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尿源性干细胞移植修复慢性肝损伤裸鼠肝脏功能
胡超群1,2  方姝煜1  龚梦嘉1  何昀1  毕杨1*

(1重庆医科大学附属儿童医院儿研所干细胞实验室, 儿童发育疾病研究教育部重点实验室, 重庆 400014; 
2重庆市干细胞治疗工程技术研究中心, 重庆 400014)

摘要      该研究探讨尿源性干细胞(urine-derived stem cells, USCs)的生物学性状及移植治疗慢

性肝损失模型的可能。分离培养USCs, 观察细胞形态、流式细胞术检测干细胞表面标记, 碱性磷

酸酶(alkaline phosphatase, ALP)染色、茜素红染色、油红O染色、ICG(indocyanine green)摄取实验、

PAS(periodic acid-Schiff)染色等评估其成骨、成脂和成肝分化。建立四氯化碳(carbon tetrachloride, 
CCL4)诱导的慢性肝损伤模型, 尾静脉4次移植USCs, 计算肝脏指数, 检测血清ALT、AST, HE及
Masson染色, 评估治疗效果。结果表明, USCs为米粒状贴壁生长细胞, 表达多种间充质干细胞标

志物: CD24、CD29、CD73、CD90和CD105, 表达细胞周期表面标志物CD146, 不表达造血细胞表

面标志物CD31、CD34、CD45。成骨成肝诱导的USCs后ALP染色、茜素红染色、油红O染色阳

性, 单纯成肝诱导后几乎无ICG摄取及PAS染色阳性的细胞, 而与肝干细胞共培养的USCs诱导组

中, 约10%细胞有ICG摄取及PAS染色阳性。与模型组相比, USCs移植组肝脏指数显著降低, ALT、
AST降低但无统计学意义, 肝细胞退行性变及纤维增生明显改善。该研究成功分离培养出增殖能

力强并具有多向分化潜能的USCs, 移植入慢性肝损伤裸鼠, 可在一定程度上修复肝脏损伤。
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Abstract       In the present study, we try to investigate the biological characteristics of urine-derived stem cells 
(USCs) and its potentiality on the treatment of chronic liver injury. USCs were isolated and cultured, cell morphology 
was observered under light microscopy. Flow cytology was used to detect the stem cell surface markers. Alkaline 
phosphatase (ALP) staining, alizarin red staining, oil red O staining, indocyanine green (ICG) uptake test and PAS 
(periodic acid-Schiff) staining were performed to evaluate osteogenic, adipogenic, and hepatic differentiation of 
USCs. The nude mice model of chronic liver injury was established by intraperitoneal injection of carbon tetrachloride 
(CCL4), and then USCs were transplanted into mice model by tail vein injection. Liver index, ALT, AST in serum, 
HE and Masson staining were performed to determine the therapeutic effect. The results showed that USCs were rice-
like adherent growth cells expressing various mesenchymal stem cell markers, including CD24, CD29, CD73, CD90 
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and CD105, the periodic surface marker CD146, and not expressing hematopoietic cell surface markers CD31, CD34, 
CD45. With osteogenic and adipogenic induction, some of treated USCs were positive for ALP staining, alizarin red 
staining and oil red O staining. With hepatic induction alone, almost no USCs has the function of ICG uptake and no 

positive PAS staining cells, while 10% of USCs were positive for ICG uptake and PAS staining when induced and 
co-cultured with hepatic progenitor cells. The liver index of the transplanted group was lower than that of the model 
group, however, there was no statistically significance of ALT and AST between two groups. H.E and Masson staining 
showed that the degeneration of hepatocytes and the fibrosis in the transplantation group was improved compared 
with that in the model group. Therefore, we successfully isolated and cultured USCs which has the abilities of good 
proliferation and multiple differentiation. Transplantion of USCs could partly repair liver injury and pathology of 
chronic liver injury mice model. 

