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Abstract
AIM:  To evaluate the influence of inflammatory 
reaction on the survival of transplanted mesen-
chymal stem cells (MSCs) and on the efficacy of 
MSC transplantation for acute liver injury. 

METHODS: Sixteen Chinese experimental mini-
pigs were randomly divided into two groups: 
control group and MSC transplantation group. All 
the animals were given 0.25 g/kg and 0.35 g/kg 
of D-galactosamine (D-gal) to induce acute liver 
injury with inflammatory reaction of varying 
degrees. In the control group, 100 mL of normal 
saline was injected into the liver via the portal 
vein 24 h after model induction. In the MSC 
transplantation group, 8 × 107 MSCs (in 40 mL 

■背景资料
骨髓间充质干细
胞(mesenchymal 
stem cells, MSCs)
移植治疗肝病临
床和实验均有较
多报道, 但越来越
多的研究显示移
植细胞肝内存活
率和转化率低, 并
且移植细胞的治
疗机制不甚明了, 
种种问题严重制
约干细胞在肝衰
竭方面的治疗前
景.

PBS) were injected into the liver via the portal 
vein. Liver function, serum inflammatory mark-
ers, survival of MSCs and pathological changes 
were examined after injection. 

RESULTS: Serum levels of inflammation factors 
(IL-1, TNF-alpha) were significantly higher in 
the high-concentration D-gal group than in the 
low-concentration group. For animals given low-
concentration D-gal, serum ALT, TB and NH3 
differed significantly between the MSC trans-
plantation group and control group (D2: 232.6 ± 
57.6 vs 334.4 ± 42.3, 12.2 ± 3.3 vs 16.0 ± 1.2, 79.7 ± 
9.3 vs 127.8 ± 28.2, all P < 0. 05). In contrast, for 
animals given high-concentration D-gal, there 
was no difference in the above parameters be-
tween the MSC transplantation group and con-
trol group. Hepatic engraftment of MSCs in the 
mild inflammation group was obviously differ-
ent from that in the severe inflammation group, 
and the growth of hepatocytes was significantly 
improved in the mild inflammation group com-
pared to the severe inflammation group. 

CONCLUSION: MSC transplantation is at least 
partially useful for the management of acute 
liver injury. Severe inflammatory reaction is 
harmful to hepatic engraftment of MSCs, while 
mild inflammatory reaction is useful for the 
transplanted cells. 

Key Words: Acute liver failure; Inflammatory reac-
tion; Mesenchymal stem cells; Cell transplantation 
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摘要
目的: 探讨猪急性肝损伤肝脏内不同程度炎症
反应对移植骨髓间充质干细胞(mesenchymal 
stem cells, MSCs)存活率和疗效的影响. 

方法:16头中华实验小型猪随机分为2组(n = 

■同行评议者
单云峰, 副主任医
师, 温州医学院第
一附属医院肝胆
外科
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■研发前沿
M S C s 由 于 强 大
的自我更新、多
项分化能力和采
集方便等原因逐
渐成为继内科综
合治疗和肝移植
后治疗肝衰竭的
新 方 法 .  但 近 年
越来越多的研究
显示细胞移植后
肝脏内的存活率
和 转 化 率 较 低 , 
严重影响细胞疗
效 发 挥 ,  这 一 问
题亟待解决.

8): 对照组和移植组. 每组均按照低浓度D氨基
半乳糖胺(D-gal, 0.25 g/kg)、高浓度D氨基半
乳糖胺(D-gal, 0.35 g/kg)给药, 分别建立2种急
性肝损伤模型, 诱导24 h后, 对照组动物门静
脉注射生理盐水40 mL, 移植组动物门静脉移
植40 mL PBS(约8×107同种异体GFP-MSCs).  
2 wk内观察猪肝功能变化、病理变化、血清
炎症指标和移植MSCs定植存活情况. 

结果: 低浓度D-gal组血清IL-1、TNF-α水平
明显低于高浓度D-gal组, 差异有显著性. 低
浓度D-gal移植组与低浓度D-gal对照组比较, 
ALT、TB和NH3在早期有显著差异(D2: 232.6
±57.6 vs  334.4±42.3, 12.2±3.3 vs  16.0±
1.2, 79.7±9.3 vs 127.8±28.2, P <0.05); 高浓度
D-gal移植组与高浓度D-gal对照组比较, 肝功
能指标有改善, 但无显著意义. 低浓度D-gal移
植组MSCs定植存活率和肝细胞增殖率显著高
于高浓度D-gal移植组. 

