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　　［摘要］　目的　探讨ｗｎｔ３对小鼠肝前体细胞（１４１９）发生上皮间质转化的影响。方法　分别将空载体 ＡｄＧＦＰ和表

达ｗｎｔ３的腺病毒ＡｄＧＦＰｗｎｔ３转入小鼠肝前体细胞中，显微镜下观察细胞形态变化。细胞划痕实验和细胞迁移实验观察

１４１９细胞迁移能力。实时荧光定量ＰＣＲ和蛋白质印迹分析分别检测１４１９细胞中上皮标记物和间质标记物的表达改变。

结果　显微镜下可见高表达ｗｎｔ３的１４１９细胞由不规则多边形变为长梭形。细胞划痕实验和细胞迁移实验结果显示，高表

达ｗｎｔ３的１４１９细胞迁移能力明显提高，与空载体转染细胞相比差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。实时荧光定量ＰＣＲ和蛋白

质印迹结果显示，间质标记物Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ和ｔｗｉｓｔ１的 ｍＲＮＡ和蛋白水平表达上调，相反上皮标记物Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的

ｍＲＮＡ水平和蛋白水平表达下调，与空载体转染细胞相比差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。结论　Ｗｎｔ３能够促使小鼠肝

前体细胞发生上皮间质转化，提示其可能参与了肝纤维化的发展进程。
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　　肝纤维化是肝脏对各种原因所致慢性肝损伤的

创伤愈合反应，是最终导致肝硬化及其严重并发症

（门脉高压、肝脏衰竭以及肝细胞肝癌）的必经过

程［１２］。鉴于肝纤维化的进行性发展特性及其严重

后果，如何对其进行有效的干预，是目前研究的一个

热点问题。上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ

ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）在纤维化的过程中发挥着重要的

作用。ＥＭＴ是指在特定的生理和病理情况下，具

有极性的上皮细胞向间质细胞转化的现象。在此过

程中，细胞形态发生变化，转移能力大大提高［３］。阻

断甚至逆转ＥＭＴ的发生，可能是治疗肝纤维化的新

途径。肝前体细胞具有分化为肝细胞和胆管上皮细

胞的双分化潜能。在ＥＭＴ过程中，肝前体细胞通过

细胞骨架重排和基因改变，逐渐丧失上皮表型和免

疫表型［４］。

　　Ｗｎｔ信号通路参与多种器官纤维化和ＥＭＴ的

发生发展过程［５７］，已有研究证明 ｗｎｔ信号通路参

与了肝纤维化的发展过程［８９］。Ｗｎｔ蛋白表达是

ｗｎｔ信号通路活化的重要起始信号。Ｗｎｔ蛋白分为

两类：ｗｎｔ１类和ｗｎｔ５ａ类，ｗｎｔ３属于ｗｎｔ１类蛋白，

参与经典途径（即ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路）的信号转导。

本研究以腺病毒为载体，初步探讨ｗｎｔ３对小鼠肝前

体细胞发生ＥＭＴ的影响。

１　材料和方法

１．１　主要试剂　ＤＭＥＭ 培养基及胎牛血清均购自

Ｈｙｃｌｏｎｅ。总ＲＮＡ提取试剂盒、实时荧光定量试剂

盒ＳＹＢＲ○ＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ（ＴｌｉＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）均

