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 � 研究现实性。肝硬化的治疗是现代医学的一个极其重要的问题。这类患者的肝功能改善不仅对

肝脏学很重要，而且对外科手术也很重要，因为有这种病理的肝脏手术干预往往伴随着肝功能衰

竭的发展。

目的是通过实验来评估细胞治疗对肝功能的影响。

材料与方法。这篇文章提出了在模拟肝硬化中使用干细胞的实验研究结果。该实验在132只雌

性C57black小鼠身上进行。小鼠的年龄在12到18周之间。在形成肝硬化模型后，为了评估细胞治

疗对肝组织功能的影响，干细胞通过周围床血管和门静脉注射入个体。细胞治疗30天后，对受试

者的丙氨酸转氨酶、天冬氨酸转氨酶、碱性磷酸酶、血浆超氧化物歧化酶和谷胱甘肽过氧化物酶

活性、血浆二烯结合物水平和血浆丙二醛进行评估。

结果。研究发现，以模拟肝硬化为背景的细胞治疗可降低溶细胞和淤胆综合征的严重程度，

刺激肝脏蛋白功能，抑制自由基氧化和刺激抗氧化系统。同时，不将细胞结构引入周围血管，

直接引入肝脏血管床时效果最好。

 � 关键词：肝硬化；细胞疗法；实验中肝功能的改善；干细胞对肝功能的影响

 � Relevance. Treatment of liver cirrhosis is an extremely important problem of modern medicine. Improvement 
of liver function in this category of patients is important not only for hepatology, but also for surgery, since surgical 
interventions on the liver in this pathology are often accompanied by the development of liver failure.

Purpose. To evaluate the effect of cell therapy on liver function in the experiment.
Materials and methods. The article presents the results of the experimental use of use of stem cells in simulated 

liver cirrhosis. The experiment was performed on 132 female c57black mice, which were between 12 and 18 weeks 
old. After forming a model of liver cirrhosis, in order to assess the effect of cell therapy on the function of liver tissue, 
individuals were injected with stem cells through the vessels of the peripheral bed and intraportally. 30 days after 
cell therapy, the blood levels of ALT, AST, alkaline phosphatase, plasma diene conjugants, plasma malondialdehyde, 
plasma superoxide dismutase, and glutathione peroxidase were evaluated.

Conclusion. According to the findings, obtained in the experiment, the use of cell therapy against the background 
of simulated cirrhosis of the liver contributed to a decrease in the severity of cytolytic and cholestatic syndromes, 
stimulation of liver protein function, suppression of free radical oxidation and stimulation of the antioxidant system. 
At the same time, the best effect was achieved when the cell structures were introduced not into the peripheral 
vessels, but directly into the vascular bed of the liver.

 � Keywords: liver cirrhosis; cell therapy; experimental improvement of liver function; effect of stem cells on liver 
function.
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绪论

