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核因子I-X通过相分离调控颌面发育相关分子通路的研究*
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【摘要】  目的　探究核因子I-X（nuclear factor I-X, NFIX）是否具有相分离能力及通过相分离调控颌面发育相关生物

学功能的机制。方法　将带有EGFP标签的NFIX全长蛋白重组质粒转染至U2OS细胞系中，使用共聚焦荧光显微镜观察其

在细胞中的存在形式。使用蛋白分析工具PONDR分析NFIX蛋白结构，主要分析NFIX蛋白结构中与形成生物凝聚体所需

弱相互作用力相关的固有无序区（internal disordered region, IDR）。构建截短IDR的NFIX-EGFP质粒，观察其在细胞中存在

形式的变化。使用免疫沉淀-质谱联用（immunoprecipitation-mass spectrometry, IP-MS）技术分析全长与截短蛋白与下游

因子的互作差异。结果　全长EGFP-NFIX蛋白可以在细胞核内形成类似于无膜细胞器的凝聚体。PONDR的分析结果证

实NFIX蛋白结构域中包含与生物凝聚体形成密切相关的IDR（aa245-494）（IDR2），将IDR2截短后，蛋白在细胞核中呈现弥

散状态。IP-MS分析二者互作蛋白的差异，有多种蛋白表现出IDR2区段的依赖性，并在与颌面发育相关的MAPK等通路中

显著富集。结论　NFIX不仅通过经典转录调控机制，还通过IDR介导的相分离机制调控骨发育稳态。这种生物分子凝聚

体形成机制为解析NFIX相关颅面畸形综合征的发病机制提供了新视角。
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[Abstract]   Objective　To investigate whether nuclear factor I-X (NFIX) possesses phase separation capability and
to  elucidate  its  mechanism  in  regulating  biological  functions  related  to  craniofacial  development  through  phase
separation. Methods　An enhanced green fluorescent protein (EGFP)-tagged full-length NFIX recombinant plasmid was
transfected  into  U2OS  cells,  and  its  subcellular  localization  was  observed  using  confocal  fluorescence  microscopy.  The
protein structure of NFIX was analyzed using the Predictor of Natural Disordered Regions (PONDR), a protein analysis
instrument, with a focus on identifying intrinsically disordered regions (IDRs) associated with weak interactions required
for biomolecular condensate formation. A truncated NFIX-EGFP plasmid lacking the IDR was constructed, and changes
in  its  intracellular  localization  were  observed.  Immunoprecipitation-mass  spectrometry  (IP-MS)  was  utilized  to  analyze
differences  in  protein  interactions  with  downstream  factors  between  full-length  and  truncated  NFIX. Results　In  the
nucleus, full-length EGFP-NFIX formed biomolecular condensates resembling membraneless organelles. PONDR analysis
confirmed  that  NFIX  contains  an  IDR  (aa245-494)  (IDR2),  which  is  critical  for  biomolecular  condensate  formation.
Truncation  of  IDR2  resulted  in  a  diffuse  protein  distribution  in  the  nucleus.  IP-MS  revealed  that  multiple  proteins
exhibited  IDR2-dependent  binding  specificity  and  were  significantly  enriched  in  pathways  related  to  craniofacial
development,  such  as  the  MAPK  pathway. Conclusion　NFIX  regulates  bone  developmental  homeostasis  not  only
through  canonical  transcriptional  mechanisms  but  also  through  IDR-mediated  phase  separation.  This  biomolecular
condensate  formation  mechanism  provides  new  insights  into  the  pathogenesis  of  NFIX-related  craniofacial
dysmorphogenesis syndromes.
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核因子I（nuclear factor I, NFI）家族由四种经典转录 因子（NFIA、NFIB、NFIC、NFIX）组成。它们依靠保守的

N端DNA结合/二聚化结构域和可变的C端转录调控区域

调节下游基因表达，从而参与多种生物学活动[1]，同时是

细胞互作网络的重要节点[2-3]，但其参与蛋白互作的驱动

* 国家自然科学基金（No. 82370945）资助

△ 通信作者，E-mail：zhouxd@scu.edu.cn

出版日期：2025-11-20

四  川  大  学  学  报（  医  学  版  ）
J  Sichuan  Univ  ( Med Sci )

