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过表达FGD6对肝干细胞分化的调控作用
余师师1  沙鸥1  李宛玲1  胡倩1  何通川2  张秉强1*

(1重庆医科大学附属第一医院消化内科, 重庆 400016; 2美国芝加哥大学医学中心分子肿瘤实验室, 芝加哥 600637)

摘要      该文主要探讨过表达FGD6(faciogenital dysplasia 6)基因对肝干细胞分化的调控作用及

其可能的机制。将FGD6基因插入腺病毒载体使其过表达 , 并包装成腺病毒 (Ad-FGD6), 感染小鼠胚

胎肝干细胞HP14.5, 以空载体腺病毒(Ad-null组)和未感染腺病毒组(Blank control组)作为对照; 半定量

PCR和Western blot分别检测FGD6、肝干细胞标志物 (AFP)、肝细胞标志物 (ALB)、胆管上皮细胞标

志物(CK19、SOX9)及Wnt经典通路中的标志物(β-catenin、wnt3a)的mRNA和蛋白表达水平; 并通过糖

原染色法(PAS染色)检测细胞内糖原合成的变化情况; CCK8检测各组细胞增殖情况。结果显示, 感染

Ad-FGD6腺病毒后, 与Ad-null组及Blank control组相比, HP14.5细胞中的FGD6的mRNA和蛋白表达水

平升高(P<0.05), 肝干细胞标志物(AFP)及胆管上皮标志物(CK19、SOX9)的mRNA及蛋白的表达水平

降低 (P<0.05), 而肝细胞标志物ALB及Wnt经典通路中的标志物 (β-catenin、wnt3a)的mRNA和蛋白的

表达水平均升高 (P<0.05); PAS染色发现 , Ad-FGD6组存在紫红色颗粒 , 呈阳性反应 , 这说明有糖原合

成。CCK8检测发现 , Ad-FGD6组能促进肝干细胞增殖(P<0.05)。因此 , 过表达HP14.5细胞的FGD6会
使HP14.5细胞向肝细胞分化并促进细胞增殖, 而这一过程可能通过Wnt经典信号通路实现。
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The Effect of Over-Expressing FGD6 on the Differentiation in Hepatic Stem Cells 

YU Shishi1, SHA Ou1, LI Wanling1, HU Qian1, HE Tongchuan2, ZHANG Bingqiang1*
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Abstract       The aim of this study was to investigate the effect of over-expressing FGD6 (faciogenital dyspla-
sia 6) on the differentiation of hepatic stem cells and its possible mechanism. The FGD6 gene was inserted into an 
adenovirus vector to over-express and packaged into an adenovirus (Ad-FGD6) to infect hepatic stem cells HP14.5, 
where the empty vector adenovirus group (Ad-null group) and the uninfected adenovirus group (Blank control 
group) were used as comparisons. The mRNA and protein expression levels of FGD6, hepatic stem cell marker 
(AFP), hepatocyte markers (ALB), bile duct epithelial cell markers (CK19 and SOX9) and the canonical Wnt path-
way markers (β-catenin and wnt3a) were detected by semi-quantitative PCR and Western blot respectively. The 
change in intracellular glycogen synthesis was detected by glycogen staining (PAS staining), and the cell prolifera-
tion was detected by CCK8. The results showed that the mRNA and protein levels of FGD6 when HP14.5 cells 
were infected by the Ad-FGD6 adenovirus were increased compared with the Ad-null group and the Blank control 
group (P<0.05). The mRNA and protein levels of hepatic stem cell marker (AFP) and bile duct epithelial markers 
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(CK19, SOX9) were decreased (P<0.05). But the mRNA and protein levels of hepatocyte marker (ALB) and the 
canonical Wnt pathway markers were elevated (P<0.05). There were the purplish-red granules in the Ad-FGD6 
group that represented the positive reaction, which indicated that the HP14.5 had the function of glycogen synthe-
sis. CCK8 detection found that Ad-FGD6 group can promote hepatic stem cell proliferation (P<0.05). Therefore, 
the up-regulation of FGD6 gene expression can facilitate HP14.5 cells to differentiate into hepatocytes and promote 
cell proliferation, which may be achieved through the canonical Wnt pathway. 

