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Abstract
AIM: To study the effect of intravenous injection 
of recombinant IL-10 (rIL-10) gene vector on the 
expression of tumor necrosis factor-α (TNF-α), 
platelet derivative growth factor-β (PDGF-β) and 
cyclooxygenase-2 (COX-2) in pig serum-induced 
experimental liver fibrosis in rats.
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白介素-10基因干预对纤维化大鼠TNF-α、PDGF-β和
COX-2表达的影响

林 颖, 黄月红, 陈治新, 王小众, 张莉娟

®

■背景资料
肝纤维化是以细
胞外基质(extra-
cel lular  matrix, 
ECM)沉积为特征
的创伤愈合过程, 
肝星形细胞 ( h e -
patic stellate cell, 
HSC)是肝纤维化
发生发展中的关
键细胞, HSC活化
受细胞因子和细
胞内信号转导途
径所调控, 其活化
过程中的相关调
控因子是抗纤维
化治疗的重要靶
向目标. 肝纤维化
分子机制的不断
阐明, 将为攻克肝
纤维化治疗带来
希望. 

METHODS: Thirty SD rats were divided into 
a normal control and a fibrosis model group. 
The normal control group was intraperitoneally 
injected with 0.5 mL of normal sodium twice a 
week for 8 wk, while the fibrosis model group 
was injected with equal volume of pig serum for 
the same duration. At the beginning of the 5th 
week, the fibrosis model group was further ran-
domly divided into a fibrosis model subgroup, 
a rIL-10 gene therapy subgroup and an empty 
vector control subgroup. Rats in the normal con-
trol group and fibrosis model subgroup were 
injected with Ringer’s solution (as a reagent 
control) via the tail vein weekly, the rIL-10 gene 
therapy subgroup was injected with rIL-10 plas-
mid pcDNA3-rIL-10, and the empty vector con-
trol subgroup was injected with empty vector 
pcDNA3. All rats were sacrificed at the end of 
the 8th week, and liver tissue samples were col-
lected to observe pathological changes in liver 
tissue by HE staining and to detect the expres-
sion of TNF-α, PDGF-β and COX-2 in liver tissue 
by immunohistochemistry.

RESULTS: Histopathology analysis proved that 
experimental liver fibrosis was induced success-
fully with pig serum. Compared with the fibro-
sis model subgroup and empty vector control 
subgroup, the rIL-10 gene therapy subgroup 
showed mild liver cell degeneration, decreased 
inflammatory cell infiltration and collagen de-
position. Compared with the normal control 
group, the expression of TNF-α, PDGF-β and 
COX-2 was significantly increased in the fibrosis 
model subgroup and empty vector control sub-
group (0.2206 ± 0.0434, 0.2217 ± 0.0518 vs 0.1860 
± 0.0104; 0.2891 ± 0.0417, 0.2818 ± 0.0272 vs 0.2514 
± 0.0228; 0.2174 ± 0.0429, 0.2117 ± 0.0221 vs 0.1987 
± 0.0106, all P < 0.01). Compared with the fibro-
sis model subgroup and empty vector control 
subgroup, the expression of TNF-α, PDGF-β and 
COX-2 was significantly reduced in the rIL-10 
gene therapy subgroup (0.2048 ± 0.0124 vs 0.2206 
± 0.0434,  0.2217 ± 0.0518; 0.2513 ± 0.0165 vs 0.2891 
± 0.0417, 0.2818 ± 0.0272; 0.1961 ± 0.0142 vs 0.2174 
± 0.0429, 0.2117 ± 0.0221, all P < 0.01).
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■研发前沿
通过抑制肝组织
内促纤维化因子
的表达从而抑制
HSC的活化, 促进
Ⅰ、Ⅲ型 胶 原 的
降 解 ,  从 而 减 少
ECM沉积 ,  对肝
纤维化形成具有
一定的拮抗作用. 
因此如何抑制促
肝纤维化因子的
表达成为当前研
究热点.