 2025，56（6）: 1573 − 1580  

http://orcid.org/0000-0002-9613-0066
http://orcid.org/0000-0002-9319-7302
http://orcid.org/0000-0002-9613-0066
http://orcid.org/0000-0002-9319-7302
http://orcid.org/0000-0002-9613-0066
http://orcid.org/0000-0002-9319-7302
http://orcid.org/0000-0002-9613-0066
http://orcid.org/0000-0002-9319-7302
mailto:zhouxd@scu.edu.cn
mailto:zhouxd@scu.edu.cn


机制与功能尚不清晰。

作为家族成员之一，核因子I-X（nuclear factor I-X,

NFIX）在多种组织中表达，参与骨骼肌形成和修复[4-5]、肿

瘤抑制[6]、神经发育[7]等关键过程。NFIX基因变异会导致

颌面发育异常，如以颌面过度发育为特征的Malan综合征

和以骨龄超前、小颌畸形为特征的Marshall-Smith综合

征[8]。现有研究表明，NFIX蛋白N端结构域突变可导致

单倍体蛋白剂量不足，影响DNA结合，引发Malan综合

征；而C端转录调控区域突变可能通过显性负效应扰

乱NFIX下游通路，导致Marshall-Smith综合征[9-13]。然而，

两类综合征背后与NFIX相关的分子调控网络仍未完全

阐明。

相分离是生物大分子通过弱相互作用形成生物凝聚

体的过程，受蛋白结构与pH及盐浓度等环境条件调控，

为细胞活动划分无膜的空间分隔[14-15]。蛋白质的固有无

序区（internal disordered region, IDR）是一段缺乏稳定三

维结构的序列，可以通过疏水作用、π–π堆积、电荷作用

等弱相互作用促进凝聚体形成，介导复杂的分子互作网

络[16]。研究表明，相分离在颅颌面和神经发育调控中作

用显著，如PPP2R5D-PP2A通过去磷酸化调控Liprin-α1

相分离，其致病突变会破坏该过程引发Houge-Janssens综

合征[17]；POSH通过相分离与SHANK2/3形成共凝聚体，维

持突触结构和树突棘发育[18]。

基于此，本研究推测NFIX可能通过相分离发挥其调

控发育的重要作用。为了验证这一假说，本研究探究了

NFIX是否具有形成相分离的能力，进而揭示NFIX通过相

分离调控下游基因转录和细胞行为的新机制，为颅颌面

畸形综合征发病机制研究和靶向治疗技术研发提供新的

方向。

 1     材料与方法

 1.1    细胞培养

本研究采用的U2OS及293T细胞来源于ATCC，购自

Immocell平台，经过短串联重复序列（STR）鉴定正确，

U2OS细胞使用含10%胎牛血清（Zeta）的McCoy's 5A培养

基（Gibco），293T细胞使用含10%胎牛血清（Zeta）的DMEM

培养基（Gibco），在湿润的体积分数为5%CO2、37 ℃培养

箱中培养。

 1.2    蛋白质结构分析

为了分析NFIX蛋白结构的无序性，使用PONDR

（Predictor of Natural Disordered Regions）平台（https://

pondr.com）的VSL2模型。本模型基于前馈神经网络，通

过分析蛋白质序列局部窗口（9～21个氨基酸）的特征（如

亲水性、各类氨基酸组成等）进行预测，界定有序/无序残

基的阈值为0.5。

 1.3    质粒构建与转染

本研究使用武汉金开瑞生物工程有限公司合成构建

的质粒，载体均为pcDNA3.1-EGFP，带有flag标签。质粒

通过氨苄青霉素抗性筛选后由金开瑞公司进行测序验

证。构建质粒的命名、编码蛋白序列及用途见表1。

表 1    质粒构建命名及用途

Table 1    Plasmid designation and application

Plasmid Insert coding sequence Application

EGFP None U2OS cell-Control

EGFP-NFIX NFIX full-length (NM_001365902.3) U2OS cell-Condensate assay; IP-MS
293T cell-Protein purification

EGFP-NFIXΔIDR1 NFIX Δaa39-85 U2OS cell-Mapping condensate forming region

EGFP-NFIXΔIDR2 NFIX Δaa245-494 U2OS cell-Mapping condensate forming region; IP-MS
293T cell-Protein purification

EGFP-NFIX-IDR2 NFIX aa245-494 293T cell-Protein purification

　EGFP: enhanced green fluorescent protein; NFIX: nuclear factor I-X; IDR: intrinsically disordered region; aa: amino acid; IP-MS: immunoprecipitation-mass
spectrometry.

