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　 　 【摘要】 　 目的　 观察大鼠胚胎期注射绿色荧光蛋白(ＧＦＰ)标记的人脐带间充质干细胞(ＧＦＰ￣ｈＵＣＭＳＣｓ)在
ＳＤ 大鼠肝中存活和肝分化ꎬ探索在胚胎发育期建立人－大鼠嵌合体肝的可行性ꎮ 方法　 运用携带绿色荧光蛋白的

慢病毒转染标记人脐带间充质干细胞ꎬ然后注射到实验组大鼠胚胎ꎮ 胎鼠出生后ꎬ制作冰冻切片观察 ＧＦＰ￣
ｈＵＣＭＳＣｓ 在肝组织的迁移和分布ꎬ同时免疫组织化学法检测人相关蛋白在鼠肝内的表达ꎮ 对照组注射等体积生理

盐水ꎮ 结果　 实验组胎鼠出生 ４５ ｄ、７５ ｄ、１２０ ｄ 的肝组织内检测到 ＧＦＰ 信号的分布ꎬ对应肝组织内可检测到人肝

细胞相关蛋白 ＡＬＢ、ＨＮＦ３β 和 ＨＮＦ４α 的表达ꎬ但 １２０ ｄ 大鼠含量极少、部分甚至检测不到ꎮ 对照组为阴性ꎮ 结论

胚胎期注射ｈＵＣＭＳＣｓ 的胎鼠出生 ７５ ｄ 的肝内仍可检测到 ＧＦＰ 信号的存在和人肝细胞相关蛋白 ＡＬＢ、ＨＮＦ３β 和

ＨＮＦ４α 的表达ꎬ且随时间延长而呈现逐渐减少的趋势ꎮ
【关键词】 　 脐带间充质干细胞ꎻ分化ꎻ胚胎注射ꎻ肝细胞相关蛋白ꎻ肝
【中图分类号】 Ｒ￣３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】１６７１￣７８５６(２０２０) ０４￣００１４￣０５

Ｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃ ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｎｄ ｈｅｐａｔｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔ
ｅｍｂｒｙｏｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈＵＣＭＳＣｓ

ＹＡＮ Ｄｏｎｇｈａｉ１ꎬ２ꎬ ＸＩＡＮＧ Ｘｕｅｐｉｎｇ３ꎬ ＰＡＮＧ Ｙｏｎｇｃｈｅｎｇ２ꎬ ＴＡＮ Ｘｉａｎｑｉｎｇ２ꎬ ＺＨＥＮＧ Ｋａｉｈｕｉ２ꎬ ＴＩＡＮ Ｃｈｕａｎ１ꎬ
ＬＩ Ｚｉａｎ１ꎬ ＷＡＮＧ Ｑｉａｎｇ１ꎬ ＰＡＮＧ Ｒｏｎｇｑｉｎｇ１∗

(１. ｔｈｅ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｔｈｅｒａｐｙ Ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ ９２０ｔｈ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｊｏｉｎｔ Ｌｏｇｉｓｔｉｃｓ Ｓｕｐｐｏｒｔ Ｆｏｒｃｅꎬ ｔｈｅ Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｏｆ Ｓｔａｔｅ ａｎｄ Ｒｅｇｉｏｎｓꎬ Ｋｕｎｍｉｎｇ ６５００３２ꎬ Ｃｈｉｎａ.