结论: 骨髓间充质干细胞移植治疗肝损伤的
疗效在很大程度上取决于肝脏炎症反应的程
度, 炎症反应越严重, 移植细胞越不易存活; 
相反, 较低的体内炎症环境有益于MSCs定
植、存活和肝细胞再生. 

关键词: 急性肝损伤; 炎症反应; 骨髓间充质干细

胞; 细胞移植
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0  引 言

近年来, 骨髓干细胞(mesenchymal stem cells, 
MSCs)因其自我更新、多向分化能力及采集方

便被广泛关注. 并且随着Petersen等[1]指出骨髓

MSCs能够在受体肝脏内转化为肝样细胞, 有关

MSCs移植治疗肝脏疾病的基础研究广泛开展. 
但不容乐观的是移植MSCs在急性肝损伤动物

受体内的植入率和转化率相当有限[2,3], 严重制

约其疗效. 进一步的研究发现炎症反应在急性

肝损伤的病理过程中发挥重要作用, 本研究欲

在此认识基础上探讨MSCs移植效果是否与肝

损伤体内严重的炎症反应有密切的关系, 以期

为提高干细胞移植效率提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康家猪16头, 雌雄不限, 体质量15 kg, 

由南京大学医学院附属鼓楼医院实验动物中心

提供. L-DMEM培养液、特级胎牛血清、胰蛋

白酶购自Gibco公司; 淋巴细胞分离液购自TBD
公司; 小鼠抗猪mAb PCNA(Cell signaling公司); 
猪IL-1β、TNF-α ELISA试剂盒(Life Science公
司); 兔GFP-antibody(美国Abcam公司). 
1.2 方法

1.2.1 猪骨髓MSCs的分离、培养及扩增: 具体方

法同参考文献[4]. 
1.2.2 慢病毒介导GFP基因转染猪MSCs细胞构

建稳定表达GFP的MSCs细胞系: 猪第5代MSCs
细胞按1.1×104cells/well铺1块24孔板. 16 h后倾

倒部分培养基, 以80的MOI加入携带GFP的慢病

毒载体LVT7-L.V. 每孔加2.5 μL polybrene以促

进DNA的转染. 24 h更换培养液, 3-5 d后传代继

续培养. 传代细胞中加入嘌呤霉素筛选成功转

染GFP蛋白的MSCs细胞系. 
1.2.3 猪急性肝损伤模型的建立: 所有试验猪动

物分别以0.25 g/kg和0.35 g/kg剂量的D-Gal静脉

给药. D-Gal按10%的浓度溶于50 g/L葡萄糖溶

液, 并调节溶液pH值至6.8, 经耳背大静脉注射到

动物体内; 造模24 h后分别行MSCs门静脉移植

手术和生理盐水假手术, 术后定期观察肝功能

变化. 
1.2.4 实验分组及处理: 所有动物随机分为2组
(n = 8): 对照组和移植组. 对照组(低浓度D-Gal
对照组和高浓度D-Gal对照组): 诱导24 h后, 剖
腹门静脉注射生理盐水40 mL; 移植组(低浓度

D-Gal移植组和高浓度D-Gal移植组): 诱导24 h
后, 剖腹门静脉移植同种异体MSCs细胞悬液

40 mL(约8×107MSCs).    
1.2.5 组织学检查: 于1、2 wk末处死动物, 取出

肝脏, 随机取肝内血管及周围组织, 石蜡切片行

HE染色了解肝损伤情况, 免疫组织化学显示肝

脏再生和GFP-MSCs定植存活情况, 冰冻切片免

疫荧光染色显示GFP-MSCs分布和存活情况. 
统计学处理 采用SPSS16.0统计学软件进行

数据处理, 组间比较应用独立样本t检验, P <0.05
为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 MSCs形态学特点 原代接种1 d后换液, 镜下

可见类圆形散在分布的集落样生长细胞; 培养

3 d后, 可见细胞集落面积增大, 触角展开呈梭形

或多角形, 细胞核清晰(图1A); 7-10 d后, 集落进

一步扩大并形成融合单层. 传代后, 细胞呈均匀
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生长, 形态类似成纤维细胞, 混有较多杂质细胞; 
传至第3-5代, MSCs逐渐纯化(图1B). 
2.2 转染后MSCs的GFP表达 感染24 h后弃病毒

