
·论　　著·

人脐带间充质干细胞移植对肝硬化大鼠ＴＧＦβ１和ＨＧＦ表达的影响

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　　摘　要：目的　探讨人脐带间充质干细胞（ＨＵＣＭＳＣｓ）治疗肝硬化大鼠转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）和肝细胞生长因子（ＨＧＦ）

的表达及机制。方法　４０％ＣＣｌ４ 大豆油腹部皮下注射制备肝硬化大鼠模型，将肝硬化大鼠随机分成模型组、生理盐水组（ＮＳ

组）、移植组，每组８只，另设８只作为对照组。移植前、移植后３周分别用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＥＬＩＳＡ法检测大鼠肝组织和血清ＴＧＦ

β１ 和 ＨＧＦ水平。同时于光镜下观察肝纤维化程度，计算肝纤维化组织学半定量计分。结果　模型组较对照组大鼠肝组织和血

清ＴＧＦβ１ 明显升高，ＨＧＦ明显降低（犘＜０．０５）；移植组较模型组ＴＧＦβ１ 明显降低，ＨＧＦ明显升高（犘＜０．０５）。光镜下，模型组

肝组织破坏，假小叶形成；移植组，肝纤维化明显改善。模型组大鼠肝纤维化组织学半定量计分较对照组明显增高（犘＜０．０５）；移

植组较模型组计分明显降低（犘＜０．０５）。结论　ＨＵＣＭＳＣｓ移植后可通过下调 ＴＧＦβ１ 及上调 ＨＧＦ的表达，改善受损的肝

组织。
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　　肝纤维化是进展为肝硬化的中间阶段和必经阶段
［１２］。而

ＴＧＦβ１ 和 ＨＧＦ在肝纤维化的进展中发挥着重要作用。目

前，国内外有大量关于干细胞治疗肝硬化的报道［３５］。本文拟

通过对人脐带间充质干细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄｍｅｓｅｎｃｈｙ

ｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＨＵＣＭＳＣｓ）移植至活体肝硬化模型大鼠体

内，检测转化生长因子β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦ

β１）和肝细胞生长因子（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＨＧＦ）的表

达，并观察其对肝纤维化的改善情况，从细胞因子的角度进一

步探讨干细胞改善肝纤维化的机制，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物　雄性 ＳＤ大鼠３５只，体质量（２２９．２±

１３．４）ｇ，许可证号：ＳＣＸＫ（辽）２００３０００７，由辽宁医学院实验动

物中心提供。

１．１．２　主要试剂及仪器　主要试剂：四氯化碳（ＣＣｌ４）、ＨＵＣ

ＭＳＣｓ、兔抗大鼠ＴＧＦβ１、ＨＧＦ单克隆抗体、ＢＣＡ蛋白检测试

剂盒、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测试剂盒和ＥＬＩＳＡ试剂盒。主要仪器：

酶标分析仪、倒置相差显微镜、ＨＰＩＡＳ２０００图像分析系统、凝
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胶成像分析系统。

