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Abstract
AIM: To explore the most effective directed 
differentiation medium (MEDDM) for differen-
tiating mouse bone marrow mesenchymal stem 
cells (mMSCs) into hepatocytes in vitro. 

METHODS: Eight differentiation medium 

groups were arranged following uniform design. 
Positive expression rates of ALB+ and CK18+ 
cells in each group were determined using flow 
cytometry. The best suitable factors and their 
concentrations in MEDDM were then identified 
using stepwise regression analysis. Determi-
nation and confirmation of hepatocytes from 
mMSCs were performed using RNA and protein 
expression and synthesis. 

RESULTS: At concentrations of 35 μg/L hepato-
cyte growth factor (FGF) and 30 μg/L oncostatin 
M (OSM), the medium yielded the highest 
percentage of ALB+ and CK18+ cells. During di-
rected differentiation using MEDDM, expression 
of ALB, CK18, TTR, AFP mRNAs were detected. 
And ALB and CK18 proteins were detected in 
cells. On day 21, the ratio of ALB-positive cells 
was 82.83% ± 9.03%, and the ratio of CK18-
positive cells was 74.79% ± 8.41%. The differenti-
ated cells produced albumin and urea in a time 
dependent manner.  

CONCLUSION: Uniform design is adequate for 
choosing the MEDDM of mMSCs. MEDDM con-
taining 35 μg/L FGF and 30 μg/L OSM is effec-
tive to differentiate mMSCs into hepatocytes. 
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摘要
目的: 采用均匀设计法筛选及验证小鼠骨髓
基质干细胞体外转化为肝细胞的最佳诱导培
养体系. 

方法: 获取小鼠骨髓基质干细胞, 根据均匀设
计法分8组进行体外诱导实验. 通过流式细胞
术检测各组ALB及CK18的阳性表达率, 通过
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■背景资料
以往研究报道, 在
一定的体外条件
下,  MSC可以向
肝样细胞进行分
化. 但多数报道仅
是对此进行现象
观 察 ,  而 未 重 视
其可重复性和如
何提高分化效率. 
本实验通过研究
HGF, FGF-4, EGF, 
O S M 这 4 个因素
和ALB和CK18两
变量之间的定性
和定量关系, 来筛
选最佳的因素组
合. 

■同行评议者
刘 彬 彬 ,  副 研 究
员, 复旦大学附属
中山医院、复旦
大学肝癌研究所; 
潘兴华, 副主任医
师, 中国人民解放
军成都军区昆明
总医院病理实验
科



逐步回归分析法确立最佳细胞因子组合及浓
度. 从基因水平、蛋白水平以及细胞合成代
谢功能检测, 证实诱导的细胞为有功能的肝 
细胞.  

结果: FGF取35 μg/L, OSM取30 μg/L时, ALB
及CK18的阳性细胞达到最高值. 采用该最佳
诱导体系诱导过程中可检测到细胞表达ALB 
mRNA、CK18 mRNA、AFP mRNA、TTR 
mRNA; 以及ALB、CK18蛋白表达; 第21天最
佳体系诱导组ALB阳性细胞的比例为82.83%
±9.03%, CK18阳性细胞的比例为74.79%±

8.41%. 诱导培养过程中细胞分泌尿素及白蛋
白, 且随诱导时间的延长而增强.  

结论: 均匀设计法可有效进行最佳诱导体系
的筛选, 以35 μg/L FGF、30 μg/L OSM为主的
诱导培养体系, 可以有效地促进骨髓基质干细
胞体外定向转化为有功能的肝细胞.

