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摘要 为了观察大 鼠骨髓来源 的
c 一 m et + 俘

Z
m

一
细胞在体 内外是否 可定 向诱导分 化为肝细胞样细

胞
,

将雄性 F 3 4 4 大 鼠的 。 m et + 日
Z
m

一

细 胞通过肝 门静脉移植入 由丙 烯醇诱导损伤 的 F 34 4 雌鼠体

内
,

观察移植细胞在受鼠肝 内整合
、

增殖
、

分 化
、

成熟以及 损伤后 的修复作用
; 通过模 拟丙 烯

醇肝损伤大 鼠体 内微 环 境
,

将 二m et
十

俘
:
m

一
细胞 与损伤肝细 胞共培养

,

观察 了 。 m et 十 p
Z
m

一

细胞

的形态变化
,

并检测 了肝细胞特异性蛋 白的表达和肝细 胞特异性功 能的变化
.

结果表 明
,

大 鼠

二m et + 日
Z
m

一
细 胞在体 内外均可 以分化为成熟的有功能的肝细 胞

,

提 示微环 境在成体 干细 胞定 向

诱导分化 中起决定性作用
,

这为骨髓成体干 细 胞移植 治疗各种原 因 引发的肝功 能障碍提供 了新

的途径
.

关键词 移植 诱导分化 微环境

对 由各种 原因所致 的终 末性肝功 能衰竭 的治

疗一直是一个全球 性 的难题
,

目前 临床常用 的治

疗方式有原位肝移植和生物人工肝等
.

然而
,

这些

治疗方式都面临着肝源短缺的问题
.

细胞治疗作为

一种新的治疗策略
,

在修复或替 代患者受 损组织

中起到越来越重要 的作用
.

在过去的几十年 中
,

异

种或异体肝 细胞移植或肝干细胞 移植 在 临床上 已

被应用 lj[
,

但 是其细胞来 源 以及移植 后 的一 系列

相关并发症使得 它们在 临床上 的应用 受到 了很 大

的限制
.

近来研究显示成体干细胞尤其是骨髓来源

的成体干细胞不仅 可以 分化为造 血细胞
,

还可 以

向其他细胞进行 分化
,

例如
,

在特定 的条件 下骨

髓来源的成体 干细胞在体内或是体 外均可 向肝细

胞分化 仁2 `〕
.

这一现象的发现
,

为 自体骨髓干细胞

应用于各种难 治性或终末性肝脏疾 病提供 了新 的

治疗思路
.

众所周 知
,

肝细胞生 长因子 ( H G F ) 是分 散因

子
,

它广泛分布于各个器官中
,

参与多种组织的修

复
,

特别是在肝组织 的修复与再生中扮演重要的角

色 s[,
6〕

.

H G F 作为肝细胞潜在的有丝分裂源比
8」

,

而
c 一 m et 作为 H G F 的惟一受体

,

在肝脏的发育和再生

中起 着相 当重 要 的作 用 并且 影 响整 个 器 官 的发

育 0[,
` 。〕

.

p
Z
m作为最保守 的蛋 白广泛表达于哺乳动

物的有核细胞内
,

但是永生化 的肿瘤细胞或是囊胚

期的胚胎干细胞则不表达 日
Z
m

,

因此
,

p
:
m

一

被认为

是祖细胞 的表面标志
,

具有巨大 的增殖潜能
.

本研

究选用表达 c 一 m et
+

日
Z
m

一

的骨髓来 源的干细胞 为种

子细胞在特定微环境下在体 内外进行诱导分化
,

为

干细胞在肝脏疾病的细胞治疗 中提供一种新的种子

细胞来源
.
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1 材料与方法

1
.

1 动物模型建立与检测

成年雌性近交系 F is h e3 r4 4 大鼠 ( 中国医学科学

院实验动物中心提供 )1 0只
,

体重 2 00 一 2 50 9
,

腹

膜内注射丙烯醇 ( A A ) 0
.

6 2 拌m o l / k g [“ 〕 ,

建立 A A

诱导的大鼠肝拘伤模型
.

于不同时间点经眼球取血
,

分离血清
,

检恻 谷草转氨酶 ( A S T ) 和乳酸脱氢 酶

( L D H )的含量
.

不 同时间活杀大 鼠
,

取肝组织进行

石蜡原位包埋
一、

切片
,

将 固定 的切片进行常规 H E

染色
.

1
.