Keywords       FGD6 gene; liver stem cells; differentiation regulation; recombinant adenovirus; canonical 
Wnt pathway

近年来 , 由于肝细胞移植成为治疗终末期肝病

的一种新的有效手段[1], 干细胞的研究受到人们的广

泛关注[2], 但如何有效地诱导肝干细胞分化为成熟的

肝细胞是目前该领域研究的重点及难点。因此 , 寻
找有效调控肝干细胞分化的相关因子并揭示其调控

的详细作用机制对肝细胞移植的研究具有重要的理

论指导意义。1958年 , Wilson和Leduc[3]首次提出肝

干细胞的概念。干细胞具有自我更新能力和双向分

化潜能 , 可在体内或体外被诱导分化为成熟肝细胞

和胆管内皮细胞。参与肝干细胞分化的信号通路也

有许多, 其中包括Wnt经典及非经典信号通路等。目

前 , 用于研究治疗终末期肝病的干细胞主要包括肝

成体干细胞、胎肝细胞、间充质干细胞(mesenchymal 
stem cells, MSC)及诱导性多能干细胞等。其中小鼠

胚胎肝干细胞HP14.5具有稳定、永久、非致瘤性肝

祖样肝细胞的特征[4], 故本文将其作为研究对象。

FGD系列包括FGD1、FGD2、FGD3、FGD4、
FGD5及FGD6等[5-10]。其中, FGD1编码鸟嘌呤核苷酸

交换因子 (guanine nucleotide-exchange factor, GEFs)
能激活cdc42, 通过慢病毒过表达FGD1能促进人间充

质干细胞的成骨作用 [7]。FGD5能识别骨髓的造血干

细胞 [9]。虽然FGD6广泛存在于人体组织及器官中 , 
但是有何作用及其作用机制目前在国内外鲜有文献

报道。由于FGD6与FGD家族高度同源 , 结构相似 , 
因此FGD6功能极有可能与干细胞的分化密切相关。

本文拟采用Ad Easy腺病毒载体系统 , 构建重组腺病

毒Ad-FGD6、Ad-null, 并经测序验证 [11], 研究上调

HP14.5细胞中FGD6基因的表达 , 探索FGD6与肝干

细胞分化调控的关系, 为肝细胞移植提供新的思路。

1   材料与方法
1.1   主要试剂及材料

pAdTrace、pAdeasy-1、DH5α菌种由美国芝加

哥大学医学中心何通川教授惠赠 ; 小鼠胚胎肝干细

胞HP14.5、HEK293细胞株由重庆医科大学生命科

学院唐霓教授惠赠 ; pCR-XI-TOPO-FGD6重组质粒

购自美国Open Biosystems公司; Kpnl酶、Notl酶、T4 
DNA连接酶、Pac I酶购自日本TaKaRa公司; 胶回收

纯化试剂盒购自Vazyme Biotech公司; 转染试剂Lipo-
fectamine 2000购自美国Invitrogen公司; DMEM培养

基购自美国HyClone公司; 胎牛血清购自德国PAN公

司 ; FGD6、GAPDH、AFP、ALB及SOX9一抗体购

自美国Santa Cruz公司; β-catenin和wnt3a购自万类生

物科技有限公司 ; CK19一抗体购自Abcam公司 ; 辣
根过氧化物酶 (horse-radish peroxidase, HRP)标记免

疫球蛋白G二抗体购自北京中杉金桥生物技术公司 ; 
BCA蛋白定量试剂盒及增强化学发光显色液均购自

中国碧云天生物技术研究所; Trizol、反转录试剂盒、

DNA分子标准物及高保真Taq酶均购自日本TaKaRa
公司; 引物及测序由生工生物工程(上海)股份有限公

司完成 ; 琼脂糖购自上海基因科技有限公司 ; TAE缓
冲液购自上海百赛生物技术有限公司 ; Goldview II
和糖原染色试剂盒购自北京索莱宝科技有限公司 ; 
CCK8试剂购自东仁化学科技有限公司。

