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Abstract
AIM: To investigate the biological characteristics 
of human umbilical cord-derived mesenchymal 
stem cells (MSCs), and to study the possibility of 
their differentiation into hepatocyte-like cells.

METHODS: MSCs were isolated from human 
umbilical cord; after serial subcultivation in 
vitro, surface immunological markers in MSCs 
were detected by immunocytochemical stain-
ing and flow cytometry. cell cycle and growth 
activity were also detected. Hepatocyte growth 
factor (HGF), fibroblast growth factor-4 (FGF-4), 
oncostatin M (OM) were adopted to effectively 
induce hepatic differentiation, and specific sur-
face phenotype of liver cells was detected by im-
munocytochemical staining. In vitro functions of 
the induced and uninduced cells were identified 
by glycogen staining.

RESULTS: MSCs were isolated from human 
umbilical cord sucessfully, presenting fibroblas-
tic morphology and long-term stability. These 
cells were positive for CD29, CD105, and Vi-
mentin, but were negative for CD34 and CD31. 
MSCs could be induced to differentiate into 
hepatocyte-1ike cells that were positive for albu-
min, alpha fetoprotein, cytokeratin 18, cytokera-
tin 19 and glycogen staining.

CONCLUSION: Human umbilical cord-derived 
MSCs are able to differentiate into functional 
hepatocyte-like cells, and may serve as a cell 
source for tissue engineering and cell therapy of 
hepatic diseases.
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摘要
目的: 研究脐带间充质干细胞(umbilical cord-
mesenchymal stem cells, UC-MSCs)生物学的
特性及向肝细胞分化的可能性. 

方法: 从脐带中分离间充质干细胞, 体外行传
代培养, 检测脐带间充质干细胞表面免疫标
志、细胞周期和生长活性等, 利用肝细胞生长
因子、成纤维生长因子4和抑瘤素等细胞因子
诱导脐带间充质干细胞向肝细胞分化, 用免疫
细胞方法对诱导和未诱导的细胞进行免疫学
检测, 糖原染色进行功能鉴定. 

结果: 从人脐带中可分离到贴壁生长的间充
质干细胞 ,  细胞形态类似成纤维细胞 ,可在
体外进行长期稳定培养; C D29、C D105和
Vimentin表达阳性, 基本不表达CD34、CD31, 
经加入细胞因子可成功将间充质干细胞向肝
细胞诱导分化, 分化的细胞表达肝细胞表面标
志物ALB、AFP、CK18和CK19, 糖原染色呈
现阳性.
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■背景资料
目前肝细胞移植
用于治疗终末期
肝病被认为是一
种较为有效的治
疗手段之一, 肝细
胞的来源成为近
年来的研究热点, 
UC-MSCs易于获
得, 能够实现体外
大量扩增, 具有多
向分化能力, 是一
种较为理想的细
胞来源.

■同行评议者
任粉玉 ,  副教授 , 
延边大学附属医
院消化内科



结论: 人脐带中可成功分离到间充质干细胞, 
细胞可实现体外长期培养, 表达脐带间充质干
细胞的表面标志, 在体外脐带间充质干细胞诱
导分化为肝细胞, 有望成为细胞替代治疗的理
想来源之一.
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胞化学; 流式细胞术
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0  引言

间充质干细胞(mesenchymal stem cells, MSCs)
是一类具有显著的自我更新和多向分化能力的

细胞, 他来源丰富, 主要有骨髓、脐血、脐带、

全身结缔组织和器官间质[1-3]. 目前骨髓是实验

和临床研究中MSCs的主要来源, 但骨髓存在有

自身局限性, 脐血中能否获得MSCs仍存在有争 
议[4-5]. 已有研究报道脐带中富含MSCs, 易于获

得, 分离成功率高, 具有多向分化的能力, 因此

选择脐带作为研究对象. 本实验旨在通过研究

其生物学特性及向肝细胞分化的能力, 为人工

肝、肝细胞移植等提供理想的种子细胞.

1  材料和方法

1.1 材料 脐带取自天津市第三中心医院住院的

健康足月产妇, 均征得父母授权同意及伦理委员

会批准. DMEM/F12培养基、胎牛血清(FBS)、
Ⅳ型胶原酶均为美国Gibco公司产品; 肝细胞生

长因子(HGF)、成纤维生长因子4(FGF4)、抑瘤

素(OSM)购自美国Properto; ITS(25 g/L 胰岛素、

25 g/L转铁蛋白、25 mg/L亚硒酸钠)、胰酶为美

国Sigma公司产品; 免疫组化用mAb和SABC试
剂盒为中山金桥公司产品; 荧光标记小鼠抗人抗

体: CD29-FITC、CD34-PE、CD90-PE、CD105-
FITC购自晶美生物有限公司; 红细胞裂解液;细
胞培养基:DMEM/F 12+50 mL/L FBS+100 kU/L
青霉素+100 kU/L链霉素.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 脐带自手术台取下后, 浸入PBS
内, 4℃保存, 在操净台内取出脐带, 用PBS冲洗

