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骨髓间质 干细 胞抑制大 鼠肝纤维化形成的可能性：受体肝内干细胞 

、肝星状细胞活化程度及生存分析的7 

况予以对照比较。 

方法：实验于2003—08／2004—10在中山大学基础医学院病理学于病理 

生理实验室完成。①动物分组：选用雄性6周龄 wistar大鼠5只为供体， 

供分离骨髓间质干细胞；雌性 6周龄wislar大鼠6O只，其中50只被造 

成肝纤维化模型，在首次用二甲基亚硝胺处理后的第 10天，将造模大 

鼠随机分为 2组：骨髓间质干细胞治疗组 10只(为受体)，于治疗 39 d 

后结束实验，取材分析病理对照组40只。另 10只作为空白对照组 (仅 

静脉注射生理盐水)。②肝纤维化模型制作：在实验的当天，给予 10g／L 

二甲基亚硝胺溶液(生理盐水配置)1 mL／kg，腹腔注射，每周连续 3次， 

共6周 ③骨髓间质干细胞治疗组：每只大鼠输注3×106个骨髓间质 

干细胞；病理对照组：使用等体积生理盐水代替骨髓间质干细胞。④动 
物的一般生活状态：每天观察饮食、活动、二便、体质量、皮毛、呼吸情况 

等。⑤肝脏的组织细胞形态结构：将肝组织以苏木精 一伊红染色后观 

察 ⑥肝星形细胞及其活化程度检测：前者检测肝脏 一平滑肌肌动蛋 

白含量，用免疫组织化学染色法，后者以德国 IBAs2．5图像分析软件半 

定量分析。⑦肝脏胶原分布的相对含量检测：采用 Masson三色染色法， 

从而反映肝纤维化程度。⑧肝脏羟脯氨酸含量测定：采用氯胺T法。⑨ 

血清总胆红素和谷丙转氨酶水平检测：采用全自动生化分析仪。⑩血清 

层粘蛋白和透明质酸水平测定：采用放射免疫法。⑩雄性大鼠骨髓间质 

干细胞在雌性大鼠肝内的 Y染色体性别决定区基因的表达检测：采用 

聚合酶链式反应。⑩统计学分析：两组样本均数比较采用 f检验；多组 

样本均数比较采用方差分析，两两比较采用 q检验；生存分析采用 K．d- 

p1an—Meier法 。 

结果：雌性大鼠60只进入结果分析。①实验动物生存状况：造模6周后， 

骨髓问质于细胞治疗组生存率为80％，而病理对照组生存率为 10％，空 

白对照组生存率为 100％，说明骨髓间质干细胞治疗可能通过阻止肝纤维 

化发展，从改而善大鼠的生存率。②肝脏组织学显示，骨髓问质干细胞治 

疗组的肝脏结构明显改善，炎症减轻、假小叶结构减少或消散。相反，病理 

对照组出现广泛的肝脏结构重塑，包括增厚的纤维间隔形成和明显的桥 

接坏死。半定量分析胶原染色，骨髓间质干细胞治疗组较病理对照组显著 

减低(8．12±1．98．15．71±2．13，f=6．11，P<0．05)。③肝脏星状细胞 

活化的标志 一平滑肌激动蛋白的阳性表达：空白对照组仅见血管壁 

有少量d一平滑肌激动蛋白的阳性表达，而病理对照组和骨髓间质干 

细胞治疗组可见在纤维间隔、肝窦和汇管区内明显表达。半定量分析 
一 平滑肌激动蛋白的阳性染色，骨髓间质干细胞治疗组较病理对照组 

显著减低(11．06±2．03，18．50±3．87，f=4．47，P<0．05)。 Y染色 

体性别决定区基因的表达：经雄性 wistar大鼠 (供体)骨髓间质干细胞 

治疗 39 d的雌性大鼠，肝脏 DNA经聚合酶链式反应检测结果显示，Y 

染色体性别决定区基因的表达阳性，而空白对照组和病理对照组则无 

此阳性信号。说明骨髓间质干细胞移植后 ，能够在受体肝内存活 5周以 

上。⑤反映肝脏纤维化程度的肝脏羟脯氨酸含量及血清层黏蛋白和透 

明质酸水平：骨髓间质干细胞治疗组明显高于空白对照组 (P<0．05) 

