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Abstract
AIM: To investigate the effect of bone marrow 
mesenchymal stem cell (BMSC) transplantation 
in the treatment of acute liver failure (ALF) in 
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骨髓间充质干细胞移植对急性肝衰竭大鼠Caspase1和
IL-18表达的影响

袁淑芳, 姜 涛, 胡兰英, 孙丽华, 郑嵘炅, 张跃新

®

■背景资料
急性肝衰竭(acute 
liver failure, ALF)
是由多种病因引
起 的 一 种 综 合
征, 因其进展快、
并发症多、治疗
难度大、病死率
高、预 后 差 ,  是
临床治疗中至今
尚未克服的难题. 
ALF的发生涉及
众多炎症因子和
细胞因子, 发病机
制与肝细胞凋亡
关系密切. 

rats and optimize the administration route. 

METHODS: D-galactosamine (D-GalN)/lipo-
polysaccharide (LPS) were used to make a rat 
model of experimental ALF. Seventy-two rats 
were randomly divided into an ALF group, a 
tail vein group, and a portal vein transplanta-
tion group. At different time points (24, 72, 120, 
and 168 h) after BMSC transplantation, serum 
ALT and AST were detected. TUNEL assay was 
applied to detect hepatocyte apoptosis. Immu-
nohistochemistry and Western blot were per-
formed to detect the expression of Caspase1 and 
IL-18 proteins in liver tissue. 

RESULTS: Serum levels of ALT and AST in the 
ALF group were gradually increased with the 
progression of the disease. Compared with the 
ALF group, significant improvement of liver 
function parameters and histological findings 
was observed in the transplantation group 120 
and 168 h after transplantation (P < 0.05 for 
both). The apoptosis indexes in the tail vein 
group and portal vein transplantation group (120 
h: 28.17% ± 17.08%, 20.67% ± 12.68%; 168 h: 19.67 
% ± 11.82%, 13.00 % ± 6.84% ) were significantly 
lower than those in the ALF group (P < 0.01 for 
all). The expression levels of Caspase1 and IL-18 
proteins in the two transplantation groups were 
decreased significantly at 120 and 168 h com-
pared with the ALF group (P < 0.05 for both). 
Both administration routes had a therapeutic 
effect against ALF in rats, but no significant dif-
ference was observed between them. 

CONCLUSION: BMSCs can improve the liver 
function, inhibit hepatic apoptosis and reduce the 
levels of Caspase1 and IL-18 proteins in ALF rats. 
Caspase1 and IL-18 play an important role in the 
pathogenesis of ALF and are expected to be pre-
dictors of ALF and future therapeutic targets.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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■研发前沿
近年来干细胞及
其“横向分化”
特 性 的 发 现 为
ALF治疗提示了
新 的 切 入 点 .  骨
髓 间 充 质 干 细
胞(bone marrow 
m e s e n c h y m a l 
stem cells, BM-
SCs)能抑制炎症
反应、细胞凋亡. 
Caspase1和IL-18
在ALF的发病过
程中起重要作用. 
明确ALF的发病
机 制 ,  早 期 阻 止
肝细胞凋亡、促
进肝再生是提高
ALF患者生存率
的关键.

liver failure; Cell transplantation; Caspase1; IL-18; 
Rat model
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摘要
目的: 探讨骨髓间充质干细胞(bone marrow 
mesenchymal stem cells, BMSCs)移植治疗急
性肝衰竭(acute liver failure, ALF)大鼠的疗
效、移植途径. 

方法: 用D-氨基半乳糖(D-ga l ac to samine, 
D-GalN)/脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)诱导
大鼠ALF模型. 72只大鼠随机分为ALF对照
组、尾静脉移植组、门静脉移植组. 于BMSCs
移植后24、72、120、168 h取血清和肝组
织, 分别检测血清丙氨酸氨基转移酶(alanine 
aminotransferase, ALT)、谷草转氨酶(aspartate 
aminotransferase, AST); 采用TUNEL法检测肝
细胞凋亡; 采用免疫组织化学、Western blot
方法检测肝组织中半胱氨酸蛋白酶1(cysteine-
containing aspartate-specific proteases 1, 
Caspase1)和白介素18(interleukin-18, IL-18)蛋
白的表达情况. 

