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腺相关病毒介导的肝细胞核因子１α过表达改善四氯化碳诱导的小鼠肝
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　　［摘要］　目的　探讨特异性上调肝细胞中肝细胞核因子１α（ＨＮＦ１α）表达对四氯化碳（ＣＣｌ４）诱导的小鼠肝纤维

化的影响。方法　取１８只Ｃ５７／Ｂ６小鼠随机分为正常组、ＡＡＶ８ＴＢＧＣｔｒｌ组和ＡＡＶ８ＴＢＧＨＮＦ１α组，每组６只。

应用ＣＣｌ４诱导制备小鼠肝纤维化模型，造模后ＡＡＶ８ＴＢＧＨＮＦ１α组小鼠通过尾静脉注射带有甲状腺素结合球蛋白

（ＴＢＧ）启动子驱动表达ＨＮＦ１α的腺相关病毒ＡＡＶ８ＴＢＧＨＮＦ１α特异性上调肝细胞中ＨＮＦ１α的表达，ＡＡＶ８ＴＢＧ

Ｃｔｒｌ组小鼠注射对照病毒ＡＡＶ８ＴＢＧ。采用免疫组织化学法及ｑＰＣＲ检测各组小鼠 ＨＮＦ１α的表达，苏木素伊红

（ＨＥ）染色、天狼猩红染色检测肝组织的病理改变及胶原沉积，免疫组化法检测α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）的表达，并

对Ⅰ型胶原（ＣＯＬ１Ａ１）及αＳＭＡ的表达进行软件定量分析；ｑＰＣＲ法检测小鼠肝组织中纤维化相关基因（α犛犕犃 和

犆犗犔１犃１）、上皮指标（犈犮犪犱犺犲狉犻狀和犘犾犪犽狅犵犾狅犫犻狀）及间质指标（犞犻犿犲狀狋犻狀，犛犾狌犵和犜狑犻狊狋１）的ｍＲＮＡ水平；免疫组化法

及ＴＵＮＥＬ法检测上调ＨＮＦ１α对纤维化肝脏中细胞增殖、凋亡的影响。结果　与正常组小鼠相比，ＣＣｌ４造模可促进

小鼠肝脏胶原沉积及αＳＭＡ的表达，且在肝纤维化发生过程中ＨＮＦ１α的表达下降（犘＜０．０１）；与ＡＡＶ８ＴＢＧＣｔｒｌ组

相比，应用ＡＡＶ８ＴＢＧＨＮＦ１α特异性上调肝细胞ＨＮＦ１α的表达可抑制纤维化肝脏中的ＣＯＬ１Ａ１及αＳＭＡ的水平

（犘＜０．０１）。上调肝细胞ＨＮＦ１α表达对纤维化肝脏中犈犮犪犱犺犲狉犻狀、犞犻犿犲狀狋犻狀等上皮间质转换指标的表达无明显影响

（犘＞０．０５），也不影响肝细胞的增殖与凋亡（犘＞０．０５）。结论　特异性上调肝细胞ＨＮＦ１α表达可显著改善ＣＣｌ４诱导

的小鼠肝纤维化。

［关键词］　肝细胞核因子１α；肝细胞；肝纤维化；胶原Ⅰ型
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第９期．姚荔嘉，等．腺相关病毒介导的肝细胞核因子１α过表达改善四氯化碳诱导的小鼠肝纤维化
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１７，３８（９）：１０９８１１０５］

