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TLR4和 IFN-γ激活的间充质干细胞通过调节巨噬细胞极化
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摘 要：【目的】　探讨共激活的间充质干细胞（MSCs）是否通过调节巨噬细胞极化发挥治疗血吸虫病的作用。

【方法】　取 20只成年Balb/c雄性小鼠，随机分为四组，分别为未感染组、感染组、MSC组和MSCTLR4+IFN-γ组。通过腹部

敷贴尾蚴法建立日本血吸虫感染模型。在感染后第 5周，经灌胃给予小鼠吡喹酮进行抗虫治疗；感染后第 6周，分

别给予不同处理的MSCs治疗或未治疗。每周监测各组小鼠体质量变化率。采用HE染色和Masson染色观察肝组

织病理变化，通过RT-qPCR检测肝组织中α-SMA和胶原蛋白mRNA水平，以评估肝纤维化程度；检测肝脏炎症因

子和基质金属蛋白酶（MMP）的 mRNA 水平，分析纤维化相关机制；通过 RT-qPCR 检测肝组织中 i-Nos和 Arg-1表

达，并利用免疫荧光染色检测M1或M2巨噬细胞的比率，分析MSCs治疗与巨噬细胞极化的相关性；采用体外共培

养体系，研究 MSCs 对巨噬细胞极化的直接调控作用。【结果】　与感染组相比，MSCTLR4+IFN-γ组小鼠体质量增加（P＜

0.01），肝脏虫卵肉芽肿面积显著减少（P＜0.001），α-SMA、Col-Ⅰ和Col-Ⅲ在RNA水平表达下降（P＜0.01）。此外，

MSCTLR4+IFN-γ 组小鼠肝组织中炎症因子 TNF-α 和 IL-1β 表达下降（P＜0.05），基质金属蛋白酶 MMP2、MMP9 和

MMP13表达增高（P＜0.01）。MSCTLR4+IFN-γ组较感染组显示M2标志物Arg-1 mRNA高表达（P＜0.001），而M1标志物

i-Nos表达下降（P＜0.05）；免疫荧光结果显示 MSCTLR4+IFN-γ组肝脏 i-Nos+细胞比率较感染组显著降低（P＜0.05），而

F4/80+CD206+细胞比率升高（P＜0.000 1）。体外共培养实验进一步验证了这一现象：和MSCTLR4+IFN-γ共培养后，骨髓

来源巨噬细胞中 Arg-1 在 RNA 水平表达升高，且促炎因子 i-Nos 和 TNF-α 的表达下降，ELISA 结果与之相符。【结

论】　本研究表明，TLR4 与 IFN-γ 协同激活的 MSCs 可减轻日本血吸虫感染小鼠的肝纤维化，该作用可能与激活

MSCs调节巨噬细胞向M2型极化，发挥抗炎作用并促进肝脏细胞外基质降解相关。
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against schistosomiasis by modulating macrophage polarization.【Methods】 Twenty adult male Balb/c mice were randomly 
divided into four groups： uninfected， infected， MSC-treated， and MSCTLR4+IFN-γ-treated groups. The Schistosoma japonicum 
infection model was established via abdominal patch method with cercariae. At week 5 post-infection， praziquantel was 
administered orally for antiparasitic treatment. At week 6， mice received either MSCs treatments （with or without pre-
activation） or no treatment. Body weight changes were monitored weekly. Hepatic pathological alterations were evaluated 
via HE and Masson staining. RT-qPCR was used to assess α-SMA and collagen （Col-I， Col-Ⅲ） mRNA levels to quantify 
fibrosis. The mRNA levels of hepatic inflammatory cytokines and matrix metalloproteinases（MMP） were analyzed to 
explore fibrotic mechanisms. The expressions of i-Nos and Arg-1 in liver tissues were detected by RT-qPCR， and the 
ratio of M1 or M2 macrophages was detected by immunofluorescence staining， aiming to analyze the correlation between 
MSCs treatment and macrophage polarization. An in vitro co-culture system validated direct MSC-macrophage interactions.
【Results】 Compared with the infected group， the MSCTLR4+IFN-γ group exhibited increased body weight gain （P< 0.01）， 
reduced hepatic granulomatous lesion area （P< 0.001）， and decreased α-SMA， Col-I， and Col-Ⅲ mRNA levels （P< 
0.01）. Additionally， the MSCTLR4+IFN-γ group showed reduced TNF-α and IL-1β expression （P< 0.05）， as well as elevated 
MMP2， Mmp9， and MMP13 levels （P< 0.01）. The MSCTLR4+IFN-γ group showed higher expression of M2 marker Arg-1 
mRNA compared with the infection group （P < 0.001） ， while the expression of M1 marker i-Nos decreased （P< 0.05）. 
Immunofluorescence confirmed a lower i-Nos+ cell ratio （P< 0.05） and higher F4/80+CD206+ cell ratio （P< 0.000 1） in 
the MSCTLR4+IFN-γ group compared with the infection group. In vitro co-culture experiments further demonstrated that 
MSCTLR4+IFN-γ promoted Arg-1 expression， suppressed pro-inflammatory cytokine i-Nos and TNF-α levels， consistent with 
ELISA results.【Conclusions】 This study reveals that TLR4 and IFN- γ co-activated MSCs alleviate Schistosoma 

