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■背景资料
本 研 究 主 要
对 刀 豆 蛋 白
A(concanavalin 
A, ConA)诱导的
急 性 肝 损 伤 的
合 适 剂 量 及 骨
髓 间 充 质 干 细
胞(bone marrow 
mesenchymal stem 
cells, BMMSCs)
治疗急性肝损伤
的剂量和表型进
行摸索. 为急性肝
损伤模型的建立
及BMMSCs的临
床应用提供更为
准确的实验依据. 
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Abstract
AIM: To assess the therapeutic action of bone 
marrow mesenchymal stem cells (BMMSCs) 

on concanavalin A (ConA)-induced acute liver 
injury in mice. 

METHODS: BMMSCs were isolated from bone 
tissues of C57BL/6 mice, cultured, identified, 
and labeled with CM-Dil in vitro. C57BL/6 
mice were injected with different doses of 
ConA to find the optimal concentration to 
generate a mouse model of ConA-induced 
hepatitis. C57BL/6 mice were randomly 
divided into groups I-IV and a control group. 
Groups I-IV were injected with CM-Dil labeled 
BMMSCs at 1 × 105, 5 × 105, 1 × 106, and 1 × 107, 
respectively. The control group was injected 
with PBS. Serum levels of liver enzymes 
[alanine transaminase (ALT) and aspartate 
transaminase (AST)] , cytokines [ tumor 
necrosis factor-α (TNF-α), interferon-γ (IFN-γ), 
and interleukin-4 (IL-4)], histopathology, and 
localization of BMMSCs were investigated at 
24 h after injection. 

RESULTS: We collected cells in line with the 
characteristics of BMMSCs, and the rate of CM-
Dil labeling was over 90%. With increasing 
doses of ConA, the severity of liver injury 
increased, and 15 mg/kg was the optimal dose 
for inducing acute liver injury in C57BL/6 
mice. Serum levels of ALT, AST, TNF-α, IFN-γ, 
IL-4 and Knodell score were significantly 
reduced in groups II and III as compared with 
the control group (P < 0.05). Injected CM-Dil 
labeled BMMSCs were located in the liver of 
ConA-injected mice, but were not detected in 
the heart, lung or spleen. 

CONCLUSION: The therapeutic efficacy 
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■研发前沿
目前 ,  探索免疫
性肝炎的新的治
疗 方 法 至 关 重
要 .  多种自身免
疫性疾病存在着
BMMSCs的缺陷, 
同时在动物模型
的研究中也发现
间充质干细胞的
移植可以明显改
善病情 .  本研究
观察BMMSCs在
C o n A 诱导小鼠
急性肝损伤中的
治疗效果 ,  并对
其可能的治疗机
制进行探讨. 

of BMMSCs for ConA-induced hepatitis is 
defined. It is possible that BMMSCs migrate 
to the inflammatory sites and reduce the 
production of TNF-α , IFN-γ and IL-4 to 
alleviate liver injury induced by ConA. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 观察骨髓间充质干细胞(bone marrow 
mesenchymal stem cells, BMMSCs)在刀豆蛋
白A(concanavalin A, ConA)诱导小鼠急性肝
损伤中的治疗效果, 并对其可能的治疗机制
进行探讨.

方法: 将C57B L/6小鼠的股骨骨髓进行分
离、培养、鉴定并体外标记获得BMMSCs; 
小鼠尾静脉注射不同浓度ConA, 选择最适
剂量建立急性肝损伤模型; 小鼠模型分别
经尾静脉注射移植不同剂量(1×105、5×
105、1×106、1×107)的氯甲基苯甲酰胺
(CM-Dil)标记的BMMSCs, 对照组给予等量
磷酸盐缓冲液. 治疗后24 h检测血清样本中
谷丙转氨酶(alanine transaminase, ALT)、
谷草转氨酶(aspartate transaminase, AST)
的水平, 酶联免疫吸附分析法检测血清中
肿瘤坏死因子α(tumor necrosis factor-α, 
TNF-α)、干扰素γ(interferon-γ, IFN-γ)及白
介素-4(interleukin-4, IL-4)的水平, 取肝脏
的病理, 荧光显微镜下观察BMMSCs在肝
组织内的定植情况, 并进行肝脏炎症活动
度Knodell评分. 

结果: 小鼠BMMSCs体外培养及鉴定后符
合BMMSCs的特征, CM-DiL体外标记率
可达90%以上; 随着ConA注射剂量的增加, 
小鼠肝组织损伤严重程度增加, 15 mg/kg
是诱导C57BL/6小鼠急性肝损伤的最合适
剂量; Ⅱ组、Ⅲ组小鼠血清ALT、AST、
T N F-α、 I F N-γ、 I L-4的水平以及肝脏

Knodell评分均明显低于对照组(P <0.05). 肝
组织内可见到植入的被标记的B M M S C s, 
而在心、脾、肺等重要脏器并未观察到标
记的BMMSCs. 

