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%摘要&
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目的
!

探索半乳糖凝集素
/*

"

PEF/*

%联合肝细胞生长因子"

5PO

%诱导大鼠骨髓间充质干细胞"

ĈHG,

%向肝样细胞

分化的可行性及最佳诱导条件!并对诱导后的细胞进行鉴定*方法
!

离心-贴壁培养分离大鼠
ĈHG,

!流式细胞术鉴定表面标

志*取第
*

代细胞进行分组诱导培养!

I

组.

(
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Q_PEF/*\2(-
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%#

^

组.
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A

$
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#

S

组.
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A

$
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-

A

$

Q_5PO

#阳性对照组.

HL

大鼠肝脏细胞
KIJ2(

*分别于诱导后
.

-
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-
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-

20%

时段进行细胞形态学观察-免疫荧光染色检测-

实时荧光定量核酸扩增检测"

i/>GJ

%鉴定其诱导分化情况*结果
!

分组诱导培养后!各组
ĈHG,

形态逐渐向肝样细胞转化!与

大鼠原代肝脏细胞
KIJ2(

相似!其中
20%

时间段!

G

组转化成
KIJ2(

相似细胞比例最高#各组甲胎蛋白"

IO>

%-清蛋白"

I_̂

%荧

光染色阳性率明显增高!并且在
20%

时间点
G

组
IO>

-

I_̂

的荧光染色阳性率最高#

G

组
IO>

-

I_̂ QJNI

表达明显增加!同时

以
20%

时间点表达量达到峰值*结论
!

PEF/*

联合
5PO

能有效诱导大鼠
ĈHG,

分化为肝样细胞!分化后的肝样细胞能分泌肝

细胞特异性产物
IO>

-

I_̂

!且其诱导效率与诱导培养时间和
PEF/*

浓度有关*
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间质干细胞#甲胎蛋白类#肝细胞生长因子#骨髓间充质干细胞#半乳糖凝集素
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#诱导#肝样分化

%中图分类号&

!

i231

%文献标识码&

!

I

%文章编号&

!

!#.!/0*10

"

2(!#

%

!3/2(1*/(3

O=:H*36.50-POQ.6-3405E0-.//07065.=5.,6,/7=5>L+1G>.65,E0

?

=5,4

A

50H:.R040::>

$

")C#&

'

><#&

'

!

#

3(&

'

+$,$&

'

!

#

2

#

+$%(&

'

!

#

2

#

0)/P$&

!

#

-#&

'

+#$

!

#

!#&

'

Q$&

'

!

#

!(&D$&

'

F$&

!

*

!

!2H#>/&@E#

1

(56,#&6/

7

A#

1

(6/4$9$(5

*

H)5

'

#5

*

#

C<)

R

$(&

'

A/B

1

$6(9

#

H/)6<#5&D#@$>(9G&$=#5B$6

*

)

H6(6#3#

*

+(4/5(6/5

*

/

7

L5

'

(&-($9)5#S#B#(5><

)

8/TN&&/=(6$/&8#&6#5

7

/5L5

'

(&-($9)5#S#B#(5><

)

0)(&

'

@/&

'

!5/=$&>$(9

S#B#(5><8#&6#5/

7

?56$

7

$>$(9L5

'

(&(&@I$BB)#:&

'

$&##5$&

'

#

0)(&

'

;</)

#

0)(&

'

@/&

'

3!(202

#

8<$&(

,

22E#

1

(56,#&6/

7

A#

1

(6/4$9$(&

'

H)5

'

#5

*

#

!)#5!#/

1

9#MBA/B

1

$6(9

#

!)#5

#

%)&&(&##3(((

#

8<$&(

"

!!

*

B9>57=45

+

!

C9

D

045.@0

!

M&9Y

R

F&:9;B9=9E,'?'F';

<

E-%&

R

;'Q@QD&-D9-;:E;'&-&=%':9D;%'==9:9-;'E;'&-&=:E;, ĈHG,'-;&B9
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骨髓间充质干细胞!

?&-9QE::&W/%9:'89%Q9,9-DB

<

QEF

,;9QD9FF,

#

ĈHG,

"是一类具有自我复制功能和多向分化潜能

的成体干细胞*

!

+

#在一定条件下可以诱导分化为成骨细胞&脂

肪细胞&神经细胞&心肌细胞#以及肝细胞等*

2/#

+

'由于其可以

定向分化为肝样细胞#参与肝脏的损伤修复&细胞更新&功能重

建等病理生理过程*

.