净脐动脉和脐静脉内的血液, 脐带剪碎后, 置于

恒温震荡仪内, 加入Ⅳ型胶原酶(1 g/L)60 min, 
胰酶(1.25 g/L)30 min, 经完全消化后, 滤网过滤

收集细胞, 加入适量红细胞裂解液进一步去除

红细胞. 细胞培养基重悬细胞, 调整细胞密度至
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5×106/L, 接种于T25培养瓶内, 孵箱内培养, 5 d
后换液, 每3 d换液1次, 待细胞生长至80%-90%
融合后进行传代培养.
1.2.2 细胞生长活性测定: 取脐带MSCs, 调整细

胞密度至5×103/L, 接种于96孔板内, 于接种后

1、3、5、7 d利用MTT法进行检测; 每组6孔, 同
时以无细胞培养液作为空白对照, 于490 nm处

分光光度计检测各组细胞的A值, 取均值绘制生

长曲线.
1.2.3 细胞周期分析: 取对数生长期细胞, 制备单

细胞悬液, 酒精固定48 h. 加入1 mL PI染液4℃避

光染色30 min. 流式细胞仪(美国Beckman公司)
检测, MultiCycle软件对该细胞周期DNA含量进

行分析, 确定细胞周期分布.
1.2.4 免疫细胞化学检测: 取培养脐带MSCs, 制
备细胞涂片, 用CD105、Vimentin、CD34 、
CD31 mAb对脐带MSCs进行免疫细胞化学染色, 
按SABC试剂盒要求操作, 置显微镜下观察染色

情况, 结果进行拍照.
1.2.5 流式细胞仪检测: 取脐带MSCs经胰酶消化

后, 充分吹打制备单细胞悬液, 加入待检测指标

CD29-FITC、CD34-PE、CD105-FITC, 流式细

胞仪进行检测.
1.2.6 诱导分化: 取第9代细胞接种于12孔板内, 
细胞浓度调整为5×107/L, 设置对照组和诱导组, 
无血清培养1 d后, 加入DMEM培养基、HGF(20 
μg/L)、FGF4(10 μg/L)、ITS(50 g/L)、地塞米

松(0.5 μmol)、烟碱(0.61 g/L)培养10 d后, 加入

DMEM培养基、OSM(50 mg/L)、地塞米松(0.5 
μmol)、ITS(50 g/L)培养18 d, 共培养28 d, 分别

于1、2、3和4 wk取细胞进行相关实验.
1.2.7 肝细胞的免疫细胞化学染色鉴定: 分别

于1、2、3和4 wk收集细胞进行检测, 观察不

同时间点细胞形态的变化, 细胞化学染色测定

肝细胞特异表面标志物ALB、AFP、CK18和
CK19(方法同上).
1.2.8 糖原染色: 取不同时间点对照组和诱导组

细胞, 中性福尔马林固定10 min, 10 g/L碘酸水溶

液5-10 min, 蒸馏水洗多次后晾干, Schiff液10-15 
min, 蒸馏水洗5 min, 苏木素复染细胞核1-3 min, 
蒸馏水洗5 min, 脱水, 透明, 封片.

2  结果

2.1 脐带MSCs的培养 人脐带MSCs经剪碎后加

入Ⅳ型胶原酶及胰酶, 可有效地分离到MSCs, 
细胞呈贴壁生长特性, 形态为长梭形, 类似于成

www.wjgnet.com

■研发前沿
MSCs的来源较为
广泛, 究竟何种来
源的MSCs能够成
为细胞治疗的理
想种子及其在多
向分化过程中的
调控机制成为目
前的研究热点、

重点和亟待解决
的问题.
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纤维细胞, 漩涡样生长. 细胞大小不一, 经10-15 
d培养后进行传代培养, 细胞增殖速度快, 约每

周传代1次, 传代次数已达到20次以上(图1), HE
染色可见细胞体积较大, 核浆比例大(图2), 细胞

生长80%以上处于G0/G1期(图3), MTT检测可见

细胞生长呈上升趋势, 具有良好的长活性(图4).
2.2 脐带MSCs的鉴定 细胞表达CD29、CD105
和Vimentin, 基本不表达造血细胞标志CD34和
内皮细胞标志C D31. 流式细胞仪检测示表达

