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摘  要 : 原代肝实质细胞被广泛应用到药物代谢和毒性评估中，但其体外培养呈现去分化状态，表现为逐渐失去

正常形态和代谢解毒功能，到目前为止对去分化的分子机制并不清楚。在肝实质细胞体外去分化过程中转录因子 

(Transcription factor，TF) 起重要作用，而且非实质细胞可以在体外维持肝实质细胞功能。然而目前的技术手段

不能有效地鉴定和定量分析大量 TFs。本文建立了单层肝实质细胞单独培养以及肝实质细胞与非实质细胞共培养

系统，细胞培养到 24、48、72 h。利用 TF 富集技术 (Transcription factor response elements on tip，TOT) 和质谱

技术研究在肝实质细胞体外培养过程中 TFs 变化。本研究 3 次重复实验共鉴定到 219 个 TFs，分析发现肝实质细

胞培养过程中与细胞增殖、死亡、免疫等通路相关的 TFs 表达增高，而与代谢通路相关的 TFs 表达减弱。我们建

立的肝细胞培养-TFs 鉴定系统对揭示肝实质细胞去分化的分子机制以及肝实质与非实质细胞间相互作用具有重

要意义。 
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Abstract:  Primary hepatocytes are widely used in drug metabolism and toxicity assessment. As the culture of primary hepatocytes 

in vitro is a process of dedifferentiation, hepatocytes lose normal metabolic detoxification function gradually. The mechanism of 
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hepatocyte dedifferentiation has been not clear so far. TFs play an important role in the dedifferentiation and non-parenchymal cells can 

maintain the function of hepatocytes in vitro. However, the current methods cannot be used in effective identification and quantitative 

analysis of a large number of TFs. In this paper, the mo-culture system (only primary hepatocytes) and co-culture system (primary 

hepatocytes and non-parenchymal cells) were established. The cells were cultured for 24 h, 48 h, 72 h as monolayer. The changes of TFs 

during the culture were obtained by TOT (Transcription factor response elements on tip) transcription factor enrichment method and 

mass spectrometry. A total of 219 TFs were identified in three individual replicates. The result revealed that up-regulated TFs were 

enriched in cell proliferation, death and immune response pathways, and down-regulated TFs were involved in metabolism pathway. The 

establishment of such culture-TFs identification system is of great significance to reveal the mechanism of primary hepatocyte 

dedifferentiation and crosstalk between hepatocytes and non-parenchymal cells. 

Keywords:  liver cell culture, hepatocyte dedifferentiation, TOT method, mass spectrometry 