购自宝生物工程（大连）有限公司；ＨＲＰ标记的山羊

抗兔ＩｇＧ购自北京中杉金桥生物技术有限公司，兔

抗小鼠βａｃｔｉｎ抗体、兔抗小鼠Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ抗体和兔

抗小鼠Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ抗体、兔抗小鼠ｖｉｍｅｎｔｉｎ抗体均

购自Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司，兔抗小鼠ｔｗｉｓｔ１抗体购自Ｐｒｏ

ｔｅｉｎＴｅｃｈ公司，兔抗小鼠 ｗｎｔ３抗体购自 Ａｂｃａｍ
公司。

１．２　细胞与腺病毒　小鼠肝前体细胞１４１９由美

国芝加哥大学肿瘤研究中心赠送，ＨＥＫ２９３细胞由

本实验室保存。ＨＥＫ２９３和１４１９复苏后用含１０％
胎牛血清的ＤＭＥＭ 培养液在３７℃、５％ ＣＯ２、饱和

湿度培养箱中培养，当细胞融合度达到７０％～８０％
时，用０．２５％的胰酶消化传代。ＡｄＧＦＰｗｎｔ３、Ａｄ

ＧＦＰ腺病毒由本课题组冯涛教授构建并保存，扩增

腺病毒时，将 ＨＥＫ２９３按照７０％～８０％的密度接种

于底面积为１００ｃｍ２的玻璃培养瓶中，当细胞贴壁并

有形态时，加入１μＬＡｄＧＦＰ或 ＡｄＧＦＰｗｎｔ３，分

别于２４、４８、７２ｈ观察细胞感染率，当细胞感染率达

到９５％以上时，收集细胞并离心（３００×ｇ，１０ｍｉｎ），

加入适量ＰＢＳ，反复冻融细胞４次，１３８０×ｇ离心４

ｍｉｎ收集上清，即得病毒液。测得病毒滴度为８×

１０７ｐｆｕ／ｍＬ，于－８０℃保存备用。

１．３　腺病毒感染１４１９细胞　将１４１９细胞分为两

组：ＡｄＧＦＰ组（空白对照组）和 ＡｄＧＦＰｗｎｔ３组

（实验组）。按照０．５×１０４个／孔接种于２４孔板中，

待细胞贴壁并有形态时，分别加入２、４、８、１６μＬＡｄ

ＧＦＰｗｎｔ３或ＡｄＧＦＰ病毒液，观察２４、４８、７２ｈ细

胞的感染率，荧光显微镜下计数阳性细胞，并观察细

胞的生长情况。感染病毒４８ｈ后收集细胞提取蛋

白，采用蛋白质印迹分析检测ｗｎｔ３的表达情况。

１．４　细胞迁移能力观察　（１）细胞划痕实验：取对

数生长期的１４１９细胞以４×１０５个／孔接种于６孔

板，分别用ＡｄＧＦＰｗｎｔ３和ＡｄＧＦＰ病毒感染２４ｈ
后，单层细胞铺满。用２００μＬ移液器的枪头笔直画

一条线，ＰＢＳ洗去漂浮的细胞，两组细胞分别加入

５００μＬ含１％胎牛血清的ＤＭＥＭ 培养液。分别于

０、４８ｈ时在倒置显微镜下观察并拍照，测量细胞迁

移距离，取３组随机数据计数。实验重复３次。（２）

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验：将经 ＡｄＧＦＰｗｎｔ３ 和 Ａｄ

ＧＦＰ病毒感染２４ｈ后的１４１９细胞消化下来，制成

细胞悬液，以２×１０４个／孔接种于小室内，下室加入

５００μＬ含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ，置３７℃、５％

ＣＯ２、饱和湿度培养箱中培养。孵育１２ｈ后，ＰＢＳ清

洗２次，甲醇室温固定３０ｍｉｎ，自然风干，每孔加入

０．２５％结晶紫溶液染色１０～１５ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗３次，

用棉球小心将上层小室内细胞擦净，置于显微镜下

观察迁移的细胞，取 ５ 个视野计数。实验重复

３次。　　　

１．５　上皮标记物和间质标记物的检测　（１）实时荧

光定量ＰＣＲ：分别收集ＡｄＧＦＰ和ＡｄＧＦＰｗｎｔ３感

染后７２ｈ细胞，提取总 ＲＮＡ，反转录制备ｃＤＮＡ。

引物由上海生物技术有限公司合成。荧光定量ＰＣＲ
体系：ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ２．５μＬ，模板ｃＤ

ＮＡ２μＬ，上、下游引物各０．５μＬ（１０μｍｏｌ／Ｌ），灭菌
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双蒸水１０μＬ。反应条件：９５℃５ｍｉｎ；９４℃１５ｓ、

