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　　［摘要］　目的　重编程肝癌细胞系 Ｈｕｈ７细胞为多潜能干细胞。方法　包装携带有Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２、Ｎａｎｏｇ、Ｌｉｎ２８基因的
慢病毒，将包装好的病毒共感染 Ｈｕｈ７细胞，诱导多潜能干细胞样克隆细胞。采用碱性磷酸酶染色、免疫荧光、实时定量

ＲＴＰＣＲ等方法对诱导出的细胞进行鉴定，并采用畸胎瘤实验鉴定细胞的分化潜能。结果　Ｈｕｈ７细胞被重编程为多潜能干
细胞样细胞（命名为ｉＨｕｈ７），碱性磷酸酶染色呈阳性，免疫荧光实验证明其表达多潜能因子 Ｏｃｔ４和 ＴＲＡ１６０，实时定量

ＲＴＰＣＲ实验证明其高水平表达内源性的多潜能相关基因及干细胞特异的ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ，体内分化实验结果表明ｉＨｕｈ７可以形

成畸胎瘤。结论　通过携带４种多潜能基因Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２、Ｎａｎｏｇ、Ｌｉｎ２８的慢病毒介导的重编程，Ｈｕｈ７细胞可以被诱导为多
潜能干细胞样细胞。

　　［关键词］　肝细胞癌；诱导多潜能干细胞；慢病毒；重编程
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　　２００６年，日本科学家Ｙａｍａｎａｋａ领导的研究小
组用逆转录病毒携带４个多潜能因子导入小鼠成纤
维细胞中而获得了具有多潜能性的干细胞［１］，即诱
导多潜能干细胞（ｉｎｄｕｃｅｄｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｉＰＳ
ｃｅｌｌｓ）。ｉＰＳ技术的出现极大地拓展了人们对体细胞
重编程的认识。ｉＰＳ细胞来源广泛，易操作，具有与
胚胎干细胞相似的属性等特点［２］，且其规避了来自
伦理、法律及道德上的问题，所以在临床研究上显示
出重要的应用价值。２００７年，人的ｉＰＳ细胞被成功
诱导出来［３４］，随后ｉＰＳ技术取得了长足的发展。

　　ｉＰＳ技术在肝癌领域的研究也取得了一定的进
展，英国的科学家将来自于肝癌患者的皮肤成纤维
细胞成功诱导为ｉＰＳ细胞，推测肝癌患者的体细胞
可以被重编程为ｉＰＳ细胞［５］。本实验试图通过将人
肝癌细胞系 Ｈｕｈ７细胞诱导为ｉＰＳ细胞，并藉此建
立肝癌特异的ｉＰＳ细胞模型。

１　材料和方法

１．１　主要材料与试剂　限制性内切酶购自 ＮＥＢ
（ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ）公司。细胞株ＨＥＫ２９３Ｔ为本
实验 室 保 存。质 粒 ｐｓｉｎＥＦ２ｈＯｃｔ４ｐｕｒ、ｐｓｉｎＥＦ２
ｈＳｏｘ２ｐｕｒ、ｐｓｉｎＥＦ２ｈＮａｎｏｇｐｕｒ、ｐｓｉｎＥＦ２ｈＬｉｎ２８
ｐｕｒ、ｐｓｉｎＥＦ２ＧＦＰｐｕｒ、ｐＭＤ．Ｇ、ｐＣＭＶｄｅｌｔａ８．９１购
自Ａｄｄｇｅｎｅ公司，其中ｐｓｉｎＥＦ２ＧＦＰｐｕｒ为含绿色荧
光基因的报告质粒。人胚胎干细胞株ｈＥＳＨ９由美国
南加州大学应其龙教授惠赠。饲养层细胞为本实验
室自行制备。ＫＯＤＭＥＭ 培养液、ＫＯＳＲ、ＤＭＥＭ 均
购自Ｇｉｂｃｏ公司，ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ购自Ｓｉｇｍａ公司。人ｉＰＳ
培养液（ＫＯＳＲ培养液）配制：５０ｍｌ培养液中含ＫＯ
ＤＭＥＭ４０ｍｌ，ＫＯＳＲ１０ｍｌ，Ｌ谷氨酰胺５００μｌ，非必
需氨基酸５００μｌ，β巯基乙醇１０μｌ，ｂＦＧＦ５０μｌ。碱性
磷酸酶试剂盒购自碧云天生物技术研究所。小鼠源
一抗Ｏｃｔ４、小鼠源一抗ＴＲＡ１６０、ＰＥ标记驴抗山羊