结果: ALF对照组大鼠血清ALT、AST水平随
病程逐渐升高. 在移植后120、168 h, BMSCs
移植组的血清ALT、AST与对照组相比差别
有统计学意义(P <0.05); 尾静脉、门静脉移植
组细胞凋亡指数分别为28.17%±17.08%、

20.67%±12.68%、19.67%±11.82%、13.00%
±6.84%, 与对照组相比差异有统计学意义
(P <0.01). BMSCs移植组Caspase1、 IL-18蛋白
表达水平逐渐降低, 在移植后120、168 h与对
照组相比差异有统计学意义(P <0.05); 且二者
的表达有明显的相关性(P <0.01). 尾静脉、门
静脉移植途径对ALF大鼠均有治疗作用, 但二
种途径相比差异无统计学意义(P >0.05). 

结论: B M S C s能够改善A L F肝衰竭大鼠的
肝功能, 抑制肝细胞凋亡、降低Caspase1、
IL-18蛋白水平. Caspase1和IL-18在肝衰竭的
发病过程中起重要作用; Caspase1和IL-18可
望成为急性肝衰竭的预测因子和未来的治疗
靶点. 

© 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:  骨髓间充质干细胞(b o n e m a r r o w 
mesenchymal stem cells)能够改善急性肝衰竭

(acute liver failure)大鼠的肝功能, 抑制肝细胞凋

亡、降低半胱氨酸蛋白酶1(cysteine-containing 
aspartate-specific proteases 1, Caspase1)、白介素

18(interleukin-18, IL-18)蛋白水平. Caspase1和IL-18
在肝衰竭的发病过程中起重要作用; Caspase1和

IL-18可望成为急性肝衰竭的预测因子和未来的治

疗靶点. 

袁淑芳, 姜涛, 胡兰英, 孙丽华, 郑嵘炅, 张跃新. 骨髓间充质干

细胞移植对急性肝衰竭大鼠Caspase1和IL-18表达的影响.  世

界华人消化杂志  2014; 22(6): 759-765  URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/22/759.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v22.i6.759

0  引言

急性肝衰竭(acute liver failure, ALF)是由多种病

因引起的一种综合征, 以短时间内大量肝细胞

变性、坏死和炎性细胞浸润等为特征[1,2], 因其

进展快、并发症多、治疗难度大、病死率高、

预后差, 是临床治疗中至今尚未克服的难题[3,4]. 
近年来干细胞及其“横向分化”特性的发现为

肝衰竭的治疗提供了新的希望[5,6]. 干细胞移植

治疗肝衰竭具有操作简单、应用灵活、可重复

进行、免疫源性弱、治疗费用低等优点得到较

快发展, 成为继原位肝移植后又一治疗肝功能

衰竭的有效方法[7,8]. ALF的发生涉及众多炎症因

子和细胞因子, 其发病机制与肝细胞凋亡密切

相关. 感染后炎症因子介导的肝细胞凋亡, 坏死

是促进ALF发展的重要因素, 同时机体也通过自

身的调节释放抗炎因子, 以及抑制免疫来调控

炎症反应[9,10]. 诸多报道认为肝细胞凋亡的发生

受Fas/FasL、Bcl-2家族、天冬氨酸特异性半胱

氨酸蛋白酶(cysteine-containing aspartate-specific 
proteases, Caspase)家族等因素的调控制[11]. 白
细胞介素18(interleukin-18, IL-18)是近年来新近

