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Abstract
AIM: To isolate and identify mouse marrow 
stromal stem cells (MSCs), then to explore 
whether MSCs cu l tured in the d i rec ted 
differentiation media including HGF, EGF and 
FGF-4 could differentiate into hepatocytes.

METHODS: Bone marrow cells were collected 
from C57BL/6 mouse by density gradient cen-
trifugalization, and were purified by adherent 
culture. Cell morphology was observed, and cell 
surface markers were identified by flow cytom-
etry. MSCs were cultured in the directed differ-
entiation media including HGF, EGF and FGF-4, 
and the expression patterns of some genes of 
the hepatocytes, AFP, ALB and CK18 were vali-
dated and confirmed by RT-PCR. The ALB and 

CK18 expressed cells were confirmed by West-
ern blot.

RESULTS: Cell morphology tended to be uni-
form fusiform shape with passage. The percent-
age of hematopoietic lineage marker CD45 de-
creased from 86.49% to 2.77% while the percent-
age of CD90 increased obviously from 25.42% 
in primary culture cells to 93.47% at the fifth 
generation. AFP mRNA expression appeared on 
culture day 7 and decreased in the later days; 
ALB and CK18 mRNA expression also appeared 
on culture day 7, but increased with the differen-
tiation of MSCs. ALB and CK18 were confirmed 
to express in the differentiated MSCs by Western 
blot analysis.

CONCLUSION: MSCs can be isolated and puri-
fied in vitro, then induced to differentiate into 
hepatocytes or hepatocyte-like cells by directed 
differentiation media including HGF, EGF and 
FGF-4.

Key Words: Marrow stromal stem cells; Hepatocyte; 
Cell differentiation; Reverse transcription polymer-
ase chain reaction
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摘要
目 的 :  分 离、鉴 定 小 鼠 骨 髓 基 质 干 细 胞
(MSCs)并探讨在体外多种细胞因子的诱导下
分化为肝细胞的可行性. 

方法: 获取小鼠骨髓干细胞, 进行体外贴壁培
养、纯化, 观察不同传代次数细胞形态特点. 
流式细胞法检测不同传代细胞的表面标志物
CD45和CD90. 分离后的MSCs再经含有HGF, 
FGF-4, EGF三种细胞因子的诱导体系继续培
养21 d, 分别以半定量逆转录聚合酶链反应
(RT-PCR)和Western blot方法检测诱导后细胞
的白蛋白(ALB)、细胞角化蛋白18(CK18)、
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的问题.
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以及甲胎蛋白(AFP)在基因和蛋白水平的表达. 

结果: 培养的骨髓干细胞随传代次数增多细
胞形态趋向为长梭形. 传代到第5代, 基质干细
胞的表面标志CD90阳性细胞从原代的25.42%
增加到93.47%, 造血干细胞的表面标志CD45
表达阳性细胞从原代的86.49%降低到2.77%. 
通过RT-P C R可检测出诱导第7天细胞表达
AFP mRNA, ALB mRNA及CK18 mRNA; 通
过Western blot可检测出诱导第21天的细胞表
达ALB和CK18.

结论: 小鼠MSCs可以在体外被有效地分离纯
化, 可以被诱导为表达肝细胞表面标志的肝细
胞样细胞. 

关键词: 骨髓基质干细胞; 肝细胞; 诱导分化; 半定
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0  引言

大量的实验研究表明, 骨髓中存在着多种类型成

体干细胞, 可以在特定的条件下分化为不同功能

的细胞[1-3]. 但是, 对于其中重要成分之一的骨髓

基质干细胞(marrow stromal stem cells, MSCs)能
否在体外诱导分化为肝细胞, 目前研究尚少. 本
实验旨在通过骨髓干细胞体外培养、分离、纯

化, 获得小鼠MSCs并进行鉴定. 同时研究小鼠

MSCs在体外诱导分化为肝细胞的可能性. 

