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Abstract
AIM: To induce the differentiation of rat bone 
marrow mesenchymal stem cells towards 
hepatocyte-like cells, observe the morphology 
and molecular biological feature of differentiated 
cells and investigate their therapeutic effects 
against hepatic injury.

METHODS: Rat bone marrow mesenchymal 

stem cells were separated, cultured and puri-
fied. Hepatocyte growth factor (HGF), fibroblast 
growth factor-4 (FGF-4) and epidermal growth 
factor (EGF) were then added to culture medium 
to induce differentiation. The expression of al-
bumin, alpha-fetoprotein (AFP) and cytokeratin 
18 (CK 18) mRNAs was detected using reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR) on days 7, 14, 21 and 28 after induction. 
On day 28, the differentiated cells were stained 
with DAPI (4', 6-diamidino-2-phenylindole) and 
injected to rats via the portal vein. These rats 
were sacrificed 24, 48, 72 and 168 hours after 
injection, respectively. The liver samples were 
taken to examine fluorescent distribution in the 
liver under microscopy. Acute hepatic failure 
(AHF) was induced in rats by intraperitoneal in-
jection of thioacetamide. Differentiated cells at a 
density of 1 × 106 or 5 × 106 cells/L were injected 
to AHF rats via the portal vein. Blood samples 
were taken from these rats to perform liver func-
tion tests 48 and 168 hours after injection. The 
rats were executed 168 hours after injection to 
take liver samples for histological examination.

RESULTS: After induction with HGF, FGF-4 
and EGF, bone marrow mesenchymal stem cells 
differentiated towards hepatocyte-like cells. The 
differentiated cells exhibited the morphology 
and biological behavior of hepatocyte-like cells. 
After differentiated cells stained with DAPI 
were injected into rats via the portal vein, many 
stained cells were distributed in the liver, and 
some of them could live for more than 7 days. 
When the differentiated cells were injected into 
AHF rats via the portal vein, hepatic injury in 
these rats was improved. In AHF rats injected 
with differentiated cells at a density of 1 × 106 
cells/L, serum alanine aminotransferase (ALT) 
changed from 238.0 ± 113.5 U/L at baseline to 
189 ± 68.4 U/L at 48 hours and 149.0 ± 54.2 U/L 
at 168 hours, and serum total bilirubin (TBIL) 
from 2.9 ± 1.6 µmol/L at baseline to 3.0 ± 1.4 
µmol/L at 48 hours and 1.3 ± 0.3 µmol/L at 168 
hours. In AHF rats injected with differentiated 
cells at a density of 5 × 106 cells/L, serum ALT 
changed from 238.0 ± 113.5 U/L at baseline to 
169.7 ± 46.0 U/L at 48 hours and 103.7 ± 46.0 

®

■背景资料
肝衰竭是慢性肝
病的主要致死原
因, 肝移植是最有
效的治疗手段, 然
而 ,  肝 脏 来 源 有
限, 且受到排异反
应的困扰, 因此其
临床应用受到限
制, 迫切需要找到
一种替代性器官
来源. 干细胞培养
是近年迅速发展
起来的一项技术, 
研究表明, 骨髓中
含有大量间充质
干细胞, 这些细胞
具有多种分化潜
能, 在合适的条件
下, 可向相应的细
胞系分化.

■同行评议者
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
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U/L at 168 hours, and serum TBIL from 2.9 ± 1.6 
µmol/L to 2.9 ± 1.3 µmol/L at 48 hours and 0.9 ± 
0.3 µmol/L at 168 hours.

CONCLUSION: Rat bone marrow mesenchymal 
stem cells can differentiate towards hepatocyte-
like cells in the presence of inducing factors. 
Differentiated cells can live  in the liver and im-
prove hepatic injury in rats with AHF.

Key Words: Bone marrow mesenchymal stem cells; 
Hepatocyte-like cells; Differentiation; Hepatocyte 
growth factor; Fibroblast growth factor-4
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摘要
目的: 探讨大鼠骨髓间充质细胞向肝细胞样
细胞的诱导分化, 观察诱导分化细胞的形态和
分子生物学特性, 及其对急性肝损伤大鼠的治
疗作用. 

