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Abstract
AIM: To investigate the feasibility that ZHJ-
multipotent adult progenitor cells from bone 
marrow (ZHJ-MAPCs) dif ferentiate into 
hepatocytes as co-cultured with human liver cell 
line L02 in vitro.

METHODS: Co-culture without cell-to-cell con-
tact: ZHJ-MAPCs and L02 hepatocytes were 
speared on coverslip separately, and then were 
put in a culture dish. The levels of albumin (ALB), 
alpha-fetoprotein (AFP), cytokeratin-18 (CK-18), 
and cytokeratin-19 (CK-19) expression in ZHJ-
MAPCs were detected by immunocytochemistry 
at different time points. Separated culture of L02 
hepatocytes served as positive controls and sep-
arated culture of ZHJ-MAPCs served as nega-
tive controls. Co-culture with cell-to-cell contact: 

ZHJ-MAPCs labelled with carboxyfluorescein 
diacetate succidimidyl ester (CFSE) were mixed 
with L02 hepatocytes (both with cell density of 
1×107/L), and then the mixed cells were seeded 
on special dish for detection by laser scanning 
confocal microscopy (LSCM). Five days later, 
the cells were doubly stained with SABC-Cy3 
fluorescent reagent. The levels of ALB, AFP, 
and CK-18 in ZHJ-MAPCs were observed under 
LSCM. Similarly, the positive and negative con-
trols were designed.

RESULTS: Co-culture without cell-to-cell con-
tact: High level of AFP expression appeared in 
ZHJ-MAPCs at the 1st day, and then AFP expres-
sion tapered daily. The expression of ALB was 
very weak at the 1st day, but increased a lot at 
the 3rd day, and reached the peak at the 5th day. 
The initial expression of CK18 appeared at the 
5th day, and reached a higher level at the 7th day. 
The expression of CK19 was always negative. 
Co-culture with cell-to-cell contact: Yellow cells 
were ZHJ-MAPCs differentiated into hepato-
cytes; Green cells were undifferentiated ZHJ-
MAPCs; Red cells were L02 hepatocytes. At the 
5th day, many ZHJ-MAPCs with positive expres-
sion of ALB and CK18 appeared, while just few 
ZHJ-MAPCs with positive expression of AFP 
were observed.

CONCLUSION: ZHJ-MAPCs can be induced 
to differentiate into mature hepatocyte-like 
cells by co-culture with L02 hepatocytes, ei-
ther with or without cell-to-cell contact, but 
the former may be more effective.
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摘要
目 的 :  探 索 人 骨 髓 来 源 多 能 成 体 祖 细 胞

■背景资料
杂交型生物人工
肝治疗可使终末
期肝病患者桥接
肝移植, 促进肝细
胞再生, 但其核心
生物材料的肝细
胞来源问题未得
到根本解决. 研究
证明, 人骨髓来源
多能成体祖细胞
具有向肝细胞分
化潜能, 由于其取
材方便, 可以来自
患者自身, 无排斥
反应, 具有重要的
临床应用价值, 因
而有望成为肝组
织工程新的种子
细胞来源.
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充质干细胞(mesenchymal stem cells, MSCs)亚
群MAPCs(CD45-, GlyA-), 并将之命名为ZHJ-
MAPCs(Zhujiang-MAPCs)[4-5]; 本实验采用ZHJ-
MAPCs与肝细胞系L02共培养的方法继续探讨

ZHJ-MAPCs向肝细胞定向分化的能力. 为其在

组织工程学研究和临床医学中的广泛应用奠定

基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 L02人肝细胞株, 购自上海细胞生物

研究所; 羊抗人 ALB, 购自Sigma公司; 鼠抗人 
AFP, 购自Neomarkers公司; 鼠抗人 CK18, 鼠抗

人 CK19, 购自Chemicon公司; 抗小鼠 IgG SABC-
Cy3试剂盒, 抗山羊IgG SABC-Cy3试剂盒, 武汉

博士德; CFSE, 购自Molecular Probes公司; 抗羊

SP免疫组化试剂盒、AEC显色试剂盒、DAB显
色试剂盒、抗鼠免疫组化广谱试剂盒, 购自福州

迈新生物技术开发公司. ZHJ-MAPCs培养基配

方(1000 mL): 低糖DMEM  600 mL, MCDB-201 
400 mL, 胰岛素5 mg, 转铁蛋白100 mg, 牛血

清白蛋白1 g, 地塞米松 0.03 925 mg, 硒仕钠抗

坏血栓2-磷酸盐25.62 mg, 亚油酸4.7 mg, 谷氨

酰胺3.9 mg, 用NaHCO3调节pH值至7.4, 过滤除

菌, 4℃保存(LIF按10 µg/L、FCS按50 mL/L浓
度在使用中加入). CFSE荧光染剂: CFSE 500 µg; 
DMSO 90 µL(使用时取上述原液1 µL加入PBS 
2 mL中) .   
1.2 方法  
1.2.1 人肝细胞系L02与ZHJ-MAPCs间接共培养

