
·317·中华细胞与干细胞杂志(电子版)  2017年12月第7卷第6期  Chin J  Cell  Stem Cell  (Electronic Edit ion),  Dec 2017,Vol.7,  No.6

DOI：10.3877/cma.j.issn.2095-1221.2017.06.001
作者单位：442000  十堰，湖北医药学院附属人民医院消化内科 1；甲状腺乳腺血管外科 2

通信作者：师贞宗，Email：szz2543@163.com

·论著·

脐血干细胞移植对失代偿期肝硬化患者
TNF-α 浓度和 CD45RO+ 粒细胞表达的
影响
董媛1  师贞宗2

【摘要】  目的  探究对失代偿期肝硬化患者进行脐血干细胞移植的临床疗效，并检测患

者 TNF-α 浓度和 CD45RO+ 粒细胞表达的影响，为失代偿期肝硬化的诊治提供理论依据。

方法  回顾性分析 2015 年 7 月至 2016 年 7 月湖北医药学院附属人民医院消化内科治疗的 80
例失代偿期肝硬化患者。将 40 例在常规对症、支持治疗的基础加用通过肝动脉灌注性脐血干细

胞移植治疗的患者设为观察组，40 例常规治疗的患者设为对照组。比较患者治疗前与治疗后

2 个月、4 个月、6 个月肝功能总胆红素（TBIL）、谷丙转氨酶（ALT）、血清白蛋白（ALB）、谷草转氨

酶（AST）水平，同时检测相关肝纤维化指标，包括层粘连蛋白（LN）、透明质酸酶（HA）、Ⅳ型胶原

（Ⅳ Col）、Ⅲ型前胶原（Ⅲ NP），检测治疗前后肿瘤坏死因子（TNF-α）、白细胞介素 6（IL-6）等细

胞因子水平，并 CD45RO+ 淋巴细胞以及粒细胞表达水平。组间比较采用独立 t 检验。结果  两

组治疗后 TBIL、ALT、AST 水平低于治疗前（33.65±10.26）μmol/L vs（38.65±10.08）μmol/L，
（56.76 ±14.27）U/L vs（64.23±14.56）U/L，（48.54±17.04）U/L vs（58.21±17.02）U/L，ALB
高于治疗后（36.65±8.32）μg/L vs（32.56±8.12）μg/L，治疗后组间比较差异具有统计学意义（t = 
2.199、2.652、2.199、2.225，P = 0.031、0.010、0.032、0.029）；两组治疗后 LN、HA、IVCol、IIINP 低

于 治 疗 前（126.67±15.65）μg/L vs（143.65±15.21）μg/L，（231.67±34.43）μg/L vs（248.64 ±
34.87）μg/L，（172.67±25.43）μg/L vs（188.67±26.56）μg/L，（32.54±5.43）μg/L vs（38.54±
6.41） μg/L，且治疗后组间比较差异具有统计学意义（t = 4.920、2.190、2.752、4.517；P = 0.000、
0.032、0.007、0.000）；两组治疗后 TNF-α、IL-6 均逐渐降低（14.78±4.05）pg/ml vs（16.78 ±
4.32） pg/ml，（15.87±6.05）pg/ml vs（19.09±6.12）pg/ml，且治疗后组间比较差异具有统计学

