
www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2007年12月8日; 15(34): 3577-3582
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 基础研究 BASIC RESEARCH

体外诱导小鼠骨髓间充质干细胞分化为肝样细胞

俞瑞珺, 刘海林

俞瑞珺, 刘海林, 上海交通大学医学院附属第九人民医院消
化内科 上海市 200011
俞瑞珺, 2007届上海交通大学硕士, 内科住院医师, 主要从事肝
硬化及肝细胞移植的研究.
通讯作者: 刘海林, 200011, 上海制造局路639号, 上海交通大学
医学院附属第九人民医院消化内科. liuhailin@medmail.com.cn
电话: 021-53078068
收稿日期: 2007-07-16   修回日期: 2007-11-10

Differentiation of mouse bone 
marrow mesenchymal stem 
cells into hepatocyte-like cells 
in vitro 

Rui-Jun Yu, Hai-Lin Liu

Rui-Jun Yu, Hai-Lin Liu, Department of Gastroenterology, 
the Ninth People’s Hospital, School of Medicine, Shanghai 
Jiaotong University, Shanghai 200011, China
Correspondence to: Dr. Hai-Lin Liu, Department of Gas-
troenterology, the Ninth People’s Hospital, School of Medi-
cine, Shanghai Jiaotong University, 639 Zhizaoju Road, 
Shanghai 200011, China. liuhailin@medmail.com.cn
Received: 2007-07-16    Revised: 2007-11-10 

Abstract
AIM: To induce hepatocyte-like cells from mouse 
bone marrow mesenchymal stem cells, and 
improve their differentiation rate in vitro.

METHODS: Bone marrow mesenchymal stem 
cells were collected from C57 mice, and cultured 
in differentiation medium including HGF, FGF4, 
EGF, OSM, Dex and ITS. Expression of hepato-
cyte specific genes, such as AFP, Alb, CK18, TAT 
and CYP2b9 was detected by RT-PCR. Cells 
expressing Alb and CK18 proteins were identi-
fied by immunofluorescence staining and flow 
cytometry.

RESULTS: In the differentiation group, some 
polygonal cells appeared on day 3 in culture, 
cobblestone-shaped epithelial-like cells ap-
peared after 5 to 7 days and increased in number 
until day 14, while control group cells retained 
their spindle morphology. AFP, Alb and CK18 
mRNA could be detected on days 7, 14 and 21. 
TAT and CYP2b9 mRNA were also detected on 
days 14 and 21. However, Alb, CK18, TAT and 

CYP2b9 mRNAs were not detected in the con-
trol group, and only low levels of AFP mRNA 
were detected. In the differentiation group, Alb 
protein was detected by immunofluorescence on 
days 7, 14 and 21. The percentages of cells that 
were Alb-positive were 75.0%, 79.7% and 81.1% 
on days 7, 14, 21 respectively, and the percent-
ages that were CK18-positive were 71.4%, 75.9% 
and 80.6%, respectively.

CONCLUSION: Bone marrow mesenchymal 
stem cells can differentiate into hepatocyte-like 
cells in vitro, which provides a solid experimen-
tal basis for hepatocyte transplantation.
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摘要
目的: 体外诱导小鼠骨髓间充质干细胞分化
(BMSCs)为肝样细胞, 提高分化效率. 

方法: 将第一代BMSCs随机分为诱导组和对
照组. 诱导组加肝细胞生长因子、成纤维生长
因子、表皮生长因子、抑瘤素M等进行诱导
培养, 观察细胞形态, 检测甲胎蛋白(AFP)、白
蛋白(Alb)、细胞角蛋白18(CK18)、酪氨酸氨
基转移酶(TAT)和细胞色素P450 2b9(CYP2b9)
的mRNA表达, Alb合成以及Alb和CK18蛋白标
记细胞阳性率. 

