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人脐带间充质干细胞对类噬血细胞性淋巴组织细胞增多症小鼠模型肝脏损伤的修复

作用及机制

刘志娟，安曦洲，肖　莉，孟　岩，崔颖慧，梁绍燕，于　洁　　（４０００１４重庆，重庆医科大学附属儿童医院血液科，儿
童发育疾病研究教育部重点实验室，儿童发育重大疾病国家国际科技合作基地，重庆市干细胞治疗工程技术研究中心）

　　［摘要］　目的　探讨人脐带间充质干细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，
ｈＵＣＭＳＣｓ）对类噬血细胞性淋巴组织细胞增多症（ｈｅｍｏｐｈａｇｏｃｙｔｉｃｌｙｍｐｈｏｈｉｓｔｏｃｙｔｏｓｉｓ，ＨＬＨ）小鼠模型肝
脏损伤的修复作用及相关机制。方法　采用 ｈＵＣＭＳＣｓ的体外标记，将成年野生型 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠
５４只，按完全随机方法分为模型损伤组（ＰＢＳ组）、干细胞治疗组（ＭＳＣ组）、正常对照组（ＣＯＮ组）。类
ＨＬＨ小鼠模型采用 ＣＰＧＯＤＮ１８２６联合 ＩＦＮγ诱导产生，ＭＳＣ组治疗采用 ｈＵＣＭＳＣｓ经尾静脉移植。
观察移植后第 １、３、７天小鼠一般情况，血生化（ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＡＬＢ、ＴＧ），外周血三系（ＷＢＣ、ＲＢＣ、ＰＬＴ、
ＨＧＢ）变化，第７天肝质量体质量比，ＨＥ染色观察肝脏组织病理变化，免疫组化法观察第７天肝脏中活
化巨噬细胞的数量，荧光显微镜观察ＭＳＣ组ＣＭＤｉｌ标记的ｈＵＣＭＳＣｓ的肝内定植，免疫荧光法观察第
７天ＭＳＣ组肝脏中抗人白蛋白抗体阳性细胞的数量。结果　与 ＰＢＳ组相比，ＭＳＣ组小鼠的状态好转，
肝质量体质量比显著下降（Ｐ＜０．０５）；ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＧ显著降低（Ｐ＜０．０５），ＡＬＢ无明显升高（Ｐ＞０．０５），
ＷＢＣ、ＰＬＴ、ＲＢＣ、ＨＧＢ显著升高（Ｐ＜０．０５）；肝脏炎症浸润减少、肝组织损伤恢复；肝脏中活化巨噬细胞
数量明显减少（Ｐ＜０．０５）；肝脏中均可发现有ＣＭＤｉｌ标记的 ｈＵＣＭＳＣｓ的定植，且无人白蛋白的表达。
结论　ＣＭＤｉｌ标记的 ｈＵＣＭＳＣｓ经尾静脉移植可以在类 ＨＬＨ小鼠受损的肝脏中定植，并可改善肝功
能、修复肝结构、降低活化巨噬细胞的数量，且不是通过ｈＵＣＭＳＣｓ肝样转化实现的。
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　　噬血细胞性淋巴组织细胞增多症（ｈｅｍｏｐｈａｇｏｃｙｔｉｃ
ｌｙｍｐｈｏｈｉｓｔｏｃｙｔｏｓｉｓ，ＨＬＨ）又称为噬血细胞综合征（ｈｅ
ｍｏｐｈａｇｏｃｙｔｉｃｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＨＰＳ），常伴有多脏器功能受
损，其病情进展迅猛，病死率高［１］。ＨＬＨ分基因缺陷
所导致的原发性 ＨＬＨ及继发于感染、肿瘤、自身免疫
性疾病等的继发性 ＨＬＨ［２］，两种类型的 ＨＬＨ均伴有
肝脏受损［３］，而目前的治疗方案并不能及时、有效地

解决肝脏受损的情况，爆发性的肝衰甚至会使得患者

失去治疗机会。间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）是一类具有低免疫原性及多向分化能力
的多能干细胞，其无异体排斥反应、趋化迁移及组织修

