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研究论文

全反式维甲酸促进骨形态发生蛋白9诱导

肝祖细胞成熟分化的作用研究
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摘要      该文研究了全反式维甲酸(all-trans retinoic acid, ATRA)促进骨形态发生蛋白9(bone 
morphogenetic protein 9, BMP9)诱导肝祖细胞14-19(hepatic progenitor cell 14-19, HP14-19)成熟分

化的作用。重组腺病毒Ad-BMP9和ATRA单独及联合作用诱导肝祖细胞HP14-19成熟分化, 荧光

素酶报告基因检测ALB-Gluc表达情况, Real-time PCR检测肝脏相关基因DLK、AFP、ALB和TAT的
mRNA水平, Western blot及免疫荧光检测AFP、ALB、CK18和UGT1A蛋白质水平, PAS染色和ICG
摄取实验检测成熟分化后的功能。Ad-BMP9组和ATRA组的ALB-Gluc活性较对照组增高, 而Ad-
BMP9+ATRA组ALB-Gluc活性又显著高于Ad-BMP9组和ATRA组。Ad-BMP9+ATRA组的ALB和

TAT mRNA水平以及ALB、CK18和UGT1A蛋白质水平均高于Ad-BMP9组和ATRA组, 但肝干细胞

标志DLK、AFP的表达均降低(P<0.05)。Ad-BMP9+ATRA组的ICG摄取及PAS染色阳性细胞数显

著高于Ad-BMP9组和ATRA组。ATRA和Ad-BMP9均诱导肝祖细胞HP14-19成熟分化, 联合作用强

于单独作用。
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The Effect of All-Trans Retinoic Acid on BMP9 Induced 
Mature Differentiation of Hepatic Progenitor Cells

Gong Mengjia1, Hui Hui1, Cui Jiejie1, Bi Yang1, He Yun1,2*
(1Stem Cell Biology and Therapy Laboratory of the Children’s Hospital of Chongqing Medical University, Ministry of Education Key 

Laboratory of Child Development and Disorders, China International Science and Technology Cooperation Base of Child Development 
and Critical Disorders, Chongqing Key Laboratory of Pediatrics, Chongqing 400014, China; 2Department of Gastroenterology 

Pediatric Surgery of the Children’s Hospital of Chongqing Medical University, Chongqing 400014, China)

Abstract      This study was to investigate the effect of ATRA on Ad-BMP9 induced mature differentiation of 
hepatic progenitor cells (HP14-19). Ad-BMP9 and ATRA induced the differentiation of HP14-19, individually or 
jointly. Luciferase reporter gene was used to detect ALB promoter-driven Gluc activity. Real-time PCR detected the 
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level of mRNA of liver related genes and protein level was detected by Western blot and immunofluorescence. PAS 
staining and ICG uptake assay were used to detect the function of mature differentiation. Ad-BMP9+ATRA group 
could promote the differentiation. The activity of ALB-Gluc, mRNA expression level of ALB and TAT, and protein 
levels of ALB, CK18 and UGT1A were higher than that of Ad-BMP9 group and ATRA group. The levels of DLK 
and AFP were decreased (P<0.05), liver function improved significantly. ATRA and Ad-BMP9 induced the mature 
differentiation of HP14-19, and the combined effect stronger than that of the single effect.

Keywords      all-trans retinoic acid; bone morphogenetic protein 9; hepatic progenitor cell; differentiation

