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胰十二指肠同源盒基因１逆转录病毒表达载体的构建及其在肝干细胞
中的稳定表达

金彩霞１，２，李文林１，朱　吉１，田　棣１，张　南１，胡以平１

（１．第二军医大学基础医学部细胞生物学教研室，上海２００４３３；２．宁夏医学院医学遗传学与细胞生物学教研室，银川７５０００４）

［摘要］　目的：通过克隆胰十二指肠同源盒基因１（ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｄｕｏｄｅｎａｌｈｏｍｅｏｂｏｘ１，ＰＤＸ１），构建表达ＰＤＸ１的逆转录病毒

表达载体和稳定表达ＰＤＸ１的肝原始细胞系（ｌｉｖｅｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，ＬＥＰＣｓ），以研究肝干细胞向胰腺细胞的转分化

潜能。方法：通过ＰＣＲ方法克隆ＰＤＸ１基因全长，将其构建到ｐＭＳＣＶｐｕｒｏ逆转录病毒载体中获得ｐＭＳＣＶＰＤＸ１ｐｕｒｏ载

体。将该载体导入Ｐｈｏｅｎｉｘ包装细胞系，进而采用乒乓转染的方法感染包装细胞ＰＴ６７，获得高滴度稳定产毒的ＰＴ６７细胞系。

结果：成功构建了ｐＭＳＣＶＰＤＸ１ｐｕｒｏ载体，并转染ＰＴ６７细胞。利用ＰＴ６７细胞系产生的病毒上清可以高效的感染体外培

养的肝干细胞ＬＥＰＣｓ，获得稳定表达ＰＤＸ１基因的ＬＥＰＣｓ（ＬＥＰＣｓＰＤＸ１）。结论：ＰＤＸ１逆转录病毒表达载体的成功构建

和稳定表达ＰＤＸ１的肝干细胞系的获得为研究ＬＥＰＣｓ向胰腺细胞的转分化奠定了基础。
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　　胰十二指肠同源盒基因１（ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｄｕｏｄｅｎａｌ
ｈｏｍｅｏｂｏｘ１ｇｅｎｅ，ＰＤＸ１）又称为胰岛十二指肠同源
盒１（ｉｓｌｅｔｄｕｏｄｅｎｕｍｈｏｍｅｏｂｏｘ１，ＩＤＸ１）、胰岛素启
动子因子１（ｉｎｓｕｌｉｎｐｒｏｍｏｔｅｒｆａｃｔｏｒ１，ＩＰＦ１）、生长抑
素转录活化因子１（ｓｏｍａｔｏｓｔａｔｉｎｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ
１，ＳＴＦ１）及葡萄糖敏感因子（ｇｌｕｃｏｓｅｓｅｎｓｉｔｉｖｅｆａｃｔｏｒ，

ＧＳＦ）等，是同源盒家族中的一员。近些年被认为是
胰岛内分泌细胞群发育和分化的主要调控基因［１］，目
前的一些研究结果显示ＰＤＸ１在肝细胞中的异位表
达可以实现肝脏细胞向胰腺细胞的转分化［２］。本研
究构建了ＰＤＸ１的逆转病毒载体并利用逆转病毒将

ＰＤＸ１基因导入肝原始细胞系（ｌｉｖｅｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎ
ｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，ＬＥＰＣｓ），研究稳定表达ＰＤＸ１的ＬＥＰＣｓ向

胰腺细胞的转分化潜能。

１　材料和方法

１．１　主要试剂和材料　ｄＮＴＰ、Ｔａｑｐｌｕｓ酶、ｐＵＣ
ｍＴ载体、ＵＮＩＱ１０柱式总 ＲＮＡ抽提试剂盒购自

Ｓａｎｇｏｎ公司；限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶和预
染蛋白ｍａｒｋｅｒ购自ＭＢＩＦｅｒｍｅｎｔａｓ公司；超纯质粒
抽提试剂盒、胶回收试剂盒购自 Ｖｇｅｎｅ公司，质粒
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大抽试剂盒购自Ｑｉａｇｅｎ公司；ＭＭＬＶ逆转录酶购
自 Ｐｒｏｍｅｇａ；Ｆｕｇｅｎｅ６ 购自 Ｒｏｃｈｅ公司；Ｇ４１８、

ＤＭＥＭ高糖培养基均购自Ｇｉｂｃｏ公司，胎牛血清购
自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；ＰＤＸ１兔抗鼠一抗购自Ｃｈｅｍｉｃｏｎ
公司（ＬｏｔＮＯ：２５０１０７５７）；辣根过氧化物酶标记的
二 抗 （羊 抗 兔）购 自 Ｓｉｇｍａ 公 司 （Ｌｏｔ ＮＯ：

