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Abstract
AIM: To observe the hepatocyte growth factor-
induced differentiation of CD34+ hematopoietic 
stem cells (HSC) from umbilical cord blood into 
hepatocyte-like cells.

METHODS: Systemic administration of naked 
plasmid containing HGF cDNA driven under 
cytomegalovirus promoter (pCMV-HGF) were 
injected rapidly via the tail vein of the NOD/
SCID mice, and the level of HGF protein in the 
peripheral blood was detected by enzyme-linked 
immunosorbent assay. CD34+ human hemato-
poietic stem cells were isolated from umbilical 
cord blood by magnetic cell sorting method. 
20 μL CCl4 was administered into the mice to 
establish the model of acute liver damage and 
hepatocyte proliferation. pCMV-HGF injection 
and/or CD34+ human hematopoietic stem cells 
transplantation were performed on the model 
mice. Then the mortality of the mice and liver 

function recovery status were observed. Human 
specific mRNA and protein were also detected 
in the mice by reverse transcription polymerase 
chain reaction and immunohistochemistry, re-
spectively (RT-PCR).

RESULTS: A remarkable enhancement of hu-
man HGF protein level was observed in the 
peripheral blood of the mice. The mortality and 
status of liver function were not significantly 
different between each experiment group. Path-
ological examination showed that the mice re-
ceived combined treatment HGF and HSC had 
the lightest liver injury, while the liver injury 
was not markedly different between the mice 
received HGF and HSC alone. Human albumin 
mRNA and protein were all expressed in the liv-
er tissues underwent HSC transplantation with 
or without HGF, while in the mice with HGF 
injection, there were much more hepatocyte-like 
cells.

CONCLUSION: Stem cells from umbilical cord 
blood can differentiate into hepatocyte-like cells, 
and HGF can promote this process.

Key Words: Hepatocyte Growth Factor; Hematopoi-
etic Stem Cell; Hepatocyte-like cells
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摘要
目的: 观察肝细胞生长因子(hepatocyte growth 
factor, HGF)作用下, 脐血干细胞在体内向肝
细胞分化的情况. 

方法: H G F的裸D N A质粒通过尾静脉快速
注入6-8周龄的非肥胖糖尿病/重症联合免疫
缺陷(NOD/SCID)小鼠体内, 酶联免疫吸附法
(ELISA)检测外周血中HGF水平. 收集足月妊
娠产妇的脐血, 磁式分选法选出CD34+造血干
细胞(hematopoietic stem cell, HSC). 20 μL四
氯化碳(carbon tetrachloride, CCl4)腹腔注射建
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■背景资料
近来发现来源于
骨髓或脐血的干
细胞可在体外或
体内向肝脏细胞
分 化 ,  本 文 拟 在
HGF质粒转染得
到体内高表达的
基础上, 诱导脐血
CD+造血干细胞
向肝脏细胞分化, 
并修复受损肝脏.



立NOD/SCID小鼠急性肝损伤模型, 分别输注
CD34+HSC和/或HGF质粒, 观察其对死亡率、

肝功能恢复的影响, 并检测小鼠肝组织内的人
源性细胞. 

结果: 快速注入HGF质粒后, 体内HGF水平
明显上升 .  实验各组存活率及肝功能恢复
情况无明显差异. 病理切片显示, 联合应用
HGF+HSC的实验组, 其肝组织损伤程度最轻, 
单独应用HGF或HSC的两个实验组结果类似, 
对照组最重. 在两组注射HSC的小鼠肝组织
中, 均可检测到人源性的、分泌白蛋白的肝样
细胞, 且联合应用HGF的实验组中, 此种细胞
更多, 分布更广.

结论: HGF可以促进脐血干细胞向肝细胞分
化, 并发挥肝细胞功能.

