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摘要 目的：探讨骨髓间充质干细胞（bone marrow mesenchymal stem cells，BMSCs）联合顺铂（cis-diamminodichloroplatinumⅡ

dichloride，DDP）对肝癌大鼠抗癌效果及其免疫功能和细胞凋亡水平的影响。方法：将 40只雄性Wistar大鼠随机分为空白对照

组、模型组、DDP组和联合组，各 10只。除空白对照组外，其余均采用二乙基亚硝胺饲喂法建立肝癌模型。造模成功后，空白对照

组和模型组大鼠静腹腔注射生理盐水并经尾静脉注射 DMEM 培养液，DDP 组大鼠经腹腔注射 DDP 溶液并经尾静脉注射

DMEM培养液，联合组大鼠经腹腔注射 DDP溶液并经尾静脉注射 BMSCs悬液。移植 BMSCs两周后处死大鼠，称量肝脏质量和

体质量，采用酶联免疫吸附法检测各组大鼠外周血中白细胞介素 -2（interleukin-2，IL-2）、IL-8、肿瘤坏死因子 琢（tumor necrosis fac-
tor 琢，TNF-琢）、血管内皮生长因子（vascular endothelial growth factor，VEGF）和低氧诱导因子 -1琢（hypoxia-inducible factor-1琢，
HIF-1琢）水平，采用 TUNEL技术检测肝细胞凋亡指数。结果：（1）模型组肝脏质量、肝脏质量 /体质量均显著大于其他各组，体质

量显著小于其他各组（P<0.05）。联合组肝脏质量、肝脏质量 /体质量均显著显著小于模型组和 DDP组，体质量显著大于模型组和

DDP组（P<0.05）。（2）DDP组和联合组大鼠治疗后血清 IL-2水平显著升高，IL-8和 TNF-琢水平显著降低（P<0.05）。联合组大鼠治
疗后血清 IL-2水平显著高于 DDP组，IL-8和 TNF-琢水平显著低于 DDP组（P<0.05）。（3）DDP组和联合组大鼠治疗后血清 VEGF

和 HIF-1琢水平显著降低，且显著低于模型组（P<0.05）。联合组大鼠治疗后血清 VEGF和 HIF-1琢水平显著低于 DDP组（P<0.05）。
（4）联合组和 DDP组肝癌细胞凋亡指数显著高于模型组，且联合组也显著高于 DDP组（P<0.05）。结论：BMSCs联合 DDP能够显

著改善肝癌大鼠免疫功能，抑制肿瘤血管生成，促进肝癌细胞凋亡，效果优于 DDP单药。
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Effects of Mesenchymal Stem Cells Combined with Platinum on Anticancer
Effect, Immune Function and Apoptosis of Liver Cancer Rats*

To investigate the effects of BMSCs combined with cisplatin (DDP) on the anticancer effect, immune func-

tion and apoptosis of liver cancer rats. Forty male Wistar rats were randomly divided into blank control, model, DDP, and com-

bination groups, with 10 rats each. Except for the blank control group, other rats were fed with diethylnitrosamine to establish liver cancer

models. After successful modeling, rats in the blank control group and the model group were injected with normal saline intraperitoneally

and DMEM culture solution through the tail vein, rats in the DDP group were injected with DDP solution intraperitoneally and DMEM

culture solution through the tail vein, and rats in the combined group were injected with DDP solution intraperitoneally and BMSCs sus-

pension through the tail vein. Two weeks after BMSCs transplantation, the rats were killed, the liver mass and body mass were weighed,

and the levels of IL-2, IL-8 and TNF-琢, VEGF and HIF-1琢 in peripheral blood of rats in each group were detected by enzyme-linked im-

munosorbent assay. TUNEL technique was used to detect hepatocyte apoptosis index. (1) The liver mass, liver mass / body mass

of the model group were significantly higher than those of other groups, and the body mass was significantly lower than that of other groups
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(P<0.05). The liver mass, liver mass/body mass of the combined group were significantly lower than that of the model group and DDP
group, and the body mass was significantly higher than that of the model group and DDP group (P<0.05). (2) The levels of serum IL-2,

