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Abstract
AIM: To investigate the apoptosis-inducing 
effect of tumor necrosis factor-α (TNF-α) on 
hepatic stem cells (WB cells) and to elucidate the 
molecular mechanisms involved.

METHODS: After WB cells were incubated with 
TNF-α for different durations, cell apoptosis 
and cell cycle alterations were analyzed by flow 
cytometry; DNA alterations were tested by aga-
rose gel electrophoresis; and signaling molecules 
related to cell proliferation and apoptosis were 
analyzed by Western blot and electrophoretic 
mobility shift assay (EMSA).

RESULTS: After treatment with TNF-α for 24 h, 
apoptosis was induced in 51% of WB cells, and 
the DNA was broken down into 180-200 bp frag-

ments. Of all growth or apoptosis regulatory pro-
teins examined, the levels of caspase-3 and acti-
vated NF-κB were found to be up-regulated after 
TNF-α treatment. Furthermore, TNF-α treatment 
could also induce Erk/Akt hypophosphorylation.

CONCLUSION: TNF-α induces growth inhibi-
tion and apoptosis of WB cells perhaps by up-
regulating caspase-3 and activated NF-κB and 
inducing Erk/Akt hypophosphorylation.
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摘要
目的: 研究肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis 
factor-α, TNF-α)诱导肝干细胞(WB细胞)凋亡
及其信号转导机制. 

方法: WB细胞经TNF-α诱导不同时间, 用流式
细胞术(FCS)检测细胞凋亡及细胞周期改变; 
用核酸提取及电泳技术检测细胞DNA的变化; 
经Western blot检测TNF-α诱导WB细胞与凋亡
有关分子的改变. 

结果: TNF-α诱导WB细胞24 h, FCS发现51%
细胞凋亡, 核酸电泳出现DNA “ladder”现
象; 同时与细胞凋亡相关的转录因子NF-κB核
内转移, 活化的凋亡蛋白酶caspase-3增多, 而
与细胞增殖相关的信号转导途径被阻断-磷酸
化的Erk/Akt水平下调.

结论: 经TNF-α诱导, 与凋亡相关的信号分子
caspases-3被激活, 而与细胞增殖有关的信号
途径被阻断(p-Erk/Akt)下调, 导致细胞可能发
生增殖阻滞而凋亡. 

关键词: 肿瘤坏死因子α; 肝干细胞; 细胞凋亡; 磷
酸化; 信号转导
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■背景资料
肝功能衰竭目前
还没有特效的治
疗措施, 肝移植由
于供体、价格等
因素使其应用受
到限制, 最近研究
显示肝干细胞可
能在肝脏结构与
功能重建中发挥
治疗作用.

■同行评议者
洪天配, 教授, 北
京大学第三医院
内分泌科
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0  引言

病毒性肝炎是我国一个高发性传染病, 随着病

程可发展为肝硬化、重症肝坏死、肝功能衰

竭. 其病理特点是大块或亚大块肝细胞坏死, 残
存肝细胞的增殖受多种因素的影响, 故依赖病

变肝脏自身的能力引发肝再生有很大困难, 而
传统的抗病毒及支持对症治疗无法使患者痊愈. 
原位肝移植由于供肝缺乏、费用昂贵、可能存

在免疫排斥问题等使临床受益者极少. 肝细胞

移植及生物人工肝是治疗严重肝病的有效手段, 
但自体肝细胞获取困难、增殖性差、细胞长期

培养困难等又极大地制约了他们在临床的应用. 
而干细胞具有向成熟肝细胞分化的潜能, 并参

与肝功能重建[1,2], 即可以利用干细胞作为组织

工程的启动细胞进行治疗性克隆扩增, 在肝脏

结构与功能重建中发挥治疗作用, 这将给肝病

治疗提供新的措施. 调查发现, 肝硬化、重症肝

坏死患者血清TNF-α水平均有不同程度的升高

并与病情呈正相关, 提示TNF-α含量与肝细胞坏

死程度密切相关. TNF-α是否能诱导肝干细胞凋

亡导致坏死的肝脏再生障碍而加重病情甚至导

致患者死亡? 为明确TNF-α升高与肝干细胞凋

亡之间的关系及可能的分子机制, 我们采用流

式细胞术(flow cytometry, FCS)及Western blot、
凝胶阻滞实验(electrophoretic mobility shift 
assay, EMSA)等实验方法检测细胞凋亡及凋亡

相关途径的变化.  

