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［摘要］　目的：观察不同浓度丁酸钠对大鼠肝卵圆细胞系 ＷＢＦ３４４细胞生长、分化的影响，探讨丁酸钠体外诱导 ＷＢＦ３４４细

胞分化为胆管上皮细胞的条件及分化规律。方法：不同浓度丁酸钠（０．７５、２．２５、３．７５、４．５ｍｍｏｌ／Ｌ）作用于 ＷＢＦ３４４细胞（丁

酸钠处理组），观察细胞形态学的变化，ＭＴＴ法检测细胞生长情况，３．７５ｍｍｏｌ／Ｌ丁酸钠作用 ＷＢＦ３４４细胞后，免疫组化观察

细胞角蛋白１９（ＣＫ１９）蛋白表达的变化；ＲＴＰＣＲ观察ＣＫ１９、β４整合蛋白、γ谷胺酰转肽酶（ＧＧＴ）以及甲胎蛋白（ＡＦＰ）、白蛋

白（ＡＬＢ）ｍＲＮＡ表达的变化。以同期常规培养未作处理的 ＷＢＦ３４４细胞作为空白对照组。结果：丁酸钠处理后，各组 ＷＢ

Ｆ３４４细胞生长均受到抑制，３．７５、４．５ｍｍｏｌ／Ｌ丁酸钠处理组光密度值明显低于空白对照组（Ｐ＜０．０１），而０．７５、２．２５ｍｍｏｌ／Ｌ
组与空白对照组无明显差异；３．７５、４．５ｍｍｏｌ／Ｌ丁酸钠诱导后细胞变大变圆，细胞核增大，核质比减小，而０．７５、２．２５ｍｍｏｌ／Ｌ
组细胞形态无显著变化。３．７５ｍｍｏｌ／Ｌ丁酸钠处理组 ＷＢＦ３４４细胞ＣＫ１９阳性率为（９２．３±１．１）％，明显高于空白对照组

（１．３±０．２）％（Ｐ＜０．０１）。３．７５ｍｍｏｌ／Ｌ丁酸钠处理组可见β４ｉｎｔｅｇｒｉｎ表达，而空白对照组未见表达；ＧＧＴ、ＣＫ１９表达较空白

对照组增强；空白对照组见ＡＦＰ表达，而３．７５ｍｍｏｌ／Ｌ丁酸钠处理组未见表达；ＡＬＢ在两组均未见表达。结论：３．７５ｍｍｏｌ／

Ｌ丁酸钠适合体外诱导大鼠肝卵圆细胞系 ＷＢＦ３４４细胞向胆管上皮细胞分化。

［关键词］　ＷＢＦ３４４细胞；丁酸钠；胆管；上皮细胞；细胞分化

［中图分类号］　Ｒ３２９．２１　　　［文献标识码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２００７）０１００３２０４

ＳｏｄｉｕｍｂｕｔｙｒａｔｅｉｎｄｕｃｅｓｒａｔｌｉｖｅｒｏｖａｌｃｅｌｌｓＷＢＦ３４４ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｎｇｉｎｔｏｂｉｌｌｉａｒｙｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍｃｅｌｌｓｉｎｖｉｔｒｏ

ＴＡＮＧＱｉｎｇｈｅ１，ＹＡＮＧ Ｗｅｎ２，ＴＡＮ Ｙｅｘｉｏｎｇ２，ＺＨＯＵ Ｗｅｉｐｉｎｇ１ （１．Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆ ＨｅｐａｔｉｃＳｕｒｇｅｒｙ Ⅲ，Ｅａｓｔｅｒｎ

ＨｅｐａｔｏｂｉｌｉａｒｙＳｕｒｇｅｒｙＨｏｓｐｉｔａｌ，ＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００４３８，Ｃｈｉｎａ；２．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＣｏｏｐｅｒａｔｉｏｎ

ＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｎＳｉｇｎａｌＴｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ，ＥａｓｔｅｒｎＨｅｐａｔｏｂｉｌｉａｒｙＳｕｒｇｅｒｙＩｎｓｔｉｔｕｔｅ）

［ＡＢＳＴＲＡＣＴ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｓｏｄｉｕｍｂｕｔｙｔａｔｅ（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ）ｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