２. Ｂａｄｏｎｇ Ｃｏｕｎｔｙ Ｐｅｏｐｌｅ’ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｂａｄｏｎｇ ４４４３００􀆰 ３. Ｂａｄｏｎｇ Ｃｏｕｎｔｙ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｂａｄｏｎｇ ４４４３００)

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ Ｇｒｅｅｎ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ Ｐｒｏｔｅｉｎ ( ＧＦＰ)
ｌａｂｅｌｅｄ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ( ＧＦＰ￣ｈＵＣＭＳＣｓ) ｉｎ ＳＤ ｒａｔｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｓｔａｇｅꎬ ｔｏ
ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｆｅａｓｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇ ａ ｈｕｍａｎ￣ｒａｔ ｃｈｉｍｅｒｉｃ ｌｉｖｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｓｔａｇｅ ｏｆ ｒａｔｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ＧＦＰ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｔｒａｎｓｆｅｃｔ ａｎｄ ｔｏ ｌａｂｅｌ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅｎ ＧＦＰ￣
ｈＵＣＭＳＣｓ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ｒａｔ ｅｍｂｒｙｏｓ. Ａｆｔｅｒ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｒａｔｓ ｂｉｒｔｈꎬ ｔｈｅ Ｆｒｏｚｅｎ ｌｉｖｅｒ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ
ｕｓｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＧＦＰ￣ｈＵＣＭＳＣｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ. Ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｈｕｍａｎ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ ｌｉｖｅｒ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄ . Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ
ａｎ ｅｑｕａｌ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＧＦＰ ｓｉｇｎａｌ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ａｔ ４５ ｄꎬ



７５ ｄꎬ ａｎｄ １２０ ｄ ａｆｔｅｒ ｂｉｒｔｈ. Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｌｙꎬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ＡＬＢꎬ ＨＮＦ３βꎬ ａｎｄ
ＨＮＦ４α ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅꎬ ｂｕｔ ｔｈｅｓｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｔ １２０ ｄ ｗａｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｍａｌｌꎬ ａｎｄ ｐａｒｔｌｙ ｎｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ.
Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｉｎ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｒａｔｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈＵＣＭＳＣｓꎬ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ＧＦＰ ｓｉｇｎａｌ ａｎｄ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ＡＬＢꎬ ＨＮＦ３βꎬ ａｎｄ ＨＮＦ４α ｃａｎ ｂｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ａｔ ７５ ｄ
ａｆｔｅｒ ｂｉｒｔｈꎬ ａｎｄ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｏｖｅｒ ｔｉｍｅ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎻ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎꎻ ｅｍｂｒｙｏ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎꎻ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ｌｉｖｅｒ

　 　 人脐带间充质干细胞 ( ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬｈＵＭＳＣｓ)易于取材、细胞增

殖活性强ꎬ具有免疫调节特性等优点ꎬ使其成为再

生医学和组织工程领域应用十分广泛的细胞源ꎬ且
在临床可治疗诸多疾病ꎬ这或许是细胞治疗[１－２] 新

时代的开端ꎮ 但是ꎬ植入细胞在体内如何靶向迁

移、定向分化等研究还不明确ꎮ 绿色荧光蛋白

(ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＧＦＰ)基因转染标记是常

用的体内示踪技术方法ꎬ用 ＧＦＰ 标记人胎盘来源的

间充质干细胞可在体外分化成肝细胞[３]ꎮ 胚胎期

属于个体发育的特殊时期ꎬ胚胎期注射 ｈＵＭＳＣｓ 能

否向肝分化具有重要的意义ꎬ可为转化医学提供更

充足的理论依据ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

所用动物为 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠ꎮ ２ 只雄性 ＳＤ 大

鼠和 ５ 只雌性 ＳＤ 大鼠ꎬ体重 １８０ ~ ２２０ ｇꎬ７０ ~ ８４ ｄ
日龄ꎬ均购于昆明医科大学 [ ＳＣＸＫ (滇) Ｋ２０１５ －
０００２]ꎬ饲养于第九二〇医院屏障系统环境动物实

