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要"目的
!

探讨骨髓源肝细胞样细胞移植对急性肝功能衰竭的治疗作用%方法
!

体外诱导大鼠骨髓间质干细胞

"

_/L#8

$分化!以
_L5"'

&清蛋白"

NF_

$为分子标志!采用逆转录聚合酶链反应"

V5"W#V

$和流式细胞技术"

[#/

$检测其分化状

态%构建大鼠急性肝功能衰竭模型!随机分为两组(实验组"骨髓源肝细胞样细胞移植$和对照组!结合多项血生化指标&病理形态

学和生存状况综合评估骨髓源肝细胞对肝功能重建的影响%结果
!

诱导
&4!

的
_/L#8

髓系来源标志
_L5"'

表达消失!成熟肝

细胞标志
NF_

的表达出现!流式细胞术检测结果亦表明其高表达
NF_

#骨髓源肝细胞移植可降低血清丙氨酸氨基转移酶

"

NF5

$&天冬氨酸氨基转移酶"

NL5

$&总胆红素 "

5_XF

$水平!提高清蛋白合成能力!改善大鼠肝功能和生存状况%结论
!

骨髓源

肝细胞样细胞移植对肝功能恢复可以起到有效作用!可作为肝功能衰竭进行细胞移植的一个理想细胞源%

关键词"间质干细胞#肝功能衰竭!急性#细胞移植
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骨髓间质干细胞$
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_/L#8

&是一种多能干细胞#已有大量实验证明其可在特定条

件下向肝细胞方向诱导分化)

'"0

*

(本研究组前期在国家自然科

学基金的资助下运用肝损伤动物模型的实验血清及肝组织萃

取物成功诱导出了能够表达清蛋白的肝细胞样细胞)

3"C

*

(然

而#这些体外诱导的细胞虽然已在形态学和分子谱上具备了肝

细胞的某些特征#但是否具备肝细胞的生物学功能+ 能否对受

损肝脏起到一定的功能代偿作用+ 能否用作肝细胞移植和生

物人工肝技术的细胞源+ 要回答这些问题#还需要进一步的体

内实验研究(本实验采用体外诱导的肝细胞样细胞进行体内

移植#综合评估其对肝功能衰竭的代偿能力(
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材料与方法
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!

材料

@1@1@

!

实验动物
!

健康雄性
LA

大鼠
3

只#

D

周龄#体质量

'44

'

'24

O

#用于骨髓间质干细胞的供体%健康雌性
LA

大鼠

34

只#

D

周龄#体质量
'44

'

'24

O

#用于构建急性肝功能衰竭动

物模型及细胞移植的受体(所有动物均为清洁级#由中山大学

实验动物中心提供(
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主要试剂
!
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A/%/
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["'&

培养基$

UX_#Y

公

司&'

A"

氨基半乳糖盐酸盐$

A"

O

*E*G?.8*:-+6

#

A"

O

*E

#江苏启东九

丰工贸有限公司&'胎牛血清$杭州四季青公司&'表皮生长因子

$
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Q
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%U[

#

W6

Q

>.56GH

#英国&'

A$N

提取

试剂盒$

Y:6

O

*

#美国&'

5*

g

酶$

W>.:6

O

*

#美国&'一抗$兔抗鼠

NF_

抗体#

*E,):-+

#
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#
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主要仪器
!

W#V

仪$

%

QQ

6+!.>P

#德国&'倒置相差显微

镜$

YE

@

:

Q

E)8

#日本&'紫外透射分析仪$

9[("&4&_

#上海&'凝

胶成像仪$

<aW

#美国&'稳压稳流电泳仪$上海&'细胞培养箱

CK0&

重庆医学
&4''

年
C

月第
34

卷第
&3

期

"

基金项目!国家自然科学基金$

$Y

!

04'B43B0

&%广东省自然科学基金$

$Y

!

4344K0&D

&%湖南省教育厅课题$

$Y

!

4C#B33

&%湖南省重点学科

建设资助项目$

&44D"'C4

&%湖南省高校重点实验室资助项目(
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通讯作者#
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细胞移植后
'&

#

B&H

时间点各移植组肝功能生化指标变化$

CIF

%

指标 移植前
移植后

'&H

实验组 对照组

移植后
B&H

实验组 对照组

NF5

$
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"

F

&
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*
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*
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&

'40104I'B10C K''1K4I&B103
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&
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0'144I014C '1B4I413D
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&'4144I'1C'
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$

O

"

F

&

0D124I014& 001&4I'1K3

*

&2104I'1C4 001'4I&1'2

*

&21D4I41CK

!!

*

!

!

$

4142

#实验组与对照组比较(

$

W>6G-8-.+

#美国&'全自动生化分析仪$日本日立
B'B4

型&'流

式细胞仪$

_%#c/N$"#Y<F5%V

公司#

%FX5%

%激光波长

3CC+:

#功率
'2:9

&(

@1A

!

