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"摘要#
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目的
!

探索体内特异性靶向肝星状细胞"

!Y"

#治疗肝纤维化的技术方法$方法
!

建立四氯化碳诱导

的小鼠肝纤维化模型!构建胶质纤维酸性蛋白"

[>'<

#启动子调控增强绿色荧光蛋白"

V[><

#表达载体!采用尾静

脉高压注射方法将
V[><

表达裸质粒转染到纤维化小鼠的肝脏$荧光显微镜观察
V[><

在肝脏的表达及免疫荧光

共定位!观测
V[><

与
!Y"

标志蛋白"

WVYU.&

#和
0

$

平滑肌肌动蛋白"

0

$YU'

#的共定位$结果
!

V[><

与

WVYU.&

和
0

$YU'

共定位说明
V[><

主要在
!Y"

中表达!

[>'<

启动子能够调控外源基因在体内靶向
!Y"

$结

论
!

[>'<

启动子介导体内靶向
!Y"

!治疗肝纤维化策略具有临床应用的潜力$

"关键词#
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胶质纤维酸性蛋白启动子&
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增强绿色荧光蛋白&
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肝星状细胞&
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肝纤维化是各种慢性肝病向肝硬化发展共有的病理改变

和必经途径#其是一个复杂的过程#包括肝细胞的凋亡-间质细

胞的增殖-细胞外基质沉积等过程#但其是可逆的#若能及早发

现-积极治疗-及时终止和逆转纤维化的发生和发展#则有可能

避免肝硬化发生*

?

+

,诸多研究发现#肝星状细胞$

!Y"

%的活化

和增殖是肝纤维化发生的中心环节*

,

+

,因此#抑制
!Y"

的激

活-增殖与促进
!Y"

凋亡是防治肝纤维化的两条重要途径,

!Y"

作为抗纤维治疗的靶细胞#已成为目前肝纤维化研究的

热点*

)

+

,但是现在基因治疗的探索和尝试很难在临床治疗上

得到应用#一个最主要的原因是抗纤维化因素很难进行特异性

的
!Y"

靶向,虽然存在很多困难#近年来靶向
!Y"

的抗纤维

化基因治疗也有了初步的发展,一些
!Y"

特异表达基因的启

动子用于调控外源基因靶向
!Y"

表达*

($/

+

,其中胶质纤维酸

性蛋白$

[>'<

%启动子被发现可以用作
!Y"

特异表达的调控

元件#

[>'<

是一种中间丝蛋白#主要存在于星形细胞内#在中

枢神经系统的星形细胞中特异性高表达#在肝脏的星形细胞

中#

[>'<

也存在特异性的高表达,研究发现#鼠
[>'<

启动

子调控的单纯疱疹病毒胸苷激酶基因$

!Y_$=T

%的转基因小

鼠#用药物更昔洛韦处理后#能够特异性地清除小鼠肝脏的

!Y"

*

+

+

,在体外大鼠
!Y"

系 $

!Y"$=+

%的研究发现#

[>'<

启动子调控的转化生长因子
$

2

$

=[>$

2

%干扰核糖核酸$

%&'

%#

降低
=[>$

2

表达#从而在信使核糖核酸$

I%&'

%和蛋白水平

上降低胶原的合成*

C

+

,已有研究证明#

[>'<

启动子能够作为

调控外源基因特异性表达的基因治疗靶向调控元件#但是现在

的研究大都停留在体外细胞系或是转基因鼠的研究#考虑到临

床基因治疗的作用途径#需要外源导入抗纤维化药物,因此在

本研究中#作者建立四氯化碳$

""9

(

%诱导的小鼠肝纤维化模

型#激活
!Y"

#构建
[>'<

启动子调控
V[><

表达载体#采用

尾静脉高压注射方法将增强绿色荧光蛋白$

V[><

%表达裸质

粒转染到纤维化小鼠的肝脏#通过观察
V[><

在肝脏的表达分

布#与
!Y"

标志蛋白$

WVYU.&

%和
0

$

平滑肌肌动蛋白$

0

$

YU'

%的共定位#探讨
[>'<

启动子介导体内靶向
!Y"

治疗

策略的可行性,

$

!