验室[ＳＹＸＫ(军)２０１７－００５２]ꎮ 经第九二〇医院伦

理委员会的批准(２０１７０２７)ꎬ使用实验动物时严格

按照 ３Ｒ 原则给予人道关怀ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 细胞

人脐带间充质干细胞( ｈＵＣＭＳＣｓ)由第九二〇

医院细胞生物治疗中心提供ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

新 西 兰 热 灭 活 小 牛 血 清 ( 商 品 货 号 ∶
２６１７００４３)、 ＤＭＥＭ / Ｆ￣１２ 培 养 基 ( 商 品 货 号 ∶
Ｃ１１３３０５００ＢＴ)和 ０􀆰 ２５％胰蛋白酶溶液(商品货号 ∶
２５２０００－０５６)均购自美国 Ｇｉｂｉｃｏ 公司ꎻ携带 ＧＦＰ 基

因的 慢 病 毒 购 自 吉 满 生 物 公 司 ( 商 品 编 号 ∶
ＧＭ１００１０１－ ２)ꎻ免疫组织化学染色用单抗 Ｒａｂｂｉｔ￣
ａｎｔｉ￣ｈｕｍａｎ ＨＮＦ４α (商品编号 ∶ ａｂ１８１６０４)、Ｒａｂｂｉｔ￣
ａｎｔｉ￣ｈｕｍａｎ ＨＮＦ３β(商品编号 ∶ ａｂ１８０７１０)和 Ｒａｂｂｉｔ￣

ａｎｔｉ￣ｈｕｍａｎ ＡＬＢ(商品货号 ∶ ａｂ２０７３２２７)均购自英国

Ａｂｃａｍ 公司ꎮ Ｈｅａｌ Ｆｏｒｃｅ ＣＯ２ 细胞培养箱购自上海

力申科学仪器有限公司ꎻＩＸ ７０－１２１ 倒置相差显微

镜购自 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司ꎻ 正置荧光显微镜 ＮＩＫＯＮ
ＥＣＬＩＰＳＥ Ｃ１、成像系统 ＮＩＫＯＮ ＤＳ￣Ｕ３ 均购自日本

尼康公司ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 ｈＵＣＭＳＣｓ 的 ＧＦＰ 转染标记

根据说明书并参照慢病毒转染的技术方法[４]

标记 ｈＵＣＭＳＣｓꎬ即将鉴定合格的 Ｐ３ 代 ｈＵＣＭＳＣｓ 转

移到 １７５ ｃｍ 的细胞培养瓶中静置培养 ２４ ｈ 后ꎬ按
转染复数(ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ＭＯＩ)ＭＯＩ ＝ ５０ 的

剂量在每瓶细胞中滴加携带 ＧＦＰ 慢病毒液共培养

７２ ｈꎬ在荧光倒置显微镜下观察ꎬ消化并收集标记的

细胞ꎬ即 ＧＦＰ￣ｈＵＣＭＳＣｓ 用于传代培养或悬浮于生

理盐水中制成 １×１０７ ｃｅｌｌｓ / ｍＬ 的单细胞悬液避光保

存备用ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＳＤ 大鼠胚胎注射 ＧＦＰ￣ｈＵＣＭＳＣｓ

按雄雌比 １ ∶２和 １ ∶３比例合笼ꎬ早、中、晚观察雌

鼠阴栓情况ꎬ发现阴栓计为孕龄 ０􀆰 ５ ｄꎬ并分笼精心

喂养ꎬ发现阴栓第 １５ 天时行胚胎注射ꎮ 注射方法为

切开孕鼠盆腔腹壁ꎬ暴露孕鼠“Ｙ”字形双子宫ꎬ无菌

操作ꎬ保持胚胎湿润ꎬ透过透明子宫壁给每只胎鼠

上腹部快速注射 ０􀆰 １ ｍＬ 含 １０６ 个 ＧＦＰ￣ｈＵＣＭＳＣｓꎮ
注射相同体积生理盐水的同龄胎鼠作为阴性对照ꎮ
注射完毕后ꎬ分层缝合切口ꎬ消毒后将孕鼠单独放

在有无菌敷料的鼠笼待其苏醒ꎬ精心饲养观察ꎬ待
胎鼠出生后随机分组实验ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 肝组织冰冻切片 ＧＦＰ 阳性细胞检测

