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茵陈四苓颗粒对肝衰竭环境下骨髓间充质干细胞分化
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摘要目的：研究肝衰竭体外模型环境下茵陈四苓颗粒对骨髓间充质干细胞的肝向分化及 IDO蛋白表达的影响。方法：通过建立

肝衰竭血清、中药干预血清、健康血清分别与骨髓间充质干细胞（BMSCs）共培养体系，检测 BMSCs中 CK18 免疫荧光表达，

Western-blot法检测甲胎蛋白（AFP）、肝组织白蛋白（ALB）、吲哚胺 2,3—双加氧酶（IDO）蛋白表达。结果：1、CK18免疫荧光结果

显示肝衰竭组及中药干预组染色均为弱阳性，但后者染色更强，而健康组无阳性染色；2、AFP、ALB在健康组、肝衰竭组、中药干

预组均有表达，且各组间 ALB比较均有差异（P<0.05），三组 AFP表达水平逐渐增高，各组间差异有统计学意义。IDO蛋白在健康

组无表达，肝衰竭组表达低于中药干预组，且两组间差异具有统计学意义。结论：茵陈四苓颗粒能增强 BMSCs在肝衰竭环境下的

肝向分化趋势及免疫调节活性。
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Effect of Yinchen Siling Granule on Differentiation and Expression of IDO
Protein of Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells in Hepatic Failure *

To study the effect of Yinchen Siling Granule on liver differentiation and IDO protein expression of bone

marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) in vitro model of hepatic failure. The co-culture system of hepatic failure serum,

traditional Chinese medicine(TCM) serum and healthy serum with bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) was established. The

expression of CK18 in BMSCs was detected by immunofluorescence, and the expression of alpha-fetoprotein (AFP), hepatic albumin

(ALB) and indoleamine 2-, 3-dioxygenase (IDO) protein were detected by Western-blot. 1. The results of CK18

immunofluorescence showed that the staining of hepatic failure group and TCM group were weakly positive, and the latter staining was

deeper. The healthy group had no positive staining; 2. The expressions of AFP, ALB were found in the healthy group, hepatic failure

group and TCM group. There was significant difference in ALB expression among the three groups (P<0.05). The expression level of

AFP in the three groups increased gradually, and there was significant difference among the three groups. There was no expression of

IDO protein in the healthy group, but the expression in the hepatic failure group was lower than that in the TCM intervention group, and

the difference between the two groups was statistically significant. Yinchen Siling Granule can enhance the liver

differentiation trend and immunomodulatory activity of BMSCs in hepatic failure.

Yinchen Siling Granules; Bone marrow mesenchymal stem cells; Hepatic failure; Immune regulation; Liver

differentiation
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前言

肝衰竭(hepatic failure, HF)是一种严重的肝脏疾病,目前缺

乏有效治疗方案。肝移植被认为是至今为止最有效的方法，但

是由于供体肝脏来源短缺及排异反应等问题无法普及[1，2]。国内

外大量研究表明骨髓间充质干细胞（Bone Marrow Mesenchymal

Stem cells, BMSCs）具有分化及免疫调节等潜能，其作为肝病

再生医学的细胞治疗平台，近年来逐渐成为细胞移植治疗肝衰

竭的研究热点[3，4]。但干细胞移植在治疗肝脏疾病中存在分化因

素难以控制，缺乏增强其免疫调节能力的方法，故需有效手段

改善其进入体内后分化及免疫调节能力。诸多研究表明，单味

或多味中药提取物可影响干细胞的分化、免疫调节功能[5-8]。肝
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图 1 BMSCs生长状态

Fig.1 The growth state of BMSCs

注：A：P1代细胞生长第 4天；B：P1代细胞生长第 7天；C：P3代细胞

Note: A: P1 generation cell growth day 4; B: P1 generation cell growth day 7; C: P3 generation cells

衰竭的中医病机多为热毒蕴结，瘀血阻滞，故以清热解毒、凉血

化瘀为治疗大法，本实验以四川省名老中医孙同郊经验方茵陈

四苓颗粒为代表方，由我院院内自制。本课题组前期临床及动物

实验中已证实,茵陈四苓颗粒具有改善肝脏功能、减轻炎症反

应及降低血浆内毒素水平，并影响蛋白质的表达的作用[9-11]。本

研究通过建立肝衰竭体外环境下不同血清与 BMSCs共培养体

系，检测各组血清干预后 BMSCs的 CK18、AFP、ALB、IDO表

达，初步探索茵陈四苓颗粒与骨髓间充质干细胞的协同作用。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物 健康雄性清洁级 SD大鼠 4只（3-4周龄，

