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摘 要 许多慢性肝脏疾病都会发生肝纤维化，但是目前尚缺乏对肝纤维化切实有效的治疗手段。实验发现，Flkl(fetal liver 

kinase)阳性间充质干细胞(MSC)能够减轻四氯化碳(ccL)所致小鼠肝纤维化。取雄性 BALB／c小鼠骨髓，分离培养 Flkl MSC， 

用 ccL制作雌性小鼠肝纤维化模型，在 ccL损伤后立即或 l周后经尾静脉注射 Flkl MSC，2或 5周后检测受体小鼠肝脏的 

纤维化程度和供体细胞的植入。结果发现，ccL损伤后立即注射 Flkl MSC，可以使肝脏损伤程度明显减轻，减少胶原沉积， 

使肝脏羟脯氨酸含量及血清纤维化指标显著下降；而损伤 l周后注射细胞则无明显变化。免疫荧光、PCR和荧光原位杂交方 

法证实，在受体肝脏中有供体细胞植入 ，呈上皮细胞形态，并表达白蛋白，但是数量很 少。因此，Flkl MSC具有潜在的植入肝 

组织的能力，并可能启动肝组织的内源性修复，减轻 ccL导致的肝纤维化。 
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Abstract Fibrosis is the common end stage of most liver diseases．Unfortunately，there is no effective treatment available 

currently．This study was designed to evaluate the effect of Flkl mesenchymal stem cells(MSC)from murine bone marl~w 

(Flkl MSC)on fibrosis formation induced by carbon tetrachloride(CCL,)．In this study Flkl MSC were isolated from bone 

marl~w of male BALB／c mice．A CC14 induced hepatic fibrosis model was used． Flkl MSC were systemically infused 

immediately or one week after the female mi ce were challenged with CC14．Fibrosis index and donor cell engraftment were 

assessed two or five weeks after CCL,challenge．We found that Flkl MSC transplantation immediately，but not one week after 

exposure to CCL,，significantly reduced CC14-induced liver damage and collagen deposition．In addition，levels of hepatic 

hydroxyproline and sel'um fibrosis markers(HA，P-III-P)in mice receiving immediate Flkl MSC transplantation after cch 

challenge were significantly lower compared to those of control mice．More importantly，histological examination suggested that 
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hepatic damage recovery was much better in these immediately Flkl MSC—treated mice．Immunofluorescence，PCR，and 

fluorescence in situ hybridization(FISH)analysis revealed that donor cells engrafted into host liver，had epithelium—like 

morphology and expressed albumin(ALB)，although at low frequency．In conclusion Hkl MSC might initiate endogenous 

hepatic tissue regeneration，engraft into host liver in response to CC14 injury，and ameliorate its fibrogenic effects． 

