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摘要 目的：观察自体脂肪间充质干细胞（ADSCs）对大鼠 70 %肝部分切除术（PH）后早期残肝再生的促进作用。方法：健康雄性
Wistar大鼠 24只随机分为两组，大鼠 70 % PH组（模型组，n=12）、大鼠 70% PH后自体 ADSCs移植组（移植组，n=12）。比较模
型组和移植组术后 24、72 h血清谷氨酸氨基转移酶（ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（AST），获取肝组织，比较形态学改变及增殖细
胞核抗原（PCNA）水平，RT-PCR检测肝细胞生长因子（HGF）mRNA表达水平。结果：与模型组比较，移植组术后 24 h血清 ALT
水平显著降低，差异有统计学意义（t=2.925，P<0.05）；与模型组比较，移植组术后 24、72 h血清 AST水平显著降低，差异有统计
学意义（t=4.139、3.323，均 P<0.01）。光镜下观察移植组术后 24、72 h肝窦轻度扩张，肝细胞结构排列紊乱程度较模型组轻。与模

型组比较，移植组术后 24、72 h PCNA指数显著增高，差异有统计学意义（t=3.001、2.825，均 P<0.05）。与模型组比较，移植组术后
24、72 h HGF mRNA表达水平显著升高，差异有统计学意义（t=2.291、3.263，均 P<0.05）。结论：自体 ADSCs移植可促进 70 % PH
后早期残余肝脏再生能力。
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Abstract Objective：To observe the effect of autologous adipose derived mesenchymal stem cells（ADSCs）on the early liver regen原
eration after 70% partial hepatectomy（PH）in rats. Methods：Twenty-four healthy male Wistar rats were randomly divided into two
groups：rat 70% PH（model group，n=12）and autologous ADSCs transplantation following rat 70% PH group（transplant group，n=12）.
Serum glutamic aminotransferase（ALT）and aspartate aminotransferase（AST）were compared between model group and transplant
group at 24 and 72 h after operation. The morphological changes and proliferating cell nuclear antigen（PCNA）levels of liver tissues
were compared. The mRNA expression levels of hepatocyte growth factor（HGF）were measured by RT-PCR. Results：Compared with
model group，the serum ALT level in transplant group at 24 h after operation was significantly decreased，and the difference was statisti原
cally significant（t=2.925，P<0.05）. Compared with the model group，the serum AST level in the transplant group was significantly de原
creased at 24 and 72 h after operation，and the difference was statistically significant（t=4.139，3.323，both P<0.01）. Under light micro原
scope，the hepatic sinuses in transplant group at 24 and 72 h after operation were slightly dilated，and the disorder of hepatocyte structure
was significantly reduced than that in model group. Compared with the model group，PCNA index in the transplant group was significantly
increased 24 and 72 h after operation，and the difference was statistically significant（t=3.001，2.825，both P<0.05）. Compared with the
model group，the mRNA expression level of HGF in the transplantation group was significantly increased at 24 and 72 h after operation，
and the difference was statistically significant（t=2.291，3.263，both P<0.01）. Conclusion：Autologous ADSCs transplantation can pro原
mote early residual liver regeneration after 70% PH.
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肝脏是人体中一个复杂的实质性器官，在肝组

织/细胞损伤后具有快速而强大的再生能力，以保证
其质量、结构及肝脏功能的稳定性[1]。肝脏再生是肝

部分切除术（PH）或活体肝移植（LDLT）成功的关键
因素[2]。相反，残余肝脏再生失败意味着术后肝功能

衰竭，这对患者的生命有很大的风险。因此，需要一

种新的治疗策略来预防肝功能障碍和增强肝再生

能力。研究已证实多潜能脂肪间充质干细胞（AD原
SCs）具有自我更新及分化能力，是组织器官再生及
修复的理想“种子细胞”[3]。近来研究发现，ADSCs通
过抗纤维化及促进肝细胞分化/再生作用成为肝病
的一种潜在的治疗策略 [4]。本研究旨在观察自体

ADSCs移植对大鼠 70% PH后早期残余肝脏再生
的促进作用。

1 材料与方法

1.1 材料 无特定病原体级（SPF）、体重 200 耀
240 g、雄性 Wistar 大鼠 24 只（由中国人民解放军
军事医学科学院实验动物中心提供），大鼠饲养于