诱导其向肝样细胞分化 (1)将分别接种于盖玻片

上的传代ZHJ-MAPCs和人肝细胞系L02(密度均

为1×107/L)按照各50%比例共置于直径10 cm
培养皿中, 培养液共通(自制ZHJ-MAPCs培养

基, 5% FCS, 不加LIF), 实现间接共培养. (2)分别

于间接共培养第1, 3, 5, 7天免疫细胞化学鉴定

ZHJ-MAPCs的ALB, AFP, CK18, CK19等肝细胞

特征性表型表达变化情况, 并设阳性对照(单独

培养的L02细胞)和阴性对照(单独培养未经诱导

的ZHJ-MAPCs), 计数阳性细胞比率, 起始共培

养时间计为第0天. 间接共培养的细胞达到各诱

导时间点后, 行免疫细胞化学染色. 一抗为羊抗

人ALB(1∶400)、鼠抗人AFP(1∶320)、CK18(1∶
400)和CK19(1∶400), 设阳性、阴性、替代对

照. 其中AFP, CK18和CK19用ABC法, DAB显色, 
胞质内出现棕黄色颗粒反应为阳性; ALB用SP
法, AEC显色, 胞质内出现棕红色颗粒反应为阳

(ZHJ-MAPCs)在与人肝细胞系L02在体外共
培养条件下诱导分化为肝细胞的可行性. 

方法: (1)间接共培养: 将第4代ZHJ-MAPCs
和人肝细胞系L02仅培养液相通行间接共培
养. 分别于培养第1、3、5、7天应用免疫细
胞化学法鉴定ZHJ-MAPCs的ALB、AFP、
CK-18、CK-19等肝细胞特征性表型表达情
况, 并设阳性对照和阴性对照, 计数阳性细
胞比率; (2)直接共培养: 将CFSE荧光(绿色)
标记的第4代ZHJ-MAPCs与L02(密度均为1
×107/L)按照各50%比例混合行直接共培养. 
5 d后用SABC-Cy3免疫荧光(红色)双标后在
激光共聚焦显微镜下分别观察ZHJ-MAPCs表
达ALB, AFP, CK-18的情况. 同样设阳性对照
和阴性对照. 

结果: (1)间接共培养: AFP在ZHJ-MAPCs间接
共培养第1天即表现为强阳性, 随后表达逐渐
减弱. ALB在共培养第1天有可疑阳性, 第3天
出现较强的阳性, 第5天达到高峰. CK-18在培
养第1、3天检测均为阴性, 至第5天开始出现
阳性, 第7天表达较前增强. CK-19在各时间点
均为阴性着色. (2)直接共培养: 胞质内呈黄色
荧光ALB和CK18的阳性细胞即向肝细胞分
化的ZHJ-MAPCs在共培养5 d时出现较多, 而
AFP阳性表达则仅出现在极个别细胞, 该结果
与阳性对照细胞荧光表达类似.

结论: 人骨髓来源的ZHJ-MAPCs与人肝细胞
系L02行间接或直接共培养均能够诱导其向
成熟肝样细胞定向分化，且直接共培养有提
前趋势.

关键词:  人骨髓来源多能成体祖细胞; 肝细胞; 直接

共培养; 间接共培养
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0  引言

人骨髓来源多能成体祖细胞(multipotent adult 
progenitor cells, MAPCs)具有向肝细胞分化潜

能[1-3], 由于其取材方便, 可以来自患者自身, 无
排斥反应, 具有重要的临床应用价值, 因而有

望成为肝组织工程新的种子细胞来源. 我们已

经通过密度梯度离心-贴壁培养筛选-免疫磁

性双阴性分选(magnetic activated cell sorting, 
M A C S)3个步骤高效率地纯化分选出骨髓间

■研发前沿
目前诱导干细胞向
肝细胞定向分化的
方法以细胞因子诱
导多见[10-11,17-18], 其
可能的机制在于
这些生长因子和
细胞因子对肝细
胞的分化和再生
的控制作用; 利用
共培养诱导骨髓
间充质干细胞的
实验研究较少, 且
局限于啮齿类动
物细胞[19-21].



