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　　摘　要：目的　检测ＳＤ大鼠骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣ）肝细胞共培养上清液中的细胞因子，探讨细胞因子的作用，为生物

人工肝及临床治疗肝功能衰竭提供理论依据。方法　分离ＳＤ大鼠ＢＭＳＣ及原代肝细胞，将生长良好的第３代ＢＭＳＣ与肝细胞

按１∶１０比例体外共培养（实验组），以单独肝细胞（对照组）和单独ＢＭＳＣ（ＢＭＳＣ组）作为对照。观察不同情况下肝细胞生存时

间和形态，培养４８ｈ后用ＲａｙＢｉｏｔｅｃｈ抗体芯片检测细胞培养上清液中的细胞因子。结果　实验组的肝细胞生长增殖迅速，肝细

胞可存活１４ｄ；对照组的肝细胞生长增殖缓慢，细胞培养可存活９ｄ。实验组上清液中的细胞因子表达谱发生了明显改变：ＩＬ１、

ＩＬ６、ＩＬ１０均较对照组及ＢＭＳＣ组升高２倍以上，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。结论　ＢＭＳＣ肝细胞共培养，ＢＭＳＣ可能通过

分泌ＩＬ１、ＩＬ６和ＩＬ１０促进肝细胞生长，延长肝细胞生存时间。
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　　各种病因所致的肝功能衰竭及终末期肝病预后差，除肝移

植外，目前尚无特别有效的治疗方法，这是目前临床治疗的难

点。有研究表明将大鼠骨髓干细胞移植入鼠体内能分化成成

熟肝细胞，自体骨髓干细胞移植能改善肝硬化小鼠的肝功能，

提高存活率［１２］。以培养肝细胞为材料、生物反应器为核心的

生物人工肝及干细胞移植，为肝功能衰竭及终末期肝病提供了

新的治疗手段，是目前研究的热点。本实验通过体外骨髓间充

质干细胞（ＢＭＳＣ）肝细胞共培养，观察ＢＭＳＣ对肝细胞生长

的影响，通过抗体芯片检测细胞培养上清液中的细胞因子，探

讨细胞因子的作用，为利用细胞因子治疗肝功能衰竭及制作生

物人工肝提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料　ＳＰＦ级４周龄ＳＤ大鼠２０只，雄性，体质量８０～

１００ｇ，购于第三军医大学动物中心，实验过程中对动物的处置

符合科技部《关于善待实验动物的指导性意见》的规定。主要

试剂及仪器：１６４０培养基、ＤＭＥＭ 培养基、新生牛血清、胎牛

血清为美国Ｃｏｒｎｉｎｇ公司产品；ＩＸ７０倒置相差显微镜为日本

Ｏｉｙｍｐｕｓ公司产品，Ｎ２７００ＮｕａｉｒｅＣＯ２ 培养箱为德国 Ｎｕａｉｒｅ

公司产品，ＲａｙＢｉｏｔｅｃｈ（ＡＡＲＣＹＴＧ２）芯片为美国ＲａｙＢｉｏ?公

司产品。

１．２　方法

１．２．１　ＢＭＳＣ、肝细胞的分离与共培养　采用全骨髓贴壁筛

选法分离ＳＤ大鼠ＢＭＳＣ，按１∶３比例传代培养至第３代备用

（ＢＭＳＣ组）。体外胶原酶两步灌注法分离肝细胞（对照组），台

盼蓝染色测定细胞总数和细胞活力。将第３代ＢＭＳＣ及肝细

胞分别按３×１０５／ｍＬ密度，ＢＭＳＣ与肝细胞１∶１０比例共培

养接种于２４孔板。每组设３个复孔，加体积分数１０％新生牛

血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液置于３７℃、５％ ＣＯ２ 饱和湿度培养

箱中培养。

１．２．２　抗体芯片检测　共培养４８ｈ后收集各组培养上清液，

予以５００×ｇ离心５ｍｉｎ，１００μＬ滤网过滤除去坏死细胞及杂

质。严格按照ＲａｙＢｉｏ?公司ＡＡＲＣＹＴＧ２４试剂盒说明书操

作步骤进行封闭、孵育、荧光检测。采用芯片分析软件提取数

据，ＡＡＲＣＹＴＧ２的数据分析软件来进行数据分析。

１．２．３　标准化和比较　将含１０％新生牛血清的ＲＰＭＩ１６４０

培养液１００μＬ做空白对照，将信号值大于２００，与空白对照组

比值大于１．５的细胞因子选中进行分析。

１．３　主要观察指标　观察ＢＭＳＣ、肝细胞单独培养及共培养
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的形态学变化。抗体芯片检测各组培养上清液细胞因子。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０软件对实验数据进行统计

