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Pdxl与Ngn3协同诱导L02细胞

分化为胰腺13样细胞

郭 敏， 唐小龙， 张 洹
(暨南大学医学院血液病研究所，广东广州510632)

【摘要] 目的：胰腺十二指肠同源框蛋白1(Pdxl)与神经源素3(NgIl3)联合诱导肝实质细胞向胰腺B样细胞分

化。方法：以人胚胎胰腺组织基因组的mRNA为模板经RT-PCR扩增获得Pdxl与N日【13基因。应用分子生物学技

术，分别克隆到真核表达载体pEGFP．C1的多克隆位点中，构建pEGFP-C1／Pdxl与pEGFP．C1／Ngn3真核表达质粒，

并共转染1．02细胞，用RT．PCR、免疫组化、间接荧光法检测目的基因及胰岛素相关基因葡萄糖转运体2(GLUT2)与

胰岛素的表达情况。结果：目的基因克隆正确，RT．PCR、免疫组化、间接荧光证实转染后【D2细胞中有Pdxl、Ngn3

和胰岛素及胰岛素相关基因GLUT2的表达。结论：Pdxl与NS．3协同作用可诱导肝实质细胞向胰腺B样细胞分

化。
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Pdxl and Ngn3 CO-induce the L02 cell differentiation

into the pancreatic 13-cells
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[Abstract]Aim：To explore the function of Pdxl and Ngn3 in hepatic parenchymal cells to islet p-like
ceils differentiation．Methods：We obtained the Pdxl gene and Ngn3 gene exon by using human embryo

pancreas tissue mRNA as the template，and cloned them into multiple cloning sites of eukaryofic expres—

sion vector pEC；FP—CI to construct pEGFP—C1／Pdxl and pEGFP—C1／Ngn3 eukaryotic expression plas-

mid，and the constructed plasmid was transfected L02 cell．佻e expression of target gene，GLU，12 and in—

sulin were detected by RT—PCR，immunohistochemistry，indirect fluorescence assay．Results：ne target

genes were successfully cloned，there were Pdxl，Ngn3，insulin and insulin related gene slucose trans-

porter 2(GLUT2)expression in transfected ceils．Conclusion：The synergism of Pdxl and NS．3 were able

to induct hepatic parenchymal ceHs to islet B—like cells differentiation．
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糖尿病是一类严重危害人类健康的疾病，并且

