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Abstract
AIM: To assess efficacy of transsplenic human 
mesochymal stem cells (hMSCs) transplantation on 
acetaminophen-induced acute liver injury in mice. 

METHODS: An animal model of acetamino-
phen-induced acute liver injury was established. 
Twenty severe combined immunodeficiency 
mice (SCID mice) were randomly divided into 
2 groups: transsplenic hMSCs transplantation 
group (n = 10) and control group (n = 10). After 
transsplenic hMSCs transplantation, liver func-
tion test, immunofluorescence method, fluores-
cence microscopy and reticular fiber staining 

were performed to observe hepatic acinus and 
liver function of SCID rats.

RESULTS: Liver function of SCID mice after 
transsplenic hMSCs transplantation was im-
proved significantly compared with controls (at 
d 28, ALT: 26.3 U/L vs 50.1 U/L, P < 0.01; AST: 
108.0 U/L vs 154.3 U/L, P < 0.05; ALB: 40.0 g/L 
vs 31.9 g/L, P < 0.05). Fluorescence microscopy 
indicated hMSCs through transsplenic trans-
plantation began to reside, differentiate and 
proliferate in spleen and liver in large number. 
Immunofluorescence method showed remark-
able improvement of hepatic acinus following 
transsplenic hMSCs transplantation.

CONCLUSION: Transsplenic hMSCs transplan-
tation improves acute liver injury induced by 
acetaminophen in SCID mice and human meso-
chymal stem cells are able to proliferate in liver. 
Transsplenic transplantation is effective for hM-
SCs transplantation.
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摘要
目的: 评价经脾脏途径行骨髓间充质干细胞
(hSMCs)移植对对乙酰氨基酚所致小鼠急性
肝损伤的疗效. 

方法: 建立对乙酰氨基酚导致的急性药物性
肝损伤动物模型, 将SCID小鼠20只, 随机分成
2组, 经脾脏注射组和对照组(n  = 10), 经脾脏
途径行hSMCs移植, 采用肝功能检查、免疫
荧光、荧光显微镜、网状纤维染色等方法观
察hMSC移植前后重症联合免疫缺陷病(severe 
combined immunodeficiency disease, SCID)小
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■背景资料
自1999年发现骨
髓干细胞可分化
成肝细胞后, 干细
胞移植治疗是继
肝移植后又一治
疗急性肝损伤的
热点研究. 本实验
通过经脾脏途径
的人骨髓间充质
干细胞 (hMSCs)
的移植治疗对乙
酰氨基酚所致的
急性药物性肝损
伤, 旨在探讨经此
途径干细胞移植
对急性肝损伤的
治疗价值. 

■同行评议者
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鼠肝腺泡结构的恢复与肝功能的改善情况. 

结果: SCID小鼠肝功能在经脾脏移植组与对
照组相比较呈现显著性改善(28 d时, ALT: 26.3 
U/L vs  50.1 U/L, P <0.01; AST: 108.0 U/L vs  
154.3 U/L, P <0.05; ALB: 40.0 g/L vs  31.9 g/L, 
P <0.05). 免疫荧光显示经脾脏移植的hMSCs
在脾脏、肝脏均有较多量定植、分化与增殖. 
免疫荧光观察到脾脏移植后肝腺泡结构有较
明显改善.

结论: 经脾脏途径行hMSCs移植能改善小鼠
急性肝损伤肝功能, hMSCs在小鼠肝内生长良
好, 是hMSCs移植治疗的有效途径.