　　 肝细胞核因子（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｓ，

ＨＮＦｓ）是一组在肝细胞中优势表达的转录因子，其相

互作用并构成强大的转录因子网络系统，在促进肝细

胞分化和功能维持方面发挥重要作用［１２］。ＨＮＦ１α

是ＨＮＦｓ家族的主要成员之一，在分化成熟的肝细胞

中高表达，并在肝脏早期发育中起关键作用［３］。研究

表明ＨＮＦ１α可结合至少２２２个肝脏靶基因顺式作用

元件，其转录调控的靶基因参与肝酶合成及代谢反应

的不同阶段，维持肝细胞的正常功能［４］。

本课题组前期研究发现，ＨＮＦ１α在肝纤维化患

者和大鼠肝组织中表达均下降，在二甲基亚硝胺

（ＤＭＮ）或胆管结扎（ＢＤＬ）构建的大鼠肝纤维化模

型中，利用腺病毒ＡｄＨＮＦ１α上调肝脏 ＨＮＦ１α的

表达可缓解大鼠的肝纤维化进展［５］。由于腺病毒可

介导肝脏中多种细胞过表达 ＨＮＦ１α，而内源性的

ＨＮＦ１α仅在肝细胞中表达，因此，ＨＮＦ１α是否可通

过特异性地改善肝细胞功能抑制肝纤维化仍有待进

一步明确。甲状腺素结合球蛋白（ｔｈｙｒｏｘｉｎｅｂｉｎｄｉｎｇ

ｇｌｏｂｕｌｉｎ，ＴＢＧ）为成熟肝细胞特异表达蛋白，已有

研究表明，携带犜犅犌启动子和内含子的腺相关病毒

（ＡＡＶ８ＴＢＧ）可驱动下游基因在成熟肝细胞中特

异表达［６］。本研究在四氯化碳（ＣＣｌ４）诱导的小鼠肝

纤维化模型中，利用ＡＡＶ８ＴＢＧＨＮＦ１α特异性上

调肝细胞ＨＮＦ１α表达，观察肝细胞中ＨＮＦ１α的表

达对小鼠肝纤维化的作用。

１　材料和方法

１．１　实验动物　随机选取１８只同系雄性清洁级

Ｃ５７／Ｂ６小鼠，８周龄，体质量１６～１８ｇ，委托第二军

医大学实验动物中心培育［许可证号：ＳＹＸＫ（沪）

２０１２０００３］。

１．２　病毒与试剂　通过携带犜犅犌启动子的腺相关

病毒载体ｐＥＮＮＡＡＶＴＢＧＰＩＲＢＧ（ＰｅｎｎＶｅｃｔｏｒ

Ｃｏｒｅ，ｐ１０１５Ｒ）构建可特异性上调肝细胞 ＨＮＦ１α

表达的腺相关病毒ＡＡＶ８ＴＢＧＨＮＦ１α，病毒的包

装及纯化均由深圳百恩维生物科技有限公司完成。

ＣＣｌ４ 购自国药集团化学试剂有限公司（纯度≥

９９．５％，进口分装），天狼猩红试剂购自Ｓｉｇｍａ公司。

ＴＲＩｚｏｌ试剂购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；反转录酶链反应

试剂盒 和 ＳＹＢＲ○
Ｒ

ＧｒｅｅｎＰＣＲ 试 剂 盒 均 购 自

ＴａＫａＲａ公司，ＰＣＲ引物由华大基因公司合成。

ＨＮＦ１α兔多克隆抗体购自Ａｂｃａｍ公司，α平滑肌

肌动蛋白（αＳＭＡ）小鼠单克隆抗体购自Ｂｏｓｔｅｒ公

司，ＴＵＮＥＬ试剂盒购自碧云天生物技术公司。

１．３　小鼠肝纤维化模型的构建及给药　将１８只小

鼠随机分为正常组、对照病毒造模组（ＡＡＶ８ＴＢＧ

Ｃｔｒｌ组）、治疗病毒造模组（ＡＡＶ８ＴＢＧＨＮＦ１α

组），每组６只。对照组及治疗组小鼠腹腔注射

３３．３％ＣＣｌ４（按植物油∶ＣＣｌ４＝２∶１配制）建立小

鼠肝纤维化模型，注射剂量为１μＬ／ｇ，每周注射２

次，连续５周。在首次ＣＣｌ４处理１周后，两组小鼠

分别通过尾静脉注射腺相关病毒 ＡＡＶ８ＴＢＧ或

ＡＡＶ８ＴＢＧＨＮＦ１α，剂量为２×１０１１Ｖｇ／只（Ｖｇ表

示ＡＡＶ病毒滴度），待造模结束后，麻醉处死小鼠

（图１）。取每只小鼠同部位完整肝叶组织，充分浸

泡于１０％中性甲醛中固定、石蜡包埋，用于后续天

狼猩红染色、苏木精伊红（ＨＥ）染色、免疫组化及

ＴＵＮＥＬ实验；其余肝脏部分快速剪碎，存储于标记

好的１．５ｍＬ离心管中并置于液氮速冻，后转移

至－８０℃冰箱中长期保存，用于提取组织ＲＮＡ。

·９９０１·
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图１　实验性小鼠肝纤维化模型造模过程示意图