免疫细胞化学染色计数方法: 每个结果取5个具代表意义的高
倍镜视野(×200), 计数阳性染色细胞所占百分比, 取其平均
值. -, 0％; ±,＜10%; +, 20％; ++, 30％; +++, 40％; ++++, 
50％; +++++, 60％; ++++++,>70%. 

        

表  1  各组在诱导各时间点免疫细胞化学染色结果
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性. 我们采用半量化免疫细胞化学结果: 每个结

果我们取5个有代表性的高倍镜视野(×200), 计
数阳性染色细胞所占百分比, 取其平均值. 
1.2.2 CFSE标记第4代ZHJ-MAPCs后与人肝细

胞系L02直接共培养诱导其向肝样细胞分化 待
50 mL培养瓶内长满第4代ZHJ-MAPCs后(2×
106)吸去培养液, 加入配制好的CFSE荧光染剂

2 mL, 终浓度为0.3 nmol/细胞, 37℃孵箱内孵育

20 min; 吸去CFSE荧光染剂, PBS清洗2遍; 加入

自制MAPCs全培后37℃孵箱内继续孵育30 min. 
更换全培后37℃孵箱内过夜. 用0.25 g/L胰酶将

CFSE标记的ZHJ-MAPCs消化下来后与L02细
胞(密度均为1×107/L)按照各50%比例混合后接

种于激光共聚焦显微镜扫描专用培养皿内, 实
现直接共培养. 直接共培养5 d用SABC-Cy3(红
色荧光)间接免疫荧光进行双标免疫荧光染色. 
一抗为羊抗人ALB(1∶400), 鼠抗人AFP(1∶
320)和CK18(1∶400)、设阳性、阴性、空白对

照. 阳性对照为单独培养的CFSE标记L02细胞, 
阴性对照为单独培养未诱导分化的CFSE标记

ZHJ-MAPCs. 在激光共聚焦显微镜下观察ZHJ-
MAPCs表达ALB, AFP, CK18的情况. 阳性结果为

胞质出现黄色荧光.

2  结果

2.1  ZHJ-MAPC的形态学(图1A-C)  ZHJ-MAPCs

单独培养时大多呈现内皮细胞样的梭型或成纤

维细胞样长条形. 在两种共培养体系中, 梭形或

成纤维细胞样ZHJ-MAPCs均随着诱导时间的延

长, 变成纺锤、不规则圆形或多角形, 与L02肝
细胞形态相似(图1D).  
2.2 间接共培养免疫细胞化学染色结果 我们分

别在诱导第1, 3, 5, 7天对ZHJ-MAPCs行免疫细

胞化学染色, L02细胞为阳性对照, 未诱导ZHJ-
MAPCs细胞为阴性对照, 结果见表1. 结果显示: 
AFP作为不成熟肝细胞的表型标志, 在间接共

培养第1天表现为强阳性表达, ALB可疑阳性表

达, CK18为阴性; 而间接共培养第3天, ALB即出

现较强的阳性表达, 相反AFP的阳性表达减少; 
第5天, ALB的阳性表达即达到高峰, AFP阳性

→

－
－
－
－
－
－

A B

图  1  ZHJ-MAPC细胞共培养后的生长形态以及L02肝细胞的形态学特征(×200). A: 第6代ZHJ-MAPC生长形态; B: 间接共
培养 7 d ZHJ-MAPC生长形态; C: 直接共培养5 d ZHJ-MAPC细胞生长形态; D: L02旰细胞形态.

C D

■相关报道
根据Takeda et al [28]

的研究, 将骨髓来
源基质细胞和大
鼠肝细胞共培养, 
发现肝细胞和基
质细胞数均较单
独培养明显增加, 
且肝细胞功能较
单独培养增强, 而
将二处细胞用可
透过可溶因子的
半透膜隔开共培
养, 肝细胞增殖不
明显, 间接证明了
骨髓基质细胞对
肝细胞的作用是
通过直接接触发
生作用的.
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表达继续减少, 而此时CK-18出现阳性表达; 间
接共培养第7天, 密集生长的细胞广泛的阳性表

达ALB, AFP的阳性表达已经很少, CK-18阳性

表达增多; CK-19在各时间点均为阴性着色 (图
2A-D).
2.3 直接共培养免疫荧光染色激光共聚焦扫描结

果 我们将CFSE(绿色)荧光标记的ZHJ-MAPCs和
L02直接共培养, 在第5天行SABC-Cy3免疫细胞

荧光(红色)染色后行激光共聚焦显微镜扫描分

析, 观察ALB, AFP, CK18的表达情况, 镜下呈黄

色荧光的细胞即是向肝细胞分化的ZHJ-MAPCs, 
为阳性细胞; 单纯表达绿色荧光的细胞为未分化

的ZHJ-MAPCs; 单纯表达红色荧光的细胞为L02
细胞. 图像分析显示, 胞质内呈黄色荧光的ALB
和CK18表达阳性细胞较多, 而AFP则仅在极个

别细胞内呈阳性表达(图3A-E).

