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不同骨髓细胞成分经门静脉移植治疗大鼠

肝纤维化的对照研究

陆勤平　曹葆强　魏伟

　　【摘要】　目的　 以不同的骨髓细胞（ＢＭＣ）成分经门静脉移植，对比其治疗大鼠肝纤维化的效
果，为临床应用提供依据。 方法　采用四氯化碳（ＣＣｌ４ ）综合法制作Ｗｉｓｔａｒ 大鼠肝纤维化模型，８ 周后
经病理检查证实成模者共 ６０只进入实验。 随机分为 Ａ、Ｂ、Ｃ 三组，每组 ２０ 只，Ａ、Ｂ、Ｃ组大鼠分别经
门静脉注入骨髓有核细胞、骨髓间质干细胞（ＭＳＣ）和等体积的生理盐水。 以上所有大鼠均在原环境
下继续饲养 ４周后处死，切取肝组织分别作 ＨＥ及 Ｍａｓｓｏｎ 染色肝纤维化分级、羟脯氨酸含量测定、胶
原纤维含量测定。 结果　三组肝脏羟脯氨酸含量分别为（０畅５０４６ ±０畅１２８８ ） ｇ、（０畅５７１０ ±０畅４４５８ ） ｇ、
（０畅５９６０ ±０畅３４１８）ｇ，Ａ组与 Ｂ组比较、Ａ组与 Ｃ组比较差异均有统计学意义（P ＜０畅０５），而 Ｂ组与 Ｃ
组比较差异无统计学意义；图像分析大鼠肝脏纤维含量分别为 （３畅７５２ ±０畅９８３ ）％、（４畅８４２ ±
１畅２２５）％、（５畅０２１ ±０畅４４２）％，Ａ组与 Ｂ组比较、Ａ组与 Ｃ组比较差异均有统计学意义（P ＜０畅０５），而
Ｂ组与 Ｃ组比较差异无统计学意义。 结论　在 ＣＣｌ４ 诱导的大鼠肝纤维化模型中，骨髓有核细胞能缓
解大鼠肝纤维化程度。
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　　肝纤维化十分常见，危害性极大，目前尚无确切有效的治疗方法。 近年来有关干细胞的研究给治愈这
一顽疾带来了希望。 干细胞（ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ）是一类具有自我复制和多向分化潜能的细胞，即是说，干细胞保持着
未分化状态，具有无限增殖能力，在适当的条件下，可分化为多种不同类型的成熟细胞。 骨髓间质干细胞
（ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ，ＭＳＣ）是干细胞的一种，同样也具有向一些成体细胞（包括肝实质细胞）
分化的潜能

［１唱４］ ，而且，ＭＳＣ 取材方便、简单，适合于临床应用。 那么，ＭＳＣ 的这种自我复制和多向分化特性
能否用于肝纤维化的逆转治疗？ 本研究利用四氯化碳（ＣＣｌ４ ）综合法诱导大鼠肝纤维化模型，经门静脉输注
不同的骨髓细胞（ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｃｅｌｌｓ，ＢＭＣ）成分（包括 ＭＳＣ），对ＭＳＣ的抗肝纤维化效应进行了研究。

材料和方法

一、材料
ＳＰＦ级Ｗｉｓｔａｒ大鼠 １００ 只，由安徽医科大学动物实验中心提供，雌雄不限，４ 周龄，体重 ２００ ～３００ ｇ。 采

用 ＣＣｌ４ 综合法诱导大鼠肝纤维化模型［５］ ，按 ０畅５ ｍｌ／１００ ｇ 给予 ＣＣｌ４ 皮下注射，每周 ２ 次，共 ８ 周。 每周随
机处死 ２只大鼠观察肝纤维化形成情况，并以此来判断大鼠肝纤维化造模的进程，８周后经病理检查证实成
模后共剩余 ６０只大鼠（处死 １６只，造模死亡 ２４只）进入实验。 每只动物均予以编号标记。 将 ６０ 只成模大
鼠随机分为 Ａ、Ｂ、Ｃ三组，每组２０只，Ａ、Ｂ、Ｃ组大鼠分别经门静脉注入 ５００ μｌ的（３ ×１０６