100-120 g），用于干细胞提取；健康雄性 SD大鼠 30只（6-8周

龄，180-200 g），用于肝衰竭造模。（均由西南医科大学动物实验

中心提供，动物生产许可证号（川）：SCXY（川）2008-17，使用许

可证：SCXY（川）2008-065）。

1.1.2 药物与主要试剂 茵陈四苓颗粒（由茵陈、栀子、大黄、

赤芍、茯苓等组成，川药制字 Z20070525）由西南医科大学附属

中医医院中药制剂室制备。L-DMEM、胎牛血清（美国 Gemini

公司）；CK18抗体（Exbio公司）；吲哚胺 2，3-双加氧酶（IDO）

抗体（abcam公司）、白蛋白（ALB）抗体（abcam公司）；甲胎蛋白

（AFP）抗体(bioworld公司)；Ｄ－氨基半乳糖(sigma公司)。

1.2 实验方法

1.2.1 大鼠 BMSC分离、培养及传代筛选 提取大鼠股骨与

胫骨骨髓间充质干细胞，采用全骨髓贴壁培养法，保持细胞数

量约为 1× 106个 /mL后体外培养，间隔 2天更换培养基，去除

杂细胞，于细胞生长至皿底面积 80 %-90 %时予以胰蛋白酶消

化传代，传至第三代后经流式细胞仪鉴定后用于后续实验。

1.2.2 实验血清的制备 30 只大鼠随机选取 7 只分为健康

组，剩余 23只用于造模，模型组 23只大鼠均予以 1.3 g/kg剂

量 D-氨基半乳糖一次性腹腔注射制造肝衰竭大鼠模型，健康

组予以等剂量生理盐水干预。造模后 48小时再将剩余存活的

造模大鼠随机平均分为中药干预组和肝衰竭组。中药干预组给

予茵陈四苓颗粒 1.5 g/kg灌胃，1日 2次，药物剂量参考魏伟主

编《药理实验方法学》[12]及李万平等前期研究中方法剂量，根据

人和动物体表面积折算等效剂量比值计算[13]。另两组予以等剂

量生理盐水灌胃。灌胃 3天后，处死大鼠，收集血清，过滤除菌

制备成中药干预血清、肝衰竭血清、健康血清,置于 -20℃冰箱

保存备用。

1.2.3 建立肝衰竭体外环境下 BMSC 培养体系 将第 3 代

BMSCs分别接种于 24孔板中（细胞浓度 1× 103/孔）及 6孔板

中（细胞浓度 1× 105/孔）。分别各设立 3个实验组，每组各设立

3个复孔，依次加入含相同剂量的健康血清、肝衰竭血清、中药

干预血清的培养基进行培养。

1.2.4 免疫荧光法检测 CK18表达 细胞在 24孔板内生长 10

天后，终止培养。予以 4 %多聚甲醛固定后 2.5 %TritonX-100通

透，封闭轻摇 1h后加入 CK18抗体，4℃过夜后洗涤，加入二

抗，室温孵育 1h后 DAPI复染核，避光 5min，封片后避光保存，

制成免疫荧光爬片，最后在免疫荧光显微镜下进行拍照分析。

1.2.5 Western blot 法检测 BMSC 中 ALB、AFP、IDO 蛋白表

达 待细胞终止培养后，按说明书步骤裂解蛋白，考马斯亮蓝

法测定蛋白浓度，上样分离蛋白，转膜后封闭 1h，加入抗体孵

育，4 ℃过夜，洗膜后加入二抗孵育，洗后显色，在凝胶成像系

统上进行信号检测，再进行灰度值分析。

1.3 统计分析

运用 SPSS22.0 统计软件进行数据分析处理，数据以均

数± 标准差(x依s)表示。采用单因素方差分析及 LSD检验，方差

不齐用 Dunnett’s检验。P<0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 BMSCs的培养

BMSCs原代培养 48小时全量换液并观察，大部分已贴

壁，4天后可见细胞形态不一，大多数呈长梭形与类圆形混合

生长，如图 1-A。传至第 3代时，细胞呈长梭形漩涡状聚集生

长，如图 1-B。

2.2 CK18免疫荧光检测结果

肝衰竭组及中药干预组染色均为弱阳性，但中药干预组染

色强于肝衰竭组，而健康组无阳性染色，如图 2。

2.3 各组 BMSCs中 ALB、AFP、IDO蛋白的表达

ALB蛋白表达结果显示：健康组、肝衰竭组、中药干预组均有

表达，但各组表达量均较低，组间差异具有统计学意义（P<0.05）。
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图 3 BMSCs培养 10天后，Western blot法检测各组 BMSCs关于 ALB、AFP、IDO的表达

Fig.3 After 10 days of BMSCs culture, expressions of ALB, AFP and IDO of BMSCs were detected by Western blot

Note: NC: Health group; HF: Hepatic failure group; YCSL: Traditional Chinese medicine intervention group.