+

#在肝病治疗中的具有巨大应用潜能'半

乳糖凝集素
/*

!

PEF/*

"是半乳糖凝集素家族中的一员#参与多

种生理和病理过程#包括细胞生长&增殖&凋亡&分化&炎性反应

及新生血管形成和肿瘤浸润与转移等*

0

+

'有研究发现
PEF/*

在缺血性脑组织中神经元再生和血管内皮细胞的增殖分化过
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程中起重要作用*

"/!(

+

'但尚不明确其在
ĈHG,

向肝样细胞转

化过程中的作用'因此本研究通过将不同浓度的
PEF/*

联合

肝细胞生长因子!

5PO

"加入
ĈHG,

培养液中诱导培养
Ĉ/

HG,

向肝样细胞定向分化#以探索该方法的可行性及相关

条件'

!

!

材料与方法

!)!

!

材料
!

健康
HL

雄性大鼠#体质量
0(

%

!((

A

#由南方医

科大学实验动物中心供应'大鼠肝脏细胞
KIJ2(

购自上海一

研生物,

C@:'-95PO

&

5@QE-PEF/*

购自
R

9

R

:&;9DB

公司,胎牛

血清&

LCSC/O!2

培养基&青链霉素&磷酸盐缓冲溶液!

>̂ H

"均

购自
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<

DF&-9

公司,抗大鼠
GL2"/OKMG

&

GL*1/OKMG

&

GL11/

OKMG

&

GL"(/OKMG

购自
9̂'&,D'9-D9

公司#抗大鼠
GL13

及羊抗

鼠免疫球蛋白
P

!

K

A

P

"荧光二抗购自
'̂&,,

公司,兔抗大鼠甲

胎蛋白!

IO>

"单克隆一抗购自
I?DEQ

公司#兔抗大鼠清蛋白

!

I_̂

"单克隆一抗购自
HE-;E

公司'
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方法
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大鼠
ĈHG,

的分离&培养及鉴定
!

HL

大鼠颈椎脱臼

处死#无菌条件下提取股骨&胫骨骨髓液#采用
>9:D&F!

液分离

获取细胞#以
3T!(

#

)

Q_

接种于
3(Q_

塑料培养瓶中#置于

*.l

#

3U G6

2

的培养箱内培养'

10B

首次换液#去除未贴壁

的细胞#以后每隔
2

%

*

天换液
!

次'直至细胞长满至
0(U

%

"(U

#按
!o*

传代'取
>*

细胞#制备单细胞悬液!

3

万
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!(

万"#分别加入抗大鼠
GL2"/OKMG
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GL*1/OKMG
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GL11/OKMG
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GL"(/OKMG
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GL13

#避光孵育
*(Q'-

#

>̂ H

冲洗离心#重悬细胞

后上流式细胞仪'其中
GL13

培养瓶需要在孵育结束后加入

二抗继续孵
*(Q'-

'
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实验分组及诱导分化培养
!

取生长状态良好的
>*

代

细胞#根据
HL

大鼠
ĈHG,

完全培养基加入不同浓度
PEF/*

分

组'
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,阳性对照组(
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大鼠肝脏细
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细胞形态学观察
!

各组在诱导后第
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天倒

置显微镜观察细胞形态学变化'

!)")$

!

总
JNI

提取和实时荧光定量核酸扩增检测系统!

i/

>GJ

"

!

分别于诱导后第
.
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天收集细胞#用
M:'[&F

试

剂提取总
JNI

#各取
!

*

_JNI

样品进行纯度检测和完整性

检测'以提取的
JNI

为模版反转录合成
DLNI

#以
+

/ED;'-

为

内参#定量
>GJ

仪检测
IO>

&

I_̂

的基因表达'引物序列如
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'反应条件(
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,

"3l!3,

#

#(l*2,

读板#

1(

个循环,溶解曲线分析(温度
#(

%

"3l

'每

个样品重复
*

次'其中
i/>GJ

所得的数据结果
G;

值#按以下

公式进行转换(

,,

G;

!

FmB

"

p

待测样品中目的基因
G;$

参照

样品中目的基因
G;

,目的基因
,

G;

!

FmB

"

p

目的基因
G;$

内

参
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细胞免疫荧光染色
!

