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文章亮点： 

1 实验特点为进行动物体内实验，对 CCl4所致大鼠急性肝损伤模型应用人脐带间充质干细胞进行治疗。 
2 采用体积分数 10%CCl4橄榄油 7 mL/kg经腹腔注射，即可使大鼠肝脏受到中至重度的损伤(苏木精-伊

红染色证实)，且不会导致大鼠死亡。此模型操作可靠，重复性较强，肝损伤一致性较好，符合移植受体的要
求。 
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摘要 
背景：体外实验证实人脐带间充质干细胞可诱导成肝样细胞，故认为其可能具有肝脏修复功能。 
目的：进行动物体内实验，观察人脐带间充质干细胞移植治疗大鼠急性肝损伤的效果。 
方法：将健康 SD大鼠随机分为 3组，正常对照组不造模，细胞移植组和 PBS组腹腔注射体积分数 10%CCl4
橄榄油溶液制造急性肝损伤模型后 24 h，分别经腹腔移植人脐带间充质干细胞悬液 0.5 mL和等量 PBS。 
结果与结论：苏木精-伊红染色显示，CCl4腹腔注射 24 h后大鼠肝脏出现急性肝损伤的病理变化，细胞移植
后 7 d时肝脏结构完全恢复正常，PBS组 14 d才恢复正常肝脏组织结构。与正常对照组相比，其他 2组大鼠
血清丙氨酸转氨酶及天门冬氨酸转氨酶均明显升高(P < 0.05-0.01)；人脐带间充质干细胞移植后 3 d，大鼠血
清 2种转氨酶水平较 PBS组明显降低(P < 0.05-0.01)；7 d后均降至正常水平。移植后第 3天肝脏组织内可
见抗人核蛋白抗体阳性细胞分布于汇管区，第 7 天抗人白蛋白抗体的阳性表达。提示经鼠腹腔移植人脐带间
充质干细胞后可以在一定程度上改善肝功能及修复受损的肝组织。 
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Abstract 
BACKGROUND: In vitro experiments have confirmed that human umbilical cord mesenchymal stem cells can be 
induced to differentiate into hepatocyte-like cells, thus which can be considered to function as liver repair. 
OBJECTIVE: To observe the therapeutic effect of human umbilical cord mesenchymal stem cell transplantation 
on acute liver injuries in rats through in vivo animal experiments. 
METHODS: Healthy Sprague-Dawley rats were randomly divided into three groups: normal control group without 
modeling, cell transplantation group, and PBS group. Rat models of acute liver injury were prepared by 10% 
CCl4-olive oil solution in the cell transplantation and PBS groups which were followed by intraperitoneal injection 
of 0.5 mL human umbilical cord mesenchymal stem cell suspension and 0.5 mL PBS, respectively. 
RESULTS AND CONCLUSION: Hematoxylin-eosin staining showed that pathological changes related to acute 
liver injury appeared at 24 hours after intraperitoneal injection of CCl4. Then, the liver structure recovered at 7 
days after cell transplantation, but it did not recover till the 14th day after PBS injection. Compared with the normal 
control group, serum alanine aminotransferase and aspartate aminotransferase levels were significantly 
increased in the other two groups (P < 0.05-0.01). In the cell transplantation group, the serum alanine 
aminotransferase and aspartate aminotransferase levels were significantly lower than those in the PBS group at 3 
days after treatment (P < 0.05-0.01), and recovered normally after 7 days. Cells positive for anti-human 
nucleoprotein antibody were found in the portal area of liver tissues in the cell transplantation group after 3 days 
of transplantation, and then cells positive for anti-human albumin antibody appeared after 7 days. These findings    
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indicate that intraperitoneal transplantation of human umbilical cord mesenchymal stem cells can improve liver function 
and repair injured liver tissues after acute liver injury in rats to some extent. 
 
