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骨髓间充质干细胞对ＳＤ大鼠离体肝切除自体肝移植肝功能的保护作用
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　　［摘要］　目的　探讨骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）对大鼠离体肝切除自体肝移植肝功能的保护作用，寻找可能的机
制。方法　 采用生化、ＴＵＮＥＬ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ等方法检测离体肝切除自体肝移植术后大鼠不同时间点的血清及肝脏组织标
本。取ＳＤ大鼠骨髓体外培养ＢＭＳＣｓ，纯化后ＧＦＰ标记，第３代做检测并配置成细胞悬液，建立 ＳＤ大鼠离体肝切除自体
肝移植模型，分为ＢＭＳＣｓ注射组（ＢＭＳＣｓ悬液门静脉注入）和生理盐水注射组（等量生理盐水门静脉注入）行离体肝切除
自体肝移植手术，观察术后大鼠状态，检测大鼠肝功能、肝细胞凋亡，ＴＧＦβ１及Ｂｃｌ２、ｂａｘ表达情况。结果　 成功分离培
养ＢＭＳＣｓ并鉴定。ＢＭＳＣｓ注射组术后大鼠死亡率低于生理盐水注射组，ＢＭＳＣｓ注射组术后１２、２４、４８、７２ｈ肝功能明显好
于生理盐水注射组，肝细胞凋亡率低于生理盐水注射组。ＢＭＳＣｓ注射组 ＴＧＦβ１、ｂａｘ水平较生理盐水注射组减少，Ｂｃｌ２
较生理盐水注射组增高，其中ｂａｘ下调、Ｂｃｌ２上调有显著性差异（Ｐ＜０．０５），而ＴＧＦβ１在２４、７２ｈ无显著性差异。结论　
ＢＭＳＣｓ能通过直接门静脉注射入肝改善离体肝切除自体肝移植大鼠术后肝功能，其可能通过影响 Ｂｃｌ２／ｂａｘ值减少肝细
胞凋亡，可能是通过ＴＧＦβ１无关的其他途径。
　　［关键词］　 离体肝切除；自体肝移植；骨髓间充质干细胞；肝细胞凋亡
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　　肝脏肿瘤为我国最常见肿瘤之一，主要以外科手
术切除、肝移植、放化疗及生物治疗为主［１－２］，离体肝

切除自体肝移植术是基于肝移植技术、治疗肝脏特殊

部位肿瘤的一种手术方式，其优越性主要体现在本身

并不巨大，但位置正位于重要的血管、胆管周围的肝脏

肿瘤。这类肿瘤常规肝切除难度很大，耗时长，常需多

次肝门阻断而致反复缺血再灌注损伤；术中损伤重要

血管致难控性大出血；难以切除干净，短期内即出现转

移而死亡。若行异体肝移植术则亟需解决肝源匮乏、

术后需长期口服抗排斥药物。而采用离体肝切除自体

肝移植手术能很好避免上述问题［３］，且精准的肿瘤切

除能保证肿瘤完整切除，并尽可能地避免正常肝脏组

织切除过多，减少术后肝衰竭的发生率。临床研究发

现，离体肝切除自体肝移植患者术后１周内出现肝功
能衰竭为围手术期内最常见死亡原因。为了减少离体

肝移植术后肝功能衰竭，我们建立了大鼠离体肝切除

自体肝移植模型，使用该模型模拟临床手术过程，并通

过术中门静脉注射骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍｅｓｅｎｃｈｙ
ｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）或生理盐水，观察术后不同时
间点ＢＭＳＣｓ增殖，各组大鼠肝功能，肝细胞凋亡情况
及ＴＧＦβ１、Ｂｃｌ２、ｂａｘ的表达情况。

