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肝纤维化的基因治疗研究进展

冯海娟 陆翠华

·综述·

摘要：肝纤维化是各种慢性肝病发展至肝硬化的必经阶段，以纤维组织大量增生和肝小叶结构无序化

为特征。近年来随着分子生物学的发展，肝纤维化的分子机制逐渐得以阐明，从而使肝纤维化的基因治疗

成为可能，肝纤维化的基因治疗主要起到阻止纤雏化发展、刺激肝细胞再生和肝组织结构重建三方面的作

用。目前，常用的方法一般是通过抑制肝星状细胞(HSC)的活化，抑制HSC的增殖，及对HSC的靶向治疗

等，达到延缓和治愈肝纤维化的目的。
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Abstract：Liver fibrosis is the imperative process of all kinds of chronic liver disease transform to liver cirrhosis，which is

characterized by disorganization of normal hepatic structure of regenerative nodules and hyperplasia of fibrotic tissues．In recent

years，with the development of molecular biology，the molecular mechanisms underlying liver fibrosis has been revealed more

and more，which makes the therapy at the gene level possible．The ideal strategy for the treatment of liver fibrosis should in—

clude the prevention of fibrogenesis，stimulation of hepatocyte proliferation and reorganization of the liver architecture．Re—

eently，several gene therapy approaches for treatment of liver fibrosis are inhibition the activation of hepatic stellate cell，the

proliferation of hepatic stellate cell and targeted therapy of hepatic stellate cell，then delay and cure the liver fibrosis．
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肝纤维化[1 3是多种慢性肝病发展至肝硬化的必

经阶段。从现代生物化学角度来看，肝纤维化是肝

脏细胞外基质(ECM)合成增加和(或)降解减少所

导致的ECM过度沉积；从细胞生物学角度来看，肝

纤维化是产生胶原的肝脏间质细胞(主要是肝星状

细胞)被激活从而发生增生并合成、分泌大量ECM

的结果；从分子生物学角度来看，肝纤维化是各种

细胞因子所导致的基因表达调节异常，即ECM基

因表达增强，降解ECM的酶类基因表达下降。大

量研究表明肝纤维化是可逆的过程，经过适当的治

疗可以减轻或治愈，Friedman指出，不仅肝纤维化

是可逆的，肝硬化的可逆问题也逐渐明晰起来。丙

型肝炎、乙型肝炎、丁型肝炎和酒精性肝病所致肝

硬化的可逆性已被很好的证明了。但目前尚无成

熟有效的抗肝纤维化药物问世，随着对肝纤维化的

分子机制认识的深入及基因治疗技术的发展，基因

治疗有望成为一种有效的抗肝纤维化手段。现就

此领域的研究进展作一综述。
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l肝纤维化形成的分子机制

目前认为，在各种损伤性因素的始动作用下，

肝星状细胞(HSC)的激活是肝纤维化发生发展的

中心环节。HSC的激活包括早期的”启动”和后期

的”持久化”两个阶段。

在”启动阶段”，刺激因素导致肝细胞释放丝裂

原作用于HSC，导致HSC增殖。随后活化库普弗

细胞、内皮细胞及血小板释放细胞因子，如转化生

长因子／3(TGF—G)、血小板衍生生长因子(PDGF)、

肝细胞生长因子(HGF)、结缔组织生长因子(CT-

GF)、肿瘤坏死因子a(TNF一旺)、表皮生长因子

(EGF)等直接或间接促进HSC激活。继而c—myb、

c—jun／spl、NF—KB等转录因子被激活，细胞增殖，其

表面分子及膜受体表达发生改变，最终转化为肌成

纤维细胞(MFB)，进入激活的”持久化阶段”。激活

的HSC又分泌TGF—t3、PDGF、HGF等促使未转化

HSC向MFB转化。这种自分泌正反馈调节是肝

纤维化得以发展的重要环节。

2肝纤维化基因治疗途径

2．1 抑制HSC活化

2．1．1 针对TGF～8的治疗方案TGF—B在肝脏有
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3种亚型，即p。、p：和p，，其中TGF一目在肝纤维化发

生中起着非常重要的作用r2【。它既能诱导HSC活

化产生大量的ECM，又能诱导肝细胞凋亡；它还能

抑制基质金属蛋白酶(MMP)合成，促进金属蛋白酶

组织抑制因子(TIMP)合成，同时抑制间质胶原酶

的活性，使ECM降解减少。多项研究表明，阻断

TGF—B，信号通路，不仅可以抑制HSC和库普弗细

胞的激活，从而抑制肝纤维化的进程；而且对肝细

胞的再生起易化作用，对已存在的肝纤维化有逆转

作用。

针对TGF一8，的基因治疗可分为以下几种(1)