1  材料和方法

1.1 材料 SPF级C57BL/6小鼠, ♂, 3-4周龄, 体
质量10-12  g ,  由南京大学模式动物中心提

供. MEM-LG, FBS, L-谷氨酰胺(Hyclone公
司); MCDB-201、ITS、纤维连接蛋白、胰蛋

白酶(S igma公司); 重组小鼠肝细胞生长因子

(rmHGF)、重组小鼠碱性成纤维样细胞生长因

子4(rmFGF-4)、重组小鼠表皮生长因子(rmEGF)
购于RD公司. CD90-FITC, CD-45PE(Caltag公
司); 抗小鼠白蛋白抗体(Dako公司); 抗小鼠CK18
抗体(Pharmingen公司); AFP mAb(Sigma公司); 
TRIzol RNA抽提试剂(Sigma公司); RT-PCR两步

法试剂盒(BD Biosciences公司).
1.2 方法 SPF级3-4周龄♂C57BL/6小鼠行乙醚麻

醉后, 无菌条件下取出股骨和胫骨, 剪去骨两端, 
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用含500 U/mL肝素的L-DMEM培养液从骨髓

腔冲出骨髓, 制成单细胞悬液; 细胞悬液用密度

为1.077淋巴细胞分离液分离, 收集两液中间的

“白膜层”; 培养液重悬两次后计数细胞, 按2
×105/cm2的密度接种在25 mL的培养瓶中. 培养

液为基础培养液: 540 mL/L L-DMEM, 360 mL/L 
MCDB201, 100 mL/L FCS, 1×ITS, 10-8 mol/L地塞

米松, 10-1抗坏血酸, 100 U/mL青霉素, 100 mg/L链
霉素, 2 mmol/L L-谷氨酰胺. 37℃, 50 mL/L CO2

培养. 以细胞生长情况1-2 d换液1次, 去除非贴

壁细胞; 细胞生长到80%融合时, 用20℃ 2.5 g/L
的胰酶消化后, 按1∶3比例进行传代. 将传第5
代的MSCs细胞用2.5 g/L的胰酶消化, DMEM-
LG重悬后, 按2×105/cm2的密度接种在25 mL
的培养瓶中. 培养液为含有三种细胞因子的条

件培养基, 成分为: 基础培养液内添加细胞因

子: HGF 40 μg/L, FGF-4 20 μg/L, EGF 10 μg/L. 
37℃, 50 mL/L CO2培养箱培养, 根据细胞生长情

况1-2 d换液1次.
1.2.1 MSCs形态观察: 原代及不同传代细胞及诱

导后细胞, 在倒置相差显微镜下观察细胞的形

态变化.
1.2.2 MSCs表面标志物检测: 取不同传代次数的

细胞用于流式细胞分析. 细胞先后与一抗和荧光

标记的二抗结合, 20 g/L多聚甲醛固定后, 进行检

测. 一抗包括抗小鼠细胞膜CD90(动物干细胞表

面标志)抗体和CD45(造血细胞表面标志)抗体. 
二抗均与FITC-连接, 实验方法参照试剂说明书. 
1.2.3 RT-PCR检测目标基因: 取C57BL/6小鼠肝

细胞, 传第5代的MSCs及诱导第0, 7, 14, 21天
的细胞, 采用TRIzol法抽提收集细胞总RNA, 逆
转录为cDNA后, 取1 µg cDNA采用PCR法扩增

目标基因ALB, CK18, AFP及内参β-actin的相

应片段. 反应条件如下: 94℃ 5 min后, 40个循

环, 94℃变性30 s, 60℃退火1 min, 72℃延伸1 
min, 再延伸5 min. 相应引物为上海生物公司合

成: AFP(196 bp): 5'-GTG AAA CAG ACT TCC 
TGG TCC T-3', 5'-GCC CTA CAG ACC ATG 
AAA CAA G-3'; CK-18(142 bp): 5'-TGG TAC 
TCT CCT CAA TCT GCT G-3', 5'-CTC TGG ATT 
GAC TGT GGA AGT G-3'; ALB(167 bp): 5'-TCA 
ACT GTC AGA GCA GAG AAG C-3', 5'-AGA 
CTG CCT TGT GTG GAA GAC T-3'; β-actin(569 
bp): 5'-CCA AGG CCA ACC GCG AGA AGA 
TGA C-3', 5'-AGG GTA CAT GGT GGT GCC 
GCC AGA C-3'. 扩增产物在含有5 g/L溴化乙锭
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的17 g/L琼脂糖凝胶上电泳, 电泳结果应用紫外

