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文章亮点： 

1 实验结果显示肝细胞生长因子诱导后的骨髓间充质干细胞 AAT 表达阳性细胞较多，提示肝细胞生长因

子成功诱导了骨髓间充质干细胞向肝样细胞转化。  
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2 Flou-3/AM是一种新型的、无细胞毒性的、胞膜通透性、可激发出可见光的敏感性钙指示剂，实验采用

荧光探针fluo3/AM标记细胞内游离Ca2+，结果提示[Ca2+]i参与了肝细胞生长因子诱导骨髓间充质干细胞向肝样

细胞的定向分化过程。  
3 尼莫地平是作用广泛的特异性Ca2+通道阻断剂。实验利用不同浓度的尼莫地平对诱导分化中的骨髓间

充质干细胞进行干预，结果表明加入尼莫地平干预后，诱导形成的肝样分化细胞明显减少。提示阻断Ca2+不

仅阻断了骨髓间充质干细胞向肝细胞定向分化过程，也影响了骨髓间充质干细胞正常代谢过程。 
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摘要 
背景：骨髓间充质干细胞增殖和分化中的具体机制仍不清楚，Ca2+信号、骨髓间充质干细胞增殖与分化信号

如何协调和交叉成复杂信号网络等问题仍有待研究阐明。 
目的：探讨细胞内Ca2+在骨髓间充质干细胞向肝细胞定向诱导分化过程中的作用。  
方法：用全骨髓贴壁法从大鼠骨髓中分离骨髓间充质干细胞后进行纯化和扩增，并加入肝细胞生长因子诱导

骨髓间充质干细胞向肝细胞分化，应用流式细胞技术分别检测肝细胞生长因子诱导分化骨髓间充质干细胞和

对照骨髓间充质干细胞内游离[Ca2+]i。将不同浓度的尼莫地平加入肝细胞生长因子诱导的骨髓间充质干细胞

(肝细胞生长因子组)培养液中进行干预后分为 3 组：肝细胞生长因子+尼莫地平 10 mg/L组、肝细胞生长因子+
尼莫地平 50 mg/L组、肝细胞生长因子+尼莫地平 100 mg/L组，在倒置相差显微镜下观察细胞生长情况并用

免疫细胞化学法检测AAT的表达；并用RT-PCR检测对照组和尼莫地平干预组钙调蛋白mRNA的表达，免疫印

迹法检测上述各组磷酸化ERK的表达。 
结果与结论：①加入肝细胞生长因子诱导分化的骨髓间充质干细胞内[Ca2+]i显著高于对照组(P < 0.05)。②加

入较大剂量的尼莫地平干预后，未见分化细胞且骨髓间充质干细胞的生长状态差；肝细胞生长因子+尼莫地平

各组表达AAT的阳性细胞很少。③与对照组比较，肝细胞生长因子组和肝细胞生长因子+尼莫地平 10 mg/L组
钙调蛋白mRNA表达显著增加了(P < 0.05)，肝细胞生长因子+尼莫地平 50 mg/L组、肝细胞生长因子+尼莫地

平 100 mg/L组与对照组比较组间差异无显著性意义(P > 0.05)。说明Ca2+不仅参与细胞因子诱导骨髓间充质

干细胞向肝细胞的定向分化，而且也参与维持骨髓间充质干细胞的存活和增殖。 
 
Intracellular Ca2+ is involved in survival, proliferation and differentiation of bone 
marrow-derived mesenchymal stem cells into hepatocytes  
 
Jiao Shu-xian, Hu Bin, Zhao Lin, Liu Xiao-hua, Feng Zhi-hui (Institute of Transfusion Medicine, Qingdao 
Blood Center, Qingdao  266071, Shandong Province, China) 
 