质粒转染使用Lipofectamine 3 000（Lipo3000, Thermo

Fisher）转染套装，按比例混合无血清培养基中的Lipo3000

与DNA+P3000，孵育10 min后加入贴壁的U2OS或293T细

胞培养，6 h后换液，24 h后观察或收样。

1.4    显微荧光成像

待观察的质粒转染后的U2OS细胞使用体积分数为

4%多聚甲醛室温固定15 min，随后使用0.25% TritonX-

100溶液通透细胞膜10 min，使用DNA结合染料DAPI（索

莱宝）避光孵育细胞10 min以标记细胞核。显微荧光成

像与采集通过奥林巴斯的高分辨转盘共聚焦显微镜

（SpinSR）进行，主要使用60×平场复消色差油浸物镜。

1.5    活细胞观察与光漂白荧光恢复技术（fluorescence

recovery after photobleaching, FRAP）

本研究使用奥林巴斯活细胞工作站进行细胞内凝聚
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体的融合及光漂白荧光恢复技术（fluorescence recovery

after photobleaching, FRAP）实验的观察，在观察过程中为

细胞提供湿润的体积分数为5%CO2+37 ℃培养环境，以

确保采集图像时细胞及胞内分子处于生理状态下。为了

观察凝聚体状态及凝聚体融合情况，在观察过程中持续

采集图像（间隔100 s）。

FRAP是观察荧光标记蛋白内部扩散效率的方法，使

激光对荧光蛋白凝聚体内某一部分的蛋白进行光漂白，

随后观察其恢复速率[19],如漂白后该部分荧光可以恢复，

则证明凝聚体内部具有流动性[20]。图片采集使用SpinSR

显微镜，恢复速率的矫正及归一化计算使用EasyFRAP软

件（https://easyfrap.vmnet.upatras.gr/）。

 1.6    体外蛋白纯化与观察

本研究将3种带有flag-EGFP标记的蛋白重组质粒

（EGFP-NFIX、EGFP-NFIXΔIDR2、EGFP-NFIX-IDR2，武

汉金开瑞生物工程有限公司构建）转染至293T细胞中，将

细胞经预冷RIPA裂解液（含蛋白酶抑制剂，碧云天）冰上

裂解30min后离心取上清，加入Anti-DYKDDDDK G1

Affinity Resin（GenScript）4 ℃孵育过夜，采用flag多肽（碧

云天）竞争性洗脱靶蛋白。获取的纯化蛋白使用BCA试

剂盒（碧云天）测定浓度，使用NaCl溶液及PEG 8000溶液

混合（配置为含150mmol/L NaCl和5% PEG-8000的pH为

7.4的缓冲体系，下称“缓冲体系”）稀释蛋白，配得3.2、

1.6、0.8、0.4、0.2 μmol/L的纯化蛋白。将不同浓度的纯化

蛋白滴至玻片上，在奥林巴斯的高分辨转盘共聚焦显微

镜（SpinSR）下观察。

为验证蛋白凝聚体内部的驱动力[21]，在3.2 μmol/L的

纯化EGFP-NFIX蛋白中加入5% 1,6-己二醇（粉末购自索

莱宝科技有限公司，使用上述缓冲体系配置溶液），观察

蛋白凝聚体的形态变化。

 1.7    免疫沉淀-质谱联用（immunoprecipitation-mass

spectrometry, IP-MS）

在U2OS细胞中按1.3所述步骤转染flag标记的EGFP

空载、NFIX全长（flag-NFIX）及IDR2截短突变体（flag-