japonicum-induced hepatic fibrosis， potentially through modulating macrophage polarization toward the M2 phenotype. 
This mechanism may suppress inflammation and enhance extracellular matrix degradation， providing a therapeutic strategy 
for schistosomiasis-associated liver fibrosis.
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［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2025，46（3）：410-419］

血吸虫病因其高发病率和死亡率，已成为全球

重要的公共卫生问题。该疾病的主要病理特征是

虫卵在肝脏沉积引发虫卵肉芽肿性炎症，并最终导

致肝纤维化［1-3］。在感染早期，宿主免疫应答以血

吸虫成虫可溶性抗原组分触发的Th1型为主，伴随

干扰素（IFN-γ）、肿瘤坏死因子（TNF-α）和白介素

12（IL-12）水平升高［4］。在感染约 4～5 周后，随着

血吸虫产卵并随血流沉积至肝脏，虫卵抗原驱动的

Th2型免疫应答逐渐增强［5-7］，巨噬细胞、中性粒细

胞等炎症细胞聚集以及胶原沉积，虫卵肉芽肿形

成，破坏肝组织正常结构并逐渐发展为肝纤维化。

在血吸虫感染过程中，大量巨噬细胞被招募至肝脏

组织。处于 Th1环境时，TNF-α 或 IL-1β等炎症因

子会促进巨噬细胞极化为经典激活型（M1 型）［8］，

其特征性标志为高表达诱导型一氧化氮合酶（i-
Nos）［9］。M1型巨噬细胞被认为与免疫病理损伤加

重及死亡率增加密切相关［10］。相反，在 Th2 环境

下，在 IL-4 和 IL-13 等信号作用下，巨噬细胞可诱

导为替代激活型（即 M2型），其高表达精氨酸酶-1
（Arg-1）、Mcr1 和 Fizz1 等特征性基因，并在抗炎及

组织修复过程中发挥关键作用［8，11］。但另一方面，

Arg-1 将 L-精氨酸转化为尿素和 L-鸟氨酸，而 L-
鸟氨酸是胶原蛋白主要成分的前体物质，也可能参

与胶原过度沉积。因此巨噬细胞在血吸虫病中作

用需结合感染微环境具体分析［12-13］。间充质干细

胞（mesenchymal stem cell， MSCs）因其显著的免疫

调节作用，近来也被试用于一系列肝脏损伤性疾病

的治疗，包括血吸虫感染引起的纤维化［14-17］。虽然

已有研究报道MSCs可通过诱导M2型巨噬细胞（替

代激活型）来抑制炎症、缓解多种急性损伤模型诱

发的纤维化［18-19］，但其在血吸虫感染模型，通过调

节巨噬细胞功能影响纤维化发展的作用仍需更多

证据。我们早期的研究发现，MSCTLR4+IFN-γ可通过调

控 Th1/Th2 免疫反应缓解小鼠血吸虫感染导致的