呈逐年上升趋势，而胰岛移植以及相关细胞的替代

治疗是一种有可能根治的方法，但供体细胞来源的

缺乏在一定成度上限制了此法应用，寻求足够的细

胞来源就成为当务之急。在胰腺发育过程中，胰腺

十二指肠同源框蛋白1(pancreatic and duodenM ho—

meobox factor l，Pdxl)对早期胰腺分化以及胰腺内

分泌细胞分化和功能的成熟起关键作用【1以o；神经

源素(neurogenin 3，Ngn3)对胰腺祖细胞向内分泌

细胞分化也起重要作用口J，此外，还存在许多因素

控制着最后的Ot、13、8、和PP细胞的命运，尤其是它

们所调控的下游因子NKX2．2，PAX4，NKX6．1的

活化对B细胞表型分化也非常重要。在机体的发

育过程中，胰腺和肝脏均来源于中胚层，这为研究将

肝实质细胞向胰腺样细胞转分化提供了理论基

础L4 J。本研究的目的为Pdxl与Ngn3协同能否使

肝细胞转化为胰腺p样细胞或诱导后具有胰腺p

样生物特性细胞。。

1材料和方法

1．1材料与试剂

正常人肝实质不表达内源性Pdxl与Ngn3基因

的L02细胞株购于上海细胞库。大肠杆菌DH5d和

质粒pEGFP．C1均为本实验室保存。RT—PCR试剂

盒、T4 DNA连接酶、限制性内切酶Nhe I、Xho I、

魄ZⅡ、EcoR I等和DNA marker购自大连宝生物公
司；质粒提取试剂盒和DNA胶回收纯化试剂盒购自

Omegar公司。PCR引物与测序由上海生工生物工

程公司完成。即用型免疫组化试剂盒和DAB酶底

物显色试剂盒购自北京鼎国生物科技公司；鼠抗人

Pdxl和Insulin、兔抗人Ngn3和GLUT2抗体购自

Abeam公司；HRP-抗鼠IgG、HRP抗兔IgG、CY5-抗
鼠IgG、FITC·抗鼠IgG与FITC一抗兔IgG购自Bethyl

公司。

1．2 Pdxl与唧的RT-PCR扩增
参照GenBank人Pdxl的CDS序列设计引物如

下：其中Pdxl上游引物P1：5’一AAGCTAGCCCG-

cAGCC ATGA-3’，含Nhe I位点起始密码子ATG，下

游P2：5 7TC—CTCGAG—TGATCGTGGlTCC7rG-3’，含
Xho I位点与终止密码子TGA，扩增基因长度为882

bp。Ngn3上游引物P3：5’·n塑坠塑GGTAGAAAG．-
G丛gACGC-3’。含剐II位点和起始密码子ATG，下
游P4：5’一CG型些AGGTCC，I'I!坠CAG-3’，含

EcoR I位点与终止密码子TGA，扩增基因长度为

678 bp。

用Trizol三步法提取经产妇同意的自然流产人

胚胎胰组织RNA，DEPC—H：O溶解RNA，检测

OD2∞。／OD船0。值进行RNA纯度及含量计算，实验

重复3次，每次做复管。反转录转录合成eDNA。

PCR分别扩增Pd)【1和Ngn3基因。反应体系按说

明书，反应条件分别为：Pdxl为95℃预变性5 min，

95℃30 s，58℃30 8，72℃60 S，35个循环，72℃

10 min；哪为95℃5 rain，95℃30 S，54．5℃30
S，72℃60 S，35个循环，72℃10 min。扩增产物取

5斗L在质量分数为2．O％琼脂糖凝胶电泳，确定扩

增产物大小正确无误。

1．3载体的构建、鉴定与包装

Pdxl的RT—PCR产物经过回收纯化后与pEG-

FP—Cl质粒同时用Nhe I+Pme I双酶切后，电泳纯

化后，酶切纯化的产物按照3：I的摩尔比混合，用

T4 DNA连接酶连接24 h，转化用低温CaCl2制备的

E coli DI-ISot感受态细菌，于含卡那霉素30斗g／mL

的LB固体培养基中，次日随机挑取数个单菌落，分

别接种于3 mL含卡那霉素的LB培养液中，37℃下

150 r／rain振荡培养过夜。分别取少量菌液煮沸作

为模板进行菌落PCR检测是否有Pdxl的存在，将

菌落PCR筛选呈阳性的菌落用质粒提取试剂盒抽

提质粒DNA，Nhe I和Xho I双酶切质粒DNA后电

泳检测。阳性克隆的菌液测序鉴定，测序采用San-

ger双脱氧链终止法，对插入序列的两端进行测定，

测序工作由上海生物工程公司完成。pEGFP—C1／

Ng【13质粒载体构建将Ngn3与pEGFP-C1质粒同时

用％f lI+EcoR I双酶切后，余下同pEGFP-CI／
Pdxl载体的构建步骤。

1．4细胞转染与观察

取对数生长期的Iff2细胞接种在6孔板内，待细

胞生长至60％一70％时，直接在体积分数10％新生

牛血清的完全培养基的培养板中按(生理盐水：转染

试剂=8：1)比例加入阳离子聚合物转染试剂JetPEI

(tm)和质粒pEGFP—N1／Pdxl与pEGFP—C1／Ngn3的

混合物，细胞隔天换液，培养24 h后，检测Pdxl和

Ngn3的表达情况。

1．5免疫组化：间接免疫荧光检测

检测目的细胞固定后，用PBS冲洗，依次滴加

过氧化酶阻断剂，正常动物非免疫血清封闭，分别与

鼠抗人Pdxl和Insulin、兔抗人Ngn3和GLUT2抗体
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反应后，分别用HRP．抗鼠／兔二抗、CY5一抗鼠、FITC-