新生大鼠出生 ４５ ｄ、７５ ｄ、１２０ ｄ 时ꎬ手术切取少

许肝组织ꎮ 制作冰冻切片ꎬ滴加 ＤＡＰＩ 染色后直接

在正置荧光显微镜观察 ＧＦＰ 阳性细胞的分布并

拍照ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 肝组织中人肝细胞特异蛋白免疫组织化学

染色分析检测

新生大鼠出生 ４５ ｄ、７５ ｄ、１２０ ｄ 时ꎬ随机切取适
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量肝组织ꎬ迅速用质量分数 ４％多聚甲醛固定后制

石蜡切片ꎬ经脱蜡水化、抗原修复ꎮ 抗体孵育:一抗

孵育 ( Ｒａｂｂｉｔ￣ａｎｔｉ￣ｈｕｍａｎ ＨＮＦ４α、 Ｒａｂｂｉｔ￣ａｎｔｉ￣ｈｕｍａｎ
ＨＮＦ３β 和 Ｒａｂｂｉｔ￣ａｎｔｉ￣ｈｕｍａｎ ＡＬＢ)ꎬ在湿盒内 ４℃孵

育过夜ꎬＰＢＳ 缓冲液(０􀆰 ０１ ｍｏｌ / Ｌ)漂洗 ３ 次ꎻ二抗孵

育每张滴加抗兔生物素 １００ μＬꎬ常温孵育１ ｈꎬＰＢＳ
缓冲液(０􀆰 ０１ ｍｏｌ / Ｌ)洗涤 ３ 次ꎬ每次 ３ ｍｉｎꎬ每张滴

加 ＨＲＰ 标记链亲和素 ５０ μＬꎬ常温孵育 １０ ｍｉｎꎮ
ＰＢＳ 缓冲液(０􀆰 ０１ ｍｏｌ / Ｌ)清洗３ 次ꎬ每次 ３ ｍｉｎꎬ每
张滴加 ＤＡＢ 显色液 ５０ μＬꎬ常温孵育 １０ ｍｉｎꎬ然后用

自来水冲洗约 １０ ｍｉｎꎬ苏木素复染 ２ ｍｉｎꎬ并加盐酸

酒精分化 ２ ｓꎬ自来水洗净染液ꎮ 脱水、透明以及封

片ꎬ最后用显微镜观察并拍照ꎮ

注:Ａ:４５ ｄ 组 １ 只大鼠 ＧＦＰ 阳性分布较多ꎻＢ:４５ ｄ 组大鼠 ＧＦＰ 阳性分布ꎻＣ:７５ ｄ 大鼠 ＧＦＰ 阳性

分布ꎻＤ:１２０ ｄ ＧＦＰ 阳性分布ꎻＥ: 阴性对照组ꎮ

图 ２　 不同组 ＳＤ 大鼠肝组织冰冻切片内 ＧＦＰ 信号观察

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｔｈｅ ＧＦＰ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ １ ｒａｔ ｉｎ ｔｈｅ ４５ ｄ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｍｏｒｅ. Ｂꎬ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ
ＧＦＰ ｉｎ ｔｈｅ ４５ ｄ ｇｒｏｕｐ. Ｃꎬ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＧＦＰ ｉｎ ｔｈｅ ７５ ｄ ｒａｔ. Ｄꎬ １２０ ｄ ＧＦＰ ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ. Ｅꎬ Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＦＰ ｓｉｇｎａｌ ｉｎ ｆｒｏｚｅｎ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ＳＤ ｒａｔｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