材料与方法

$D$

!

试验材料

$D$D$

!

细胞系及试验动物
!

人
!Y"

系
2]$,

由其建造者上

海中医药大学徐列明教授惠赠#人肝细胞
2$*,

购自中国科学

院上海生命科学院细胞库(

-@9

"

8

小鼠购自同济大学医学院实

)

*C*?

)

检验医学与临床
,*?/

年
(

月第
?,

卷第
F

期
!
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'

N

;39,*?/

!

#J9D?,

!

&JDF



验动物中心,

$D$D/
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主要试剂
!

WVYU.&

兔抗体$

":99Y3

4

K@93K

4

#

<?C++?

%#

0

$YU'

兔抗体 $

'A8@I

#

@A/+B+

%#

"\)

荧光二抗$美国
V@;65J1

荧光二抗#

V*)?+,*

%#

!V

染色试剂盒$上海百蕊生物科技有限

公司%#

U@MMJK

染色试剂盒$上海杰美基因医药科技有限

公司%,

$D/

!

试验方法

$D/D$

!

[>'<

启动子调控
V[><

真核表达载体的构建
!

提取

小鼠肝组织
W&'

#并以此为模板扩增小鼠基因
[>'<

启动子

区
/Z$W&'

序列#扩增引物为上游!

/Z$""="["='["

$

&5:

+

%

="'"=["== '"[""" '[[ ="$)Z

#

;:L:;M:

!

/Z$""=

"''["==

$

!3K0

/

%

["['["'["[[' [[=['=$)Z

,

构建到载体
N

"W&')D?

的
&5:

+

和
!3K0

/

位点#筛选的阳性

克隆经过测序确认#构建成载体
N

"W&')D?$I[>'<$

N

,以

N

V[><$&?

为模板扩增
V[><8W&'

序列#扩增引物为上游!

/Z$""=[['=""

$

_

N

K

+

%

''=[[=['["''[[["['$

)Z

#下游!

/Z$""=[['=""

$

-@I!

+

%

=='"==[='"'[

"="[=""'=[$)Z

,插入到
N

"W&')D?$I[>'<$

N

的
_

N

K

+

和
-@I!

+

位点#测序确定#构建成
[>'<

启动子调控
V[$

><

的真核生物表达载体
N

"W&')D?$I[>'<$

N

$V[><

,

$D/D/

!

V[><

在体外细胞系的表达验证
!

2]$,

-

2$*,

细胞用

含
?*i

胎牛血清的
WUVU

培养基于
)Ch

#

/i "c

,

培养箱

中进行培养,将对数生长期的细胞消化铺板
,(

孔板#铺板
,(

5

后#细胞的生长密度大约为
+*i

#用转染试剂
93

N

J,***

转染

N

"W&')D?$I[>'<$

N

$V[><

及 对 照 质 粒
N

"W&')D?$I[$

>'<$

N

#转染质粒的用量为
*DF

微克"孔#转染后的
(F5

#细胞

置于荧光显微镜下观察,

$D/D'

!

""9

(

诱导建立小鼠肝纤维化模型
!

试验动物
-'2-

"

8

小鼠
,*

只#每只小鼠的重量大约为
?+

"

?F

4

#试验小鼠分四

组#分别为正常组$

KJ;I@9

#

&

%-模型组$

IJ0:9

#

U

%-对照组

$

8JK6;J9

#

"

%及试验组$

6;:@6I:K6

#

=

%#每组
/

只小鼠,每只小

鼠每
)

天进行
?

次腹腔注射#模型组-对照组和试验组注射橄

榄油稀释的
""9

(

溶液$按体积比#

""9

(

n

橄榄油
j?n(

%#第一

次注射量为
*D/I2

"

T

4

小鼠#随后每次注射量为
*D,/I2

"

T

4

小鼠,正常组注射同样量的橄榄油,

""9

(

处理
(

周后#取肝

组织进行肝纤维化检测,

$D/D1

!