结果: 诱导组第3天出现多边形细胞, 5-7 d上
皮样细胞呈岛状分布, 14 d呈铺路石状. 对照
组细胞为长梭形. 第7, 14, 21天, 诱导组细胞
AFP, Alb, CK18 mRNA和Alb蛋白检测阳性; 
第14, 21天, 细胞表达TAT和CYP2b9 mRNA. 
对照组除AFP mRNA呈弱阳性外, 其余均为阴
性. 第7, 14, 21天, 诱导组CK18阳性率分别为
71.4%, 75.9%, 80.6%; Alb阳性率分别为75.0%, 
79.7%, 81.1%. 而对照组第7天CK18和Alb阳
性率仅2.3%, 1.7%, 与诱导组相比有显著差异

®

■背景资料
缺乏足量的、具
有良好生物学特
性的肝细胞是阻
碍肝细胞移植治
疗在临床中得以
实行的关键原因
之一. BMSCs采集
方便 ,  容易培养 , 
能大量扩增, 具有
多向分化潜能等
特性, 使其可能成
为肝细胞移植所
需的细胞重要来
源途径之一.
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(P CK18 = 1.97×10-5, P Alb = 3.08×10-6).

结论: BMSCs在体外可以被诱导分化为肝样
细胞, 诱导率最高可达80%以上.

关键词: 诱导分化; 骨髓间充质干细胞; 肝细胞; 生

长因子
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0  引言

骨髓间充质干细胞(bone marrow mesenchymal 
stem cells, BMSCs)是成体干细胞中最易获得的

干细胞之一, 具有多向分化潜能[1-4], 并且采集方

便、容易培养、增殖能力强、性质稳定[5], 适合

自体移植[6-9]. 研究表明BMSCs可以分化为上皮

样细胞[10-11], 如肺泡上皮支气管上皮细胞[12-13]、

皮肤[14]、肾[15]、胰腺[16]和胃肠[17]等. 在适当条

件下可以向肝脏细胞分化[18-28], 移植入体内可改

善肝功能[29-30]. 但对提高诱导分化的效率和稳定

性尚有待进一步研究. 我们选择在肝脏细胞发

育成熟过程中发挥关键性作用的细胞因子肝细

胞生长因子(HGF)、成纤维生长因子4(FGF4)、
抑瘤素M(OSM)、表皮生长因子(EGF)组成诱

导体系, 对体外培养的BMSCs进行定向诱导, 
通过观察细胞形态变化, 检测肝细胞相关标志

如甲胎蛋白(AFP)、白蛋白(Alb)、细胞角蛋白

18(CK18)、酪氨酸氨基转移酶(TAT)、细胞色素

P4502b9(CYP2b9)的表达, 评价其诱导BMSCs分
化为肝细胞的效率, 为开展肝细胞移植奠定基础.

1  材料和方法

1.1 材料 1周龄C57小鼠(上海中科院实验动物

中心), Ficoll分离液(Pharmacia公司), L-DMEM
培养液(Gibco公司), MCDB-201培养液(Sigma
公司), HGF(R&D systems公司), FGF4(R&D 
s y s t e m s公司) ,  O S M(R&D s y s t e m s公司) , 
EGF(Chemicon international公司), ITS(Gibco
公司), Alb抗体(Rockland 公司), TRIzol试剂盒

(Sigma-Aldrich公司), TaKaRa RNA PCR试剂盒

(Biotech公司), RT-PCR引物(上海生工生物工程

公司合成), CK18(Santa Cruz 公司).
1.2 方法
1.2.1 BMSCs标本的分离培养和诱导: 从C57小
鼠股骨和胫骨获取骨髓细胞, Ficoll分离液密度

梯度离心900 g , 30 min. 收集单个核细胞, PBS洗
涤2次, 台盼兰染色、计数, 按密度2.5×105/cm2

接种于培养皿, 加入基础培养液, 37℃、50 mL/L 
CO2, 饱和湿度培养. 将第一代BMSCs, 以5×103/
cm2密度接种于培养皿中, 随机分为诱导组和

