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骨髓间充质干细胞移植对急性肝功能衰竭大鼠肝再生、炎症反应
及转换生长因子 -茁受体的影响 *
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摘要目的：探讨骨髓间充质干细胞（BMSCs）移植对急性肝功能衰竭（ALF）大鼠肝再生、炎症反应及转换生长因子 -茁受体
（TGF-茁R）的影响。方法：将 90只 SD级大鼠以随机数表法分成模型组（n=30）、健康组（n=30）及治疗组（n=30）。健康组不予以任何

处理，模型组和治疗组大鼠则通过四氯化碳蓖麻油溶液腹腔注射制作 ALF大鼠模型，治疗组大鼠取 BMSCs通过门静脉注射治

疗，模型组则予以等量生理盐水干预。造模后第 7 d，比较三组大鼠的肝功能指标水平，炎症反应以及 TGF-茁R相关指标表达情况，
并进行相关性分析。结果：模型组与治疗组大鼠血清谷丙转氨酶（ALT）、谷草转氨酶（AST）以及总胆红素（TBIL）水平均高于健康

组，但治疗组大鼠上述肝功能指标水平低于模型组（均 P＜0.05）。模型组与治疗组大鼠血清肿瘤坏死因子 -琢（TNF-琢）水平以及肝
组织 TNF-琢 mRNA表达均高于健康组，但治疗组大鼠血清 TNF-琢水平以及肝组织 TNF-琢 mRNA表达低于模型组（均 P＜0.05）。

模型组与治疗组大鼠 TGF-茁R1和 TGF-茁R2蛋白表达均高于健康组，但治疗组大鼠上述蛋白表达低于模型组（均 P＜0.05）。经

Spearman相关性分析发现：ALT、AST及 TBIL水平与血清 TNF-琢、TNF-琢 mRNA及 TGF-茁R1、TGF-茁R2蛋白表达水平均呈正相
关关系（均 P＜0.05）。结论：BMSCs移植在促进 ALF大鼠肝再生方面效果显著，且有效减轻炎症反应、下调 TGF-茁R1和 TGF-茁R2
表达水平。
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Effects of Bone Marrow Mesenchymal Stem Cell Transplantation on Liver
Regeneration, Inflammatory Response and Conversion Growth Factor

-茁receptor in Rats with Acute Liver Failure*

To investigate the effects of bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) transplantation on liver

regeneration, inflammatory response and TGF-茁receptor (TGF-茁R) in rats with acute liver failure (ALF). 90 SD rats were

randomly divided into model group (n=30), healthy group (n=30) and treatment group (n=30) according to the random number table

method. The healthy group was given no treatment, the rats in the model group and the treatment group were intraperitoneal injected with

the solution of castor oil tetrachloride to make the ALF rat model. Rats in the treatment group were treated with BMSCs via portal vein

injection, while rats in the model group were treated with the same amount of normal saline. On 7 day after modeling, the liver function

indicators levels, inflammatory responses and TGF-茁R-related indicators of the three groups of rats were compared, and the correlation
was analyzed. The levels of serum alanine aminotransferase (ALT), transglutaminase (AST) and total bilirubin (TBIL) in the

model group and the treatment group were higher than those in the healthy group, and the levels of above indexes of liver function in the

treatment group were lower than those in the model group (all P<0.05). The level of serum tumor necrosis factor -琢 (TNF-琢) and liver
tissue TNF-琢 mRNA expressions in the model group and the treatment group were higher than those in the healthy group, and the level

of serum TNF-琢 and liver tissue TNF-琢 mRNA expressions in the treatment group were lower than those in the model group (all P<0.05).
The expression of TGF-茁R1 and TGF-茁R2 in the model group and the treatment group were higher than those in the healthy group, and
the expression of the above proteins in the treatment group were lower than those in the model group (all P<0.05). Spearman correlation
analysis showed that the levels of ALT, AST and TBIL were positively correlated with the expression levels of serum TNF-琢 and TNF-琢
mRNA and TGF-茁R1, TGF-茁R2 (all P<0.05). BMSCs transplantation has a significant effect on promoting liver
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前言

