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摘要 目的：研究骨髓间充质干细胞（hBMSCs）对慢加急性肝衰竭（ACLF）模型小鼠的治疗作用。方法：60只 BALB/cJ小鼠随机
分为正常组（n=8）和 ACLF造模组（n=52），采用四氯化碳（CCl4）诱导法构建 ACLF小鼠模型，ACLF造模组剔除死亡小鼠，随机
分为模型组（n=11）、hBMSCs低剂量治疗组（n=12）、中剂量治疗组（n=12）、高剂量治疗组（n=12）。采用生化分析仪检测小鼠血清
谷氨酸氨基转移酶（ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（AST）、总胆红素（TBIL）、总蛋白（TP）和白蛋白（ALB）水平；超敏多因子发光法
（MSD）检测血清白细胞介素（IL）-I茁、IL-6、IL-10、肿瘤坏死因子-琢（TNF-琢）、趋化因子配体 1（KC/GRO）水平含量；苏木素-伊红
（HE）和 Masson染色，评价肝组织病理损伤程度。结果：与正常组相比，模型组 AST、ALT、TBIL、TP、ALB水平显著升高（F=5.409、
26.27、21.20、23.44、22.81，均 P约0.001），AST/ALT比值显著降低（F=3.036，P约0.05）。与 ACLF模型组比较，hBMSCs低、中剂量治
疗组血清 AST、ALT、TBIL水平显著降低（均 P约0.05）；中、高剂量治疗组 AST/ALT比值显著升高（均 P约0.05）；hBMSCs低剂量治
疗组血清 IL-6、KC/GRO水平显著降低（均 P约0.05）；hBMSCs低、中剂量治疗组 IL-1茁、TNF-琢水平降低（均 P约0.05），而在
hBMSCs低、中、高剂量治疗组中 IL-10均升高（均 P约0.05）；低、中、高剂量治疗组 TP、ALB、IFN-酌、IL-2、IL-5差异没有统计学意
义（均 P跃0.05）；hBMSCs低、中剂量治疗组肝组织炎细胞浸润及坏死区域均显著减少（均 P约0.05），肝组织胶原纤维阳性面积显
著降低（均 P约0.05）。结论：hBMSCs对 CCl4诱导的 ACLF小鼠模型具有显著的治疗作用，治疗效果未见剂量依赖，其中低剂量
组治疗效果更佳。
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failure in mice
WEN Jiaxing1，YANG Yang2，MENG Yujing3，DONG Linyi1

（1.Department of Pharmaceutical Analysis，School of Pharmacy，Tianjin Medical University，Tianjin 300070，China；2. Experimental
Animal Center，Tianjin University of Traditional Chinese Medicine，Tianjin 300381，China；3. Tianjin Clin-nov Medical Technology
Co.，Ltd.，Tianjin 300457，China）
Abstract Objective：To evaluate the therapeutic potential of human bone marrow mesenchymal stem cells（hBMSCs）on acute-on-
chronic liver failure（ACLF）mice model.Methods：A total of 60 BALB/cJ mice were randomly divided into healthy control group（n=8）
and ACLF model group（n=52）. ACLF mice was established by intraperitoneal injection of carbon tetrachloride（CCl4）. ACLF model
group excluded dead mice were randomly divided into model group（n=11），hBMSCs low dose group（n=12），medium dose group（n=12）
and high dose group（n=12）. The levels of aspartate aminotransferase（AST），alanine aminotransferase（ALT），total bilirubin（TBIL），
total protein（TP），albumin（ALB）in mice were detect by a biochemical analyzer. Serum levels of interleukin-1茁（IL-1茁），interleukin-6
（IL-6），interleukin-10（IL-10），tumor necrosis factor-琢（TNF-琢）and chemokine ligand 1（KC/GRO）were detected by MSD elec
trochemiluminescence technology. HE and Masson staining were used to evaluate the degree of pathological damage in liver tissue.
Results：Compared with the control group，the serum level of TBIL，AST，ALT，TP and ALB were significantly increased（F=5.409，
26.27，21.20，23.44，22.81，all P约0.001），AST/ALT was significantly decreased（F=3.036，P约0.05）. Compared with the ACLF model
group，the serum level of TBIL，AST and ALT were significantly decreased in the low，and medium dose group（all P约0.05），AST/ALT
was significantly increased both in medium and high dose group（all P<0.05）. The serum levels of pro-inflammatory cytokines IL-6 and
KC/GRO were significantly decreased in low dose group（all P约0.05）. IL-1茁 and TNF-琢 were significantly decreased in low，and medi原
um dose group（all P约0.05），while anti-inflammatory cytokines IL-10 was significantly increased in the treated groups（all P<0.05）. TP，
ALB，IFN-酌，IL-2 and IL-5 were not significantly changed in all the treated groups（all P>0.05）. The infiltration and necrosis area of
inflammatory cells in the low and medium groups were significantly decreased（both P约0.05），and the positive area of collagen fibers in
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liver tissue was significantly reduced（both P约0.05）. Conclusion：hBMSCs has an obvious therapeutic effect on CCl4-induced ACLF
mice model and the therapeutic effect is not dose-dependent. In contrast，low-dose group has better therapeutic effect.
Key words human bone marrow mesenchymal stem cells；acute-on-chronic liver failure；cytokines；hepatic fibrosis