分析，计量资料以狓±狊，组间比较进行方差分析，以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＢＭＳＣ组细胞生长形态观察　刚接种的原代ＢＭＳＣ呈

球形悬浮于培养液中，接种２４ｈ后少量贴壁，４８ｈ后贴壁细胞

明显增多，部分细胞铺展，呈梭形，簇状生长。３ｄ后形成多个

增殖集落，１４ｄ细胞逐渐汇集成片，铺满瓶底约９０％时传代。

传代后ＢＭＳＣ生长速度加快，形态较均一，呈长梭形，见图１。

　　Ａ：×１００；Ｂ：×２００。

图１　　Ｐ３代第３天大鼠ＢＭＳＣ细胞形态图

２．２　对照组及实验组细胞生长形态观察　肝细胞从５～６ｈ

开始贴壁，至２４ｈ活细胞均贴壁，死细胞漂浮于培养液上清

中。对照组细胞贴壁，铺展生长良好，细胞形态不规则，可见多

核，分布不均匀，呈簇状生长（图２Ａ）；肝细胞培养５ｄ时见少

量细胞悬浮，细胞生长增殖缓慢，７ｄ时见漂浮细胞逐渐增多，

８～９ｄ时肝细胞全部死亡。实验组中肝细胞与梭形的ＢＭＳＣ

相互交织、铺展，贴壁生长良好，呈岛屿状或条索状（图２Ｂ），肝

细胞的生长、增殖较对照组快。９～１０ｄ时见上清液中出现悬

浮细胞，ＢＭＳＣ无明显改变，１０ｄ后上清液中悬浮细胞逐渐增

多，至１４ｄ时肝细胞全部死亡。

　　Ａ：对照组；Ｂ：实验组。

图２　　第３代第３天大鼠肝细胞、ＢＭＳＣ肝细胞

共培养细胞形态图（×１００）

２．３　细胞因子检测结果　ＲａｙＢｉｏ
? 公司 ＡＡＲＣＹＴＧ２４试

剂１次可检测３４个细胞因子，抗体芯片检测图像结果见图３。

符合标准的细胞因子有２１种，见表１，实验组上清液中细胞因

子表达谱发生了明显改变：ＩＬ１、ＩＬ６、ＩＬ１０、激活素Ａ（Ａｃｔｉｖｉｎ

Ａ）、细胞间黏附分子１（ＩＣＡＭ１）、巨噬细胞炎症蛋白３α（ｍａｃ

ｒｏｐｈａｇｅｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｐｒｏｔｅｉｎ３α，ＭＩＰ３α）６种细胞因子表达水

