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　　［摘要］　目的　明确小鼠肝脏中的细胞角蛋白１９（ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ１９，ＣＫ１９）阳性（ＣＫ１９＋）细胞是否可分化为成熟肝

细胞。方法　利用ＣＫ１９ＣｒｅＥＲＴ小鼠和Ｒｏｓａ２６ＧＦＰ小鼠杂交得到犆犓１９犆狉犲犈犚犜／犚狅狊犪２６犌犉犘双转基因小鼠，注射他莫昔

芬（ｔａｍｏｘｉｆｅｎ，ＴＭ）后检测小鼠肝脏中ＣＫ１９＋细胞的ＧＦＰ标记情况。在此基础上分别构建３，５二乙氧基羰基１，４二

氢２，４，６三甲基吡啶和四氯化碳（ｃａｒｂｏｎｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＣＣｌ４）肝脏损伤模型，采用肝脏组织冰冻切片结合免疫荧光染色

检测肝脏中ＧＦＰ标记的ＣＫ１９＋细胞的分化情况。结果　获得犆犓１９犆狉犲犈犚犜／犚狅狊犪２６犌犉犘双转基因小鼠，免疫荧光染色

结果显示ＣＫ１９＋细胞可被ＧＦＰ标记。在ＤＤＣ肝脏损伤模型小鼠中检测到增生性小胆管内有ＧＦＰ＋细胞，这些ＧＦＰ＋

细胞表达胆管上皮细胞标志物ＣＫ１９，且ＤＤＣ肝损伤模型小鼠中ＧＦＰ＋胆管细胞比例高于未损伤对照组 ［（６３．５±

６．３）％ｖｓ（５３．６±４．８）％，犘＜０．０５］；在ＣＣｌ４肝损伤模型组小鼠中检测到肝脏实质细胞中有ＧＦＰ＋细胞，这些ＧＦＰ＋细

胞表达成熟肝细胞标志物白蛋白（ＡＬＢ），且ＣＣｌ４肝损伤模型组小鼠肝脏中ＧＦＰ＋细胞比例高于未损伤对照组［（０．１５±

０．０２）％ｖｓ（０．００８±０．００３）％，犘＜０．０１］。结论　小鼠肝脏内的ＣＫ１９＋细胞群体中存在具有肝向分化潜能的前体细

胞，可能为真正的肝干细胞的识别鉴定提供一个新线索。
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第５期．陆　炼，等．小鼠肝脏中细胞角蛋白１９阳性细胞的肝向分化特性

　　［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｌｉｖｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；ＣＫ１９；ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｍｏｕｓｅ；ＣＫ１９
ＣｒｅＥＲＴ；Ｒｏｓａ２６ＧＦＰ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１７，３８（５）：５３６５４２］

　　目前，对于肝脏中具有干性的细胞（如肝前体细

胞）已有不少研究［１３］，但对于肝脏中真正的肝干细

胞则缺乏认识。虽然不同研究所报道的肝干性细胞

的表型和分子特征存在着很大的差异，但它们大都

具有一个共同的特征，即表达细胞角蛋白１９

（ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ１９，ＣＫ１９）
［４］。ＣＫ１９一般在胰腺和胆

管中表达［５］。基于这一现象，结合本课题组前期有关

肝前体细胞研究的发现，本研究提出了“肝脏中的

ＣＫ１９＋细胞谱系中可能包含真正的肝干细胞

（ａｕｔｈｅｎｔｉｃｌｉｖｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌ）”的科学假设。为了证实这

