
《中国肝脏病杂志（电子版）》2016年 第8卷 第2期                                   ·论著· 39

诱导性多能干细胞治疗小鼠
肝损伤的初步研究

王建军1, 赵平1, 靳雪源1, 程勇前1, 刘鸿凌2, 闫涛1, 卿松1, 丁宁1, 辛绍杰2 （1.解放军第302医院 国际

肝病诊疗中心，北京 100039；2.解放军302医院 肝衰竭诊疗与研究中心，北京 100039）

摘要：目的 了解诱导性多能干细胞（induced pluripotent stem cells，IPS细胞）对肝细胞损伤的治疗作

用。方法 取健康雄性C57小鼠28只，分为健康对照组、实验组和实验对照组。实验组小鼠腹腔内注射

2500 mg/kg氨基半乳糖造小鼠肝功能损伤模型，造模2天后在实验组小鼠尾静脉注射CFSE荧光标记后的

IPS细胞。在注射IPS细胞后5天、10天、15天和20天时，健康对照组、实验组、实验对照组各取两只小鼠

处死，取肝脏标本，分别行冰冻切片显微镜观察荧光，石蜡切片行HE染色，取血行生物化学检查。结果 
IPS细胞注射入小鼠体内后，可在小鼠肝脏定植，注射IPS细胞的小鼠血中ALT、AST下降速度较未注

射IPS细胞的小鼠明显加快。肝脏病理损伤恢复情况较未注射IPS细胞的小鼠明显改善。结论 IPS细胞

注射入肝功能损伤C57小鼠体内，可对小鼠的肝功能损伤有一定的修复作用。
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Abstract: Objective To investigate the therapeutic effect of induced pluripotent stem cells (IPS cells) on liver 
injury. Methods Total of 28 healthy male C57 mice were divided into healthy control group, experimental 
group and experimental control group. In the experimental group, a mouse liver injury model was induced by 
intraperitoneal injection of amino galactose (2500 mg/kg). After two days, the IPS cells were injected into the 
mice in the experimental group with fluorescence labeled CFSE. After 5 days, 10 days, 15 days and 20 days, 
the mice in healthy control group, experimental group and experimental control group were sacrificed and 
the liver samples were taken for frozen section and paraffin sections were stained with HE staining. The liver 
function were detected. Results The IPS cells can be settled in the liver of the mice after injection. ALT and 
AST in the blood of mice after injecting with IPS cells decreased significantly faster than those in the non IPS 
cells and the recovery of liver pathological injury improved significantly. Conclusion IPS cells can repair the 
damage of liver after injected into the  C57 mice with liver injury.
Key words: Induced pluripotent stem cell; Liver injury

近年来，国内外的多项研究 [1-3]发现，干细胞

治疗，包括胚胎干细胞、骨髓间充质干细胞、脐带

血干细胞等可用于急性肝功能损伤、肝功能衰竭及

肝硬化患者，并取得了一定的疗效，可以作为细胞

替代治疗的来源。这些干细胞的共同特点是可以自

我更新，在体内具有向肝细胞分化的潜能。诱导性

多能干细胞（induced pluripotent stem cells，IPS细
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胞）具有类似胚胎干细胞的特性，可以自我更新，

具有自主增殖、自我分化的多能性，同时也可以避

免胚胎干细胞临床应用所必须面对的伦理问题，理

论上也可以应用于肝功能损伤及肝功能衰竭的治

疗。基于此，本研究选择C57小鼠，制造小鼠肝功

能损伤模型，通过在C57小鼠尾静脉注射IPS细胞，

了解IPS细胞对肝细胞损伤的治疗作用。

1 材料和方法

1.1 实验材料  C57小鼠购于斯贝福实验动物公司，

人IPS细胞（人包皮成纤维细胞诱导）购于思赛因
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公司。注射用氨基半乳糖购于美国Inalco公司，荧