关键词: 急性药物性肝损伤; 骨髓间充质干细胞移

植; 重症联合免疫缺陷病; 脾脏
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0  引言

自1999年发现骨髓干细胞可分化成肝细胞后[1], 
干细胞移植治疗是继肝移植后又一治疗急性

肝损伤的热点研究[2-7]. 以往文献曾报道经不同

种途径干细胞移植治疗各种肝病的疗效[8-13]. 本
实验通过经脾脏途径的人骨髓间充质干细胞

(human mesochymal stem cells, hMSCs)的移植

治疗对乙酰氨基酚所致的急性药物性肝损伤, 
旨在探讨经此途径干细胞移植对急性肝损伤的

治疗价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂SCID小鼠, 6 wk龄, 由北京维通利

华实验动物技术有限公司提供, SPF(speci f ic 
pathogen free)条件下饲养. 对乙酰氨基酚为北

京第二制药厂生产, PKH26染料为Sigma公司生

产、FITC-Mouse anti Human CDlla为Serotec公
司生产, FITC-Mouse IgG为Serotec公司产品、

DAB染色剂为中杉公司产品, Olympus AU-600全
自动生化分析仪, Olympus光学显微镜, Heraeus 
Labofuge 400R台式高速冷冻离心机, Olympus 
IX70型倒置荧光显微镜, LeicaRM2016切片机, 
CM3050S冷冻切片机, EG1150组织包埋机.
1.2 方法 
1.2.1 造模: 对乙酰氨基酚1000 mg与生理盐水10 
mL混匀, 加5‰醋酸纤维素钠40 mL, 制成对乙
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酰氨基酚20 g/L混悬液. 超声震荡器混匀. SCID
小鼠模型建立前禁食6 h, 经小鼠金属胃管胃内

注射对乙酰氨基酚混悬液500 mg/kg. ig后恢复

正常饮食.
1.2.2 hMSCs的分离、体外扩增与鉴定: 无菌条

件下采集非血液系统疾病的胸外科手术患者的

肋骨, 钳夹挤压将骨髓挤出, 加适量含100 mL/L 
FBS的α-MEM培养液稀释, 200目筛网过滤, 离
心去脂肪层, 加入5 mL完全培养液, 混匀后轻轻

叠加到密度为1.073 kg/L的percoll分离液上, 常
规密度梯度离心加贴壁法分离获取HMSCs[14-15], 
在HMSCs条件培养基中培养. 每2-3天换液1次. 
细胞长到80%融合时用2.5 g/L胰酶消化, 按1∶3传
代继续扩增培养. 按照PKH26 Red Fluorescent Cell 
Linker Mini Kit说明书进行操作进行细胞标记.
1.2.3 分组与hMSCs移植: 已建模的SCID小鼠20
只, 随机分成2组, 每组10只, 为经脾脏注射组和

对照组. 分别于术后第3、5、7、9、12、14和
28天等眼球取血行肝功能检查(ALT、AST及
ALB检查), 脊髓脱位法处死小鼠, 并留取肝脏、

脾脏组织分别行荧光显微镜、免疫荧光、免疫

组化、HE染色及网状纤维染色等检查. 将小鼠

给予3.5%水合氯醛(10 mL/kg)麻醉, 取仰卧位固

定, 备腹部皮肤, 沿肋下缘斜行切口, 暴露脾脏, 
从脾下极注射人胚胎hMSCs 0.3 mL, 对照组脾

脏下极注射生理盐水0.3 mL, 按压止血后缝合切

口, 分笼饲养, 给予软食3 d.

2  结果

2.1 病理演变 正常小鼠的显微结构中, 腺泡结构

清楚, 汇管区清晰, 肝细胞板排列整齐. 网状纤

维染色见少量网状纤维着色. 对乙酰氨基酚灌

胃后呈现病理改变. 造模后第2天病理改变最严

重, 细胞变性明显并见大量炎性细胞浸润, 病变

坏死表现为桥接样或灶状坏死, 枯否氏细胞增

生, 网状纤维染色着色稍增强(图1A-B). 病变严

重部位可以明显观察到小叶中央静脉周围的细

胞变性较汇管区周边为严重. 这与正常肝脏的

腺泡样结构特点相吻合. 之后病变呈现平稳及

好转表现. 肝细胞浊肿、淋巴细胞浸润仍较明

显. 网状纤维染色逐渐加深, 呈条索样延伸, 最
终与相邻汇管区相连, 成为肝纤维化, 出现假小

叶雏形(图1C). 因而, 通过预实验结果, 选择小鼠

肝脏病病理改变最为明显的术后48 h作为移植

时间.
2.2 肝功能检测 经脾hMSCs移植组与模型组比
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■研发前沿
干细胞移植治疗
肝损伤的研究历
史较短, 临床还处
在试验阶段.
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较,  ALT、AST、ALB水平较明显好转, ALT两
组间具有非常显著性差异(P <0.01), AST与ALB
两组之间具有显著性差异(P <0.05, 表1).
2.3 hMSCs移植后在肝脏组织中的生长与泡结构