尾静脉高压注射法导入表达质粒
!N

"W&')D?$I[$

>'<$

N

$V[><

及对照质粒
N

"W&')D?$I[>'<$

N

采用尾静脉

高压注射法导入小鼠的肝组织#具体步骤为!质粒用磷酸盐缓

冲液$

<-Y

%溶解#浓度为
/*

-

4

"

I2

#注射体积为
?D+I2

"

,*

4

小鼠#注射在
/M

内完成(正常组和模型组注射同样剂量的磷

酸盐缓冲液
<-Y

,每
/

天进行
?

次尾静脉注射#试验组注射

[>'<

启动子调控的
V[><

表达载体
N

"W&')D?$[>'<$

N

$

V[><

#对照组注射阳性对照质粒
N

"W&')D?$[>'<$

N

,注射

(

周后#取小鼠肝组织进行检测,

$D/D2

!

制备小鼠的肝组织切片
!

小鼠采用脱颈法处死#迅速

剖取肝脏#将肝脏右叶从中部纵向切开#从切面处取
?D*8IG

?D*8IG*D,8I

两块组织#一块置于
(i

多聚甲醛溶液
(h

固

定#以备石蜡切片的制备(另一块放入组织冻存液中液氮冻存#

以备冷冻切片的制备,试验操作过程确保每只小鼠的取样部

位尽量相同,

$D/D)

!

小鼠的肝组织切片
!V

染色
!

染色前用二甲苯脱去切

片中的石蜡#再经由高浓度到低浓度乙醇#最后入蒸馏水#即可

开始染色,将已入蒸馏水后的切片放入苏木精水溶液中染色

数分钟#酸水及氨水中分色#各数秒钟#流水冲洗
?5

后入蒸馏

水片刻,入
C*i

和
B*i

乙醇中脱水各
?*I3K

,入乙醇伊红染

色液染色
,

"

)I3K

#染色后的切片经乙醇脱水#再经二甲苯使

切片透明#透明处理过的切片加上中性树胶#盖上盖玻片封固#

于光镜观察,

$D/D.

!

小鼠的肝组织切片
U@MMJK

染色
!

小鼠肝组织石蜡切

片按常规方法脱蜡#经
a:3

4

:;6

铁苏木素染色
FI3K

#流水冲

洗#置于
?i

盐酸乙醇分化
,I3K

#用流水冲洗数分钟#随后丽

春红酸性品红染色
FI3K

#蒸馏水稍洗#再经磷钼酸溶液处理
/

I3K

#此时勿洗#直接用苯胺蓝复染
/I3K

#然后经
?i

冰醋酸处

理
?I3K

或自来水漂洗#最后经
B/i

乙醇-无水乙醇脱水#二甲

苯透明#用中性树胶封片#于光镜下观察,

$D/D3

!

纤维化程度统计分析
!

对照组和
""9

(

处理组小鼠肝

脏石蜡切片进行
U@MMJK

染色#肝纤维化程度表示为蓝色染色

区域$胶原%占整个视野的百分比,所用的图像分析系统为!

UJ638.I@

4

:M'0L@K8:0)D,

#对每张切片随机选择
/

个视野$光

镜
,**

倍%进行分析#测量蓝色区域占视野百分比,

$D/D(

!

免疫荧光检测
!

取小鼠冷冻肝组织#用冷冻切片机切

成厚度为
C

-

I

的切片#置
/i

的多聚甲醛溶液中固定
?*I3K

后(去固定液#摇床轻晃洗涤
)

次#每次
)

"

/I3K

(用封闭液封

闭
+*I3K

#去封闭液#加入
WVYU.&

兔抗体-

0

$YU'

兔抗体一

抗
(h

作用过夜(去除一抗#用洗涤液洗涤
)

"

/

次#每次
)

"

/

I3K

#去除洗涤液#加入
?I2

稀释好的
"\)

荧光标记羊抗兔的

二抗#作用
+*I3K

(用洗涤液洗涤
)

"

/

次#每次
)

"

/I3K

,加

入
(Z

#

+$

二脒基
$,$

苯基吲哚$

W'<.

