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重组腺病毒介导 HGF修饰 ADSCs对大鼠肝损伤模型的治疗作用 *
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摘要 目的：建立重组腺病毒介导肝细胞生长因子 HGF促 ADSCs定向分化肝细胞的方法，并对其参与肝损伤修复能力进行验
证，为作为治疗肝损伤细胞来源提供参考。方法：采用消化培养的方法，分离 SD大鼠腹股沟脂肪组织 ADSCs细胞，连续传代 3次
对其进行纯化培养，利用形态学鉴定、流式细胞术检测 ADSCs表面标志物方法对其间充质干细胞样特征进行鉴定，加入成脂肪
细胞诱导液观察其分化成脂肪细胞的能力；构建腺病毒表达 HGF载体 Adeno-HGF-EGFP，并转染 ADSCs细胞，利用免疫细胞化
学染色方法检测肝细胞标志分子表达水平；最后建立大鼠肝损伤动物模型，观察 Adeno-HGF-EGFP转染的 ADSCs细胞参与肝损
伤修复能力情况。结果：分离的 ADSCs细胞形态较为一致，绝大多数呈梭形，排列不规则。流式细胞术结果显示，该细胞表达
CD29、CD90、CD106等间充质干细胞细胞表面标记物，低表达造血干细胞细胞表面标记物 CD34、CD45，同时，分离的 ADSCs细
胞具有诱导分化成脂肪细胞能力；Adeno-HGF-EGFP转染 ADSCs后，AFP、ALB、CK18等肝细胞特异性分子表达水平升高；经尾
静脉注射 ADSCs细胞后，肝损伤大鼠的 AST、ALT、TBIL等分子表达水平恢复正常。结论：建立了重组腺病毒介导肝细胞生长因
子 HGF促 ADSCs定向分化肝细胞的方法，并且表达 HGF的 ADSCs细胞具有修复大鼠肝损伤模型能力，这为通过细胞治疗肝损
伤提供了新的细胞来源。
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The Cellular Therapeutic Effect of Adipose-derived Stem Cell-expressed
HGF Transplantation on Rat Liver Injury Model*

A method was established to identify the hepatogenic transdifferentiation of adipose tissue-derived stem
cells (ADSCs) by recombinant adenovirus-mediated expression of hepatocyte growth factor (HGF) and the differentiated ADSCs'
cellular therapeutic effect was verified on rat liver injury model. SD rat inguinal adipose tissue was harvested by enzyme diges-
tion. And the third passage of cells were collected to detect the markers of the mesenchymal stem-like cells by flow cytometry. The third
passage of isolated cells was treated with adipogenic nutrient media to verify their ability of differentiation into adipocytes. Recombinant
adenovirus Adeno-HGF-EGFP was constructed, and characterized ADSCs were transfected by recombinant adenovirus, then hepato-
cyte-specific markers were detected by immunocytochemical staining. Finally animal models of liver injury were used to verify the ability
of the liver to repair after damage by tail vein injection of transfected ADSCs. After being subcultured, the sizes of isolated cells
were highly homogeneous, and the majority of them were spindle-shaped with disorderly arrangement. The flow cytometry results
showed that the isolated cells expressed CD29, CD90 and CD106, but not CD34 and CD45. After being cultured in inducing media, the
isolated cells could differentiate into adipocytes; the expression of the hepatic markers, AFP, ALB and CK18 increased in differentiated
ADSCs; also, levels of AST, ALT and TBIL in sera collected from the acute liver injury rats became normal after ADSCs transplantation.

Recombinant adenovirus-expressed hepatocyte growth factor could induce ADSCs directly differentiate into hepatocytes,
and differentiated ADSCs transplantation could be a new strategy of cell therapy to liver injury.

ADSCs; HGF; Liver injury; Cell therapy

前言

细胞疗法是治疗肝损伤的新途径[1]。临床上选择干细胞替

代治疗或者刺激体内肝脏细胞再生是细胞治疗的主要目标。虽

然卵圆细胞是肝脏修复过程中的重要效应细胞。但是当损伤程

度超过肝脏自身修复能力时，卵圆细胞的来源就成为制约其应
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用的主要瓶颈[2]。当前选择其他非肝来源的间充质干细胞，如骨

