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■背景资料
骨髓间充质干细
胞(mesenchymal 
stem cell, MSC)
移植治疗肝脏疾
病的有效性已被
证实. 但是急性肝
衰竭体内过激的
炎症反应制约了
MSC的活性和疗
效 .  为 解 决 这 一
问 题 ,  本 研 究 通
过在MSC移植前
预先使用白介素
(interleukin, IL)-
1β siRNA控制急
性肝衰竭体内过
激炎症反应, 提高
MSC的活性进而
增强MSC移植治
疗急性肝衰竭的
疗效.
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Abstract
AIM: To construct an adenovirus vector express-
ing interleukin (IL)-1β siRNA and assess the 
synergistic effect of treatment with this vector 
and mesenchymal stem cells (MSCs) in acute 
liver failure (ALF) in mice.

METHODS: An adenovirus vector expressing 
IL-1β siRNA was constructed and its interfer-
ence ability for IL-1β was tested in vitro by 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). 
qPCR assay was employed to determine the op-

timal dose and timing of administration of IL-1β 
siRNA. The immunogenicity of adenovirus vec-
tor was also detected. Bone marrow MSCs were 
obtained from Balb/c mice and transfected with 
GFP by lentivirus. ALF was induced in mice 
by intraperitoneal infusion of 20% (v/v) CCl4 
dissolved in olive oil at a dose of 8 μL/g. One 
hundred mice were divided randomly into five 
groups: a normal control group (n = 20), an ALF 
group (n = 20), an ALF + IL-1β siRNA group (n = 
20), an ALF + MSCs group (n = 20), and an ALF 
+ IL-1β siRNA + MSCs group (n = 20). At differ-
ent time points after intervention, the mice were 
sacrificed with an overdose of isoflurane. Liver 
function, serum levels of inflammatory factors, 
histopathology, apoptosis and proliferation of 
hepatocytes, vascular endothelial growth fac-
tor (VEGF) and hepatocyte growth factor (HGF) 
levels were detected. GFP-positive cells in liver 
tissue were detected by immunohistochemistry 
and fluorescence microscopy.

RESULTS: MSCs obtained from Balb/c mice 
were positive for CD44, CD90 and CD29, and 
negative for CD45. In vitro, IL-1β siRNA could 
suppress IL-1β secretion in lipopolysaccharide-
stimulated Raw 264.7 cells. In vivo, qPCR assay 
showed that 1 × 108 pfu was the optimal dose 
and 36 h after infusion was the optimal time 
point. Serum interferon (IFN)-γ, tumor necro-
sis factor (TNF)-α, and IL-6 levels exhibited 
no significant changes after administration of 
a null adenovirus vector. Compared with the 
ALF + MSCs group, the levels of CXCL1, IL-1β, 
IL-10, IL-6, alanine aminotransferase (ALT) and 
aspartate aminotransferase (AST) significantly 
changed in the ALF + IL-1β siRNA + MSCs 
group, but there was no significant difference 
between the ALF + IL-1β siRNA + MSCs group 
and ALF + IL-1β siRNA group. Interestingly, 
the ALF + IL-1β siRNA + MSCs group had bet-
ter hepatocyte proliferation and reduced hepa-
tocyte apoptosis compared with other groups. 
Meanwhile, the ALF + IL-1β siRNA + MSCs 
group secreted more VEGF and HGF than the 
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■研发前沿
MSC具有自我更
新、免疫调节和
旁 分 泌 的 作 用 , 
是再生医学领域
中最有前景的细
胞 来 源 之 一 .  本
研究聚焦于炎症
微坏境对MSC活
性 的 影 响 .  诸 多
研究已经证实过
激的炎症反应会
抑 制 M S C 的 活
性, 同时, RNA干
扰技术的发展也
为控制炎症反应
提供了新的方法. 
本研究期望预先
使用IL-1β siRNA
控制急性肝衰竭
(acute liver fail-
ure, ALF)体内过
激 的 炎 症 反 应 . 
在降低肝细胞损
伤的同时保护移
植的MSC,  进而
促进MSC发挥组
织修复和再生的
能力.

other groups. Immunohistochemistry and fluo-
rescence microscopy revealed that the number 
of surviving MSCs in the ALF + IL-1β siRNA + 
MSCs group was significantly more than that in 
the ALF + MSCs group.