肝纤维化［20］。本研究进一步探讨了TLR4和 IFN-γ
激活的 MSCs在血吸虫病模型中对巨噬细胞极化、

411



第46卷中山大学学报（医学科学版）

抗炎特性及细胞外基质（extracellular matrix， ECM）

降解能力的影响，以进一步阐明 MSCs在纤维化治

疗中的潜在应用价值，为 MSCs在纤维化治疗中的

应用提供更多线索。

1 材料与方法

1.1　实验动物

Balb/c雄性小鼠，5~7周龄，购自广东省实验动

物中心（广州，中国），在中山大学北校区实验动物

中心生物安全 2级实验室中的单独通风笼中饲养。

本研究中所用的含日本血吸虫尾蚴的阳性钉螺，订

购于江苏省血吸虫病防治研究所（无锡）。所有程

序均经中山大学动物护理和使用委员会批准，并符

合中国国立卫生研究院《实验动物护理和使用指

南》，审批号：SYSU-IACUC-2024-B0567。
1.2　间充质干细胞的分离和培养

1.2.1 间充质干细胞获取 采用改良的低密度培

养法从 5周龄Balb/c小鼠的骨髓中分离。简要步骤

如下：采用脱颈法处死小鼠，无菌取出股骨和胫骨，

冲洗骨髓腔，收集细胞悬液，并通过 70 μm 细胞滤

网过滤。用红细胞裂解液（碧云天，中国）去除红细

胞，用 PBS（Gibco，美国）洗涤细胞，最后将细胞用

DMEM完全培养基重悬，添加100 mL/L的胎牛血清

（Thermo Fisher，美国）和 10 mL/L 的青霉素/链霉素

（Gibco， 美国）。以 5×10⁴ 个/cm²的密度接种于 T25
细胞培养瓶中，细胞均置于 37 ℃，体积分数 5% 
CO2 细胞培养箱内培养。培养 3 d 后更换培养基，

去除未贴壁细胞，继续培养贴壁细胞。

1.2.2 间充质干细胞鉴定 当细胞密度达80%时，

使用EDTA-胰酶（Thermo Fisher，美国）消化并传代

培养。传代 3 次后，采用流式细胞术对 MSCs 表面

标志物进行鉴定，结果显示干细胞抗原 1（stem cell 
antigen 1， Sca-1）、CD90、CD44和CD106呈阳性，而

CD45和CD11b呈阴性［21-22］。

1.3　分组与造模

6 周龄、体质量约 20 g 的雄性 Balb/c 小鼠随机

分为 4组，每组 5只，分别为未感染组、感染组、MSC
组和 MSCTLR4+IFN-γ组，未感染组腹部敷贴纯净水，另

外 3组腹部敷贴尾蚴（尾蚴来源于血吸虫感染阳性

钉螺）建立日本血吸虫感染模型，每只鼠感染 15±2
条尾蚴。感染后第 5周末感染组用纯净水灌胃，另

外三组连续 5 d 给予吡喹酮（南京制药厂，中国）

120 mg kg-1 d-1灌胃进行杀虫治疗，从而主要观察

MSCs对血吸虫病诱发的肝纤维化的治疗作用。感染

后第 6周，未感染组和感染对照组通过尾静脉注射

生理盐水；MSC组：经尾静脉注射MSCs 1×106 个/鼠；

MSCTLR4+IFN- γ 组：MSCs 用 LPS 5×10−5 g/L 和 IFN- γ 
2×10−5 g/L 联合刺激 10 h 后，经尾静脉注射至小鼠