肝脏是人体内具有多种生理功能的重要器官, 
严重的肝损伤导致肝各项生化功能出现严重障碍, 
称为肝功能衰竭(liver failure), 肝功能衰竭是临床最

常见、死亡率极高的肝病症候群[1-2]。目前针对肝功

能衰竭的三种替代治疗方法分别为肝移植、人工肝

和肝细胞移植。肝移植手术在供体来源和配型成功

率上受到限制, 人工肝的治疗费用高昂且容易引起

并发症, 而肝细胞移植在近年来的研究中表现出了

广阔的应用前景[3-5]。

研究发现 , 肝祖细胞(hepatic progenitor cell, 
HPC)移植对肝功能衰竭有明确的治疗作用, 是肝

细胞移植的重要细胞来源[6-7]。如何有效地、稳定

地诱导肝祖细胞分化成为成熟肝细胞, 并发挥成熟

肝细胞的功能, 是肝细胞移植中的研究关键。基于

本课题组前期的研究发现, 骨形态发生蛋白9(bone 
morphogenetic protein 9, BMP9)可作为有效的诱

导因子作用于肝祖细胞[8-9], 全反式维甲酸(all-trans 
retinoic acid, ATRA)是维生素A家族的重要成员, 在
肝疾病的治疗中发挥着重要的作用[10]。本文旨在研

究ATRA在BMP9诱导肝祖细胞成熟分化中的作用, 
为临床肝细胞移植治疗肝功能衰竭提供相关数据。

1   材料与方法
1.1   细胞、病毒及主要试剂

实验材料包括: 小鼠胚胎肝祖细胞HP14-19、
携带绿色荧光蛋白(green fluorescent protein, GFP)基
因的空载腺病毒、Ad-BMP9重组腺病毒(由美国芝

加哥大学何通川教授馈赠, 本实验室保存[11-13])。
DMEM培养基及胎牛血清购自美国Gibco公

司。蛋白质提取试剂盒、RNA提取试剂盒、逆转

录试剂盒及Real-time PCR试剂盒购自Bioteck公司。

ATRA、ICG试剂盒、PAS染色试剂盒、荧光素梅报

告基因检测试剂盒和polybrene购自美国Sigma公司。

小鼠来源的β-actin一抗、白蛋白(albumin, ALB)一抗、

细胞角蛋白18(cytokeratin 18, CK18)一抗、甲胎蛋

白(alpha fetoprotein, AFP)一抗、尿苷二磷酸葡萄糖

醛酸基转移酶1A(UDP-glucuronosyltransferase 1A, 
UGT1A)一抗、UGT1A二抗购自Santa Cruz公司。胰酶、

青链霉素购自上海碧云天生物技术有限公司。PCR
引物合成由北京六合华大基因科技有限公司完成。

1.2   细胞培养及实验分组情况

HP14-19细胞培养于含完全培养基(含1%青/链
霉素、10%胎牛血清)37 °C、5%二氧化碳的培养箱

中。传代至合适数量后, 消化制成细胞悬液备用。

本实验分为4组, 组1为control组, 待接种细胞

密度合适时 , 加入 polybrene(终浓度 10 μg/mL)及
Ad-GFP重组腺病毒 (MOI=101׃); 组 2为Ad-BMP9
组, 待接种细胞密度合适时, 加入polybrene(终浓

度10 μg/mL)及Ad-BMP9重组腺病毒(MOI=201׃); 
组3为ATRA组, 待接种细胞密度合适时, 更换为

ATRA终浓度为1 μmol/L的完全培养基; 组4为Ad-
BMP9+ATRA组, 待接种细胞密度合适时, 更换为

ATRA终浓度为1 μmol/L的完全培养基, 同时按照

Ad-BMP9组加入polybrene及Ad-BMP9。
1.3   荧光素酶报告基因检测ALB-Gluc的表达

将HP14-19接种于24孔板中, 细胞密度为30%, 
并设置3复孔, ATRA和Ad-BMP9处理4 、7 、10 d后, 
取各组各孔培养上清液检测荧光素酶报告基因ALB-
Gluc的表达情况。Luciferin反应缓冲液:底物=1001׃
新鲜配置荧光素酶反应液, 取20 μL各孔培养上清液

加入1.5 mL EP管, 再加入10 μL荧光素酶反应液, 用
移液枪迅速吹打混匀, 立即置于单孔荧光检测仪下

读数。本检测由一人独立操作, 保证加入反应液至

读数的时间间隔基本一致。

1.4   Real-time PCR检测mRNA水平的表达

将HP14-19接种于4个6 cm培养皿中, 细胞密

度为30%, 开始进行Ad-BMP9和ATRA处理, 10 d后
试剂盒提取各组细胞总RNA, 逆转录合成cDNA。
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Real-time PCR扩增相关基因, 引物序列见表1。
Real-time PCR反应体系为: cDNA 2 μL、上下引物各