Keywords       urine-derived stem cells;  chronic liver injury;  cell transplantation

肝细胞移植(hepatocyte transplantation, HCT)
是将体外分离纯化的具有正常生物活性的肝实质

细胞, 通过各种不同的途径导入受体, 使之发挥正

常生理代谢功能的一种细胞工程技术。大量的动

物实验证明, HCT能逆转小鼠的肝纤维化, 修复肝

脏功能, 并能显著改善急性肝损伤及肝细胞癌小

鼠的肝功能, 降低血氨水平, 延长生存期, 改善肝

性脑病症状[1-4]。肝细胞移植是肝功能衰竭的一

种潜在替代治疗方法, 从理论上讲, 也可以作为等

待肝移植患者的一种过渡治疗手段。肝细胞移植

技术发明并研究用于治疗肝脏疾病已有三十余年

的历史。然而, 人肝细胞来源困难、哺乳动物肝

细胞有传播动物源性传染病的可能性、永生化肝

细胞株的功能差异以及远期致瘤危险等, 使细胞

来源成为肝细胞移植进一步临床研究与应用的瓶

颈。

尿源性干细胞(urine-derived stem cells, USCs)
是尿液中存在一类为数不多却具有强大增殖能力

及某些间充质干细胞特征的细胞。这种细胞可通

过一种非创伤、简单、安全和低费用的方法获得, 
并易于培养传代, 能表达间充质干细胞的表面标

记物, 具有很强的自我更新能力及多向分化潜能。

目前, 已有研究表明USCs可以用于泌尿生殖系统

(如膀胱缺损、急性肾衰竭、糖尿病肾病和阴茎勃

起功能障碍等)的组织工程研究[5-6]。USCs用于肝

细胞移植治疗修复肝损伤尚未报道。

本研究从健康志愿者的尿液中分离培养出

USCs, 并对其形态、表型和分化潜能等生物学性

状进行了研究。CCL4诱导的慢性肝损伤模型裸鼠

经尾静脉多次USCs移植后, 评价其治疗效果。病

人尿液中提取的自体USCs移植治疗慢性肝功能衰

竭, 可能成为治疗慢性肝损伤的一种新的治疗方

法。

1   材料及方法
1.1   材料

2%青链霉素、霍乱毒素、氢化可的松、转铁

蛋白、胰岛素、腺嘌呤、表皮生长因子、0.25%胰

蛋白酶均购自Gibco公司; Hoechst 33342购自上海碧

云天生物技术公司; CD24-FITC、CD29-PE、CD31-
FITC、CD34-PE、CD45-FITC、CD73-PE、CD90-
PE、CD105-FIT、CD146-PE细胞表面标志物抗体, 
Annexin V-FITC细胞凋亡检测试剂盒, ALP染色试

剂盒购自BD公司; 成骨诱导分化培养基、成脂诱导

分化培养基购自赛业生物科技有限公司; 吲哚青绿

(indocyanine green, ICG)、成肝细胞诱导分化培养基

均购自Sigma-Aldrich公司; 4%多聚甲醛、油红O染

液、苏木素伊红(HE)染色试剂盒、Masson三色染色

试剂盒购自北京雷根生物技术有限公司; PBS、1%
茜素红染液、PAS(periodic acid-Schiff)染色试剂盒、

Transwell小室均购自索来宝公司; 玉米油购自阿拉丁

生化科技股份有限公司。

配制USCs培养基, 含500 mL K-SFM、375 mL 
DMEM、125 mL Ham F-12、100 mL FBS(fetal bo-
vine serum)[7]。

1.2   尿源性干细胞的分离培养

本研究获得重庆医科大学附属儿童医院伦理

委员会批准, 尿液标本来源于重庆医科大学附属儿

童医院儿研所的志愿者, 并签署知情同意书。收集

200 mL无菌清洁中段尿液, 加入20 mL 10% FBS/
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DMEM, 分装至50 mL离心管中, 1 500 r/min, 离心