培养液, 换液培养3 d后, 可见较弱的绿色荧光; 
嘌呤霉素筛选出GFP-MSCs细胞系后荧光强度

逐渐增强, 并长期维持较高水平. 流式细胞分析

显示MOI 80时, 感染效率为80%, 平均荧光强

度为11 076. 本研究组前期预实验构建了多种

滴度和孵育时间的GFP-MSCs, 综合转染效率

和后期的增殖速度考虑MOI 200时病毒毒性较

大, MSCs易死亡; MOI 80以下转染的效率过低, 
MOI 40时MSCs增殖速度较慢, 最终采用MOI 80
带有嘌呤霉素抗性的慢病毒孵育24 h的转染方

式, 成功构建GFP-MSCs, 得到稳定表达GFP的
MSCs, 有利于试验中示踪鉴定移植细胞. 
2.3 血清炎症因子动态变化 各组IL-1、TNF-α
均在第1-3天迅速升至高峰, 其后缓慢下降, 低
浓度D-Gal组2 wk恢复正常水平, 高浓度D-Gal
组仍停留在较高水平; 低浓度D-Gal动物在各时

间点IL-1、TNF-α水平均低于高浓度D-Gal动
物, 差异有显著性(P <0.05). 以低浓度D-Gal移植

组和高浓度D-Gal移植组为例, 2组IL-1指标在第

1、2、3、4、5天和第1、2周时间点上有显著

差异, t值分别为4.297、3.763、4.908、5.238、
4.798、4.802和3.697(图2). 
2.4 肝功能指标变化 高浓度D-Gal移植组较高浓

度D-Gal对照组肝功能指标有改善, 但无显著意

义; 低浓度D-Gal移植组与低浓度D-Gal对照组

在AST、ALT、TB、血氨指标上存在显著性差

异(表1, 2, P <0. 05). 
2.5 组织学病理变化 动物存活至1、2 wk时, 分
别人为处死取肝组织常规石蜡切片行HE染色和

免疫组化检测. HE染色(1 wk): 低浓度D-Gal对照

组汇管区中性粒细胞广泛浸润, 肝小叶结构基

本正常; 低浓度D-Gal移植组肝组织、肝小叶结

构尚存, 小叶内肝细胞未见明显坏死, 部分肝窦

扩展, 汇管区见中性粒细胞浸润; 高浓度D-Gal
组可见肝组织、肝小叶轮廓不清, 肝细胞坏死

严重而广泛, 呈空泡样改变, 坏死区含有红细胞, 
肝窦明显扩张充血, 小叶内及汇管区有大量淋

巴细胞和巨噬细胞为主的炎细胞浸润(图3). 
 PCNA免疫组化染色: 核着棕黄色者为阳

性表达的细胞, 染色大而圆者为肝细胞. 正常肝

组织多为阴性表达, 偶见阳性表达. 急性肝损伤 
1 w k后肝细胞多处于增殖顶峰 ,  可见低浓度

D-G a l组肝组织广泛增殖, 形态规则; 高浓度

D-Gal组存在阳性表达, 但数量减少, 核着色形态

不规则(图4). 

图  1  MSC镜下形态变化. A: 原代; B: 第3代.

A

B

图  2  术前及术后各时间点检测各组血清IL-1和TNF-α浓
度). A: IL-1; B: TNF-α. bP<0.01 vs  高浓度D-Gal移植组.

■相关报道
大量的基础和临
床研究总体显示
MSC移植对肝功
能改善有积极意
义, 同时也有抗炎
因子和干细胞移
植联合治疗的报
道, 显示出不错的
治疗效果. 
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GFP-MSCs免疫组织化学和免疫荧光染色: 
免疫组化染色棕黄色为阳性表达, 免疫荧光检测

黄绿色为阳性细胞. 两者均显示低浓度D-Gal组1 
wk末移植细胞较多沿血管周围分布, 呈聚集生长, 
肝小叶内也可见阳性细胞; 高浓度D-Gal组肝脏

结构紊乱, 肝血窦扩展, 可见零星分布在血管周围

的MSCs, 高倍镜下细胞计数可见阳性细胞率低于

1%(图5, 6). 