１　材料与方法

１．１　实验动物和材料
　　６周龄健康雄性ＳＤ大鼠８０只，体质量１８０～２２０ｇ，由第三
军医大学大坪医院野战外科研究所实验动物中心提供。

ＴＵＮＥＬ试剂盒购于Ｒｏｃｈｅ公司，ＢＭＳＣｓ完全培养基购于Ｃｙａｇｅｎ
公司，ＴＧＦβ１、Ｂｃｌ２、ｂａｘ抗体均购于Ｓａｎｔａｃｒｕｚ公司。

１．２　ＢＭＳＣｓ分离、纯化与体外培养
　　颈椎脱臼处死ＳＤ大鼠１０只，提取其股骨、胫骨和肱骨骨
髓，采用全骨髓培养法获得原代ＢＭＳＣｓ［４］，２４～３６ｈ首次换液，
７～１０ｄ传第１代，以后２～３ｄ传代，经多次换液、传代以实现
细胞纯化。构建重组慢病毒表达载体 ｐＬＶ．ＥＸ２ｄ．Ｐ／ｈｙｇｒｏ
ＥＦ１Ａ＞ＥｍＧＦＰ，通过与辅助质粒共转染２９３ＦＴ包装细胞、通过
荧光计数法和潮霉素药物筛选，获得大量含 ＧＦＰ基因的慢病
毒液，并直接转染ＢＭＳＣｓ，通过筛选纯化得到表达绿色荧光蛋
白（ＧＦＰ）的 ＢＭＳＣｓ。观察 ＢＭＳＣｓ的形态、传代及增殖状态，通
过流式细胞仪等技术对 ＢＭＳＣｓ进行表型鉴定。取 ３～５代
ＢＭＳＣｓ细胞制成悬液备用（２×１０６／ｍｌ）。

１．３　ＳＤ大鼠离体肝切除自体肝移植术
　　７０只６周龄的雄性ＳＤ大鼠，随机数字表法分成ＢＭＳＣｓ注
射组（ｎ＝３０）、生理盐水注射组（ｎ＝３０）、假手术组（ｎ＝１０）。
离体肝手术：大鼠术前１２ｈ禁食，４ｈ禁水，乙醚、戊巴比妥复合

麻醉，取上腹部正中切口，剑突牵引，自制拉钩牵引双侧肋弓充

分暴露腹部，游离肝周韧带、双重结扎离断左膈下静脉、右肾上

腺静脉，９０ｐｒｏｌｅｎｅ线结扎肝固有动脉，显露胆管后内置１支架

并固定，充分游离门静脉，显露肝上下腔静脉及肝下下腔静脉，

血管夹阻断出入肝血流后（开始计算阻断时间）剪断肝上下腔

静脉、门静脉、肝下下腔静脉，迅速移除肝脏至４℃乳酸钠林格

液，门静脉１５ｍｌ／ｈ泵入４℃林格液，灌注同时切除肝左叶（约

３０％体积），灌注８ｍｉｎ，将７０％肝脏原位植入腹腔，显微镜下用

９０ｐｒｏｌｅｎｅ线连续缝合肝上下腔静脉、门静脉，完毕后松开两处

血管夹结束无肝期（结束阻断时间，平均约２６ｍｉｎ），继续吻合

肝下下腔静脉，胆管支架套接法重建胆管，检查无活动性出血、

肝脏无扭曲后关腹。ＢＭＳＣｓ注射组于胆管支架套接完毕于门

静脉注入细胞悬液（含ＢＭＳＣｓ２×１０６，生理盐水稀释）１ｍｌ，生

理盐水注射组则通过门静脉注入１ｍｌ生理盐水，假手术组则仅

仅行开关腹及腹腔探查手术。最后分别于术后１２、２４、４８、７２、

１６８ｈ处死大鼠并留取肝脏、血液标本进行进一步实验。

１．４　术后ＢＭＳＣｓ在肝组织表达情况、肝功能、肝细胞
凋亡检测及ＴＧＦβ１、Ｂｃｌ２、ｂａｘＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