一假设，本研究采用Ｃｒｅ／ｌｏｘＰ体系对ＣＫ１９＋细胞进

行谱系示踪，并结合肝损伤模型分析ＣＫ１９＋细胞的分

化特性。

１　材料和方法

１．１　仪器、试剂与动物　ＢＡ２１０Ｔ型光学显微镜

购于麦克奥迪实业集团有限公司，ＥＣＬＩＰＳＥ

ＴＥ２０００Ｕ型荧光显微镜和摄影系统购于日本尼康

公司，８０２型台式低速离心机购于上海医疗器械（集

团）有限公司手术器械厂，ＣＴ１５ＲＥ型超低温高速离

心机购于日本日立公司，ＤＹＹⅢ３１Ｃ型凝胶电泳仪

购于北京六一生物科技有限公司，ＺＥＬＢｏＣＸＲ凝胶

成像系统购于美国ＢｉｏＲａｄ公司，ＰＩＰＥＴＭＡＮＮｅｏ

微量加样器购于美国Ｇｉｌｓｏｎ公司，手术器械购于强

生（上海）医疗器械有限公司，ＰｒｏＦｌｅｘＰＣＲ仪购于

美国Ｌｉｆｅ公司，ＨｅａｌＦｏｒｃｅＳＭＡＲＴＵｌｔｒａｐｕｒｅ超

纯水仪购于力康生物医疗科技控股有限公司，

ＣＭ１８５０型冰冻切片机、ＲＭ２２３５型石蜡切片机均

购于德国Ｌｅｉｃａ公司，１５８１０５型防脱载玻片和盖玻

片购于江苏世泰实验器材有限公司，ＲＮａｓｅｆｒｅｅ离

心管、ＰＣＲ管均购于美国Ａｘｙｇｅｎ公司。异丙醇、无

水乙醇购于国药集团化学试剂有限公司；四氯化碳

（ｃａｒｂｏｎｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＣＣｌ４）购于美国Ｓｉｇｍａ公司，

按体积比１∶１０溶于橄榄油中使用。他莫昔芬

（ｔａｍｏｘｉｆｅｎ，ＴＭ）、ＤＡＰＩ购于美国Ｓｉｇｍａ公司，苏木

精染液、伊红染液购于上海碧云天生物技术有限公

司；绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）一抗（Ａ１１１２０）、驴抗兔荧

光二抗（Ａ２１２０６）和驴抗鼠荧光二抗（Ａ１００３７）均购

于美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＣＫ１９一抗（Ａ３１９０）购于美

国 Ａｂｂｏｍａｘ公司，白蛋白（ａｌｂｕｍｉｎ，ＡＬＢ）一抗

（Ａｂ１９１９４）购于英国Ａｂｃａｍ公司，其中ＣＫ１９一抗

和ＡＬＢ一抗按１∶２００稀释比用１％ ＢＳＡ稀释；

ＧＦＰ一抗（Ａ１１１２０）、驴抗兔荧光二抗和驴抗鼠荧光

二抗按１∶５００稀释比用１％ＢＳＡ稀释。含３，５二

乙氧基羰基１，４二氢２，４，６三甲基吡啶（３，５

ｄｉｅｔｈｏｘｙｃａｒｂｏｎｙｌ１，４ｄｉｈｙｄｒｏｃｏｌｌｉｄｉｎｅ，ＤＤＣ）饲料

购于海军医学研究所动物中心。ＣＫ１９ＣｒｅＥＲＴ小鼠购

于上海南方模式动物研究中心［动物许可证号：

ＳＣＸＫ（沪）２０１４０００２］；Ｒｏｓａ２６ＧＦＰ小鼠从美国杰

克逊实验室（ｔｈｅＪａｃｋｓｏｎＬａｂｏｒａｔｏｒｙ）引进，与

ＣＫ１９ＣｒｅＥＲＴ小鼠同为 Ｃ５７ＢＬ／６品系。在 Ｒｏｓａ２６

ＧＦＰ小鼠的犚狅狊犪２６启动子与犌犉犘之间插入ｌｏｘＰ

ｓｔｏｐｌｏｘＰ结构（犚狅狊犪２６ｌｏｘＰｓｔｏｐｌｏｘＰ犌犉犘），正常

情况下该小鼠不表达ＧＦＰ，当存在Ｃｒｅ酶时能够重

组或切除ｓｔｏｐ位点使ＧＦＰ表达；在ＣＫ１９ＣｒｅＥＲＴ小鼠

的犆犓１９基因位点后面加入与雌激素受体配体结合

区融合的Ｃｒｅ重组酶———ＣｒｅＥＲＴ，正常情况下小鼠

体内的Ｃｒｅ重组酶位于胞质中，摄入ＴＭ 后其可进

入核内发挥作用。

１．２　犆犓１９
犆狉犲犈犚犜／犚狅狊犪２６犌犉犘 双转基因小鼠的

鉴定　ＣＫ１９ＣｒｅＥＲＴ小鼠和Ｒｏｓａ２６ＧＦＰ小鼠饲养于

第二军医大学实验动物中心的ＳＰＦ级动物房，自由

进食，昼夜节律（７：００～１９：００光照，１９：００～次日

７：００黑暗）。ＣＫ１９ＣｒｅＥＲＴ小鼠与Ｒｏｓａ２６ＧＦＰ小鼠杂

交方法：将鉴定结果阳性的子代３个月龄ＣＫ１９ＣｒｅＥＲＴ