但明显低于病理对照组 (P<O．O5)，说明骨髓间质干细胞治疗后能够 

减少肝脏胶原蛋白的含量，从而减少肝纤维化的形成，使肝纤维化得到 

控制。⑥反映肝功能的血清总胆红素、谷丙转氨酶水平：骨髓间质干细 

胞治疗组明显低于病理对照组(JD<0．05)，接近空白对照组。说明了骨 

髓间质干细胞治疗有助于改善肝功能状态。 

结论：①二甲基亚硝胺能成功诱导大鼠肝纤维化模型的建立。②骨髓间 
质干细胞可改善肝纤维化大鼠的生存状况和肝功能。⑧骨髓间质干细 

胞能够减少肝脏胶原蛋白的产生，抑制肝纤维化形成。④肝纤维化发生 

发展过程中活化态的肝星状细胞数量减少可能是骨髓间质干细胞抑制 

肝纤维化形成的原因之一。⑤雌性大鼠肝脏内存在雄性供体 Y染色体 

性别决定区基因的信号说明骨髓间质干细胞能够在受体肝内存活5周 

以上。 

主题词：干细胞；骨髓细胞；肝纤维化／治疗；大鼠；二甲基亚硝胺 

O 引 言 

尽 管肝 移植是 目前 临床 上有 效 的肝 纤维 化治疗 方 

法 ，然 而供 体来 源 的缺 乏影 响 了大多 数患者 的肝 功能 

恢复⋯。研究显示 ，体外培养的骨髓间质干细胞具有强 

大 的增殖 能力 和分 化为肝 细胞 的 能力 ，通 过扩增 能够 

解决细胞移植的供体来源问题 。本实验拟用二甲 

基 亚硝胺 诱导 的 大 鼠模 型 ，观察 静脉 输注 骨髓 间质干 

细胞对 大 鼠肝 纤维 化形 成 的作 用 。 

1 材 料和 方法 

设计 ：完全 随机 分组设 计 ，对 照实 验 。 

单位 ：中 山大学干 细胞 与组织 工程研 究 中心和 基 

础 医学 院病 理 生理教 研室 。 

材 料 ：实 验于 2o03—08／2o04—10在 中山大学 基 

础 医学 院病理 学 于病 理生 理 实验 室完 成 。选用 wistar 

大鼠，雄性 6周龄 (5只)，体质量 140～l50 g，供分离 

骨髓 间质 干细 胞 ；雌性 ，6周 龄 (60只 )，体 质量 140～ 

160 g。由中 山大学 医学 实验 动物 中心 (许 可证 号 ：粤检 

证 字 2002A058)提供 ，均为 清洁级 。动物 饲养 在有 空调 

的无菌层 流架 内 ，每 日接受 12 h的光 照 ，食 料 和饮水 

不 加 限制 。 

设计、实施、评估者：设计为第一 、五 、六作者 ，干预 

实施为全部作者 ，评估为第一 、二 、五 、六作者 ，均受过 

正规 培训 ，未采 用盲法 评估 。 

方法 ：主要试剂：Dulbecco改 良的 Ea e培养基细 

胞培 养液 (Hyc1on公 司 )，胎 牛血清 (Hyc1on公 司 )，小 

鼠抗 仅一平滑肌肌动蛋白单克隆抗体 (southemBiotech 

公 司 )(1：2o0)，免疫 组织 化学 染色试 剂 盒 (福 州迈新 生 

物技 术 开发有 限公 司 )，3’，3一二 氨基联 苯胺 显色试 剂 

盒 (武 汉博 士德 生物 工程公 司)，层 黏蛋 白放 射免疫 分 

析试剂盒 (上海海研医学生物技术中心 )，透明质酸 

(HA)放 射 免疫分 析试 剂盒 (上海 海研 医学生 物技 术 中 

心 )，羟脯 氨酸 标准 品 (上海 生工 )，氯 胺 T(广州化 学试 

剂厂 )，对 一二 甲氨基苯 甲醛 (广州 化学试 剂厂 )，二 甲 

基 亚 硝胺 (Sigma公 司 )。德 国 IBAS 2．5图像 分 析软 

件 。 

大 鼠骨 髓 间质干 细胞 的制 备 ：按本 室 常规方 法 】， 

制备 雄性 大 鼠骨 髓 间质干 细胞 。将 第 8～l0代 骨髓 间 

质干 细胞用 无菌 生理 盐水 悬 浮 ，锥 虫蓝染 色计 算细胞 

活力 和数 目，调 节 细胞浓 度为 3×l0 L～，细胞 活力 为 

99％ 以上 ，供 细胞移植 使 用 。 

肝 纤维 化 模 型 制作 ：参照 文 献 [6】，在 实验 的 当 

天 ，给 予 l0 g／L二 甲基 亚硝 胺 溶 液 (生理 盐 水 配置 ) 

