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Abstract
AIM: To observe whether the CD117-CD45- bone marrow
cell can differentiate into the cells with characters of hepa-
tocyte by the stimulation of hepatocyte growth factor (HGF)
and fibroblast growth factor-4 (FGF4), and to explore the
acting mechanism of the growth factors.

METHODS: Bone marrow cells were from the stern or ilium
of 4 healthy volunteers between 4-40 years old. CD117-

CD45- bone marrow cells separated by magnetic cell sorting
method, cultured in DMEM medium with FGF4, HGF, FGF4+
HGF or no growth factor were divided into four groups:
groups A, B, C, and D accordingly. Cells were collected on
days 0, 7, 14, 21, and 28 for detecting the hepatocyte
markers: AFP, CK18, albumin by immunocytochemistry,
glycogen by PAS staining and c-met, FGFR2 mRNA by RT-PCR.

RESULTS: The specific markers of hepatocyte were positive
in groups A, B and C but not in group D. C-met and FGFR2
mRNA expressed at a low level in the cells newly isolated
or cultured in the medium without growth factor, but at
increasing level after cutured with growth factor.

CONCLUSION: HGF and FGF4 can induce CD45-CD117- dif-
ferentiate into hepatocyte-like cells. The effect of growth
factor on cell differentiation is probably by the positive regu-
lation between the growth factor and its receptor.
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摘要

目的: 探讨在HGF FGF4诱导下人骨髓CD45-CD117-细

胞能否向肝细胞分化 并探讨两种生长因子在诱导分化中

可能的作用机制.

方法: 骨髓来自4名4-40岁健康志愿者的胸骨或髂骨. 用两

步磁式分离法分离出CD45-CD 117-细胞 分别用含有

FGF4 HGF HGF+FGF4或不加生长因子的DMEM培养

基进行培养 相应地分为A B C D 四组. 分别于

新分离时和培养 7 d 14 d 21 d 28 d 时留细胞. 备

作免疫细胞化学检测AFP CK18 白蛋白 PAS染色检测

糖原等肝系细胞的特征型标志 RT- PCR检测C D组

细胞c-met (HGF受体)和FGFR2(FGF4R) mRNA 表达情况.

结果: A B C三组加生长因子诱导培养后的细胞均可

检测到肝系细胞的标志 D组细胞不加生长因子培养后没

有检测到肝系细胞的标志. c-met和FGFR2mRNA在新分离

的和D组培养7 d 14 d 时的细胞均有较弱的表达 而

在C组细胞诱导培养7 d 14 d时表达升高.

结论: HGF和FGF4可诱导人骨髓CD45-CD117-细胞向肝

细胞样细胞分化. 生长因子诱导分化的作用可能通过与其受

体之间的正反馈调节.
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0   引言

骨髓干细胞向肝细胞分化潜能的发现 给肝病的治疗

带了新思路和新的前景. 但目前向肝细胞分化的具体的

骨髓亚型来源及调控骨髓干细胞定向分化的机制尚不

清楚. 我们选用了 CD45-CD117-细胞 用HGF和FGF4

诱导其向肝细胞分化 为了进一步探讨肝细胞的骨髓

源问题. 还检测了所用生长因子的受体诱导前后表达情

况 以探讨骨髓干细胞向肝细胞可能的分化机制.为骨

髓干细胞应用于临床奠定理论基础.

1   材料和方法

1.1 材料  抗人CD45 Microbead 抗 PE Microbead购自

德国Miltenyi公司 抗人PE-CD117抗体 HGF FGF4

购自BD公司 淋巴分离液购自TBD公司 DMEM ITS
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购自GIBCO 胎牛血清购自天津血研所 RNA 抽提

试剂盒购自QIAGEN公司 Revertaid First Strand cDNA

synthesis kit 购自MBI公司 Probest Taq酶购自Takara

公司 DAPI购自Roche公司 GeneRulerTM 100 bp DNA

ladder 购自MBI 公司 抗人CK18 抗体 兔 鼠 SP

试剂盒购自福州迈新生物公司 抗人白蛋白抗体 抗

人AFP抗体购自DAKO公司 DAB试剂盒购自北京中

山生物公司 鼠尾胶原 Schiff 试剂自制.