ＩｇＧ和ＦＩＴＣ标记兔抗小鼠ＩｇＧ购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。

ＲＮＡ抽提试剂盒购自Ｑｉａｇｅｎ公司。ｃＤＮＡ第一链合
成试剂盒、ＲＴＰＣＲ试剂盒，ｍｉＲｃｕｔｅｍｉＲＮＡ荧光定
量检测试剂盒购自天根生物科技有限公司。

１．２　慢病毒的包装　将 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞以２．４×
１０６／孔的密度铺于１００ｍｍ 培养皿中，用含１０％
ＦＢＳ的ＤＭＥＭ 培养液培养至７０％～８０％融合时，
分别用已经鉴定正确的ｐｓｉｎＥＦ２ｈＯｃｔ４ｐｕｒ、ｐｓｉｎ
ＥＦ２ｈＳｏｘ２ｐｕｒ、ｐｓｉｎＥＦ２ｈＮａｎｏｇｐｕｒ、ｐｓｉｎＥＦ２
ｈＬｉｎ２８ｐｕｒ、ｐｓｉｎＥＦ２ＧＦＰｐｕｒ质粒转染２９３Ｔ 细
胞。转染过程：在一个１０ｍｌ离心管中依次加入

Ｈ２Ｏ（１ｍｌ）、ＣａＣｌ２（１００μｌ）、ｐＣＭＶｄｅｌｔａ８．９１ （６

μｇ）、ｐＭＤ．Ｇ（１２μｇ）、ＤＮＡ（３０μｇ）和 ＨＢＳ（１ｍｌ），

充分混合均匀后室温静置３０ｍｉｎ，然后逐滴加入到
上述１００ｍｍ培养皿中，６～８ｈ后，用新鲜的培养液
代替转染培养液。４８ｈ和７２ｈ后分别收集１００ｍｍ
培养皿中的病毒上清液，１７９０×ｇ离心去除细胞碎
片，０．４５μｍ滤膜过滤后，将病毒上清液移入浓缩柱
中，离心，浓缩至５００μｌ左右后将浓缩后的病毒液移
入１．５ｍｌＥｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，－８０℃冰箱中保存或立
即使用。荧光显微镜下观察报告质粒包装出的表达
绿色荧光蛋白的病毒情况并拍照。

１．３　慢病毒感染 Ｈｕｈ７细胞和人胚胎干细胞　将
生长状态良好的 Ｈｕｈ７细胞以２．５×１０４／孔的密度
接种于２４孔板中（第０天），置于３７℃、５％ＣＯ２培养
箱中培养。当细胞达到合适的融合度时吸除培养
液，将 ｐｓｉｎＥＦ２ｈＯｃｔ４ｐｕｒ、ｐｓｉｎＥＦ２ｈＳｏｘ２ｐｕｒ、

ｐｓｉｎＥＦ２ｈＮａｎｏｇｐｕｒ、ｐｓｉｎＥＦ２ｈＬｉｎ２８ｐｕｒ包装出
的４种慢病毒液等量混合（各５０μｌ），加入２．０μｌ
ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ（终浓度４～８ｎｇ／ｍｌ）充分混匀后，加入到
生长有 Ｈｕｈ７细胞的孔板中，将报告质粒包装出的
含有绿色荧光蛋白的病毒分别感染一个孔的 Ｈｕｈ７
细胞和ｈＥＳＨ９细胞，３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养，

１２ｈ后换为正常培养液，正常培养１２ｈ后，重复以上
步骤进行第２次感染，１２ｈ后再次换为正常培养液继
续培养。在９６ｈ时荧光显微镜下观察绿色荧光蛋白
病毒感染 Ｈｕｈ７细胞和ｈＥＳＨ９细胞的情况并拍照。

