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Abstract
AIM: To explore the role of interleukin-10 (IL-10) 
in mediating the therapeutic effects of bone mar-
row mesenchymal stem cell-derived molecules 
(MSC-DM) on acute live failure (ALF). 

METHODS: D-galactosamine (D-GaIN) and 
lipopolysaccharide (LPS) were used to induce 
ALF in male BALB/c mice. Bone marrow MSCs 
were cultured and purified by the adherent 
method and medium containing MSC-CM was 
harvested. Healthy BALB/c mice were random-
ly assigned to three groups (n = 18 for each): 
ALF group, MSC-CM treatment group and 

MSC-CM plus IL-10 antibody group. Kaplan-
Meier method was used for survival analysis. 
Serum alanine transaminase (ALT) and aspar-
tate aminotransferase (AST) levels were detected 
at different time points, liver tissue pathological 
changes were examined after 24 h, and high mo-
bility group box 1 (HMGB1), IL-1β, tumor necro-
sis factor α (TNF-α) and IL-10 were detected by 
ELISA. 

RESULTS: The survival rate was significantly 
higher in the MSC-CM treatment group than in 
the ALF group (88.9% vs 39%, P < 0.01). MSC-
CM treatment decreased ALT/AST levels at12, 
24 and 48 h more significantly compared with 
the ALF group (all P < 0.01). Serum HMGB1 at 6, 
12, and 24 h, and TNF-α and IL-1β at 24 h were 
also decreased significantly in the MSC-CM 
treatment group (all P < 0.01), however, IL-10 
level was increased significantly in the MSC-
CM treatment group (P < 0.01). The inflamma-
tion and necrosis in liver tissues were mitigated 
more significantly in the MSC-CM treatment 
group than in the ALF group (P < 0.01). In 
MSC-CM treated mice, administration of IL-10 
antibody neutralized the therapeutic effects 
of MSC-CM: survival rate was decreased, and 
ALT level, serum HMGB1, TNF-α, IL-1β and 
inflammation or necrosis in liver tissues at 24 h 
were increased. 

CONCLUSION: IL-10 plays an important role in 
mediating the therapeutic effects of MSC-CM on 
ALF. 

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved.
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■背景资料
国内外合作者研
究显示骨髓间充
质 干 细 胞 分 泌
的 因 子 ( m e s e n -
chymal stem cell-
derived molecules, 
MSC-CM)减轻急
性肝衰竭小鼠肝
脏炎症坏死和促
进肝细胞再生, 其
中重要抗炎因子
白介素-10(inter-
leukin-10, IL-10)
的水平升高显著, 
但IL-10在治疗急
性肝衰竭中的作
用尚不清楚. 
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摘要
目的: 了解白介素-10(interleukin-10, IL-10)在
骨髓间充质干细胞分泌的因子(mesenchymal 
stem cell-derived molecules, MSC-CM)逆转急
性肝衰竭中的作用. 

方法:  D-氨基半乳糖(D g a l a c t o s a m i n e, 
D-GaIN)和脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)
诱导建立Balb/c小鼠急性肝衰竭模型; 贴壁
筛选法培养纯化小鼠B M S C s和获得M S C-
CM. 健康Balb/c小鼠♂随机均分为肝衰竭对
照组、MSC-CM治疗组和MSC-CM+IL-10
抗体组, 每组18只. Kaplan-Meier法进行生
存分析 ,  生化检测各实验组丙氨酸转氨酶
(alanine transaminase, ALT)和天冬氨酸转氨
酶(aspartate aminotransferase, AST), 36 h每
组处死1-2只动物 ,  取肝脏进行肝脏病理检
测. ELISA检测血清高迁移率蛋白B1(h igh 
mobility group box 1, HMGB1)、IL-1β、肿瘤
坏死因子α(tumor necrosis factor α, TNF-α)和
IL-10水平. 

结果: MSC-CM治疗组1 wk生存率为88.9%, 显
著高于肝衰竭对照组的39%, P <0.01. 12、24
和48 h血清ALT和AST峰值显著低于肝衰竭对
照组(P <0.01). 36 h肝脏炎症坏死较对照明显
减轻. MSC-CM治疗组在6、12和24 h HMGB1
水平以及24 h的TNF-α和IL-1β水平显著低于
肝衰竭对照组(P <0.01), 而抗炎因子IL-10显著
高于对照组(P <0.01). IL-10抗体阻断致MSC-
CM治疗的生存率降低和ALT水平升高, 肝脏
炎症坏死增加, 血清HMGB1、TNF-α和IL-1β
水平升高. 