1 μL、2×SYBR Green反应液7.5 μL、加水至15 μL。
Real-time PCR反应条件为: 72 °C 3 min, 94 °C 3 min, 
94 °C 10 s, 55 °C 20 s, 72 °C 20 s, 共35个循环, 熔解曲

线65 °C~95 °C, 每5 s增加0.5 °C, 读板。以GAPDH为

内参标化模板。

1.5   Western blot及免疫荧光检测蛋白质水平

Western blot实验操作步骤如下。将HP14-19
接种于4个6 cm培养皿中, 细胞密度约为30%, Ad-
BMP9和ATRA处理10 d后, 提取各组细胞总蛋白。

10% SDS-PAGE分离后, 电转移至PVDF膜上, 室温

下封闭反应1.5 h, TBST洗膜, 分别加入1400׃稀释的

β-actin一抗、1200׃稀释的AFP、ALB、CK18一抗, 
4 °C孵育过夜, TBST洗膜, 加入二抗, 室温作用1 h, 
TBST洗膜, ECL发光。

免疫荧光操作步骤如下。将HP14-19接种于

24孔板中, 30%细胞密度, 并设置3复孔, 培养过夜。

Ad-BMP9和ATRA处理10 d后, 弃培养基, 4%多聚甲

醛固定, PBS洗净。加入0.5% Triton打孔处理20 min, 
PBS洗净; 5%羊血清封闭1 h, PBS洗净。分别加入

200稀释的ALB和UGT1A一抗, 4 °C孵育过夜, PBS׃1
洗净。加入二抗, 室温避光孵育1 h, PBS洗净。加入

DAPI染料, 室温避光孵育5 min, PBS洗净。然后, 在
荧光显微镜下摄片。

1.6   ICG摄取实验及PAS染色实验检测肝细胞功能

ICG摄取实验操作步骤如下。将HP14-19接种

于24孔板中, 30%细胞密度, 并设置3复孔, 培养过

夜。经Ad-BMP9和ATRA处理10 d后, 弃培养基, 每
孔加入250 μL ICG染液(浓度为1 mg/mL), 37 °C孵育

1 h, 弃染液, PBS洗净, 显微镜下观察细胞摄取ICG
情况并摄片。

PAS染色实验操作步骤如下。 将HP14-19接
种于24孔板中, 30%细胞密度, 并设置3复孔, 培养

过夜。经Ad-BMP9和ATRA处理10 d后, 弃培养基, 
4%多聚甲醛固定, PBS洗净。依次加入0.5% PAS、
Schiff soultion和Hepatoxylin, 分别作用时间为5 min、
15 min及3 min, 每种试剂作用后均用ddH2O轻轻冲洗, 
显微镜下观察染色面积并摄片。

1.7   统计学分析

采用SPSS 19.0软件进行统计学分析, 数据以均

数±标准差(x
_
±s)表示, 两两组间采用LSD-t检验, 多组

之间采用单因素方差分析, P<0.05为差异有显著性。

2   结果
2.1   HP14-19培养情况及HP14-19感染腺病毒后

的荧光表达

肝祖细胞HP14-19于培养皿中贴壁生长, 经
腺病毒感染后, 生长状态良好。感染72 h后, 显
微镜下荧光观察 control 组、Ad-BMP9组和 Ad-
BMP9+ATRA组各组细胞的荧光表达情况, 荧光表