成像分析对各条带进行成像.
1.2.4 Western blot检测: 取C57BL/6小鼠肝细胞, 
第5代的MSCs及诱导第21天的细胞; PBS中充分

洗涤后, 用细胞裂解液充分裂解; 离心后加入等

体积2×SDS上样缓冲液于蛋白裂解上清液中, 
100℃中煮沸5 min后进行聚丙烯酰胺电泳; 利用

半干转移电泳将蛋白转移至PVDF膜上; 室温用

TBS稀释的30 g/L脱脂牛奶(含0.5 mL/L Tween-20)
封闭膜30 min后, 加入一抗; 振摇1 h, TBS-Tween 
20洗膜2次, 再加入山羊抗兔、山羊抗鼠HRP抗体

稀释液室温振摇1 h; 将膜浸入DAB显色液中, 室
温显色2-3 min,  PBS洗涤后观察.

2  结果

2.1 细胞数目和形态 当细胞接种密度为2×105/
cm2,  24 h后去除非黏附的细胞后, 发现贴壁细胞

密度适中, 细胞生长良好. 传代培养后可见细胞

单层贴壁生长, 成梭形, 椭圆形, 不规则形等, 遮
光性强(图1A). 随着传代次数增多, 细胞形态趋

向为均一的长梭形(图1B-D). 诱导第21天, 镜下

可见大多数细胞成类似于肝细胞的多极样形态

(图1E-F). 而在缺少细胞因子HGF, FGF-4, EGF
的培养细胞中并没有发现此类细胞.
2.2 MSCs表面标志物 原代和第5代细胞中CD90+

细胞的表达分别为25.42%, 93.47%, CD45+的表

达分别为86.49%, 2.77%. 培养的MSCs传到第5
代纯度已达93%以上(图2).
2.3 目标基因 诱导的第5代细胞第7天出现AFP基
因表达, 第14天表达增强, 第21天表达减弱; 第14
天开始表达白蛋白基因, 第21天表达增强; 第14
天开始表达CK18基因, 第21天表达增强(图3).
2.4 Westen blot检测结果 未诱导的第5代MSCs无
ALB, CK18蛋白的表达. 诱导21 d后的细胞表达

ALB, CK18蛋白(图4).

■相关报道
目 前 有 关 M S C s
诱导为肝细胞的
方法有较多报道, 
本实验室曾报道
骨髓单个核细胞
在细胞因子诱导
下可分化为有功
能的肝细胞样细 
胞.

A B

C D

E F

图  1  MSCs的细胞形态. A: 原代培养的细胞(×100); B-D: 分别为第1、3、5代细胞(×100); E: 第5代细胞诱导分化21 d, 可

见类似于肝细胞的多极形细胞(×100); F: 同E(×200).
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3  讨论

我国是肝病大国, 统计结果显示超过1.3亿人口

感染过乙型肝炎病毒. 乙型肝炎中, 1%-3%会发

展成为急性或亚急性重型肝炎. 重型肝炎及其

他原因所导致的肝功能衰竭病死率极高, 一般

治疗不能有效的改善患者预后. 虽然肝移植是

治疗肝功能衰竭的最有效手段, 但由于供肝的

缺乏, 许多患者因无法及时得到供肝中而死亡. 
近年来大量研究证实, 生物人工肝(bioartificial 
liver, BAL)和肝细胞移植可有效改善肝功能衰