体内，1×106 个/鼠。

1.4　标本采集和指标观察

感染后每周记录小鼠体质量，与第 8周用脱颈

法处死小鼠，取出肝脏。左侧肝叶用甲醛固定用作

石蜡包埋，剩余肝组织放置液氮中保存，用于提取

RNA。

1.5　肝脏组织学评估

肝脏蜡块组织切片后常规脱蜡、脱水，用苏木

精-伊红（H&E）染色和 Masson 染色，乙醇脱水，二

甲苯透明后封片，光学显微镜及全自动玻片扫描仪

（江丰，中国）拍摄组织影像，并采用 Image J软件进

行定量分析，以测量肉芽肿面积大小。

1.6　实时荧光定量PCR

肝 脏 组 织 和 巨 噬 细 胞 使 用 TRIzol 试 剂

（Invitrogen，美国）提取 RNA：细胞样品去除培养基

后 PBS润洗，加入 TRIzol反复吹打后静置 5 min；肝
脏组织取黄豆粒大小浸润在TRIzol中，用组织研磨

棒研磨成组织悬液。按照 Trizol：氯仿为 5：1 的体

积比加入氯仿，12 000×g，4 ℃，离心 15 min；吸取上

层无色液体，加入等体积异丙醇，12 000×g，4 ℃，离

心 15 min，可见白色沉淀，即为 RNA。用无水乙醇

7 500×g ，4 ℃，离心 5 min洗涤两次，倒掉上清并晾

干，预热至60 ℃的DEPC水重悬RNA。分光光度计

测量 RNA 浓度和质量。

按照 Evo M-MLV 反转录试剂盒（AG，中国）说

明书配置反应体系，逆转录获得 cDNA；将 cDNA按

SYBR Green Pro Taq HS 预混型 qPCR 试剂盒（AG，

中国）说明书配置反应体系（PCR
引物见附表），全程避光，冰上操

作。在 CFX 96 荧光定量 PCR 仪

（Bio-Rad Laboratories，美国）上机

检测；以内参基因 GAPDH 作为内

对 照 ，采 用 2-ΔΔCt 方 法 计 算 相 对

mRNA表达量。

1.7　组织免疫荧光

肝脏蜡块组织切片后常规脱蜡、脱水，组织浸

泡在 40 g/L的多聚甲醛中固定 15 min，PBST洗涤 3

附表

Appendix table 
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次，加入 1 mL/L 的 Triton X-100 覆盖组织，室温孵

育 20 min后PBST洗涤。用组化笔围绕组织画闭环

圈，在圈内滴加 30 g/L BSA 孵育 2 h。按照说明书

建议稀释一抗，添加一抗使其覆盖样品，4°C 孵育

过夜，次日 PBST 洗涤。添加和一抗种属对应的二

抗，室温避光孵育 1 h，PBST 洗涤。晾干后滴加含

DAPI 的抗荧光淬灭剂封片，用 Leika DMi8 荧光显

微镜采集图像，使用 Image J 软件测定荧光强度。

本 研 究 所 使 用 一 抗 如 下 ：F4/80、i-Nos、CD206
（Abcam，英国）。

1.8　骨髓来源巨噬细胞的分离与共培养

1.8.1 骨髓来源巨噬细胞分离与获取 骨髓来源

巨 噬 细 胞（bone marrow-derived macrophages， 
BMDM）是从小鼠骨髓中提取并通过体外培养分化

得到的一类巨噬细胞。分离小鼠胫骨和股骨，冲洗

出骨髓细胞，用含 2×10−5 g/L重组鼠源M-CSF1（Pe⁃
protech，美国）的 DMEM 高糖培养基（含 100 mL/L
的胎牛血清和 10 mL/L 的青霉素/链霉素）重悬，在

37 °C、体积分数 5% CO₂条件下培养 7 d，每隔 1 d半

量更换培养基。

1.8.2 骨髓来源巨噬细胞与间充质干细胞共培

养 BMDMs 在 37 °C、体积分数 5% CO₂条件下，分

别单独培养（Infection 组）、与未处理的 MSCs（MSC
组）或经 TLR4+IFN-γ 预激活的 MSCs（MSCTLR4+IFN-γ

组）以10：1的数量比共培养24 h。
1.8.3 收集样品 收集各组培养基，用于 ELISA

检测；用 PBS 清洗 BMDMs 2 次，去除残留培养基，

以胰酶消化 1 min 去除 MSCs，仅保留 BMDMs，
TRIzol法收集细胞RNA。

1.9　酶联免疫吸附试验

遵照 ELISA 试剂盒（Elabscience，中国）说明书

对细胞培养基上清中 TNF-α 和 IL-10 的含量进行

检测。使用MK3 酶标仪在 450 nm波长下记录吸光

度（OD）值。

1.10　统计分析

本研究所有数据均以均值±标准误（mean ± 
SEM）表示。符合正态分布及方差齐性检验的多组

间样本均数比较采用数据单因素方差分析和Tukey
多重比较（One-way ANOVA with Tukey’s multiple 
comparisons）进行三组或更多组的两两比较分