1.2   细胞培养及实验分组  
HP14.5细胞和HEK293细胞培养于含10%胎牛血

清及1%青/链霉素的DMEM中, 放置于37 °C、5% CO2条

件下的孵箱培养48 h, 融合至80%~90%, 用0.25%胰

酶+0.02% EDTA消化传代以备用, 实验分为3组: Ad-
FGD6组(FGD6组)、Ad-null组(空载病毒组)、Black 
control组(未感染病毒组)。
1.3   过表达FGD6质粒构建及腺病毒包装和扩增

通过购买装载有目的基因FGD6(NM_053072.3)
的CDS序列的重组质粒 , 即含有FGD6序列的pCR-
XI-TOPO重组质粒 , 用Kpnl酶和Notl酶分别双酶切

含有目的基因的质粒和穿梭质粒pAdTrace。酶切后
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跑琼脂糖电泳并在紫外灯下切胶回收纯化得到所

需片段, 然后用T4 DNA连接酶将目的片段克隆至

穿梭载体上, 再用限制性核酸内切酶Pac I将重组质

粒线性化后与骨架质粒pAdeasy-1用电穿孔法转化

到DH5α感受态细菌中进行重组, 将其接种到含有卡

那霉素的平板中, 挑选阳性克隆、摇菌、提取质粒、

送其测序, 将测序正确的重组质粒用Pac I酶线性

化, 加入转染试剂Lipofectamine 2000, 转染HEK293
细胞。约2周之后, 待细胞漂浮约60%, 收集细胞, 用
1 mL的PBS重悬细胞后, 反复振荡, 冻融3次(37 °C、
80 °C)后经离心(4 °C、15 000 r/min, 15 min)收集上

清液, 用提取的上清液反复感染HEK293细胞, 扩增

4轮后进行病毒纯化和滴度测定[11], 上述构建过表

达腺病毒Ad-FGD6和Ad-null都带有红色荧光蛋白

(RFP)的表达, 可以在荧光显微镜下观察。将HP14.5
细胞接种于24孔板中, 接种密度为1×105个, 24 h细胞

贴壁后, 倍比稀释病毒, 分别感染HP14.5细胞, 继续

培养48 h后用荧光显微镜观察RFP荧光阳性的细胞

数, 按下式计算其病毒滴度, 筛选出感染复数(multi-
plicity of infection, MOI)为110的最合适的病毒滴度。

病毒滴度(pfu/mL)=GFP荧光阳性细胞数×病毒上清

稀释倍数/0.4。
1.4   腺病毒载体感染HP14.5细胞   

将HP14.5细胞接种于6孔培养板, 每孔1.5×105

个细胞。24 h后, 待细胞融合为30%~40%时, 弃掉原培

养基, 将FGD6组和Ad-null组的病毒加入对应组的细胞

中, 用含2%胎牛血清的DMEM进行培养, 每孔1 mL, 8 h
后, 将其培养基更换为含有10%胎牛血清的DMEM, 
继续于37 °C、5% CO2条件下的孵箱培养, 以备后续

使用。

1.5   RT-PCR法检测细胞的基因表达   
收集腺病毒感染48 h后的HP14.5细胞, 用Trizol

法提取细胞总RNA, 紫外分光光度计检测其纯度及

浓度。将质量合格RNA样品安装宝日医生物技术

(北京 )有限公司的逆录试剂说明书合成 cDNA。以

cDNA为模板 , 由特定引物 (表1)扩增出对应的产物。

其中 , PCR反应体系 : 12.5 μL PremixTaq酶、1 μL上
游引物(10 μmol/L)、1 μL下游引物(10 μmol/L)、l μL 
cDNA模板、9.5 μL去离子水, 总体积为25 μL。循环

