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Abstract
AIM: To explore the capability and effect of 
hepatocyte growth factor (HGF) and oncostatin 
M (OSM) in inducing the differentiation of bone 
marrow mesenchymal stem cells (MSCs) into 
hepatocytes in vitro.

METHODS:  Rat MSCs were isolated and 
cultured. Passage 3 MSCs were divided into 
group A, B, C, D and E, which were induced by 
dulbecco's modified eagle medium-low glucose 
(DMEM-LG) plus 100 mL/L fetal calf serum 
(FCS), hepatocyte growth medium (HGM), 
HGM plus 20 μg/L HGF, HGM plus 20 μg/L 
OSM, and HGM plus 20 μg/L HGF plus 20 μg/

L OSM, respectively. The expression of alpha-fe-
toprotein (AFP) and cytokeratin 18 (CK18) were 
detected by immunocytochemistry; the glycogen 
deposit was examined by Periodic acid-Schiff 
(PAS) staining; and the urea content in culture 
supernatant was determined by glutamate dehy-
drogenases at different time points�.

RESULTS: On the 7th day, the positive expres-
sion of AFP emerged in group C and E, and it 
was lower in the former than that in the latter (χ2 
= 6.322, P < 0.05). With the extension of induction 
time, the expression of AFP was decreased gradu-
ally. The expression of CK18 was found in group E 
and C on the 7th and 14th day, respectively, and the 
glycogen deposit was observed on the 7th day both 
in group E and C. With the extension of induction 
time, the levels of CK18 and glycogen expression 
were elevated gradually. At the same time point, 
the expression rates of CK18 (14 d: χ2 = 4.811, P < 
0.05; 21 d: χ2 = 6.902, P < 0.01; 28 d: χ2 = 5.771, P < 
0.05) and glycogen (14 d: χ2 = 6.902, P < 0.01; 21 d: 
χ2 = 6.818, P < 0.01; 28 d: χ2 = 6.818, P < 0.01) were 
significantly higher in group E than those in group 
C. The urea concentration increased gradually with 
the induction time both in group C and E, but it in-
creased faster in the latter. The expression of AFP, 
CK18, glucogen and the concentration of urea had 
no significant changes in group A, B, D.

CONCLUSION: HGF can induce the hepatocytic 
differentiation of MSCs, and its combination 
with OSM presents a better effect.
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摘要
目的: 探索肝细胞生长因子 (H G F)、制瘤
素M(O S M)在体外诱导骨髓间充质干细胞
(MSCs)向肝细胞分化的能力及效果. 

■背景资料
肝 细 胞 移 植
(HCT)是治疗终
末期肝功能衰竭
的最有效手段之
一, 但却受到细胞
来源缺乏、免疫
排斥反应等多种
因素限制而影响
其 临 床 应 用 .  骨
髓间充质干细胞
(MSCs)具有多向
分化能力, 可能为
肝细胞移植提供
丰富的自体肝细
胞来源. 
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方法: 分离、培养大鼠MSCs, 取第3代按以
下分组诱导其向肝细胞分化: A组: 低糖杜氏
改良培养基(DMEM-LG)+100 mL/L胎牛血
清(fetal calf, serum, FCS); B组: 肝细胞生长
培养基(HGM); C组: HGM+20 μg/L HGF; D
组: HGM+20 μg/L OSM; E组: HGM+20 μg/L 
HGF+20 μg/L OSM, 于不同时间点用免疫
细胞化学检测甲胎蛋白(AFP)、细胞角蛋白
18(CK18)表达, 高碘酸-希夫氏(PAS)染色检测
糖原表达, 谷氨酰胺脱氢酶法检测上清液尿素
含量. 

