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Abstract
AIM: To investigate the effect of transplanted 
bone marrow stromal cells (BMSCs) on liver 
fibrosis in mice. 

METHODS: BMSCs harvested from male 
BALB/c mice were cultured and transplanted 
into female syngenic BALB/c mice via portal 
vein. After partial hepatectomy, liver fibrosis 

was induced by diethylnitrosamine (DEN). 
Controls received BMSCs and non-supplement-
ed drinking water, model group received DEN-
spiked water, and experimental group received 
BMSCs and DEN. The mice were killed after 
three months. Alanine aminotransferase (ALT), 
aspartate aminotransferase (AST), hyaluronic 
acid (HA) and laminin (LN) in serum, hydroxy-
proline (Hyp) content in liver were assessed. 
Alpha-smooth muscle actin (α-SMA) in liver 
was tested by immunohistochemistry. Bone 
marrow-derived hepatocytes in liver sections 
were identified by fluorescent in situ hybridiza-
tion (FISH). 

RESULTS: BMSCs differentiated into hepato-
cyte-like phenotypes after hepatocyte growth 
factor (HGF) treatment in vitro. Serum ALT, 
AST, HA and LN were markedly reduced by 
transplanted BMSCs(208 ± 44 U/L vs 341 ± 66 
U/L, 372 ± 84 U/L vs 506 ± 81 U/L, 289 ± 74 
μg/L vs 362 ± 83 μg/L, 178 ± 48 μg/L vs 232 ± 63 
μg/L). Liver Hyp level (900 ± 141 mg/g vs 1255 
± 205 mg/g) and α-SMA staining in mice receiv-
ing BMSCs was lower than that in the model 
group, consistent with the altered liver pathol-
ogy. FISH analysis revealed the presence of do-
nor-derived hepatocytes in the injured liver after 
cross-gender mouse BMSCs transplantation. 
About 10% of cells were bone marrow-derived 
cells in the injured liver after three months. 

CONCLUSION: BMSCs transplanted via portal 
vein can convert into hepatocytes with replace-
ment of the DEN-induced liver injury, restore 
liver function and reduce liver fibrosis. 
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摘要
目的: 探讨移植骨髓基质细胞(BMSCs)减轻小
鼠肝纤维化的作用. 
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■背景资料
肝细胞移植是器
官移植的替代方
法之一. 但肝细胞
难以培养和保存
及数量少, 难以达
到临床治疗效果. 
研究报道, 骨髓细
胞能分化为肝细
胞, 其移植可以减
轻肝纤维化. 
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方法: ♂BALB/c小鼠BMSCs分离培养及经
门静脉移植到♀BALB/c小鼠肝脏, 二乙基亚
硝胺诱导肝纤维化. 60只♀小鼠随机分为对
照组, 模型组及治疗组. 3 mo后测定ALT、
AST、透明质酸酶(HA)和层黏连蛋白(LN)浓
度, 及肝脏羟基脯氨酸(Hyp)含量. 免疫组化检
测肝脏α-平滑肌肌动蛋白(α-SMA)表达, 及荧
光原位杂交鉴定移植的BMSCs向肝细胞的分
化.  

结果: BMSCs在添加肝细胞生长因子(HGF) 
的培养基中体外培养能分化为肝细胞样细胞. 
与模型组相比, 移植BMSCs能显著降低血清
ALT、AST、HA和LN的水平以及肝脏Hyp
含量和α-SMA的表达(208±44 U/L vs  341±
66 U/L, 372±84 U/L vs  506±81 U/L, 289±
74 μg/L vs  362±83 μg/L, 178±48 μg/L vs  232
±63 μg/L, 900±141 mg/g liver vs  1255±205 
mg/g liver, 均P <0.01). 荧光原位杂交显示DEN
诱导的损伤肝脏中有骨髓来源的肝细胞, 3 mo
后10%的肝细胞来源于BMSCs. 

结论: 在肝纤维化模型中, 经门静脉移植的
BMSCs能分化为肝细胞, 有效地恢复肝功能
和减轻肝纤维化. 
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0  引言

肝纤维化及肝硬化是一个棘手的肝脏疾病. 虽
然肝移植是治疗晚期肝硬化的有效方法, 但存

在供体缺乏、手术损伤、免疫排斥及费用昂贵

等问题. 肝细胞移植被认为是器官移植的替代

方法之一, 但肝细胞是一种静止细胞, 移植的肝

细胞增殖数量少, 难以达到临床治疗效果, 而且

肝细胞难以培养和保存[1]. 研究报道骨髓细胞在

合适的条件下能分化为肝细胞[2-3]. 骨髓细胞向

肝细胞的转化是通过横向分化还是骨髓细胞与

肝细胞的融合目前不清楚[4-5]. 另外, 骨髓中哪类

细胞能分化为肝细胞也不清楚, 但骨髓细胞移

植能减轻CCl4引起的肝纤维化[6]. 研究显示骨髓

基质细胞(bone marrow stromal cells, BMSCs) 在
添加肝细胞生长因子(hepatocyte growth factor, 
HGF)的培养基中体外培养能分化为肝细胞样
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细胞[7]. 自身骨髓细胞容易获得, 因此骨髓细胞