1 mL／kg，腹 腔 注 射 ，每周 连续 3次 ，共 6周 。每次 用二 

甲基亚硝 胺前 称体 质量 ，根据 体质 量计 算用 药剂量 。 

骨髓 间质 干细胞 移植 ：在首 次用二 甲基 亚硝胺 处 

理 后 的第 10天 ，将造 模 大 鼠随机分 为 2组 ：骨髓 间质 

干细胞 治疗组 10只 ，病 理对 照组 40只。骨髓 间质 干细 

胞 治疗 组 ：每 只大 鼠输 注 3 x 10 个骨 髓 间质 干细 胞 ； 

病 理对 照组 ：使用 等体 积生 理盐 水代 替骨髓 间质 干细 

胞 。其 余 10只 大 鼠为空 白对 照 组 ：仅 使用 单一 生理盐 

水 。大 鼠用 2 g／L的戊 巴 比妥钠进 行麻 醉 后 ，在腹 股 沟 

处剪 开皮肤 ，暴露 腹股 沟静 脉 ，将 细胞 及相 应 的替代 物 

经该 静脉 注入 ，输 注后 压迫 止血 ，缝合 皮肤 。在 骨髓 间 

质 干细 胞 治疗 39 d后 ，结束 治 疗 试 验 ，取 材 进行 分 

析 。 

动物 的一般 生活 状态 ：每 天观察 饮食 、活动 、二便 、 

体质量 、皮毛 、呼吸等情况。肝脏病理组织学检查 ：采 

用苏 木精 一伊 红染 色法 ，了解 肝脏 的组织 细胞 形态 结 

构 ；采用 免疫 组织 化 学染 色法 检测 肝脏 d一平 滑肌肌 

动蛋 白，利用德国 IBAs2．5图像分析软件半定量分析 

了解 活化 态肝脏 星状 细胞 的表达情 况 ；采 用 Masson三 

色染 色法检 测肝 脏胶原 的分 布相对 含量 ，从 而反映肝 
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纤 维化 程 度 。 