2 -c m et 十肠m 一 细胞分离纯化与纯度检测

健康 iF hs er 34 4 雄性大 鼠脱颈处死
,

无菌条件

下取胫骨
,

去除软组织
,

切除胫骨两端
,

用培养基

冲洗 胫 骨 骨 髓 腔
,

将 冲 洗 液 收集 并离 心 s m in

( Z 0 0 0 r /m in )后
,

弃上清液
.

P B S 重悬细胞后经 iF
-

e o l l 分离液 (相对比重为 1
.

0 8 3 9 /m L ) ( T B D 公司 )分

出单个核细胞 (M N C )
,

用 p
Z
m 抗体 ( S a n t a C r u z B i

-

o t e e h n o l o g y )标记细胞
,

4 oC 孵育 3 0 m i n
,

P B S 洗涤

两次
,

后用 800 拌L 免疫 分选磁珠 ( M A C )S 缓冲液

(1 %牛血清白蛋 白
,

Z m m ol / L E D T A ) 重悬 细胞
,

加入 2 0 0 o L {免疫 磁珠 ( M i l t e n y i B i o t e 。 ) 4 oc 孵育

30 im
n ,

BP 困洗涤两次后
,

将标记细胞通过置 于磁

场中的分离柱
,

收集被洗脱的 俘
Z
m 一 细胞

.

将 p
Z
m

-

细胞再标记 令m e t 抗体 ( S a n t a C r u z B i o t e e h n o l o g y )
,

同样 4℃孵育 30 m in
,

P B S 洗涤两次后标记磁珠抗

体
,

将标记细胞通过置于磁场 中的分 离柱
, c 一m et -

日
Z
m 一细胞被洗脱除去

,

将分离柱移出磁场
,

加压洗

脱
,

收集组分为
c 一 m et 十 日

Z
m
一

细胞
,

台盼蓝染色检

测细胞存活率
,

流式细胞仪 ( F A C )S 检测细胞分离

纯度
.

1
.

3 F A e s 检测 。 m e t + p
Z
m 一 细胞表面标志

将收集的 二 m et 十
p
Z
m 一 细胞分别用细胞表面标

志 C D 2 9
一

F I T C
,

C D 4 9卜F IT C
,

C D 9 0
一

F I T C ( S E R O
-

T E C
,

)
,

A lb ( S a n t a C r u z B i o t e e h n o l o g y ) 进行标记
,

4℃孵育 30 m in
,

避光
,

标记 甲胎蛋 白 ( A F P ) 的细

胞先用 0
.

3 % T r i t o n 一 p B S 孵育 1 5 m i n 后
,

再标记

A F P ( S a n t a C r u z B i o t e e h n o l o g y )抗体
, 4 oC 孵育 Z h

,

再将标记 A lb
,

A F P 的细胞分别标记相应的 IF T C

荧光二抗 (北京中山生物技术有限公司 )
,

4℃ 孵育

30 m in
,

避 光
,

充 分洗 涤标 记后 的细 胞
,

重 悬 于

l m L P B S中
,

用 F A C S 检测
.

1
.

4 c 一

me +t 卜m 一 细胞移植人 A A 诱导的 iF hs e r3 44

大鼠肝损伤模型

将大 鼠
e 一m e t + p

Z
m 一 细胞用 p K H 2 6 ( S i g m a ) 标

记
,

将标记细胞经肝 门静脉注射
,

剂量为 l x 10
6

个

/只
,

以 门静脉注射等量生理盐水作为阴性对照
.

1
.

5 移植模型的检测

1
.

5
.

1 移植模型组织标本的取材 分别于移植 后

1
,

7
,

15
,

4 0 及 s o d 杀死 受体大 鼠
,

取肝脏
、

肺

脏
、

脾脏等组织
,

各组织一部分直接行冰冻切片
,

置荧光显微镜下观察移植细胞的分布与定位
,

另一

部分组织常规石蜡切片
,

用于 、
yr 基 因原位杂交及

免疫组织化学检测
.

1
.

5
.

2 荧光标记细胞定位检测 分别取不 同时间

点的肝脏
、

肺脏及脾脏等组织的冰冻切片
,

置荧光

显微镜下观察移植细胞对受体大鼠 自身肝细胞的损

伤后修复支持作用以及在大鼠体 内的分布情况
.

1
.

5
.