小鼠与３个月龄Ｒｏｓａ２６ＧＦＰ小鼠进行配对，并给

予高热量饮食，记录预产时间。得到的子代杂交鼠

于出生后２周剪尾抽提ＤＮＡ并行ＰＣＲ鉴定，建立

犆犓１９犆狉犲犈犚犜／犚狅狊犪２６犌犉犘双转基因小鼠品系。所有

小鼠使用前均需要经过ＰＣＲ鉴定。小鼠品系ＰＣＲ

鉴定步骤如下：（１）抽提ＤＮＡ。小鼠于出生后２周

在无菌环境下剪尾，消毒后将组织放入１．５ｍＬ离心

管中，每管加入混合消化液２５０μＬ；５５℃ 孵育，间

或震荡，持续５ｈ以上确保完全消化；加入２５０μＬ

异丙醇、氯仿和苯酚的混合液，漩涡震荡，１５０００×犵

离心１２ｍｉｎ；吸取上清至新的１．５ｍＬ离心管中，加

入异丙醇３００μＬ，震荡后可见絮状沉淀；１５０００×犵

离心５ｍｉｎ，保留沉淀，加入７０％乙醇７００μＬ洗涤；

１５０００×犵离心５ｍｉｎ，去除上清，倒置晾干。将抽

提所得ＤＮＡ溶于５０μＬ高压灭菌的ｄｄＨ２Ｏ中，

·７３５·



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报　２０１７年５月，第３８卷

－２０℃保存备用。（２）ＰＣＲ 反应。反应条件为

９４℃ 变性３０ｓ，５８℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共

３２个循环。引物序列为犆犓１９犆狉犲犈犚犜Ｆ５′ＧＴＴＣＴＴ

ＧＣＧＡＡＣＣＴＣＡＴＣＡＣＴＣ３′，Ｒ５′ＧＣＡＧＡＡ

ＴＣＧＣＣＡＧＧＡＡＴＴＧＡＣＣ３′；犚狅狊犪２６Ｆ５′ＡＡＣ

ＣＡＧＡＡＧＴＧＧＣＡＣＣＴＧＡＣ３′，Ｒ５′ＧＧＣＡＴＴ

ＡＡＡＧＣＡＧＣＧＴＡＴＣＣ３′。

１．３　杂交小鼠报告系统检测　ＣＫ１９ＣｒｅＥＲＴ／Ｒｏｓａ２６

ＧＦＰ小鼠于出生后８周经腹腔注射４ｍｇＴＭ，２ｄ

后颈椎脱臼处死，取肝并切成适当大小放入生理盐

水中洗净，后使用自制包埋框加入 ＯＣＴ 包埋，

－２０℃ 冻存后连续切片，切片厚度５μｍ。４％ 多

聚甲醛溶液固定５ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗１５ｍｉｎ，直接滴加

ＤＡＰＩ封片剂封片后在荧光显微镜下观察绿色荧光

分布情况。之后用红色荧光标记的二抗检测ＣＫ１９。

１％ＢＳＡ封闭切片３０ｍｉｎ，加一抗，３７℃温箱孵育

１ｈ，ＰＢＳ漂洗１５ｍｉｎ；加入红色荧光标记的二抗，

３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗１５ｍｉｎ，使用ＤＡＰＩ封

片剂封片后在荧光显微镜下观察并拍照。

１．４　ＤＤＣ肝脏损伤模型和ＣＣｌ４肝脏损伤模型的

构建　ＤＤＣ肝脏损伤模型构建方法：ＣＫ１９ＣｒｅＥＲＴ／

Ｒｏｓａ２６ＧＦＰ小鼠于出生后８周注射４ｍｇＴＭ诱导

Ｃｒｅ酶入核，第９周开始实验组小鼠给予ＤＤＣ饲料

喂养造成慢性肝脏损伤，对照组一直给予正常小鼠

饲料，持续喂养６周后取肝组织包埋切片和染色。

ＣＣｌ４肝脏损伤模型构建方法：ＣＫ１９ＣｒｅＥＲＴ／

Ｒｏｓａ２６ＧＦＰ小鼠于出生后８周注射４ｍｇＴＭ诱导

Ｃｒｅ酶入核，第９周称取实验组小鼠体质量，并编

号。建立表格记载，按１μＬ／ｇ体质量计算各小鼠所

需的ＣＣｌ４注射量，经腹腔进行单次注射ＣＣｌ４诱导肝

损伤。１周后取肝组织行包埋冰冻切片，荧光显微

镜下观察ＧＦＰ＋细胞的分布情况，免疫荧光检测肝

细胞标志物ＡＬＢ。对照组小鼠在ＴＭ注射后１周

按１μＬ／ｇ体质量经腹腔单次注射橄榄油，其余操作

同实验组。

１．５　免疫荧光染色　小鼠颈椎脱臼处死，取肝并切

成适当大小放入生理盐水中洗净，后使用自制包埋框

加入ＯＣＴ包埋，－２０℃冻存后切片，切片厚度５μｍ。

用４％ 多聚甲醛溶液固定５ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗１５ｍｉｎ，直

