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Abstract
AIM: To evaluate the therapeutic effect of trans-
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人羊膜脐带源性间充质干细胞对大鼠肝硬化的治疗作用

高琳琳, 关方霞, 郑鹏远, 杨 波, 迟连凯, 梁 硕, 邹润钦, 刘志强

®

■背景资料
肝硬化在我国为
常见肝脏疾病, 严
重威胁人类健康, 
进入失代偿期后
病情常难以逆转. 
目前缺乏有效的
治疗方法, 鉴于人
羊膜和脐带间充
质干细胞的诸多
优势, 可能成为治
疗肝硬化的新干
细胞来源. 

plantation of human amniotic membrane-de-
rived mesenchymal stem cells (hAM-MSCs) and 
human umbilical cord-derived mesenchymal 
stem cells (hUC-MSCs) on carbon tetrachloride 
(CCl4)-induced hepatic cirrhosis in rats.

METHODS: hAM-MSCs and hUC-MSCs were 
isolated and analyzed by flow cytometry for 
detection of expression of CD44, CD29 and 
CD34. Hepatic cirrhosis was induced in rats with 
CCl4. At week 8, five rats were killed to conduct 
pathological examination to confirm successful 
induction of hepatic cirrhosis, and 30 rats with 
hepatic cirrhosis were randomly and equally 
divided into three groups: hAM-MSCs group, 
hUC-MSCs group and control group. The hAM-
MSCs and hUC-MSCs groups were infused wit 
2×106 MSCs in 2 mL of saline via the tail vein, 
while the control group was given equal volume 
of saline. Liver function was examined before 
cell transplantation and 4 wk after cell trans-
plantation. HE staining and Masson dyeing were 
performed to observe pathological changes in 
the liver. The expression of alpha-smooth mus-
cle actin (α-SMA) in the liver was determined by 
immunohistochemistry.

RESULTS: Both isolated hAM-MSCs and hUC-
MSCs expressed CD29 and CD44, but did not 
express CD34. After cell transplantation, liver 
function parameters were markedly improved (all 
P < 0.05) and the expression of α-SMA was re-
duced in the hAM-MSCs and hUC-MSCs groups 
compared to the control group (130.6 ± 3.0, 127.0 
± 2.6 vs 152.2 ± 5.4, both P < 0.05). There were no 
statistically significant differences in liver func-
tion parameters and α-SMA expression between 
the hAM-MSCs and hUC-MSCs groups.

CONCLUSION: Transplantation of hAM-MSCs 
and hUC-MSCs could efficiently improve liver 
functions and inhibit liver fibrosis in rats.

Key Words: Human umbilical cord-derived mesen-
chymal stem cells; Human amniotic membrane-
derived mesenchymal stem cells; Transplantation; 
Hepatic cirrhosis

Gao LL, Guan FX, Zheng PY, Yang B, Chi LK, Liang S, 
Zou RQ, Liu ZQ. Therapeutic effect of transplantation of 

■同行评议者
朴云峰, 教授, 吉
林大学第一临床
医院消化内科



高琳琳, 等. 人羊膜脐带源性间充质干细胞对大鼠肝硬化的治疗作用					                 917

www.wjgnet.com

■研发前沿
人羊膜和脐带间
充质干细胞的体
内外分化和作用
机制等问题是该
领域的研究热点.

human amniotic membrane- and umbilical cord-derived 
mesenchymal stem cells on hepatic cirrhosis in rats. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(11): 916-922

摘要
目的:  比较人脐带间充质干细胞 ( h u m a n 
amniotic membrane-derived mesenchymal stem 
ce l l s, hAM-MSCs)和人羊膜间充质干细胞
(human umbilical cord-derived mesenchymal 
stem cells, hUC-MSCs)对模型大鼠肝硬化的治
疗效果. 