竭患者的病情并过渡到肝移植, 对提高患者的

生存率有很大的帮助. 在生物人工肝的构建中, 
人源化的肝细胞是最理想的生物反应细胞, 但
其同样存在来源受限的问题. 近年来, 骨髓干细

胞诱导分化为肝细胞的研究成为细胞生物学领

域的热点[4-7]. 实验研究表明, MSCs作为骨髓中

一种具有多向分化潜能的成体干细胞[8-9], 经过

培养和诱导, 可分化为具有肝细胞功能的细胞, 
为BAL和细胞移植提供新的细胞来源. 采用自

体骨髓干细胞, 还可避免异基因或异种细胞所

致的免疫问题, 是组织工程的理想种子细胞. 
目前用于初筛分离MSCs的方法主要有: 密

度梯度离心法, 贴壁筛选法, 流式细胞仪分选

法, 免疫磁珠分选法等. 本实验中我们先采用

密度梯度离心, 获取目的细胞. 再利用MSCs具
有贴壁生长的特性, 去除非贴壁生长的杂质细

胞, 再经反复传代得到较高纯度的MSCs. 目前, 
MSCs的鉴定主要是采用细胞形态观察结合分

化表型检测的方法. MSCs表达CD90, CD71及
CD44, 而缺乏CD34, CD45和CD11b等造血干细

胞表面标志[1,10]. 本实验中, 随着传代次数的增

加, 细胞形态趋向均一的长梭形, 类似于成纤维

样细胞, 异形细胞明显减少. 原代细胞中CD90+

图  2  原代、1、3、5代细胞表达CD45及CD90的FCM检测结果. A: 原代细胞CD45阳性86.49%; B: 原代细胞CD90阳性

25.42%; C: 第1代细胞CD45阳性23.06%; D: 第1代细胞CD90阳性70.95%; E: 第3代细胞CD45阳性11.27%; F: 第3代细胞CD90

阳性82.97%; G: 第5代细胞CD45阳性2.77%; H: 第5代细胞CD90阳性93.47%.
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图  3  RT-PCR检测目标基因. 1: Marker; 2: 定向诱导的第0

天MSCs; 3: 定向诱导的第7天MSCs; 4: 定向诱导的第14天

MSCs; 5: 定向诱导的第21天MSCs; 6: 第3代未诱导培养的

MSCs; 7: 小鼠肝细胞.

图  4  Western blot分析细胞蛋白表达. 1: 未加诱导因子培

养的第5代MSCs; 2: 定向诱导的第21天MSCs; 3: 小鼠肝脏细胞.

1               2              3

ALB (65 kDa)

CK18 (45 kDa)
b-actin (43 kDa)

■同行评价
本文针对小鼠骨
髓基质干细胞的
鉴定及体外诱导
为肝细胞进行研
究, 具有一定新意
和参考价值.
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细胞25.42%, CD45-细胞86.49%; 培养到第3代时

CD90+细胞达93.47%, CD45-细胞仅有2.77%. 结
果表明, 通过密度梯度离心及贴壁培养可以在

体外有效的纯化MSCs. 
目前有关MSCs诱导为肝细胞的方法有较

多报道, 本实验室曾报道骨髓单个核细胞在细

胞因子诱导下可分化为有功能的肝细胞样细 
胞[11]. 骨髓干细胞分化成肝细胞受多种生长因子

或细胞因子的调控, 其中确切机制还不太清楚. 
有关研究发现, 肝细胞生长因子(HGF)作为一种

多能细胞因子, 通过与其受体c-MET结合, 能促

进多种细胞的有丝分裂, 在肝脏的成熟过程中

发挥重要作用[12-13]; 心源性中胚层表达的一系列

成纤维细胞生长因子(FGF-4), 可于肝脏发生的

起始阶段发挥作用, 参与内胚层向肝脏的转化[14]; 
表皮生长因子(EGF)在肝脏发育及再生过程中

也有重要功能要作用[15]. 本实验中, 我们在培养

液中加入细胞因子HGF, FGF-4和EGF来建立诱

导体系, 通过预试验确定了各因子的浓度. 培养

体系中加入的小剂量地塞米松及ITS, 有刺激肝

细胞D N A合成及促使肝细胞增殖和存活的作

用[16]. 实验结果证实, 我们的诱导体系简单、有

效, 可重复性好, 有利于规模应用. 肝细胞的特

异性标志物有甲胎蛋白(AFP)、白蛋白(ALB)、
细胞角蛋白(CK18)等[17-18], AFP是胚胎肝细胞的

肝标记, 在成熟肝细胞中表达下调. CK18是成熟

肝细胞的特异性表面抗原. 白蛋白始于胚肝发

育, 肝细胞成熟时表达量达到高峰. 我们将纯度

较高的第5代细胞诱导培养21 d后, 不仅从形态

上可以观察到肝细胞样细胞的产生和变化, 而
且从基因和蛋白水平都检测到AFP、ALB、及

CK-18的表达. 从而初步证实了我们在体外诱导

的小鼠MSCs可以分化为肝细胞. 
本实验中我们将小鼠骨髓细胞通过密度梯

度离心及贴壁培养后, 获的具有较高纯度MSCs, 
建立了以细胞因子HGF、FGF-4、EGF为主要

诱导因子的诱导体系, 有效的将MSCs诱导分化

成为肝样细胞. 但肝样细胞代谢、合成功能如

何, 在生物人工肝和肝细胞移植中能否有效发

挥功能, 尚需进一步实验证实. 
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