IL-8 and TNF-琢 in DDP group and combined group increased significantly after treatment decreased significantly (P<0.05). The levels of
serum IL-2, IL-8 and TNF-琢 in the combined group were significantly higher than those in the DDP group after treatment The level was

significantly lower than that in DDP group(P<0.05). (3) Serum levels of VEGF and HIF-1琢 in DDP group and combined group after treat-
ment were significantly lower than those of the simple model(P<0.05). Serum levels of VEGF and HIF-1琢 in the combined group after

treatment were significantly lower than those in DDP group (P<0.05). (4)The apoptosis index of liver cancer cells in the combination group
and DDP group was significantly higher than that in the model group, and the combination group was also significantly higher than that in

the DDP group(P<0.05). BMSCs combined with DDP can significantly improve the immune function of liver cancer rats, in-

hibit tumor angiogenesis, and promote liver cancer cell apoptosis. The effect is better than that of DDP alone.

Liver cancer; Bone marrow mesenchymal stem cells; DDP; Immunity; Apoptosis

前言

根据国家癌症中心 2019年发布的数据，原发性肝癌已经

成为我国第二大肿瘤致死病因，且每年全球新增的肝癌发病患

者中有 50%发生在中国[1]。尽管目前尚未完全清楚原发性肝癌

的发病机制，但流行病学调查研究发现，饮酒、病毒性肝炎、饮

食、毒物、寄生虫、遗传因素等是原发性肝癌发生的重要影响因

素[2,3]。近期的研究发现肿瘤起源于干细胞，干细胞在自我复制

过程中收到诸如射线、化学致癌剂、病毒等条件影响后造成

DNA错误复制和转录，经过一定积累后形成肿瘤干细胞，这是

所有肿瘤发生、转移和复发的关键，已经在肺癌[4]、胶质瘤[5]、肝

癌[6]等众多类型肿瘤组织中成功分离、提取和鉴别出肿瘤干细

胞。通过干细胞与放疗、化疗等方案联合进行不能手术的恶性

肿瘤患者的治疗业已在临床上得到较多的应用，其中干细胞主

要来源包括骨髓、外周血等，其中 BMSCs是存在于骨髓基质中

的一类非造血细胞来源的干细胞亚群，可在体外扩增、自我更

新和多向分化，其在恶性肿瘤干细胞治疗中具有重要的应用潜

力[7,8]。本研究以肝癌模型大鼠作为研究对象，探讨了 BMSCs联

合 DDP对肝癌治疗效果、免疫功能和细胞凋亡的影响。

1 资料与方法

1.1 实验动物

45只 SPF级雄性Wistar大鼠，体重 160~200 g，由空军军

医大学第三附属医院提供，大鼠饲养在温度 25℃，相对湿度

40~70%条件下，光照强度 15~20 Lux。正式实验前适应性饲养

一周，期间自由饮水进食。

1.2 试剂与仪器

二乙基亚硝胺（美国 Sigma）；DDP注射液（齐鲁制药有限

公司，国药准字 H20213819，规格：50 mL:50 mg）；BMSCs细胞

（美国 ThermoFisher公司）；DMEM培养基、胎牛血清、青链霉

素双抗（美国 Gibco公司）；非生物素检测试剂盒、原位细胞凋

亡检测试剂盒（美国贝克曼库尔特公司）；细胞培养瓶、96孔细

胞培养板（美国 Corning 公司）；IL-2、IL-8、TNF-琢、VEGF 和
HIF-1琢等酶联免疫吸附法检测试剂盒（合肥莱尔生物科技有
限公司）；TUNEL混合液（上海碧云天生物科技有限公司）。

光学显微镜（日本 Olympus公司）；R3510离心机及移液

器（美国 Eppendorf公司）；RT-6100型全自动酶标分析仪（深

圳雷杜生命科学股份有限公司）。

1.3 肺功能测试

小心将 BMSCs细胞取出于 37℃水浴下充分融化，接种于

DEME培养基（含 10%胎牛血清、1000 滋L L-谷氨酰胺、1000 滋L
0.2 mol/L HEPES 缓冲液、0.2%青链霉素双抗），在 37℃、5%