慢加急性肝衰竭（ACLF）是发生在慢性肝病基
础上，引起肝脏急性代偿或失代偿，以肝外多器官

衰竭和短期内高死亡率为特征的肝衰竭综合征 [1]。

在我国，ACLF是肝病相关死亡的主要原因，每 10万
人中约有 2.53例患者[2]。临床多采用肾上腺皮质激

素、人工肝等治疗方法，但疗效甚微，目前除肝移植

外，无特异性的治疗方法，因此，亟待新的治疗手段

出现。

ACLF的病因和诱因极其复杂，诊断标准、发病
机制等存在诸多争议，目前认为全身性炎症及免疫

失衡是 ACLF的核心发病机制，这种免疫的不平衡导
致了连锁的器官功能障碍，也使 ACLF患者易于被
感染[3]。尽管 ACLF的 28 d内死亡率高达32%，病程
发展迅猛，但前瞻性临床队列研究认为 ACLF病情仍
具备可逆性[4]。干细胞以其多向分化、免疫调节、旁

分泌、促进组织再生和血管生成等特性，在难治性

疾病治疗方面具有广阔的临床应用前景[5]。在特定

的细胞因子和生长因子作用下，如肝细胞生长因子、

表皮生长因子、胰岛素样生长因子等，干细胞在体

内和体外均可分化成肝细胞样细胞 [6]；间充质干细

胞（MSCs）通过调节免疫细胞，抑制 B细胞和调节性
T细胞增殖和凋亡，发挥抗炎特性[7]。研究表明，MSCs
通过降低促炎细胞因子分泌，如肿瘤坏死因子-琢
（TNF-琢）、白细胞介素（IL）-12和干扰素（IFN）-酌以
及增加 IL-10来调节炎症[8]。在多项评估 MSCs治疗
肝病的临床试验中，包括血清谷丙转氨酶（ALT）、谷
草转氨酶（AST）、血清白蛋白（ALB）和总胆红素
（TBIL）等肝功能指标均有显著改善[9]。基于以上背

景，本研究探讨人骨髓间充质干细胞（hBMSCs）对
ACLF 小鼠模型的保护作用并探究其药理机制，
为干细胞用于 ACLF 的研究与临床治疗提供新的
思路。

1 材料与方法

1.1 实验细胞 本研究所用的异体人 hBMSCs购
自广州赛隽生物科技有限公司。

1.2 实验动物 BALB/cJ小鼠 60只，SPF级，雄性，
5~6周龄，体重 19.0~23.0 g，购自江苏集萃药康生物
科技股份有限公司，动物生产许可证号：SCXK（苏）
2018-0008；动物合格证号：320727221100235054。实
验小鼠饲养于天津中医药大学动物中心，实验动物使

