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　　［摘要］　目的　探讨重组腺病毒介导的骨形态发生蛋白９（ＡｄｖＢＭＰ９）诱导小鼠胚胎肝干细胞向成熟肝细胞定向
分化的影响。方法　 将已构建的表达ＢＭＰ９、肝细胞生长因子（ＨＧＦ）和绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）的重组腺病毒，分别感染小
鼠胚胎肝干细胞，诱导其分化，然后采用半定量ＰＣＲ、ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ、细胞免疫荧光、荧光素酶报告基因检测等方法检测甲
胎蛋白（ＡＦＰ）、白蛋白（ＡＬＢ）和细胞角蛋白１８（ＣＫ１８）等肝细胞标志物的表达。结果 　半定量及ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测，诱
导７ｄ后的 ＢＭＰ９组、ＨＧＦ组 ＡＦＰ的 ｍＲＮＡ表达△△Ｃｔ值分别为（０．０２７±０．００３）、（０．０２３±０．００２），较 ＧＦＰ对照组
（０１０３±０．０１８）显著下降，ＡＬＢ的ｍＲＮＡ表达△△Ｃｔ值分别（０．０４１±０．００５）、（０．０３１±０．００１），较ＧＦＰ对照组（０．０１３±
０．００２）明显升高，ＣＫ１８的ｍＲＮＡ表达△△Ｃｔ值分别（０．０９４±０．００３）、（０．０８３±０．００７），较ＧＦＰ对照组（０．０４０±０．００８）明
显升高（Ｐ＜０．０５）；细胞免疫荧光染色，诱导７ｄ后的细胞胞浆内表达肝细胞特有的 ＡＬＢ、ＣＫ１８等蛋白，而对照组几乎无
表达；荧光素酶报告基因检测，诱导１、４、７ｄ的 ＢＭＰ９组、ＨＧＦ组的 ＡＬＢ表达荧光素酶 Ａ值分别［（５５０９．３５±２１３．０８），
（３３１９８．１４±６６６．３９），（５０８１５．０３±１７３０．７５）］、［（５５３９．２５±１３２．６２），（３１４００．７１±２６２２．３９），（４９０８８．２８±
１８６８０３）］，较ＧＦＰ对照组（４７３２．４９±６８．２２），（９４０７．７１±４８７．８４），（２０８９４．８３±１１００．５４）明显升高（Ｐ＜０．０５）。
结论　 ＢＭＰ９有诱导小鼠胚胎肝脏干细胞向成熟肝细胞样细胞分化的作用，并且 ＢＭＰ９对小鼠胚胎肝干细胞的诱导分
化作用甚至和传统的肝干细胞诱导分化因子ＨＧＦ相当。
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　　肝细胞移植在先天性肝病、终末期肝硬化的治疗
中具有广阔的应用前景，但由于肝细胞在体外不能大

量扩增且传代后不能保持其原有特性而难以推广应

用，相反肝脏干细胞具有长时间持续增生的能力，能在

体外扩增获得足够数量肝干细胞，但如何优化稳定成

熟诱导体系使肝干细胞向肝细胞定向分化，是目前国

内外研究的难点。如能在获得足够数量肝脏干细胞的

基础上，采用某种方法进行干细胞修饰，定向诱导肝脏

干细胞分化为成熟肝细胞，则该修饰后的肝干细胞必

将在治疗各种急慢性肝病所致肝硬化、肝衰竭中发挥

巨大的作用。近年来有报道 ＢＭＰ在肝脏重建再生方
面［１］及抗肝纤维化的作用［２］，本课题组［３］前期已经对

ＢＭＰ做了大量的基础工作，并通过对 ＢＭＰ２１５的筛
选，发现ＢＭＰ９对骨髓间充质干细胞的定向诱导分化
作用。本实验旨在探讨重组腺病毒介导的 ＢＭＰ９对
小鼠肝干细胞的诱导分化作用，以探讨小鼠胚胎肝干