条件: 94 °C预变性4 min; 94 °C变性30 s, 58 °C退火

30 s(退火温度据不同引物而定), 72 °C延伸45 s, 变性、

退火及延伸过程在30个循环后于72 °C延伸3 min。取

PCR产物5 μL上样, 5 μL DNA 分子量标准物作参照。

使用1.3%琼脂糖进行电泳, 于紫外投射仪下拍照, 其
图片用于结果分析。

1.6   免疫印迹检测相关蛋白表达

收集腺病毒转染72 h后的HP14.5细胞, 用RIPA
裂解液提取细胞总蛋白, BCA法检测蛋白浓度(严格

表1   引物序列

Table 1   Primer sequence
基因

Gene
引物序列(5′→3′)
Primer sequence (5′→3′)

长度/bp
Length /bp

温度/°C
Tm /°C

SOX9 Forward  AAG AAA GAC CAC CCC GAT TAC A 126 56

Reverse   CAG CGC CTT GAA GAT AGC ATT A

CK19 Forward  AGG TCA GTG TGG AGG TGG ATT C 195 56

Reverse  TGA CTT CGG TCT TGC TTA TCT GG

ALB Forward  CTG CGA TAA ACC ACT GTT GAA GAA 169 55

Reverse  ATA TTC ATA CAA GAA CGT GCC CAG

AFP Forward  CCA GTG CGT GAC GGA GAA GAA TG 223 58

Reverse  GCA GCC TGA GAG TCC ATA CTT GTT AG

FGD6 Forward  CCT TTA TTA GGC TTC ACC GTC AC 145 60

Reverse  CCT GAA ATG CGT CTA TCC ACC T

β-catenin Forward  AAC AGG GTG CTA TTC CAC GAC T 206 58

Reverse  TGG AAT GGT ATT GAG TCC TCG G

Wnt3a Forward  CGG CTG TAG TGA GGA CAT TGA A 197 58

Reverse  ACC AGC AGG TCT TCA CTT CAC A

GADPH Forward  ATC CAC TGG TGC TGC CAA G 367 60

Reverse  CAT GTA GGC CAT GAG GTC CA
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参照试剂盒说明书步骤操作)。定量后的蛋白按照

30 μg/孔上样, 进行SDS-PAGE凝胶电泳分离, 将蛋

白转移至PVDF膜, 用5%脱脂奶粉室温封闭2 h, 加入

对应的一抗4 °C孵育过夜, 第二天用0.1% TBST洗膜

3次, 每次10 min。然后用对应种属的二抗于37 °C孵
育1.5 h, 0.1% TBST洗膜3次, 每次10 min。最后用化

学发光试剂ECL于暗室显色曝光分析。

1.7   糖原染色   
HP14.5细胞接种于96孔板中, 将其分为4组: Ad-

FGD6组、Ad-null组、Black control组及DMSO组(用
来作阳性对照)[12]。待24 h细胞融合度为30%~40%时, 
弃掉原培养基 , 再分别加入对应的重组腺病毒 , 用
含2%胎牛血清的DMEM进行培养 , 并在第6天严格

按照糖原染色试剂盒说明书进行糖原染色。先弃掉

培养基 , 采用磷酸盐缓冲液 (PBS)漂洗3次 , 每孔加入

100 μL的固定液, 室温固定10 min; PBS漂洗后加入高

碘酸溶液100 μL, 室温放置16 min; PBS冲洗后加入

Schiff溶液100 μL染色12 min, 流水冲洗2 min, 于倒置

显微镜下观察拍照, 用于反映细胞的糖原合成功能。

1.8   CCK8增殖

将HP14.5细胞以每孔3×103个细胞接种于96孔
板中, 分为Ad-FGD6组、Ad-null组、Black control组
3组, 每组设3个复孔, 待24 h细胞融合度在30%~40%
时候, 弃掉原培养基, 再分别加入对应的重组腺病

