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Abstract
AIM: To investigate the effects of urokinase 
type plasminogen act ivator (uPA) gene-
modified bone marrow-derived stem cell 
(BDLSC) transplantation on activation of 
hepatic stellate cells (HSCs) in rats with CCl4-
induced liver fibrosis.

METHODS: Rat liver fibrosis model was in-
duced by subcutaneous injection of 400 mL/L 
CCl4. Thirty-six rats were randomly divided 
into four groups of 9 rats,  including control 
group which was injected subcutaneously with 
the same dose of olive oil, model group, BDLSC 
group and BDLSC-uPA group. All rats were 
sacrificed to harvest serum and liver tissues 
at the end of the eighth week. Liver function 
changes were observed; the expression changes 
of α-smooth muscle actin (α-SMA) proteins were 
determined using immunohistochemistry and 
Western blotting.

RESULTS: In the BDLSC-uPA group, the serum 
levels of alanine aminotransferase (ALT) and to-
tal bilirubin (TBIL) in varying degrees decreased 
(86.5 ± 9.7 vs 187.1 ± 14.8, 113.5 ± 15.7; 11.5 ± 2.1 
vs 26.3 ± 3.7, 17.9 ± 2.8, all P < 0.01), serum levels 
of hyaluronic acid (HA) and procollagen Ⅲ (PC
Ⅲ) were much lower (47.4 ± 10.1 vs 148.5 ± 22.4, 
97.6 ± 14.4; 18.9 ± 4.4 vs 39.0 ± 6.1, 28.2 ± 4.1, all P 
< 0.01). The expression of α-SMA protein in liver 
was down-regulated, compared with those in the 
model group and BDLSC group (0.0174 ± 0.0048 
vs 0.3404 ± 0.0662, 0.1080 ± 0.0408, all P < 0.01).

CONCLUSION: uPA gene-modified BDLSC 
transplantation suppresses CCl4–induced hepat-
ic fibrosis and ameliorates liver functions in rats 
effectively. Inhibiting the activation of HSC may 
be one of the main mechanisms for inhabitation 
of rat liver fibrosis.
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摘要
目的: 探讨尿激酶型纤溶酶原激活物(uPA)基因
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■背景资料
骨髓源性肝干细
胞(BDLSC)来源
充 足 ,  增 殖 能 力
强, 在体内外均有
极强的向肝系细
胞分化的能力, 成
为基因治疗肝脏
疾病理想的靶细
胞. 尿激酶型纤溶
酶原激活物(uPA)
在降解纤维、逆
转肝纤维化中起
重要作用. 

■同行评议者
朴云峰, 教授, 吉
林大学第一临床
医院消化科



修饰骨髓源性肝干细胞(BDLSC)移植对CCl4诱
导的大鼠肝星状细胞(HSC)激活的影响. 

方法: 大鼠sc 400 mL/L CCl4造模. 36只大鼠随
机分为4组: (1)正常组: sc等量橄榄油; (2)模型
组; (3)BDLSC组; (4)BDLSC-uPA组, 每组9只. 
各组大鼠于第8周处死, 留取血清及肝组织. 观
察大鼠肝功能的变化; 采用免疫组织化学法
和Western blot法检测大鼠肝组织α-平滑肌肌
动蛋白(α-SMA)蛋白表达变化. 

结果: 与模型组和BDLSC组相比, BDLSC-
uPA组大鼠血清丙氨酸转氨酶(ALT)和总胆
红素(TBIL)水平均有不同程度的降低(86.5±
9.7 vs  187.1±14.8, 113.5±15.7; 11.5±2.1 vs  
26.3±3.7, 17.9±2.8, 均P <0.01), 血清透明质
酸(H A)和Ⅲ型前胶原(P CⅢ)水平明显降低
(47.4±10.1 vs  148.5±22.4, 97.6±14.4; 18.9
±4.4 vs  39.0±6.1, 28.2±4.1, 均P <0.01); 肝
组织α-SMA表达显著下调(0.0174±0.0048 vs  
0.3404±0.0662, 0.1080±0.0408, 均P <0.01).

结论: uPA基因修饰BDLSC移植能有效抑制
CCl4诱导的大鼠肝纤维化, 改善纤维化大鼠的
肝功能, 且抑制HSC的活化可能是其抑制肝纤
维化的主要机制之一.