CONCLUSION: IL-1β siRNA could inhibit the 
inflammatory response in ALF and enhance the 
ability of MSCs to promote tissue repair and 
regeneration by increasing the survival rate of 
MSCs. Therefore, combination of IL-1β siRNA 
with MSCs has a better hepatoprotective effect.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 构建白介素(interleukin, IL)-1β siRNA
腺病毒载体并评估其联合骨髓间充质干细胞
(mesenchymal stem cell, MSC)移植治疗急性
肝衰竭(acute liver failure, ALF)的协同作用. 

方法: 构建IL-1β s iRNA腺病毒载体并体外
验证其对I L-1β的的抑制能力; 体内实验筛
选IL-1β s iRNA腺病毒载体的最佳干扰计量
和最佳干扰时间点并检测其免疫源性; 分离
培养Balb/c小鼠骨髓MSC并进行鉴定, 慢病
毒稳定转染GFP; 20%(v/v)四氯化碳(CCl4)
橄榄油溶液8  μ g/L腹腔注射诱导小鼠A L F
模型. 100只小鼠随机分为5组: 正常对照组
(n  = 20); ALF组(n  = 20); ALF+IL-1β siRNA
组(n  = 20); ALF+MSC组(n  = 20); ALF+IL-1β 
siRNA+MSC组(n  = 20). 各组小鼠行干预后检
测肝功能、生存率、血清炎症因子水平、组
织病理学改变、肝细胞凋亡、增殖和肝脏中
血管内皮生长因子(vascular endothelial growth 
factor, VEGF)和肝细胞生长因子(hepatocyte 
growth factor, HGF)含量. 免疫组织化学和荧
光显微镜观察肝脏组织切片中GFP阳性细胞. 

结果: 分离获取的MSC表达CD45阴性、CD44
阳性、CD90阳性和CD29阳性. IL-1β siRNA
腺病毒载体在体外能够抑制脂多糖刺激后的

Raw264.7细胞株分泌IL-1β. qPCR实验显示腺
病毒剂量为1×108 pfu、注射36 h后时体内干
扰效率最高. 尾静脉注射1×108 pfu腺病毒空
载体4 h后, 血清中干扰素(interferon, IFN)-γ、
肿瘤坏死因子(tumor necrosis factor, TNF)-α
和IL-6水平无明显升高. 联合治疗组CXCL1、
IL-1β、IL-10、IL-6、谷丙转氨酶(a lan ine 
aminotransferase, ALT)和谷草转氨酶(aspartate 
aminotransferase, AST)水平与单纯MSC组相
比具有统计学差异, 但与IL-1β siRNA组相比
无统计学差异; 联合治疗组在促进肝细胞增
殖、降低肝细胞凋亡、分泌VEGF和HGF水
平上与IL-1β siRNA组或者MSC组相比均具有
统计学差异; 免疫组织化学及荧光显微镜显
示联合治疗组存活MSC数量比MSC组明显增
多, 具有统计学差异. 

结论: IL-1β siRNA能够有效降低ALF体内炎
症反应, 并通过提高移植MSC的存活增强其
组织修复与再生的能力. 两者联合应用具有更
好的肝保护作用.

© 2014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: 白介素(interleukin, IL)-1β siRNA能够有

效地干扰体内IL-1β的合成, 通过降低急性肝衰竭

(acute liver failure, ALF)体内过激的炎症反应, 不
仅减轻肝细胞损伤, 同时还能发挥对移植骨髓间

充质干细胞(mesenchymal stem cell, MSC)的保护

作用, 进而增强MSC修复损伤组织的能力. 基于

此, IL-1β siRNA联合MSC治疗ALF具有协同作用.

马虎成, 施晓雷, 丁义涛. 白介素-1β siRNA联合骨髓间充质干
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0  引言

急性肝衰竭(acute liver failure, ALF)是一种以短

期剧烈肝功能丧失以及大量肝细胞坏死为特点

的临床重症, 坏死细胞释放的细胞碎片以及微

血管的损伤会导致血管通透性的增加并且强化

巨噬细胞和中性粒细胞的渗透作用. 更重要的

是, 坏死细胞引起的吞噬作用会导致一系列促

炎因子的级联式释放, 包括白介素(interleukin, 
IL)-1β、IL-6、肿瘤坏死因子(tumor necrosis fac-
tor, TNF)-α、趋化因子和白三烯[1]等. 目前有研
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■相关报道
有研究显示MSC
和炎症微环境的
相互作用会影响
MSC移植的疗效. 
如T细胞通过分泌
TNF和IFNG ,  诱
导MSC的凋亡并
限制MSC介导的
骨 组 织 再 生 .  另
外在急性肺损伤
中, 炎症因子不仅
对肺组织具有毒
性作用, 同时对于
移植的干细胞也
具有损伤作用. 因
此, 在采用MSC移
植治疗炎症相关
的疾病时, 需要考
虑到炎症本身对
MSC的损伤作用.