用许可证号：SYXK（津）2020-0005。本实验涉及与动

物实验相关的内容，已通过天津中医药大学实验动物

福利伦理委员会批准，批准号 TCM-LAEC2021294。
1.3 实验试剂 四氯化碳（CCl4），上海麦克林生化
科技有限公司，批号 C12896608；橄榄油，上海易恩
化学技术有限公司，批号 RH2374288；复方电解质注
射液，上海百特医疗用品有限公司，批号 S2009040；
4%多聚甲醛固定液，福州飞净生物科技有限公司，
批号 20210903；超敏多因子发光法（MSD）细胞因子
检测试剂盒，美国 Meso Scale Discovery 公司，批号
K0081820；异氟烷，上海玉研科学仪器有限公司，批
号 S10010533。二甲苯（批号 10023418），无水乙醇
（批号 100092683），中性树胶（批号 10004160），国
药集团化学试剂有限公司；苏木精-伊红（HE）染液
套装（批号 G1003），马松（Masson）染液套装（批号
G1006），武汉赛维尔生物科技有限公司。
1.4 实验仪器 全自动生化分析仪 Hitachi3100，
日本日立公司；MSD超敏多因子电化学发光分析仪
Meso QuickPlex SQ 120，美国 Meso Scale Discovery
公司；正置光学显微镜 Nikon Eclipse E100，日本尼
康；成像系统 NIKON DS-U3，日本尼康；病理切片机
RM2016，上海徕卡仪器有限公司。
1.5 实验方法

1.5.1 动物分组与造模 动物适应性饲养后随机

分为正常组（n=8）和 ACLF造模组（n=52），除正常组
外，其余小鼠按 5 mL/kg的剂量，腹腔注射 10% CCl4
橄榄油溶液，每周 2次，持续 8周。ACLF造模组随
机分为模型组（n=11）、hBMSCs 低剂量治疗组（n=
12）、中剂量治疗组（n=12）、高剂量治疗组（n=12）。
治疗组在继续 CCl4诱导的同时，分别给予 hBMSC
0.5伊106/次、1伊106/次、2伊106/次，模型组小鼠给予等
体积复方电解质溶液，各组每周给予 1次，连续 4
周，在最后 1次给药后随即模型组、各治疗组按照 4
mL/kg的体积腹腔注射 50% CCl4橄榄油溶液。正常
组小鼠不做任何处理，作为对照。于末次干预 3 d后
进行相关指标检测，证明造模成功。

1.5.2 血清收集和指标检测 末次干预 3 d造模成
功后，小鼠异氟烷吸入麻醉后眼底静脉丛取血，室

温避光静置 30 min 后，3 000 r/min 离心 10 min，收
集并分装血清；Hitachi3100全自动生化分析仪检测
血清中 TBIL、AST、ALT、总蛋白（TP）、ALB；MSD超敏
多因子电化学发光分析仪检测血清中 IFN-酌、IL-
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注：与正常组比较，***P约0.001；与模型组比较，#P约0.05，##P约0.01，###P约0.001；AST：谷草转氨酶；ALT：谷丙转氨酶；TBIL：总胆红素；TP：总蛋
白；ALB：白蛋白

I茁、IL-2、IL-4、IL-5、IL-6、趋化因子配体 1（KC/
GRO）、IL-10和 TNF-琢水平。
1.5.3 肝组织病理学检测 血生化分析取样完成

后处死小鼠，取肝大叶用 4%甲醛溶液固定 48 h后
进行脱水、石蜡包埋，取横切面制作蜡块后，进行

HE 染色和 Masson染色，并全玻片扫描；使用 Case
Viewer和 Image J软件，分析和统计 Masson染色切
片各肝组织胶原容积分数，即胶原容积分数 =胶原
纤维阳性面积/切片总面积伊100%；肝组织损伤区域
进行量化分析，即肝损伤区域占比 =所有圈定坏死
区域总和/肝切片总面积伊100%。
1.6 统计学处理 本研究采用 GraphPad Prism 8.0
软件进行实验数据的统计分析，实验数据以 x依s 表
示，当数据符合正态分布和方差齐性，则采用单因

素方差分析（One-way AVOVA）中最小显著性差异
法（LSD）进行组间比较；当数据方差不齐，则采用
One-way AVOVA 中新复极差法检验（Dunnett忆s T3）
进行组间比较，P<0.05为差异具有统计学意义。
2 结果