结果: C, E组于诱导第7天出现AFP阳性表达, 
以后其阳性表达率随诱导时间延长逐渐降低, 
诱导第7天E组阳性表达率高于C组(χ2 = 6.322, 
P <0.05). C组、E组分别于诱导第7、14天出现
CK18阳性表达, 于诱导第7天开始出现糖原阳
性表达, 随诱导时间延长表达率逐渐增高, 同
一时间点E组CK18(14 d: χ2 = 4.811, P <0.05; 
21 d: χ2 = 6.902, P <0.01; 28 d: χ2 = 5.771, 
P <0.05)及糖原(14 d: χ2 = 6.902, P <0.01; 21 d: 
χ2 = 6.818, P <0.01; 28 d: χ2 = 6.818, P <0.01)
阳性表达率高于C组. C, E组培养上清液中尿
素浓度随诱导时间延长逐渐增高, E组增长幅
度比C组高. A, B, D组各时间点均未见AFP、
CK18、糖原表达及尿素浓度变化.

结论: MSCs具有向肝细胞分化的能力, HGF
能够诱导MSCs分化肝样细胞, OSM与HGF
联合使用, 能促进MSCs的分化, 明显提高分
化率.
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0  引言

骨髓间充质干细胞(mesenchymal stem cells, 
MSCs)是一种具有跨胚层多向分化潜能的成体

干细胞, 在一定条件下可分化为骨、软骨、脂

肪、神经元和造血基质细胞等各种体细胞[1-4]. 
近年来, MSCs向肝细胞分化备受关注[5-9], 我们

采用密度梯度离心法联合贴壁培养法分离、纯

化MSCs, 分别使用肝细胞生长因子(hepatocyte 
growth factor, HGF)、制瘤素M(oncostatin M, 
OSM)及二者联合诱导MSCs向肝细胞分化, 并
通过多种方法评价两种细胞因子的促分化能力. 

1  材料和方法

1.1 材料 8-10 wk清洁级♀Wistar大鼠, 由泸州医

学院动物实验中心提供. HGF, OSM为美国R&D
公司产品, 胎牛血清为杭州四季青公司产品, 低
糖杜氏改良培养基(DMEM-LG)、胰岛素-转铁

蛋白-亚硒酸钠(insulin-transferrin-selenium, ITS)
为美国Gibco公司产品, 淋巴细胞分离液为上海

试剂二厂产品, 纤维蛋白连接素(fibronectin, FN)
为瑞士Roche公司产品, 小鼠抗大鼠CK18 mAb、
山羊抗小鼠SABC试剂盒、DAB试剂盒购自武

汉博士德生物工程公司, 山羊抗人AFP多克隆抗

体购自Santa Cruz公司, 兔抗山羊SP试剂盒购自

北京中山生物技术有限公司, 尿素液体试剂盒购

自上海申能-德塞诊断技术有限公司. 
1.2 方法 
1.2.1 MSCs的分离、培养与鉴定 在无菌条件下

取8-10 wk Wistar大鼠股骨和胫骨骨髓细胞, 采
用密度梯度离心联合贴壁培养法分离、纯化

MSCs, 利用MSCs与其他贴壁细胞的贴壁差异

性, 严格控制传代时酶的量和消化时间, 传代

纯化MSCs, 显微镜下观察细胞形态, 取第3代
(passage 3, P3) MSCs, 进行成骨、成脂诱导以鉴

定MSCs的多向分化能力. 
1.2.2 MSCs向肝细胞的诱导分化 肝细胞生长培

养基(HGM)成分: DMEM-LG、100 mL/L FCS、
地塞米松(dexamethasone, Dex)10-7 mmol/L、
羟乙基哌嗪乙磺酸(hydroxyethyl piperazine 
ethane-sulfonic acid, HEPES)20 mmol/L、葡

萄糖1 g/L、半乳糖2 g/L、I T S 10 m L/L、
Vit C1 mmol/L、谷氨酰胺0.73 g/L、青霉素

100 kU/L、链霉素 100 kU/L. 实验分组: A组: 
DMEM-LG+100 mL/L FCS; B组: HGM; C组: 
HGM+20 μg/L HGF; D组: HGM+20 μg/L OSM; 
E组: HGM+20 μg/L HGF+20 μg/L OSM. 诱导方