结论: BMMSCs可治疗ConA诱导的小鼠急
性肝损伤, 其机制可能是通过降低TNF-α、
IFN-γ及IL-4而实现. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 免疫介导的肝损伤是导致急性肝衰

竭、慢性炎症与纤维化的重要机制之一, 寻找

一种有效控制免疫性肝炎的新的治疗方法至关

重要. 本实验旨在证实骨髓间充质干细胞(bone 
marrow mesenchymal stem cells, BMMSCs)治疗

刀豆蛋白A诱导的急性肝损害的有效性, 并对其

可能的机制进行探讨, 为临床上利用BMMSCs
的应用提供实验依据.

王丹娜, 郭海英, 刘应莉, 孙朝侠, 徐元富, 刘文天. 骨髓间充质
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0  引言

免疫介导的肝损伤是导致急性肝衰竭、慢性

炎症与纤维化的重要机制之一[1], 因此, 寻找

一种有效控制甚至根治免疫性肝炎的新的

治疗方法至关重要. 骨髓间充质干细胞(bone 
marrow mesenchymal stem cells, BMMSCs)是
来源于骨髓基质的一类具有自我更新能力及

多向分化潜能的干细胞, 多种自身免疫性疾

病存在着骨髓间充质干细胞的缺陷[2,3], 同时

在动物模型的研究中也发现间充质干细胞的

移植可以明显改善多种自身免疫性疾病的病

情[4,5]. 已有多篇文献报道[4,6]BMMSCs对刀豆

蛋白A(concanavalin A, ConA)诱导的急性肝

损害的小鼠模型有很好的治疗作用, 本实验

前期研究[7]也证实BMMSCs移植治疗ConA诱

导的急性肝损害可改善一般状况、降低肝功

能损伤和缓解肝脏炎性细胞浸润等. 本实验

旨在证实BMMSCs治疗ConA诱导的急性肝

损害的有效性及安全性, 并对其可能的作用
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■相关报道
M S C 通 过 影 响
脾脏CD4+ T淋巴
细 胞 亚 群 降 低
Th1、Th2细胞比
例 ,  导致外周血
中后者分泌的细
胞 因 子 ( 肿 瘤 坏
死因子-α、干扰
素-γ及白介素-4)
水平下降 ;  升高
Treg比例 ,  降低
Th17比例, 维持
Th17与Treg平衡, 
进 而 起 到 治 疗
C o n A 诱导的小
鼠急性免疫性肝
损伤的作用 .  该
文献更深入的研
究了MSC治疗急
性肝损伤的机制, 
为免疫性肝炎的
治疗提供了有力
的依据. 

机制进行初步探讨, 为临床上利用BMMSCs
的应用提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 C57BL/6 ♂小鼠, 5-6周龄, 购自中国

医学科学院血液病研究所, 体质量20 g±5 g. 
饲养于中国医学科学院血液病研究所动物实

验室, 恒温, 恒湿条件下自由摄食摄水, 饲养1 wk. 
实验过程中对动物的处置符合中华人民共和

国科学技术部2006年颁布的《关于善待实验

动物的指导性意见》标准. BD公司CantoⅡ流

式细胞仪、Sigma公司ConA(白色冻干粉)、
BD公司Cytofix/CytopermTM Plus、欣博盛

ELISA反应试剂盒等、上海涡旋混合器厂XW-
80Y型微型漩涡混合仪器. 
1.2 方法

1.2.1 C57BL/6小鼠BMMSCs的分离、培养、

鉴定及标记: 采用冲骨髓法[8]以C57BL/6小鼠

的股骨骨髓作为BMMSCs的供体来源, 应用

骨髓贴壁法[9]对其进行体外培养, 当培养至第

3代, 采用流式细胞仪对其细胞表型进行鉴定, 
并采用油红O和茜素红染色对其成脂及成骨分

化能力进行鉴定[10]. 将生长状态较好的第3代
BMMSCs移入CM-DiL溶液中进行标记, 荧光

显微镜下观察并计数其细胞标记率. 
1.2.2 肝损伤模型建立与标本采集: 将C57BL/6 
♂小鼠随机分组, 实验组A、B、C及对照组

各5只, 分别经尾静脉注射200 μL ConA, 剂
量分别为10、15、20 mg/kg, 对照组注射等

体积的磷酸盐缓冲液. 8 h后麻醉小鼠, 眼球

取血, 检测血清样本中谷丙转氨酶(a l a n i n e 
transaminase, ALT)、谷草转氨酶(aspartate 
transaminase, AST)的水平. 处死小鼠后, 取其