3  讨论

长期以来, 干细胞因其强大的自我更新、多项

分化能力和采集方便特点受到各领域研究的关

注. 随着Petersen等[1]和Theise等[2]的研究指出骨

髓间充质干细胞和造血干细胞能在受体肝脏内

转化为肝细胞, MSCs在治疗肝脏疾病方面得到

广泛应用. 不少基础和临床研究也肯定了MSCs

对急慢性肝脏疾病的疗效[5-9]: 骨髓干细胞移植

后, 肝细胞增殖加快, 肝功能指数改善, 黄疸指

数下降, 肝纤维化得到改善. 但Zhang等[10]建立

了一种急性肝损伤模型, 并使用retrorsine抑制内

源性肝细胞再生, 结果MSCs移植28 d后肝脏质

量和白蛋白表达量没有增加, 这说明移植细胞

在急性肝损伤的肝内并没有增殖, 更无转化为

表达白蛋白的功能肝细胞; Sato等[11]将人MSCs
通过肝脏输注给肝衰的SD大鼠, 发现只有0.5%
的MSCs向肝细胞转化. 

不同的是di Bonzo等[3]将人MSCs通过尾静

脉输注给慢性肝损伤裸鼠, 显示慢性肝损伤能

促进干细胞归巢, 而急性肝损伤裸鼠内干细胞

的植入率明显减少. 本研究将GFP-MSCs移植入

急性肝损伤猪肝内, 2 wk后免疫组织化学显示低

浓度D-Gal组阳性细胞植入率明显高于高浓度

表  1  低浓度D-Gal组2 wk内肝功能变化 (mean±SD)

     

 参数    分组
                                                                             给药时间

     术前    术中       1 d      2 d       3 d     4 d     5 d     1 wk    2 wk

ALT

(U/L)

对照组   43.1±

  14.1

996.3±

145.3

   715±

   82.4

334.4±

  42.3

152.6±

  27.6

62.6±

  8.6

48.5±

  9.3

46.2±

16.0

 45.1±

   8.3
移植组   33.2±

    6.5

947.3±

182.8

577.5±

  50.3a

232.6±

  57.6a

  62.3±

  21.2a

50.7±

12.1

47.6±

15.3

40.1±

16.6

 41.1±

 12.5
TB

(μmol/L)

对照组     2.3±

    0.8

  17.6±

    3.7

  22.7±

    5.0

  16.0±

    1.2

    6.3±

    0.1

  4.6±

  0.5

  1.5±

  0.1

  1.8±

  0.9

   0.8±

   0.3
移植组     1.1±

    0.1

  18.5±

    3.3

  20.9±

    7.5

  12.2±

    3.3a

    3.1±

    1.2a

  2.9±

  1.4a

  1.1±

  0.4

  1.3±

  0.5

   0.8±

   0.1
NH3

(μmol/L) 

对照组   31.3±

  15.2

235.5±

  33.7

179.3±

  16.9

127.8±

  28.2

  90.5±

    7.1

71.3±

  8.5

   61±

   12.6

47.5±

10.3

    40±

    13.9
移植组   34.5±

  14.4

263.6±

  55.6

130.7±

  12.6a

  79.7±

    9.3a

  59.0±

    8.2a

56.5±

  7.6

50.7±

  9.9

42.5±

  1.9

  37.8±

    9.2

aP<0.05 vs   对照组.

■创新盘点
本研究通过探讨
猪急性肝损伤肝
脏内不同程度炎
症 反 应 对 移 植
MSCs存活率和疗
效的影响, 发现轻
度炎症反应利于
干细胞在肝内的
存活和对肝功能
的改善.

aP<0.05 vs  对照组.

表  2  高浓度D-Gal组2 wk内肝功能变化  (mean±SD)

     
参数   分组                                                                   给药时间

               术前          术中            1 d         3 d         5 d         1 wk       2 wk

ALT(U/L) 对照组 47.9±21.1 2871.9±406.8 1975.4±199.6 868.7±188.9 288.1±47.5 173.8±33.7 75.9±24.8

移植组 40.9±20.2 2630.1±372.6 1789.2±417.1 670.4±176.5 181.2±32.8   76.4±11.5a 41.8±17.8

TB(μmol/L) 对照组 2.35±0.9     28.5±6.9     36.4±7.9   15.9±4.9     6.9±3.5     3.9±1.1   0.9±0.3

移植组   1.4±0.6     22.7±3.1     40.0±7.9   13.5±4.5   4.45±1.8   2.58±0.5   1.1±0.4

