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摘   要 目的：探讨骨髓 c-Kit+Lin-（CD117）细胞在体外扩增后移植治疗小鼠肝纤维化的效果。

方法：采用免疫磁珠分选法分离小鼠骨髓 CD117 细胞，将细胞在添加了肝细胞生长因子（HGF），

干细胞因子（SCF），FLt-3 配基（FL），促血小板生成素（TPO），白血病抑制因子（LIF）的

无血清培养基中培养扩增；制备同种小鼠的酒精性肝纤维化模型，成模后的小鼠分别尾静脉注射

体外扩增的 CD117 细胞（移植组）或等体积缓冲液（模型组），同时以正常小鼠为对照（正常组），

30�d 后观察各组小鼠的肝脏病理改变以及肝功能与肝纤维化指标。

结果：添加上述细胞因子的无血清培养基能有效扩增 CD117 细胞；正常组小鼠肝脏无病理改变，

模型组呈明显的肝细胞变性和纤维化改变，移植组较模型组的病变程度明显减轻；与正常组比较，

模型组和移植组均有不同程度的血清谷丙转氨酶（ALT），谷草转氨酶（AST），透明质酸（HA），

层黏连蛋白（LN）升高和清蛋白（ALB）降低，但移植组上述指标改变较模型组明显减轻，差异

均有统计学意义（均 P<0.05）。

结论：合适剂量的 HGF+SCF+FL+TPO+LIF 细胞因子组合能有效扩增 CD117 细胞；CD117 细胞移

植对小鼠肝纤维化有治疗作用。
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ABSTRAcT Objective: To investigate the therapeutic effect of in vitro amplified bone marrow c-Kit+Lin− (CD117) cells 
transplantation on hepatic fibrosis in mice.
Methods: The bone marrow c-kit+Lin− cells of mice were isolated and purified by using magnetic-activated 
cell sorting (MACS), and then the cells were cultured and expanded in the serum-free medium supplemented 
with hepatocyte growth factor (HGF), stem cell factor (SCF), FLt-3 ligand (FL), thrombopoietin (TPO) and 
leukemia inhibitory factor (LIF). The models of alcohol induced hepatic fibrosis were created in mice of the 
same strain, and the model mice were treated with CD117 cells (transplantation group) or buffer solution of 
the same volume (model group) by tail vein injection respectively, and the normal mice were used as control 
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骨髓中肝干细胞分化为肝细胞的事实已无可