ｏｆｒａｔｌｉｖｅｒｏｖａｌｃｅｌｌｌｉｎｅ ＷＢＦ３４４，ａｎｄｔｏｄｉｓｃｕｓｓｔｈｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓａｎｄｒｕｌｅｓｆｏｒｓｏｄｉｕｍ ｂｕｔｙｒａｔｅｉｎｄｕｃｄ ＷＢＦ３４４ｃｅｌｌｓ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎｔｏｂｉｌｉａｒｙｌｉｎｅａｇｅｉｎｖｉｔｒｏ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：ＷＢＦ３４４ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｓｏｄｉｕｍｂｕｔｙｒａｔｅ（０．７５，２．２５，３．７５，４．５

ｍｍｏｌ／Ｌ）ａｎｄｔｈｅｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈａｎｄｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄ；ｒｏｕｔｉｎｅｌｙｃｕｌｔｕｒｅｄ ＷＢＦ３４４ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔａｋｅｎａｓ

ｃｏｎｔｒｏｌ．ＴｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆＣＫ１９ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｅｒｅｅｘａｍｉｎｅｄｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｌｙａｆｔｅｒＷＢＦ２４４ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ

３．７５％ｓｏｄｉｕｍｂｕｔｙｒａｔｅ；ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃｍａｒｋｅｒｓ，ｓｕｃｈａｓγｇｌｕｔａｍｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（ＧＧＴ），β４ｉｎｔｅｇｒｉｎ，ＣＫ１９，

ＡＦＰａｎｄＡＬＢａｔｍＲＮＡｌｅｖｅｌｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＲＴＰＣＲ．ＵｎｔｒｅａｔｅｄＷＢＦ３４４ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｕｓｅｄａｓｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｗｅ

ｆｏｕｎｄｔｈａｔｓｏｄｉｕｍｂｕｔｙｒａｔｅｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆＷＢＦ３４４ｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｉｅｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎ３．７５ａｎｄ

４．５ｍｍｏｌ／Ｌｇｒｏｕｐｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈａｔｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）；ｂｕｔｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗａｓｆｏｕｎｄｂｅｔｗｅｅｎ０．７５，

２．２５ｍｍｏｌ／Ｌｇｒｏｕｐｓｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ＷＢＦ３４４ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ３．７５，４．５ｍｍｏｌ／Ｌｓｏｄｉｕｍｂｕｔｙｒａｔｅｂｅｃａｍｅｌａｒｇｅｒａｎｄ

ｒｏｕｎｄ，ｗｉｔｈｉｎｃｒｅａｓｅｄｎｕｃｌｅｉａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｄｎｕｃｌｅｕｓｔｏｃｙｔｏｐｌａｓｍｒａｔｉｏ；ｔｈｏｓｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ０．７５，２．２５ｍｍｏｌ／Ｌｈａｄｎｏｏｂｖｉｏｕｓ

ｃｈａｎｇｅｓ．ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｓｏｄｉｕｍｂｕｔｙｒａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄＣＫ１９ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（［９２．３±１．１］％ｖｓ［１．３±０．２］％ ，Ｐ＜０．０１）．ＲＴＰＣＲｓｈｏｗｅｄｉｎｃｒｅａｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆβ４ｉｎｔｅｇｒｉｎｉｎｓｏｄｉｕｍ

ｂｕｔｙｒａｔｅｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐｓ，ｂｕｔｎｏｔｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＧＴａｎｄＣＫ１９ｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

Ａｌｐｈａｆｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎ（ＡＦＰ）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｂｕｔｎｏｔｉｎｓｏｄｉｕｍｂｕｔｙｒａｔｅｔｒｅａｔｅｄｃｅｌｌｓ．Ａｌｂｕｍｉｎ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎｔｈｅ２ｇｒｏｕｐｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｓｏｄｉｕｍｂｕｔｙｒａｔｅａｔ３．７５ｍｍｏｌ／ＬｉｓｓｕｉｔａｂｌｅｆｏｒｉｎｄｕｃｉｎｇＷＢＦ３４４

ｃｅｌｌｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｉｎｔｏｔｈｅｂｉｌｉａｒｙｌｉｎｅａｇｅｉｎｖｉｔｒｏ．
［ＫＥＹＷＯＲＤＳ］　ＷＢＦ３４４ｃｅｌｌｓ；ｓｏｄｉｕｍｂｕｔｙｒａｔｅ；ｂｉｌｅｄｕｃｔｓ；ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ；ｃｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００７，２８（１）：３２３５］
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　　肝卵圆细胞被认为是肝脏中的前体细胞，大量
研究［１］认为它能够在肝脏严重受损、肝细胞增殖受
抑制的情况下被活化，通过增殖、分化而产生成熟的
肝细胞和胆管上皮细胞，重建受损的肝组织。目前，