TGF—p，作用于HSC膜Ⅱ型受体(T口R lI)抑制细胞

增殖，I型受体(T13R I)促进ECM合成。Wei等[33

构建大鼠反义T13R I和TBRⅡ重组质粒，转染猪血

清诱导肝纤维化模型。结果表明，大鼠体内可以表

达TBR I和T13R U反义核糖核酸，分别能阻断

T13R I和T13R II mRNA和蛋白的表达，抑制肝脏

羟脯氨酸含量及I、Ⅲ型胶原量，具有逆转大鼠肝

纤维化的作用。(2)在TGF一_|3，信号转导中，Smad4

可激发肝纤维化发生，而Smad7具有抑制肝纤维化

效应。因此，可通过增加Smad7或降低Smad4含

量和活性对肝纤维化进行基因治疗。(3)骨成形蛋

白(BMP一2)是TGF—B超家族成员之一，Kinoshita

等[4]在整体和细胞水平证实腺病毒介导BMP一2在

HSC表达可抑制I型胶原和a—SMA的合成，由此

发挥抗肝纤维化作用。

上述各种针对TGF—B，的治疗方案都可以很好

的改善肝纤维化症状，但适量TGF—la，对维持正常生

理过程是必需的。因此，抑制TGF—B，表达的基因治

疗对机体有何不良影响，长期用药安全性如何仍有

待进一步研究。

2．1．2调控瘦素(1eptin)基因治疗肝纤维化瘦素

是新近发现的肥胖基因编码产物，主要由脂肪细胞

表达，可通过多种信号转导途径发挥生物学效应。

已知HSC活化是肝纤维化发生发展的中心环节，

Potter等∞3研究发现活化的HSC中可表达瘦素及

其功能性受体。瘦素还能提高TGF—B。、TNF—a等

细胞因子促进肝纤维化发展。因此有望通过抑制

瘦素表达，抑制HSC的增殖活化，防止肝纤维化的

发生发展。薛秀兰等[63研究，构建了针对瘦素的

siRNA的真核表达载体，并把其转入HSC细胞内，

结果证实siRNA可以抑制瘦素mRNA和蛋白表

达，可促进HSC凋亡，降低HSC增殖活性。瘦素

可作为肝纤维化基因治疗一个较好的新靶点。

2．2 抑制HSC增殖

2．2．1 抗血小板衍生生长因子(PDGF)治疗方案

PDGF是一种炎性因子，由A、B两条肽链组合而

成，可表现为PDGF—AA、PDGF—BB及PDGF—AB 3

种形式。其中PDGF—BB是重要的促有丝分裂因

子[7]，在各种病因所致肝损伤后，PDGF—BB可促进

HSC分裂、增殖和活化静息状态的HSC，使其表达

PDGF受体8而启动肝纤维化进程，并通过促进

ECM的合成，使肝脏发生纤维化沉积。此外还通过

和其他细胞因子相互作用而促进肝纤维化进程。

因此，抑制PDGF或其B受体产生或对其作用进行

拮抗可阻断肝纤维化。核酶是一类具有酶活性的

RNA分子，可序列特异性定点切割靶RNA，其阻断

失控基因或有害基因表达的作用已得到证实。

Chen等叫]研究表明，抗PDGFRI?核酶能有效地裂

解靶RNA，明显地抑制靶RNA表达，并在受体水

平阻断PDGF的信号转导，抑制HSC的增殖和胶

原的合成，诱导HSC的凋亡。提示阻断PDGFRIa

表达可作为抗肝纤维化治疗的重要手段。

2．2．2抗CTGF小干扰RNA(siRNA)治疗肝纤

维化CTGF主要由活化的HSC产生，是HSC增

殖的重要刺激因子[9。1⋯。因此，下调CTGF表达抑

制HSC增殖，减少活化HSC数量和ECM形成可

防止肝纤维化。siRNA是一种新的基因阻断技术，

用来有目的地关闭特定基因表达。Li等[1门研究表

明，转染抗CTGF siRNA的原代HSC，CTGF蛋白

表达明显下降；siRNA沉默CTGF能显著抑制大鼠

原代HSC增殖；且siRNA沉默CTGF能显著诱导

大鼠原代HSC细胞周期静止，抑制其增殖。

2．3靶向HSC治疗肝纤维化

2．3．1 7干扰素(IFN一7) IFN一7是肝脏免疫反

应的重要因子之一，能够直接抑制HSC合成ECM。

最近，国内学者将重组IFN一了腺病毒分别转染大鼠

HSC和CCl。诱导肝纤维化的大鼠。体外实验显示

HSC的激活受到抑制，a—SMA和TIMP一1、TGF—B

mRNA表达减少。活体实验显示肝纤维化进展受

到抑制，血清AST、ALT转氨酶均显著降低n引。

2．3．2 白细胞介素一10(IL一10) IL一10可通过上调

Fas配体(FasL)和凋亡相关基因Bax的表达，下调

凋亡抑制基因Bcl一2的表达，促进HSC的凋亡。

Wang等[131研究表明，IL-10可引起大鼠HSC的

TGF—B和PDGF基因表达下调。

2．3．3促进HSC的凋亡 在细胞凋亡的调节中，

可溶性Fas配体(sFasL)与Fas(APO-1／CD95)系
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统是细胞凋亡调节过程中的重要因素。Song等n钉

