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Abstract
AIM: To evaluate the therapeutic effect of 
adipose tissue-derived mesenchymal stem cells 
transplanted through caudal or portal vein for 
the hepatic cirrhosis model of rats induced by 
CCl4.

METHODS: Forty-five healthy SD rats were 
randomly divided into control group, portal-
vein group and caudal-vein group. All rats were 
subcutaneously injected carbon tetrachloride 
oily mixture continuously for 8 weeks. At the 
sixth week, portal-vein group and caudal-vein 
group were transplanted with rat adipose tissue-
derived mesenchymal stem cells 2×106 each rat, 
respectively from superior mesenteric vein and 
caudal vein. The control group was injected iso-
metric cell culture media. Liver function of rat 

was examined before and after cell transplan-
tation. HE staining was performed on all liver 
specimen slices. The degeneration and necrosis 
of hepatic cells and the degree of liver fibrosis 
were observed under microscope, and further 
pathological evaluation was made according to 
observation results. All experiment data were 
analyzed by statistics. 

RESULTS: The liver function of portal-vein 
group and caudal-vein group was improved 
significantly in comparison with that of control 
group (AST: 142.2 ± 31.2 U/L, 167.9 ± 28.3 U/L 
vs 354.2 ± 26.4 U/L; ALT: 79.4 ± 18.9 U/L, 85.8 ± 
21.4 U/L vs 456.7 ± 35.3 U/L; ALB: 26.3 ± 2.0 g/L, 
24.5 ± 2.2 g/L vs 17.2 ± 1.7 g/L, all P < 0.05), but 
the level of TBIL wasn’t improved. The trans-
plantation of adipose tissue-derived mesenchy-
mal stem cells inhibited the degeneration and 
necrosis of hepatic tissue and improved liver 
fibrosis of the rats. The difference of pathological 
evaluation between cell-transplanted group and 
control group was statistically significant (P < 
0.05). 

CONCLUSION: The transplantation of adipose 
tissue-derived mesenchymal stem cells through 
portal and caudal vein has therapeutic effect for 
the hepatic cirrhosis model of rats. It can im-
prove liver function and inhibit liver fibrosis. 
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摘要
目的: 探讨脂肪间质干细胞经门静脉及尾静
脉移植后, 对CCl4诱导的大鼠肝硬化模型的治
疗作用.  

方法: SD♂大鼠45只随机分为对照组、门脉
移植组及尾静脉移植组. 所有大鼠经腹腔皮

®

■背景资料
脂肪间质干细胞
目前已有较多的
体外实验研究, 表
明其可向多种体
细胞方向分化. 但
关于其在动物模
型中的应用研究
仍处在起步阶段. 
本文旨在研究脂
肪间质干细胞对
肝硬化动物模型
的治疗作用. 

■同行评议者
肖恩华, 教授, 中
南大学湘雅二医
院放射教研室
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下注射CCl4混合物8 wk. 第6周时门静脉组及
尾静脉组分别从肠系膜上静脉及尾静脉注射
大鼠脂肪间质干细胞悬液每只2 mL(细胞数
量为2×106个), 对照组自尾静脉注射等容量
的细胞培养液. 细胞移植前后取血检测肝功
能指标. 取肝脏标本并行包埋切片, HE染色
后显微镜下观察各标本肝细胞变性坏死及肝
硬化程度并进行病理评分. 对所有实验数据
行统计学分析.  

结果: 门静脉及尾静脉移植组大鼠的肝功能
指标(AST、ALT、ALB)较对照组有明显改善
(142.2±31.2 U/L, 167.9±28.3 U/L vs  354.2±
26.4 U/L; 79.4±18.9 U/L, 85.8±21.4 U/L vs  
456.7±35.3 U/L; 26.3±2.0 g/L, 24.5±2.2 g/L 
vs  17.2±1.7 g/L, 均P <0.05), 但TBIL没有明显
改善. 与对照组相比, 脂肪干细胞移植能抑制
肝组织的变性坏死和纤维化形成. 病理评分对
比差异有统计学意义(P <0.05). 