5 min, 吸弃上清, 每管加入5 mL USCs培养基, 吹打

均匀后种入24孔板, 1 mL细胞悬液/孔, 置于37 °C、
5% CO2细胞培养箱, 培养10~14天后传代至6孔板。

1.3   干细胞表面标记物的鉴定

取P3 USCs制成细胞悬液(1×106细胞/管), PBS
洗 2遍后每管加入 5 μL抗体 (鼠抗人CD24-FITC、

CD29-PE、CD31-FITC、CD34-PE、CD45-FITC、

CD73-PE、CD90-PE、CD105-FIT和CD146-PE), 避
光室温孵育30 min, PBS洗涤2次后加300 μL PBS重
悬, 流式细胞仪检测。

1.4   成骨诱导及检测

取P3 USCs接种在24孔板中, 接种密度约为30%, 
细胞贴壁后换成骨培养基, 3天换液1次。诱导1周后

进行ALP染色: 吸弃原培养基, PBS洗3次, 4%多聚甲

醛固定1 min, PBS洗3次, 加入提前配制的ALP染色

工作液, 37 °C孵育30 min, 吸弃染液, PBS洗3次, 加
1 mL PBS, 显微镜下观察、拍照。成骨诱导培养基

+β-磷酸甘油, 维生素C诱导2周后进行茜素红染色: 
吸弃原培养基, PBS洗3次, 4%多聚甲醛固定1 min, 
PBS洗3次, 加入1%的茜素红染液, 37 °C孵育5 min, 
吸弃染液, PBS洗3次, 加1 mL PBS, 显微镜下观察、

拍照。

1.5   成脂诱导及检测

取P3 USCs接种在24孔板中, 接种密度约为30%, 
细胞贴壁后换成脂(A/B培养基交替使用)培养基, 3
天换液1次。诱导2周后进行油红O染色: 吸弃原培

养基, PBS洗3次, 4%多聚甲醛固定1 min, PBS洗3次, 
加入油红O染液, 37 °C孵育30 min, 吸弃染液, PBS洗
3次, 加1 mL PBS, 显微镜下观察、拍照。

1.6   成肝脏细胞诱导分化

取P3 USCs单独接种在24孔板中或与胚胎肝干

细胞(HPCs)共同接种在带transwell小室的24孔板中

(24孔板内接种HPCs, Transwell小室内接种USCs), 接
种密度约为30%, 细胞贴壁后换成肝分化诱导培养

基[8], 3天换液1次, 诱导10天时进行ICG摄取释放试

验和PAS染色检测肝细胞功能。ICG摄取试验: 吸弃

原培养基, PBS洗3次, 加入1 mg/mL新鲜配置的ICG
染液200 μL, 37 °C孵育1 h, PBS洗3次, 显微镜下观

察, 拍照。随后吸弃PBS, 换回原来的培养基, 37 °C
孵育6 h, 显微镜下观察细胞ICG释放情况。PAS染色: 
吸弃原培养基, PBS洗3次, 4%多聚甲醛固定10 min, 

PBS再洗3次, 用0.5%高碘酸液处理5 min, 流水冲洗

5 min, 滴加Schiff染液染色15 min, 流水冲洗5 min, 置
于显微镜下观察, 拍照。

1.7   动物模型及细胞移植 
8周龄雄性裸鼠15只, 体重20~26 g, 购于重庆腾鑫

生物技术有限公司, 合格证号: SCXK(京)2014-0004。
于重庆医科大学附属儿童医院动物实验中心饲养, 
进行12 h光/暗循环, 提供食物和水。移植组裸鼠

(n=5, CCL4+USCs组)及模型组裸鼠(n=5, CCL4组)腹
腔注射10 mL/kg的CCL4(19׃溶于玉米油), 每周2次共

12周, 制备慢性肝损伤模型。第1次CCL4注射12周
后, 移植组裸鼠尾静脉注射PBS重悬的USCs, 剂量为

2×106细胞/200 μL, 每周2次, 模型组给予等量PBS。
移植组中的2只裸鼠, 移植的细胞预先给予Hochest 
33342标记, 用于检测外源细胞的定植。