３ｄ后消化被４种病毒感染的Ｈｕｈ７细胞，将消化后的
细胞按１３的比例接种到前１ｄ铺过饲养层细胞的

２４孔板上，第２天改换人ｉＰＳ培养液，每天换液。

１．４　克隆的获得及传代培养　将感染慢病毒的

Ｈｕｈ７细胞传到饲养层后每天换液，每次换液后将细
胞置于倒置显微镜下观察克隆的形成情况，若出现
克隆样的细胞，则将其挑到新的铺有饲养层细胞的

９６孔板上继续培养。操作过程为：将显微镜置于生
物安全柜内，紫外线灭菌，在显微镜下用无菌细尖玻
璃管挑取克隆，然后将挑取的克隆转移到铺有饲养
层细胞的９６孔板中培养，长到适合的密度时传代培
养或进行生物学检测。将所获得的细胞命名为诱导

Ｈｕｈ７细胞（ｉｎｄｕｃｅｄＨｕｈ７ｃｅｌｌｓ，ｉＨｕｈ７）。

１．５　碱性磷酸酶检测ｉＨｕｈ７细胞的多潜能干细胞
特征　分出少量ｉＨｕｈ７细胞进行碱性磷酸酶染色，
步骤如下：吸出培养液，用ＰＢＳ洗２次；室温，４％多
聚甲醛固定细胞２０ｍｉｎ；吸掉固定液，ＰＢＳ洗细胞３
次，每次５ｍｉｎ；向２４孔板的细胞孔中逐滴滴加１ｍｌ
染色液（染色液的成分及配比：显色缓冲液∶１５０×
ＢＣＩＰ溶液∶３００× ＮＢＴ溶液＝３ｍｌ∶１０μｌ∶２０

μｌ）；将２４孔板避光保存，室温孵育３０ｍｉｎ；吸出染
色液，用ＰＢＳ洗细胞３次，每次５ｍｉｎ，显微镜下观察
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克隆细胞的着色情况并拍照。将２４孔板培养的

Ｈｕｈ７细胞和ｈＥＳＨ９细胞进行碱性磷酸酶染色，作
为阴性对照和阳性对照。

１．６　免疫荧光检测ｉＨｕｈ７细胞中Ｏｃｔ４和ＴＲＡ１６０
基因的表达　吸去待测克隆细胞的培养液，用ＰＢＳ洗

３次，每次５ｍｉｎ；然后用４％的多聚甲醛固定细胞，２０
ｍｉｎ；吸掉多聚甲醛，ＰＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ；用０．１％
Ｔｒｉｔｏｎ１００（含０．３％ＢＳＡ）穿透细胞４０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗３
次，每次５ｍｉｎ；室温下用稀释过的特异性一抗（１∶
２００稀释）孵育１ｈ；吸去一抗，ＰＢＳ洗３次，每次５
ｍｉｎ；加入稀释的二抗（１∶２００稀释），避光４０ｍｉｎ；ＰＢＳ
洗３次，每次５ｍｉｎ，终止反应后在荧光显微镜下观察
克隆细胞的荧光发光情况并拍照。

１．７　ＲＴＰＣＲ检测ｉＨｕｈ７细胞中内源多潜能基因
表达　（１）ＲＮＡ抽提：将在６孔板上生长的多潜能
干细胞样细胞ｉＨｕｈ７、对照细胞ｈＥＳＨ９、未经诱导
的 Ｈｕｈ７细胞生长到合适的融合度时分别提取细胞
的ＲＮＡ，采用试剂盒抽提总ＲＮＡ，测试样品的浓度
后立即进行第１链ｃＤＮＡ的合成或－８０℃冰箱中暂
时保存。（２）第１链ｃＤＮＡ合成：采用ｃＤＮＡ第１
链合成试剂盒将所抽提的 ｍＲＮＡ反转录为ｃＤＮＡ。
（３）实时定量 ＰＣＲ：ＲＴＰＣＲ 引物见表１，由Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成，使用前配制成１０μｍｏｌ／Ｌ。根据

ＲＴＰＣＲ试剂盒和 ｍｉＲｃｕｔｅｍｉＲＮＡ荧光定量检测
试剂盒说明进行ＲＴＰＣＲ反应及结果分析。

表１　ＲＴＰＣＲ引物序列

Ｔａｂ１　ＳｅｑｕｅｎｃｅｏｆＲＴＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓ

ｆｏｒｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔｓｔｅｍｃｅｌｌｍａｒｋｅｒｓ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