０３４Ｋ４８３６）；细胞系ＬＥＰＣｓ由本实验室建立［３］；逆
转录病毒包装细胞系ＰｈｏｅｎｉｘＥ由长海医院血液科
王健民教授赠送；逆转录病毒载体ｐＭＳＣＶｐｕｒｏ、逆
转录病毒包装细胞系ＰＴ６７细胞、大肠杆菌 ＤＨ５α
均由本室保存。

１．２　ｐＭＳＣＶＰＤＸ１ｐｕｒｏ载体的构建　利用ＰＣＲ法
从本实验室构建的ｐＥＧＦＰＰＤＸ１Ｃ１［４］中扩增ＰＤＸ１
ｃＤＮＡ，引物为５′ＣＣＣＡＧＡ ＴＣＴＣＣＧ ＧＣＴ ＧＣＣ
ＡＣＣＡＴＧ３′和５′ＡＣＣＣＴＣＧＡＧＣＴＧＣＴＧＴＣＣ
ＴＣＡＣＣＧ３′。ＰＣＲ反应采用５０μｌ体系，含上下游引
物各０．５μｌ、ｄＮＴＰ１００μｍｏｌ／Ｌ、Ｔａｑ酶０．５μｌ，循环
条件为９４℃３０ｓ，６０℃６０ｓ，７２℃６０ｓ。目的片段为

８８５ｂｐ并经测序验证。将ＰＣＲ产物用ＢｇｌⅡ和ＸｈｏⅠ
双酶切，得ＰＤＸ１片段；将ｐＭＳＣＶｐｕｒｏ载体用ＢｇｌⅡ
和ＸｈｏⅠ双酶切，得载体的骨架片段。将载体的骨架
片段和ＰＤＸ１片段用 Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接后得到

ｐＭＳＣＶＰＤＸ１ｐｕｒｏ载体。

１．３　乒乓转染法获得高滴度的ｐＭＳＣＶＰＤＸ１ｐｕ
ｒｏ稳定产毒ＰＴ６７细胞系　将ＰｈｏｅｎｉｘＥ细胞接种
于直径为６０ｍｍ细胞培养皿中，待生长至大约５０％
融合时，用Ｆｕｎｇｅｎｅ６转染试剂将ｐＭＳＣＶＰＤＸ１

ｐｕｒｏ质粒导入Ｐｈｏｅｎｉｘ细胞。转染后１２ｈ换新鲜
培养基，４８ｈ后收获培养基，０．４５μｍ滤膜过滤后得
到含病毒上清。用含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基

１３稀释病毒上清，添加终浓度为４μｇ／ｍｌ的Ｐｏｌｙ
ｂｒｅｎｅ后感染６０ｍｍ平皿中处于对数生长期的逆转录
病毒包装细胞系ＰＴ６７。感染后１２ｈ换新鲜培养基继
续培养１２ｈ，重复上述感染过程１次。再培养２４ｈ后
向培养基中添加终浓度为４μｇ／ｍｌ的嘌呤霉素筛选２
周得到稳定产毒细胞系，扩增并冻存。

１．４　感染ＬＥＰＣｓ细胞　如上所述收获ＰＴ６７细胞
产毒上清，用含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基１

３稀释并添加终浓度４μｇ／ｍｌ的Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ后感染

６０ｍｍ平皿中处于对数生长期的ＬＥＰＣｓ细胞。１２
ｈ后更换新鲜培养基，４８ｈ后向培养基中添加终浓
度为４μｇ／ｍｌ的嘌呤霉素筛选２周得到稳定转染的
细胞，命名为ＬＥＰＣｓＰＤＸ１，扩增并冻存。

１．５　ＲＴＰＣＲ检测ＰＤＸ１在ＬＥＰＣｓ细胞中的表
达　ＵＮＩＱ１０柱式总ＲＮＡ抽提试剂盒抽取稳定转

染了 ＰＤＸ１基因的 ＬＥＰＣｓ总 ＲＮＡ，总 ＲＮＡ 经

ＤＮａｓｅⅠ在３７℃消化１ｈ以去除可能污染的痕量基
因组ＤＮＡ，取２μｇＲＮＡ以ＯｌｉｇｏｄＴ１８为引物用 Ｍ
ＭＬＶ逆转录酶进行逆转录。取２μｌ逆转录产物进
行ＲＴＰＣＲ检测ＰＤＸ１的表达，上游引物５′ＣＣＴ
ＣＣＡＣＣＡＣＣＡＣＣＴＴＣＣＡＧ３′；下游引物５′
ＣＣＧＡＧＧＴＣＡＣＣＧＣＡＣＡＡＴＣＴ３′。ＰＣＲ反
应采用５０μｌ体系，含上下游引物各０．４μｌ、ｄＮＴＰ
１００μｍｏｌ／Ｌ、Ｔａｑ酶０．５μｌ，循环条件为９４℃４０ｓ，