关键词: 尿激酶型纤溶酶原激活物; 骨髓源性肝干

细胞; 肝纤维化; 肝星状细胞; α-平滑肌肌动蛋白
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0  引言

肝纤维化是肝脏对慢性损伤的一种修复反应, 
以细胞外基质(extracellular matrix, ECM)在肝内

过多沉积为主要特征. 尿激酶型纤溶酶原激活

物(urokinase type plasminogen activator, uPA)在
降解纤维、逆转肝纤维化中具有重要作用[1-2]. 
骨髓源性肝干细胞(bone marrow-derived liver 
stem cell, BDLSC)来源充足, 增殖能力强, 具有

很强的向肝系细胞分化的能力, 成为基因治疗

肝脏疾病理想的靶细胞[3-4]. 我们设想肝干细胞

与uPA基因治疗联合应用时, uPA参与清除坏死

组织及降解纤维间隔, 促进BDLSC种植、增殖

和分化、重建正常的肝组织结构, 将有利于肝

组织形态和功能恢复. 
肝星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)的激
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活和增殖是肝纤维化的关键环节. α-平滑肌肌动

蛋白(α-smooth muscle actin, α-SMA)的表达是

HSC激活的标志. 本研究将携带人uPA基因的腺

病毒(AduPA)体外转染BDLSC, 移植入肝纤维化

大鼠体内, 评价转基因BDLSC对HSC活化和肝

纤维化大鼠疗效的影响, 从而为其临床应用奠

定实验基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 纯系Fisher 344♂大鼠10只, ♀大鼠36只, 
体质量150-180 g, 购自中科院上海斯莱克实验

动物有限责任公司. TRIzol购自美国Invitrogen公
司, M-MLV逆转录酶购自Promega公司. Taq DNA
聚合酶购自TaKaRa公司. α-SMA小鼠mAb购自

Dako公司.
1.2 方法 
1.2.1 重组复制缺陷型腺病毒AduPA的包装及扩

增: 人pAduPA重组腺病毒质粒由中国人民解放

军第二军医大学附属长征医院林勇博士惠赠. 
利用脂质体转染法在293细胞中包装和扩增, 用
氯化铯梯度离心纯化, AduPA最终病毒滴度可

达3×1015 PFU/L. 采用密度梯度离心法分离胆

总管结扎后10 d大鼠骨髓单个核细胞, 使用含

5%的大鼠淤胆血清的病理条件培养液筛选培养

BDLSC. 应用RT-PCR方法检测肝干细胞标志表

达[5].
1.2.2 分组: 将♀大鼠随机分为4组, 每组9只. (1)
正常组: sc等量橄榄油. (2)模型组: 予400 mL/L 
CCl4(CCl4∶橄榄油 = 2∶3, 3 mL/kg)sc, 3 d注
射1次, 首剂加倍, 共注射18次, 并经尾iv等量生

理盐水. (3)BDLSC组: 造模方法与模型组相同, 
于实验第4周末经尾静脉输入2×106 BDLSC; 
(4)B D L S C-u PA组: 造模方法与模型组相同. 
AduPA以感染复数(multiplicity of infection, 
MOI)500转染BDLSC, 72 h后收集BDLSC溶于生

理盐水, 于实验第4周末经尾静脉导入2×106转

基因BDLSC. 细胞移植后应用免疫抑制剂他克

莫司ig, 0.1 mg/(kg·d). 各组大鼠于第8周末处死, 
留取血清及肝组织.
1.2.3 P C R法检测♂大鼠B D L S C的导入: 按
Q i a g e n e试剂盒说明书提取各组大鼠肝组织

DNA, 以7 g/L琼脂糖凝胶电泳及紫外分光光度

仪检测所提取的DNA纯度和浓度. 取2 μL所提

取的DNA为模板进行Sry PCR扩增, 扩增片段长

度为329 bp, 5'-GCT GAT ATC ACT GGT GAC 
CGA-3', 5'-AAT GCC ATA AGA ATG CGA GTA 

www.wjgnet.com

■相关报道
本 课 题 组 研 究
发现 ,  随着 M O I
的 增 高 ,  携 带 人
u PA 基因的腺病
毒 (AduPA)转染
B D L S C 转 染 效
率 明 显 增 高 ,  当
MOI为500时, 转
染效率达9 2 . 6 %
±2.2%, 转染3 d
后 的 人 u P A 在
BDLSC稳定表达, 
且转染AduPA对
BDLSC的增殖和
分化无明显影响.
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G-3'. PCR反应条件: 94℃ 5 min; 94℃ 30 s; 50℃ 
30 s; 72℃ 1 min; 32个循环, 最后72℃中延伸7 
min. 同时以GAPDH作为内参照. 各组PCR产物