究表明: 失控的肝内免疫反应是ALF发生与发展

的首要病理机制[2]. 
骨髓间充质干细胞(mesenchymal stem cell, 

MSC)已被证实具有免疫调节和修复损伤组织的

能力[3,4]. 大量基于干细胞移植治疗的研究已在

医学领域取得了令人瞩目的成果, 为多种疾病

的治疗带来了新的希望. MSC移植也已被用于

治疗包括急性肝衰竭在内的各种终末期肝病的

实验及临床研究[5-8].  但同时国内外的许多研究

也发现了细胞移植疗效不佳的现象, 对这一系

列文献的回顾性研究我们发现: 肝衰竭体内过

激炎症反应抑制了MSC的活性, 限制其移植治

疗ALF的疗效[9]. 最近有研究表明, MSC和炎症

微环境的相互作用会影响MSC移植的疗效. 如
Liu等[10]发现炎症性T细胞通过分泌TNF和IFNG, 
诱导MSC的凋亡并限制MSC介导的骨组织再

生. 而Dang等[11]最近发现一些炎症因子如TNF
和IFNG会诱导MSC发生细胞自噬进而影响其免

疫调节能力. 在其他系统的疾病中, 如急性肺损

伤, 炎症因子不仅对肺组织具有不良反应, 同时

对于移植的干细胞也具有损伤作用[12]. 因此, 提
高MSC治疗ALF疗效的首要目标即是降低ALF
体内过激的炎症反应. 

参与炎症反应的主要细胞因子包括IL-1、
IL-6和TNF-α等, 其中IL-1是激活免疫炎症反应

的中心枢纽. IL-1能够激活T细胞和巨噬细胞, 抑
制内皮细胞的增殖并诱导其表达黏附分子, 进
而引起炎性细胞的募集和浸润[13,14], 最终导致组

织损伤, 特别是肝脏[15]. 目前临床上抑制炎症反

应的方法主要包括免疫抑制剂和炎症因子受

体拮抗剂, 但是免疫抑制剂具有骨髓抑制、肝

功能损害和性机能损害等一系列不良反应. 而
炎症因子受体拮抗剂也具有一些不可忽视的

缺陷[16], 首先他是一种外源性的药物, 进入机体

后会很快被清除; 另外为了维持疗效, 必须反复

给予受体拮抗剂, 导致其用量和费用较高, 这在

一定程度上限制了IL-1Ra的临床应用前景. 于是, 
本研究期望采用RNA干扰技术来达到控制体内

炎症水平的目的. 其中小干扰RNA(small interfer-
ing RNA, siRNA)是RNAi发挥作用的重要中间效

应分子[17], 并且具有设计简便、特异性高和低毒

性的优势[18-20], 具有潜在的临床应用价值, 近些

年来, siRNA用于治疗急性肝衰竭也取得了一些

进展[21-23]. 为多种疾病的治疗带来了新的希望.
通过本研究我们希望利用腺病毒载体将IL-

1β siRNA转染至生物体细胞内, 在基因层面上

调节IL-1β的水平. 此方法不仅能够高效地抑制

急性肝衰竭体内IL-1β水平, 在成本上较IL-1Ra
也将更加低廉, 更具有临床可行性. 因此, 本研

究设想预先使用IL-1β siRNA抑制ALF体内严重

的炎症水平, 改善炎症微环境, 再联合MSC移植, 
评价该联合疗法治疗ALF的协同效应.  