CONCLUSION: rIL-10 gene treatment attenuates 
pig serum-induced liver fibrosis in rats possibly 
by reducing the expression of TNF-α, PDGF-β 
and COX-2 in liver tissue.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 探讨大鼠白介素-10(rat interleukin-10, 
rIL-10 )基因干预对猪血清诱导的大鼠肝纤维
化的拮抗作用及其对肿瘤坏死因子-α(tumor 
necrosis factor-α, TNF-α)、血小板衍生生
长因子-β(platelet derivative growth factor-β, 
PDGF-β)和环氧合酶-2(cyclooxygenase-2, 
COX-2)表达的影响.

方法: 30只清洁级SD大鼠被随机分为正常对
照组(N组)和纤维化模型组, N组每周腹腔注
射2次生理盐水, 每次0.5 mL, 共8 wk; 纤维化
模型组每周腹腔注射2次猪血清, 每次0.5 mL, 
共8 wk. 至造模第5周开始纤维化模型组随机
分为纤维化组(M组), rIL-10质粒治疗组(I组), 
空质粒对照组(P组). N组和M组大鼠尾静脉注
射林格氏液作为试剂对照, I组大鼠尾静脉注
射pcDNA3-rIL-10质粒, P组大鼠尾静脉注射
pcDNA3.0空质粒, 1次/wk. 所有大鼠在第8周
末处死, 通过HE染色检测各组大鼠肝组织病
理改变; SP免疫组织化学检测各组大鼠肝脏
TNF-α、PDGF-β和COX-2表达的情况.

结果: 肝组织学病理显示猪血清诱导肝纤维
化模型造模成功, r IL-10 基因干预能明显降
低大鼠肝纤维化的程度, 与M组和P组相比, I
组纤维化程度明显下降. 免疫组织化学结果
显示: M组、P组TNF-α、PDGF-β和COX-2
较N组表达明显增加(0.2206±0.0434, 0.2217
±0.0518 vs  0.1860±0.0104; 0.2891±0.0417, 
0.2818±0.0272 vs  0.2514±0.0228; 0.2174±
0.0429, 0.2117±0.0221 vs  0.1987±0.0106, 
均P <0.01); I组TNF-α、PDGF-β和COX-2较
M组、P组表达显著减低(0.2048±0.0124 vs  

0.2206±0.0434, 0.2217±0.0518; 0.2513±
0.0165 vs  0.2891±0.0417, 0.2818±0.0272; 
0.1961±0.0142 vs  0.2174±0.0429, 0.2117±
0.0221, 均P <0.01).

结论: rIL-10 基因干预能有效拮抗猪血清诱导
的大鼠肝纤维化形成, 其机制可能与其抑制肝
组织中TNF-α、PDGF-β和COX-2的表达相关.

© 2013年版权归Baishideng所有.
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核 心 提 示 :  肝 组 织 学 病 理 显 示 猪 血 清 诱 导

肝纤维化模型造模成功 ,  大鼠白介素 -10(r a t 
interleukin-10, rIL-10 )基因干预能明显降低大鼠

肝纤维化的程度, 免疫组织化学结果显示通过大

鼠尾静脉高压注射rIL-10质粒显著降低肿瘤坏死

因子-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)、血小板

衍生生长因子-β(platelet derivative growth factor-β, 
PDGF-β)和环氧合酶-2(cyclooxygenase-2, COX-2)
的表达, 其机制可能为rIL-10 基因在肝组织中高