细胞体外培养的最佳诱导因素，从而建立有效的诱导

肝干细胞定向分化为肝细胞的体外培养体系，为临床

肝细胞移植打下基础。

１　材料与方法

１．１　主要材料试剂
　　小鼠胚胎肝干细胞细胞株 ＨＰ１４．５（美国芝加哥大学医学
分子肿瘤实验室合作分离鉴定）、ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清
（ＧＢＩＣＯ公司）、Ｔｒｉｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）、ＲＴＰＣＲ试剂
（Ｐｒｏｍｅｇｅ公司）、ＰＣＲ试剂（北京天根生物公司）、Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ试剂（北京百泰克公司）、ＬｕｍｉＦｌｅｘＧｌｕｃ检测试剂盒（ＮＥＢ
公司）、Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ（ＳＩＧＭＡ公司）、白蛋白抗体、ＣＫ１８抗体及二
抗（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）重组腺病毒介导的小鼠骨形态发生蛋白
９、重组腺病毒介导的小鼠肝细胞生长因子的构建由本课题组
完成、保存，测序工作由芝加哥大学分子实验中心完成，Ａｄｖ
ＢＭＰ９、ＡｄｖＨＧＦ和ＡｄｖＧＦＰ带 ＧＦＰ标签蛋白，可以在荧光显
微镜下观察病毒的感染情况。Ｐｒｉｍｅｒ３．０软件设计引物，引物
由深圳华大基因公司合成，引物序列见表１。

表１　ＲＴＰＣＲ引物序列

基因 引物序列（５′－３′）　　　 扩增片段（ｂｐ）
ＡＬＢ 上游：ＣＣＡＧＡＣＡＴＴＣＣＣＣＡＡＴＧＣ

１２２
下游：ＣＡＡＧＴＴＣＣＧＣＣＣＴＧＴＣＡＴ

ＡＦＰ 上游：ＡＣＧＡＧＧＡＡＡＧＣＣＣＣＴＣＡＧ
１２５

下游：ＧＣＣＡＴＴＣＣＣＴＣＡＣＣＡＣＡＧ
ＣＫ１８ 上游：ＣＴＧＧＧＣＴＣＴＧＴＧＣＧＡＡＣＴ

１２５
下游：ＡＣＡＧＡＧＣＣＡＣＣＣＣＡＧＡＣＡ

ＢＭＰ９ 上游：ＣＧＣＡＧＣＣＴＴＡＡＣＣＴＣＡＧＣ
１２０

下游：ＧＴＴＧＧＡＧＧＣＡＧＧＣＧＴＡＧＡ
ＨＧＦ 上游：ＴＴＣＣＣＡＧＣＴＧＧＴＣＴＡＴＧＧＴＣ

２３７
下游：ＴＧＧＴＧＣＴＧＡＣＴＧＣＡＴＴＴＣＴＣ

ＧＡＰＤＨ 上游：ＡＣＣＣＡＧＡＡＧＡＣＴＧＴＧＧＡＴＧＧ
１７１

下游：ＣＡＣＡＴＴＧＧＧＧＧＴＡＧＧＡＡＣＡＣ

１．２　细胞培养及实验分组
　　ＨＰ１４．５细胞常规培养于含１０％的胎牛血清的 ＤＭＥＭ中，
３７℃、５％ ＣＯ２的条件下培养于培养箱中，间隔 ４８ｈ左右，
０２５％胰酶消化传代，备用。本实验分 ３组：ＢＭＰ９组，ＨＧＦ
组，ＧＦＰ对照组，每组设置复孔，于腺病毒感染后不同时间段观
察、检测各项指标。