毒, 用含2%胎牛血清的DMEM于孵箱中培养。于加

入腺病毒后24 h、48 h、72 h, 每孔加入CCK8混合

液110 μL(含100 μL完全培养基和10 μL的CCK8试
剂), 培养2 h, 待液体呈橙色时, 用酶标仪测定450 nm
处的吸光度D值, 进行统计分析。

1.9   统计学处理

应用SPSS 21统计学软件对所有的实验数据

进行统计学分析, Graphpad 5.01软件进行制图。各

组数据采用均数±标准差(x
_
±s)表示。多组间比较采

用单因素方差分析, 组间两两比较则采用LSD-t检
验, 每组实验均独立重复3次以上, 检验水准α=0.05, 
P<0.05认为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   腺病毒的包装

将重组质粒交由生工生物工程(上海)股份有限

公司测序, 结果证实序列正确。再将其序列正确的

重组质粒经Pac I酶线性化后转染HEK293细胞, 第7
天于倒置荧光镜下观察到红色荧光出现, 说明腺病

毒载体包装成功(图1A)。
2.2   腺病毒扩增及滴度测定    

用腺病毒原液感染HEK293细胞, 用倒置荧光

显微镜观察红色荧光表达监测病毒扩增效率。经4
轮扩增, 共25个T75培养瓶细胞(约5×106个/瓶), 提取

病毒, 浓缩纯化病毒后测得腺病毒Ad-FGD6滴度为

1×109 PFU/mL。同样的方法得到Ad-null组病毒滴度

为4×109 PFU/mL, 在MOI值为110的情况下, 需滴度为

107可成功感染上HP14.5, 且感染率接近70%, 病毒毒

性较小。

2.3   腺病毒感染HP14.5细胞   
腺病毒感染HP14.5后第1天, 在荧光显微镜下

可见少量红色荧光, 第2天可见较多红色荧光, 表明

Ad-FGD6及Ad-null组腺病毒都能成功感染HP14.5
细胞(图1B、图1C), 感染率约为70%。

A: 腺病毒载体在HEK293细胞包装过程中的第7天; B: 感染过表达FGD6腺病毒48 h的HP14.5细胞; C: 感染空载组腺病毒48 h的HP14.5细胞。

A: the adenovirus in the process of packaging HEK293 cells on the seventh day; B: HP14.5 cell infected by over-expressing FGD6 for 48 h; C: HP14.5 
cell infected by adenovirus empty group for 48 h.

图1   荧光倒置显微镜下的细胞

Fig.1   The cells under the inverted fluorescence microscope 

HEK293

50 µm 50 µm 50 µm

(A) (B) (C)
Ad-FGD6 Ad-null
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2.4   重组腺病毒感染HP14.5后FGD6及相关标志

物的mRNA表达情况

在腺病毒感染细胞48 h时, 可见FGD6基因在实

验组中较对照组明显上调 (P<0.001)(图2A和图2B)。
相应的肝干细胞标志物AFP的基因表达水平下调 , 
肝细胞标志物ALB基因表达水平升高(P<0.05), 胆管

内皮细胞标志物CK19、SOX9基因表达水平明显下

调 (P<0.05)(图2C和图2D)。并且发现过表达FGD6

后 , β-catenin和wnt3a的表达也相应升高 (P<0.05)(图
2E和图2F)。这表明 , HP14.5细胞过表达FGD6基因

水平后, HP14.5会向肝细胞方向分化, 且可能会通过

Wnt经典信号通路在基因水平上影响肝干细胞的分

化, 并促使其向肝细胞分化。 
2.5   重组腺病毒感染HP14.5后FGD6及相关标志

物蛋白表达   
在腺病毒感染细胞72 h时,  FGD6蛋白表达水

A: 感染腺病毒后FGD6在mRNA表达水平的变化; B: 感染腺病毒后FGD6在mRNA表达水平的统计分析; C: 各分化指标在mRNA表达水平

的变化; D: 各分化指标在mRNA表达水平的统计分析; E: Wnt/β-catenin的指标在mRNA表达水平的变化; F: Wnt/β-catenin的指标在mRNA
表达水平的统计分析; 1: Black control组; 2: Ad-null组; 3: Ad-FGD6组; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, 与Black control组相比。