意义（t = 2.136、2.367；P = 0.036、0.020）；治疗后 CD45RO+ 淋巴细胞以及粒细胞表达水平均低于

治疗前（22.54±3.65）﹪ vs（25.11±3.38）﹪，（22.54±6.54）﹪ vs（25.54±6.37）﹪，且组间比

较差异具有统计学意义（t = 3.267、2.078，P = 0.002、0.041）。结论  失代偿期肝硬化通过脐血干

细胞移植治疗能够改善肝功能，降低相关肝纤维化指标，显著降低 TNF-α、IL-6 等细胞因子的水

平以及 CD45RO+ 淋巴细胞以及粒细胞表达水平，可作为新型治疗失代偿期肝硬化有效方案。
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【Abstract】  Objective  To  investigate  the clinical efficacy of umbilical cord blood stem 
cell transplantation on patients with decompensated liver cirrhosis and to detect the effect on TNF-α 
concentration and the expression of CD45RO+ and granulocyte, so as to provide a theoretical basis for 
the diagnosis and treatment of decompensated cirrhosis. Method  80 patients with decompensated 
cirrhosis treated in the Dastroenterology Department of Affiliated Hospital of Hubei Medical College 
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from July 2015 to July 2016 were selected and retrospectively analyzed. 40 patients in the observation 
group received umbilical cord blood stem cells  transplantation through hepatic artery on the basis 
of symptomatic and supportive treatment, and 40 patients received routine treatment were included 
into control group. Liver  function  total bilirubin  (TBIL), glutamic-pyruvic  transaminase  (ALT), 
serum albumin (ALB) and glutamic oxalacetic  transaminase (AST)  levels were compared before 
treatment, and 2 months, 4 months and 6 months after treatment. And the related indicators of hepatic 
fibrosis and cytokines  levels were also detected,  including  laminin (LN), hyaluronidase (HA),Ⅳ 
type collagenase ( Ⅳ Col), procollagen Ⅲ ( Ⅲ NP), tumor necrosis factor (TNF-α) and interleukin 6 
(IL-6). The expression levels of CD45RO+ lymphocyte and granulocyte were detected. Comparison 
between two groups was done with  independent sample  t-test. Results  The postoperative TBIL, 
ALT and AST levels of two groups were significantly lower than those before treatment [(33.65 ± 
10.26) μmol/L vs  (38.65±10.08) μmol/L;  (56.76±14.27) U/L vs  (64.23±14.56) U/L;  (48.54± 
17.04) U/L vs (58.21±17.02) U/L]; While the postoperative ALB level was significantly higher than 
that before treatment [(36.65±8.32) μg/L vs (32.56±8.12) μg/L]; And the difference between the 
two groups after  treatment was statistically significant (t = 2.199, 2.652, 2.199, 2.225, P = 0.031, 
0.010, 0.032, 0.029). The postoperative LN, HA, Ⅳ Col and Ⅲ NP of two groups were significantly 
lower than those before treatment [(126.67±15.65) g/L vs (143.65±15.21) g/L; (231.67±34.43) g/L 
vs (248.64 ±34.87) g/L; (172.67±25.43) g/L vs (188.67±26.56) g/L; (32.54 ±5.43) g/L vs (38.54±
6.41) g/L]; And the difference between the two groups after treatment was also statistically significant 
(t = 4.920, 2.190, 2.752, 4.517; P = 0, 0.032, 0.007, 0). TNF-α and IL-6 decreased gradually after 
treatment in the two groups [(14.78 ± 4.05) pg/ml vs (16.78 ± 4.32) pg/ml; (15.87 ± 6.05) pg/ml vs 
(19.09 ± 6.12) pg/ml ], and the difference was statistically significant after treatment (t = 2.136, 2.367; 
P = 0.036, 0.020). The expression level of CD45RO+ lymphocyte and granulocyte after  treatment 
was  lower  than  that before  treatment [  (22.54±3.65)﹪ vs  (25.11 ± 3.38)﹪;  (22.54 ± 6.54)﹪ 
vs (25.54±6.37)﹪], and the difference between the groups was statistically significant (t = 3.267, 
2.078, P = 0.002, 0.041). Conclusion  Application of umbilical cord blood stem cell transplantation 
for patients with decompensated  liver cirrhosis can effectively ameliorate  the  liver  function, and 
reduce the related indicators of liver fibrosis, the levels of TNF-α, IL-6 and other cytokines as well as 
CD45RO+ lymphocytes and granulocyte expression levels. It can be used as a new effective treatment 
of decompensated cirrhosis. 

【Key words】  Cord blood  stem cell  transplantation;  Decompensated  liver  cirrhosis;   
TNF-α;  CD45RO+;  Granulocytes