髓、脐带血、胎盘干细胞诱导其向肝细胞分化是解决肝细胞来

源的主要手段[2，3]。尽管如此，还存在获取来源限制及细胞数目

少等问题。近年有研究发现，脂肪来源的干细胞具有多向分化

潜能，可在 FGF、HGF等细胞因子的刺激下分化为肝细胞[4]。并

且脂肪来源的干细胞具有与骨髓来源的间充质干细胞相似的

特征[5]。事实上，脂肪来源的干细胞可在体外条件下分化成多种

类型细胞 [6]。由于脂肪组织易于获取，选择脂肪源性干细胞

（adipose-derived stem cells，ADSCs）诱导分化成为肝细胞已成

为肝损伤修复治疗的新途径[7-9]。但是由于 ADSCs缺乏特异的

表面标志物，分化为类肝细胞的纯度低且分离较困难还难以付

诸应用。针对 ADSCs应用的巨大潜力，本研究通过腺病毒介导

肝细胞生长因子 HGF转染 ADSCs使其向肝细胞定向分化，并

通过细胞治疗的方法研究分化的 ADSCs对大鼠肝损伤模型的

治疗效果。结果表明，ADSCs可成功诱导为肝细胞，并具有治

疗肝损伤效果，其可作为肝脏疾病的细胞、基因治疗以及生物

人工肝的新的细胞来源，其应用前景广阔。

1 材料与方法

1.1 实验动物

雄性 SPF级 SD大鼠 70只，220-250 g，第四军医大学实验

动物中心提供，SPF级鼠料饲喂，自由饮水。其中 30只用于体

内细胞治疗实验，分为正常对照组、空载体对照组和细胞治疗

组，其余 40只用于分离 ADSCs。
1.2 主要试剂来源

胶原酶、胰蛋白酶、地塞米松、吲哚美辛、异丁基甲基黄嘌

呤（IBMX）购自美国 Sigma公司，DMEM培养基购自美国 Hy-

clone公司；胎牛血清（FBS）购自杭州四季青生物工程有限公

司。CD29兔单抗、CD90小鼠单抗、CD106大鼠单抗、CD34兔

单抗及 CD45大鼠单抗及对应同型对照购自美国 Novus公司。

DAB法免疫细胞化学检测试剂盒购自北京中杉金桥生物技术

有限公司。

1.3 ADSCs细胞的分离培养和鉴定

参照 Lin等的方法分离 ADSCs [10]。严格无菌条件下，取出

腹股沟处的脂肪组织，将其用 PBS冲洗数遍，然后以胶原酶（1

mg/mL）37℃消化 1 h。消化后的组织加入等量的含有 10 %胎

牛血清的 DMEM培养基中，室温孵育 10 min。此时溶液分为两

层，取下层溶液以 400× g的速度离心 10 min。弃上清后，将沉

淀再次悬浮于 160 mmol/L NH4Cl溶液，裂解残存的红细胞。再

次离心后加入含有 15 %胎牛血清的 DMEM低糖培养基中，接

种于细胞培养瓶，于 37 ℃、5 % CO2孵箱中培养，每周换液 2

次。连续传代 3次后制成单细胞悬液并计数，至少 104 /管行流

式细胞术检测。待鉴定完成后，选择具有间充质细胞样表面分

子特征的传代细胞进行诱导成脂肪细胞实验。将细胞接种于预

先置有盖玻片的 6孔板，待细胞生长至约 80 %汇聚时，加入成

脂肪细胞诱导液（含 1 滋mol/L的地塞米松、200 滋mol/L的吲哚

美辛、0.5 mmol/L的 IBMX及 10 mg/L的胰岛素），每 3 d换 1

次液。诱导 21 d时吸去培养液，4 %多聚甲醛固定后，油红 O染

色。

1.4 重组腺病毒 Adeno-HGF-EGFP的制备

用 ApaI和 NotI从重组质粒 pCMV-HGF-IRES-EGFP（本

室保存）中切下 HGF-IRES-EGFP 片段。电泳回收后，克隆入

经同样双酶切处理的穿梭质粒 pShuttle中。pShuttle-HGF转化

至 DH5琢感受态菌中，抗性筛选后，进行 PCR及酶切鉴定。阳

性重组质粒 pShuttle-HGF-IRES-EGFP 经 I-CeuI、PI-SceI 及
ClaI 酶切后，回收带有 CMV 启动子 -HGF 基因及 BGH