1  材料和方法

1.1 材料 IL-1β siRNA腺病毒载体购自上海In-
votrogen公司; GFP转染MSC由上海Invotrogen
公司完成; ♂, Balb/c小鼠(nu/nu)100只, 体质量

18-22 g, 由南京大学医学院附属鼓楼医院实验

动物中心提供; R a w264.7细胞株购自中国科

学院上海生命科学研究院细胞资源库; 脂多糖

(lipopolysaccharide, LPS)(Lot. No. L4391)、四氯

化碳(CCl4)购自美国Sigma公司; L-DMEM培养

液、特级胎牛血清、胰蛋白酶购自G ibco公司; 
RT-PCR试剂盒(南京Biouniquer公司); IL-1α、

IL-1β、IL-2、IL-6、IL-10、TNF-α、G-CSF、
Eotaxin/CCL11、CXCL1、干扰素-γ(interferon-γ, 
IFN-γ)、血管内皮生长因子(vascular endothelial 
growth factor, VEGF)、肝细胞生长因子(hepato-
cyte growth factor, HGF)ELISA试剂盒(美国R&D
公司); 抗小鼠CD45抗体、小鼠CD44抗体、抗

小鼠CD90抗体、抗小鼠CD29抗体、Ki-67抗
体、抗GFP抗体(Abcam公司); TUNEL细胞凋亡

检测试剂盒(瑞士Roche公司).
1.2 方法

1.2.1 MSC的获取和鉴定: 我们采用贴壁筛选法

分离获取MSC[24]. 2%戊巴比妥钠麻醉Balb/c小
鼠, 体积分数750 mL/L乙醇全身浸泡消毒10 min. 
无菌条件取股骨及胫骨, PBS清洗3次. 剪掉股骨

和胫骨的骨骺端, 露出骨髓腔, 用添加青、链霉

素的L-DMEM培养基冲出骨髓, 反复吹打; 将冲

出的骨髓制成单细胞悬液, 453 g离心5 min, 弃
上清, L-DMEM培养基重悬后接种于25 cm2培养

瓶中, 置37 ℃、CO2饱和湿度培养箱中培养. 选择

第三代MSC进行表型鉴定: 大约1×106个细胞装

入流式管中1500 r/min离心5 min, 加入1 mL PBS
重悬, 加入20 μL FITC标记的抗小鼠CD45抗
体和PE标记的抗小鼠CD44抗体. 室温避光孵

育20 min, 1500 r/min离心5 min, 1 mL PBS洗3
遍. 500 μL PBS重悬, 上流式细胞仪检测. 同样

方法检测CD45、CD90双标细胞比例和CD45、
CD29双标细胞比例.
1.2.2 IL-1β siRNA干扰Raw264.7细胞株体外实
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■创新盘点
本研究采用RNA
干扰技术构建了
IL-1β siRNA, 以
此控制ALF体内
过激的炎症反应. 
并 证 明 了 I L - 1 β 
s iRNA通过提高
MSC的存活进而
增强MSC移植治
疗ALF的疗效的
观点. 

验: Raw264.7细胞按照5×105/孔的密度接种于

六孔板中, 采用含有10%FBS的高糖DMEM培养

基, 细胞黏附12 h后加入1×108 pfu IL-1β siRNA
腺病毒, 12 h后加入LPS, LPS终浓度为2 μg/mL, 
24 h后收集细胞培养基, ELISA检测IL-1β的浓度. 
1.2.3 qPCR筛选最佳计量和时间点: 2×107、

5×107、1×108和2×108 pfu不同剂量的IL-1β 
siRNA腺病毒载体尾静脉注射, 36 h后qPCR检
测肝脏IL-1β水平, 筛选最佳计量. 随后使用最佳

计量尾静脉注射, 注射后不同时间点取小鼠肝

脏, qPCR检测IL-1β相对表达量, 寻找最佳干扰

时间点. 具体如下: 在EP管中加入10 μL DEPC
水, 1 μL引物, 1 μL模板RNA, 1 μL dNTP, 短暂

离心后65 ℃水浴5 min, 立刻0 ℃冰水浴至少1 
min. 短暂离心后冰上操作: 加入4 μL 5×First-
Strand Buffer, 1 μL 0.1 mol/L dTT, 1 μL RNase 
Inhibitor, 1 μL SSⅢ逆转录酶, 短暂离心后50 ℃
水浴60 min进行逆转录, 70 ℃水浴15 min灭火

逆转录酶, 立即进行PCR. PCR反应条件为94 ℃ 
1 min, 58 ℃ 50 s, 72 ℃ 90 s, 进行40个循环, 然
后72 ℃ 10 min完成. 目的基因引物序列(5'-3'):  
Mus musculus IL-1β-F: ATGCCACCTTTTGA-
CAGTGATG; Mus musculus IL-1β-R: TGATGT-
GCTGCTGCGAGATT.
1.2.4 载体免疫源性检测: 为评估腺病毒载体是