达率均为60%~70%(图1), 可保证后续实验的可行性

和均一性。

2.2   荧光素酶报告基因检测ALB-Gluc表达情况

各组细胞经处理后, 分别于第4、7、10 d观
察细胞状态是否良好并动态检测细胞培养上清中

ALB-Gluc的表达。结果显示, 各组的ALB-Gluc的表

达水平均随着作用时间的延长而升高。Ad-BMP9
组和ATRA组的ALB-Gluc活性均高于相同时间点

的对照组, 而Ad-BMP9+ATRA联合诱导组则显著

高于Ad-BMP9组和ATRA组, 具有统计学差异(图2, 
P<0.05), 且随着时间的延长差异更明显。此结果提

示, Ad-BMP9和ATRA可促进ALB-Gluc的表达, 联合

作用效果更佳。

2.3   Real-time PCR检测肝特异性标志物mRNA水平

Real-time PCR结果(图3)显示, 肝干细胞相关

基因DLK和AFP以及成熟肝细胞标志物ALB和TAT, 
在HP14-19中有低水平的基础表达, 经Ad-BMP9和
ATRA处理后, DLK及AFP的表达下降, ALB和TAT的
表达增加, 但是ATRA组的AFP及TAT的表达与对照

组相比无统计学差异(P>0.05)。而Ad-BMP9+ATRA
组中各肝细胞相关标志物表达水平的下降和增加幅

度最为显著, 均强于单独处理组, 具有统计学意义

(P<0.05)。此结果提示, Ad-BMP9和ATRA均可诱导

表1   引物序列

Table 1   Primer sequence
引物名称                    序列(5′→3′)
Primer name Sequence (5′→3′)
DLK Fwd                    GCT GGG ACG GGA AAT TCT
DLK Rev                    AAC CCA GGT GTG CAG GAG
AFP Fwd                    ACG AGG AAA GCC CCT CAG
AFP Rev                    GCC ATT CCC TCA CCA CAG
ALB Fwd                    CCA GAC ATT CCC CAA TGC
ALB Rev                    CAA GTT CCG CCC TGT CAT
TAT Fwd                    ACC TTC AAT CCC ATC CGA
TAT Rev                    TCC CGA CTG GAT AGG TAG
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图1   腺病毒感染HP14-19后的荧光表达情况

Fig.1   Fluorescence intensity in HP14-19 after infection with adenvirus

*P<0.05, 与control组比较; #P<0.05, 与Ad-BMP9组比较; &P<0.05, 与ATRA组比较。

*P<0.05 compared with control group; #P<0.05 compared with Ad-BMP9 group; &P<0.05 compared with ATRA group.
图2   各组细胞上清液中ALB-Gluc活性

Fig.2   ALB-Gluc activities in the cell supernatant of different groups

*P<0.05, 与control组比较; #P<0.05, 与Ad-BMP9组比较; &P<0.05, 与ATRA组比较。
*P<0.05 compared with control group; #P<0.05 compared with Ad-BMP9 group; &P<0.05 compared with ATRA group.

图3   Real-time PCR检测DLK、AFP、ALB及TAT的mRNA水平

Fig.3   The mRNA levels of DLK, AFP, ALB and TAT detected by Real-time PCR
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平结果相一致, 提示经Ad-BMP9和ATRA分别诱导

后的肝祖细胞可显著表达成熟肝细胞蛋白质标志

物ALB和CK18以及显著下调AFP蛋白质水平, 而经

Ad-BMP9与ATRA联合作用后, 其诱导成熟肝细胞

分化的作用更为显著。

免疫荧光检测各组ALB及UGT1A蛋白质水平, 
图中绿色荧光部分为目的蛋白质, 肝祖细胞中几乎

无表达(图4)。Ad-BMP9和ATRA处理后均可不同程



龚梦嘉等: 全反式维甲酸促进骨形态发生蛋白9诱导肝祖细胞成熟分化的作用研究 21

肝祖细胞表达成熟肝细胞的特异性标志物, 而Ad-
BMP9+ATRA联合诱导时DLK和AFP的表达降低以

及ALB和TAT的表达增高更为显著。

2.4   Western blot及免疫荧光检测肝脏特异性标

志物蛋白水平的表达

Western blot结果 (图4A)显示 , ATRA组和Ad-
BMP9组的AFP蛋白质水平明显降低, ALB和CK18
蛋白质水平明显升高, 而Ad-BMP9+ATRA组中AFP
蛋白质水平低于单独处理组, ALB、CK18蛋白质水