关键词: 肝细胞生长因子; 造血干细胞; 肝细胞
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0  引言

近年来, 随着干细胞可塑性研究的不断深入, 同
样发现其在体内外均可向肝脏细胞分化, 但最

佳诱导条件及分化后细胞是否具有成熟功能尚

未明确. 本实验中, 我们采用HGF质粒尾静脉快

速注射得到小鼠体内HGF的高表达, 并进一步

来诱导外源性造血干细胞向肝脏细胞的分化, 
观察其是否可以修复受损的肝脏. 

1  材料和方法

1.1 材料 非肥胖糖尿病 /重症联合免疫缺陷

(NOD/SCID)小鼠, 6-8周龄, 均由南京大学模

式动物研究所提供. HGF ELISA检测试剂盒为

Biosource公司产品, Ficoll-Paque(密度1.077)及
EasySepTN免疫磁珠阳性选择分离系统购自加拿

大Stemcell公司; 人肝细胞单克隆一抗购自日本

Dako公司; 人ALB多克隆一抗购自Rockland公司.
1.2 方法 

1.2.1 HGF基因体内转染 pCMV-HGF质粒由杨

俊伟教授惠赠 ,  通过尾静脉一次性快速注入

1.6 mL含有20 μg此种质粒的溶液[1], 注射后4, 
8, 12, 24, 72, 144 h分别采血, ELISA法检测外周

血中HGF水平. 
1.2.2 人脐血CD34+造血干细胞的分离纯化 选择
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我院足月妊娠产妇, 产前检查HBsAg和抗-HCV
均阴性, 收集其脐血. 密度梯度离心分离单个核

细胞, 再通过免疫磁式分选法收集CD34+的HSC. 
纯化得到的干细胞直接用于细胞移植, 或加入

冻存液后置于液氮中备用. 
1.2.3 干细胞移植及体内诱导分化 CCl4 20 μL, 
用矿物质油稀释至100 μL, 腹腔内注射, 建立

小鼠肝损伤模型, 24 h后尾静脉注射p C M V-
HGF(20 μg, 1.6 mL)和/或48 h后尾静脉注射

CD34+HSC(细胞数量: 5-10×105/鼠). 实验分

四组:Ⅰ组: 联合应用HGF+HSC(n  = 8); Ⅱ组: 
单独应用pCMV-HGF(n  = 8); Ⅲ组: 单独应用

CD34+HSC(n  = 8); Ⅳ组: 对照组, CCl4建立小鼠

肝损伤模型(n  = 6). 观察建模14 d后各组的存活

率; 建模后第3, 5, 7, 10, 14 d小鼠眼眶取血, 测
定血清中ALT、AST水平, 评价各组肝功能恢复

状况. 
1.2.4 处死后处理 4 wk后处死所有小鼠: (1)制
作肝组织石蜡切片, HE染色观察; (2)RT-PCR: 引
物设计[2], 白蛋白, 5'-TTGGAAAAATCCCACT-
GCAT, 5'-CTCCAAGCTGCTCAAAAAGC; 
GAPDH, 5'-TGAAGGTCGGTGTGAACGGATT
TGGC, 5'-TGTTGGGGGCCGAGTTGGGATA. 
Tr izo l试剂提取细胞总RNA, 扩增条件: 94℃ 
2 min, 94℃ 30 s, 55℃ 30 s, 72℃ 50 s, 30个循

环, 72℃ 4 min. 将扩增的RT-PCR产物电泳成像; 
(3)免疫组化: 含40 g/L多聚甲醛的PBS中室温下

固定, 参照试剂盒说明逐步操作, 加入人ALB多
抗、人肝细胞单抗等一系列步骤, 最后DAB显

色, 封片后光镜下观察, 阳性染色细胞为棕黄色

或棕褐色.