Abstract 
BACKGROUND: The mechanism of differentiation and proliferation of bone marrow-derived mesenchymal stem 
cells remains unclear. In addition, issues such as how signal pathways such as Ca2+ and bone marrow-derived 
mesenchymal stem cell proliferation and differentiation signals form complex signal network remain poorly 
understood.  
OBJECTIVE: To investigate the effect of Ca2+ in the induced differentiation of bone marrow-derived 
mesenchymal stem cells into hepatocytes. 
METHODS: Bone marrow-derived mesenchymal stem cells were isolated from rat bone marrow using whone 
bone marrow adherence method, purified, amplified, and induced with hepatocyte growth factor. [Ca2+]i in the   
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directional differentiated bone marrow-derived mesenchymal stem cells and control bone marrow-derived mesenchymal 
stem cells were detected with flow cytometry. Bone marrow-derived mesenchymal stem cells induced with hepatocyte 
growth factor were mixed with nimodipine of different concentration, and cells were divided into three groups: hepatocyte 
growth factor+ nimodipine 10 mg/L, 50 or 100 mg/L groups. Cell growth was observed with inverted phase contrast 
microscope and alpha 1-antitrypsin expression of the cells was confirmed by immunocytochemistry. The calcineurin M 
and the activation of extracellular signal regulated kinase pathway was detected by reverse transcription-PCR and 
western blotting, respectively.  
RESULTS AND CONCLUSION: [Ca2+]i in the directional differentiated bone marrow-derived mesenchymal stem cells 
was higher than in the control group (P < 0.05). After addition of a larger dose of nimodipine, no differentiation of cells 
was obeserved and growth of bone marrow-derived mesenchymal stem cells was getting worse. There were few alpha 
1-antitrypsin positive cells in the nimodipine groups. Calcineurin M expression was significantly increased in directional 
differentiated bone marrow-derived mesenchymal stem cells and small dose of nimodipine than the controls (P < 0.05). 
However, no significant difference was found among middle, high dose nimodipine and control groups (P > 0.05). These 
findings indicate that Ca2+ could participate in the differentiation of bone marrow-derived mesenchymal stem cells into 
hepatocytes incuded with cytokines, and also maintain the survival and proliferation of bone marrow-derived 
mesenchymal stem cells.  
 
Subject headings: stem cells; mesenchymal stem cells; hepatocyte growth factor; cell differentiation 
Funding: the Qingdao Science and Technology Support Plan Project, No. 09-1-1-25-nsh* 
 
Jiao SX, Hu B, Zhao L, Liu XH, Feng ZH. Intracellular Ca2+ is involved in survival, proliferation and differentiation of bone 
marrow-derived mesenchymal stem cells into hepatocytes. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2013;17(40):7028-7033.   

 

 
0  引言  Introduction 
 

骨髓间充质干细胞是骨髓内的非造血干细胞，属

于一种多能干细胞[1]，即具有自我复制、高度增殖的

能力和多向分化的潜能。在体内特定的微环境或体外

特定的培养条件下，骨髓间充质干细胞可分化为成骨

细胞、软骨细胞、脂肪细胞以及肌细胞等多种间充质来

源的细胞[2-3]。还可以分化为外胚层的神经元细胞、神经

胶质细胞以及内胚层的肝细胞。将扩增的自体骨髓间充

质干细胞体内移植或体外重塑形成自体的器官重新置

入机体，以替代损伤的细胞或组织器官，不仅具有非常

重要的理论意义，也具有良好的临床应用前景。 
对于各种原因造成的肝功能衰竭，目前认为肝器官

移植和细胞替代是比较有效的治疗方法。但是由于目前

供体肝脏缺乏，费用昂贵，并存在免疫排斥问题，限制

了肝器官移植在临床的广泛应用，因此利用骨髓间充质

干细胞容易获得、可体外扩增及多向分化的特性，用干

细胞工程诱导分化产生的肝细胞，为肝损伤性疾病的细

胞替代治疗提供了可能性，对肝功能衰竭的临床治疗有

重要的价值。 
细胞分化不仅有细胞核和基因的主导作用，而且有

细胞质和环境因素对分化的重要调控作用。细胞分化的

调控涉及众多的细胞外信号物质、细胞外基质和营养因

素等，本质是影响核转录因子活性的细胞信号的转导。

实验探索细胞内Ca2+在体外诱导骨髓间充质干细胞向

肝细胞定向分化过程中的作用，以及Ca2+对其相关信号

转导通路和细胞增殖分化有密切联系的ERK信号转导

通路的影响，为临床上通过细胞移植治疗肝脏疾病提供

实验基础。 

 
1  材料和方法  Materials and methods 

 
设计：分组对照细胞学实验。 
时间及地点：实验于2012年3至9月在青岛市中心血

站中心实验室完成。 
材料： 
实验动物：健康清洁级雄性Wistar大鼠，四五周龄，

体质量80-100 g，由青岛市药检所动物中心提供。实

验过程中对动物的处置符合中华人民共和国科学技术

部2006年颁布的《关于善待实验动物的指导性意见》

标准。  
细胞内Ca2+

在骨髓间充质干细胞向肝细胞诱导分化中的

作用实验主要药品、试剂及仪器: 