1.8   计算肝脏指数及检测血清AST和ALT
USCs移植2周后, 小鼠用10%水合氯醛麻醉, 取肝

脏组织, 计算肝脏指数=肝脏湿重(g)/体重(g)×100%。

眼球取血, 离心收集血清检测ALT及AST活性。

1.9   肝脏组织冰冻切片

取2 cm×2 cm×3 cm新鲜小鼠肝脏组织, 用OTC (op-
timal cutting temperature compound)包埋后进行冰冻切片, 
于荧光显微镜下观察标记USCs在肝脏中的定植情况。

1.10   肝脏组织病理学检测

取2 cm×2 cm×3 cm肝脏组织, 用4%多聚甲醛固

定后脱水、石蜡包埋、切片。HE染色检测肝脏病

理组织变化: 石蜡切片脱蜡水化后苏木素染色2 min, 
流水冲洗后盐酸酒精分化7 s, 饱和碳酸锂返蓝10 s, 
流水冲洗, 5%伊红染色5 s, 流水冲洗, 酒精梯度脱水

后中性树脂封片, 通风橱晾干, 光学显微镜下拍照。

Masson染色观察肝组织纤维化: 石蜡切片脱蜡水化

后weigert铁苏木素染核8 min, 流水冲洗2 min, 盐酸

酒精分化10 s, 流水冲洗1 min, Masson蓝化液10 s, 流
水冲洗1 min, Masson丽春红染色液染色6 min, 配制

弱酸工作液(蒸馏水:弱酸原液=21׃), 洗涤组织40 s, 
1%磷钼酸溶液水化2 min, 弱酸工作液洗涤1 min, 苯
胺蓝染色1.5 min, 弱酸工作液洗涤1 min, 95%酒精脱

水3 min, 100%酒精脱水2次, 每次5 min, 中性树脂封

片, 通风橱晾干, 光学显微镜下拍照。

1.11   统计学分析

采用SPSS统计软件进行数据分析, 结果用平均

值±标准差表示, 单因素方差分析(ANOVA)用于比
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较3组间差异, t检验用于比较2组间的差异。P<0.05
为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   USCs的形态学

正常健康人的USCs为贴壁生长细胞, 呈米粒

状, 胞体较小, 排列紧密, 原代接种后3天左右开始贴

壁, 10~14天可达50%~60%, 即可传代。传代后细胞

生长速度加快, 3~4天细胞融合率达80%以上, 体外

培养至10代增殖明显减慢(图1)。
2.2   USCs的鉴定

流式结果显示, USCs表达间充质干细胞表面特

异性标志物CD24、CD29、CD73、CD90和CD105, 
阳性率分别为96.0%、99.9%、95.9%、90.5%、3.64%, 
表达周期表面标志物CD146, 阳性率为93.1%, 不表达

