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Abstract 
AIM: To observe the effect of rat bone marrow 
mesenchymal stem cells (BMSCs) stimulated by 
TNF-α on apoptosis of rat hepatic stellate cells 
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■背景资料
肝星状细胞(HSCs)HSCs)
的激活与增殖在
肝纤维化发生过
程中起关键的作
用 ,  骨 髓 间 充 质骨 髓 间 充 质
干细胞(BMSCs)BMSCs)
移植可改善甚至
逆转肝纤维化. 体
外研究BMSCs与
HSCs的作用机制
具有重要意义.

(HSCs) in a co-culture system and to explore the 
possible mechanisms involved. 

METHODS: BMSCs from SD rats were isolated, 
cultured, and purified by the whole bone mar-
row adherence method. BMSCs at passages 3-4 
were stimulated by TNF-α and then co-cultured 
with HSCs in a Transwell co-culture system. 
Cells were divided into HSCs blank group, BM-
SCs blank group, normal co-culture group, and 
TNF-α-stimulated co-culture group. Apoptosis 
of HSCs was detected by flow cytometry; expres-
sion of RhoA and HGF mRNAs and proteins was 
tested by reverse transcription-polymerase chain 
reaction (RT-PCR) and Western blot, respectively; 
and concentration of hepatocyte growth factor 
(HGF) in cell supernatants was determined by 
ELISA.

RESULTS: Compared to the normal co-culture 
group and HSCs blank group, the expression of 
RhoA protein (24 h: 0.864 ± 0.006, 48 h: 0.688 ± 
0.013) and mRNA (24 h: 0.809 ± 0.004, 48 h: 0.494 
± 0.010) in HSCs was significantly lower in the 
TNF-α-stimulated co-culture group (all P < 0.01). 
The expression of HGF protein (24 h: 1.032 ± 0.003, 
48 h: 1.060 ± 0.003) and mRNA (24 h: 0.857 ± 0.004, 
48 h: 1.195 ± 0.010) in BMSCs was significantly 
higher in the TNF-α-stimulated co-culture group 
than in the normal co-culture group (all P < 0.05). 
The apoptosis rate of HSCs was significantly in-
creased in the TNF-α-stimulated co-culture group 
(24 h: 6.583% ± 0.091%; 48 h: 29.960% ± 0.223%) 
compared to the normal co-culture group (24 h: 
4.700% ± 0.168%, 48 h: 23.140% ± 0.115%; both P < 
0.01).

CONCLUSION: BMSCs stimulated by TNF-α 
enhance the apoptosis of HSCs possibly via para-
crine production of HGF by BMSCs to down-
regulate RhoA signaling in HSCs.

Key Words: Bone marrow mesenchymal stem cells; 
Hepatic stellate cells; Tumor necrosis factor-α; 
Hepatocyte growth factor; RhoA
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■研发前沿
目前, 国内外进行
自体及异体BM-
S C s 移 植 治 疗 肝
病的研究越来越
多, 但采用肿瘤坏肿瘤坏
死因子-α(TNF-TNF-α)
刺激BMSCs后与
HSCs共培养的研
究极少.

mesenchymal stem cells stimulated by TNF-α enhance the 
apoptosis of hepatic stellate cells. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2012; 20(19): 1713-1719

摘要 
目的: 观察肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis 
factor-α, TNF-α)刺激大鼠骨髓间充质干细胞
(bone marrow mesenchymal stem cells, BMSCs)
情况下, 共培养体系中BMSCs对大鼠肝星状
细胞(hepatic stellate cells, HSCs)凋亡的影响
并探讨其机制. 

方法:  全 骨 髓 贴 壁 法 分 离、纯 化 S D 大 鼠
BMSCs, 传至第3-4代使用. 运用6孔Transwell
板建立共培养体系, 将TNF-α刺激BMSCs后
与HSCs共培养. 实验分HSCs空白对照组、

BMSCs空白对照组、正常共培养组、刺激
共培养组; 采用流式细胞术检测HSCs凋亡, 
RT-PCR、Western blot分别检测RhoA与HGF 
mRNA及蛋白表达, ELISA测定细胞培养上清
液中HGF含量. 