方法: 分离、培养并纯化大鼠骨髓间充质细
胞, 培养基中加入肝细胞生长因子(HGF)、
纤维生长因子-4(FGF-4)及上皮细胞生长因
子(EGF), 分别于7、14、21、28 d观察细胞
形态变化, 采用RT-PCR方法检测细胞白蛋白
(ALB)、甲种胎儿球蛋白(AFP)、细胞角蛋
白-18(CK-18)的mRNA表达, 将诱导分化28 d
的细胞经DAPI染料染色后, 经门静脉注入同
种异体大鼠体内, 经24、48、72及168 h分批
处死大鼠,  观察大鼠肝组织内荧光细胞的分
布. 大鼠腹腔注射硫代乙酰胺制作急性肝衰竭
模型, 将1×106及5×106个诱导分化细胞经门
静脉注入大鼠体内, 经48、168 h采血查肝功, 
168 h处死大鼠, 取肝组织病理学检查. 

结果: 大鼠间充质细胞经上述3种细胞因子诱
导后, 形态和生物学行为方面都发生向肝细胞
样细胞方面的转化, 经门静脉注入大鼠体内
后, 有大量该种细胞在肝组织内分布, 24 h荧
光细胞最多, 随时间延长逐渐减少, 可持续7 d. 
骨髓间充质细胞的诱导分化细胞经门静脉注
入肝损伤模型大鼠体内后, 大鼠肝功能有所
好转, 注入1×106细胞大鼠ALT由注入前238.0
±113.5 U/L, 48 h后降至189±68.4 U/L, 168 h
后降至149.0±54.2 U/L, TBIL由注入前2.9±
1.6 µmol/L, 48 h至3.0±1.4 µmol/L, 168 h至1.3
±0.3 µmol/L; 注入5×106个细胞者(ALT)由注
入前238.0±113.5 U/L, 48 h后降至169.7±46.0 
U/L, 168 h后降至103.7±46.0 U/L, TBIL由注

入前2.9±1.6 µmol/L, 48 h至2.9±1.3 µmol/L, 
168 h至0.9±0.3 µmol/L.

结论: 大鼠骨髓间充质细胞可在某些细胞因
子的诱导作用下发生类肝细胞样转化, 将转
化细胞经门静脉植入同种异体大鼠体内后可
在肝组织内存活并对大鼠肝损伤有一定修复
作用.

关键词: 骨髓间充质细胞; 肝细胞样细胞; 诱导分

化; 肝细胞生长因子; 成纤维细胞生长因子-4
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0  引言

许多慢性肝脏疾病最终会导致肝衰竭, 此时, 肝
脏移植是最佳方案. 然而, 受到供体来源短缺、

可能发生的移植排斥反应等限制, 肝移植只能

应用于很少一部分肝衰竭患者. 近几十年来, 人
们一直在寻找新的治疗方法, 包括人工肝和肝

细胞移植等,  干细胞研究则是另一个焦点. 已有

许多研究表明[1-10], 干细胞在一定诱发因素作用

下, 可能向某些特定的细胞系转化. 而骨髓中含

有较多的干细胞, 因此近年对骨髓干细胞分化

潜能的研究也较多. 我们对骨髓间充质细胞向

肝细胞方向诱导分化的可能性及诱导分化细胞

形态功能特性进行了探讨, 并观察诱导分化细

胞的形态和分子生物学特性及其对急性肝损伤

大鼠的治疗作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 Wistar大鼠(共50只, ♀, 体质量250±
20 g, 清洁级, 随机分为A、B、C、D、E 5组, 
A、B、C、D用于诱导细胞对肝损伤作用的研

究, E组用于移植诱导细胞在大鼠肝脏分布和

生存研究), 购自山东大学实验动物中心, 自由

饮水, 分笼饲养; DMEM低糖培养基(Invitrogen
公司), 胎牛血清(PeproTech公司), 大鼠专用淋

巴细胞分离液(Percol l公司), 肝细胞生长因子

(hepatic-growth factor, HGF), 成纤维细胞生长

因子-4(fibro-growth factor, FGF-4), 上皮细胞生

长因子(epidermic-growth factor, EGF), 以上3种
因子均购于Peprotech公司, 4, 6-二脒-2苯基吲哚

(4', 6'-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride, 
DAPI), 购自Biotium公司, 硫代乙酰胺(天津化学

■相关报道
何忠杰 et al 报道: 
骨髓多能干细胞
具有潜在分化能
力 ,  在 适 当 条 件
下, 可能分化为肝
细胞样细胞、软
骨样细胞、神经
细胞样细胞、心
肌细胞样细胞、

胰 岛 细 胞 样 细
胞、雪旺细胞样
细胞等.
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试剂有限公司产品), CO2细胞培养箱(Heraeus公
司), 荧光显微镜(Olympus公司), 离心机(上海安