3  讨论

自1999年以来, 在骨髓中已经发现多种细胞亚群

具有向肝细胞分化的潜能[6-9], 其中MAPCs在一

定诱导、培养条件下, 不仅能分化为间充质组

织细胞, 而且能分化为内皮组织[10-12]细胞如血管

内皮细胞和内胚层组织细胞如具有肝功能样肝

细胞[13-15]. 我们参照Reyes et al [10,16]的研究从正常

成年人骨髓中通过梯度离心及免疫磁珠筛选分

离纯化出MSCs一个亚群的ZHJ-MAPCs (CD45-, 
glycophorin-A-), 该类细胞具有易于调控、供源

丰富、易于获得、有自体供源避免免疫排斥等

优点. 但是ZHJ-MAPCs是否能在一定条件下向

肝细胞定向分化, 是其能否成为肝组织工程种子

细胞的关键. 目前诱导干细胞向肝细胞定向分化

的方法以细胞因子诱导多见[10-11,17-18]. Yamazaki 
et al [19], Yamada et al [20], Lange et al [2,21]分别将鼠骨

髓细胞与肝非实质细胞、胎肝细胞、肝细胞共

培养, 检测到较强表达的肝细胞特异性基因及成

熟肝细胞表型的基因, 并阐明其机制在于模拟了

器官特异性的微环境. 本实验应用的人肝细胞系

L02源于正常成人肝细胞, 是一种高分化的人肝

细胞系, 各项生物功能较好[22]. 探讨ZHJ-MAPCs
与其在间接和直接两种共培养模式下向肝样细

胞分化的能力. 
在间接共培养模式下, ZHJ-MAPCs与L02

细胞分别培养, 培养液共通, 结果显示, AFP作为

不成熟肝细胞的表型标志, 在间接共培养1 d表
现为强阳性表达, 随着时间逐渐减少; ALB在第

1 d可疑阳性表达, 随着时间渐增强, 间接共培养

7 d, 密集生长的细胞广泛的阳性表达ALB, AFP
的阳性表达已经很少; 另一种成熟肝细胞特征

表型CK18在共培养5 d出现阳性表达, 在间接共

培养7 d阳性表达增多; 成熟胆管细胞特征表型

图  2  间接共培养第1, 5, 7天 ZHJ-MAPC细胞免疫组化特征(×200). A: 间接共培养第1天AFP胞质内棕色染色为阳性(ABC法, 
DAB显色); B: 间接共培养第5天 ALB胞质内棕色染色为阳性(ABC法, DAB显色); C: 间接培养第7天 CK 18胞质内红色染色
为阳性(SP法, AEC显色); D: L02旰细胞株ALB胞质内棕色染色为阳性(ABC法, DAB显色).
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■创新盘点
目前利用共培养
诱导骨髓间充质
干细胞的实验研
究 较 少 ,  且 局 限
于啮齿类动物细
胞 ,  本 文 课 题 实
验利用自行分离
纯化、传代培养
的人骨髓来源的
多能成体组细胞
(ZHJ-MAPCs), 建
立了与人肝细胞
系L02共培养, 诱导
其向肝样细胞定
向分化的方法. 在
较短的时间(7 d)
诱导ZHJ-MAPCs
转化为具有较成
熟肝细胞表型的
肝样细胞, 且获得
了较高的转化效
率, 比较利用细胞
因子、病理血清
等诱导的方法, 在
诱导时间及效率
上, 共培养表现出
较为明显的优势.
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CK19在各时间点均为阴性着色. 说明在此模式

下, 7 d可以诱导ZHJ-MAPCs分化为较为成熟的

肝样细胞. 本实验结果表明ZHJ-MAPCs和肝细

胞或具有肝细胞特异性功能的肝细胞系间接共

培养, 可能为ZHJ-MAPCs向肝样细胞定向分化

提供适宜的微环境, 从而诱导其分化为肝细胞. 
在间接共培养取得阳性结果的基础上, 我们

探讨了直接共培养诱导分化的方法, 即将ZHJ-
MAPCs与L02细胞混合后共培养, 使之直接接触. 
我们采用了绿色荧光染料羧基荧光素二醋酸盐

琥珀酰亚胺酯(5, 6-carboxyfluorescein diacetate 
succinimidyl ester, CFSE)标记ZHJ-MAPCs, 这是