CO2条件下进行传代培养。每 2~3天更换一次培养基，去除未

贴壁细胞，当细胞融合逸80%时去除培养基，0.25%胰蛋白酶消

化贴壁细胞，用等体积含 10%胎牛血清的 DEME培养基终止

消化后，按照 5× 104细胞 /mL进行接种和传代培养，第 3代细

胞用于后续研究。

1.4 动物分组与处理

将 40只大鼠依据随机数字表法分为 4组，每组各 10只。

模型组、DDP组和联合组采用二乙基亚硝胺饲喂法建立肝癌

模型，具体操作如下：用生理盐水制备质量体积浓度为 0.01%

的二乙基亚硝胺溶液，每周随机 6天内喂食 1 mL，余下 1天喂

食无菌生理盐水，连续饲喂 24周；空白对照组每天喂食 1 mL

生理盐水。每天自由饮水进食。

造模成功后，空白对照组和模型组大鼠静腹腔注射生理盐

水并经尾静脉注射 15 滋L DMEM培养基，DDP组大鼠经腹腔

注射 5 滋L DDP注射液并经尾静脉注射 10 滋L DMEM培养基，

联合组大鼠经腹腔注射 5滋LDDP注射液并经尾静脉注射 10滋L
BMSCs悬液。各组均连续注射 DPP注射液和 DMEM培养基 2

周后处死大鼠。

1.5 ELISA检测血清 IL-2、IL-8、TNF-琢、VEGF和 HIF-1琢水平
分别在建模成功时（治疗前）和处死后（治疗后）采集大鼠

静脉血，3000 rpm离心 10 min后分离血清，采用酶联免疫吸附

法检测血清 IL-2、IL-8、TNF-琢、VEGF和 HIF-1琢水平。
1.6 肝脏质量和体质量

处死大鼠前进行体质量称重，出死后小心取出完整肝脏，

生理盐水冲洗并擦干后称取肝脏质量，计算肝质量 /体质量。

1.7 TUNEL法检测肝癌细胞凋亡情况

取肝脏肿瘤组织制备石蜡组织，切成 8 滋m厚度的薄片，经
二甲苯脱蜡，100%、95%、90%、80%、70%乙醇水化后，磷酸盐缓

冲液冲洗 2次，20 滋g/mL蛋白酶 K处理 15~30 min，2%双氧水

处理 5 min 后磷酸盐缓冲液冲洗 2 次。每张切片加 5 滋L
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TUNEL 混合液及 50 滋L POD 转化剂，于 37℃湿盒内放置

30 min，磷酸盐缓冲液冲洗 3次，DAB显色，苏木精复染后中

性树胶封片，光学显微镜下观察，计算凋亡指数。

1.8 统计学方法

采用 SPSS 26.0对本研究数据进行处理。计量资料表示为

"平均数± 标准差 "，多组间比较采用单因素方差分析，两两比

较采用 t检验。计数资料表示为例数（百分比），组间比较进行

x2检验。检验水准 琢=0.05。

2 结果

2.1 四组肝脏质量和体质量比较

四组大鼠肝脏质量、体质量、肝脏质量 /体质量等指标进

行两两比较，差异均有统计学意义（P<0.05）。模型组肝脏质量、
肝脏质量 /体质量均显著大于其他各组，体质量显著小于其他

各组（P<0.05）。联合组肝脏质量、肝脏质量 /体质量均显著显著

小于模型组和 DDP 组，体质量显著大于模型组和 DDP 组

（P<0.05）。（表 1）。

Note: Compared with blank control group, aP<0.05; compared with model group, bP<0.05; compared with DDP group, cP<0.05. Same below.

表 1 四组大鼠肝脏质量、体质量以及比值比较

Table 1 Comparison of liver mass, body mass and ratio in the four groups

Groups Liver weight（g） Body weight（g） Liver mass/body mass（%）

Blank group（n=10） 11.98± 1.26 387.65± 23.62 3.09± 0.13

Molding group（n=10） 22.73± 3.87a 218.65± 14.85a 10.40± 0.76a

DDP group（n=10） 16.27± 2.92ab 309.73± 16.48ab 5.25± 0.34ab

Combination group（n=10） 13.55± 1.54abc 358.20± 20.35abc 3.78± 0.21abc

F 19.362 32.745 28.403

P ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

2.2 四组血清 IL-2、IL-8、TNF-琢水平比较
模型组、DDP组和联合组大鼠治疗前血清 IL-2水平显著

低于空白对照组，IL-8 和 TNF-琢 水平显著高于空白对照组
（P<0.05）。DDP组和联合组大鼠治疗后血清 IL-2水平显著升

高，IL-8和 TNF-琢水平显著降低（P<0.05）。联合组大鼠治疗后
血清 IL-2水平显著高于 DDP组，IL-8和 TNF-琢水平显著低于
DDP组（P<0.05）。（表 2）。