对照组. 对照组为基础培养液(L-DMEM, 含100 
mL/L胎牛血清、NaHCO3、L-谷氨酰胺、青霉

素和链霉素), 诱导组培养液为540 g/L L-DMEM, 
360 g/L MCDB-201, 其他同基础培养液, 另加20 
μg/L HGF, 20 μg/L FGF4, 10 μg/L EGF, 20 μg/L 
OSM, 10-8 mol/L地塞米松和1×ITS(胰岛素铁硒

传递蛋白).
1.2.2 形态学观察: 应用倒置相差显微镜, 每天观

察细胞的生长情况和形态特征变化. 免疫细胞

化学: 细胞爬片, 丙酮固定5 min, 羊血清封闭30 
min, 加兔抗鼠的Alb抗体, 4℃过夜, 加FITC标记

抗兔二抗, 37℃孵育30 min, 900 mL/L的丙三醇

封片, 荧光显微镜观察.
1.2.3 逆转录-聚合酶链反应: 采用TRIzol试剂

盒分别提取细胞和小鼠肝组织总RNA, TaKaRa 
RNA PCR试剂盒进行RT-PCR反应. 逆转录反应

体系由MgCl2 4 μL, 10×RNA Buffer 2 μL, RNase 
Free双蒸水7.5 μL, dNTP 2 μL, 逆转录酶1 μL, 
Oligo dT-Adaptor primer 1 μL, RNase inhibitor 
0.5 μL, RNA样品2 μL组成, 30℃ 10 min, 42℃ 
60 min, 99℃ 5 min, 5℃ 5 min. PCR反应体系由

MgCl2 1.6 μL, 10×RNA PCR Buffer 2 μL, 灭菌

蒸馏水14.05 μL, TaKaRa Taq 0.25 μL, dNTP0.5 
μL, cDNA 1 μL, 上游引物0.3 μL, 下游引物0.3 
μL组成, 94℃ 3 min变性, 然后94℃ 30 s, 55℃  
30 s, 72℃ 1 min, 共35个循环, 72℃ 5 min终止反

应. 反应产物经12 g/L琼脂糖凝胶电泳, GIS-2800
凝胶图像处理系统测定mRNA水平. 引物序列 
见表1.
1.2.4 流式细胞仪检测: 制备细胞数量为0.5×106

单细胞悬液, 加入1.5 mL Eppendorf管中, 1 g/L 
Triton破膜1 min, PBS洗涤, 用100 μL含40 mL/L 
FCS的PBS重新悬浮, 分别加入CK18, Alb抗体

各10 μL, 4℃孵育30 min, PBS 冲洗, 沉淀细胞用

100 μL 含40 mL/L FCS的PBS重新悬浮, 分别加

入藻红蛋白(PE)标记的羊抗鼠二抗和羊抗兔二

抗各5 μL, 4℃孵育30 min, PBS冲洗, 流式细胞

仪检测. 每组测定3个样本, 取平均值.
统计学处理 数据用mean±SD表示, 双样本

等方差t检验进行比较, P <0.01为有显著性差异.

■研发前沿
研究领域中的热
点、重点主要集
中在如何有效的
诱导BMSCs具有
肝脏细胞特性. 亟
待研究的问题主
要是提高BMSCs
的诱导效率、诱
导后细胞的纯度, 
保证诱导扩增后
能提供足够数量
的细胞, 同时能保
持良好的肝细胞
特性.
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2.4 流式细胞仪检测诱导细胞 BMSCs诱导组第

7, 14, 21天, CK18蛋白表达阳性率分别为71.4%
±5.0%, 75.9%±2.2%, 80.6%±2.1%; Alb蛋白

表达阳性率分别为75.0%±3.3%, 79.7%±3.0%, 
81.1%±3.0%, 对照组第7天, CK18和Alb蛋白表

达阳性率分别为2.3%±1.2%, 1.7%±0.9%. 与
诱导组相比, 均P <0.001(P CK18 = 1.97×10-5 P Alb = 
3.08×10-6, t检验), 有非常显著的差异.