个）骨髓有核细胞、
ＭＳＣ和等体积的生理盐水；注入后各组继续皮下注射 ＣＣｌ４ （ＣＣｌ４ 使用方法与前述造模方法相同）。 以上各
组均在原生长环境下继续观察 ４ 周后，结束实验，动物禁食、水 ２４ ｈ后全部处死取材进行相关指标检测。 各
组大鼠均饲养在安徽医科大学动物实验中心 ＳＰＦ级动物实验室内同一有空调的无菌层流架内，每日接受相
同的光照，食料和饮水均不加限制。

二、骨髓有核细胞与 ＭＳＣ的制备
Ｆｉｓｈｅｒ３４４ 大鼠 ５只由安徽医科大学动物实验中心提供，为 ＳＰＦ 级，雌雄不限，２ 周龄，体重 １５０ ～２００ ｇ，

购买后即以引颈法处死提取 ＢＭＣ。 ７０％乙醇消毒 １ ｍｉｎ后，无菌条件下取出股骨和胫骨，剔净附着组织，断
开骨端，１２ 号针头在生长面开孔，１０ ｍｌ注射器抽吸 Ｄ唱Ｈａｎｋｓ 液将 ＢＭＣ冲至盛有含 １０％ ＦＢＳ培养基的无菌
小烧杯中，尖头吸管反复轻轻吹打制成细胞悬液备用。

１畅骨髓有核细胞制备：取部分细胞悬液离心去脂肪层后，再采用密度梯度离心法，将上述细胞悬液置于
Ｐｅｒｃｏｌｌ（密度 １畅０７３ ｇ／ｍｌ，Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司，美国）的液面上，９００ g离心 ３０ ｍｉｎ，取中层云雾状有核
细胞层，ＰＢＳ冲洗，３００ g离心５ ｍｉｎ，弃去上清。 收集细胞，用低糖基本营养基（ＤＭＥＮ唱ＬＧ，ＧＩＢＣＯ ＢＲＬ 公司，
美国）重悬、计数至单核细胞数为 ３ ×１０６ ／Ｌ备 Ａ组应用。

２畅ＭＳＣ制备：将上述细胞悬液以每孔 ２畅３０ ×１０５
个接种于直径 ３０ ｍｍ的塑料平皿中，培养于３７ ℃、含

５％ ＣＯ２ 的培养箱里，２４ ｈ后换培养液。 用 ＰＥ 标记的表面分子 ＣＤ４４（Ｓｅｒｏｔｅｃ）、ＣＤ４５（Ｓｅｒｏｔｅｃ）抗体对原代
ＭＳＣ进行流式细胞术鉴定。 ２畅５ ｇ／Ｌ胰酶消化细胞，ＰＢＳ 洗 １ 遍，１０００ ｒ／ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ 收集细胞，弃上清，
将细胞分至 １畅５ ｍｌ ＰＥ管中，每管 ０畅１ ｍｌ，分别加入 ２种检测抗体及 ＰＥ标记的小鼠 ＩｇＧ作为阴性对照，室温
暗处放置 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ洗 ２遍，３０００ ｒ／ｍｉｎ离心 ３０ ｓ，每管用 ０畅５ ｍｌ ＰＢＳ重悬，流式细胞仪检测。 用 ＰＢＳ重悬
至细胞数为 ３ ×１０６ ／Ｌ备 Ｂ组应用。
三、经门静脉 ＢＭＣ移植方法
确认大鼠肝硬化模型成模后，在第 ８次注入 ＣＣｌ４ 后的第 １天，将大鼠放置于干燥器中，并向干燥器注射

