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不同途径移植骨髓间充质干细胞改善大鼠肝硬化*★ 

吴玉卓 

 

 

文章亮点：观察门静脉、肝动脉、尾静脉 3种途径移植骨髓间充质干细胞对四氯化碳诱导大鼠肝硬化的作用，发

现移植骨髓间充质干细胞均可减轻肝纤维化程度，改善肝功能，但肝动脉及门静脉移植途径优于外周血静脉途径。 

关键词：骨髓间充质干细胞；肝硬化；大鼠；移植途径；肝功能   

缩略语：骨髓间充质干细胞：bone mesenchymal stem cells，BMSCs；半定量计分系统：semiquantitative scoring 

system，SSS 

 

摘要 

背景：骨髓间充质干细胞移植可减轻肝硬化程度，改善肝功能。 

目的：观察不同途径移植骨髓间充质干细胞对四氯化碳诱导大鼠肝硬化的作用。 

方法：将 60只 SD大鼠随机分为正常组、对照组、门静脉移植组、肝动脉移植组、尾静脉移植组，后 4组采用四氯

化碳联合乙醇制作肝硬化模型，对照组不进行移植，其余 3 组分别经门静脉、肝动脉、尾静脉移植大鼠骨髓间充质

干细胞 1×106。 

结果与结论：移植 4 周后，与对照组比较，移植 3 组大鼠肝功能均得到明显改善，血清白蛋白、胆碱酯酶显著升高

(P < 0.05)，转氨酶、胆红素、凝血时间、Ⅳ型胶原显著降低(P < 0.05)，肝纤维化程度显著减轻(P < 0.05)。门静脉

移植组及肝动脉移植组优于尾静脉移植组，前两者之间差异无显著性意义(P > 0.05)。说明经门静脉、肝动脉、尾静

脉移植骨髓间充质干细胞均可减轻肝纤维化程度，改善肝功能，但肝动脉及门静脉移植途径优于外周血静脉途径。 

 

 

Different transplantation approaches of bone marrow mesenchymal stem cells in a rat 

model of cirrhosis  

   

Wu Yu-zhuo 

 

Abstract 

BACKGROUND: Transplantation of bone marrow mesenchymal stem cells can alleviate cirrhosis and improve liver 

function. 

OBJECTIVE: To investigate the differences among the curative effects of three transplantation approaches of 

mesenchymal stem cells (MSCs) in a rat model of cirrhosis.  

METHODS: 60 SD rats were randomly divided into five groups: normal, control, portal vein transplantation, hepatic artery 

transplantation and tail vein transplantation groups. The rat model of CC14 and alcohol-induced cirrhosis was prepared in 

the latter four groups. Rats in the portal vein transplantation, hepatic artery transplantation and tail vein transplantation 

groups received 1×10
6
 allogenic rat bone marrow mesenchymal stem cells via the portal vein, hepatic artery and tail vein, 

respectively. The control group rats received no transplantation. 

RESULTS AND CONCLUSION: Compared with the control group, the liver function of cirrhosis rats in the three 

transplantation groups was improved significantly, the levels of serum albumin and cholinesterase were significantly 

increased (P < 0.05), the levels of transaminases, bilirubin, prothrombin time, type IV collagen were significantly 

decreased, and the degree of cirrhosis was significantly alleviated (P < 0.05) at 4 weeks after transplantation in the three 

transplantation groups. The outcomes were significantly superior in the portal vein transplantation and hepatic artery 

transplantation groups than in the tail vein transplantation group (P > 0.05). These findings suggest that portal vein 

transplantation and hepatic artery transplantation can better alleviate the degree of cirrhosis and improve hepatic function 

than tail vein transplantation, and there is no significant difference between the former two groups. 

 

Wu YZ. Different transplantation approaches of bone marrow mesenchymal stem cells in a rat model of 

cirrhosis.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(41): 7677-7680.      
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0  引言 

 

肝硬化指肝细胞弥漫性变性坏死，肝细胞结节性再

生或纤维化，发病率高，药物疗效差。干细胞移植已成

为代替肝移植治疗肝纤维化的另一可行途径
[1]
。大量研

究证明，骨髓间充质干细胞(bone mesenchymal stem 

cells，BMSCs)移植可减轻肝硬化程度，改善肝功能
[2-4]
。

但临床上有关肝动脉、门静脉及外周静脉移植方法对疗

效影响的对比研究极少。本实验将BMSCs通过3种移植

方式输入到肝硬化模型大鼠体内，通过移植后大鼠纤维

化程度、肝功能、凝血等指标评价其优劣。 

 