肝硬化是一种越来越常见的发生在慢

性肝病最后阶段的病理现象[1-3]。由于

缺乏能够阻止肝组织纤维化发展和显著

改善肝功能的药物，寻找替代治疗方法，

其中之一是细胞治疗，是有意义的。由于

该治疗方法仍在研究中，需要初步的实验

研究来评价其有效性[4]。目前，对于干

细胞对受损器官的影响机制尚无共识。

假设它可能是注射的细胞的转分化[5]，

及其与正常器官细胞的融合[6]以及上述

所描述的两种机制的实现[7]。在我们的

研究中，除了评估干细胞对肝组织功能

的影响外，我们还比较了细胞结构传递

给受体的方法。研究人员提出了多种细

胞输送方法：静脉，肝内，肝、脾血管

床等[8-10]。将干细胞引入外周血管床

是一种更简单的方法，但在这种情况下，

细胞不仅在受损器官中生根，也在其他器

官和组织中生根[11]。在我们提出的实验

研究中，我们以肝硬化模型为背景，分析

了干细胞对肝功能的影响，比较了门静脉

注射和静脉注射干细胞。

本研究的目的是在肝硬化模型的背景下

评估细胞治疗对肝组织功能状态的影响。

材料与方法

本实验以132只雌性C57black小鼠

为实验对象。小鼠的年龄在12到18周

之间。在实验研究过程中，遵守了 

《用于实验和其他科学目的的脊椎动物

保护欧洲公约》的规定。小鼠被饲养

在大学实验动物房里，有足够的食物

和水。对小鼠进行手术干预，使用全身

麻醉。小鼠也在全身麻醉下被斩首。

在实验之前，从研究中移出30只小鼠

（第五组），以确定自由基氧化和抗氧化系统

的正常参数，并通过从动物股骨和胫骨的

骨头中获取抽吸液分离干细胞。为了获得

干细胞，将股骨和胫骨用含有100 U/ml青

霉素、12 mM  l-谷氨酰胺、15%胎牛血清

和100 mcg/ml链霉素的溶液清洗。然后将

分离的细胞放入含有生长培养基（5ml）

的试管中，离心10分钟。离心过程完

成后，将产生的沉淀重新悬浮在生长培

养基中至1 ⋅ 106 cl/ml。将得到的细胞结

构置于25 cm2培养瓶中，然后置于培养

箱中培养（t=37℃，5%  CO2）。合流完，

培养就完成了。共传代3次，流式细胞仪

检测细胞表型。

剩下的102只被分为三组（每组34只）， 

每组形成肝硬化模型。肝硬化模型使用

50%苏伏多油（sovtol）在橄榄油中稀释

（每100克小鼠体重0.25毫升溶液），并用

10% C2H5OH替代饮用水（V.A. Myshkin，

俄罗斯联邦专利№2197018）[12]。

模型形成开始后30天，每组随机选取

4只，组成第四组（n=12）。第四组的个体

被从实验中移除，以确认肝硬化的发症。

第一组小鼠接受细胞治疗，静脉注射细胞

结构；第二组—细胞治疗，门脉内给予干

细胞；第三组小鼠未接受任何治疗，因为

它们被用来评估所形成的模型可能的自发

回归，并确认实验的纯度。

为了评估细胞治疗对肝组织功能状态

的影响，在肝硬化模型的实验开始前以

及治疗后30天，在三组的个体中确定了

以下参数的水平或活性：白蛋白、谷丙

转氨酶（ALT）、天冬氨酸转氨酶（AST）、 

碱性磷酸酶、血浆二烯偶联物、血浆丙

二醛、血浆超氧化物歧化酶、血液谷胱

甘肽过氧化物酶。统计数据处理使用软

件包Statistica 10.0和Microsoft Excel 

2010，采用变异统计的方法，计算平均值

（M），估计差异的概率（m），评估变化的

可靠性，使用学生t检验。以p<0.05的均

值差异为可靠值。
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研究成果

在肝硬化模型形成前，对所有个体

进行上述血液参数测定。各组指标均在

正常值范围内，组间差异无统计学意义 

（p>0.05）。在肝硬化模型形成后30天，

再在肝硬化治疗后30天对三组个体进行血

液生化指标的评估。表1为实验过程中ALT

活性的动态变化。

从表1的数据可以看出，在形成肝硬

化模型的背景下，三组ALT活性均升高，

但组间差异不显著（p>0.05）。治疗后

30天，第一组和第二组ALT活性下降。

同时，在门脉内给药组（第二组），下降

更明显于静脉给药细胞结构组。第三组指

标无下降趋势，证实模型没有自发回归。

各组间差异均有统计学意义（p<0.05）。

表2为实验过程中AST活性的动态变化。

各组在肝硬化模型背景下AST、ALT

均升高，但组间差异无统计学意义

（p>0.05）。治疗后30天，门静脉注射

表 1 / Table 1

实验前1组、2组、3组丙氨酸转氨酶指标（U/L）在肝硬化背景下及治疗后30天的动态变化

Dynamics of ALAT indicators (U/l) in groups 1, 2 and 3 before the experiment, against the background of liver cirrhosis 
and 30 days after the therapy

组类型 测定丙氨酸转氨酶活性的时机 数值 标准差 最小值 最大值 中线 下四分位数 上四分位数

第
一
组

在实验之前 49.0 1.7 45.7 53.7 48.9 47.9 50.3

肝硬化发症后30天 144.8 2.3 139.8 149.7 144.8 143.3 146.6

治疗后30天 110.0 1.3 107.3 113.2 110.1 109.3 110.8

第
二
组

在实验之前 50.0 1.2 47.3 52.9 50.1 49.5 50.9

肝硬化发症后30天 144.9 2.1 140.3 149.6 144.6 143.7 146.3

治疗后30天 74.8 1.3 71.2 77.4 74.8 74.3 75.5

第
三
组

在实验之前 49.0 1.4 45.8 51.7 49.1 48.5 49.6

肝硬化发症后30天 145.1 1.8 140.9 148.9 144.8 144.0 145.9

治疗后30天 148.3 1.5 145.6 152.2 148.3 147.3 149.0

表 2 / Table 2

第一组和第三组患者在实验前、肝硬化背景下及治疗后30天的天冬氨酸转氨酶（U/L）指标动态

Dynamics of AST indicators (U/l) in groups 1, 2 and 3 before the experiment, against the background of liver cirrhosis  
and 30 days after the therapy