移植可能是一种治疗慢性肝损害及肝纤维化的

有希望的策略. 本研究旨在探讨移植BMSCs向
肝细胞的分化, 及对肝损害和肝纤维化的治疗

作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 BALB/c小鼠, 周龄6-8 wk, 体质量 20-25 
g, 购于中山大学医学动物中心 .  二乙基亚硝

胺(DEN, Sigma-Aldrich, MO). DMEM培养基

(Roche Pharma, Switzerland).  肝细胞生长因子

(HGF, Sigma-Aldrich, MO), 抗体包括鼠抗AFP
多克隆抗体(Santa Cruz, CA), 兔抗白蛋白多克隆

抗体(Dako, Denmark), 兔抗α-平滑肌肌动蛋白

(α-SMA)多克隆抗体(NeoMarkers, CA), 小鼠Y
染色体荧光原位杂交(FISH)探针(Cambio, UK). 
SABC免疫组化检测试剂盒为武汉博士德生物

公司产品.  
1.2 方法 
1.2.1 BMSCs的分离与培养: 取♂小鼠的股骨

和胫骨 ,  注射器针头插入骨髓腔内用D M E M
培养液冲出骨髓细胞制备成悬液. 细胞悬液用

Ficoll(density1.077 kg/L)梯度离心(1500 r/min)10 
min. 收集中间界面的BMSCs, 在DMEM培养基

内培养. 培养基另外加入100 mL/L胎牛血清、2 
mmol/L谷氨酰胺、100 kU/L青霉素和100 mg/L
链霉素. 细胞在37℃、50 mL/L CO2培养箱中进

行培养, 每3 d换液一次. 除去悬浮的细胞, 细胞

长至90%汇合时进行传代培养, 取培养3-4代的

BMSCs做细胞移植实验. 培养基中添加50 μg/L
的HGF诱导分化BMSCs, 每3 d换液一次, 21 d后
收集做免疫荧光检查. 

用免疫荧光鉴定诱导分化细胞表达AFP和
白蛋白的情况. 诱导分化的细胞包埋及多聚甲

醛固定. 甲醇及Triton X-100分别处理标本, 滴加

50 mg/L BSA封闭液, 再滴加一抗小鼠抗AFP多
克隆抗体或兔抗白蛋白多克隆抗体, 4℃孵育过

夜. 滴加FITC或PE结合的二抗(Sigma-Aldrich, 
1∶100)孵育30 min. 细胞核用DAPI(Sigma-
Aldrich, MO)显示蓝色荧光. 
1.2.2 BMSCs的分离和移植: 取分离及培养3-4代
的♂BMSCs制备成细胞悬液, 朌胎兰染色计数

活细胞>95%. ♀小鼠麻醉后行2/3肝切除, 分离

的BMSCs用胰岛素注射器经肠系膜静脉注射到

肝脏, 每只小鼠移植1×106个细胞.  
1.2.3 肝纤维化诱导及分组: BMSCs移植后小鼠

www.wjgnet.com

■相关报道
研究报道骨髓细
胞在合适的条件
下能分化为肝细
胞. 骨髓细胞向肝
细胞的转化是通
过横向分化还是
骨髓细胞与肝细
胞的融合目前不
清楚.
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恢复1 wk, DEN加入饮用水中, 浓度为100 μg/L, 
连续饮用12 wk诱导纤维化[8]. 60只♀小鼠随机

分为3组(n  = 20): A: 对照组, BMSCs移植及饮正

常水; B: 模型组, 饮水中加DEN诱导肝纤维化; 
C: 治疗组, BMSCs移植及饮含DEN的水. 细胞移

植1, 2, 3 mo麻醉小鼠取肝脏标本. 每个时间点

取约5-8只小鼠. 细胞移植3 mo后取血肝功能指

标和肝纤维化指标. 取肝脏标本测定羟基脯氨

酸(Hyp)含量及病理学检查.  
1.2.4 肝功能、肝纤维化指标及肝脏Hyp含量测

定: 血清ALT、AST、总胆红素用常规实验室

方法测定, 血清透明质酸酶(HA)和层黏连蛋白

(LN)用放免试剂盒测定. Hyp含量用试剂盒测定, 
其含量用mg/g表示. 
1.2.5 肝脏病理学检查: HE染色和α-SMA的免疫

组化染色确定肝脏炎症及肝纤维化程度. 一抗

用兔抗α-SMA多克隆抗体. 
Y染色体荧光原位杂交(Fluorescent in situ 

hybridization, FISH)显示肝脏内移植的雄性细

胞, 按FISH试剂盒的实验步骤操作(http://www.
cambio.co.uk/), 用FITC放大试剂盒(Cambio, 
Cambridge, UK)放大荧光信号, 细胞核用DAPI
显示为蓝色荧光. 切片用LSM 510 META共聚焦

