation)。 
1.1.3  实验动物 

eIF4B+/+、eIF4B+/–和 eIF4B–/–小鼠胚胎由雄

性和雌性 eIF4B+/–小鼠杂交所得。eIF4B+/–小鼠

由 eIF4Bf/f 小鼠与胚胎发育早期特异性表达 Cre
重组酶的工具鼠 (EIIA-cre) 杂交所得。eIF4Bf/f 
小鼠由上海南方模式生物科技股份有限公司构

建完成。本研究动物实验经中国科学院微生物

研究所研究伦理委员会批准  (许可证号：

SQIMCAS2021066)。所有的实验过程均遵循

中华人民共和国国务院批准的《实验动物管理

条例》。 

1.2  实验方法 
1.2.1  小鼠胚胎肝脏细胞的制备和细胞凋亡检测 

胚胎肝脏细胞的制备：将受孕 14.5 d 的

eIF4B+/+、eIF4B+/–和 eIF4B–/–小鼠胚胎解剖并分

离胚胎肝脏，收集在含有 2%胎牛血清的 1 mL 
PBS 中。使用 1 mL 移液器轻轻反复吹打小鼠胚

胎肝脏，并通过 40 µm 细胞滤网过滤细胞悬液，
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获得小鼠胚胎肝脏细胞悬液并进行细胞计数。 
胚肝细胞凋亡检测：取 106 个胚肝细胞离

心，用 PBS 洗涤 2−3 次，弃掉上清，加入 300 μL
流式上样缓冲液，轻轻重悬细胞并转移进流式

管，然后加入 5 µL Annexin V-APC 和 5 µL 碘化

丙啶 (propidium iodide, PI)，充分混匀后，室温

避光染色 10−15 min。选用合适的激发光片和滤

光片，利用流式细胞仪分析细胞凋亡情况，使

用 FCS Express V3 软件进行数据分析。 
1.2.2  小鼠胚胎成纤维细胞的分离培养 

收取怀孕 13.5 d 母鼠的子宫，浸泡在 PBS
中。在超净台中取出胚胎，PBS 充分洗涤。接

下来，剪去胎鼠的头部、四肢和内脏，用 PBS
去除血迹，将余下的胚胎剪碎放入 15 mL 离心

管中，加入 5−8 mL 0.25%胰酶，并用移液器反

复吹打。将 15 mL 离心管置于 37 ℃水浴锅，消

化 40−60 min，之后向离心管加入 2−3 mL 
DMEM 完全培养基终止消化。用 200 目灭菌的

尼龙网将上述消化后的细胞悬液过滤到新的 
15 mL 离心管中，1 500 r/min 离心 5 min。弃上

清，用 2 mL DMEM 完全培养基重悬细胞，置

10 cm 细胞培养皿中，37 ℃、5% CO2 细胞培养

箱中培养。 
1.2.3  蛋白样品的制备和免疫印迹  (Western 
blotting) 

细胞蛋白样品的制备：收集 2×106 个细胞

至 1.5 mL 的 EP 管中，离心，弃上清。向其中

加入一定量的细胞裂解液 (Co-lysis 缓冲液)，
置于冰上裂解 30 min (每 10 min 漩涡 1 次，每

次 15 s)。裂解结束后，4 ℃、12 000 r/min 离心

10 min，吸取上清，加入等体积 2×蛋白上样缓

冲液后煮沸 5 min，立即使用或者−20 ℃保存。 
动物组织蛋白样品的制备：称量小鼠组织

样品 30 mg，将小鼠组织放入 1.5 mL 离心管中，

加入两颗预先灭菌的钢珠，然后加入 300−400 µL

细胞裂解液，于组织研磨仪内充分研磨 2 min，
冰上裂解 30 min (每 10 min 漩涡 1 次，每次 15 s)，
后续步骤同细胞蛋白样品制备一致。 

免疫印迹 (Western blotting)：蛋白样品通

过 SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳进行分离，之后转

移至硝酸纤维素 (NC) 膜上，恒流 250 mA，

120 min，冰浴转膜。转膜完毕后，将 NC 膜转

移至含 5%脱脂牛奶的 TBS 溶液中，室温封闭

1−2 h。接下来，室温孵育一抗 3 h，一抗孵育结

束后，用 TBS 缓冲液充分清洗 3 次，每次 10 min。
加入辣根过氧化物酶  (horseradish peroxidase, 
HRP) 标记的二抗，室温孵育 1−2 h 后，TBS
缓冲液清洗 3 次，每次 10 min。清洗完毕，等