Subject headings: stem cells; stem cell transplantation; umbilical cord; models, animal; drug-induced liver injury; carbon 
tetrachloride 
Funding: a grant from the Educational Bureau of Liaoning Province, No. L2010296* 
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0  引言  Introduction 
 

干细胞移植研究在理论和技术上已取得了很大的

进展，并展现出广阔的临床应用前景。因此，利用干细

胞移植技术寻求一种简便安全有效的方法促进肝损伤

修复，可为肝脏疾病的治疗开辟一个新领域。近年来，

因来源广泛，采集容易，人脐带间充质干细胞(human 
umbilical cord mesenchymal stem cells，hUCMSCs)
已经成为科研工作者们的关注点。 
人脐带间充质干细胞较骨髓间充质干细胞免疫原

性低，且国内外研究表明间充质干细胞具有直接或间接

的抗炎、抗纤维化、抑制肝细胞凋亡、刺激肝细胞再生

的作用，因此人脐带间充质干细胞可作为肝脏疾病细胞

治疗的理想靶细胞。闫俊卿等
[1]
分离人脐带间充质干细

胞，并应用肝细胞生长因子、成纤维生长因子4和抑瘤
素等细胞因子诱导其向肝细胞分化，免疫学检测显示分

化的细胞分化的细胞表达肝细胞表面标志物ALB、AFP、
CK18和CK19，糖原染色功能鉴定呈现阳性，证实脐带
间充质干细胞在体外可诱导分化为肝细胞。陈军等

[2]
研

究发现，人脐带间充质干细胞在含肝细胞生长因子、碱

性成纤维细胞生长因子、制瘤素及胎牛血清的

DMEM/F12培养体系中，能诱导分化为具有肝细胞表型
和功能的细胞，且前3项细胞因子联合应用的诱导效果
优于单纯应用前两者。 

虽然有较多体外实验证实人脐带间充质干细胞可

诱导成肝样细胞，但应用人脐带间充质干细胞治疗动物

急性肝损伤的体内实验，国内文献尚不多见。实验拟对

CCl4所致大鼠急性肝损伤模型应用人脐带间充质干细
胞进行治疗，观察其效果，为干细胞促进受损肝脏的修

复及再生提供更好的途径和方法。 
 
1  材料和方法  Materials and methods 

 
设计：随机对照动物实验。 
材料： 
实验动物：健康SD大鼠80只，体质量150-170 g，

雌雄各半，由辽宁医学院实验动物中心提供，动物自由

饮水及进食。 

人脐带间充质干细胞：由细胞产品国家工程中心提供。 
人脐带间充质干细胞移植治疗急性肝损伤大鼠实验用主

要试剂及仪器： 

 
 
 
 
 
 
实验方法： 

大鼠急性CCl4肝损伤模型的建立及干预分组：采用新鲜

的橄榄油作为溶剂，将CCl4溶解于橄榄油中混匀，配制
成体积分数10%CCl4橄榄油。80只大鼠随机取8只为正
常对照组，仅腹腔注射橄榄油7 mL/kg，剩余72只大鼠
采用长尾由纪子的方法，腹腔注射体积分数 10%CCl4
橄榄油7 mL/kg制备大鼠急性肝损伤模型。造模24 h后
处死正常对照组、CCl4模型大鼠各8只，进行血液生化
的肝功能分析和肝脏病理组织学观察，证实肝功能障碍

和肝组织结构损伤后，将其余64只急性肝损伤模型大鼠
按体质量随机分为细胞移植组及PBS组，每组32只。 

人脐带间充质干细胞的培养及标记：细胞生长到

80%-90%融合时，进行1∶2传代；传代细胞用倒置显
微镜进行形态学观察。取第2代的人脐带间充质干细胞，
PBS冲洗3遍，移植前48 h，用5-溴脱氧尿苷(Brdu)进行
标记：取第3代培养72 h的人脐带间充质干细胞，吸除旧
培养液，用PBS冲洗2次，加入Brdu终浓度为10 μmol/L
的完全L-DMEM培养基继续培养。 

标记人脐带间充质干细胞注射液的移植：生长良好的第

5代细胞经胰酶消化后，用PBS调整细胞浓度为      
3×1011 L-1

，在造模后24 h后，经腹腔注射移植。细胞移
植组缓慢注入细胞悬液0.5 mL，PBS组同样经腹腔注射
0.5 mL的PBS。移植后注意保暖，给予糖盐水饮用。 

主要观察指标： 

大鼠一般状况观察：统计术后大鼠存活数量，观察各

组大鼠精神活动及对外界的反应、摄食及尿便等情况。 
血清生化指标检测：细胞移植后1，3，7，11，14 d随

机挑选每组大鼠各6只，摘眼球采血，离心3 500 r/min× 
10 min，取血清0.1 mL。利用自动生化分析仪测定血清
丙氨酸转氨酶、天门冬氨酸转氨酶水平。 