２　 结果

２􀆰 １　 ＧＦＰ 转染标记 ｈＵＣＭＳＣｓ
按转染复数 ＭＯＩ＝ ５０ 的剂量ꎬ将鉴定合格的 Ｐ３

代细胞与携带 ＧＦＰ 慢病毒液共培养 ７２ ｈꎮ 在荧光

倒置显微镜下可清楚看到大量贴壁生长的细胞呈

现较亮的绿色荧光信号(见图 １Ａ)ꎬ未加入 ＧＦＰ 慢

病毒液共培养的对照组细胞观察不到绿色荧光表

达(见图 １Ｂ)ꎮ

２􀆰 ２　 各组肝中 ＧＦＰ 阳性细胞的分布情况

胚胎期注射 ＧＦＰ￣ｈＵＣＭＳＣｓ 的实验组大鼠肝组

织制作冰冻切片ꎬ在荧光显微镜下可观察到绿色荧

光信号的存在ꎮ 其中ꎬ４５ ｄ 较多ꎬ个别鼠特别多(图
２Ａ、２Ｂ)ꎬ７５ ｄ 减少(图 ２Ｃ)ꎬ１２０ ｄ 只可见极少量荧

光信号(图 ２Ｄ)ꎬ对照组则观察不到 ＧＦＰ 阳性细胞

分布(图 ２Ｅ)ꎮ

注:Ａ:与 ＧＦＰ 慢病毒共培养的 ｈＵＣＭＳＣｓꎻＢ:没有共培养的对照

ｈＵＣＭＳＣｓꎮ

图 １　 转染 ＧＦＰ 基因标记的 ｈＵＣＭＳＣｓ
Ｎｏｔｅ. Ａꎬ ｈＵＣＭＳＣｓ ｃｏ￣ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ＧＦＰ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ. Ｂꎬ Ｃｏｎｔｒｏｌ
ｈＵＣＭＳＣｓ ｗｉｔｈｏｕｔ ｃｏ￣ｃｕｌｔｕｒｅ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＧＦＰ ｇｅｎｅ￣ｔａｇｇｅｄ ｈＵＣＭＳＣｓ
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２􀆰 ３　 各组肝中人肝细胞相关蛋白的检测情况

