
书书书

局解手术学杂志　２０１３年 第 ２２卷　第 ２期　　 ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ，２０１３，Ｖｏｌ．２２，Ｎｏ．２

龟板促 ＭＳＣｓ肝脏归巢在大鼠肝损伤后修复中的作用研究
韩克强，李　靖，梁　平，郑　璐，黄小兵　（第三军医大学新桥医院肝胆外科，重庆 ４０００３７）

　　［摘　要］　目的　探讨龟板促ＭＳＣｓ肝脏归巢在大鼠肝损伤后修复中的作用。方法　原代培养大鼠ＭＳＣｓ，腺病毒（携带绿色
荧光蛋白）转染标记ＭＳＣｓ，激光共聚焦检测归巢至肝脏组织的ＭＳＣｓ含量，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肝脏肝细胞生长因子（ＨＧＦ）水平，天狼
星红染色法检测肝脏Ⅰ型胶原面积，胃酶酸解法检测肝组织羟脯氨酸（Ｈｙｐ），全自动生化分析仪检测血清白蛋白、谷丙转氨酶
（ＡＬＴ）水平。结果　肝损伤后肝脏ＨＧＦ含量增加，向肝脏定植的ＭＳＣｓ增加，同时龟板饲养可进一步促进损伤肝组织表达ＨＦＧ，促
进移植的ＭＳＣｓ向肝脏定植。另外，龟板饲养可降低肝损伤模型大鼠肝脏Ⅰ型胶原面积和 Ｈｙｐ及血清 ＡＬＴ水平，增高血清白蛋白
含量。结论　龟板饲养可能通过促ＭＳＣｓ向肝脏组织归巢加速肝损伤修复。
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　　在中医临床中，龟板对促进肝脏再生、修复均有明
显的治疗效果，同时在多种治疗肝病的中药方剂中龟

板也均是重要的组成部分。但龟板对肝损伤后的抗纤

维化和肝功能修复是否有益处，目前尚不清楚。既往

研究提示，骨髓间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，
ＭＳＣｓ）在损伤肝脏结构和功能修复中均发挥重要作
用，参与肝脏损伤后的抗纤维化和解毒功能修复等过

程［１］。我们前期的研究发现，龟板饲养可促进 ＭＳＣｓ
向肝脏定植。因此，本研究拟通过ＣＣｌ４肝损伤模型研
究龟板饲养对大鼠肝脏功能修复和抗纤维化的作用，

旨在为肝损伤修复的研究提供新的实验依据。

１　材料与方法

１．１　骨髓间充质干细胞培养、标记及移植
　　按文献［２］方法培养原代ＭＳＣｓ。颈椎脱臼法处死大鼠，取
股骨，ＰＢＳ吹吸骨髓，ＤＭＥＭＬ培养基稀释。２５００ｒ／ｍｉｎ密度
梯度离心后收集单个核细胞，ＰＢＳ洗涤去除分离液后接种于２４
孔板内。培养条件：ＤＭＥＭＬ（含 １０％ＦＢＳ）培养基，在 ５％
ＣＯ２，３７℃饱和湿度。细胞贴壁生长，待９０％融合时，２．５ｇ／Ｌ

胰蛋白酶消化，ＤＭＥＭＬ重悬，按１×１０４ｃｍ－３传代培养，收集
第３～４代 ＭＳＣｓ备用。腺病毒（携带绿色荧光蛋白）转染
ＭＳＣｓ，扩增培养后消化、收集，ＰＢＳ重悬后制成单细胞悬液，取
ＭＳＣｓ悬液１ｍＬ（含细胞数约１×１０６），经大鼠尾静脉注射移
植，移植ＭＳＣｓ均每２ｄ注射１次。

１．２　实验动物准备及分组
　　６～８周龄雄性 ＳＤ大鼠，体质量２００～２５０ｇ（均购自第三
军医大学实验动物中心）。选择常见的 ＣＣｌ４肝损伤动物模型
为细胞移植受体。２％ＣＣｌ４按照２．５ｍＬ／ｋｇ灌胃，每日１次，连
续３ｄ，正常对照组相同剂量的生理盐水灌胃。肝损伤模型建
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立后，根据是否服用龟板水煎液分为龟板组和普食组，２组均常
规饲养，龟板组每天给予龟板口服液４ｍＬ，分上午和下午２次
灌胃１周；普食组则给予等体积蒸馏水灌胃。其中龟板口服液
采用水煎法制备。制备含龟板生药量１ｋｇ／Ｌ的水煎液，根据成
人日服药量１０倍折算成大鼠灌胃剂量，合４ｇ／ｋｇ，灌前稀释成
４ｍＬ。