肝脏是由许多高度特化的细胞组成的代谢器

官。肝细胞包括肝实质细胞和非实质细胞 (肝窦

内皮细胞、星形细胞、kupffer 细胞)。肝实质细

胞承担大量的代谢、调节和毒理功能[1]，因此肝

实质细胞的体外肝脏模型对于药物研发至关重

要[2-3]。但是肝实质细胞在体外培养过程中发生去

分化，代谢解毒功能逐渐丧失，这为其广泛应用

带来极大的不便[4]。研究人员试图通过改善培养

条件从而达到维持体外肝实质细胞功能的目的。

细胞共培养技术可以模仿体内微环境，在体外建

立细胞共培养模型，这对于研究细胞之间相互作

用、改善单层细胞培养等方面具有重要意义[5]。

目前与肝实质细胞共培养的细胞多是细胞系，有

结果显示大鼠肝实质细胞与小鼠 NIH3T3 共培养

促进白蛋白分泌，提升氨消除速率和 CYP1A1 活

性[6-7]。非实质细胞可能延缓去分化过程，保持肝

实质细胞的表型[8]。肝实质细胞在体外和非实质细

胞共培养对于模拟肝的体内环境、维持肝的功能及

细胞间的相互作用优势明显。为了充分发挥共培养

作为器官模型的优势，肝实质细胞与来自相同器官

的非实质细胞共培养是最好的选择。Bale 等分离

出肝实质细胞和富集非实质细胞，并在 transwell

中按一定的比例混合共培养，观察每种细胞在共培

养过程中的变化，通过脂多糖 (Lipopolysacchride，

LPS) 刺激捕获肝实质细胞和非实质细胞之间的相

互作用[9]。 

近年来蛋白质组学在细胞分辨率水平揭示细

胞特异功能的优势越来越明显。为了了解去分化

机制，研究人员从培养了 1、3、7 d 肝实质细胞

以及 Hepa 1–6 细胞系中提取蛋白，质谱检测并获

得细胞的蛋白表达谱[10]。通过定量分析蛋白质的

动态变化，发现在 1 周的测量时间内肝原代细胞

逐渐趋向于典型的细胞系。新鲜分离与培养的原

代细胞和 Hepa 1–6细胞系之间的蛋白质组相关性

显示蛋白水平相似性逐渐降低。另外研究人员利

用组学技术发现 4 种肝细胞在代谢、凝血和补体

途径中具有明显分工。从蛋白质组学的角度提出

实质细胞构成通路的下游组件、非实质细胞触发

通路的概念[11]。4 种肝细胞之间的协同作用解释

了肝脏如何有效地执行受精确控制的功能。 

TF 是一类直接调节基因转录活性的蛋白[12]。

这些特殊的反式作用蛋白与顺式调控 DNA 序列

相互作用，位于基因启动子和增强子或沉默子区

域内，激活或抑制基因转录[13]。它们通过促进或

阻碍 RNA 聚合酶Ⅱ结合 DNA，并通过与多种共

活化因子或辅助抑制因子、染色质重塑因子和组

蛋白修饰酶相互作用而发挥作用。除了作为一般

转录起始复合物组分的 TFs，组织特异性转录因

子 例 如 肝 脏 富 集 转 录 因 子  (Liver enriched 

transcription factor，LETF) 负责调节特定基因的

表达，决定细胞命运[14]。在肝脏中，LETF 通过

控制整个肝细胞中广泛基因的表达发挥作用，包

括编码中间代谢、尿素循环以及血浆蛋白和凝血因

子效应物的基因[15-16]。另外整套和药物代谢相关的
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基因转录也受到 LETF 的调控。原代肝细胞培养期

间细胞特异性功能的丧失可以通过 LETF 的蛋白表

达水平的下降表现出来。HNF-1α 和 HNF-1β、

HNF-4α、CEBPα和 CEBPβ蛋白表达水平下降是原

代肝实质细胞特异功能消失的重要指标[17-18]。 

如今人们开始利用蛋白质组学技术研究肝实

质细胞体外培养过程中蛋白的变化，试图描绘去

分化过程中蛋白质尤其 TFs 的动态变化，进而了

解肝实质细胞去分化过程的分子机制。但是 TFs

在细胞内属于低丰度蛋白，利用质谱技术直接鉴

定 TFs 比较困难。本实验室前期开发了一种富集

鉴定内源性 TFs 的方法，该方法设计出串联转录

因 子 效 应 元 件  (Transcription factor response 

elements，TFREs)作为亲和试剂富集 TFs，然后利

用质谱技术鉴定分析内源性 TFs[19]。但是这种方法

不能满足快速鉴定微量样品内源性 TFs 的需求。

因此我们在此方法基础上，开发出具有高灵敏度、

高效率、高通量的新型富集内源性 TFs 的方法，

即 TOT 方法[20]。结合此技术，本文开发出肝细胞

的培养和转录因子表达谱分析系统，为以后研究细

胞体外培养过程中 TFs 的变化提供技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料与器材 

6–8 周雄性 SPF 级 C57BL/6J 小鼠 (斯莱克实

验动物有限公司 )，蠕动泵  (保定兰格公司，

BT100-1F)，输液器 (山东安得新华医疗公司，TPE

型)，移液枪头 (Axygen，TR-222-C)，C18 固相

萃取膜 (3M，329574)，M280 磁珠 (Invitrogen，

00324960)。 

1.2  方法 

1.2.1  灌流与细胞培养 

利用两步法进行小鼠肝门静脉灌流[21]，首先

灌流去血 3–4 min，然后开始用酶液灌流消化，直

至肝脏没有弹性，颜色发白。剪下肝脏后，细胞

经过 150 目筛子过滤，通过 50g 离心分离得到

肝实质细胞沉淀，剩余非实质细胞通过密度梯度

离心分离获得，最后肝实质细胞和非实质细胞以

1∶4 比例进行混合，接种到 6 孔板中进行培养，

单独培养只含有肝实质细胞。流程见图 1。 

 

 

 
图 1  实验流程图 (HSC 代表星形细胞；LSEC 代表肝窦内皮细胞；KC 代表 kupffer 细胞；HC 代表肝实质细胞；

NPC 代表肝非实质细胞；LC-MS 代表液相色谱-质谱联用技术) 