取各组大鼠肝组织制作石蜡切片ꎬ抗原修复ꎬ
应用免疫组化法ꎬ观察人 ＡＬＢ、ＨＮＦ４α 和 ＨＮＦ３β 蛋

白表达情况显示相关蛋白表达随机分布ꎬ血管周围

有相对分布较多的趋势ꎮ 如图 ∶实验组大鼠肝组织

可检测到人 ＡＬＢ (见图 ３)、 ＨＮＦ４α (见图 ４) 和

ＨＮＦ３β(见图 ５)蛋白的表达ꎬ对照组大鼠肝组织未

检测到这些蛋白的表达(见图 ３、４、５Ｄ)ꎮ 出生 ４５ ｄ
大鼠肝内 ＡＬＢ、ＨＮＦ４α 和 ＨＮＦ３β 蛋白的表达量总

体较多ꎬ出生 ７５ ｄ 的表达量总体较少ꎬ出生 １２０ ｄ 的

表达极少、甚至检测不到 ＡＬＢ、ＨＮＦ４α 和 ＨＮＦ３β 蛋

白的表达ꎮ 同预期结果ꎬ对照组大鼠肝组织未检测

到这些人源蛋白的表达ꎮ 如图中箭头所示ꎬ棕黄色

或褐色为相关蛋白阳性表达ꎮ

３　 讨论

嵌合现象在自然界广泛存在ꎬ而在早期胚胎中

更为普遍ꎮ 接受骨髓移植的患者体内存在供受体

来源细胞相互移居长期共存的嵌合现象[５－６]ꎮ 胚胎

期注射有助于嵌合体的形成和植入细胞的分化ꎬ国
内外科学家应用胚胎注射法成功建立了人－绵羊造

血干细胞嵌合体模型[７] 和人 －山羊肝嵌合体模

型[８]ꎮ 建立大型动物嵌合体模型的操作复杂ꎬ设备

要求较高ꎬ如何在生理条件下建立可靠易行的技术

方法和动物模型势在必行ꎮ 本研究首次探索运用

大鼠胚胎发育期免疫系统不成熟的自然条件ꎬ研究

建立人－鼠嵌合体肝的可行性ꎮ
ＵＣＭＳＣ 在分化潜能[９－１０]、免疫原性、来源、伦理

问题等方面都有独特的优势ꎬ已成为再生医学研究

领域重要的种子细胞ꎮ 选择 ｈＵＣＭＳＣｓ 构建模型ꎬ有
利于 ｈＵＣＭＳＣｓ 在治疗人类疾病中的应用ꎬ从而为转

化医学提供更多理论支持ꎮ 携带绿色荧光蛋白

(ＧＦＰ)慢病毒载体液标记细胞的方法追踪细胞[３ꎬ１１]

在动物体内的分布简便易行ꎬＧＦＰ标记高效、无毒

注:Ａ:４５ ｄ 大鼠肝内人 ＡＬＢ 较多广泛表达ꎻＢ:７５ ｄ 大鼠肝内 ＡＬＢ 零星较少表达ꎻＣ:１２０ ｄ 大鼠肝内人 ＡＬＢ 微弱表达ꎻＤ:阴性对照ꎮ 红色

箭头显示 ＡＬＢ 表达ꎮ

图 ３　 不同组 ＳＤ 大鼠肝组织中人 ＡＬＢ 蛋白免疫组织化学染色分析

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ ４５ ｄ ｏｆ ｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃ ｈｕｍａｎ ＡＬＢ ｉｓ ｍｏｒｅ ｗｉｄｅｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ. Ｂꎬ ７５ ｄ ｏｆ ｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃ ＡＬＢ ｓｐｏｒａｄｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｓ ｌｅｓｓ. Ｃꎬ １２０ ｄ ｏｆ ｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃ
ＡＬＢ ｉｓ ｗｅａｋ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｄꎬ Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ. Ｒｅｄ ａｒｒｏｗｓ ｓｈｏｗ ＡＬＢ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ＡＬＢ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ＳＤ ｒａｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

注:Ａ:４５ ｄ 大鼠肝内人 ＨＮＦ４α 广泛表达ꎻＢ:７５ ｄ 大鼠肝内人 ＨＮＦ４α 表达减少ꎻＣ:１２０ ｄ 大鼠肝内几乎检测不到人 ＨＮＦ４α 表达ꎻＤ:阴性对

照ꎮ 红色箭头显示 ＨＮＦ４α 表达ꎮ

图 ４　 不同组 ＳＤ 大鼠肝组织中人 ＨＮＦ４α 蛋白免疫组织化学染色分析

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ ４５ ｄ ｒａｔ ｌｉｖｅｒ ＨＮＦ４α ｗａｓ ｗｉｄｅｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ. Ｂꎬ ７５ ｄ ｏｆ ｒａｔ ｌｉｖｅｒ ＨＮＦ４α ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ. Ｃꎬ １２０ ｄ ｒａｔ ｌｉｖｅｒ ｗａｓ ａｌｍｏｓｔ ｕｎｄｅｔｅｃｔａｂｌｅ
ｈｕｍａｎ ＨＮＦ４α Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｄꎬ Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ. Ｒｅｄ ａｒｒｏｗｓ ｓｈｏｗ ＨＮＦ４α ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ＨＮＦ４α ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ＳＤ ｒａｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ
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注:Ａ:４５ ｄ 大鼠肝内人 ＨＮＦ３β 的分布较多ꎻＢ:大多 ７５ ｄ 大鼠肝内人 ＨＮＦ３β 表达量较低ꎻＣ:多数 １２０ ｄ 大鼠肝内检测不到人 ＨＮＦ３β 表