3 sr y 基因原位杂交 取移植不同时间点肝组

织石蜡切片
,

常规处理后在 Z x S S C 溶液中 75 ℃ 下

老化
,

再经胃蛋白酶消化
,

梯度酒精脱水后
,

室温

干燥
,

加入杂交液稀释的 iD 兮
s yr 20 gn

,

用塑料盖

玻片覆盖
,

95 ℃变性后置 37 ℃湿 盒杂交 16 h 以上
,

经不同浓度 S S C / SD S 充分洗涤
、

杂交缓冲液封闭

后与碱性磷酸酶标记 的抗地高辛抗体 37 ℃ 孵育 Z h
,

清洗
、

平衡
,

N B T / B CI P 显色
; 常规脱水

、

透明
、

封片
,

镜下观察
.

1
.

5
.

4 免疫组织化学观察 取移植不同时间点肝

组织石蜡切片常规处理后 以 3%过氧化氢处理消除

内源性过氧化物酶
,

0
.

3% T r i t o n 一 P B S 打孔
,

山羊

血清封闭后
,

分别与
a l b

,

A F P
, o二 6

,

C K 1 9 一抗

工作液 4℃孵育过夜
,

用生物素标记的二抗和辣根

过氧化物酶标记链霉卵白素 37 ℃孵育 30 m in
,

充分

洗涤后 D A B 暗处 显色 30 m in
,

常规脱水
、

透 明
、

封片
,

镜下观察
.

1
.

6 两步灌注法制备损伤大鼠肝脏细胞悬液

取 A A 损伤 W is at r 大 鼠 (军事医学科学院实验
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动物中心提供 )用 2
.

5%戊 巴 比妥钠 (1 m L / k g )腹腔

内注射
,

麻醉后固定体位
,

消毒胸腹部皮肤
,

打开

腹腔
,

暴露
、

游离 门静脉后距肝门 1
.

5一 2
.

0 c m 处

用 20 G 穿刺针进人门静脉并 固定
,

用含 E G T A 的

仆 H a n k s
灌流液以 2 0 m L / m i n 的流速灌流 〔̀ 2

, ` 3〕 ,

剪

断肝下腔静脉
,

4一 5 m in 后
,

改用经 37 ℃ 预温的含

C a Z+ 和 M g Z+ 的 0
.

0 5 %胶原酶溶液 10 0 m L
,

继续灌

流 10 m in
,

取下肝组织
,

用尖嘴镊分离肝脏包膜
,

反复用滴管吹吸混匀肝脏细胞悬液
,

10 。 目滤网过

滤细胞
,

50 9 离心 Z m in 后弃上清
,

反复洗涤 3 次
.

1
,

7 o me +t 卜m 一
细胞与损伤肝细胞联合培养

将分离出的损伤肝细胞与采用免疫磁珠分离出

的健康 w is t ar 大鼠骨髓的
c 一 m et + 日

Z
m

一

细胞共同接

种于 T ar n s w el l 培养板 中川
,

上室均匀涂铺 工型胶

原
,

接种肝细胞密度为 1 X 10
`
个 c/ m

“ ,

下室 中均

匀涂铺 M a t r i g e l ( 2 5 拼g / e m
,
) (BD )

,

接种 --c me
t+ 体m

-

密度为 I X I护 个 / 。 m
“ .

共 同培养于 D M EM / F 12( 含

10 % F B )S 培养基 中
,

完全培养基中添加牛血清白蛋

白 2
.

0 9 / I
J 、

葡萄糖 1
.

0 9 / L
、

半乳糖 2
.

0 9 / L
、

鸟氨

酸 。
.

1 9 / 1
一 、

脯氨酸 。
.

0 30 9 / L
、

谷氨酚氨 0
.

7 30 酬 L
、

尼克 酞 氨 0
.

61 0 9 / I
一 、

肝 细 胞 生 长 因 子 ( H G F )

( R 邑D ) 4 n g /m L
,

置于 3 7℃
,

5% C O
。
饱和湿度培

养箱 内培养
,

隔天换液
.

另外 以 同样密度仅接种
c -

m et +
日

Z
m

一

细胞
,

采用与 上述培养条件完全相同的

完全 培养 基
,

另外 加 人肝 细 胞 生 长 因子 ( H G F )

1 0 n g / m l
, .

1
.

8 诱导分化的肝样细胞的检测

:29DōōAFPlbA

1
.

8
.

1 细胞形态观察 光学显微镜下观察细胞诱

导分化前后形 态 的变化
,

记 录细胞诱导分化 的过

程
.