1.2 方法  骨髓源于4名健康志愿者 年龄4-40 岁

从胸骨或髂骨抽取8 mL骨髓 先用淋巴分离液初步分

离出骨髓单个核细胞.再用磁式分离法分离出 CD45-

CD117-细胞. 具体步骤: (1)密度梯度离心法分离出骨髓

单个核细胞 再将其过Pre-separation filter柱. (2)加10 µL
PE标记的抗人CD117(c-kit)于细胞悬液中(10 µL抗体 /
107个细胞) 混匀后4 避光反应5-10 min. (3)洗细胞

后 重悬细胞 并加抗PE微磁珠20 µL 混匀后6-
12 孵育15 min (20 µL磁珠/ 107个细胞). (4)用2 mL除
气Buffer润湿LD柱 将3)的细胞悬液加于柱子上 让

其流到一新备的收集管中 既得CD117-细胞. (5)重悬

细胞并加抗人CD45磁珠混匀 4 孵育15 min. (6)洗细

胞后 将其重悬 加到一新的LD柱. (7)收集流下的细胞

得到的即为CD117-CD45-细胞. 留部分作细胞计数 并

分别通过台盼兰染色和DAPI复染细胞核计算细胞活率

和纯度 余用Hank s洗1遍后加培养基. 分离好的细胞

以4 104个细胞/cm2的密度接种于铺有鼠尾胶原的24

孔培养板上 加低糖型DMEM(GIBCO) 含20 mL/L FBS

1 ITS 青霉素100 kU/l 链霉素100 kU/L 1 g/L

BSA 10-8mol/L 地塞米松 10-4 mol/L 抗坏血酸 分

为单独HGF 单独FGF4 HGF与 FGF4 无生长因子

4个组 分别计为A B C D组 每组6个复孔 以

后每周换液2次 分别于培养7 14 21 28 d时留取

细胞以备检测.

        免疫细胞化学SP法检测CK18 AFP 白蛋白 步

骤: 留取的细胞用Carnoy固定液固定10 min 用PBS冲

洗干净后 加过氧化物酶阻断剂反应10 min 0.1 mol/L

PBS冲洗干净 非免疫血清封闭10 min 甩弃多余封

闭液 加一抗: CK18 工作液 AFP用 PBS 1 200 稀

释 白蛋白1 300 稀释 50 µL/ 片 室温反应2 h
PBS 代替一抗作阴性对照.PBS冲洗 3 min 3. 加生

物标记的二抗10 min. 过氧化物酶标记的卵白素10 min

冲洗 DAB 镜下显色 冲洗 苏木素复染或不复染

梯度酒精脱水 二甲苯透明 中性树胶封片 镜下观察

选数个高倍视野进行细胞计数(每个指标源于4标本)

共计500个细胞.

        PAS染色检测糖原: 留取细胞 用950 mL/L酒精固

定10 min 冲洗干净 10 g/L过碘酸水溶液反应10 min

冲洗 晾干 加Schiff 试剂30 min 亚硫酸水洗3遍

自来水冲洗 晾干 加2 甲绿反应15 min 自来水冲

洗 脱水 透明 中性树胶封片.

        RT-PCR检测c-met和FGFR2 mRNA: 分别取新鲜分

离出的CD117-CD45-细胞及C组 D组诱导培养7

14 d的细胞 各5 106个 抽提RNA(按试剂盒说明

书进行) 加 600 µL RLT制成细胞悬液 用自动匀浆
器匀浆30 s.加 700 mL/L乙醇 600 µL到匀浆液中 抽
吸均匀后将其加于柱子上 离心15 s. 加 700 µL RW1
于柱子 离心15 s. 加 500  µL RPE于Rneasy 柱 离
心15 s 并重复. 将柱子放入1个1.5 mL收集管中 加

30-50 µL无RNA酶水于柱子中 大于或等于8 000 g
离心1 min. 用紫外光分光光度计测A260和A280值 按公

式计算出RNA的浓度和纯度. 逆转录参照试剂盒说明书

冰上加: 总RNA 10 µL (0.2 mg) oligo (dT)18 引物 1 µL; 水
1 µL 混匀3-5 s.70 反应 5min 冰上速冷. 按如下
顺序在冰上加: 5 buffer 4 µL; 核酶抑制剂 1 µL; 10 mmol/L
dNTP 2 µL 混匀并离心片刻. 37 反应 5min.
ReverAid M-Mulv 逆转录酶(200u/ µL ) 1  µL 混匀. 42 
反应 60 min. 之后在70 反应 10min 冰上冷却结束

反应.PCR所用引物C-met1 5 - cattctgaagccgttttatgc-3 ;

C-met2 5 -atgccctctcctatgatct-3 产物长度601 bp.