接滴加ＤＡＰＩ封片剂封片后在荧光显微镜下观察绿

色荧光分布情况。如需行免疫荧光染色，则用疏水性

笔在组织周围画圈，节约抗体用量并防止抗体流失；

１％ＢＳＡ封闭３０ｍｉｎ，加一抗，３７℃温箱避光孵育

１ｈ；ＰＢＳ漂洗１５ｍｉｎ，加入红色荧光标记的二抗，

３７℃ 避光孵育３０ｍｉｎ；ＰＢＳ漂洗１５ｍｉｎ；使用ＤＡＰＩ

封片剂封片，在荧光显微镜下观察并拍照。

１．６　ＨＥ染色　颈椎脱臼法处死小鼠后从腹中线

切开，取出肝脏并切成合适大小的组织块放入生理

盐水中洗净；将组织块编号，放入装有４％ 多聚甲醛

溶液的１５ｍＬ离心管中固定２４ｈ；弃掉固定液，

７５％乙醇洗１遍后放入装有７５％乙醇的１５ｍＬ离

心管中，４℃长期保存。将组织块修理成适合包埋

的大小，经８５％、９５％、１００％乙醇梯度脱水各３０

ｍｉｎ，二甲苯透明２０ｍｉｎ，之后依序放入５８℃１号、

２号、３号蜡缸中各１ｈ使其浸泡完全；取出组织块，

使用包埋机包埋。室温放置过夜使蜡块完全凝固，

修理蜡块；将修理好的蜡块４℃冷冻２０ｍｉｎ后切

片，厚度为２μｍ，之后漂于４０℃漂片机内，使用防

脱载玻片捞片；烤片机４０℃烘烤过夜，收集至切片

盒长期保存。将切片置于烤片机上６０℃烤２５ｍｉｎ

使蜡完全溶解，依次加入二甲苯１、二甲苯２、二甲

苯／乙醇各２５ｍｉｎ脱蜡处理；将脱蜡后的切片依次

放入１００％、９０％、８０％、７０％、５０％乙醇中各５ｍｉｎ，

后放入蒸馏水中２ｍｉｎ。ＨＥ染色：苏木精染色５～

１０ｍｉｎ，流水冲洗１５ｍｉｎ返蓝，双蒸水浸泡数秒，

９５％乙醇浸泡３０ｓ；伊红染色３０ｓ至２ｍｉｎ，镜检观

察。将需要留用的切片依次加入５０％、７０％、８０％、

９０％、１００％乙醇各５ｍｉｎ梯度脱水，之后放入二甲

苯／乙醇、二甲苯２、二甲苯１中各１５ｍｉｎ透明。取

出后滴加１滴中性树胶，盖上盖玻片并轻轻压去气

泡，室温放置晾干后放入切片盒中长期保存。

１．７　统计学处理　应用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５软件进

行数据分析。所有实验均重复３次，数据以珔狓±狊表

示，组间比较采用狋检验。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　杂交后小鼠基因型鉴定　犚狅狊犪２６阳性条带大

小为１９９ｂｐ，犆犓１９犆狉犲犈犚犜阳性条带大小为３００ｂｐ。通

过对ＣＫ１９ＣｒｅＥＲＴ小鼠与Ｒｏｓａ２６ＧＦＰ小鼠杂交后得

到的２２只子代小鼠进行鉴定，结果（图１）发现，４、

６、８、９、１２、１３、１４、１７、１８和２２号小鼠为犆犓１９犆狉犲犈犚犜

阳性小鼠，而１、２、３、４、５、６、９、１３、１５、１６、１７、１９和２２

号小鼠为犚狅狊犪２６阳性小鼠。可见２２只子代小鼠中

４、６、９、１３、１７和２２号小鼠为犆犓１９犆狉犲犈犚犜和犚狅狊犪２６双

阳性小鼠，即为犆犓１９犆狉犲犈犚犜／犚狅狊犪２６犌犉犘 双转基因

小鼠。
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第５期．陆　炼，等．小鼠肝脏中细胞角蛋白１９阳性细胞的肝向分化特性

图１　杂交后子代小鼠品系鉴定

犉犻犵１　犌犲狀狅狋狔狆犻狀犵狅犳狅犳犳狊狆狉犻狀犵狊狅犳犺狔犫狉犻犱犿犻犮犲狌狊犻狀犵犘犆犚

Ａ：３００ｂｐＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎｔａｉｌＤＮＡｓａｍｐｌｅｓｆｒｏｍＣＫ１９ＣｒｅＥＲＴｍｉｃｅ；Ｂ：１９９ｂｐＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎｔａｉｌＤＮＡｓａｍｐｌｅｓｆｒｏｍ