表达, 高表达的IL-10可能通过直接或间接抑制或

下调肝组织内TNF-α、PDGF-β和COX-2的表达

从而发挥抗纤维化作用.
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0  引言

肝纤维化是由于肝脏细胞外基质(extracellular 
matrix, ECM)合成与降解失衡所致, 肝星形细胞

(hepatic stellate cell, HSC)是肝脏合成ECM的主

要细胞, 其活化与增殖是肝纤维化形成的中心

环节[1], 细胞因子在此环节中起着重要作用. 白
介素-10(interleukin-10, IL-10)是一种免疫抑制

细胞因子, 具有免疫调节作用及抗炎作用[2], 但
其拮抗肝纤维化的作用机制仍不清楚. 本研究

室先期研究证实外源性IL-10具有抑制肝脏的

炎症反应、抑制HSC的活化与增殖和抑制ECM
的合成等抗纤维化的特性, 为IL-10基因治疗肝

纤维化提供了一定的理论依据[3]. 本实验采用猪

血清诱导肝纤维化模型, 行大鼠白介素-10(ra t 
interleukin-10, rIL-10 )基因干预, 通过观察肿瘤

坏死因子-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)、血
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■相关报道
近年来Brito等通
过研究发现, 在肝
纤维化的进展中
TNF-α、PDGF-β
和COX-2扮演重
要角色, 是抗纤维
化治疗重要靶标.

小板衍生生长因子-β(platelet derivative growth 
factor-β, PDGF-β)和环氧合酶-2(cyclooxygen-
ase-2, COX-2)在肝组织中的表达情况, 进而探讨

rIL-10基因干预对肝纤维化形成的拮抗作用及

其机制.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂清洁级SD大鼠30只, 体质量200-300 
g, 中国科学院上海实验动物中心 [许可证号

SCXK(沪)2003-0003], 清洁级条件喂养, 自由进

食进水; pcDNA-rIL-10真核表达质粒由本实验

室构建; rIL-10单克隆抗体由美国Biosourse公司

生产; rIL-10 ELISA试剂盒由美国Biosourse公司

生产; Qiagen Maxi-Prep试剂盒由美国Qiagen公
司生产; Porcine serum由芬兰PAA细胞培养公司

生产; 抗体及SP试剂盒由北京中山生物技术有

限公司生产; 台式高速离心机(型号: 5417C)为德

国Eppendorf公司产品; 相差显微镜(型号: CK2)
为日本奥林巴斯公司产品; 显微数码成像系统

(型号: BX-41)为日本奥林巴斯公司产品; 酶标仪

(型号: ELX-800)为美国宝特BIO-TEK公司产品; 
干燥箱(型号: UH-686-101A)为上海实验仪器有

限公司产品; 电热恒温水温箱(型号: HW1)为上

海实验仪器有限公司产品.
1.2 方法

1.2.1 分组: 30只♂清洁级SD大鼠被随机分为正

常对照组(N组, 6只)和纤维化模型组(24只). N组

每周腹腔注射2次生理盐水, 每次0.5 mL, 共8 wk; 
纤维化模型组每周腹腔注射2次猪血清, 每次0.5 
mL, 共8 wk; 至造模第5周开始, 模型组被随机分

为肝纤维化模型组(M组, 8只), pcDNA3-rIL-10
质粒治疗组(I组, 8只), pcDNA3.0空质粒对照组

(P组, 8只). N组和M组大鼠尾静脉注射林格氏

液作为试剂对照, I组大鼠尾静脉注射pcDNA3-
rIL-10质粒, P组大鼠尾静脉注射pcDNA3.0空质

粒, 每周1次. 所有大鼠在实验第8周末处死, 收
集各组大鼠肝组织.
1.2.2 肝组织病理学检查: 分别将各实验组大鼠

肝组织用40g/L甲醛固定后石蜡包埋、切片后行

HE染色.
1.2.3 免疫组织化学法检测大鼠肝组织TNF-α、
PDGF-β和COX-2的表达: 采用SP免疫组织化学

染色, 具体操作按北京中山生物技术有限公司

SP试剂盒说明进行. 省略一抗和二抗作为空白

对照; 以PBS替换一抗, 作为阴性对照. 阳性染色

者在细胞质或/和细胞核或/和细胞膜有棕黄色

颗粒沉着. 染色结果根据染色细胞多少及染色

深浅判断各指标表达情况, 使用Image-pro plus 
5.0软件检测各组目的蛋白平均光密度.

