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Ａ２０在胆管结扎所致肝纤维化小鼠中的表

达及作用机制研究
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　　【摘要】　目的　研究胆管结扎（ＢＤＬ）所致肝纤维化模型小鼠肝脏中Ａ２０及炎性因

子的表达情况，在细胞水平探讨Ａ２０的作用机制。方法　建立ＢＤＬ所致小鼠肝纤维化

模型，ＢＤＬ组结扎胆管后关腹，对照组不结扎胆管直接关腹，１０ｄ后处死小鼠，留取肝脏

行ＨＥ染色并观察。应用蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）检测两组小鼠肝脏中α平滑

肌肌动蛋白（αＳＭＡ）及Ａ２０蛋白的表达。应用实时荧光ＰＣＲ法（ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）检测

两组小鼠肝脏中炎性反应相关指标ｍＲＮＡ的表达。在体外使用脂多糖（ＬＰＳ）处理人肝

星状细胞（ＨＳＣ）ＬＸ２细胞，观察Ａ２０及炎性反应信号通路因子的变化。结果　ＢＤＬ组

小鼠肝脏组织ＨＥ染色显示肝细胞片状坏死，大胆管增生，肝纤维化明显。ＢＤＬ组小鼠

肝脏中αＳＭＡ蛋白表达为对照组的２．１１倍（犘＜０．０５），Ａ２０蛋白表达为对照组的２．４７

倍（犘＜０．０１）。ＢＤＬ组小鼠肝脏中转化生长因子β（犜犌犉β）、犐犔６、犐犔１β、单核细胞趋化

蛋白１（犕犆犘１）、犜狅犾犾样受体４（犜犔犚４）的ｍＲＮＡ相对表达量较对照组明显升高，分别为

对照组的１．９４倍、５．５０倍、２．４７倍、３７．５９倍、４．５０倍（犘＝０．０３２８、犘＝０．００１０、犘＝

０．００４６、犘＜０．０００１、犘＝０．０１４６）。使用ＬＰＳ（０．１μｇ／Ｌ）处理ＬＸ２细胞（０、５、１０、１５、３０、

６０ｍｉｎ），ＮＦκＢ抑制因子α（ＩκＢα）、磷酸化ＩκＢα蛋白的表达水平在处理１５ｍｉｎ时到达高峰，

随后开始下降；Ａ２０蛋白的表达水平在处理３０ｍｉｎ时开始逐渐上升。结论　Ａ２０可能参与

了ＢＤＬ所致肝纤维化模型小鼠的炎性反应，在ＬＸ２细胞内的炎性反应通路中发挥负向调

节作用，但Ａ２０在炎性反应通路中的具体作用机制有待进一步研究。
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　　肝纤维化是影响肝脏疾病转归和肝细胞癌

（ＨＣＣ）风险的关键因素，与肝脏疾病的进展相

关［１］。尽管肝纤维化的病因不同，但其进展遵循的

模式是类似的。肝星状细胞（ＨＳＣ）在肝损伤后被

激活，产生大量细胞外基质和促炎介质，在纤维生

成中发挥着关键作用［２］。

目前已知Ａ２０是一种有效的抗炎蛋白。本课

题组的既往研究发现，Ａ２０参与了肝纤维化的过

程，但具体作用机制尚不清楚［３］。本研究主要探讨

Ａ２０及炎性因子在胆管结扎（ＢＤＬ）所致肝纤维化模

型小鼠肝脏中的表达情况，并在细胞水平探讨Ａ２０

的作用机制。

１　材料与方法

１．１　ＢＤＬ所致肝纤维化小鼠模型的构建

采用６～８周龄的Ｃ５７／Ｂ６雄性小鼠，ＢＤＬ组小

鼠（５只）用３．５％水合氯醛腹腔注射麻醉后，开腹，

结扎胆管后关腹。对照组小鼠（５只）不结扎胆管，

直接关腹。１０ｄ后处死小鼠，留取肝脏备用。取肝

脏组织，浸于４％多聚甲醛中固定，脱水透明，石蜡

包埋，０．５μｍ切片，脱蜡后行ＨＥ染色，显微镜观

察并作图像采集。

１．２　细胞培养

ＬＸ２细胞是永生化的人 ＨＳＣ（购自ＡＴＣＣ），

置于含有１０％胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素和
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１００μｇ／ｍＬ链霉素的ＤＭＥＭ 培养基中，在３７℃、