分别于诱导后第
.
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20

天

收集细胞#制备爬片#行免疫荧光细胞化学染色'一抗为兔抗

鼠
I_̂

!

!o1((
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IO>
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!o*2(

"#以
KIJ2(

细胞为阳性对照'

荧光显微镜观察拍照'

!)#

!

统计学处理
!

采用
H>HH!.)(

统计软件进行处理#计量

资料用
FmB

表示#多样本间均数比较采用多因素方差分析及
6

检验#检验水准
"

p()(3

#以
!

%

()(3

为差异有统计学意义'

"

!

结
!!

果
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!

大鼠
ĈHG,

分离培养及流式鉴定结果
!

分离培养的

ĈHG,

呈集落&漩涡状生长#外观呈长梭形#有伪足!图
!

"'流

式细胞术检测结果显示间充质干细胞标记分子
GL2"

&

GL11

和
GL"(

阳性#造血系干细胞标记分子
GL*1

和
GL13

为阴性#

见图
2

'

!!

I

(漩涡状生长,

^

(长梭形'

图
!

!!

HL

大鼠
ĈHG,

形态观察#

T!((

$

")"

!

诱导后细胞形态学观察结果
!

分组诱导培养
.%

后#部

分细胞伪足变短#呈短梭形改变,诱导培养
!1

%

2!%

后#变成

纺锤&不规则圆形或多角形#细胞变平变薄#部分细胞开始小范

围的呈岛状连接,培养至
20%

时#细胞类似肝细胞样#形成岛

状连接成片#可见许多双核细胞和多核细胞#与大鼠原代肝脏

细胞
KIJ2(

相似'其中以
G

组转化成
KIJ2(

相似细胞比例最

高#见图
*

'

^

&

L

&

S

组细胞形态变化程度居于
I

&

G

组间#因此

不单列图做说明'

图
2

!!

流式细胞术检测
ĈHG,

表面标记分子
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")#

!

i/>GJ

检测
IO>

&

I_̂ QJNI

表达结果
!

取相对定量

的方法检测目的基因的表达变化#按照
2

/

,,

GM法对数据进行统

计分析'结果显示不同浓度的
PEF/*\5PO

组与诱导培养时

间对于
IO>

&

I_̂

的
QJNI

表达存在交互效应!

!

%

()(!

"'

随着时间的延长#

.

&

!1

&

2!

及
20%1

个时间段
IO>

&

I_̂

的

QJNI

表达差异有统计学意义!

!

%

()(!

",同时不同浓度的

PEF/*

联合
5PO

诱导骨髓干细胞表达
IO>

&

I_̂

差异有统计

学意义!

!

%

()(!

"'本研究还发现与阳性对照组比较#随着培

养时间的延长#

G

组
IO>

&

I_̂ QJNI

表达明显增加#

20%

时#

G

组
IO>

&

I_̂

的
QJNI

表达量最高#见表
!

%

2

&图
1

%

3

'

")$

!

细胞免疫荧光染色结果
!

与阳性对照组比较#随着培养

时间的延长#各组
IO>

及
I_̂

荧光染色阳性率明显增高#同

时以
20%

时间点各组染色阳性率最高,并且在
20%

时间点各

组比较发现#

G

组
IO>

及
I_̂

的荧光染色阳性率最高#见图

1

&

3

'

^

&

L

&

S

组
IO>

&

I_̂

的免疫荧光染色大致等同于
G

组#

但阳性率低于
G

组#因此不单列图做说明'

!!

I

(

I

组诱导培养后
20%

,

^

(

G

组诱导培养后
20%

,

G

(阳性对照组'

图
*

!!

诱导培养后细胞形态学变化#

T!((

$

表
!

!!

不同时段
IO>i/>GJ2

$

,,

GM值#

FmB

$

组别
IO>2

$

,,

GM值

.% !1% 2!% 20%

合计
- !

阳性对照组
!)((m()(1 !)((m()(1 !)((m()(1 !)((m()(1

I

组
!)*.m()(1

D

!)23m()!(

D

!)!!m()(*

D

!)"2m()(. !)1!m()** "!)2"* ()(((

^

组
*)*2m()!*

D

*)."m()!0

D

2)!*m()(3

D

!).3m()(3

D

2).3m()00 2(")2(" ()(((

G

组
2)(0m()(*

D

*)11m()1"

D

#)30m()33

D

!#)00m()!(

D

.)23m#)(# "#*)*(. ()(((

L

组
2)1"m()(.