关于卵圆细胞分化机制的研究大多依赖于体外分化
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模型。已有研究［２４］证实体外肝卵圆细胞可诱导分

化为成熟肝细胞，但关于其诱导分化为胆管上皮细
胞的报道还较少。丁酸钠是目前干细胞分化过程中
广泛使用的一种分化刺激剂，有研究［５］发现其可以

体外诱导大鼠胚胎干细胞表达部分胆管上皮细胞标

记物。本研究观察不同浓度丁酸钠对大鼠肝卵圆细
胞系 ＷＢＦ３４４细胞的分化刺激作用，初步探讨具体
的诱导条件和分化规律，为后续研究奠定基础。

１　材料和方法

１．１　材料和试剂　大鼠 ＷＢＦ３３４肝卵圆细胞系由
中国医学科学院药理所韩锐教授惠赠。ＴＲＩｚｏｌＲＮＡ
抽提试剂盒，ＲＴＰＣＲ试剂盒购自Ｇｉｂｃｏ公司；丁酸
钠、ＤＭＥＭ细胞培养液购自Ｓｉｇｍａ公司；胎牛血清购
自杭州四季青生物公司；０．０５％胰蛋白酶ＥＤＴＡ 购
自Ｇｉｂｃｏ公司；免疫组化ＤＡＫＯＥｎＶｉｓｉｏｎＳｙｓｔｅｍ，细
胞角蛋白１９（ＣＫ１９）小鼠单克隆抗体购自美国ＤＡＫＯ
公司；ＳＰ９００２免疫组化试剂盒、ＤＡＢ试剂盒及ＰＢＳ
缓冲液购于北京中山生物技术有限公司；ＲＴＰＣＲ所
用引物由上海申能博彩公司合成。

１．２　不同浓度丁酸钠对 ＷＢＦ３４４细胞影响

１．２．１　ＷＢＦ３４４细胞的形态学观察　按１×１０３／
孔的密度将 ＷＢ细胞接种于６孔板，含１０％胎牛血
清的ＤＭＥＭ，在３７℃，体积分数５％ＣＯ２条件下培
养。待细胞贴壁后按梯度分别加入０．７５、２．２５、

３．７５、４．５ｍｍｏｌ／Ｌ丁酸钠，每日在相差显微镜下观
察细胞的增殖和形态变化。

１．２．２　ＷＢＦ３４４细胞生长曲线的绘制　按５×
１０２／孔的密度将 ＷＢ细胞接种于９６孔板内。待细
胞贴壁后换成正常培养基和分别含０．７５、２．２５、

３．７５、４．５ｍｍｏｌ／Ｌ丁酸钠的培养基，每组细胞做６
个复孔，培养基体积２００μｌ／孔。分别于０、１、２、３、４、

５ｄ取出培养板，每孔加入四甲基偶氮唑盐溶液
（ＭＴＴ，５ｍｇ／ｍｌ）２０μｌ，３７℃，继续孵育４ｈ，终止培
养，吸取孔中的培养上清液后，向每孔中加入２００μｌ
二甲亚砜，震荡１０ｍｉｎ，于酶联仪４９０ｎｍ波长处测
定各孔光密度值（Ｄ），计算平均值，以时间为横轴，
光密度值为纵轴绘制各组细胞生长曲线。

１．３　丁酸钠诱导后 ＷＢＦ３４４细胞ＣＫ１９蛋白的表
达　将高压消毒后的盖玻片置于紫外灯下照射２ｈ，
置于６孔板底，按上述密度接种 ＷＢＦ３４４细胞于６
孔板内，加入３．７５ｍｍｏｌ／Ｌ丁酸钠。５ｄ后取出盖
玻片，以未作处理的同期 ＷＢＦ３４４细胞作为对照，２
组随机取出５张盖玻片，生理盐水漂洗，甲醇／丙酮
（１１）固定过夜，ＰＢＳ浸泡、清洗后加抗ＣＫ１９单克