并取诱导分化 s d 的细胞
,

以 3%戊二醛于培养

皿原位 4℃前 固定 Z h
,

以 1% 饿酸 4℃ 后 固定 l h

后
,

按常规方法进行 电子显微镜 样本 的制备
,

用

U L T R A C U T E / S 型切片机超薄切 片
,

醋酸铀
一

拘椽

酸铅双重染色
,

P hi h p s C M 1 20 透射 电子显微镜 观

察细胞超微结构
.

1
.

8
.

2 间接免疫荧光检测 将诱导分化 s d 的细胞

进行双标 记
:

A lb 与 C K S& 1 8 ( 北京 中山生物技术

有限公 司 )
,

A l b 与 A F P
,

A lb 与 O V
一

6
,

4℃ 孵育

Z h后
,

分 别用不 同荧光 素标 记 的 二抗 ( IF T C 与

T R Ic T )4 ℃继续孵育 30 m in
,

置共聚焦显微镜下观

察
,

用 L a s e r s h a r p 2 0 0 0 软件分析图像
.

1
.

8
.

3 靛青绿 ( cI G )的摄取与排泄实验 诱导分化

s d 的 e 一m e t + 日
Z
m
一

细胞用 p B S 充分洗涤后
,

加人

l m g / m L IC G (辽 阳制药 三厂 ) 于 3 7 aC 孵育 1 5 m i n

后
,

显微镜下观察细胞颜色变化
,

再用 P B S 冲洗两

遍后
,

换 回完全培养基常规培养 4 h 后
,

观察细胞

颜色变化
.

1
.

8
.

4 尿素与白蛋 白的合成实验 诱导分化 s d 的

e 一 m e t 干月
Z
m 一 细胞经 p B S 冲洗换用无血清的 D M E M

培养基
,

加人 0
.

1 5 m o l / L 的 N H
、
C I

,

常规培养 s h

后收集细胞培养上清
,

在全 自动生化分析仪上检测

培养上清 中尿素和白蛋白的分泌量
.

2 结果

2
.

1 动物模型的建立与观察

接受腹膜内注射 A A 的大鼠表现为精神萎靡
,

厌食
,

肝组织石蜡切片 H E 染色显示 汇管区 扩大
、

充血
、

水肿
,

组织 出血
、

凝固性坏死
,

大量中性粒

细胞及单个核细胞浸润密集
.

损伤后 48 一 72 h
,

坏

死范围不再增大
,

较易见到增生 的卵圆细胞
,

其特

征为体积大
、

核卵圆
、

核浆比例大
,

并且小胆管逐

渐增生旺盛
,

此时
,

为移植的最佳时间点
.

血生化

结果显示
,

血清 A L T 和 L D H 于损伤后 10 h 开始升

高
, 2 4一 48 h 达峰值

,

提示此时大 鼠肝功 能受到严

重的损害
.

第 13 天左右逐渐恢复正常 l[ `〕
.

2
.

2 F A C s 检测细胞表面标志

流式细胞仪分析结果显示少部分细胞表达造血干 /

祖细胞表面标志 C n )O
,

另有约 90 写左右的细胞表达

胚胎发育中上皮细胞重要标志 C工琏g f 和 C l〕29
,

另外

大量细胞表达肝细胞早期特异性表面标志 A F P
,

部

分细胞表达成熟肝细胞特异性蛋 白 lA b( 见表 1)
.

表 1 o m et
+
卜m 一

细胞裹面标志阳性率

表面标志 阳性率 /%

9 5
.

3 3士 3
.

7 8

9 2
.

34士 3
.

3 7

2 6
.

?士 5
.

3 9

9 6
.

7 2士 2
.

0 4

5 5
.

3 9士 6
.

7 8
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2
.

3 移植模型的各项功能检测

将 --c m et 十 日
Z
m 一
移植入损伤大 鼠体内

,

随着移

植时间的延长
,

将不同移植时间点的冰冻切 片置于

荧光显微镜下观察发现
,

移植 24 h 时
,

大部分移植

细胞散在存在于肝组织内
.