关键词: 骨髓基质干细胞; 肝细胞; 分化; 均匀设计
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0  引言

干细胞是一种具有克隆形成和自我更新能力的

细胞, 在恰当的条件下或给予不同信号刺激能

转化为不同组织来源的细胞[1]. 目前研究已经

证实骨髓中存在一种基质干细胞系能转化为肝

细胞[2-6]. 干细胞的分化过程复杂, 细胞外基质

及多种可溶性配体组成的信号链, 操纵着干细

胞的生长、分化及形态发展[7-8]. 其中, 肝细胞

生长因子(hepatocyte growth factor, HGF)、成纤

维样细胞生长因子4(fibroblast growth factor-4,  
FGF-4)、抑瘤素(oncostatin M, OSM)和表皮生

长因子(epithermal growth factor, EGF)等对肝脏

的发生发展起重要作用[9-12]. 之前的研究中, 我
们采用FGF-4, OSM, HGF和EGF细胞因子作为

诱导因子, 成功地将小鼠骨髓基质干细胞(mouse 
bone marrow mesenchymal stem cells, mMSCs)
诱导为肝细胞样细胞[13], 但影响骨髓基质干细

胞体外诱导为肝细胞样细胞的确切因子还未说

明. 本文, 我们对各种细胞生长因子的交互作用

进行分析, 以期能够筛选出骨髓基质干细胞体

外转化肝细胞的最佳诱导体系. 并通过mRNA分

析, 蛋白表达, 细胞功能测定等手段检测该最佳
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体系在体外将骨髓基质干细胞诱导为肝细胞样

细胞的可行性及效果. 

1  材料和方法

1.1 材料 SPF级近交系C57BL/6小鼠, 体质量

10-12 g, 购于南京大学模式动物中心. DMEM-
LG、IMDM、L-谷氨酰胺(L-glutamine)及FCS
购于Hyclone公司; MCDB-201、ITS、地塞米松

(dexamethasone)、抗坏血酸、胰岛素(insulin)、
青霉素(penicil l in)、链霉素(streptomycin)、
FITC-连接的二抗、PE-连接的二抗、TRIzol 
R N A提取试剂盒Ⅱ型胶原酶、H R P-连接的

二抗、FITC-连接的二抗、PE-连接的二抗、

TRITC-连接的二抗及纤维连接蛋白(fibronectin)
均购于S i g m a公司 ;  重组人肝细胞生长因子

(rhHGF)、重组人碱性成纤维样细胞生长因子

4(rhFGF-4)及rhOSM及重组小鼠表皮生长因子

(rmEGF)购于RD公司; 抗小鼠白蛋白抗体购于

Dako公司; 抗小鼠CK18抗体购于Chemicon公
司; TITANIUMTM one-step RT-PCR试剂盒购于

Clontech公司; Modified lowry protein assay kit
购于Pierce公司; 抗小鼠白蛋白抗体购于Dako公
司; 抗小鼠CK18抗体及抗小鼠HNF-3ß抗体购于

Chemicon公司; 抗小鼠β-actin抗体购于Abcam公

司; DAB(diaminiobenzidene)显色试剂盒购于北

京中山生物公司. 
1.2 方法 
1.2.1 小鼠骨髓基质干细胞的分离与鉴定: 骨髓

基质干细胞的准备如参考文献[14]所述, 采用

SPF级近交系C57BL/6小鼠, 无菌条件下从股骨

和胫骨抽取新鲜骨髓5-7 mL, 悬浮于DMEM-LG
培养液, 离心去除脂肪等杂质; 细胞重悬后加于

密度为1.077 kg/L的Percoll分离液上层, 室温下

以2200 r/min离心30 min; 吸取Percoll分离液表

面的白膜层, 洗涤后重悬. 台盼蓝染色计算细胞

活力, 细胞活力>95%才被使用. 
骨髓基质干细胞接种于事先用10 mg/L纤维

连接蛋白处理过的培养瓶中, 以540 g/L DMEM-
LG, 360 g/L MCDB 201, 100 mL/L FCS, 1×ITS, 
10-8 mol/L地塞米松, 10-4 mol/L抗坏血酸, 100 
kU/L青霉素, 100 mg/L链霉素, 2 mmol/L L-谷氨

酰胺作为基础培养体系. 细胞在37℃ 5%饱和湿

度培养箱中培养. 3 d后去除未贴壁细胞并更换

新鲜培养液. 以后每3-4 d换液1次. 细胞达到80%
融合后, 胰酶消化并传代. 通过这种贴壁选择的

方法不断纯化骨髓基质干细胞, 直至第4代细胞
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■研发前沿
近年来对骨髓干
细胞的研究发现, 
在体外通过特殊
的诱导分化条件, 
可以使骨髓干细
胞分化为肝样细
胞. 其中, 诱导分
化条件的设定直
接影响诱导后分
化的效果. 所以对
诱导体系的优化
是最近该领域的
研究重点, 而可重
复性和诱导效率
则是评价诱导体
系优劣的最为重
要的指标. 
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后开始行干细胞表面标志鉴定. 
获取第4代骨髓基质干细胞, 用含50 mL/L 