发现的致炎细胞因子, 其前体无生物学活性, 需
经Caspase1催化后, 才能转化为活性分子, 发挥

多种致炎效应, 促进各种疾病的发生. 研究显示, 
IL-18及其诱导产生的细胞因子与肝损害密切相

关[12,13]. 为此我们通过构建大鼠ALF模型, 观察

骨髓间充质干细胞(bone mesenchymal stem cells, 
BMSCs)移植治疗大鼠ALF的疗效; 探讨BMSCs
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■相关报道
Parekkadan等发现
BMSCs来源的细
胞因子能够防止
肝细胞坏死, 提高
暴发性肝衰竭的
生存率. 研究发现
BMSCs具有抑制
肝细凋亡、促进
肝细胞增殖作用. 
BMSCs能通过旁
分泌作用, 分泌多
种细胞因子和生
长因子, 促进肝细
胞再生, 抑制炎症
反应及细胞凋亡.移植对肝细胞凋亡、肝组织中Caspase1、IL-18

蛋白表达的影响. 为临床开展骨髓MSCs移植治

疗ALF、评价ALF患者的病情严重程度及预后

指标应用于临床实践中, 提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 采用健康♂Sprague-Dwley(SD)大鼠72
只, 体质量250-300 g, SPF级(许可证号SCXK新

2003-0002).
1.2 方法

1.2.1 MSC的培养和动物模型建立: 采用全骨

髓法分离SD大鼠BMSCs, 进行体外培养. 应用

流式细胞仪分析对BMSCs进行表型鉴定. 采用

10%D-氨基半乳糖(D-galactosamine)1.4 g/(kg·
次)、12 h一次和0.005%脂多糖(lipopolysaccha-
ride LPS)20 μg/kg, 经腹腔注射制备大鼠ALF模
型. 通过门静脉和尾静脉注射的方式移植BM-
SCs. 72只大鼠随机分为3组, 对照组给予等体积

生理盐水腹腔注射. 尾静脉移植组给予1.4×107

细胞/kg P3代的BMSCs进行尾静脉注射. 门静脉

移植组: 大鼠麻醉, 暴露腹腔, 经门静脉注射1.4
×107细胞/kg的P3代BMSCs进行移植. 于移植后

24、72、120、168 h收集血液样本和肝组织标

本. 用4%的多聚甲醛固定肝组织标本, 进行病理

组织学研究. 取部分新鲜肝组织快速投入液氮

冻存, 然后贮存于-80 ℃供蛋白质检测. 
1.2.2 生化指标的测定: 血液离心 ,  采用全自

动生化分析仪(Unicel DXC 800; BECKMAN 
COULTER)测定不同时间点大鼠血清谷丙转氨

酶(alanine aminotransferase, ALT)、谷草转氨酶

(aspartate aminotransferase, AST)变化. 
1.2.3 苏木素-伊红(H E)与原位细胞凋亡检测

(TUNEL法): 大鼠肝组织石蜡包埋后4 μm连续

切片, 切取3-5张切片行HE染色, 每张切片分别

随机选择5个低倍(×200)和高倍视野(×400), 
光镜下观察BMSCs移植后肝组织病理变化. 用

TUNEL检测试剂盒(购自瑞士Roche Applied Sci-
ence)检测细胞凋亡. 按照TUNEL检测试剂盒说

明书操作步骤进行, 光镜下分析结果. 每张切片

观察500个细胞, 计算每100个细胞中平均阳性

细胞数, 即凋亡指数(apoptosis index, AI). 
1.2.4 采用免疫组织化学方法检测肝组织Cas-
pase1、IL-18蛋白的表达: 加Caspase1(1∶100, 
ab17820, abcam MA, USA)或IL-18抗体(1∶100, 
sc-6179, Santa Cruz Biotechnology), 再加生物素

标记的第二抗体及链霉菌抗生物素蛋白-过氧化

物酶溶液, 经DAB显色, 苏木素复染, 中性树胶

封片. 在阳性标本上以磷酸盐缓冲液代替第一

抗体作阴性对照. 细胞膜或胞浆染成棕黄色的

为阳性细胞. 
1.2.5 采用Western blot检测肝组织Caspase1、
IL-18蛋白的表达: 称取不同时间点的肝组织约

100 mg, 加入预冷的细胞裂解液, 冰磨匀浆3-5 
min, 按1∶3加入上样缓冲液,  加热变性(96 ℃
加热5 min). 用10%聚丙烯酰胺凝胶垂直平板电