平均显著高于单独处理组。蛋白质水平与mRNA水

度的表达ALB及UGT1A, 且Ad-BMP9+ATRA组表达

量最高, 提示Ad-BMP9和ATRA的联合作用可促进

其分化。

2.5   ICG摄取实验及PAS染色实验检测诱导后细

胞的储存及糖元合成功能

PAS染色实验(图5A)可检验肝脏细胞合成糖元

的能力, ICG摄取释放染色实验(图5B)为检验肝细胞

存储功能的常规实验。结果显示, HP14-19细胞的

ICG摄取和糖元合成能力弱, 阳性细胞比例很小, 而
经Ad-BMP9及ATRA单独处理后, 其ICG摄取和PAS

图4    Western blot(A)及免疫荧光(B)检测相关蛋白质水平

Fig.4   The levels of related proteins detected by Western blot (A) and immunoflurescence (B)

图5   PAS染色(A)和ICG(B)摄取实验结果

Fig.5   The results of PAS staining (A) and ICG uptake assay (B)
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染色阳性细胞显著增多, 而Ad-BMP9+ATRA组阳性

细胞显著大于各单独处理组, 提示Ad-BMP9和ATRA
可明显诱导肝祖细胞分化并具有一定成熟肝细胞功

能, 与之前各项实验结果一致, Ad-BMP9+ATRA组的

作用更强。

3   讨论
与肝移植和人工肝相比, 肝细胞移植具有细胞

来源较广、移植手术简单、术后影响较小等特点, 
目前正发展成为治疗肝衰竭有效可行的方法。干细

胞作为细胞来源, 在治疗肝脏疾病方面已有很多的

研究, 包括骨髓间充质干细胞、造血干细胞、脐血

干细胞等。研究表明, 在一定条件下可诱导干细胞

分化并表达成熟肝细胞标志物, 但未能获得较好的

肝细胞功能[14]。肝祖细胞是肝来源的干细胞, 具有

自我更新能力及双向分化潜能, 可在体外培养和扩

增, 并诱导分化成为肝细胞和胆管细胞, 是肝细胞移

植的重要细胞来源[15]。同时肝祖细胞的来源、保存、

优化使用、诱导分化等影响细胞移植成功的因素也

是研究的重点。随着研究的深入, 肝细胞移植将成

为治疗肝功能衰竭的一种有效手段。目前诱导肝祖

细胞分化为有功能的成熟肝细胞的实验方案还没有

完善, 需要进一步优化诱导方案。

BMP属于TGF-β超家族成员之一, BMP可调

节细胞增殖、分化及凋亡, 尤其在胚胎机体发育过

程中对组织器官形态发生, 在成年机体生长过程中

对组织器官形态的维持起重要作用[16]。研究发现， 
BMP与肝脏也存在着各种关系。Ozkaynak等[17]在较

早的研究中就检测出小鼠胚胎肝脏中有多种BMP的
表达。Bi等[18]的研究中提到, BMP9的表达与肝纤维

化有着密切关系, BMP9调节肝纤维化的作用可能有

助于理解肝脏疾病的病理机制。García-Álvaro等[19]

