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ＮＯＸ４与肝纤维化关系的研究进展

吴龙龙　申凤俊

摘要：还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（ＮＡＤＰＨ）氧化酶（ＮＯＸ）是一种由多种蛋白质亚基组成的复

合体，其能生成消除病原微生物的活性氧簇（ＲＯＳ）。现已证实ＮＯＸ介导的氧化应激反应与肝纤维化的发

生密切相关，而ＮＯＸ的亚基 ＮＯＸ４则起到了关键作用，它对引起肝纤维化的主要细胞———肝星状细胞

（ＨＳＣ）具有显著的活化效应，并可通过介导多种细胞内外的信号转导通路，参与 ＨＳＣ的持续激活以及肝细

胞的增殖、凋亡等过程，最终导致肝纤维化的发生。
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　　肝纤维化是由多种病因引起的急慢性肝脏损

伤导致细胞外基质在肝组织间质过度沉积、降解减

少而引起的一种病理改变。近年来的研究表明，还

原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（ＮＡＤＰＨ）氧化酶

（ＮＯＸ）通过产生活性氧簇（ＲＯＳ）介导的氧化应激

反应在肝纤维化的发生发展中发挥了重要作用。

现已证实 ＮＯＸ 的多种亚基如 ＮＯＸ１、ＮＯＸ２及

ＮＯＸ４等在实验性肝纤维化大鼠中表达增加，参与

了肝纤维化过程［１］，而ＮＯＸ４可能在其中起着更为

重要的作用，其在活化的肝星状细胞（ＨＳＣ）中表达

较前两者更为丰富，并且可通过介导多条细胞信号

通路，诱导ＨＳＣ的持续激活
［２３］。此外，ＮＯＸ４还可

通过参与肝细胞的增殖、凋亡以及肌成纤维细胞的

迁移等过程，促进纤维化的发展，这提示 ＮＯＸ４可

能将成为肝纤维化新的治疗靶点。本文就 ＮＯＸ４

在肝纤维化中作用的研究进展作一综述。

１　犖犗犡家族与肝纤维化

ＮＡＤＰＨ氧化酶是一种由多种蛋白质亚基组成

的复合体，已证实在多种组织细胞中都存在 ＮＯＸ

的表达。生理情况下，ＮＯＸ处于低度表达、低活性

状态，其生成ＲＯＳ的水平较低，并且主要是作为第

二信使参与细胞增殖、分化等生物调节［４］。而肝脏

在受到病毒等损伤因素刺激时，包括肝细胞及 ＨＳＣ

在内的ＮＯＸ活化产生大量ＲＯＳ，导致氧化应激的

发生。近年来的研究发现，ＮＯＸ激活产生ＲＯＳ介

导的氧化应激反应在肝纤维化的发生发展中发挥

重要作用。Ｂａｔａｌｌｅｒ等
［５］首先证实，ＨＳＣ表面存在

ＮＯＸ１、ＮＯＸ４等亚基以及ｐ４７ｐ
ｈｏｘ等组件的表达，在

ＨＳＣ由静止转为活化时，它们的 ｍＲＮＡ表达上调。

在肝纤维化始动阶段，ＮＯＸ可调节 ＨＳＣ的激活及

细胞凋亡，并参与调控 ＨＳＣ向肌成纤维细胞的转

化，以及血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）、血小板生成素和转

化生长因子β（ＴＧＦβ）等促纤维化因子作用下细胞

的活化［６７］。

ＮＯＸ４作为ＮＡＤＰＨ氧化酶家族的重要成员，

相较于其他ＮＯＸ的同工酶有其独特的特点，研究

发现，ＮＯＸ４可能在肝脏损伤及之后的纤维化过程

中起着更为广泛的作用。ＮＯＸ４在肝细胞和 ＨＳＣ

中高度表达，并且在活化的 ＨＳＣ中表达明显增加。

而在 ＨＣＶ感染者中，ＮＯＸ４的上调比 ＮＯＸ２更为

显著，却未能发现ＮＯＸ１表达上的任何变化
［８］。娄

安妮等［９］发现在胆管结扎大鼠肝组织内，ＮＯＸ４蛋

白表达明显升高，并与胆管结扎时间呈正相关，当

手术解除胆管结扎后，ＮＯＸ４蛋白的升高趋势受到

抑制。此外，Ｌａｎ等
［２］通过对比观察长期的 ＮＯＸ１

和ＮＯＸ４缺乏对肝纤维化进程的影响，发现两者通

过促进脂质过氧化、ＨＳＣ增殖等在肝纤维化中扮演

重要角色，并且 ＮＯＸ４显示了更强的促 ＨＳＣ活化

作 用，而 ＮＯＸ１ 和 ＮＯＸ４ 的 共 同 抑 制 剂

ＧＫＴ１３７８３１则可减弱上述效应
［１０］。以上结果表

明，ＮＯＸ４介导的氧化应激参与了肝脏的损伤和纤

维化等病理过程。

２　犖犗犡４通过犜犌犉β／犛犿犪犱通路介导肝纤维化

ＴＧＦβ是肝纤维化重要的始动因子，可通过

ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通路激活 ＨＳＣ，刺激包括Ⅰ、Ⅲ

及Ⅳ型胶原蛋白等的合成与沉积。大量研究表明，

ＮＯＸ４的促纤维化反应受 ＴＧＦβ的介导，其在

ＴＧＦβ诱导的纤维化反应中具有促进胶原蛋白产
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生等重要作用［１１１２］。有实验对 ＮＯＸ４缺乏的 ＨＳＣ