Fig. 1  Experimental workflow. HSC stands for hepatic stellate cell; LSEC stands for liver sinusoidal endothelial cell; 
KC stands for kupffer cell; HC stands for hepatocyte; NPC stands for non-parenchymal cell; LC-MS stands for liquid 
chromatograph-mass spectrometer. 
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1.2.2  收集细胞与提取 NE 

细胞在培养至 24、48、72 h 时，共培养和

单独培养只收获肝实质细胞。胰蛋白酶消化细

胞，50×g、4 ℃离心 3 min，重复 3 次，保留肝

实质细胞沉淀，去除共培养的非实质细胞。细

胞沉淀用低渗溶液重悬，冰置 30 min，–80 ℃冷

冻。冰上融化细胞后，于 3 715×g、4 ℃离心 15 min，

弃上清，依次加入低盐、高盐溶液，垂直混匀    

30 min。16 000×g、4 ℃离心 10 min，弃沉淀。 

1.2.3  TOT 

0.1 μg TFRE和 2 μL M280磁珠垂直混匀孵育

30 min，之后加入到 TOT 枪头底部，将 5 μg NE 转

移到 TOT 枪头中，混匀，NE 中 TFs 与 TFRE 通过

离心结合。用 NETN、PBS、NH4HCO3 去除非特异

性蛋白。将 0.1 μg 的胰蛋白酶加入到枪头中，用胰

蛋白酶酶解富集到的 TFs 蛋白，于 37 ℃酶解 1 h。

乙腈洗脱酶解后肽段，抽干样品，流程见图 2。 

 

 

 
图 2  TOT 实验图 

Fig. 2  TOT experiment. 

1.2.4  鉴定 TFs 

干燥后的肽段重新溶解到 0.1%甲酸溶液中，

溶解后样品在 Easy-nLC 1000 nano-HPLC 系统 

(Thermo Fisher Scientific) 和Orbitrap Fusion质谱仪 

(Thermo Fisher Scientific) 上进行分离和质谱检

测。利用 MaxQuant 对蛋白进行定量，蛋白和肽

段水平错误发现率 (False discover rate，FDR) 小

于 0.01。利用 Excel 和 R 语言进行生物学分析。 

2  结果与分析 

2.1  建立肝细胞培养系统 

小鼠经过灌流获取的肝实质细胞有 6×107个，密

度梯度离心获得非实质细胞总数为 1.5×107 个。细胞

经过台盼蓝染色，统计活细胞数可知肝实质细胞的活

性达到 80%以上，非实质细胞的活性达到 90%以上。 

肝实质细胞单独培养：从图 3 可以看出，培

养 6 h 后肝实质细胞呈现出角边缘，细胞贴壁很

好并有伸展的趋势。培养 24 h，细胞之间的空间

变小，细胞接触增多。培养 48 h，细胞扁平化更

加明显，肝实质细胞多个细胞核聚集在一起，细

胞之间的界限变得模糊。培养 72 h，细胞已经分

离并且在一些区域中可见凝聚的凋亡细胞，细胞

死亡导致细胞间空间变大与细胞接触变少。 

肝实质细胞与非实质细胞共培养：共培养 6 h

后肝实质细胞也呈现出角边缘；非实质细胞由于

体积小，还没有呈现出细胞形态。共培养 24 h，

实质细胞开始伸展，但伸展性弱于单独培养，且

细胞死亡率增高。非实质细胞伸展比较明显，可

以看到肝窦内皮细胞占非实质细胞的比重较大，

实质细胞和非实质细胞的相互作用主要以实质细

胞和肝窦内皮细胞相互作用为主。共培养 48 h，

细胞扁平化明显，肝实质细胞呈现多个细胞核聚

集状态，细胞之间的界限变得模糊。细胞活力相

对于单独培养时更好，非实质细胞更加伸展，和

实质细胞接触增多。共培养 72 h，可见凝聚的 
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图 3  肝细胞单独培养和共培养 (红色箭头指向肝实质细胞；蓝色箭头指向非实质细胞) 

Fig. 3  Liver cell mo-culture and co-culture. Red arrows point to hepatocyte; blue arrows point to non-parenchymal 
cells. Scale bar=115.1 μm. 