移植 7 d 后
,

大量阳性细

胞聚集在损伤部位周围
,

并整合 人肝细胞板 内
;
移

植 15 d 后
,

阳性细胞进一步增多
,

呈放射状分布于

肝汇管区周围
,

部分与受体肝细胞穿插排列
;
移植

4 o d 后
,

汇管区周围阳性细胞继续增多
,

并且形成

胆小管
,

表明部分移植细胞不仅可以整合入肝细胞

板内分化为成熟的有功能的肝细胞
,

而且还具有 良

好的增殖能力 (图 1 ( a) 一 ( f) )
.

iD g
一

sr y 基 因原位杂

交结果 同样显示大量移植细胞聚集并定位在汇管区

周围 (图 2 ( a) ( b ))
.

组织石蜡切 片免疫组织化学结

果显示移植 7一 40 d
,

在汇管区附近出现大量高表达

白蛋白的细胞
,

并且这些细胞多为双 核或 者多核
,

汇管区附近也有大量细胞表达 A F P 及 O V
一

6 ,

另有

部分细胞表达胆小管特异性抗原 (部分照片见 图 3

( a) 一 ( f ) )
,

在肺脏及脾脏等结缔组织 中也发现了少

量阳性细胞
,

我们分析有可能是移植人的细胞随血

液循环流经这些脏器而被截留
,

因此细胞治疗的靶

向性还需做进一步的探讨
.
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图 2c -m et +肠 m一
细胞移植入 A A损伤肝脏内 0 4 d后 Dl兮 s y r原位杂交结果

(a )和 (b )阳性结果
; ( e ):

砂 阴性

圈 3c -. et +
卜 m一

细胞移植入 A A扭伤肝脏免咬组织化学检洲结果

(a )一 ( e )分别为移植 7 d
,

1 5 d
,

4 0 d 后 A l b 的表达 ; ( d ) 为移植 4 0 d 后 iA b 的表达 ,

(e )一 “ ) 分别为移植 15 d 后的 A F P 和 O犷 6 的表达

2
.

4 大鼠肝细胞悬液及 c- m et 十卜m一
细胞的制备与

观察

采用原位二步灌流分离 的肝细胞在显微镜下呈

单个分散 状态
,

为具有立体感 的圆球 型
,

晶莹透

亮
,

体积上大小一致
; 用间接的免疫磁珠分选方法

纯化获得大 鼠 c 一m e
+t 日

Z
m

一 ,

体积均一
,

流式细胞

仪检测分离纯度达 98 %左右
.

2
.

5 大鼠肝细胞悬液与 。血+t 卜m 一
细胞联合培养

后细胞形态的观寮

将两种细胞体外联合培养后第 8 天
,

光学显微

镜下观察发现部分 --c m et + 日: m
一

细胞体积 明显增大
,

胞浆丰富
,

具有大而圆的细胞核
,

部分细胞为双核

或多核 ( 图 4 ( a) 一 ( c) ) ; 采用透射 电子显微镜观察

体积增大的细胞的超微结构
,

发现此种细胞具有丰

富的细胞器
,

含有大量 的圆形或椭圆形的线粒体
,



台
.

鱿并乎` 展 第 1 6 卷 第 1 期 0 0 6 2年 1 月

并且在胞浆中大量分布点状或簇状 的糖原颗粒 ( 图

5)
.

单加 H F G组只有极少量细胞可分化为肝细胞
.

图 5诱导第 8天 时
,

透射电子显微镜下观察细胞超徽结构

图 4 诱导第 8 天
,

-c
me +t 卜m 一

细胞向

肝细胞样 细胞诱导分化

a( )一 ( c) 紫色箭头所指示的为 已诱导分化的细胞
,

绿色箭头所

示 已分化为双核甚至多核的肝细胞
,

蓝色箭头为未分化细胞 ;

( d ) 为单加 H G F 组培养组

2
.

6 诱导分化细胞的检测

间接免疫荧光结果从蛋 白水平证实
,

分化后的

肝细胞 样细 胞 均 表 达成 熟 肝 细胞 特 异 的 lA b 与

C K 1 8
,

并且表达肝细胞早期标志 A F P 与 O V
一

6
,

提

示该群细胞具 有 良好 的增 殖潜 能 (部 分照片见 图

6)
.

对诱导分化细胞进行靛氰绿摄取排泌功能鉴定
,

结果表明
,

体积增大的细胞具有肝细胞特异的摄取

及排泌功能 (图 7 )
,

证明该类细胞不仅具有肝细胞

的形态而且具有肝细胞 的功能
; 另外尿素与 白蛋 白

合成实验也证实诱导分化的细胞具有肝细胞所特有

的分泌白蛋白和尿素的功能 (图 8)
.