NH3(μmol/L) 对照组 34.5±4.9      389±88.3   306.8±109.1    167±78.9      86±29.2   74.2±15.6 87.8±27.8

移植组 43.1±15.1   369.5±48.3   191.2±15.4a 101.2±16.0a 113.5±14.9   99.7±16.6    76±22.1

PT (s) 对照组 11.4±0.5     20.1±3.2     37.1±6.2   22.1±3.5   12.4±0.7   12.1±1.4 11.8±0.7

移植组 11.1±0.7     24.7±1.3     35.8±3.4   16.7±0.8a   11.2±0.3   12.2±0.7 11.3±0.4
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D-Gal组(分别为3%-5%和<1%), 更有趣的是, 目
前关于MSCs移植对急性肝损伤治疗的文献报

道明显少于其对慢性肝脏疾病治疗的报道, 究
其原因在于急性肝损伤的移植效果不佳. 

与慢性肝病长期而缓和的肝损伤不同, 急性

肝损伤是一种以短期剧烈肝功能丧失为特点的

临床重症. 近来研究报道急性肝损伤(特别是急

性肝衰竭)是一种伴有大量免疫炎症因子参与的

炎性疾病, 相对过急的肝内免疫炎症反应被认为

是其发病关键的病理机制[12-16]; 发生急性肝损伤

图  4  肝组织免疫组织化学染色结果显示肝细胞增殖情况(×200). A: 低浓度D-gal移植组; B: 高浓度D-gal移植组.

BA

图  5  免疫组织化学染色GFP-MSCs(×400). A: 高浓度D-gal移植组; B: 低浓度D-gal移植组. 

A B

■应用重点
本试验提示通过
改善肝衰竭过激
的炎症环境将会
促进移植MSCs的
存活和转化,为提
高干细胞疗效提
供实践依据和理
论依据, 也对细胞
移植的临床试验
有重要指导意义. 

A B

C D

图  3  肝组织HE染色(×200). A: 低浓度D-gal对照组; B: 高浓度D-gal对照组; C: 低浓度D-gal移植组; D: 高浓度D-gal移植组.
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时IL-1、TNF-α较慢性肝炎和常人显著升高[17]. 
由此可见, MSCs移植效果不佳的主要原因

是其在体内活性、植入率及转化率太低, 而这

又与急性肝损伤体内严重的炎症反应有密切的

关系. 本研究结果显示高浓度D-Gal移植组较高

浓度D-Gal对照组肝功能指标有改善, 但无显著

意义, 提示移植MSCs并不适合高浓度D-gal给药

环境, 免疫组织化学染色显示高浓度D-gal组肝

细胞增殖数明显少于低浓度D-gal组. 既往使用

抗炎物质如IL-1Ra[18]、IL-6、TNF-α抑制剂或

内科综合治疗[4]联合MSCs移植治疗急性肝脏疾

病的研究却均显示出较好的治疗效果. 由此可

见, 肝损伤和肝衰竭时严重的免疫炎症因子不

仅对自体肝细胞再生有细胞毒性作用, 同时对

移植入体内的干细胞存活并向肝脏细胞分化也

有毒性损害[19,20]. 
但不可忽视的是IL-1、TNF-α等炎症指标是

肝细胞生长分化与再生所必需的调节因子[21-23]; 
同时体外试验提示肝衰血清有促进干细胞生长

和分化的功能[24-27]; di Bonzo等[3]从尾静脉移植

MSCs给正常裸鼠和慢性肝损伤裸鼠, 结果前

者肝脏内移植细胞植入率较后者明显减少. 由
此可见适度的肝脏内炎症环境对肝细胞再生修

复、移植细胞归巢和分化都有促进作用. 
总之, 抑制过激的炎症反应似乎可以促进干

细胞对急性肝脏疾病的治疗作用. 研究显示IL-1
是激活免疫炎症反应的中心枢纽, 对各种免疫

细胞均有激活作用[28,29], 而IL-1Ra是其天然的拮

抗剂[30,31]. 应用IL-1Ra下调炎症反应, 为移植细

胞创造平衡的体内环境, 减少肝损伤时的病理

损害是前景良好的治疗策略. 但IL-1Ra有半衰期

短、价格昂贵、易失活等缺陷, 关于何种途径

给药, 如何延长半衰期、减少用药量及具体的

联合治疗机制是进一步需要研究的问题. 
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