法: 取P3 MSCs, 用2.5 g/L胰蛋白酶消化后, 以3×
107/L接种于预先用50 mg/L FN处理的24孔板中, 
按上述分组加入培养基及诱导因子, 于37℃、饱

和湿度、50 mL/L CO2培养箱中进行诱导分化培

养, 每4 d全量换液一次, 诱导细胞分化20-28 d. 
1.2.3 诱导后MSCs的鉴定 肝细胞特异性标志物

检测: 采用免疫细胞化学方法于诱导第0, 7, 14, 
21, 28天取细胞爬片检测其AFP、CK18表达情

况; 肝细胞糖原合成功能检测: 采用高碘酸-希夫

氏(PAS)染色于诱导第0, 7, 14, 21, 28天取细胞爬

片, 检测诱导分化细胞糖原储存功能; 肝细胞代

谢功能检测: 诱导后每4 d收集各组培养细胞上

■研发前沿
M S C s 具 有 多 向
分化潜能, 其分化
方向由其所处的
微 环 境 决 定 ,  且
MSCs在骨髓中含
量很少, 因此, 建
立MSCs有效的体
外分离、扩增方
法, 研究MSCs定
向分化的影响因
素是实现MSCs向
肝细胞分化的前
提和关键. 细胞因
子和生长因子在
组织和细胞分化
中具有重要作用, 
他们在骨髓干细
胞向肝细胞分化
中的作用的研究
是目前的一个热
点和难点.
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清液, 谷氨酸脱氢酶法检测上清液中尿素含量, 
观察其动态变化趋势, 绘制尿素含量变化曲线.

统计学处理 实验结果计量资料以mean±
SD表示, 不同时间点、不同组之间的比较采用

重复测量资料的方差分析, 计数资料采用秩和

检验, 以α = 0.05为检验水准, 利用SPSS13.0软
件进行统计分析. 

2  结果

2.1 MSCs的形态观察和鉴定 接种4-6 h后可见

部分细胞贴壁, 24 h后可见呈梭形、三角形、

多角形、不规则形的贴壁细胞, 5-6 d即可形成

分散的成纤维细胞集落 (colony-forming units-
fibroblastic, CFU-F), 10-14 d相邻集落融合成片

达80%左右. 原代细胞形态多样, 分布不均, 含
杂细胞多, 随换液和传代次数增多, 细胞纯度提

高, P3后细胞形态一致, 呈梭形外观的贴壁细胞, 
核居中, 有1-2个核仁, 几乎不见杂细胞, 分布均

一, 呈漩涡状、平行状或鱼群状生长细胞排列. 
经成骨诱导后, 碱性磷酸酶染色阳性, 成脂诱导

后, 油红O染色阳性(图1A-B).
2.2 肝细胞特异性标志物检测 (1)AFP免疫细胞

化学检测结果: AFP在诱导第0, 28天各组细胞天各组细胞各组细胞

均为阴性表达, 诱导第7, 14, 21天时C组及E组
出现阳性表达, 且表达率逐渐降低(P <0.05). 诱
导分化第7天, E组AFP表达率高于C组, 差别有

统计学意义(P <0.05), 诱导分化第21天, E组AFP
表达率低于C组, 差别有统计学意义(P <0.05). A, 
B, D组在7-28 d均未见阳性表达. 不加一抗对照

为阴性结果(表1, 图2A-B); (2)CK18免疫细胞化

学检测结果: CK18在诱导第0天各组细胞均为

阴性表达, 诱导第7天E组出现CK18表达, 诱导

第14, 21, 28 天HGF及E组均出现阳性表达, 随
诱导时间延长, 表达率逐渐增高, 差别有统计学

意义(P <0.05). 在同一时间点, E组表达率均高于

C组, 差别有统计学意义(P <0.05). A, B, D组在

A

B

图  1  MSCs的形态观察(×40). A: 原代培养72 h ; B: P3 培养
4 d.

