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1 引言
细胞替代方法是将细胞移植入体内!替代因退变"损伤"基因

缺陷或自身免疫而受损的细胞! 重构原组织器官的结构和功能#
用细胞替代方法治疗疾病具有广阔的应用前景$ 但是!细胞来源
的缺乏和免疫排斥是制约细胞替代方法被广泛应用的两大障碍$
干细胞具有体外大量增殖和多向分化潜能的特征!可为细胞移植
提供无限的细胞来源!使细胞移植技术的广泛应用成为可能$ 应
用干细胞移植治疗肝损伤是当前干细胞研究的热点之一$
胚芽干细胞 !"#$%&’()* +"%# *",,-. /01-2又称原始生殖细胞

%3%)#’%4)5, +"%# *",,-6701-&具有多向分化潜能!增殖力强"免疫

源性低!作为细胞移植的种子细胞有不可比拟的优势$ 本研究将
胚芽干细胞经静脉移植于 1189 造成慢性肝损伤的模型小鼠体
内!观察移植细胞在慢性损伤肝内的存活和分化情况!为肝损伤
的干细胞移植治疗提供实验依据$

% 材料与方法
%$1 动物
昆明种小鼠!由山东大学实验动物中心提供$ 晚 :’;<=>’<<
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将分离和体外扩增的小鼠胚芽干细胞!用 BJK6 标记后!经尾静脉同种移植于 LL4& 制备慢性肝损伤小鼠体内" 分别于移植后

% M#& M 取出肝脏!进行连续冰冻切片!用免疫组织化学和免疫荧光双重染色检测移植细胞在受体小鼠肝内的存活#分布和肝细胞特异
性白蛋白的表达$用 N?- 染色检测移植细胞的糖原代谢$OP 染色观察移植动物肝组织的结构变化" 探索胚芽干细胞在慢性损伤肝脏
中的存活#分化和治疗作用" 实验结果表明%胚芽干细胞经静脉移植后可以进入损伤肝脏中!并分化为肝样细胞和肝小叶内的其他细
胞!并明显改善损伤肝脏的组织结构!具有较好的治疗作用"
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!J! 试剂
基础培养基为含 !"!胎牛血清的 !"! #$%$&’!( )*+,+-./ 公

司0#兔抗小鼠白蛋白抗体$123+41/,56+2!789%$北京中山公司%#
9:;< 和 9:;< 单克隆抗体 ="4,:.6.4(4;>.?@5:+;+2>!9:;<0$美国
A+B61 公司%#C@D 标记抗鼠 EB* 和 ’EFC 标记的抗兔 EB* $A+B61
公司%&
!JK 胚芽干细胞的扩增和标记
取孕 !! ; 的昆明种小鼠胚胎& 无菌条件下分离生殖腺嵴!置
含 #4G12HI 液的平皿中剪碎 ! 然后加入消化液 !DJ"消化 !K
6+2! 用含 !"L 胎牛血清的 #$%$&’ !( 培养液调细胞浓度为
!#!K"&6/!接种培养瓶中 DJ" "L CM(培养!进行体外扩增 & 传至
第 D 代!加入 9:;< 培养 J( N!以标记干细胞&
!J" 慢性肝损伤动物模型的制备#动物分组和处理

( 月龄昆明种小鼠 DO 只!雌雄各半!配制 !L的 CC8P 油剂!
以 KQ!" 6/ 的剂量腹腔注射!每周 ( 次!连续注射 " R& 将 DO 只模
型鼠随机分为 ( 组" 非移植对照组 $C4C%(P 只# 干细胞移植组
$C4F%!P 只&
慢性肝损伤移植组模型小鼠于第 O 次注射后 PO N!通过尾静

脉将细胞密度为 !#!K"&6/ 的 9:;< 标记的胚芽干细胞移植于模
型小鼠体内!每只注射 KQ( 6/& 慢性损伤对照组经尾静脉注入等
量的培养液&
干细胞移植组动物分别于移植后 ( S’P S 时取出肝脏!每

个时间点取材 J 只& 非移植对照组动物! 分别于最后一次 CC8P
腹腔注射后 ( ;’( S 和 P S 取出肝脏& 连续冰冻切片! 厚 !K
!6& 冷丙酮固定 !K 6+2 后!P"保存!备用&
!JL M9C) 免疫细胞化学染色
附有 9:;< 标记后胚芽干细胞盖片和移植小鼠的肝组织切