A: changes at mRNA expression levels of FGD6 after being infected by adenovirus; B: statistical analysis at mRNA expression levels of FGD6 after being in-
fected by adenovirus; C: changes for the various differentiation indicators at mRNA expression levels; D: statistical analysis for the various differentiation indica-
tors at mRNA expression levels; E: changes for Wnt/β-catenin indicators at mRNA expression levels; F: statistical analysis for Wnt/β-catenin indicators at mRNA 
expression levels. 1: Black control group; 2: Ad-null group; 3: Ad-FGD6 group; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 compared with Black control group.

图2   感染腺病毒后HP14.5细胞中各分子标志物在mRNA水平的表达的变化

Fig.2   Changes in expression of various molecular markers in HP14.5 cells at mRNA level after being infected by adenovirus
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平在实验组中较空载组明显上升(P<0.05)(图3A和

图3B)。相应的肝干细胞标志物AFP的蛋白表达

水平下降 , 肝细胞标志物ALB蛋白表达水平上升

(P<0.01), 胆管内皮细胞标志物CK19、SOX9基因表

达水平明显下调 (P<0.05)(图3C和图3D)。并且发现

过表达FGD6后 , β-catenin和wnt3a的表达也相应升

高(P<0.05)(图3E和图3F)。这表明, 在HP14.5过表达

FGD6蛋白后 , HP14.5会向肝细胞方向分化 , 且可能

会通过Wnt经典信号通路在蛋白水平上影响肝干细

胞的分化, 并促使其向肝细胞分化。

2.6   糖原染色结果  
腺病毒感染肝干细胞后第6天, 经PAS染色, 可

见Ad-FGD6组和DMSO组中大量细胞的细胞质被染

成紫红色, 呈阳性反应, 表明Ad-FGD6组中的细胞与

阳性对照组(DMSO组)的结果相同, 都具有合成糖原

的功能。而Black control组及Ad-null组无明显变化, 
结果呈弱阳性或阴性反应(图4)。结果表明, HP14.5
细胞过表达FGD6后, 具有糖原合成的功能, 而对照

A: 感染腺病毒后FGD6在蛋白表达水平的变化 ; B: 感染腺病毒后FGD6在蛋白表达水平的统计分析 ; C: 各分化指标在蛋白表达水平的变化 ; D: 各
分化指标在蛋白表达水平的统计分析; E: Wnt/β-catenin的指标在蛋白表达水平的变化; F: Wnt/β-catenin的指标在蛋白表达水平的统计分析; 1: Black 
control组; 2: Ad-null组; 3: Ad-FGD6组; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001, 与Black control组相比。

A: changes at protein expression levels of FGD6 after being infected by adenovirus; B: statistical analysis at protein expression levels of FGD6 after being in-
fected by adenovirus; C: changes for the various differentiation indicators at protein expression levels; D: statistical analysis for the various differentiation indica-
tors at protein expression levels; E: changes for Wnt/β-catenin indicators at protein expression levels; F: statistical analysis for Wnt/β-catenin indicators at protein 
expression levels. 1: Black control group; 2: Ad-null group; 3: Ad-FGD6 group; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001 compared with Black control group.