否引起机体非特异性免疫反应, 我们选取健康

小鼠尾静脉注射不含IL-1β siRNA的腺病毒空载

体, 4 h后ELISA检测血清IFN-γ、TNF-α和IL-6
水平. 
1.2.5 小鼠急性肝衰竭模型建立和分组: 将CCl4

按照体积比1∶4溶于橄榄油配成体积分数为20%
的CCl4橄榄油溶液; CCl4橄榄油溶液以8 μg/L的
量腹腔注射诱导小鼠ALF模型. 所有小鼠建模

后随机分为5组, A组: 正常组(n  = 20); B组: ALF
组(n  = 20), 8 μL/g剂量腹腔注射CCl4橄榄油溶

液诱导ALF模型; C组: ALF+MSC组(n  = 20), 
ALF模型诱导后24 h尾静脉注射MSC的PBS悬
液100 μL(约含细胞1×106个); D组: ALF+IL-1β 
siRNA组(n  = 20), ALF模型诱导前36 h尾静脉注

射含有IL-1β siRNA的腺病毒液100 μL和E组: 
ALF+MSC+IL-1β siRNA组(n  = 20), ALF模型诱

导前36 h尾静脉注射含有IL-1β siRNA的腺病毒

液100 μL, 诱导后24 h尾静脉注射MSC的PBS悬
液100 μL(约含细胞1×106个). 
1.2.6 炎症因子检测: 为评估IL-1β siRNA腺病毒

载体联合MSC对炎症反应的控制作用, 我们在

ALF模型诱导后3 d通过ELISA检测了以下9种
细胞因子的浓度: G-CSF/CSF-3、IL-6、Eotaxin/
CCL11、IL-1α、IL-1β、IL-10、IL-2、TNF-α
以及CXCL1. 
1.2.7 肝功能、组织病理学、生存期、肝细胞增

殖、凋亡和生长因子检测: 5组小鼠每组随机抽

取10只小鼠进行生存期的比较. 余下的每组10
只细胞移植后1-5 d和1-3 wk定期抽血检测肝功

能并观察组织病理学改变. 小鼠在ALF模型建立

后第14天处死, 获取肝脏组织, 做石蜡切片并行

Ki67和TUNEL免疫组织化学染色, 随机选择5个
高倍视野, 计算阳性细胞数(细胞核呈现棕色), 
评估肝脏细胞增殖和凋亡情况. 为探讨I L-1β 
siRNA腺病毒载体联合MSC的治疗机制, 我们在

ALF模型诱导后2 wk检测了血清中VEGF和HGF
含量.
1.2.8 存活MSC检测: 在移植后第2周取肝脏组

织制成冰冻切片, 荧光显微镜下观察GFP阳性

细胞; 在移植后第2周取肝脏组织制成石蜡切片, 
行GFP免疫组织化学染色, 随机选择5个高倍视

野, 计算阳性细胞数(细胞核呈现棕色), 评估IL-
1β siRNA对MSC的保护作用. 

统计学处理 实验结果用mean±SD表示. 采
用SPSS19.0统计学软件进行数据处理, 组间比

较应用独立样本t检验, 生存期分析采用Kaplan-
Meire曲线, P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 MSC的鉴定和转染GFP后的形态 我们分离

获取的第三代MSC表达CD44阳性、CD90阳
性、CD29阳性、CD45阴性, 光学显微镜下呈现

典型梭形形态, 转染GFP后在荧光显微镜下可见

绿色荧光(图1). 
2.2 IL-1β siRNA体外具有干扰Raw264.7细胞分

泌IL-1β的能力 我们使用LPS刺激Raw264.7细
胞后, 后者能够分泌大量IL-1β; 而如果预先使用

IL-1β siRNA病毒液转染Raw264.7细胞株, 后者

在LPS刺激下分泌IL-1β的能力显著下降, 两者

相比具有统计学差异(图2A). 
2.3 IL-1β siRNA腺病毒体内最佳干扰效率的筛

选 我们注射不同体积的病毒液来筛选最佳干

扰计量. 当注射剂量为2×107 p fu(20 μL病毒

液)时, 干扰效率大约为13%, 当剂量增加到5×
107 pfu(50 μL病毒液)时, 干扰效率大约有50%, 
继续将剂量增加到1×108 pfu(100 μL病毒液), 干扰

效率增加到约89%, 但是当注射2×108 pfu(200 μL

2014-10-28|Volume 22|Issue 30|WCJD|www.wjgnet.com
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病毒液)时, 干扰效率并没有继续增加(图2C). 该
结果表明我们构建的IL-1β siRNA腺病毒载体的