统计学处理 计量资料以mean±SD表示, 组
间差异用SPSS17.0统计分析软件包处理, 采用方

差分析, P <0.01为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 肝脏组织病理学变化 本实验组织病理学结

果见文献[4], 如图1所示N组大鼠肝内可见肝小

叶结构正常, 肝细胞索排列正常, 仅少量胶原纤

维在汇管区中央静脉分布. M组大鼠肝组织发生

严重的病理改变: 肝细胞脂肪变性, 中性粒细胞

和单核细胞浸润, 大量胶原从汇管区沿肝细胞

界板向内延伸形成粗细不等的纤维隔, 小叶结

构紊乱, 部分假小叶形成. I组肝细胞变性及坏死

程度显著减轻, 汇管区及其周围炎性细胞浸润

很少, 小叶结构虽有部分紊乱, 但肝纤维化程度

较M组明显减轻. P组大鼠肝组织炎症程度与纤

维化程度没有明显的改变, 与M组相似.
2.2 免疫组织化学法检测大鼠肝组织TNF-α、
PDGF-β和COX-2的表达

2.2.1 r I L-10 基因干预后各组大鼠肝组织中

TNF-α的表达情况: 大鼠肝组织免疫组织化学染

色结果镜下如图2: TNF-α棕黄色阳性着色部位

主要见于肝细胞等细胞的胞质和胞膜. 与N组比

较, M组、P组TNF-α阳性表达明显增强, 差别具

有统计学意义(P <0.01)(表1); 与M组、P组比较,  
I组TNF-α阳性着色范围及程度均显著降低, 差
别具有统计学意义(P <0.01)(表1).
2.2.2 r I L-10 基因干预后各组大鼠肝组织中

PDGF-β表达情况: 大鼠肝组织免疫组织化学染

色结果如图3: PDGF-β棕黄色阳性着色部位主要

见于肝细胞等细胞的胞质和胞膜. 与N组比较, M
组、P组PDGF-β阳性表达增强, 差别具有统计学

意义(P<0.01)(表1); 与M组、P组比较, I组PDGF-β
阳性着色范围及程度均显著降低(P<0.01)(表1).
2.2.3 r I L-10 基因干预后各组大鼠肝组织中

COX-2表达情况: 大鼠肝组织免疫组织化学染

色结果镜下如图4: COX-2棕黄色阳性着色位

于肝细胞等细胞的胞质. 与N组比较, M组、P
组COX-2阳性表达增强, 差别具有统计学意义

(P <0.01)(表1); 与M组、P组比较, I组COX-2阳性

着色范围及程度均显著降低, 差别具有统计学

意义(P <0.01)(表1).
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■创新盘点
通过向大鼠尾静
脉高压注射白介
素-10(rat interleu-
kin-10, rIL-10)质
粒使r IL-10 基因
在肝组织中高表
达 ,  而 高 表 达 的
I L - 1 0 可 能 通 过
直接或间接抑制
或下调肝组织内
TNF-α、PDGF-β
和COX-2的表达
从而抑制HSC的
活化, 进而起到抗
纤维化作用.

3  讨论 

建立合适的动物模型对研究肝纤维化形成的分

子机制有着极其重要的作用. 本实验采用猪血

清腹腔注射构建肝纤维化动物模型[5]. 猪血清则

是免疫性肝纤维化常用的异种抗原, 其中的白

蛋白诱导机体产生相应的抗体, 形成抗原-抗体

复合物, 沉积于汇管区和间质组织, 通过免疫复

合物介导的细胞毒反应活化枯否氏细胞(Kupffer 
cell, KC)而导致肝血管和间质组织结构的改变, 
最终导致肝纤维化[6]. 免疫法造模与临床上慢性

肝炎所致肝纤维化和肝硬化在发病机制上较为

相似. 本实验肝脏组织病理学结果显示肝细胞
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图  1  各组大鼠肝组织病理图片(HE×200). A: 正常对照组; B: 肝纤维化型组; C: 空质粒对照组; D: rIL-10质粒治疗组.
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图  2  TNF-α在各组大鼠肝组织中的表达(×400). A: 正常对照组; B: 肝纤维化型组; C: 空质粒对照组; D: rIL-10质粒治疗组. 