 

凋亡细胞，剩余的实质细胞出现片状伪足与迁移

的特征。细胞存活率相对于单独培养时较高。单

独培养和共培养的细胞在体外进行去分化，共培

养时肝实质细胞生存率更高。 

2.2  TFs 富集及鉴定 

利用 TOT 方法对肝实质细胞内 TFs 进行富

集，然后进行质谱检测。3 次试验总共富集鉴定到

3 014 个蛋白，其中在每个时间点都鉴定到 1 542 个。

新鲜分离的肝实质细胞鉴定到的蛋白数最少，  

为 2 099 个。而共培养 72 h 鉴定到蛋白数最多，为

2 533 个。3 次试验总共鉴定到 219 个 TFs，其中

在每个时间点都鉴定到 114 个。不管是单独培养

还是共培养，随着培养时间的增加，TFs 数目是

逐渐增加的，共培养在每个时间点鉴定到的 TFs

数目都多于单独培养，结果见图 4。 

2.3  TFs 在去分化过程中的变化 

将鉴定到的 TFs 进行热图聚类分析，和新鲜

分离的肝细胞 (0 h) 相比，TFs 在其他时间点的

蛋白表达水平均表现出明显的差异。一些控制肝细

胞主要代谢功能的 TFs 在 0 h 高表达的 TFs 随着时

间的推移表达水平变低，如 HNF-1α、HNF-4α、

MLXIPL、PROX1 等。而与细胞增殖相关的 TFs，

如 HMGA2、SMARCC2、SOX4、RBPJ 等表达呈

现上调趋势。在肝实质细胞培养过程中，肝脏特

异性功能的丢失体现在肝脏特异转录因子的表达

下调[9]。质谱结果表明肝脏特异转录因子 HNF-1α

与 HNF-4α 的蛋白水平表达分别下调为原来的

7.4%和 22.2%。另外肝实质细胞体外培养过程中

伴随着免疫通路的激活，质谱结果显示 NF-κB1

上调了 13.9 倍。TFs 整体变化见图 5。 

相对于 0 h，将 TFs 在其他时间点的蛋白水平

上下调为原来的 25%以及显著性水平 (P value) 

0.05 作为阈值，进行 TFs 通路聚类分析。图 6A 可

知，24 h 时，细胞周期、DNA 复制以及免疫相关的

通路在单独培养和共培养条件下都被激活；48 h 时，

细胞周期在两种培养条件下都很活跃，共培养更 
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图 4  质谱鉴定结果 (A：蛋白数目；B：TFs 数目) 

Fig. 4  Identification results by mass spectrum. (A) Number of protein. (B) Number of TFs.   

 

 
 

图 5  肝实质细胞 TFs 在不同条件下蛋白水平动态变化 

Fig. 5  Transcriptional factors of hepatocytes change on protein level in different conditions. 
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图 6  肝实质细胞 TFs 在不同条件下通路富集 (A：表达上调 TFs 的通路富集；B：表达下调 TFs 的通路富集. mo

代表单独培养；co 代表共培养) 

Fig. 6  Pathway enrichment of hepatocyte TFs in different conditions. (A) Pathway enrichment of up-regulated TFs. (B) 
Pathway enrichment of down-regulated TFs. mo stands for mo-culture; co stands for co-culture. 

