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"&"&!

"

细胞免疫荧光检测干细胞表面标记物的表达
"

结果显

示卵圆形&多边形
ZJ9D

中
b8D6G

&

D\";;

阳性表达#图

<6

$!而集落样排列的
ZJ9D

中"

D\!)S

高表达"

b8D6G

表达

相对较弱#图
<C

$%

"&"&"

"

流式细胞术检测
"

ZJ9D

中
D\";;

&

D\!)S

&

b8D6G

阳性率分别为#

):&)'("&<"

$

I

&#

)<&:"(;&!)

$

I

&#

'$&:;(

;&!'

$

I

#

%?;

$%

"&#

"

ZJ9D

增殖

"&#&!

"

ZJ9D

平板克隆实验结果
"

实验发现接种细胞密度较

低时细胞增殖能力受到抑制"提高接种密度后细胞增殖能力明

显增强%

ZJ9D

接种后连续培养
<

周开始出现小的细胞克隆"

继续培养至
!

周可见细胞克隆体积增大"克隆中细胞数目明显

增加%

表
"

""

引物序列和退火条件

基因 引物
产物大小

#

0

E

$

退火温度

#

i

$

6Z8

反向'

'jBDDNA6D6NDD6AAN6A6NNNDD6B;j

正向'

'jB6DDNNDDNANDND6AND6NNDNB;j ); '#

6JC

反向'

'jBNN6DNNDDNAD6DN66NNNAAD6B;j

正向'

'jBD66A6ANA6A6NDADDD6NDAB;j ";" '!

D7")

反向'

'jBA6AA6DA6AAND6DA66ADB;j

正向'

'jBANND6AN6DAD6NNAAAND6AB;j "$) '#

3VZB!

(

反向'

'jBNAAA6A6AANA6NDNADNAAA6B;j

正向'

'jBDAAADNAAD6NA66A66AA66AB;j "!< '!

A68\3

反向'

'jBAAAANDANNA6NAAD66D6B;j

正向'

'jB6AANDAANANA66DAA6NNNAB;j )' '!

:%%"
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卷第
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期



""

6

'

ZJ9D

原代培养
<

周!

C

'

ZJ9D

原代培养
;

周!

D

'第二代培养
<

周%

图
"

""

ZJ9D

原代培养相差显微图!

h"$$

"

图
<

""

细胞免疫荧光鉴定
ZJ9D

中
b8D6G

'

D\";;

'

D\!)S

的表达!

h"$$

"

"&#&"

"

细胞增殖曲线
"

结果显示
ZJ9D

接种后
"

!

<M

内增

殖缓慢"

;M

后"

B

!)$

值增加明显"

ZJ9D

表现出强大的增殖能力

#图
;

$%

图
;

""

ZJ9D

增殖曲线

"&D

"

ZJ9D

具有双向分化潜能

"&D&!

"

869

结果
"

ZJ9D

在分化培养基中连续培养
<

!

;

周"

部分细胞体积增大"脱离细胞集落且出现双细胞核"

869

结果

显示"细胞质中可见红色的糖原颗粒#图
!6

$%

ZJ9D

接种至

细胞外基质中"可见细胞集落伸出树枝状结构#图
!C

$%

"&D&"

"

细胞免疫荧光检测
ZJ9D

中
D7")

&

6JC

&

3VZB!

(

的

表达
"

结果显示
ZJ9D

表达
6JC

"低表达或不表达
3VZB!

(

"

在分化培养条件下细胞出现双核结构"且成熟肝细胞标记物

6JC

和
3VZB!

(

表达明显增加!在细胞外基质中培养"细胞出

现导管状结构"同时高表达胆管细胞标记物
D7")

#图
!D

$%

""

6

&

C

'

869

!

D

'免疫荧光图#

h<$$

$!

\

'

N̂B8D̂

凝胶分离图%

图
!

""

ZJ9D

具有双向分化潜能

#%%"

重庆医学
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卷第
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期



"&D&#

"

N̂B8D̂

检测
ZJ9D

分化前后
6Z8

&

6JC

&

D7")

&

3VZB!

("

结果与细胞免疫荧光较为一致"分化条件下连续培

养
<

!

;

周"

6Z8

&

D7")

表达降低"

6JC

&

3VZB!