试剂及仪器 来源 

四氯化碳  
PCR优化试剂盒  
引物  
LEICACM1900冰冻恒温切片机  

重庆川江化工厂 
博奥春天生物工程公司 
上海生物工程公司 
德国 
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苏木精-伊红染色观察肝组织肝小叶再生情况：上述时间

点处死的大鼠，取肝最大右叶相同部位的一小块肝组

织，每块大小约1.5 cm×1.5 cm×0.4 cm，体积分数为
10%中性缓冲甲醛液固定24-48 h，制备石蜡切片，进
行苏木精-伊红染色。光镜观察实验组及对照组肝小叶

的结构形态变化。 
免疫荧光检测Brdu标记细胞移植后示踪：采血后处死大

鼠，取肝左叶的一小块组织，大小为1.5 cm×1.5 cm×  
0.4 cm，用吸水纸将组织块的水分充分吸干，采用冰冻
恒温切片机，提前将温度设置为-17-20 ℃，将持物托
上滴入OCT包埋剂，直接放入恒温箱中冷冻2 min后切
片，厚度为3-5 μm，荧光显微镜下观察并照相。 
免疫组织化学染色检测人白蛋白的表达：石蜡切片脱蜡

至水。二甲苯室温脱蜡2次，5-10 min/次。体积分数为
100%，90%，0%乙醇梯度入水各5 min。PBS洗3次，
5 min/次。体积分数为3%过氧化氢-甲醇于室温孵育

5-10 min以消除内源性过氧化物酶的活性。蒸馏水冲
洗，PBS浸泡5 min。体积分数5%-10%正常血清封闭，
室温孵育10 min。倾去血清，勿洗。滴加适当比例稀释
的鼠抗人白蛋白抗体 (Anti-Alb工作液 )，37 ℃孵育
1.0-2.0 h或4 ℃过夜。PBS冲洗3次，5 min/次。滴加
第二代生物素标记二抗工作液，37 ℃孵育10-30 min。
PBS冲洗3次，5 min/次。滴加适当比例稀释的辣根酶标
记链霉卵白素(PBS稀释)，37 ℃孵育10-30 min；或第
2代辣根酶标记链霉卵白素工作液，37 ℃或室温孵育
10-30 min。PBS冲洗3次，5 min/次。DAB显色剂显色，
室温，10 min；苏木精复染核；封固。镜下观察并拍照。 
统计学分析：由作者采用SPSS 11.5软件对数据进

行单因素方差分析，实验数据以x
_

±s表示，P < 0.05为差
异有显著性意义。 
   
2  结果  Results 

 
2.1  人脐带间充质干细胞移植后大鼠生长状态  所有
大鼠经腹腔移植标记或未标记的人脐带间充质干细胞

后，第1天精神、食欲差，活动少；移植后第2天基本恢
复正常饮食，精神可，所有大鼠全部存活到实验设计时

间，无意外死亡。 
2.2  肝脏组织病理观察  正常对照组大鼠肝脏颜色为
红褐色，质软，表面光滑，有光泽。常规苏木精-伊红

染色可见肝小叶结构清晰，肝细胞多为单核，肝板为条

索状，围绕中心静脉呈放射状排列，见图1A。CCl4腹腔
注射24 h后弥漫性肝小叶中心带肝细胞气球样变或脂
肪变性，中央静脉周围肝细胞内出现大量的脂肪滴，可

见炎性细胞浸润，见图1B。随着观察时间的推移，上述
组织学变化均好转，细胞移植组较PBS组更早更快的恢
复，7 d时肝脏结构完全恢复正常，见图1C-G；PBS组

7 d时仍可见脂滴或气球样变，见图1H，14 d才恢复正
常肝脏组织结构。 

 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.3  移植前后肝功能的变化  CCl4造成大鼠急性肝损
伤后，与正常对照组相比，血清丙氨酸转氨酶及天门冬

氨酸转氨酶均明显升高(P < 0.05-0.01)。人脐带间充质
干细胞移植后3 d，与PBS组相比，细胞移植组大鼠的
丙氨酸转氨酶及天门冬氨酸转氨酶水平明显降低(P < 
0.05-0.01)，说明人脐带间充质干细胞移植可降低CCl4
所致大鼠肝脏损伤的丙氨酸转氨酶及天门冬氨酸转氨