1  材料和方法

1.1 材料 肝干细胞株(WB细胞)[3]我室保存. 培
养条件为DMEM、100 mL/L胎牛血清, 50 mL/L 
CO2、37 ℃环境下培养. DMEM、胰酶为Gibco
公司产品; 胎牛血清为Life Technologies公司

产品; DNA提取试剂盒为Promega公司产品; 
TNF-α为Sigma公司产品; 抗体、HRP-羊抗鼠

及羊抗兔IgG、ECL检测系统为Santa Cruz产品. 
[γ-32P]ATP购自北京亚辉生物医学工程公司, NF-
κB双链寡核苷酸探针(由Promega公司提供)序
列如下5'-AGT TGA GGG GAC TTT CCC AGG 
C-3', 3'-TCA ACT CCG CTG AAA GGG TCC 
G-5'.
1.2 方法 
1.2.1 TNF-α诱导细胞凋亡: WB细胞以1×108
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个/L培养于培养瓶, 细胞贴壁后, 换加入放线菌

素(ActD)15 µg/L无血清培养液处理细胞30 min, 
用20、40、80、100 µg/L TNF-α, 经不同时相

(8、18、24 h)处理WB细胞, 对照组加等量生理

盐水.  
1.2.2 FCS检测细胞凋亡: 离心收集经TNF-α诱
导的WB细胞1×106个, PBS洗2次, 用700 mL/L
乙醇4 ℃固定细胞24 h, PBS洗2次, RNA酶消化, 
37 ℃ 30 min, 加入PI染色, 4 ℃ 30 min流式细胞

仪测定.  
1.2.3 凋亡细胞的核酸电泳检测: 取经TNF-α诱
导的WB细胞2×106个, 用含2 mmol/L EDTA、

pH7.5的PBS离心洗2次(1 200 r/min), 弃上清, 
加400 μL TBE(临用时加0.25% NP40), 10 μL 
RNase至1 g/L, 37 ℃, 30 min, 加蛋白酶K(1 g/L) 
10 μL, 37 ℃, 30 min. 14 000 r/min, 4 ℃离心15 
min, 收集上清(-70 ℃), 取上清50 μL, 加上样缓

冲液5 μL, 1.5%琼脂糖凝胶电泳30 min, 紫外线

透视仪下观察, 凋亡细胞出现DNA ladder.  
1.2.4 EMSA: 细胞用预冷的PBS洗2次, 提取核

蛋白液. NF-κB寡核苷酸(1.75 μmol/L)2 μL加10
×T4多核苷酸激酶缓冲液1 μL, [γ-32P]ATP(111 
TBq/mmol)1 μL, 无菌水5 μL, 最后加T4多核苷

酸激酶(5-10 U/μL)1 μL, 37 ℃保温10 min, 再向

反应体系中加入1 μL 0.5 mol/L EDTA终止反应. 
核蛋白在DNA结合液(20 mmol/L Hepes pH7.9, 
100 mmol/L KCl, 20% glycerol, 0.2 mmol/L EDTA, 
0.5 mmol/L DTT, 0.5 mmol/L PMSF)与1 μL 32P
标记的NF-κB寡核苷酸探针4 ℃反应20 min. 电
泳、显影、定影、水洗、晾干.  
1.2.5 Western blot: 提取细胞总蛋白, 100 μg蛋
白经SDS-PAGE电泳, 电转至PVDF膜后浸入

含50 g/L脱脂奶粉的TBST 4 ℃过夜, 加一抗

(caspases-3/8、p-Akt/p-ERK)室温1 h, TBST洗4
×10 min, 加HRP标记的相应二抗(1∶5 000), 室
温1 h, TBST洗4×10 min. ECL系统A、B液等体

积混合, 均匀涂在PVDF膜上, 再将PVDF膜转移

到保鲜膜并包裹好, X线片压片, 曝光60 s, 显影1 
min, 定影5 min.

2  结果

2.1 ActD/TNF-α诱导肝干细胞DNA断裂 经ActD
诱导, TNF-α为80、100 μg/L时细胞出现凋亡典

型的DNA ladder, 即核酸经琼脂糖凝胶电泳呈现

180-200 bp或其整倍数的“梯带”现象(图1), 当
TNF-α为80 μg/L时凋亡率超过50%, 而对照组胞

www.wjgnet.com

■研发前沿
细胞因子作为炎
症反应的重要载
体与肝脏疾病的
进展密切相关, 探
索细胞因子在肝
脏疾病发展以及
干细胞移植治疗
肝脏疾病是该研
究领域的热点.

■相关报道
2007年Nguyen等
报道肝细胞损害
的反应中, 肝脏启
动免疫应答机制, 
分泌一系列细胞
因子包括HGF、
EGF等刺激卵圆
细胞的增殖分化, 
参与肝损伤的修
复及肝细胞再生.
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凋亡率低(图2). 80 μg/L TNF-α诱导WB细胞9、
18、24 h, 凋亡细胞比例为31%、32%、51%, 对
照组0.89%(图3). 
2.2 TNF-α对细胞凋亡相关分子的影响 TNF-α诱
导WB细胞1 h, 细胞总蛋白中活化的凋亡蛋白酶

caspase-3增多, 与细胞增殖相关的信号转导途径

被阻断-磷酸化的Erk/Akt水平下调(图4). TNF-α
诱导20 min即出现NF-κB核内转移(图5).