PolyA的大片段（两端分别带有 I-CeuI、PI-SceI酶切位点），插

入 E1缺失、含同样酶切位点的 Adeno-X病毒 DNA中，转化

DH5琢并用酶切鉴定。将阳性克隆（命名为 Adeno-HGF-EGFP）

在 DH5琢 中大量扩增，用试剂盒抽提 Adeno-HGF-EGFP

DNA。Adeno-HGF-EGFP DNA用 PacI酶切使其线性化。以线

性的 Adeno-HGF-EGFP DNA经脂质体转染 HEK293 细胞，培

养 1 w后，出现细胞病变效应（CPE）的细胞，可认定被重组腺

病毒感染，收集其培养上清进行扩增及鉴定。K?rber法计算病

毒的滴度[11]。

1.5 Adeno-HGF-EGFP感染 ADSCs

Adeno-HGF-EGFP 感染对数生长期的 ADSCs 细胞

（MOI=100:1），并设置空白对照组细胞和空载体感染组细胞。

取感染 48 h的细胞和其他两组细胞，用 4%多聚甲醛固定 10

min，PBS 洗涤 3 次后，免疫细胞化学染色检测 ALB、AFP、
CK18的表达（按照试剂盒操作说明书进行）。

1.6 分化的 ADSCs治疗大鼠肝损伤模型

按照陈小伍等的方法建立大鼠肝损伤模型[12]。将空白载体

细胞和基因转染细胞分别通过尾静脉注射入肝损伤大鼠体内，

3天后，各组 SD大鼠颈椎脱臼法处死，取损伤肝叶常规固定脱

水后冰冻切片行激光共聚焦检测荧光蛋白 GFP的表达。收集

外周血标本，采用自动生化仪进行肝功能检测（ALB、AST、
ALT、TBIL），明确各实验组动物的肝功情况。

2 结果

2.1 ADSCs的分离及鉴定

在形态方面，原代 ADSCs呈短梭形、梭形及多角形，传代

3次后呈均一长梭形，长短不一，排列不规则，具有典型的间充

质干细胞形态特征（数据未展示）。流式细胞术结果显示 AD-

SCs表达 CD29、CD90和 CD106等间充质干细胞表面抗原，表

达率分别为 98.6 %、99.7 %、51.0 %（图 1），但不表达造血干细

胞表面分子 CD34和 CD45，表达率分别为 1.8 %和 5.0 %（图

2），符合间充质干细胞样细胞表面分子标志特征。

同时通过加入成脂肪细胞诱导液体外诱导 ADSCs向脂肪

细胞分化，结果可见诱导 ADSCs分化 21 d后，细胞体积变大，

呈椭圆形，胞内正常结构消失，呈现空泡结构和大量脂肪油滴，

部分相互融合，油红 O染色可见脂肪滴形成（图 3）。以上结果

表明我们从脂肪组织分离的 ADSCs具有典型的间充质干细胞

特征，且具有诱导成脂肪细胞分化能力。

2.2 Adeno-HGF-EGFP转染 ADSCs，成功诱导其向肝细胞分化
Adeno-HGF-EGFP转染 ADSCs 48 h后，免疫细胞化学染

色结果显示，胞浆内有棕黄色颗粒，AFP、ALB、CK18等分子表

达水平显著升高（图 4A、B和 C）。
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的严重不足限制了原代前体细胞的应用。据报道，体外扩增健

康志愿者的内皮前体细胞，每 100毫升外周血约产生 5.0× 106

个细胞，事实上，每个病人大约需要 500毫升自体骨髓血才能

达到治疗效果[13]。这就意味着内皮细胞源性前体细胞的实际应

用受到限制，如果需要提取足够数目的细胞，这样体内的血容

量就显得明显不足。我们应用 ADSCs的好处是能够从病人身

上方便获取，最小的创伤且易于培养，每只小鼠可提取大约 105

个细胞，对于病人来说只需抽脂 20 毫升就已足够。培养的

ADSCs能够快速扩增，大约每周能够增殖 10 倍，并且多次传

代后可长期培养，且保持间充质的多潜能性[14]。ADSCs来源丰

富，取材方便、安全，且有长期存活及多向分化潜能，使其在细

胞治疗、组织工程与基因治疗等方面成为具有巨大的研究潜力

和广阔的临床应用前景的种子细胞源。

2.3 转染 Adeno-HGF-EGFP的 ADSCs具有治疗肝损伤效果

大鼠肝损伤模型经尾静脉注射转染 Adeno-HGF-EGFP的
ADSCs 3 d后，肝脏表达 HGF（图 5）。与正常对照组及空白载

体对照组相比，反应肝脏功能的 AST (P<0.05)、ALT(P<0.05)、
TBIL(p<0.05)等分子表达水平恢复至正常水平，但 Alb水平变

化不明显（p>0.05），转染 Adeno-HGF-EGFP的 ADSCs治疗大

鼠肝损伤效果明显（表 1）。

3 讨论

再生医学具有巨大的应用前景，但是内皮细胞源性细胞群

图 1 ADSCs表达间充质干细胞表面抗原 CD29、CD90和 CD106分子

Fig.1 ADSCs expressed mesenchymal stem cell surface antigens CD29, CD90 and CD106