抗兔二抗再进行反应，免疫组化DAB显色，荧光反

应用houchest复染细胞核，镜下检测。免疫组化时

呈棕黄色者为阳性；间接荧光时，细胞核为深蓝色为

阴性，核为红色为阳性。

1．6 RT-PCR检测目的基因、胰岛素与GLUT2表

达

提取L02靶细胞中的总RNA后进行反转录。

Pdxl与Ngn3分别用下述引物与反应条件榆测在细

胞中的表达水平。Pdxl上游引物P5为5’一TGGCA—

cATclTrcACCATCA-3’，下游引物P6为5’一GCAGTC—

CTGCTCAGGCTCT一3 7，扩增目的基因片段长度为

446bp；Ngn3上游引物P7为5 7一AAAGCGAGlTI’G—

GCACTAAGCA-3’，下游引物P8为5 7一CGTCTGG—

GAAGGTGGGAAGTA-3’，扩增目的基因片段长度为

132 bp；反应条件均为：95℃预变性5 min，95℃30

S，55℃30 S，72℃60 S，35个循环，72℃10 min。

葡萄糖转运体2(glucose transporter，GLUT2)上游引

物P9为5’一AGGACTTCTGTGGACC，IrI’ATGTG．3’，下

游弓I物PIO为5 7．G‘ITllCATGTCAAAAAGCAGGG一3’，

扩增目的基因片段长度为380 bp；反应条件分别为：

95℃预变性5 min，95 oC 30 S，55 oC 30 S，72 oC 60

S，35个循环，72℃10 min。胰岛素上游引物P11为

5 7一AGCCTITGTGAACCAACACC-3’，下游引物P12

为5’-GCTGGTAGAGGGAGCAGATG一3’，扩增目的基

因片段长度为246 bp；反应条件分别为：95℃预变

性5 min，95 oC 30 S，65℃30 S，72 oC 60 S，35个循

环，72℃10 rain。内参GAPDH上游引物P13为5’一

GTCAGTGGTGGACCTGACCT一3’，下游引物P14为

5’．TGAGGAGGGGAGAlTrCAGTG．3’，扩增基因片段

长度为400 bp。反应条件分别为：95 oC预变性5

rain，95 oC 30 S，57 oC 30 S，72 oC 60 S，35个循环，72℃

10 min。扩增产物取5止在质量分数为2．0％琼脂糖

凝胶电泳检测。

’多士里o ：口木

2．1 限制性内切酶酶切、PCR结果与序列分析鉴

定

融合质粒pEGFP．C1／Pdxl经Nhe I和Xho I双

酶切后，电泳可见大小约为6．1 kb与0．88 kb两片

段，载体pEGFP-C1经上述两个酶双酶切后，仅见一

条6．1 kb的片段，以P1、P2为引物，以融合质粒

pEGFP—Cl／Pdxl为模板，可扩增出约0．88 kb的产

物(见图1A)；融合质粒pEGFP—C1／Ngn3经Bgl II和

EcoR I双酶切后，电泳可见大小约为6．1 kb与0．68

kb两片段，载体pEGFP—C1经上述两个酶双酶切后，

仅见一条6．1 kb的片段，以P3、P4为引物，以融合

质粒pEGFP—Cl／Ngn3为模板，可扩增出约0．68 kb

的产物(见图1 B)。对卜述二质粒上MCS内的

DNA序列进行序列分析鉴定，测序结果与人Pdxl

和Ngn3的序列完全相同。

MI：1 kb DNA marker；M2：100 bp DNA marker．(图A)1：Nhe

I与Xho I酶切pEGFP·C1；2 Nhe I与Xho I酶切pEGFP—Cl／Pdxl；

3：Pdxl PCR product．(图B)l：掣1I与EcoR I酶切pEGFP—CI；2
掣II与EcoR l酶切pEGFP·Cl／Ngn3；3：Nsn3 PCR product．
图l pEGFP—C1／Pdxl与pEGFP—C1／Ngn3质粒酶切图