一种可穿过细胞膜的荧光染料[23-24], 细胞分裂时

CFSE标记荧光可平均分配到两个子代细胞中, 
可定位于细胞膜、细胞质和细胞核内, 细胞核

标记最明显[25], 且对细胞的正常生理活动无影

响[26]; SABC-Cy3是专为免疫荧光化学设计的检

测试剂盒, 用以显示组织或细胞中的抗原分布. 
其中花箐素-3(Cyanine-3, Cy3)是3H-吲哚箐染料

中的代表化合物, 与标记在二抗上的长臂生物素

结合后, 激发呈鲜红色荧光, 较传统荧光更具有

亲水性. 标记CFSE后的ZHJ-MAPCs与未标记的

L02细胞直接共培养, 在第5天行SABC-Cy3免疫

细胞荧光(红色)染色后行激光共聚焦显微镜扫

描(laser scanning confocal microscope, LSCM), 分
别观察ALB, AFP, CK18的表达情况. 镜下单纯

表达绿色荧光的细胞为未分化的ZHJ-MAPCs; 
表达黄色荧光的细胞既是向肝细胞分化的ZHJ-
MAPCs, 为阳性细胞; 单纯表达红色荧光的细胞

为L02细胞. 结果ALB和CK18胞质内出现较多黄

色荧光表达, 而AFP则仅在极个别细胞内阳性表

达. 初步说明直接共培养5 d, ZHJ-MAPCs被诱导

图  3  直接共培养第5天免
疫荧光激光共聚焦扫描结果
(CFSE, SABC-Cy3间接双标记
阳性细胞胞质内呈黄色荧光, 
×400). A: ALB; B: CK 18; C: 
AFP; D: 阳性对照(ALB, L02
肝细胞单独培养); E: 阴性对
照(ALB, ZHJ-MAPCs单独培
养). 
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■应用要点
通过共培养模式
诱导其定向分化, 
扩大培养规模有
望在短时间内满
足治疗数量级的
需求和维持较高
的肝特异性功能, 
可以为H B A L和
肝细胞移植等肝
细胞组织工程提
供更为充足的肝
细胞源.
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分化为较为成熟的肝样细胞, 较间接共培养诱导

分化的时间似乎更为提前, 提示细胞直接接触

时, 细胞间直接信号交流和或细胞因子局部的高

浓度也可能对诱导特异性分化产生作用. 国内外

尚未见有关于人类骨髓来源干细胞的类似研究

结果. 根据Mizugchi et al [27]的研究, 将骨髓来源

基质细胞和肝细胞共培养, 发现肝细胞和基质细

胞数均较单独培养明显增加, 且肝细胞功能较单

独培养增强. Takeda et al [28]的体内实验取得了相

似的结果. 
目前利用共培养诱导骨髓间充质干细胞的

实验研究较少, 且局限于啮齿类动物细胞, 本实

验利用我们自行分离纯化、传代培养的人骨

髓来源的多能成体组细胞(ZHJ-MAPCs), 建立

了与人肝细胞系L02共培养诱导其向肝样细胞

定向分化的方法, 在较短的时间(7 d)诱导ZHJ-
MAPCs转化为具有较成熟肝细胞表型的肝样细

胞, 且获得了较高的转化效率, 比较利用细胞因

子[10-11,17-18]、病理血清[29-30]等诱导的方法, 在诱

导时间及效率上, 共培养表现出较为明显的优

势. 同时, 本实验间接共培养的研究由于干细胞

不与肝组织直接接触而排出了融合的可能性, 与
Jiang et al [31]的结果一致, 支持了微环境诱导ZHJ-
MAPCs横向分化为功能性肝细胞的理论. 

尽管向肝细胞分化的ZHJ-MAPCs的功能尚

需进一步检测, 干细胞定向分化的机制仍需探

索, 与不同细胞共培养诱导转化的效能尚需要更

多的证据, 共培养情况下肝细胞功能的改变仍值

得进一步研究, 但我们已经证实ZHJ-MAPCs具
有较高的纯度, 体外培养获得了活跃而稳定的增

殖特性, 并表明骨髓来源的ZHJ-MAPCs与肝细

胞体外共培养可以成功诱导其向成熟肝样细胞

定向分化. 通过共培养模式诱导其定向分化, 扩
大培养规模有望在短时间内满足治疗数量级的

需求和维持较高的肝特异性功能, 可以为HBAL
和肝细胞移植等肝细胞组织工程提供更为充足

的肝细胞源. 
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