平上升。实验组上清液中ＩＬ１、ＩＬ６、ＩＬ１０较对照组及ＢＭＳＣ

组均升高２倍以上，差异有统计学意义（犘＜０．０１），实验组与

对照组，ＢＭＳＣ组细胞因子信号比值见图４。

　　Ａ：对照组；Ｂ：ＢＭＳＣ组；Ｃ：实验组；Ｄ：空白对照。

图３　　细胞上清液ＲａｙＢｉｏｔｅｃｈ（ＡＡＲＣＹＴＧ２）检测图像

表１　　３组细胞上清细胞因子信号比较（狓±狊，狀＝３）

项目 对照组 ＢＭＳＣ组 实验组

ＡｃｔｉｖｉｎＡ ６７８．６±２０．８ １８４２．０±６５．０ ３２６１．６±６７．９ａ

Ｂ７２／ＣＤ８６ ４２３．６±１２．６ ２８０．０±２１．０ ２９６．３±５．５

βＮＧＦ ８３９．３±１５．８ ６６７．６±１４．２ １２７２．０±７２．０

ＣＩＮＣ１ １１２７３．６±１３８．１ １４５８４．０±１３７．５ １３１４１．３±１０６．５

ＣＩＮＣ２α １４２６６．６±６１．２ １６９４７．３±６７．６ １７３９９．０±１１５．８

ＣＩＮＣ３ ７８３４．０±３７．１ ５３５１．３±１２３．７ ８７２７．６±６１．１

ＣＮＴＦ １５６．３±９．２ ２０１．６±１２ ２２６．３±８．５

ＦａｓＬｉｇａｎｄ ３３０２．６±３９．０ ２９１５．６±１７．６ ３１７８．３±７７．６

Ｆｒａｃｔａｌｋｉｎｅ ４０４８．０±６２．９ ２１５６．６±４８．０ ２６３５．６±３８．２

ＧＭＣＳＦ １５８．０±１２．５ ３０８．６±１２．５ ２７９．３±１２．８

ＩＣＡＭ１ ２１２３．３±６３．２ ４６１．６±８．５ ２７３４．３±４８．１ｂ

ＩＦＮγ １４４．０±６．５ ２３０．６±１８．８ ２８３．０±１３．６

ＩＬ１α ３８２．０±８．１ ２９０．０±１０．５ １１８８．０±４３ａｂ

ＩＬ６ １３０８．３±４４．４ ４１４．６±１５．１ １０１４５．０±４１．６ａｂ

ＩＬ１０ ３２７８．０±６８．５ ３５７．３±１２ ９８３２．３±３８ａｂ

ＬＩＸ １６２５８．０±５４ １６１３２．６±７７．６ ８２２８．０±６３．９

ＬＳｅｌｅｃｔｉｎ ２６２．３±８ ４５７．６±２６．１５ ３３５．３±２４．０

ＭＣＰ１ ６５３７０．０±６０６．４ ５８６０７．０±５２４．４ ５５２５８．０±４３７．０

续表１　　３组细胞上清细胞因子信号比较（狓±狊，狀＝３）

项目 对照组 ＢＭＳＣ组 实验组

ＭＩＰ３α ２８０８．０±５６．９ １７２３．６±６８．２ ３４７６．０±５７．４ｂ

ＰｒｏｌａｃｔｉｎＲ ３６７．６±１６．６ ５４３．３±４３．０ ２１５．６±１３．０

ＲＡＧＥ ２５３７．３±１０３．７ ２６９０．３±７２．８ ２５２８．６±３４．０

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与ＢＭＳＣ组比较。

图４　　ＢＭＳＣ肝细胞共培养与肝细胞、ＢＭＳＣ细胞

因子信号比值

３　讨　　论

原位肝移植是目前治疗肝功能衰竭及各种终末期肝病最

有效的治疗手段，但面临供体紧缺，费用高昂，手术创伤大及长

期应用免疫药物等特点［３４］而受到限制。利用细胞移植及生物
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人工肝治疗肝功能衰竭及终末期肝病是目前研究的热点，但肝

细胞来源是生物人工肝应用的瓶颈问题［５］；细胞移植又存在免

疫排斥反应及移植后细胞不易存活等因素的影响。ＢＭＳＣ在

特定的条件下具有向肝细胞分化的潜能，且肝脏干细胞亦可能

来源于骨髓干细胞［６７］。顾劲扬等［８］发现猪ＢＭＳＣ肝细胞共

培养能够促进肝细胞生长，因此体外共培养ＢＭＳＣ肝细胞有

可能为生物人工肝的细胞来源提供新的途径。Ｙａｎｎａｋ等
［９］应

用静脉注射ＢＭＳＣ培养基明显提高急性肝衰竭大鼠存活率，

证实细胞培养基能有效治疗急性肝功能衰竭，提示干细胞分泌

功能是治疗急性肝衰竭的重要机制，且旁分泌产生的各种细胞

因子可能发挥了关键作用，利用细胞因子治疗有望为肝功能衰

竭提供新的治疗途径。本实验通过ＳＤ大鼠ＢＭＳＣ肝细胞共

培养，证实ＢＭＳＣ能够明显促进肝细胞增殖和延长肝细胞的

生存时间，为解决生物人工肝细胞来源提供了新的实验依据。

ＢＭＳＣ除了可少量分化为相应组织细胞如肝细胞外，尚可合成

ＩＬ６、ＩＬ７、ＩＬ８、ＩＬ１０及粒细胞集落刺激因子Ｇ（ＧＣＳＦ）等多

种细胞因子［１０１１］。董巧凤等［１２］证实ＢＭＳＣ在体外可以促进

Ｔｈ２细胞分泌ＩＬ１０。本实验通过抗体芯片检测共培养上清液

中的细胞因子，发现除ＩＬ１０升高外，ＩＬ１、ＩＬ６亦明显升高，

间接证实ＩＬ在治疗肝功能衰竭时发挥了重要作用，其机制可

能与ＩＬ６、ＩＬ１０促进多种细胞增殖，刺激细胞生长，促进细胞

分化及ＩＬ１０发挥免疫抑制功能，间接抑制自然杀伤细胞

（ＮＫ）活性有关。综上所述，ＢＭＳＣ肝细胞共培养，ＢＭＳＣ可能

通过分泌ＩＬ１、ＩＬ６和ＩＬ１０促进肝细胞生长，延长肝细胞生

存时间。通过体外共培养ＢＭＳＣ肝细胞有望为生物人工肝提

供细胞来源，亦为利用细胞因子治疗肝功能衰竭提供了理论

依据。
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