乙醚，行吸入法麻醉大鼠，将麻醉好的大鼠放于处理台上，采用腹部正中切口＋右侧横切口暴露大鼠肝脏门
静脉，解剖并显露其门静脉，按不同组别分别穿刺门静脉注入。 注射完后按压止血，腹腔内注射青霉素少
许，缝合切口。
四、指标检测
４周后所有大鼠禁食禁水 ２４ ｈ，处死后留取肝脏标本。 大鼠经乙醚吸入麻醉成功后，剖腹暴露肝脏。 分

别取每只大鼠右肝叶相同部位 ２畅０ ｇ，迅速置液氮罐冻存待检肝脏羟脯氨酸的含量，再取部分右叶肝组织以
１０％甲醛固定，做常规石蜡切片，ＨＥ和 Ｍａｓｓｏｎ染色行胶原纤维含量百分比检查。

·３９９４·中华临床医师杂志（电子版）２０１１ 年 ９月第 ５ 卷第 １７ 期　Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎｉｃｉａｎｓ（Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ Ｅｄｉｔｉｏｎ），Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ １，２０１１，Ｖｏｌ．５，Ｎｏ．１７



１畅羟脯氨酸含量测定：采用分光光度比色法，按试剂盒说明操作。 试剂盒购自南京建成生物工程研
究所。

２畅图像定量分析纤维含量：采用 ＪＶＣ ＫＹ唱Ｆ３０Ｂ ３唱ＣＣＤ摄像头，德国 ＺＥＩＳＳ Ａｘｉｏｔｒｏｎ 研究型显微镜，德国
ＫＯＮＴＲＯＮＩＢＡＳ ２畅５ 全自动图像分析系统，对肝组织标本纤维含量百分比进行定量测定。 由同一专业人员
在未知肝组织病理诊断的情况下，采用同一设定条件对所有标本进行分析测定。 将肝组织标本于显微镜下
放大 ４００ 倍，在标本四角及中央随机选取 ５个视野，测定视野中胶原纤维含量，以胶原纤维占视野面积的百
分比表示，取平均值。

五、统计学处理
统计软件用 ＳＰＳＳ １１畅０。 各组数据统计采用方差分析，ＬＳＤ唱t检验法进行组内两两比较。

结　　果

１畅肝脏 ＨＥ及 Ｍａｓｓｏｎ染色（图 １ ～３）：Ａ组大鼠肝脏病理切片显示肝细胞呈点片状坏死，大部分肝细胞
脂肪样变性严重，炎性细胞浸润，胶原纤维自中央静脉向窦周隙延伸；而 Ｂ 和 Ｃ 组大鼠肝细胞呈大片状坏
死，肝脏形成完整的纤维分割，肝小叶结构消失；Ｍａｓｓｏｎ 染色结果显示 Ａ 组大鼠肝脏纤维较细而薄，纤维密
度低，呈细条状向肝小叶周围延伸，而 Ｂ、Ｃ组大鼠肝脏汇管区有大量纤维组织增生，呈宽带状，纤维组织粗
大，纤维密度高，伸展包绕或分割肝小叶将肝脏分割成大小不一的结节。

　　２畅各组间肝纤维化指标比较：三组肝脏羟脯氨酸含量分别为（０畅５０４６ ±０畅１２８８ ）ｇ、（０畅５７１０ ±０畅４４５８ ）ｇ、
（０畅５９６０ ±０畅３４１８）ｇ，Ａ组与 Ｂ组比较、Ａ组与 Ｃ组比较差异均有统计学意义（P ＜０畅０５），而 Ｂ组与 Ｃ组比较
差异无统计学意义；图像分析三组大鼠肝脏纤维含量分别为（３畅７５２ ±０畅９８３ ）％、（４畅８４２ ±１畅２２５ ）％、（５畅０２１
±０畅４４２）％，Ａ组与 Ｂ组比较、Ａ组与 Ｃ组比较差异均有统计学意义（P ＜０畅０５），而 Ｂ组与 Ｃ组比较差异无
统计学意义。