６１℃５０ｓ，７２℃９０ｓ，扩增片段为４５２ｂｐ。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测ＰＤＸ１在ＬＥＰＣｓ细胞中的
表达 　ＬＥＰＣｓ 及 稳 定 转 染 ＰＤＸ１ 的 ＬＥＰＣｓ
（ＬＥＰＣｓＰＤＸ１），用ＰＢＳ（ｐＨ７．４）洗３次，细胞刮
刮取细胞，１０００×ｇ离心５ｍｉｎ弃上清。沉淀的细
胞加１００μｌ缓冲液 Ａ［１０ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳＮａＯＨ
（ｐＨ７．８），１５ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，１ｍｍｏｌ／Ｌ ＭｇＣｌ２，ｌ

μｇ／ｍｌＬｅｕｐｅｐｔｉｎ，０．１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＤＴＴ，１ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ］，混悬，置于冰上１５ｍｉｎ，再
加１０％ ＮＰ４０１０μｌ，涡动１０ｓ。１００００×ｇ离心２０
ｓ，仔细弃全部上清，加１００μｌ缓冲液Ｂ［２０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＨＥＰＥＳＮａＯＨ（ｐＨ７．９），１．５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，０．４２
ｍｏｌ／Ｌ ＮａＣｌ，０．２ ｍｍｏｌ／Ｌ ＥＤＴＡ，０．５ ｍｍｏｌ／Ｌ
ＤＴＴ，０．５ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ，２５％甘油，１μｇ／ｍｌＬｅｕ

ｐｅｐｔｉｎ］，混 悬，冰 浴 ３０ ｍｉｎ，间 以 搅 拌。４℃，

１２０００×ｇ离心４ｍｉｎ，吸取上清，分装，Ｂｒａｄｆｏｒｄ法
测定蛋白浓度后－７０℃保存［５］。从上述制备的样品
中分别取出１５０μｇ的核蛋白，用１２％的ＳＤＳＰＡＧＥ
在室温８０ｍＡ条件下电泳，电泳至分离胶时，将电流
增加到１５０ｍＡ。电泳完成后，室温３０ｍＡ、４ｈ将蛋
白质从ＳＤＳＰＡＧＥ上转移至硝酸纤维素（ＮＣ）膜上。
转移完成后ＰＢＳ（ｐＨ７．４）漂洗转好的ＮＣ膜３次，每
次５ｍｉｎ，用ＰＢＳ（含０．２％Ｔｗｅｅｎ２０）配制的１０％脱脂
牛奶４℃封闭过夜；然后ＰＢＳ漂洗３次，每次５ｍ；室
温下将ＮＣ膜与抗ＰＤＸ１抗体（１５０００）温浴１ｈ，用

ＰＢＳ漂洗３次，每次５ｍｉｎ；加辣根过氧化物酶标记的
二抗（１１０００）温浴１ｈ后，ＰＢＳ漂洗３次，每次５
ｍｉｎ；然后与ＥＣＬ试剂反应约５ｍｉｎ后，在暗室中进行

Ｘ光胶片的曝光、显影和定影。

２　结　果

２．１　ｐＭＳＣＶＰＤＸ１ｐｕｒｏ病毒载体的包装和目的
细胞的感染　构建的ｐＭＳＣＶＰＤＸ１ｐｕｒｏ载体经

ＢｇｌⅡ和ＸｈｏⅠ双酶切鉴定，酶切片段为８８５ｂｐ和

６３００ｂｐ与预期相符（结果见图１），测序结果表明

ＰＤＸ１全序列没有发生突变（结果未显示）。
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图１　ｐＭＳＣＶＰＤＸ１ｐｕｒｏ载体酶切鉴定

Ｆｉｇ１　Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｖｅｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｌａｓｍｉｄｓｐＭＳＣＶＰＤＸ１ｐｕｒｏ
Ｍ：λＤＮＡＥｃｏＲⅠ／ＨｉｎｄⅢ ｍａｒｋｅｒ；１：ｐＭＳＣＶＰＤＸ１ｐｕｒｏｐｌａｓｍｉｄ；