析［23］。当P值小于 0.05时，认为差异具有统计学意

义。统计分析和绘图采用 GraphPad Prism 10.1 软

件和SPSS 25.0完成。

2 结 果
2.1　预激活间充质干细胞显著缓解日本血吸虫感

染小鼠的肝脏病理损伤

本研究中，我们进一步验证了MSCTLR4+IFN-γ在日

本血吸虫感染模型中的治疗潜力。根据小鼠体质

量记录（图 1），从感染后第 6 周给予小鼠注射

MSCTLR4+IFN-γ后，MSCTLR4+IFN-γ组小鼠体质量下降明显

减轻，对比另外两组感染鼠，MSCTLR4+IFN-γ 组小鼠感

染第 8周体质量增长率显著高于另外两组，差异有

统计学意义（P<0.05）。

除此之外，肝脏组织切片HE和Masson染色显

示（图 2A），MSCTLR4+IFN-γ组小鼠肝脏肉芽肿和胶原

纤维沉积减少。Image J软件定量分析肝脏肉芽肿

面积占切片总面积百分比，经统计，感染组肉芽肿

面积占切片总面积均值为 12.16%，MSC 组肉芽肿

面积比为 13.66%，MSCTLR4+IFN-γ 组面积比为 4.37%，

显著低于另外两组，差异有统计学意义（F=15.24，P
<0.01）。

为进一步评估 MSCs 对肝纤维化的调控作用，

我们采用RT-qPCR检测了小鼠肝脏中纤维化相关

基因的表达水平，如图 2B，采用 Tukey 法作两两比

较，与感染对照组相比，MSCTLR4+IFN-γ 组的肝星状细

The body weight of mice was recorded every week after infection 
and a line graph of weight change rate was created. The weight change 
rate in week 8 was compared that of week 1 after MSC/MSCTLR4+IFN-γ 
treatment. Results are expressed as mean ± SEM and analyzed by one-
way ANOVA, n=5, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 
0.000 1 and ns = not significant.
图 1　MSCTLR4+IFN-γ缓解了日本血吸虫感染小鼠体质量减轻

Fig. 1　MSCTLR4+IFN-γ alleviates weight loss in mice infected 
with Schistosoma japonicum
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胞活化标志物 α-SMA 在 RNA 水平上表达显著降

低（F=14.66，P<0.05），未激活 MSCs 则未表现出类

似作用。此外，相较于感染对照组，未处理的MSCs

和MSCTLR4+IFN-γ均可抑制Col-Ⅰ和Col-Ⅲ表达，但后

者对 Col-Ⅰ的抑制作用更为显著（F=32.97，MSC
组：P<0.05；MSCTLR4+IFN-γ组：P<0.001）。

2.2　预激活间充质干细胞显著缓解小鼠肝脏病理

损伤机制探索

为了探究 MSCTLR4+IFN-γ 缓解日本血吸虫感染小

鼠的肝脏病理损伤的机制，如图 3A所示，我们测量

各组小鼠肝脏中炎症因子TNF-α和 IL-1β的表达，

对比感染对照组发现，MSCTLR4+IFN-γ组中 TNF-α（F=
29.10，P<0.001）和 IL-1β（F=32.55，P<0.05）表达都

显著降低，而MSC组的TNF-α虽然也有下降趋势，

但差异无统计学意义，且 IL-1β 表达甚至升高（F=
32.55，P<0.05），提示仅MSCTLR4+IFN-γ治疗可显著减轻

肝脏炎症反应。此外，MSCTLR4+IFN-γ组 TGF-β表达相

比另外两组感染鼠也下降（F=20.57，感染组：P＜

0.000 1，MSC组：P＜0.001）。结合诱导后MSC缓解

纤维化的作用，提示MSCTLR4+IFN-γ也可能通过减少肝

星状细胞（hepatic stellate cells， HSCs）过度激活发

挥作用。

由于肝纤维化的进程受胶原蛋白沉积及基质

金属蛋白酶（matrix metalloproteinases， MMPs）介导

的ECM降解共同影响，我们进一步分析了MMPs的
表达变化。结果如图 3B 所示，与感染对照相比，

MSCTLR4+IFN-γ组中MMP2（F=29.38，P<0.05）、MMP9（F
=33.53，P<0.05）和 MMP13（F=11.96，P<0.01）的表