3  讨论

在肝脏发育过程中, 需要经过几个阶段, 每个

阶段参与的细胞因子不同. 哺乳动物从胚胎发

育到5-7体节期开始, 相当于人类胚胎发育的

第4周左右. 在邻近的心源中胚层细胞产生的

FGF作用下, 前肠内胚层末端腹侧壁上皮增生

至14-20体节期形成一个向外突出的肝原基, 并
在其他生长因子(如骨形成蛋白)的共同作用下, 

2  结果

2.1 细胞形态学 未诱导的对照组第一代BMSCs
呈梭形或成纤维样. 诱导组第3天, 细胞变小, 出
现多边形细胞; 第7天出现类圆形、多角形, 形
成岛状铺路石; 第14天细胞呈典型的铺路卵石

状; 第21天, 细胞排列混乱, 局部细胞形态不规

则、边界不清(图1). 
2.2 白蛋白免疫荧光细胞化学染色 BMSCs在诱

导第7, 14, 21天诱导组细胞Alb染色均为阳性, 
第21天, 可见双细胞核和多细胞核现象. 而对照

组细胞Alb染色为阴性(图2). 
2.3 逆转录-聚合酶链反应 BMSCs诱导7 d Alb, 
CK18, AFP等mRNA表达阳性; 诱导14, 21 d, Alb, 
CK18, AFP, TAT, CYP2b9等mRNA表达阳性. 未
诱导BMSCs除AFP的mRNA弱阳性外, 其余的均

为阴性; 肝组织Alb, CK18, AFP, TAT和CYP2b9
等mRNA表达均阳性(图3).

表  1  RT-PCR引物序列

      基因Gene             正向引物Sense primer          反向引物Reverse primer 产物大小Product size(bp)

Alb GCATGAAGTTGCCAGAAGACATCC TCTGCAGTTTGCTGGAGATAGTCG 412

CK18 CGATACAAGGCACAGATGGA CTTCTCCATCCTCCAGCAAG 177

AFP GTGAAACAGACTTCCTGGTCCT GCCCTACAGACCATGAAACAAG 148

TAT GACGAGGAAGGCTTTGTGAG CTTCATGGCTTGGGTCACTT 315

CYP2b9 GATGATGTTGGCTGTGATGC CTGGCCACCATGAAAGAGTT 152

β-actin CCAAGGCCAACCGCGAGAAGATGAC AGGGTACATGGTGGTGCCGCCAGAC 587

A B

C D

图  1  BMSCs细胞形态学(×40). A: 第一代BMSCs; B: 诱导7 d; C: 诱导14 d; D: 诱导21 d.

■相关报道
研究表明BMSCs
在HGF、OSM、
FGF、EGF等细
胞因子的作用下, 
可以向肝细胞分
化 .  但对BMSCs
向肝细胞分化效
率研究甚少 .  Shi 
et  al的报道显示
BMSCs分化的比
例只有69.45%, 分
化效率低 .  因此 , 
在B M S C s纯度 , 
诱导方案等方面
还需进一步研究, 
以提高诱导效率.
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完成肝脏的早期发育决定. FGF不仅能促进细