１．２　方法

１．２．１　肝硬化大鼠动物模型的建立和分组　３５只ＳＤ雄性大

鼠适应性喂养１周，随机选择８只作为对照组，生理盐水（ＮＳ）

３ｍＬ／ｋｇ腹部皮下注射；余２７只给予４０％ ＣＣｌ４大豆油溶液

３ｍＬ／ｋｇ腹部皮下注射７周制备肝硬化模型，之后随机选择８

只大鼠作为模型组，处死，行肝组织病理切片，证实造模成功，

将余下１６只（造模过程中死亡３只）随机分为两组：ＮＳ组（经

尾静脉注射ＮＳ１ｍＬ）；移植组（经尾静脉注射细胞密度为１×

１０７／ｍＬ的干细胞悬液１ｍＬ）。移植后继续皮下注射 ＮＳ或

４０％ＣＣｌ４大豆油溶液１．５ｍＬ／ｋｇ，３周后处死大鼠。

１．２．２　血清 ＴＧＦβ１ 和 ＨＧＦ的 ＥＬＩＳＡ检测　处死各组大

鼠，收集２ｍＬ动脉血，应用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）试剂

盒，定量检测各组血清中ＴＧＦβ１ 和 ＨＧＦ的水平。

１．２．３　肝组织ＴＧＦβ１ 和 ＨＧＦ蛋白质的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

　取肝组织，加裂解液后匀浆，离心，取上清液，测定蛋白质水

平。加上样液于１０％ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶进行电泳分离，电

转移蛋白质至硝酸纤维素膜上，５％脱脂奶粉封闭，４℃过夜，

ＰＢＳＴ（含０．１％ 吐温的ＰＢＳ）洗膜，加兔抗鼠ＴＧＦβ１ 或ＨＧＦ

一抗孵育，４℃过夜，ＰＢＳＴ洗膜，加辣根过氧化物酶标记的抗

兔ＩｇＧ孵育，３７℃１ｈ，ＰＢＳＴ洗膜，ＤＡＢ显色法显示结果。用

ＡｌｐｈａＩｍａｇｅｒ２２００软件测定印迹区带的灰度值。以βａｃｔｉｎ为

内参照。蛋白质表达强度＝样品中目的蛋白灰度值／相应β

ａｃｔｉｎ的灰度值。

１．２．４　组织学观察　分别将各组大鼠处死后，取肝门区组织

１０％甲醛固定，经石蜡包埋，行石蜡切片，分别进行 ＨＥ染色观

察肝脏的组织形态学改变。并根据肝纤维化组织学半定量计

分系统进行评分。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学处理。计

量资料用狓±狊表示，采用单因素方差分析（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ

检验），ＳＮＫ法多重比较；以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＴＧＦβ１ 和 ＨＧＦ的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　 肝硬化各组大

鼠肝组织中ＴＧＦβ１ 水平均明显升高（犘＜０．０５）。移植组肝组

织中ＴＧＦβ１ 水平明显降低（犘＜０．０５）。模型组大鼠与 ＮＳ组

比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。ＮＳ组大鼠肝组织中

ＨＧＦ水平明显降低（犘＜０．０５）。移植组大鼠肝组织中 ＨＧＦ

水平明显升高（犘＜０．０５），与对照组比较差异无统计学意义

（犘＞０．０５）。而模型组与 ＮＳ组、移植组、对照组之间比较，差

异无统计学意义（犘＞０．０５）。见图１～２，表１。

　　１：对照组；２：模型组；３：ＮＳ组；４：移植组。

图１　　各组ＴＧＦβ１ 蛋白质的表达

　　１：对照组；２：模型组；３：ＮＳ组；４：移植组。

图２　　各组 ＨＧＦ蛋白质的表达

２．２　大鼠血清ＴＧＦβ１ 和ＨＧＦ的定量检测　模型组和ＮＳ组

大鼠血清中的ＴＧＦβ１ 水平较对照组明显升高（犘＜０．０５）；移

植组ＴＧＦβ１ 水平较模型组和ＮＳ组明显减少（犘＜０．０５）。模

型组和ＮＳ组ＨＧＦ水平较对照组明显减少（犘＜０．０５），而移植

组ＨＧＦ水平较模型组和ＮＳ组明显增高（犘＜０．０５），与对照组

比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。见表２。

表１　　各组大鼠肝组织中ＴＧＦβ１ 和 ＨＧＦ

　蛋白质的表达（狓±狊，狀＝８）

组别 ＴＧＦβ１ ＨＧＦ

对照组 １．０５±０．０８ １．３８±０．１３

模型组 １．５７±０．０６▲△ ０．７３±０．０５▲△

ＮＳ组 １．４９±０．０７▲△ ０．８１±０．０９▲△

移植组 １．１７±０．１１▲ １．５１±０．１７

　　▲：犘＜０．０５，与对照组比较；△：犘＜０．０５，与移植组比较。

表２　　各组大鼠血清中ＴＧＦβ１ 和 ＨＧＦ水平（狓±狊，狀＝８）

组别 ＴＧＦβ１ ＨＧＦ

对照组 ５３．６３±８．５６ ６９．３７±９．８９

模型组 １１３．６１±１５．７３▲△ ４１．０９±６．３３▲△

ＮＳ组 １１７．２５±１７．１８▲△ ４６．１７±７．８５▲△

移植组 ７１．８２±１０．７４ ７５．９８±１０．２８

　　▲：犘＜０．０５，与对照组比较；△：犘＜０．０５，与移植组比较。

　　Ａ：对照组（×１００）；Ｂ：模型组（×５００）；Ｃ：ＮＳ组（×３００）；Ｄ：移植组（×２００）。

图３　　各组大鼠肝组织结构显微镜图（ＨＥ染色）

２．３　大鼠肝脏的组织学观察　对照组大鼠肝组织结构清晰，

肝细胞大小均匀，肝小叶结构清晰，肝细胞索排列较整齐。模

型组大鼠肝组织的正常结构被破坏，肝索排列紊乱，纤维组织

增生明显，小叶结构消失，汇管区及中央静脉周围可见大量炎
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性细胞浸润（图３Ａ）。ＮＳ组与模型组相比改善不明显（图３Ｂ、