进行研究，发现ＴＧＦβ１介导的ＨＳＣ的活化需要依

赖ＮＯＸ４产生ＲＯＳ
［１３］。而Ｌｅｅ等

［１４］发现，保肝药

物三白草酮可通过抑制自噬作用及 ＮＯＸ４介导的

氧化应激作用，减弱 ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ３通路诱导的纤

维化及 ＨＳＣ的活化。

Ｂｏｕｄｒｅａｕ等
［１５］采用丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）感染

肝细胞，发现结构性的 ＨＣＶ 核心蛋白诱导了

ＮＯＸ４的高水平表达以及ＮＯＸ４依赖的ＲＯＳ的产

生，这个效应可以被ＴＧＦβ中和性抗体或占据优势

的ＴＧＦβ负性受体弱化，表明 ＨＣＶ 以自分泌的

ＴＧＦβ所依赖的方式调控了 ＮＯＸ４的表达。蔡双

明［１６］发现，Ａｎｇ（１～７）能够抑制 ＡｎｇⅡ对ＨＳＣＴ６

细胞的ＮＯＸ４及抗氧化因子Ｎｒｆ２、ＧＣＬＣ的诱导作

用，该研究还表明ＡｎｇⅡ可以诱导由ＮＯＸ４介导的

氧化应激，激活Ｓｍａｄ３通路，促进 ＨＳＣ活化及胶原

蛋白合成，因此认为Ｓｍａｄ３与ＮＯＸ４是上下游信号

的关系。以往研究证实，在肾和肺的肌成纤维细胞

中，ＮＯＸ４是Ｓｍａｄ３的下游因子
［１７］。而有研究发现，

应用针对ＮＯＸ４表达／活化的药理性抑制剂可以阻止

纤维化进程，但并不抑制ＴＧＦβ介导的其他有利效

应［８］，如可通过抑制上皮细胞的生长而阻止肿瘤的始

动阶段等，因此ＮＯＸ４同样是ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ通路的一

个重要的下游因子［１８１９］。而且ＮＯＸ４可以反馈形式

调节ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号的促纤维化效应
［２０］。ＮＯＸ４

介导ＲＯＳ的产生与ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通路相关联，

是一条关键的促纤维化通路。

３　犖犗犡４诱导细胞凋亡与肝纤维化

肝纤维化涉及多种细胞机制，ＮＯＸ４除了介导

ＨＳＣ的活化，还可以通过诱导肝细胞凋亡发挥促纤

维化作用。在肝脏中，除了ＡｎｇⅡ等受体激动剂可

以激活ＮＯＸ外，肝细胞死亡后形成的凋亡小体被

ＨＳＣ吞噬后不仅可以刺激巨噬细胞生成ＴＧＦβ，还

可以促进 ＨＳＣ的活化，导致Ⅰ型胶原蛋白表达上

调［２１］。Ｊｉａｎｇ等
［１８］发现，ＮＯＸ４在死亡配体诱导的

肝细胞凋亡中具有十分关键的作用，而敲除ＮＯＸ４

基因的肝细胞对ＦａｓＬ或肿瘤坏死因子α／放线菌素

Ｄ诱导的细胞凋亡更具有抵抗力。Ｔａｎａｋａ等
［２２］通

过观察肝内微循环障碍引起缺氧导致的肝细胞凋

亡带，发现大部分凋亡肝细胞与 ＮＯＸ４共定位，并

且凋亡带中 ＮＯＸ４介导的氧化应激水平的增加可

能促进了肝细胞凋亡的连续发生。同样的，用

ＴＧＦβ刺激敲除 ＮＯＸ４基因的肝细胞，可发现

ＮＯＸ的活化、细胞凋亡蛋白酶的激活均被减弱，表

明ＮＯＸ４介导了ＴＧＦβ诱导的细胞凋亡。以上研

究表明，ＮＯＸ４介导细胞凋亡促进了纤维化的发展，

而抑制凋亡则减弱了肝脏的促纤维化应答。颜

凤［２３］在对血管平滑肌细胞（ＨＵＶＥＣ）的研究中发

现，用 ＴＧＦβ 刺 激 ＨＵＶＥＣ 可 以 增 加 ＮＯＸ４

ｍＲＮＡ的表达并上调ＮＯＸ４蛋白的表达水平，而将

腺病毒过表达ＮＯＸ４后转染内皮细胞，不仅抑制了

内皮细胞的基础凋亡反应，而且抑制了血清饥饿引

起的内皮细胞凋亡。此外，内皮细胞中过表达

ＮＯＸ４后，再给予ＴＧＦβ刺激，并不能引起明显的