ｈＯｃｔ４Ｒ ＧＧＡＧＡＣＡＧＧＧＧＧＡＧＧＧＧＡＧＧＡＧＣＴＡＧ
ｈＯｃｔ４Ｆ ＣＴＴＣＣＣＴＣＣＡＡＣＣＡＧＴＴＧＣＣＣＣＡＡＡＣ
ｈＳｏｘ２Ｒ ＧＧＧＡＡＡＴＧＧＧＡＧＧＧＧＴＧＣＡＡＡＡＧＡＧＧ
ｈＳｏｘ２Ｆ ＴＴＧＣＧＴＧＡＧＴＧＴＧＧＡＴＧＧＧＡＴＴＧＧＴＧ
ｈＫｌｆ４Ｒ ＡＣＧＡＴＣＧＴＧＧＣＣＣＣＧＧＡＡＡＡＧＧＡＣＣ
ｈＫｌｆ４Ｆ ＴＧＡＴＴＧＴＡＧＴＧＣＴＴＴＣＴＧＧＣＴＧＧＧＣＴＣＣ
ｈＮａｎｏｇＲ ＧＣＡＣＣＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣ
ｈＮａｎｏｇＦ ＧＡＴＧＧＧＡＧＧＡＧＧＧＧＡＧＡＧＧＡ
ｈｓａｍｉＲ３７１ ＣＴＣＡＡＡＣＴＧＴＧＧＧＧＧＣＡＣＴ
ｈｓａｍｉＲ３７３ ＧＴＧＣＴＴＣＧＡＴＴＴＴＧＧＧＧＴＧＴ
ｈｓａｍｉＲ３０２ｄ ＧＴＧＣＴＴＣＣＡＴＧＴＴＴＧＡＧＴＧＴ
ＧＡＰＤＨＲ ＧＣＡＣＣＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣ
ＧＡＰＤＨＦ ＡＧＧＧＡＴＣＴＣＧＣＴＣＣＴＧＧＡＡ

１．８　ｉＨｕｈ７细胞的畸胎瘤实验　诱导出的ｉＨｕｈ７
细胞经酶消化后制成细胞悬液，将其注射到裸鼠的
背部皮下，约１个月后，小鼠的背部成瘤明显，处死
小鼠，取出肿瘤，制成组织切片，ＨＥ染色，光镜下观
察并拍照。

２　结　果

２．１　慢病毒包装及感染 Ｈｕｈ７细胞和ｈＥＳＨ９细
胞结果　以含绿色荧光蛋白的报告质粒所表达的强
度和亮度来判断病毒的包装情况和感染能力，结果
显示包装出的含绿色荧光蛋白的慢病毒在荧光显微

镜下清晰可见，表达绿色荧光的细胞达到８０％以上
（图１Ａ），这表明含绿色荧光基因的慢病毒质粒在包
装细胞中可以高效地包装出慢病毒，在一定程度上
可判断出其余４种慢病毒质粒亦可在此包装系统下
得到高效表达；将包装好的慢病毒分别感染 Ｈｕｈ７
细胞和ｈＥＳＨ９细胞，９６ｈ后，报告质粒包装出的病
毒表现出很强的感染能力，８０％以上的 Ｈｕｈ７细胞
被病毒液感染且在荧光显微镜下显示绿色荧光（图

１Ｂ），ｈＥＳＨ９细胞亦被感染成功（图１Ｃ），由此可以
相对判断出其余４种质粒包装出的慢病毒液混合后
亦具有较强的感染 Ｈｕｈ７细胞的能力。

２．２　ｉＨｕｈ７细胞的获得及碱性磷酸酶染色结
果　Ｈｕｈ７细胞被连续感染两次４种慢病毒混合液后
转到预先铺有饲养层细胞的６孔板中继续培养，每天
换新鲜`的人ｉＰＳ培养液并观察细胞的形态变化情况，

１０ｄ左右时可在显微镜下观察到近似圆形的克隆出
现，其内的细胞（即ｉＨｕｈ７细胞）明显不同于克隆周围
的细胞，并且与正常生长的Ｈｕｈ７细胞有很大不同（图

２Ａ、２Ｂ）。碱性磷酸酶染色结果表明，未诱导的 Ｈｕｈ７
细胞碱性磷酸酶染色为阴性（图２Ｃ），而ｉＨｕｈ７细胞以
及ｈＥＳＨ９细胞均呈阳性表达（图２Ｄ、２Ｅ），这表明诱
导出的克隆细胞具有多潜能干细胞的特征。