量的 ECL 发光显色液 A 液和 B 液混匀后，孵

育 NC 膜 3 min，于暗室中曝光[19]。 
1.2.4  组织病理学分析 

小鼠胚胎和器官用 4%多聚甲醛固定，石蜡

包埋。然后，制备 4 mm 厚的切片并用苏木精和

伊红 (hematoxylin-eosin, HE) 染色。在 Olympus 
BH-2 显微镜下观察，拍照分析。 
1.2.5  慢病毒包装及感染 

慢病毒包装：转染前 24 h，将 293T 细胞传

代分装至 10 cm培养皿中，待细胞密度达到 85%
左右时，进行转染。转染开始时，先弃掉旧的

细胞培养基，换成无双抗、无血清 DMEM 处理

细胞 30 min。将慢病毒包装质粒  (VSVG, 
package) 和 eIF4B 表达质粒 (pNL-GFP-eIF4B) 
或者空载体对照质粒 (pNL-GFP) 各 8 μg 加至

500 μL 无双抗、无血清 DMEM 中，轻轻混匀，

室温放置 5 min。同时，将 10 μL 真核生物转染

试剂 VigoFect 加至另外一个含 500 μL 无双抗、

无血清 DMEM 的 1.5 mL 的 EP 管中，轻轻混匀，

室温静置 5 min。之后，将上述质粒和转染试剂

悬液混合均匀，室温静置 20 min 后逐滴加入

293T 细胞中，温和摇匀，置于细胞培养箱中培
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养 4−6 h 后更换成 8 mL 的完全培养基继续培养