　　取ＢＭＳＣｓ注射组大鼠术后１２、２４、４８、７２、１６８ｈ肝组织做

冰冻切片，置于荧光显微镜下观察 ＢＭＳＣｓ在肝组织表达情况，

生理盐水组１６８ｈ作为对照。由西南医院检验科自动生化仪进

行肝功能检测（ＴＢＩＬ、ＡＬＴ、ＡＳＴ、Ａｌｂ）。按ＲＯＣＨＥＴＵＥＮＬ试剂

盒说明书，对术后１２、２４、４８、７２、１６８ｈ大鼠肝组织进行 ＴＵＮＥＬ

染色检测凋亡，阳性结果为细胞核棕黄色或棕褐色，背景呈紫

蓝色，每个样品随机计数４个视野，按公式计算凋亡指数（ＡＩ）：

ＡＩ＝凋亡细胞数／（凋亡细胞数＋正常细胞数）。ＴＧＦβ１、Ｂｃｌ２、

ｂａｘ的表达采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法：按细胞总蛋白提取方法提取出

总蛋白，１０μｌ蛋白进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离，电转至 ＮＣ膜，

ＴＢＳＴ中清洗１ｍｉｎ后封闭过夜，加入１∶３００稀释的一抗温育

１５ｈ，ＴＢＳＴ洗３次，加入１∶５０００稀释的二抗温育１．５ｈ，ＴＢＳＴ

洗４次，化学发光及显影、定影。对胶片进行扫描，然后用ＵＶＰ

凝胶图像处理系统Ｌａｂｗｏｒｋｓ４．６软件分析目的条带的灰度值。

１．５　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件，术后各时间点组间肝功能比较

采用方差分析，并用 ＳＮＫ法做两两比较；凋亡率、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

灰度分析均采用方差分析及ＳＮＫ检验。

２　结果

２．１　ＢＭＳＣｓ体外培养及鉴定
　　ＧＦＰ阳性的ＢＭＳＣｓ经培养大部分呈长梭型，体积较小，核

浆比大，表达增殖能力强，平均倍增时间为４８ｈ，随传代次数的

增加细胞的增殖能力有所下降。第１、３、５代细胞接种１２ｈ后

贴壁率在９０％以上。流式检测 ＢＭＳＣｓ表达 ＣＤ４４９９８３％，表

达ＣＤ２９９９．８８％，不表达ＣＤ３４。
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图１　ＢＭＳＣｓ注射入ＳＤ大鼠门静脉后不同时间点观察　（荧光显微镜×１００）
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Ａ：生理盐水注射后１２ｈ；Ｂ：ＢＭＳＣｓ注射后１２ｈ；Ｃ：ＢＭＳＣｓ注射后７２ｈ；Ｄ：生理盐水注射后７２ｈ

图２　ＴＵＮＥＬ法检测２组大鼠术后不同时间点肝细胞凋亡情况　（光学显微镜×４０）

２．２　术后不同时间点ＢＭＳＣｓ在肝脏中表达情况及肝
功能检测

　　各组大鼠均按计划完成手术，术后大鼠存活率 ＢＭＳＣｓ注
射组（２８／３０）高于生理盐水注射组（２４／３０）。分别于术后１２、
２４、４８、７２、１６８ｈ处死大鼠，留取组织及血清，取部分组织做冰
冻切片在荧光显微镜下观察（图 １），ＢＭＳＣｓ注射组术后 １２、
７２ｈ可见ＧＦＰ阳性细胞，且数目随着时间变化有所增加，术后
１６８ｈＧＦＰ阳性细胞增殖明显，成团状散在分部于肝组织中。
术后行离体肝切除。自体肝移植大鼠 ＡＬＴ、ＡＳＴ均明显上升，
术后１２、２４、４８、７２ｈ，ＢＭＳＣｓ注射组均明显低于生理盐水注射
组（Ｐ＜０．０５）。术后４８、７２ｈＢＭＳＣｓ注射组均与假手术组无显
著性差异，提示 ＢＭＳＣｓ组大鼠肝功能恢复能力较快。术后
ＴＢＩＬ、Ａｌｂ在ＢＭＳＣｓ注射组与生理盐水注射组无显著性差异
（Ｐ＞００５）。见表１～４。

表１　各组大鼠不同时间点谷丙转氨酶水平比较（ＩＵ／Ｌ，ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ １６８ｈ

ＢＭＳＣｓ注射组 ２２０．０±２６．８１４９．５±３５．１ ４５．８±１１．４ ２８．５±３．１ １０．３±６．３

生理盐水注射组 ３２４．８±２５．３ａ１８３．７±２４．６ａ１０３．０±２６．７ａ４０．７±７．６ａ ３３．０±５．１

假手术组 ２９．５±３．５ａ ２９．０±２．８ａ ２９．０±１．４ ２６．５±２．１ ２８．５±２．１

ａ：Ｐ＜０．０５，与ＢＭＳＣｓ注射组比较

表２　各组大鼠不同时间点谷草转氨酶水平比较（ＩＵ／Ｌ，ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ １６８ｈ

ＢＭＳＣｓ注射组 ５２４．５±８４．７ ４３２．２±５０．３１６１．５±２３．０ ７０．８±１３．９ ５８．２±１１．７

生理盐水注射组 ７２８．０±１３９．１ａ５２８．８±５０．２ａ２７５．２±５１．９ａ ９７．８±１４．７ａ ７３．０±８．６

假手术组 １８８．５±１４．９ａ １３９．５±０．７ａ１３５．０±１９．８１０３．５±５．０ ６５．５±１４．９

ａ：Ｐ＜０．０５，与ＢＭＳＣｓ注射组比较

表３　各组大鼠不同时间点总胆红素水平比较（μｍｏｌ／Ｌ，ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ １６８ｈ

ＢＭＳＣｓ注射组 ３．１±０．７ ２．８±０．６ ２．８±０．７ ２．５±０．９ ２．６±０．８

生理盐水注射组 ３．１±０．９ ３．３±０．８ ３．２±０．６ ２．８±０．３ ３．０±０．５

假手术组 ２．６±０．２ ３．０±０．３ ３．２±１．１ ３．４±１．０ ３．８±０．１

表４　各组大鼠不同时间点白蛋白（Ａｌｂ）水平比较（ｇ／Ｌ，ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ １６８ｈ