亭科学仪器厂), 流式细胞仪(BD Biosciences公
司), 全自动生化分析仪(日本日立), ABI实时定

量PCR分析仪(美国应用生物系统公司).
1.2 方法 
1.2.1 干细胞培养、诱导及标记: 无菌取大鼠股

骨, 用PBS自骨骺冲出骨髓, 细胞悬液用大鼠专

用淋巴细胞分离液分得单个核细胞, 以5×108

个/L悬浮于低糖培养基(DMEM+160 mL/L胎牛

血清+L -谷氨酰胺+青、链霉素各100 kU/L)中, 
置50 mL/L CO2细胞培养箱内常规培养, 待贴壁

细胞达瓶底面积70%以上时进行传代; 取传至

5-6代、处于对数生长期的骨髓间充质细胞, 加
入诱导分化培养基(含HGF、FGF4、EGF终浓

度均为20 mg/L, 3 d换液1次, 于处理后7、14、
21和28 d倒置光学显微镜直接观察细胞形态变

化; 将细胞置于终浓度500 mg/L的DAPI溶液中, 
37℃孵育30 min后洗涤3次染色备用.
1.2.2 细胞表型检测: 取传至5-6代的细胞2×106, 
流式细胞仪检测其表型CD34、CD45、CD105. 
1.2.3 RT-PCR方法检测细胞ALB、AFP、CK-18 
mRNA的表达: TRIzol试剂提取总RNA, RT-PCR
反应按试剂盒说明, PCR反应总体积为25 μL, 扩
增程序为95℃ 30 s, 65℃ 45 s, 72℃ 45 s, 5循环; 
95℃ 30 s, 60℃ 45 s, 72℃ 45 s, 30循环; 95℃ 30 s, 
55℃ 45 s, 72℃ 45 s, 4循环; 最后72℃延长10 min, 
实时PCR定量分析仪测定, 设β-actin内参照表达

为1. 引物设计参照文献[11], 引物序列见表1.
1.2.4 E组大鼠体内植入染色细胞: 无菌打开大鼠

腹腔, 将0.5×106个染色细胞经门静脉注入, 分
别在注入细胞的24、48、72及168 h处死大鼠, 
取出肝脏, 迅速进行冰冻切片, 荧光显微镜观察

肝组织内的荧光分布. 
1.2.5 急性肝损伤造模: 参照文献[12], 分别将5%
硫代乙酰胺溶液按300 mg/kg予A、B、C 3组大

鼠腹腔内注射, 24 h重复1次, 观察大鼠活动、饮

食、毛发等变化. 
1.2.6 诱导细胞注入: 手术打开上述3组大鼠腹

腔, 找出门静脉, A组门静脉注入生理盐水1 mL, 
B组注入1 mL浓度1×106/L诱导分化细胞, C组
注入1 mL浓度5×106诱导细胞, 注入前1 h及术

后48、168 h分别经尾静脉采血0.5 mL, D组未经

任何处理, 为空白对照组. 全自动生化分析仪测

定血清ALT、AST、TBIL、ALB. 168 h后处死

大鼠, 取出肝脏组织, 100 g/L甲醛固定, HE染色

切片镜检.
统计学处理 采用SSPS13.0软件, 计量资料

采用t检验.

2  结果

2.1 骨髓间充质细胞培养 一般传4代后, 细胞形

态均匀一致, 呈条索状, 或纺锤形, 分布均匀, 排
列紧密, 方向一致(图1A).
2.2 分子表型检测 CD34、CD45阴性, CD105阳
性, 符合骨髓间充质细胞表型特点(图2).
2.3 骨髓间充质细胞诱导分化 随诱导分化时间

的延长, 细胞逐渐变粗短, 成多角形或不规则形

(图1B). ALB、CK18及AFP mRNA的表达随诱

导分化时间的延长而增加(图3).
2.4 DAPI荧光标记的诱导分化细胞在大鼠肝脏

组织内分布 门静脉注入细胞24 h, 可见较多荧光

细胞在肝组织内分布, 48 h荧光细胞主要分布于

■创新盘点
本研究应用荧光
染色方法观察了
骨髓干细胞诱导
分化细胞通过门
静脉注入大鼠体
内后在大鼠肝脏
内的分布和存活
时间, 并分析了门
静脉注入骨髓干
细胞诱导分化细
胞对大鼠急性肝
损伤的修复作用.