结论: 经门静脉及尾静脉移植脂肪间质干细
胞对大鼠肝硬化模型有治疗作用, 能改善肝功
能及肝硬化程度. 

关键词: 脂肪间质干细胞; 移植; 肝硬化
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0  引言

目前有众多文献报道[1-5], 从人和动物脂肪组织

中可分离得到脂肪间质干细胞(adipose tissue-
derived mesenchymal stem cells, ADMSCs). 在一

定培养条件下, ADMSCs表现出与骨髓间质干细

胞相类似的分化能力. 国内外有研究表明[6-9], 在
适合的条件下, ADMSCs可在体外被诱导分化成

形态、表型及功能与肝细胞相似的细胞. 目前

对ADMSCs的研究主要集中在体外基础实验上, 
而对其在活体肝硬化模型的应用研究则鲜有报

道. 本文旨在通过将ADMSCs移植至活体肝硬化

大鼠中, 以探索其对肝硬化的治疗作用. 

1  材料和方法

1 .1  材料  含100  m L/L胎牛血清的D M E M 
(dulbecco's modified eagle's medium)培养液(100 
mL/L FBS+DMEM), 磷酸盐缓冲液(PBS), 100 g/L
胰酶消化液, 倒置相差显微镜, CD44、CD29及
CD45单克隆抗体试剂盒. 

1.2 方法 
1.2.1 ADMSCs的分离培养: 无菌条件下从健康

SD大鼠获取其腹股沟皮下脂肪组织, 剪碎加入

1 g/L胶原酶消化, 振荡摇匀. 下层液体用筛网过

滤, 滤液以800 r/min离心3 min, 沉积的细胞用培

养基制成混合均匀的细胞悬液, 再加入红细胞

裂解液并重新悬浮, 静止15 min后再次离心以充

分去除残余杂质. 弃去上清后加入含100 mL/L 
FBS的DMEM培养液, 吹打均匀并接种于培养皿

中, 37℃, 50 mL/L CO2孵箱中培养24 h. 24 h后
首次换液, 未贴壁细胞和残渣被清除, 新鲜培养

液加至贴壁细胞, 后每2-3 d换液1次. 待细胞增

殖融合至培养皿底80%时, 胰酶消化按1∶1比例

传代. 取第三代细胞, 用免疫荧光染色方法检测

ADMSCs相对特异细胞表面标志CD44、CD29
及CD45. 将第3-5代所得贴壁细胞制成细胞悬

液, 标定浓度1.0×106, 每试管2 mL, 置于孵箱中

以备动物细胞移植用.  
1.2.2 肝硬化大鼠模型制备: SD♂大鼠45只, 体
质量200-250 g, 随机分3组(对照组、门脉移植

组及尾静脉移植组), 每组15只. CCl4与食用石

蜡油按1∶1混合配成500 mL/L的CCl4溶液, 以2 
mL/kg剂量从大鼠右侧腹部皮下注射, 每周2次, 
共注射8 wk. 第8周后停止诱导大鼠肝损伤处理.  
1.2.3 ADMSCs移植治疗: CCl4诱导肝损伤后第

6周, 门静脉组大鼠用100 mg/L水合氯醛1 mL腹
腔注射麻醉, 取腹部正中切口3 cm, 分离肠系膜

上静脉, 用26G细针穿刺血管, 确定针头于血管

内后将备用的大鼠ADMSCs悬液2 mL(细胞数量

为2×106)缓慢注入血管内. 拔除细针, 穿刺点敷

以明胶海绵止血后关腹. 尾静脉组大鼠从尾静

脉注入同量ADMSCs悬液. 对照组则经尾静脉注

射等量的细胞培养液. 
1.2.4 肝功能指标的检测: 细胞移植治疗前(注
射CCl4后第6周)各组别大鼠从尾静脉取血1.5-2 
mL, 细胞移植治疗后6 wk处死动物时从右心室