光染料CFSE购于日本DOjinDO公司，人IPS细胞完

全培养基（含血清）购于思赛因公司。

1.2 实验方法

1.2.1 C57小鼠肝功能损伤模型

1.2.1.1 造模实验  取7只C57小鼠，腹腔内分别注射氨

基半乳糖生理盐水注射液500 mg/kg、1000 mg/kg、
1500 mg/kg、2000 mg/kg、2500 mg/kg、3000 mg/kg、
3500 mg/kg。1天后取眼眶血行生物化学检查，取肝

脏行石蜡切片，HE染色行病理检查。

1.2.1.2 动物分组   健康雄性C57小鼠28只，体重

18～20 g，分为健康对照组（10只），实验组（10
只）和实验对照组（8只）。

1.2.1.3 造模  根据上一步实验，腹腔内注射2500 mg/kg氨
基半乳糖可获得良好的肝功能损伤模型。在实验组和

实验对照组小鼠腹腔内注射氨基半乳糖2500 mg/kg，健

康对照组小鼠腹腔内注射对应体积的生理盐水。

1.2.2 IPS细胞注射肝功能损伤C57小鼠

1.2.2.1 IPS细胞CFSE荧光染色  准备IPS细胞悬液，

用PBS（-）等合适的培养基，调整细胞浓度至约

107个/ml。取1 ml细胞悬液于试管中，加入适量

CFSE工作液（终浓度5 μmol/L），轻轻搅拌混匀。

在37 ℃培养箱中培养15～30分钟。离心后去上清，

加入2 ml PBS溶液，再离心后去上清，重复此操作

1次。加入0.9%氯化钠溶液制成细胞悬液。

1.2.2.2 造模  2天后，在实验组小鼠尾静脉注射CFSE
荧光标记后的IPS细胞（107个/ml）200 μl。实验对照

组尾静脉注射同等体积的生理盐水。同时随机选择实

验组和健康对照组各2只小鼠处死，取肝脏标本，分

别行石蜡包埋切片和HE染色，取血行生物化学检查

（ALT、AST）。

1.2.2.3 分别在注射IPS细胞后5天、10天、15天和20
天，健康对照组、实验组、实验对照组各取2只小

鼠处死，取肝脏标本，分别行冰冻切片显微镜观察

荧光，石蜡切片行HE染色，取血行生物化学检查

（ALT、AST）。

2 结果

2.1 腹腔内注射氨基半乳糖后的C57小鼠肝脏组织病理

大体标本及生物化学结果  C57小鼠分别注射氨基半乳

糖500 mg/kg、1000 mg/kg、1500 mg/kg、2000 mg/kg、
2500 mg/kg、3000 mg/kg、3500 mg/kg，1天后取小鼠

肝脏进行观察。随着半乳糖注射量的增加，肝脏的

形态及颜色均有明显改变。应用≥ 2500 mg/kg氨基半

乳糖注射1天后，肝脏失去鲜红色，转为灰白色，并

可见表面有大量点状坏死灶，提示肝脏损害明显。

采用自动生化仪对小鼠血清行生物化学分析，可见

氨基半乳糖用量≥ 2500 mg/kg时，小鼠血清的ALT、
AST明显升高，与肝脏组织病理大体标本表现一致，

因此，选择C57小鼠腹腔内注射2500 mg/kg氨基半乳

糖作为肝功能损伤模型，见图1。
2.2 IPS细胞的CFSE荧光染色  荧光染料CFSE可以结

合细胞内的蛋白质，显示为绿色荧光，进入细胞后

定位于细胞膜、细胞质和细胞核，在细胞核的荧光

最强。本实验中，IPS细胞消化后，呈悬浮细胞状

态，经CFES染色，在荧光显微镜下可见到绿色荧

光（图2），提示IPS细胞染色良好。

BA

         

图 1  不同浓度的氨基半乳糖腹腔注射 1 天后小鼠血清肝功
能指标

   

                  

图 2  IPS 细胞经 CFSE 染色荧光显微镜观察结果（× 100）
注：A：白光；B：绿色荧光
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2.3 冰冻切片观察注射IPS细胞后在小鼠肝脏的定植