失代偿期肝硬化又叫肝硬化失代偿期，是肝硬

化的终末发展阶段 [1]。早期肝硬化肝功能尚具有代

偿性，但病情发展到一定的程度便会超出肝功能的

代偿能力，因此称之为失代偿期肝硬化，该阶段表

现为以门静脉高压、肝功能减退为主的临床表现 [2]。

新鲜脐血具有充足的间充质干细胞，同时具有较

弱的免疫原性，脐血干细胞更为原始，具有较强的扩

增能力，因此脐血间充质干细胞在临床疾病中的应

用越来越普遍，各器官疾病的细胞移植均可采用这

种新的替代细胞来源，运用于终末期肝硬化具有十

分重要的临床意义 [3]。本文探究对失代偿期肝硬化

患者进行脐血干细胞移植的临床疗效，并检测患者

肿瘤坏死因子（tumor necrosis factor，TNF-α）浓度

和 CD45RO+ 粒细胞表达的影响，为失代偿期肝硬

化的诊治提供理论依据，报道如下。

资料与方法

一、一般资料

本组观察对象为 2015 年 7 月至 2016 年 7 月

于湖北医药学院附属人民医院消化内科治疗的 80
例失代偿期肝硬化患者，进行病历资料回顾性分析，

将 40 例在常规对症、支持治疗的基础加用通过肝动

脉灌注性脐血干细胞移植治疗的患者设为观察组，

40 例常规治疗的患者设为对照组。观察组中男 27
例，女 13 例；年龄最大 83 岁，最小 45 岁，中位年龄

（59.54±6.76）岁；病程最短 2 年，最长 6 年，平均

（3.03±0.39）年；3 例丙型肝炎所致肝硬化、22 例乙

型肝炎所致肝硬化、8 例酒精所致肝硬化、4 例血吸

虫型肝硬化，3 例自身免疫疾病所致肝硬化；Child-
Pugh 分级：28 例 B 级、12 例 C 级；对照组中男 26
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例，女 14 例；年龄最大 82 岁，最小 45 岁，中位年龄

（60.21±6.32) 岁；病程最短 2 年，最长 7 年，平均

（3.11±0.41）年；2 例丙型肝炎所致肝硬化、23 例乙

型肝炎所致肝硬化、7 例酒精所致肝硬化、5 例血吸

虫型肝硬化，3 例自身免疫疾病所致肝硬化；Child-
Pugh 分级：26 例 B 级、14 例 C 级；本研究方案均获

得卫计委以及我院伦理委员会批准。

纳入标准：原发性肝病符合《内科学》[4] 诊断标

准；所有患者均符合美国肝病学会《成人肝硬化腹

水诊疗指南（2009 年版）》[5] 关于肝硬化失代偿期诊

断标准；Child-Pugh 分级为 B 级、C 级；患者或家属

同意治疗方案；排除标准：病情严重生命垂危者；患

者肝部癌变或其他组织恶性肿瘤者；合并严重感染

者；两组年龄、性别、疾病类型等一般资料比较差异

无统计学意义（P > 0.05）。
二、方法

1. 基础治疗：患者入院后均进行常规对症、支

持治疗，包括降酶、保肝、利尿、退黄、输白蛋白治疗，

在常规治疗上进行脐血干细胞移植治疗。脐血干

细胞采集与移植：选取身体健康的足月产妇，分娩

前做好各项病毒学以及酶学排查。胎儿娩出后马上

进行断脐，并进行严格的包扎处理，通过采血袋针刺

入胎盘侧脐静脉，采集 150 ~ 200 ml 脐血。通过脐

带血细胞处理试剂盒（湖州赛托森生物科技发展有

限公司）进行相应操作，包括纯化、分离，同时进行

干细胞计数，操作说明书进行详细操作，参照《全国

临床检验操作规范》第三版 [6]，测出样本核细胞总

数 A 以及收集的有核细胞总数 B，回收率 =B/A×

100﹪计算。细胞活性：取 2 滴细胞悬液加 1 滴 2﹪
锥虫蓝染液，5 ~ 10 min 后取样作湿片，高倍镜检，

死细胞被染成蓝色，活细胞不着色，原则上活性细胞

数大于 1×107 个。脐带血细胞放置于 5 ml 细胞转

移管内，治疗前 2 h 置于恒温冰桶。

2. 肝动脉灌注性脐血干细胞移植方法：采用

2﹪ 盐酸利多卡因进行局部麻醉，穿刺右侧股动脉

参照 Seldinger 技术，通过数字减影血管造影的透视

下完成 5 FYashiro 导管的引入，导丝输送路线为肝

总动脉 – 肝固有动脉 – 肝动脉远端定，通过导丝的

支撑将导管送至肝固有动脉，进行导管固定后拔出

导丝。注入非离子型造影剂于导管，明确导管头端

处于超过胃十二指肠动脉的位置后停止数字减影血

管造影透视。患者保持平静的呼吸，导管位置固定

好后采用生理盐水对导管内残留造影剂进行冲洗，

将脐血干细胞悬液从冰桶中取出待达到室温后经由

导管匀速缓慢注入肝内，干细胞纯化分离的回收率

为 90﹪，每次干细胞数量（1 ~ 3）×108 个，每周 1次，

共 4 ~ 6 次。并用生理盐水严格冲洗导管残留液。

结束后拔管，采用动脉压迫器加压对伤口进行8 h的
加压包扎，伸直右下肢平卧 8 h。

3. 指标判定标准：采集患者空腹外周静脉

血，检查治疗前与治疗后肝功能，包括总胆红素

（total bilirubin，TBIL）、谷 丙 转 氨 酶（cereal third 
transaminase，ALT）、血清白蛋白（albumin，ALB）、谷
草转氨酶（aspartate transaminase，AST）等。肝纤维