表 2 四组血清 IL-2、IL-8、TNF-琢水平比较（ng/L）
Table 2 Comparison of IL-2, IL-8, and TNF-in Four Groups of Rat (ng/L)

Groups
IL-2 IL-8 TNF-琢

Before treatment After treatment Before treatment After treatment Before treatment After treatment

Blank group（n=10） 4.27± 1.02 4.12± 1.14 0.83± 0.24 0.88± 0.28 2.16± 0.35 2.23± 0.38

Molding group（n=10） 0.43± 0.15a 0.31± 0.17a* 4.17± 0.65a 4.98± 0.83a* 4.98± 0.75a 5.58± 0.83a*

DDP group（n=10） 0.39± 0.21a 2.04± 0.68ab* 4.02± 0.74a 2.98± 0.67ab* 5.16± 0.71a 4.26± 0.62ab*

Combination group（n=10） 0.47± 0.24a 2.87± 0.73abc* 4.23± 0.78a 2.01± 0.58abc* 5.04± 0.69a 3.64± 0.53abc*

F 83.383 45.301 92.109 45.439 62.913 32.019

P ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

2.3 四组大鼠血清 VEGF和 HIF-1琢水平比较
模型组、DDP 组和联合组大鼠治疗前血清 VEGF 和

HIF-1琢水平显著高于空白对照组，差异有统计学意义（P<0.05）。
DDP组和联合组大鼠治疗后血清 VEGF和 HIF-1琢 水平显著
降低，且显著低于模型组（P<0.05）。联合组大鼠治疗后血清
VEGF和 HIF-1琢水平显著低于 DDP组，差异有统计学意义

（P<0.05）。（表 3）。

2.4 三组大鼠肝癌细胞凋亡指数比较

联合组和 DDP组肝癌细胞凋亡指数显著高于模型组，且

联合组也显著高于 DDP组（P<0.05）。（表 4）。

3 讨论

免疫功能异常在原发性肝癌发生和进展过程中具有重要

作用，IL-2能够刺激并活化淋巴细胞和 NK细胞增殖反应并表

达干扰素和各种免疫球蛋白，进而发挥抗肿瘤作用[9,10]。IL-8主

要由单核 -巨噬细胞产生，是趋化因子家族的成员，被命名为

CXCL8，与其受体结合后可趋化中性粒细胞，进而发挥免疫调

节作用[11,12]。余亮等[13]研究发现肝癌细胞系中 IL-8表达上调，

IL-8可通过激活 PI3K/Akt信号通路促进肝癌细胞增殖、迁移

和侵袭。TNF-琢具有促炎性作用，在肝癌等多种肿瘤组织和患
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表 3 四组大鼠血清 VEGF和 HIF-1琢水平比较（ng/L）
Table 3 Comparison of VEGF and HIF-1 in Four Groups of Rat (ng/L)