FBS的PBS洗涤后, 将2×105细胞重悬于含20 g/L 
多聚甲醛的0.5 mL PBS中. 在冰浴中避光分别

与下列荧光抗体孵育30 min: CD29-PE、CD44-
PE、CD90-PE和CD45-FITC, 后通过流式细胞仪

检测. 
1.2.2 筛选最佳诱导体系: 根据预实验结果, 我
们选取4个因子在4个浓度水平进行分析. 4因子

分别为HGF、FGF-4、EGF和OSM. 每个因子设

4个浓度, 分别为HGF和FGF-4: 0、20、40、60 
mg/L; EGF和OSM: 0、10、20、30 mg/L. 考虑到

各因素之间的交互作用, 并忽略高阶交互作用, 
通过查阅和分析, 我们选择比较恰当的8组实验

均匀设计表U8(44)(网址: http://www.math.hkbu.
edu.hk/uniform design). 以此为依据, 我们建立了

8组不同的诱导培养体系, 分别对骨髓基质干细

胞在不同的体系下进行诱导培养. 除采用共同

的基础培养体系外, 每组按表1添加不同浓度的

诱导因子. 细胞在37℃ 5%饱和湿度培养箱中培

养, 每3 d换液1次, 第21天所有细胞消化后进行

流式细胞检测. 
各组培养第21天细胞消化后顺序与一抗抗

小鼠白蛋白、抗小鼠CK18和二抗(FITC-连接的

二抗或PE-连接的二抗)孵育, 生理盐水重悬后于

流式细胞仪进行检测. 
1.2.3 采用最佳诱导体系体外诱导骨髓基质干

细胞: 骨髓基质干细胞接种于事先用10 mg/L
的Fibronectin处理过的培养瓶中, 接种密度为5
×105/cm2. 基础培养体系: 540 g/L DMEM-LG, 
360 g/L MCDB201, 100 mL/L FCS, 1×ITS, 10-8 
mol/L地塞米松, 10-4 mol/L抗坏血酸, 100 kU/L
青霉素, 100 mg/L链霉素, 2 mmol/L L-谷氨酰胺. 
诱导组加入下列细胞因子: FGF-4 35 mg/L, OSM 
30 mg/L; 非诱导组(对照组)不加上述细胞因子, 
直接以基础培养体系进行培养. 在培养过程中, 
通过Olympus倒置显微镜观察细胞形态的变化, 
第21天所有细胞消化后进行相关检测. 
1.2.4 RT-PCR检测肝细胞特异性基因表达: 分
别从新鲜mMSCs、非诱导组mMSCs、最佳诱

导体系诱导组mMSCs中采用TRIzol试剂抽提总

RNA, 并以小鼠肝脏细胞作为阳性对照. RT-PCR
采用一步法, 对于ALB、CK18、AFP和TTR, 具
体反应条件如下: 50℃逆转录1 h; 94℃ RNA/
DNA杂交变性及逆转录酶失活5 min; PCR: 40个
循环, 94℃变性30 s, 60℃退火1 min, 72℃延伸1 

min, 72℃再延伸5 min. 引物序列如下: AFP(184 
bp): 5'-GTGAAACAGACTTCCTGGTCCT-3', 5'-
GCCCTACAGACCATGAAACAAG-3'; Albumin 
(148 bp): 5'-TCAACTGTCAGAGCAGAGAAG
C-3', 5'-AGACTGCCTTGTGTGGAAGACT-3'; 
CK18(127 bp): 5'-TGGTACTCTCCTCAATCTGC
TG-3', 5'-CTCTGGATTGACTGTGGAAGTG-3'; 
TTR(105 bp): 5'-TCTCTCAATTCTGGGGGTTG
-3', 5'-TTTCACAGCCAACGACTCTG-3'; Beta-
actin(587 bp): 5'-CCAAGGCCAACCGCGAGAA
GATGAC-3', 5'-AGGGTACATGGTGGTGCCGC
CAGAC-3'. 所有引物由上海生物工程公司合成, 
以β-actin作为内参, 扩增产物在含有溴化乙锭的