48 h，收集细胞上清，即病毒液。 
慢病毒感染靶细胞：收取的细胞上清用

0.22 μm 滤膜过滤，加入聚凝胺 (polybrene) 至终

浓度 8 μg/mL，分装至 6 孔板中，同时加入适量的

eIF4B–/–小鼠胚胎成纤维细胞 (MEF)。保鲜膜包裹

6 孔板置于恒温水平离心机中 32 ℃、2 200 r/min，
悬浮感染 120 min。离心结束后，补加完全培养

基 1.5 mL/孔，细胞培养箱中继续培养 24 h 后，

细胞传代培养用于后续实验。 
1.2.6  数据统计学分析 

本研究采用 t 检验进行显著性差异分析，

P<0.05 被认为具有显著性差异，P<0.01 被认为

具有极显著性差异。 

2  结果与分析 
2.1  敲除 eIF4B 促进小鼠胚胎肝脏细胞的

凋亡 
我们前期研究发现 eIF4B 敲除的纯合子 

(eIF4B–/–) 小鼠胚胎致死 [18]。为了进一步探究

eIF4B 敲除对小鼠胚胎发育的影响，收取了

E14.5 和 E15.5 的 eIF4B+/+、eIF4B–/–小鼠胚胎，

进行 HE 染色分析。结果显示，与 eIF4B+/+小鼠

相比，eIF4B–/–小鼠胚胎发育畸形 (图 1A)。对

E14.5 和 E15.5 的 eIF4B+/+、eIF4B–/–小鼠胚胎进

行病理分析发现，与 eIF4B+/+小鼠胚胎相比，

eIF4B–/–小鼠胚胎肝脏表现出更为严重的病理损

伤，主要表现为胚肝细胞凋亡和坏死，而小鼠胚胎

肺脏、脑、胃和胰腺等组织器官发育正常 (图 1B)。
接下来，我们进一步分离了 E14.5 eIF4B+/+和

eIF4B–/–小鼠胚胎肝脏细胞，并用 Annexin V 和

PI 进行染色，通过流式细胞仪检测细胞凋亡情

况。结果显示，敲除 eIF4B 显著增加了小鼠胚

胎肝脏细胞中凋亡细胞 (Annexin V+ PI+) 和坏

死细胞 (Annexin V– PI+) 的比例 (图 1C–D)。

上述结果表明，敲除 eIF4B 会促进小鼠胚胎肝

脏细胞的凋亡。 

2.2  敲除 eIF4B 促进胚肝细胞中凋亡蛋白

cleaved-caspase 3 的表达 
eIF4B 在多种肿瘤细胞中可以通过调控抗

凋亡蛋白 (Bcl-2、Bcl-xl 等) 的翻译来抑制细

胞凋亡 [20-21]。本实验室前期研究发现，敲低

eIF4B 导致 Abl 转化细胞中 Bcl-2 的表达水平明

显下调，从而促进伊马替尼诱导的 Abl 转化细

胞的凋亡[14]。为了探究 eIF4B 如何调控小鼠胚

肝细胞的凋亡，我们收取了 eIF4B+/+和 eIF4B–/–

小鼠胚胎肝脏，利用 Western blotting 检测抗凋

亡蛋白 Bcl-2 和 Bcl-xl 的表达水平。结果显示，

eIF4B–/–和eIF4B+/+小鼠胚肝细胞中Bcl-2和Bcl-xl
蛋白的表达水平并未发生明显变化 (图 2A)。接
下来，我们对 eIF4B–/–、eIF4B+/–和 eIF4B+/+小鼠

胚肝细胞中活化的天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋

白酶  (cleaved-caspase 3) 的水平进行检测发

现，与 eIF4B+/+和 eIF4B +/–小鼠胚肝细胞相比，

eIF4B–/–小鼠胚肝细胞中 cleaved-caspase 3 的表

达水平显著增高 (图 2B)。进一步，我们收取了

E14.5 的 eIF4B+/+和 eIF4B–/–小鼠胚胎肝脏，进

行免疫组化分析。结果表明，eIF4B–/–小鼠胚肝

中 cleaved-caspase 3 的水平明显高于 eIF4B+/+

小鼠 (图 2C–D)。上述结果表明，eIF4B–/–小鼠

胚肝细胞中 cleaved-caspase 3 的高表达促进了

胚肝细胞的凋亡。 

2.3  eIF4B 敲除小鼠 MEF 细胞中 mTOR
通路下游信号分子 p70S6K 的表达和磷酸

化水平以及 4EBP1 的磷酸化水平显著升高 
哺乳动物雷帕霉素靶蛋白  (mTOR) 是蛋

白质复合物 mTORC1 和 mTORC2 的关键成分，

在基因转录、核糖体合成、蛋白质翻译等生物

学过程中发挥关键作用[22]。mTOR 信号通路不

仅可以对干细胞的发育和静止进行控制，还参 
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图 1  敲除 eIF4B 导致小鼠胚胎肝脏细胞凋亡增加 
Figure 1  Knockout of eIF4B in mice facilitates apoptosis of fetal liver cells. (A) Representative images 
from HE analysis of total embryos from eIF4B–/– and eIF4B+/+ littermates. (B) Representative images from 
HE analysis of fetal liver, lung, brain, stomach and pancreas from eIF4B–/– and eIF4B+/+ embryos. Scale bars, 
50 μm. (C–D) Apoptotic cells in fetal livers from E14.5 eIF4B–/– and eIF4B+/+ embryos, were analyzed by 
Annexin V and PI staining (n=3–4 per genotype for each group). Shown were representative images from 
three independent experiments (C). Data are represented as x ±s (D). **: P<0.01. 