隆抗体（１１００稀释）放湿盒中４℃ 冰箱过夜。ＰＢＳ
清洗后再加ＥｎＶｉｓｏｎ标记的二抗，加ＤＡＢ复合物
显色，无水乙醇脱水，二甲苯透明，中性树胶封片。
阳性对照为正常大鼠肝脏ＣＫ１９阳性片，阴性对照
为ＰＢＳ缓冲液代替一抗。采用双盲法于光学显微
镜下观察，每个切片高倍镜下取５个视野，共５０个
视野。观察各视野内细胞胞质色泽，阳性判断结果
为细胞质呈棕褐色，细胞核紫蓝色；阴性判断结果为
胞质无着色。分别计算阳性细胞所占各个视野总细
胞数目的百分比，取平均值进行比较。

１．４　 ＲＴＰＣＲ检测丁酸钠诱导后 ＷＢＦ３４４细胞
标记物的表达

１．４．１　总ＲＮＡ的抽提　收集诱导培养５ｄ的 ＷＢ
Ｆ３４４细胞，加入 ＴＲＩｚｏｌ试剂，移入无 ＲＮＡ 酶的

１．５ｍｌＥｐｐｅｎｄｏｒｆ管中。ＲＮＡ提取方法按说明书
进行。提取的ＲＮＡ用３０μｌＤＥＰＣＨ２Ｏ稀释，并用
紫外分光光度计测定并计算Ｄ２６０／Ｄ２８０值，确定ＲＮＡ
纯度及含量。实验重复３次，每次做复管。取同期
未做处理的 ＷＢＦ３４４细胞作为空白对照。

１．４．２　引物设计　根据 ＧｅｎＢａｎｋ序列设计引物，
交由上海申能博彩公司合成。具体序列如下，ＣＫ
１９：上游５′ＧＡＧＣＴＧＧＡＧＧＴＧＡＡＧＡＴＴＣＧ
３′，下游５′ＧＣＴＡＧＧＴＣＡＡＴＧＣＣＴＧＧＴＧＴ
３′，扩增 产 物 ４１９ｂｐ；β４ｉｎｔｅｇｒｉｎ：上 游 ５′ＧＧＡ
ＡＡＴＡＣＴ ＧＴＧＣＣＴ ＧＣＴ ＧＣ３′，下游 ５′ＧＴＧ
ＡＴＧＴＴＴＡＣＣＡＧＧＣＧＴＣＧ３′，扩增产物６８９
ｂｐ；γ谷胺酰转肽酶（ＧＧＴ）：上游５′ＧＧＣＴＴＧＴＴＧ
ＡＣＣＴＴＧＧＧＣＡＴＣＴＧ３′，下游５′ＣＣＡＧＣＡＣＣＡ
ＧＡＡＡＣＣＧＡＴＴＣＴＴＣＡＴ３′，扩增产物９１９ｂｐ；白
蛋白（ＡＬＢ）：上游５′ＡＡＧＧＣＡＣＣＣＣＧＡＴＴＡＣＴＣ
ＣＧ３′，下游５′ＧＣＣＡＣＴＡＣＣＣＡＣＴＧＡＡＧＣＧＴ
３′，扩增产物６０８ｂｐ；甲胎蛋白（ＡＦＰ）：上游５′ＣＡＧ
ＴＧＡＧＧＡＧＡＡＡＣＧＧＴＣＣＧ３′，下游５′ＣＣＧＧＣＴ
ＣＧＧＧＡＴＧＴＣＴＧＧＴＡ３′，扩增产物２５２ｂｐ。βａｃ
ｔｉｎ：上游５′ＴＧＧＧＣＣＧＣＴＣＴＡ ＧＧＣＡＣＣＡ３′，下
游５′ＴＧＧＣＣＴＴＡＧＧＧＴＴＣＡＧＧＧＧ３′，扩增产
物２４０ｂｐ。

１．４．３　ＰＣＲ反应及条件　ＰＣＲ的总体系为５０μｌ：

１０×缓冲液５μｌ、１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ１μｌ、２μｌ反转
录产物、模板上游引物１μｌ、下游引物１μｌ，加水稀
释至５０μｌ，Ｔａｑ酶０．５μｌ，βａｃｔｉｎ作内参照。反应
条件：９４℃变性１ｍｉｎ，５８℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸

１ｍｉｎ；３５个循环终末７２℃延伸１０ｍｉｎ。电泳ＰＣＲ
产物用１．０％琼脂糖胶电泳分析。ＧＤＳ８０００凝胶
成像系统成像，Ｇｅｌｗｏｒｋｓ１Ｄ软件分析。
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１．５　统计学处理　实验结果用珚ｘ±ｓ表示，采用