肝脏羟脯氨酸含量 ：采用氯胺 T法测定。 

血清总胆红素和谷丙转氨酶水平 ：采用 日本 日立 

7170型 全 自动 生 化分 析仪 检 测 。 

血清层黏蛋 白和透明质酸水平 ：按试剂盒说 明， 

采用放射免疫法 。 

聚合酶链式反应 ：检测雄性大 鼠骨髓 间质干细胞 

在雌 性 大 鼠肝 内 的 Y染 色 体 性 别 决定 区基 因 的表 达 ， 

该基因的引物序列为 ：上游 ：5’一cat ga agg gtt aaa gtg 

cca一3’；下 游 ：5’咀ta gtg tgt agg ttg ttg tcc一3’，所得 产 物 

为 104 bp；同时扩增 p．a ctin作为内参 ，其引物序列 

为 ：上 游 ：5’一tgt tgt ccc tgt atg cct ct一3’；下 游 ：5’一taa gt 

cac gca cg。ttc c一3’，所得产物为 206 bp；为排除假 阴性 

信 号 ，设 立雄 性 wistar大 鼠作 为 阳性 对 照 。 

主要观察指标 ：①各组大鼠肝脏纤维化程度 、肝功 

能变化 比较 。②各组大鼠生存状况。 

统计学分析 ：数据 由第一作者采用 sPss 9．0软件 

完成统计分析。实验结果采用 j s；两组样本均数 比较 

采用 ￡检验 ；多组样本均数 比较采用方差分析 ，两两比 

较采用 q检验 。生存分析采用 Kaplan．Meier法。 

2 结 果 

2．1 描 述 性 统 计 

2．1．1 实验动物生存状况分析结果 骨髓 间质干细 

胞治组体质量增长得到改善 ，大部分动物皮毛光滑 ，活 

动度接近正常；相反 ，病理对照组体质量急速下降 ，特 

别是 当体质量降至近 100 g时 ，在 2 d内将死亡 ，在实 

验结束时，仅存 4只动物 ，表现明显乏力 ，呼吸困难 ，皮 

毛干枯 、皱缩。采用 Kaplan—Meier生存分析 ，见 图 1。 

一  
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髅L 
烛 

空白对照组 
骨髓间质干细胞治疗组 

一 病理对照组 

￡(诱导 )／d 

图 1 二甲基亚硝胺诱导的大鼠生存曲线分析 

二 甲基 亚 硝胺 诱 导 6周 后 ，骨 髓 间质 干 细胞 治 疗 

组生存率为 80％ ，而病理对照组生存率仅为 10％ ，空 

白对照组生存率为 100％，说明骨髓 间质干细胞治疗 

可能通过 阻止肝纤维化发展 ，从 改而善大 鼠的生存 

率。 

2．1．2 肝纤维化程度胶原染色结 果及肝脏病理组织 

形态 苏木精 一伊红染色结果 ：空白对照组肝细胞呈 

放射状排列 ，结构整齐 ；病理对照组肝小叶结构紊乱 ， 

肝细胞变性 、坏死 ，伴炎症细胞浸润 ，汇管 区扩大 ，假 

小叶形成 ；骨髓间质干细胞治疗组假小叶结构减少或 

消散 ，纤 维 间隔 变 窄 ，肝 细胞排 列 较 规 则 ，炎症 减轻 。 

Masson三色染色结果 ：胶原染色分布于纤维间隔 

和汇管 区，空 白对 照组仅见血管壁有 少量 纤维胶原 

(见图 2a)，骨髓间质干细胞治疗组(见图 2b)与病理对 

照组 比较 (见图 2c)，则胶原染色淡切且分布范围小 。 

2．1．3 肝 脏 组织 仅一平 滑肌 动 蛋 白的 阳性表 达 仅一 

平 滑肌 动蛋 白阳性表达是肝脏星状细胞活化的标志 ， 

而 活化 的 肝 脏 星状 细胞 能 够 产 生 大 量 的细 胞 外 基 质 ， 

是肝纤维化发生的中心环节 ，测定肝脏组织 仅一平滑 

肌 动蛋 白有 助 于反 映肝 纤 维化 形 成 的动 态 变化 特 点 。 

空 白对照组仅见血管壁有少量 仅一平滑肌 动蛋白的阳 

性 表达 (见 图 3a)，而病 理 对 照组 (见 图 3b)和 骨髓 间 质 

干细胞治疗组 可见在纤维间隔 、肝窦和汇管区内明显 

表 达 (见 图 3c)。 

2．1．4 雄 性 大 鼠骨 髓 间 质 干 细胞 在 雌 性 大 鼠肝 内的 

Y染 色体 性 别决 定 区 基 因 见 图 4。 

500 bo 

400 bo 

300 bD 

200 bD 
100 bD 

p一肌动蛋白(206 bp) 

Y染色体性别决定区基因(1o4 bp) 

图 4 聚合酶链 式反应检测 大鼠肝脏 的 Y染 色体性 别决定 区基 因 M： 
DNA maker(100 bp)；1：骨髓间质干细胞治疗组；2：病理对照组；3：空白 
对照组 ：4：雄性 wistar大鼠阳性 对照 

雄 性 wistar大 鼠肝 脏 DNA和 髓 间 质 干 细 胞 治 疗 

后 39 d的雌 性 大 鼠肝 脏 DNA 经 聚合 酶 链 式 反 应 检 

测 ，分 析 显 示 Y染 色 体 性 别 决定 区基 因 的表 达 阳性 ， 

而空 白对照组和病理对照组则无此阳性信号。说明骨 

髓 间质 干细胞移植 后 ，能够 在受体肝 内存活 5周 以 

上 。 

2．2 统 计 推 断 

2．2．1 肝脏羟脯氨酸含量 与血清层 黏蛋 白和透明质 

酸 水 平 和肝 脏 功能 状 态 见 表 1。 

表 1 骨髓间质干细胞对二甲基亚硝胺诱导的大鼠的血清肝纤维化 
指数及肝脏羟脯氨酸的影响 ( ±s) 