方法: 分离培养hAM-MSCs和hUC-MSCs, 流
式检测CD29、CD44和CD34. CCl4诱导大鼠
肝硬化模型, 在第8周时, 杀死5只大鼠做病理
检测以确诊为肝硬化. 30只成模大鼠随机分
为脐带干细胞组(n  = 10)、羊膜干细胞组(n  = 
10)和对照组(n  = 10), 分别注入hAM-MSCs、
hUC-MSCs 2 mL(细胞数量2×106)和等量生
理盐水. 细胞移植前和移植4 wk后, 检测大鼠
肝功能; 肝组织HE染色、Masson染色; 免疫组
织化学法检测α-SMA在肝脏中的表达. 

结果:  2种细胞表达C D29、C D44, 不表达
CD34. 移植后, 与对照组相比, 脐带干细胞组
和羊膜干细胞组ALT和AST明显降低(204.6
±16.4, 195.6±21.2 vs  539.8±36.2; 180.1±
25.2, 167.5±19.0 vs  337.4±23.4, P <0.05); 胶
原沉积减少; 组织病理学评分有显著性差异
(P <0.05); 肝脏α-SMA表达量减少(130.6±3.0, 
127.0±2.6 vs  152.2±5.4, P <0.05). 脐带干细
胞组和羊膜干细胞组的肝功能、肝组织病理
学评分及肝脏α-SMA表达量均无明显差异. 

结论: hAM-MSCs和hUC-MSCs能有效改善肝
硬化大鼠模型的肝功能和肝硬化程度, 两者治
疗效果无明显差异. 

关键词: 人脐带间充质干细胞; 人羊膜间充质干细

胞; 移植; 肝硬化
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0  引言

肝硬化(liver cirrhosis)是各种慢性肝病发展的晚

期阶段, 原位肝移植(orthotopic liver transplanta-
tion, OLT)是治疗肝硬化的有效治疗方法, 但是

存在供肝短缺、术后并发症、免疫排斥、高额

费用及伦理道德等因素, 大部分患者不能进行

有效治疗, 最终发展为肝癌或肝衰竭[1]. 近年来

国内外研究的干细胞移植治疗方法具有光明前

景. 目前, 已经有研究人员从人胎盘来源的脐

带和羊膜中分离出间充质干细胞(mesenchymal 
stem cells, MSCs), 证明他们具有与骨髓间充质

干细胞相似的表面标志物和多向分化潜能[2-6]. 
近期发现, 脐带MSCs和羊膜MSCs能够分化为

肝细胞样细胞, 移植到鼠肝硬化模型体内能够

改善其肝功能和缓解肝纤维化. 胎盘是胎儿分

娩后的弃物, 可以大量获取并且没有伦理道德

限制, 是骨髓MSCs较好的替代物. 本研究旨在

比较人脐带MSCs和人羊膜MSCs异体移植治疗

CCl4诱导的大鼠肝硬化模型的疗效差异, 旨在为

提供最适宜的干细胞移植来源提供科学依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♀, SD大鼠35只, 胎牛血清, DMEM培

养基, Ⅳ型胶原酶, CCl4(分析纯, 浓度99.5%), 2.5 
g/L胰酶消化液. 单抗CD29、CD44、CD34, 倒置

相差显微镜, SP9000试剂盒. 
1.2 方法

1.2.1 肝硬化大鼠模型的制备: 将CCl4与大豆油

溶液按1∶1混匀, 首次以5 mL/kg的剂量大鼠腹

部皮下注射, 以后均以3 mL/kg皮下注射, 每周2
次, 共注射8 wk. 8 wk后随机处死5只大鼠, 经病

理切片证实成模(成模率80%). 
1.2.2 人脐带MSCs的分离培养: 在无菌条件下取

足月妊娠剖宫产健康胎儿的脐带, 以PBS缓冲液

充分洗涤残留的血液. 将脐带剪切成约1 cm的小

段, 去除脐带外膜、脐静脉(1条)和脐动脉(2条), 
将剩余组织剪碎成大小约1 mm3置于培养瓶中, 
加入含体积分数为10%胎牛血清、100 U/mL青
霉素、100 mg/L链霉素的DMEM/F12培养基, 放
置在37 ℃、50 mL/L CO2饱和湿度培养箱中培