的变化 在经脾注射组移植组植术后可观察到的

干细胞脾脏内大量存留, 并于移植后第3天可见

hMSCs在肝脏及脾脏中的定植与分化(图2). hM-
SCs的定植首先出现的部位是汇管区, 细胞核形

态呈现出双核、多核或不规则形结构. 移植后

第4天, 在每10个高倍视野(HP)中, 平均可以见到

5.6±3.2个/HP hMSCs的定植与分化. 脾注射后

hMSCs的出现伴随着肝功能的恢复以及肝腺泡

结构的重建与好转. 移植后的肝组织的结构的

恢复在短期内并未见到明显的改善, 但在肝功

能方面较早出现了好转. 至术后4 wk, 未见假小

叶的形成(图3A-B)网状纤维染色与对照组相比

较轻(图3C-D).
2.4 鼠抗人核蛋白抗体和抗人白蛋白抗体的检测 
经脾脏移植后的肝脏组织内第3天即可见到抗人

核蛋白抗体阳性细胞分布于汇管区, 第7天后可

以观察到抗人白蛋白抗体的阳性表达, 并且随时

间推移, 染色阳性细胞范围逐渐扩大(图4).

3  讨论

本研究结果表明, 经脾脏hMSCs移植后, 受体鼠

的肝脏功能得到了的一定程度的恢复与好转. 
移植组肝功能与对照组相比具有显著性差异

(P <0.05或P <0.01). hMSCs移植后肝脏功能恢复

的可能机制有: 多种细胞因子刺激了hMSCs的
生长、分化及转化, 在肝内高浓度细胞因子的

作用下, 通过信号转导机制, 使细胞转录因子按

不同比例发生新的组合, 启动新基因的转录, 最
终使hMSCs的表型和功能发生变化, 从而进一

步分化为肝细胞和胆管细胞, 本研究中免疫荧

光检查可见hMSCs分化为分泌白蛋白的肝前体

细胞, 也证实了hMSCs移植后分化为具有部分

肝功能的肝前体细胞或肝细胞. hMSCs的移植, 
使得细胞因子的变化更加复杂化, 从肝功能得

到改善的结果看, 细胞因子的变化结果, 有利于

hMSCs的生长; 药物损伤后, 肝卵圆细胞开始活

化、增殖和分化成肝细胞, 这部分细胞在肝功

能改善方面所起作用的大小还需今后进一步的

研究. 经脾脏移植的干细胞虽然能在短期内达

到改善肝功能的目的, 但由于其不能在脾脏内

形成有效的肝腺泡等排泌结构, 其依赖于脾脏

表  1  经脾脏hMSCs移植后肝功能变化

     
时间 	 ALT(U/L)	              AST(U/L)	        ALB(g/L)

 (d)          S            M	           S	         M	      S	  M

3         50.0      76.0      284.2      403.5      23.2      16.1

5         54.8      66.3      293.7      392.6      25.4      21.5

7         50.3      67.4      267.3      358.1      29.8      25.7

9         39.2      72.8      174.2      301.4      36.5      23.6

12       39.6      69.2      154.6      262.3      38.5      27.8

14       32.7      61.4      159.9      242.0      39.9      30.2

28       26.3      50.1b	     108.0      154.3a     40.0      31.9a 

S: 经脾hMSCs移植组; M: 对乙酰氨基酚模型组.

A B C

图  1  对乙酰氨基酚灌胃后小鼠肝组织病理图. A: 第2天肝组织病理改变(×100); B: 第2天肝组织网状纤维染色(×400); C: 

第28天肝组织网状纤维染色(×400).