实验方法

@1A1@

!

雄性大鼠
_/L#8

的分离'培养和鉴定
!

分离和培养

的方法见文献)

2

*(细胞经流式细胞仪分析#显示出
#A&Kh

#A33h#A03]#A32]

的分子表型#流式结果见文献)

D

*(

@1A1A

!

_/L#8

的诱导分化
!

按文献)

D"C

*方法#取传至第
2

代的
_/L#8

按
'̂ '4

3 个"
G:

& 接种至
B2G:

& 塑料培养瓶#

&3

H

后除去含血清
A/%/

"

["'&

培养基#换用含
41'2

O

"

F

大鼠

肝损伤组织萃取物蛋白的培养液定向诱导#每
0!

换全液(

@1A1B

!

逆转录聚合酶链反应$

>6=6>86?>*+8G>-

Q

?-.+"

Q

.E

@

:6>*86

GH*-+>6*G?-.+

#

V5"W#V

&检测
_/L#8

的分化状态
!

提取定向

诱导至
&4!

的
_/L#8

总
V$N

#分别检测肝细胞的分子标志

NE,):-+

及骨髓间质细胞的分子标志
_L5"'

的表达状态(引

物及扩增条件见文献)

3

*#选用
UNWA(

为内参照(

@1A1C

!

流式细胞技术检测
_/L#8

的分化状态
!

胰蛋白酶消

化后计数#用
W_L

调整细胞浓度至
'̂ '4

B 个"
:F

的单细胞悬

液#免疫组化固定液固定
'2:-+

#破膜剂破膜#依次加入一抗

NF_

和二抗#分别于室温孵育
04:-+

#上机#用流式细胞仪检

测
NF_

的表达(

@1A1D

!

急性肝功能衰竭动物模型构建及分组
!

按参考文献

)

K

*方法#取雌性
LA

大鼠
34

只#禁食
'&H

后#一次性腹腔注射

A"

O

*E'13

O

"

T

O

构建大鼠急性肝功能衰竭模型(将大鼠随机

分为
&

组!实验组以诱导
&4!

的
_/L#8

为细胞源进行移植

$

$ &̀4

&%仅注射无细胞的基础培养基作为对照组$

$ &̀4

&(

@1A1J

!

细胞移植
!

雌性大鼠一次性腹腔注射
A"

O

*E'&H

后#

所有动物均用
'4J

水合氯醛
&12:F

"

T

O

腹腔注射麻醉(

2^

'4

D 个骨髓源肝细胞"
412:FA/%/

"

["'&

#经
':F

注射器接

3

号针头缓慢经腹股沟静脉注入#压迫止血#缝合皮肤(所有

手术操作均遵循无菌术原则#术后每只大鼠肌肉注射青霉素

&4

万
X<

#

'

次"
!

#连续
0!

(

@1A1K

!

移植疗效观察
!

诱发急性肝功能衰竭后#观察大鼠精

神状态'食欲'活动度等情况%记录大鼠生存时间%行细胞移植

术前'细胞移植后
'&

'

B&

'

KD

'

'DCH

剪尾采血#离心后取血清#

用生化分析仪检测细胞移植前后动物血清丙氨酸氨基转移酶

$

*E*+-+6*:-+.?>*+8P6>*86

#

NF5

&'天冬氨酸氨基转移酶$

*8

Q

*>"

?*?6*:-+.?>*+8P6>*86

#

NL5

&'总胆红素$

?.?*E,-E->),-+

#

5_XF

&

和清蛋白$

*E,):-+

#

NF_

&的含量水平%细胞移植后第
B

天取大

鼠肝脏进行病理形态学观察(

@1B

!

统计学处理
!

应用统计软件
LWLL'014

对各数据进行统

计分析(实验结果采用
CIF

%两组样本均数比较采用
;

检验(

用
F.

O

">*+T

方法检验生存率(以
!`4142

为检验水准#

!

$

4142

为差异有统计学意义(

A

!

结
!!

果

A1@

!

_/L#8

诱导分化过程中的形态学改变
!

原代骨髓混合

细胞接种
&3H

后倒置显微镜下观察#可见大量悬浮细胞和少

量稀疏贴壁细胞#细胞形态有星形#椭圆形#扁平形#长梭形不

等(第
3

天可见大的克隆样细胞集落形成#集落不断扩大#第

'4

天可互相融合成单层(传至第
2

代#杂质细胞不断被除去#

细胞形态为长梭形#

_/L#8

逐渐被纯化$封
&

图
'N

&(诱导后

第
0

天
_/L#8

未见明显形态改变%

D!

后可见成纤维样细胞细

长#略有缩短%

K!

后#细胞突起缩短更加明显%

''!