10 g/L琼脂糖凝胶上电泳, 电泳结果应用紫外成

像分析. 
1.2.5 免疫荧光染色检测ALB及CK18: 将非诱导

组21 d的细胞及诱导组第21天的细胞离心涂片, 
用4%多聚甲醛室温固定10 min、-20℃甲醇固定

2 min后, 用山羊血清室温封闭1 h. 分别进行下

列反应: 1∶100抗小鼠白蛋白单抗室温作用1h, 
1∶100 FITC标记二抗1 h; 1∶100抗小鼠CK18 
单抗室温作用1 h, 1∶100 TRITC标记二抗1 h. 
以小鼠肝细胞作为阳性对照, PBS替代一抗作为

阴性对照, 最后用荧光显微镜观察. 
1.2.6 流式细胞术检测ALB+和CK18+细胞: 培养

第21天细胞消化后顺序与一抗抗小鼠白蛋白、

抗小鼠CK18和二抗(FITC-连接的二抗或PE-连
接的二抗)孵育, 生理盐水重悬后上机检测. 
1.2.7 白蛋白分泌功能检测: 在诱导组和非诱导

组分别取第3、6、9、12、15、18、21天的细

胞培养液, 以小鼠肝细胞作为阳性对照, 包被缓

冲液以1∶100稀释特异性抗小鼠白蛋白抗体并

包被96孔板, 每孔加入100 mL抗体稀释液, 孵育

60 min; 移去上述液体后, 洗液洗涤; 每孔加入

200 mL封闭液, 孵育30 min, 移去上述液体后, 用
洗液洗涤3遍; 用样品稀释液倍比稀释标准品(即
小鼠参照血清), 其浓度由10 000 mg/L, 500 mg/L
至7.8 mg/L, 用于制作标准曲线; 将稀释的标准品

及样品以100 mL/孔加入96孔板内(每一时点均

有复孔), 孵育60 min, 移去孔内液体并清洗, 将
HRP以1∶10 000稀释后加入样品孔内, 100 mL/
孔, 孵育60 min, 移去孔内液体并清洗; 加入酶显

色剂TMB后孵育30 min; 加入2 mol/L H2SO4 100 
mL/孔终止显色反应, 酶标仪测A值(TMB检测波

长为450 nm), 绘制曲线. 
1.2.8 尿素合成实验: 在诱导组和非诱导组组分

■相关报道
在骨髓干细胞体
外向肝细胞转化
的 研 究 中 ,  细 胞
因子HGF, HGF和
EGF, HGF和 /或
FGF-4均有采用 . 
但这些细胞因子
间的相互作用以
及如何组合搭配
方能提高可重复
性、获得较高的
诱导效率则尚无
相关研究报道.
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别取第3、6、9、12、15、18、21天的细胞, 在
培养体系中加入5 mmol/L NH4Cl于37℃在50 
mL/L CO2培养箱中孵育24 h, 通过日立全自动生

化分析仪测量细胞上清液中尿素的浓度. 小鼠

肝细胞用于阳性对照, 培养液用于阴性对照. 
统计学处理  使用S P S S-15.0软件进行统

计学分析 .  连续性资料两个样本均数比较用

Student's test, 多组样本均数比较用One-ANOVA
及Student-Newman-Keuls post-hoc比较. 检验水

准: P  = 0.05.