２：ｐＭＳＣＶＰＤＸ１ｐｕｒｏｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈＢｇｌⅡ ａｎｄＸｈｏⅠ，ｆｒａｇｍｅｎｔ

ａｒｅ６３００ｂｐａｎｄ８８５ｂｐ

２．２　ＲＴＰＣＲ检测ＰＤＸ１在ＬＥＰＣｓＰＤＸ１细胞
中的表达　经ＲＴＰＣＲ分析表明用含有ＰＤＸ１表
达框架的逆转录病毒感染ＬＥＰＣｓ后，ＬＥＰＣｓ细胞
在ｍＲＮＡ水平稳定表达ＰＤＸ１基因（结果见图２）。

图２　ＲＴＰＣＲ检测ＰＤＸ１基因在

ＬＥＰＣｓＰＤＸ１中的表达

Ｆｉｇ２　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｄｘ１ｍＲＮＡｉｎ

ＬＥＰＣｓＰＤＸ１ｂｙＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓ
Ｍ：ｐＵＣＭｉｘｍａｒｋｅｒ；１：Ｐａｎｃｒｅａｓｓａｍｐｌｅｕｓｅｄａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；

２：Ｗａｔｅｒ；３：ＲＮＡｓａｍｐｌｅｗｉｔｈｏｕｔｒｅｔｒｏｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ；４：ｃＤＮＡｏｆ

ＬＥＰＣｓＰＤＸ１ｃｅｌｌｓ

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测ＰＤＸ１在 ＬＥＰＣｓＰＤＸ１
细胞中的表达　结果表明用含有ＰＤＸ１表达框架
的逆转录病毒感染ＬＥＰＣｓ后，ＬＥＰＣｓＰＤＸ１细胞
在蛋白水平可以稳定表达ＰＤＸ１基因（结果见图

３）。　　　　

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测ＬＥＰＣｓＰＤＸ１中

ＰＤＸ１蛋白的表达

Ｆｉｇ３　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＰＤＸ１

ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＬＥＰＣｓＰＤＸ１
Ｎｕｃｌｅａｒｅｘｔｒａｃｔｓ（１５０μｇｐｒｏｔｅｉｎ）ｆｒｏｍｐａｎｃｒｅａｓｔｉｓｓｕｅ，ｒｅｔｒｏｖｉｒａｌｔｒａｎｓ

ｆｅｃｔｅｄＬＥＰＣｓａｎｄＬＥＰＣｓ．１：Ｐｒｅｓｔａｉｎｅｄｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒ；

２：Ｐａｎｃｒｅａｓｔｉｓｓｕｅ；３：ＬＥＰＣｓＰＤＸ１ｃｅｌｌｓ；４：ＬＥＰＣｓ

３　讨　论

　　肝脏细胞和胰腺细胞间转分化的研究是基于对
目前世界上大约１亿５千万糖尿病患者的治疗问题
而引发的一个研究热点。Ｔｏｓｈ实验室报道了在肝
脏中表达ＰＤＸ１同源基因的转基因爪蟾蝌蚪中可
以发生肝脏向胰腺转分化［６］，随后此实验室又通过
试验进一步证实了人肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２在高表达

ＰＤＸ１后可以向胰腺细胞发生转分化［７］。而Ｆｅｒｂｅｒ
实验室发现表达大鼠ＰＤＸ１的重组腺病毒转染肝
细胞后可以诱导体内肝细胞分泌胰岛素，并可以降
低链脲霉素处理后小鼠的血糖水平［２］。Ｅｆｒａｔ实验
室用表达ＰＤＸ１的逆转录病毒感染人胎肝干细胞
也可以将肝干细胞诱导为可以分泌胰岛素的细

胞［８］。对于此类由肝细胞转分化而来的具有胰腺Ｂ
细胞表型和部分功能的细胞是否对临床糖尿病患者

具有治疗效果尚有待进一步的研究证实。

　　本研究利用逆转录病毒将外源基因ＰＤＸ１稳定导
入到本实验室建立的肝原始细胞系ＬＥＰＣｓ中，筛选获
得稳定表达ＰＤＸ１的ＬＥＰＣｓＰＤＸ１细胞，ＲＴＰＣＲ和

Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分别在ｍＲＮＡ水平和蛋白质水平证实了

ＰＤＸ１的表达。本实验室构建的ＬＥＰＣｓ已证实具有分
化为肝细胞和胆管上皮细胞的双向潜能［３］，ＬＥＰＣｓ
ＰＤＸ１细胞系的建立为进一步研究ＬＥＰＣｓ向胰腺细胞
的转分化及其转分化过程的分子机制奠定了基础。
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