犉犻犵１　犛犮犺犲犿犪狋犻犮狉犲狆狉犲狊犲狀狋犪狋犻狅狀狅犳犻狀犱狌犮狋犻狅狀狅犳犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋犪犾犺犲狆犪狋犻犮犳犻犫狉狅狊犻狊犻狀犿犻犮犲

１．４　免疫组织化学法检测肝组织中 ＨＮＦ１α、

αＳＭＡ和Ｋｉ６７的表达　取石蜡包埋的肝组织进行

连续切片，厚度为４μｍ，并附着于载破片上，通过链

霉亲和素过氧化物酶（ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＳＰ）

连结法进行免疫组化染色，在光学显微镜（Ａｘｉｏｖｅｒｔ

４０ＣＦＬ，ＺＥＩＳＳ）下观察 ＨＮＦ１α、αＳＭＡ和 Ｋｉ６７

表达。

１．５　肝脏的组织学检查　取石蜡包埋的肝组织

用切片机切为３μｍ厚的组织片，并附着于载玻

片上，分别使用ＨＥ染色法和天狼猩红染色法对

组织切片进行染色，在光学显微镜（Ａｘｉｏｖｅｒｔ４０

ＣＦＬ，ＺＥＩＳＳ）下观察肝脏的组织形态和肝组织的

胶原沉积情况。

１．６　ｑＰＣＲ法检测肝组织中纤维化相关基因、上皮

指标及间质指标的变化　将肝组织研成粉末，用

ＴＲＩｚｏｌ试剂提取各组小鼠肝组织中的ＲＮＡ，使用

紫外 分 光 光 度 计 （ＮＡＮＯＤＲＯＰ２０００，Ｔｈｅｒｍｏ

Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）检测ＲＮＡ的纯度和浓度，应用反转录酶

链反应试剂盒合成 ｃＤＮＡ，反应条件：３７ ℃，

１５ｍｉｎ；８５ ℃，３０ｓ；４ ℃，∞。ｃＤＮＡ 产物于

－２０℃中保存。随后应用ＳＹＢＲ○
Ｒ

ＧｒｅｅｎＰＣＲ试剂

盒检测犎犖犉１α及肝纤维相关基因、上皮指标及间

质指标的表达，ＰＣＲ反应条件：９４℃，３０ｓ；９４℃，

１０ｓ；６０℃，３０ｓ；连续扩增４０个循环后检测熔解曲

线。以β犪犮狋犻狀为内参，比较目的基因和β犪犮狋犻狀的

Ｃｔ值。各基因的引物序列见表１。

表１　狇犘犆犚检测基因的引物序列

犜犪犫１　犘狉犻犿犲狉狊犳狅狉狇犘犆犚

Ｇｅｎｅ Ｆｏｒｗａｒｄ（５′３′） Ｒｅｖｅｒｓｅ（５′３′）

犎犖犉１α（ｈｕｍａｎ） ＧＡＧＣＡＡＡＧＡＧＧＣＡＣＴＧＡＴＣＣ ＣＴＣＣＡＧＣＴＣＴＴＴＧＡＧＧＡＴＧＧ

犆犗犔１犃１（ｍｏｕｓｅ） ＴＡＡＡＧＧＧＴＣＡＴＣＧＴＧＧＣＴＴＣ ＧＡＣＧＧＣＴＧＡＧＴＡＧＧＧＡＡＣＡＣ

α犛犕犃（ｍｏｕｓｅ） ＣＴＧＴＣＣＣＴＣＴＡＴＧＣＣＴＣＴＧＧ ＡＧＧＧＣＴＧＴＧＡＴＣＴＣＣＴＴＣＴＧ

犈犮犪犱犺犲狉犻狀（ｍｏｕｓｅ） ＧＡＴＣＣＴＧＡＧＣＴＧＣＣＴＣＡＣＡＡ ＣＡＧＣＣＴＧＡＡＣＣＡＣＣＡＧＡＧＴＧ

犘犾犪犽狅犵犾狅犫犻狀（ｍｏｕｓｅ） ＧＧＣＡＴＣＡＴＧＧＡＴＧＡＧＧＡＴＧＡ ＧＣＣＧＴＴＧＴＧＧＡＣＡＴＣＴＧＧＴＡ

犞犻犿犲狀狋犻狀（ｍｏｕｓｅ） ＧＣＡＣＴＡＧＣＣＧＣＡＧＣＣＴＣＴＡＴ ＧＣＧＡＧＡＡＧＴＣＣＡＣＣＧＡＧＴＣＴ

犛犾狌犵（ｍｏｕｓｅ） ＧＣＧＡＡＣＴＧＧＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡ ＧＣＣＧＡＣＧＡＴＧＴＣＣＡＴＡＣＡＧＴ