FGFR2U 5 -aacaccacggacaaagagat-3 ; FGFR2L5 -

tcttggtcgtgttcttcattcg-3 产物长度265 bp. β-actin1
5 -ccaaggccaaccgcgagaagatga-3 ; β-actin2 5 -
agggtacatggtggtgccgccaga-3  产物长度587 bp.

       以肝癌组织cDNA为模板 进行PCR扩增 作为

阳性对照 以鉴定引物设计及合成质量 以 β-actin 作
内参. PCR反应体系: 10 buffer 5  µL; Taq酶 0.125  µL;
dNTPs (2.5 mmol/L) 2.5 µL; 引物mix (100 pmol/L) 1  µL;
模板(100 ng/ µL) 1  µL; 灭菌水 17.875  µL; 总体积25  µL.
循环条件: 94 预变性5 min ; 94 变性30 s 55 

(c-met FGFR2)/ 62  (β-actin)退火30 s 72 延伸
30 s 30个循环 ; 72 后延伸3 min. 分别取PCR产物

5  µL DNA ladder 6  µL 用 1 g/L琼脂糖凝胶电泳
紫外投射仪下观察并照像 用Quantity one软件分析. 以

DNA ladder的表达值为标准 用各个待测条带的灰度值

与标准参照相比得到校正值 再分别将各标本的 c-

met FGFR2的校正值与其相应的β-actin的校正值相比
得出一个比值 即二次校正值 然后进行各组间比较.

        统计学处理  阳性率在各组之间 各时间点之间的

比较用 χ2检验 P <0.05 为有显著性差异.

2   结果

在倒置相差显微镜下观察 细胞大小均匀 透光度良

好 DAPI染核后 在荧光显微镜下观察 PE标记的细

胞占细胞总数的百分率小于1%. 台盼蓝染色 细胞活

率大于95%. 细胞均呈克隆性生长 单个不形成克隆的

细胞容易死亡. 24 h起开始有贴壁生长 之后逐渐增多

贴壁的细胞呈卵圆形或梭形. 诱导至28 d时 细胞形态

呈上皮样细胞. C组细胞生长速度快于A B两组细胞.

细胞达对数生长期的时间 在不同的细胞供应者之间
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有差异 在7-20 d 之间.

2.1 RT-PCR检测c-met与FGFR2的结果  以肝癌cDNA

为模板扩增 c-met FGFR2均有很亮的条带(图1). 以新

鲜分离骨髓干细胞或诱导培养后细胞的cDNA 为模板的

RT-PCR产物 其电泳结果经肉眼观察 并用Quantity

One分析的结果均表明: c-met与FGFR2 mRNA在新鲜分

离的骨髓CD117-CD45-细胞有表达 在C组细胞诱导

培养7 14 d 时表达均升高 而D组培养7 14 d 时

表达量变化不明显(图 2 3). 其内参对照 β-actin 在各
组 各时间点无明显差异(图 4 ) 均有较亮的条带.

Quantity one软件分析结果见表1.

表1  c-met 与 FGFR2电泳条带分析结果

     β-actin     c-met    FGFR2
分组

           表达值 校正值  表达值  校正值  表达值  校正值

新分离的细胞 75.26 0.57 59.17 0.47 36.60 0.18

C组 7 d 77.78 0.59 85.49 0.68 64.53 0.32

D组 7 d 80.91 0.61 59.74 0.48 36.70 0.18

C组 14 d 74.02 0.56 89.42 0.72 62.15 0.31

D组14 d 73.90 0.56 57.39 0.46 30.65 0.15

该组数据是4个标本的均数.

图1  c-met, FGFR2 的RT-PCR产物. 1: 肝癌为模板的c-met; 2:
CD117-CD45-细胞为模板的c-met; 3: CD117-CD45-为模板的
FGFR2; 4: Marker; 5: 肝癌为模板的FGFR2.