结论: IL-10在MSC-CM逆转小鼠急性肝衰竭
中发挥重要作用. 

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有.
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核 心 提 示 :  骨 髓 间 充 质 干 细 胞 分 泌 的 因 子

(mesenchymal stem cell-derived molecules)
治 疗 上 调 急 性 肝 衰 竭 小 鼠 抗 炎 因 子 白 介 素

-10(interleukin-10, IL-10)水平, IL-10抗体阻断后

小鼠生存率降低、ALT水平升高, 肝脏炎症坏死

增加, 血清高迁移率蛋白B1(high mobility group 
box 1)、肿瘤坏死因子α(tumor necrosis factor α)
和IL-1β水平升高.
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0  引言

骨髓间充质干细胞(bone marrow mesenchymal 
stem cells, BMSCs)具有高度自我更新和多向分

化潜能, 已经用于多种组织器官损伤的修复. 研
究发现, BMSCs能在特定环境下分化为类肝细

胞样细胞, 抑制肝脏炎症反应和促进受损肝脏

细胞再生降低肝衰竭动物死亡率[1-5], BMSCs分
泌的因子(mesenchymal stem cell-derived mol-
ecu l e s, MSC-CM)也可减轻肝衰竭动物肝细

胞坏死, 促进肝细胞再生, 从而提高动物生存

率[6,7], 其作用机制目前知之较少. 目前认为, 白
介素-10(interleukin-10, IL-10)是一种重要的抗

炎因子, BMSC通过前列腺E2介导巨噬细胞上

调IL-10分泌发挥对败血症的治疗作用[8]. 与之

一致, 急性肝衰竭小鼠给予MSC-CM其IL-10水
平有显著升高[6]. 此外, BMSCs高度表达转化生

长因子-β(transforming growth factor-β, TGF-β)
和IL-6可以诱导IL-10产生[9,10]. 为了解IL-10在
MSC-CM逆转急性肝衰竭中的作用进行本研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 6-8 wk Balb/c小鼠♂, 体质量20 g±0.5 g, 
由南昌大学医学院动物科学部提供(动物质量合

格证编号: 2013091206), 动物饲养和处理严格

按照美国国立卫生研究院实验动物饲养和使用

指南. 胎牛血清、胰蛋白酶(GIBCO公司, 美国); 
DMEM低糖培养基(Hyclone公司, 美国); 脂多糖

(lipopolysaccharide, LPS)(Sigma公司, 美国); D-
氨基半乳糖(D galactosamine, D-GaIN)(Solarbio
公司, 中国); 血清高迁移率蛋白B1(high mobil-
ity group box 1, HMGB1)和IL-1β、TNF-α、
IL-6和IL-10试剂盒(NEB公司, 美国); 兔抗鼠IL-
10(ABGENT公司, 美国). 
1.2 方法

1.2.1 MSCs提取纯化和MSC-CM获取: 参照文

献[11,12]用贴壁法培养法提取MSCs, 无菌获取

2-3 wk ♂Balb/c小鼠双侧股骨和胫骨, 用生理盐

水冲洗, 剔除表面的组织, 中间剪断, 暴露骨髓

腔, DMEM培养基冲洗反复骨髓腔, 将冲洗液吹

打成细胞悬液, 1000 r/min离心10 min, 弃上清, 
用含有10%胎牛血清DMEM培养液重悬细胞, 接
种于25 cm2培养瓶. 48 h全量更换培养液, 弃悬浮

细胞, 每2-3 d换液一次, 直至长至80%-90%融合

■研发前沿
骨髓间充质肝细
胞和MSC-CM对
急性肝衰竭具有
治 疗 作 用 ,  但 对
单一细胞因子的
作用尚不十分清
楚 .  IL-10是一种
重要的抗炎因子, 
在MSC-CM治疗
急性肝衰竭中的
作用值得进一步
探讨.  
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时, 用0.25%胰酶消化1∶2传代. MSCs的鉴定采