急性肝功能衰竭（Acute liver failure，ALF）属于临床上较为

常见的一种危急重症，主要是由于干细胞的大量凋亡，从而引

起的严重肝功能异常，如不予以及时有效的干预，短期内便会

发展成肝性脑病，具有病情发展迅速、死亡率高以及预后不良

等特点，迄今为止，该病的治疗仍是全球性难题之一[1-3]。原位肝

移植是目前国际上公认的治疗 ALF最有效手段，然而，因存在

共同器官极为短缺以及移植免疫排斥等问题，导致该治疗方式

的临床应用存在一定的局限性 [4-6]。骨髓间充质干细胞（Bone

marrow mesenchymal stem cells，BMSCs）主要是指机体骨髓内

非造血干细胞，其具有自我复制以及高度增殖的特点，且有多

向分化潜能，加之来源途径较多、免疫原性较低等特点，近年来

开始受到国内外广大研究学者的重视。有相关研究报道表明[7-9]，

BMSCs移植治疗应用于终末期肝病患者可获得明显的效果，

有效解决了肝脏移植，生物人工肝等肝源短缺的问题，具有较

高的研究价值。鉴于此，本研究通过探讨 BMSCs移植对 ALF

大鼠肝再生、炎症反应及转换生长因子 -茁 受体（Conversion
growth factor - 茁 receptor，TGF-茁R）的影响，旨在为 BMSCs应

用于 ALF的治疗提供理论依据，现作以下报道。

1 对象与方法

1.1 实验动物

将 90只 SD级大鼠纳入研究，遵循随机数表法分成模型

组（n=30）、健康组（n=30）及治疗组（n=30）。所有大鼠的体质量

为 200～240g；均由成都百裕制药股份有限公司提供，动物合

格证号为 SYXK(川)2019-222。饲养条件如下：温度 24℃，湿度

55%～60%，自由饮水、进食。

1.2 相关材料与试剂

四氯化碳（购自美国 Sigma公司），DMEM低糖培养基（购

自美国 Gibco公司），Trizol试剂（购自美国 Invitrogen公司），

反转录试剂盒（购自北京百泰克生物技术有限公司），TNF-琢酶
联免疫吸附试剂盒 （购自美国 BD 公司），TGF-茁R1 和
TGF-茁R2相关抗体（购自美国 Abcam公司）。

1.3 研究方法

（1）ALF大鼠模型建立：模型组、治疗组大鼠禁食 12h后取

4ml/kg剂量的四氯化碳蓖麻油溶液进行腹腔注射，健康组大鼠

不进行任何处理。（2）BMSCs分离培养：另取 SD级健康大鼠，

以脱颈法处死后获取股骨和胫骨，对骨骺进行切除，暴露骨髓

腔，采用 DMEM培养液完成骨髓腔的冲洗，采集细胞悬液，按

照 8000 r/min的条件离心 10 min。再次以 DMEM重复冲洗 2

次，悬浮在 DMEM培养基内。放置在 37℃条件下的 5%二氧化

碳培养箱中培养，间隔 2d换液 1次。通过显微镜明确细胞生长

状况，直至细胞于瓶底汇合超过 90%时倾倒培养液，采集细胞

完成传代培养，并取 2代细胞保存备用。（3）干预方式：造模后

24 h，治疗组大鼠取 BMSCs通过门静脉注射治疗，模型组则予

以等量生理盐水干预。（4）血清肿瘤坏死因子 -琢（Tumor necrosis
factor-琢，TNF-琢）及肝功能指标检测：采集各组大鼠的尾静脉血
2 mL，给予 15 min 3000 r/min的离心后提取血清，采用酶联免