达都显著升高，而 MSC 组中仅 MMP13的表达略有

升高（F=11.96，P<0.05）。由此提示，MSCTLR4+IFN-γ可

能通过降低肝脏炎症减少 ECM 沉积，或通过上调

MMPs促进ECM降解，从而缓解肝脏纤维化。

2.3　预激活间充质干细胞抑制日本血吸虫感染小

鼠肝巨噬细胞向M1型极化并促进其向M2型极化。

由于巨噬细胞在日本血吸虫病过程中发挥的

关键免疫调节作用，且在组织修复和重塑中起重要

作用，我们探讨了MSCTLR4+IFN-γ是否通过调节巨噬细

胞功能影响纤维化的发展。我们分别在RNA和蛋

白表达水平上比较了各组小鼠肝脏组织中M1型标

志物（i-Nos）和M2型标志物（Arg-1、CD206）的表达

A: Representative granulomatous was shown by HE staining and by Masson staining, Quantitative determination of granuloma area in HE stained 
images using Image J software. Scale bar=400 μm. n=5. B: The RNA expression of α-SMA, Col Ⅰ and Col Ⅲ in the mice liver issue of each group were 
assessed by RT-qPCR analysis. n=5, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1 and ns = not significant.

图 2　MSCTLR4+IFN-γ 缓解了日本血吸虫感染小鼠的肝脏病理损伤

Fig. 2　MSCTLR4+IFN-γ alleviated liver pathology in mice infected with Schistosoma japonicum
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水平。肝脏组织 RT-qPCR 结果显示，如图 4，与感

染对照组相比，MSCTLR4+IFN-γ显著降低了 i-Nos 的表

达（F=36.27，P<0.05），同时提高了 Arg-1（F=25.34，
P<0.01）的表达水平。MSC 组则是提高了 i-Nos 的
表达（F=36.27，P<0.01），对 Arg-1 表达的影响与未

治疗对照组相比无统计学意义。

为了更直接观察MSCs对巨噬细胞极化的调节

作用，我们采用小鼠肝脏组织切片免疫荧光染色，

比较了各组间极化巨噬细胞在肉芽肿内的比率。

如图 5所示，感染对照组肉芽肿区域的 i-Nos+细胞

占细胞总数的 3.89%，MSC 组为 3.39%，MSCTLR4+IFN-γ

组肉芽肿区域相较于另外两组 i-Nos+的表达显著

下降（F=5.395，P<0.05），仅有 0.90%；相对应的，感

染对照组肉芽肿区域的 F4/80+CD206+M2型巨噬细

胞占细胞总数的 7.06%，MSC 组 M2 型巨噬细胞有

12.0%，MSCTLR4+IFN-γ组肉芽肿区域的M2型巨噬细胞

占比相较另外两组显著增多（F=16.55，Infection 组

P<0.001，MSC 组 P<0.05），有 17.6%。虽然 MSC 组

也有降低 i-Nos表达的趋势（差异无统计学意义），

并促进 CD206 的表达（P<0.05），但不及预激活的

MSCs效果显著。

综上所述，这些数据表明在患日本血吸虫病肝

纤维化的小鼠中，仅 MSCTLR4+IFN-γ 能抑制巨噬细胞

M1极化并显著促进巨噬细胞M2极化，而未处理的

MSCs效果不理想。

2.4　体外共培养验证预激活间充质干细胞抑制巨

噬细胞向M1型极化并促进其向M2型极化

为了去除体内其他免疫细胞的影响，直接观测

到MSCTLR4+IFN-γ 对巨噬细胞极化的调控作用，本研究

建立了体外共培养模型。实验采用日本血吸虫感

The RNA expression of TNF-α, IL-1β, TGF-β, MMP2, MMP9 and MMP13 in the mice liver issue of each group were assessed by RT-qPCR 
analysis. n=5, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1 and ns = not significant.

