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动物模型在间充质干细胞治疗慢性
肝病临床前研究的应用
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　 　 【摘要】 　 慢性肝病进一步发展为肝纤维化并导致肝硬化，此时除了器官移植外没有更为有效的治疗方法。
然而器官缺乏的问题迫使人们寻找更为有效的治疗策略。 间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ， ＭＳＣｓ）有着免疫

调节、分化成肝细胞、促进原位肝细胞再生和抑制肝星状细胞的激活等能力，所以利用 ＭＳＣｓ 开展细胞移植治疗具

有非常广阔的前景。 本文通过综述各类人的肝病动物模型和运用这些动物模型开展 ＭＳＣｓ 细胞移植治疗肝病的临

床前研究的进展和意义，将为今后在 ＭＳＣｓ 开展临床治疗的广泛应用中提供安全性和有效性评价的科学依据。
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　 　 慢性肝病是由于肝损伤因素如病毒、自身免

疫、胆汁阻塞、有毒物、代谢疾病等引起肝脏慢性损

伤［１］。 流行病学数据显示目前全世界有肝炎病毒

感染的数目达 ５􀆰 ５ 亿人并且每年大约有 ４０ 万人死

于病毒性肝病［２］。 在中国，肝炎病毒的感染人口约

占 １０％ ，其中乙型肝炎达 ７􀆰 ２％ ［３］。 世界上肝病死

亡的人口中约有 ３􀆰 ８％是由饮酒引起的酒精性肝病

（ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＬＤ）所导致，并且有近 ３０％
的人患有非酒精脂肪肝（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓ⁃
ｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ） ［４］。

虽然肝移植是治疗终末端肝病的有效方法，然
而由于可供移植肝源非常紧缺，加上手术并发症、
免疫排斥以及高昂的医疗费用等问题限制了这一

治疗方法的应用。 近年来，再生医学领域干细胞的

发展为解决临床医学问题提供了广阔的应用前景。
间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）具有

自我更新和分化为三胚层多种细胞的能力，具有容

易获取和没有伦理问题的特点，使得其更适合应用

于临床治疗［５］。 目前，ＭＳＣｓ 治疗肝硬化已经开展

了初步的人体临床试验。 然而，临床试验结果却存

在矛盾：部分随机对照试验研究结果显示了患者的

肝功能通过移植骨髓 ＭＳＣｓ 得到了明显改善［６］。 与

此相反，另外一些临床试验在移植 ＭＳＣｓ 后并未改

善肝硬化病人的肝功能［７］。 由于多数临床试验缺

乏合理的随机对照实验设计，因此难以对 ＭＳＣｓ 移

植治疗肝病的有效性做出准确的结论［８］。 除此之

外，有研究发现人源的骨髓 ＭＳＣｓ 在小鼠体内可以

分化为成肌纤维细胞的形态［９］。 另外，ＭＳＣｓ 在体

内是促进肿瘤生长还是抑制肿瘤的生长也存在争

议［１０］。 因此，将 ＭＳＣｓ 作为肝病治疗的一种“药品”
真正进入临床应用之前，必须制定严格的标准，通
过比照其他常规药物进行 ＭＳＣｓ 细胞移植治疗的有

效性和安全性进行评估［１１］。 开展安全性和有效性

评价的关键是建立能够模拟人类肝病的合适动物

模型。 然而，长期以来缺乏合适的并能真实重现人

类肝病病理和代谢特征的动物模型，严重制约了肝

病药物和治疗手段开发［１２］。

１　 人肝病动物模型

１􀆰 １　 酒精性肝病模型

酒精性肝病（ＡＬＤ）是由于长期过量饮酒导致

的酒精性肝病。 在肝脏中，乙醇在乙醇脱氢酶的作

用下形成乙醛，并进一步为线粒体内的乙醛脱氢酶

所催化而转变为乙酸。 该氧化过程会抑制线粒体

的三羧酸循环和脂肪酸 β 氧化。 同时，长期的肝损

伤和持续的炎症反应会导致活性氧自由基（ ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）的产生，从而激活免疫反应导