争议。本课题组总结以往的研究成果，并结合自

己的系列研究，发现在骨髓干细胞群中 c-kit+Lin-

（CD117）干细胞群具有很强的向肝细胞分化的能

力 [1-3]。与其他干细胞类似，CD117 细胞的数量有

限，有必要寻找一条扩增的相关因子及途径，以满

足临床和科研的需要。笔者采用无血清培养基中添

加肝细胞生长因子（HGF），干细胞因子（SCF），

FLt-3�配基（FL），促血小板生成素（TPO），白

血病抑制因子（LIF）的方法扩增骨髓 CD117 细胞，

探讨扩增后的 CD117 细胞改善肝纤维化的效果。

1　材料与方法

1.1  免疫磁珠法分离骨髓 c-kit+Lin- 细胞

取 5 只 Balb/c 小鼠，无特殊病原体（SPF）级，

5~6 周龄，体质量 15~18� g，购自中山大学实验

动物中心。小鼠颈椎脱臼处死，置 75% 的乙醇

浸泡 15�min；无菌取出解剖双侧股骨，离断两端

骨骺，DMEM�培养基液反复冲洗骨髓腔；细胞悬

液吹打后加入红细胞裂解液 6�mL，30�μm� 400 目

尼龙膜过滤，获取细胞悬液。利用德国�Miltenyi�

Biotec 公司 Lin- 细胞单抗分离系统（MACS）分

离先富集 Lin- 细胞；在此基础上再阳性分选出

CD117 细胞，最后富集得到 CD117 细胞。分离

方法按试剂盒（由 Miltenyi� Biotec 公司提供）说

明书进行。利用流式细胞仪（BD�公司）检测分

选的 CD117 细胞，其纯度为（85.19±6.55）%，

台盼蓝染色细胞活力超过 95%。

1.2  CD117 细胞短期培养

SCF，LIF，FL 和 TPO 购 自 美 国 Peprotech

公司；HGF 购自 eBioscience 公司，培养体系为

STEMPRO-34�SFM�无血清培养基（GIBCO 公司）。�

其中 CD117 细胞浓度为 5×104/μL，并加入以上

细胞因子，其中 SCF，LIF，FL 和 TPO 终浓度为

50�ng/mL，HGF 终浓度为 10�ng/mL。将以上体系

接种于 24 孔培养板中，每孔 1�mL，复种 3 孔，在

37�℃，5%�CO2，饱和湿度条件下培养 7�d。培养

第 3 天半量换液。第 7 天检测细胞总数，CD117

细胞数。

1.3  肝纤维化动物模型的制备

造模组给予54�℃白酒每天灌胃2次，共16周，

同时以 10%（V/V）白酒为惟一饮料。采用逐步递

增灌胃量法：第 1~3 周灌胃量为每次 8�mL/kg，第

4~7 周灌胃量为每次 10�mL/kg，第 8~16 周灌胃

量为每次 12�mL/kg。16 周后常规组织病理学检

查证实肝纤维化形成，同时检测血清谷丙转氨酶

（ALT），谷草转氨酶（AST），清蛋白（ALB），

层黏连蛋白（LN），透明质酸（HA）含量。

1.4  小鼠骨髓 CD117 细胞移植和分组

随机选取 6 只肝纤维化小鼠为移植组，均

经尾静脉注入扩增的 CD117 细胞悬液 100�μL，
2×105/ 只。选取 6 只肝纤维化小鼠为模型对照组，

经尾静脉注入等体积的缓冲液。另外选取 6 只同

种健康小鼠为正常对照组。

1.5  移植后的观察

移植后 30� d，取各组肝组织行常规组织病理

学检查苏木素 - 伊红（HE）染色以及胶原纤维

(normal group). Thirty days later, the pathological changes of liver and the parameters concerning liver 
function and hepatic fibrosis of each group were assessed.
Results: The CD117 cells were effectively expanded in the serum-free medium supplemented with the 
above mentioned factors. No pathological alteration was noted in the liver of normal mice, while the liver of 
model group presented remarkable hepatocyte degeneration and fibrotic changes, and these alterations were 
obviously alleviated in transplantation group compared with model group. In both model and transplantation 
groups, the serum levels of alanine transaminase (ALT), aspartate transaminase (AST), hyaluronic acid (HA) 
and laminin (LN) increased, and albumin (ALB) decreased with varying degrees compared with normal 
group, but the alterations of the above parameters in transplantation group were all milder than those in model 
group, and all differences had statistical significances (all P<0.05). 
Conclusion: CD117 cells can be effectively expanded in vitro by the proper combination of cytokins (HGF, 
SCF, FL, TPO and LIF). CD117 cells transplantation has therapeutic effect on hepatic fibrosis in mice.
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（VG）染色，同时检测小鼠血清 ALT，AST，

ALB，LN 以 HA 等指标。

1.6  统计学处理

应用�SPSS13.0�统计软件进行统计分析。所

有数据以均数 ± 标准差表示。各组间数据的比较

采用完全随机设计资料的多个样本均数比较。用

多组秩和检验法（Kruskal-Wallis）检验。P<0.05

认为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  细胞总数和 CD117 细胞数扩增情况

在�7�d 的培养过程中，细胞总数有明显增加，

显微镜下细胞总数扩增约 45.43�倍，经流式细胞

仪检测，其中 CD117 细胞数扩增约 8 倍。

2.2  组织病理学变化

正常组小鼠肝脏肝细胞以中央静脉为中心呈

放射状排列，肝小叶轮廓清晰，肝索排列整齐，

VG 染色见中央静脉区有少许粉红色胶原纤维分

布（图 1A-B）。经 16 周乙醇（白酒）灌胃的模

型组小鼠肝脏肝细胞索紊乱，胞浆肿大疏松化，

其内细胞核固缩，肝细胞广泛性的空泡样变性，

并可见点状及灶状坏死，汇管区有明显红色胶原

纤维增生，并向周围肝小叶内延伸，并可见假小

叶形成，VG 染色可见肝小叶中央静脉壁及汇管

区血管壁增厚，汇管区及肝窦内较多的粉红色胶

原纤维（图 1C-D）。移植 CD117 细胞 30�d 后，

可见移植组小鼠肝细胞形态结构有所恢复，汇管

区胶原纤维以及炎性细胞明显减少（图 1E-F）。

图 1　各组小鼠肝脏病理学改变　　A：正常组肝组织（HE×400）；B：正常组肝组织（VG×400）；C：模型组肝组织

（HE×400）；D：模型组肝组织（VG×100）；E：移植组肝组织（HE×400）；F：移植组肝组织（VG×100）
Figure 1　The pathological changes of liver of each group　　A: Liver tissue of normal group (HE×400); B: Liver tissue of normal group 

(VG×400); C: Liver tissue of model group (HE×400); D: Liver tissue of model group (VG×100); E: Liver tissue of transplantation 
group (HE×400); F: Liver tissue of transplantation group (VG×100)

A������������������������������������������������������������������B�������������������������������������������������������������������C