ＳＡＳ软件包进行ｔ检验。

２　结　果

２．１　不同浓度丁酸钠对 ＷＢＦ３４４细胞形态学及增
殖的影响

２．１．１　不同浓度丁酸钠作用后 ＷＢＦ３４４细胞形态
的变化　与空白对照组（图１Ａ）相比，处理组中

０．７５、２．２５ｍｍｏｌ／Ｌ丁酸钠处理后细胞表型变化不
明显（图１Ｂ）；３．７５、４．５ｍｍｏｌ／Ｌ的丁酸钠可诱导

ＷＢＦ３４４细胞出现明显的表型改变，处理１ｄ后相
差显微镜显示 ＷＢＦ３４４细胞形态变平，铺展面积增
大，生长减慢，细胞核变大，核质比减小，５ｄ基本上
见不到原始状态的 ＷＢＦ３４４细胞（图１Ｃ）；但４．５
ｍｍｏｌ／Ｌ丁酸钠处理组细胞生长状况不佳，折光性
弱，边界模糊，较多细胞脱壁死亡（图１Ｄ）。

图１　不同浓度丁酸钠对 ＷＢＦ３４４细胞形态学的影响

Ｆｉｇ１　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｓｏｄｉｕｍｂｕｔｙｒａｔｅｏｎｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＷＢＦ３４４ｃｅｌｌｓ（×２００）

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：２．２５ｍｍｏｌ／Ｌｓｏｄｉｕｍｂｕｔｙｒａｔｅｔｒｅａｔｅｄｆｏｒ５ｄ；Ｃ：３．７５ｍｍｏｌ／Ｌｓｏｄｉｕｍｂｕｔｙｒａｔｅｔｒｅａｔｅｄｆｏｒ５ｄ；Ｄ：４．５ｍｍｏｌ／Ｌｓｏｄｉｕｍｂｕｔｙｒａｔｅｔｒｅａｔｅｄｆｏｒ５ｄ

２．１．２　不同浓度丁酸钠对 ＷＢＦ３４４细胞增殖的影
响　由图２可见，丁酸钠处理 ＷＢＦ３４４细胞１ｄ后，
各组细胞生长开始受到抑制，３．７５、４．５ｍｍｏｌ／Ｌ丁酸
钠处理组Ｄ４９０明显低于空白对照组（Ｐ＜０．０１），而

０．７５、２．２５ｍｍｏｌ／Ｌ组与空白对照组无明显差异。这
表明丁酸钠对 ＷＢＦ３４４细胞的增殖有抑制作用，并
且其抑制作用随浓度增高、时间延长而增强。

图２　不同浓度丁酸钠作用后 ＷＢＦ３４４细胞的生长曲线

Ｆｉｇ２　ＧｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆＷＢＦ３４４ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｓｏｄｉｕｍｂｕｔｙｒａｔｅ
Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．２　丁酸钠诱导后 ＷＢＦ３４４细胞 ＣＫ１９蛋白表
达　免疫组化结果发现，空白对照组ＣＫ１９蛋白染

色阳性细胞胞质呈淡黄色（图３Ａ），阳性率为（１．３±
０．２）％；丁酸钠诱导组（３．７５ｍｍｏｌ／Ｌ）ＷＢＦ３４４细
胞被诱导５ｄ后ＣＫ１９表达显著增强，阳性区域集中
于胞质，呈深黄色 （图 ３Ｂ），阳性率为 （９２．３±
１．１）％，二者有显著差异（Ｐ＜０．０１）。

图３　空白对照组（Ａ）及丁酸钠诱导组（Ｂ）

ＷＢＦ３４４细胞ＣＫ１９免疫组化染色

Ｆｉｇ３　ＣＫ１９ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｓｏｄｉｕｍｂｕｔｙｒａｔｅｔｒｅａｔｅｄ

ａｎｄｃｏｎｔｒｏｌＷＢＦ３４４ｃｅｌｌｓ（×２００）

Ａ：ＳｌｉｇｈｔＣＫ１９ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＳｔｒｏｎｇＣＫ１９ｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｓｏｄｉｕｍｂｕｔｙｒａｔｅｔｒｅａｔｅｄ（３．７５ｍｍｏｌ／Ｌ，５ｄ）ｇｒｏｕｐ