SPF级动物饲养室，自由饮水。开始实验前至少适应
环境 1 周。严格遵守实验动物的使用和管理原则。
杜尔贝科改良伊格尔培养基（DMEM）/F12培养基、
胎牛血清（Gibco 公司，美国）；胰蛋白酶（Sigma 公
司，美国）；细胞标记抗体（BD 公司，美国）；成骨及
成脂细胞诱导试剂（Sigma公司，美国）；成软骨细胞
诱导试剂（广州赛业生物科技有限公司）；兔抗大鼠

增殖细胞核抗原（PCNA）抗体（Genetex公司，美
国）；TRIzol LS RNA提取试剂（Invitrogen公司，美
国）；引物（Applied Biosystems公司，美国）；倒置显
微镜（Olympus公司，日本）；CO2培养箱（Thermo公
司，美国）；超净工作台（上海力康生物医疗科技控

股有限公司）；全自动生化分析仪（日立株式会社，

日本）；FACS Calibur流式细胞仪（Becton Dickinson
公司，美国）；PCR扩增仪（ABI公司，美国）。
1.2 实验分组及模型建立 将 24只大鼠随机分为
两组：模型组 12只，移植组 12只。参照文献所述的
技术，构建 70% PH模型：经吸入异氟烷麻醉后，无
菌条件下切除每只大鼠肝左叶及肝中叶，保留肝右

叶及尾状叶[5]。术后大鼠单独饲养并给予 10%葡萄
糖溶液。

1.3 大鼠 ADSCs分离扩增 将移植组 Wistar大鼠
在严格的无菌操作程序下，取单侧腹股沟脂肪组

织，去除肌肉、血管和筋膜后，切碎并加入玉型胶原
酶消化至乳糜状，离心去除上层乳糜层并加 PBS洗
涤，加入含 10%胎牛血清的 DMEM培养基重悬细胞
并置于 37益、5% CO2饱和湿度的 CO2培养箱中扩

增传代。大鼠腹股沟缝合后 1周伤口愈合，可用作

70% PH后自体 ADSCs移植[6]。

1.4 大鼠 ADSCs的鉴定 取融合达 90 %的第 3代
ADSCs用胰蛋白酶消化后，制备细胞悬液，4益条件
下以 1 000 r/min离心 5 min弃上清，PBS重悬细胞。
重悬细胞后加入异硫氰酸荧光素（FITC）标记小鼠
抗大鼠 CD73、CD90、CD105、CD34 及 CD45 单克隆
抗体，于室温下孵育 30 min，PBS洗涤细胞后用 PBS
重悬，应用 FACS Calibur流式细胞仪对细胞表面标
志物（CD73、CD90和 CD105）、造血干细胞表面标志
CD34及白细胞共同抗原 CD45进行鉴定。Sigma公
司脂肪诱导培养基培养 ADSCs 2周后，利用油红 O
染色光镜下观察脂肪细胞球形脂滴形成，鉴定 AD原
SCs体外诱导脂肪细胞分化；Sigma公司成骨诱导培
养基培养 ADSCs 3周后，利用茜素红染色光镜下观
察成骨细胞内矿物质沉积，鉴定 ADSCs体外诱导成
骨细胞分化。广州赛业公司成软骨诱导培养基培养

ADSCs 4周后，利用阿尔新蓝染色光镜下观察成软
骨细胞内酸性黏多糖蓝色染色，鉴定 ADSCs体外诱
导成软骨细胞分化[6]。

1.5 细胞移植 行 70% PH后，模型组经门静脉注
射 1 mL生理盐水，移植组经门静脉注射剂量为 2伊106

的自体 ADSCs。
1.6 肝功能检测、肝组织形态学及 PCNA表达 术

后 24、72 h每组分别取 6只大鼠，采集外周血后，应
用全自动生化分析仪检测大鼠血清谷氨酸氨基转

移酶（ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（AST）水平变化
以评价肝功能。同时通过深度麻醉处死大鼠采集尾

状叶肝组织，行常规病理组织苏木素-伊红（HE）染
色光镜下观察肝组织形态学变化。免疫组织化学染

色检测 PCNA阳性细胞：将组织切片使用兔抗大鼠
PCNA抗体（1 颐 1 000稀释）于 4益孵育过夜，之后切
片用生物素化二抗（1 颐 2 000稀释）于室温孵育 30
min，以细胞核呈界限清楚的棕色反应为 PCNA阳
性，光镜 200倍下计数 PCNA 阳性细胞数并计算
PCNA阳性细胞指数。
1.7 逆转录聚合酶链反应（RT-PCR）分析肝组织中
肝细胞生长因子（HGF）mRNA的表达水平 肝组织