结果: 刺激共培养组24 h、48 h HSCs RhoA蛋
白(24 h: 0.864±0.006, 48 h: 0.688±0.013)及
mRNA(24 h: 0.809±0.004, 48 h: 0.494±0.010)
表达进行性下降, 与正常共培养组和HSCs空
白对照组比较有显著性差异(P <0.01), BMSCs 
HGF蛋白(24 h: 1.032±0.003, 48 h: 1.060±
0.003)及mRNA(24 h: 0.857±0.004, 48 h: 1.195
±0.010)表达呈时间依赖性递增, 与正常共培
养组比较差异有统计学意义(P <0.05); 刺激共
培养组24 h、48 h HSCs凋亡率分别为6.583%
±0.091%、29.960%±0.223%, 与正常共培
养组(24 h: 4.700%±0.168%, 48 h: 23.140%±

0.115%)比较差异有统计学意义(P <0.01). 

结论: TNF-α刺激BMSCs后与HSCs共培养明
显促进HSCs凋亡, 其机制可能是BMSCs通过
旁分泌HGF抑制HSCs RhoA表达实现的. 

关键词: 骨髓间充质干细胞; 肝星状细胞; 肿瘤坏死

因子-α; 肝细胞生长因子; RhoA
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0  引言

肝星状细胞(hepatic stellate cells, HSCs)的激活

与增殖在肝纤维化发生过程中起关键的作用, 
骨髓间充质干细胞(bone marrow mesenchymal 

stem cells, BMSCs)移植可改善甚至逆转肝纤维

化. 受损的肝组织可分泌肿瘤坏死因子-α(tumor 
necrosis factor-α, TNF-α)等炎症因子, TNF-α刺
激间充质干细胞(mesenchymal stem cells, MSCs)
后增加其向受损组织的迁移、定植能力, 促进

肝细胞生长因子(hepatocyte growth factor, HGF)
的表达[1], 研究显示, HGF转染MSCs明显抑制肝

纤维化进程[2], RhoA活化促进HSCs的重塑和迁

移[3]. 本实验在前期研究基础上, 将TNF-α刺激

后的BMSCs与HSCs共培养情况下, 观察BMSCs
对HSCs凋亡的影响, 探讨TNF-α刺激的BMSCs
诱导HSCs凋亡的机制, 为临床治疗肝纤维化提

供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝星状细胞系(HSC-T6)购自中山大学

附属肿瘤医院细胞库; DMEM购自美国Gibco公
司; 特级胎牛血清购自美国Hyclone公司; 肿瘤坏

死因子-α购自美国Peprotech公司; 肝细胞生长因

子ELISA试剂盒购自美国R&D system公司; 小鼠

抗HGF单克隆抗体、小鼠抗RhoA单克隆抗体、

HRP标记的山羊抗小鼠IgG购自美国Santa Cruz
公司; TRIzol购自美国Invitrogen公司; 逆转录试

剂盒购自美国MBI公司; Transwell insert半透膜购

自美国Corning Costar公司; 100-120 g清洁级雄性

SD大鼠购自广西医科大学实验动物中心. 
1.2 方法

1.2.1 BMSCs的分离、培养与鉴定: 参考文献[4]
在无菌条件下分离培养, 颈椎脱臼法处死SD大

鼠, 无菌分离股骨, 剪断股骨干, 用5 mL注射器吸

L-DMEM轻轻冲出骨髓至髓腔变白. 1 000 r/min
低速离心4 min收集细胞, 弃上清液, 用含100 mL/
L胎牛血清的L-DMEM重悬细胞, 置于37 ℃、饱

和湿度、50 mL/L CO2培养箱中培养, 24 h后全量

换液, 以后每36-48 h全量换液一次, 待细胞长至

80%-90%后, 用2.5 g/L胰酶消化, 按1∶2传代, 首
次传代时间需6-7 d. 
1.2.2 HSC-T6的培养、传代: HSC-T6细胞于L-DMEM
培养液(100 mL/L胎牛血清)、37 ℃、50 mL/L、50 mL/L50 mL/L 
CO2培养箱中培养, 2 d后细胞铺满瓶底80%-90%
即可传代. 
1.2.3 细胞共培养: 参照文献[5-7]方法于6孔Tran-
swell板下层接种BMSCs, 上层接种HSC-T6, 种
板密度均为1.5×105 cells/well, 常规培养48 h. 实
验分组: (1)HSCs空白对照组: 单纯HSCs培养; 
(2)BMSCs空白对照组: 单独BMSCs培养; (3)正
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■相关报道
研究显示, TNF-α
是受损的肝组织
释放的重要炎症
因 子 ,  他 不 仅 是
骨 髓 基 质 细 胞
(MSCs)发挥免疫
抑制功能的始动
因子, 同时还增强
MSCs向受损组织
的迁移、定植和
黏附能力.