１．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＧＦ蛋白
　　组织总蛋白提取：脱颈处死动物，取各组肝脏组织１００ｍｇ。
加入１ｍＬ冰预冷的蛋白提取液和１０μｌＰＭＳＦ，然后在冰浴上
用玻璃匀浆器匀浆。将样品转入 １．５ｍＬ４℃的 ＥＰ管中，
２００００×ｇ离心 １５ｍｉｎ，收集上清。取其中少量测蛋白浓度
（ＢＣＡ法），其余分装冻存。取等量预处理的蛋白样品上样，恒
压６０Ｖ对其进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，电转至ＰＶＤＦ膜，５％脱脂奶
粉ＰＢＳＴ室温封闭１ｈ后，加入羊抗大鼠ＨＧＦ抗体（１∶１０００）、
羊抗大鼠ＧＡＰＤＨ（１∶１０００）、４℃孵育过夜，再与 ＨＲＰ标记的
兔抗羊ＩｇＧ３７℃孵育１ｈ，按 ＥＣＬ发光试剂盒说明书操作，凝
胶成像仪（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）曝光、照相。目的蛋白量以
ＧＡＰＤＨ相对量表示。

１．４　激光共聚焦检测肝脏ＭＳＣｓ含量
　　取肝脏组织，做冰冻切片，４％多聚甲醛固定后 ＰＢＳ洗涤３
次，封片。移植ＭＳＣｓ中均转染表达ＧＦＰ的腺病毒，因此，激光
共聚焦显微镜下计数发绿色荧光细胞即为移植 ＭＳＣｓ。计数方
法：每张切片随机选１０个视野，计数各个视野 ＭＳＣｓ个数后取
平均值。

１．５　肝脏纤维化及功能指标检测
　　取肝脏组织，１０％福尔马林溶液固定过夜，石蜡包埋后按
５μｍ厚连续切片。切片脱蜡至水，取 ０．１ｇ天狼星红（美国
ｓａｎｔａ公司）溶于１００ｍＬ苦味酸饱和液中，苦味酸天狼星红染
液浸染１ｈ，ＰＢＳ冲洗，苏木素染核。封片后在偏振光显微镜下
随机观察１０个视野，以Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ软件的Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ功能分析各
组织内Ⅰ型胶原所占面积的百分数。肝组织 Ｈｙｐ是由胶原和
弹性蛋白水解所得的一种氨基酸，约占胶原重量的１４％ ，其他
蛋白质中罕见，Ｈｙｐ含量随着肝纤维化加重而增多。采用胃酶
酸解法检测肝组织 Ｈｙｐ［３］，根据测得的 Ａ５６０和标准曲线计算
出每克肝组织的Ｈｙｐ的含量。腹主动脉取血，分离血清，全自
动生化分析仪检测血清白蛋白、谷丙转氨酶（ＡＬＴ）水平。

１．６　统计学方法
　　使用ＳＰＳＳ１３．０软件进行数据的统计分析，以均数 ±标准
差（珋ｘ±ｓ）描述定量资料。２组间比较采用ｔ检验，３组间比较采
用单因素方差分析。

２　结果

２．１　龟板对肝损伤大鼠肝脏修复的影响
　　大鼠肝损伤模型建立后，分别观察普食及龟板饲养０ｄ、
７ｄ、１４ｄ及２８ｄ的肝脏Ｉ型胶原面积百分比、Ｈｙｐ含量，及血清
白蛋白、ＡＬＴ水平（图１）。肝损伤模型建立后（０ｄ），２组肝脏
Ⅰ型胶原面积百分比、Ｈｙｐ含量，及血清白蛋白、ＡＬＴ水平均无
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图１　２组ＣＣｌ４肝损伤后肝纤维化及修复相关指标比较（ｎ＝６）
统计学差异。１４ｄ及２８ｄ时，与普食组相比，龟板组肝脏Ⅰ型
胶原面积百分比、Ｈｙｐ含量及 ＡＬＴ水平明显降低，血清白蛋白
水平明显增高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

２．２　龟板对肝损伤大鼠肝脏ＨＧＦ蛋白表达的影响
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测正常及 ＣＣｌ４损伤大鼠肝脏组织 ＨＧＦ蛋

白。正常组普食喂养（０．３５±０．０３），正常组龟板喂养（０．５８±
０．０４），损伤组普食喂养（０．６２±０．０４），损伤组龟板喂养（０．７６
±０．０３），与正常组相比，无论普食或龟板喂养，肝损伤大鼠肝
脏ＨＧＦ蛋白表达明显增加；与普食喂养组相比，无论正常或肝
损伤大鼠，龟板喂养明显增高肝脏ＨＧＦ蛋白表达，差异均有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）。