造血细胞表面标志物CD31、CD34、CD45(图2)。这

说明, USCs具有一定间充质干细胞的特性。

2.3   成骨分化

未经诱导的USCs ALP及茜素红染色阴性, 成骨

诱导1周后ALP染色阳性细胞率为20%~30%, 胞质成

蓝紫色, 核外围较深染, 说明有早期成骨分化; 成骨

诱导2周后茜素红染色阳性明显增多, 钙结节呈红色

团块, 部分细胞为紫红色, 说明USCs晚期成骨分化

明显, 有钙盐沉积。这提示USCs具有成骨分化的能

力(图3A)。
2.4   成脂分化

未经诱导的USCs油红O染色阴性, 成脂诱导2
周后, 油红染色结果显示, 30%~40%的细胞呈空泡

样、脂肪样变、红染, 部分细胞可见较多脂滴, 提示

USCs具有成脂分化的能力(图3A)。
2.5   成肝分化

未诱导USCs及单独成肝诱导的USCs, ICG及

PAS染色阴性。10天后对照组及单独的USCs诱导组

没有细胞摄取ICG, 与肝干细胞共培养的USCs诱导组

有10%~20%的细胞摄取ICG; PAS染色结果类似: 对照

组以及单独的USCs诱导组细胞质内几乎无紫红色颗

粒, 即几乎没有糖原合成, 与肝干细胞共培养的USCs
诱导组中, 8%~10%的细胞质内有少量紫红色的颗

粒。这说明单独的成肝诱导培养基不能诱导USCs成
肝分化, 而与肝干细胞共培养成肝诱导对USCs成肝

分化有一定效果(图3B)。
2.6   Hochest标记细胞在肝组织中的定植

USCs移植组观察到有少量蓝色标记的细胞, 说
明尾静脉注射的细胞能定植到肝脏(图4)。
2.7   各组裸鼠肝脏指数及血生化指标  

模型组与正常组相比, 肝脏指数显著增高

(P<0.05), 急性肝损伤标志ALT增高, 但无统计学

意义(P>0.05), 慢性肝损伤标志AST增高, 有统计

学意义。移植组与模型组相比, 肝脏指数显著降

低(P<0.05), ALT和AST均降低, 但无统计学意义

(P>0.05)。这说明, 10% CCL4能成功构建慢性肝损

伤模型, 且USCs尾静脉移植对CCL4构建的慢性肝损

伤有一定修复作用(图5)。 
2.8   各组裸鼠肝脏组织病理

HE染色切片可以看到对照组裸鼠肝脏组织结

构正常, 肝小叶完整; CCL4模型组较空白对照组有

A~D分别代表3、5、7、9天; E~H分别代表P3、P5、P7、P10。

A-D represent 3, 5, 7, and 9 days, and E-H represent P3, P5, P7, and P10, respectively.
图1   USCs的形态

Fig.1   Morphology of USCs
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图2   USCs表达大多数间充质干细胞标志物

Fig.2   USCs express most mesenchymal stem cell markers
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A: 处理1周后的ALP染色及处理2周后的茜素红染色、油红O染色; B: 处理10天后的ICG摄取实验及PAS染色。箭头表示吲哚青绿颗粒及PAS染
色阳性颗粒。

A: ALP staining after 7 days of treatment and alizarin red staining and oil red O staining after 14 days of treatment; B: ICG uptake and PAS staining 
after 10 days of treatment, respectively. Arrows represent indocyanine green spots and PAS staining positive spots respectively.

图3   USCs的多向分化  
Fig.3   Multidirectional differentiation of USCs
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明显的肝细胞退行性变, 表现为肝索结构紊乱, 核固

缩或消失, 有较多岛屿状假小叶结构, 汇管区有较多

炎性细胞侵润; USCs移植治疗组肝脏有一定修复作

用(图6)。
Masson染色切片可以看到CCL4造模组较空白

对照组有明显的纤维增生, 汇管区周边纤维架桥形

成表现为蓝染, 肝脏组织结构紊乱; USCs移植组肝

脏纤维化有一定修复(图6)。

3   讨论
干细胞已被证实具有强大的分化潜能、自我

更新能力、免疫调节作用以及靶向治疗功能, 是肝

细胞移植的重要种子细胞来源。大量研究表明, 不
同的干细胞能在体外一定条件下诱导为肝细胞样

细胞[9-12], 还可通过旁分泌作用激活内源性干细胞的

增殖和分化、通过免疫调节减轻炎症反应、抑制受

损肝细胞凋亡, 从而促进肝脏组织的再生修复[13-14]。

理想的种子细胞是来源于患者自身的干细胞, 可不

被自身免疫系统所排斥, 从临床使用角度来看, 自体

干细胞能够最大程度避免移植后的相关副作用。国

内外已有应用自体骨髓间充质干细胞移植治疗慢性

肝损伤的临床试验病例, 患者生化指标和临床症状

图4   尾静脉移植的USCs定植于肝脏

Fig.4   USCs transplanted through the tail vein colonize the liver  

Bright light Hoechst Merge

100 μm100 μm 100 μm

#P<0.05, 与对照组比较; *P<0.05, 与模型组比较。
#P<0.05 compared with the control group; *P<0.05 compared with the model group.