在两种自身免疫性肝炎动物模型体内发现，针对

Fas基因(也称Tnfrsf6，编码Fas受体)的siRNA

可以防止小鼠发生肝纤维化和肝功能衰竭。因此，

从诱导HSC的凋亡人手，也是抗肝纤维化基因治

疗的有效手段。

2．4促进ECM降解

通过调控MMP和金属蛋白酶组织抑制因子

(TIMP)的活性促进ECM降解治疗肝纤维化。正

常的肝脏ECM合成和降解处于动态平衡，MMP促

进ECM降解，TIMP是调节MMP活性的物质。肝

脏受到损伤时，HSC激活不仅表达多种MMP，还能

合成MMP活性调节因子如TIMP和纤溶酶原激活

物抑制剂一1(PAI一1)等。TIMP能抑制MMP的活

性，被认为是肝纤维化产生的原因之一。因此，可

通过抑制TIMP和增加MMP活性，使ECM降解

增加、合成减少治疗肝纤维化。

Iimuro等¨51研究发现，含有人MMP一1前体

DNA的重组腺病毒，可使大鼠的肝纤维化减轻、激

活的HSC减少、肝细胞再生增加、I型胶原生成减

少。Hu等[1阳采用靶向TIMP一2的siRNA治疗

CCI。诱导大鼠肝纤维化，能抑制HSC激活，促进

ECM降解和肝细胞再生。

2．5 其他

2．5．1 应用HGF的治疗方案 这是肝纤维化基

因治疗最常用的方法。HGF是一种多效性物质，不

仅具有强大的促肝细胞再生、抑制肝细胞凋亡的作

用，而且具有促进纤维化肝组织重建、新的血管形

成的作用，还可以促进转录调节因子的表达，通过

其上调胶原酶I、尿激酶原基因的表达，从而促进

ECM的降解。HGF对肝纤维化的抑制作用是通过

降低TGF一8基因转录水平，抑制HSC激活以促进

肝细胞再生来实现的。

虽然HGF具有多种生物学活性，对多种组织

器官具有影响，但研究中并未发现其肝外活性表

现，显示出以日本血凝素病毒一脂质体转导的HGF

具有良好的亲嗜性和靶向性。

2．5．2 调节纤溶酶系统活性 纤溶酶原激活剂

(PA)包括组织型PA(tPA)和尿激酶型PA(uPA)，

tPA主要参与纤溶过程，而uPA主要作用于生理病

理条件下ECM降解、细胞迁移、组织重建、肿瘤浸

润与转移等过程。纤溶酶原激活剂／纤溶酶系统是

调节MMP活性和ECM降解的关键因素。谢渭芬

等[171研究结果显示，uPA基因和HGF基因联合治

疗可在促进ECM降解的同时，有效改善肝功能，减

轻肝细胞坏死。

2．5．3 其他 EGF、角质细胞生长因子(KGF)和

肝再生增强因子(ALR)均能促进肝细胞再生，减轻

肝纤维化。目前研究较多的是ALR，ALR广泛存

在于哺乳动物胚胎肝、幼仔肝及再生肝细胞胞质

中，比HGF有更强的促进肝细胞增殖的能力和更

高的特异性。ALR可通过上调IFN一7表达，抑制肝

脏自然杀伤细胞(NK)的活性，起到促进肝细胞再

生和逆转肝纤维化作用。此外，ALR还可以抑制

TIMP-1的表达，逆转肝纤维化。

3展望

随着对肝纤维化发病机制认识的深入，许多致

纤维化的关键环节及相应的调节基因被逐渐发现。

抗肝纤维化有效的目的基因的高效性、靶向性、低

免疫原性转导，可明显阻止或逆转肝纤维化进程。

以上介绍了目前研究较多的几种基因治疗方法，每

一种方法都有其特有的优点，但也有其局限性和不

良反应。体外及许多动物实验中虽然取得了很好

的效果，但临床应用还有很长的路要走。随着科技

水平提高，肝纤维化基因治疗有望成为重要的临床

治疗手段。
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