A lb
一

T IR T C C K S& 18
一
F I T C N U d C US

一
O A P I M e rge

圈 ` 诱导第 8 天
,

共聚焦显徽镜观察诱导分化细胞的蛋白表达

3 讨论

采用哪种或几种表面标志作为骨髓来源的肝干

细胞的特异性抗原一直是近来 被关 注的焦点
.

L a -

ga s s e
等 l[’ 〕认为高度纯化的造血干细胞可以 几乎完

全向肝细胞分化
.

S u z u k i 等 [ , 5〕用 F A CS 方法从小鼠

胎肝中分选出 c- m et + C〔琏 g+f / c-- ik t一 C L硅5一 T E R l l g -

细胞
,

可分别向肝细胞
、

胰腺上皮细胞及肠上皮 细

胞分化
.

但是采用上述方法分选 出的细胞有可能会

因大量的标志阴性而被忽视 了其向肝细胞分化 的潜

能
,

因此利用肝细胞特有的生理学特性或功能进行

分选有可能会避免以上不足
.

大量研究表明在哺乳

动物肝脏发育过程 中
,

H G F 通 过与细胞 表面的 --c

m et 形成复 合物激活细胞 内的多种信号传导途径
,

导致细胞分裂或分化增加
,

运动能力增强
,

细胞连

接消失等变化
,

对肝脏间质细胞 和上皮细胞的生成

起着决定性的作用
.

最近更多的研究检测 了四氯化

碳毒性作用后或部分肝叶切除的大 鼠血浆 H G F 水
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圈 7 诱导第 8天
,

-c . et
+

卜一细胞分化为肝细胞

样细胞的 I C G 摄取实验红色箭头示已分化细胞
,

蓝

色箭头示未分化细胞

圈 8 诱导第 8 天
.

-c . et
宁
卜一细胞诱导分化为肝

细胞样细胞的尿索和 白蛋 白的分泌
,

阳性对照 (正常成熟肝细胞 ) ; 2
,

-c m et 十日Z m 一细胞分

化为肝细胞样细胞
; 3

,

未经诱导的 -c m e +t 归: m 一 细胞

平的变化
,

进一步揭示 了 H G F 对于肝再生 的关键

作用
.

本研究采用在肝脏发育过程中起着极为重要

作用的 H G F 的 目前 已知的惟一 受体 。 m et 作为表

面标志分离纯化了骨髓来源的
c 一 m e +t p

Z
m

一

细胞
.

我

们通过 F A S C 对
c 一m et

十

p
Z
m 一 细胞的表面标志进行

分析
,

结果发现这部分细胞表达发育早期 内胚层 细

胞的表面标志
。 6 ( C D 4 9 f ) 和 pl ( C D 2 9 )

,

并且还表

达胎肝特异性 的 A F P 和成熟肝细胞特异性 的 A lb
,

这些结果揭示这些细胞有可能是一群未分化 的并且

有 向肝细胞分化潜能的干细胞 l[ 5
, ’ 6〕

.

对这部分细胞

在特定微环境下进行诱导分化
,

通过 H G F 与其受

体 二m et 之间的相互作用
,

促使
c 一 m e t 干 日

Z
m

一

细胞 向

肝样细胞分化
.

结果表明
,

该群细胞具有 良好的向

肝细胞分化和增殖的潜能
.

本室前期一些研究工作表明
,

由丙烯醇导致的

大鼠肝损伤微环境为骨髓干细胞 向有功能的肝细胞

定向诱导分化提供了一个有效的
“

分化完位 ( id f fer
-

e n t i a t io n n i e h e )
” ,

它不仅对肝 干细胞有趋化作用
,

还有诱导其分化 和增殖的作用
.

我们分析损伤不 同

时间点的肝组 织病理切 片结果表 明
,

损伤后 24 h

时
,

汇管区周围组织充血
,

并出现大量的凝 固性坏

死
,

大部分细胞发生噬酸性变
,

组织 内出现大量的

炎性细胞
,

但此时
,

卵圆细胞并 未见 明显增 多
;
损

伤 48 一 72 h 时
,

汇管区周围组织 的损伤范围不再扩

大
,

炎性细胞的浸润有所减轻
,

在坏死组织周 围出

现大量的卵圆细胞和部分新生的胆小管
,

说明此时

损伤微环境 中多条刺激肝再生 的信号传导通路激

活
,

分泌出大量 的生长因子
,

血清学 E L A S A 结果

也证实此时 H G F 的分泌量达到峰值 l[ ’〕
.