致肝星状细胞（ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌ，ＨＳＣ）激活和胶

原沉积［１３］。 利用酒精造模的优点是效率高、操作简

便且价格低廉，建立的动物模型相对稳定。 但缺点

是自由饮用不能保证个体的饮用量，若用灌胃的方

法易引起急性胃扩张和酒精误入气管致动物死亡。
１􀆰 ２　 非酒精脂肪肝（ＮＡＦＬＤ）模型

目前认为最便捷的建立 ＮＡＦＬＤ 模型是通过喂

食一些高能量并含不同脂类（饱和脂肪、不饱和脂

肪、反式脂肪酸和胆固醇）的饲料［１４］。 用含胆固醇

和胆碱的动脉粥样硬化的饲料持续喂养大鼠和小

鼠都会引起肝脏细胞脂肪变性、脂肪性肝炎和细胞

外的纤维化［１５］。 蛋氨酸和胆碱缺陷型饲料（ｍｅｔｈｉｏ⁃
ｎｉｎｅ⁃ ａｎｄ ｃｈｏｌｉｎｅ⁃ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｄｉｅｔ，ＭＣＤＤ）也是诱导建

立 ＮＡＦＬＤ 模型的一种常见饲料。 蛋氨酸和胆碱是

形成磷脂酰胆碱的主要原料，主要负责肝脏中分泌

极低密度脂蛋白，蛋氨酸和胆碱的缺乏必然会导致

极低密度脂蛋白的积累［１５］。 常用的基因修饰的脂

肪性肝炎和纤维化的模型有核固醇调节元件结合

蛋白⁃１ｃ（ｎｕｃｌｅａｒ ｓｔｅｒｏｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ １ｃ，ｎＳＲＥＢＰ⁃１ｃ）转基因小鼠和同源性磷酸酶—
张力蛋白（ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ａｎｄ ｔｅｎｓｉｎ ｈｏｍｏｌｏｇ，ＰＴＥＮ）的
敲除小鼠，这两种小鼠能够在 ２０ 周后出现肝细胞外

周纤维化。 另外，胆总管结扎 （ ｃｏｍｍｏｎ ｂｉｌｅ ｄｕｃｔ
ｌｉｇａｔｉｏｎ，ＣＢＤＬ）也是一种建立动物模型的方法，胆汁

流动的中断会引起强烈的管装增殖反应、门脉炎症

和门脉纤维化的形成［１６］。 也有研究用自身免疫的

方法诱导产生肝纤维模型，然而这种方法的困难主

要在于破坏其免疫耐受性和改变慢性肝炎到肝纤

维化过程的免疫性［１７］。
１􀆰 ３　 肝毒性的肝纤维模型

四氯化碳（ＣＣｌ４），硫代乙酰胺（ＴＡＡ），二甲基

亚硝胺（ＤＭＮ），二乙基亚硝胺（ＤＥＮ）是常用的诱导

啮齿类动物毒性化学品，主要是改变肝小叶中心的

肝细胞的新陈代谢而引起损伤。 ＣＣｌ４ 通过 Ｃｙｔ⁃４５０
途径被分解为 ＣＣｌ３ ⁃自由基后可与肝细胞中的大分

子产生共价结合，引起脂质过氧化同时产生 ＲＯＳ，
进而引起肝细胞由合成Ⅲ型胶原的途径改为合成 Ｉ
型胶原，从而导致肝纤维化的产生［１８］。 该模型的肝

纤维化进展稳定，与人慢性肝病导致的肝纤维化发
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展为肝硬化相似，具有操作简便、耗时短（约 ８ 周）
和成功率高（达到 ８０％ ）的特点。 连续的腹腔注射