常共培养组: BMSCs+HSCs共培养; (4)刺激共培

养组: BMSCs+TNF-α+HSCs共培养(用0.1 μg/L 
TNF-α刺激BMSCs 5 h后弃去培养基, D-hanks液
洗两遍, 换新鲜培养基后与HSCs共培养). 倒置

相差显微镜下动态观察活体细胞形态学改变. 
1.2.4 流式细胞仪检测细胞凋亡: 收集各组HSCs, 
计数, 按照Annexin-V-FITC/P细胞凋亡试剂盒说

明操作. 
1.2.5 ELISA检测共培养上清液HGF浓度: 收集

24、48 h时段BMSCs, 按说明书操作, 根据标准、48 h时段BMSCs, 按说明书操作, 根据标准48 h时段BMSCs, 按说明书操作, 根据标准

品A值绘制标准曲线, 计算每孔待测样本上清液

中HGF质量浓度. 
1.2.6 HSCs及BMSCs总RNA提取和RT-PCR: 收
集24 h、48 h时段HSCs及BMSCs, 总RNA提取、48 h时段HSCs及BMSCs, 总RNA提取48 h时段HSCs及BMSCs, 总RNA提取

按TRIzol试剂盒说明进行操作. HSCs RhoA上游

引物5'-TGGTGATGGAGCTTGTGGTAAG-3', 下
游引物5'-AACATCAGTGTCTGGGTAGGAG-3'; 
BMSCs HGF上游引物5'-AGAGGCGAGGAGA-
AACGCAAAC-3', 下游引物5'-ATCCACGAC-
CAGGAACAATGAC-3'; GAPDH上游引物 
5'-GCCAGTAGACTCCACGACAT-3',下游引

物5'-GCAAGTTCAACGGCACAG-3'. RhoA和

GAPDH基因扩增条件: 95 ℃预变性5 min, 95 ℃
变性45 s, 55 ℃退火45 s, 72 ℃ 1 min, 35个循环

后72 ℃延伸5 min; HGF基因扩增条件: 95 ℃预

变性5 min, 95 ℃变性45 s, 58 ℃退火45 s, 72 ℃ 
1 min, 35个循环后72 ℃延伸5 min. 取 6 μL PCR
产物及6 μL DNA Marker进行1.7%琼脂糖凝胶

电泳, 采用凝胶图像分析仪进行A值扫描, 以目扫描, 以目

的基因/GAPDH的灰度比值表示相对目的基因

mRNA水平. 
1.2.7 HSCs及BMSCs总蛋白提取和Western blot
检测: 用细胞裂解液提取24 h、48 h细胞总蛋白, 
考马斯亮蓝比色法测定蛋白含量, 上样量为15 
μg, 蛋白进行15%SDS-PAGE凝胶电泳, PVDF转
膜, 非特异性封闭; 按步骤分别加入RhoA、HGF
一抗和二抗, 显影. 用Quality One分析软件对条

带进行积分吸光度比值测定. 
统计学处理 数据资料以mean±SD表示, 组

间比较采用t检验, 应用统计软件SPSS13.0进行

分析, 以P <0.05为有统计学差异, P <0.01为有显

著性差异. 

2  结果

2.1 骨髓间充质干细胞的分离、培养及形态学

观察 全骨髓贴壁法培养的BMSCs活性良好, 原
代培养第5天细胞数量明显增多, 呈短梭状或星

状(图1A), 可见较多杂细胞, 6-7 d即可传代; 传代

培养至第3代后细胞形态基本上趋于一致, 胞体

大, 折光性好, 细胞呈长条梭状, 旋涡状生长(图
1B).
2.2 骨髓间充质干细胞表面标志物的鉴定 流式

细胞仪检测细胞表面标志物CD29+、CD34-、

C D 4 4 +、C D 4 5 -的表达率分别为9 9 . 4 5 %、

97.91%、99.52%、98.42%. 贴壁法可以获得较

高纯度的BMSCs(图2). 
2.3 HSCs形态学观察 培养48 h后, HSCs空白对

照组HSCs折光性强, 胞体光滑, 细胞活性良好, 
正常共培养组HSCs出现明显细胞皱缩现象, 细
胞表面粗糙、折光性差、胞体变小, 刺激共培、折光性差、胞体变小, 刺激共培折光性差、胞体变小, 刺激共培、胞体变小, 刺激共培胞体变小, 刺激共培

