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[bookmark: OLE_LINK3][bookmark: OLE_LINK4]摘要：目的  探讨通过人诱导多能干细胞（human induced pluripotent stem cells，hiPS cells）诱导生成类肝细胞，建立肝毒性检测模型并用于中药毒性体外评价的可行性。方法  采用细胞因子四步诱导分化方法，通过加入激活素A（Activin A）、骨形态发生蛋白-4（BMP-4）、成纤维细胞生长因子-2（FGF-2）、肝细胞生长因子（HGF）、制瘤素M（Oncostatin M）等细胞因子，连续培养23d，将人iPS细胞分化成类肝细胞。采用细胞免疫荧光法检测人iPS细胞向类肝细胞分化过程不同阶段的特异性标记：叉头框转录因子A2（FOXA2）、性别决定区Y框蛋白17（SOX17）、甲胎蛋白(AFP)、白蛋白（ALB）、肝细胞色素P450 3A4酶（CYP3A4）和α1 -抗胰蛋白酶（AAT）等蛋白的表达；采用 qPCR法检测肝细胞特异性基因：甲胎蛋白(AFP)、白蛋白（ALB）、细胞角蛋白8（CK8）、细胞角蛋白18（CK18）和细胞角蛋白19（CK19）的基因表达；采用吲哚青绿（ICG）摄取实验检测类肝细胞排泌功能。采用雷公藤冻干粉（相当于生药量1，2，4，8 mg·mL-1）对类肝细胞进行肝毒性实验，作用24 h后检测谷草转氨酶（AST）、谷丙转氨酶（ALT）、丙二醛（MDA）、谷胱甘肽（GSH）、超氧化物歧化酶（SOD）（首次出现时要均要求写中文全称，并加注简写，然后统一使用简写）的含量或活性。结果  检测到FOXA2、SOX17蛋白在内胚层诱导阶段有表达， AFP、ALB在肝细胞分化与扩增阶段有表达，CYP3A4、AAT在肝细胞成熟阶段有表达；肝细胞特异性基因AFP、ALB、CK8、CK18、CK19在类肝细胞中均有表达，诱导前后比较差异有统计学意义（P <0.05）红色这句话依据你后文结果修改情况决定是否保留）； ICG摄取实验显示类肝细胞具有肝细胞的特异性排泌功能。与对照组比较，雷公藤各剂量组的ALT及AST活性显著升高、MDA浓度显著升高、GSH及SOD活性显著降低，差异均有统计学意义（P <0.05，P <0.01）。结论  通过人iPS细胞诱导生成类肝细胞的方法具有可行性，诱导得到的类肝细胞具有人正常肝细胞的功能，可以做为中药肝毒性筛选的模型细胞。
关键词：人诱导多能干细胞；类肝细胞；免疫荧光；实时荧光定量聚合酶链式反应（依据核查结果修正）；吲哚青绿；雷公藤；肝毒性
【2】原标题、摘要、关键词部分层次不够清晰，表述不够流畅，已作修改，请认真核校！
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【3】中文改动很大，请修改英文标题、英文摘要、关键词的英文部分，请与中文部分保持一致。
To establish hepatotoxicity testing model of human iPS cells-derived hepatocytes and its application of preliminary evaluation 
Hu Qiuyan,Tan Qinglong,Xu Wenxing,Liu Chunping,Zeng Xing（The Second Affiliated Hospital of Guangzhou University of Chinese Medicine,Guangzhou 510006 guangdong,China）
[bookmark: OLE_LINK26][bookmark: OLE_LINK27][bookmark: OLE_LINK5][bookmark: OLE_LINK6][bookmark: OLE_LINK9][bookmark: OLE_LINK10][bookmark: OLE_LINK7][bookmark: OLE_LINK8][bookmark: OLE_LINK11][bookmark: OLE_LINK12][bookmark: OLE_LINK13]Abstract:Objective  To explore the feasibility of traditional Chinese medicine toxicity evaluation in vitro