 
 来源 药品、试剂及仪器 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

尼莫地平                           
低糖 DMEM 培养基液、胎牛血清      
胰蛋白酶                           
肝细胞生长因子                     
反转录试剂盒                      
Ca2+荧光探针(Fluo-3/AM)            
注射用尼莫地平(2 mg)               
IX-70 型倒置显微镜                  
MCO-15AC型CO2孵育箱             
流式细胞仪                         
PVDF 膜                          
ECL 试剂盒                        

山西振东泰盛制药有限公司

Gibco 公司 
上海吉泰科技有限公司 
PeproTech 
Takara 公司 
Biotium Inc 
云南创立生物医药 
日本 Olympus 公司 
日本 SANYO 公司 
德国 partec 公司 
Millipore 公司 
Pierce Biotechnology 公司

实验方法： 

大鼠骨髓间充质干细胞的分离培养及鉴定：骨髓间充质

干细胞的分离培养采用全骨髓细胞培养法，使用流式细

胞仪进行细胞鉴定。具体方法见参考文献[4]。 
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细胞的诱导分化： 将培养至第3代的骨髓间充质干细胞

消化后按2×108 L-1细胞浓度接种于8个50 mL培养瓶中，

4-6 h后向其中 4瓶加入肝细胞生长因子 (终浓度   
200 mg/L)，每3 d换液1次，换液后重新加入肝细胞生

长因子记作G1-G4，另4瓶不加诱导剂只加培养液作

为对照组记作C1-C4每天镜下观察，培养至21 d时，

中止培养对对照组进行肝样分化细胞的鉴定，具体方

法见参考文献[4]。 
荧光探针负载测定细胞内Ca2+

的浓度([Ca2+]i)：诱导3周后

各组细胞，加入荧光探针Fluo-3/AM(终浓度5 mmol/L) 
37 ℃负载30 min，洗去未进入细胞的Fluo-3/AM，每组

取少许作细胞滴片，在荧光显微镜下以480 nm波长激

发，观察并照相。其余避光保存，流式细胞仪检测。自

动数每管5 000个细胞的 [Ca2+]i。计算并记录平均

[Ca2+]i。 
尼莫地平干预实验：将培养至第3代的骨髓间充质干

细胞消化后按2×108 L-1细胞浓度接种于预先置有小盖

玻片的6孔板中，4-6 h细胞贴壁后，随机分为5组：①

对照组。②肝细胞生长因子组(肝细胞生长因子诱导分

化，终浓度200 mg/L)。③肝细胞生长因子+尼莫地平  
10 mg/L组(等量肝细胞生长因子+钙离子通道阻断剂尼

莫地平10 mg/L)。④肝细胞生长因子+尼莫地平50 mg/L
组(等量肝细胞生长因子+尼莫地平50 mg/L)。⑤肝细胞

生长因子+尼莫地平100 mg/L组(等量肝细胞生长因子+
尼莫地平100 mg/L)。每组3个复孔，每天观察细胞的形

态变化，21 d时终止培养，倒置显微镜下照相，细胞爬

片用40 g/L多聚甲醛固定10 min后免疫细胞化学法检测

AAT的表达，具体方法见参考文献[4]。 
RT-PCR 检 测 钙 调 蛋 白 mRNA 的 表 达 ： 应 用 

NucleospinRNA 试剂盒提取对照组、肝细胞生长因子

诱导分化组各组细胞的总RNA，总RNA抽提后的质量和

完整性由琼脂糖凝胶电泳进行鉴定。将RNA反转录成

cDNA(PrimeScript)，应用相应的引物进行PCR反应。

以GAPDH的表达量作为内参，用图像分析软件Image 
1.62(NIH，美国)分析琼脂糖凝胶显色条带灰度值，并进

行比较。PCR反应引物由Takara公司合成。 
PCR反应引物： 

 
 