图 3　MSCTLR4+IFN-γ  降低肝脏炎症因子并提高MMPs表达

Fig. 3　MSCTLR4+IFN-γ reduced liver inflammatory factors and increased the mRNA expression of MMPs
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染 6周的Balb/c小鼠骨髓源性巨噬细胞（BMDMs），

分别单独培养（Infection 组）、与未处理 MSCs（MSC
组）或预激活 MSCs（MSCTLR4+IFN-γ组）共培养，24 h 后

去除 MSCs，提取 BMDMs 的 RNA，检测 M1/M2 型极

化标志物及关键细胞因子的变化。如图 6A可见，

RT-qPCR结果显示，MSCTLR4+IFN-γ共培养组巨噬细胞

相比 Infection 组 i-Nos 表达则呈现显著性抑制（F=
61.47，P<0.000 1），而 M2 型标志物 Arg-1 在 mRNA
水平表达显著上调（F=94.01，P<0.01），值得注意的

是，未处理MSC组虽可诱导 i-Nos表达适度降低（F
=61.47，P<0.01），并有上调Arg-1的表达的趋势，但

效果不及MSCTLR4+IFN-γ显著，两组之间有统计学差异

（P<0.01），提示 TLR4+IFN-γ 预激活增强了 MSCs
的免疫调节效能。

RT-qPCR（图 6 A）和ELISA检测（图 6 B）进一

步表明，相较于感染组，和 MSCTLR4+IFN-γ组共培养巨

噬细胞分泌的TNF-α水平在RNA水平（F=20.63，P

The RNA expression of i-Nos and Arg1 in the mice liver issue of 
each group were assessed by RT-qPCR analysis. Results are expressed 
as mean ± SEM and analyzed by one-way ANOVA, n=5, *P < 0.05, 
**P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1 and ns = not significant.
图 4　MSCTLR4+IFN-γ 促进日本血吸虫感染小鼠肝巨噬细胞

M2极化

Fig. 4　MSCTLR4+IFN-γ promoted M2 phenotype polarization 
of liver macrophages in mice infected with Schistosoma 

japonicum

A: Immunofluorescence staining of DAPI (blue), F4/80 (green) and i-Nos (red) was performed after paraffin section of liver tissue of mice in the 
infected group, the MSC-treated group, and the MSCTLR4+IFN-γ-treated group. Scale bar=100 um. B: Immunofluorescence staining of DAPI (blue), F4/80 
(green), and CD206 (red) was performed after paraffin section of liver tissue of mice in the infected group, the MSC-treated group, and the 
MSCTLR4+IFN-γ-treated group. Scale bar=100 um. The software Image J was used to analyze the average fluorescence of the positive areas in the 
fluorescence map and conduct statistical analysis. Results were expressed as mean ± SEM and analyzed by one-way ANOVA, n=5, *P < 0.05, **P < 
0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1 and ns = not significant.

图 5　肝脏切片免疫荧光显示MSCTLR4+IFN-γ促进了日本血吸虫感染小鼠肝脏中M2型巨噬细胞的极化

Fig. 5　Liver slice immunofluorescence showed that MSCTLR4+IFN-γ promotes polarization of M2 macrophages in the liver of 
mice infected with Schistosoma japonicum
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<0.01）及蛋白水平（P<0.05）表达均显著降低，同时