泳, 待嗅酚蓝接近底线时终止电泳. 将分离后

的蛋白质从SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳转至硝酸

纤维素滤膜上, 封闭液室温封闭1 h. 加入一抗

Caspase1(1∶200)、IL-18(1∶200)、GAPDH(1∶
1000, sc-25778, Santa Cruz Biotechnology), 4 ℃过

夜. 次日, TBST洗膜后, 置于碱性磷酸酶标记的

二抗中孵育, 洗后显色, 免疫反应在酶的作用底

物下显影. 用Quantity One分析软件进行图像分

析, 以GAPDH的测定结果相比较, 计算其比值. 
统计学处理 采用SPSS18.0统计学软件进行

统计学处理. 计量资料以mean±SD表示, 组间比

较采用随机区组设计的方差分析; 计数资料采

用秩转换后的方差分析; 相关分析采用Pearson
相关分析, P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 血清ALT、AST的水平变化 从表1可知经

2014-02-28|Volume 22|Issue 6|WCJD|www.wjgnet.com

表  1  两种途径移植治疗ALF肝功能的比较 (IU/L)

     分组                            24 h                        120 h                          168 h

            ALT            AST            ALT           AST            ALT           AST

对照组 129.33±45.99 165.17±78.31 133.00±64.84 174.50±73.98 138.50±25.32 185.67±53.33

尾静脉移植组 127.00±37.29 163.50±36.82   94.83±11.16a 113.67±11.62c   76.00±13.78a   92.00±11.85c

门静脉移植组 125.17±42.93 160.67±36.99   72.83±10.28a 100.67±14.72c   49.50±15.81a   69.17±20.97c

aF=12.17, aP<0.05; cF=12.17, cP<0.05 vs  对照组. ALT: 谷丙转氨酶; AST: 谷草转氨酶.
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■创新盘点
ALF病情凶险, 客
观、及时有效地
评价ALF患者的
病情及预后并指
导临床治疗显得
尤为重要. 该研究
提示Caspase1、
IL-18治疗过程中
的变化趋势可以
一定程度上反映
ALF的治疗效果
及预后, 因此Cas-
pase1、IL-18可望
成为ALF的预后
评估和未来的治
疗靶点.

D-GalN/LPS处理后, 对照组大鼠血清ALT、AST
水平随着时间的延长逐渐升高, BMSCs移植组

的大鼠血清ALT、AST逐渐下降. 移植后120、
168 h BMSCs移植组的血清ALT、AST与对照组

相比差别有统计学意义(P <0.05)(表1). 尾静脉与

门尾静脉移植组之间血ALT、AST差异无统计

学意义(P >0.05). 
2.2 BMSCs移植对肝细胞凋亡的影响 TUNEL
染色可见BMSCs移植组肝细胞坏死、凋亡明

显减轻. 移植后120 h尾静脉组、门静脉组细

胞凋亡指数分别为28.17%±17.08%、20.67%
±12.68%; 移植后168 h细胞凋亡指数分别为

19.67%±11.82%、13.00%±6.84%, 与对照组

相比差异有统计学意义(P <0.01). 尾静脉和门静

脉植组之间肝细胞凋亡改善情况无统计学差异

(P >0.05)(图1, 表2). 
2.3 免疫组织化学检测大鼠肝组织中Caspase1、

IL-18蛋白的表达 免疫组织化学显示: BMSCs
移植组中Caspase1、IL-18蛋白的表达水平随肝

功能的好转逐渐降低, 在移植后120、168 h与
对照组相比有显著性差异(P <0.05, 表3). 相关分

析发现Caspase1、IL-18两者呈正相关, 相关系

数为0.56(P <0.01); Caspase1、IL-18与肝细胞凋

亡之间均有明显的相关性, 相关系数分别0.753, 
0.737(P <0.01)(图2). 
2.4 Western blot检测大鼠肝组织中Caspase1、
IL-18蛋白的表达 Western blot结果显示: BMSCs
移植组中Caspase1、IL-18灰度值随肝功能好