Group n
Variable

ALB

NC 3 0.1028± 0.0015★

HF 3 0.1469± 0.0013☆

YCSL 3 0.4139± 0.0030☆ ★

AFP

0.0128± 0.0002★

0.2837± 0.0029☆

1.2142± 0.1049☆ ★

IDO

0.0000± 0.0000★

0.0194± 0.0003☆

1.0780± 0.0120☆ ★

表 1 培养 10天后 BMSCs中 ALB、AFP和 IDO蛋白表达水平(x依s)
Table 1 The expression levels of ALB, AFP and IDO in BMSCs after 10 days of culture

Note: ☆ Compare to the healthy group，P<0.05;★ Compare to the liver failure group, P<0.05. 茁-actin is the internal reference protein.

图 2各组 CK18免疫荧光染色结果

Fig.2 Immunofluorescence staining results of CK18 in each group

Note: NC: Health group; HF: Hepatic failure group;

YCSL: Traditional Chinese medicine intervention group.

AFP蛋白表达结果显示：健康组、肝衰竭组、中药干预组表

达强度依次增强，差异具有统计学意义（P<0.05）。

IDO蛋白表达结果显示：健康组 IDO蛋白无表达，中药干

预组 IDO表达强于肝衰竭组（P<0.05），如图 3、表 1。

3 讨论

肝衰竭是由于多种原因导致肝细胞大量凋亡坏死、炎症介

质及免疫系统共同参与的失控性炎症反应，进而出现一系列临

床表现的危重症[14]。肝衰竭发病机制目前尚未完善，许多研究

表明其主要机制为直接损伤以及免疫介导的损伤[15]，直接损伤

是各种致病因素直接导致大量肝细胞凋亡坏死，而免疫介导的

损伤是指机体免疫系统活化，促进 T细胞等免疫细胞增殖，进

而导致大量细胞因子释放，引起间接性损伤，免疫细胞的增殖

活化为免疫损伤的关键环节，故肝衰竭治疗可从促进肝细胞

再生及免疫调节方面寻找有效方法。目前肝衰竭西医综合治

疗方案疗效差，肝移植为根治的唯一办法，但由于肝源供体缺

乏、术后免疫排斥反应等限制其在临床上普及[1，2]。国内外大

量研究表明多能干细胞尤其是骨髓间充质干细胞具有多向分

化潜能、免疫调节、易于体外培养等优点，故其成为再生医学、

细胞修复等领域的研究热点[16-19]。目前肝衰竭缺乏有效治疗手

段，因 BMSCs具有上述优点，已有诸多研究者将其应用于肝衰

竭的研究[20-23]。
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肝衰竭在中医领域可对应“黄疸”、“鼓胀”范畴，病机特点