 
显著地富集到凋亡、免疫信号通路上；72 h 时这

些信号通路激活程度下降，只有细胞周期、DNA

复制、胞外基质-受体相互作用依旧活跃。总之，

体外培养显著激活细胞周期、凋亡、免疫等通路。

单独和共培养过程中细胞周期和 DNA 复制很活

跃，说明肝实质细胞在体外倾向于增殖。通过分

析下调的 TFs 参与的通路可知，两种培养条件都

可以显著抑制代谢相关通路，补体途径、胆汁分

泌与体外类固醇激素的合成都受到显著抑制。单独

培养 48 h 和 72 h，PPAR 和药物代谢相关的细胞色

素 P450 通路显著被抑制，而这种情况只在共培养

72 h 时发生，说明共培养可能延迟了肝实质细胞代

谢失调的速度，维持肝实质细胞的功能 (图 6B)。

总之，两种培养条件下，肝实质细胞内代谢相关

通路被抑制，但共培养条件可能延缓这一情况的

发生。 

3  讨论 

肝实质细胞在体外培养过程中会大量死亡，

导致只能获得少量的肝实质细胞，TFs 在细胞内

属于低丰度蛋白，监测 TFs 在细胞内蛋白水平上

的动态变化变得非常困难。我们在 TFRE 方法的

基础上，开发出可以富集微量样品中 TFs 的 TOT

方法。这种方法允许提取培养在 6 孔板中细胞的

TFs，解决样品量少的问题，提高了实验通量。体

外 TOT 富集联合质谱鉴定能在很短时间内获取

TFs 表达谱。从样品制备到数据采集整个过程可

以在 3 h 内完成，其中包含大约 1 h 的质谱检测时

间。由于实验都是在 TOT 和离心机中进行，所以

可以一次处理多个样品。TOT 目前可以有效获得

内源性 TFs 表达谱，相信以后随着技术的改善，

会有越来越多的 TFs 被鉴定到。同时我们构建肝

细胞的单独培养和共培养系统，初步探究了非实

质细胞在体外培养过程中对实质细胞的作用，非

实质细胞的存在可以改善实质细胞的存活和  

形态。 

对单独培养和共培养的肝实质细胞 TFs 进行

富集鉴定，发现 0 h 鉴定到的 TFs 相对于其他时

间点偏少，原因可能是正常的肝实质细胞存在较

多的高丰度蛋白 (比如白蛋白)，导致一些低丰度

的 TFs 检测不到。另外相对于 0 h，对其他时间点

多出的 TFs 进行功能聚类分析发现，这些 TFs 显

著富集到 MAPK、细胞周期、NF-κB 通路上。另

外共培养在 24 h 和 48 h 鉴定到的 TFs 多于单独培

养，至于确切原因还不清楚，需要进一步探索。

肝原代细胞体外培养会下调重要的 LETF 蛋白水 
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平，例如 HNF-1α 和 HNF-4α，其控制许多毒药物

动力学过程和肝实质细胞特有的其他特征。

HNF-4α 是在肝脏里面表达很丰富的 TF[22]，参与

调控脂肪酸氧化、载脂蛋白代谢、葡萄糖代谢、

氨基酸代谢、血液凝结等[23]。HNF-4α 可以结合

到超过 40%的活性肝脏基因启动子上[24]，其对肝

功能相关基因的转录调节极其重要。本实验也鉴

定到 HNF-1α 和 HNF-4α 的下调，说明肝实质细

胞的功能在体外培养过程中逐渐丧失。在小鼠灌

流过程中，肝实质细胞会产生氧化胁迫，激活

NF-κB 通路[25-26]。本实验质谱检测结果中上调的

转录因子功能富集在 NF-κB 通路上，NF-κB1 呈现

上调趋势。在小鼠灌流过程中，肝脏会出现缺血再

灌注 (Ischemia reperfusion，I/R) 损伤，TNF-α 诱

导活性氧的产生进一步促进转录因子 NF-κB 的活

化，NF-κB 通路被激活，进而增强 NF-κB 介导的

BCL-2 家族成员比如 BAK、BAX 和 BAD 的转录

过程，导致细胞在培养过程中趋向凋亡。整体将

差异显著的 TFs 进行功能聚类，发现共培养可以

延缓代谢的失调。我们也鉴定到另外一些和代谢、

增殖相关的重要的转录因子，如 HNF-1α、CEBPα、

E2F3、RB1 等。大规模监测这些转录因子的动态

变化有助于进一步了解肝实质细胞体外去分化过

程。应激诱导细胞存活通路的上调在肝实质细胞

损 伤 和 功 能 丢 失 过 程 中 起 重 要 作 用 ， 比 如

MEK/ERK 和 NF-κB 途径对肝实质细胞表型起负

调控作用。因此在培养过程中的所有阶段，特别

是在肝细胞分离过程中，减少细胞应激反应可能

是体外维持细胞活性和肝实质细胞表型的最可行

的方法。本研究中得到的一些结果可能对于单层

培养系统是特异的，但使用这样简单的系统可以

帮助我们鉴定已知的和未知的去分化机制，全面

了解肝实质细胞去分化过程。未来对于肝实质细

胞去分化的研究可以综合运用转录组学、蛋白质

组学、代谢组学和其他组学方法，提供关于肝实 

质细胞全方位的了解，提供更客观的分析结果。

本研究比较了肝实质细胞的单独培养和共培养，

开发出细胞培养-TFs 快速鉴定模型。该模型可以

有效获得肝实质细胞体外培养 TFs 表达谱，并对

其进行初步分析，发现与非实质细胞共培养可以

改善实质细胞生存环境并延缓肝实质细胞代谢的

下调。在两种培养系统中表达上调的 TFs 和细胞

增殖、免疫、死亡等过程相关，而下调的 TFs 则

与代谢过程相关。未来这一模型可以为探究肝实

质细胞去分化机制提供更多的证据，共培养系统

可以帮助我们了解各种细胞之间的相互作用。 
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