肝脏做病理切片, 并行HE染色, 观察肝组织的

病理变化并参考Knodell肝炎活动指数评分系

统对肝组织的炎症程度做出评分. 从中选择最

合适的ConA的计量再次建立小鼠急性肝损伤

模型. 
1.2.3 尾静脉移植CM-Dil标记的BMMSCs, 观
察其对急性肝损伤模型的影响: 将造模成功

的C57BL/6 ♂小鼠随机分组, 于ConA输注

30 min后模型Ⅰ组、Ⅱ组、Ⅲ组、Ⅳ组各5
只, 分别经尾静脉注射1×105、5×105、1×
106、1×107个CM-Dil标记的BMMSCs的细

胞悬液 ,  对照组注射等量的磷酸盐缓冲液 . 

24 h后麻醉小鼠, 眼球取血, 检测血清样本中

ALT、AST的水平. 酶联免疫吸附法检测血

清肿瘤坏死因子α(tumor necrosis factor-α, 
TNF-α)、干扰素γ(interferon-γ, IFN-γ)及白

介素-4(interleukin-4, IL-4)等细胞因子的水

平. 处死小鼠后, 取肝组织行HE染色并对其炎

症程度做出Knodell评分; 取模型组小鼠心、

肝、脾、肺组织在荧光显微镜下观察冰冻切

片组织荧光分布情况. 
统计学处理 采用SPSS18.0分析软件分析, 

对计数资料采取χ2检验或Fisher确切概率法, 
P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 BMMSCs鉴定及标记结果 造血细胞来源的

标志抗原CD34呈阴性表达, 而间充质干细胞来

源的有关标志抗原CD29、CD90表达阳性, 表
明培养细胞符合BMMSCs表面特征(图1); 小鼠

的第3代BMMSCs加入成脂诱导剂14 d后成功

分化为脂肪细胞, 经成骨诱导培养液培养21 d
后成功分化为成骨细胞(图2), 可见贴壁培养

法分离获得的BMMSCs具有多向分化能力, 细
胞活性较好; 荧光显微镜下CM-Dil标记后的

BMMSCs发出红色荧光, 且能保持细胞较好

的形态(图3), 标记率可达90%以上, 该方法简

单、方便、稳定、无毒性, 不影响标记细胞的

存活、生长, 标记时间长[11], 可清晰地显示被

标记的BMMSCs的分布. 
2.2 肝损伤模型建立 注射ConA 8 h后, 实验

组小鼠血清ALT、AST的水平及处死后肝脏

Knodell评分均明显高于对照组(P <0.05), 且随

ConA注射剂量的增加而增高(表1). 实验组病

理显示肝实质内及汇管区炎症细胞浸润以及

肝细胞的点状坏死、局灶坏死及大范围坏

死等病理变化, 心、脾、肺等组织未见损伤

(图4), 且随着ConA注射剂量的增加肝组织坏

死及炎细胞浸润的程度逐渐加重, 而对照组小

鼠镜下肝小叶结构正常, 肝实质内未见肝细胞

坏死及汇管区炎症细胞浸润. 因此15 mg/kg为
ConA诱导C57BL/6小鼠急性肝损伤模型的合

适剂量, 这与Zhu等[12]、董魁等[13]以♀小鼠为

研究对象建立的模型所选用的ConA剂量是一

致的. 
2.3 BMMSCs对ConA诱导的急性肝损伤治疗

效果及可能的作用机制 接受BMMSCs输注治
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■创新盘点
本 研 究 主 要 对
C o n A 诱导的急
性肝损伤的合适
剂量及BMMSCs
治疗急性肝损伤
的剂量和表型进
行摸索. 

疗后, 模型Ⅳ组小鼠出现4只死亡(因此模型Ⅳ

组小鼠未能进行血清学各项指标的检测), 其
余各组小鼠未见死亡. 小鼠血清ALT、AST的

水平及肝脏Knodell评分: Ⅱ组和Ⅲ组均明显低

于对照组, 差异有统计学意义(P <0.05); 而Ⅲ组

和Ⅱ组相比较, 差异亦有统计学意义(P <0.05); 
Ⅰ组与对照组比较无显著性差异(表1). 小鼠

血清TNF-α、IFN-γ及IL-4的水平: Ⅱ组和Ⅲ

组明显低于空白对照组(P <0.05)(图5). 荧光

显微镜下在受损的肝组织内可以观察到植入

APC-A subset
2.40%

0   102         103        104       105
0

A B

0   102         103        104       105
0

PE-A subset
99.9%

0   102         103        104       105
0

C

APC-A subset
73.6%

图  1  BMMSCs表面特征. A: CD34表达阴性; B: CD29表达阳性; C: CD90表达阳性. BMMSCs: 骨髓间充质干细胞.