为湿热疫毒致热瘀内搏[24]，以“湿”、“热”、“瘀”、“毒”为病理产

物，多属实证，故以清热解毒、凉血化瘀为治疗大法。本课题组

以茵陈四苓颗粒为代表方，是根据四川省名中医孙同郊教授的

经验方拟定，属我院自主开发的院内制剂，主要由茵陈、栀子、

大黄、茯苓、赤芍、泽泻等药物组成，方中重用茵陈为君药，取其

清热利湿退黄之功，栀子清热解毒，大黄、赤芍凉血化瘀共为臣

药，佐以茯苓、泽泻健脾除湿。主要应用于急性、亚急性肝衰竭、

慢性活动性肝炎以及肝硬化并发内毒素血症等临床疾病，效果

良好。在前期治疗重型肝炎的临床试验中，发现茵陈四苓颗粒

具有改善肝功能、血浆内毒素水平的作用。本课题组以中药联合

干细胞治疗急性肝衰竭大鼠做了实验性研究，初步表明中药联

合干细胞可有效改善急性肝衰竭大鼠肝脏炎症、促进肝再生[25]。

本实验采用体外干细胞培养技术结合中药血清药理学方

法，研究中药含药血清对干细胞的分化及 IDO表达的影响。

AFP、ALB、CK18是肝细胞的特异性标志，AFP由肝前体细胞

分泌，是不成熟肝细胞的标志，ALB由肝细胞分泌，是肝细胞

成熟标记物，CK18是肝细胞相对特异性的一种角蛋白,在幼稚

的肝前体细胞不表达, 当肝细胞趋于成熟或已成熟时表达，故

肝细胞在发育早期表达高 AFP，在肝细胞发育中晚期表达高

CK18及 ALB。本实验采用健康血清、肝衰竭血清、中药干预血

清培养 BMSCs，结果提示健康组血清培养 BMSCs中 ALB及

AFP均有表达，但表达量弱，结果证实 BMSCs自身确实具有肝

向分化能力，但其能力较弱，需要寻找有效手段增强这一作用。

而在肝衰竭组 ALB、AFP蛋白相比健康组表达量增加（P<0.05），
同样 CK18在肝衰竭组免疫荧光染色表达为阳性（健康组为阴

性染色），中药干预组 ALB、AFP蛋白表达相比肝衰竭组更明

显（P<0.05），且 CK18荧光染色更强。表明在肝衰竭环境下

BMSCs的肝向分化能力提高，茵陈四苓颗粒可增强这一作用，

但其具体作用机制不明确。

吲哚胺 2，3-双加氧酶（indoleamine 2，3-dioxygenase，IDO）

是色氨酸 -犬尿氨酸途径的限速酶。现代研究表明，IDO不仅

可以介导色氨酸代谢，还具有免疫调控作用。IDO在正常情况

下，呈低水平表达或不表达，当机体处于炎症或感染时，产生

INF-酌、INF-琢等细胞因子，激活 IDO表达，从而抑制 T细胞的

增殖，促进其凋亡，减轻过激的炎症反应，参与细胞免疫调

节[26，27]。有研究证明 IDO是间充质干细胞发挥免疫调节作用的

重要机制之一，MSCs通过 IDO介导的色氨酸降解抑制异体 T

细胞反应，抑制 T细胞应答促进免疫耐受，由于 IDO介导的 T

细胞抑制依赖于 MSCs的激活，调控 IDO 活性可能会改变

MSCs在不同治疗应用中的免疫抑制特性[28]。提高 IDO表达水

平可以增强 BMSCs对 T淋巴细胞增殖的抑制作用，增强其在

体内免疫调节作用[29，30]。本实验结果提示健康组 IDO蛋白无表

达，中药干预组 IDO表达强于肝衰竭组,说明在正常情况下 I-

DO不表达或低表达，在肝衰竭环境下可增加 IDO的表达，促

进 BMSCs的免疫调节活性，增加 IDO的表达，茵陈四苓颗粒

干预的肝衰竭环境中干细胞免疫活性明显增强，其主要机理有

两种可能：（1）茵陈四苓颗粒调节肝衰竭内环境，使体内炎症及

感染因子表达的改变，刺激 BMSCs，提高 IDO表达，间接促进

BMSCs免疫调节作用。（2）茵陈四苓颗粒经机体代谢产生某种

中产物，直接作用于干细胞，刺激 IDO的表达，调节干细胞的

免疫活性。肝脏是代谢色氨酸的主要器官，当肝衰竭发生时，肝

功能急剧下降，使得色氨酸的代谢异常，而肝性脑病与色氨酸

的堆积及代谢异常有密切关系，IDO是色氨酸的限速酶，茵陈

四苓颗粒可以促进 BMSCs高表达 IDO，促进色氨酸的代谢。故

茵陈四苓颗粒联合 BMSCs可为治疗肝衰竭提供有效的辅助方

法，也能成为肝衰竭治疗的思路。

本实验从蛋白表达层面初步探讨茵陈四苓颗粒对干细胞

在肝衰竭环境中的影响，进一步研究需深入到分子及基因水平

进行多通路分析。本实验不足之处，采取含药血清方式培养

BMSCs，与真正的肝衰竭环境有一定的差距，如能建立干细胞

+淋巴细胞 +干细胞 +肝衰竭血清共培养体系，则能形成与肝

衰竭机体更相符合的环境，通过共培养体系对各细胞间的联系

进行研究分析，更有利于对相关机制的研究。同时，需进一步完

善茵陈四苓颗粒在实践应用中的辩证体系及选方用药。
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