２．３　ｉＨｕｈ７细胞中 Ｏｃｔ４和 ＴＲＡ１６０基因的表
达　利用免疫荧光技术检测诱导出的ｉＨｕｈ７细胞是
否表达ｈＥＳＨ９细胞特异表达的多潜能基因，从图３
中可看到，多潜能基因Ｏｃｔ４和ＴＲＡ１６０在诱导出
的ｉＨｕｈ７细胞中均呈阳性表达。

２．４　ＲＴＰＣＲ检测ｉＨｕｈ７细胞的内源多潜能基因
表达　从图４中可以看出，诱导出的ｉＨｕｈ７细胞传
代培养至第３代和第１０代时，细胞中的内源多潜能
基因Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２、Ｋｌｆ４、Ｎａｎｏｇ均呈现高表达状态，而
在Ｈｕｈ７细胞中，这些内源多潜能基因几乎不表达。
这表明诱导出的ｉＨｕｈ７细胞中内源多潜能基因的表
达情况与胚胎干细胞类似。ｉＨｕｈ７细胞同样高表达
干 细 胞 特 异 的 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ ｈｓａｍｉＲ３７１ 和

ｈｓａｍｉＲ３７３。

２．５　ｉＨｕｈ７细胞的体内分化结果　将ｉＨｕｈ７细胞
悬液注射到裸鼠的背部皮下后，１个月左右时即能在
裸鼠的注射部位发现小的瘤状突起，将肿瘤切除并
做组织切片，ＨＥ染色后在镜下观察，可见具有３个
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胚层的组织细胞畸胎瘤（图５），表明ｉＨｕｈ７细胞可 以形成具有３个胚层组织细胞的畸胎瘤。

图１　荧光显微镜下观察慢病毒的包装和感染情况

Ｆｉｇ１　Ｐａｃｋａｇｉｎｇａｎｄｉｎｆｅｃｔｉｎｇｏｆｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｕｎｄｅｒｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ
Ａ：ＨＥＫ２９３ＴｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｐａｃｋａｇｅｄｂｙｐｓｉｎＥＦ２ＧＦＰｐｕｒ；Ｂ：Ｈｕｈ７ｃｅｌｌｓｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｐａｃｋａｇｅｄｂｙｐｓｉｎＥＦ２

ＧＦＰｐｕｒ；Ｃ：ｈＥＳＨ９ｃｅｌｌｓｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｐａｃｋａｇｅｄｂｙｐｓｉｎＥＦ２ＧＦＰｐｕｒ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图２　ｉＨｕｈ７细胞的克隆形态及碱性磷酸酶染色结果

Ｆｉｇ２　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙａｎｄＡＰｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｉＨｕｈ７ｃｅｌｌｓ
Ａ，Ｂ：ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｎｏｒｍａｌＨｕｈ７ｃｅｌｌｓ（Ａ）ａｎｄｉＨｕｈ７ｃｅｌｌｓ（Ｂ）；ＣＥ：ＡＰｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＨｕｈ７（Ｃ），ｉＨｕｈ７（Ｄ），ａｎｄｈＥＳ（Ｅ）ｃｅｌｌｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇ

ｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００（Ａ，Ｂ），×４００（ＣＥ）

图３　ｉＨｕｈ７细胞中Ｏｃｔ４和ＴＲＡ１６０的免疫荧光结果

Ｆｉｇ３　ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＯＣＴ４ａｎｄＴＲＡ１６０ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｉＨｕｈ７ｃｅｌｌｓ
Ａ：ＯＣＴ４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｉＨｕｈ７ｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＯＣＴ４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｈＥＳＨ９ｃｅｌｌｓ；Ｃ：ＴＲＡ１６０ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｉＨｕｈ７ｃｅｌｌｓ；Ｄ：ＴＲＡ１６０ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ

ｈＥＳｃｅｌｌｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图４　实时定量ＲＴＰＣＲ检测ｉＨｕｈ７细胞中