２．３　丁酸钠对 ＷＢＦ３４４细胞标记物基因表达的影
响　ＷＢＦ３４４细胞经过３．７５ｍｍｏｌ／Ｌ丁酸钠处理
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５ｄ后可检测到β４ｉｎｔｅｇｒｉｎ表达，空白对照组未见表
达（图４Ａ）；丁酸钠处理５ｄ后 ＧＧＴ及ＣＫ１９ｍＲ
ＮＡ的表达均较同期空白对照组细胞增强（图４Ａ）；

ＡＦＰ在空白对照组 ＷＢＦ３４４细胞中有表达，但在
丁酸钠处理５ｄ后未检测到表达（图４Ｂ）；ＡＬＢ在丁
酸钠处理组及空白对照组均未见表达（图４Ｂ）。

图４　空白对照组及丁酸钠处理组

ＷＢＦ３４４细胞标记物基因的表达

Ｆｉｇ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｓｏｄｉｕｍｂｕｔｙｒａｔｅｏｎｍＲＮＡ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｅｌｌｍａｒｋｅｒｇｅｎｅｓｉｎＷＢＦ３４４ｃｅｌｌｓ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｓｏｄｉｕｍｂｕｔｙｒａｔｅｔｒｅａｔｅｄ（３．７５ｍｍｏｌ／Ｌ，５ｄ）ｇｒｏｕｐ；

２：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　丁酸钠是在卵圆细胞及胚胎干细胞分化过程中
广泛使用的一种刺激剂，但因为实验细胞及实验浓
度的不同，诱导结果存在差异［５８］。ＷＢＦ３４４细胞
系是目前普遍公认的大鼠肝卵圆细胞系［９］，相对于
由传统动物模型中分离出的肝卵圆细胞具有生物学

特性稳定、易于体外培养等优点，同时也利于进一步
进行体内实验。本研究选用不同浓度的丁酸钠作用
于 ＷＢＦ３４４细胞，发现３．７５ｍｍｏｌ／Ｌ的丁酸钠能
诱导出明显的细胞表型改变；３．７５ｍｍｏｌ／Ｌ以上的
丁酸钠对细胞增殖的抑制作用较强，细胞生长状况
不佳；３．７５ｍｍｏｌ／Ｌ以下的丁酸钠处理组未明确检
测出胆管细胞特异性标记物β４ｉｎｔｅｇｒｉｎ和ＧＧＴ的
表达（结果未列出）。免疫组化结果表明 ３．７５
ｍｍｏｌ／Ｌ丁酸钠可以明显增加处理组胆管细胞标记
物ＣＫ１９蛋白的表达；在ｍＲＮＡ水平丁酸钠处理组
细胞检测出胆管上皮细胞特异性标记物β４ｉｎｔｅｇｒｉｎ
的表达，而在空白对照组未见表达，ＣＫ１９、ＧＧＴ表

达均较空白对照组增高；同时也检测了肝细胞系的
几个主要标记物：原始肝细胞标记物ＡＦＰ在空白对
照组可见表达，丁酸钠诱导５ｄ后未检测出表达，而
肝细胞特异性标记物 ＡＬＢ在处理及空白对照组始
终未见表达。综合以上形态学、蛋白及ｍＲＮＡ水平
的检测结果表明：３．７５ｍｍｏｌ／Ｌ的丁酸钠可能会特
异性地诱导 ＷＢＦ３４４细胞向胆管上皮细胞分化。
这为卵圆细胞向胆系分化提供了稳定、简便的细胞
模型，但本研究仅仅是初步观察，具体结论还有待后
续研究进一步证实、验证。

　　目前尚不清楚丁酸钠诱导 ＷＢＦ３４４细胞向胆
管细胞分化的具体机制。以往研究［１０］提示肝前体

细胞向肝细胞分化的过程中受 ＨＮＦ３α和 ＨＮＦ３β
及 ＨＮＦ４等转录因子调控。有研究［６］表明 ＷＢ
Ｆ３４４细胞在丁酸钠作用下，ＨＮＦ３α和 ＨＮＦ３β的

ｍＲＮＡ转录水平会明显降低。因此，可以推测丁酸
钠在抑制 ＷＢＦ３４４细胞增殖的同时也抑制了某些
有利于向肝细胞转录因子的表达，导致 ＷＢＦ３４４细
胞停止向肝细胞分化，从而使其转向胆管上皮细胞
分化，这有待以后进一步的研究加以证实。
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