１．３　病毒感染ＨＰ１４．５细胞滴度的确定
　　将ＨＰ１４．５细胞按细胞密度２０％左右接种于２４孔板中，待
细胞贴壁后密度达到４０％左右，在相同细胞培养条件下，各组
分别加入不同浓度梯度的 ＡｄｖＢＭＰ９、ＡｄｖＨＧＦ、ＡｄｖＧＦＰ，并
且同时加入５μｌＰｏｌｙｂｒｅｎｅ试剂，摇匀后放入培养箱培养，并于
腺病毒感染４８ｈ后，在荧光显微镜下通过感染细胞的荧光量来
确定病毒的最合适感染滴度。

１．４　检测重组腺病毒介导的 ＢＭＰ９在感染诱导
ＨＰ１４．５细胞后ＢＭＰ９的表达情况

　　确定出上述各组不同浓度梯度下感染腺病毒的最佳感染
滴度后，按上述条件接种于６孔板后按相同条件感染 ＨＰ１４．５
细胞，并于诱导分化后７ｄ提取细胞总 ＲＮＡ进行逆转录，按照
试剂说明书操作，逆转录完成后分别以 ｃＤＮＡ为模版扩增
ＢＭＰ９、ＨＧＦ基因，并设置 ＧＡＰＤＨ为内参对照。１．５％琼脂糖
凝胶电泳检测 ＲＴＰＣＲ产物，分析条带，检测重组腺病毒感染
ＨＰ１４．５细胞后ＢＭＰ９、ＨＧＦ基因是否成功表达。
１．５　ＲＴＰＣＲ、ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测 ＡＬＢ、ＡＦＰ等肝细

胞特征性标志物

　　将ＨＰ１４．５细胞细胞接种于 ６孔板中，当细胞密度达到
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４０％左右后，每组分别加入适宜浓度的 ＡｄｖＢＭＰ９、ＡｄｖＨＧＦ、
ＡｄｖＧＦＰ，同时加入１０μｌＰｏｌｙｂｒｅｎｅ试剂，感染７ｄ后，各组细胞
分别加入１ｍｌＴｒｉｚｏｌ试剂，按ＲＮＡ提取试剂说明书提取细胞的
总ＲＮＡ，检测提取的浓度以及 Ｄ（２６０）／Ｄ（２８０）值，取１μｇ进
行逆转录，逆转录后的ｃＤＮＡ进行ＰＣＲ反应，检测ＡＬＢ、ＡＦＰ及
ＣＫ１８等肝细胞特征蛋白的ｍＲＮＡ表达水平，并设置ＧＡＰＤＨ为
内参对照。取扩增产物８μｌ于１．５％琼脂糖凝胶电泳鉴定，凝
胶成像系统成像并对电泳条带进行观察并照相，设置复孔，实

验重复３次。

１．６　细胞免疫荧光检测ＡＬＢ、ＣＫ１８的表达
　　将状态良好的ＨＰ１４．５细胞传代接种于１２孔培养板中，至
４０％左右密度时按各组预设条件处理后继续培养７ｄ。细胞用
ＰＢＳ清洗２～３次，４％的多聚甲醛固定２０ｍｉｎ，含 ＴｒｉｔｏｎＸ１００
洗涤液漂洗３次后血清封闭，ＡＬＢ一抗３７℃孵育４ｈ，漂洗３
次后标记二抗３７℃孵育２ｈ，ＤＡＰＩ核染１０ｍｉｎ，相同条件孵育
ＣＫ１８及其二抗，漂洗３次，抗荧光泯灭封片剂封片，倒置荧光
显微镜下观察荧光染色情况。

１．７　荧光素酶报告基因检测ＡＬＢＧｌｕｃ表达情况
　　将携带ＡｌｂＧｌｕｃ报告基因的 ＨＰ１４．５细胞传代培养后，接
种于２４孔板中，接种密度约３０％左右，待细胞贴壁后，各组分
别加入适宜浓度的 ＡｄｖＢＭＰ９、ＡｄｖＨＧＦ、ＡｄｖＧＦＰ，同时加入
５μｌＰｏｌｙｂｒｅｎｅ试剂，摇匀后培养，分别在感染腺病毒后１、４、７ｄ
天取上清液，通过荧光素酶的活性检测培养上清液中的 ＡＬＢ
表达水平，设置复孔，实验重复３次，并进行比较分析。