D������������������������������������������������������������������E�������������������������������������������������������������������F

2.3  肝功能变化

移植 30� d 后，移植组与模型组比较，肝功能

均有明显改善（均 P<0.05），LN，AST，ALB 已

基本接近正常组（P>0.05）（表 1）

表 1　肝功能及肝纤维化指标的变化（n=6）

Table1　The alterations of the parameters of liver function and fibrosis (n=6)
组别 HA（μg/L） LN（μg/L） AST（U/L） ALT（U/L） ALB（g/L）

正常组 ��71.61±9.96 ��55.83±12.30 ����143.69±12.21 ��43.35±5.61 �����38.92±4.27
模型组 134.11±34.391) 123.35±29.501) ����275.25±33.451) 144.09±12.181) �����28.43±2.761)

移植组 ��83.09±20.191),�2) ��59.54±18.072) ����176.15±21.172) ��70.63±17.271),�2) �����33.95±5.342)

注：1）与正常组比较，P<0.05；2）与模型组比较，P<0.05
1)�P<0.05�vs.�normal�group;�2)�P<0.05�vs.�model�group



中国普通外科杂志 第 21 卷824

3　讨　论

慢性肝炎、肝硬化、门静脉高压症、遗传性

及代谢性肝脏疾病等诸多难治性肝病是目前国内

外临床的棘手问题。我国约有 1.2 亿人为乙型肝

炎病毒携带者，1� 200 万为慢性肝炎、肝硬化患

者，每年死于肝脏疾病的病例有 30 万人。因此，

如何使这类患者获得有效的治疗是一个非常值得

重视的问题。肝纤维化是多数终末期肝病发展的

共同阶段；这一阶段若得不到有效治疗，最终会

发展为肝硬化、肝衰竭而导致死亡，因而逆转或

改善肝纤维化过程是肝病治疗的一个重要环节。

最近新兴的干细胞技术以及干细胞本身所具备的

多向分化能力为治疗肝纤维化提供了新的思路 [4]。

本实验用无血清培养基中添加细胞因子培养

扩增 CD117 细胞，并移植入肝纤维化小鼠体内，

观察肝纤维化改善情况。SCF，FL，TPO 和 LIF

是常用的体外扩增干细胞的因子组合 [5]，应用广

泛。SCF 能诱导干 / 祖细胞由静止期进入增殖期，

通常与其他因子合用。HGF 是骨髓微环境细胞分

泌的生长因子之一，可以刺激细胞增殖，且在促

进细胞运动、管腔形成、形态发生及抗凋亡中都

发挥重要作用 [6]。分选出的 CD117 细胞经过一定

剂量的 SCF+FL+TPO+LIF+HGF 培养扩增后，细

胞总数有显著增加，扩增约 45.43 倍；经流式细

胞仪检测，其中 CD117 细胞数扩增约 8 倍。由此

可以看出，在培养过程中已有一定数量的 CD117

细胞分化，但因 HGF 因子的存在，它可诱导干细

胞向肝细胞方向分化 [7]，而 LIF 能维持其未分化状

态和多向分化潜能 [8]，笔者推测 CD117 细胞可能分

化为肝脏前体细胞，但这还需要进一步证实。本研

究已将肝干细胞的数量进行了扩增，可能在一定程

度上解决了临床要求肝干细胞数量不足的问题。

本研究将经过培养的 CD117 细胞移植入肝

纤维化小鼠体内，移植的细胞数量为 2×105/ 只，

30� d 后发现其肝脏汇管区胶原纤维以及炎性细胞

明显减少，肝细胞形态恢复良好。血清生化及肝

纤维化指标方面，移植组小鼠血清 ALT，AST，

LN 以及 HA 下降，ALB 升高。血清转氨酶是肝

细胞损伤的敏感指标，而 HA，LN�的含量变化被

认为是肝纤维化的特征性血清学改变之一，其浓

度增加水平与肝纤维化程度呈正相关。本实验综

合分析所得结果，移植的干细胞可分化成肝细胞，

可以替代受损的肝细胞的解毒、合成及分泌清蛋

白等功能，并且逆转了肝纤维化的进展。笔者推

测，移植的干细胞在分化过程中所分泌的细胞因

子可修复肝损伤，并且抑制细胞凋亡、刺激肝脏

细胞增殖。

综上所述，合适剂量的 HGF+SCF+FL+TPO+LIF

细胞因子组合能显著扩增 CD117 细胞，此结果为

临床应用奠定一定的基础，因其移植后可改善肝

功能及肝纤维化，而并未失去干细胞增殖、分化

和修复肝损伤的能力。随着技术的不断进步，自

体骨髓肝干细胞移植可能会成为治疗末期肝病的

主要的方法之一。
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