最新研究进展中提出BMP9在肝脏疾病中可能具有

双重作用, 一方面可稳定上皮表型和抑制增殖, 另一

方面在肝癌细胞中, 有促进细胞生长和迁移的作用。

消化病领域权威杂志《Gut》上, 近期发表的一篇文

章表示, BMP9促进肝细胞成熟分化有明确的作用, 
但是过度的BMP9表达会导致肝纤维化和肝损伤[20]。

ATRA是维生素A的衍生物, 是目前公认的能有

效诱导干细胞和肿瘤细胞分化的重要因子。人体

95%的维生素A都贮存在肝内, 肝脏病变时大大降低

体内维生素A的储存, 因此维甲酸类药物在肝脏疾

病的治疗中具有重要的意义[21]。ATRA是一种作用

很强的分化诱导剂, 在多种组织的前体细胞分化过

程中有重要的作用, 主要是对于神经干细胞的诱导

分化[22]。近年来, 也有较多的学者将ATRA应用于肝

前体细胞的诱导分化, ATRA可诱导肝祖细胞成熟分

化, 在10 μmol/L ATRA的浓度下, 细胞功能更成熟, 
但是伴随细胞形态间质化[23]。

目前肝祖细胞成熟分化的诱导方式有很多, 通
常检测mRNA水平及蛋白质水平均可表达肝细胞标

志物。然而, 大部分的研究均未检测成熟肝细胞的

功能, 且体外诱导仍存在分化效率较低、表达不稳

定等问题, 因此需要优化诱导分化方案。深入研究

肝前体细胞分化调控机制, 对于认识各种肝脏疾病

的发病机制以及肝细胞移植治疗肝衰竭都具有重要

的意义。BMP9和ATRA均有明确的促进肝祖细胞

成熟分化的作用, 单独采用BMP9或ATRA诱导, 过
量的细胞因子刺激可能导致肝细胞纤维化或间质

化。本研究中, 联合两种因子、降低单因子用量, 起
到协同诱导肝祖细胞成熟分化的作用。

本文以胚胎肝祖细胞HP14-19为研究对象, Ad-
BMP9和ATRA的单独及联合作用后, 检测细胞中的

相关肝细胞标志物的mRNA水平、蛋白质水平、荧

光素酶报告基因以及成熟肝细胞功能。DLK是肝

母细胞的重要标志, 在小鼠的胚肝细胞中高表达, 而
正常的成熟肝细胞中表达很低。AFP是肝干细胞和

肝肿瘤的标志物, AFP的降低提示成熟分化。肝细

胞是合成ALB的唯一场所, 是检测肝的首选指标, 肝
发生病变时, ALB表达会下降。TAT是出生后肝细

胞特异性分化的一个重要的标志酶, 肝祖细胞几乎

不表达TAT。CK18是肝内主要的中间丝蛋白, 在肝

组织中高表达。尿苷二磷酸葡萄糖醛酸基转移酶

(UDP-glucuronosyltransferase, UGT)是人体内重要的

II相结合反应的酶, UGT1A主要分布于肝脏[24]。本研

究结果显示, Ad-BMP9+ATRA处理后, DLK及AFP表
达下降, ALB、TAT、CK18及UGT1A表达显著上调。

这提示, Ad-BMP9+ATRA可诱导肝祖细胞成熟分化, 
且分化效率高于BMP9或ATRA的单独作用。ICG摄

取实验和PAS染色实验检测分化后的细胞功能得出, 
联合诱导组显示出更好的代谢解毒及糖原合成的成

熟肝细胞功能。

BMP/Smad信号通路是BMPs发挥功能的一条

主要途径, BMPs的功能主要由Smad家族蛋白质介
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导, Smad家族包括8个成员, 其中Smad l、Smad 5和
Smad 8介导BMPs的信号转导, 而Smad 2和Smad 3介
导TGF-β的信号转导。有研究表明, BMP9+ATRA诱

导小鼠间充质干细胞成骨分化作用, BMP9+ATRA
组 Smad l/5/8磷酸化水平明显强于单用BMP9组 , 
BMPR-Smad报告质粒荧光素酶活性也呈相同变化

趋势[25]。他们的研究结果提示, ATRA能增强BMP9
诱导间充质干细胞成骨分化的作用, 其机制可能与

促进Smads信号转导活性有关。ATRA可以通过部

分介导激活Smad信号通路来抑制骨肉瘤细胞的增

殖, 提示ATRA可能结合其他化疗药物来用于骨肉

瘤的治疗[26]。Chen等[27]研究了ATRA通过调节BMP/
Smad信号通路来诱导小鼠胚胎肝细胞的分化, 研究

中抑制Smad 1/5途径后, 显著降低了ATRA介导的胚

芽特异性基因表达的上调。本研究表明, ATRA可能

是通过BMP/Smad信号通路介导发挥生物学作用。

下一步, 我们拟从TGF-β/Smad信号通路入手, 深入

探讨ATRA在促进BMP9诱导肝祖细胞成熟分化中

的信号通路及相关的分子, 为优化肝祖细胞成熟分

化的方案提供理论依据, 进一步为肝祖细胞在细胞

移植治疗肝功能衰竭开辟新的途径。
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