2  结果

2.1 小鼠骨髓基质干细胞鉴定 C D29, C D44, 
CD45和CD90作为细胞表面标志进行流式鉴定, 
超过90%的P4细胞为CD45阴性, CD29, CD44, 
CD90阳性. 
2.2 最佳诱导体系筛选 各组细胞ALB和CK18阳
性表达率见表2. 变量定义: X1-X4分别代表4个细

胞生长因子HGF、FGF-4、EGF和OSM, X5-X14

为其二阶主效应及交互项. 他们分别表示: X5 = 
X1×X1;  X6 = X2×X2; X7 = X3×X3;  X8 = X4×

X4; X9 = X1×X2; X10 = X1×X3; X11 = X1×X4; X12 

= X2×X3; X13 = X2×X4; X14 = X3×X4. 其中X5 = 
X1×X1表示变量X5是变量X1的二阶主效应, X9 
= X1×X2表示变量X9是X1与X2的交互项, 依次

类推. Y11代表“ALB”%; Y12代表“CK18”%.  
逐步回归分析: 由于无细胞因子培养体系中不

会出现ALB和CK18阳性细胞数, 因此在建模时

不考虑截距项, 变量筛选采用向前法, 变量进入

模型的显著性水平定为0.05. 对于Y11的筛选结

果, 只有X4进入模型, 回归模型为Y11 = 2.82629
×X4; R2 = 0.6873, 提示Y11与X4有关, 且取最大

值35 mg/L时Y11达到最大. 对于Y12的筛选结果, 
回归模型为Y12 = 2.77339×X2-0.03840×X2×

X2+1.03535×X4; R2 = 0.9465. 解该方程的方法: 
每个因素的浓度以5个单位递增, 寻找不同组合

下的最大值, 结果为: X2 = 35 mg/L, X4 = 30 mg/L
时, Y12最大. 35 mg/L FGF和30 mg/L OSM时为我

们筛选的理想结果. 
2.3 最佳诱导体系可高效诱导骨髓基质干细胞

2.3.1 肝脏特异性标记物基因的表达: 诱导组21
天肝脏特异性标记物基因ALB、CK18、TTR和
AFP均有表达, 而新鲜mMSCs及非诱导组则无

表达,  小鼠肝细胞为阳性对照(图1). 
2.3.2 肝脏特异性标记物的蛋白表达: 诱导组中, 
细胞同时表达ALB和CK18,  ALB表达于胞质和

胞膜, CK18表达于胞质(图2). 第21天流式细胞

术检测诱导组ALB阳性细胞的比例为82.83%±

9.03%, CK18阳性细胞的比例为74.79%±8.41%
2.3.3 肝细胞功能实验: 在诱导组中, 细胞从3 d
以后开始分泌ALB, 并随着诱导时间的延长, 分
泌ALB量不断增多; 到第15天时, ALB的分泌达

到高峰, 以后随着诱导时间的延长, ALB分泌量

略有减少, 但仍维持在较高水平(图3)在诱导组

中, 细胞第3天开始具有合成尿素的能力, 并随

着诱导时间的延长, 合成尿素的功能不断增强, 
到第15天时, 尿素的合成达到高峰, 以后随着诱

导时间的延长, 尿素合成略有减少, 但仍维持在

较高水平(图4). 

3  讨论

肝脏的发生发育需要一系列生理过程. 在该过

程中, 多种生长因子和细胞因子参与肝脏的发

生发展. 小鼠的胎肝发生于胚胎期第9天, 在胚

胎发育过程中, 肝脏属于内胚层来源, 由前肠内

胚层和心脏源性中胚层的相互作用而形成[15-16]. 
在此过程中, FGF-4可以作用于肝脏发生的起始

阶段, 参与了内胚层向肝脏的转化[9], OSM则在

胚胎发育的中晚期对肝脏的发育成熟具有重要

1           2           3          4

ALB(148 bp)

CK18(127 bp)

 TTR(104 bp)

AFP(184 bp)

b-actin(587 bp)

图  1  RT-PCR结果. 1: 新鲜mMSCs; 2: 最佳诱导体系培养第21

天mMSCs; 3: 基础培养基培养第21天mMSCs; 4: 小鼠肝细胞.