组类型 测定天冬氨酸转氨酶活性的时机 数值 标准差 最小值 最大值 中线 下四分位数 上四分位数

第
一
组

在实验之前 78.2 2.4 70.6 81.4 78.5 77.0 80.2

肝硬化发症后30天 270.2 2.4 263.8 276.5 269.6 268.9 271.3

治疗后30天 251.3 1.6 247.7 254.2 251.4 250.4 252.4

第
二
组

在实验之前 78.2 2.2 72.9 82.3 78.6 76.4 79.4

肝硬化发症后30天 270.0 3.1 264.1 274.6 270.2 268.2 273.0

治疗后30天 200.3 2.2 196.1 205.5 200.1 198.9 201.7

第
三
组

在实验之前 77.9 1.9 74.2 81.7 78.0 76.8 78.8

肝硬化发症后30天 270.3 2.4 265.0 274.7 270.5 269.2 272.1

治疗后30天 273.8 1.5 270.9 276.9 273.6 272.8 274.8
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表 3 / Table 3

实验前第一组和第三组碱性磷酸酶（U/L）指标在肝硬化形成背景下及治疗后30天的动态变化

Dynamics of indicators of alkaline phosphatase (U/l) in groups 1, 2 and 3 before the experiment,  
against the background of liver cirrhosis and 30 days after the therapy

组类型 测定碱性磷酸酶活性的时机 数值 标准差 最小值 最大值 中线 下四分位数 上四分位数

第
一
组

在实验之前 87.5 1.8 84.1 90.7 87.7 85.9 88.7

肝硬化发症后30天 229.8 2.1 226.1 234.4 229.4 228.3 231.2

治疗后30天 221.0 2.5 216.8 228.0 221.1 219.6 222.5

第
二
组

在实验之前 86.9 1.7 83.0 89.5 87.3 85.8 88.3

肝硬化发症后30天 230.0 2.2 225.8 235.1 230.4 228.4 231.3

治疗后30天 197.0 2.4 191.6 201.9 197.5 195.2 198.9

第
三
组

在实验之前 86.7 2.1 82.6 91.5 86.4 85.7 87.9

肝硬化发症后30天 230.4 1.7 227.7 234.5 230.4 228.8 231.8

治疗后30天 240.9 1.9 237.2 245.0 241.3 239.2 242.0

表 4 / Table 4

实验前第一组和第三组的白蛋白值（g/L）动态变化，以肝硬化为背景，治疗后30天

Dynamics of albumin indicators (g/l) in groups 1, 2 and 3 before the experiment,  
against the background of liver cirrhosis and 30 days after the therapy

组类型 测定白蛋白水平的时机 数值 标准差 最小值 最大值 中线 下四分位数 上四分位数

第
一
组

在实验之前 3.9 0.9 2.2 5.5 3.8 3.1 4.9

肝硬化发症后30天 1.9 0.1 1.7 2.1 1.9 1.8 1.9

治疗后30天 2.1 0.0 2.1 2.2 2.1 2.1 2.1

第
二
组

在实验之前 3.9 0.8 2.5 5.5 3.9 3.4 4.4

肝硬化发症后30天 1.9 0.1 1.7 2.1 1.9 1.9 2.0

治疗后30天 2.6 0.0 2.5 2.6 2.6 2.6 2.6

第
三
组

在实验之前 3.7 0.7 2.2 5.0 3.7 3.1 4.2

肝硬化发症后30天 1.9 0.1 1.7 2.1 1.9 1.8 2.0

治疗后30天 1.8 0.0 1.8 1.8 1.8 1.8 1.8

细胞结构组各项指标下降幅度最大。

在静脉注射干细胞组，AST活性也有

下降，但低于第二组。在第三组中，

与肝硬化模型相比，AST活性平均值

略高，证实了在肝硬化模型背景下变化

没有自发回归。

表3显示了碱性磷酸酶活性的动态背景

下的实验研究。

在形成肝硬化模型的背景下，各组碱

性磷酸酶活性均升高，组间差异无统计

学意义（p>0.05）。在细胞治疗后30天，

第一组和第二组的碱性磷酸酶值下降，

而门静脉给药组的下降更明显。第三组无

下降趋势，证实形成的肝硬化模型没有自

发回归。

表4显示了实验组在实验过程中白蛋白

水平的动态变化。

由表4可知，在模拟肝硬化背景下，

三组平均白蛋白值均下降（p>0.05）， 

证实模型的形成。治疗30天后，第一
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组和第二组的白蛋白水平分别升高