2  结果

2.1 质粒快速注射后小鼠外周血中HGF水平 如
图1所示, 快速注射后4 h即可见到HGF水平明

显上升, 12 h达到顶峰, 然后逐渐下降, 但6 d后

www.wjgnet.com

■研发前沿
干细胞向肝脏细
胞分化可能存在
两种机制: 直接分
化或与宿主原有
肝细胞融合, 何种
干细胞亚群更易
向肝脏细胞分化
及体内外最佳诱
导条件尚有争论, 
分化得到的肝细
胞是否具有成熟
的功能亦未明确. 图  1  HGF质粒快速注射后血清HGF水平. 
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■创新盘点
本研究将HGF质
粒通过尾静脉快
速输注入小鼠体
内, 在早期HGF水
平即可有较大的
提高, 且可持续将
近1 wk. 既得到了
HGF的体内高表
达, 同时避免了使
用载体所带来的
各种副作用. 结果
表明, 这种方法可
以促进干细胞进
一步向肝样细胞
的分化, 其细胞数
量及分布范围均
有明显增加.

仍可测到较高水平的HGF. 
2.2 建模后各组存活率及肝功能恢复情况 实验

各组14 d存活率相近, 肝功能恢复无明显差异, 
Ⅰ组第5, 7 d ALT、AST水平较其余各组低, 但
无统计学意义(表1, 2). 
2.3 病理检查肝组织坏死区情况 建模后4 wk, 各
组小鼠肝脏仍有不同程度的损伤性改变, Ⅰ组

最轻, 肝索完整, 肝细胞无明显肿胀, Ⅳ组最重, 
组织结构紊乱, 细胞浊肿, Ⅱ组、Ⅲ组介于前两

组之间. 
2.4 RT-PCR结果 如图2所示, Ⅰ、Ⅲ组中均可扩

增出人白蛋白的mRNA(350 bp), 且HSC与HGF
联用的Ⅰ组表达量更高, 其余两组则为阴性. 
2.5 免疫组化 造血干细胞移植的两组(Ⅰ组、Ⅲ

组)中, 均可以观察到人源性的肝脏实质细胞, 抗
人ALB抗体(+), 抗人肝细胞抗体(+), 而另两组为

阴性. 肝脏内阳性细胞分布以汇管区为主. 与Ⅲ

组比较, Ⅰ组中阳性细胞所占比例更高, 分布更

广, 且整合入肝板中(图3).