情况  应用CFSE荧光染色的IPS细胞经尾静脉注射入

肝损伤的C57小鼠5天后，小鼠仍然存活，一般情况

良好，取肝脏行冰冻切片检查，小鼠肝脏内可见散

在的绿色荧光，提示有标记的IPS细胞定植，随着

细胞的分裂，CFSE荧光减弱，镜下可见部分细胞

的荧光较弱，提示可能存在IPS细胞在小鼠肝脏内

分化，如图3。10天后小鼠肝脏标本冰冻切片于荧

光显微镜下观察未见明显荧光，其原因可能是随着

细胞的分裂增殖，子代的荧光逐渐减弱，已不能被

观察到。

2.4 小鼠肝脏生物化学功能的改变情况  肝损伤模型

的C57小鼠在注射IPS细胞治疗后，与未注射IPS细
胞的小鼠比较，血清ALT、AST水平均逐渐下降，

但注射IPS细胞的小鼠在注射5天、10天、15天后的

ALT、AST水平均较未注射IPS细胞的小鼠水平低，

20天后两组小鼠的ALT及AST水平均接近健康对照

组小鼠的水平（图4）。

2.5 肝功能损伤小鼠注射IPS细胞后不同阶段的组织

病理学改变  与正常肝组织相比，C57小鼠腹腔注射

2500 mg/kg氨基半乳糖2天后，可见较多肝细胞水

肿呈气球样变，汇管区可见炎细胞浸润，并可见少

数点状坏死灶、凋亡小体等（图5）。IPS细胞注射

肝功能损伤小鼠20天后，与未注射IPS细胞的小鼠

相比，两者肝脏病理损害均有所改善，但注射IPS
细胞的小鼠肝脏改善明显，接近正常小鼠肝脏。提

示注射IPS细胞后，小鼠的肝脏损伤已获得明显修

复，IPS细胞对小鼠的肝功能损伤有修复作用（图

6）。

3 讨论

干细胞在细胞替代治疗的重要性主要体现在其

可以分化为特定的体细胞，起到细胞替代的作用。

同时，干细胞移植还可以促进宿主细胞内特定细胞

的再生。异体细胞移植可能会出现移植后排斥反

                          

图 3  肝功能损伤 C57 小鼠注射 IPS 细胞 5 天后肝脏冰冻切片荧光显微镜观察结果（× 200）
注：箭头所指的即为定植在肝细胞内的 IPS 细胞

                          

图 4  肝功能损伤 C57 小鼠不同时间点血清 ALT、AST 水平
注：1：造模后 2 天；2：注射 IPS 细胞 5 天；3：注射 IPS 细胞 10 天；4：注射 IPS 细胞 15 天；5：注射 IPS 细胞 20 天
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应，但从目前的研究来看，干细胞移植所产生的排

斥反应很少。国外研究发现，某些干细胞（如人脐

带干细胞或骨髓间充质干细胞）所表达的HLAⅠ

类分子和β2-微球蛋白的水平很低，而一些共刺激

分子如CD86、CD80、CD40以及HLA-DR在干细胞

中几乎不表达
[4]，提示这些干细胞可能具有低免疫

原性。另外，干细胞移植后可以影响免疫性细胞的

增殖和成熟，还存在着一定的免疫抑制作用，如

Kitazawa等[5]研究发现，多能干细胞可以抑制一些

异型抗原所诱导的特异性T细胞的增殖；Tobin等[6]