疫吸附法检测 TNF-琢水平，通过日本日立公司的 7170A全自

动生化分析仪及仪器配套试剂检测血清谷丙转氨酶（Alanine

transaminase，ALT）、谷草转氨酶（Aspartate transaminase，AST）

以及总胆红素（Total bilirubin，TBIL）水平，具体操作遵循试剂

盒说明书完成。（5）TNF-琢 mRNA检测：采用实时定量 PCR法

进行检测 [10]，且以 茁-actin 作为内参，结果以 2-△ △ Ct表示。（6）

TGF-茁R1和 TGF-茁R2蛋白表达水平检测：以 Western blot法

进行检测，首先取大黄素的肝脏组织 100 mg，采用 PBS重复冲

洗 2 次，加入细胞裂解液混匀，按照 12000 r/min 的条件离心

10 min，获取上清液通过 BCA试剂盒完成蛋白浓度检测，予以

凝胶电泳、转膜处理。然后将凝胶置于 PVDF膜上，分别滴加

TGF-茁R1和 TGF-茁R2一抗，震荡后过夜。取 PBS洗膜 2次后

置入含有碱性磷酸酶标记的二抗内进行时长为 60 min 的孵

育。放射显影，完成条带灰度值的测量，且以 GAPHD为内参，

两者灰度比值作为蛋白相对表达水平。

1.4 统计学处理

上述数据应用 SPSS 22.0软件分析，计量资料以（x依s）表
示，实施 t 检验，多组间比较采用单因素方差分析，计数资料

以 [n (%)] 表示，实施 掊2检验，肝功能和炎症细胞因子以及

TGF-茁R1、TGF-茁R2蛋白表达采用 Spearman相关性进行分析，

将 P<0.05记作差异有统计学意义。

2 结果

2.1 三组大鼠血清 ALT、AST以及 TBIL水平对比

模型组与治疗组大鼠血清 ALT、AST以及 TBIL水平均高

于健康组，但治疗组大鼠上述肝功能指标水平低于模型组（均

P＜0.05），见表 1。

2.2 三组大鼠血清 TNF-琢水平以及肝组织 TNF-琢 mRNA表达

对比

模型组与治疗组大鼠血清 TNF-琢 水平以及肝组织
TNF-琢 mRNA表达均高于健康组，但治疗组大鼠血清 TNF-琢
水平以及肝组织 TNF-琢 mRNA 表达低于模型组（均 P＜
0.05），见表 2。

2.3 三组大鼠 TGF-茁R1和 TGF-茁R2蛋白表达对比
模型组与治疗组大鼠 TGF-茁R1 和 TGF-茁R2蛋白表达均

高于健康组，但治疗组大鼠上述蛋白表达低于模型组（均 P＜
0.05），见表 3。

regeneration of ALF rats, effectively reducing inflammatory response, and down-regulating the expression levels of TGF-茁R1 and

TGF-茁R2.
Acute liver failure; Bone marrow mesenchymal stem cells; Liver regeneration; Inflammatory response; Conversion

growth factor - 茁 receptor
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表 4 肝功能和炎症细胞因子以及 TGF-茁R1、TGF-茁R2蛋白表达的相关性分析
Table 4 Correlation analysis of liver function and inflammatory cytokines and TGF-茁R1, TGF-茁R2 protein expression

Related indicators
ALT AST TBIL

r P r P r P

TNF-琢 0.523 0.001 0.577 0.000 0.504 0.008

TNF-琢 mRNA 0.487 0.015 0.615 0.000 0.499 0.012

TGF-茁R1 0.613 0.000 0.633 0.000 0.603 0.000

TGF-茁R2 0.682 0.000 0.547 0.000 0.598 0.000

Groups n ALT(U/L) AST(U/L) TBIL(滋mol/L)

Model group 30 614.82依22.01# 721.05依38.29# 91.84依9.37#

Healthy group 30 40.82依4.87 40.81依7.49 14.92依1.39

Treatment group 30 487.27依31.85#* 541.92依27.85#* 55.47依1.05#*

F - 33.598 42.015 39.852

P - 0.000 0.000 0.000

表 1 三组大鼠血清 ALT、AST以及 TBIL水平对比（x依s）
Table 1 Comparison of serum ALT, AST and TBIL levels in three groups of rats（x依s）

Note: Compared with healthy group, #P＜0.05; compared with model group, *P＜0.05.

Groups n TNF-琢(pg/mL) TNF-琢 mRNA

Model group 30 88.72依9.24# 18.74依2.26#

Healthy group 30 20.48依6.11 1.00依0.01

Treatment group 30 45.68依8.05#* 6.29依1.39#*

F - 25.923 19.853

P - 0.000 0.000

表 2三组大鼠血清 TNF-琢以及肝组织 TNF-琢 mRNA表达对比（x依s）
Table 2 Comparison of serum TNF-琢 and liver tissue TNF-琢mRNA expression in three groups of rats（x依s）

Note: Compared with healthy group, #P＜0.05; compared with model group,*P＜0.05.

2.4 肝功能和炎症细胞因子以及 TGF-茁R1、TGF-茁R2蛋白表达
的相关性分析

经 Spearman相关性分析发现：ALT、AST及 TBIL水平与

血清 TNF-琢、TNF-琢 mRNA及 TGF-茁R1、TGF-茁R2蛋白表达水
平均呈正相关关系（均 P＜0.05），见表 4。

3 讨论

ALF是一种由多因素共同导致的严重肝损害，患者主要表

现特征为合成、解毒及生物转化等功能受损或失代偿，继而导

致凝血功能障碍、黄疸以及腹水等一系列临床症状，具有较

高的发病率以及致死率，对患者的生存质量造成了极大的影

响[11-13]。迄今为止，针对 ALF的治疗尚无统一有效标准，原位肝

移植是国际公认的最有效手段，但该治疗方式存在医疗费用昂

贵以及肝源严重不足等缺陷，不利于临床推广应用[14-16]。由此可

见，寻找一种新型的、效果显著且医疗费用较低的治疗手段显

表 3三组大鼠 TGF-茁R1和 TGF-茁R2蛋白表达对比（x依s）
Table 3 Comparison of TGF-茁R1 and TGF-茁R2 protein expression in three groups of rats（x依s）

Note: Compared with healthy group, #P＜0.05; compared with model group,*P＜0.05.