犜狑犻狊狋１（ｍｏｕｓｅ） ＧＧＣＣＡＧＧＴＡＣＡＴＣＧＡＣＴＴＣＣ ＣＣＡＴＣＣＴＣＣＡＧＡＣＧＧＡＧＡＡＧ

β犃犮狋犻狀（ｈｕｍａｎ，ｍｏｕｓｅ） ＴＧＴＣＡＣＣＡＡＣＴＧＧＧＡＣＧＡＴＡ ＧＧＴＣＴＴＴＡＣＧＧＡＴＧＴＣＡＡＣＧ

　　ＨＮＦ１α：Ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ１α；ＣＯＬ１Ａ１：ＴｙｐｅⅠｃｏｌｌａｇｅｎα１ｃｈａｉｎ；αＳＭＡ：αＳｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ

１．７　ＴＵＮＥＬ法检测肝组织的细胞凋亡情况　配

制２０μｇ／ｍＬ不含ＤＮａｓｅ的蛋白酶Ｋ，对肝组织切

片进行抗原修复，３７℃孵箱中作用２０ｍｉｎ；滴加现

配的ＴＵＮＥＬ检测液，保持切片的湿润，３７℃孵箱

中避光孵育６０ｍｉｎ，用含有ＤＡＰＩ的抗荧光淬灭封

片液进行封片，共聚焦荧光显微镜（ＳＰ５，Ｌｅｉｃａ）观察

标本的ＴＵＮＥＬ阳性细胞数，判断细胞的凋亡程度。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行数据

分析，数据以珔狓±狊表示，两组间比较采用非配对狋检

验。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　病毒ＡＡＶ８ＴＢＧＨＮＦ１α特异性上调肝细胞

ＨＮＦ１α表达　免疫组化结果（图２Ａ）显示，与正常

·００１１·
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组小鼠相比，经ＣＣｌ４ 造模后小鼠肝脏肝细胞中

ＨＮＦ１α的表达下调，而注射 ＡＡＶ８ＴＢＧＨＮＦ１α

可上调小鼠肝脏肝细胞中ＨＮＦ１α的表达。进一步

放大免疫组化染色图片（图２Ｂ）可见，ＡＡＶ８ＴＢＧ

ＨＮＦ１α组小鼠肝细胞胞核中ＨＮＦ１α染色加深，而

肝星形细胞（ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｓ，ＨＳＣｓ）、胆管细

胞、内皮细胞和Ｋｕｐｐｆｅｒ细胞等非实质细胞的细胞

核染色未见明显变化。ｑＰＣＲ结果（图２Ｃ）显示，

ＡＡＶ８ＴＢＧＨＮＦ１α组小鼠肝脏 犎犖犉１αｍＲＮＡ

的 表 达 水 平 相 比 ＡＡＶ８ＴＢＧＣｔｒｌ 组 升 高

（犘＜０．０１），变化趋势与免疫组化结果相符。

图２　犃犃犞８犜犅犌犎犖犉１α特异性上调小鼠肝细胞犎犖犉１α表达

犉犻犵２　犎犲狆犪狋狅犮狔狋犲狊狆犲犮犻犳犻犮狌狆狉犲犵狌犾犪狋犻狅狀狅犳犎犖犉１α犻狀犿犻犮犲犿犲犱犻犪狋犲犱犫狔犃犃犞８犜犅犌犎犖犉１α

Ａ：Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆ ＨＮＦ１αｉｎｎｏｒｍａｌｌｉｖｅｒｓａｎｄｆｉｂｒｏｔｉｃｌｉｖｅｒｓｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＡＡＶ８ＴＢＧ／ＡＡＶ８ＴＢＧＨＮＦ１α；Ｂ：

ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｆｏｒｆｉｂｒｏｔｉｃｍｉｃｅａｆｔｅｒＡＡＶ８ＴＢＧＨＮＦ１αｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，ｍｏｒｅＨＮＦ１αｗａｓｌｏｃａｔｅｄｉｎｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ（ｒｅｄａｒｒｏｗ）ｂｕｔｎｏｔｉｎｎｏｎ