研究发现，骨髓间充质干细胞通过抑制骨髓供体的

CD4+T细胞，可以治疗移植后的急性排斥反应。还

有研究发现，多能干细胞（如骨髓间充质干细胞）

可以抑制促炎细胞因子的释放，进一步改变细胞因

子在免疫细胞的分泌水平
[7]。这些都说明干细胞在

异体移植方面具有不可替代的优势。

目前有许多关于干细胞治疗肝细胞衰竭的研

究，1999年，Peterson等[8]第1次报道将骨髓干细胞

植入体内，可在受体肝脏内分化为肝细胞样细胞，

提示肝功能损伤疾病以及遗传性肝病患者有希望

通过骨髓干细胞移植来治疗。随后研究发现，骨髓

干细胞可以促进肝细胞的再生，抑制细胞的炎症反

应、细胞凋亡和肝星状细胞的活化，还可通过分泌

一些细胞因子和生长因子来改善肝脏的纤维化
[9-11]。

Tsai等[12]研究发现，人脐带间充质干细胞移植入肝

纤维化大鼠模型体内，可促进大鼠肝细胞的修复与

再生，进而改善肝脏的纤维化进展。Doan等[13]研究

发现，通过在肝细胞微环境下培养脐血干细胞，可

以在这些干细胞中检测到一些肝细胞特异的表面标

志物的表达。近年来，国内也有应用脐血干细胞和

骨髓干细胞治疗肝硬化及肝功能衰竭的报道，均取

得了良好的疗效
[14-16]。

IPS细胞是由体细胞诱导的具有多分化潜能的细

胞，与其他干细胞类似，具有自我更新和自我繁殖

的能力，体外实验也提示其具有多潜能性，在体外

特定的培养条件下可以诱导为肝细胞样细胞
[17-20]。

王华等[21]研究发现，诱导性多能干细胞移植到行部

分肝切除术的肝硬化大鼠体内，有利于大鼠肝功能

的恢复。提示其与其他干细胞一样，直接注射入体

内后，也可能在肝细胞定植，通过释放一些生长因

                              

图 5  正常小鼠肝脏与肝功能损伤模型小鼠肝脏病理图（HE，× 200）
注：A 为正常小鼠的肝组织；B 为肝功能损伤模型小鼠的肝组织

                       

图 6  IPS 细胞注射肝功能损伤小鼠 20 天后的肝脏病理图（HE，× 200）
注：A 为未注射 IPS 细胞的肝功能损伤小鼠的肝组织；B 为注射 IPS 细胞的肝功能损伤小鼠的肝组织
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子和抗凋亡因子刺激内源性肝细胞的再生，甚至有

可能进一步在肝脏的微环境下，分化为肝细胞样细

胞，对肝功能损伤起到修复作用。为验证这一猜

想，本研究选择C57小鼠，应用氨基半乳糖制造肝功

能损伤模型，氨基半乳糖可以干扰肝细胞内磷酸尿

嘧啶核苷的代谢，引起肝细胞损伤，通过与脂多糖

联用造肝功能或肝衰竭模型
[22,23]。单用氨基半乳糖造

小鼠或大鼠肝功能损伤模型的剂量在文献中的报道

并不相同，大多在500～3000 mg/kg。本研究所构建

的模型，既可以反应肝功能损伤的表现，又未严重

到使模型小鼠迅速死亡而不能完成实验。通过预实

验发现，小鼠腹腔内注射2500 mg/kg的氨基半乳糖可

获得理想的肝损伤模型。本研究选择的IPS细胞是由

人包皮成纤维细胞所诱导的，已经过验证有良好的

多潜能性及正常核型，经多次传代扩增生长状态良

好，应用CFSE对IPS进行荧光染色作为细胞的体内

示踪剂。整个实验过程中所有实验组及实验对照组

小鼠均存活。IPS细胞经尾静脉注射入小鼠体内，5
天后应用冰冻切片可发现细胞在小鼠肝脏内定植，

生物化学检查提示无论是否注射IPS细胞，C57小鼠

的肝功能都能逐渐恢复，但注射IPS细胞的小鼠血

中ALT、AST下降速度较未注射IPS细胞的小鼠明显

加快。20天后组织病理切片结果提示：注射IPS细胞

后，小鼠肝脏病理损伤恢复情况较未注射IPS细胞的

小鼠明显改善。以上研究均表明IPS细胞注射入肝功

能损伤的C57小鼠体内，对小鼠的肝功能有一定的修

复作用。推测IPS细胞与其他干细胞类似，可能对肝

细胞的损伤有恢复作用，但是否能够在肝脏的微环

境下进一步分化为肝细胞样细胞，仍需进一步的研

究来证实。本实验仅为对IPS细胞的这一功能的初步

研究，还需要进一步的大样本实验来验证IPS细胞的

这一功能，并进一步了解其具体的作用机制。
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