1  材料和方法 

 

设计：随机分组对照动物实验。  

时间及地点：于2010年7月至2012年2月在兰州大学

第一医院实验室及南阳市中心医院生化室、病理室完成。 

材料： 

实验动物：6周龄雌性SD大鼠61只，体质量200-250 g，

由兰州大学动物实验室提供，1只用于BMSCs制备。 

试剂与仪器： 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

BMSCs的获取及培养：无菌条件下分离大鼠股骨和胫

骨，DMEM冲洗出骨髓，移入含相同体积Percoll淋巴细

胞分离液的离心管上层，离心，吸取白色界面层, PBS

冲洗3次，加入含体积分数20%胎牛血清的DMEM培养

基中，调整细胞浓度为1×10
8
 L

-1
，接种于培养瓶中，于

孵箱内培养，9 d后首次换液，以后每3 d换液1次，细胞

长到80%融合时，按1∶2传代，并标记为P1，传代细胞

隔日首次换液，以后每隔3 d换液1次，细胞长到90%融

合时继续传代，并标记为P2，依次类推标记为P3，P4，

P5等。 

BMSCs的鉴定：取第3代BMSCs，0.25%胰酶和     

1 mmol/L的EDTA液消化收获细胞1×10
6
，加入鼠抗人

CD29、CD34单克隆抗体工作液0.1 mL，室温孵育     

30 min，PBS洗涤2次，弃上清，加入兔抗鼠FITC标记

的二抗液100 μL，避光孵育30 min，加入PBS离心，弃

上清，流式细胞仪检测细胞表面分子。 

肝硬化大鼠模型的建立：取60只SD大鼠，分为2组：

正常组(n=5)予以普通食盐水喂养；肝硬化模型组(n=55)

予以四氯化碳橄榄油混合液皮下注射及乙醇喂养，并逐渐

增加四氯化碳及乙醇浓度，建立大鼠肝硬化模型
[5]
。8周

后，各取5只正常和肝硬化模型大鼠进行肝脏大体形态

观察及病理学检查，判断肝硬化形成情况。将其余存活

的40只肝硬化模型大鼠按随机数字表法分为对照组、门

静脉组、肝动脉组、尾静脉组。BMSCs移植后，予以

40%四氯化碳橄榄油混合液，按3 mL/kg对4组模型大鼠

继续进行皮下注射，每4 d 1次，移植4周后处死大鼠取

肝脏标本
[6]
。 

BMSCs移植方法：将BMSCs分别按3种途径移植，

每只大鼠注入BMSCs 1 mL，数量为1×10
6
个细胞。①

对照组未移植。②门静脉途径：无菌下暴露门静脉，

胰岛素注射器从门静脉中下段快速注入BMSCs悬液，

关闭腹腔。③肝动脉途径：无菌下暴露肝总动脉、肝

固有动脉和胃十二指肠动脉；在手术显微镜下，结扎

胃十二指肠动脉远端，动脉夹阻断肝总动脉血流，胰

岛素注射器在胃十二指肠动脉结扎的前方快速注入

BMSCs悬液，结扎胃十二指肠动脉前端，复通肝总动

脉，关闭腹腔。④尾静脉途径：从尾静脉注入BMSCs

悬液。移植后4周时间中，继续皮下注射60%的四氯化

碳-大豆油，剂量1.5 mL/kg。移植4周后处死大鼠。 

肝功能及肝纤维化指标的检测：移植后4周，从腹腔静

脉抽取静脉血2 mL，检测白蛋白、谷丙转氨酶、谷草转

氨酶、胆碱酯酶、凝血时间、Ⅳ型胶原。 

组织学检测：取大鼠肝组织，放入体积分数10%甲醛

溶液中固定，做石蜡包埋，然后切成厚度为4.0-5.0 μm

的切片，行苏木精-伊红染色。镜下每个样本随机选取

含有汇管区的6个视野，观察小叶中央静脉、窦周间隙、

汇管区、纤维隔的病理改变，并按照Chevallier肝纤维

化组织学半定量计分系统 (semiquantitative scoring 

system，SSS)进行评分
[7]
，纤维化程度重，SSS评分高。 

主要观察指标：各组大鼠肝功能、纤维化及组织学

检查结果。 

统计学分析：采用SPSS 13.0统计软件，计量资料以

x
_

±s表示表示，5组样本均数间的比较行单因素方差分析。 

   