ｐａｒｅｎｃｈｙｍａｌｃｅｌｌｓ（ｂｌａｃｋａｒｒｏｗ）；Ｃ：Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ犎犖犉１αｍＲＮＡｉｎｌｉｖｅｒｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙｑＰＣＲ．ＡＡＶ：Ａｄｅｎｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ；ＴＢＧ：Ｔｈｙｒｏｉｄ

ｂｉｎｄｉｎｇｇｌｏｂｕｌｉｎ；Ｃｔｒｌ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；ＨＮＦ１α：Ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ１α．Ｓｃａｌｅｂａｒｓ＝１００μｍ（Ａ，Ｂ）．
犘＜０．０１．狀＝６，珔狓±狊

２．２　特异性上调肝细胞ＨＮＦ１α表达对小鼠肝纤

维化的治疗作用　 ＨＥ及天狼猩红染色结果（图

３Ａ）显示，与正常组小鼠相比，ＣＣｌ４造模后小鼠肝组

织结构紊乱，汇管区周围结缔组织增生明显，组织中

可见大量炎性细胞浸润，且红色胶原纤维明显增粗

变长。与 ＡＡＶ８ＴＢＧＣｔｒｌ组相比，ＡＡＶ８ＴＢＧ

ＨＮＦ１α组小鼠结缔组织条索减少，炎性细胞浸润减

轻，同时肝脏中胶原沉积降低；胶原定量分析结果显

示两组间差异有统计学意义（犘＜０．０１，图３Ｂ）。与

ＡＡＶ８ＴＢＧＣｔｒｌ组相比，ＡＡＶ８ＴＢＧＨＮＦ１α组小

鼠纤维化肝脏中犆犗犔１犃１ｍＲＮＡ的表达水平降低

（犘＜０．０１，图３Ｃ），其变化与免疫组化结果一致。

图３　特异性上调肝细胞犎犖犉１α表达改善小鼠肝纤维化

犉犻犵３　犎犲狆犪狋狅犮狔狋犲狊狆犲犮犻犳犻犮狌狆狉犲犵狌犾犪狋犻狅狀狅犳犎犖犉１α犻犿狆狉狅狏犲狊犾犻狏犲狉犳犻犫狉狅狊犻狊犻狀犿犻犮犲

Ａ：Ｌｉｖｅｒｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｉｎｍｉｃｅｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌ，ＡＡＶ８ＴＢＧＣｔｒｌａｎｄＡＡＶ８ＴＢＧＨＮＦ１αｇｒｏｕｐｓｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＨＥａｎｄｓｉｒｉｕｓｒｅｄｓｔａｉｎｉｎｇ；

Ｂ：Ｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｉｒｉｕｓｒｅｄ；Ｃ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ犆犗犔１犃１ｍＲＮＡｉｎｍｉｃｅｌｉｖｅｒｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙｑＰＣＲ．ＡＡＶ：Ａｄｅｎｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｖｉｒｕｓ；ＴＢＧ：Ｔｈｙｒｏｉｄｂｉｎｄｉｎｇｇｌｏｂｕｌｉｎ；Ｃｔｒｌ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；ＨＮＦ１α：Ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ１α；ＣＯＬ１Ａ１：ＴｙｐｅⅠｃｏｌｌａｇｅｎα１ｃｈａｉｎ．Ｓｃａｌｅｂａｒｓ＝

１００μｍ（Ａ）．
犘＜０．０１．狀＝６，珔狓±狊

·１０１１·
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２．３　特异性上调肝细胞ＨＮＦ１α表达对ＨＳＣｓ活化