化指标，包括层粘连蛋白（laminin，LN）、透明质酸酶

（hyaluronidase，HA）、IV 型胶原（type IV collagen，
IVCol）、III 型前胶原（procollagen type III，IIINP）。
采用美国 R&D 公司快速 ELISA 试剂盒检测治疗

前与治疗后肿瘤坏死因子（tumor necrosis factor，
TNF-α）、白细胞介素 6（interleukin，IL-6）等细胞因

子水平。采用 Attune NxT 流式细胞仪检测治疗前、

治疗 6 个月后 CD45RO+ 淋巴细胞以及粒细胞表达

水平。

三、统计学分析方法

采用 SPSS 16.00 统计软件，肝功能、肝纤维化

指标、TNF-α、IL-6、CD45RO+ 淋巴细胞以及粒细胞

表达水平以 x ± s 表示，组间比较采用独立 t 检验，

治疗前后比较采用配对 t 检验，以 P < 0.05 为差异

有统计学意义。

结    果

一、治疗前后肝功能比较

两组治疗后 TBIL、ALT、AST 水平显著低于治

疗前，ALB 高于治疗后，治疗后组间比较差异具有

统计学意义（P < 0.05，表 1，表 2）。
二、治疗前后肝纤维化指标比较

两组治疗后LN、HA、IVCol、IIINP低于治疗前，

且治疗后组间比较差异具有统计学意义（P < 0.05，
表 3，表 4）。

三、治疗前后 TNF-α、IL-6 比较

两组治疗后 TNF-α、IL-6 均逐渐降低，且治疗

后组间比较差异有统计学意义（P < 0.05，表 3）。
四、治疗前后 CD45RO+ 淋巴细胞以及粒细胞

表达水平比较

治疗后 CD45RO+ 淋巴细胞以及粒细胞表达

水平均低于治疗前，且组间比较差异有统计学意义

（P < 0.05，表 4）。
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表 1  治疗前后 TBIL、ALT 水平比较（x ± s）

分组
TBIL（μmol/L） ALT（U/L）

治疗前 治疗后 t  值 P 值 治疗前 治疗后 t  值 P 值

观察组 48.54±13.43 33.65±10.26 18.656 0.000 80.76±17.43 56.76±14.27 27.453 0.000

对照组 48.34±13.43 38.65±10.08 12.546 0.000 80.45±17.21 64.23±14.56 21.546 0.000

t  值  0.237 2.199 0.132 2.652

P 值 0.821 0.031 0.885 0.010

表 2  治疗前后 AST、ALB 水平比较（x ± s）

分组
AST（U/L） ALB（g/L）

治疗前 治疗后 t  值 P 值 治疗前 治疗后 t  值 P 值

观察组 75.65±20.33 48.54±17.04 32.546 0.000 30.65±7.43 36.65±8.32 0.124 0.862

对照组 75.62±20.17 58.21±17.02 26.758 0.000 30.54±7.27 32.56±8.12 5.343 0.000

t  值  0.128 2.199 0.213 2.225

P 值 0.824 0.032 0.845 0.029

表 3  治疗前后肝纤维化指标 LN、HA 比较（μg/L，x ± s）

分组
LN HA

治疗前 治疗后 t  值 P 值 治疗前 治疗后 t  值 P 值

观察组 221.78±19.54 126.67±15.65 18.656 0.000 365.43±45.33 231.67±34.43 27.453 0.000

对照组 219.56±18.90 143.65±15.21 12.546 0.000 366.32±45.41 248.64±34.87 21.546 0.000