 
 

王国庆 等/敲除 eIF4B 基因对小鼠胚胎肝脏细胞凋亡的影响 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

3495 

 
 
图 2  敲除 eIF4B 促进胚肝细胞中凋亡蛋白 cleaved-caspase 3 的表达 
Figure 2  Knockout of eIF4B increases the expression of cleaved-caspase 3 in fetal livers. (A) Protein 
levels of Bcl-2 and Bcl-xl in fetal livers from E14.5 eIF4B–/– and eIF4B+/+ embryos were analyzed by 
Western blotting. (B) The expression levels of cleaved-caspase 3 in fetal livers from E14.5 eIF4B–/–, 
eIF4B+/– and eIF4B+/+ embryos were detected by Western blotting. (C–D) The levels of cleaved-caspase 
3 in fetal livers from eIF4B–/– and eIF4B+/+ embryos were examined by immunohistochemistry analysis. 
Representative images are shown in (C). Cleaved-caspase 3 positive nuclei in fetal livers from eIF4B–/– 
and eIF4B+/+ embryos (n=4–10 per genotype for each group) were quantified (D). Data are represented 
as x ±s. * P<0.05. 
 
与调控自噬过程中的细胞死亡或细胞凋亡[23]。

已有的研究表明，小鼠胚胎致死与 mTOR 信号

通路的过度活化密切相关[24-25]，促使我们去分

析 eIF4B 敲除对 mTOR 信号通路活化的影响。

p70S6K 和 4EBP1 作为 mTOR 信号通路下游重

要的信号分子，是参与调节细胞生长和蛋白质

翻译的关键分子[26]。因此，我们分离 eIF4B+/+

和 eIF4B–/–小鼠胚胎成纤维细胞 (MEF)，应用

Western blotting 检测 p70S6K 的表达和磷酸化情

况。实验结果显示，eIF4B 敲除小鼠 (eIF4B–/–) MEF
细胞中 p70S6K 蛋白的表达水平及其磷酸化水平

明显高于 eIF4B+/+小鼠 MEF 细胞 (图 3A–B)。接

下来，我们利用不同浓度的血清处理 eIF4B+/+

和 eIF4B–/–小鼠 MEF 细胞，应用 Western blotting
检测 p70S6K 和 4EBP1 的表达和磷酸化情况。

结果显示，无论是低浓度还是高浓度血清处理，

eIF4B–/–小鼠 MEF细胞中 p70S6K蛋白的表达水

平和磷酸化水平以及 4EBP1 蛋白的磷酸化水平

均明显高于 eIF4B+/+小鼠 MEF 细胞 (图 3C–D)。 
为了进一步验证 eIF4B 对 mTOR 信号的影

响，我们在 eIF4B–/–小鼠 MEF 细胞中高表达

eIF4B，检测 p70S6K 和 4EBP1 的表达和磷酸化 
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图 3  eIF4B 敲除小鼠 MEF 细胞中 mTOR 通路下游信号分子 p70S6K 的表达和磷酸化水平以及 4EBP1
的磷酸化水平显著升高 
Figure 3  Knockout of eIF4B results in increased expression and phosphorylation of p70S6K, and enhanced 
phosphorylation of 4EBP1 in MEFs. (A–B) p70S6K protein and phosphorylation levels in MEF cells from 
eIF4B–/– and eIF4B+/+ mice were examined by Western blotting (A), and quantified by Image J analysis (B). 
n=3. Data are represented as x ±s. **: P<0.01. (C–D) MEF cells from eIF4B–/– and eIF4B+/+ mice were 
treated with 10% or 2% FBS for 12 hours. The protein and phosphorylation levels of p70S6K and p-4EBP1 
were detected by Western blotting (C) and quantified by Image J analysis (D). n=3. Data are represented as 
x ±s. **: P<0.01.  
 