有效剂量大约为1×108-2×108 pfu, 基于以上结

果, 我们选择1×108 pfu(100 μL病毒液)作为后续

实验的治疗剂量. 
我们通过尾静脉注射了1×108 pfu的IL-1β 

siRNA腺病毒载体, 在不同时间点后获取肝脏组

织, qPCR检测肝脏中IL-1β的基因相对表达量, 
结果显示注射IL-1β siRNA腺病毒载体36 h后, 
干扰效率最高, 大约为76%, 随后干扰效率逐渐

降低; 当注射5 d后, 干扰效率降低到40%左右(图
2D). 表明IL-1β siRNA腺病毒载体注射后36 h干
扰效率最佳. 基于以上结果, 我们选择在ALF诱
导前36 h注射IL-1β siRNA腺病毒载体. 
2.4 腺病毒载体的免疫源性 为评估构建的IL-1β 
siRNA腺病毒载体是否会引起机体不必要的免

疫反应, 我们注射了空载的腺病毒载体(避免IL-
1β siRNA的干扰作用), 4 h后通过ELISA检测了

血清中IFN-γ、TNF-α和IL-6水平. 结果显示注

射空载的腺病毒载体后血清中这些炎症因子的

水平与正常小鼠相比无统计学意义(图2B). 因此

我们认为构建的腺病毒载体不引起机体的免疫

反应, 具有低的免疫源性, 安全性较好. 
2.5 炎症因子水平 我们在A L F模型诱导后第

3天通过ELISA检测了多个细胞因子(G-CSF/
CSF-3、IL-6、Eotaxin/CCL11、IL-1α、IL-1β、

IL-10、IL-2、TNF-α以及CXCL1)在血清中的

浓度, 最终我们列出了CXCL1、IL-1β、IL-10、
和IL-6这4因子的水平, 其余因子差异不显著, 故
未列出. 结果显示: MSC组CXCL1、IL-6水平与

ALF组相比显著降低; IL-1β siRNA组CXCL1、
I L-1β、 I L-6水平较A L F组明显降低 ,  同时

CXCL1、IL-1β水平较MSC组也明显降低, IL-10
水平较ALF组明显升高 ; 而IL-1β siRNA+MSC
组CXCL1、IL-1β、IL-6水平较ALF组和MSC组
均明显降低, 同时IL-10水平较ALF组和MSC组
明显升高, 但是CXCL1、IL-1β、IL-10和IL-6水
平与IL-1β siRNA组相比无统计学差异(图3).
2.6 肝功能、病理、生存期、肝细胞增殖、凋

亡和生长因子检测  肝功能检测显示在第7天

■应用要点
本研究证实了IL-
1β siRNA能够控
制急性肝衰竭体
内炎症反应和提
高移植MSC的活
性 .  联合使用IL-
1β siRNA和MSC
移植或能够成为
干细胞移植治疗
急性肝衰竭更为
有效的一种方法.
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图  1  MSC的鉴定和形态学观察. A: 大鼠MSC可见光和荧光图片; B: 流式细胞术检测MSC纯度. MSC: 骨髓间充质干细胞.
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时, 各组谷丙转氨酶(alanine aminotransferase, 
ALT)水平分别为: ALF组, 263.11 U/L±71.05 

U/L; ALF+MSC组, 121.16 U/L±11.93 U/L; 
ALF+IL-1β s iRNA组, 62.92 U/L±7.82 U/L; 

■同行评价
本文立题新颖, 设
计思路清晰, 具有
一定指导意义.
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图  2   IL-1β siRNA鉴定和筛选实验. A: IL-1β siRNA体外抑制LPS刺激的Raw264.7细胞分泌IL-1β; B: 注射腺病毒空载体
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ALF+MSC+IL-1β siRNA组, 57.34 U/L±8.51 U/L. 
而各组谷草转氨酶(aspartate aminotransferase, 
AST)水平分别为: ALF组, 304.89 U/L±28.47 U/L; 
ALF+MSC组, 210.02 U/L±22.43 U/L; ALF+IL-1β 
siRNA组, 146.34 U/L±11.89 U/L; ALF+MSC+IL-
1β siRNA组, 130.56 U/L±16.87 U/L(图4A). 