片入 !"! 甲酰胺 &(#AAC!T""孵育 ( N# (U GC/ 浸泡 TK 6+2 使
#U7 变性#KQ! 6./&8 硼酸缓冲液 $VGWOQ"% 中和 !K 6+2!X9A 冲
洗#DL G(M(甲醇溶液孵育 DK 6+2! 以消除内源性过氧化物酶的
活性#滴加 9:;<$!"!KK%单克隆抗体!阴性对照用 KQK! 6./&8X9A
代替 9:;< 单抗!P"孵育过夜# 滴加生物素化的二抗!DJ"孵育
DK 6+2# 滴加辣根过氧化物酶标记的链霉卵白素 !DJ"孵育 DK
6+2##79 避光显色#常规梯度酒精脱水!中性树胶封片&
!J$ M9C) 和 N’M 免疫荧光双重染色

#U7 变性处理步骤同前#正常山羊血清封闭#弃血清!滴加
一抗$鼠抗 9:;< 和兔抗 789%!P"孵育过夜# 滴加 C@D 标记的抗
鼠 EB* 和 ’EFC 标记的抗兔 EB*!室温孵育 ( N#封片#激光共聚焦
显微镜下观察Y 拍照& 每组染色均设有空白对照! 以 KQK! 6./&8
X9A 代替一抗&
!J% ONP 染色
切片入 !L过碘酸水溶液 " 6+2 ! 水冲洗 # A-N+ZZ 试剂 !"

6+2 !亚硫酸盐溶液洗 D 次 !水洗!吸干#从 ["L的酒精开始梯度
脱水!二甲苯透明!中性树胶封片& 镜下糖原颗粒呈紫红色着色&
以胰淀粉酶处理片作为阴性对照&
!JQ M9C) 阳性标记率和双阳性细胞的计算

9:;< 免疫细胞化学染色!细胞核呈圆形或椭圆形’黄褐色的
细胞!为 9:;< 阳性标记细胞#计数细胞总数和 9:;< 阳性标记细
胞数#计算细胞标记率&

9:;< 和 789 双阳性细胞为移植后向肝细胞分化的细胞#在
PK#倍显微镜下!每张切片随机选择 J 个视野!在目镜测微计下计
数每 KQP 66(肝组织区域内! 双阳性细胞的数量#G% 染色后!镜
下 KQP 66(肝组织区域内肝细胞的数量!取均值& 折算成每平方
毫米 9:;< 阳性细胞数和肝细胞数&
!JR 统计学分析
数据以均数$\%$标准差$A%表示!应用 AXAA !( 统计软件进

行 ! 检验及 !(检验$方差不齐时%&

K 结果
KJ& 胚芽干细胞的 M9C) 标记率

9:;<标记阳性细胞呈集落样聚集!标记率达 [KL以上$图 !%&

KJ! 非移植对照组小鼠肝组织切片 S7 染色检测
与正常小鼠肝脏组织切片相比$图 (%!非移植肝损伤模型小

鼠肝脏中肝细胞明显减少!有些细胞呈空泡变性#血管周围大量
炎性细胞浸润#汇管区纤维组织增生!并向小叶内延伸!小叶结构
凌乱$图 D%&( R 后!模型小鼠肝内仍可见炎性细胞浸润和局造性
损伤$图 P%& P R 时慢性损伤鼠肝小叶结构基本正常!有的血管
周围仍有少量炎性细胞$图 "%&

图 & M9C) 标记胚芽干细胞图!!"##"
注! %*C 标记 J( NY可见 9:;<阳性"细胞核呈黄褐色斑点状聚集呈集#

T+1J & @>2 <39H=3H92 -? 7IA< 4,E242C U+3> M9C)!!"##"
E6652.N+I3.-N16+I3:@ IN.R>; 3N> >6,:@.2+- B>:6 ->//I =%*CI0 /1,>/>;
R+3N 9:;< Z.: J( NQ FN> 9:;< V.I+3+]> ->// 25-/>5I R>:> @>//.R ,:.R2 6.3%
3/+2BQ

图 ! 正常鼠肝脏 S7 染色!!"##"
注! 可见肝细胞索排列规则"细胞核圆居中央"核膜清晰"肝细胞核染
色浅"核仁清楚#

T+1J ! @>2 <39H=3H92 -? :-H<2 4+D29 EF S7 <3,+0+01 !!"##"
G>V13.-@3>I -.:; 1::12B>; :>B5/1:@Y 3N> N>V13.-@3> 25-/>5I R>:> :.52;Y
->23>: /.-13>; 12; /+BN3 I312+2+2B +2 G%Q

图 K 慢性损伤模型鼠肝细胞变性!!!##"
注! 可见广泛炎性细胞浸润"纤维增生"肝小叶结构破坏#
T+1J K @>2 >2/,3-=F32< -? 3>2 :-C24 :-H<2 4+D29< 392,32C

U+3> AA’" U292 C20,3H92 ,0C 02=9-<+<!!!##"
E2Z/16613.:@ ->// +2Z+/3:13+.2Y Z+,>: N@V>:V/1I+1Y ;>I3:.@>; N>V13+- /.,5/>I
,@ G% I31+2+2BQ