ＢＭＳＣｓ注射组 ２２．０±１．５ １８．５±０．５ ２２．５±１．３ ２４．７±０．５ ２４．６±１．３

生理盐水注射组 １９．４±２．８ １８．６±２．４ ２１．６±１．７ ２３．１±１．１ ２３．８±０．５

假手术组 ２４．１±０．１ ２４．６±０．１ａ２７．６±４．４ａ２４．５±０．３ ２４．６±０．１

ａ：Ｐ＜０．０５，与ＢＭＳＣｓ注射组比较

２．３　术后肝细胞凋亡情况
　　ＢＭＳＣｓ注射组较生理盐水注射组肝细胞凋亡明显减少（图
２）。术后１２、７２、１６８ｈ，ＢＭＳＣｓ注射组凋亡指数分别为０．３１±
０．０１８、０．１５±０．０１１、０．０４４±０．０１４，生理盐水注射组凋亡指数
分别为０．４４±０．０３４、０．２３±０．０２１、０．０６０±０．０２９，２组间有显
著性差异（Ｐ＜０．０５）。

２．４　术后不同时间点ＴＧＦβ１、Ｂｃｌ２、ｂａｘＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
结果分析

　　Ｂｃｌ２在ＢＭＳＣｓ注射组各时间点均显著高于生理盐水注射
组（Ｐ＜０．０５），ｂａｘ则显著低于生理盐水注射组（Ｐ＜０．０５），
ＴＧＦβ１在２４、７２、１６８ｈ均低于生理盐水对照组，但２４、７２ｈ无显
著性差异（Ｐ＞０．０５），在１６８ｈ有显著性差异（Ｐ＜０．０５，图３）。
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１：生理盐水注射组２４ｈ；２：生理盐水注射组７２ｈ；３：生理盐水注射

组１６８ｈ；４：ＢＭＳＣｓ注射组２４ｈ；５：ＢＭＳＣｓ注射组７２ｈ；６：ＢＭＳＣｓ注

射组１６８ｈ；Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与生

理盐水注射组对应时间比较

图３　术后不同时间点检测ＴＧＦβ１、Ｂｃｌ２、ｂａｘ蛋白水平

３　讨论

　　离体肝切除自体肝移植术是基于精确肝切除及肝
移植技术的一种治疗肝脏特殊部位肿瘤新的手术方

式［５－７］。我国是乙肝大国，肝癌患者多，对于特殊部位

的肝癌，常规手术切除困难，出血多，且更容易导致肿

瘤复发、转移。临床观察发现，行离体肝切除自体肝移

植术患者围术期主要死亡原因仍为肝功能衰竭，尽管

采取了术中保护措施（如４℃ ＵＷ液灌注等），为此我
们探讨能否通过其他方法改善术后肝功能，并研究可

能的机制。

　　ＢＭＳＣｓ是由骨髓分离出来的非造血干细胞，可分
化成各种特定的细胞。Ｏｈ等［８－９］成功地在体外将

ＢＭＳＣｓ诱导为肝细胞样细胞。周播江等［１０］于２００４年
成功地在体内将 ＢＭＳＣｓ诱导为肝细胞样细胞。
ＢＭＳＣｓ可分泌一些细胞因子，通过与靶细胞作用而产
生生物效应。国内外已有许多研究认为 ＢＭＳＣｓ可以
改善心肌及脑组织缺血再灌注损伤，对于肝再生有一

定作用，但其作用机制未得而知。我们采用 ＢＭＳＣｓ通
过门静脉注入来了解 ＢＭＳＣｓ对于离体肝切除自体肝
移植术大鼠肝功能是否有保护作用。离体肝切除自体

肝移植模型首先建立于第三军医大学西南医院肝胆外

科研究所，由刘文渊等［１１］完成，基本上模拟了西南医

院肝胆外科临床行离体肝切除的完整过程，经切除

３０％肝脏后将肝脏原位回植，手术由同一组人员在显
微镜下操作完成。研究发现术中经门静脉注射ＢＭＳＣｓ

后，术后大鼠存活率较生理盐水注射组高（９３．３％ ｖｓ
８００％），生化检测发现术后ＢＭＳＣｓ注射组大鼠ＡＬＴ、
ＡＳＴ在１２、２４、４８、７２ｈ明显好于生理盐水注射组（Ｐ＜
０．０５），提示 ＢＭＳＣｓ有助于改善大鼠的肝功能，同时
ＢＭＳＣｓ注射组大鼠 ＡＬＴ、ＡＳＴ在４８、７２ｈ与假手术组
无显著性差异，提示 ＢＭＳＣｓ有良好的促肝功恢复能
力。但１６８ｈ两组大鼠肝功能无显著性差异，提示大
鼠本身良好的肝脏再生及恢复能力，及术后３ｄ为防
治肝功能衰竭的关键时间点。