复的特点使其被广泛应用于各种抗炎症损伤及组织损

伤等领域中，如移植物抗宿主病（ｇｒａｆｔｖｅｒｓｕｓｈｏｓｔ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＧＶＨＤ）［４］。本课题组前期利用 ＩＦＮγ联合
ＣＰＧＯＤＮ１８２６成功建立了类 ＨＬＨ小鼠模型，小鼠出
现了以肝脾为主的多脏器的受损［５］。本实验将模型

稍加改良后作为疾病的研究载体评估人脐带间充质干

细胞对肝脏损伤的修复作用，并对其相关机制进行初

步探讨。

１　材料与方法

１．１　动物及材料
　　Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠５４只，８～１０周龄，体质量２３～

２６ｇ，饲养条件为ＳＰＦ级，由重庆医科大学实验动物中
心提供。全硫代化修饰 ＣＰＧＯＤＮ１８２６由上海英骏生
物公司合成，序列为 ５′ＴＣＣＡＴＧＡＣＧＴＴＣＣＴＧＡＣＧＴＴ
３′。小鼠ＩＦＮγ（美国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司），人脐带间充质
干细胞（重庆医科大学附属儿童医院干细胞中心实验

室），ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司），胎牛血
清（美国Ｇｉｂｃｏ公司），ＣＭＤｉｌ染料（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司），Ｆ４／８０抗体、兔抗人白蛋白抗体（美国 Ａｂｃａｍ公
司），大鼠抗小鼠二步法免疫组化二抗（北京中杉金桥

生物有限公司），胰酶、ＦＩＴＣ荧光二抗、ＤＡＰＩ染料（上
海碧云天生物技术有限公司）。本研究所用肝脏标本

已获得患者知情同意。

１．２　方法
１．２．１　ｈＵＣＭＳＣｓ的体外标记　　ｈＵＣＭＳＣｓ长满
９０％左右，细胞状态良好，用４ｍｇ／Ｌ的ＣＭＤｉｌ液重悬
细胞，３７℃孵育３０ｍｉｎ染色，ＰＢＳ液洗２遍后以 ＰＢＳ
液重悬细胞，计数。

１．２．２　类ＨＬＨ小鼠模型建立及 ｈＵＣＭＳＣｓ移植　　
将５４只小鼠按完全随机方法分为３组：ＣＯＮ组、ＰＢＳ
组、ＭＳＣ组，每组１８只。ＰＢＳ组及ＭＳＣ组分别于０、２、
４、６、８ｄ腹腔注射２５０μｇ／ｍＬ的ＣＰＧＯＤＮ１８２６２００μＬ，
同期每日颈部皮下注射 ＩＦＮγ４μｇ／ｍＬ的 １００μＬ
２次，间隔１２ｈ，连续１０ｄ。ＣＯＮ组则与相应时间点注
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射相应量ＰＢＳ液。建模成功之后第１０天ＭＳＣ组经尾
静脉移植３×１０６个／ＬｈＵＣＭＳＣｓ悬液２００μＬ，ＰＢＳ组
及ＣＯＮ组则经尾静脉移植ＰＢＳ缓冲液２００μＬ。监测
移植治疗后小鼠的精神活动状况及体质量的变化。

１．２．３　血清生化及外周血三系的检测　　移植后第
１、３、７天，各组随机挑选６只小鼠，采用眼球摘除法取
外周血取全血及３５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后取血清后
送重庆医科大学附属儿童医院临检中心进行谷草转氨

酶（ＡＳＴ）、谷丙转氨酶（ＡＬＴ）、甘油三酯（ＴＧ）、白蛋白
（ＡＬＢ）及白细胞（ＷＢＣ）、血小板（ＰＬＴ）、红细胞
（ＲＢＣ）、血红蛋白（ＨＧＢ）的检测。
１．２．４　肝质量体质量比及肝脏病理形态学变化　　
上述时间点小鼠取血后取肝脏称质量，并取 １ｃｍ×
１ｃｍ×０．５ｃｍ大小的组织块，以 ４％多聚甲醛固定
４８ｈ，梯度乙醇脱水后石蜡包埋，制备石蜡切片，苏木
精伊红染色在光学显微镜下观察。
１．２．５　各组肝脏内活化巨噬细胞情况　　石蜡切片
制作同上，免疫组化染色方法参考说明书。免疫组织