NFIXΔIDR2）表达质粒，使用flag标签蛋白免疫沉淀试剂

盒（磁珠法，碧云天）分别获得EGFP空载、flag-NFIX和

flag-NFIXΔIDR2及其结合的蛋白复合体，经SDS-PAGE初

步验证后切胶酶解，将脱盐处理后的多肽进行液相色谱-

串联质谱（LC-MS/MS）分析，通过阴性对照（EGFP空载体

样本）排除背景蛋白，获得差异化的相互作用分子。

对鉴定出的差异化蛋白基于EggNOG数据库（v5.0.2，

http://eggnog5.embl.de/#/app/home）提取每个蛋白质的

GO ID，然后按照细胞组分、分子功能和生物过程对蛋白

进行GO分析。并基于WikiPathways数据库对这些蛋白

的富集情况进行分析，以进行数据可视化和相关生物学

通路模型的整合[22]。

 1.8    统计学方法

x̄± s

本研究统计的所有数据均来自至少3次独立重复实

验，计量数据以 表示，使用GraphPad Prism10进行数

据分析及结果图绘制。多组间的比较采用单因素方差分

析（One-way ANOVA），若存在显著性差异，则进一步使

用Dunnett's事后检验法进行两两比较，P<0.05为差异有

统计学意义。在组学分析中，使用Fisher's精确检验对差

异表达蛋白进行富集显著性分析，P<0.05为差异有统计

学意义。

 2     结果

 2.1    NFIX可以在细胞内形成生物凝聚体

在U2OS细胞中，EGFP-NFIX全长蛋白通过液-液相

分离在细胞核内形成动态凝聚体，而单独EGFP标签蛋白

在细胞核中表现为弥散状态（图1A、1B）。这些凝聚体表

现出典型液态特性：共聚焦显微镜下可见EGFP荧光标记

的NFIX蛋白凝聚体相互碰撞融合（图1C），表明其表面张

力驱动的液态行为；FRAP实验使用405 nm固态激光器以

30%强度的激光对NFIX凝聚体进行光漂白，针对直径为

1 μm的漂白区域（ROI）预采集5帧图像，漂白后以1 s为间

隔持续采集，总采集时长为100 s。定量分析显示，荧光信

号在15 s内恢复至最大值的60%左右，证实NFIX凝聚体内

部蛋白分子与核质存在快速动态交换（图1D）。这种高流

动性提示凝聚体形成依赖于多价弱相互作用（如IDR间的

疏水/电荷作用），而非固态聚集。

 2.2    截短关键IDR区的NFIX蛋白失去形成生物凝聚体

的能力

通过PONDR工具对NFIX蛋白进行无序性预测分析

（使用VLXT算法，阈值>0.5），结果显示在aa39-85及

aa245-494呈现连续的高紊乱分数区段，将其标记为典型

的IDR，分别命名为IDR1和IDR2（图2A）。为验证IDR

区段对NFIX蛋白相分离能力的影响，通过PCR介导的

基因编辑技术构建了IDR截短突变体NFIXΔIDR1及

NFIXΔIDR2（图2B），将其克隆至pcDNA3.1-EGFP载体，并

转染 U 2 O S 细胞。共聚焦显微镜观察结果显示 ，

NFIXΔIDR1在核内仍可形成凝聚体，且凝聚体形态及大

小与NFIX全长蛋白相比无显著改变。相比之下，NFIXΔIDR2

在核内呈现弥散分布，无法检测到任何凝聚结构（图2C、

2D）。这说明IDR2节段对NFIX蛋白的相分离功能具有重

要影响。
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2.3    NFIX可以在体外环境形成生物凝聚体