于15 g/L琼脂糖凝胶电泳鉴定. 
1.2.4 检测: 取各组大鼠血清1.5 m L, 使用自

动生化分析仪检测肝功能指标丙氨酸转氨酶

(alanine aminotransferase, ALT)和总胆红素(total 
bilirubin, TBIL). 采用放射免疫法检测透明质酸

(hyaluronic acid, HA)和Ⅲ型前胶原(procollagen 
Ⅲ, PCⅢ)水平. 采用Western blot法检测α-SMA
蛋白的表达. 提取各组肝组织总蛋白标准定量

后, 取20 μg于100 g/L SDS-PAGE电泳分离蛋

白, 转蛋白至PVDF膜; 封闭后加入一抗(α-SMA:  
1∶200, b-actin: 1∶1000)于4℃中过夜. 次日加

辣根过氧化物酶标记的二抗(1∶5000)室温下孵

育2 h. 用SuperSignal® west Pic化学发光试剂检

测, 胶片曝光, 显影定影后结果扫描入计算机. 
采用免疫组织化学分析肝组织α-SMA蛋白的表

达. 将石蜡切片脱蜡至水,微波抗原修复10 min, 
加30 mL/L H2O2室温下孵育20 min; 加正常封闭

羊血清, 室温下孵育20 min; 弃去羊血清, 加一抗

(α-SMA: 1∶100), 于4℃中过夜; 次日加对应二

抗, 37℃中孵育45 min; DAB显色, 显微镜下观察

适时终止反应, 苏木素复染, 脱水封片. 每个动

物随机选取3张石蜡切片重复实验, 每张切片随

机选取10个视野, 应用Image-Pro plus 5.1图像分

析软件计算每个视野的阳性染色百分比.
统计学处理 计量资料以mean±SD表示, 采

用SPSS12.0统计软件包进行单因素ANOVA或

Kruskal-Wallis检验分析; P <0.05为差异具有统计

学意义.

2  结果

2.1 转基因BDLSC导入鉴定 以正常♂大鼠作为

阳性对照, BDLSC组和BDLSC-uPA组肝组织性

别决定基因Sry基因均呈阳性表达, 而正常组和

模型组则未见其阳性表达无(图1).
2.2 血清学检测 与正常组相比, 肝纤维化模型

组血清ALT和TBIL水平均显著升高, 血清ECM
主要成分HA和PCⅢ水平呈相似改变(P <0.01); 
与模型组相比, BDLSC-uPA组大鼠血清ALT和
TBIL水平均有不同程度的降低, 血清HA和PCⅢ
水平同样呈显著下降(P <0.01, 表1).
2.3 转基因BDLSC移植对大鼠肝组织HSC激活

的影响 α-SMA表达增强是HSC活化的重要标

志. Western blot结果经计算机灰度扫描并与内

参照(b-actin)比较分析显示(图2): BDLSC-uPA组

的α-SMA蛋白表达量(0.0174±0.0048)较模型组

(0.3404±0.0662)和BDLSC组(0.1080±0.0408)
明显减低(P <0.01), 正常组为0.0107±0.0016. 免
疫组织化学染色显示: BDLSC-uPA组的α-SMA
染色阳性细胞数量(10%±3%)较模型组(48%±

11%)和BDLSC组(23%±4%)明显减少(P <0.01),  

表  1  各组大鼠肝功能和血清HA、PCⅢ指标比较 (mean±SD)

     
分组            	 n                     ALT(IU/L)	 TBIL(μmol/L)	     HA(μg/L)	  PCIII (μg/L)

正常组		  9	   43.6±6.7	 10.3±1.8		   36.9±9.1	   9.4±3.2

模型组		8	   187.1±14.8b 	 26.3±3.7b	 148.5±22.4b	 39.0±6.1b

BDLSC组		8	  113.5±15.7f	 17.9±2.8f	   97.6±14.4f	 28.2±4.1f

BDLSC-uPA组	8	    86.5±9.7df	 11.5±2.1df	   47.4±10.1df	 18.9±4.4df

bP<0.01 vs  正常组; dP<0.01 vs  BDLSC组; fP<0.01 vs  模型组.

M      1       2      3     4      5

Sry

GAPDH

500 bp
400 bp
300 bp

图  1  PCR检测Sry基因的表达. M: 100 bp DNA marker; 1: 

阳性对照组; 2: 正常组; 3: 模型组; 4: BDLSC组; 5: BDLSC-

uPA组.

1            2             3           4

a-SMA 42 kDa

b-actin 42 kDa

图  2  各组大鼠肝组织α-SMA蛋白表达. 1: 正常组; 2: 模型

组; 3: BDLSC组; 4: BDLSC-uPA组.