图3   感染腺病毒后HP14.5细胞中各分子标志物在蛋白水平的表达的变化 
Fig.3   Changes in expression of various molecular markers in HP14.5 cells at protein levels after being infected by adenovirus
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组几乎无糖原合成功能。

2.7   CCK8检测结果

腺病毒感染细胞后 , 分别在 24 h、48 h、72 h
时检测各组细胞 450 nm处的吸光度值 (D), 感染细

胞 24 h时 , 3组细胞的吸光度之间均无统计学差异

(P>0.05), 在48 h和72 h时Ad-FGD6组细胞吸光度均

明显低于Black control组及Ad-null组(P<0.05)(图5)。
结果表明, 过表达FGD6可促进HP14.5细胞的增殖。

3   讨论
肝细胞移植在终末期肝病的治疗中具有广阔

的应用前景, 但由于肝细胞在体外不能大量扩增并

保持其原有特性, 导致其发展受限。虽然, 肝脏干细

胞在体外具有长时间持续增殖的能力, 能在体外通

过扩增获得足够数量肝干细胞, 但目前能促使其安

全有效、稳定分化为成熟肝细胞的诱导剂较少。

肝干细胞分化是一个复杂的变化过程。参与

肝干细胞分化的细胞因子包括干细胞因子及其受体

肥大/干细胞生长因子受体(c-kitproto-oncogene pro-
tein, c-kit)、干扰素γ(interferon-γ, IFN-γ)、肿瘤坏死

因子α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)及白细胞介素

6(interleukin 6, IL-6)等。参与肝干细胞分化的信号

通路包括经典Wnt信号通路、非经典Wnt信号通路、

Notch信号通路以及维A酸信号通路等。肝干细胞

在不同分化阶段表达的特异蛋白质不同, AFP是反

映小鼠胚胎分化的良好指标之一, ALB是反映肝干

细胞向成熟肝细胞分化的良好指标之一, 即成熟的

肝细胞高表达ALB。目前, CK19与SOX9被认为是

紫红色表示阳性反应, 白色箭头表示紫红色区域。

Purplish-red color represents a positive reaction, and the white arrow indicates the purplish-red region.
图4   显微镜下肝干细胞被腺病毒感染后第6天的PAS染色

Fig.4   The PAS staining results of liver stem cells after being infected by adenovirus under the observation of microscope 

*P<0.05, **P<0.01与Black control组比较。

*P<0.05, **P<0.01 compared with Black control group.
图5   CCK8检测细胞的增殖

Fig.5   Cell proliferation detected by CCK8
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胆管内皮细胞表达的标志物[12]。此外, 成熟的肝细