在细胞外使用纯化的NFIX相关蛋白在生理缓冲条

件下观察其聚集特性，可以更加直观地表现NFIX蛋白及

其各突变体形成凝聚体的能力。通过共聚焦显微镜观

察，在含150 mmol/L NaCl和5% PEG-8000的pH为7.4的缓

冲体系中，纯化的野生型全长NFIX蛋白（NFIX-WT）可自

发形成球形凝聚体。其相变具有浓度依赖性，临界饱和

浓度（Csat）约为0.4 μmol/L，即当蛋白浓度低于Csat时无

法形成凝聚体，而超过Csat后凝聚体数量及尺寸随浓度

升高显著增加。值得注意的是，截除IDR2区域的NFIX

ΔIDR2突变体蛋白在相同条件下无法形成任何凝聚结

构，整体表现为类似絮状的不规则形态且荧光强度明显

降低，而单独表达的IDR2片段（aa245-494）则表现出更强

的相分离倾向，其凝聚体形成的Csat低于0.4 μmol/L，表明

IDR是驱动相分离的核心功能模块（图3A）。进一步通过

1,6-己二醇干预实验发现，添加5% 1,6-己二醇可迅速破坏

NFIX-WT凝聚体（图3B）。此现象与1,6-己二醇通过干扰

多价弱相互作用（如疏水作用、π-π堆积）破坏相分离的机

制一致。

 2.4    IDR介导NFIX互作蛋白的差异富集

为了进一步研究IDR2对NFIX蛋白生理功能的影响，

在U2OS细胞中分别转染flag标记的NFIX全长（flag-NFIX）

及IDR2截短突变体（flag-NFIXΔIDR2）表达质粒，使用

anti-flag磁珠进行免疫沉淀，将共免疫沉淀的蛋白质在

SDS-PAGE凝胶中分离，将含有蛋白质条带的区域切下，

胶内消化为6～20个氨基酸长度的肽段，然后进行质谱

（MS） 蛋白质鉴定（图4A）。结果显示，两组间存在1 328个

共同结合的蛋白，flag-NFIXΔIDR2组特异性结合45个蛋

白，FLAG-NFIX组则特异性结合121个蛋白（图4B）。

对FLAG-NFIX组特异性结合的121个蛋白进行GO分析
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图 1  NFIX在U2OS细胞核内形成动态液态凝聚体

Fig 1  NFIX forms dynamic liquid condensates in U2OS cell nuclei

A, Confocal images of U2OS cells expressing EGFP-NFIX or EGFP. B, Fluorescence intensity profiles (ImageJ) across nuclei. C, EGFP-NFIX droplets fuse over time.

D, FRAP assay (n = 6). Scale bar = 5 μm.
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（图4C），结果显示NFIX-IDR2依赖性互作蛋白显著富集

于mRNA代谢、蛋白磷酸化及RNA剪接等生物过程，提示

NFIX可能通过转录后调控网络及激酶信号级联（如

MAP3K7、MKNK1等）协调基因表达与细胞功能。值得

注意的是，这些过程与颅颌面发育中细胞定向分化及细

胞迁移密切相关。进一步对这些蛋白进行WikiPathways

整合分析（图4D），多种蛋白与发育相关通路（如BDNF

TrkB signaling、VEGFA VEGFR2 signaling）形成多层级调

控网络。提示NFIX-IDR2作为分子枢纽，可能通过介导

相分离而动态招募多种效应分子，在与颅颌面发育相关

的生理病理过程中发挥重要作用。

 3     讨论

核因子NFIX作为重要的转录因子，已经被证实广泛

参与多种生理病理活动[4-7]。在发育过程中，NFIX的作用

是多样的，NFIX沉默可能挽救出生后肌肉营养不良症的

病理表型；在神经系统的发育中，NFIX作用复杂，包括调

控干细胞命运，促进神经祖细胞分化，维持神经干细胞稳

态等[23]；在骨骼发育中，NFIX缺失会造成躯干骨骨化缺

陷[24]。同时，许多研究已表明NFIX蛋白异常与Malan综

合征、Marshall-Smith综合征的密切关系 [8 - 1 3 ]。这说明

NFIX对机体发育的影响是多维度、多器官、多时序的，目

前以传统转录调控的理论尚未完全阐释相应的机制。

相分离相关研究是近年来研究分子相互作用机制的

热点。在发育相关领域，相分离在生殖细胞分化[25-26]、先

天免疫的控制与激活[27-28]、神经突触的发育和信号转导[29]

等多种发育事件中起到作用。蛋白可以在生物凝聚体中

募集关键协同因子，共同发挥调节作用；同时凝聚体也可

以作为生物区隔，隔离抑制因子对复合体的逆向作用，并

通过凝聚体的解离和重聚动态调控这种作用，以此解释

细胞内复杂的反馈调节机制。

本研究发现了NFIX调控生物活动的新机制。细胞

内过表达及氨基酸序列分析等实验及生物信息学证据均

表明，NFIX蛋白具有相分离能力，即可以在细胞内形成

生物凝聚体，并以此富集其他相互作用分子，共同调控下

游信号通路。在相分离行为的鉴定研究中，区分蛋白凝

聚体的固/液状态是一大要点。固态的蛋白复合体之间

存在更强的相互作用和更稳定的结构，液-液相分离则主
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图 4  IDR2依赖性结合蛋白富集于发育相关通路