Ｒｏｓａ２６ＧＦＰｍｉｃｅ．ＴｈｅｆａｒｌｅｆｔｌａｎｅｓｉｎｂｏｔｈｆｉｇｕｒｅｓｗｅｒｅＤＮＡｍａｒｋｅｒｓｗｉｔｈｓｉｚｅｓｏｆａｌｌｂａｎｄｓ（ｉｎｂａｓｅｐａｉｒｓ）．Ｔｈｅｆａｒｒｉｇｈｔｌａｎｅｓ（ｌａｂｅｌｅｄａｓＨ２Ｏ）ｗｅｒｅ

ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｓ．Ｎｏ．１２２ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｈｙｂｒｉｄｍｉｃｅ

２．２　ＣＫ１９
＋细胞ＧＦＰ标记情况检测　注射ＴＭ后，

小鼠肝脏内出现特异性的绿色荧光，荧光较强，并且

主要分布在门管区（图２）。免疫荧光检测结果见

图３。在ＣＫ１９ＣｒｅＥＲＴ／Ｒｏｓａ２６ＧＦＰ小鼠肝脏中ＣＫ１９＋

细胞的ＧＦＰ标记效率为（５３．９±８．６）％。

图２　未损伤杂交小鼠注射犜犕后的肝脏荧光检测

犉犻犵２　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犾犻狏犲狉犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲犪犳狋犲狉犜犕犻狀犼犲犮狋犻狅狀犻狀

狀狅狀犻狀犼狌狉犲犱犆犓１９
犆狉犲犈犚犜／犚狅狊犪２６犌犉犘犿犻犮犲

Ａ：ＮｕｃｌｅａｒｓｔａｉｎｉｎｇｗｉｔｈＤＡＰＩ（ｂｌｕｅ）；Ｂ：ＧＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒｏｆ

ｎｏｎｉｎｊｕｒｅｄＣＫ１９ＣｒｅＥＲＴ／Ｒｏｓａ２６ＧＦＰｍｉｃｅ；Ｃ：ＤＡＰＩｓｔａｉｎｉｎｇ（ｂｌｕｅ）

ｍｅｒｇｅｄｗｉｔｈｔｈｅＧＦＰｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ．ＧＦＰ：Ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ

ｐｒｏｔｅｉｎ；ＤＡＰＩ：４’，６Ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ．Ｓｃａｌｅｂａｒ＝１００μｍ

图３　未损伤杂交小鼠模型的犌犉犘表达与犆犓１９免疫荧光染色

犉犻犵３　犌犉犘犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犪狀犱犆犓１９犻犿犿狌狀狅犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲狊狋犪犻狀犻狀犵

犻狀狀狅狀犻狀犼狌狉犲犱犆犓１９
犆狉犲犈犚犜／犚狅狊犪２６犌犉犘犿犻犮犲

Ａ：ＮｕｃｌｅａｒｓｔａｉｎｉｎｇｗｉｔｈＤＡＰＩ（ｂｌｕｅ）；Ｂ：ＧＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒｏｆ

ｎｏｎｉｎｊｕｒｅｄ ＣＫ１９ＣｒｅＥＲＴ／Ｒｏｓａ２６ＧＦＰ ｍｉｃｅ；Ｃ：Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｓｔａｉｎｉｎｇｕｓｉｎｇＣＫ１９ａｎｔｉｂｏｄｙ（ｒｅｄ）；Ｄ：ＣＫ１９ｓｔａｉｎｉｎｇ（ｒｅｄ）ｍｅｒｇｅｄ

ｗｉｔｈＧＦＰｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ．ＧＦＰ：Ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ．Ｓｃａｌｅ

ｂａｒ＝１００μｍ

２．３　ＤＤＣ诱导肝脏损伤模型的增生性小胆管中出现

ＧＦＰ＋细胞　对照组小鼠肝脏冰冻切片荧光显微镜观

察可见ＧＦＰ＋细胞分布在门管区（图４），ＧＦＰ＋胆管细

胞比例为（５３．６±４．８）％。ＤＤＣ喂养后小鼠肝脏ＨＥ

染色可见肝组织出现炎症细胞浸润，汇管区未成熟小

胆管数量增多（图５）；肝组织冰冻切片荧光显微镜观

察可见肝脏中出现增生性小胆管，其中含有ＧＦＰ＋细

胞，荧光强度较好，胆管结构完整，而检测胆管标志物

ＣＫ１９结果显示红色荧光与绿色荧光吻合度很好

（图６）。ＤＤＣ肝脏损伤模型组小鼠ＧＦＰ＋胆管细胞比

例为（６３．５±６．３）％，高于对照组（犘＜０．０５）。

图４　犇犇犆对照组小鼠肝脏中犌犉犘的表达

犉犻犵４　犌犉犘犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀犾犻狏犲狉狅犳犿犻犮犲犻狀犇犇犆犮狅狀狋狉狅犾犵狉狅狌狆