Ｃ）。移植组大鼠肝组织中可见一定程度的细胞变性及小叶结

构改变，肝组织破坏程度较轻，汇管区结缔组织增生不明显，总

体状况较模型组有明显好转（图３Ｄ）。

２．４　大鼠肝纤维化组织学半定量计分　与对照组比较，肝硬

化各组大鼠肝纤维化组织学半定量计分均增高，差异有统计学

意义（犘＜０．０５）；移植组大鼠的计分（７．１４±２．４５）明显低于模

型组（１２．７８±２．１１）及ＮＳ组（１１．９６±２．３１）（犘＜０．０５）；ＮＳ组

大鼠的计分与模型组比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

３　讨　　论

肝纤维化的发生是复杂的过程，纤维化的发生主要是细胞

外基质（ＥＣＭ）成分在肝内的异常沉积
［６］。ＨＳＣ被激活而转变

成肌纤维样细胞和成纤维细胞是肝纤维化发生的中心环节。

ＴＧＦβ１ 是关键的前纤维化因子，是细胞外基质沉积促进剂。

ＴＧＦβ１ 是激活 ＨＳＣ的主要因子，可促进活化后肌纤维母细胞

过表达ＥＣＭ，并抑制其降解，也有间接促ＥＣＭ 增殖作用
［７８］。

ＴＧＦβ１ 能够提高纤维化作用和组织的重建，其机制是增加Ⅰ、

Ⅲ、Ⅵ、Ⅶ型胶原的表达，潜在提高它们对 ＥＣＭ 的黏附，通过

抑制蛋白水解酶活性和增加蛋白酶抑制剂活性，从而减少纤溶

酶原向纤溶酶的转变［９］。由此可见，ＴＧＦβ１ 能增加 ＥＣＭ 合

成而减少降解，具有诱导纤维化的作用。

ＨＧＦ作为一种强效的促有丝分裂剂，对肝脏的再生起重

要作用，它不仅能促进肝功能的恢复，而且也可以改善肝纤维

化。有研究证明［１０１１］，ＨＧＦ是肝细胞生长和 ＤＮＡ合成最强

的刺激剂，在肝切除和各种肝病后患者的血循环中 ＨＧＦ明显

升高，并在肝组织中可见 ＨＧＦｍＲＮＡ的表达。彭彦辉等
［１２］

在ＣＣｌ４ 中毒性大鼠肝纤维模型中研究发现，初期 ＨＧＦｍＲ

ＮＡ显著升高，表明在ＣＣｌ４ 造成肝细胞损伤的同时，肝脏高表

达 ＨＧＦ，从而促进肝脏再生与修复，而后表达减少。基于上述

作用，ＨＧＦ在肝纤维化的发生、发展中具有相当重要意义。

ＴＧＦβ１ 能使肝星状细胞转化为肌成纤维细胞，从而延缓

ＥＣＭ降解，促进肝纤维化发生，相反，ＨＧＦ刺激或诱导参与

ＥＣＭ降解蛋白酶的合成；ＴＧＦβ１ 抑制肝细胞ＤＮＡ合成和肝

再生，而 ＨＧＦ则促进肝细胞增殖和肝再生。ＨＧＦ能下调

ＴＧＦβ１ 表达和拮抗ＴＧＦβ１ 生物学作用
［１３１４］，ＴＧＦβ１ 和ＨＧＦ

之间存在互逆平衡关系［１５］。在以 ＨＧＦ表达为主的纤维化早

期阶段，ＴＧＦβ１ 表达受到抑制，其胶原酶活性很高，组织代偿

性生长而不发生严重纤维化；而在以ＴＧＦβ１ 表达为主的纤维

化晚期阶段，局部 ＨＧＦ水平很低，其胶原水平很高，组织器官

表现为纤维化变化，而且拮抗 ＨＧＦ作用后可降低胶原酶活

性，而外源性输注 ＨＧＦ可恢复其活性。

本研究结果显示：ＴＧＦβ１ 是各种纤维化疾病中纤维生成

的关键性细胞因子，因此，拮抗它的生物学作用具有重要意义。

通过干细胞的移植，本研究发现ＨＵＣＭＳＣｓ能够抑制ＴＧＦβ１

的表达，而促进 ＨＧＦ的表达，从而改善肝脏组织的纤维化。
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