2  结果 

 

2.1  实验动物数量分析  40只大鼠均进入结果分析。

试剂及仪器 来源 

四氯化碳液  

CD29、CD34、CD44 及 CD45 

单克隆抗体  

倒置光学显微镜  

流式细胞仪  

 

广州 

Lab vision，美国 

WJ-12D MGF， 

Opton IM35，德国 

Coulter Epics XL， 



 

吴玉卓. 不同途径移植骨髓间充质干细胞改善大鼠肝硬化 

ISSN 2095-4344  CN 21-1581/R   CODEN: ZLKHAH 7679 

www.CRTER.org 

2.2  肝硬化大鼠肝脏大体形态学观察  正常大鼠肝脏

色泽红润，表面光滑无结节，质地柔软。肝硬化模型大

鼠肝脏颜色晦暗，弥漫直径为0.2-0.5 cm大小不等结节，

质地明显变硬。 

肝脏切片苏木精-伊红染色，正常大鼠肝小叶结构

清晰，肝细胞索规则，肝窦无扩张，肝细胞形态正常；

模型大鼠肝小叶结构模糊不清，有多个大小不等的假小

叶形成，肝细胞疏松、浊肿，部分细胞变性、坏死，有

炎细胞浸润。 

2.3  BMSCs的培养及鉴定  第3代BMSCs细胞大小均

匀，呈梭型，纤维型，见图1a。BMSCs表面分子显示：

CD29阳性(87.6%)，CD34阴性(6.52%)，见图1b，c。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

2.4  各组肝组织病理学检查  不同途径移植组BMSCs

移植后肝细胞损伤减轻，纤维化有所改善；对照组肝脏

组织学仍呈现典型肝硬化改变，见图2。与对照组比较，

3移植组大鼠肝脏的纤维化明显减轻(P < 0.05)；移植组

的肝脏病理学改善程度及肝纤维化程度比较，门静脉组

及肝动脉组优于尾静脉组，前两者之间差异无显著性意

义(P > 0.05)。见表1。 

2.5  各组肝功能、凝血指标及肝纤维化检查结果  与

对照组比较，3种移植组血清白蛋白、胆碱酯酶显著增

高(P < 0.05)，胆红素、转氨酶、Ⅳ型胶原、凝血时间

显著降低(P < 0.05)。 

肝动脉及门静脉组上述指标比较差异无显著性意

义(P > 0.05)，此两组与尾静脉移植组比较差异有非常

显著性意义(P < 0.01)，见表2，3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a: Control group 

Figure 2  Morphological observation of liver tissue by 
hematoxylin-eosin staining (×100) 

图 2  苏木精-伊红染色观察各组大鼠肝脏组织(×100) 

Figure 1  Culture and identification of bone marrow 
mesenchymal stem cells 

图 1  骨髓间充质干细胞的培养及鉴定 

a: Passage 3 bone marrow mesenchymal stem cells  

b: CD29 (87.6%) c: CD34 (6.52%) 

表 1  各组大鼠肝纤维化组织学分析结果 
Table 1  Liver fibrosis indexes in all groups        (x

_

±s, n=10) 

Group 
Semi- 

quantitative score 

Inflammation 

grading 
Fibrosis 

 

Normal  

Control  

Tail vein 

transplantation 

Portal vein 

transplantation 

Hepatic artery 

transplantation 

 

F    

P                                                                                                               

 

0.36±0.61 

13.29±4.37 

4.28±3.64 

 

2.19±1.28 

 

2.30±1.41 

 

 

105.786 

0.021 

 

 

 0.01 

2.98±0.75 

2.01±1.07 

 

1.57±0.86 

 

1.60±0.91 

 

 

63.126 

 0.034 

 

 0.01 

3.45±0.90 

2.30±0.59 

 

1.26±0.46 

 

1.31±0.52 

 

 

49.738 

 0.018 

 

b: Tail vein transplantation 

group 

c: Portal vein 

transplantation group 

d: Hepatic artery 

transplantation group 

表 2  各组大鼠Ⅳ型胶原、胆碱酯酶及凝血时间比较 
Table 2  Type Ⅳ collagen, cholinesterase and coagulation time 

in all groups                           (x
_

±s, n=10) 

Group 
Type Ⅳ collagen 

(µg/L)             