■创新盘点
本实验借助统计
学均匀设计的方
法, 研究了不同诱
导因子在诱导体
系中的作用, 进而
筛选出最佳诱导
体系需含的诱导
因子种类及浓度. 
并采用该最佳诱
导体系成功且高
效地将骨髓基质
干细胞在体外诱
导分化为肝样细
胞. 
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作用[10]. 另外, HGF对于肝脏的产生、分化以及

出生后肝脏的成熟过程中具有重要作用[11]. 其他

细胞因子如EGF, TGF等在肝脏发育及再生过程

中也有重要作用[12]. 
细胞体外诱导分化的条件可能有别于体

内. 在骨髓干细胞体外向肝细胞转化的研究中, 
HGF[17-19], HGF和EGF[20], HGF和/或FGF-4[21]均有

采用, 但是目前仍未有对其相互作用做系统深

入研究的报道. 在体外的诱导培养条件中,  HGF, 
FGF-4, EGF, OSM[9-12,15]对骨髓干细胞转化为肝

细胞是否都有作用? 他们之间有无交互作用? 
本研究的目的就是通过统计学交叉设计分组研

究的方法, 对各种细胞生长因子的交互作用进

行探讨, 以期能够筛选出骨髓单个核细胞体外

转化肝细胞的最佳诱导体系. 并采用通过RNA

水平、蛋白水平以及细胞的功能实验3方面检

测来验证该最佳体系的实际诱导效果. 我们之

前的研究清晰地显示采用FGF-4, OSM, HGF和
EGF[13]可以将骨髓基质干细胞诱导为肝细胞样

细胞, 所以我们选取该4个因子在4个不同浓度

水平进行分析. ALB和CK18是目前认同的可以

用来确定细胞是否为肝细胞的标记物[16-18]. 故我

们选择ALB和CK18作为2变量, 通过研究HGF, 
FGF-4, EGF, OSM这4个因素和CK18和ALB 2变
量之间的定性和定量关系, 来筛选最佳的因素

组合. 
通常采用的实验设计方法有全面实验法、

正交实验法和均匀设计法. 全面实验法是让每个

因素的每个水平都有配合的机会, 并且配合的次

数一样多, 其优点是结论较精确, 缺点是实验次

表  1  实验分组 (mg/L)

     
分组	     HGF	        FGF-4	              EGF               OSM

1	     40	           0	              10	   0

2	    20	         40	              30	   0

3	      0	         20	                0	 10

4	    40	           0	              20	 30

5	    40	         40	                0	 30

6	    60	         60	              30	 10

7	      0	         60	              10	 20

8	    60	         20	              30	 20

表  2  各组细胞ALB和CK18阳性表达率 (mean±SD, %)

     
分组	                    ALB	                              CK18

1	          47.76±9.84	                   19.85±5.12

2	          52.48±10.12  	   47.21±8.64

3	          78.95±11.23  	   69.54±9.79

4	          47.54±8.76                      39.95±8.22

5	          85.91±11.67	                   67.37±10.01

6	          29.44±5.61	                   47.83±6.91

7	          50.88±9.53    	   44.74±9.22

8	          90.43±10.71	                   57.22±9.87

A B
图  2  免疫荧光染色. A: 最佳体

系诱导组21 d细胞ALB-FITC(绿

色)+CK18-TRITC(红色, 但在

同一滤光片下为橙黄色); B:  非

诱导组细胞ALB-FITC+CK18-

TRITC(未显色×1000).
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图  3  白蛋白分泌量检测. 
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图  4  尿素分泌量检测. 

■应用要点
实验者通过均匀
设计的方法进行
实验分组, 每组搭
配不同的诱导因
子及浓度. 在规定
的诱导时间, 对各
组有多少干细胞
分化为肝细胞进
行计数, 经过统计
学分析计算后, 找
到具体的诱导因
子及其浓度. 采用
以上的最佳诱导
体 系 ,  从 细 胞 形
态, 特征性基因、

蛋白质表达情况, 
以及合成、代谢
功能的检测, 来验
证分化得到的是
有功能的肝细胞. 
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数太多[24]. 本实验设计4因素4浓度水平的研究, 
如果使用全面实验法, 所要分的实验组或实验次

数为256组/次, 显然不符合实验实际情况; 正交

实验法是使用一套规格化的正交表, 排出最有代

表新的实验, 合理节省实验次数, 并从实验数据

中充分提取所需信息, 特点是具有均匀分散, 整
齐可比性. 在正交实验中, 如果有s个因素, 他们

各取q个水平, 如果高阶交互作用可以忽略不计, 
其实验数n必须大于s(q-1)+0.5s(s-1)(q-1)2[25-27]. 本
实验如果考虑使用正交设计, 在高阶交互作用