表  1  RT-PCR引物序列

     
引物		                        序列

ALB	    正义 5'-ATACACCCAGAAAGCACCTC-3'

	    反义 5'-CACGAATTGTGCGAATG-3'

AFP	    正义5'-AACAGCAGAGTGCTGCAAAC-3'

	    反义 5'-AGGTTTCGTCCCTCAGAAAG-3'

CK-18	    正义5'-GGACCTCAGCAAGATCATGGC-3'

	    反义 5'-CCACGATCTTACGGGTAGTTG-3'

图  1  骨髓间充质细胞培养(×200). A: 传5代的骨髓间充质

细胞; B: 诱导分化21 d的骨髓间充质细胞.

A

B

200 nm
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肝索, 72 h后, 荧光细胞减少, 168 h仍可见少量荧

光细胞散在分布(图4).
2.5 诱导分化细胞对大鼠急性肝衰竭的影响 重复

腹腔内注射5%硫代乙酰胺溶液按300 mg/kg 2次, 
可见大鼠活动减少, 饮食减少, 毛发蓬松, 无光泽, 
血清ALT、AST、TBIL明显升高, ALB显著下降

(表2). 门静脉骨髓间充质细胞诱导分化细胞后血

清ALT、AST、TBIL在48 h有所下降, 其中注入

较多细胞者(C组)下降较明显, 168 h后这种变化

更加明显. 白蛋白在注入细胞48 h后B、C 2组与

A组均无明显差异, 而在168 h后, C组ALB有显著

上升, B、C 2组之间存在明显差异(表3-4).
2.6 病理组织学检查 显示注入骨髓间充质细胞

之诱导分化细胞后大鼠肝组织病理损害有所减

轻(图5). 正常肝组织细胞排列整齐, 结构清晰, 
胞质内无空泡, 间质无白细胞浸润(图5A), 经硫

代乙酰胺注射的大鼠肝组织结构紊乱、细胞边

界不清、胞质内可见空泡、间质内可见白细胞

浸润(图5B), 经门静脉注入5×106诱导细胞后

168 h大鼠肝组织结构(图5C)较注入生理盐水

168 h后的大鼠肝组织结构(图5D)清晰, 胞内空

泡数量少, 白细胞浸润程度轻.

3  讨论

我们采用大鼠骨髓为研究对象, 根据骨髓间充

质细胞贴壁生长的特点, 经过4-5次传代即可得

到形态较一致, 呈梭形或纺锤形的细胞, 符合间

充质细胞的形态特点. 细胞表型检测, CD34与
CD45基本无表达, 而95%的细胞CD105阳性表

达, 与文献[13]报道一致, 可以认为所培养细胞

为骨髓间充质干细胞. 其多能干细胞, 具有潜在

的分化能力, 在适当条件下, 可能分化为肝细胞

样细胞[7,14-17]、软骨样细胞[18-20]、神经细胞样细

胞[2,21-22]、心肌细胞样细胞[10,23-24]、胰岛细胞样

细胞[4,25-26]、雪旺细胞样细胞[27]等. 我们在培养

基内加入HGF、FGF-4和EGF, 促使骨髓间充质

干细胞向肝细胞样细胞分化, 经过2-4 wk后, 细
胞长度变短, 形态由梭形和纺锤形变为多边形

和不规则形, 细胞内颗粒增加, 细胞开始表达

ALB、AFP、CK-18 mRNA并随时间延长, 表达

强度逐渐增加, 提示细胞具备了肝细胞的部分

功能. 
观察干细胞或其诱导细胞在移植后的动态

变化, 有助于我们评估干细胞或其诱导细胞移

植治疗器官功能衰竭的可行性, 找到合适的细

胞移植方法和途径, 是细胞移植成功并发挥治

疗作用的重要前提. 活体跟踪这些移植细胞的

手段还较少, 用氧化铁标记细胞, MRI观测标记

细胞的分布及代谢[28-29], 或放射性核素标记细胞, 
PET观测标记细胞行踪都得到一定经验[30], 腺病

毒介导的绿色荧光蛋白或β-半乳糖苷酶表达, 或
DAPI细胞核染色观测细胞分布和生物学变化也

在探索中[31-32], 为观察诱导分化细胞在移植入动

■应用要点
本研究对进一步
探讨骨髓间充质
干细胞向肝细胞
样细胞的诱导分
化, 对人类肝衰竭
的治疗有一定的
借鉴意义.