５％ＣＯ２培养箱中培养。使用０．１μｇ／ｍＬ脂多糖

（ＬＰＳ）处理ＬＸ２细胞０、５、１０、１５、３０、６０ｍｉｎ，收获

后冷冻保存备用，检测细胞中Ａ２０及炎性反应通路

因子的蛋白表达水平变化。

１．３　蛋白质印迹法检测

使用蛋白裂解缓冲液从细胞中提取总蛋白，检

测蛋白水平。将不同样品中等量的蛋白质经ＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳后电转至硝酸纤维素滤膜中。在室温

下用５％脱脂牛奶阻断非特异性蛋白结合１２０ｍｉｎ，

将特异性单克隆抗体涂于膜上，４℃孵育过夜。用

ＴＢＳＴ冲洗后，加入辣根过氧化物酶标记的二抗

（１∶１５０００）室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗涤后显影成像，

以ＧＡＰＤＨ作为内参标准。

１．４　肝脏ＲＮＡ提取

取小块肝组织置入１ｍＬＴＲＩｚｏｌ试剂中充分研

磨。裂解后样品于室温下放置，加入氯仿后剧烈振

荡，室温孵育后离心。取上层水相加入异丙醇，混

匀后室温孵育、离心。乙醇清洗 ＲＮＡ后溶解于

ＤＥＰＣ水中，ＲＮＡ溶液置于－８０℃保存备用。

１．５　实时荧光ＰＣＲ法检测

使用ＰｒｉｍｅｒＳｃｒｉｐｔ
ＴＭＲＴ试剂盒（日本ＴａＫａＲａ

公司），按照说明书进行ｃＤＮＡ合成，反应条件：

３７℃１５ｍｉｎ，８４℃５ｓ，４℃３０ｍｉｎ。应用两步法

ＰＣＲ扩增程序，总反应体系１０μＬ，第１步９５℃

３０ｓ；第２步９５℃５ｓ，６０℃３０ｓ，共４０个循环。所

有ＲＴＰＣＲ重复３次。ＲＴＰＣＲ引物由上海生工

生物有限公司合成，引物序列见表１。转化生长因

子β（犜犌犉β）、犐犔６、犐犔１β、单核细胞趋化蛋白１

（犕犆犘１）、犜狅犾犾样受体４（犜犔犚４）的ｍＲＮＡ相对表

达量以２－△△Ｃｔ计算，以βａｃｔｉｎ作为内参。

表１　引物序列

引物名称 序列

ＴＧＦβ

正向：５′ＡＧＧＧＣＴＡＣＣＡＴＧＣＣＡＡＣＴＴＣ３′

反向：５′ＣＣＡＣＧＴＡＧＴＡＧＡＣＧＡＴＧＧＧＣ３′

ＩＬ６
正向：５′ＧＴＴＣＴＣＴＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＧＡ３′

反向：５′ＧＧＡＡＡＴＴＧＧＧＧＴＡＧＧＡＡＧＧＡ３′

ＩＬ１β

正向：５′ＴＧＣＴＧＧＴＧＴＧＴＧＡＣＧＴＴＣＣＣ３′

反向：５′ＴＧＡＧＧＣＣＣＡＡＧＧＣＣＡＣＡＧＧＴＡ３′

ＭＣＰ１
正向：５′ＴＣＡＧＣＣＡＧＡＴＧＣＡＧＴＴＡＡＣＧＣ３′

反向：５′ＴＧＡＴＣＣＴＣＴＴＧＴＡＧＣＴＣＴＣＣＡＧＣ３′

ＴＬＲ４
正向：５′ＴＣＴＧＣＣＴＴＣＡＣＴＡＣＡＧＡＧＡＣＴ３′

反向：５′ＡＧＴＣＴＴＣＴＣＣＡＧＡＡＧＡＴＧＴＧＣ３′

βａｃｔｉｎ
正向：５′ＴＧＴＴＡＣＣＡＡＣＴＧＧＧＡＣＧＡＣＡ３′

反向：５′ＣＴＧＧＧＴＣＡＴＣＴＴＴＴＣＡＣＧＧＴ３′

１．６　统计学处理

使用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ５软件进行统计学分析，

计量数据以均数±标准差表示，各组均数比较采用

独立样本狋检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　肝纤维化模型小鼠的肝脏病理验证

本研究应用ＢＤＬ术（术后１０天）构建肝纤维化

小鼠模型，小鼠肝脏经ＨＥ染色，高倍镜下显示，对

照组小鼠肝细胞呈多边形，大小正常，核圆、居中，

细胞质丰富，小叶结构清晰，未见纤维组织增生；

ＢＤＬ组小鼠肝细胞片状坏死，大胆管增生，肝纤维

化明显。见图１。

图１　两组小鼠肝脏病理图　ＨＥ染色　×４００　犃　对照

组　犅　ＢＤＬ组