硫代乙酰胺（ＴＡＡ）会导致大鼠在 １２ 周出现严重的

纤维化并且在 １６ 周出现肝硬化，而小鼠分别在 １６
周和 ２４ 周出现［１９］。 同样，ＤＭＮ 和 ＤＥＮ 也可以在肝

纤维的情况下缓慢诱导成肝癌［２０ ， ２１］。
１􀆰 ４　 病毒性肝病模型

目前病毒性肝炎已经在疫苗的研发和治疗上

取得了一些进展，但有效的疫苗和药物的研究仍处

于起步阶段。 甲型肝炎病毒（ＨＡＶ）、乙型肝炎病毒

（ＨＢＶ）、 丙型肝炎病毒 （ ＨＣＶ）、 丁型肝炎病毒

（ＨＤＶ）、戊型肝炎病毒（ＨＥＶ）已在很多动物上有过

试验，但是由于人的肝炎病毒的宿主范围非常狭

窄，而且人的肝炎病毒都不能有效的感染啮齿类动

物，所以这类疫苗的研发起初都使用了黑猩猩，但
是由于成本和伦理道德等原因被限制。 近年来，人
们也在试图使用一些基因编辑的小型动物取代部

分非人灵长类作为肝炎病毒的动物模型，在发病机

理、疫苗和治疗性药物的研究取得了一定进展。
１􀆰 ５　 肝病模型动物的比较

理想的肝病模型不仅应在病理特征相似，还应

出现明显的发展的阶段性的过程，并且要有形成率

高、死亡率低、重复性好、方法简便、动物易获得和

经济实用的特点。 啮齿动物作为建立动物模型的

主要材料，有着来源充足、饲养费用低廉和易于批

量的饲养等特点，然而啮齿类动物与人类的基因组

学有着较大差异，不能够真正反映人类的疾病特

征［２２］。 针对啮齿动物不能真正反映人类肝病的问

题，科学家们努力找到了在进化上较啮齿类更接近

人的树鼩，并且在肝炎病毒和 ＮＡＦＬＤ 的研究中取得

一定进展。 然而，树鼩的生长周期不能更好的模拟

人类由于长期导致的肝病的发展过程。 只有和人

类有高度相似性的肝病动物模型才能解决人类疾

病基础研究问题，为此人类将目标转向了非人灵长

类动物。 有报道通过长期对猕猴喂食酒精产生了

与人病理特征相似的脂肪肝后研究了对基因表达

的影响，克服了长期生活习惯造成的肝病发展过程

的难题［２３］。 虽然非人灵长类动物具有建立肝病的

良好优势，但是也要考虑饲养成本和道德方面的

问题。

２　 ＭＳＣｓ 用于慢性肝病治疗的临床研
究的意义与存在的问题
　 　 目前，对肝病的晚期如肝硬化和肝癌的最有效

治疗当然是肝移植，然而供体器官的缺乏、手术并

发症、免疫排斥和高昂的费用都是限制器官移植的

重要因素。 近年来，研究发现 ＭＳＣｓ 有着干细胞自

我更新的特性和和分化多种类型细胞的潜能，被认

为是组织工程和再生医学领域中最具前景的细胞

之一。 ＭＳＣｓ 是一类成体结缔组织干细胞，可从中

胚层和外胚层组织中分离得到［２４］。 ＭＳＣｓ 没有特异

的标签分子，但是对塑料的培养皿表面有很强的吸

附能力，表达 ＣＤ７３、 ＣＤ９０、ＣＤ１０５、ＣＤ４４ 等分子，不
表达 ＣＤ３４、 ＣＤ４５、ＣＤ１４ 和 ＨＬＡ⁃ＤＲ 等分子。 ＭＳＣｓ
有着在特异的诱导培养基下分化成脂肪细胞、成骨

细胞和成软骨细胞的能力［２５］。 所以，ＭＳＣｓ 的鉴定

主要根据形态、表面分子和三系分化能力的特性来

鉴定。
２􀆰 １　 ＭＳＣｓ 治疗的优势

ＭＳＣｓ 被认为具有治疗肝病的能力主要是因为

有“归巢”和定植在损伤位点的能力、分化成肝细胞

样细胞、改变损伤部位的微环境等特性。 在组织的

损伤位点会产生基质细胞衍生因子（ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌ⁃ｄｅ⁃
ｒｉｖｅｄ ｆａｃｔｏｒ １，ＳＤＦ⁃１）的趋化因子，表面表达 ＳＤＦ⁃１
受体 ＣＸＣＲ４ 的 ＭＳＣｓ 可以被 ＳＤＦ⁃１ 招募至损伤位

点而发挥作用［２６］。 另外，ＭＳＣｓ 还有着低表达人类

白细胞抗原 Ｉ 型分子，不表达免疫原性的相关分子

如主要组织相容性复合物 ＩＩ 型抗原、 ＣＤ４０ 和

ＣＤ４０Ｌ 等分子的特性［２７］。 有研究将 ＭＳＣｓ 和 ＨＳＣｓ
共培养后明显抑制了肝星状细胞（ＨＳＣｓ）增殖和 α⁃
平滑肌动蛋白（α⁃ＳＭＡ）的表达，同时也增加了超氧

化物歧化酶（ ＳＯＤ）的活性和相关的抗氧化分子。
另外，ＭＳＣｓ 和肝细胞共培养或诱导培养基的条件

下都能分化成肝样细胞［２８， ２９］。
２􀆰 ２　 临床试验

ＭＳＣｓ 的移植有静脉注射、腹腔注射、肝内注

射、脾内注射和门静脉注射等多种途径，同时在肝

病的临床试验阶段也取得了显著成效［３０］。
２􀆰 ３　 存在风险问题

虽然 ＭＳＣｓ 已被广泛用于临床和临床前研究，
但是存在的一些问题必须考虑，包括纤维细胞的形

成、促进肿瘤生长、导致肿瘤性和能否在体内持久

有效等。 有报道称输注 ＭＳＣｓ 后分化成肌成纤维细

胞而不是肝细胞，并且认为 ＭＳＣｓ 能够分泌的各种

生长因子会促进癌细胞生长和心血管形成［３１］。 虽

然还没有 ＭＳＣｓ 在临床试验中发生恶变的报道，但
在移植前的 ＭＳＣｓ 体外扩大培养过程中发生的基因
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突变的风险不容忽视。 尽管 ＭＳＣｓ 已经在临床试验