转逐渐下降. 移植后120 h BMSCs移植组中Cas-
pase1、IL-18灰度值分别为0.46±0.24、0.10±
0.01; 移植后168 h, Caspase1、IL-18灰度值分别

为0.38±0.25、0.08±0.02, 与对照组相比差异有

统计学意义(P <0.05). 相关分析显示Caspase1、
IL-18两者呈正相关(r  = 0.719, P<0.01, 图3).
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图  1  肝细胞凋亡(TUNEL×400). A: TUNEL对照组成模24 h; B: TUNEL对照组成模168 h; C: TUNEL尾静脉组168 h; D: 

TUNEL门静脉组168 h.

表  2  BMSCs治疗ALF对肝细胞凋亡指数的影响(%)

     分组         24 h        72 h        120 h       168 h

对照组 47.00±17.64 51.17±11.37 55.17±10.08 57.17±6.82

尾静脉移植 45.33±13.05 41.67±7.17 28.17±17.08a 19.67±11.82b

门静脉移植 43.83±14.95 40.00±15.11 20.67±12.68a 13.00±6.84b

aF  = 23.07; bP<0.01 vs  对照组.
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3  讨论

肝衰竭是一种重症肝病, 可由不同原因引发, 但
归根结底表现为肝细胞和肝脏内其他类型细胞

的过度死亡[14,15]. 目前认为肝脏大面积坏死的

机制主要和肝细胞凋亡、微循环障碍等因素有

关. 其中细胞凋亡是导致肝脏二次打击的重要

细胞机制[5,16]. 近年来关于细胞死亡的细胞内信

号转导机制研究已取得了很大进展. Parekkadan
等[17]发现BMSCs来源的细胞因子能够防止肝细

胞坏死, 提高暴发性肝衰竭的生存率. 研究发现

BMSCs具有抑制肝细凋亡、促进肝细胞增殖作 
用[18,19]. BMSCs能通过旁分泌作用, 分泌多种细

胞因子和生长因子, 促进肝细胞再生, 抑制炎症

反应及细胞凋亡[20,21]. 明确急性肝衰竭的发病机

制, 在早期阻止肝细胞凋亡、促进肝再生是提

高ALF患者生存率的关键[22]. 目前研究显示在

肝脏严重受损、肝细胞增殖受抑制时, BMSCs

具有持久生成肝细胞和胆管细胞的能力, 在肝

损伤后的修复过程中, 参与补充因损伤而减少

的肝细胞数量, 参与修复因损伤破坏的肝组织

结构[23]. 国内外多次实验证明, 将BMSCs移植

入受损的肝脏组织中, 通过免疫荧光标记和体

内成像追踪均有BMSCs在肝脏中的定植, 且对

比B M S C s移植入肝损伤组和正常组后, 发现

BMSCs在肝损伤组中定植的数量、分布范围明

显高于正常组[24]. Aurich等[25]将人BMSCs在体外

用特定的生长因子向肝细胞诱导分化, BMSCs
表现了肝细胞的形态和功能, 将此种诱导的BM-
SCs移植入免疫缺陷小鼠肝脏内, BMSCs可在肝

脏内定居, 并且细胞开始贮存糖原、表达白蛋

白、表达人肝细胞特异性抗原等, 这表明移植

的细胞保持了肝细胞的特性, 因此BMSCs有希

望为肝脏疾病治疗提供新的细胞来源.
本研究采用了D-Gal/LPS诱导的大鼠AHF模

■应用要点
本研究通过观察
BMSCs治疗大鼠
A L F 的 疗 效 ,  探
讨BMSCs移植对
肝细胞凋亡、肝
组织Caspase1、
IL-18蛋白表达的
影响. 为临床开展
BMSCs移植治疗
ALF、评价ALF
患者的病情严重
程度及预后指标
应用于临床实践
中提供实验依据.
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图  2  免疫组织化学检测Caspase1、IL-18蛋白的表达. A: Caspase1对照组168 h(×400); B: Caspase1尾静脉组168 h(×400); C: 

Caspase1门静脉组168 h(×400); D: IL-18对照组168 h(×200); E: IL-18尾静脉组168 h(×200); F: IL-18门尾静脉组168 h(×200). 