 
 
 
 
反应条件如下：94 ℃预变性2 min，94 ℃变性45 s、

51 ℃退火45 s和72 ℃延伸2 min共进行35个循环，末

延伸72 ℃ 10 min。 
免疫印迹法检测P-ERK的表达：将对照组、肝细胞生长

因子诱导分化组(肝细胞生长因子组、肝细胞生长因子+
尼莫地平10 mg/L组、肝细胞生长因子+尼莫地平50 mg/L
组、肝细胞生长因子+尼莫地平100 mg/L组)各组细胞收集

加入50 µL RIPA细胞裂解，用组织研磨棒研磨，冰水浴中

超声3次，至均匀透明置冰上；4 ℃，12 000 r/min (离心

半径8 cm)，离心10 min，取上清，蛋白定量，95 ℃，

5 min变性，-20 ℃保存。样品经SDS-PAGE，转移至

PVDF膜上；用封闭液室温封闭1 h，TBST洗膜，10 min 
×3次；加入一抗室温轻摇1 h，TBST洗膜，10 min ×3
次；加入HRP标记的二抗，室温轻摇1 h，TBST洗膜，

10 min×3次；ECL 试剂盒显色3 min，X射线片显影。

以GAPDH的表达量作为内参，用图像分析软件Image 
1.62 (NIH，美国)分析蛋白显色条带灰度值，并进行比

较。 
主要观察指标：①骨髓间充质干细胞的鉴定。②肝

细胞生长因子诱导组与对照组[Ca2+]i。③尼莫地平干预

实验结果。④RT-PCR检测钙调蛋白mRNA的表达。⑤

Western Blotting检测P-ERK的表达。 
统计学分析：数据用x

_

±s表示，结果用SPSS 12.0
软件进行方差分析，组内进行t 检验。 
   
2  结果  Results 
 
2.1  骨髓间充质干细胞的鉴定  培养至第3代的骨髓

间充质干细胞经流式细胞仪检测显示CD13-，CD34-，

CD45-，CD133-，CD29+，CD44+，CD71+，CD90+，

证实为骨髓间充质干细胞, 具体参数见参考文献[5]。 
2.2  肝细胞生长因子组与对照组[Ca2+]i的比较  肝细

胞生 长 因 子 诱 导 组 与 对 照 组 的 细 胞 收 集 后 用

Flou-3/AM负载后在荧光显镜下照相，负载的细胞发绿

色荧光，见图1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

钙调蛋白： 

Forward primer：5’-GGC TGA CCA ACT GAC TGA AGA G-3’， 
Reverse primer：5’-GTT TAC CTG ACC ATC CCC ATC G-3’。 

GAPDH： 
Forward primer：5’- GGT CGG TGT GAA CGG ATT TG -3’， 
Reverse primer：5’- GTG AGC CCC AGC CTT CTC CAT -3’。 

注：负载的细胞发绿色荧光，说明负载成功。 

图 1  钙离子探针 Flou-3/AM 负载的骨髓间充质干细胞

(×200)   

Figure 1  Bone marrow-derived mesenchymal stem cell 
loaded by Flou-3/AM (×200)   

图1结果说明负载成功，流式细胞仪检测每组细胞

[Ca2+]i，两组数据用x
_

±s表示，结果显示，肝细胞生长因
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子组骨髓间充质干细胞平均[Ca2+]i (37.00±4.58) nmol/L，
对照组骨髓间充质干细胞[Ca2+]i为(47.90±3.10) nmol/L，
两组比较差异有显著性意义(P < 0.05)。 
2.3  尼莫地平干预实验结果  对照组细胞集落之间互