养. 培养瓶静置7 d左右, 细胞贴壁后换液, 此后 
3 d或4 d换液1次. 细胞达80%融合后用2.5 g/L的
胰蛋白酶消化, 以1∶2-1∶3的比例传代培养. 
1.2.3 羊膜MSCs的分离培养: 无菌条件下取足月

妊娠剖宫术中的胎膜组织10 cm×10 cm, 钝性

分离胎盘脐带面的羊膜, 用PBS缓冲液充分冲洗

去除细胞碎片、血液. 将羊膜尽可能剪碎置于

无菌的培养皿中, 加入2.5 g/L胰蛋白酶, 37 ℃消

化30 min, 终止消化后用生理盐水冲洗, 再加入

浓度为1.0 g/L的胶原酶Ⅳ和0.1 g/L DNA酶37 ℃
消化120 min, 取出后吸取消化液分别过80、200
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■相关报道
有研究发现羊膜
和脐带间充质干
细胞在体外能够
分化为肝细胞样
细胞, 移植到体内
可以减轻CCl4诱
导的肝纤维化大
鼠模型的肝功能
和纤维化程度.

不锈钢目网. 将消化下来的细胞1 000 r/min离心 
10 min, 台盼蓝染色, 计数活细胞, 以2×105/mL
接种于75 mL培养瓶内, 加入含10%胎牛血清、

100 U/mL青霉素、100 mg/L链霉素的DMEM/F12
培养液, 置于37 ℃、50 mL/L CO2饱和湿度的孵

箱内培养. 48-72 h后, 更换培养液, 弃去未贴壁

的细胞, 以后每3-4 d全量换液1次. 待细胞达到

80%-90%融合时用2.5 g/L的胰蛋白酶消化, 以1∶
2-1∶3的比例传代培养. 
1.2.4 人脐带MSCs和羊膜MSCs表面抗原分析: 
待P3细胞融合至90%左右, 加0.25%胰蛋白酶消

化1 min, PBS洗涤2次, 倒置显微镜下计数, 调整

每个监测样本的细胞数为1×106, 分装至EP管
中, 1 000 r/min室温离心7 min, 弃上清, 于待检测

的样本中各加入90 μL PBS, 轻轻吹打成细胞悬

液, 分别加入单抗CD29-PE、CD44-PE、CD34-
PE及同行对照各10 μL, 充分吹打混匀, 37 ℃避

光孵育30 min, 测试前再加400 μL PBS至总体积

500 μL, 充分混匀, 用流式细胞仪检测CD29、
CD44、CD34. 
1.2.5 MSCs的移植: 成模大鼠随机分为3组: 对照

组(n  = 10)、脐带干细胞组(n  = 10)和羊膜干细

胞组(n  = 10). 将第5-6代人脐带MSCs和人羊膜

MSCs混悬液各2 mL(细胞数目为2×106)分别注

入脐带干细胞组和羊膜干细胞组的大鼠尾静脉

中, 生理盐水2 mL注入对照组大鼠尾静脉中. 
1.2.6 肝功能的检测: 细胞移植前取大鼠尾静脉

血2 mL和移植后第4周大鼠左心室采血3 mL, 
分别检测谷氨酸转移酶(AST)、丙氨酸转移酶

(ALT)、白蛋白(ALB)及总胆红素(TBIL)的水平. 
1.2.7 肝组织HE和胶原染色: 细胞移植后4 wk处
死所有大鼠, 取出肝脏, 生理盐水冲洗后观察肝

硬化大体标本情况. 标本用100 g/L甲醛溶液固

定72 h, 石蜡包埋切片后常规HE染色, 胶原三重

染色(Masson染色)观察肝脏胶原沉积量. 光学显

微镜下观察各组标本肝脏假小叶形成及肝细胞

坏死情况, 参照文献[7]对纤维化程度、肝细胞

坏死及脂肪变性程度进行病理分级评分: 肝细

胞变性坏死程度分级: 0 分为无, 1分为少量, 2分
为轻度, 3分为中度, 4分为重度. 纤维化分级: 0
级为正常肝脏, 1级为胶原增多而无间隔形成, 2
级为不完全间隔形成, 3级为完全间隔形成(假
小叶形成)但间隔较细, 4级为较厚的完全间隔