LL

C M Y K



!"#$ %& ’"$ () %**+ ,-./ ’"0 %1)2

3$3 移植 % 4 后肝组织切片的免疫组化染色! 免疫荧光双染!
56- 和 78 染色检测
可见 !"#$ 阳性细胞散在分布! 细胞核呈斑点状黄褐色!有

些阳性细胞核的体积较大而圆!有的细胞核着色深"体积小#图
%$%免疫荧光双重染色可见!细胞核大而圆的 !"&$ 阳性细胞也
呈 ’() 阳性着色% 小而致密的 !"&$ 阳性核多位于肝细胞边缘!
*(! 免疫染色呈阴性 #图 +$& 与非移植组相比!纤维增生基本消
失!肝小叶的结构较规则!肝细胞体积较大!细胞核大而松散’管
腔周围仍有少量炎性细胞浸润(图 ,$& -*. 染色显示移植组肝糖
原颗粒较多!着色深(图 /$&

39& 移植 & 4 后肝组织切片的免疫组化! 免疫荧光双染!56-
和 78 染色检测
移植 0 1 时! 肝组织内 )"&$2细胞数量与 3 1 时相比无显

著减少(图 45$& 此时!肝小叶结构清晰!肝细胞和细胞核的体积
均较大!仅在血管周围可见少量炎性细胞(图 44$% -*. 染色可见
肝糖原着色变浅’颗粒细小’分布均匀(图 46$&

图 & 慢性肝损伤 % 4 后模型鼠肝组织切片"!&**#
注! 肝内仍见局造性损伤区及炎性浸润"
:;<9 & % =>>?@ #ABCD @"/C EA/AF>E G>HAB"IJB>@ "K BG>

/"E>L /".@> L;M>D@"!&((#
789:;<<;=>"? @A::B C8 =DA <>&A: <CEA :CFA" B=C:: E>G:& HA >HBA"FA&I

图 N 慢性肝损伤 & 4 后模型鼠肝组织切片"!&**#
注! 肝小叶结构基本修复#仅见血管周围炎性浸润"

:;<$ N & =>>O@ LAB>D BP> L;M>D "K BP> EA/A<>E
/"E>L /;I>"!&**#

JA;":? 8>"<;: BD>KA& H? LM B=;C8C8NI

图 Q 移植 % 4 时慢损鼠的肝细胞切片"!1**#
注! 肝小叶清晰$纤维增生消失$炎性浸润细胞明显减少$肝细胞核大而
松散%
:;<$ Q RP> P>HAB;I L"S.L> =TBP 8UV@ BDAW@HLAWBABT"W

K"D % =>>?@ X!1**2
ODA? KA"A E:A;"I PCHA" D?QA"Q:;BC; &CB;QQA;"A&I 789:;<<;=>"? EA::B KA"A ;
9AKR HG= B><A DAQ;=CE 8GE:AGB KA"A :;"NA ;8& =DA ED"><;=C8 KA"A BE;==A"I

图 ) 慢损模型鼠移植 % 4 时肝组织切片
注! 免疫荧光双染可见 !"#$&红色’和 %&’ &绿色’双阳性细胞&!’
和 !"($ 单阳性细胞&!’$
:T<$ ) RP> LTM>D@ BDAW@HLAWB>E =TBP 8UV@ K"D % =>>?@

ODA &>GH:A Q>BC=CFA EA::B "!#KC=D )"&$ S"A& E>:>G"T ;8& *() SN"AA8
E>:>G"T KA"A >HBA"FA& KC=D C<<G8>9:G>"ABEA8EA &>GH:A B=;C8C8N R B><A
EA:: KA"A )"&$ BC8N:A Q>BC=CFA S!TI

图 Y 慢损模型鼠移植 & 4 时肝组织切片"!&**#
注! 有大而圆 )"($ 阳性核*!+的肝样分化细胞较 , - 减少%

:T<$ Y RP> LTM>D@ BDAW@HLAWB>E =TBP 8UV@
K"D & =>>?@ "!&**#

ODA DAQ;=CE &C99A"A8=C;=A& EA::B KC=D :;"NA ">G8& )"&$ Q>BC=CFA 8GE:AGB S!T
C8 =DA :CFA" KC=D MUVB =";8BQ:;8=;=C>8 9>" 0KAAWB KA"A :ABB =D;8 =D;= 9>" 6
KAAWBI
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图 + 慢性损伤模型鼠移植 % 4 时肝组织切片"!&**#
注!肝小叶内可见呈棕褐色的 )"(. 阳性细胞核大小不等
:T<$ + RP> BDAW@HLAWB>E 8UV@ =TBP A LAD<> ZDE[ H"@TBTM>