相靠近，细胞形态主要是梭形、并有分支，排列紧密，

细胞核较大，扁圆形，无肝样分化细胞出现，见图2A；
肝细胞生长因子组在21 d时有大量肝样分化细胞出现，

见图2B；肝细胞生长因子+尼莫地平10 mg/L组的圆形

细胞出现很少，见图2C；肝细胞生长因子+尼莫地平   
50，100 mg/L的细胞状态差，镜下出现细胞碎裂，胞质

固缩，未见分化细胞，见图2D。 
 
    
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5个组肝细胞特异性标志AAT的表达，见图3，结果

显示肝细胞生长因子组AAT表达阳性细胞较多，胞浆染

色深，见图3B；尼莫地平各组能表达AAT的阳性细胞很

少，见图3C，D；对照组未见AAT阳性细胞表达，见图

3A，对照组与尼莫地平各组比较，差异有显著性意义  
(P < 0.01)，而尼莫地平10，50，100 mg/L组间差异无

显著性意义(P > 0.05)。见表1。 

    
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   表 1  对照组及肝细胞生长因子各组骨髓间充质干细胞免疫细

胞化学 AAT 表达结果  
 Table 1  Alpha 1-antitrypsin expression in each group as 

detected by immunohistochemistry             (x
_

±s)
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.4  RT-PCR检测钙调蛋白mRNA的表达  由琼脂糖

凝胶电泳结果可见，各组的GAPDH mRNA的表达较恒

定；而钙调蛋白mRNA在各组也可检测到阳性表达，见图

4；与对照组比较，肝细胞生长因子组和肝细胞生长因   
子+尼莫地平10 mg/L组钙调蛋白mRNA表达增加了1.95
倍(P < 0.05)和1.48倍(P < 0.05)，肝细胞生长因子+尼莫

地平50 mg/L组、肝细胞生长因子+尼莫地平100 mg/L组
与对照组比较，组间差异无显著性意义(P > 0.05)。 

与对照组比较，aP < 0.01。 

注：对照组为未诱导的骨髓间充质干细胞，说明肝细胞生长因子成功诱导

了骨髓间充质干细胞向肝样细胞转化。 

组别 AAT 阳性细胞数(个) 染色积分

 
对照组   
肝细胞生长因子组      
肝细胞生长因子+尼莫地平 10 mg/L 组 
肝细胞生长因子+尼莫地平 50 mg/L 组  
肝细胞生长因子+尼莫地平 100 mg/L 组 

 
23.8±7.1   

102.5±6.9a   
31.8±3.2    
18.4±16.3  
20.7±5.6      

 
38.1±6.2 

237.6±19.2a

52.7±5.3a

38.9±14.8
32.4±10.3

注：AAT 表达阳性细胞较多(箭头

所指)，胞浆染色深。 

B：肝细胞生长因子组诱导后的

骨髓间充质干细胞  

注：未见 AAT 阳性细胞表达。

A：对照组为未诱导的骨髓间充

质干细胞  

注：表达AAT的阳性细胞很少(箭
头所指)。 

C：肝细胞生长因子+尼莫地平各

组骨髓间充质干细胞  

注：表达AAT的阳性细胞很少(箭
头所指)。 

D：肝细胞生长因子+尼莫地平各

组骨髓间充质干细胞  
注：细胞集落之间互相靠近，细

胞形态主要是梭形、并有分支，

排列紧密，细胞核较大，扁圆形，

无肝样分化细胞出现。 

A：对照组为未诱导的骨髓间充

质干细胞  

注：可见大量肝样分化细胞出现

(箭头所指)。 图 3  尼莫地平干预后各组细胞中肝细胞特异性标志 AAT
的表达(×200) 

Figure 3  Alpha 1-antitrypsin expression in cells after 
nimodipine intervention (×200)   

 

B：肝细胞生长因子组诱导 21 d
骨髓间充质干细胞  

注：圆形细胞出现很少(箭头所

指)。 

C：肝细胞生长因子+尼莫地平

10 mg/L 组骨髓间充质干细胞  

注：细胞状态差，镜下出现细胞

碎裂，胞质固缩，未见分化细胞。

D：肝细胞生长因子+尼莫地平

50，100 mg/L 组骨髓间充质干细

胞  

图 2  尼莫地平干预后各组细胞的生长状态(×200) 

Figure 2  Growth condition of bone marrow-derived 
mesenchymal stem cell cultured with nimodipine 
(×200) 
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2.5  免疫印迹法检测P-ERK的表达  见图5。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