取血2-3 mL. 所取血液注入肝素抗凝管. 在生化

自动分析仪上检测治疗前后各组大鼠血浆中天

冬氨酸氨基转移酶(AST)、丙氨酸氨基转移酶

(ALT)、白蛋白(ALB)及总胆红素(TBIL)的水平, 
并对结果行统计学分析.  
1.2.5 组织病理学检查: 细胞移植治疗后4 wk处
死所有大鼠, 取出肝脏, 生理盐水冲洗后对肝脏

整体进行检查, 观察肝硬化大体标本情况. 标本

用100 g/L甲醛溶液固定72 h, 石蜡包埋切片, 常
规HE染色. 光学显微镜下观察各组标本肝假小

■研发前沿
脂肪间质干细胞
在体内的分化、

功能表达及作用
机制等一系列问
题是该领域热点. 
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叶形成及肝细胞坏死情况, 并参照文献对纤维

化程度、肝细胞坏死及脂肪变性程度进行病理

分级评分. 肝细胞坏死程度分级: 0分为无, 1分
为少量, 2分为轻度, 3分为中度, 4分为重度; 纤
维化分级: 正常肝脏0级; 胶原增多而无间隔形

成为1级; 不完全间隔形成为2级; 完全间隔形成

(假小叶形成)但间隔较细为3级; 较厚的完全间

隔形成, 假小叶明显为4级; 脂肪变性评分: 0分, 
无脂肪变性; 1分, 有少量脂肪变细胞; 2分, 脂肪

变性占小叶比例<1/3; 3分, 脂肪变性占小叶比例

1/3-2/3; 4分脂肪变性占小叶比例>2/3. 对病理分

级评分行统计学分析. 
统计学处理  数据以m e a n±S D表示 ,  以

SPSS11.0软件进行统计学分析, 两组间样本均数

比较采用T检验. 

2  结果

2.1 脂肪干细胞培养生长及鉴定 分离所得细胞种

植入培养皿48 h后, 有梭形细胞贴壁, 细胞形态不

一, 有短突起, 细胞核居中. 3-5 d后, 细胞生长旺

盛, 显微镜下细胞呈梭形融合聚集, 紧密排列有

一定方向性, 呈螺旋状(图1). 常规免疫荧光染色

显示细胞CD29、CD44均为阳性, CD45为阴性. 
2.2 动物死亡情况 对照组、门脉组及尾静脉组

于诱导肝损伤制备肝硬化模型过程中, 动物死

亡只数分别为2、1、2; 干细胞移植治疗过程顺

利, 门脉组大鼠于细胞移植后1、2 d各死亡1只; 

其余的大鼠处死解剖前均未出现死亡. 
2.3 肝脏大体病理标本 对照组及尾静脉组大鼠

肝脏质地较硬, 肝叶不同程度萎缩变小, 肝脏颜

色灰暗, 表面可见大小不等的硬化节结分布, 节
结形成以对照组尤为明显; 门脉组肝脏标本肝

脏边缘变钝, 表面纹理增粗, 局部可见细小颗粒

样突起, 节结形成较前两组明显减少(图2). 
2.4 肝功能指标检测 细胞移植前各组别大鼠肝

功能指标(AST、ALT、ALB及TBIL)差异无统

计学意义(P >0.05). 细胞移植后6 wk, 门静脉组、

尾静脉组分别与对照组作统计学对比, 其肝功

能指标(AST、ALT、ALB)差异有统计学意义

(P <0.05), 而TBIL各组别间差异无统计学意义

(P >0.05). 细胞移植组大鼠AST、ALT较对照组

有明显降低; 而ALB的表达水平较对照组增高. 
门脉组与尾静脉组间肝功能各指标差异均无统

计学意义(P >0.05, 表1). 
2.5 组织病理学改变及病理评分 对照组肝脏标

本显微镜下可见重度纤维化, 纤维间隔粗厚, 假
小叶形成明显; 肝细胞不同程度变性及坏死, 胞
质疏松化, 并可见多量透明脂肪液滴分布, 肝细

胞脂肪变性占小叶比例2/3以上. 与对照组相比, 
尾静脉组大鼠肝脏呈中度纤维化, 亦可假小叶

形成, 但平均视野下数量较对照组少, 细胞变性

及脂肪变也较前者轻微. 门脉组大鼠肝脏纤维

化程度最轻, 仅见少至中量不完全间隔形成, 平

表  1  细胞移植治疗前后各组别大鼠肝功能指标检测结果 (mean±SD)