D

*)!*m()!.

D

.)"2m()(#

D

*)33m()!.

D

1)2.m2)*1 !(.!)0(0 ()(((

S

组
!)!1m()(2

D

2).2m()*(

D

3)00m()(3

D

#).1m()22

D

1)!2m2)*" 302)!11 ()(((

合计
2)(0m()02 2)0.m()"3 1).2m2).1 #)!.m3)03 *)"#m*)3" !2!*)!!!

E

()(((

E

- 33.)##1 #()10" 32*)!3# #.23)".! !*1")#.#

E

.1")(02

?

! ()((( ()((( ()((( ()((( ()(((

E

()(((

?

!!

E

(主效应的
-

统计量和
!

值,

?

(交互效应的
-

统计量和
!

值'

D

(

!

%

()(3

#与阳性对照组比较'

表
2

!!

不同时段
I_̂ i/>GJ2

$

,,

GM值#

FmB

$

组别
I_̂ 2

$

,,

GM值

.% !1% 2!% 20%

合计
- !

阳性对照组
!)(!m()(3 !)(!m()(3 !)(!m()(3 !)(!m()(3

I

组
!)21m()*1 !)*2m()(.

D

!)!.m()(0 ()0"m()(!

D

!)!3m()2* *)*!0 ()(.0

^

组
!).2m()!#

D

*)..m()1(

D

.)!!m()(*

D

0)"2m()(3

D

3)*0m2)"1 ##0)1"1 ()(((

G

组
*)"!m()**

D

3)!1m()!!

D

0)#3m()(1

D

!*)12m()(*

D

.).0m*)0# !."0)#10 ()(((

L

组
3)3#m()2*

D

0)3#m()(0

D

.)00m()(2

D

#)3"m()!2

D

.)!3m!)2! 200)!!# ()(((

S

组
3)##m()3.

D

!!)(*m2)3!

D

#)"(m()(1

D

1)*1m()(1

D

#)"0m2)01 !3)2(( ()((!

合计
*)#2m!)"3 3)"#m*).( #)*1m2).3 #)0*m1)*0 3)#"m*)1. 03)#3*

E

()(((

E

- !(*)*!0 *1)1"! !*"2.)1"# !#0.)0!3 212)0*"

E

#()1.(

?

! ()((( ()((( ()((( ()((( ()(((

E

()(((

?

!!

E

(主效应的
-

统计量和
!

值,

?

(交互效应的
-

统计量和
!

值'

D

(

!

%

()(3

#与阳性对照组比较'
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!!

I

(

I

组诱导培养后
20%

,

^

(

G

组诱导培养后
20%

,

G

(阳性对照组'

图
1

!!

诱导
ĈHG,

培养
20%IO>

荧光染色#

T2((

$

!!

I

(

I

组诱导培养后
20%

,

^

(

G

组诱导培养后
20%

,

G

(阳性对照组'

图
3

!!

诱导
ĈHG,

培养
20%I_̂

荧光染色#

T2((

$

#

!

讨
!!

论

原位肝移植作为治疗各种终末期肝病的方法存在供体短

缺&免疫排斥&费用昂贵等各种限制#干细胞移植由于其治疗操

作简单#可重复进行#免疫源性弱#治疗费用低等优点在肝脏疾

病替代治疗领域和组织工程领域存在重要研究价值*

!!

+

'

Ĉ/

HG,

是存在于骨髓的有多向分化潜能的成体干细胞#具有供源

丰富#易于获得#有自体供源#避免免疫排斥等优点#成为干细

胞移植治疗的理想种子细胞*

!2

+

'本实验采用贴壁培养法分离

提纯大鼠
ĈHG,

#流式细胞术鉴定结果显示其高表达间充质

干细胞标志
GL2"

&

GL11

和
GL"(

#不表达造血干细胞标志

GL*1

和
GL13

*

!*

+

#为后续实验提供纯度高&活性好的细胞来

源#有利于诱导培养进行'

目前#体内外诱导
ĈHG,

向肝样细胞定向分化并具有肝

细胞的合成和分泌功能的研究很多*

!1

+

#如何高效获得大量功

能性肝样细胞是
ĈHG,

体外研究的努力方向'现有研究发

现在
ĈHG,

向肝样细胞诱导分化过程中起重要作用的生长

因子和细胞因子很多#其中应用最为广泛的是
5PO

'

5PO

主

要在肝脏枯否细胞与肝窦内皮细胞中产生#当其浓度小至
!