%染液
?I2

作用
/I3K

#去除

W'<.

染液#用洗涤液洗涤
)

"

/

次#每次
)

"

/I3K

#荧光显微

镜下观察#拍照,

$D'

!

统计学处理
!

结果采用
Y<YY?+D*

软件进行
:

检验分析#

以
!

$

*D*/

为差异有统计学意义,

/

!

结
!!

果

/D$

!

[>'<

启动子调控
V[><

在体外细胞系特异表达
!

为确

定
[>'<

启动子特异调控
V[><

在
!Y"

的表达#作者通过瞬

时转染
N

"W&')D?$I[>'<$

N

$V[><

及对照质粒
N

"W&')D?$

I[>'<$

N

到
2]$,

和
2$*,

细胞#通过荧光显微镜观察绿色荧

光蛋白在细胞的表达#结果发现#转染阴性对照质粒
N

"W&'

)D?$I[>'<$

N

的
2]$,

和
2$*,

几乎没有绿色荧光,转染

N

"W&')D?$I[>'<$

N

$V[><

的
2]$,

细胞比
2$*,

细胞绿色

荧光更强#见图
?

,

图
?

!

V[><

在
2]$,

(

2$*,

细胞表达

/D/

!

""9

(

诱导肝纤维化小鼠模型检测

/D/D$

!

!V

染色观察小鼠肝脏病理变化
!

小鼠肝组织石蜡切

片
!V

染色结果显示!

&

组小鼠肝脏柔软-红润-被膜光滑(肝

)

?C*?

)

检验医学与临床
,*?/

年
(

月第
?,

卷第
F

期
!

2@AU:0"93K

!

'

N

;39,*?/

!

#J9D?,

!

&JDF



细胞排列规则成索状#在中央静脉周围呈放射状分布(肝血窦

结构清晰#无异常改变(肝细胞呈多边形#胞浆均匀#细胞核形

态正常,注射
""9

(

组小鼠肝脏体积有所增大#部分的肝表面

有直径约
?II

的点状白斑,汇管区和部分间质内弥漫性淋

巴细胞浸润#汇管区附近有明显的坏死灶#见图
,

,

图
,

!

肝组织
!V

染色%

G(*

&

/D/D/

!

U@MMJK

染色显示肝组织纤维化病理性改变
!

U@MMJK

染色后的切片#胶原被染成蓝色#显微镜下观察#

,**

倍下发现

正常组小鼠的肝组织细胞排列整齐#肝小叶清晰可见#蓝色染

色区域面积很少且主要集中在汇管区,

""9

(

处理组小鼠蓝色

染色区域在汇管区及肝组织内部明显增多#分布杂乱#可见假

小叶#见图
)

,

图
)

!

肝组织
U@MMJK

染色%

G,**

&

/D/D'

!

纤维化程度统计分析
!

对照组和
""9

(

处理组小鼠肝

脏石蜡切片平均纤维化区域分别为
/D?,i

和
()D/i

$

!

$

*D*/

%,结果显示#

""9

(

处理组
U@MMJK

染色程度明显高于正

常组小鼠#说明对照组与
""9

(

处理组小鼠肝脏纤维程度比较#

差异有统计学意义$

!

$

*D*/

%,

/D'

!

[>'<

启动子介导
V[><

在肝纤维化小鼠
!Y"

的特异

表达

/D'D$

!

V[><

在肝组织中的表达检测
!

荧光显微镜下观察发

现#与注射
N

"W&')D?$I[>'<$

N

对照组比较#注射
N

"W$

&')D?$I[>'<$

N

$V[><

试验组的肝组织切片中分布明显的

绿色荧光#说明尾静脉高压注射后将裸质粒转导入肝脏#并且

证实真核表达质粒
N

"W&')D?$I[>'<$

N

$V[><

在肝脏内表

达#见图
(

,

图
(

!

肝组织的荧光表现%

G?**

&

/D'D/

!

V[><

在
!Y"

中特异表达
!