的影响　免疫组化结果（图４Ａ）显示，ＣＣｌ４ 造模后

小鼠肝组织中肝纤维化指标αＳＭＡ的表达增高，而

注射 ＡＡＶ８ＴＢＧＨＮＦ１α 特异 性 上 调 肝 细 胞

ＨＮＦ１α的表达后，纤维化肝脏中的αＳＭＡ的表达

降低，与ＡＡＶ８ＴＢＧＣｔｒｌ组相比差异有统计学意

义（犘＜０．０１，图４Ｂ）。此外，与ＡＡＶ８ＴＢＧＣｔｒｌ组

相比，ＡＡＶ８ＴＢＧＨＮＦ１α组小鼠肝脏中α犛犕犃

ｍＲＮＡ的表达水平也下降（图４Ｃ），说明特异性上

调肝细胞ＨＮＦ１α的表达可抑制ＨＳＣｓ的活化。

２．４　特异性上调肝细胞ＨＮＦ１α表达对纤维化肝

脏 中 上 皮 间 质 转 换 （ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ

ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）进程的影响　用ｑＰＣＲ检测上皮

指标 （犈犮犪犱犺犲狉犻狀 和犘犾犪犽狅犵犾狅犫犻狀）及间质指标

（犞犻犿犲狀狋犻狀、犛犾狌犵和犜狑犻狊狋１）等ＥＭＴ指标的表达变

化，结果（图５）显示，ＡＡＶ８ＴＢＧＨＮＦ１α组小鼠纤

维化肝脏中ＥＭＴ相关指标的表达与ＡＡＶ８ＴＢＧ

Ｃｔｒｌ组相比差异均无统计学意义（犘＞０．０５），表明

ＨＮＦ１α在调控肝纤维化进程时并不影响纤维化肝

脏的ＥＭＴ进程。

图４　特异性上调肝细胞犎犖犉１α表达抑制犎犛犆狊活化

犉犻犵４　犎犲狆犪狋狅犮狔狋犲狊狆犲犮犻犳犻犮狌狆狉犲犵狌犾犪狋犻狅狀狅犳犎犖犉１α犻狀犺犻犫犻狋狊犎犛犆狊犪犮狋犻狏犪狋犻狅狀

Ａ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆαＳＭＡｉｎｐａｒａｆｆｉｎｅｍｂｅｄｄｅｄｈｅｐａｔｉｃｔｉｓｓｕｅｓｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ；Ｂ：ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎｏｆαＳＭＡｓｔａｉｎｉｎｇ；Ｃ：Ｒｅｌａｔｉｖｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆα犛犕犃ｍＲＮＡｉｎｍｏｕｓｅｌｉｖｅｒｓｂｙｑＰＣＲ．ＡＡＶ：Ａｄｅｎｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ；ＴＢＧ：Ｔｈｙｒｏｉｄｂｉｎｄｉｎｇｇｌｏｂｕｌｉｎ；Ｃｔｒｌ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；ＨＮＦ１α：

Ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ１α；ＨＳＣｓ：Ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｓ；αＳＭＡ：αＳｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ．Ｓｃａｌｅｂａｒｓ＝１００μｍ（Ａ）．
犘＜０．０１．狀＝６，珔狓±狊

图５　特异性上调犎犖犉１α对小鼠纤维化

肝脏犈犕犜进程的影响

犉犻犵５　犈犳犳犲犮狋狅犳犺犲狆犪狋狅犮狔狋犲狊狆犲犮犻犳犻犮狌狆狉犲犵狌犾犪狋犻狅狀

狅犳犎犖犉１α狅狀犈犕犜犻狀犳犻犫狉狅狋犻犮犾犻狏犲狉狊犻狀犿犻犮犲

ＡＡＶ：Ａｄｅｎｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ；ＴＢＧ：Ｔｈｙｒｏｉｄｂｉｎｄｉｎｇｇｌｏｂｕｌｉｎ；

Ｃｔｒｌ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；ＨＮＦ１α：Ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ１α；ＥＭＴ：

Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ．狀＝６，珔狓±狊

２．５　 特异性上调肝细胞ＨＮＦ１α表达对肝脏细胞

增殖、凋亡的影响　ＡＡＶ８ＴＢＧＨＮＦ１α组小鼠纤

维化肝脏中的Ｋｉ６７阳性细胞数（图６Ａ、６Ｂ）和细胞

凋亡数（图６Ｃ、６Ｄ）与ＡＡＶ８ＴＢＧＣｔｒｌ组相比差异

均无统计学意义（犘＞０．０５），表明特异性上调肝细

胞中ＨＮＦ１α的表达可能并非通过促进肝细胞增

殖、减少肝细胞凋亡改善肝纤维化。

３　讨　论

肝纤维化是肝脏针对不同慢性损伤的修复反

应，其进一步发展可引起假小叶形成，导致肝硬化，

部分患者可发展成肝癌［７８］。肝纤维化属于可逆性

病变，尽早采取干预及治疗措施有望逆转，可为临床

慢性肝病患者带来福音。既往研究认为，ＨＳＣｓ的

激活是肝纤维化发生的中心环节，肝损伤时产生的

细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）主要来源

于活化的ＨＳＣｓ，而ＨＳＣｓ激活可能是细胞与细胞、

·２０１１·



第９期．姚荔嘉，等．腺相关病毒介导的肝细胞核因子１α过表达改善四氯化碳诱导的小鼠肝纤维化

ＥＣＭ与细胞相互作用的结果
［９１０］。近年来研究发

现，肝细胞作为肝脏最主要的细胞，其细胞功能的完

整性对维持肝脏稳态及再生至关重要［１１］，已逐渐成

为急慢性肝病的研究热点。

图６　特异性上调犎犖犉１α对肝细胞增殖与凋亡的影响

犉犻犵６　犈犳犳犲犮狋狅犳犺犲狆犪狋狅犮狔狋犲狊狆犲犮犻犳犻犮狌狆狉犲犵狌犾犪狋犻狅狀狅犳犎犖犉１α狅狀犾犻狏犲狉犮犲犾犾狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀犪狀犱犪狆狅狆狋狅狊犻狊

Ａ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫｉ６７ｉｎｐａｒａｆｆｉｎｅｍｂｅｄｄｅｄｌｉｖｅｒｓｅｃｔｉｏｎｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ；Ｂ：ＰｏｓｉｔｉｖｅＫｉ６７ｃｅｌｌｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙｓｅｍｉ

ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓ；Ｃ：ＬｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅｃｏｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈＤＡＰＩ（ｂｌｕｅ）ａｎｄＴＵＮＥＬ （ｇｒｅｅｎ，ａｒｒｏｗｓ）ａｎｄｖｉｓｕａｌｉｚｅｄｕｎｄｅｒｃｏｎｆｏｃａｌ

ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ；Ｄ：ＴＵＮＥＬｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓ．ＡＡＶ：Ａｄｅｎｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ；ＴＢＧ：Ｔｈｙｒｏｉｄｂｉｎｄｉｎｇｇｌｏｂｕｌｉｎ；

Ｃｔｒｌ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；ＨＮＦ１α：Ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｓ１α；ＴＵＮＥＬ：ＴｅｒｍｉｎａｌｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｄＵＴＰｎｉｃｋｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇ；ＤＡＰＩ：４’，

６Ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ．Ｓｃａｌｅｂａｒｓ＝１００μｍ（Ａ，Ｃ）．狀＝６，珔狓±狊

　　既往研究发现，ＨＮＦ４α可通过保护肝纤维化过

程中的肝细胞功能和抑制活化的ＨＳＣｓ缓解肝纤维

化进程，故提出了 ＨＮＦｓ治疗肝纤维化的新策

略［１２］。ＨＮＦ１α是ＨＮＦｓ家族中的重要成员，在肝

脏发育、肝细胞分化及维持肝细胞生物学功能方面

发挥重要作用［３４，１３］。本课题组前期研究发现，在

ＤＭＮ或ＢＤＬ诱导的大鼠肝纤维化模型中，肝细胞

和ＨＳＣｓ之间存在炎症因子介导的交互作用，下调

肝脏ＨＮＦ１α可促进肝纤维化的发生和发展，而利

用腺病毒ＡｄＨＮＦ１α上调肝脏ＨＮＦ１α的表达可抑

制肝细胞炎症通路活化，维持肝细胞功能，并影响

ＨＳＣｓ活化，进而改善肝纤维化，该结果证明了肝脏

中ＨＮＦ１α的抗纤维化效应，并提出维持肝细胞功

能对改善大鼠肝纤维化的重要意义［５］。近期，本课

题组构建了犎犖犉１α肝细胞特异性基因敲除模式小

鼠，发现肝细胞犎犖犉１α基因缺失可诱发肝细胞自

发脂肪变，并引起肝纤维化，最终导致肝癌发生，进

一步说明肝细胞ＨＮＦ１α表达与肝纤维化间的关系

密切［４６］。鉴于内源性ＨＮＦ１α仅在肝细胞中表达，

为明确ＨＮＦ１α是否可通过特异性改善肝细胞功能

治疗肝纤维化，本研究以ＣＣｌ４诱导的小鼠肝纤维化

模型为研究对象，探讨特异性上调肝细胞 ＨＮＦ１α

的表达对肝纤维化的治疗作用。

近年来，ＡＡＶ载体因其安全性好、可在体内长

·３０１１·
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时间表达及低免疫原性等特点，被越来越多地运用