６５℃３０ｓ、７２℃３０ｓ，４０个循环；９５℃保温１ｍｉｎ后

制作熔解曲线，检测引物的特异性。相对基因表达

分析采用２－ΔΔＣｔ法。实验重复３次。（２）蛋白质印迹

分析：分别收集各组感染７２ｈ后的细胞，用预冷的

ＲＩＰＡ蛋白裂解液与ＰＭＳＦ混合液（比例为１００１）

４℃裂解３０ｍｉｎ，１３８０×ｇ４℃离心５ｍｉｎ。取上清

液用ＢＣＡ法测定蛋白浓度，待蛋白浓度调整至一致

时，加入ＳＤＳ上样缓冲液，１００℃变性６ｍｉｎ。取３０

μｇ总蛋白，经电泳分离后，电转移至硝酸纤维素膜

上。将膜置于含５％脱脂奶粉的ＴＢＳＴ中室温封闭

１ｈ，随后加入相应的一抗３７℃摇床孵育２ｈ，ＴＢＳＴ
洗涤３次×８ｍｉｎ，加入相应二抗室温孵育１ｈ，

ＴＢＳＴ洗涤３次×８ｍｉｎ，ＥＣＬ发光检测。实验重复

３次。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件分析数据，

数据以珚ｘ±ｓ表示，组间差异的比较采用ｔ检验。检

验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　Ｗｎｔ３高效感染１４１９细胞　ＡｄＧＦＰ和 Ａｄ

ＧＦＰｗｎｔ３腺病毒能高效感染１４１９细胞，当病毒滴

度为８×１０７ｐｆｕ／ｍＬ时，细胞感染４８ｈ后，荧光表达

达９０％以上（图１）；病毒感染４８ｈ后收集细胞提取

蛋白进行蛋白质印迹分析，可见目的蛋白ｗｎｔ３表达

明显上调（图２）。

图１　荧光显微镜检测重组腺病毒

ＡｄＧＦＰｗｎｔ３对１４１９细胞的感染效率

Ｆｉｇ１　Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆ１４１９ｃｅｌｌｓｂｙ

ＡｄＧＦＰｗｎｔ３ｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图２　蛋白质印迹法检测重组腺病毒

ＡｄＧＦＰｗｎｔ３感染后１４１９细胞的ｗｎｔ３蛋白表达

Ｆｉｇ２　Ｗｎｔ３ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ１４１９ｃｅｌｌｓｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ

ＡｄＧＦＰｗｎｔ３ｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ

２．２　Ｗｎｔ３促进１４１９细胞转化为间质细胞形

态　ＡｄＧＦＰ感染的１４１９细胞为上皮形态，呈多边

形、卵圆形生长，且细胞之间连接紧密；ＡｄＧＦＰ

ｗｎｔ３感染的１４１９细胞４８ｈ后，细胞形态发生了改

变，由上皮样形态向长梭形转变，且细胞之间变得松

散，间隔增大（图３）。由此可见，ｗｎｔ３可使１４１９细

胞失去极性，由上皮细胞转化为间质细胞形态，提示

ｗｎｔ３可能促进１４１９细胞发生ＥＭＴ改变。

图３　倒置显微镜下观察重组腺病毒

ＡｄＧＦＰｗｎｔ３对１４１９形态变化的影响

Ｆｉｇ３　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｃｈａｎｇｅｓｏｆ１４１９ｃｅｌｌｓｉｎｆｅｃｔｅｄ

ｗｉｔｈＡｄＧＦＰｗｎｔ３ｕｎｄｅｒｉｎｖｅｒｔｅｄｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．３　Ｗｎｔ３提高１４１９细胞迁移能力　细胞划痕实

验结果显示，ＡｄＧＦＰｗｎｔ３组细胞展示出强大的移

动运动能力（图４）。为排除细胞增殖对实验可能出

现的干扰，划痕后使用含１％胎牛血清的培养液培养

观察４８ｈ。结果显示，ＡｄＧＦＰ组细胞４８ｈ迁移距

离为（０．２０３±０．０３５）ｍｍ，而ＡｄＧＦＰｗｎｔ３组细胞

４８ｈ迁移距离为（０．５００±０．０３６）ｍｍ，两组迁移距

离差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移

实验（图５）结果显示，ＡｄＧＦＰ组２４ｈ穿过小孔的

细胞数为（２６．３±５．５）个，而ＡｄＧＦＰｗｎｔ３组穿过
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的细胞数为（１４５．０±９．５）个，两组穿过小孔的细胞