throughestablishing hepatotoxicity test model of human iPS cells-derived hepatocytes. Method  To generation human iPS cells-derived hepatocytes through four-steps protocol by added the ActivinA、bone morphogenetic proteins-4（BMP-4）、fibroblast growth factor-2（FGF-2）、hepatocyte growth factor（HGF）and Oncostatin M for 23d. To detect the endoderm markers Forkhead-box A2 (FOXA2) and SRY-box containing gene 17（SOX17）,the hepatic cell markers alphafeto protein (AFP) and albumin (ALB),hepatic cell function markers cytochrome P4503A4 (CYP3A4)and alpha 1-antitrypsin (AAT) by immunofluorescence method，detected the expression of hepatic cell gene AFP、ALB、cytokeratin8（CK8）、cytokeratin18 (CK18) and cytokeratin 19（CK19）by qPCR, and detected hepatic cell uptake function by indocyanine green（ICG）uptake test . Hepatotoxicity test was performed by adding the Tripterygium lyophilized powder to the human iPS cells-derived hepatocytes（with the concentrations of 1,2,4,8 mg·mL-1which equal to crude drug）for 24h.We detected the activity or concentration of Aspartate transaminase（AST）、Alanine amiotransferase（ALT）、Malondialdehyde（MDA）、Glutathione（GSH）and Superoxyde Dismutase（SOD）.Result  After 23 days of induction, the results of immunofluorescence showed that the endoderm markers FOXA2 and SOX17 were expressed at Stage of endoderm induction,the hepatic cell markers AFP and ALB were expressed at Stage of hepatic specification and hepatoblast expansion,and hepatic cell function markers AAT and CYP3A4 were expressed at stage of hepatic maturation;hepatic cell gene AFP、ALB、CK8、CK18 and CK19 were all expressed in the human iPS cells-derived hepatocytes;the result of ICG uptake test indicated that the induced cells have the function of hepatic cells. Compared with the control,the activity of ALT and AST,the activity of MDA and the concentration of GSH significantly improved and have the significant difference compared（P <0.01;P <0.05）.Conclusion  The protocol of Hepatic Lineage Differentiation of Human Induced Pluripotent Stem Cells is feasible,and the human iPS cells-derived hepatocytes had the function of normal hepatocytes which showed that the human iPS cells-derived hepatocytes can be the model cell of traditional Chinese medicine hepatotoxicity testing.
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 【4】英文摘要、英文图表标题撰写不认真，英文单词之间空格都没有，连成一堆！请仔细核查，不限于红色标记处！
    肝脏是药物代谢的主要器官，肝脏毒性在药物上市前安全性评价中占有重要地位[1]。目前可应用于药物肝毒性检测的模型有胎肝细胞、肝癌细胞系、动物模型、活体人肝细胞和人永生化肝细胞等。其中胎肝细胞系与人肝细胞最为接近，但是相对于人正常肝细胞，胎肝细胞发育不够成熟，功能不够完全；肝癌细胞系和动物模型与人的肝细胞生物相关度不高；活体人肝细胞获取困难，且在体外存活时间短[2]，增殖较难的问题。寻找可靠的肝细胞模型所需的细胞来源是当前亟待解决的问题。
     诱导多能干细胞（induced pluripotent stem cells，iPS cells）是日本学者山中伸弥[3]及其带领的团队于2006年在《cell》杂志的一篇论文中报道的一种多能干细胞。通过导入八聚体结合转录因子3/4(Oct3/4)、性别决定区Ｙ框蛋白2(Sox2)、Krüppel样因子4（Klf4）和骨髓细胞瘤癌基因(c-Myc) 4种细胞因子使其过表达从而将小鼠胚胎成纤维细胞重编程生成iPS细胞，这种iPS细胞具有胚胎干细胞的克隆团块形态和可以无限传代等生长特点，并表达胚胎干细胞的标记性基因[4]。人iPS细胞也可分化为多种人体器官细胞[5]，如心肌细胞[6]、肝细胞[7]和血管细胞[8]等。本文主要对人iPS细胞向人类肝细胞分化诱导的方法进行初步探讨，并对其是否可以作为肝毒性检测的模型细胞进行验证，为药物肝毒性筛选提供方法学基础。
【5】关于名词的简写，要求在摘要及正文中第一次出现时要均要求写中文全称，并加注简写，然后统一使用简写。请认真梳理全文。
1材料与方法
1.1细胞株  人iPS细胞株[9]，北京赛贝生物技术有限公司提供。
1.2药物及试剂   activin A，美国peprotech公司，批号：111AFC478；HGF，美国peprotech公司，批号：0510S201；BMP-4，美国peprotech公司，批号：0111AFC526；FGF-2，美国peprotech公司，批号：1212AFC08；Oncostatin M，美国peprotech公司，批号：1013AFC377；吲哚青绿（ICG），美国sigma公司，批号：3599-32-4；逆转录试剂盒，美国Invitrogen公司，批号：8213068；PCR试剂盒，美国Invitrogen公司，批号：8211212；引物，美国Invitrogen公司，批号：HG1502059018；FOXA2兔抗人一抗（单克隆抗体 ），美国CST公司，批号：8186s；SOX17兔抗人一抗（单克隆抗体），美国Millipore公司，批号：ab84990；ALB小鼠抗人一抗（单克隆抗体），美国RD公司，批号：HPE0414091；AFP兔抗人一抗（单克隆抗体），美国abcom公司，批号：ab133617；AAT兔抗人一抗（单克隆抗体），美国abcom公司，批号：ab49088；CYP3A4小鼠抗人一抗（单克隆抗体），美国Thermo公司，批号：3H8；羊抗兔荧光二抗（单克隆抗体），美国CST公司，批号：4412s；羊抗小鼠荧光二抗（单克隆抗体），美国CST公司，批号：4409s；MDA检测试剂盒，美国sigma公司；AST检测试剂盒，美国sigma，公司；ALT检测试剂盒，美国AAT Bioquest公司；GSH检测试剂盒，美国Cayman公司；SOD检测试剂盒，美国Cayman公司。