我们从各组小鼠中随机选取10只观察生存

期, 观察时间为4 wk(腹腔注射CCl4为第0天). 结
果显示: ALF组28 d时的存活率仅为10%, MSC
组28 d的存活率为50%, IL-1β siRNA组28 d存活

率达到70%, 而MSC+IL-1β siRNA组28 d的存活

率为80%(图4B). 
2 wk时HE染色显示正常肝脏颜色均匀, 具

有完整的肝小叶结构; 而急性肝衰竭肝脏呈现出

大片坏死, 肝细胞肿胀、充血(浅色区域), 肝小叶

结构遭到破坏. MSC组和IL-1β siRNA组均肝细

胞坏死区域减少, 而IL-1β siRNA+MSC组坏死区

域面积要比MSC组和IL-1β siRNA组少(图4C).
我们通过Ki67染色和TUNEL实验检测肝组

织中处于增殖期和凋亡的肝细胞, 结果表明MSC
组Ki67+细胞数略高于IL-1β siRNA组, 而凋亡细

胞数略低于IL-1β siRNA组, 但两者均无统计学

差异(图5A, B); IL-1β siRNA+MSC组Ki67+细胞

数明显高于MSC组和IL-1β siRNA组, 凋亡细胞

数明显低于MSC组和IL-1β siRNA组(图5C, D). 
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图  4  转氨酶、生存曲线和HE病理. A: 各组小鼠细胞移植后1 wk ALT和AST水平; B: 各组小鼠生存曲线; C: 各组小鼠细胞

移植后2 wk肝脏组织HE染色情况. aP<0.05 vs  ALF组; cP<0.05 vs  ALF+MSC组. MSC: 骨髓间充质干细胞; IL: 白介素; ALF: 急

性肝衰竭; ALT: 谷丙转氨酶; AST: 谷草转氨酶.

我们在ALF模型诱导2 wk时通过ELISA检

测了各组小鼠血清中HGF和VEGF的浓度, 结果

显示ALF+MSC组HGF和VEGF浓度高于ALF组
和ALF+IL-1β siRNA组, 两者有统计学差异; 而
ALF+IL-1β siRNA+MSC组HGF和VEGF浓度明

显高于MSC组, 两者具有统计学差异(图5E, F). 
2.7 肝组织中存活MSC数量检测 我们通过荧光

显微镜和GFP免疫组织化学染色两种方法观察

了肝脏组织中存活的MSC数量. 可见2 wk末时

IL-1β siRNA+MSC组移植细胞数较MSC组明显

增多, 前者肝小叶实质内可见散在分布的移植

细胞, 后者移植细胞沿血管周围分布(图6A, 绿
色荧光为阳性细胞, 蓝色为DAPI特染的细胞核); 
免疫组织化学显示每高倍镜视野细胞数IL-1β 
siRNA+MSC组明显高于MSC组(图6B, C), 差异

具有统计学意义, 结果同荧光显微镜一致. 

3  讨论

前言部分我们提到, ALF体内过激的炎症反应

不仅会导致肝细胞的大量损伤, 也影响MSC的

活性[9-11]. 因此降低炎症反应在干细胞移植治疗

ALF中至关重要. 本研究采用IL-1β siRNA技术

来控制ALF体内的炎症反应. 但是siRNA治疗面

临一个亟待解决的问题, 那就是如何将s iRNA
高效地输送到靶点[25,26]. 因为单纯的siRNA在体
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图  5  肝细胞增殖、凋亡和生长因子检测. A: Ki67免疫组织化学实验; B: 各组Ki67阳性细胞数. 数据为组织染色后随机5个
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内极不稳定, 在血清中很快被酶降解, 半衰期短, 
并且在细胞内的吸收利用率很低, 所以siRNA的

输送必须借助于合适的载体. 目前可用于表达

2014-10-28|Volume 22|Issue 30|WCJD|www.wjgnet.com

siRNA的载体主要包括质粒载体、病毒载体和

脂质体载体[27-29]. 本实验中我们选择腺病毒作为

IL-1β siRNA的载体, 由于考虑到逆转录病毒不

视野的阳性细胞数的平均值(mean±SD); C: TUNEL免疫组织化学实验; D: 各组TUNEL阳性细胞数. 数据为组织染色后随

机5个视野的阳性细胞数的平均值(mean±SD); E: 各组小鼠2 wk末时血清HGF水平; F:各组小鼠2 wk末时血清VEGF水平. 
aP<0.05 vs  ALF+MSC组, cP<0.05 vs  ALF+IL-1β siRNA组. MSC: 骨髓间充质干细胞; IL: 白介素; ALF: 急性肝衰竭; VEGF: 血