养组细胞未铺满瓶底即出现细胞明显皱缩现象

(图3). 
2.4 HSCs活化的鉴定 免疫组织化学染色显示, 
培养24 h HSCs的α-SMA表达呈阳性, 并被特异

性抗体染成棕色细条索状. HSCs呈星形、胞体、胞体胞体

大、呈片状伸展、伪足很长.、呈片状伸展、伪足很长.呈片状伸展、伪足很长.、伪足很长.伪足很长. α-SMA阳性表达

率95%以上(图4). 
2.5 HSCs的凋亡率的凋亡率 刺激共培养组24 h、48 h HSCs
的凋亡率分别为6.583%±0.091%, 29.960%±

0.223%, 明显高于正常共培养组的4.700%±

0.168%, 23.140%±0.115%(P <0.01), 与HSCs空
白对照组(1.347%±0.042%、2.933%±0.086%)
比较差异有统计学意义(P <0.01, 图5). 
2.6 RhoA蛋白及mRNA的表达 刺激共培养组 

图� �� �����  1  �����骨髓间充质
干细胞形态(×50)��. 
A: 原代培养5 d后; 

B: 原代培养第3代.

A B
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■创新盘点
本文首次构建TN-
F-α刺激BMSCs
后与HSCs共培养
的方法, 显示其机
制可能是BMSCs
通过旁分泌HGF
抑制HSCs RhoA
表达来实现的.来实现的.实现的.

24 h、48 h HSCs RhoA蛋白及mRNA表达进行

性下降, 与正常共培养组和HSCs空白对照组比

较有显著性差异(P <0.01)(图6, 表1).

2.7 BMSCs HGF蛋白及mRNA的表达 刺激共培

养组、正常共培养组24 h、48 h BMSCs HGF蛋
白及mRNA表达呈时间依赖性递增, 与BMSCs
空白对照组比较有显著性差异(P <0.01), 24 h、
48 h刺激共培养组与正常共培养组比较差异有

统计学意义(P <0.05)(图7, 表2). 
2.8 上清液中HGF蛋白浓度的测定上清液中HGF蛋白浓度的测定HGF蛋白浓度的测定蛋白浓度的测定 刺激共培养

组24 h、48 h HGF蛋白浓度显著高于相应时段正

常共培养组(P <0.01), BMSCs空白对照组24 h、
48 h HGF蛋白浓度高于两个共培养组, 且随时间

延长分泌量增多(表3). 

3  讨论

HSCs是肝脏的一种非实质细胞, 位于Disse间隙

A B C

图� �� ������� �����������������  3  ������� �����������������各组培养48 h后HSCs形态观察(×50)��. A: HSCs空白对照组; B: 正常共培养组; C: 刺激共培养组.

图� �� ����� 4   �����HSCs α-SMA免疫组织化学染色(×50)�.
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图� �� ����������������������  2  ����������������������第3代骨髓间充质干细胞表面标记的流式结果��. A: CD29+; B: CD34-; C: CD44+; D: CD45-.
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内, 研究发现, HSCs是正常及纤维化肝脏中细

胞外基质(extracellular matrix, ECM)及胶原(col-
lagen)的主要合成细胞, 他的激活与增殖在肝纤

维化发生过程中起关键的作用[5], 因此找到促进

HSCs凋亡, 进而减少ECM分泌及胶原的合成, 
是防治肝纤维化的关键[8,9]. 众多研究表明, BM-

SCs能诱导HSCs凋亡[10,11], 对多种原因引起的肝

损伤具有显著修复作用, 可改善甚至逆转肝纤

维化[12-16], 通过旁分泌细胞因子和生长因子途径

可能是其作用机制之一[17,18], 但其具体机制目前

尚不明确. 
TNF-α是受损的肝组织释放的重要炎症因

■应用要点
本研究显示TNF-
α刺激BMSCs后
与HSCs共培养明
显促进HSCs凋亡, 
本次构建的共培
养模型更加贴近
BMSCs移植后所
处的微环境, 具有
重要的理论和实
践意义.
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图� �� �������������  5  �������������各培养组HSCs凋亡率��. A: 24 h HSCs空白对照组; B: 24 h 正常共培养组; C: 24 h 刺激共培养组; D: 48 h HSCs空白对

照组; E: 48 h 正常共培养组; F: 48 h 刺激共培养组.
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图� �� ���� ���������������� 6   ���� ����������������SCs RhoA蛋白及mRNA的表达��. A: �������  ������ ��蛋白; B: mRNA; ��M:

Marker; 1: HSCs空白对照组; 2: 正常共培养组; 3: 刺激共培养组.
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图� �� ������ ��������������� 7   ������ ���������������BMSCs HGF蛋白及mRNA的表达��. A: �������  ������ ��蛋白; B: mRNA; ��M:

Marker; 1: BMSCs空白对照组; 2: 正常共培养组; 3: 刺激共培养组.
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子[19], 他不仅是MSCs发挥免疫抑制功能的始动

因子[20], 同时还增强MSCs向受损组织的迁移、

定植和黏附能力, 同时明显增加各种生长因子

的表达与分泌[1,21-23], 包括白介素-6(interleukin-6, 
IL-6)、HGF等. 有研究发现TNF-α刺激人BMSCs
可通过p38 MAPK和PI3K通路促进HGF分泌, 阻
断BMSCs表面肿瘤坏死因子受体Ⅱ(TNF recep-
tor Ⅱ, TNFRⅡ)可抑制HGF分泌[18]. 课题组前期

实验[4]采用全骨髓贴壁法获得了较高纯度的大鼠

BMSCs, 并证实TNF-α刺激大鼠BMSCs可以有效

促进HGF的表达及分泌. 在大鼠肝纤维化模型的

研究表明[10], BMSCs通过旁分泌HGF和TGF-β3
上调HSCs p21和p27蛋白表达及下调cyclinD1蛋
白表达, 使细胞周期停滞于G0/G1期, 从而抑制

HSCs生长, 同时通过降低ERK1/2的磷酸化抑制

HSCs的活化, 减少胶原Ⅰ、Ⅲ的表达, 从而减

少肝纤维化的发生. BMSCs能分泌多种细胞因

子[9,24], 如神经细胞生长因子(nerve growth factor, 
NGF)、胰岛素样生长因子1(insulin-like  growth  
factor, IGF-1)、HGF等, 通过与肝细胞共培养发

现, BMSCs表达肝细胞标志物CK-18、白蛋白、、白蛋白、白蛋白、、

AFP等[25,26], 说明BMSCs具有分化成肝细胞的功

能. Parekkadan等[10]将人来源的BMSCs与HSCs共

培养发现, BMSCs可以显著减少胶原的合成, 抑
制HSCs的增殖, 促进其凋亡; 抗体中和实验表明, 
BMSCs分泌的HGF在促进HSCs凋亡中起重要作

用. Shi等[27]提出BMSCs通过分泌NGF与HGF介
导, 诱导HSCs不可逆的细胞凋亡, 阻断TGF-β可
以增加HSCs的凋亡. 这是否提示在共培养体系

中, 增强BMSCs旁分泌能力可以抑制HSCs的活

化, 促进HSCs的凋亡？课题前期实验已经证实

TNF-α刺激大鼠BMSCs可以明显促进HGF的表

达[4], 在此基础上, 本次实验将TNF-α刺激后的大

鼠BMSCs与HSCs共培养, 发现伴随BMSCs HGF
表达及分泌的增加, HSCs RhoA蛋白及mRNA的

表达进行性下降, HSCs凋亡率增加, 与正常共培

养组和HSCs空白对照组比较, 刺激组的变化具

有显著性差异, 显然, TNF-α对BMSCs的刺激增

强了这些影响. 其机制可能是TNF-α刺激BMSCs
促进HGF的表达和分泌来抑制HSCs RhoA蛋

白及mRNA的表达, 从而诱导HSCs凋亡, 因为

目前已知Rho/Rho Kinase(ROCK)信号通路在

HSCs的活化中起突出作用, RhoA蛋白是该通路

中介导细胞骨架形成的重要蛋白, RhoA蛋白的

活化促进HSCs的重塑和迁移[3], HGF作为RhoA
的上游分子介导RhoA的活化[28], 运用Rho/Rho 
Kinase(ROCK)通路抑制剂Y-27632可以抑制肝纤

维化的进程[29,30]. 在共培养体系中, 随着时间的延

长, HGF的质量浓度呈进行性减少, 课题组认为

这一现象的发生与其发挥生物学作用引起消耗

有关. 
但是, 在体内试验中, TNF-, 在体内试验中, TNF-在体内试验中, TNF-, TNF-α刺激的BMSCsBMSCs

是否提高BMSCs向受损部位的“归巢率”, 促BMSCs向受损部位的“归巢率”, 促向受损部位的“归巢率”, 促“归巢率”, 促归巢率”, 促”, 促促
进受损组织的修复？对TNF-TNF-α与BMSCs之间相BMSCs之间相之间相

互作用的深入研究, 无疑会在肝纤维化的干细, 无疑会在肝纤维化的干细无疑会在肝纤维化的干细

胞移植治疗中产生积极作用.. 
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