数量差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

图４　细胞划痕实验检测ＡｄＧＦＰｗｎｔ３

感染后１４１９细胞迁移情况（倒置显微镜）

Ｆｉｇ４　Ｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆ１４１９ｃｅｌｌｓ

ｉｎｆｅｃｅｄｗｉｔｈＡｄＧＦＰｗｎｔ３ｂｙｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇ

ａｓｓａｙｕｎｄｅｒｉｎｖｅｒｔｅｄｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

图５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室迁移实验检测ＡｄＧＦＰｗｎｔ３
感染后１４１９细胞穿过小孔的细胞数（光镜）

Ｆｉｇ５　Ｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆ１４１９ｃｅｌｌｓｉｎｆｅｃｅｄｗｉｔｈ

ＡｄＧＦＰｗｎｔ３ｂｙｔｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙａｎａｌｙｓｉｓｕｎｄｅｒｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．４　Ｗｎｔ３降低１４１９细胞上皮标记物的表达，同

时促进间质标记物的表达　运用实时荧光定量ＰＣＲ
法和免疫印迹法分别检测ｗｎｔ３对１４１９细胞ＥＭＴ
相关标记物ｍＲＮＡ水平和蛋白水平的表达，结果显

示，与ＡｄＧＦＰ组相比，ＡｄＧＦＰｗｎｔ３感染１４１９细

胞７２ｈ后，上皮标记物Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达明显下降，

间质标记物 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ｔｗｉｓｔ１明显上调

（Ｐ＜０．０５，图６）。

图６　实时定量ＰＣＲ（Ａ）和蛋白质印迹分析（Ｂ）检测

ＡｄＧＦＰｗｎｔ３感染后１４１９细胞ＥＭＴ相关标记物的表达

Ｆｉｇ６　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ（Ａ）ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ（Ｂ）

ｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ（ＥＭＴ）

ｍａｒｋｅｒｓｉｎ１４１９ｃｅｌｌｓｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＡｄＧＦＰｗｎｔ３
Ｐ＜０．０５ｖｓＡｄＧＦＰｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　肝脏发生纤维化改变时，大量的肝前体细胞和

肝星状细胞积聚，肝组织能检测到ＥＭＴ标记物，说

明ＥＭＴ被激活［１０］。肝前体细胞同时表达上皮和间

质标记物，其分化和肝脏发育的过程均伴随着间质

上皮转化的发生［１１］。因此，我们推测在肝纤维化时

发生ＥＭＴ的靶细胞很有可能是肝前体细胞。Ｗｎｔ
信号途径在肝前体细胞的分化过程中发挥着重要作

用［１２］，但其诱导肝前体细胞发生ＥＭＴ的具体机制

尚不明确。本课题组在前期工作中分离鉴定了小鼠

肝前体细胞，并在此基础上导入含 ＬｏｘＰ位点特异

修饰的ＳＶ４０大 Ｔ抗原，构建了可逆性永生化肝前

体细胞株 １４１９ 细胞［１３］。本实验通过 ＡｄＧＦＰ

ｗｎｔ３感染诱导１４１９细胞高表达 ｗｎｔ３，来探讨

ｗｎｔ３对１４１９细胞发生ＥＭＴ的具体机制。在形态

学上，高表达ｗｎｔ３的１４１９细胞由纺锤体形态转变

为长梭形，细胞间隙增大。细胞划痕实验和细胞迁

移实验表明，高表达ｗｎｔ３的１４１９细胞迁移能力大
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大提高；同时实时定量ＰＣＲ和蛋白质印迹分析证实

了高表达 ｗｎｔ３下调１４１９细胞中上皮标记物 Ｅ

ｃａｄｈｅｒｉｎ的表达，上调间质标记物 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、ｖｉｍ

ｅｎｔｉｎ和ｔｗｉｓｔ１的表达，提示 ｗｎｔ３能诱导１４１９细

胞发生ＥＭＴ现象。

　　以上结果表明，ｗｎｔ信号途径参与了小鼠肝前

体细胞ＥＭＴ的发生发展过程，其中 ｗｎｔ经典蛋白

ｗｎｔ３被证实能够诱导小鼠肝前体细胞发生ＥＭＴ，

这为我们进一步研究肝纤维化的发生机制提供了可

靠的证据。
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