Caspase1: 半胱氨酸蛋白酶1; IL-18: 白介素18.

C D
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型. 模型建立后, 肝衰竭对照组大鼠血清ALT、
AST水平和肝细胞凋亡指数较BMSCs移植组明

显升高. BMSCs移植120、168 h后大鼠肝功能逐

渐恢复, 肝细胞坏死、凋亡较对照组明显减轻, 
与以往报道一致. 提示BMSCs移植可抑制炎症

反应及细胞程序性死亡, 从而修复缺损组织, 说
明BMSCs对ALF大鼠具有一定治疗作用. 

Caspases是一组天门冬氨酸特异性的半胱

氨酸蛋白酶, Caspases的活化是导致凋亡的中心

环节. Caspase1是Caspase家族的奠基成员, 因可

催化IL-1β转化为活性分子, 曾被命名为IL-1转化

酶, 他不仅参与多种细胞的凋亡, 而且对致炎细

胞因子IL-18、IL-1β的成熟起着至关重要的作

用, 是IL-18活化所必须的蛋白酶. 通过对小鼠的

Caspase1基因敲除后也发现, Caspase1-/-小鼠缺乏

成熟的IL-18, 提示Caspase1为发育成熟的IL-18
所必须. Caspase1还可通过FasL刺激机制及其他

IL-18前体切断酶来增加IL-18的产生[26,27]. IL-18
是一种能强烈诱生γ干扰素(interferon-γ, INF-γ)
的新型细胞因子, 主要由活化的巨噬细胞产生, 
诱导Thl、NK、NKT细胞, 同时还具有抗感染、

介导炎症反应、诱导神经细胞凋亡等多种生

物学活性[28,29]. IL-18可诱导免疫细胞产生大量

INF-γ、肿瘤坏死因子-α、Fas配体及穿孔素, 还
能增强自然杀伤细胞及CTL活性杀伤靶细胞活

性, 引起肝细胞坏死和凋亡, 在重型肝炎发病机

制中起着重要的作用[30,31]. 
我们通过免疫组织化学和Western blot法检

测了大鼠ALF肝组织中Caspase1、IL-18表达的

情况, 发现二者的表达趋势一致. 随着凋亡的加

重, 其表达逐渐增高, 且Caspase1、IL-18与肝细

胞凋亡之间有明显的相关性, 说明Caspase1、
IL-18在肝细胞凋亡中发挥一定作用. 由于Cas-
pase1是IL-18的活化酶, ALF时二者的同时增高

提示Caspase1的表达激活并增加了IL-18的释放, 
后者参与并进一步加重了组织的损伤, 促进了

ALF的发生. 
本研究结果发现, 随着血清中ALT、AST水

平的升高, ALF大鼠肝组织Caspase1、IL-18水平

显著升高, 反映了肝功能的急剧恶化和疾病严

重程度, 说明Caspase1、IL-18在ALF的发病过程

中起到相当重要的作用, 提示Caspase1、IL-18
可作为ALF的诊断和预后观察的敏感标志蛋白. 
BMSCs移植治疗后, 肝组织中Caspase1、IL-18
的表达水平呈下降趋势, 大鼠肝功能逐渐恢复, 
提示BMSCs移植能改善ALF大鼠的免疫状况、

对ALF大鼠有一定的保护作用, 可以降低Cas-
pase1、IL-18水平, 调节促炎与抗炎因子达到新

的平衡, 这可能是BMSC移植治疗ALF的作用机

制之一. 肝衰竭病情凶险, 客观、及时有效地评

价肝衰竭患者的病情及预后并指导临床治疗显

得尤为重要. 该研究提示Caspase1、IL-18治疗

过程中的变化趋势可以一定程度上反映ALF的
治疗效果及预后, 因此Caspase1、IL-18可望成

为ALF的预后评估和未来的治疗靶点. 
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