后细胞可

呈簇状生长#大部分细胞突起完全消失呈圆形或近圆形类上皮

样形态#细胞团之间的稀疏区仍可见较多梭形细胞存在%其后

成纤维细胞逐渐减少#上皮样细胞继续增多%至第
&4

天时几乎

所有的细胞均呈圆形或类圆形$封
&

图
'_

&(

A1A

!

诱导前后
_/L#8

的分子表达特征!

A1A1@

!

_L5"'

的表达特征
!

未诱导的
_/L#8

表达#但诱导至

第
&4

天的
_/L#8_L5"'

的表达消失$图
&N

&(

A1A1A

!

NE,):-+

的表达特征
!

未诱导的
_/L#8

不表达#而诱

导至第
&4

天的
_/L#8

可检测到其表达$图
&_

&(

A1B

!

流式细胞技术检测诱导
&4!_/L#8NE,):-+

的表达
!

定向诱导
&4!_/L#8NE,):-+

表达率高达
KC14J

(

!!

N

!

_L5"'

的表达特征%

_

!

NF_

的表达特征%
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诱导分化过程中分子表达特征
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细胞移植前后血清学指标变化特征
!

骨髓源肝细胞移植

能显著降低
NF5

'

NL5

'

5_XF

水平及提高
NF_

合成能力#改

善肝功能(实验组与对照组相比$以移植后
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'

B&H

时间点为

例&#经统计学分析#各类肝功能生化指标均有显著改善$
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!

大鼠肝脏病理形态学观察
!

移植术后第
B

天#移植组大

鼠肝脏大体观体积'切面及颜色均较正常#镜下肝小叶结构基

本正常#仅见少量炎症细胞浸润和少量肝细胞脂肪变性%而对

照组大鼠肝脏大体观肝脏表面淤血'肿胀#被膜紧张#无光泽#

镜下肝细胞变性坏死仍较明显及结构破坏#可见充血'出血和

大量炎症细胞浸润$封
&

图
0

&(

A1J

!

大鼠生存状况观察
!

与对照组相比#移植组的大鼠生存

状况明显改善#表现为动物饮水和进食增加#活动增多(对照

组多在
B&H

内死亡#仅
D

例存活时间超过
B&H

#实验组大多活

过
B&H

#实验组和对照组存活率分别为
B214J

'

0414J

#两组

间生存率比较差异有统计学意义$

!
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讨
!!

论

急性肝功能衰竭治疗是临床工作中的一个难题(目前#各

种理化的肝功能支持治疗并不能很好地替代受损的肝功能(

原位肝脏移植$

.>?H.?.

Q

-GE-=6>?>*+8

Q

E*+?*?-.+

#

YF5

&被认为是

目前最有效的治疗方法#但健康肝脏来源的短缺使肝脏移植受

到严重制约#以致许多患者在痛苦的等待中死亡(肝细胞或干

细胞移植$

H6

Q

*?-GG6EE?>*+8

Q

E*+?*?-.+

#

(#5

&技术可以通过向

患者体内植入健康的肝细胞或具有向肝细胞分化能力的干细

胞使肝脏的功能短暂重建#为等待肝脏移植赢得足够的时间(

但细胞源问题仍是制约
(#5

技术发展的一个关键问题(

_/L#8

作为一种成体干细胞#除了具有自我更新能力外#

还具有多向分化的潜能(近年来#

_/L#8

在体外不同的诱导

环境下定向分化为肝细胞样细胞的实验报道较多#然而这些经

诱导分化后的肝细胞样细胞在体内是否能发挥肝细胞功能的

报道相对较少)

'4"'2

*

(本课题组利用肝损伤组织匀浆蛋白体外

诱导
_/L#8

至表达成熟肝细胞标志
NF_

#然后将其植入急性

肝功能衰竭大鼠的体内(结果显示#骨髓源肝细胞植入后能显

著降低动物血液内的
NF5

'

NL5

'

5_XF

水平#提高
NF_

的合

成能力(肝脏受损时#血液内
NF5

'

NL5

'

5_XF

水平上升#

NF_

水平下降(细胞植入后#各项指标开始向正常水平回归(

同时病理形态学结果也证实实验组肝脏较对照组组肝脏的修

复明显加快#这些结果均提示植入的细胞发挥了一定的生理功

能#对衰竭的肝脏功能在一定程度上起到了代偿作用#使肝细

胞衰竭大鼠肝脏功能重建#从而延长了大鼠存活时间#改善了

生存状况#提高了生存率(

通过本实验#本组发现这些经体外诱导后在形态学和分子

生物学上具备了肝细胞分子特征的骨髓源肝细胞#通过体内移

植#能对肝功能衰竭大鼠的肝功能起到一定的代偿作用#其可

能具备了肝细胞的一些生物学功能#通过进一步研究可用作肝

细胞移植和生物人工肝技术的细胞源(
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