内源多潜能基因及ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ的表达

Ｆｉｇ４　ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｃｙ

ｇｅｎｅｓａｎｄｍｉｃｒｏＲＮＡｓｉｎｉＨｕｈ７ｃｅｌｌｓ
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图５　ｉＨｕｈ７细胞在裸鼠体内形成的畸胎瘤组织形态

Ｆｉｇ５　Ｔｉｓｓｕｅｓｏｆｔｅｒａｔｏｍａｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ

ｆｒｏｍｉＨｕｈ７ｃｅｌｌｓｉｎｎｕｄｅｍｏｕｓｅ
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３　讨　论

　　自１９８１年Ｅｖａｎｓ和 Ｋａｕｆｍａｎ［６］在体外成功培

养胚胎干细胞以来，胚胎干细胞以其本身具有的发

育的全能性等种种特性，展现出了良好的应用前景，

成为细胞领域乃至整个生命科学领域的研究焦点。

人们期待能够利用胚胎干细胞的特性在器官移植、

疾病机制研究等方面取得突破。但是胚胎干细胞却
面临着伦理上［７］、法律及道德上的种种限制而无法
真正应用于临床。人们开始寻找替代胚胎干细胞但
具有其多潜能属性的细胞来源。细胞核移植［８］、细
胞提取物诱导等种种技术手段都有这种潜力，但却
都有各自的局限性。ｉＰＳ技术的出现克服了人们对
胚胎干细胞应用于临床的种种限制，使得干细胞从
理论向实际应用迈进了一大步。

　　ｉＰＳ技术在疾病模型上有着良好的应用前景。
对于一种疾病来说，细胞模型的建立在新药的耐药
性和药效评价、疾病的致病机制与分子机制研究等
方面具有十分重要的意义。本研究试图建立基于肝
癌细胞系 Ｈｕｈ７的ｉＰＳ细胞，为肝癌发病机制的研究
及抗癌药物的研发提供细胞模型。鉴于ｉＰＳ诱导技
术本身存在着重编程效率低、重编程不完全［９］等问

题，本实验采取了以下措施：（１）采用慢病毒做载体。
与传统的反转录病毒相比，慢病毒不仅感染分裂期
的细胞，而且还可以感染静止期的细胞，这样会大大
提高细胞被感染的效率及被成功诱导为ｉＰＳ细胞的
概率。（２）采用Ｙｕ等［４］报道已成功诱导人成纤维细

胞为ｉＰＳ 细胞的 ４ 个多潜能基因 Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２、

Ｎａｎｏｇ、Ｌｉｎ２８来重编程Ｈｕｈ７细胞，用携带上述４种
多潜能基因的质粒包装出慢病毒，然后用包装出的
病毒共同感染肝癌细胞系 Ｈｕｈ７细胞，以确保重编
程的成功率。

　　本研究发现，ｉＨｕｈ７细胞诱导成功后，经过传代
可稳定生长，在饲养层上培养后可进行检测。在显
微镜下可观察到ｉＨｕｈ７细胞在外形上与正常的单层
生长的 Ｈｕｈ７细胞明显不同，其克隆形态与胚胎干
细胞相似；ｉＨｕｈ７细胞的碱性磷酸酶染色为阳性，表
明ｉＨｕｈ７细胞具有多潜能性。进一步检测培养的克
隆细胞中多潜能基因的表达情况，免疫荧光实验显
示Ｏｃｔ４和ＴＲＡ１６０基因均呈阳性表达；实时定量

ＰＣＲ 结果显示 Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２、Ｋｌｆ４、Ｎａｎｏｇ 基因在

ｉＨｕｈ７细胞中均呈较高水平的表达，并且一些在干
细胞中特异表达的人源性 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ［１０１２］如ｈｓａ

ｍｉＲ３７１和ｈｓａｍｉＲ３７３在ｉＨｕｈ７中也得到较高的
表达。裸鼠体内分化结果显示，ｉＨｕｈ７细胞可以形
成具有３个胚层组织细胞的畸胎瘤。上述结果表明
诱导出的ｉＨｕｈ７细胞已经与 Ｈｕｈ７细胞不同，而类
似于胚胎干细胞，已具备了多潜能性特征。ｉＨｕｈ７
细胞的诱导成功对研究肝癌细胞系甚至是肿瘤细胞

的重编程机制具有一定探索意义。
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