于基因治疗的基础研究及动物实验中［１４］。不同血

清型的 ＡＡＶ 对组织或细胞的嗜性不同，其中

ＡＡＶ８病毒具高嗜肝性，在肝脏疾病的基因治疗领

域具有广泛的应用前景［１５］。ＴＢＧ为成熟肝细胞特

异表达蛋白，有大量研究利用携带犜犅犌启动子及内

含子的腺相关病毒（ＡＡＶ８ＴＢＧ）驱动下游基因在

成熟肝细胞中特异表达［６］。Ｙａｎｇｅｒ等
［１６］利用腺相

关病毒ＡＡＶ８ＴＢＧＣｒｅ制备肝细胞谱系追踪小鼠，

明确了成熟肝细胞在肝脏再生中作用。本研究应用

ＡＡＶ８ＴＢＧＨＮＦ１α特异性上调小鼠肝细胞中

ＨＮＦ１α的表达，在小鼠肝纤维化模型中证实了特异

性上调肝细胞ＨＮＦ１α表达可显著抑制纤维化肝脏

中的结缔组织增生及胶原沉积，降低肝纤维化程度，

提示ＡＡＶ８ＴＢＧＨＮＦ１α用于肝纤维化治疗的可

能性。本研究首次利用ＡＡＶ介导ＨＮＦｓ在肝细胞

中特异表达，并发现 ＨＮＦ１α对肝纤维化具有治疗

作用，为未来ＨＮＦｓ治疗肝纤维化提供了新的手段。

在ＥＭＴ进程中，上皮细胞逐渐失去上皮形态

特征继而获得间质细胞特性。大量研究表明，ＥＭＴ

参与肝纤维化的形成，是肝纤维化发生过程中重要

的致病机制［１７］。有文献报道，在转化生长因子β

（ＴＧＦβ）诱导的肝细胞ＥＭＴ进程中伴随着ＨＮＦｓ

表达水平的降低，包括ＨＮＦ４α及ＨＮＦ１α
［１８］。本课

题组前期研究已证实 ＨＮＦ４α可抑制肝细胞及

ＨＳＣｓ的ＥＭＴ，从而缓解实验大鼠肝纤维化
［１２］。而

本实验结果显示，特异性上调肝细胞 ＨＮＦ１α表达

对纤维化肝脏的ＥＭＴ进程未见明显影响，说明肝

细胞ＨＮＦ１α可能并非通过ＥＭＴ影响肝纤维进程。

肝细胞为肝脏中最主要的组成细胞，在正常情

况下很少分裂，但在肝脏过度损伤时可触发肝细胞

增殖，以修复肝损伤［１９］。本研究结果显示，特异性

上调肝细胞ＨＮＦ１α表达对纤维化肝脏中的肝细胞

增殖无明显影响。肝细胞增殖和肝细胞凋亡间相互

对立，肝细胞凋亡是肝损伤以及肝纤维化发生、发展

过程中的一个重要特征，是目前肝病的研究热

点［２０］。特异性敲除肝细胞中 犅犮犾狓犔、犕犮犾１或

犜犃犓１基因可诱发肝细胞凋亡，加重肝损伤，并通过

细胞凋亡小体激活ＨＳＣｓ，进而促进肝纤维化
［２１２３］。

本研究结果显示，特异性上调肝细胞 ＨＮＦ１α表达

对ＨＳＣｓ的活化具有明显的抑制作用，而ＴＵＮＥＬ

染色结果显示在ＣＣｌ４诱导的纤维化肝脏中仅有少

量细胞凋亡，而ＨＮＦ１α治疗组肝脏中的细胞凋亡

未见明显改变，表明ＨＮＦ１α对ＨＳＣｓ的抑制作用并

非通过减轻肝细胞凋亡实现。由此，本实验结果进

一步证实了改善肝细胞功能对ＨＳＣｓ活化的影响。

综上，特异性上调肝细胞 ＨＮＦ１α的表达可改

善小鼠肝纤维化，为ＨＮＦｓ治疗肝纤维化提供了强

有力的证据，并为未来临床抗肝纤维化治疗提供了

新的思路。其更深入的分子生物学机制仍有待于今

后进一步研究。
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