t  值  0.237 4.920 0.065 2.190

P 值 0.821 0.000 0.932 0.032

表 4  治疗前后肝纤维化指标 IVCol、IIINP 比较（μg/L，x ± s）

分组
IVCol IIINP

治疗前 治疗后 t  值 P 值 治疗前 治疗后 t  值 P 值

观察组 256.45±28.54 172.67±25.43 35.587 0.000 48.43±6.43 32.54±5.43 14.234 0.000

对照组 258.12±28.31 188.67±26.56 27.546 0.000 48.65±6.21 38.54±6.41 11.340 0.000

t  值  0.127 2.752 0.212 4.517

P 值 0.826 0.007 0.856 0.000

表 5  治疗前后 TNF-α、IL-6 比较（pg/ml，x ± s）

分组
TNF-α IL-6

治疗前 治疗后 t  值 P 值 治疗前 治疗后 t  值 P 值

观察组 22.43±4.54 14.78±4.05 14.623 0.000 28.65±7.43 15.87±6.05 21.323 0.000

对照组 22.39±4.61 16.78±4.32 12.345 0.000 28.87±7.45 19.09±6.12 15.454 0.000

t  值  0.067 2.136 0.065 2.367

P 值 0.943 0.036 0.932 0.020

表 6  治疗前后 CD45RO+ 淋巴细胞以及粒细胞表达水平比较（﹪，x ± s）

分组
CD45RO+ 淋巴细胞 CD45RO+ 粒细胞

治疗前 治疗后 t  值 P 值 治疗前 治疗后 t  值 P 值

观察组 27.54±4.32 22.54±3.65 35.587 0.000 29.54±7.54 22.54±6.54 19.454 0.000

对照组 27.60±4.36 25.11±3.38 27.546 0.000 29.60±7.65 25.54±6.37 14.345 0.000

t  值  0.063 2.132 0.065 2.078

P 值 0.923 0.034 0.932 0.041
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讨    论

肝硬化主要指肝脏弥漫性损害，该病由单种或

多种致病因素反复、长期刺激所引起，主要病理特征

为肝细胞坏死变性、弥漫性结缔组织慢性增生、形成

假小叶以及损害肝小叶结构。失代偿期肝硬化是肝

硬化的终末期，临床上无特效治疗方法，主要采用对

症以及支持治疗，如何改善失代偿期肝硬化肝功能、

缓解肝纤维化是该症研究热点及难点 [7]。近年来随

着再生医学及干细胞技术的研究深入，通过干细胞

移植为基础的细胞治疗成为失代偿期肝硬化的新方

案。干细胞具有多向分化潜能以及自我更新的特点，

在条件适宜的情况下能够向多种功能细胞分化 [8]。

有研究证明，肝硬化患者肝细胞再生及肝损伤过程

中，干细胞的作用较为明显，干细胞经体外分离纯化

后移植于肝硬化患者肝内，其分化特性有助于定植

于肝脏中，恢复和重构损伤的肝功能 [9]。本研究中，

患者经脐血干细胞移植后各项肝功能指标均改善，

提示患者肝功能的提升。同时各项肝纤维化指标的

降低使肝硬化患者肝纤维化进程受到抑制，研究结

果与上述观点吻合 [10]。

失代偿期肝硬化的血循环、腹水中的内毒素

水平较高，肝组织受到内毒素、病毒的不断刺激，

TNF-α 是一种重要的炎症始发细胞因子，主要作用

对象是免疫炎性细胞与血管内皮系统，能够触发机

体炎症级联反应 [11]。大多数单核细胞、淋巴细胞受

到内毒素、TNF-α、IL-1 因素的刺激后会产生 IL-6，
IL-6 在细胞因子网络中表现出多种生物学功能 [12]。

有研究发现，IL-6 能够作为肝细胞刺激因素，可在

对肝细胞的直接刺激下促进其分泌胶原及增生，同

时对储能细胞刺激后其增生并合成 LN、胶原以及

蛋白多糖，同时对免疫球蛋白、细胞因子的表达具有

促进作用，通过对胶原酶活性的抑制，缓解胶原蛋

白的降解过程，最终导致肝脏胶原沉积，形成肝纤维

化 [13]。本研究治疗后 TNF-α、IL-6 水平降低，其原

因在于脐血干细胞能够分泌 IL-10 等细胞因子，改

变肝脏的微环境，减轻炎性反应，达到降低 TNF-α、
IL-6的目的 [14]。CD45RO+ 能够反应机体炎症反应的

严重程度，本研究证明脐血干细胞植入后降低炎症

反应，相应的，CD45RO+ 淋巴细胞及粒细胞表达水

平均降低 [15]。各指标进行组间比较后发现，加用脐

血干细胞移植的观察组患者各项数据均优于常规治

疗，这得益于两者在提升肝功能，降低炎症反应的协

同作用。

综上所述，失代偿期肝硬化通过脐血干细胞移

植治疗能够改善肝功能，降低相关肝纤维化指标，降

低 TNF-α、IL-6 等细胞因子的水平以及 CD45RO+

淋巴细胞以及粒细胞表达水平，可作为新型治疗失

代偿期肝硬化有效方案。
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