凋亡反应，这一结果提示过表达外源性ＮＯＸ４可能

具有抗内皮细胞凋亡的作用。

４　犖犗犡４介导的其他促纤维化途径

近期研究发现，ＮＯＸ４诱导产生的ＲＯＳ介导了

内质网应激的发生，这种应激反应在体外或体内都

可以提高ＨＳＣ对凋亡的敏感性
［２４２５］。Ｋｉｍ等

［２６］发

现，水飞蓟宾可通过介导 ＮＯＸ４的产生，诱发线粒

体ＲＯＳ依赖的细胞凋亡，这一过程与Ｃａ２＋稳态的

破坏及伴发的内质网应激反应相关联。在对心脏

和肾的研究中发现，ＮＯＸ４还可能通过介导内皮型

一氧化氮合酶（ｅＮＯＳ）解偶联，促进纤维化的发生。

Ｌｅｅ等
［２７］的研究采用ＡｎｇⅡ刺激肾小球系膜细胞，

发现ＮＯＸ４是过氧亚硝酸盐依赖的ｅＮＯＳ解偶联

作用以及由此导致的一氧化氮（ＮＯ）生物利用度下

降的重要中介，ＮＯＸ４和线粒体ＲＯＳ不仅是ＡｎｇⅡ

诱导的氧化应激反应的重要介质，而且导致了

ｅＮＯＳ的功能障碍和系膜细胞的纤维化损伤。在对

心脏的研究中也证实了ｅＮＯＳ的脱偶联可引起心肌

肥厚和纤维化。关于ｅＮＯＳ解偶联作用在肝纤维化

过程中的作用尚需要进一步研究。

上述研究均证实了 ＮＯＸ４在肝纤维化中扮

演着重要的角色，基于此，许多研究致力于探索

新型的 ＮＯＸ４抑制剂，以期用于临床上改善纤维

化。有研究认为，ＴＧＦβ具有抑制生长和诱导凋

亡的能力，是一种上皮细胞肿瘤抑制因素［２８］。

ＣｒｏｓａｓＭｏｌｉｓｔ等
［２９］发现，ＮＯＸ４可能对肝细胞癌

的发生起保护作用，因为ＴＧＦβ诱导的肿瘤细胞

的衰老是 ＮＯＸ４依赖性的。他们通过沉默肝癌

细胞株中的 ＮＯＸ４基因，发现可以促进肝癌细胞

的增殖，提示 ＮＯＸ４可能在肝脏中具有抑制肿瘤

的功能，其主要证据如下：（１）在实验大鼠模型中

肝脏肿瘤的发生与 ＮＯＸ４的下调相关联；（２）在

人类肝癌细胞株中发现 ＮＯＸ４的表达处于低

水平。

·４３３·
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５　小结与展望

综上所述，ＮＯＸ４可通过多种途径参与肝纤维

化的发生发展。它不仅可介导 ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号

通路，诱导ＨＳＣ的持续活化，而且参与了ＴＧＦβ或

凋亡配体诱导的肝细胞凋亡。此外，还需要关注

ＮＯＸ４可能在肝脏中起着抑制肿瘤的作用。肝纤维

化往往会进展为肝硬化，而肝硬化是一种癌前状

态，有较大概率会发展为肝细胞癌，这种长期持续

性的ＮＯＸ４抑制是否会产生不利的后果仍需要更

多的研究进行验证，但也不能因此而否认ＮＯＸ４作

为新型抗纤维化治疗靶点的重要意义。对ＮＯＸ介

导的氧化应激的调控机制作进一步的研究，将有助

于临床肝纤维化治疗策略的改善。
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Ｇ０／Ｇ１期的比例升高，ＣＣＫ８实验结果显示过表达

的ｍｉＲ３７５可抑制细胞增殖，而细胞迁移实验结果

显示提高ｍｉＲ３７５含量对 ＨＳＣ迁移无影响。有研

究发现ＰＤＫ１是ｍｉＲ３７５的靶基因，可直接靶向作

用于ＰＤＫ１，降低其ｍＲＮＡ和蛋白质的水平。由此

可见，过表达的 ｍｉＲ３７５可通过靶向作用于ＰＤＫ１

抑制ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路，抑制 ＨＳＣ增殖，负性调

控肝纤维化进程。本研究揭示了 ｍｉＲ３７５在肝纤

维化发生发展中的作用及其部分调控机制。
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