用免疫荧光检测CD34/CD29表达[11,12]. 取第二或

三代MSCs(1×107个细胞)更换无血清培养液24 h, 
上清为MSC-CM用于本研究. 
1.2.2 动物模型及分组: B a l b/c小鼠♂实验前

12 h禁食, 不禁水. 动物随机分为3组, 肝衰竭组

(对照组)、MSC-CM组和MSC-CM+IL-10抗体

组, 每组18只. 急性肝衰竭组(对照组)给予600 
mg/kg D-氨基半乳糖和10 μg/kg细菌LPS, MSC-
CM治疗组在腹腔注射D-GaIN/LPS前2 h腹腔

注射MSC-CM(MSCs培养上清)0.3 mL, MSC-
CM+IL-10抗体组在MSC-CM治疗基础上给予

IL-10抗体5 μg. 
1.2.3 标本收集: 分别于腹腔注射D-GaIN/LPS后
12、24、48 h麻醉动物眼眶采血分离血清置于

-80 ℃保存. 每组1-2只动物于36 h处死, 肝组织

用40 g/L中性甲酫固定, 进行HE染色. 
1.2.4 血清生化和细胞因子检测: 全自动生化分

析仪检测丙氨酸转氨酶(alanine transaminase, 
ALT)/天冬氨酸转氨酶(aspartate aminotransfer-
ase, AST), 血清HMGB1和IL-1β、TNF-α、IL-6
和IL-10检测按照生产厂家说明书进行, 根据系

列浓度梯度的标准品获得标准曲线计算结果. 
统计学处理 所有数据用SPSS18.0软件作统

计学分析, 数据资料以mean±SD表示, 生存率比

较采用Log-rank检验, 两组之间的组间比较应用

独立样本t检验, P <0.05为差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 MSC-CM治疗对D-GalN/LPS急性肝衰竭小

鼠生存率和血清ALT和AST水平的影响 D-GalN/
LPS腹腔注射小鼠1 wk生存率为39.0%, 显著低

于MSC-CM治疗组的88.9%(P <0.01)(图1A). 急
性肝衰竭小鼠血清ALT/AST在12 h升高, 24 h达
峰值, 48 h逐渐恢复正常. MSC-CM治疗组血清

ALT/AST水平在12、24和48 h显著低于肝衰竭

对照组(P <0.01, 图1B, C). 
2.2 MSC-CM治疗对抗炎因子IL-10及肝衰竭小鼠

血清HMGB1、TNF-α和IL-1β水平的影响 为了

解 MSC-CM治疗对急性肝衰竭炎症因子的影响, 
根据24 h血清ALT水平达峰值, ELISA检测血清24 
h的TNF-α和IL-1β水平以及IL-10水平. 结果显示, 
MSC-CM治疗组抗炎因子IL-10显著高于对照组

(P<0.01, 图2A). 而TNF-α和IL-1β显著低于肝衰竭

对照组(P<0.01, 图2A). ELISA检测血清HMGB1水
平发现, MSC-CM治疗组在6、12和24 h的水平显

著低于肝衰竭对照组(P<0.01, 图2B). 
2.3 MSC-CM治疗对肝衰竭小鼠肝组织炎症的影

响 肝衰竭对照组组有大量肝细胞片状坏死, 坏
死区域大量炎症细胞浸润(图3A). MSC-CM治疗

组仅有局灶性炎细胞浸润(图3B). 
2.4 IL-10对MSC-CM治疗急性肝衰竭的影响 为
了IL-10在MSC-CM治疗中的作用, 首先应了解

IL-10是否来源于输注的MSC-CM, ELISA检测

MSC-CM的浓度发现, 几乎检测不到IL-10水平. 
表明小鼠血清中IL-10不是来源于MSC-CM, 而
是MSC-CM治疗增加IL-10水平. 应用IL-10(5 μg)
抗体阻断, 急性肝衰竭小鼠生存率(50%)较MSC-
CM治疗组显著下降(P <0.01), 接近于肝衰竭对