１．８　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件分析，计量数据以表示，组间比较
运用单因素方差分析。

２　结果

２．１　ＡｄｖＢＭＰ９、ＡｄｖＨＧＦ、ＡｄｖＧＦＰ对 ＨＰ１４．５细胞
的感染

　　ＡｄｖＢＭＰ９、ＡｄｖＨＧＦ、ＡｄｖＧＦＰ经包装细胞２９３细胞扩增
纯化后，再加入５μｌＰｏｌｙｂｒｅｎｅ试剂，可以有效地感染 ＨＰ１４．５
细胞。在倒置荧光显微镜下，通过观察病毒感染细胞后的荧光

量的多少以及细胞形态变化，以确认病毒的最合适感染滴度。

如图１所示：图为感染病毒４８ｈ后荧光显微镜下感染细胞的荧
光量对比，可以看出３组病毒感染滴度近似，为后续试诱导分
化实验病毒感染量的均一性和可比性做准备（图１）。

２．２　重组腺病毒感染诱导 ＨＰ１４．５细胞后 ＢＭＰ９基
因的表达情况

　　各组细胞分别加入ＡｄｖＢＭＰ９、ＡｄｖＨＧＦ、ＡｄｖＧＦＰ感染处
理７ｄ后，取细胞提取总 ｍＲＮＡ，ＲＴＰＣＲ检测结果见图２。在
相同条件的处理下，ＧＦＰ对照组 ＢＭＰ９、ＨＧＦ均呈弱表达甚至
无表达，而 ＢＭＰ９组、ＨＧＦ组诱导后 ＢＭＰ９、ＨＧＦ均有表达，
说明在未加入表达ＢＭＰ９和ＨＧＦ的病毒感染前，ＨＰ１４．５细胞
中ＢＭＰ９、ＨＧＦ均呈弱表达甚至无表达；在病毒成功感染后，
ＢＭＰ９、ＨＧＦ基因在ＨＰ１４．５细胞高表达，为实验的进一步进行
提供依据。
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１：ＢＭＰ９组；１：ＨＧＦ组；３：ＧＦＰ对照组
图２　ＲＴＰＣＲ检测各组重组腺病毒有效感染ＨＰ１４．５细胞７ｄ后

ＢＭＰ９、ＨＧＦｍＲＮＡ表达

２．３　腺病毒介导的 ＢＭＰ９感染诱导 ＨＰ１４．５细胞后
ＡＬＢ、ＡＦＰ等ｍＲＮＡ的表达情况

　　ＰＣＲ凝胶电泳结果显示：３组细胞分别加入 ＡｄｖＢＭＰ９、
ＡｄｖＨＧＦ和ＡｄｖＧＦＰ腺病毒诱导７ｄ后，在实验诱导条件相同
的情况下，ＢＭＰ９组、ＨＧＦ组的 ＡＬＢ和 ＣＫ１８ｍＲＮＡ的表达明
显高于ＧＦＰ对照组，而ＢＭＰ９组和ＨＧＦ组ＡＦＰｍＲＮＡ的表达
情况均低于 ＧＦＰ对照组。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ定量进一步检测，重
复３次实验结果显示，组间对比可以看出，ＢＭＰ９组和ＣＫ１８组
ｍＲＮＡ水平ＡＬＢ的表达明显高于 ＧＦＰ对照组，而 ＢＭＰ９组和
ＨＧＦ组ｍＲＮＡ水平 ＡＦＰ的表达情况均低于对照组（Ｐ＜０．０５，
图３Ａ、Ｂ）。