２．３　龟板对移植ＭＳＣｓ向肝损伤大鼠肝脏定植的影响
　　激光共聚焦法检测定植于肝脏组织ＭＳＣｓ数量。每个视野
下ＭＳＣｓ平均数：正常组普食喂养（１４．２２±１．８５），正常组龟板
喂养（２１．４５±１．９４），损伤组普食喂养（１８．６８±２．３４），损伤组
龟板喂养（２７．０６±１．４５）。与正常组相比，无论普食或龟板喂
养，肝损伤后移植 ＭＳＣｓ肝脏定植增加；与普食喂养组相比，无
论正常或肝损伤大鼠，龟板喂养明显增高移植 ＭＳＣｓ的肝脏定
植，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

　　通过对大鼠ＣＣｌ４肝损伤模型的研究，我们发现龟
板饲养可以明显减少肝纤维化程度相关指标，如 Ｉ型
胶原面积百分比、Ｈｙｐ含量，并可降低肝功能损伤指标
ＡＬＴ水平，同时增加肝脏活性指标血清白蛋白水平，为
中药龟板促进急性肝损伤的修复提供了实验依据。我

们前期研究发现龟板可促进移植 ＭＳＣｓ向肝脏归巢。
因此，本研究中是以 ＭＳＣｓ移植做为背景研究龟板对
损伤肝的修复作用。那么，龟板促损伤肝修复的作用

是否与ＭＳＣｓ有关呢？近来的研究发现，给予龟板口
服液后能促进循环中 ＭＳＣｓ向受损的脊髓组织归巢，

·２５１·
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并在其内增殖，从而减轻神经损伤和病理改变，并增强

神经干细胞增殖［４５］。同时，龟板也可以增强移植

ＭＳＣｓ归巢后向神经元细胞分化。对脑缺血的大鼠进
行ＭＳＣｓ移植治疗时，给予龟板口服液和对照组大鼠
相比，可明显增强移植 ＭＳＣｓ在缺血脑纹状体内的归
巢和增殖［６］。这些发现均证实，龟板可通过影响干细

胞的增殖分化从而参与器官的损伤和修复。但是否对

肝脏组织中的 ＭＳＣｓ也有类似作用，目前尚无直接的
实验证据。

　　另外，在本研究中还发现肝损伤后ＨＧＦ表达明显
增加，而龟板饲养可进一步促进ＣＣｌ４肝损伤大鼠肝脏
的ＨＧＦ表达。一般认为，损伤局部的微环境和干细胞
之间的相互作用促使干细胞向损伤部位定向优势分

布。近来研究发现，肝细胞生长因子能介导干细胞优

势分布。ＨＧＦ是一种间质源性生长因子，最初是从大
鼠血浆和血小板中分离得到，是一种分泌型肝素亲和

糖蛋白，具有重要的抗纤维化作用［７］。其配体 ｃｍｅｔ，
已经证实ＭＳＣｓ表达ｃｍｅｔ。在本研究中，可以观察到
肝损伤后ＨＧＦ水平明显增高，这与 Ｋａｎｅｍｕｒａ等［８］的

研究相符，在肝脏发生损伤后，肝脏间质细胞分泌肝细

胞生长因子并激活原癌基因 ｃｍｅｔ的表达，因此血清
ＨＧＦ／ｃｍｅｔ水平高于正常水平，而我们的结论是基于
肝组织 ＨＧＦ水平测定所得，有更直接的证据意义。
Ｋｕｃｉａ等［９］在对缺血性脑损伤小鼠模型的研究中发

现，ＨＧＦ可诱导ＭＳＣｓ向损伤的神经组织归巢并促进
神经组织的再生，但用抗 ｃｍｅｔ抗体预处理 ＭＳＣｓ后，
即封闭ＨＧＦ的受体后，ＭＳＣｓ向损伤神经组织的归巢
明显减少。该研究提示ＨＧＦ／ｃｍｅｔ轴在介导ＭＳＣｓ向
损伤组织归巢中发挥重要作用。同样，Ｔｒａｐｐ等［１０］也

发现ＨＧＦ／ｃｍｅｔ轴能介导ＭＳＣｓ向损伤组织的优势归
巢。因此，我们推测ＭＳＣｓ在ＨＧＦ／ｃｍｅｔ轴介导下，能
够优势归巢于肝脏损伤部位，也就是说，如果损伤部位

的肝组织 ＨＧＦ含量增加，可以促进 ＭＳＣｓ进入肝脏损
伤部位。我们发现龟板饲养可进一步增加损伤肝脏的

ＨＧＦ水平，同时促进移植的ＭＳＣｓ向肝脏定植，这与上

述理论推测相符，也为龟板促肝脏损伤修复的机制研

究提供了新的线索。

　　综上所述，我们的研究提示龟板治疗可能通过
ＨＧＦ／ｃｍｅｔ轴上调 ＭＳＣｓ优势分布于肝脏组织，从而
促进损伤肝修复。但上述可能机制只是相关性研究，

还需要基因功能表达或抑制的研究进一步明确 ＨＧＦ／
ｃｍｅｔ轴是否在上述过程中发挥了关键作用。
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