2.1 hBMSCs对 ACLF小鼠血清肝脏功能指标的影
响 与正常组相比，模型组 AST、ALT、TBIL、TP、ALB
水平显著升高（F=5.409、26.27、21.20、23.44、22.81，
均 P约0.001），AST/ALT比值显著降低（F=3.036，P约
0.05）。与模型组比较，hBMSCs低、中剂量治疗组血
清AST、ALT、TBIL水平均显著降低（均 P约0.01）；在
hBMSCs中、高剂量治疗组 AST/ALT比值显著升高
（均 P约0.05），低、中、高剂量治疗组 TP、ALB未见显
著差异（均 P跃0.05），见图 1。
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图 1 各组肝功能指标比较

Fig.1 Comparison of liver function parameters in each group

# #

2.2 hBMSCs对 ACLF小鼠血清炎症因子的影响
如图 2所示，与正常组相比，模型组 IL-1茁、IL-6、
TNF-琢、IL-10、KC/GRO、IL-5 水平显著升高（F=
5.380、4.655、11.51、6.781、8.898、11.88，均 P约0.05），
IFN-酌、IL-2 未见显著差异（F=2.395、2.798，均 P约
0.05）。与模型组比较，hBMSCs低剂量治疗组 IL-
1茁、IL-6、TNF-琢、KC/GRO 水平显著降低（均 P约
0.05）；中剂量治疗组血清 IL-1茁、TNF-琢显著降低
（均 P约0.05）；高剂量治疗组 IL-1茁、IL-6、TNF-琢、
KC/GRO 未见显著差异（均 P跃0.05），而 IL-10 在
hBMSCs低、中、高剂量治疗组中均较模型组显著升
高（均 P约0.05）；低、中、高剂量治疗组 IFN-酌、IL-2、
IL-5未见显著差异（均 P跃0.05）。

2.3 hBMSCs对 ACLF小鼠肝脏病理的影响
2.3.1 hBMSCs对 ACLF小鼠肝损伤的影响 正常

组小鼠肝组织细胞排列紧密，核圆居中，形态正常，

肝小叶完整，肝索结构清晰。而模型组小鼠肝细胞

结构疏松明显，空泡及颗粒变性区域增加，细胞钙

化坏死区域增多，坏死区域内可见大量炎性细胞浸

润（图 3A）。
与模型组相比，hBMSCs各治疗组小鼠肝组织

空泡及颗粒变性区域明显降低，肝细胞结构疏松状

况均有改善；如图 3B所示，hBMSCs低、中剂量治疗
组肝细胞钙化坏死区域等损伤坏死面积较模型组

显著减少（F=12.84，均 P约0.05），高剂量治疗组有改
善趋势，但无显著差异（P跃0.05）。
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注：与正常组比较，*P约0.05，**P约0.01，***P约0.001；与模型组比较，#P约0.05，##P约0.01，###P约0.001；IL-1茁：白细胞介素-1茁；IL-6：白细胞介
素-6；TNF-琢：肿瘤坏死因子-琢；IL-10：白细胞介素-10；KC/GRO：趋化因子配体 1；IFN-酌：酌干扰素；IL-2：白细胞介素-2；IL-5：白细胞介素-5

图 2 各组血清炎性因子变化比较

Fig.2 Comparison of serum inflammatory factors in each group
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2.3.2 hBMSCs对 ACLF小鼠肝脏纤维化的影响
胶原纤维沉积是肝纤维化的形成的重要特征，Mas原
son 染色结果显示（图 4A），正常组小鼠肝组织，除
血管壁和胆管壁胶原纤维组织染成蓝色，其他区域

未见明显纤维化。模型组小鼠肝小叶周围区域出现

片状肝纤维化的表型，包绕形成假肝小叶，呈现显

著胶原纤维阳性（F=32.28，P约0.05）。与模型组比较
（图 4B），hBMSCs低、中、高剂量治疗组肝纤维化片
状区域减少，胶原纤维阳性面积显著降低（均 P约0.05）。

图 3 hBMSCs对 ACLF小鼠肝组织病理组织学的影响
Fig.3 The effect of hBMSCs on hepatic histopathology in ACLF

mice

注：A：小鼠肝组织 HE染色结果；大片肝组织坏死（红色箭头），
炎细胞浸润（绿色箭头），肝胞质空泡化病变（黑色箭头）；B：各组小
鼠肝组织坏死病变量化分析图，与正常组比较，***P约0.001；与模型
组比较，#P约0.05，##P约0.01；hBMSCs：人骨髓间充质干细胞；ACLF：慢
加急性肝衰竭
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3 讨论