A

B

图  2  诱导第7天AFP免疫细胞化学检测结果(×100). A: 
HGF组; B: HGF+OSM组.

表  1   AFP在不同时间点的阳性表达率(%)

          分组     0 d       7 d      14 d     21 d     28 d	   c2	 P

C组       0	      62.2	  18.2    7.0       0     23.418     0.000

E组       0	       67.6a	  16.0    1.6b      0     22.617     0.000

c2 = 6.322, aP<0.05; c2  = 6.860, bP<0.01 vs  C组.

表  2    CK18在不同时间点的阳性表达率(%)

          分组     0 d       7 d	  14 d     21 d     28 d	   c2	 P

C组       0	        0	  19.2    50.0   70.6   23.409    0.000

E组       0	         5.4	  27.4a   65.8b  80.8a  23.274    0.000

c2 = 4.811, 5.771, aP<0.05; c2  = 6.902, bP<0.01 vs  C组.

■相关报道
近来的研究表明
M S C s 在 一 定 条
件下能分化为肝
细胞, HGF, OSM, 
FGF-4, EGF等多
种细胞因子都可
能在诱导其向肝
细胞分化中起关
键作用, 但是各种
因素具体的作用
及何种因素才是
诱导MSCs分化的
理想因素目前还
不清楚, 因此需进
一步明确相关细
胞因子在MSCs分
化中的作用.
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3  讨论

MSCs在体内含量很少, 骨髓中每10万单核细胞

中大约有1个MSCs[10]. 由于MSCs目前尚无特异

性的表面抗原[11], 故缺乏特异的分离鉴定方法. 
现有的分离方法主要有: 免疫筛选法、贴壁培

养筛选法、密度梯度离心法. 鉴定方法包括: 形
态学观察、联合检测多个表面标志物、多向分

化的潜能鉴定等. 我们采用密度梯度离心法联

合贴壁培养法简单、有效的分离、纯化MSCs, 
并证实其符合MSCs的形态特点, 能分化为成骨

细胞和成脂细胞, 说明我们分离培养的细胞是

未分化的MSCs, 具有多向分化能力, 可以用于

向肝细胞的诱导分化. 
细胞因子和生长因子在组织和细胞分化中

具有重要作用[12-14], 他们在骨髓干细胞向肝细

胞分化中的作用的研究是目前的一个热点和难

A

B

A

B

图  3  诱导第28天CK18免疫细胞化学检测结果(×100). A: 
HGF组; B: HGF+OSM组.

图  4  诱导第28天肝细胞糖元表达(×100). A: HGF组; B: 
HGF+OSM组.

7-28 d均未见阳性表达. 不加一抗对照为阴性结

果(表2, 图3A-B).
2.3 肝细胞糖原合成功能检测 糖原在诱导第0 
天各组细胞均为阴性表达, 诱导第7, 14, 21, 28 
天C组及E组均出现阳性表达, 随诱导时间延长, 
表达率逐渐增高, 差别有统计学意义(P <0.05). 
在同一时间点, E组表达率均高于C组, 差别有统

计学意义(P <0.05). A, B, D组在7-28 d均未见阳

性表达. P3 MSCs对照为阴性结果(表3, 图4 A-B).
2.4 肝细胞代谢功能检测 将各组各时间点上清

液中尿素浓度绘制成折线图, 经统计学分析, 各
组间比较差别有统计学意义(P <0.05). A, B, D组

培养上清液中尿素浓度无明显变化, 各组之间

无明显差异(P >0.05). 而C组及E组尿素浓度随诱

导时间延长逐渐增高, 分别与A, B, D组比较, 差
别有统计学意义(P <0.05), E组尿素浓度增长幅

度比C组高, 差别有统计学意义(P <0.05) (图5).