情况。结果显示，在低浓度血清和高浓度血清

处理下，和空载体对照细胞相比，高表达 eIF4B
的 eIF4B–/–小鼠 MEF 细胞中 p70S6K 的蛋白水

平和磷酸化水平以及 4EBP1 蛋白的磷酸化水平

均明显降低 (图 4A–B)。上述结果表明，eIF4B
敲除小鼠 MEF 细胞中 mTOR 信号通路呈现过

度活化状态。 

2.4  eIF4B 敲除小鼠胚肝中 mTOR 通路下

游信号分子 p70S6K 的表达和磷酸化水平

以及 4EBP1 的磷酸化水平显著升高 
进一步，我们分别收取了 eIF4B+/+、eIF4B+/–、

eIF4B–/–小鼠胚胎肝脏，检测 p70S6K 和 4EBP1

的表达和磷酸化情况。实验结果表明，eIF4B+/–

和 eIF4B+/+小鼠胚胎肝脏中 p70S6K 的蛋白 
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图 4  高表达 eIF4B 缓解 eIF4B 敲除小鼠 MEF 细胞中 p70S6K 表达和磷酸化水平以及 4EBP1 磷酸化

水平的显著升高 
Figure 4  Forced expression of eIF4B reverses the increased expression and phosphorylation of p70S6K, 
and enhanced phosphorylation of 4EBP1 caused by eIF4B depletion in MEFs. (A–B) The protein and 
phosphorylation levels of p70S6K and p-4EBP1 in eIF4B–/– MEF cells expressing EV (GFP) or eIF4B 
(GFP-eIF4B), were detected by Western blotting (A) and quantified by Image J analysis (B). n=3. Data are 
represented as x ±s. *: P<0.05; **: P<0.01. 
 