标本加入 Trizol试剂研磨并提取总 RNA，逆转录为
cDNA。HGF 上游引物序列：5忆-ACAGCTTTTTGC原
CTTCGAGCTA-3忆，下游：5忆-CATCAAAGCCCTTGT-
CGGGATA-3忆；茁-actin上游引物序列：5忆-GCGCTC-
GTCGTCGACAACGG-3忆，下游：5忆-GTGTGGTGCCA-
AATCTTCTCC -3忆。PCR 扩增条件为：95益预变性
15 min，然后 95益变性 20 s，60益退火 60 s，共 40个
循环。记录 Ct值，以 2-驻Ct表示目的基因的相对表达

水平，其中 驻Ct = Ct 目的基因-Ct茁-actin。
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1.8 统计学处理 采用 SPSS 16.0软件对数据进行
统计处理。符合正态分布的计量资料以 x依s 表示，
两组间均数比较用 t检验。P约0.05为差异有统计学
意义。

2 结果

2.1 ADSCs鉴定 贴壁培养 ADSCs呈纺锤形和成
纤维细胞样形态。强表达 ADSCs表面标志 CD73、

CD90 和 CD105，造血干细胞表面标志 CD34、白细
胞共同抗原 CD45表达均为阴性（图 1）。ADSCs能
够诱导分化为脂肪细胞、成骨细胞及成软骨细胞，

油红 O、茜素红及阿尔新蓝染色鉴定结果见图 2。
2.2 术后各组肝功能变化 与模型组比较，移植组

术后 24 h血清 ALT水平显著降低，差异有统计学
意义（P<0.05）；与模型组比较，移植组术后 24 、72 h

表 1 两组术后 24、72 h血清 ALT和 AST水平比较（x依s）
Tab.1 Comparison of serum ALT and AST levels in two groups at

24 and 72 h after operation（x依s）
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图 1 流式细胞术检测 ADSCs表面标志
Fig.1 Detection of ADSCs surface markers by flow cytometry

血清 AST 水平显著降低，差异有统计学意义（P<
0.01），见表 1。
2.3 肝组织形态学变化 模型组术后 24、72 h肝
窦扩张明显，肝细胞结构排列紊乱，可见大量空泡

形成；移植组术后 24、72 h肝窦轻度扩张，肝细胞结
构排列紊乱程度较模型组轻（图 3）。
2.4 术后各组肝细胞 PCNA变化 与模型组比较，

移植组术后 24、72 h PCNA指数显著增高，差异有
统计学意义（t=3.001、2.825，均 P<0.05），见图 4、5。
2.5 肝组织 HGF mRNA 表达水平 与模型组比

较，移植组术后 24、72 h HGF mRNA表达水平显著
升高，差异有统计学意义（t=2.291，P<0.05，t=3.263，
P<0.01），见图 6。

图 2 ADSCs多向分化（100伊）
Fig.2 The multi-lineage differentiation of ADSCs（100伊）

注：A：ADSCs；B：脂肪细胞；C：成骨细胞；D：成软骨细胞；ADSCs：脂肪间充质干细胞；标尺为 50 滋m

A B C D

注：ALT：谷氨酸转氨酶；AST：天冬氨酸转氨酶

组别 n
术后 24 h 术后 72 h

ALT（IU/L） AST（IU/L） ALT（IU/L） AST（IU/L）

模型组 6 434.8依90.3 691.2依80.7 166.7依38.5 386.5依86.6

移植组 6 297.5依71.2 484.5依91.9 139.7依41.9 240.3依64.1

t 02.925 04.139 01.162 03.323

P 约0.050 约0.010 >0.050 约0.010

50 滋m

注：ADSCS：脂肪间充质干细胞

50 滋m 50 滋m 50 滋m
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3 讨论

近年来，间充质干细胞（MSCs）应用于肝损伤后
肝再生的研究报道逐年增多[7]，目前有数百项涉及

各种组织来源 MSCs 治疗肝脏疾病的临床试验
（www.ClinicalTrials.gov），均已证实细胞治疗的安全
性及有效性。MSCs可以迁移到损伤组织区域，参与
免疫调节并通过多种旁分泌/自分泌免疫活性因子
刺激组织再生。近十年来，ADSCs在各种再生医学
领域应用受到越来越多的关注。由于其高可及性、