各组ERK的表达较恒定；而P-ERK在各组也可检测

到阳性表达，与对照组比较，肝细胞生长因子组和肝细

胞生长因子+尼莫地平10 mg/L组P-ERK的表达增加了

1.44和1.05倍(P < 0.01)；肝细胞生长因子+尼莫地平   
50 mg/L组、肝细胞生长因子+尼莫地平100 mg/L组与对

照组比较组间差异无显著性意义(P > 0.05)。 
 

3  讨论  Discussion 
 
间充质干细胞是一类典型的成体干细胞，能够自我

更新，具有较强增殖能力和多向分化潜能。在哺乳动物

体内，间充质干细胞分布于间质的部位，如骨髓、关节、

脂肪组织、肝、肾等[6]。其中，骨髓来源的间充质干细

胞是一类取材方便、分离和培养技术成熟、有广泛应用

前景的种子细胞。 
目前有关骨髓间充质干细胞诱导为肝细胞的方法

有较多报道，多采用肝细胞生长因子为主的多个细胞因

子组合来进行诱导分化[7]。AAT是肝细胞特异性标志之

一，实验结果显示肝细胞生长因子诱导后的骨髓间充质

干细胞的AAT表达阳性细胞较多，提示肝细胞生长因子

成功诱导了骨髓间充质干细胞向肝样细胞转化。  
Ca2+广泛分布于人体细胞内和体液中，Ca2+作为胞

内多功能信使之一“主动”参与一切外来信号调控细胞

功能的信号传导过程，在细胞的发生、生长、死亡等过

程中起着重要作用[8-9]。在哺乳动物非应激细胞里，多种

复杂机制共同作用将Ca2+浓度稳定10-7 mol/L的基态水

平，这个过程是一个动态平衡。研究表明细胞[Ca2+]i浓
度的变化主要受以下3个系统调控[10-11]：①细胞膜外的

钙跨膜内流，如电压依赖性和受体依赖性钙通道，激活

钙通道,引起胞浆[Ca2+]i增加。②胞浆内钙贮存池释放，

分布在肌浆网(SR)的Ryanodine敏感受体、1，4，5-三
磷酸肌醇敏感受体可分别被Ryanodine和1，4，5-三磷

酸肌醇激活，贮存池钙释放进入胞浆。③细胞核膜的1，
4，5-三磷酸肌醇敏感受体与1，4，5-三磷酸肌醇结合

后，钙通道开放，使贮存在核膜间隙内的钙释放入核浆

及胞浆中。有证据表明细胞外Ca2+内流，导致一种信号

小分子物质的释放操纵钙池Ca2+排空[12]。细胞内游离

Ca2+浓度变化是多种受体激动信号传递过程的中心环

节。细胞内游离Ca2+不仅维持膜两侧的跨膜钙浓度梯

度，介导细胞对外界刺激的应答反应，对实现信息的跨

膜传导，而且作为重要的第二信使参于细胞的增殖、分

化、腺体的分泌、神经递质的释放等细胞的功能活动。

细胞内Ca2+通道的产生与其细胞增殖分化过程有密切

关系。刚从机体分离出的细胞具备所有的Ca2+通道，在

对数增殖期的细胞Ca2+通道可以一过性的缺乏。当体外

培养的细胞增殖呈密集状态时，因接触抑制，细胞仅1，
4，5-三磷酸肌醇敏感受体通道保持非极化状态。 

图 4  RT-PCR 检测钙调蛋白 mRNA 琼脂糖凝胶电泳结果 

Figure 4  Agarose gel electrophoresis of calmodulin mRNA 
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1：对照组；2：肝细胞生长因子组；3：肝细胞生长因子+尼莫地平 10 mg/L

组；4：肝细胞生长因子+尼莫地平 50 mg/L 组；5：肝细胞生长因子+

尼莫地平 100 mg/L 组 

1                                           2                                            3                                              4                                           5 

钙调蛋白

GAPDH 

a 
a 

1                                                    2                                            3                                                   4                                               5 

与对照组比较，
aP < 0.05。 

注：对照组为未诱导的骨髓间充质干细胞，表明各组的 GAPDH 
mRNA 的表达较恒定；各组可检测到钙调蛋白 mRNA 阳性表达。

图 5  对照组及肝细胞生长因子组诱导各组骨髓间充质干细

胞磷酸化 ERK 的表达 

Figure 5  Expression of phosphorylated extracellular signal 
regulated kinase in bone marrow-derived 
mesenchymal stem cells of each group 
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1：对照组；2：肝细胞生长因子组；3：肝细胞生长因子+尼莫地平 10 mg/L