形成及假小叶明显. 脂肪变性评分: 0分为无脂

肪变性, 1分为有少量脂肪变细胞, 2分为脂肪变

性占小叶比例<1/3, 3分为脂肪变性占小叶比例

1/3-2/3, 4分为脂肪变性占小叶比例>2/3. 对病理

分级评分进行统计学分析. 
1.2.8 免疫组织化学检测α-平滑肌蛋白(α-SMA): 
免疫组织化学采用Sp(streptavidin-perosidase)法. 
将肝组织切片脱蜡脱水, PBS洗3遍, 柠檬酸抗原

修复10 min. 室温3%H2O2封闭内源性过氧化物

酶20 min. 滴加山羊血清50 μL封闭, 滴加一抗(单
克隆兔抗鼠α-平滑肌蛋白, 1∶100), 4 ℃过夜. 
滴加二抗, 37 ℃孵育30 min. 滴加辣根酶标记卵

霉链白素, 37 ℃ 30 min. 各步之间用PBS充分洗

涤. 显微镜下控制DAB显色, 自来水中止, 苏木

素复染, 梯度酒精脱水, 二甲苯透明, 中性树胶

封片. 光镜(×200)下观察, 阳性细胞核染为棕黄

色. 每张切片(每例动物标本)随机选取4个视野, 
每例切片共有5个数据, 用图像分析技术检测每

个视野阳性细胞的积分(灰度值). 
统计学处理 所有数据录入SPSS17.0统计软

件包, 数据以mean±SD表示, 3组间样本采用完

全随机设计两两均数比较(t检验)进行统计学分

析, P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 人脐带MSCs的培养生长及表型特征 人脐带

MSCs培养至3 d, 有散在的细胞自组织块中游

出, 培养7 d左右, 大量细胞从组织块中游出并贴

壁, 大部分细胞形态呈梭形, 原代细胞培养15 d
左右可达到80%-90%融合, 细胞呈平行排列或漩

涡状集落生长. 传代后, 细胞增殖速度明显增快, 
5-7 d即可长满培养瓶底. 多次传代后细胞形态均

一, 以梭形细胞为主, 呈漩涡状生长(图1). FCM
分析结果显示, 第3代人脐带MSCs表达CD44、
CD29, 不表达CD34(图2). 
2.2 羊膜MSCs的培养生长及表型特征 人羊膜

MSCs接种24-48 h后细胞开始贴壁生长, 72 h观
察, 细胞呈圆形、纤维样或小多角形, 通过全量

换液逐渐去除未贴壁细胞, 10 d左右细胞可达

培养瓶底面积的80%-90%融合, 细胞呈长梭形, 
集落样生长, 排列紧密呈放射状或漩涡状分布. 
传代后4 h后细胞基本贴壁, 7-10 d长满瓶底的

80%-90%, 传至3代后, 细胞纯度好, 各代细胞形

态无明显变化(图1). 流式细胞仪分析结果显示, 
第3代人羊膜MSCs表达CD29、CD44, 不表达

CD34(图2).  
2.3 肝脏标本大体观察 移植前大鼠肝脏颜色呈

暗红色, 边缘圆钝, 质地较硬, 表面粗糙, 可见大

小不等的硬化结节分布. 对照组肝脏质地硬, 表
面仍可见大小不等硬化结节分布; 脐带干细胞

组和羊膜干细胞组肝脏边缘变钝, 表面结节均
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■创新盘点
本研究比较人羊
膜和脐带间充质
干细胞治疗肝硬
化动物模型, 通过
检测肝功能、进
行病理评分及α-
平滑肌蛋白检测, 
比较其疗效有无
差异.