含量丰富、多能性、活跃的旁分泌活性以及自体细

胞治疗的微创性与安全性，ADSCs已成为组织工程
和再生医学治疗中最具吸引力的 MSCs类型之一[8]。

此外 Jin等[9]研究显示，ADSCs对体外肝细胞样细胞
分化及体内改善肝功能障碍和肝脏再生有显著

治疗效果。

PH后肝脏再生是一个从肝细胞增殖开始到肝
组织结构恢复的连续复杂而精密的过程。众所周知

ALT及 AST水平是判断肝细胞膜完整性的重要指
标，外周血 ALT及 AST水平升高是肝细胞受损的
敏感生物标志物[10]。本研究显示，移植组经门静脉给

予 ADSCs治疗后，血清 ALT及 AST水平显著低于
模型组大鼠，反映出肝细胞损伤得以改善及肝脏功

能逐步恢复。PCNA作为 DNA聚合酶辅助蛋白，是
一种进化上保守的同源三聚体，对 DNA聚合酶的
加工至关重要，参与细胞周期控制与修复，是反映细

胞增殖情况的良好指标[11]。本研究结果显示，AD原
SCs治疗显著升高 70% PH大鼠 PCNA阳性细胞，
表明 ADSCs移植改善肝功能的原因是通过促进肝
细胞增殖及肝组织再生。这与组织病理学结果相一

致，模型组大鼠在术后 24 h出现肝窦扩张明显、肝
细胞结构排列紊乱及大量空泡形成。移植组则肝窦

扩张、肝细胞结构排列紊乱程度较模型组轻，进一

步表明 ADSCs移植在一定程度上可减轻术后肝脏
损伤、促进早期残余肝细胞再生，恢复其组织结构

及功能。

HGF是一种旁分泌多功能细胞生长因子，是最
有效的肝细胞生长及 DNA合成刺激剂，调控细胞
有丝分裂并通过抑制转化生长因子（TGF）-茁表达
发挥抗纤维化作用，是肝切除或肝损伤后血管生成

和肝脏再生的关键因子之一[12]。最近的报道显示，

MSCs过表达 HGF 可预防大鼠肝功能衰竭和降低
死亡率[13]，而 HGF敲除的 MSCs对乙酰氨基酚诱导
肝功能衰竭小鼠的保护作用显著降低，进一步证实

了 HGF在 MSCs治疗作用中的重要作用[14]。本研究

结果显示移植组术后 24、72 h HGF mRNA水平较模

24 h

72 h

模型组 移植组

100 滋m 100 滋m

100 滋m 100 滋m

图 3 大鼠肝部分切除术后 24、72 h肝脏病理改变（200伊）
Fig.3 Histopathological changes in the liver at 24 and 72 h after

rat PH（200伊）

注：标尺为 100 滋m

模型组 移植组

图 4 大鼠肝部分切除后 24、72 h肝脏 PCNA染色（200伊）
Fig. 4 PCNA staining in the liver at 24 and 72 h after rat PH（200伊）

图 5 大鼠肝部分切除术后 24、72 h肝脏 PCNA指数水平比较
Fig.5 Comparison of PCNA index levels in the liver at 24 and 72 h

after rat PH
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注：PCNA：增殖细胞核抗原

图 6 大鼠肝部分切除术后 24、72 h肝脏 HGF mRNA表达水平
Fig.6 HGF mRNA levels in the liver at 24 and 72 h after rat PH
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型组显著升高，提示 HGF在肝再生的启动及增殖阶
段发挥作用。经门静脉输注 ADSCs通过旁分泌作用
在早期促进了 HGF的分泌，支持该方法作为肝再生
的有效治疗策略[15-16]。

总之，本研究的结果表明，自体 ADSCs移植减
轻肝组织病理学损伤并促进了肝脏再生，特别是在

70% PH后最初 24 h，ADSCs通过旁分泌机制为组
织再生和器官修复提供适宜的微环境，对于治疗与

PH相关的肝脏肿瘤和肝移植具有重要意义。
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