抗炎因子 IL-10的分泌量显著升高（P<0.05）。未处

理的 MSC 组虽呈现相似的 TNF-α 下降和 IL-10 上

升趋势，但其调控幅度显著低于 MSCTLR4+IFN-γ组（P<
0.05），进一步验证MSCTLR4+IFN-γ共培养组表现出显著

的促炎－抗炎平衡偏移。综上，本研究证实在体外

共培养体系中MSCTLR4+IFN-γ可以增强M2型巨噬细胞

极化并协同抑制 M1型极化，重塑巨噬细胞功能表

型。而未激活 MSCs 效果不如 MSCTLR4+IFN-γ显著，提

示 TLR4信号通路激活可显著增强 MSCs的免疫调

节特性。

3 讨 论
本研究表明 TLR4+IFN-γ激活的 MSCs可减轻

血吸虫感染导致的肝纤维化。预激活MSCs组肝脏

HSCs活化基因α-SMA以及Col Ⅰ、Col Ⅲ 水平显著

降低；肝脏炎症因子 TNF-ɑ，IL-1β 和 TGF-β 也降

低，而 ECM 降解酶（MMP2、MMP9、MMP13）的水平

显著升高。已有报道 MMP2 可通过降解基底膜胶

原（IV 型）和抑制 HSCs 活化缓解肝纤维化［24］，而

MMP13 可能通过裂解纤维化核心胶原（I 型）促进

纤维化消退［25］。上述结果提示，激活 MSCs可能通

过抑制炎症并促进过度沉积的胶原成分降解减轻

纤维化。

目前已有报道指出MSCs及其衍生的细胞外囊

泡（extracellular vesicles，EVs）可通过调节巨噬细胞

极化在一系列肝损伤疾病发挥治疗作用［26］：

Mincheva等［27］的研究表明MSCs的EVs可以缓解大

鼠脂肪性肝病；Li Z-H 等人的研究发现 MSCs在急

性-慢性肝衰竭模型小鼠中，通过促进M2巨噬细胞

极化改善小鼠肝功能并提高小鼠 48 h 存活率［28］。

本研究在血吸虫感染纤维化模型，聚焦 MSCs通过

调节巨噬细胞极化的治疗作用机制。肝脏组织

Bone marrow macrophages from infected mice were cultured with MSC or TLR4+IFN-γ-activated MSC in vitro. A: The mRNA levels of i-Nos, 
Arg-1 and TNF-α of BMDMs were analyzed by RT-qPCR. B:. The content of TNF-a and IL-10 in the supernatant of cell culture medium were further 
detected by ELISA. n=3, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1 and ns = not significant.

图 6　TLR4和 IFN-γ激活的MSCs在体外显著增强巨噬细胞的M2型反应并抑制其M1型反应

Fig. 6　TLR4 and IFN-γ-activated MSCs clearly enhanced M2 phenotype response of macrophages， and correspondingly 
inhibited their M1 phenotype response in vitro
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RT-qPCR结果显示，MSCTLR4+IFN-γ组治疗鼠肝组织同

感染鼠相比表现为 Arg-1 mRNA 表达显著升高，i-
Nos表达降低；免疫荧光染色直接显示，MSCTLR4+IFN-γ

组小鼠肝组织 i-Nos+细胞比率较感染组显著降低，

而F4/80+CD206+细胞比率升高；体外共培养实验进一

步表明，MSCTLR4+IFN-γ促进骨髓来源巨噬细胞 Arg-1
以及 IL-10的表达，并抑制促炎因子 i-Nos和TNF-α
的表达。因此，激活 MSCs可能通过促进巨噬细胞

M2极化发挥治疗作用。

尽管有认为M2巨噬细胞可通过 Arg-1催化精

氨酸代谢促进胶原前体合成，或通过分泌TGF-β激

活 HSCs，由此参与纤维化进程［29］。但也有研究认

为 M2巨噬细胞可通过 Arg-1与 Th2细胞竞争精氨

酸代谢，限制过度Th2反应导致的免疫损伤［30］。我

们前期研究结果也证实了这一点［21］，共激活 MSCs
与血吸虫感染鼠来源的淋巴细胞共培养可降低 IL-5
表达，即抑制过度的 Th2 反应，而过度的 Th2 反应

是促进血吸虫纤维化发展的重要机制［31］。此外，我

们的研究也未发现激活MSCs可导致肝组织TGF-β
升高。因此，初步认为激活的 MSCs可能通过促进

M2 极化抑制炎症，并抑制过度的 Th2 反应影响纤

维化进程。近来有研究还发现，MSCs 可诱导

Ly6Clow修复型巨噬细胞在一些急性肝损伤纤维化

模型发挥治疗作用，修复型巨噬细胞在发挥抗炎作

用的同时，可分泌 MMP 改善纤维化［32-33］。我们的

研究也注意到诱导的 MSCs 在抑制炎症反应的同

时，显著促进 MMP 的表达，提示诱导 MSCs 也可能

通过促进过度沉积的基质降解改善纤维化。

综上，我们的研究提示激活的 MSCs可能通过

诱导具有保护性免疫调节作用的抗炎促修复型巨

噬细胞，改善血吸虫病肝脏纤维化，为MSCs在血吸

虫病的治疗提供了新的依据。但本研究对预激活

的 MSCs调控巨噬细胞的具体机制尚未完全阐明，

后续本研究将聚焦MSCs和巨噬细胞的分子互作机

制，深入验证不同亚群巨噬细胞对疾病转归的

影响。
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