Fig 4  IDR2-dependent interactomes are enriched in developmental pathways

TOR: target of rapamycin; BDNF: brain-derived neurotrophic factor; TrkB: tropomyosin receptor kinase B; MAPK: mitogen-activated protein kinase; VEGFA:

vascular endothelial growth factor A; VEGFR2: vascular endothelial growth factor receptor 2; EGF: epidermal growth factor; EGFR: epidermal growth factor receptor;
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1. A, Peptide length distribution from IP-MS gel-digested samples for validating data quality. B, Venn diagram of proteins co-immunoprecipitated with flag-NFIX versus

flag-NFIXΔIDR2. C, GO analysis of IDR2-dependent interactors. D, WikiPathways pie chart of IDR2-dependent interactors.
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要以弱相互作用聚集，与周围环境具有更强的交互特

性[30]。NFIX蛋白形成的凝聚体具有相互融合及光漂白后

荧光快速恢复的液态特性，这与胚胎发育过程中对细胞

信号精确的时空控制需求高度契合[31]。因此，NFIX介导

的相分离凝聚体形成不仅为发育相关信号转导提供了静

态的支架，更是一个动态的分子枢纽，其功能异常会影响

颅颌面发育的时空精确性。

在对NFIX蛋白具体功能序列的探究中，以往以转录

调控为主要切入点的NFIX相关研究主要聚焦该蛋白C末

端的DNA结合区域与下游基因启动子的直接作用[32-34]，本

研究发现NFIX序列C末端的关键IDR变异同样会导致其

功能异常。IDR是不具有固定三级结构的蛋白质区段，以

多价相互作用介导相分离，IDR的变异可以改变相分离的

倾向和阈值、凝聚体的物理性质、凝聚体的组成和各组

分比例等重要特性[35]。本研究定义了NFIX蛋白的IDR2

并证实了该区段截短将导致NFIX蛋白失去相分离能力。

为了进一步探究NFIX-IDR2变异对NFIX相关的蛋白

复合体组成的影响，本研究使用IP-MS技术，对NFIX蛋白

及NFIXΔIDR2突变蛋白富集的相互作用因子进行分析。

NFIX富集到的蛋白中，与NFIXΔIDR2无法结合的蛋白被

定义为IDR2依赖性结合的蛋白，笔者认为这些蛋白与

NFIX的结合取决于IDR2关键区域，与IDR2介导的相分离

现象密切相关。GO富集分析结果表明，这些蛋白显著富

集于mRNA代谢、蛋白质磷酸化、TOR信号传导、细胞周

期调控等多个发育相关的关键生物学事件[36-38]，与MAPK、

VEGFA-VEGFR2等通路有关：MAPK信号级联已被证实

可调控星形胶质细胞的迁移、增殖与功能[39]；而VEGF信

号则是血管生成和骨重塑的核心调节者，对颌骨形态发

生及脑膜功能发育至关重要[40-41]。WikiPathways整合结

果进一步表明CREB1、RPS6KB1等蛋白也具有IDR2依赖

性，值得注意的是，这些蛋白与神经发育异常罕见病

Smith-Magenis and Potocki-Lupski综合征也具有相关性，

这说明IDR2区域及其介导的相分离在颅颌面发育中具有

重要作用。

综上，本研究揭示了核因子NFIX通过相分离调控下

游生物学功能的新机制，并初步探索了此机制在颅颌面

发育领域的应用。但目前的研究结果仍停留在分子层

面，尚未在与颌面发育相关的干细胞层面及机体层面得

到充分证据，临床应用价值尚不清晰。在未来的研究中，

可利用多种来源的干细胞进一步研究NFIX及其介导形

成的生物凝聚体在各组织系统发育中的具体作用，并结

合动物体内实验，评估干预凝聚体形成进而靶向治疗发

育相关综合征的可行性及关键发育调控窗口，旨在将“相

分离”这一新机制转化为对颅颌面及神经发育相关遗传

病进行诊断和治疗的理论依据与创新策略。
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