Groups n TGF-茁R1 TGF-茁R2

Model group 30 2.05依0.05# 2.61依0.04#

Healthy group 30 0.13依0.01 0.43依0.01

Treatment group 30 1.02依0.03#* 1.67依0.03#*

F - 11.305 12.044

P - 0.000 0.000
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得尤为重要。随着近年来干细胞研究的日益深入，干细胞移植

治疗开始进入研究学者的视野，其具有重现性较佳、操作简便

以及费用较低等优势[17-19]。BMSCs是目前临床上应用最为广泛

的种子细胞之一，其可于生长因子的刺激下分化成软骨细胞、

成骨细胞以及神经元样细胞等一系列非造血组织来源的组织

细胞[20-22]。

本研究结果表明，模型组与治疗组大鼠血清 ALT、AST以

及 TBIL水平均高于健康组，但治疗组大鼠上述肝功能指标水

平低于模型组，张美华等人的研究也显示[23]，BMSCs移植可有

效促进 ALF大鼠的肝再生。BMSCs作为一种具有多向分化潜

能的干细胞，其不但可分化成软骨细胞、心肌细胞以及脂肪细

胞等，而且于肝脏环境内可直接分化成干细胞以及胆管细胞

等，直接介导了肝细胞的修复以及重构，进一步达到促进肝再

生，改善肝功能的功效。另有相关研究指出[24-26]，BMSCs的移植

可直接分泌相关因子或（和）诱导机体合成、分泌相关因子，从

而为肝损伤的修复创造有利条件。同时，BMSCs移植后可诱导

受体自身的 BMSCs、成熟肝细胞等参与肝细胞的再生，继而起

到修复损伤肝脏的作用。此外，模型组与治疗组大鼠血清

TNF-琢水平以及肝组织 TNF-琢 mRNA表达均高于健康组，但

治疗组大鼠血清 TNF-琢 水平以及肝组织 TNF-琢 mRNA表达

低于模型组，说明 BMSCs可显著下调 ALF大鼠血清以及肝组

织的 TNF-琢表达，减轻炎症反应，其中主要原因可能在于 ALF

会诱导机体炎性级联放大反应，并经由一系列信号通路导致巨

噬细胞分泌多种促炎细胞因子，进一步促进了炎症反应的发

生，而过度的免疫炎症反应会促进肝细胞凋亡，形成恶性循环，

BMSCs则可促进肝细胞的增殖、再生，继而具有抑制炎症反应

的效用 [27]。转换生长因子 -茁（Transforming growth factor-茁，
TGF-茁）属于调控细胞生长、分化的 TGF-茁超家族，具有促进正
常成纤维细胞转化以及细胞外基质合成的作用，其过表达会导

致不可逆组织纤维化的发生，从而介导了 ALF的发生、发展过

程。TGF-茁R1和 TGF-茁R2属于 TGF-茁家族成员之一，主要介
导和移植物组织结构重建以及血管硬化过程，同时可通过成纤

维细胞生长因子以及血小板源性细胞因子等途径，间接调节细

胞外基质的产生，最终引起间质纤维化[28-30]。本研究结果发现模

型组与治疗组大鼠 TGF-茁R1和 TGF-茁R2蛋白表达均高于健
康组，但治疗组大鼠上述蛋白表达低于模型组，这提示了 BM-

SCs移植治疗 ALF大鼠的可能机制是调控 TGF-茁R1和 TGF-

茁R2表达。另外，经 Spearman相关性分析发现：ALT、AST及

TBIL 水平与血清 TNF-琢、TNF-琢 mRNA 及 TGF-茁R1、TGF-
茁R2蛋白表达水平均呈正相关关系，这充分说明了炎症反应以
及 TGF-茁R1、TGF-茁R2蛋白表达和 ALF的相关性，但关于其

具体作用机制仍需进一步的研究证实。

综上所述，BMSCs移植可有效改善 ALF大鼠的肝功能，

同时有利于减轻炎症反应，其主要作用机制之一可能和下调

TGF-茁R1和 TGF-茁R2表达有关。
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