化学染色结果判读：每张玻片在高倍镜（×４００）下随
机选取５个视野观察染色强度并计算阳性细胞百分
率。染色强度评分：无染色为０分，浅黄色为１分，棕
黄色为２分，棕褐色为 ３分。阳性细胞百分率评分：
＜５％为 ０分，５％ ～２５％为 １分，＞２５％ ～５０％为 ２
分，＞５０％～７５％为３分，＞７５％为４分。两者分数相
加：＜２分为不表达（－），２～３分为低表达（＋），４～
５分为中度表达（＋＋），６～７分为高表达（＋＋＋）。
１．２．６　ＣＭＤｉｌ标记的 ｈＵＣＭＳＣｓ移植后肝脏内示踪
　　上述时间点小鼠采血后取ＭＳＣ组小鼠肝脏组织，
大小约１ｃｍ×１ｃｍ×０．５ｃｍ，立即进行 ＯＣＴ包埋，用
冰冻恒温切片机切片，厚度８μｍ，４％多聚甲醛固定
３０ｍｉｎ，０．３％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００打孔２０ｍｉｎ，３μｇ／ｍＬＤＡＰＩ
液染核后抗荧光淬灭剂封片，在荧光显微镜下观察。

１．２．７　免疫荧光法检测肝内定植 ｈＵＣＭＳＣｓ　　取
移植后第７天ＭＳＣ组（细胞移植组）小鼠肝脏组织，并
以人正常肝脏组织作为阳性对照组，按上述方法制作

冰冻切片，固定后 ０．３％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００打孔 ２０ｍｉｎ，
ＢＳＡ封闭３０ｍｉｎ，人白蛋白抗体４℃孵育过夜，ＦＩＴＣ
荧光二抗（１∶２００）常温孵育１ｈ，３μｇ／ｍＬＤＡＰＩ染色剂
染核，抗荧光淬灭剂封片，在荧光显微镜下观察。

１．３　统计学处理
　　采用 ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行分析，数据以 珋ｘ±ｓ
表示，方差齐时，采用单因素方差分析；方差不齐时，采

用ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ检验。α＝０．０５为检验水准。

２　结果

２．１　ｈＵＣＭＳＣｓ体外标记
　　ＣＭＤｉｌ染色后绿色荧光激发，发现细胞红染，标
记率可达９５％以上（图１）。

图１　荧光显微镜下观察ＣＭＤｉｌ体外标记的
ｈＵＣＭＳＣｓ　（×１００）

２．２　各组小鼠的一般情况及体质量
　　造模后小鼠状态萎靡，攀爬笼数减少，细胞移植后
ＭＳＣ组较 ＰＢＳ组小鼠状态好转，活动增加，而各组小
鼠体质量并未有较大改变。

２．３　细胞移植后血生化、外周血三系的变化
　　细胞移植后第１、３天，ＭＳＣ组及ＰＢＳ组ＡＬＴ、ＡＳＴ
均高于ＣＯＮ组（Ｐ＜０．０５）；与 ＰＢＳ组相比，ＭＳＣ组明
显降低（Ｐ＜０．０５）；移植后第 ７天，与 ＣＯＮ组相比，
ＭＳＣ组ＡＬＴ、ＡＳＴ基本恢复正常（Ｐ＞０．０５），但ＰＢＳ组
尚未恢复正常（Ｐ＜０．０５，表１）。细胞移植后第１天，
ＭＳＣ组及ＰＢＳ组ＴＧ高于ＣＯＮ组（Ｐ＜０．０５），与ＰＢＳ组
相比，ＭＳＣ组ＴＧ明显降低（Ｐ＜０．０５）；移植后第３天，
ＭＳＣ组ＴＧ基本恢复正常（Ｐ＞０．０５），但ＰＢＳ组尚未恢
复正常（Ｐ＜０．０５）；移植后第７天，ＭＳＣ组及ＰＢＳ组均
恢复正常（Ｐ＞０．０５）；细胞移植后第１、３、７天，ＭＳＣ组
及ＰＢＳ组血清中ＡＬＢ均未恢复正常（Ｐ＞０．０５，表１）。
　　细胞移植后第１天，ＭＳＣ组及 ＰＢＳ组 ＷＢＣ、ＰＬＴ、
ＲＢＣ、ＨＧＢ均低于ＣＯＮ组（Ｐ＜０．０５），且两组之间各指
标差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；细胞移植后第３天，与
ＰＢＳ组相比，ＭＳＣ组三系水平均恢复较快，除ＷＢＣ外，
各指标差异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；细胞移植后
第７天，除 ＰＬＴ尚未恢复正常外（Ｐ＜００５），ＭＳＣ组
ＷＢＣ、ＲＢＣ、ＨＧＢ均恢复正常（Ｐ＞０．０５），而ＰＢＳ组各指
标均未恢复正常（Ｐ＜０．０５，表２）。
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表１　各组小鼠不同时间点血清ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＧ、ＡＬＢ检测结果（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ）
组别