图5   USCs移植修复小鼠肝功能

Fig.5   USCs transplantation repair liver function in mice
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均有不同程度的改善[15-16]。然而骨髓间充质干细胞

采集需要患者的整体状态良好, 并提前进行细胞动

员, MSCs的获取必须使用有创方法, 这会增加患者

不必要的痛苦和潜在并发症的风险。如果能找到一

种更易获取的自体干细胞, 作为肝细胞移植的种子

细胞, 将会在很大程度上避免以上不足。

USCs是一种尿液中存在的具有很强增殖功能

以及某些间充质干细胞特征的细胞[17-19], 具有多向

分化功能、免疫调节及旁分泌作用。不同模型的动

物实验证实USCs经旁分泌作用, 能改善肾功能, 阴
茎勃起功能, 以及尿道括约肌功能[18-19]。在本研究中, 
我们也观察到USCs具有多向分化潜能, 能进行成骨

成软骨和成脂分化。随后, 我们将诱导胚胎肝干细

胞成熟分化的培养基用于诱导USCs, 发现其不能向

肝脏样细胞分化, 而在与肝干细胞共培养的环境下, 
少部分细胞具有ICG摄取和糖原合成功能。USCs
很可能是来源于肾脏的干细胞, 属于中胚层细胞, 较
易分化为同属于中胚层的骨细胞及脂肪细胞, 而不

容易跨胚层分化为属于内胚层的肝脏细胞[20]。我们

采用的成肝分化培养基主要针对定向的肝脏干细

胞, 但是共培养的诱导下, 有少部分USCs具有一定

的合成代谢功能, 提示在体内肝脏微环境的作用下, 
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A: HE染色; B: Masson染色。黑色箭头: 纤维组织蓝染。

A: HE staining; B: Masson staining. Black arrow: fibrous tissue blue stain.
图6   USCs移植修复肝脏损伤

Fig.6   USCs transplantation repaired liver injury in mice
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USCs有向肝细胞分化的潜能, 可作为肝细胞移植

治疗的种子细胞。USCs具有强大的增殖能力, 1个
USC经培养4周后可达3.8×108个, 将收集1次尿液(约
200 mL)所得到的平均约14个USCs培养4周, 产生的

细胞数量可达5.3×109(P5), 收集24 h尿液可获得足够

数量的细胞[21-23]。自体USCs用于肝细胞移植有避

免自身免疫排斥的优势, 临床上可能更适用于慢性

肝脏疾病的治疗。CCL4是一种肝毒物, 能引起肝细

胞坏死, 常用于诱导各种急性或慢性肝衰竭模型。

本研究中, 模型组肝脏指数显著增高, 血清AST水平

较正常组增高, 但ALT无明显变化, 可能是12周的建

模过程中裸鼠自身肝脏功能发生了代偿恢复。临床

上也存在相似的情况: 急性肝病患者中反映肝细胞

坏死严重程度的生化指标ALT、AST显著增高, 而

慢性肝病患者的肝功通常在正常范围的上限值波

动[24]。模型组肝脏有明显的肝细胞退行性变和纤维

增生, 肝脏组织结构紊乱, 出现假小叶, 12周停止给

药, 14周检测发现肝脏病理损伤持续存在, 提示建

模稳定, 可用于评估USCs移植治疗的效果。在本研

究中, 我们模拟临床外周静脉移植的方式, 将USCs
分4次经尾静脉移植入, 移植组肝脏指数有明显降

低, HE和Masson染色结果发现, 肝纤维化进展和肝

细胞坏死减少, 说明USCs移植可在一定程度上修复

慢性肝损伤的病理改变。我们用Hochest标记USCs
进行体内示踪, 发现仅少量细胞进入损伤的肝组织, 
外源细胞是否分化为有功能的肝细胞或通过分泌营

养因子以改善肝功能还有待进一步研究[25-26]。

综上所述, 本研究证实了尿源性干细胞的间充
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质细胞表型, 自我更新的多向分化潜能, 移植入慢性

肝损伤模型小鼠能有效改善肝组织的损伤。通过无

创伤方法获取的自体尿源性干细胞可作为一种肝细

胞移植的理想种子细胞来源, 在慢性肝脏疾病的临

床治疗中显示出良好的应用前景。
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