２．４　腺病毒介导的 ＢＭＰ９感染诱导 ＨＰ１４．５细胞后
免疫荧光染色ＡＬＢ、ＣＫ１８的表达情况

　　荧光显微镜下可见对照组ＧＦＰ红色荧光几乎无表达；提示
ＧＦＰ对照组几乎无肝细胞特征性标志物 ＡＬＢ、ＣＫ１８的表达；而
在ＢＭＰ９组、ＨＧＦ组中，两组均出现了明显的红色荧光（图４），
显示ＢＭＰ９组、ＨＧＦ组均表达肝细胞特征性标志物 ＡＬＢ、
ＣＫ１８，提示ＢＭＰ９、ＨＧＦ均可诱导肝干细胞向肝细胞样细胞
分化。
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Ａ：ＢＭＰ９诱导组；Ｂ：ＨＧＦ诱导组；Ｃ：ＧＦＰ对照组
图１　倒置荧光显微镜观察各组重组腺病毒有效感染ＨＰ１４．５细胞４８ｈ后的感染情况　（×１００）
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Ａ：ＰＣＲ检测结果　１：ＢＭＰ９组；２：ＨＧＦ组；３：ＧＦＰ对照组；Ｂ：Ｒｅａｌ
ｔｉｍｅＰＣＲ检测结果　ａ：Ｐ＜０．０５，与ＧＦＰ对照组比较
图３　重组腺病毒有效感染ＨＰ１４．５细胞７ｄ后ＡＬＢ、ＣＫ１８和

ＡＦＰ的ｍＲＮＡ表达

２．５　荧光素酶报告基因检测感染诱导 ＨＰ１４．５细胞
后ＡＬＢ的表达情况

　　感染处理１、４、７ｄ后，细胞荧光图片显示，无大量细胞漂
浮，细胞生长状态好。荧光素酶报告基因检测，重复３次实验
结果见图５，随着诱导时间的延长，诱导后的３组组内 ＨＰ１４．５
细胞培养上清中ＡＬＢＧｌｕｃ表达水平都逐渐升高。３组组间在第

１天没有明显差异，随着时间的延长，到第７天，ＢＭＰ９组 ＨＧＦ
组差异性较对照组越来越明显，存在明显差异性，而 ＢＭＰ９组
荧光素酶Ａ值读数接近ＨＧＦ组读数，提示 ＢＭＰ９诱导ＨＰ１４．５
细胞ＡＬＢ表达作用和传统的诱导因子 ＨＧＦ相当（Ｐ＜０．０５，
图５、图６）。
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ａ：Ｐ＜００５，与ＧＦＰ对照组比较
图５　重组腺病毒有效感染ＨＰ１４．５细胞第１、４、７天ＡＬＢＧｌｕｃ

荧光素酶Ａ值的表达

３　讨论

　　自从Ｕｒｉｓｔ［４］１９５６年首先发现骨形态发生蛋白以
来，其功能早已超越了早期人们所认识的功能作用，骨

形态发生蛋白为一包括多个基因的家族，其功能从促

进骨生成扩展为涉及胚胎发育、骨骼发生、神经发育和

修复、造血发生、精子发生及胎盘形成、促进肝细胞的
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图４　倒置荧光显微镜观察各组重组腺病毒有效感染ＨＰ１４．５细胞７ｄ后ＡＬＢ和ＣＫ１８的免疫荧光表达　（×２００）
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图６　荧光显微镜观察各组重组腺病毒有效感染ＨＰ１４．５细胞第１、４、７天ＡＬＢＧｌｕｃ的荧光表达　（×２００）

增殖分化［５－６］等多个重要领域。课题组［７］前期构建了

腺病毒载体，并成功将ＢＭＰ９基因克隆并构建入重组
腺病毒载体中，获得了重组腺病毒高滴度的病毒表达，

ＢＭＰ９为骨形态发生蛋白家族的一员，我们前期实
验［８－９］已经发现 ＢＭＰ９在成骨方面的巨大作用，对于
其在肝干细胞的诱导分化作用，Ｓｏｓａ等［１０］研究肝损伤

