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前列腺素 Ｅ１抑制血吸虫病家兔肝脏Ⅰ，Ⅲ型
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　　摘要：目的　探讨前列腺素 Ｅ１对血吸虫病家兔肝脏Ⅰ，Ⅲ型胶原的生成及分子伴侣 Ｇｒｐ７８／ＢｉＰ
基因表达的影响。方法　用血吸虫尾蚴皮肤敷贴法感染 １４只家兔，构建血吸虫病肝纤维化动物模型。
其中 ７只兔于感染后 ６０ｄ开始静脉注射 ＰＧＥ１［２．５μｇ／（ｋｇ．ｄ）］至 １２０ｄ。用 ＲＴＰＣＲ检测肝组织Ⅰ，
Ⅲ型胶原和 Ｇｒｐ７８／ＢｉＰ基因 ｍＲＮＡ的表达水平。结果　血吸虫病家兔肝纤维化形成过程中Ⅰ，Ⅲ型胶
原基因表达水平明显增加，分别为（１４．８１±３．５７）％和（１２．９±３．２５）％；Ｇｒｐ７８／ＢｉＰｍＲＮＡ表达显著
上调（Ｐ＜０．０５）。外源性 ＰＧＥ１与模型组比较显著降低胶原Ⅰ，ⅢｍＲＮＡ，分别为（５．７９±１．２６）％和
（５．３４±１．０８）％ （Ｐ＜０．０１）。分子伴侣 Ｇｒｐ７８／ＢｉＰｍＲＮＡ水平显著下调，分别为（０．４３±０．０７）％
和（０．２９±０．０２）％ （Ｐ＜０．０５）。结论　ＰＧＥ１可通过抑制基因表达和阻遏胶原成熟而有效地降低
血吸虫病家兔肝脏胶原纤维的生成。 ［中国普通外科杂志，２００７，１６（６）：５７７－５８０］
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　　肝脏纤维化是日本血吸虫病的重要病理学
改变，Ⅰ，Ⅲ型胶原是肝纤维化的主要细胞外基
质成分，抑制胶原形成是控制肝纤维化进程的关

键环节。ＰＧ是机体活性物质，其人工合成物作为
药物已用于临床，近来有用于临床肝纤维化的报

道，但其有关机制还有待体内实验研究。本实验

旨在探讨外源性 ＰＧＥ１对血吸虫病家兔肝脏 Ｉ，Ⅲ
型胶原基因表达，以及对胶原成熟及纤维含量的

影响，旨在为 ＰＧＥ１在治疗临床肝纤维化的应用提
供依据。

１　材料和方法

１．１　动物分组和模型构建
成年雄性中国大耳白兔 ２０只，体重 １．５～

２．２ｋｇ（华中科技大学同济医学院实验动物中心提
供）。随机取 ６只家兔作为健康对照组，其余 １４
只腹部去毛，于去毛处用皮肤敷贴法感染血吸

虫，每兔（２００±５）条［１］，感染动物笼养至 ６０ｄ时
再随机分成 ２组：ＰＧＥ１干预组，７只，以 ｌｉｐｏ
ＰＧＥ１（凯时注射液）［２．５μｇ／（ｋｇ．ｄ）］生理盐水
稀释，经耳缘静脉注射；模型对照组，７只，给予注
射等体积生理盐水。

１．２　主要试剂
ｌｉｐｏＰＧＥ１由北京泰德公司馈赠（５μｇ／ｍＬ）。

苦味酸天狼星红系美国 Ｓｉｇｍａ公司产品；胶原Ⅰ，

Ⅲ和 Ｇｒｐ７８／ＢｉＰｍＲＮＡ扩增引物由武汉基因公司
合成。Ｔｒｉｚｏｌ，Ｒｎａｓｅ和 ｄＮＴＰ系美国 ＧｉｂｃｏＢＲＬ公
司产品；逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）试剂盒
购自北京中山生物有限公司。