２．２　两组小鼠肝脏中α平滑肌肌动蛋白和Ａ２０蛋

白的表达水平比较

应用蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）检测两

组小鼠的肝脏组织中α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）、

Ａ２０蛋白的表达水平，结果显示ＢＤＬ组小鼠的α

ＳＭＡ蛋白表达水平（２．１２±０．８７）为对照组（１．０１±

０．１６）的２．１１倍，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；

ＢＤＬ组小鼠的Ａ２０蛋白表达水平（１．６３±０．３８）为

对照组（０．６６±０．４７）的２．４７倍，差异有统计学意义

（犘＜０．０１）。见图２。

２．３　两组小鼠肝脏中炎性因子的ｍＲＮＡ相对表达

量比较

应用实时荧光ＰＣＲ法（ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）检测两

组小鼠肝脏中炎性因子的ｍＲＮＡ相对表达量，结果

显示ＢＤＬ组小鼠肝脏内犜犌犉β、犐犔６、犐犔１β、犕犆犘

１、犜犔犚４的 ｍＲＮＡ 相对表达量（２．１２±０．６３，

３２．３９±１０．８１，１．７１±０．３２，４３．７６±２．５８，３．７６±

１．９９）分别为对照组（１．０９±０．２２，５．８９±４．６４，

０．６９±０．３１，１．１６±０．２２，０．８４±０．４８）的１．９４倍、

５．５０倍、２．４７倍、３７．５９倍、４．５０倍，差异均有统计

学意义（犘＝０．０３２８、犘＝０．００１０、犘＝０．００４６、犘＜

０．０００１、犘＝０．０１４６）。见图３。
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　　注：与对照组比较，犘＜０．０５，犘＜０．０１

图２　两组小鼠肝脏中αＳＭＡ及Ａ２０蛋白的表达水平比较　犃　αＳＭＡ蛋白　犅　Ａ２０蛋白

　　注：与对照组比较，犘＜０．０５，犘＜０．０１

图３　两组小鼠肝脏中炎性因子的ｍＲＮＡ相对表达量比较　犃　犜犌犉βｍＲＮＡ　犅　犐犔６ｍＲＮＡ　犆　犐犔１βｍＲＮＡ　犇　

犕犆犘１ｍＲＮＡ　犈　犜犔犚４ｍＲＮＡ

２．４　ＬＸ２细胞中Ａ２０及炎性反应通路因子的蛋

白表达水平变化

使用０．１μｇ／Ｌ的ＬＰＳ处理ＬＸ２细胞０、５、

１０、１５、３０、６０ｍｉｎ，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测发现

ＩκＢα、磷酸化ＩκＢα蛋白的表达水平在处理１５ｍｉｎ

时到达高峰，随后开始下降；Ａ２０蛋白表达水平先

下降，随后在处理３０ｍｉｎ时逐渐上升。见图４。

图４　ＬＸ２细胞中Ａ２０及炎性反应通路因子的蛋白表达水

平变化

３　讨论

目前利用ＢＤＬ术造成肝外胆道梗阻，引起梗阻

部位以上的胆管扩张是构建小鼠肝纤维化模型的

有效方法［４］。在胆管阻塞早期，门脉系统发生炎性

细胞浸润，胆管增生和小胆管内胆汁淤积；如梗阻

持续，纤维组织向胆管延伸，包绕肝小叶，则形成肝

纤维化。本研究中，ＢＤＬ组小鼠的病理图像显示肝

细胞片状坏死，大胆管增生，肝纤维化明显。

Ａ２０是一种有效的抗炎分子，与人类和小鼠的

多种炎性反应病理有关［５］。既往的动物模型实验结

果显示，肝脏中过表达Ａ２０是急性暴发性病毒性肝

炎、高危性肝切除术和严重的肝脏缺血再灌注损伤

的保护因素［６］。Ｒａｍｓｅｙ等
［７］的研究建立了小鼠缺

血再灌注损伤模型，在小鼠尾静脉注入高表达Ａ２０
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的腺病毒，发现Ａ２０过表达组的存活率为６７％，而