中取得了一定成效，但是报道的这些风险也应引起

足够的重视。 完善 ＭＳＣｓ 的临床前安全性和有效性

的评价，是未来 ＭＳＣｓ 用于临床治疗的关键和前提。

３　 利用人类肝病动物模型开展 ＭＳＣｓ
治疗的临床前研究的意义
３􀆰 １　 ＭＳＣｓ 的临床前研究目标

目前，ＭＳＣｓ 在临床上治疗肝病还没有完整的

治疗体系和标准，而整个标准的建立和完善都需要

先在动物模型上完成临床前的评价。 ＭＳＣｓ 的治疗

在临床的复杂程度远大于实验室的研究，包括患者

的的年龄、患病时间、用药史和其他疾病引起的并

发症等因素都制约着治疗效果。 另外，临床上 ＭＳＣｓ
移植的安全性和有效性一直成为科学家们争议的

话题，针对移植后是否会致瘤、定植和分化等问题

的都需要在临床前完成后才能应用于临床。 所以

说 ＭＳＣｓ 的临床前的研究目标其一是建立和完善

ＭＳＣｓ 治疗肝病的体系和标准；其二是评价 ＭＳＣｓ 治

疗肝病的安全性和有效性。
３􀆰 ２　 动物模型在ＭＳＣｓ治疗肝病的临床前应用前景

虽然 ＭＳＣｓ 已被很多人认为是治疗肝病的“良
药”，但是由于安全性和有效性的争议使之评价需

在动物模型上完成。 目前，还没有一种动物能够完

全展示人的肝病病理发展历程，包括从脂肪性肝

炎、肝纤维化、肝硬化到肝癌或急性肝损伤的完整

过程。 另外，引起人的各类肝病的因素非常复杂，
有遗传、病毒、用药史和生活习惯等，这些都是限制

建立能真正模拟人类肝病模型的主要因素，所以在

动物模型的设计上，研究者们尝试通过选择相同性

别、年龄和同种品系的健康动物尽可能控制实验动

物的生理条件。 针对 ＭＳＣｓ 在临床移植后是否会致

瘤、定植和分化等安全和有效性的问题只能通过检

测患者的生活是否改善来评价，所以会选择与人有

相似病理特征的动物模型上进行。 另外，由于 ＭＳＣｓ
在临床试验中的治疗效果还没有达到最佳，仍然需

要在动物模型上优化和完善整个治疗体系和标准。
啮齿类动物有着便宜、繁殖快和易改造基因的

特点，被认为是 ＭＳＣｓ 研究的良好哺乳动物。 目前

现有的 ＭＳＣｓ 治疗肝病动物模型主要都集中在用自

体或异体的 ＭＳＣｓ 治疗 ＣＣｌ４ 诱导的啮齿类动物模

型。 Ｊｕｎｇ 等［３２］人通过尾静脉向 ＣＣｌ４ 诱导的大鼠肝

纤维模型移植了 １ × １０６ 个人脐带血的 ＭＳＣｓ，发现 ４
周后分化成了肝样细胞。 Ｎａｓｉｒ［３３］ 和 Ｌｉ 等［３４］ 分别

通过肝内和尾静脉向 ＣＣｌ４ 诱导的小鼠纤维模型输

注了同种异体的骨髓 ＭＳＣｓ 后发现明显降低了肝纤

维化和改善了肝功能。 虽然目前的 ＭＳＣｓ 的临床前

研究还集中在啮齿动物上，但对啮齿动物预测 ＭＳＣｓ
治疗的安全性和有效性仍然存在争议，主要是因为

建立的小鼠模型与人的病理特征差别较大使得科

学家们寻找更适合的动物模型［３５］。 由于非人灵长

类动物在组织学、生物代谢和免疫学方面要比其他

动物与人有更高的相似性，所以以非人灵长类动物

建立动物模型能够更好的模拟出人的疾病特征以

便更有效地研究 ＭＳＣｓ 的有效性。 所以，建立与人

类疾病有高度相似性的非人灵长类动物模型（如利

用基因编辑技术建立的动物模型）在 ＭＳＣｓ 治疗肝

病的临床前研究有着至关重要的作用，将有助于更

好地认识人类肝病发生及发展规律和治疗，在 ＭＳＣｓ
治疗人类肝病的生物医学研究中有广阔的前景。
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