后肝再生机制时，提出ＢＭＰ９可能在肝脏的再生方面
有一定的作用，成为了我们研究的兴趣点，并且由于

ＢＭＰ９为重组腺病毒载体介导，该基因不会整合入宿
主染色体中，因此ＢＭＰ９促进肝细胞的增生分化作用
不会长期存在，避免了肝脏干细胞无限增生导致肿瘤

形成等可能，使用上具有安全性。

　　肝干细胞因为其分化潜能，一直是科研工作者的
研究热点。而近年来的研究显示，肝脏干细胞对肝病

的治疗具有重要的临床应用价值，为肝脏疾病如终末

期肝硬化等的治疗提供了新的思路。目前对于肝脏干

细胞来源的界定还比较有争议，但较为一致的观点是

肝卵圆细胞［１１－１２］、小肝细胞［１３］、胚胎源性肝干细

胞［１４］等是被比较认可的肝干细胞。已有研究［１４］证明

大鼠胚龄９．５～１５ｄ、小鼠胚龄８．５～１５ｄ问的肝脏细
胞，大部分被认为是肝干细胞。本实验采用的是胶原

酶消化法从胎龄１４ｄ左右的小鼠胚胎肝脏中分离提

取的细胞，经鉴定为小鼠胚胎肝干细胞［１５－１６］，作为我

们实验研究的细胞。

　　ＨＧＦ由Ｃｏｏｐｅｒ等于８０年代一经发现就引起广泛
关注，至今它仍被认为是最强有力的致分裂增殖

子［１７］，ＨＧＦ能有效诱导肝细胞的成熟分化，是最早被
认识在肝再生过程中起重要作用的细胞因子之一，其

作用机制是通过与受体 Ｃ２ｍｅｔ相互作用而对多种细
胞产生促有丝分裂作用及促形态形成作用，在肝脏的

发育成熟和再生过程中发挥重要作用［１８］。

　　ＡＦＰ为目前反映小鼠胚胎肝干细胞增殖分化的
良好指标之一，在细胞增殖分化期 ＡＦＰ合成量多，而
在成熟的肝细胞中合成量减少。而 ＡＬＢ、ＣＫ１８为反
映小鼠胚胎肝干细胞向成熟肝细胞样细胞分化的活性

和功能的良好指标，成熟的肝细胞表达 ＡＬＢ、ＣＫ１８。
研究［１９］报道 ＢＭＰ９在肝脏中大量表达，具有刺激肝
细胞增殖的作用，本实验选取了重组腺病毒介导的

ＢＭＰ９作为细胞诱导剂，去感染诱导小鼠胚胎肝脏干
细胞，通过 ＲＴＰＣＲ、细胞免疫荧光和 ＡＬＢＧＬｕｃ报告
基因荧光素酶检测等方法，检测ＡＬＢ、ＡＦＰ和 ＣＫ１８等
和成熟肝细胞相关的特征性标志物的表达情况，发现

ＢＭＰ９可以定向诱导小鼠胚胎干细胞分化为肝细胞样
细胞，与之前文献［１０］报道存在相关性，丰富了ＢＭＰ９
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在在肝脏再生方面的理论，同时选择了国内外目前认

为诱导作用最强的 ＨＧＦ作为参照，发现 ＢＭＰ９的诱
导作用甚至和传统的肝细胞诱导因子ＨＧＦ相当，这一
点目前国内外尚少见相关报道，但从我们研究发现

ＢＭＰ９为诱导肝脏干细胞分化的重要信号分子，至于
ＢＭＰ９与ＨＧＦ的协同作用及其在诱导过程中的是否
通过是经典Ｓｍａｄ信号通路传递途径发挥作用将是我
们下一步实验的研究重点。
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