图 1  急性肝损伤大鼠肝脏组织的病理演变过程(苏木精-伊

红染色，×400) 

Figure 1  Pathological changes of liver tissues in rats with acute 
liver injury (Hematoxylin-eosin staining, ×400) 

A：正常大鼠肝组织   

注：CCl4腹腔注射 24 h后可见大量的肝细胞变性、坏死和炎性细
胞浸润，证实急性肝损伤模型建立成功；移植人脐带间充质干细

胞 7 d后细胞移植组肝脏结构完全恢复正常，而移植 PBS的 PBS
组肝组织仍可见脂滴或气球样变。证实移植人脐带间充质干细胞

能促进受损肝脏结构修复。 

B：CCl4注射 24 h大鼠肝脏病理 

C：细胞移植组移植后 24 h D：PBS组 24 h    

E：细胞移植组移植后 3 d    F：PBS组 3 d    

G：细胞移植组移植后 7 d    H：PBS组 7 d    
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酶水平。7 d后，各组丙氨酸转氨酶及天门冬氨酸转氨
酶均降至正常水平，见表1，2。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.4  细胞移植后荧光显微镜观察   Brdu终浓度为   
10 μmol/L条件DMEM/F12培养基中孵育48 h后，用免
疫组织化学检测标记率达90%，见图2。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Brdu标记细胞移植后肝脏切片荧光显微镜下观察显示：

细胞移植后3，7 d肝脏内可见较多胞核呈明亮蓝色荧光

的细胞，3 d时大部分蓝色荧光细胞成团分布，7 d时蓝
色荧光细胞均匀分布，见图3。PBS组各时间点均未见
Brdu标记细胞，见图4。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.5  鼠抗人核蛋白抗体和抗人白蛋白抗体的检测  见
图5。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 2  人脐带间质干细胞 Brdu标记(×200) 

Figure 2  5-Bromo-2-deoxyuridine-labeled human umbilical 
cord mesenchymal stem cells (×200) 

注：10 μmol/L Brdu标记率为 90%。 

表 1  移植后不同时间各组大鼠血清中丙氨酸转氨酶的表达水
平 

Table 1  The levels of serum alanine aminotransferase in rats at 
different time after cell transplantation    (x

_

±s, nkat/L) 

与正常对照组比，
aP < 0.05；与 PBS组比，bP < 0.05。 

注：结果说明人脐带间充质干细胞移植可降低 CCl4所致大鼠肝脏损伤的丙

氨酸转氨酶水平。 

移植后时间 正常对照组 PBS组 细胞移植组 

1 d 762.8±146.5 2 460.7±113.5a  1 495.1±51.7 ab

3 d   2 065.6±88.5a 752.7±114.9b 
7 d   1 546.1±111.5 a 706.5±238.2b 

11 d  763.2±90.5 772.3±120.0 
14 d  776.8±55.2 752.8±27.8 

表 2  移植后不同时间各组大鼠血清中天门冬氨酸转氨酶的表
达水平 

Table 2  The levels of serum aspartate aminotransferase in rats 
at different time after cell transplantation  (x

_

±s, nkat/L)

与正常对照组比，
aP < 0.05，bP < 0.01；与 PBS组比，cP < 0.05，dP < 0.01。

注：结果说明人脐带间充质干细胞移植可降低 CCl4所致大鼠肝脏损伤的天

门冬氨酸转氨酶水平。 

移植后时间 正常对照组 PBS组 细胞移植组 

1 d 2 853.9±356.9 7 879.6±317.6b 4 395.4±284.6ad

3 d   6 523.0±789.2b 2 939.4±678.6d 
7 d   4 336.0±422.3a 2 898.1±279.9c 

11 d  2 870.6±964.2 2 908.9±1 560.1 
14 d  2 852.7±55.2 2 756.4±522.6 

图 3  人脐带间质干细胞移植后不同时间急性肝损伤模型大
鼠肝脏内 Brdu标记细胞(荧光显微镜，×200) 

Figure 3  5-Bromo-2-deoxyuridine-labeled cells in the liver 
tissue at different time after transplantation of human 
umbilical cord mesenchymal stem cells in rat models 
of acute liver injury (Fluorescence microscopy, ×200) 