达ꎻＤ:阴性对照ꎮ 红色箭头显示 ＨＮＦ３β 表达ꎮ

图 ５　 不同组 ＳＤ 大鼠肝组织中人 ＨＮＦ３β 蛋白免疫组织化学染色分析

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＨＮＦ３β ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｏｆ ｒａｔｓ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ４５ ｄ. Ｂꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＮＦ３β ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｏｆ ｒａｔｓ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｍｏｓｔ ｏｆ ｔｈｅ
７５ ｄ. Ｃꎬ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｏｆ ｍｏｓｔ １２０ ｄ ｈｕｍａｎ ＨＮＦ３β ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｎｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ. Ｄꎬ Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ. Ｒｅｄ ａｒｒｏｗｓ ｓｈｏｗ ＨＮＦ３β ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ＨＮＦ３β ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ＳＤ ｒａｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

副作用ꎬ时间较长ꎬ便于观察ꎬ是一种良好的干细胞

标记技术ꎮ 组织制作冰冻切片ꎬ在荧光显微镜下直

接观察绿色荧光信号的分布从而检测植入已标记

细胞的分布ꎮ 本实验用携带 ＧＦＰ 的慢病毒载体液

转染标记 ｈＵＣＭＳＣｓ(即 ＧＦＰ￣ｈＵＣＭＳＣｓ)ꎬ便于追踪

人源细胞在肝内的分布ꎮ
干细胞在动物模型体内存活和分化是模型成

功与否的关键ꎮ 冰冻切片发现实验组大鼠肝组织

中 ４５ ｄ 绿色荧光信号较多ꎬ７５ ｄ 的明显减少ꎬ１２０ ｄ
时只可观察到极少量荧光信号的存在ꎻ对照组肝组

织中未检测到绿色荧光信号ꎮ 从而证明胚胎期注

射的 ＧＦＰ￣ｈＵＣＭＳＣｓ 可迁移到肝组织ꎮ 肝富集转录

因子(ｌｉｖｅｒ￣ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ)主要存在于

肝并调控肝特异性基因的表达ꎬ在调控器官发育时

发挥关键作用ꎬ促进肝代谢[１２]ꎬ其中 ＨＮＦ３β 调控

ＨＮＦ４α 等转录因子在内的许多基因的转录ꎬ而

ＨＮＦ４α 属二聚体转录因子ꎬ是一种锌指结构蛋白ꎬ可
控制多达 ６０％的肝基因[１３]ꎬ是肝特异性基因表达的

主要调节因子ꎮ 且 ＨＮＦ４α 过表达的肝祖细胞可作为

细胞移植的最佳候选者[１４]ꎮ ＨＮＦ４α 在成熟肝细胞

中的表达量最高ꎬ 对肝细胞分化的调控、肝的形成和

肝细胞生物学功能的维护都起重要作用ꎬ诸如肝癌

等[１４]许多肝疾病与 ＨＮＦ４α 表达量的异常有关ꎮ 白

蛋白(ＡＬＢ)主要存在于血浆中ꎬ大多在肝内合成并分

泌ꎬ常作为鉴定肝细胞功能正常与否的经典指标ꎮ 采

用免疫组化染色分析法ꎬ在出生 ４５、７５ ｄ的实验组大

鼠肝中可检测到人 ＨＮＦ３β、ＨＮＦ４α 和 ＡＬＢ 蛋白的表

达ꎬ出生 １２０ ｄ 的大鼠只能检测到人源相关蛋白的微

弱表达甚至完全检测不到ꎮ 从而证明植入细胞在大

鼠肝体内得到进一步分化的机会ꎮ

综上所述可知胚胎期注射 ＧＦＰ￣ｈＵＣＭＳＣｓ 能够

迁移到胎鼠肝ꎬ在胎鼠出生后的肝内存活并在至少

４５ ｄ 时间内得到进一步生长发育的机会ꎬ同时形成

两种来源细胞相互共存的嵌合状态ꎮ 但随着大鼠

出生时间的延长ꎬ人源细胞数量明显减少ꎬ从侧面

说明人源细胞在两种细胞生存竞争中很快处于不

利地位ꎬ这可能与大鼠免疫系统的发育和植入细胞

的分化有关ꎬ但其具体的调控机制有待于进一步深

入研究ꎮ
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