１．３　样本采集和检测
１．３．１　标本采集　家兔饲养１２０ｄ后成批过量麻
醉致死（１％硫喷妥钠 ５０ｍｇ／ｋｇ），采集标本作检测。
１．３．２　苦味酸天狼星红染色　切片常规脱蜡水

化，ＨＥ染色观察后，经饱和苦味酸天狼星红染 １ｈ，
脱水透明封片。天狼星红染色胶原纤维在普通显

微镜下呈红色（图 １），偏振光显微镜下显示不同
干涉色和不同强度的双折光，可鉴别Ⅰ，Ⅲ胶原
纤维。黑色背景中粗大的红、黄色纤维为 Ｉ型胶
原，纤细网状绿色纤维为Ⅲ型胶原。ＩＩ型胶原和
其他组织细胞在偏振光下不显色。以 ＫＤＳ１Ｄ２．０
图象分析系统分别测定Ⅰ，Ⅲ型胶原纤维辉度面
积（ｓⅠ和 ｓⅢ）和单个视野面积，用 ｓⅠ／Ｓ和
ｓⅢ／Ｓ比值（％）表示Ⅰ，Ⅲ型胶原的含量。每个
标本 １张切片，每张切片随机 ５个汇管区或虫卵
结节视野（１０×３．３），计算均值。

图 １　模型组家兔肝脏苦味酸天狼星红染色（普通显微
镜下观察，１００×）

１．３．３　ＲＴＰＣＲ检测　按 Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒说明书提
取总 ＲＮＡ，常规方法将 ｍＲＮＡ逆转录成为 ｃＤＮＡ，
再进行 ＰＣＲ扩增。扩增引物及条件见表 １。所有
ＰＣＲ产物均在 ７２℃延长 １０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物 １０μＬ，
置于２％琼脂糖凝胶电泳。ＧｅｎｅＲｕｌｅｒＴＭＤＮＡｌａｄ
ｄｅｒ为分子质量参考标准，经过 ＫＤＳ１Ｄ２．０图象分
析系统测定各条带光密度值，用平均光密度值与

各组 βａｃｔｉｎ光密度平均值之比衡量各指标的
ｍＲＮＡ水平。

表１　实验相关ＰＣＲ引物及实验条件

指标 引物序列 扩增条件 引物来源

ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ 上游 ５′ＧＡＴＧＣＧＴＴＣＣＡＧＴＴＣＧＡＧＴＡ３′ ９４℃１ｍｉｎ，５８℃１ｍｉｎ， 参考文献［２］

（３１２ｂｐ） 下游 ５′ＧＧＴＣＴＴＣＣＧＧＴＧＧＴＣＴＴＧＴＡ３′ ７２℃１ｍｉｎ；３０ｃｙｃｌｅｓ

ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ 上游 ５′ＧＡＴＧＴＧＣＣＡＣＴＡＴＧＡＣＴＧＧ３′ ９４℃５０Ｓ，６０℃５０Ｓ， 参考文献［３］

（２０４ｂｐ） 下游 ５′ＡＣＡＴＣＧＡＴＧＡＴＧＧＧＣＡＧＧＣ３′ ７２℃５０Ｓ；３０ｃｙｃｌｅｓ

Ｇｒｐ７８／ＢｉＰ 上游 ５′ＧＡＣＡＴＣＡＡＧＴＴＣＴＴＧＣＣＧＴＴ３′ ９５℃１ｍｉｎ，５６℃１ｍｉｎ， 参考文献［４］

（２６０ｂｐ） 下游 ５′ＣＴＣＡＴＡＡＣＡＴＴＴＡＧＧＣＣＡＧＣ３′ ７２℃１ｍｉｎ；２８ｃｙｃｌｅｓ

βａｃｔｉｎ 上游 ５′ＴＧＡＣＧＧＧＴＣＡＣＣＣＡＣＡＣＴＧＴＧＣＣＣＡＴＣＴＡ３′ ９４℃１ｍｉｎ，５６℃１ｍｉｎ， 参考文献［５］

（５４０ｂｐ） 下游 ＣＴＡＧＡＡＧＣＡＴＴＧＣＧＧＴＧＧＡＣＧＡＴＧＧＡＧＧＧ３′ ７２℃１ｍｉｎ；３０ｃｙｃｌｅｓ

８７５
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１．４　统计学处理
采用 ＳＰＳＳ１０．０软件进行统计分析，组间比较