忽略不计情况下, 实验次数还需要66次, 也不符

合实验实际情况. 故我们采用4因素4水平的均

匀设计法, 均匀设计是一种以最少的实验次数

揭示事物本质的实验设计与参数优化方法, 每
因素容纳较多的水平, 不考虑“整齐可比”而

保持“均衡分散”, 用多元回归分析等数理统

计手段对实验结果进行定量分析, 按均匀设计

表即Ｕ表安排实验, 用更少的实验次数获取更

多的信息[27-28]. 因此, 这种实验方法的主要优点

为: 第一, 实验次数少, 节约时间和成本; 第二, 
可以考虑因素之间的交互作用; 第三, 能够建

立描述各实验因素在其条件范围内与实验指标

间关系的数学模型(建立回归模型), 筛选变量

方便; 第四, 在建立了有效回归模型后找出使实

验指标达到最好的各实验因素间的水平组合方

式, 使实验条件最优化; 第五, 均匀设计表即U表

在网上可以直接查阅并使用, 网址为www.math.
hkbu.edu.hk/uniform design[28-29]. 

以此为依据, 我们建立8组不同的诱导培养

体系, 分别对骨髓基质干细胞在不同的体系下进

行诱导培养. 我们选择ALB和CK18阳性细胞的

百分率作为研究的变量. 通过流式细胞仪检测

在不同诱导体系下ALB和CK18阳性细胞的百分

率. 实验结果通过线性回归分析, 我们发现CK18
的表达和FGF与OSM有关; ALB的表达和OSM有

关. 结合肝脏发生发育过程中, 各细胞因子和生

长因子对肝脏发生发育的影响和作用[9-10,15-16], 我
们在体外实验中筛选的结果和肝脏发生发育的

理论是吻合的, 说明均匀设计实验方法在本实验

设计中运用是准确的, 研究结果可靠. 
为了验证最佳诱导体系的诱导效率及效

果, 我们通过RNA水平、蛋白水平以及细胞的

功能实验三方面研究和鉴定. 首先, 我们选择

AFP, ALB, CK18和TTR作为肝细胞特异性标记. 
AFP是内胚层分化以及胎肝细胞早期的标记; 
ALB在胎肝细胞中开始表达, 成熟肝细胞表达最 

高[22]; CK18是细胞骨架蛋白, 表达于成熟肝细

胞; TTR在肝脏发育的整个过程都有表达[30]. 本
实验中, 我们在干细胞诱导的过程中, 在基因水

平和蛋白水平均检测到以上标志的表达. 体外

诱导转化的细胞还能够合成尿素和分泌白蛋白, 
这些合成功能有时间依赖性. 尽管肝细胞和肾

小管上皮均能产生尿素, 而白蛋白的产生是肝

细胞特有的功能活动[31]. 因此实验的结果足以

说明诱导的细胞表现了肝细胞的合成和代谢功

能. 并且其诱导效率高于以往研究报道[13]. 研究

结果表明, 通过以FGF-4和OSM等诱导因子为

主建立的诱导体系的培养, 骨髓基质干细胞可

以转化为具有肝细胞形态, 结构和功能的细胞, 
诱导体系的建立是成功的. 同时, 诱导体系中采

用FGF-4 35 mg/L和OSM 30 mg/L可以获得最佳

的诱导结果, 具有合理性和有效性. 该结果有助

于其在人工肝支持系统以及肝细胞输注方面的 
应用. 

均匀设计实验方法可以有效筛选出骨髓基

质干细胞体外分化为肝细胞的最佳诱导体系, 
以35 mg/L FGF、30 mg/L OSM为主的诱导培养

体系, 可以有效地促进骨髓干细胞体外定向转

化为肝细胞.
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世界华人消化杂志栏目设置

本刊讯 本刊栏目设置包括述评, 基础研究, 临床研究, 焦点论坛, 文献综述, 研究快报, 临床经验, 病例报告, 会
议纪要. 文稿应具科学性、先进性、可读性及实用性, 重点突出, 文字简练, 数据可靠, 写作规范, 表达准确. 
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