Key words mesenchymal stem cells，liver fibrosis，transplantation 

肝纤维化及其终末阶段的肝硬化 ，是威胁人类 

健康的严重疾患。目前对于肝硬化的治疗仅限于去 

除潜在的有害刺激，用干扰素、病毒唑和拉米呋定 

(1amivudine)等对病毒性肝炎进行抗病毒治疗，以及 

最后的治疗手段——肝移植。肝移植是治疗末期肝 

硬化的有效手段，5年生存率达 75％。但是由于移 

植器官的来源有限，需要移植的患者数量众多，以及 

由于一些因素的限制并非每个患者都适于移植，因 

此迫切需要发展有效的抗纤维化治疗手段。 

近来我们和其他一些学者的研究证明，来 自其 

他组织的干细胞能够归巢到肝脏，并可能参与肝组 

织的再生 ，从而为发展干细胞治疗肝脏疾病提 

供了新的希望。 

本文采用 CC1 导致的小鼠肝纤维化模型来研 

究 Hkl(fetal liver kinase)阳 性 间 充 质 干 细 胞 

(mesenchymal stem cells，MSC)对肝纤维化的影响。 

结果显示 Hkl MSC能够启动肝组织的内源性修复 

并植入受损肝脏，植入的供体细胞表现为上皮细胞 

形态，并表达白蛋白(albumin，ALB)。而且，只有在 

损伤早期输入 MSC才能减轻肝纤维化的形成。 

1 材料和方法 

1．1 实验动物 

6周龄 BALB／c小鼠，购 自北京维通利华实验动 

物技术有限公司。 

1．2 主要试剂和材料 

CD45、GlyA、CD34磁珠 购于 Mihenyi Biotec公 

司，DF12、MCDB购于 Sigma公司，胎牛血清为 Gibco 

公司产品，Hkl抗体购 于 Santa Cruz公 司，CD34、 

CD45、CD31、GlyA、vWF、CD1la、CD1lb抗体购于晶美 

生物工程有限公司，羊抗 鼠 ALB抗体购于 Bethyl 

Laboratories公 司，Cy5标 记 的 兔 抗 羊 二 抗 购 于 

Jackson Immuno Research公司，小鼠 FITC标记 Y染 

色体探针及原位杂交试剂盒为 Innogenex公司产品。 

1．3 Hkl MSC的分离和培养 

无菌状态下取雄性 BALB／c小鼠股骨和胫骨， 

冲出骨髓(bone marrow，BM)，经4号针头反复冲洗， 

制成单细胞悬液。用 Ficol1．Paque(1．077g／mL)分离 

出单个核细胞 ，用 MACS CD45，GlyA和 CD34磁珠去 

除造血细胞，以 10 个／mL密度接种在25cm 的培养 

瓶内。培养液成分为 40％MCDB、55％DF12、4％胎 

牛血清、100u／mL青霉素和 1000u／mL链霉素，置于 

37℃、5％ CO，培养箱培养。24h后去掉悬浮细胞， 

细胞融合达 70％时，用 0．125％胰酶消化并以 1：2 

比例传代。这些细胞的免疫表型传代 30次以上始 

终保持 CD34，CD45，CD31，vWF，GlyA，CD11a，CD11b 

阴性，Flkl阳性 (资料未显示)。因而我们称之为 

Flkl MSC。 

1．4 CCl 肝损伤和 Hkl MSC的输入 

将雌性 BALB／c鼠随机分为 4组(20只／组)。1 

～ 3组均给予 CCI 灌胃(1mL／kg体重，溶解在 150btL 

玉米油中)，每周 2次，直到在接受首剂 ccl4 2或 5 

周后处死。来 自雄性 BALB／c鼠的 Flk1 MSC经尾 

静脉注射输入受体 鼠(10 ／只)，其中第 2组 (G2)在 

接受 CC1 后立即进行细胞注射，第 3组(G3)则在首 

剂 CC1 一周后接受供体细胞移植。第 1组(G1)仅 

接受等体积的生理盐水注射。第 4组(G4)只给予 

玉米油，作为正常对照。在接受 CC1 2或 5周后，处 

死小鼠。用 4％多聚甲醛固定肝左叶，石蜡包埋，切 

片。肝脏的其他部分则用液氮冷冻，保存在一70~(2， 

用于提取基因组 DNA和总 RNA。收集血液，评价肝 

功能和肝纤维化指标。 

1．5 组织学检测和免疫荧光染色 

肝脏切片用苏木素一伊红常规染色或 Masson三 

色染色法来检测肝脏变性、坏死的范围以及纤维化 

的程度。用山羊抗鼠 ALB的多克隆抗体和 Cy5标 

记的免抗山羊二抗进行 ALB的免疫荧光染色，用小 

鼠 Y染色体特异性探针行 Y染色体荧光原位杂交 

(FISH)检测。 

1．6 肝脏的羟脯氨酸含量和血清学检测 

参考 Yosh~i等 的方法，用 200mg冰冻标本测 

定肝脏的羟脯氨酸含量。谷丙转氨酶和总胆红素用 

常规方法测定。血清透明质酸(HA)和Ⅲ型前胶原 

蛋白( Ⅲ．P)的测定方法与 Yosh~i等人 相同。 
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【⋯Fi rl1 I r̈  w J I『c1J l r uing⋯I h 『lhl Ⅲ·1】 川  

}it1【I Y ch c⋯j ㈨l 『 l_ clthr l”⋯I fI，2⋯  ̈ lI】j Ⅲjf，1 {cj 
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答 读  者  J~,-I 

近来 ，编辑部常常接到一些读者的电话、信件及 E mail，询问有关投稿、审稿、订刊等事宜，为使更多的读者对这些问题有 

所了解 ，现一一答复如下，希望对大家有所帮助。 

1．投稿时需要哪些手续?是否需要电子版? 

答 ：投稿时需要提供论文第一作者署名单位的介绍信 ，介绍信主要应证明该文的作者署名无误 ，未一稿两投及不涉及保 

密问题。所有稿件都需要提供电子版，请用 word附加文件形式发来。此外，还需要邮寄打印稿件一份(打印图片效果不好的， 

最好附一份原图)，并在投稿的同时缴纳 100元审稿费。 

我刊 E-mail~ejb@sun．im．ac．(3II 

2．审稿费需邮寄还是转帐? 

答 ：都可以。只是邮寄汇款时，请在收件人栏填写“生物工程学报编辑部”收，不要写个人姓名；备注栏中注明“稿件编号 +第 

一 作者姓名”，以便确认汇款来源。编辑部在收到汇款之后，将以挂号形式寄回发票。如果付款单位与文章署名单位不一致，请 

务必在汇款单上注明发票上所要开具的付款单位名称。如转帐付款，请按如下帐号、地址汇来，也请注明“稿件编号 +第一作者 

姓名”。 

收款单位：中科院微生物研究所 

开户银行：中国工商银行北京分行海淀镇支行 

帐 号：02000045090891 17425 

3．贵刊的审稿程序是怎样的?一般多长时间可以知道稿件是否被录用? 

答：收到来稿后，首先将由专家进行两审。若一二审均获通过，则送达主编处进行最后的总审，再次通过，您就可以收到 

录用通知了。这个过程一般不会超过 3个月。当然，如果您的稿件在一二审时即被否定，那您可能一个月之内就会收到我们 

的退稿通知了。 

4．如不用，是否退回原稿?是否告知退稿原因?对退稿有异议怎么办? 

答：我们在今年的征稿简则中已经说明，今后凡印刷稿件一般不再寄回。特殊情况 ，如已无底片的照片等请作者在来稿 

时说明，我们会挂号寄回。对每一篇退稿 ，我们都会详细写明退稿原因，为您进一步修改论文提供帮助。如您对退稿意见有 

异议 ，可以给我们写信表明看法，我刊将请专家予以复审。 

5．我可否指定审稿人，或言明请某审稿人回避? 

答 ：您在投稿时可附上您推荐的审稿人名单 ，或请予回避的审稿人名单 ，供编辑部参考，但是否采纳将视具体情况而定。 
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