Ａ：ＮｕｃｌｅａｒｓｔａｉｎｉｎｇｗｉｔｈＤＡＰＩ（ｂｌｕｅ）；Ｂ：ＧＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒｏｆ

ｔｈｅｍｉｃｅｉｎＤＤＣｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＤＡＰＩｓｔａｉｎｉｎｇ（ｂｌｕｅ）ｍｅｒｇｅｄｗｉｔｈｔｈｅ

ＧＦＰ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ． ＤＤＣ： ３， ５Ｄｉｅｔｈｏｘｙｃａｒｂｏｎｙｌ１， ４

ｄｉｈｙｄｒｏｃｏｌｌｉｄｉｎｅ；ＧＦＰ：Ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ；ＤＡＰＩ：４’，６

Ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ．Ｓｃａｌｅｂａｒ＝１００μｍ

图５　犇犇犆肝脏损伤模型组小鼠的肝脏组织学改变（犎犈染色）

犉犻犵５　犎犻狊狋狅犾狅犵犻犮犪犾犮犺犪狀犵犲狊犻狀犾犻狏犲狉狅犳犇犇犆犻狀犱狌犮犲犱

犾犻狏犲狉犻狀犼狌狉狔犿狅狌狊犲犿狅犱犲犾（犎犈狊狋犪犻狀犻狀犵）

ＤＤＣ：３，５Ｄｉｅｔｈｏｘｙｃａｒｂｏｎｙｌ１，４ｄｉｈｙｄｒｏｃｏｌｌｉｄｉｎｅ．Ｒｅａｃｔｉｖｅｈｙｐｅｒｐｌａｓｔｉｃ

ｃｈａｎｇｅｓｗｅｒｅｆｏｕｎｄｉｎｂｉｌｉａｒｙｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｉｍｍａｔｕｒｅ

ｓｍａｌｌｂｉｌｅｄｕｃｔｓｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ（ｂｌｕｅａｒｒｏｗ）ａｎｄｇａｔｈｅｒｅｄａｒｏｕｎｄｔｈｅ

ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｓ．Ｓｃａｌｅｂａｒ＝１００μｍ
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图６　犇犇犆肝脏损伤模型组小鼠肝脏中

犌犉犘表达和犆犓１９免疫荧光染色

犉犻犵６　犌犉犘犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犪狀犱犆犓１９犻犿犿狌狀狅犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲犪狀犪犾狔狊犻狊

犻狀犾犻狏犲狉狅犳犇犇犆犻狀犱狌犮犲犱犾犻狏犲狉犻狀犼狌狉狔犿狅狌狊犲犿狅犱犲犾

Ａ：ＮｕｃｌｅａｒｓｔａｉｎｉｎｇｗｉｔｈＤＡＰＩ（ｂｌｕｅ）；Ｂ：ＧＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅ

ｌｉｖｅｒ ｏｆ ＤＤＣｉｎｄｕｃｅｄ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ； Ｃ：

ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｕｓｉｎｇＣＫ１９ａｎｔｉｂｏｄｙ（ｒｅｄ）；Ｄ：ＣＫ１９

ｓｔａｉｎｉｎｇ（ｒｅｄ）ｍｅｒｇｅｄｗｉｔｈｔｈｅＧＦＰｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ．ＤＤＣ：３，

５Ｄｉｅｔｈｏｘｙｃａｒｂｏｎｙｌ１，４ｄｉｈｙｄｒｏｃｏｌｌｉｄｉｎｅ；ＧＦＰ：Ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ

ｐｒｏｔｅｉｎ．Ｓｃａｌｅｂａｒ＝１００μｍ

２．４　ＣＣｌ４诱导的肝脏损伤模型中ＣＫ１９
＋细胞可

以分化为肝细胞　对照组小鼠肝脏冰冻切片荧

光显微镜观察可见ＧＦＰ＋细胞局限在门管区胆管

上皮周围，肝实质有极少量ＧＦＰ＋肝细胞（图７），

比例为（０．００８±０．００３）％。经ＣＣｌ４诱导肝细胞

损伤后，小鼠肝实质中ＧＦＰ＋肝细胞增多，占肝实

质细胞总量的（０．１５±０．０２）％，高于对照组

（犘＜０．０１），它们呈簇状分布在肝小叶内；免疫荧

光检测结果示ＧＦＰ＋细胞表达成熟肝细胞特异性

标志物ＡＬＢ（图８）。

图７　犆犆犾４对照组小鼠肝脏中犌犉犘的表达

犉犻犵７　犌犉犘犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀犾犻狏犲狉狅犳

犿犻犮犲犻狀犆犆犾４犮狅狀狋狉狅犾犵狉狅狌狆

Ａ：ＮｕｃｌｅａｒｓｔａｉｎｉｎｇｗｉｔｈＤＡＰＩ（ｂｌｕｅ）；Ｂ：ＧＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅ

ｌｉｖｅｒｏｆｔｈｅｍｉｃｅｉｎｔｈｅＣＣｌ４ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＤＡＰＩｓｔａｉｎｉｎｇ（ｂｌｕｅ）

ｍｅｒｇｅｄｗｉｔｈｔｈｅＧＦＰｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ．ＧＦＰ：Ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ

ｐｒｏｔｅｉｎ；ＤＡＰＩ：４’，６Ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ；ＣＣｌ４：Ｃａｒｂｏｎ

ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ．Ｓｃａｌｅｂａｒ＝１００μｍ

图８　犆犆犾４肝脏损伤模型组小鼠肝脏中

犌犉犘和犃犔犅的表达

犉犻犵８　犌犉犘犪狀犱犃犔犅犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀犾犻狏犲狉狅犳犆犆犾４犻狀犱狌犮犲犱

犾犻狏犲狉犻狀犼狌狉狔犿狅狌狊犲犿狅犱犲犾

Ａ：ＮｕｃｌｅａｒｓｔａｉｎｉｎｇｗｉｔｈＤＡＰＩ（ｂｌｕｅ）；Ｂ：ＧＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒｏｆ

ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ＣＣｌ４ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ； Ｃ：

ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｕｓｉｎｇＡＬＢａｎｔｉｂｏｄｙ（ｒｅｄ）；Ｄ：ＡＬＢｓｔａｉｎｉｎｇ

（ｒｅｄ）ｍｅｒｇｅｄ ｗｉｔｈｔｈｅ ＧＦＰｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ．ＣＣｌ４：Ｃａｒｂｏｎ

ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ；ＧＦＰ：Ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ；ＡＬＢ：Ａｌｂｕｍｉｎ；ＤＡＰＩ：

４’，６Ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ．Ｓｃａｌｅｂａｒ＝１００μｍ

３　讨　论

肝干细胞在普通生理情况下处于静息状态，并

不会发生增殖和分化［６］，所以肝干细胞的相关研究

往往需要借助肝脏损伤模型。有研究发现在啮齿动

物肝脏中存在卵圆细胞，这种细胞具有双向分化潜

能，既能分化为肝细胞［７９］，又能分化为胆管细

胞［１０１２］，而它们的出现又与肝脏损伤有关［１３］。目前

常被用来研究肝干细胞的动物模型主要有急性和慢

性肝损伤模型。急性肝损伤模型有以下几种：（１）肝

２／３切除模型
［１４］，能诱导肝再生；已有研究证明肝再

生过程中主要是肝细胞发挥作用［１１］，故该模型用来

进行肝干细胞研究比较困难，需要外源性给予药物

或基因打靶抑制肝细胞的自我更新，从而使干细胞

获得增殖优势。（２）ＣＣｌ４单次大剂量注射模型
［１５］，

其损伤肝脏的机制主要是参与自由基代谢，ＣＣｌ４进

入肝脏后能经Ｐ４５０催化激活产生过氧自由基，与细

胞膜上的磷脂反应使细胞膜和细胞器受损，还能通

过与肝内大分子蛋白质结合影响代谢［１６］。ＣＣｌ４主

要损伤肝细胞，能使肝细胞坏死并伴随明显的炎症

反应。常用的慢性肝损伤模型有ＤＤＣ饲料长期喂

养模型［１７］。研究发现ＤＤＣ肝脏损伤模型能够引起

原始小胆管细胞的持续增殖，即非典型性胆管细胞

·０４５·
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第５期．陆　炼，等．小鼠肝脏中细胞角蛋白１９阳性细胞的肝向分化特性