显微镜观察. 
统计学处理  数据用m e a n±S D表示 ,  用

SPSS10.0软件分析, P <0.05为有统计学差异. 

2  结果

2.1 体外培养BMSCs的向肝细胞分化 本实验在

培养基中添加HGF培养BMSCs, 免疫荧光检测

AFP和白蛋白的表达. 发现加HGF培养的BM-
SCs培养21 d后细胞表达AFP(图1A)和白蛋白(图
1B), 而未加HGF培养的BMSCs培养21 d后的细

胞无AFP和白蛋白表达(图1C-D). 结果提示HGF
能诱导BMSCs向肝细胞分化. 
2 .2  B M S C s对肝功能及肝纤维化指标的影

响 B M S C s移植组D E N诱导小鼠的死亡率为

80%, 模型组DEN诱导小鼠的死亡率为85%, 两
组间无显著性差异(P >0.05). 与正常对照组相

比, 模型组DEN导致血清ALT和AST显著升高

(P <0.01). BMSCs移植实验组明显降低转氨酶水

平(P <0.01), 但仍高于正常对照组(P <0.01). 
本研究测定了肝纤维化的指标, 包括血清

HA、LN水平和肝脏Hyp含量. 细胞移植治疗组

血清HA、LN水平明显低于模型组(P <0.05), 但
仍高于正常对照组(P <0.01). 细胞移植治疗组肝

脏Hyp含量明显低于模型组(P <0.01), 但高于正

常对照组(P <0.01)(表1). 
2.3 骨髓基质细胞移植对肝脏炎症及纤维化的

影响 HE染色和免疫组化显示BMSCs移植对肝

脏病理学的影响. HE染色显示正常对照组肝脏

结构完整, 无炎症及纤维化改变(图2A). 模型组

中DEN诱导肝脏炎症细胞浸润和肝纤维化形成, 

■应用要点
骨髓基质细胞移
植可能成为一种
治疗慢性肝损害
及肝纤维化的方
法.

图  1  免疫荧光显示BMSCs体外培养21 d后细胞表达AFP和白蛋白的情况(×400). A: AFP阳性表达(细胞质呈绿色荧光); B: 白

蛋白阳性表达(细胞质呈红色荧光); C: 无AFP表达; D: 无白蛋白表达.

A

C D

B
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伴肝脏失去完整结构(图2B). 而BMSCs移植治

疗组肝脏炎症和肝纤维化明显减轻(图2C). 
通过α-SMA免疫组化显示肝星状细胞活性

来证实肝纤维化发展. 正常对照组α-SMA只表

达于肝脏血管平滑肌细胞(图2D). 模型组活化

的肝星状细胞表达α-SMA增加, 呈网状结构(图
2E). 而BMSCs移植治疗组的肝星状细胞活性明

显受抑制(图2F). 
2.4 BMSCs在正常小鼠及DEN诱导小鼠肝脏的

分化与增殖 本研究用♂BMSCs移植到♀小鼠♂BMSCs移植到♀小鼠BMSCs移植到♀小鼠♀小鼠小鼠

肝脏, 研究BMSCs在正常小鼠肝脏及DEN诱导

小鼠肝脏内分化增殖的情况. 用Y染色体FISH
的方法显示骨髓来源的肝细胞. ♂小鼠肝脏作♂小鼠肝脏作小鼠肝脏作

为阳性对照, 肝细胞核内绿色荧光显示Y染色体

(图3A). 骨髓基质细胞移植及DEN诱导2 mo后小

鼠肝脏内有约4%的Y染色体阳性肝细胞(图3B), 
移植3 mo后肝脏内有10%的肝细胞Y染色体阳

性(图3C). 结果提示经门静脉移植的BMSCs经

DEN诱导向肝细胞分化及增殖. 而无DEN诱导

的小鼠, BMSCs移植3 mo后肝脏内未发现Y染色

体阳性的细胞(图3D). 