图 2  FGFR2 RT-PCR结果.  1: C组14 d; 2: D组14d; 3: C组7 d; 4: D
组7d; 5: Marker; 6: 新分离的细胞.

2.2 检测AFP CK18 白蛋白和糖原的结果  AFP 在

新分离的细胞有少数细胞表达 阳性率在2%左右. 在

加生长因子诱导培养7 d 14 d时表达较高. 诱导培养
21 28 d时较低. 经统计学分析AFP表达从7-28 d呈下
降趋势(P <0.01 表 2 图 5B). 但在 3个组之间无明
显差异(P >0.05).不加生长因子培养的7-28 d细胞和无
一抗对照均未见染色(见图 5A). 白蛋白在新分离的细
胞有少数的细胞呈阳性 加生长因子诱导的 3 组细
胞 阳性率随着诱导培养时间的延长有逐渐升高的趋势
(P <0.01 表 2 图 5C) 在 3组间白蛋白的表达无明
显差异(P >0.05). 不加生长因子组在7-28 d均未见白蛋白
表达 无一抗对照未见染色. CK18表达随着加生长因子
诱导培养时间的延长 有逐渐升高的趋势(P <0.01 表
2 图5D.) 在3组间未见明显差异. 不加生长因子组和
无一抗对照均未见阳性染色. 随细胞培养时间的延长
加生长因子诱导培养的3组细胞 糖原染色的阳性率逐
渐升高(P <0.01 见表 2 图 5E) 在 3 组间无明显
差异(P >0.05). 而不加生长因子培养的细胞 各个时间

点均未见糖原阳性染色 阴性对照未见染色.

表2  各指标在不同组不同时间点的表达情况(单位为%, n=500)

指标   组别   7 d 14 d 21 d 28 d      χ2 P值

AFP A 80.0 42.0   8.8   2.0 804.42 0.000

B 79.0 41.6   7.6   1.8 803.51 0.000

C 78.4 40.0   9.2   2.0 771.22 0.000

白蛋白 A 19.0 76.4 94.0 96.0 774.06 0.000

B  210 75.6 92.2 97.4     759.865 0.000

C 19.4 76.0 95.2 98.0   808.6 0.000

CK18 A 17.4 65.0 89.8 92.8     672.496 0.000

B 18.0 63.0 90.0 91.8     759.865 0.000

C 18.4 64.8 90.4 92.6   808.6 0.000

糖原 A   1.2   8.0 61.0 88.0 1026.5 0.000

B   1.4   8.4 60.4 87.0 998.8 0.000

C   1.0   7.8 62.0 89.0 1054.6 0.000

图3  c-met RT-PCR结果. 1: 新分离的细胞; 2: Marker; 3: D组培养
7d; 4: C组培养7 d; 5: D组培养14 d; 6: C组培养14 d.

图 4  β-actin RT-PCR结果. 1: Marker; 2: D组培养14 d; 3: C组培养
14 d; 4: D组培养7 d; 5: C组培养7 d时; 6: 新分离的细胞.

1      2     3      4      5

1    2     3    4      5      6

1   2   3   4   5   6

1    2   3  4   5  6



图5A  C组细胞诱导培养28 d无一抗对照( 400).

图 5B  A组诱导培养7 d AFP表达( 400).

图 5C  C组诱导培养14 d时白蛋白表达情况( 400).

图 5D  B组诱导培养21 d时CK18表达情况( 400).

图 5E  C组诱导培养21 d时糖原染色情况( 1 000).

3   讨论

体内外试验证实肝细胞可来源于骨髓干细胞[1-6] 这为

肝脏疾病的治疗提供了新思路 因而人们对这方面的研

究倾注了极大的热情 但目前向肝细胞分化的骨髓来源

问题还没搞清. CD117 也叫c-kit 是干细胞因子(SCF)

的受体 表达于未分化的造血前体细胞 是最常用的造

血干细胞标志之一[7-9]. CD45表达于除红细胞和血小板以

及他们的前体以外的所有造血源性细胞[10-12] 因而我们

分离的CD117-CD45-细胞为骨髓非造血干细胞的一个亚

型. 这种亚性的骨髓干细胞向肝细胞的分化情况目前尚

无人研究.本试验选择了CD117-CD45-细胞 诱导他们

向肝细胞分化 旨在探讨肝细胞的骨髓来源问题.