SD"=W W.IL>AD ,!&**2
ODA? KA"A >HBA"FA& C8 =DA "AEAQ=>" :CFA" C8 6 KAAWB B=;C8A& H?
C<<G8>DCB=>ED;<CB="?I
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" 讨论
有研究发现!骨髓基质干细胞"!"#$%#和胚胎干细胞在体外

均可自发分化!形成肝细胞或肝干细胞 &’()*$ +"#,% 来源丰富%容
易获得!还可以避免免疫排斥反应!无疑是细胞移植最好的种子
细胞$ 最近!-./0 等 &1*研究了骨髓在肝脏中增殖的动力学过程!
发现 +"#$% 增殖替代功能缺陷肝细胞是一个非常缓慢的过程$
而且!+"#$% 在体外培养时!随着细胞的多次传代!一些细胞之
间发生融合!使细胞的染色体倍数发生改变!而且随传代次数增
加!细胞分化%多倍体数量增多$ 这些不利因素限制了 +"#$% 的
应用&2!3*$ 胚胎干细胞增殖能力强%免疫原性低%已建有细胞系!在
体外长期培养仍保持正常的核型!有不可替代的优势$,45/675 等
将 8#,% 经过门静脉移植到 )9:肝切除;氨基乙酰芴作用的小鼠
肝脏中!1 - 后可见部分移植的细胞表达白蛋白 &<*$ =475%7&>*等给
雌性小鼠致死量放射线照射! 然后将雄性小鼠的骨髓移植到该
小鼠体内!发现雌性小鼠肝脏内有部分细胞表达 ? 染色体!同时
表达肝细胞的标志物 @A+ BCD@$ 目前尚未见到关于胚芽干细
胞在体内向肝细胞分化的研究报道$ 本实验研究了胚芽干细胞
在慢性损伤肝脏中的存活和分化状况! 以探讨其在肝损伤时的
治疗作用$

$$A1 是能引起动物肝损伤及肝硬化的化学毒物!可进入肝
细胞!破坏线粒体膜!从而影响细胞代谢及能量的生成!使肝细
胞发生脂肪变性%坏死$本研究反复少量给与 $$A1 1 - 时!镜下
肝小叶中央静脉周围肝细胞肿胀!空泡变性及片状坏死!细胞间
质及血管周围可见大量炎性细胞浸润! 汇管区纤维组织增生并
向小叶内延伸!正常小叶结构被破坏!形成肝纤维化$ 停止给予
$$A1 E - 后!肝组织结构开始修复!仍可见局造性坏死%出血区
和炎性细胞浸润&1 - 后仍见少量血管周围炎性细胞存在$ 本实
验向慢性肝损伤小鼠体内移植胚芽干细胞 E - 后! 可见所有受
体小鼠肝脏内有大量的 +FGH 阳性细胞散在分布&并且可以产生
白蛋白和糖原$ 提示静脉移植的胚芽干细胞可以迁移至损伤的
肝脏!并在其内存活%分化为具有功能的肝细胞$
许多研究 &’9!’)*以绿色荧光蛋白"IJK’标记 !"#,%!体内移植

后!可见 IJK 阳性细胞进入损伤肝脏的门管区!移植 ’ L 后!门
脉区有少量 IJK 阳性细胞表达 @A+$随时间延长!在门管区和肝
细胞索内均检测到 IJK 和 @A+ 双阳性细胞$ 接受 +"#,% 移植
的肝损伤鼠血清中 @A+ 显著升高!提示 +"#,% 在肝内可以分化
成功能肝细胞$
本实验将 +FGH 标记的胚芽干细胞经静脉移植于慢性肝损

伤小鼠体内!E - 后见肝组织中 +FGH 阳性肝样细胞! 其肝细胞
和肝细胞核的体积较大!染色质松散%着色深!呈增生活跃状态$
移植组!肝组织损伤的修复程度明显好于未移植组!表明胚芽干
细胞移植可以显著促进慢性损伤肝组织的修复$

IMNG7/ 等 &’1*报道成人肝脏很可能是自然杀伤"DO’细胞成熟
的重要场所$ PMQ.05 等 &’2*也从小鼠的肝脏中分离出一种新的细

胞!这种细胞具有 = 细胞和 DO 细胞的双向分化潜能!认为这些
细胞可能是胸腺 =;DO 细胞的祖细胞$ 本研究发现!胚芽干细胞
移植后! 在肝脏可见一些细胞核小而深染的 +FGH 阳性细胞!分
布在大而呈多边形的肝细胞之间! 免疫荧光双染可见这些细胞
不表达 @A+$ 提示胚芽干细胞移植入肝后!不仅分化成肝细胞和
胆管上皮细胞!也可分化为肝脏的其他细胞成分$ 这些细胞的性
质还需进一步探讨$
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