A

B

100 μm

100 μm

图  2  BMMSCs成脂、成骨分化能力的鉴定(×10). A: 

油红染色呈红色; B:  茜素红染色矿化结节呈现红色. 

BMMSCs: 骨髓间充质干细胞.

A

B

图  3  CM-Dil标记BMMSCs 24 h后(×100). A: 可见光下; 

B: 荧光下. BMMSCs: 骨髓间充质干细胞.
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■应用要点
本文为临床采用
骨髓间充质干细
胞治疗免疫性肝
损伤提供了实验
依据, 有一定学术
意义和临床价值. 

的被标记的BMMSCs发出红色荧光(图6), 而
在心、脾、肺等重要脏器并未观察到标记的

BMMSCs. 

3  讨论  

以往用于B M M S C s移植示踪的技术主要有

5-溴脱氧尿嘧啶核苷、绿色荧光蛋白和磁

A

C

图  4  CM-Dil标记的BMMSCs治疗后小鼠肝脏、心肌、脾、肺的病理变化(×100). A: 肝组织出现炎症坏死; B: 心肌组织

未见损伤; C: 脾组织未见损伤; D: 肺组织未见损伤. BMMSCs: 骨髓间充质干细胞.
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图  5  BMMSCs治疗后小鼠血清TNF-α、IFN-γ及IL-4的水平. A: TNF-α; B: IFN-γ; C: IL-4. TNF-α: 肿瘤坏死因子-α; 

IFN-γ: 干扰素-γ; IL-4: 白介素-4; BMMSCs: 骨髓间充质干细胞.
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■同行评价
本文主要对剂量
和表型进行摸索, 
设计合理, 结果分
析整理规整, 结果
足够支持推论.

性标记法等 ,  但均存在操作复杂 ,  成功率低

等缺点 [14 -16].  四甲基吲哚羰基花青高酸盐

(1,1'-dioctadecy1-3, 3, 3', 3'-tetramethylindo 
carbocyanine perchlorate, Dil)是一种标记细胞

膜的新型亲脂羰花青类荧光活体染料 [17], 表
达稳定, 无细胞毒性, 荧光衰减慢而且Dil不会

从标记细胞扩散到非标记细胞, 避免了交叉

染色[18], 有实验报道[19]Dil可标记肝细胞、骨

髓基质干细胞. CM-Dil是在传统Dil的基础上

增加了一个硫醇氯甲基, 对丙酮或醛类固定的

组织及石蜡包埋的组织能够进行稳定地标记, 
而且CM-Dil保留了传统Dil无细胞毒性, 不影

响标记细胞的存活、生长. 本实验应用CM-Dil
标记C57BL/6小鼠的第3代BMMSCs, 整个标记

过程用时30 min, 24 h后荧光显微镜下观察, 细
胞发出红色荧光, 标记率可达90%以上, 标记

后的BMMSCs在小鼠的肝脏组织可以清晰地

显示红色荧光, 可明确的分辨出BMMSCs且不

影响其特性. 其染色方法简单、方便、稳定、

无毒性, 荧光标记持续时间较长, 为BMMSCs

体内、体外示踪的有效方法. 
ConA又名刀豆素, 通过激活CD4+ T细胞

和自然杀伤T细胞介导而诱发特异性肝损害[20], 
类似人类自身免疫性肝炎[21], 1992年, Tiegs等[22]