CD29、CD105和CD90, 不表达CD34与免疫细

胞化学检测结果一致(图5-6).
2.3 脐带MSCs向肝细胞的诱导分化 通过实验

分别于光镜下观察诱导前和诱导后1、2、3、
4 wk细胞形态的变化, 诱导前细胞具有MSCs的
细胞形态, 呈长梭形, 不规则形, 贴壁生长. 在诱

导后1 wk可观察到少部分细胞突起逐渐消失, 
逐渐变圆, 随着诱导时间的延长, 圆形细胞逐渐

增多, 细胞形态似肝细胞(图7A-C). 于不同时间

点收集诱导后的细胞, 行免疫细胞化学染色观

察, 在诱导1 wk时细胞开始表达肝细胞表面标

志物AFP、CK18和CK19, 不表达ALB; 在诱导

3 wk时, 开始表达成熟肝细胞标志ALB, 同时观

察到AFP、CK18和CK19的表达下降. 在4 wk时, 
ALB表达增强(图7D-G). 对实验组和对照组细胞

进行糖原PAS染色, 4 wk时对照组细胞糖原染色

阳性, 说明经诱导后的细胞具有肝细胞功能特性

(图7H).

3  讨论

MSCs是中胚层来源的一类具有多向分化能力

的干细胞[6-7], 相比较各种来源的MSCs可发现脐

带更具优势, 他易于获得, 取材方便, 排除了伦

理道德方面的限制, 可用于广泛研究. 经多数研

究证实脐带来源的MSCs与骨髓来源的MSCs在
生物学特性方面极为相似, 且可进一步分化为

心肌细胞、脂肪细胞和神经细胞等[8-14], 关于他

向肝细胞分化能力的报道尚少.

■相关报道
研究发现脐带中
MSCs分离成功率
高, 在体外能够大
量扩增, 因而越来
越受到大家的关
注.

A B

图  1  MSCs形态学观察(×40). A: 原代培养7 d后; B: 第3代细胞生长达80%-90%融合.

图  2  培养MSCs HE染色结果(HE×100).
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M S C s缺乏特异的细胞表面标志物 ,  表
达C D29、C D44、C D54、C D105、C D73和
CD166; 不表达CD3、CD34、CD45、CD117、
CD133、CD31和HLA-DR等[3,15-16]. 因此不宜用

流式、免疫磁珠等方法分离. 本实验通过其贴

壁生长的特性进行纯化, 经免疫细胞化学和流

式细胞仪检测得到细胞强表达CD29、CD105和
Vimentin;不表达CD34和CD31. 与文献报道相一

致[17-19].
MSCs向肝细胞的诱导分化突破了胚层的

限制, 实现了跨胚层分化, 是一个复杂的变化过

程, 需要模拟体内肝损伤后的肝细胞再生微环

境及众多的细胞因子参与才可实现, 目前体外

实验中用于肝细胞诱导的主要有HGF、FGF4、
EGF、OSM、ITS和地塞米松等, 其中肝细胞生

长因子可刺激肝细胞的增殖并参于肝脏的再生, 
是调节肝脏生长和功能的关键因子. 通过参考众

多文献及进行多次预实验后, 我们将文献所报道

的诱导方法进行优化改进, 调整诱导因子的用量

及作用时间, 实现MSCs向肝细胞的诱导[20-22].
实验中我们进行免疫细胞化学检测了肝细

胞特异标志AFP、ALB、CK18和CK19, 结果发

现在诱导的过程中细胞可表达上述指标, 本实

验中诱导组1 wk开始表达AFP, 到4 wk时已基本

不表AFP, 而ALB呈现阳性表达, CK18、CK19在
2 wk开始有表达, 初步分析得出MSCs向肝细胞

分化是一个逐渐变化的过程, 由未成熟到成熟

的过程. 肝脏是唯一能够生成和储存糖原的器

官, 成熟的肝细胞具有生成糖原的能力, 于4 wk
糖原染色呈现阳性, 说明诱导后细胞初步具有

成熟肝细胞的特性[23-27]. 这些研究结果与文献报

道相一致.
因此通过实验证明人脐带MSCs在一定条

件下可转化为类肝细胞, 然而这仅是一个最基

■创新盘点
本实验在总结以
往研究的基础上, 
进一步优化诱导
方案, 实现了UC-
MSCs向肝细胞的
诱导分化.

图  5  脐带MSCs(免疫细胞化学染色×100). A: CD105; B: Vimentin; C: CD34; D: CD31.
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图  6  第6代脐带MSCs流式细胞仪检测结果. A: CD105; B: CD29; C: CD34.
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本的研究, 我们对这种跨胚层的分化过程认识的

远远不够, 分化是如何启动、调控、终止仍是一

团迷雾, 所以欲使脐带MSCs成为细胞移植治疗

及组织工程的理想种子细胞仍有待研究[28-29].
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