组；4：肝细胞生长因子+尼莫地平 50 mg/L 组；5：肝细胞生长因子+

尼莫地平 100 mg/L 组 

1                                             2                                            3                                              4                                           5 

P-Erk 

Erk 
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1                                                    2                                            3                                                   4                                               5 

与对照组比较，
aP < 0.01。 

注：对照组为未诱导的骨髓间充质干细胞，说明肝细胞生长因子

诱导骨髓间充质干细胞向肝细胞的定向分化可能与磷酸化 ERK
的表达有关。 
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实验结果表明[Ca2+]i参与了肝细胞提取液诱导骨髓

间充质干细胞向肝细胞的定向分化过程。细胞因子通过多

种信号途径的发挥调节作用。钙调神经磷酸酶是一种受

Ca2+及钙调蛋白调节的多功能信号酶，通过使活化T细胞

核因子转位入核，调节核内一系列基因的表达，在细胞通

信过程中起重要作用[13]。丝裂素活化蛋白激酶是细胞增殖

与分化信号转导的共同通路，是细胞中多种信号向核内传

递的共同途径，参与细胞多种的信号的转导。细胞外各种

刺激信号通过不同的信息传递通路, 共同交汇于蛋白激

酶C，激活的蛋白激酶C通过依赖或非依赖ras机制激活丝

裂素活化蛋白激酶，由此形成蛋白激酶C-丝裂素活化蛋

白激酶级联反应。ERK是丝裂素活化蛋白激酶重要的分

支，与细胞的增殖和分化有着密切的联系，尤其是肝细胞

生长因子起作用的重要通路[14]，作者以前的研究也证明了

ERK通路在肝细胞生长因子诱导骨髓间充质干细胞向肝

细胞诱导分化过程中表达明显上调[5]。 
实验采用荧光探针fluo3/AM标记细胞内游离Ca2+。

Flou-3/AM是一种新型的、无细胞毒性的、胞膜通透性、

可激发出可见光的敏感性钙指示剂，能以甲酯形式特异

性地与细胞内Ca2+结合，并在一定波长激发光激发后产

生荧光(激发波长488 nm，发射光波长620 nm)，荧光强

度的变化可指示胞内游离钙浓度的变化。荧光显微镜可

检测其浓度的瞬时变化，流式细胞仪可记录荧光强度的

变化，检测胞内[Ca2+]i的空间分布以及胞内[Ca2+]i的变

化幅度[15]。实验通过用流式细胞检测仪对诱导分化细胞

和未诱导的骨髓间充质干细胞对照组细胞进行检测，结

果显示诱导分化形成的细胞的胞内[Ca2+]i比对照组高。

提示[Ca2+]i参与了肝细胞生长因子诱导骨髓间充质干细

胞向肝样细胞的定向分化过程。  
尼莫地平是作用广泛的特异性Ca2+通道阻断剂。实验

利用不同剂量的尼莫地平对诱导分化中的骨髓间充质干

细胞进行干预，结果表明加入尼莫地平干预后，诱导形成

的肝样分化细胞明显减少。加入较大剂量的(50 mg/L、
100 mg/L)尼莫地平干预后，不仅未见分化细胞，而且

骨髓间充质干细胞的生长状态差，可见细胞内出现颗

粒、胞质收缩、碎裂，片状细胞脱落现象。提示阻断Ca2+

不仅阻断了骨髓间充质干细胞向肝细胞定向分化过程，

也影响了骨髓间充质干细胞正常代谢过程。 
总之，实验结果表明[Ca2+]i参与了肝细胞生长因子

诱导骨髓间充质干细胞向肝细胞的定向分化、增殖过

程。但是Ca2+在骨髓间充质干细胞增殖和分化中的具体

机制仍不清楚，Ca2+信号、骨髓间充质干细胞增殖与分

化信号的时空信号如何协调和交叉成复杂信号网络等

问题仍有待研究以进一步阐明。 
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