    雷公藤中药材，购自亳州仁和堂药业（经广州中医药大学中药鉴定教研室张丹雁教授鉴定为卫矛科植物雷公藤干燥根）。将雷公藤中药材500 g，加入1 000 mL的超纯水煮沸，每次20 min，共2次，滤过，合并滤液，冷却后浓缩，-80 ℃冷冻过夜，冻干机冻干，提取的冻干粉为22.05 g·g-1（以生药计）（冻干粉为固态，单位用g·L-1不合适，请修正）。
【6】请参照《本刊药理类论文撰写模板》关于“药物及试剂”的撰写格式要求修改，均需提供批号，普通常规试剂无需描述，例如水、乙醇、氯仿......等，只需要描述本实验特定的药物、试剂
1.3主要仪器  TECANM1000 pro型多功能酶标仪，瑞士TECAN公司；ABI PrismTM 7500型荧光定量PCR仪，美国ABI公司；OLYMPUS IX71型荧光显微镜，日本OLYMPUS公司。
1.4类肝细胞的诱导分化步骤和细胞形态观察  采用细胞因子四步诱导法，将人iPS细胞诱导分化为类肝细胞：①限定性内胚层细胞的诱导；②类肝细胞的分化；③类肝细胞的扩增；④肝细胞的成熟。首先，待人iPS细胞汇合率达到70%，将培养液换成1640培养液（包括2% B27、100ng·mL-1ActivinA、10ng·mL-1BMP-4、20ng·mL-1FGF-2）， 培养8d；内胚层细胞诱导成功之后，换成培养液1640/B27（包括20 ng·mL-1BMP-4、10 ng·mL-1FGF-2），培养5d；类肝细胞分化阶段完成后，进入扩增阶段，换成培养液1640/B27（包括20 ng·mL-1HGF），培养5d；最后，进入类肝细胞成熟阶段，换成HCM培养液（包括20 ng·mL-1Oncostatin M），培养5d。为了观察人iPS细胞诱导类肝细胞过程中的细胞形态变化，培养人iPS细胞汇合生长达到70%，在诱导分化过程中使用倒置荧光显微镜追踪同一个细胞克隆，拍摄细胞的形态动态变化的10X物镜或40X物镜的光学图片。
1.5细胞免疫荧光法检测特异性蛋白  采用细胞免疫荧光法对人iPS细胞诱导分化过程中，不同阶段类肝细胞的特异性蛋白（内胚层特异性蛋白FOXA2和SOX17、肝细胞特异性蛋白AFP和ALB、肝细胞功能性蛋白CYP3A4和AAT）进行检测，具体步骤如下：将细胞培养液吸去，加入4%多聚甲醛固定细胞10 min，PBS溶液每次洗15 min，共3次，0.5%Triton破膜15 min，然后PBS溶液每次洗15 min，共3次，山羊血清封闭30 min，弃封闭液，加入1%BSA稀释的一抗，4℃过夜；次日，吸去上清，用PBS溶液每次洗15 min，共3次，加入1%BSA稀释的二抗，于37℃杂交1 h后，PBS溶液每次洗15 min，共3次，0.3μg·mL-1DAPI染色5 min，于荧光显微镜下观察染色结果。
1.6 qPCR法检测肝细胞特异性基因（AFP、ALB、CK8、CK18和CK19） 从细胞培养箱中取出诱导完成的细胞，吸弃培养液，加入PBS溶液洗2遍，加入Trizol冰上裂解5 min后，吹下细胞，移入1.5 mL离心管里，加入氯仿剧烈震荡，使其自然分层，4 ℃，12 000 r·min-1离心15 min，取上层水相，加入异丙醇，颠倒混匀，室温放置15 min以使核苷酸沉淀完全，4 ℃，12 00 r·min-1离心15 min，弃上清，加入75%乙醇，洗涤2，吸弃乙醇，置于操作台风口处吹干，加入DEPC水溶解，混匀，置于60 ℃加热10 min，测定总RNA浓度。向细胞中加入Oligo（dT）20、DNA模板、dNTP混合物和无酶水，65 ℃加热5 min，迅速置于冰上终止反应。短暂离心后，加入5×第一链合成缓冲液，0.1 mol·L-1DTT，在离心管中轻轻将各种成分混合，并在37 ℃下孵育2 min，室温下加入M-MLV逆转录酶，轻轻吹打混匀，37 ℃孵育50 min，70 ℃加热15 min终止反应。在逆转录的cDNA样品中加入包括含有ROX的Green QPCRSuperMix-UDG的反应混合物25µL，10µmol·L-1的正向引物1µL，10µmol·L-1的反向引物1µL，无酶水补充至50µL，两步循环法扩增目标基因。
【7】表述须严谨，如本文采用的mRNA测定方法，文中存在RT-PCR、PCR、qPCR等多种表述，是否RT-qPCR？请仔细核查，全文统一。
表1  PCR引物序列
Table 1  Primer sequence for RT- PCR
	基因
	引物序列（5’→3‘）
	产物长度（bp）