较对照组减少. 
2.4 肝功能指标检测  细胞移植前 ,  脐带干细

胞组、羊膜干细胞组与对照组大鼠肝功能指

标AST、ALT、ALB及TBIL差异均无统计学

意义(P >0.05, 未列表). 移植4 wk后, 脐带干细

胞组和羊膜干细胞组分别与对照组做统计学

对比, 其肝功能指标AST、ALT差异有统计学

意义(P <0.05), ALB、TBIL差异无统计学意义

(P >0.05); 脐带干细胞组和羊膜干细胞组大鼠肝

功能指标AST、ALT、ALB、TBIL差异无统计

学意义(表1). 

2.5 组织病理学改变及病理评分 HE染色显示: 
对照组大鼠肝脏组织切片显示重度纤维化, 纤
维间隔增粗, 假小叶形成明显, 细胞脂肪样变性

坏死; 脐带干细胞组大鼠肝脏轻中度纤维化, 亦
可见假小叶形成, 平均视野下数量较对照组少, 
肝脂肪变性较前者减轻; 羊膜干细胞组大鼠肝

脏呈轻中度纤维化. Masson染色显示: 对照组

可见明显的粗条状或片状染为绿色的胶原纤

维, 包绕汇管区和中央静脉区; 脐带干细胞组

和羊膜干细胞组大鼠肝组织内胶原纤维成细丝

状, 明显少于对照组, 其中羊膜干细胞组胶原沉

A B

DC

图  1  人脐带MSCs和人羊膜MSCs的细胞形态和生长情况(×100). A: 人脐带MSCs原代培养; B: 人脐带MSCs第3代; C: 人羊

膜MSCs原代培养; D: 人羊膜MSCs第3代.
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图  2  第3代人脐带间充质干细胞(hUC-MSC)和人羊膜间充质干细胞(hAM-MSC)表面标志物的表达. 
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积区较脐带干细胞组少(图3). 结果表明, 移植

组较对照组在肝纤维化、肝细胞变性坏死及脂

肪变性等方面均有不同程度改善, 组织病理学

评分差异有统计学意义(P <0.05); 羊膜干细胞组

和脐带干细胞组间组织病理学评分无明显差别

(P >0.05, 表2). 
2.6 肝组织α-SMA表达的变化 对照组α-SMA广

泛分布于肝窦周围、汇管区、纤维间隔及增生

的胆管周围细胞. 脐带干细胞组和羊膜干细胞

组α-SMA阳性细胞的百分比减少(图4), 脐带干

细胞组、羊膜干细胞组与对照组相比α-SMA表

达差异有统计学意义(130.6±3.0, 127.0±2.6 vs  
152.2±5.4, P <0.05); 脐带干细胞组和羊膜干细

胞组α-SMA表达差异无统计学意义(P >0.05). 

3  讨论

细胞移植(肝细胞移植或干细胞移植)作为原位

肝移植过渡期治疗或替代治疗手段, 是失代偿期

肝硬化患者极具潜力的治疗策略[8-11]. MSCs因其

具有多向分化潜能、造血支持和促进干细胞植

入、免疫调控和自我复制等特点而日益受到人

们的关注[11,12]. 最早发现的骨髓MSCs已经明确具

有肝源性分化和减轻肝纤维化的能力[3,11,13], 但因

骨髓取材困难供者难以接受, 并且受年龄影响和

容易引起病毒和细菌污染等限制了其使用. 
目前研究证明脐带MSCs和羊膜MSCs具

有骨髓M S C s相似的形态、免疫表型和多向

分化潜能 ,  并表达胚胎干细胞标志如O c t4、
SSEA-3、SSEA-4[2,4,6,14-19]. 本实验通过组织块

法从人脐带中分离出人脐带MSCs, 采用胰酶-
胶原酶二酶消化法从羊膜组织中分离出人羊膜

MSCs. 流式检测分析2种细胞均高表达CD29、
CD44, 而不表达CD34, 说明分离的人脐带MSCs
和人羊膜MSCs纯度较高. 