１ｄ ３ｄ ７ｄ １ｄ ３ｄ ７ｄ

ＣＯＮ组 ４７．１０±３．８５ ４７．１１±３．８８ ４６．６０±４．１３ １３５．２２±２３．１０ １３２．６１±１５．９３ １２６．５０±１６．６２

ＭＳＣ组 ３３２．８０±５７．６３ａｂ ２３７．６５±１１１．６３ａｂ ４８．４０±６．２０ｂ ３８９．１８±１６９．７１ａｂ ２２３．９０±６５．１１ａｂ １２１．４５±２５．４８ｂ

ＰＢＳ组 ４８７．１６±５９．８４ａ ４２９．４２±１１３．６４ａ １４３．４６±６３．７１ａ ５２６．６５±６８．２１ａ ４７０．２５±６９．０７ａ １６２．１２±３５．７４ａ

ＴＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＡＬＢ（ｇ／Ｌ）
组别

１ｄ ３ｄ ７ｄ １ｄ ３ｄ ７ｄ

ＣＯＮ组 ０．６８±０．１２ｂ ０．６７±０．０８ｂ ０．６８±０．１４ ３１．１２±１．８５ｂ ３２．０３±２．０３ｂ ３０．５７±１．８６ｂ

ＭＳＣ组 １．１９±０．３１ａｂ ０．８３±０．２７ｂ ０．６４±０．０８ ２５．６８±２．５９ａ ２６．１２±１．７０ａ ２７．４７±２．０８ａ

ＰＢＳ组 １．３１±０．３０ａ １．１５±０．２５ａ ０．７２±０．２１ ２５．５８±０．６７ａ ２５．６３±１．３９ａ ２７．５２±１．０７ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与ＣＯＮ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＰＢＳ组比较

表２　各组小鼠不同时间点外周血ＷＢＣ、ＰＬＴ、ＲＢＣ、ＨＧＢ检测结果（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

ＷＢＣ（×１０９／Ｌ） ＰＬＴ（×１０９／Ｌ）
组别

１ｄ ３ｄ ７ｄ １ｄ ３ｄ ７ｄ

ＣＯＮ组 ８．４４±１．０８ｂ ８．５５±１．１０ｂ ８．７３±１．１２ｂ １２５０．６７±１１９．７４ｂ １２４７．００±１３７．０８ｂ １２６０．６７±２５１．５４ｂ

ＭＳＣ组 ４．５０±１．１４ａ ５．８７±１．６９ａ ６．９７±１．８５ ５９８．００±８５．９９ａ ７８５．１７±１６４．１６ａｂ ９６２．５０±１６８．８９ａｂ

ＰＢＳ组 ４．４６±０．５６ａ ４．７４±０．１０ａ ５．４７±１．６５ａ ５４６．３３±８５．４８ａ ６０６．５０±８９．１１ａ ７４９．１７±１４７．６０ａ

ＲＢＣ（×１０１２／Ｌ） ＨＧＢ（ｇ／Ｌ）
组别

１ｄ ３ｄ ７ｄ １ｄ ３ｄ ７ｄ

ＣＯＮ组 ９．９５±０．４４ｂ ９．９３±０．４８ｂ ９．８５±０．４９ｂ １４４．５０±７．２９ｂ １４４．００±８．６０ｂ １４４．３３±９．７９ｂ

ＭＳＣ组 ７．７０±１．１５ａ ８．６１±０．７５ａｂ ９．２８±０．７６ １０６．８３±１７．５０ａ １２４．００±１１．６６ａｂ １３７．５０±５．７９

ＰＢＳ组 ７．４５±０．４３ａ ７．７６±０．６２ａ ９．０２±０．７１ａ １０１．１７±８．４２ａ １１０．６７±５．８５ａ １２７．５０±７．１５ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与ＣＯＮ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＰＢＳ组比较