3  讨论

虽然骨髓中的细胞被证实有向肝细胞转化的能

力, 但骨髓中何种类型的细胞能分化为肝细胞

目前仍不清楚. BMSCs包含多向分化潜能的干

细胞, 如分化为神经干细胞和造血干细胞[9]. 本
研究证实BMSCs在添加肝细胞生长因子的培养

基中培养21 d能分化为表达AFP和白蛋白的肝

细胞样细胞. 
越来越多的证据显示骨髓细胞能分化为特

定的细胞类型. 在一定的条件下移植的骨髓细胞

在肝脏内分化为肝细胞[10]. 有研究报道在FAH小

鼠模型中肝脏内有30%-50%的肝细胞来源于移

植的骨髓细胞的分化与增殖[2]. 转化为肝细胞的

骨髓细胞可能是间充质细胞[11]. 但有部分研究报

■同行评价
本文立意较新, 方
法得当, 结果有一
定的参考价值, 是
一篇好的学术文
章.

表  1  肝功能和肝纤维化指标的变化(n =8, mean±SD)

     
分组                    ALT(U/L)                AST (U/L)              TBIL(mg/L)                HA(μg/L)                 LN(μg/L)                Hyp(mg/g liver)

对照组                42±12              105±35                8.8±4.2               54±19                  58±16                  313±118

模型组              341±66b             506±81b            12.9±6.1              362±83b               232±63b               1255±205b

治疗组              208±44bd            372±84bd           13.5±4.2             289±74bc              178±48bc                900±141bd

aP<0.05, bP<0.01 vs 对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs 模型组.

图  2  移植的BMSCs对肝纤维化的抑制(HE染色, 免疫组化×200). A: 对照组; B: 模型组; C: BMSCs移植组; D: 对照组; E: 模

型组; F: BMSCs移植组.

A B C

D E F
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道即使存在很强转化的压力下, 骨髓细胞转变为

肝细胞仅仅是一种可能性很小的事件[12]. 另外有

研究报道骨髓细胞与肝细胞的细胞融合是骨髓

转化为肝细胞的主要来源[4]. 主要由髓系单核细

胞与肝细胞融合产生功能性的肝细胞增殖[6]. 
本实验用D E N诱导肝纤维化模型来研究

BMSCs移植治疗纤维化的效果. DEN是一种肝

毒性的诱癌剂, 能诱导肝纤维化, 与人类的肝

纤维化相似. 我们的结果显示BMSCs移植能明

显降低D E N诱导的血清转氨酶水平和改善肝

纤维化指标. BMSCs移植组肝脏α-SMA表达较

模型组明显减少. 肝脏α-SMA表达代表肝星状

细胞的活性, 也是肝纤维化形成的关键因素[13]. 
BMSCs移植能有效的抑制肝脏炎症和肝纤维化

形成. 
我们进一步探讨BMSCs移植恢复肝脏损伤

的潜在机制. BMSCs移植及DEN持续诱导肝损

伤后, 我们用荧光原位杂交的方法研究BMSCs
在肝脏内向肝细胞分化的能力. 研究结果显示

在持续性肝损伤情况下, BMSCs能向肝细胞分

化, 随时间延长而逐渐增加. 3 mo肝脏内约10%
的细胞为骨髓来源的肝细胞. 

本研究中肝脏内有较多骨髓来源的肝细胞, 
其结果与某些报道不一致[12], 原因可能包括以下

几方面. 首先, 注射途径可能是影响骨髓细胞转

化为肝细胞的重要因素之一. 本研究中经门静

脉向肝脏内直接注射骨髓细胞可能比经尾静脉

周围血管注射更有利于骨髓细胞向肝细胞分化. 
在心脏和血管疾病中, 病变部位直接注射自身

骨髓细胞更容易在缺血的局部补充内皮祖细胞

及新生血管形成[14]. 其次, 骨髓细胞转化为肝细

胞的压力决定骨髓来源的肝细胞增殖的数量[15]. 
本研究发现BMSCs移植到小鼠肝脏后DEN诱导

肝损伤, 肝脏内发现有骨髓来源的肝细胞增殖, 
而无DEN诱导的肝脏内未发现骨髓来源的肝细

胞. DEN诱导的持续肝损伤是BMSCs向肝细胞

分化和增殖的重要因素, 移植BMSCs向肝细胞

的分化增殖与改善肝功能和抑制肝纤维化有关. 
该结果提示骨髓来源的肝细胞通过替代受损的

肝细胞来减轻肝损害. 
总之, 在持续损伤性肝脏中, 向肝内直接移

植的BMSCs能有效地增殖分化为肝细胞. 移植

的BMSCs通过替代受损的肝细胞来有效地恢复

肝损害和减轻肝纤维化. 本研究提示自身的骨

髓细胞移植是一种有前途的治疗慢性肝脏疾病

的方法. 
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