　　影响肝功能的因素很多，其中手术打击、缺血再灌
注损伤、胆道梗阻以及慢性肝病等都直接损害肝功能；

改善肝细胞功能的药物也很多，但药物往往需要通过

肝脏解毒后代谢，反而加重了肝脏的负担。ＢＭＳＣｓ是
良好的可能改善肝功能的选择之一，首先它能在体内

及体外定向分化成肝细胞，直接支持肝脏的功

能［８－１０］；第二，ＢＭＳＣｓ能与肝细胞直接或间接作用产
生一些细胞因子［１２－１５］，进而改善肝细胞活性和功能，

甚至治疗或逆转肝纤维化［１６］。通过检测不同时间点

ＧＦＰ阳性细胞在肝脏的分布情况发现，ＧＦＰ阳性细胞
数１６８ｈ有较明显增殖，但１２～７２ｈ却增殖较少，提示
ＢＭＳＣｓ可能通过分泌一些细胞因子，改变肝脏内环
境，使肝细胞状态发生改变进而改善肝功能。

　　目前研究认为减少肝细胞凋亡能改善肝功能［１７］。

在肝脏缺血再灌注损伤中，肝细胞凋亡与坏死往往同

时存在，且细胞凋亡率能一定程度上反映肝细胞坏死，

肝细胞凋亡率下降同时意味着肝细胞坏死减少，残存

肝细胞数目增加，使得肝功能好转［１８－１９］。实验发现，

离体肝切除自体肝移植手术如何减少肝细胞凋亡成为

预防肝功能衰竭重要的因素，我们认为注射 ＢＭＳＣｓ能
改善大鼠离体肝切除自体肝移植手术的术后肝功能，

至少部分是通过减少肝细胞凋亡来获得。进一步通过

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｂｃｌ２、ｂａｘ发现，ＢＭＳＣｓ注射组与生
理盐水注射组 Ｂｃｌ２、ｂａｘ表达有差异，导致 Ｂｃｌ２／ｂａｘ
值在ＢＭＳＣｓ注射组中显著上升，而 Ｂｃｌ２／ｂａｘ值是影
响细胞凋亡重要因素［２０－２２］。然而，ＢＭＳＣｓ具体是通
过释放何种细胞因子导致肝细胞内细胞因子水平的改

变而引起Ｂｃｌ２／ｂａｘ值的改变仍需要进一步研究证实。
在肝组织中，ＴＧＦβ１是最关键的促纤维化生长因子，
同时在促进肝细胞凋亡中有重要作用［２３－２４］，其促进凋

亡的途径有多条，其中 ＴＧＦβ１／ＳＭＡＤ通路是最常见
途径［２３，２５］。我们在大鼠离体肝切除手术后对 ＢＭＳＣｓ
注射组与生理盐水注射组Ｂｃｌ２与ｂａｘ行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
分析，发现 ＢＭＳＣｓ组肝细胞凋亡减少可能与 Ｂｃｌ２／
ｂａｘ值增加有关，ＢＭＳＣｓ能够直接或间接通过改变
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Ｂｃｌ２／ｂａｘ值而改善肝功能。研究发现作为上游分子的
ＴＧＦβ１在ＢＭＳＣｓ注射组与生理盐水注射组在２４、７２ｈ
无显著下降，仅在１６８ｈ有显著下降，预示ＴＧＦβ１可能
与Ｂｃｌ２／ｂａｘ值的变化无确切相关性，或由其他因子联
合作用引起。在后续实验中，我们将进一步检测

ＴＧＦβＲＩ、ＴＧＦβＲＩＩ及其他相关分子有无差异，以明确
ＢＭＳＣｓ具体通过何途径影响 Ｂｃｌ２／ｂａｘ值进而减少肝
细胞凋亡，改善肝功能。

　　总之，我们通过实验动物随机对照研究证实了
ＢＭＳＣｓ能够改善离体肝手术大鼠术后肝功能，提高术
后存活率，其可能通过非 ＴＧＦβ１相关的途径影响
Ｂｃｌ２／ｂａｘ值，进而减少肝细胞凋亡，改善术后肝功能，
为临床离体肝切除自体肝移植手术进行干细胞治疗提

供动物实验支持。
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