注：细胞移植后、肝脏内可见较多胞核呈明亮蓝色荧光的细胞。 

A：细胞移植 3 d B：细胞移植 7 d 

图 4  急性肝损伤模型大鼠移植 PBS后 3 d肝脏内 Brdu标
记细胞(荧光显微镜，×100) 

Figure 4  5-Bromo-2-deoxyuridine-labeled cells in the liver 
tissue at 3 d after PBS injection in rat models of 
acute liver injury (Fluorescence microscopy, ×100) 

注：未见 Brdu标记细胞。 

图 5  人脐带间质干细胞移植后第 7天急性肝损伤模型大鼠
肝组织抗人白蛋白抗体的阳性表达(×100) 

Figure 5  Positive expression of anti-human albumin antibody 
in the liver tissue of acute liver injury rats at 7 d after 
intraperitoneal transplantation of human umbilical 
cord mesenchymal stem cells (×100) 



 
郑学峰，等. 人脐带间充质干细胞腹腔移植治疗急性肝损伤大鼠 

ISSN 2095-4344  CN 21-1581/R   CODEN: ZLKHAH 8531 

www.CRTER.org 

细胞移植组大鼠的肝脏组织内第3天即可见到抗人
核蛋白抗体阳性细胞分布于汇管区，第7天后可以观察
到抗人白蛋白抗体的阳性表达，并且随时间推移，染色

阳性细胞范围逐渐扩大。 
 

3  讨论  Discussion 
 
目前有以下几种常见的肝损伤模型建立方法：药物中

毒性肝损伤、免疫损伤性肝损伤，酒精性肝损伤、外科手

术性肝损伤等动物模型，其中CCl4导致的药物性肝损伤因
操作简单，重复率高，费用低廉等特点，成为经典模型

[3]
。

实验在前人经验及预实验基础上，采用体积分数10%CCl4
橄榄油7 mL/kg经腹腔注射，即可使大鼠肝脏受到中至重
度的损伤(苏木精-伊红染色证实)，且不会导致大鼠死亡。
此模型操作可靠，重复性较强，肝损伤一致性较好，符合

移植受体的要求。并且实验在造模后24 h内移植间充质干
细胞，即在CCl4损伤期内进行干预，减少了大鼠自身修复
对实验的影响，使结果更恒定可信。 

国内外大量实验证明，外源性干细胞可以在受损

肝脏内定植，并转化为肝细胞、胆管上皮细胞或血管

内皮细胞，改善肝功能，修复受损肝脏结构，促进肝

脏再生
[4-8]
。陈政等

[9]
建立肝部分切除大鼠模型，经门

静脉植PKH26标记的人脐带间充质干细胞，移植后1，
2，3周均能观察到存活细胞，且细胞表达肝细胞的标记
物白蛋白。石翠翠

[10]
应用腹腔注射D-氨基半乳糖联合脂

多糖法建立小鼠急性肝衰竭模型，建模6 h后经尾静脉
移植EGFP荧光标记的脐带间充质干细胞，并设立生理
盐水对照组，结果显示移植脐带间充质干细胞的小鼠存

活率为40%，显著高于生理盐水对照组10%，且肝脏功
能及肝脏病理均有部分改善，说明脐带间充质干细胞移

植对急性肝衰竭小鼠具有明显的治疗作用；同时相对定

量RT-PCR证实脐带间充质干细胞能向受损的肝脏迁移
并定植。冯曜宇

[11]
制作SD雄性大鼠CCl4急性肝损伤加

部分肝切除模型，以脐带间充质干细胞为载体细胞，携

带肝细胞生长因子基因到受损的肝脏模型，肝功能、免

疫组化检测、Western blot以及RT-PCR法检测结果显
示，脐带间充质干细胞能到达受损肝脏并表达肝细胞生

长因子基因参与到受体肝损伤的修复和再生过程中，并

起到有益的作用。 
与以上报道相似，作者的实验中肝脏组织病理学检

测显示：经腹腔移植人脐带间充质干细胞后，大鼠肝细

胞坏死等病理变化较CCl4损伤模型大鼠明显改善，最终
7 d内完全修复了肝脏的正常结构。血清转氨酶的活性
是观察肝细胞损害敏感指标，实验中经输注人脐带间充

质干细胞之后，大鼠血清丙氨酸转氨酶及天门冬氨酸转

氨酶均能较快下降，说明人脐带间充质干细胞移植对肝

脏具有修复和保护作用。 
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