对照组仅为１０％～２５％，并且Ａ２０过表达组的总胆

红素（ＴＢｉｌ）、ＡＬＴ水平下降，肝脏出血坏死、脂肪变

性减轻，肝功能改善。Ｍａｎ等
［８］分别利用正常大鼠

和肝硬化大鼠制备肝脏缺血模型，发现Ａ２０表达上

调后，两组的肝脏缺血再灌注损伤均得到改善。另

有研究在蛋白质组学方面探讨原代肝细胞对缺血

再灌注的反应，发现损伤后的肝细胞内Ａ２０表达明

显升高［９］。有研究用ＬＰＳ刺激急性肝炎模型小鼠，

结果显示Ａ２０转染组小鼠的存活率达８５％，而对照

组仅为１５％～２０％，提示Ａ２０对肝细胞有保护作

用［１０］。Ｌｏｎｇｏ等
［１１］的研究发现小鼠肝脏被切除

７８％后２４ｈ，对照组小鼠肝细胞内犃２０ｍＲＮＡ水平

较切除前高１３倍，而Ａ２０转染过表达组小鼠肝细

胞内犃２０ｍＲＮＡ水平较切除前高５０～６０倍；术后

３６ｈＡ２０转染过表达组小鼠肝细胞内的肝细胞脂

肪变、肝窦充血较对照组小鼠明显减轻，出血发生

率明显下降。ＳＤ大鼠、ＬＥＷ大鼠肝脏移植研究发

现，肝脏内Ａ２０高表达有利于提高大鼠存活率，并

且存活率与Ａ２０表达水平呈正相关，Ａ２０表达下调

可导致小体积肝移植损伤，而高表达Ａ２０能增强小

体积肝移植后的肝再生能力并提高存活率，可抵抗

排异反应［１２１４］。本研究发现肝纤维化模型小鼠肝

脏中Ａ２０和αＳＭＡ蛋白表达水平均升高，炎性因

子犜犌犉β、犐犔６、犐犔１β、犕犆犘１、犜犔犚４的ｍＲＮＡ相

对表达量也均升高，提示Ａ２０可能参与了肝纤维化

进程中的炎性反应。

ＮＦκＢ是一个关键的转录因子，通过诱导炎性

反应基因的表达，可调节炎性反应级联反应的多个

步骤。研究表明，抑制ＮＦκＢ／ＩκＢα信号通路可改

善肝纤维化的严重程度［１５］。ＮＦκＢ调节炎性反应

信号引起肝脏内促炎因子的表达，如ＴＧＦβ、ＴＮＦ

α、ＩＬ１β和ＩＬ６等，这些促炎因子在肝纤维化的发

展中发挥着重要的作用，抑制ＮＦκＢ／ＩκＢα通路可

能是肝纤维化的一个治疗方法［１６］。本研究发现，经

过ＬＰＳ处理的ＬＸ２细胞中，随着ＩκＢα及磷酸化

ＩκＢα蛋白的表达水平升高，Ａ２０蛋白的表达水平降

低；当ＩκＢα及磷酸化ＩκＢα蛋白的表达水平达到峰

值后下降时，Ａ２０蛋白的表达水平开始逐步升高。

可见，Ａ２０在炎性反应通路中发挥着负向调节作

用，具体机制有待进一步研究。

综上所述，Ａ２０可能参与了ＢＤＬ所致肝纤维化

模型小鼠的炎性反应；在人ＨＳＣ中，Ａ２０在炎性反

应通路中发挥着负向调节作用。今后本课题组将

通过过表达或沉默Ａ２０，进一步研究其在原代ＨＳＣ

炎性反应通路中的作用机制。
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