照组的39%(图4A). 血清ALT水平、TNF-α、IL-

■相关报道
骨髓间充质肝细
胞和MSC-CM对
急性肝衰竭具有
治疗作用, 作者最
近研究提示MSC-
C M 移 植 急 性 肝
衰竭肝细胞高迁
移率蛋白B1(high 
mob i l i t y  g roup 
box 1, HMGB1)
胞 浆 移 位 ,  但 对
IL-10在MSC-CM
治疗急性肝衰竭
中作用尚不清楚. 
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图  1  MSC-CM治疗D-GalN/LPS肝衰竭小鼠生存率和降
低血清ALT和AST水平. A: Kaplan-Meier小鼠生存率分析. 
bP<0.01 vs  对照组; B: 血清AST在12、24和48 h水平. bP<0.01 

vs 对照组; C: 血清ALT在12、24和48 h水平, bP<0.01 vs  对照

组. MSC-CM: 骨髓间充质干细胞分泌的因子; ALT: 谷丙转

氨酶; AST: 谷草转氨酶.
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■创新盘点
本研究发现IL-10
在MSC-CM逆转
急性肝衰竭中发
挥重要作用.

1β和HMGB1水平较MSC-CM治疗组显著升高

(P <0.01, 图4B-D), 组织学显示肝脏炎症坏死增

加(图3C). 

3  讨论

D-GalN/LPS腹腔注射是目前比较成熟的小鼠急

性肝衰竭模型. ♂Balb/c小鼠腹腔注射D-GalN/
LPS 1 wk生存率为39%, 动物死亡发生在给药后

6-24 h , 与作者之前的研究一致[11,12]. MSC-CM治

疗组小鼠1 wk生存率为88.9%显著高于肝衰竭

对照组的39%. 肝衰竭小鼠血清ALT和AST水平

在12 h开始升高, 24 h达高峰, 48 h开始下降并逐

渐恢复正常. 与国外的研究和作者近来的研究

结果一致[6,7,12], MSC-CM治疗组血清ALT和AST
水平24 h峰值较对照组显著降低, 表明MSC-CM
治疗减轻肝细胞损伤. 

内毒素血症和巨噬细胞活化释放炎症因子

在急性肝衰竭发病中的重要作用目前已得到共

识. 研究显示, 应用氯化钆部分清除肝脏枯否细

胞, 显著降低D-GalN/LPS诱导小鼠急性肝损伤, 
提高生存率[13]. 急性肝衰竭内毒素血症发生率可

高达90%-100%, 急性肝衰竭Toll样受体(Toll-like 
receptors, TLRs)在各种免疫细胞表达增加[14]. 内

毒素血症, 主要是革兰氏阴性菌的LPS刺激枯否

细胞释放大量炎症因子, 进一步加重肝损伤[14,15]. 
后期炎症因子HMGB1既可通过LPS刺激的巨噬

细胞、中性粒白细胞和血管内皮细胞主动释放, 
又可通过坏死细胞被动释放[16-19]. HMGB1可直

接促进TNF-α、IL-1β、IL-6和IL-8释放和外周

单核细胞趋化因子释放[20,21], 募集更多炎症细胞

加剧炎症反应和组织损伤. 动物和临床研究显

示, HMGBl与急性肝衰竭发生和疾病的严重程

度密切相关[11,12,22,23]. 
研究者前期发现BMSC移植降低肝衰竭小

鼠HMGB1水平和肝细胞HMGB1细胞内移位, 
提高生存率[11,12]. 本研究显示, MSC-CM治疗组

在6、12和24 h的HMGB1水平显著低于对照

组. 与之相一致, MSC-CM治疗组血清TNF-α、
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B

图  2  MSC-CM治疗对肝衰竭小鼠血清炎症因子和HMGB1
水平的影响. A: MSC-CM治疗组和对照组血清24 h的

TNF-α、IL-1β和IL-10水平, bP<0.01 vs 对照组; B: MSC-

CM治疗组和对照组血清6、12和24 h血清HMGB1水平, 
bP<0.01 vs 对照组. MSC-CM: 骨髓间充质干细胞分泌的因

子; HMGB1: 高迁移率蛋白B1; TNF-α: 肿瘤坏死因子-α; 

IL: 白介素.
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图  3  MSC-CM减轻肝衰竭小鼠肝组织炎症坏死(×100). A: 

生理盐水对照组急性肝衰竭小鼠肝细胞片状坏死, 坏死区大

量炎症细胞浸润; B: MSC-CM治疗组仅出现局灶性炎细胞

浸润; C: MSC-CM+IL-10抗体组, 肝细胞片状坏死, 坏死区

大量炎症细胞浸润.
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IL-1β、IL-6水平显著低于肝衰竭对照组, 而抗