管内皮生长因子; HGF: 肝细胞生长因子.
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图  6  IL-1β siRNA对MSC的保护作用. A: GFP阳性细胞荧光图片; B: GFP阳性细胞免疫组织化学图片; C: 各组GFP阳性细

胞数. 数据为组织染色后随机5个视野的阳性细胞数的平均值(mean±SD). aP<0.05 vs  MSC+IL-1β siRNA组. MSC: 骨髓

间充质干细胞; IL: 白介素; GFP: 绿色荧光蛋白.
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能感染非分裂细胞, 而慢病毒对工作人员具有

潜在的危害, 因此腺病毒载体较为适合本课题

的研究[30]. 虽然腺病毒载体目的基因表达时间较

短, 但由于ALF炎症最剧烈的时期大约在诱导后

1 wk以内(大多数未治疗小鼠在此期间死亡), 往
后会慢慢自我恢复, 因此腺病毒载体可以满足

控制炎症的目的. 
我们在检测炎症因子时发现 :  I L - 1 β 

siRNA+MSC组CXCL1、IL-1β、IL-6水平较MSC
组明显降低, 同时IL-10水平较MSC组明显升

高, 但是CXCL1、IL-1β、IL-10和IL-6水平与IL-
1β siRNA组相比无统计学差异. 可见在控制炎

症反应方面, 联合治疗组并不优于IL-1β siRNA
组. 在转氨酶的检测中我们也发现了类似的情况. 
MSC+IL-1β siRNA在降低转氨酶方面具有比单

纯MSC移植更好的效果, 但是与单纯IL-1β siRNA
相比并无明显优势. 其中可能的原因我们认为是

由于转氨酶反映的是肝细胞损伤和坏死情况, 而
ALF中造成肝细胞损伤的主要原因是急性炎症反

应. 由于联合组和单纯IL-1β siRNA组中都有IL-
1β siRNA, 炎症反应得到抑制, 而MSC虽然也具有

调节炎症反应的作用, 但是该作用与IL-1β siRNA
相比可以忽略不计, 因此联合治疗组与单纯IL-1β 
siRNA在转氨酶水平上无明显差异. 结合以上两

点, 似乎联合治疗并无必要, 但我们并不这么认

为. 虽然在控制炎症和肝损伤方面, 和联合治疗组

相比, 单纯IL-1β siRNA具有相似的效果, 但是在

促进肝再生方面, 单纯IL-1β siRNA并无效果.
我们检测了2 wk末各组小鼠血清中HGF和

VEGF的浓度, IL-1β siRNA+MSC组这两种因

子浓度明显高于MSC组和IL-1β siRNA组, 具有

统计学差异; 肝细胞增殖和凋亡检测表明IL-1β 
s iRNA+MSC组在促进肝细胞增殖和抑制肝细

胞凋亡作用方面均优于单独应用IL-1β s iRNA
或MSC. 综合以上结果我们证明: MSC+IL-1β 
siRNA组在促进肝再生方面效果优于单纯MSC
组或者是IL-1β siRNA组. 反映到存活率上, 联合

治疗组小鼠4 wk时存活率为80%, 高于MSC组的

50%和IL-1β siRNA组的70%. 实际上, 控制炎症

和促进肝再生是ALF治疗中两个同等重要的方

面, 只有双管齐下才能达到最佳的疗效.
我们还发现了一个现象, 那就是联合IL-1β 

siRNA后, MSC分泌的生长因子VEGF和HGF
水平升高, 我们猜测是因为IL-1β siRNA抑制了

A L F体内过激的炎症反应从而提高了存活的

MSC数量所致. 为证实这一点, 于是我们利用荧

光显微镜和抗GFP免疫组织化学检测了肝脏组

织中存活的MSC数量, 结果和我们预想的一致: 
IL-1β siRNA+MSC组中移植细胞的数量明显多

于MSC组, 说明IL-1β siRNA能够提高MSC在衰

竭肝脏组织中的存活率, 促进其更好的发挥肝

细胞保护作用. 
总之, IL-1β siRNA能够有效地干扰体内IL-

1β的合成, 降低ALF体内过激的炎症反应, 不仅

减轻肝细胞损伤, 同时还能发挥对移植MSC的

保护作用, 进而增强MSC修复损伤组织的能力. 
基于此, IL-1β siRNA联合MSC治疗ALF具有协

同作用.
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