3  讨论

急性肝功能衰竭是一种死亡率很高的疾病, 起
病急、进展快, 预后极差, 其治疗已由传统的保

肝解毒、支持治疗向肝细胞移植、生物人工肝

及肝移植方向发展[3-5]. 肝细胞移植具有操作简

单、损伤小、疗效确实等优点, 其主要机制包

括提供暂时的肝功能支持, 以及通过产生HGF
促进残存肝细胞的再生和功能恢复[6-7]. 但由于

细胞来源的匮乏, 限制了其在临床上的广泛应

用, 而异种肝细胞移植不可避免的免疫排斥反

应又会严重影响治疗效果. 
近年来发现, 骨髓或脐带血中的干细胞可

以向肝系细胞分化[8-12], 进一步研究[2,13-15]表明, 
CD34+干细胞亚群具有较好的定向分化潜能, 有
望成为生物人工肝或肝细胞移植新的供体细胞

来源. 
在免疫缺陷小鼠急性肝功能损伤模型中, 

将人干细胞输入体内后可自发迁移入肝脏, 分
化成为肝样细胞, 分泌白蛋白, 或者与宿主肝细

胞融合, 而将干细胞体外培养时, 添加一定剂量

的HGF及其他生长因子, 或者与肝细胞共孵育

均同样可以诱导其向肝样细胞分化[16-18], 但Lian 
et a l [19]认为体外诱导分化的干细胞无法完全转

化成为成熟的肝细胞, 此分化过程的发生有待

于进一步确认. 而在体内实验时, 由于更接近于

实际, 在早期补充外源性HGF, 理论上可以进一

步促进干细胞的分化进程. 将干细胞注入肝损

伤小鼠体内, 发现可以减轻损伤程度, 降低死亡

率[20-21]. 我们考虑通过尾静脉输注造血干细胞并

在体内诱导其向肝脏细胞分化, 从而改善肝功

能状况. 
Yang et al [1]的研究显示, 将HGF质粒通过尾

静脉快速输注入小鼠体内, 在早期HGF水平即

可有较大的提高. 我们将此实验在免疫缺陷小

鼠上重复, 得到了类似结果, HGF水平升高可持

续将近1 wk. 通过此种转基因方式, 既得到了

HGF的体内高表达, 同时避免了使用载体所带

来的各种副作用, 包括对肝脏的毒性. 由于这种

HGF是由自身细胞分泌, 而非外源性导入, 从而

可以保证其活性并减少了输注的风险. 使用体

内这种高水平的HGF来诱导干细胞分化, 较之

体外实验更接近于实际, 且理论上分化得到的

肝细胞功能应该更成熟. 采用CCl4腹腔注射建立

急性肝损伤模型, 对肝脏微血管影响较小, 有利

于干细胞向肝脏内的迁移、分化[13]. 本研究结

果表明, 这种方法可以促进干细胞进一步向肝

样细胞的分化, 其细胞数量及分布范围均有明

显增加. 但现有数据显示各组存活率及肝功能

恢复无明显差异, 虽然病理检查提示损伤程度

可以得到一定程度的改善, 但无法证实分化而

来的肝样细胞可以完全代偿成熟肝细胞的作用, 

图  2  RT-PCR检测小鼠肝组织内人ALB mRNA的表达. HSC

移植的两组均为阳性, 其中联合应用HGF的Ⅰ组表达更高.

ALB 350 bp

GAPDH 1 100 bp

 Ⅰ    Ⅱ     Ⅲ    Ⅳ

    

表  1  建模后14 d小鼠存活情况

实验组	                      实验操作	           存活率

Ⅰ组	                   HGF+HSC	      7/8(87.5%)

Ⅱ组	                   HGF	                      8/8(100%)

Ⅲ组	                   HSC	                      7/8(87.5%)

Ⅳ组	                   对照组	                      4/6(66.7%)
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■应用要点
HGF质粒可大量
扩增获得, 且高表
达的HGF是由自
身细胞分泌, 而非
外源性导入, 从而
可以保证其活性
并减少输注的风
险. 通过此种方法
诱导干细胞分化, 
更接近于体内实
际, 所得到的细胞
理论上应该更成
熟.

其生物学功能并不明确, 能否修复损伤的肝脏

尚有待于进一步研究. 
干细胞的生物学特性决定了其具有巨大的

应用前景, 尤其在移植领域, 不但可有效解决供

体细胞来源问题, 而且可通过自体干细胞移植

或核移植技术的预处理来避免免疫排斥反应的

发生, 并通过对移植干细胞的基因修饰来纠正

患者的先天性缺陷. 
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表  2  术后不同时段血清ALT、AST值比较 (nkat/L)

时间 (d)		             Ⅰ组	             Ⅱ组	            Ⅲ组	            Ⅳ组

  3	 ALT	 2 210.4±393.4	 1 980.4±271.7	 2 083.8±478.4	 2 207.1±448.4

	 AST	 7 008.0±1 281.9	 7 571.5±1 493.6	 6 639.7±1 155.2	 7 336.5±1 445.3

  5	 ALT	 1 563.6±471.7	 1 778.7±541.8	 1 933.7±525.1	 1 833.7±410.1

	 AST	 5 237.7±1 093.6	 5 877.8±988.5	 6 184.6±1 105.2	 6 609.7±1 308.6

  7	 ALT	 1 280.3±310.1	 1 600.3±256.7	 1 370.3±370.1	 1 472.0±526.8

	 AST	 4 382.5±543.4	 5 001.0±1 065.2	 4 901.0±978.5	 5 704.5±785.2

10	 ALT	 1 136.9±360.1	 1 246.9±220.0	 1 166.9±310.1	 1 271.9±471.8

	 AST	 3 949.1±903.5	 3 654.1±866.8	 4 724.3±398.4	 3 999.1±615.1

14	 ALT	 1 068.5±446.8	 1 158.6±385.1	 1 048.5±423.4	 1 066.9±295.1

	 AST	 2 805.6±793.5	 2 623.9±815.2	 3 235.6±805.2	 3 447.4±893.5

P>0.05.
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