TNF-α: 肿瘤坏死因子-α.
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有不同程度变性甚至坏死, 中性粒细胞和单核

细胞浸润, 增生的纤维组织从汇管区沿肝细胞

界板向内延伸形成粗细不等的纤维隔, 小叶结

构紊乱, 假小叶形成, 表明构建猪血清诱导的大

鼠肝纤维化模型成功. 与以往经典CCl4诱导的肝

纤维化模型相比, 猪血清诱导免疫性肝纤维化

模型造模操作简单, 大鼠的死亡率低, 所致肝纤

维化持久[7].
IL-10由辅助T细胞亚群Th2细胞、B细胞、

单核细胞、巨噬细胞、角质细胞和基质细胞等

■应用要点
rIL-10基因干预能
有效拮抗猪血清
诱导的大鼠肝纤
维化形成, 其机制
可能与其抑制肝
组织中TNF-α、
PDGF-β和COX-2
的表达相关, 为外
源性IL-10 基因干
预治疗肝纤维化
提供了一定的理
论基础.
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图  3  PDGF-β在各组大鼠肝组织中的表达(×400). A: 正常对照组; B: 肝纤维化型组; C: 空质粒对照组; D: rIL-10质粒治疗

组. PDGF-β: 血小板衍生生长因子-β.
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图  4  COX-2在各组大鼠肝组织中的表达(×400). A: 正常对照组; B: 肝纤维化型组; C: 空质粒对照组; D: rIL-10质粒治疗组. 

COX-2: 环氧合酶-2.



2576               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志   2013年9月8日    第21卷    第25期 

在免疫激活状态下产生. 肝脏KC和活化的HSC
也可产生IL-10. IL-10是一种具有多种生物学活

性的抗炎性细胞因子, 近来研究显示其与肝纤

维化的发生发展密切相关, Roulot等[8]研究显示

肝脏IL-10的表达缺失与肝纤维化的进展密切

相关. 本研究生前期实验通过尾静脉高压注射

法将rIL-10基因转移至肝纤维化大鼠体内, 结果

显示rIL-10基因干预的肝纤维化肝脏组织炎症

程度及纤维化程度较肝纤维化对照组明显减轻, 
具有良好的拮抗肝纤维化形成的作用, 可能与

尾静脉高压注射法可使rIL-10基因在肝组织中

高表达IL-10相关[9], 其具体的作用机制仍需进一

步探讨.
肝脏炎症或损伤等因素除直接对肝细

胞造成损害外, 损伤的肝细胞、K C、内皮细

胞释放细胞因子 ,  如T N F-α、转化生长因子

β1、PDGF-β、肝细胞生长因子、白细胞介素

(IL-1、IL-6)等, 上述因子均能直接或间接地促

进HSC的激活[10]. TNF-α是一种致纤维化细胞因

子, 他可通过多种途径参与纤维化的调控: 一方

面TNF-α可直接促进HSC增殖、合成胶原和蛋

白多糖; 另一方面TNF-α作为炎性细胞因子, 可
刺激KC等活化、释放更多的细胞因子如PDGF
等, 后者活化HSC, 使其产生过量的ECM, 加重

肝纤维化的进展[11,12]. 本实验结果证实, 在肝纤

维化时TNF-α显著增高, rIL-10基因干预肝纤维

化大鼠后, 肝脏组织中TNF-α的表达明显降低. 
其机制可能是肝组织高表达IL-10通过抑制炎性

细胞因子TNF-α的表达, 使后者致炎作用减轻的

同时又能减轻对HSC的直接作用, 从而拮抗肝纤

维化的进程.
PDGF是重要的促有丝分裂因子, 有α、β、

γ等3种异构体, 其中以β作用最强, 且肝脏中表达

以β为主. 在肝纤维化早期, 受到慢性炎症刺激, 
KC产生并持续释放PDGF-β, 刺激HSC的活化和

增殖, 转化为成纤维细胞, 并促使HSC迁移, 聚集

于炎症受损区, 而活化的HSC又能分泌PDGF-β
并过量表达相应的受体, 从而导致ECM过量产

生和沉积[13]. 同时PDGF可上调组织金属蛋白

酶抑制物抑制胶原酶的作用, 以减少ECM的降 
解[14]. ECM合成和降解失衡的结果促进肝纤维

化发生. 本实验结果证实, 在肝纤维化时PDGF-β
表达显著增高, rIL-10基因干预肝纤维化大鼠后, 
肝组织中PDGF-β的表达明显降低. 表明IL-10
使肝纤维化的程度明显减轻可能与其显著抑制