与空 白对照组 比较 ， g=2，5—26，9，P <0．05；与病 理对照组 比较 ， g=5 6～ 
18．3．P <0，05 

反 映 肝 脏 纤 维 化 的程 度 的 肝 脏 羟 脯 氨 酸 含 量 及 

血清血清层 黏蛋 白和透 明质酸水平 ：骨髓 间质 干细 

胞治疗 组明显 高于空 白对照组 (P <0．05)，但明显 

低于病理对照组 (P <0．05)，说明骨髓 间质干细胞 

治 疗 后 能 够 减 少 肝 脏 胶 原 蛋 白 的 含 量 ，从 而 减 少 肝 

纤 维化的形成 ，使肝纤维化得 到控制 。反 映肝功能 的 

血清总胆红素 、谷丙 转氨酶水平 ：骨髓间质干细胞治 

疗组明显高 于空 白对照组 (P <0．05)，但明显低于 

病 理对照组 (P <0．05)。说明 了骨髓问质干细胞治 

疗有助于改善肝功能状态 。 

2．2．2 肝 脏纤 维 化 程 度 以 空 白对 照组 的 阳性 染 色 
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为标准，半定量分析肝脏 Masson染色 ，骨髓 间质干细 

胞 治疗 组 (n=8)明显少 于病 理对 照组 (8．12土1．98， 

15．71土2．13．￡=6．11．P <0．05)。以空 白对 照组 的 

阳性 染 色为 基 准 ，肝脏 纤 维 化程 度半 定 量 分析 结果 ： 

骨髓 间质 干细胞 治疗组 (n=8)明显少于 病理 对 照组 

(凡=4)(11．06土2．03，18．50土3．87，￡：6．11，4．47，P 

<0．05)。说 明骨髓 间质 干细 胞治疗 后 ，活化态 肝 星状 

细胞 数量 少 ，反 映 了肝纤 维化形 成 受到抑 制 。 

3 讨论 

目前 认 为 ，二 甲基 亚硝 胺诱 导的大 鼠模 型 比较接 

近人类 的肝纤 维化病 理 过程 ，在诱 导 2周后 肝脏 出现 

细胞变 性 、坏死 和 出血 ，但 肝纤 维 化形成 不 明显 ；诱导 

3周 后肝脏 胶原 沉积增 多 ，细胞 变性 、坏 死严重 ，6周 

后肝 结 构 损 坏 严 重 ，假 小 叶形 成 ，动 物 死 亡 率 超过 

90％ t ，本实验的病理对照组也显示 了肝脏典型的假 

小 叶形 成 特 征 。本 实 验在 二 甲基 亚硝 胺诱 导 的第 10 

天给予 骨髓 间质 干细胞 静 脉输 注 ，观察对 肝纤 维化形 

成 的影 响 。结 果 表明 ，使 用骨髓 间 质干细胞 改善 动物 

的生 存状 况 ，而对 照组则 在二 甲基 亚硝胺诱 导 的 6周 

末仅 有 4只动 物生存 ，皮 毛 干枯 、皱缩 ，体 质量 明显下 

降 ，腹 部解 剖时 发现存 在大 量腹 水 。 

本实 验病 理观察结 果 显示 ，骨髓 间质干细 胞治疗 

后肝 脏组 织结构 得 到明显恢 复 ，纤维 间隔变 窄 ，假 小 

叶结 构 明显减 少或消 失 。分 析肝脏 胶原 染色 和肝脏 羟 

脯 氨酸含 量 ，尽管 骨髓 间质 干细胞 治疗 组超 出正常 水 

平 ，但 与病理 对照组 相 比明显 降低 ，具有 统计学 意 义 ， 

说 明 骨 髓 间 质 干 细 胞 能 够 减 少 肝 脏 胶 原 蛋 白 的 产 

生 。 同时 ，骨髓 J司质 干细胞 治疗 组 的血 清层 黏蛋 白和 

透明质 酸水平 明显低 于病 理对 照组 ，从 另一个 侧 面说 

明 了肝 脏产 生的 细胞外 基质 成分减 少 ，提示 肝纤 维化 

形 成得 到抑 制 。血 清总 胆红素 和谷 丙转氨 酶水平 的恢 

复进一 步支持 了骨髓 间质 干细 胞治疗 能够恢 复肝 脏 的 