图  2  经脾移植后第3天hMSCs在肝腺泡汇管区以簇状分布
(×200).

■应用要点
经 脾 脏 途 径 行
hMSCs移植能改
善小鼠急性肝损
伤肝功能, hMSCs
在小鼠肝内生长
良好, 是hMSCs移
植治疗的有效途
径.
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内干细胞的分化, 长期效果仍然需要来源于由

脾脏回流到肝脏的干细胞的分化增殖. 
对乙酰氨基酚给药后第2天肝脏损伤最为

严重. 由于对乙酰氨基酚的严重损伤导致肝脏

的结构不能完全恢复, 部分坏死的肝腺泡结构

被纤维组织所替代, 肝功能的基本平稳大约发

生于损伤后2 wk左右, 本研究将肝脏损伤的观察

时间设定为28 d, 目的是更好的与肝脏的自身修

复作对比. 
经脾脏途径移植的hMSCs肝脏荧光显微镜

检查, 发现除脾脏内可见干细胞定植外, 还发现

有少量肝脏内的定植. 肝脏结构的变化与未移

植组比较, 在胆小管再生方面稍有变化, 但程度

不大, 但对于肝腺泡的炎症程度, 肝板破坏的修

复未见明确效果. 一方面是因为: 经脾脏hMSCs
移植后, hMSCs部分被脾髓破坏或阻拦, 少部

分较小的hMSCs通过门静脉循环进至肝脏, 因
而其数量有限. 另一方面脾脏内无法形成有效

的肝腺泡等排泌结构, 其依赖于脾脏内干细胞

的分化, 长期效果仍然需要来源于由脾脏回流

到肝脏的干细胞的分化增殖. hMSCs移植后在

靶器官的定植与增殖与所移植hMSCs的数量

密切相关. 本实验采取的是每只小鼠hMSCs移
植1×106个细胞, 经脾脏的拦截后, 进入肝脏的

hMSCs数量可能直接影响肝脏结构的改变. 移
植后第3天, 免疫荧光和光镜下在每10个高倍视

野(400×10)中, 可观察到5.6±3.2个/HP hMSCs
的早期定植, 此时hMSCs仅仅是通过血管内皮

到达肝窦内, 并在此分化与增生. 有hMSCs定植

的肝腺泡结构与早期未见hMSCs定植的肝腺泡

结构恢复情况存在者一定差异. 前者表现在肝

腺泡细胞条索排列相对整齐, hMSCs外形相对

正常, 细胞变性不明显, 少量淋巴细胞浸润, 网
状纤维染色较少. 而后者表现为肝细胞条索排

列不整齐或呈无序状排列, 细胞多呈浊肿, 淋巴

细胞浸润较明显. 网状纤维形成较多, 但较少有

假小叶的形成. 
本实验的研究结果表明 ,  经脾脏途径的

hMSCs移植是hMSCs移植治疗急性药物性肝损

伤的可选择途径之一. 临床上以经皮途径的给

图  4  经脾hMSCs第7天肝组织抗人白蛋白抗体的阳性表达 
(×100).

A B

C D

图  3  小鼠肝组织病理图. A: 经脾hMS移植后第28天肝组织腺泡(×100); B: 对照组药物损伤模型鼠第28天肝组织(×100); C: 

脾途径hMSCs移植第28天肝组织网状纤维染色(×400); D: 对照组药物损伤模型鼠第28天肝组织网状纤维染色(×400).
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■同行评价
本研究设计合理, 
技术先进, 结论客
观可靠, 具有一定
的应用价值.



www.wjgnet.com

刘迎娣, 等. 经脾脏hMSCs移植对乙酰氨基酚所致小鼠急性肝损伤的治疗作用                                                           1973

药也简便易行, 随自体hMSCs的分离、培养的

方法的日趋完善, 经脾脏途径的hMSCs移植治

疗在临床应用具有一定的应用价值.
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