     
分组

			              治疗前	                                                                     治疗后

	      AST(U/L)           ALT(U/L)          ALB(g/L)      TBIL(μmol/L)        AST(U/L)           ALT(U/L)         ALB(g/L)     TBIL(μmol/L)

对照组	 398.2±29.7    603.4±58.6     18.6±2.0     14.3±2.2     354.2±26.4  456.7±35.3    17.2±1.7    15.3±3.1

门脉组	 371.5±25.7    617.6±64.6     20.1±1.8     16.0±1.9     142.2±31.2    79.4±18.9    26.3±2.0    17.1±2.5

尾静脉组	 401.2±28.3    598.9±61.5     19.1±2.1	    15.2±2.3     167.9±28.3    85.8±21.4    24.5±2.2    15.9±3.0

图  2  肝脏大体病理标本. 左侧为门脉组大鼠肝脏标本, 表

面呈细颗粒状, 节结形成不明显; 右侧为尾静脉组标本, 表

面可见明显大小不等节结.

图  1  培养72 h后ADMSCs镜下观(×100). 

■创新盘点
本研究通过不同
途径移植脂肪间
质干细胞治疗肝
硬化动物模型, 并
通过检测肝功能
变化及进行病理
评分, 比较其疗效
有无差异. 
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均视野下假小叶的数量亦最少, 细胞变性及脂

肪变的程度也是三者中最轻. 光镜下仍可见有

正常肝脏组织结构分布(图3). 结果表明, 细胞移

植组较对照组在肝纤维化、肝细胞变性坏死及

脂肪变等方面均有不同程度改善, 其组织病理

学评分差异有统计学意义(P <0.05). 其中又以门

脉组的改善程度较大, 肝纤维化表现为三组中

最轻(表2). 

3  讨论

肝硬化在我国为常见肝脏疾病, 虽然近年临床

上在肝硬化的多学科综合治疗方面已取得长足

的进步, 但肝硬化患者的总体生存率并没得以

显著提高. 原位肝移植虽已成为终末期肝病最

理想的治疗选择, 但因供体肝脏紧缺, 移植后免

疫排斥反应及高昂的医疗费用等限制了其临床

上的广泛应用[10]. 干细胞移植作为肝硬化治疗的

一个新研究方向, 已有大量的基础实验支持和

相应的临床实践经验, 具有广阔的发展前景[11]. 
目前, 在干细胞移植治疗肝硬化及慢性肝

病的研究中 ,  大部分文献集中在对骨髓间质

干细胞(bone marrow mesenchymal stem cells, 
BMSCs). 诸多实验研究表明[12-15], 将BMSCs移植

入肝硬化的动物中, 细胞能以较大比例种植于

肝脏, 最终分化成功能性肝细胞, 表达ALB和某

些肝细胞特异性分子标志物, 并有效改善动物

的肝损害程度和抑制纤维化的形成. 在临床应

用方面, 国内有学者[16-17]将从肝硬化患者身上分

离纯化的BMSCs移植至肝脏, 术后患者的肝功

能、凝血功能及一般情况均得以不同程度改善, 
证实了自体BMSCs肝内移植对肝硬化患者可起

到一定的肝脏支持及减轻肝损症状的作用, 同
时未见严重不良反应和并发症发生. 