10.5和36.8%。在第三组中，指标仍然

没有明显的变化。三组间差异均有统

计学意义（p<0.05）。所提供的数据

证明了细胞治疗对肝蛋白功能的刺激

作用。同时，门脉内给药比静脉给药

更有效。

在分析ALT、AST、碱性磷酸酶活性、

白蛋白水平的基础上，测定自由基氧化及

抗氧化系统指标：血浆二烯结合物浓度、

血浆丙二醛、血浆超氧化物歧化酶和谷胱

甘肽过氧化物酶活性。

表5显示了这些指标的动态。

从表5可以看出，在肝硬化模型背

景下，二烯缀合物含量增加了1.4倍，

丙二醛含量增加了2.1倍，超氧化物歧化

酶和谷胱甘肽过氧化物酶活性平均下降

约2倍，证实了模型的形成。尽管第一组

和第二组细胞治疗后30天，自由基氧化指

标下降，抗氧化系统指标上升，但门静脉

内给药细胞结构组的动态更明显。在第三

组中，自由基氧化指标和抗氧化系统仍然

没有明显的动态变化，这有利于形成的肝

硬化模型的稳定性。组间比较差异有统计

学意义（p<0.05）。

讨论

肝脏是一种独特的器官，具有相当大

的再生能力[13]。然而，这个能力会随

着时间的延长而急剧下降。迄今为止，

还没有药物能够充分帮助弥漫性肝病

患者，而原位肝移植往往是延长生命的

唯一机会。然而，供体器官的难以获得、

手术干预本身和这类患者术后管理的高

成本显著降低了这类治疗的可获得性

[14,15]。近年来，再生疗法得到了很多

研究者的关注，其疗效主要是通过实验

来评估的。

我们的研究结果是，在使用细胞治疗的

背景下，肝脏蛋白功能的改善被注意到，

许多研究人员认为这与引入肝细胞的细

胞结构可能发生转分化有关[16-18]。 

此外，细胞技术的使用导致肝酶活性

下降。大多数作者在使用细胞疗法时证

实了类似的效果[18,19]。然而，肝酶

活性下降的速率和程度存在显著差异，

这可能与采用不同的弥漫性肝病形成模

型有关[18,20,21]。除了分析血液生化

参数的变化外，还评估了自由基和抗氧

化系统的指标水平，因为它们是肝脏组织

中毒性损伤的明亮标记。在细胞治疗的背

表 5 / Table 5

各组过氧化指标及抗氧化系统动态变化

Dynamics of peroxidation and antioxidant system indicators in the study groups

组类型
血浆中的二烯偶
联物，mmol/L

血浆丙二醛，mmol/L
血浆超氧化物歧

化酶，mmol/min ⋅ L
血液谷胱甘肽过氧化

物酶，U/g Hb

第五组 
（正常指标）

0.60 ± 0.02 0.07 ± 0.02 1111.57 ± 119.6 362.97 ± 18.3

第四组 
（肝硬化模型）

0.85 ± 0.04 0.15 ± 0.04 639.20 ± 75.5 174.01 ± 9.1

第一组 
（治疗后30天）

0.70 ± 0.18 0.09 ± 0.03 675.95 ± 134.5 189.21 ± 35.1

第二组 
（治疗后30天）

0.63 ± 0.12 0.08 ± 0.02 789.20 ± 186.7 242.47 ± 11.9

第三组 
（治疗后30天）

0.83 ± 0.02 0.18 ± 0.02 641.20 ± 119.6 172.01 ± 18.3
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景下，自由基氧化减少，超氧化物歧化酶

和谷胱甘肽过氧化物酶活性增加。这一点

非常重要，因为脂质过氧化产物的积累会

对肝细胞造成更大的损伤，加剧疾病的进

程[22,23]。

在静脉注射和门静脉注射干细胞的比较

分析中，发现在这两种情况下都取得了积

极的效果。而门静脉给药的改善更明显，

这可能是因为静脉给药时，细胞结构可以

部分固定在各种器官和组织中[24]。

结论

在我们的实验研究过程中，我们

发现，以模拟肝硬化为背景的细胞治

疗可降低溶细胞和淤胆综合征的严重

程度，刺激肝脏蛋白功能，抑制自由基

氧化和刺激抗氧化系统。同时，不将细

胞结构引入周围血管，直接引入肝脏血

管床时效果最好。
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