首次成功的应用ConA诱发了小鼠特异性免疫

性肝损伤. 本实验前期研究[23]也显示ConA模

型呈急性病程, 造模时间短, 操作简单, 可重

复性强. 对于最合适的诱导急性肝损伤模型

ConA的用量, 文献报道并不一致, 我们实验中

应用10、15、20 mg/kg 3种不同的剂量, 结果

显示小鼠肝损害的程度随药物剂量的加大而

加重. 当剂量达20 mg/kg时, 已有实验小鼠死

亡. 因此, 15 mg/kg是诱导C57BL/6小鼠急性

肝损伤模型的合适剂量. 此外, 我们研究发现

ConA静脉注射后8 h, 组织学检查未发现心、

肺、脾等肝外器官的损伤, 表明ConA诱导的

组织损伤具有肝脏特异性, 其原因还有待于进

一步研究. 
目前研究认为自身免疫性肝炎的发病过

程可能涉及到遗传易感性、环境诱发因素、

自身抗原、免疫紊乱等多种因素之间的相互

作用, 最终引起免疫耐受机制受损, 产生了针

对肝脏自身抗原的免疫反应, 从而破坏肝细胞

导致肝脏炎症坏死, 并可能进展为肝脏纤维化

和肝硬化[24], 传统治疗方案是单用糖皮质激素

或联合免疫抑制剂硫唑嘌呤治疗, 但研究[25]发

现约10%的患者在高剂量的泼尼松治疗下仍

无组织学缓解或出现激素相关的不良反应, 而
且长期应用硫唑嘌呤还存在骨髓抑制和增加

肿瘤发生率的危险. MSCs不仅具有多分化潜

能, 还具有免疫调节功能[26], 近年有研究[27]报

道BMMSCs对ConA诱导的急性肝损害的小鼠

     分组 ALT(U/L) AST(U/L) Knodell评分(分)

A组  390.2±85.3a   380.2±70.3a  2.3±1.3a

B组   637.0±95.9ac    748.9±75.2ac   3.1±0.5ac

C组      859.6±116.1ace       969.7±110.1ace    4.1±0.5ace

对照组 62.3±5.4  82.3±8.4 0

模型Ⅰ组 620.2±10.3  730.2±11.4 2.9±1.1 

模型Ⅱ组  397.1±15.1g   390.2±10.2g  2.0±0.3g

模型Ⅲ组  179.6±46.1gi   169.7±61.1gi   1.5±0.5gi

模型对照组   632.3±115.4    742.3±118.4 3.8±0.5

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  A组; eP<0.05 vs  B组; gP<0.05 vs  对照组; iP<0.05 vs  模型Ⅱ组. 

ALT: 谷丙转氨酶; AST: 谷草转氨酶.

表  1  小鼠血清ALT、AST水平及肝脏Knodell评分 (mean±SD)

图  6  小鼠肝组织可见CM-Dil标记的BMMSCs. BMMSCs: 

骨髓间充质干细胞.
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模型有很好的治疗作用, BMMSCs能够特定的

迁移到免疫器官, 并集中聚集在受损组织和炎

症反应部位[4], 明显减轻小鼠肝损害的严重程

度. 本实验将体外扩增培养的BMMSCs经尾

静脉移植入ConA诱导的急性肝损伤模型小鼠

体内, 对标记移植的细胞进行体内示踪, 结果

在受损的肝组织观察到植入的BMMSCs, 而
在心、脾、肺等重要脏器并未观察到标记的

BMMSCs, 这与文献[28]中报道的BMMSCs能
够特定的迁移到免疫器官是一致的, 这种作用

对治疗ConA诱导的急性肝损伤更具特异性而

不影响其他器官功能. 本实验也证实ConA诱

导的急性肝损伤模型小鼠经BMMSCs治疗后

血清肝酶的水平减低, 肝脏组织病理损伤减轻, 
证明BMMSCs治疗ConA诱导的急性肝损伤模

型小鼠是有效的. 
免疫性肝炎患者的肝脏内有大量的CD4+

的辅助型T细胞和C D8+的细胞毒型T细胞浸

润. CD4+的辅助型T细胞激活后可以分化成

Th1和Th2两个亚型, Th1细胞主要分泌TNF-α
和IFN-γ等细胞因子, Th2细胞分泌多种白介素, 
如IL-4、IL-10等, 前者可以促进细胞毒性T细
胞增殖, 从而上调细胞免疫反应, 损伤肝细胞, 
后者促进B细胞分泌免疫球蛋白, 上调体液免

疫反应, 杀伤肝细胞[29], 可以证实TNF-α、IFN-γ
及IL-4在免疫性肝炎中发挥着重要作用[30]. 本
实验给予ConA诱导的急性肝损伤小鼠模型尾

静脉输注培养扩增的BMMSCs, 治疗后小鼠

ALT、AST的水平及肝脏Knodell评分均明显

减低, 且血中TNF-α、IFN-γ、IL-4的水平亦明

显减低. 由此推测, BMMSCs可能是通过降低

炎症因子的水平, 从而抑制细胞免疫及体液免

疫发挥治疗ConA诱导的急性肝损伤的作用. 
这与Chen等[31]研究结果BMMSCs移植可通过

其免疫抑制作用缓解AIH的肝细胞损伤一致. 
总之, BMMSCs已成为近年来医学和生

物学领域中最引人注目的研究热点之一, 对
ConA诱导的急性肝损伤的治疗安全有效, 将
具有极为广阔的应用前景. 
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