	ALB
	F：TCTTCTGTCAACCCCACACG
R：ATCTCGACGAAACACACCCC
	    106

	AFP
	F：CAGCCACTTGTTGCCAACTC
R：GGCCAACACCAGGGTTTACT
	    123

	CK-8
	F：ATGAATGGGGTGAGCTGGAG
R：TCTGGTTGACCGTAACTGCG
	    295

	CK-18
	F：TGCGATATAACTCGGGTCGC
R：GAGCGAGTGGTGAAGCTCAT
	    109

	CK-9

GAPDH
	F：GCCGGTAGCACTCCTATCAC
R：GCTGTAGCCAAAACTGCCAC
F：AATGGGCAGCCGTTAGGAAA
R：GCGCCCAATACGACCAAATC
	    268
     
    168



1.7 类肝细胞ICG摄取实验  配制浓度1 mg·mL-1 ICG，与培养液混合，然后加到诱导完成的细胞中，37 ℃培养1 h后，显微镜下观察细胞的状态，并拍照保存。
1.8 类肝细胞肝毒性实验  取雷公藤中药材500 g剪碎放入圆底烧瓶，加入1000 mL的超纯水，在电热套上加热煮沸，每次煮沸后继续煎煮20 min，共2次，收集药液，冷却后减压浓缩至小体积，-80 ℃冷冻过夜，冻干机冻干，天平称量。提取的冻干粉为22.02 g·g-1（以生药计）。雷公藤中药冻干粉设四个剂量组（1，2，4，8 mg·mL-1），对照组不加药，每组设3个复孔；加药后放入5% CO2,37 ℃细胞培养箱孵育24 h，收集上清检测ALT和AST的活性，收集细胞检测MDA的浓度、GSH和SOD的活性，与对照组比较。
1.9统计学处理方法  采用SPSS17.0统计软件，计量资料结果以均数±标准差( x ± s )表示，组间差异采用方差分析，两两比较采用t检验，以P <0.05为有统计学意义。
【9】请参照《本刊药理类论文撰写模板》描述“统计学处理方法”，另外，在多组设计中反复采用 t 检验比较两组之间的差异是不合适的，应该采用单因素方差分析从总体上明确多组之间的差异是否有统计学意义，然后根据研究需要决定是否进行两组间的比较，采用何种方法进行比较。
2结果
【10】以下所有结果不能只是单纯描述结果，还需要对结果进行必要分析，结果说明了什么。参考模板描述。
2.1 人iPS细胞分化过程中的形态变化    结果见图1。诱导前的人iPS细胞呈克隆团块生长，细胞大小形状不一致，诱导过程中，细胞体积逐渐变大，形状变圆，形态趋于一致；诱导第3天，克隆内细胞体积变大；诱导第12天，细胞体积较之前进一步变大，形状变圆，形态均一；诱导第23天，大部分细胞以多边形态紧密排列，呈铺路石样，与人肝细胞形态及大小一致。
这部分实验结果在方法中没有交代，建议在1.4项末尾简单说明该项观察。
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   诱导前（10×）       诱导第3天         诱导第12天         诱导第23天 
图1 人iPS细胞向类肝细胞分化过程中的形态变化（10×，40×）
Figure 1 Morphological changes in the process of hepatic differentiation of human iPS cells
2.2内胚层细胞的特异性蛋白表达    结果见图2。人iPS细胞开始诱导后的第8天，在荧光显微镜下可见内胚层细胞特异性蛋白标记FOXA2（80%的细胞呈阳性结果）和SOX17（80%的细胞呈阳性结果）的荧光表达，说明其均在诱导的细胞中表达，表明人iPS细胞向限定性内胚层细胞诱导成功。
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图2 人iPS细胞向类肝细胞分化过程中内胚层特异性标记FOXA2、SOX17蛋白表达（40×）
Figure 2 The expresstion of definitive endoderm markers FOXA2 and SOX17 in the process of hepatic differentiation of hiPS cells
【11】仔细核查所有图表的英文标题，重新翻译，避免如上红色标记处错误！下同！ 
[bookmark: OLE_LINK15][bookmark: OLE_LINK16]2.3分化和扩增阶段的特异性蛋白表达    结果见图3。人iPS细胞开始诱导后的第18天，在荧光显微镜下可见肝细胞特异性蛋白标记AFP（90%的细胞呈阳性结果）和ALB（90%的细胞呈阳性结果）的荧光表达，说明其在诱导后的细胞中表达，表明类肝细胞初步诱导成功。
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图3 人iPS细胞向类肝细胞分化后肝细胞特异性蛋白AFP、ALB的表达（40×）
Figure 3The expresstion of hepatic cell markers AFP and ALB in the process of hepatic differentiation of hiPS cells