2．2荧光观察

pEGFP—C1／Pdxl与pEGFP—C1／Ngn3共转染

L02细胞24 h与72 h后，荧光显微镜镜下观察，24

h后可观测到转染细胞内有较强的绿色荧光，，72 h

细胞阳性率仍较高，通过读数阳性细胞率约60％～

70％，见图2。

图2荧光显微镜榆测pEGFP—C1／Pdxl与pEGFP-C1／Ngn3

共转染L02细胞
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2．3 Pdxl和Ngn3转录因子在1_1)2细胞中表达

采用转染了空载体的细胞为阴性对照。免疫组

化染色检测显示，pEGFP—C1／Pdxl与pEGFP-C1／

Ngn3共转染的1_D2细胞中Pdxl高表达，棕黄色阳性

信号主要位于胞核，而胞质中相对较少，见图3(A，B)

所示；间接荧光显示，部分L02细胞核内Ngn3也有表

达，红色阳性信号位于胞核中，图3(C，D)所示。

A：阴性对照组；B：Pdxl阳性组；C：阴性对照组；D：Ngn3阳性组

图3 Pdxl和Ng．3在1．02细胞中表达

2．4 RT-PCR检测

收集pEGFP．C1／Pdxl与pEGFP-C1／Ngn3共转 收集pEGFP-C1／Pdxl与pEGFP—C1／Ngn3共转

染后1、4和8 d的L02细胞，提取mRNA进行反转 染后15、20、25与30 d的12)2细胞，提取mRNA进

录后，RT—PCR检测结果有目的基因Pdxl和Ngn3 行反转录后，RT-PCR检测结果有胰岛素与GLUT2

的表达，见图4。 基因表达，见图5。

1、2、3分别代表第1 d、4 d和8 d．

图4 pEGFP-C1／Pdxl与pEGFP-Cl／NSm3共

转染的L02细胞中PdxI和Ngn3基凶表达

2．5 间接荧光检测胰岛素与GLUT2表达

间接荧光检测显示，pEGFP·C1／Pdxl与pEG—

FP—Cl／Ngn3转染后的第30天的L02细胞中胰岛素

与GLUT2表达呈阳性，其中胰岛素主要位于胞质，

阳性细胞质为红色；而GLUT2主要集中于细胞质中

与细胞膜上，细胞质呈绿色，Houchest特异性结合细

胞核而使其显示深蓝色荧光，见图6。

图5 pEGFP·Cl／Pdxl与pEGFP—Cl／Ngn3转染的

1．02细胞中胰岛素和GLUT2基因表达

图6胰岛素(A)与GLUT2(B)在11)2中表达的

间接荧光检测结果(×200)
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3讨论

胰腺十二指肠同源框蛋白1(Pdxl)是胰岛内分

泌细胞群发育的关键基因之一，现已知其翻译的因

子蛋白Pdxl蛋白含有若干个转录调控区域，Pdxl

可借助N．末端转录调控相关功能结构域与胰岛素基因启动子A3区的GG2元件(⋯145 140 bp)