Cholinesterase 

(U/L) 

Prothrombin 

time (s)   

 

Normal  

Control  

Tail vein 

transplantation 

Portal vein 

transplantation 

Hepatic artery 

transplantation 

 

F    

P                                                                                                               

 

17.40±3.32 

56.23±4.47 

36.21±3.70 

 

22.32+2.47 

 

23.56±2.59 

 

 

106.470 

0 

 

 

51.53±6.28 

15.06±2.85 

26.57±2.55 

 

33.81±3.20 

 

36.04±3.08 

 

 

36.376  

0                                                    

 

11.97±0.94 

22.17±2.15 

17.92±0.52 

 

14.08±1.19 

 

13.97±0.98 

 

 

26.105 

0 
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3  讨论 

 

近年来干细胞移植治疗重型肝炎，终末期肝病均取

得了良好效果。Sato等
[8]
研究表明BMSCs是应用于向肝

细胞诱导方面最为理想的种子细胞。但大多数学者多采

将自体骨髓中分离的骨髓源性肝干细胞直接进行肝内

移植的技术路线，并在肝脏疾病的治疗方面取得了一定

的效果，但总体效果并不理想。原因是这种细胞在骨髓

中的含量稀少，难以获得足够数量的骨髓源性肝干细胞

供移植，加上该细胞的生理性定居场所在骨髓而不在肝

脏，致使移植到肝内的骨髓源性肝干细胞也只有极小部

分能在肝脏定居并发挥治疗作用。研究表明骨髓源性肝

干细胞经体外培养诱导与扩增后肝内移植是安全的，实

验所用的体外培养、扩增方案未改变干细胞的抗原特性。 

实验比较3种常见移植方法治疗肝硬化大鼠效果，

结果表明BMSCs移植治疗肝硬化效果确切，肝动脉及

门静脉移植途径效果略优于外周血静脉途径。其原因可

能是经静脉移植后的BMSCs在大脑、心脏、肺及全身

多个部位均有发现，说明其向肝脏的定殖率不高，但因

其方法简单，安全性更高，所以同样值得推崇。 

至于BMSCs修复肝脏的可能机制是：①分化形成

正常肝细胞，补充肝细胞数量，改善肝功能。②BMSCs

分泌多种细胞因子和生长因子，抑制炎症反应，促进肝

细胞再生。③直接抑制肝脏星形细胞的活化，减少细胞

外基质的产生。④降解肝内过量的细胞外基质。⑤细胞

融合：研究证明BMSCs可与肝细胞融合，然后启动细

胞增殖分裂过程。⑥激活受损肝细胞，启动内源性肝细

胞分裂再生过程。 

本实验表明不同途径移植BMSCs治疗肝硬化动物

模型具有一定的治疗作用。根据比较，且结合临床操作

难易度和可行性，初步认为进行BMSCs移植治疗终末

期肝病，可以首选经肝动脉及门静脉途径移植，次选外

周静脉途径，但这尚需在临床大规模开展多种移植途径

的随机对照及双盲研究方可得出更科学的结论。 

致谢：感谢兰州大学感染科陈红主任指导早期课题

的设计，南阳市中心医院感染肝病科张怀宏主任对课题

资料的整理及对论文审核的大力支持。 
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表 3  各组大鼠肝功能比较 
Table 3  Liver function test in all groups           (x

_

±s, n=10) 

Group Albumin (g/L)      Total bilirubin (μmol/L)    

Normal  

Control  

Tail vein transplantation 

Portal vein transplantation 

Hepatic artery transplantation 

 

F    

P      

36.34±4.13 

17.25±3.64 

24.92±3.64 

30.19±3.81 

29.88±3.75 

 

65.340 

0.013 

2.34±1.13   

16.78±1.95  

10.35±0.78  

4.62±0.84  

3.79±0.98 

 

73.984 

0.001 

 
Group 

Alanine 

aminotransferase 

(U/L) 

Aspartate 

aminotransferase 

(U/L) 

 

Normal  

Control  

Tail vein transplantation 

Portal vein transplantation 

Hepatic artery transplantation 

 

F    

P      

 

33.74±4.15  

270.70±60.30  

160.00±18.50 

123.10±16.80   

119.96±17.02  

 

228.203 

  0.000                                  

 

 

 

30.40±5.40 

376.30±65.85 

300.95±29.70 

236.20±15.90 

239.89±16.01 

 

39.406 

0.014 
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