表  2  腹腔注射5%硫代乙酰胺前后大鼠肝功变化

     
检测项目	                 注射前                注射后                P 值

ALT(U/L)	            35.2±7.9	   238.0±113.5       0.000

AST(U/L)	            67.2±11.9      343.7±56.0         0.000

TBIL(μmol/L)         0.5±0.3	       2.9±1.6           0.001

ALB(g/L)	            46.8±13.8        27.6±16.7         0.003
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图  2  骨髓间充质干细胞流式细胞仪检测细胞表型结果. CD34、CD45阴性, CD105阳性.

图  3  诱导分化细胞ALB、CK18及AFP mRNA表达. N: 未加

诱导因子; 1-4: 施加上述3种因子的1、2、3、4 wk细胞标

本CK18、ALB及AFP mRNA表达.
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■名词解释
DAPI: 是一种荧
光染料 ,  脂溶性 , 
能够穿透细胞膜
深入细胞核, 染色
较牢固, 是观测细
胞在体内分布和
存在的重要手段, 
缺点是不能观测
细胞动态. 

A1 A2

B1 B2

C1 C2

D1 D2

图  4  荧光物质在肝脏中的分布. A1/A2: 24 h肝组织荧光分布, 荧光物质主要分布在肝窦; B1/B2: 48 h肝组织荧光分布, 荧

光物质主要分布在肝索; C1/C2: 72 h肝组织荧光分布, 荧光物质有所减少; D1/D2: 168 h肝组织荧光分布, 肝组织内仍见少

许荧光分布(1、2为同一视野分别用荧光和非荧光技术观察结果).

物体内的动态变化, 我们对细胞先进性染色标

记, 实验中我们将诱导细胞经荧光标记后经门

静脉注入大鼠体内, 观察到荧光细胞在肝组织

内的分布, 可持续1 wk, 但1 wk后的荧光细胞分

布数量较前减少, 说明随时间延长, 移植的诱导

细胞逐渐死亡并被清除, 其死亡原因是移植排

斥反应抑或染色剂对细胞毒性作用, 尚未知. 
对于骨髓干细胞能否诱导分化为肝细胞样

细胞, 体外培养得到的答案是肯定的[7,17,33], 在动

物体内移植骨髓干细胞的研究中, 也得到了一

些有意义的发现, 如骨髓干细胞移植可减轻肝

脏损伤[34], 骨髓干细胞移植能够减轻移植排斥

反应[35], 而在移植细胞的体内分布和存活方面

的研究相对较少. 为观察经诱导分化的骨髓干

细胞治疗急性肝损伤的可能性, 我们经2次腹腔

内注入硫代乙酰胺后制作了大鼠急性肝损伤模
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表  4  大鼠门静脉注入不同数量诱导分化细胞168 h后肝功变化

     
		           A组		            B组		           C组		          D组

ALT(U/L)		  133.5±25.8	  149.0±54.2	 103.7±46.0	   76.9±35.6            

AST(U/L)		  197.8±50.7	  169.6±35.3	 127.8±56.4c              96.8±46.9

TBIL(μmol/L)	     1.2±0.4	      1.3±0.3	     0.9±0.3                   0.5±0.2

ALB(g/L)		    28.6±10.7	    29.3±11.4	    36.5±14.7c              38.7±11.5

cP<0.05 vs  A组.

A B

C D

图  5  大鼠肝组织病理组织学观. A: 正常肝组织(×400); B: 急性肝损伤模型肝组织(×400); C: 门静脉注入诱导细胞后168 h

肝组织(×200); D: 门静脉注入生理盐水168 h肝组织(×200).

■同行评价
本文的主要创新
点是观察了骨髓
间充质干细胞来
源的肝样细胞在
损伤肝组织中的
存活和分布.

表  3  大鼠门静脉注入不同数量诱导分化细胞48 h后肝功变化

     
		           A组		           B组	  	          C组		           D组

ALT(U/L)		  163.5±34.8	 189.0±68.4	 169.7±46.0	 126.9±44.6

AST(U/L)		  361.8±110.9	 399.6±47.3	 332.8±90.6	 299.8±56.9

TBIL(μmol/L)	     2.9±1.6	     3.0±1.4	     2.9±1.3	     1.0±0.6b

ALB(g/L)		    27.6±13.4	   25.0±10.5	   26.5±12.3	   36.7±10.7

bP<0.01 vs  A组.

型, 并由门静脉注入不同数量的诱导分化细胞, 
经过48 h后, 大鼠肝衰竭指标出现不同程度的改

善, 部分指标与对照组(生理盐水)相比有显著差

异, 另有些指标改善, 但差异不具显著性. 说明

诱导细胞均可在肝组织存活一定时间并发挥类

肝细胞的功能, 该作用与植入大鼠体内的细胞

数量有相关性.
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