         磁式分离法可以利用细胞的表面标志分离出造血干

细胞或非造血干细胞 能更精确的将细胞分类. 我们用

磁式分离得到的细胞 透亮度好 台盼蓝染色发现活细

胞比率大于95% 这说明本实验分离的细胞活力尚可

适合用于细胞培养. 用荧光染料DAPI染核检测纯度 荧

光显微镜观察发现PE标记的细胞占总数的99% 这说

明此法分离出的细胞具有很高的纯度.

       AFP是一种胞质蛋白 由肝前体细胞分泌 随着

细胞逐渐成熟而消失 [13-15]. 我们实验中加生长因子诱导

培养后 AFP符合一个规律: 7 14 d时表达均处于较高

水平 21 28 d时表达较低 总体上呈下降趋势. 这一

规律与肝系细胞从幼稚到成熟这一过程中AFP变化规

律相一致.

        CK18 白蛋白 糖原均是成熟肝细胞的标志. CK18

在幼稚的肝前体细胞不表达 当肝细胞趋于成熟或已

成熟时表达[16-18]. 白蛋白是肝细胞功能的一个标志物

在体内他主要由成熟肝细胞分泌 [19-21]. 糖原合成和储存

是正常肝细胞特有的功能[22-24] 因而联合检测这三个

指标能较准确的反应肝系细胞的特征.

         我们的试验结果显示这些标志物在细胞诱导培养过

程中的表达符合肝细胞逐渐趋于成熟过程中的表达规律.

       目前对骨髓干细胞分化潜能的研究已比较多 且骨

髓干细胞的多向分化潜能已成定论. 但骨髓干细胞分化

的机制及其定向分化的控制因素还是困扰研究者的一

大难题 这在骨髓干细胞应用于临床方面设置了巨大

障碍. 生长因子是调控分化的众多因素中的一个重要元

素. 我们试验中运用了2种生长因子: HGF和FGF4. HGF

也叫肝细胞生长因子 在胚肝发育成熟过程中发挥着

重要作用 并能促进未活化的肝细胞分化[25-27]. 因其在

体内的作用 使其成为了目前体外诱导骨髓干细胞向

肝细胞分化的研究中应用最多且效果比较肯定的一个生

长因子. 本实验将其作为FGF4 FGF4与HGF联合的对

照以观察他们诱导向肝细胞分化的作用. FGF4在内胚层

的形成时是一重要的因子 对保持内胚层的特异性起重

要作用[28-30]. 我们的结果显示不管单独HGF 单独FGF4

或二者联合刺激组均检测到了肝细胞表型和功能信号.

这说明了HGF FGF4 这两个生长因子均具有诱导骨
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髓干细胞向肝细胞分化的功能. 当FGF4与HGF联合应
用时 虽肝细胞特异性标志阳性的细胞比率与单独
HGF 单独FGF4无明显差异 但细胞生长速度要快于
后二者 因而HGF与FGF4还是起到了一定的协同作用.
         RT-PCR作为鉴定引物质量和操作问题的阳性对照
和内参对照均有较亮的条带 这说明引物设计合成质
量及PCR各项反应条件均合适. 对骨髓细胞的检测发现
在新鲜分离的细胞有微弱的条带 这提示了二者在
CD117-CD45-干细胞中的低表达状态 也间接提示了
这种亚型骨髓干细胞均有可能受HGF与FGF4的诱导
这种假设在细胞培养过程中得到了验证. 动态观察诱导
培养7 d 14 d时 c-met FGFR2表达的情况 发现加
生长因子的一组细胞 其c-met FGFR2 mRNA表达均
升高 而不加生长因子时则未见c-met FGFR2 mRNA
表达变化. 这提示HGF与FGF4对其相应的受体可能有
诱导其活化或诱导性表达的作用.提示HGF FGF4发挥
作用时可能存在正反馈机制.
         既然新鲜分离的骨髓干细胞表面就存在一些生长
因子受体 我们可以考虑从这些受体入手 找出与之相
应的配体 然后再通过细胞培养或动物试验等方法检
测这些配体的作用效果. 沿此路线去寻找调控分化的因
素 或许也是值得考虑的路径. 另外从检测骨髓干细胞
与肝细胞表面共同存在的受体入手 可能也是找出骨
髓干细胞向肝细胞分化的调控因素的一种途径.
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