２．４　细胞移植后各组小鼠肝脏大小及病理学改变
　　细胞移植后第７天，与ＣＯＮ组的（４．９２±０．３７）％
相比，ＭＳＣ组（５．７７±０．２８）％及 ＰＢＳ组（６．３９±
０４６）％小鼠肝质量体质量比均显著升高（Ｐ＜０．０５）；
与ＰＢＳ组相比，ＭＳＣ组肝质量体质量比明显降低（Ｐ＜
００５），说明ｈＵＣＭＳＣｓ可以明显改善类 ＨＬＨ小鼠的
肝脏肿大。

　　ＨＥ染色结果显示各时间点ＣＯＮ组小鼠肝小叶结
构正常，细胞染色清晰，肝细胞组成的肝板呈放射状，

未见肝细胞变性坏死。细胞移植后第１天，ＰＢＳ组小
鼠肝组织中可见肝细胞浊肿，胞浆疏松，部分肝窦扩张

充血，散在淋巴细胞浸润，可见炎症细胞聚集灶，而

ＭＳＣ组小鼠肝脏组织的上述病变均有所改善；移植后
第３天ＰＢＳ组小鼠肝脏较第１天均已好转，但仍见炎
症细胞浸润，胞浆疏松等改变，而 ＭＳＣ组小鼠肝脏组
织结构大致恢复正常，散在炎症细胞浸润。移植后第

７天ＰＢＳ组尚可见血管周围炎症浸润，说明尾静脉移
植ｈＵＣＭＳＣｓ可以减少肝脏中的炎症反应，修复肝脏
结构损伤（图２）。

２．５　细胞移植后各组小鼠肝组织中巨噬细胞活化水平
　　细胞移植后第７天，根据１．２．５的评分标准，免疫
组化染色观察结果显示，ＣＯＮ组为不表达（－），ＭＳＣ组
为低表达（＋），ＰＢＳ组为中度表达（＋＋）。染色强度评
分及阳性细胞百分率评分综合统计结果显示 ＭＳＣ组
（２４７±０２７）分，ＰＢＳ组（４．４３±０．５３）分，均高于ＣＯＮ
组（１．４３±０．２９）分（Ｐ＜０．０５）；与ＰＢＳ组相比，ＭＳＣ组活
化巨噬细胞的数量及染色程度明显降低（Ｐ＜０．０５，图３）。
２．６　ｈＵＣＭＳＣｓ在肝组织的定植及表达人白蛋白

情况

　　细胞移植后第１、３、７天，取各组小鼠肝脏组织行
冰冻切片，荧光显微镜下可发现第 １天 ＣＭＤｉｌ的
ｈＵＣＭＳＣｓ主要在肝脏大血管周围定植，第３天受损
的肝小叶中均可看到 ＣＭＤｉｌ标记的 ｈＵＣＭＳＣｓ定植，
第７天肝小叶中仍可见 ＣＭＤｉｌ标记的 ｈＵＣＭＳＣｓ定
植，但荧光信号较前减少，而 ＣＯＮ组及 ＰＢＳ组均未发
现ＣＭＤｉｌ的 ｈＵＣＭＳＣｓ定植（图 ４）。免疫荧光结果
显示细胞移植后第７天肝脏中定植的 ｈＵＣＭＳＣｓ未见
人白蛋白的表达（图５）。
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↑：示肝脏内炎症浸润灶
图２　各组小鼠细胞移植后肝脏组织病理形态变化　（ＨＥ×２００）
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Ａ：ＣＯＮ组；Ｂ：ＭＳＣ组；Ｃ：ＰＢＳ组
图３　各组小鼠细胞移植后第７天肝脏中Ｆ４／８０阳性细胞的表达情况　（二步法 ×２００）