自Zuk et al [1]于2001年首次从人脂肪组织

中分离出ADMSCs以来, 几个研究小组又先后

证实了这些细胞在合适诱导剂的作用下可向成

骨、软骨、脂肪和成肌等细胞分化, 表现出与

BMSCs相类似的多向分化潜力[2-5]. 近年来, 国
内刘美媛、刘展 et al研究表明ADMSCs在体外

用肝细胞生长因子及成纤维细胞生长因子诱

导, 可定向分化为肝细胞样细胞, 并表达ALB、
AFP及CK18、CK19等[8-9]. 同时, 较之BMSCs, 
ADMSCs有获取容易、获取量大、可反复取材, 
体外培养细胞增殖快、衰老缓慢等优势[18]. 故
ADMSCs已成为干细胞移植治疗慢性肝病又一

颇具发展前景的待选细胞. 
本研究将大鼠ADMSCs通过门脉及尾静脉

移植至CCl4诱导的肝硬化大鼠中, 结果表明, 细
胞移植组动物肝功能损害程度较对照组明显降

低, ALB表达水平升高. 而病理评分也表明移植

组的肝纤维化程度较对照组轻微, 门脉组肝假

小叶形成不明显. 实验数据证明ADMSCs能有效

改善肝硬化动物模型的肝功能, 并在一定程度

上抑制肝纤维化进程. 实验结果提示移植细胞有

可能部分定植于肝脏, 在肝内微环境和某些因子

共同作用下分化成具有功能的肝细胞样细胞, 参
与肝脏代谢和肝组织的结构重建. 对于干细胞在

体内如何起到抗肝纤维化作用, 其机制至今尚未

明确. 有文献认为是多因素作用[19-21], 主要包括

两方面: 一是通过干细胞分化为功能性肝细胞, 
促进肝再生; 二是干细胞通过直接诱导肝星状

细胞凋亡或抑制其激活, 分泌抗纤维化物质如

肝细胞生长因子、粒细胞集落刺激因子、基质

表  2  动物模型的慢性肝损伤标本病理评分(mean±SD)

     
分组              n       肝纤维化   肝细胞变性坏死   脂肪变性

对照组	   13    3.50±0.31    2.25±0.23     3.52±0.38

门脉组	   12    1.68±0.25    1.27±0.20     1.68±0.27

尾静脉组	   13    2.46±0.29    1.34±0.25     1.14±0.23

图  3  肝组织标本镜下观(×100). A: 门脉组标本镜下可见肝细胞变性轻微, 无明显假小叶形成; B: 对照组标本镜下可见纤维

胶原粗大, 假小叶形成明显, 肝细胞不同程度变性及脂肪变.

A B
■应用要点
本文研究结果提
示脂肪干细胞移
植对缓解动物肝
硬化程度, 改善肝
功能有一定作用. 
为下一步深入研
究其作用机制及
将来的临床应用
提供初步实验证
据. 
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金属蛋白酶-9等减少胶原沉积和羟脯氨酸含量, 
从而抑制肝组织纤维化的形成. 

本实验分别通过门静脉及尾静脉途径移植

干细胞, 实验结果表明门脉组的肝细胞变性及

肝纤维化程度更轻微, 提示门脉组的治疗效果

较尾静脉组稍有优势. 其原因可能有以下两方

面: (1)通过外周静脉移植干细胞, 在细胞数量相

同的条件下, 到达肝脏且能定植的细胞较门脉

移植途径要少, 部分细胞可分布于脾脏、肺等

器官[22], 因而参与肝脏修复的有效细胞数目较

少; (2)通过门脉途径移植细胞, 细胞循门脉血管

系统定植, 于肝内分布更均匀, 更接近正常肝索

的分布模式, 同时门脉血流较慢, 移植细胞于肝

内停留相对容易. 而门脉相对较粗大, 因细胞移

植堵塞血管的发生率很低. 因此我们认为经门

静脉移植的方式更有效发挥干细胞的治疗作用. 
本实验仅为初步研究, 对于ADMSCs在肝内

如何定植分布、细胞增殖分化情况及如何表达

功能等一系列问题仍未有涉及. 但实验结果至少

提示, ADMSCs移植对肝硬化动物模型具有一定

的治疗作用. 对于目前尚未解决的问题, 后续的

进一步实验探索具有较大的研究价值. 
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■同行评价
本研究设计合理, 
结果可靠, 对进一
步研究有重要参
考价值.