研究发现脐带MSCs能够在肝细胞生长因

子、碱性成纤维生长因子和致瘤素M等的作用

■应用要点
本研究结果提示
人羊膜和脐带间
充质干细胞均可
以缓解动物肝硬
化程度, 两者之间
疗效无明显差别, 
为进一步深入研
究提供初步实验
基础.

表  1  细胞移植后各组大鼠肝功能指标检测结果(mean±SD, U/L)

     分组             ALT             AST          TBIL          ALB

脐带干细胞组    204.6±16.4    180.1±25.2    16.2±1.8    21.2±1.8

羊膜干细胞组    195.6±21.2    167.5±19.0    15.3±1.3    22.1±2.1

对照组    539.8±36.2    337.4±23.4    16.0±1.6    20.7±2.3

B

图  3  肝组织标本Masson染色镜下观察(×400). A: 脐带干细胞组; B: 对照组.

A

B

图  4  免疫组织化学分析α-SMA在肝组织标本中的表达. A: 羊膜干细胞组; B: 对照组.

A
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下, 分化为肝细胞样细胞(differentiated hepato-
cyte-like cells, DHC), DHC具有摄取LDL、合成

糖原和尿素、分泌ALB等肝细胞特有的生物学

功能[5,14,20-22]. 羊膜MSCs是从羊膜中胚层分化而

来, 被证明比骨髓MSCs有更强的增殖能力和干

细胞特征, 免疫源性低、无致瘤性, 在一定诱导

因子作用下可以分化为DHC[23-25]. Tsai等[26]证明

脐带MSCs移植到CCl4诱导的肝硬化大鼠模型

体内, 可以改善肝功能, 减轻肝纤维化, 移植后

的脐带MSCs分散到肝组织内, 分泌各种修复肝

功和促进肝再生的活性因子. Lee等[27]证明羊膜

MSCs移植到CCl4诱导肝损伤鼠体内, 可以改善

肝功能, 鼠肝脏的α-SMA量和胶原沉积均减少. 
Zhang等[28]研究证明羊膜MSCs注入CCl4诱导的

肝纤维化鼠模型的脾内, 延缓了疾病进展并修

复了肝功; 羊膜MSCs能够阻止HSC的活性; 羊
膜MSCs移植可以减少肝细胞凋亡, 促进肝细胞

增殖; 羊膜MSCs移植减轻肝细胞衰老; 移植的

羊膜MSCs迁移到损伤肝脏中并表达人白蛋白

和人甲胎蛋白. 
肝纤维化主要与肝脏星状细胞的激活有

关, 大量研究证实检测到α-SMA表达是肝星状

细胞激活的可靠标志[29,30]. 本实验将未分化的

脐带MSCs和羊膜MSCs经尾静脉移植入肝硬化

大鼠模型体内, 肝脏α-SMA均减少, 说明人脐带

MSCs和人羊膜MSCs移植后可以抑制肝纤维化

的发展. 就脐带MSCs和羊膜MSCs的生物学特

性比较有报道[2], 本试验首次比较了两种细胞治

疗肝硬化模型的疗效. 两种细胞对改善肝硬化

大鼠模型的肝功能、肝脏病理学评分和α-SMA
水平均无明显差异. 两种细胞分别移植到大鼠

体内后, 大鼠未出现排异反应, 这与以前研究的

MSCs的低免疫源性相一致[12,31]. 
总之, 脐带和羊膜是胎儿分娩后的弃物, 可

以大量获取, 伦理问题不显著, 分离培养的人脐

带MSCs和人羊膜MSCs增殖能力强和免疫源性

低, 使其有望成为治疗肝硬化的新的MSCs来源, 
其确切疗效和可能的机制仍有待进一步探索. 

志谢: 感谢郑州大学211三期工程项目干细胞
研究的支持.
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■同行评价
该 研 究 发 现 羊 膜
脐 带 源 性 间 充 质
干 细 胞 具 有 同 样
的 增 殖 能 力 及 较
低的免疫原性 ,可
成 为 新 的 间 充 质
干细胞来源, 选题
新颖 ,  设计合理 , 
结论可靠.
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