胞生长和分裂, 也是形态发生和分化的诱导因 
子[31-34]. 在肝脏成熟和终末分化阶段, HGF, OSM
以及糖皮质激素和血管内皮细胞等都起着重要

作用[35-38].
HGF主要由Kupffer细胞和肝窦内皮细胞产

生, 是肝细胞最强的促有丝分裂原, 并且在出生

后对肝细胞的继续发育成熟发挥作用. 在地塞

米松存在情况下, HGF可以促进肝脏葡萄糖6-磷
酸酶、酪氨酸氨基转移酶、氨基甲酰磷酸合成

酶等表达及糖原合成[39]. OSM是肝干细胞分化

成熟的强力诱导因子, 能促使肝细胞表达分化

标志物酪氨酸氨基转移酶等, 引起细胞形态学

变化, 上调肝细胞的特异功能(如氨清除、脂肪

合成、糖原合成和解毒功能), 增强同种细胞之

间黏附等[40]. OSM在胎肝中由CD45+造血细胞

旁分泌, 通过OSM受体激活信号传导和转录激

活因子3途径发挥生物学效应[41]. 糖皮质激素对

OSM具有强烈的协同和促进作用. EGF促进上

皮细胞增殖和分化, 对肝脏的发育成熟以及再

生有明显促进作用[42]. 
我们选择肝脏细胞发育成熟过程中发挥关

键性作用的细胞因子HGF, FGF4, OSM和EGF等
作为诱导因素, 结果表明能够有效诱导BMSCs
分化为肝样细胞, 合成Alb, 表达肝细胞的相关

标志物AFP, CK18, TAT和CYP2b9. 
AFP是内胚层分化和早期胚胎肝细胞的标

志性蛋白质, 随着肝脏的发育成熟, 其表达逐渐

降低. CK18为肝细胞中间丝细胞骨架, 从胚胎肝

细胞开始到分化的肝细胞持续表达. 合成Alb则
是肝细胞特有的功能. TAT是围产期和出生后肝

细胞特异性分化的一个主要的标志酶, CYP2b9
在小鼠肝细胞具有相对特异性表达. 两者均为

成熟肝细胞的标志. 这些指标能够反映肝细胞

的特异性功能和结构成分 ,  具有良好的代表 
性[43-45]. 因此, 我们采用联合检测作为判断诱导

图  3  不同时间b-actin, Alb, CK18, AFP, TAT和CYP2b9 mRNA
的表达.

b-actin 
(587 bp)

Alb 
(412 bp)

CK18 
(177 bp)

AFP 
(148 bp)

TAT 
(315 bp)

CYP2b9
(152 bp)

■创新盘点
以 往 相 关 研 究
主 要 以 原 代 的
BMSCs为主. 本文
利用传代的、经
过纯化的BMSCs. 
在文献报道HGF, 
OSM, FGF, EGF
联合诱导方案的
基础上, 调整了相
关诱导因子的用
量, 提高了BMSCs
向肝细胞分化的
诱导效率.

 7 d        14 d        21 d      MSC     肝细胞

A B

C D

图  2  肝样细胞特异性免疫荧光检测(×40). A: 未诱导的BMSCs; B: 诱导7 d; C: 诱导14 d; D: 诱导21 d.

←

←

←
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分化为肝细胞的依据. 在诱导分化过程中, 与体

内肝脏发育过程相似. 首先检测到AFP等早期标

志物的表达, 14 d后再出现TAT, CYP2b9等代表

肝细胞成熟期的标志物. 而未诱导的BMSCs只有

AFP mRNA表达呈弱阳性, 与文献[46]报道一致. 
诱导前及未诱导组BMSCs细胞形态为长梭

形, 类似成纤维细胞[47-48]. 诱导后细胞形态转变

为多角形, 生长速度加快, 达到融合时细胞呈典

型的铺路石状排列, 并在诱导21 d的时候观察到

双细胞核和多细胞核现象, 符合肝细胞在体外

培养时的细胞形态变化[25,49]. 关于这些细胞是否

由骨髓中所含的极少量内皮细胞增殖而来, 我
们认为基本可以排除, 因为体外内皮细胞的生

长以及大量扩增需要特定的内皮细胞培养环境, 
而且经联合检测肝细胞特异性的结构和功能标

志物均为阳性. 
通过流式细胞仪检测CK18和Alb蛋白阳性

细胞数, 在诱导第21 d阳性细胞分别为80.6%和

81.1%, 高于同类实验[50]. 这可能与BMSCs经过

淋巴分离液密度梯度离心和差速贴壁法培养得

到进一步纯化有关[51-53]. 
我们采用的诱导方法能够在体外将BMSCs

成功地诱导为肝样细胞, 并使诱导率有所提高, 
从而为今后进一步开展BMSCs诱导分化为肝细

胞以及肝细胞移植奠定了实验基础.
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