者血清中呈现高表达特点，现有研究认为 TNF-琢能够通过激
活 caspase级联反应通路[14]、NF-资B信号通路[15]以及内质网应

激信号通路 [16] 促进肝癌细胞增殖，另一方面还可通过

TNF-琢/ROS/HIF通路上调肝癌细胞 FoxM1表达，促进肝癌细

胞抗凋亡[17]。本研究结果发现，与空白对照大鼠比较，各组肝癌

大鼠血清 IL-2水平显著降低，IL-8和 TNF-琢水平显著升高，说
明造模大鼠存在免疫功能异常。DDP组和联合组大鼠治疗后

血清 IL-2水平显著升高，IL-8和 TNF-琢水平显著降低，联合组

大鼠治疗后血清 IL-2水平显著高于 DDP组，IL-8和 TNF-琢水
平显著低于 DDP组，提示 DDP和 BMSCs能够调节肝癌大鼠

免疫功能，且二者联合效果更佳。BMSCs能够通过旁分泌作用

和微环境修饰作用改变其它细胞活性，这也是 BMSCs治疗肿

瘤的作用机制之一[18,19]。肿瘤发生和进展过程中存在明显的炎

症因子释放，而 BMSCs能够抑制 B淋巴细胞增殖，进而抑制

炎症因子释放。

Groups
VEGF HIF-1琢

Before treatment After treatment Before treatment After treatment

Blank group（n=10） 39.27± 8.53 39.91± 9.62 8.27± 1.78 8.10± 1.82

Molding group（n=10） 402.65± 39.74 429.81± 41.64 39.68± 5.02 43.29± 4.98

DDP group（n=10） 410.94± 42.47 318.73± 37.75 41.05± 6.33 24.92± 4.02

Combination group（n=10） 404.83± 41.39 201.53± 29.85 40.54± 5.74 15.92± 2.84

F 87.301 98.391 46.592 63.103

P ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

表 4 四组大鼠肝癌细胞凋亡指数比较（%）

Table 4 Comparison of apoptosis index of four rats (%)

Groups Apoptotic index

Molding group（n=10） 8.28± 1.98

DDP group（n=10） 17.65± 2.02a

Combination group（n=10） 29.84± 1.85ab

F 29.759

P ＜0.001

血管生成是肿瘤增殖、侵袭的必要条件，受到多种因子的

调节，其中 VEGF是目前发现的促血管生成活性因子，可与血

管内皮细胞膜内的受体结合，刺激内皮细胞增殖和迁移进而促

进新血管生成[20,21]。现有研究均发现，原发性肝癌患者肿瘤组织

和血液中 VEGF均呈高表达水平状态，提示 VEGF对肝癌进展

具有重要的促进作用[22]。恶性实体肿瘤在生长过程中十分消耗

氧，其对氧的需求超过血管供氧量时表现为缺氧，导致肿瘤细

胞能量供需失衡，缺氧诱导因子 -1（hypoxia-inducible factor-1，

HIF-1）在调节肿瘤细胞氧消耗中具有重要作用[23]。HIF-1包括

1琢和 1茁亚基，前者具有氧调节作用，可促进肿瘤微血管形成、
生长、转移。当肿瘤组织处于正常氧状态时，两个亚基处于游离

状态时无生物学活性；在低氧和缺氧条件下，二者结合为

HIF-1，可促进肿瘤血管生成，提高氧摄入[24-26]。本研究中，其余

三组大鼠治疗前血清 VEGF和 HIF-1琢水平显著高于空白对照
组，说明三组肝癌大鼠存在明显的血管生成。DDP组和联合组

大鼠治疗后血清 VEGF和 HIF-1琢水平显著降低，且显著低于
模型组，联合组大鼠治疗后血清 VEGF和 HIF-1琢水平显著低
于 DDP组，提示通过顺铂化疗或者 BMSCs联合顺铂治疗能够

显著抑制肿瘤血管生成。

本研究还发现联合组肝癌细胞凋亡指数显著高于模型组

和 DDP组（P<0.05）。张清琴等[27]研究也发现移植 BMSCs的肝

癌大鼠的肝癌细胞凋亡率显著高于对照组，并发现移植 BM-

SCs组大鼠肝癌组织中 Bcl-2表达水平低于造模大鼠，Bax表

达水平高于造模大鼠。Bcl-2和 Bax均是调控细胞凋亡的重要

因子，前者能够阻止细胞色素 C从线粒体释放到细胞质，从而

抑制了细胞凋亡；后者表达水平增加后能够抑制 Bcl-2的细胞

保护效应进而促进细胞凋亡[28-30]。可见 BMSCs能够调节肝癌细

胞增殖，这可能与其能够调节 Bcl-2和 Bax表达有关。

综上，BMSCs 联合 DDP 能够显著改善肝癌大鼠免疫功

能，抑制肿瘤血管生成，促进肝癌细胞凋亡，效果优于 DDP单

药。但 BMSCs治疗肝癌的机制尚未完全明确，仍需进行深入研

究和探讨以确定 BMSCs在肝癌治疗中的机制、效果和安全性。
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