３３９１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１７）
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↑：示肝脏内定植的ｈＵＣＭＳＣｓ
图４　荧光显微镜下观察ＣＭＤｉｌ标记的ｈＵＣＭＳＣｓ移植后肝脏组织内的定植情况　（×２００）
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Ａ：细胞移植组；Ｂ：阳性对照组　↑：示人白蛋白
图５　免疫荧光观察细胞移植后第７天肝脏中定植ｈＵＣＭＳＣｓ

人白蛋白的表达情况　（×２００）

３　讨论

　　ＨＬＨ是一种由多种病因引起的单核巨噬细胞系
统过度反应性疾病，其主要特点为自身免疫功能紊乱，

Ｔ细胞与巨噬细胞过度活化，最终引起多脏器功能受

损。前期本课题组肖莉等［６］分析２１７例 ＨＬＨ患儿临
床及实验室检查特点时，发现患儿肝脏受损尤为突出，

严重的肝功能损害甚至会导致患儿死亡。现阶段

ＨＬＨ的治疗主要采用化学、免疫抑制治疗及造血干细
胞移植治疗［７］，但是化疗方案中采用的依托泊苷及环

孢素均具有肝脏毒性，使得肝脏受到二次打击，而造血

干细胞移植在一些暴发型肝脏受损的患者中并不能及

时发挥作用，以急性肝衰为首要表现的ＨＬＨ患儿由于
免疫系统的亢进使得肝脏移植成为禁忌［８－９］。因此寻

求新的治疗方法成为必要。近年来，国内外学者陆续报

道了关于ＭＳＣｓ在肝脏疾病中的应用，证实了其在改善
肝纤维化、脂肪肝、急性肝损伤等非免疫性肝病及自身

免疫性肝病中的积极作用。目前人脐带间充质干细胞

治疗ＨＬＨ中肝脏损伤的研究尚少见报道。
　　本研究发现细胞移植后第１天便可观察到 ＡＬＴ、

４３９１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ＡＳＴ及ＴＧ的显著缓解。郑盛等［１０］采用ｈＵＣＭＳＣｓ治
疗ＣＣｌ４导致的急性肝衰后也发现细胞移植后第１天
肝酶明显下降，提示 ｈＵＣＭＳＣｓ具有快速的肝脏损伤
修复作用，可能与其免疫调节有关。本研究发现血清

中ＡＬＢ恢复较慢，提示其合成功能的恢复尚需时间，
与临床治疗经验相符。虽然本研究在前期造模的基础

上，增加了ＩＦＮγ的给药次数，使得模型更加稳定以及
减少给药不规范对治疗评估效果的影响，但是本模型

与经典的穿孔素基因敲除的小鼠模型及患者相比，模

拟的是高细胞因子血症等造成的各系统损伤，其表现

温和，无致死性，且随着给药的停止，小鼠的临床表现

随时间推移可恢复正常，故在一定程度上也有助于肝

脏相关指标的恢复。下一步，可采用经典的ＨＬＨ小鼠
模型作为载体更好、更全面地评估 ｈＵＣＭＳＣｓ的调节、
修复作用。

　　既往已经在肝脏损伤的动物模型中证实了 ＭＳＣｓ
的免疫调节功能［１１］，其可逆转Ｔｈ１与Ｔｈ２类细胞的失
衡，调控ＤＣ细胞、ＮＫ细胞的细胞因子分泌谱，引起抗
炎症细胞因子增多，进而减少炎症性细胞因子对组织

的损害。本研究 ＭＳＣ组小鼠肝脏内炎症浸润灶的消
失及肝脏结构的恢复也证实了这一点。同时研究表明

ｈＵＣＭＳＣｓ可调控肝脏内活化的巨噬细胞即Ｋｕｐｆｆｅｒ细
胞向抗炎型 Ｍ２型细胞转化［１２］，ＩＬ１０、ＩＬ４等细胞因
子增多，并降低其活化程度，阻止肝内的炎症级联反应

继续发展。Ｈｉｇａｓｈｉｍｏｔｏ等［１３］采用脂肪来源的 ＭＳＣｓ
治疗ＣｏｎＡ诱导的肝炎小鼠后发现，肝脏中增多的
Ｆ４／８０阳性细胞数明显下降，与本研究结果一致，证实
了巨噬细胞的激活状态在肝脏损伤与修复中具有重要