因此我们

选择 48 一 60 h 作为移植的最佳时间点
,

此时不仅有

利于骨髓干细胞 的归巢与植人
,

而且更有利 于阳性

细胞在靶位 的分化 与增殖
,

以达 到修复损伤 的 目

的
.

我们采用免疫磁珠分选技术从大 鼠骨髓中分离

纯化 c 一 m et 十 p
Z
m

一

细胞
,

体外 标记 核染 料 P K H 26

后
,

由肝门静脉移植人受鼠体内
.

免疫组化与原位

杂交结果对比表 明
,

移植的阳性细胞大多可定位于

损伤的肝组织内
,

特别是汇管区周围
,

一部分细胞

在肝板中定向分化为成熟的肝细胞
,

直接参与组织

的替代与修复
,

发挥功能代偿的作用
,

并且此部分

细胞多为双核或者多核细胞
,

胞浆丰富
,

具有极强

的增殖潜能
; 另有少部分细胞则分布于肝板 内表达

早期肝细胞特异性抗原
,

为肝脏长期重建并恢复其

正常代谢功能起重要作用
.

在体外
,

我们采用双层共培养体系
,

模拟在向

肝细胞样细胞定向分化中起到决定性作用的体内损

伤微环境
,

将 A A 损伤的肝细胞接种 于 T ar sn w ell

培养板上室中
,

通过孔径为 。
.

4 拜m 的半透膜将促

进肝再生的环境信号分子以及一些营养物质作用 于

下室接种的
c 一m e t + p

Z
m

一

细胞
,

诱导
c 一m et

十

日
Z
m

一

细

胞向肝样细胞分化
.

在添加少量生长因子 的培养条

件下
,

第 8 天
,

镜下观察部分细胞聚集生长
,

体积

明显增大
,

表现出肝细胞的形态特征
.

而单独培养
c 一 m et + 月

Z
m 一
并未见细胞形态发生变化

,

仍保持接种

时的形 态 特 征
.

向分化 的 细 胞 培 养 上 清 中 加 入

N H
`
e l

,

检测结果表明诱导 s d 后的 --c m e t + 月
Z
m

一

细

胞已具有与成熟肝细胞近似的合成尿素及 白蛋 白的
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功能
.

此外
,

我们将诱导分化的细胞采用免疫荧光

标记的方法从蛋白水平证实它们是否表达肝特异性

蛋白
,

例如 A lb
,

C K 18 等
,

结 果均为 阳性
,

说明

这群细胞不仅表达成熟肝细胞特异性 的蛋 白
,

并且

表达较幼稚时期的一些特异性蛋 白
,

揭示该群细胞

具有良好的增殖潜能
.

由于在整个实验过程 中
,

两

种细胞被完全分隔
,

只有蛋 白分子的交流
,

因而在

整个培养微环境中
,

肝实质细胞和非实质细胞的相

互作用及复杂的信号转导调控网络对
c 一m et + 日

Z
m

-

细胞的有效分化起到至关重要的作用
,

这至少可以

说明我们的细胞并 不是通过
“
细胞 融合

”
而达 到

“

转分化
”
的

.

上述研究结果表明
,

骨髓来源 的 --c m et + 日
Z
m

-

细胞进人肝损伤微环境后
,

对其 中的调节信号作出

反应后进行重编程 ( g e n e t i e a l l y r e p r o g r a m m i n g )
,

从

而分化为新的成熟的细胞类型
.

因此决定肝干细胞

分化方向的关键因素就是微环境 中产生的一些已知

或未知的细胞 因子
、

生长因子或应激 /炎性信号分

子等
.

在本研究中
,

种子细胞 的选择也起决定性作

用
,

我们利用在哺乳动物肝脏发育中起重要作用的

H G F / c
一

m et 介导的信号通路
,

更加合理地利用肝再

生的微环境
,

从而高效地诱导
c 一 m et 十 俘

Z
m

一

细胞分

化为成熟的有功能的肝样细胞
,

为肝脏疾病的细胞

治疗提供了更适宜的种子细胞
.

并且也证实适 当的

环境因素影响干细胞 的分化方 向
,

为成体干细胞是

否具有
“
可塑性

”
提供 了合理 的实验模型

,

也 为成

体干细胞在肝脏疾病中的应用提供了技术基础
.

4

5

6
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