3  讨论

干细胞分化发育的特异性是其自身特性和生存

微环境联合作用的结果, 其中微环境起重要作

用. 近期研究结果显示, 肝干细胞具有在组织器

官中自我修复及再生能力, 在细胞活性因子如

HGF[4,5]、TGF-α、EGF诱导下可以增生、定向

分化为成熟肝实质细胞, 即细胞活性因子可能

是调控肝干细胞分化的主要因素; 有研究发现

干细胞表达TGF-α、aFGF、HGF、SCF的受体,
表明生长因子可能通过自分泌和旁分泌方式调

控他们的生长. 故我们认为肝脏微环境是调控

肝干细胞生长发育的关键, 似乎只要给予肝脏

再生的微环境, 干细胞就可以在体内分化成肝

细胞. 因此, 模拟特定细胞分化的体内环境是诱

导肝干细胞定向分化的关键所在.  
在肝脏再生机制的研究中显示, 肝干细胞

只有在肝脏严重损伤的病理情况下才产生应答

并大量增殖, 参与肝脏的修复[6]. TNF-α是一种

促炎性细胞因子, 在肝脏主要由激活的Kupffer
细胞产生, 既能直接损伤肝细胞, 又能参与肝

脏炎症、肝细胞再生等, 适量表达可激活NF-
κB启动肝细胞增殖[7]; 如大量持续表达, 则会引

起细胞凋亡, 延缓肝细胞再生[8,9]. 近年来研究

发现TNF-α能引起肝细胞凋亡, 在暴发性肝衰

竭中, TNF-α介导的肝细胞凋亡起很重要的作

用. Takei等研究证实, TNF-α抗体可阻止半乳

糖胺引起的肝细胞凋亡, 防止暴发性肝衰竭发 
生[10,11]. 持续升高的TNF-α是否也能诱导肝干细

胞凋亡导致肝再生障碍? 通常肝细胞对TNF-α
耐受, 在某些毒性因子致敏后, TNF-α则对肝细

胞产生毒性作用. 本研究结果显示: 在给予放线

菌素(ActD)一种人称“转录捕获”的RNA合成

抑制剂的刺激后, TNF-α表现出细胞毒作用, 肝
干细胞对刺激变得敏感导致凋亡. 通过对TNF-α
不同剂量、不同时相诱导的WB细胞, 用流式细

胞术(FCS)检测发现G2+M期细胞比例明显减少, 
说明细胞增殖性减弱; 核酸电泳出现DNA ladder
说明DNA被激活的核酸内切酶切割成180-200 
bp或其整倍数的片段即凋亡信号途径被激活; 
我们进一步采用Western blot在蛋白水平检测与

细胞凋亡相关的信号转导途径的改变, 结果显
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■创新盘点
本文论述了研究
TNF-α诱导肝干
细胞(WB细胞)凋
亡及其信号转导
机制. 阐述细胞因
子与肝干细胞的
关系, 提出对肝衰
竭患者若辅以抗
TNF-α治疗, 可能
通过减少细胞凋
亡, 提高细胞增生
能力增强肝再生.
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示凋亡相关的caspase-3表达上调, 而与细胞增殖

相关的MAPK、PI3K[12]信号途径中关键分子Erk
和Akt的磷酸化水平下调, 导致细胞增殖阻滞, 
发生凋亡. 另外, TNF-α还可激活NF-κB[13], 这是

一种在调控细胞的生存和凋亡中起关键作用的

调控因子. 我们的研究结果显示经TNF-α诱导的

WB细胞20 min后即出现NF-κB核内转移. 而NF-
κB持续活化可能促进细胞凋亡. 因此我们推测

这些可能是导致坏死的肝脏再生障碍而加重病

情甚至导致患者死亡的重要机制.  
病毒性肝炎、肝硬化是临床常见病, 约10%

的患者最终死于肝功能衰竭, 肝干细胞的生存

和凋亡对肝损伤的修复及再生有重要意义[14,15], 
肝干细胞移植将是解决供体肝脏严重缺乏的重

要途径之一; 另外, 自体的肝干细胞移植能有效

地避免排斥反应. 而合适的生长微环境或细胞

因子对肝干细胞的自我更新和增殖有重要作用, 
我们的研究结果提示对肝衰竭患者若辅以抗

TNF-α治疗, 可能通过减少细胞凋亡, 提高细胞

增生能力来增强肝再生.
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图  4  TNF-a作用1 h, 活化的caspase增多, p-ERK/Akt减少.

图  5  TNF-a作用20 min即出
现NF-kB转入核内.
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■同行评价
本文选题尚可, 设
计基本合理, 结果
可信, 具有一定学
术价值.