-

A

)

Q_

时#对肝细胞就有促进有丝分裂作用#是正常肝细胞最

强的促有丝分裂剂'

6Z@Q&;&

等*

!3

+将
5PO

作为诱导因子诱

导大鼠
ĈHG,

分化#

2!%

后细胞增殖形成克隆#表达所有肝

细胞特异性基因'此外#细胞因子的种类&浓度&作用时间和作

用时段等都会影响
ĈHG,

的分化&增殖甚至分化后细胞的生

物学特性'由于肝损伤时肝细胞再生修复过程中其微环境中

的影响是多因素的#而
5PO

在肝损伤微环境中的变化又是最

突出的#本实验选择采用
2(-

A

)

Q_5PO

作为基础诱导剂#不

仅提高分化效率#便于本研究对诱导效果的观察研究#更能体

现肝细胞再生修复过程中复杂的影响因素'

PEF/*

是一种具有独特的嵌合体结构的
+

/

半乳糖苷结合蛋

白#主要定位于细胞质#也见于细胞核&细胞表面和细胞外环

境#其功能多样性*

!#

+

#通过其糖识别域!

GJL

"与细胞表面的糖

蛋白或糖脂结合#参与多种生理和病理过程#包括细胞生长&增

殖和凋亡&细胞黏附及血管形成和肿瘤浸润与转移等'

PEF/*

在促进多种细胞的再生和修复中起重要的作用*

0

+

'有研究发

现在体外实验中#剂量依存性的
PEF/*

可以刺激
ĈHG,

向血

管内皮细胞分化#且
!(Q

A

)

_

浓度的
PEF/*

诱导效果最明

显*

!(

+

'

PEF/*

和肝细胞再生修复的关系也很密切'

cEQE[EZ'

等*

!.

+以四氯化碳!

GGF

1

"肝损伤大鼠模型为研究对象#发现在

肝脏修复过程中
PEF/*

通过激活酪氨酸激酶信号通路而促进

肝脏细胞的增殖'杨永峰等*

!0

+的研究提示急性肝衰竭时患者

体内的
PEF/*

水平与患者的临床预后密切相关'

7F@

等*

!"

+发

现在肝癌和病毒性肝炎肝损伤患者血清中
PEF/*

水平明显升

高'鉴于
PEF/*

与干细胞分化和肝细胞再生修复有密切相关

性#本研究推测
PEF/*

可能通过诱导
ĈHG,

定向分化为肝样

细胞从而修复损伤的肝功能#而且其诱导效率同样存在剂量依

赖性和时间依从性'为了验证这一假说#本研究采用不同浓度

的
PEF/*

联合
5PO

诱导
ĈHG,

向肝样细胞转化'实验结果

显示#不同浓度的
PEF/*

联合
5PO

均能诱导
ĈHG,

定向分化

为肝样细胞#而且诱导得到的细胞能表达肝细胞特异性产物

I_̂

和
IO>

#其中
()3

*

A

)

Q_PEF/*

联合
2(-

A

)

Q_5PO

剂

量组进行
20%

培养后诱导效率最高'相对于单独使用
5PO

进行诱导培养#加入
PEF/*

后诱导效率明显提高#分化后的细

胞功能及活性也明显增强'

实验结果还发现了
()3

*

A

)

Q_

浓度条件下
PEF/*

的诱导

作用最强#为下一步探索单独使用
PEF/*

能否高效的诱导大鼠

ĈHG,

向肝样细胞分化及其与
2(-

A

)

Q_5PO

诱导分化作用

差异比较等问题奠定了实验条件和基础'

综上所述#

PEF/*

是一个非常有潜力的强有力的促进
Ĉ/

HG,

向肝样细胞分化的因子#

()3

*

A

)

Q_PEF/*\2(-

A

)

Q_

5PO

能高效诱导大鼠
ĈHG,

定向分化为肝样细胞'但是
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PEF/*

能否单独起到诱导作用及其与经典诱导剂
5PO

的诱导

分化作用差异#以及其是通过何种机制促使
ĈHG,

的诱导分

化等问题还需要进一步的实验探索研究'
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