讨　　论

近年来，干细胞在基础研究领域和临床应用中都有了很大的进展。 干细胞在体内来源广泛，而骨髓源
性干细胞由于易于获得，具有长时间持续增生的能力，移植后在体内也能增生，并且没有社会伦理学的干扰
而受到人们越来越多的重视。 Ｔｈｅｉｓｅ 等［６］

报道，鼠科动物肝脏在没有明显损伤的情况下，６ 个月内有１％ ～
２％的肝细胞来自骨髓。 在人类也取得了类似的结果，这说明骨髓参与正常肝脏细胞损耗的补充。 Ｃｒｏｓｂｙ
等［７］发现人和啮齿类动物在骨髓移植后，肝脏中表达 Ｃ唱ｋｉｔ或 ＣＤ３４ 的造血干细胞，可转化成卵圆细胞，并最
终分化为肝细胞和胆管上皮细胞，证实了骨髓来源的肝脏干细胞样细胞就是原始胆管上皮细胞。 这些研究
进展极大地拓展了骨髓干细胞在肝硬化治疗上的应用前景。
研究表明 ＢＭＣ在形态上均表现为单个核细胞，通称为有核细胞，除含有大部分血细胞外，还含大量的干

细胞及各种细胞因子，如造血干细胞、ＭＳＣ和骨髓源性基质细胞。 １９８８ 年，Ｏｗｅｎ等［８唱９］首次提出了骨髓基质
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细胞系统的概念，他认为骨髓基质细胞系统是伴随造血细胞系统生长的微环境细胞，可以自我更新并分化
为各种间充质源性的基质细胞，主要包括 ＭＳＣ、巨噬细胞、脂肪细胞、内皮细胞等。 而 ＭＳＣ 是利用干细胞具
有贴壁生长的特点分离出来的，剔除了各种细胞因子。
已有研究表明

［１０］ ，ＢＭＣ成分移植入肝纤维化大鼠模型中可减轻肝纤维化程度，本实验也验证了这个结
论。 但同时，与以往一些研究不同，本实验发现单纯应用 ＭＳＣ 组与盐水组之间肝脏羟脯氨酸含量及图像定
量分析肝脏纤维含量这两项指标的比较差异均无统计学意义（P ＜０畅０５）。
造成这种现象的原因可能是多方面的，推测 ＭＳＣ可能需要合并细胞因子才能发挥作用，有核细胞可能

通过重要的细胞唱细胞接触和支持造血的生长因子来发挥作用，当然这还需进一步实验验证。 目前仍然不清
楚 ＢＭＣ成分中哪部分发挥修复作用，Ｏｈ等［１１］通过 ＢＭＣ 体外培养，采用肝细胞生长因子（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ，ＨＧＦ）诱导，首先在体外观察了 ＨＧＦ对 ＢＭＣ向肝细胞的转化作用。 所以有核细胞组由于仅去除了血
细胞，可能保留了血液中一些信号因子，从而发挥较好疗效，所以，信号因子的研究，特别是与干细胞的协调
作用的研究需进一步开展。 目前关于 ＢＭＣ减轻肝纤维化的研究还存在许多争议，这些差异是否与各实验中
心使用的模型或 ＢＭＣ类型的不同有关，需要进一步多个研究中心多个动物模型验证。
关于 ＢＭＣ成分减轻肝纤维化的机制，国内学者赵东长等［１２］发现将ＭＳＣ和肝星状细胞共培养２４ ｈ，肝星

状细胞表现轻度抑制，随着培养时间的延长，肝星状细胞增殖活性受抑制更明显，４８ ｈ 和７２ ｈ抑制率达
１５畅７％和 ３０畅３％，共培养 ７２ ｈ，发现α唱平滑肌肌动蛋白明显降低，作者认为 ＭＳＣ 具有分泌细胞因子抑制肝
星状细胞增殖活性的潜能，在治疗肝纤维化中可能发挥作用。 国外学者［１３］