PDGF-β的表达有着密切的联系. 其机制可能是

IL-10通过抑制促有丝分裂因子PDGF-β的表达, 
从而使HSC的增殖和活化成成纤维细胞受到一

定程度的抑制, 减少ECM的产生, 同时减轻对成

纤维细胞的趋化作用, 使之无法到达损伤部位.
目前普遍认为COX-1在大多数组织中(胃、

肾、血小板和内皮细胞)表达, 参与合成正常细

胞活动所需的前列腺素; 而COX-2是经刺激迅

速产生的诱导酶,其催化合成的前列腺素参与炎

症反应, 表达在单核、巨噬细胞、滑膜细胞、

软骨细胞、成纤维细胞和内皮细胞等. 近来研

究表明COX-2可能参与肝损伤的炎性反应, 调
节HSC的增殖, 从而促进肝纤维化的形成和发

展. Nanji等[15]通过RT-PCR检测组织中COX的表

达情况得出COX-2 mRNA在正常大鼠肝脏不表

达, 而在小鼠正常肝组织中有低表达, 在急慢性

肝损伤、酒精性脂肪肝中, 肝脏COX-2表达明显

增高, 表达的细胞主要有KC、肝细胞、贮脂细

胞等, 而KC为肝脏COX-2高表达的主要细胞来

源. Guéchot等[16]研究显示慢性肝炎肝纤维化患

者肝组织中COX-2表达明显上调, 血清透明质酸

水平升高, 使用选择性 COX-2抑制剂后二者水

平均明显下降. Nieto等[17]研究表明TNF-α可通

过COX-2的表达上调单核细胞趋化蛋白1, 促进

肝脏损伤后炎性反应, 导致肝纤维化的发生. 本

■同行评价
本文选题新颖, 具
有一定指导意义.
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表  1  TNF-α、PDGF-β及COX-2在不同组间阳性表达情况的平均光密度值 (mean±SD)

     
分组        TNF-α        PDGF-β         COX-2

正常对照组 0.1860±0.0104 0.2514±0.0228 0.1987±0.0106

肝纤维化型组 0.2206±0.0434bd 0.2891±0.0417bd 0.2174±0.0429bd

空质粒对照组 0.2217±0.0518bd 0.2818±0.0272bd 0.2117±0.0221bd

rIL-10质粒治疗组 0.2048±0.0124 0.2513±0.0165 0.1961±0.0142

bP<0.01 vs N组; dP<0.01 vs I组. TNF-α: 肿瘤坏死因子-α; PDGF-β: 血小板衍生生长因子-β; COX-2: 

环氧合酶-2.
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实验结果证实, 在肝纤维化时COX-2显著增高, 
r IL-10基因干预肝纤维化大鼠后, 肝脏组织中

COX-2的表达明显降低. 机制可能是IL-10通过

抑制COX-2的表达, 一方面使HSC的增殖和活化

受到一定程度的抑制; 另一方面抑制前列腺素

E-2生成, 使基质金属蛋白酶组织抑制物合成减

少, 进而基质金属蛋白酶能够降解胶原、蛋白

多糖等.
总之, 重组rIL-10基因真核表达质粒尾静脉

高压注射法能有效地抑制肝纤维化的发展, 对
肝纤维化形成具有一定的拮抗作用, 此作用可

能与rIL-10基因在肝组织中高表达有关及肝组

织内高表达的IL-10可能通过直接或间接抑制或

下调肝组织内TNF-α、PDGF-β和COX-2的表达

从而抑制HSC的活化, 促进Ⅰ、Ⅲ型胶原的降

解, 从而减少ECM堆积.
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