(

表达增强%

#

"

讨
""

论

""

J9D

是一种具有自我增殖和多向分化潜能的细胞"有研

究指出
J9D

起源于肝脏组织"而不是来源于肝脏外的造血干

细胞或骨髓干细胞)

#

*

"同时
J9D

与肝细胞癌&肝脏的损伤后修

复有重要关系%普遍认为在正常情况下"

J9D

处于静息状态"

当肝脏急性损伤后肝内的
J9D

会爆发性增殖"但肝脏慢性损

伤时"

J9D

则不会增殖)

#

*

%由于成体肝脏中
ZJ9=

的含量稀

少"且细胞多处于静息状态"虽然有研究采用
\\D

饮食构建急

性肝损伤模型)

!

*

"促进
J9D

的增殖"但是成体肝脏中含有实质

细胞和非实质细胞)

)

*

"细胞种类较多"普通方法难以分离"目前

多采用细胞流式分选法联合或不联合免疫磁珠分选法)

<

*

"虽然

明显提高了
J9D

的含量与纯度"但是由于
J9D

没有特异性的

标记物"分选 时 通 常 需 要 联 合 多 种 表 面 标 记 物"如
b8B

D6G

)

)B"$

*

&

D\";;

)

<

*

&

D\!)S

等阳性分选"

D\;"

&

D\!'

&

D\""0

等阴性分选"造价较高"同时细胞流式分选术和免疫磁珠分选

术对实验条件&技术&设备等要求较高"限制了成体肝脏
J9D

的分离及应用%有报道)

'

*指出胎肝中
J9D

含量较丰富"远高

于成体肝脏中
J9D

的含量"同时胎肝中干细胞的活性更高"便

于干细胞的分离&培养和后续试验的开展%

J15

等)

'

*在实验中

发现通过构建
;$I

&

'$I

&

:$I

不同密度的
E

+F=-//

液经非连续

密度梯度离心后"大鼠
ZJ9D

主要集中在
;$I

!

'$I

的
E

+FB

=-//

液层面中"而早期在#

=*-/12+BM+S1=1+2Q+Q*1-212+

"

D\b

$饲喂

构建小鼠肝脏损伤模型中发现"肝脏卵圆细胞则主要集中于

<$I

E

+F=-//

液层面)

""

*

%但是针对小鼠
ZJ9D

的研究则不多%

本研究中采用非连续密度梯度离心分离孕期
";&'M

的小

鼠胎肝"发现
ZJ9D

主要集中于
;$I

!

'$I

的
E

+F=-//

液层面

中"与早前大鼠中的结果相一致)

'

*

"通过联合后期细胞差异性

消化法"成功分离出
ZJ9D

%经流式细胞术联合细胞免疫荧光

技术检测"验证了筛选的
ZJ9D

高表达
D\";;

&

D\!)S

&

b8D6G

等目前常用的干细胞表面标记物!同时通过细胞克隆增殖实验

发现细胞接种后
"

!

<

周内开始活化"之后表现出强大的增殖

能力!在
3AZ

及
\G9_

促肝细胞分化条件下"连续培养
<

!

;

周后"

869

实验&细胞免疫荧光&

N̂B8D̂

等实验结果表明细胞

向肝细胞方向进行分化"这与之前的研究相一致)

!B'

*

%将细胞

接种于细胞外基质上"连续培养后发现细胞周边出现胆管上皮

细胞特异性的树枝状结构和高表达
D7")

的导管状细胞结构"

早前的研究认为
D7")

主要表达于胆管区域"同时也表达于许

多
J9D

)

;

*

"可以作为胆管上皮细胞和
J9D

共同的标记物%

本实验成功分离出纯度较高的
ZJ9D

"方法较为简单"便

于后续实验的开展%肝脏
J9D

对肝细胞癌及急性肝损伤后的

治疗有重要的意义"有文献)

"<

*报道肝脏
J9D

与肿瘤
J9D

有一

定的关系"在适当条件下可以转化为肿瘤
J9D

"进而引发肝癌"

但二者之间发生转化的具体机制仍未明了"同时肝脏
J9D

向

肝细胞&胆管上皮细胞&软骨细胞&胰岛细胞等进行分化的具体

机制还不清楚"研究这些问题将对未来肝细胞癌的治疗产生重

要的意义%
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