发现，ＢＭＣ可诱导分泌肝细胞生
长因子，可减少肝脏分泌胶原蛋白。 其可能的作用机制有：（１）在肝损伤的体内微环境中所产生的各种信号
因子刺激或诱导下，骨髓源性干细胞转化为肝系细胞或肝细胞样细胞而行使正常肝细胞的功能；（２）骨髓源
性干细胞直接行使部分肝细胞的功能；（３）骨髓源性干细胞输注后可以诱导机体分泌生长因子，刺激机体产
生新的肝细胞；（４）骨髓源性干细胞与体内的肝细胞融合后基因重排而行使了肝细胞的功能。
在动物实验中，骨髓源性干细胞移植入肝内的途径主要有尾静脉移植，股静脉移植，脾脏移植，直接肝

内注射和门静脉移植。 国外实验一般是通过尾静脉移植，但这种移植效率非常低，移植率只能达到（０畅５％
～２％）。 国内学者王平等发现经门静脉注入 ＭＳＣ后，细胞大约在 １周开始通过血管内皮细胞间隙向肝实质
移行，至第 ４周几乎全部散在分布于肝实质内，与肝细胞紧密结合呈索状排列。 本试验我们采用经门静脉移
植骨髓成分治疗肝纤维化，发现移植后肝纤维化有了明显的改善，证实了经门静脉移植是肝内细胞移植的
有效途径。 它存在以下优点：（１）移植细胞达到较高的浓度，避免了尾静脉注射时全身分布降低了移植细胞
的浓度。 （２）门静脉移植有利于在肝脏定位，骨髓源性干细胞可以直接进入肝脏，且门静脉血流缓慢，移植
的细胞经门静脉进入肝血窦后，肝血窦对细胞的移动有机械停留作用，有利于骨髓干细胞向肝索迁移。 （３）
直接由门静脉移植，肝脏微环境（微龛）的直接刺激细胞的分化，损伤的肝细胞形成微龛，释放刺激因子，在
刺激因子的直接诱导下，门静脉移植的干细胞更有利于在肝脏定位和分化。 （４）经门静脉移植可以减少不
良反应的发生。 我们移植骨髓源性干细胞是希望其尽可能在肝脏定位，而不希望其在肺部等其他器官定
位，如果有尾静脉或其他外周静脉移植可能会加强这种危险的发生。 曾有报道犬经外周静脉移植骨髓源性
干细胞后，发现其双肺出现多个骨髓移植物造成的骨化位点，死于呼吸衰竭。 而由门静脉移植，ＭＳＣ 由门静
脉进入肝血窦，避免了 ＭＳＣ向其他器官的分布，且由于肝血窦的阻留作用，可能能够减少这种其他器官定位
的发生。
在本实验中，我们将 Ｆｉｓｈｅｒ３４４大鼠来源的骨髓成分输入 Ｗｉｓｔａｒ大鼠体内，大鼠生存状态良好，无异常反

应，无明显排斥反应，提示 ＢＭＣ具有免疫耐受性。 最近研究［１４］观察到了 ＢＭＣ 能够抑制 Ｔ细胞增殖、诱导 Ｔ
细胞失能等现象，可能由于 ＢＭＣ通过直接接触来调节宿主 Ｔ细胞功能。 干细胞的免疫耐受现象给干细胞的
临床应用带来了希望，因为这使得干细胞移植不受不同个体间主要组织相容性复合体的限制，可能成为再
生治疗中的万能供者。
本实验利用不同预处理的 ＢＭＣ经门静脉输注给 ＣＣｌ４ 综合法诱导的肝硬化大鼠模型，观察大鼠肝脏病

理学改变、测定肝脏羟脯氨酸含量和图像定量分析肝脏纤维含量，证实了在肝脏持续损伤因素作用下，骨髓
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有核细胞可降低肝脏纤维化程度，这一结果开阔了 ＢＭＣ修复组织损伤的研究范围，为肝纤维化的细胞移植
治疗提供了一个新的途径。
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