炎因子IL-10显著高于对照组. 此外, MSC-CM
治疗组肝脏炎症坏死程度较对照组明显减轻. 
提示MSC-CM治疗增加抗炎因子IL-10水平, 降

低HMGB1和多种炎症因子水平减轻肝脏炎症

坏死. 
为进一步了解抗炎因子IL-10在MSC-CM逆

转急性肝衰竭中的作用, 应用IL-10抗体阻断显

示, 急性肝衰竭小鼠生存率下降至50%, 略高于对

照组的39%, 血清ALT和AST水平、TNF-α和IL-
1β以及肝脏炎症坏死增加. 表明MSC-CM治疗增

加IL-10水平在逆转急性肝衰竭中发挥重要作用. 
研究发现, MSC-CM分泌的因子, 包括BMSCs

高度表达TGF-β和IL-6可直接导致IL-10产生[9,10]. 
此外, BMSC通过前列腺E2介导巨噬细胞上调

IL-10分泌发挥对败血症的治疗作用[8]. 随后的研

究显示, MSC-CM可减轻急性肝衰竭小鼠肝细

胞坏死和促进肝细胞再生, 提高动物生存率, 同
时伴有IL-10水平有显著升高[6,7]. 最近发现, BM-
SCs治疗下调肾脏和肺缺血再灌注损伤局部炎

症因子和上调抗炎因子IL-10水平对抗组织炎症

坏死[24,25], MSCs分泌的因子上调IL-10水平逆转

急性肾损伤[26]. 表明, MSC-CM有可能通过上调

IL-10水平对抗多种器官功能衰竭的炎症反应. 
本研究显示, MSC-CM同时具有上调IL-10水平

和下调包括HMGB1在内的炎症因子水平, 可能

是MSC-CM治疗急性肝衰竭的机制之一. 
最新研究显示, 细胞自噬可以选择性清除损

伤的线粒体, 保护线粒体损伤诱导的细胞死亡. 
研究显示, 促进肝细胞自噬可以保护对乙酰氨

基酚、D-GalN/LPS以及酒精对小鼠的肝细胞毒

性[27-29]. 抑制肝细胞自噬增加TNF-α和D-GalN诱

导的肝细胞凋亡及损伤. 近来的研究显示, 血红

素加氧酶1(heme oxygenase-1, HO-1)可以促进肝

细胞自噬, 保护LPS引起的肝损伤[30]. 已知, HO-1
是IL-10信号通路下游激活分子. 是否MSC-CM
上调抗炎因子IL-10水平促进肝细胞自噬发挥肝

细胞保护作用值得进一步研究. 
本研究结果显示, MSC-CM治疗与BMSCs

移植同样可以促进急性肝衰竭小鼠抗炎因子

IL-10水平, 降低急性肝衰竭HMGB1和TNF-α、
IL-1β、IL-6等炎症因子水平, 减轻肝脏炎症坏

死, 提高生存率. IL-10抗体阻断了MSC-CM对及

急性肝衰竭的治疗效应, 表明IL-10在MSC-CM
逆转小鼠急性肝衰竭中发挥重要作用. 上述结

果为BMSCs抗肝衰竭炎症反应治疗提供了新的

理论基础, 具有重要的理论和应用价值. 
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《世界华人消化杂志》外文字符标准

本刊讯 本刊论文出现的外文字符应注意大小写、正斜体与上下角标. 静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮

下注射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写成ML, lcpm(应

写为1/min)÷E%(仪器效率)÷60 = Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成HP, T1/2不能写成tl/2或T , V max

不能Vmax, µ不写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber Chang(命名者

勿划横线); 常数K ; 一些统计学符号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t检验和概率P , 相关系数r ); 化学

名中标明取代位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 邻), 

O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正丁酯), N -methylacetanilide(N-

甲基乙酰苯胺), o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 

l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; Ibid, et al , po , vs ; 

用外文字母代表的物理量, 如m (质量), V (体积), F (力), p (压力), W (功), v (速度), Q (热量), E (电场强度), S(面

积), t (时间), z (酶活性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓

度, mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高度), d (厚度), 

R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 基因产物用大写正体, 如P16

蛋白.
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