■应用要点
本研究将AduPA
体外转染BDLSC, 
移植入肝纤维化
大 鼠 体 内 ,  评 价
转基因BDLSC对
HSC活化和肝纤
维化大鼠疗效的
影响, 从而为其临
床应用治疗肝纤
维化提供理论依
据和实践基础.
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正常组为5%±2%(图3). 结果表明转染uPA基因

的BDLSC可显著抑制CCl4诱导的大鼠HSC激活

及向肌成纤维细胞转化, 明显减少大鼠肝组织

活化HSC数量.

3  讨论

本研究中, 我们选用经尾iv转基因BDLSC. 一
方面 ,  尾 i v是常用的细胞导入肝脏的有效方

法, 基本上不影响其他脏器的功能[6-7]; 另一方

面, 这种注射方法操作简便, 更接近于临床应

用. 我们采用CCl4建立大鼠肝纤维化模型, 一方

面由于C C l4诱导的肝纤维化在病理上与人相 
似[8]; 另一方面, CCl4造成一定程度的肝损伤, 有
利于BDLSC在肝脏的种植. Terai et al [7]将绿色荧

光蛋白(green fluorescent protein, GFP)转基因小

鼠的骨髓细胞经尾静脉导入CCl4肝纤维化小鼠

模型中, 4 wk后发现受体肝脏中有26%供体来源

细胞, 种植率远高于其他肝损伤动物模型. 我们

采用国内外常用的交叉性别移植验证供体细胞

的导入, 研究发现BDLSC组和BDLSC-uPA组肝

组织均呈Sry基因阳性, 提示转基因BDLSC能在

CCl4诱导的纤维化肝脏中有效种植. 
肝功能检测能有效反映肝纤维化的程度. 

血清ECM水平对肝纤维化的诊断和判定疗效具

有重要价值, HA是ECM中蛋白多糖的主要成份, 
是评估肝纤维化发展趋势的较灵敏指标之一[9]. 
P CⅢ是Ⅲ型前胶原分泌到细胞外后被蛋白酶

切下的N端肽, 反映肝纤维化发生发展的动态过 

程[9]. 我们研究发现, 与模型组相比, BDLSC-uPA
组大鼠的血清ALT和TBIL水平均有不同程度的

降低, 血清ECM水平也显著下降, 提示转基因

BDLSC移植可在一定程度上改善纤维化大鼠肝

功能, 明显减轻大鼠肝纤维化的程度. 
HSC位于肝窦周Disse腔内, 是一种具有

多潜能的幼稚间质细胞. 正常情况下, HSC呈

静止状态, 不表达α-SMA. 肝脏损伤时, HSC脂
滴消失, 增殖活跃, 胞质内α-SMA产生增多, 表
型转换为肌成纤维样母细胞, 合成分泌大量转

化生长因子-b1(transforming growth factor-b1, 
TGF-b1), 维持HSC在活化状态, 分泌大量ECM, 
并引起基质金属蛋白酶/金属蛋白酶组织抑制

物(matrix metalloproteinases/tissue inhibitor of 
metalloproteinase, MMP/TIMP)平衡失调, HSC
凋亡受抑. 因此, HSC的激活、增殖是肝纤维化

的关键环节[10]. α-SMA的表达是HSC激活的标

志. 正常肝组织中只有血管和胆管平滑肌细胞

表达α-SMA. 慢性肝病时HSC活化、增殖并转

化为表达α-SMA的肌成纤维样母细胞, 且主要

分布在纤维化发生的部位[11]. 我们采用免疫组

织化学染色和Western blot法检测各组大鼠肝

组织α-SMA表达发现, 模型对照组的大鼠肝组

织α-SMA表达显著上调, 与文献[12]报道一致. 
BDLSC-uPA组的α-SMA蛋白表达显著下降, 提
示转基因BDLSC可在整体水平抑制HSC的激活

和转化, 这可能是其发挥抗肝纤维化效应的一

个重要机制. 

图  3  各组大鼠肝
组 织 α - S M A 蛋 白
免疫组织化学染色
结果(×200). A: 正

常组; B:  模型组; 

C: BDLSC组; D: 

BDLSC-uPA组.

A B

C D
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总之, 我们的研究证实uPA基因修饰BDLSC
移植能有效抑制CCl4诱导的大鼠肝纤维化, 改善

纤维化大鼠的肝功能, 其中, 抑制HSC的活化可

能是其防治大鼠肝纤维化的机制之一. 
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