水平和磷酸化水平以及 4EBP1 蛋白的磷酸化水

平无显著差异，eIF4B–/–小鼠胚肝中 p70S6K 的

表达水平和磷酸化水平以及 4EBP1 的磷酸化水

平显著增加 (图 5A–D)。另外，小鼠胚胎肝脏

的免疫组化分析结果显示，eIF4B–/–小鼠胚胎肝

脏中 p70S6K 的表达水平明显高于 eIF4B+/+小鼠 
(图 5E–F)。 

3  讨论 
蛋白翻译调控在生物体发育、组织稳态和

肿瘤发生过程中发挥着极为关键的作用[2,27-28]。

作为蛋白质合成的限速步骤，翻译起始受到多

个信号通路的协同调控[3]。eIF4B 是一种重要的

真核翻译起始因子，调控一些具有复杂二级结

构 mRNA 的翻译起始，参与肿瘤细胞存活和增

殖等多种细胞生物学过程[16]。目前关于 eIF4B
的研究大多集中在体外细胞和分子水平，其在

生物体内的生物学功能仍不清楚。本实验室前

期构建 eIF4B 基因敲除小鼠模型，发现 eIF4B 敲

除小鼠的胚胎会在 E14.5 和 E16.5 之间死亡[18]。

本研究中，我们进一步探究 eIF4B 敲除引发小

鼠胚胎致死的作用机制，发现敲除 eIF4B 会导

致小鼠胚胎肝脏发生严重的病理损伤。在胚胎

发育过程中，胚肝是一种重要的造血器官，是

胚胎发育过程中造血干细胞  (hematopoietic 
stem cell, HSC) 扩增的主要部位[29]。近期研究

表明，胚肝缺陷通常会导致 HSC 扩张受损和红

细胞生成缺陷，进而导致胚胎死亡或围产期死

亡[30-31]。因此，胚胎肝脏发育异常可能是 eIF4B

敲除小鼠胚胎死亡的一个重要原因。 
进一步探究 eIF4B 敲除导致小鼠胚肝发育

异常的分子机制，我们发现 eIF4B 敲除小鼠胚

胎肝脏细胞凋亡显著增加。已有研究表明，

eIF4B 参与许多具有高度结构化 5′-UTR mRNA
的翻译，如 Cdc25c、c-Myc、Bcl-2 和 XIAP，进

而影响肿瘤细胞的增殖和凋亡[17]。Bcl-2、Bcl-xl 
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图 5  eIF4B 敲除小鼠胚肝中 p70S6K 的表达和磷酸化水平以及 4EBP1 的磷酸化水平显著升高 
Figure 5  eIF4B-knockout fetal livers display increased expression and phosphorylation of p70S6K, and 
enhanced phosphorylation of 4EBP1. (A–D) The protein and phosphorylation levels of p70S6K and 4EBP1 
in fetal livers from eIF4B–/–, eIF4B+/– and eIF4B+/+ embryos, were detected by Western blotting (A), and 
quantified by Image J analysis (B–D). n=3. Data are represented as x ±s. **: P<0.01; ns: no significance. 
(E–F) The levels of p70S6K in fetal livers from eIF4B–/– and eIF4B+/+ embryos were examined by 
immunohistochemistry analysis. Representative images are shown in (E). p70S6K positive nuclei in fetal 
livers from eIF4B–/– and eIF4B+/+ embryos (n=3–4 per genotype for each group) were quantified (F). Data are 
represented as x ±s. **: P<0.01. 
 
等抗凋亡蛋白的上调发生在多种肿瘤中，包括

胃癌、肺癌、乳腺癌、胶质母细胞瘤等[32-33]。

有意思的是，我们的实验结果显示，敲除 eIF4B
并不影响小鼠胚胎肝脏中Bcl-2和Bcl-xl的表达水

平，而是显著增加了 cleaved-caspase 3 的水平，

表明 eIF4B–/–小鼠胚肝细胞中 cleaved-caspase 3
的高表达促进了小鼠胚肝细胞的凋亡。 

此外，小鼠胚胎致死与 mTOR 信号通路的

过度活化密切相关[24-25,34]。例如，Tsc1 等位基

因的敲除 (Tsc1–/–) 会导致 mTOR 信号通路的

高度活化，小鼠胚胎发育到 14.5 d 时会在子宫

内死亡[24]。在营养缺乏条件下，敲除 SZT2 会导

致细胞中 mTORC1 通路活化增强，SZT2 敲除 
(SZT2–/–) 小鼠新生儿在禁食后均在子宫内死

亡，并且在多个器官中均可检测到 mTOR 通路

活化增强[35]。此外，mTOR 还可通过参与体内

多种其他信号通路来调节细胞增殖、自噬和凋

亡过程[36-37]。作为细胞生长过程中消耗能量和资
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源最多的生物学过程，蛋白质合成受到 mTOR 通

路的严格调控[23]。p70S6K 和 4EBP1 是 mTOR
通路下游两个重要的信号分子。mTOR 可以磷

酸化 p70S6K，进而通过调节多种下游底物调控

蛋白质的合成[38]。另一方面，4EBP1 通过与翻

译起始因子 eIF4E 结合来阻止翻译起始。eIF4E
是多亚基复合物，可将 40S 核糖体亚基募集到

mRNA 的 5′端帽子结构。低磷酸化的 4EBP1 与

eIF4E 相互作用，阻止其与 eIF4G 互作，从而

抑制翻译过程[39]。4EBP1 被 mTOR 磷酸化后，

高磷酸化的 4EBP1 与 eIF4E 的亲和力降低，导

致其从 eIF4E 解离，促进 eIF4E 和 eIF4G 复合

物的形成，进而将 40S 核糖体亚基募集到

mRNA 的 5′-末端，保证翻译的正常进行[39-40]。

本研究中，我们发现 eIF4B 敲除小鼠的胚胎成

纤维细胞和小鼠胚胎肝脏细胞中，p70S6K 蛋白

的表达水平和磷酸化水平以及 4EBP1 蛋白的磷

酸化水平明显升高，表明 eIF4B 敲除小鼠中

mTOR 信号通路的过度活化可能是胚胎致死的

一个重要原因。 
总之，本研究利用 eIF4B 基因敲除小鼠模

型，揭示了 eIF4B 在胚胎发育过程中的重要作用，

并对其作用机理进行了初步探究。本研究还有许

多方面值得进一步深入探究，例如，eIF4B 在机

体内如何调控凋亡蛋白 cleaved-caspase 3 的表

达进而影响胚胎肝脏细胞的凋亡。此外，eIF4B
的敲除是否会影响小鼠胚胎肝脏的造血功能来

调控小鼠胚胎发育也值得深入研究。  
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