表  3    糖原在不同时间点的阳性表达率(%)

          分组     0 d       7 d	  14 d    21 d     28 d	     c2	   P

C组       0	       0.6	  13.6    36.6    56.2   22.855    0.000

E组       0	        0.8	  24.8b   56.6b   69.4b	 22.864    0.000

c2 =  6.902, 6.818, 6.818, bP<0.01 vs  C组.

图  5  培养上清液尿素含量(mmol/L).
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■创新盘点
H G F 是 肝 脏 发
育及肝再生的过
程最基本的细胞
因 子 ,  也 是 诱 导
MSCs向肝细胞分
化的可能的有效
诱导因子 ,  OSM
在肝脏成熟发育
过程中起重要作
用 ,  与 其 他 细 胞
因子联合可以诱
导MSCs分化, 但
HGF、OSM单独
使 用 诱 导 M S C s
向肝细胞的分化
的能力, 以及联合
HGF使用能否提
高分化效率、促
进肝细胞成熟, 国
内外尚无报道.
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点. HGF是肝脏发育及肝再生的过程最基本的

细胞因子, 他不仅能促进细胞分裂、迁移, 抑制

细胞凋亡促进肝细胞增殖, 还能促进干细胞的

分化[15]. HGF的受体c-met是一种膜外部分拥有

酪氨酸激酶域的跨膜蛋白, 与HGF结合后, 通
过受体酪氨酸激酶信号途径, 影响细胞核内的

转录机构, 通过调控某些特定基因的转录和表

达影响细胞增殖、分化[16-17]. 近年来的研究表

明, HGF是诱导MSCs向肝细胞分化的可能的有

效诱导因子之一[18-24]. OSM是IL-6家族成员之

一, 他能诱导胎肝细胞分化为具有各种代谢功

能的成熟肝细胞, 在体外诱导肝干细胞分化成

为能产生各种代谢酶、合成白蛋白、积累糖原

的成熟肝细胞, 在肝脏成熟过程中发挥重要作

用[25-26]. OSM与其受体OSMR结合后, 通过非受

体酪氨酸激酶信号途径发挥其生物学作用[27-29]. 
Lee et al [20]和Shi et al [21]的研究提示, OSM与其

他细胞因子联合可以诱导骨髓干细胞分化, 但
是OSM单独使用能否诱导MSCs向肝细胞的分

化, 与其他细胞因子联合使用能否提高分化效

率, 以及他在分化中的作用目前尚不清楚. 
我们选用这两种细胞因子单独和联合使用

诱导MSCs向肝细胞的分化, 通过免疫细胞化学

检测不成熟肝细胞表型AFP及成熟肝细胞表型

CK18的表达, 糖原染色检测诱导后细胞糖原合

成能力, 生化检测培养基上清液中尿素含量的

动态变化, 从细胞表型、物质合成和代谢功能

等方面证实诱导后细胞是否为肝细胞. 结果显

示, 单独使用HGF能够诱导MSCs向肝细胞的分

化, 单独使用OSM不能诱导MSCs向肝细胞的分

化, 二者联合使用能提高MSCs的分化率, 促进

分化细胞的成熟. 可见, MSCs具有向肝细胞分

化的能力, 单独使用OSM虽然没有诱导MSCs分
化的作用, 但是与HGF联合使用能提高MSCs向
肝细胞分化的效率、促进肝细胞的成熟. 同时

提示我们HGF和OSM的胞内信号转导途径虽然

不同[30], 但联合用于MSCs时, 其信号转导可能

出现了信号交联(cross-talk), 从而影响了分化细

胞的某些生物学特性, 增强了HGF促进MSCs向
肝细胞分化的生物学效应. 为我们下一步研究

提供了新的思路. 
总之, MSCs具有自体取材、体外分离培养

容易, 增殖、分化能力强等优点, 是最具有治

疗潜能的种子细胞. 使用HGF与OSM联合诱导

MSCs向肝细胞的分化是可行的, 可能为肝细胞

移植及生物人工肝提供种子细胞, 以期治疗各

种终末期肝病.
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