胞有合成糖原的功能, 而肝干细胞没有合成糖原的

功能。通过以上的方法检测可以初步判定细胞的分化

阶段。本文选用第三代腺病毒载体, 通过分子克隆将

FGD6基因克隆至腺病毒载体中, 获取高滴度的重组腺

病毒。由于FGD6为重组腺病毒载体介导, 该基因不会

被整合到宿主细胞HP14.5的基因组中, 因此FGD6促进

肝细胞的增生分化作用不会长期存在, 这保证了肝干

细胞的生物学性状稳定, 避免了肝干细胞因无限增生

而形成肿瘤的可能, 进而增加实验的严谨性。

   FGD6基因位于人类染色体12q22区域, 含有

一个FYVE-type锌指结构、两个PH(pleckstrin homol-
ogy)结构域及一个DH(Dbl homology)结构域[6]。与

FGD1相似, 该基因编码的GEFs同样可以促进cdc42
中GTP对GDP的替换, 从而激活cdc42[13]。cdc42信号

与多功能造血干细胞的增殖、凋亡、黏附及定向迁

移相关[14]。有相关报道指出, cdc42缺陷的干细胞具

有细胞分裂缺陷及分化能力降低的特点[15]。综上表

明, FGD6与干细胞分化存在一定相关性, 但目前将

FGD6用于肝干细胞分化调控的研究鲜有报道。本

研究发现, 随着上调FGD6表达, 相应肝干细胞和胆

管内皮细胞标志物表达降低, 而成熟肝细胞标志物

表达上升, 表明过表达FGD6能促进肝干细胞向成熟

的肝细胞方向分化, 抑制向胆管内皮细胞方向分化。

PAS染色阳性再次证明, 过表达FGD6后HP14.5有肝细

胞糖原合成的功能, 这与视黄酸诱导小鼠胎肝来源的

肝干细胞的分化结果相似[16-17]。

Wnt经典通路又称为Wnt/β-catenin通路 , 是控制

多种干细胞向肝细胞分化的主要通路 , 可以调控干细

胞增殖[18]。Hu等[19]在特异性敲除β-catenin小鼠中分离

出肝干细胞 , 在wnt3a培养条件下 , β-catenin大量聚集

于胞质, 并转位人胞核结合T细胞因子/淋巴增强因子, 
激活下游靶基因的转录 , 使细胞进入增殖周期 , 表明

β-catenin信号在肝干细胞的增殖中也发挥着重要的作

用。同时研究发现 , Wnt拮抗剂SFRP3抑制小鼠肝干

细胞HP14.5分化 [20]。此外 , 研究表明 , Lgr5+肝干细胞

的可以通过激活Wnt经典信号通路的从而促进细胞

的增殖 [21], Lgr5同样也能还能通过激活Wnt/β-catenin
信号通路的从而促进猪上皮细胞的增殖 [22]。本研究

发现 , 上调FGD6不仅使Wnt经典信号通路的标志物

(wnt3a、β-catenin)显著升高, 还能促进细胞增殖, 表明

该细胞分化增殖过程极有可能参与Wnt经典信号通

路, 实现肝干细胞向肝细胞分化并促进其增殖, 此外, 
该过程可能与Lgr5也有紧密的相关性, 但需要进一步

开展实验来验证推断。

本研究的结果与之前本课题组敲低FGD6的表达

可以促进肝干细胞向肝细胞方向分化的结论相似[23]。

一些基因的过表达或低表达都会造成胚胎发育及细

胞分化等的异常, 基因在众多刺激的作用下严格按

照时空性顺序表达, 这种有条不紊的程序可能会被

环境中的某些因素所打乱而使整项工程出现基因层

面的失衡, 进而表现为形态学层面的异常。在发育

早期的内皮细胞中, EphrinB2无论过表达还是敲低均

可导致明显的血管形成缺陷, 并导致孕中期胚胎死

亡, 可见EphrinB2水平的稳态对促进新生血管芽生和

调节血管重塑、稳定血管结构具有重要的作用[24-25]。

同时长链非编码H19基因在BMP9刺激MSCs的早期

阶段急剧上调, 随后迅速下降并逐渐恢复到基础水

平, 若单独对MSCs中的H19过表达或沉默均将损害

BMP9诱导的体内外的成骨过程。这一结果表明, 良
好协调的lncRNA H19的双向表达可能是BMP9诱导

的MSCs成骨分化所必需的, 而H19表达失调可能损

害正常的成骨, 从而导致致病过程, 如骨肿瘤发生发

展[2]。由此可见, 同一种基因是存在无论过表达或敲

低均促使某种结果朝一致方向的发展的现象, 动态

的平衡保证了其重要功能。这表明, FGD6同样可能

对肝干细胞的干性的维持起着重要的作用, 过高或

者过低都有可能会引起肝干细胞的分化。

综上所述, FGD6平衡的紊乱能促进肝干细胞向

成熟的肝细胞分化。过表达FGD6除了促进肝细胞

的分化还能促进细胞增殖, 并且该过程有可能参与

Wnt经典信号通路。因此, 可以将FGD6作为一种新

的肝干细胞分化调控的靶点, 为肝细胞移植治疗提

供了新思路。本研究上存在些许不足, 比如在细胞

分化、通路等方面仅存在现象的观察, 在下一步的

工作中, 本课题组将从细胞分化后细胞形态学、组

织形态学、细胞功能改变及动物实验等多方面进行

深入研究, 并进一步探索FGD6的作用。
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