作用。这推测ｈＵＣＭＳＣｓ在本研究中肝脏恢复作用主
要通过调控体内Ｔ细胞的转化，减少ＣＤ８＋Ｔ细胞的数
量，降低ＩＦＮγ、ＴＮＦα等细胞因子的产生，进而降低
巨噬细胞的活化程度，最终保护肝脏及其他脏器的进

一步损害。

　　本实验采用细胞染色剂 ＣＭＤｉｌ标记 ｈＵＣＭＳＣｓ
进行体内示踪，结果显示细胞移植后第１、３、７天，在受
损的肝脏中均可发现 ＣＭＤｉｌ标记的 ｈＵＣＭＳＣｓ定植，
与陈浩等［１４］研究结果一致，说明 ｈＵＣＭＳＣｓ对炎症或
受损部位具有强的归巢能力。肝脏损伤时局部释放多

种生长因子、趋化粘附因子诱导 ｈＵＣＭＳＣｓ向受损肝
脏迁移定植，发挥肝脏修复作用。但随着时间的推移，

肝脏组织中定植的 ｈＵＣＭＳＣｓ数量有所减少，可能与
细胞分裂增殖后单个细胞荧光减弱以及移植细胞随着

肝组织逐渐恢复而迁移出肝脏等因素有关。研究表明

植入到受损肝脏中的ｈＵＣＭＳＣｓ在局部损伤微环境下

可以分化为肝样细胞发挥肝脏修复作用，维持肝脏功

能［１５］，而本实验结果显示移植后第７天定植于肝脏中
的ｈＵＣＭＳＣｓ未表达人白蛋白，即 ｈＵＣＭＳＣｓ在移植
后第７天并未发生肝样的转化，证实了肝脏损伤的修
复作用并非完全依赖于 ｈＵＣＭＳＣｓ的肝样转化。Ｔｓａｉ
等［１６］发现移植入ＣＣｌ４导致的小鼠模型中肝脏的 ｈＵＣ
ＭＳＣｓ并未发生肝样转化而是调控细胞因子发挥作用，
另有研究采用ＭＳＣｓ的培养液（ＭＳＣＣＭ）治疗 Ｄ半乳
糖导致的肝衰时，发现 ＭＳＣＣＭ可以显著减少细胞死
亡、增加肝细胞的再生［１７］，证实了 ＭＳＣｓ旁分泌在肝
脏损伤修复中的作用。另有研究表明只有１％ ～３％
的宿主肝脏接受外来细胞的植入［１８］，而即便有肝样转

化的细胞，其是否具有成熟肝细胞的功能尚需要证实。

近年来旁分泌理论的提出，为间充质干细胞治疗肝脏

疾病的机制提供新的方向［１９］。

　　总之，在以 ＣＰＧＯＤＮ１８２６联合 ＩＦＮγ诱导的类
ＨＬＨ小鼠模型为载体的情况下，尾静脉移植 ＣＭＤｉｌ
标记的 ｈＵＣＭＳＣｓ可在受损肝脏中定植，发挥肝脏修
复作用，推测其可能与其免疫调控、旁分泌作用等有

关，为临床解决ＨＬＨ肝脏受损特别是为造血干细胞移
植前的爆发性肝脏损伤如何快速解决提供新思路。但

ＭＳＣｓ发挥修复作用的具体机制需要进一步研究。
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１１（４）：５８６－５９７．ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ１２０１５０１５９５８５９

［１２］ＹｌｏｓｔａｌｏＪＨ，ＢａｒｔｏｓｈＴＪ，ＣｏｂｌｅＫ，ｅｔａｌ．Ｈｕｍａｎｍｅｓｅｎ
ｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ／ｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓｃｕｌｔｕｒｅｄａｓｓｐｈｅｒｏｉｄｓａｒｅｓｅｌｆａｃｔｉ
ｖａｔｅｄｔｏｐｒｏｄｕｃｅｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＥ２ｔｈａｔｄｉｒｅｃｔｓｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｉｎｔｏａｎａｎｔｉｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｐｈｅｎｏｔｙｐｅ［Ｊ］．Ｓｔｅｍ
Ｃｅｌｌｓ，２０１２，３０（１０）：２２８３－２２９６．ＤＯＩ：１０．１００２／ｓｔｅｍ．
１１９１