2.4分化成熟阶段的特异性蛋白表达    结果见图4。人iPS细胞开始诱导后的第23天，在荧光显微镜下可见AAT（80%的细胞呈阳性结果）和CYP3A4（90%的细胞呈阳性结果）的荧光表达，AAT和CYP3A4是人肝细胞的重要功能酶系中的主要蛋白酶，检测到二者的表达说明诱导后的细胞逐渐成熟，并具有人正常肝细胞的相关功能。
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图4人iPS细胞向类肝细胞分化后肝功能特异性蛋白AAT、CYP3A4的表达（20×）
Figure 4The expresstion of hepatic function markers AAT and CYP3A4 in the process of hepatic differentiation of hiPS cells
2.5肝细胞特异性基因AFP、CK19、ALB、CK8、CK18 mRNA表达    结果见图5。诱导后的细胞可检测出肝细胞的特异性基因AFP、CK19、ALB、CK8、CK18的表达，相较于诱导前的细胞，各基因表达率明显升高，说明诱导后的类肝细胞具有人肝细胞的基因，人肝细胞基因的表达量升高。并且，诱导后的细胞中成熟肝细胞标志ALB、CK18的含量较高，说明诱导后的类肝细胞的成熟度较高。（意义？CK8不高？）。
【12】（1）需要对结果进行必要的具体分析，前后差异说明了什么。（2）诱导前后数据没有做统计学的比较？没有统计学结果缺乏科学性和说服力，请补充。（3）图不够清晰，无法用于印刷，重新补充。
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图5诱导前后肝细胞特异性基因表达情况比较（±s，n=3）
[bookmark: OLE_LINK14]Figure 5  The contrast of expresstion of mRNA in the cell before and after induction in the process of hepatic differentiation of human iPS cells
2.6类肝细胞排泌功能检测  结果见图6。ICG是一种无毒的三羰花青类染料，注入人体后可经肝脏摄取。为了观察诱导后的类肝细胞是否具有成熟肝细胞的特异性ICG摄取功能，在诱导好的类肝细胞中加入1 mg·mL-1 ICG，在37 ℃，5% CO2的细胞培养箱中培养1 h，吸弃ICG，用PBS缓冲溶液清洗细胞，在倒置荧光显微镜10X物镜下观察细胞并拍照。结果发现，90% 的类肝细胞被染成绿色，说明ICG已经被类肝细胞摄取，提示人iPS细胞诱导类肝细胞具有人成熟肝细胞的ICG摄取功能。
结果描述的太简单，适当对结果进行分析说明。
[image: D:\文章\胡秋艳20160328开始\吲哚青绿15min2号图（40x）.jpg]
图6类肝细胞ICG摄取功能检测结果（10×）
Figure 6 The indocyanine green function test in the process of hepatic differentiation of human iPS cells
2.7雷公藤对类肝细胞肝功能的影响
【13】请重新整理这部分内容，5个指标一张表格就可以了，没必要用5张图，改用表格数据结果。
对于结果的文字说明和分析也请合在一起表述，没必要分5个小标题。结果描述参照模板！结果不能只是单纯描述结果，还需要对结果进行必要分析，结果说明了什么。
ALT主要存在于肝细胞的胞浆中，肝细胞膜破裂后可从细胞中渗出；肝细胞中的AST有20%存在胞浆中，80%存在于线粒体中，肝细胞膜破裂后,少量AST可从肝细胞中渗出；肝细胞损伤严重或坏死，大量AST从线粒体中渗出。外源性毒物攻击人体，会导致氧自由基合成紊乱，过剩的氧自由基攻击肝细胞膜，可导致细胞膜中的不饱和脂肪酸发生脂质过氧化反应，形成脂质自由基，脂质自由基降解产生MDA，MDA可进一步加剧肝细胞膜的损伤。GSH是含巯基三肽,属氨基酸衍生物，具有抗氧化和整合解毒的作用，是细胞内清除氧自由基的重要还原酶。肝毒性物质导致肝细胞损伤，会造成GSH清除氧自由基的能力下降。SOD是肝组织中自由基防御系统中的重要组成酶类。肝毒性物质导致肝细胞损伤，会造成SOD清除氧自由基的能力下降。我们将雷公藤冻干粉干预类肝细胞24h，检测并计算干预组及对照组细胞中ALT、AST、MDA、GSH和SOD的浓度或者活性，结果表明，与对照组比较，雷公藤冻干粉的1，2，4，8 mg·mL-1各干预组细胞上清中的ALT、AST的含量显著升高，且呈一定的剂量正相关性；细胞中的MDA的浓度显著升高，且呈一定的剂量正相关性；GSH的浓度和SOD的活性显著降低，且呈一定的剂量负相关性，各组差异具有统计学意义（**：P<0.01；*：P<0.05）。
表2  雷公藤对人iPS细胞诱导的类肝细胞肝功能的影响（±s，n=3）
Table 1  The effect of tripterygium on hepatic function of  human iPS cells-derived hepatocytes
	组别
	剂量/（mg·mL-1）
	ALT/（mU·L-1）
	AST/（mU·L-1）
	MDA/（nmol·μL-1）
	GSH/（μmol·L-1）
	SOD/（U·mL-1）