ACLF是一种诱发因素和疾病进程极其复杂的
综合征，是世界范围内常见的极具挑战性的医学难

题。目前针对 ACLF尚未有特异性药物，临床常规采
取相应的病因和综合治疗措施，并积极防治并发

症。因此，不断探索新的治疗手段和方法对 ACLF患
者防治具有重要意义。ACLF病理生理进程复杂，目
前还没有完全阐明其发病机制，血清 TBIL水平持续
处于较高水平，是 ACLF的重要特征之一[10]。肝细胞

毒素 CCl4被广泛应用于肝脏病理疾病模型的建立，
后者的生化和形态学表征与人类肝脏疾病相似[11]。

研究显示，CCl4通过抑制蛋白质合成、干扰细胞代
谢过程等途径使小鼠肝组织在诱导 4耀6 周后出现
显著的生化指标改变，肝小叶单元病变开始形成，

显示出早期纤维化迹象[12-14]。因此本研究采用 CCl4
腹腔注射方式构建 ACLF小鼠模型，诱导至第 6周，
造模组小鼠血清 TBIL水平显著升高，出现肝损伤
表现时，证明造模成功。

干细胞能够通过自分泌或诱导旁分泌作用，促

进机体生成营养因子和细胞因子，刺激肝细胞再

生，抑制肝细胞凋亡，促进受损肝功能的恢复，保护

由毒性物质或病毒所致的肝损伤[15-16]。本研究结果

显示，反映肝脏疾病进程及预后的敏感指标 TBIL、
ALT、AST，经 hBMSCs治疗后均有显著改善。

此外，干细胞能够迁移归巢至受损的肝组织，分

化为肝样细胞，替代受损细胞器而发挥功能作用[17]。

本研究中，治疗组小鼠肝组织空泡及颗粒变性区域

明显降低，肝细胞结构疏松状况均有改善，肝纤维

化片状区域减少，胶原纤维阳性面积显著降低，可

能与干细胞分化为肝样细胞有关。然而值得关注的

是，肝组织纤维化和损伤面积虽有改善，但病理状

态仍未完全恢复正常水平，同时评价肝组织的蛋白

合成和代谢功能的重要指标 TP和 ALB，均未呈现
显著改善。这可能与造模后干细胞衍生的肝细胞占

总肝细胞的比例相对较少，迁移分化的肝细胞短时

期内无法补偿肝功能有关[18]。

系统性炎症是 ACLF病理进程中对肝脏造成损
伤的重要原因，而肝脏又在宿主防御和炎症调节中

发挥着关键作用[19]。先前研究表明，肝损伤患者血液

中 TNF-琢、IL-6等水平通常显著升高[20]，同时，这些

炎症因子的释放促进肝组织巨噬细胞、中性粒细胞

浸润，加速肝损伤的进程[21]。本研究中，hBMSCs显著
抑制了 IL-1茁、IL-6、TNF-琢、KC/GRO 炎性因子的
表达，促进抑炎因子 IL-10 的分泌，但炎性因子
IFN-酌、IL-2、IL-5、IL-4在血液中没有呈现规律性

改变。研究普遍认为，炎症因子的变化与肝损伤进

程密切相关，干细胞中许多可溶性因子或旁分泌作

用参与损伤进程[22]，推测这种治疗作用是干细胞综

合作用的结果，确切机制仍需更深入的研究。

本研究中 hBMSCs对 ACLF的治疗作用并未呈
现出明显的量效关系。这可能与干细胞的来源与适

应证的选择 [23]以及宿主属性 [24]存在一定的差异有

关。但是，一定剂量范围内 hBMSCs能够有效缓解
ACLF引起的肝功能异常、肝组织纤维化，炎性因子
失衡等，作用机制与干细胞多向分化、免疫调节、迁

移归巢相关。本研究将为探索干细胞疗法用于 A原
CLF的防治和有针对性的干预提供理论支持。
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