功能 。本实 验的结果 与 Fang等 J{艮道 的骨髓 间质干细 

胞治疗 四氯化碳诱 导小 鼠的结果 不尽相 同 ，Fang等 ⋯ 

认 为延 迟到 四氯化碳 诱导 1周 后开 始使用 血管 内皮细 

胞生长 因子 的受 体 2 nk1 的骨髓 间 质干 细胞 ，其 治疗 

效果不大。然而，sakaida等 的结果则与本实验相似 ， 

他们 发 现 四氯 化 碳诱 导 4周 后 开 始 用 全 骨髓 成 分 移 

植治疗 ，能够 明显 减轻肝 纤 维化 ，同时利用 抗胎 肝蛋 

白 8抗体 分 离 的抗 胎 肝蛋 白 8骨 髓非 造血 细 胞治 疗 ， 

也具 有抑制 肝纤 维化 的作用 。这些 差异是 否 与各实 验 

中 心使 用 的模 型或 骨髓 间 质干 细胞 亚 型 的不 同有 关 ， 

需要 进一 步多个 研究 中心 多个 动物模 型验证 。 

本实 验 通 过 聚 合 酶链 式 反 应 分 析 显 示 了 雌性 大 

鼠肝脏 内存 在 雄性 供 体 Y染 色 体 性 别决 定 区基 因 的 
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信号 ，这一结果肯定了骨髓 间质干细胞能够在受体肝 

内存 活 5周 以上 。然 而 ，有 关骨髓 间质干 细胞在 受体 肝 

内如何影响肝纤维化形成的详细机制还不清楚。一般 

认 为 ，肝 纤维 化实 质上 是一种 损伤 组织 愈合 过程 中过 

度 、过强及失控 的修复反应 ，当致病因素长期持续作用 

于 肝细 胞 ，造 成损伤 坏死 ，产生许 多 细胞 因子 ，进 而激 

活位于狄氏腔的肝星状细胞 ，促使其细胞表型改变 ，特 

征性表 达 oL一平滑 肌 肌动 蛋 白 ，产 生大量 细胞 外基 质 

沉积于 肝 内 ，导致 一系 列肝纤 维 化的 I临床症 状 。本 

实 验发 现 ，骨髓 间 质干细 胞治 疗后 ，肝脏 oL一平滑 肌肌 

动蛋 白 阳性 细胞 明显 少于 对照组 ，提 示肝纤 维化 发生 

发展 过程 中活 化态 的肝星 状细胞 数 量减少 可能 是骨髓 

间质 干细胞 抑制 肝纤 维化 形成 的原 因之一 。而 sakaida 

等 则 发 现植入 在受 体肝 内 的骨髓 干细胞 能够 高水平 

表达基质金属蛋 白酶 9，后者是细胞外基质降解的关 

键酶 ，因此 提 出骨髓 干细胞 可 能直接 参与 了肝脏 细胞 

外基 质 的清除 。Fang等 虽然 在受体 肝脏 内能 够检测 

到供 体来 源分化 的肝 细胞 ，但 数量 极少 ，按 Kanazawa 

等 ⋯ 的观 点 ，这 些分 化 的肝细 胞根 本无 法实 现治疗 的 

功效。显然 ，骨髓问质干细胞植入肝脏后 ，由于环境的 

改变 ，可 能影 响到其 增殖 分化 等命运 ，对 肝纤 维化 的抑 

制机 制 可能相 当复杂 ，有必要 结合 原位 杂交技 术进 一 

步 明确其 分布 和分 化特 征“ 。 

本 实验 利用体 外扩 增 的骨髓 间质 干细胞静 脉输 注 

给二 甲基亚硝 胺诱 导 的大 鼠 ，通 过肝脏 病理 学与肝 脏 

羟 脯氨 酸含量 和血 清纤 维化 指数测 定 等方法 证实 了骨 

髓 间质 干细 胞对 肝纤维 化形 成 的抑制作 用 ，这一结 果 

开阔 了骨髓 间质 干细胞 修 复组织 损伤 的研究 范 围 ，为 

肝 纤维 化 的细胞 移植治 疗提 供 了一个 新 的途 径 。 

(图 2，3见插 图 22—2页) 
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