	对照组
	—
	0.451±0.041
	0.09±0.0036
	0.0573±0.0042
	0.2301±0.0007  
	0.3321±0.0181

	雷公藤组
	1
	104.44±6.21*
	59.77±3.64*
	0.065±0.01*
	0.03127±0.001**
	0.064±0.002**

	
	2
	110.48±9.80*
	61.44±0.83*
	0.083±0.01**
	0.03127±0.001**
	0.053±0.015**

	
	4
	142.73±25.94*
	89.49±15.46*
	0.116±0.01**
	0.03108±0.001**
	0.049±0.004**

	
	8
	190.41±53.04**
	129.14±13.98*
	0.209±0.01**
	0.03098±0.001**
	0.043±0.004**


注：与对照组比较，*P<0.05，**P<0.01。
3讨论
【14】原讨论部分层次不够清晰，表述不够流畅，已作修改，请认真核校！
   人类受精卵首先发育为囊胚，囊胚着床后其内细胞团分化为原始内胚层和外胚层，原始外胚层又分化为限定性内胚层、外胚层和中胚层，肝分化起源于限定性内胚层[10]。研究者们最开始选用的肝细胞诱导方法是先分化为拟胚体，随后分化为肝细胞，但是这种方法得到的肝细胞得率很低；科学家们随后发现按照胚胎发育的情况，可以先将人iPS细胞分化为限定性内胚层细胞，此时肝细胞的得率较高[11]。因此，目前人iPS细胞向肝细胞的诱导可详细分为4个阶段：①限定性内胚层细胞诱导阶段，以FOXA2、SOX17蛋白为为限定性内胚层特异性标记，只在限定性内胚层细胞中可以检测得到[12]。②类肝细胞分化阶段；③类肝细胞扩增阶段，第2、3阶段以AFP、ALB为肝细胞特异性标记，一旦被检测到即说明肝细胞已经被成功诱导。④类肝细胞成熟阶段，以AAT和CYP3A4[13]为肝细胞功能指标。AAT由肝细胞合成，是人体中最重要的丝氨酸蛋白酶抑制物，可抑制血浆中超过90%的蛋白酶；CYP3A4酶是肝内细胞色素P450酶系中参与超过临床上50%药物代谢的主要同工酶。如果能在细胞中检测出AAT与CYP3A4这2种蛋白，即可证明诱导好的细胞基本具有类似肝细胞的功能[14-15]。 
    本研究采用细胞免疫荧光法检测了人iPS细胞向类肝细胞分化过程不同阶段的特异性标记FOXA2、SOX17、AFP、ALB、CYP3A4和AAT等蛋白的表达，并采用 PCR法检测肝细胞基因AFP、ALB、CK8、CK18和CK19的表达，这些基因被认为是肝细胞的特异性基因[16] [7]，还结合ICG摄取实验检测了肝细胞特有的色素排泌功能。结果说明通过人iPS细胞诱导生成类肝细胞的方法具有可行性，提示诱导得到的类肝细胞具有人正常肝细胞的功能。
【15】参考文献[16]和[7]一样，必须标[7]，删除[16]，重新修改后续文献编号，必须连贯编号，注意正文标注与参考文献的对相应。
[bookmark: _GoBack]    研究表明，肝毒性药物会促进肝细胞内产生自由基，引起细胞内脂质过氧化产物MDA增多[16]，导致肝细胞膜严重受损，AST与ALT泄露到细胞外，而SOD和GSH是清除自由基的主要抗氧化酶系，大部分肝毒性药物都会使二者功能受损，导致自由基清除率不足，进一步加重肝细胞的损伤[17]。本研究表明，肝脏毒性药物雷公藤作用于类肝细胞后，细胞氧化还原指标MDA浓度明显升高，GSH和SOD活性明显降低，细胞膜通透性指标AST与ALT活性明显升高，这与肝毒性药物对肝细胞作用的过程与趋势一致，说明类肝细胞与人正常肝细胞功能相近，提示其可以做为肝毒性筛选的模型细胞。
    人iPS细胞具有多向分化潜能，理论上可分化为人体全部组织器官细胞[18]，并且无伦理学和自体移植免疫排斥等问题，具有良好的临床应用前景。本实验关于人iPS细胞向类肝细胞的诱导方法和初步应用研究可为药物的肝毒性检测提供一定的实验基础[19]，为人iPS细胞源的肝细胞应用提供初步的理论支持。
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