增殖（ＡＤＰ），胆管谱系的细胞在门静脉周围增殖形

成原始小管并修复受损的肝组织，ＡＤＰ起源于肝小

叶的门管区，之后向肝小叶扩散，分化成为肝细胞样

的细胞［１３］。本研究采用ＤＤＣ和ＣＣｌ４两种肝脏损伤

模型来研究ＣＫ１９＋细胞的分化情况。

Ｃｒｅ／ｌｏｘＰ介导的基因重组允许我们在胚胎发

育和组织再生期间进行基因功能和细胞谱系分

析［１８２０］。ＣＫ１９ＣｒｅＥＲＴ小鼠是在犆犓１９基因位点后面

加入与雌激素受体配体结合区融合的Ｃｒｅ重组酶所

构建的，正常情况下小鼠体内的Ｃｒｅ酶无法发挥活

性，摄入ＴＭ之后使其进入核内发挥作用。当没有

ＴＭ存在时只能在少于１％的胃肠上皮细胞中检测

到Ｃｒｅ酶活性，而在胰腺和肝脏的上皮样组织中完

全检测不到。腹腔注射ＴＭ能够诱导动物胰腺管、

肝内胆管、胃和肠道上皮细胞基因重组，并且重组程

度与注射的 ＴＭ 剂 量 成 正 比。有 研 究 表 明

ＣＫ１９ＣｒｅＥＲＴ小鼠在注射ＴＭ后能够使肠道干细胞被

Ｃｒｅ酶标记，并且其子代细胞也持续带有该标记
［２１］，

提示我们能够使用该小鼠进行肝脏等其他器官组织

干细胞的示踪研究。

犆犓１９基因编码一种中间丝蛋白
［２２］，该蛋白在

外胚层多种细胞中表达，并且持续表达至胚胎后期

和产后阶段［２２２５］。ＣＫ１９在成人胰腺腺管中高表

达［２６］，但在腺泡和胰岛中不表达［２７］。同样ＣＫ１９在

中间型肝胆细胞中高表达而在成熟肝细胞中不表

达［２８］。有研究提示胰腺腺管和中间型肝胆细胞可

能起到组织干细胞的功能，维持组织再生［２９３０］。

ＣＫ１９ＣｒｅＥＲＴ小鼠能够对这些表达ＣＫ１９的细胞进行

标记，并且在组织再生过程中显示这些细胞的命运。

但该品系小鼠自身不带有荧光标记，因此需要将它

与Ｒｏｓａ２６ＧＦＰ小鼠杂交得到ＣＫ１９ＣｒｅＥＲＴ／Ｒｏｓａ２６

ＧＦＰ小鼠，并在小鼠出生后８周经腹腔注射一定剂

量的ＴＭ诱导胞质中的Ｃｒｅ酶入核发挥作用，使小

鼠体内ＣＫ１９＋的细胞带上ＧＦＰ标记，从而直接行

荧光显微镜检测。

本研究首先利用Ｃ５７ＢＬ／６品系的ＣＫ１９ＣｒｅＥＲＴ小

鼠与 Ｒｓｏａ２６ＧＦＰ 小鼠杂交，获得 犆犓１９犆狉犲犈犚犜／

犚狅狊犪２６犌犉犘双转基因小鼠。在此基础上应用ＴＭ

实现了肝脏中ＣＫ１９＋细胞的稳定性遗传标记（即标

记上ＧＦＰ），进而采用肝脏组织冰冻切片结合免疫

荧光染色明确该标记细胞在肝脏中的空间定位为门

管区。随后，利用 ＣＫ１９＋ 细胞已被遗传标记的

ＣＫ１９ＣｒｅＥＲＴ／Ｒｏｓａ２６ＧＦＰ小鼠制备ＤＤＣ肝损伤模型

和ＣＣｌ４肝损伤模型，探讨肝脏中 ＧＦＰ所标记的

ＣＫ１９＋细胞的分化情况。ＤＤＣ肝损伤小鼠模型可

以发生胆管损伤，并可出现损伤修复，表现为胆管反

应的发生［１３］。ＣＣｌ４肝损伤的小鼠模型可以发生肝

细胞的损伤，并可出现肝细胞的修复［１５］。本研究成

功构建了基于ＣＫ１９ＣｒｅＥＲＴ／Ｒｏｓａ２６ＧＦＰ小鼠的ＤＤＣ

肝损伤模型和ＣＣｌ４肝损伤模型，并发现在ＤＤＣ损

伤模型小鼠中增生性小胆管内出现了ＧＦＰ＋细胞，

且这些ＧＦＰ＋细胞表达ＣＫ１９，表明存在于这些增生

性胆管中被标记的ＧＦＰ＋细胞即是ＣＫ１９＋细胞，也

提示基于ＧＦＰ的表达可以示踪肝脏中ＣＫ１９＋细胞

的分化去向；而在ＣＣｌ４肝损伤模型小鼠中发现，肝

小叶中存在ＧＦＰ＋细胞，且这些ＧＦＰ＋细胞表达成

熟肝细胞标志物ＡＬＢ，表明这些ＡＬＢ＋细胞来源于

谱系示踪标记的ＧＦＰ＋细胞，也提示谱系示踪标记

的ＧＦＰ＋细胞中存在有肝向分化潜能的细胞类型。

综上所述，小鼠肝脏内的ＣＫ１９＋细胞群体中存

在有具有肝向分化潜能的肝前体细胞，这一发现为

肝干细胞的识别鉴定提供了新线索。
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