上结合，调控胰岛素转录和分泌，但Pdxl这种效应

需多种分子协同作用；同时Pdxl也可与葡萄糖载体

2(GLUT2)的TATA盒结合，并参与GLUT2转

录【5。】。近年的研究证明Pdxl基因在诱导胰腺分

化及发育中的作用：只有当Pdxl基因活化后，在相

关诱导因子及相关信号通路活化的联合作用才有可

能使间充质干细胞向胰腺B样细胞方向分化，说明

Pdxl基因在胰腺分化过程中起到“总开关”的作

用哺‘101。有研究证明用Pdxl基因可诱导肌细胞转

化为产胰岛案的8样细胞u卜12】。而神经源素

(Ng,,3)调控早期胰腺发育和内分泌分化程序，Ng【13

对从胰腺祖细胞向内分泌细胞分化以及诱导Neu-

roDl因子而增强胰岛素基因转录与生物合成等到

起重要作用¨31，因而Pdxl与Ngn3在胰腺的发育过

程也是必不可少的，对下游一系列基因的活化，启动

相关转录因子的表达，从而对胰岛的内分泌细胞定

向分化具有关键作用u4。，提示Pdxl与Ngn3可能在

胰岛B细胞定向分化发育过程中可能具有一定的

协同作用，因此选择Pdxl与Ngll3基因，协同诱导肝

实质细胞，观察其是否具有诱导肝实质细胞向胰腺

p样细胞分化的作用。

酶切电泳结果显示成功构建pEGFP-C1／Pdxl

和pEGFP—C1／Ngn3，通过相应的酶切与PCR均获得

目的大小的DNA片段。进一步扩增并提取pEGFP-

C1／Pdxl和pEGFP．C1／Ngn3质粒并共转染I_02细

胞，于24 h后即可在观察到L02细胞内pEGFP—CI

质粒上所带的报告基因EGFP所激发的绿色荧光，

提示所构建的pEGFP-C1／Pdxl和pEGFP—C1／Ngn3

载体可以有效地转染靶细胞，进一步RT-PCR检测

到载体所带的目的基因Pdxl与Ngn3在细胞内表

达，免疫细胞化学与间接荧光也证实Pdxl与Ngn3

基因在细胞内有效表达。

为迸一步研究目的基因Pdxl与Ngn3诱导102

细胞转分化为胰腺B样细胞的能力，检测了B样细

胞的关键标志分子——胰岛素与胰腺13细胞分化

成熟的标志分子——葡萄糖转运体2(GLUT2)。通

过pEGFP—C1／Pdxl和pEGFP—Cl／Ngn3持续作用于

1．02细胞，第5天后部分细胞开始变圆，并有一定的

聚集趋势；诱导2周以后，RT—PCR结果显示在细胞

中可以检测胰岛素的表达，20 d后胰腺内分泌细胞

相关转录因子葡萄糖转运体2(GLUT2)开始表达；

间接免疫荧光也显示102细胞内胰岛素与GLUT2

表达，且主要存在于细胞质中和细胞膜上。胰岛素

的表达显示Pdxl与N目Ⅱ3双基因可以诱导靶细胞合

成并表达胰岛素而成为B样细胞。而GLUT2是存

在于8细胞中的一种特殊跨膜转运蛋白，可转运葡

萄糖入胞内，并调节细胞膜上的离子通道，促进细胞

内储存的胰岛素颗粒分泌，被认为GLUT2是胰腺B

细胞分化成熟的标志之一；GLUT2在102细胞内表

达提示靶细胞的不仅具有B样细胞表型，而且具有

B细胞相关的部分生物学功能，提示Pdxl与NS．3

双基因联合，在诱导细胞转分化为B样细胞方面具

有协同作用，可启动部分p细胞功能相关的基因表

达，但具体机制尚不清楚。

尽管实验结果证明诱导后的细胞具有B样细

胞的表型与部分功能，但表达的胰岛素是胰岛素原

抑或在相应蛋白酶作用下分解而具有相应的生物学

功能的胰岛素；是否对高糖具有相应生理反应尚不

清楚；但结果提示：功能相关的转录因子Pdxl与

NgIl3之间可能存在某种相互协同作用网络，对指导

体外p细胞工程具有重要意义，进而为治疗糖尿病

提供实验基础。
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