笔者用免疫荧光共定位

试验对小鼠的冰冻切片进行
V[><

和
!Y"

共定位检测,静止

!Y"

特异表达标志基因
WVYU.&

以及活化
!Y"

的特异表达

标志基因
0

$YU'

作为示踪蛋白用红色荧光指示,结果显示注

射
N

"W&')D?$I[>'<$

N

$V[><

质粒的试验组小鼠的
V[><

绿色荧光分别与代表
WVYU.&

和
0

$YU'

的红色荧光相互重

叠,结果说明由于
[>'<

启动子的特异性调控#通过尾静脉

注射转染到肝脏的质粒#主要在
!Y"

中表达#见图
/

,

图
/

!

V[><

与
WVYU.&

和
0

$YU'

的共定位

'

!

讨
!!

论

慢性肝病大多数都有肝纤维化#其中
,/i

"

(*i

最终发

展成肝硬化乃至肝癌,阻断肝纤维化成为慢性肝病治疗的一

个关键问题,目前肝纤维化动物模型的建模方法包括化学药

)

,C*?

)

检验医学与临床
,*?/

年
(

月第
?,

卷第
F

期
!

2@AU:0"93K

!

'

N

;39,*?/

!

#J9D?,

!

&JDF



物刺激-免疫法以及胆管结扎等#

""9

(

诱导小鼠肝纤维化是经

典动物模型*

F

+

,本研究通过间隔腹腔注射
""9

(

诱导肝纤维

化#通过
!V

与
U@MMJK

染色检测炎性反应及胶原合成#确定

肝纤维化模型是否建立成功,结果表明
""9

(

注射组的小鼠炎

性反应程度及胶原合成显著高于正常组#说明本试验肝纤维化

模型的建立是成功的,另外#

!V

染色也证明正常小鼠肝脏内

部没有炎性反应-肝小叶排列正常#说明
""9

(

的溶解液$橄榄

油%和质粒的缓冲液#腹腔注射及尾静脉高压注射等实验操作

不影响纤维化的发生,

成纤维细胞是肝纤维化细胞外基质的主要来源细胞#

!Y"

是肌成纤维细胞的主要来源细胞*

B

+

,目前抗纤维化基因治疗

有了初步发展#但基因治疗缺乏细胞选择性#可能会引起其他

组织细胞的损害,为了减少不良反应#必须选择目的基因在肝

脏
!Y"

中 特 异 表 达 的 方 法,目 前 有
=.U<?

-

"Y%<,

-

YU,,@9

N

5@

启动子能使基因在
!Y"

中特异表达#但仍不够理

想*

?*

+

,近来
[>'<

被认为是
!Y"

特异表达的标志蛋白,因

此#本研究采用尾静脉高压注射裸质粒的方法将
N

"W&')D?$

I[>'<$

N

$V[><

瞬时转染到肝纤维化小鼠肝脏中,这种转染

方法是一种有效的-肝脏特异性的基因转移方法#通过瞬时注

射大剂量的裸质粒将外源基因转染到动物的肝组织#裸质粒在

肝细胞内瞬时表达#不会对肝脏产生长期干扰#已广泛用于外

源基因的表达变化对肝脏疾病发生-发展影响的研究*

??

+

,通

过荧光显微镜检测
V[><

绿色荧光验证转染效果#转染
N

"W$

&')D?$I[>'<$

N

$V[><

质粒的小鼠肝脏绿色荧光强度显著

高于转染
N

"W&')D?$I[>'<$

N

对照质粒的小鼠#说明
[>'<

启动子能使
V[><

在肝脏组织中高效表达,

V[><

与星状细

胞标志蛋白共定位实验结果显示#绿色荧光的
V[><

与显示为

红色荧光的
WVYU.&

和
0

$YU'

大部分重合在一起#说明
V[$

><

主要在
!Y"

中表达#进一步提示
[>'<

启动子能够调控外

源基因可以在体内靶向
!Y"

#因此#

[>'<

启动子介导体内靶

向
!Y"

治疗策略具有临床应用的潜力,
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