［１３］ＨｉｇａｓｈｉｍｏｔｏＭ，ＳａｋａｉＹ，ＴａｋａｍｕｒａＭ，ｅｔａｌ．Ａｄｉｐｏｓｅｔｉｓ
ｓｕｅｄｅｒｉｖｅｄｓｔｒｏｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｔｈｅｒａｐｙｉｎｍｕｒｉｎｅＣｏｎＡｄｅ
ｒｉｖｅｄｈｅｐａｔｉｔｉｓｉｓｄｅｐｅｎｄｅｎｔｏｎｍｙｅｌｏｉｄｌｉｎｅａｇｅａｎｄＣＤ４＋Ｔ

ｃｅｌｌｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．ＥｕｒＪＩｍｍｕｎｏｌ，２０１３，４３（１１）：２９５６－
２９６８．ＤＯＩ：１０．１００２／ｅｊｉ．２０１３４３５３１

［１４］陈浩，尹飞，孟春阳，等．骨髓间充质干细胞移植对严
重烧伤大鼠肝损伤的修复作用及其机制［Ｊ］．吉林大学
学报：医学版，２０１４，４０（２）：２１９－２２３．ＤＯＩ：１０．
１３４８１／ｊ．１６７１５８７ｘ．２０１４０２０１

［１５］ＮｏｎｏｍｅＫ，ＬｉＸＫ，ＴａｋａｈａｒａＴ，ｅｔａｌ．Ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌ
ｃｏｒｄｂｌｏｏｄｄｅｒｉｖｅｄｃｅｌｌｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｉｎｔｏｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｌｉｋｅ
ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅＦａｓｍｅｄｉａｔｅｄｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙｍｏｄｅｌ［Ｊ］．ＡｍＪＰｈｙｓ
ｉｏｌＧａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔＬｉｖｅｒＰｈｙｓｉｏｌ，２００５，２８９（６）：Ｇ１０９１－
Ｇ１０９９．ＤＯＩ：１０．１１５２／ａｊｐｇｉ．０００４９．２００５

［１６］ＴｓａｉＰＣ，ＦｕＴＷ，ＣｈｅｎＹＭ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｐｏ
ｔｅｎｔｉａｌｏｆｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓｆｒｏｍ
Ｗｈａｒｔｏｎ’ｓｊｅｌｌｙｉｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｒａｔｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓ［Ｊ］．
ＬｉｖｅｒＴｒａｎｓｐｌ，２００９，１５（５）：４８４－４９５．ＤＯＩ：１０．１００２／
ｌｔ．２１７１５

［１７］ｖａｎＰｏｌｌＤ，ＰａｒｅｋｋａｄａｎＢ，ＣｈｏＣＨ，ｅｔａｌ．Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｄｅｒｉｖｅｄｍｏｌｅｃｕｌｅｓｄｉｒｅｃｔｌｙｍｏｄｕｌａｔｅｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ
ｄｅａｔｈａｎｄｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｉｎｖｉｖｏ［Ｊ］．Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ，
２００８，４７（５）：１６３４－１６４３．ＤＯＩ：１０．１００２／ｈｅｐ．２２２３６

［１８］ＤｈａｗａｎＡ，ＰｕｐｐｉＪ，ＨｕｇｈｅｓＲＤ，ｅｔａｌ．Ｈｕｍａｎｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ：ｃｕｒｒｅｎｔｅｘｐｅｒｉｅｎｃｅａｎｄｆｕｔｕｒｅｃｈａｌｌｅｎｇｅｓ
［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌＨｅｐａｔｏｌ，２０１０，７（５）：２８８－
２９８．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｎｒｇａｓｔｒｏ．２０１０．４４

［１９］崔丽娜，韩英．多能干细胞在肝脏损伤和修复过程中的
免疫调节作用［Ｊ］．临床肝胆病杂志，２０１４，３０（９）：８５５－
８５９．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００１５２５６．２０１４．０９．００５

（收稿：２０１６０２２６；修回：２０１６０４０１）
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