图 2 ADSCs不表达造血干细胞表面抗原 CD34和 CD45分子

Fig.2 ADSCs did not express the hematopoietic stem cell surface antigens CD34 and CD45

图 3 ADSCs具有成脂肪细胞分化能力（100×）

Fig.3 ADSCs could differentiate into adipocytes after adipogenic

induction (100× )

图 4 Adeno-HGF-EGFP转染 ADSCs后，ADSCs表达 AFP、ALB、CK18（100×）（A:AFP;B:ALB;C:CK18）

Fig.4 ADSCs expressed AFP, ALB and CK18 after Adeno-HGF-EGFP transfection(100× )
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图 5 尾静脉注射表达 Adeno-HGF-EGFP的 ADSCs7d后，肝脏表达 GFP

A:空白载体对照组（100×）；B:尾静脉注射 ADSCs组（100×）

Fig.5 Confocal results showed that expression of GFP in liver of rat model

A: Vector control group (100× )；B: ADSCs group (100× )

我们的实验结果表明，通过消化培养法分离的 ADSCs细

胞形态较为一致，绝大多数呈梭形，排列不规则，表达 CD29、
CD90、CD106等间充质干细胞细胞表面标记物，低表达造血干

细胞细胞表面标记物 CD34、CD45，通过加入诱导培养基可使

分离的 ADSCs细胞分化为脂肪细胞。因此，我们所分离的
ADSCs具有间充质干细胞的基本特征；Adeno-HGF-EGFP 转

染 ADSCs后，AFP、ALB、CK18等肝细胞特异性分子表达水平

升高，说明在 HGF的刺激下，ADSCs可向肝细胞分化，具有分

化为肝细胞的潜能；进一步利用大鼠肝损伤模型来验证经体外

转染的 ADSCs是否具有在体治疗作用。我们发现，转染的

ADSCs经尾静脉注射后，肝损伤大鼠模型反映肝功指标的

AST、ALT、TBIL等分子表达水平恢复正常，具有治疗肝损伤

效果。在我们的研究中，我们应用表达 HGF的腺病毒感染
ADSCs可诱导其发生定向分化，避免了其分化为未知细胞，并

且分泌 HGF使其产生细胞因子治疗效果，这也验证了此前的

报道结果[15]；另外，通过尾静脉注射 ADSCs可以在大鼠肝损伤

部位检测到 ADSCs的存在，这与 Kim报道的结果是一致的[16]。

与对照组相比，ADSCs介导的细胞治疗具有显著地治疗肝损

伤作用。这就意味着 ADSCs可作为肝损伤治疗的一个新的细

胞来源用于细胞治疗。

本实验我们首先在体外分离、纯化和扩增 ADSCs，然后通

过表达 HGF的腺病毒体外感染 ADSCs，最后将表达 HGF的
ADSCs移植到大鼠体内。由于腺病毒基因不能整合到大鼠细

胞 DNA中，目的基因表达的时间短，病毒的基因及有关蛋白可

在一定时间内被机体清除，因而造成的免疫反应也相对较小。

我们所培养的 ADSCs可应用流式细胞术分析获取，并且对于

自体细胞治疗来说更方便提供，这将为其下一步基于干细胞的

功能性细胞治疗提供指导。

随着对 ADSCs更加深入的了解和研究，脂肪组织可能成

为人体潜在的、最大的成体干细胞库。由于 ADSCs避开了胚胎

干细胞的伦理学问题及 BMSCs的来源问题，以其特有的生物

学特性成为干细胞研究领域的热点。同时，越来越多的研究强

调了 ADSCs的应用前景[17-19]。在应用 ADSCs治疗肝损伤方面，

有研究显示脂肪组织来源的间充质干细胞移植能够促进大鼠

肝脏缺血再灌注和肝切除后的肝再生[20]。我们的结果提示，移

植表达 HGF的 ADSCs可修复肝损伤，具有治疗肝损伤作用，

其可作为肝脏疾病的细胞、基因治疗以及生物人工肝的新的细

胞来源，其应用前景广阔。
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