用方差分析和 ｔ检验（ｘ±ｓ）。

２　结　果

２．１　血吸虫病肝硬化模型建立
２．１．１　模型成功率　病理证实家兔感染成功率
１００％，无家兔死亡。
２．１．２　大体解剖　模型对照组家兔 １２０ｄ解剖
见肝脏表面密布灰白色或灰黄色粟粒状颗粒，呈

现中重度肝纤维化；伴有腹水，脾脏增大，门静脉

系统充血、扩张。ＰＧＥ１干预组家兔肝纤维化程
度明显较轻，肝脏表面只有散在的虫卵结节，而

未见明显的炎症和纤维化；无腹水，脾脏增大不

明显，内脏静脉未见曲张。

２．１．３　组织学检查　ＨＥ染色显示模型对照组
家兔肝脏汇管区有大量虫卵肉芽肿形成，炎性细

胞积聚，大量胶原纤维形成条索状纤维隔，重新

分隔肝小叶；肝板排列紊乱，肝细胞广泛空泡样

变性；细小胆管和血管增生明显。ＰＧＥ１干预组
未见明显的纤维化和假小叶，肉芽肿明显较小且

数量少；肝脏显微结构存在，基本维持正常小叶

结构，纤维成分局限于汇管区。

２．２　ＰＧＥ１抑制胶原Ⅰ，Ⅲ和 Ｇｒｐ７８／ＢｉＰｍＲＮＡ
的表达

各组均有不同程度的Ⅰ，Ⅲ型胶原基因和
Ｇｒｐ７８／ＢｉＰｍＲＮＡ表达（表 ２）（图２－３）。与健康
对照组相比较，模型对照组肝组织胶原基因表达

显著增强（Ｐ＜０．０１）；Ｇｒｐ７８／ＢｉＰ基因表达上调
（Ｐ＜０．０５）。ＰＧＥ１干预组胶原Ⅰ，Ⅲ ｍＲＮＡ及
Ｇｒｐ７８／ＢｉＰｍＲＮＡ的表达均较模型对照组显著下
降（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５），而接近健
康对照组（均 Ｐ＞０．０５）。

表２　各组胶原和Ｇｒｐ７８／ＢｉＰｍＲＮＡ的表达情况（％，ｘ±ｓ）

组别 例数
胶原ｍＲＮＡ表达

ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ／βａｃｔｉｎ（％） ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ／βａｃｔｉｎ（％）

Ｇｒｐ７８／ＢｉＰｍＲＮＡ表达

Ｇｒｐ７８／ＢｉＰ／βａｃｔｉｎ（％）

健康对照 ６ ５．３２±１．２７ ４．７７±１．１３ ０．２３±０．０６

模型对照 ７ １４．８１±３．５７１） １２．９±３．２５１） ０．４３±０．０７３）

ＰＧＥ１干预 ７ ５．７９±１．２６２） ５．３４±１．０８２） ０．２９±０．０２４）

　　　注：１）与健康组比较Ｐ＜０．０１；２）与模型组比较Ｐ＜０．０１；３）与健康组比较Ｐ＜０．０５；４）与模型组比较Ｐ＜０．０５
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　　图２　各组胶原基因ｍＲＮＡ表达电泳图　　１－３：健康对
照、模型对照、ＰＧＥ１干预胶原Ⅲ ｍＲＮＡ；４－６；健康对照、模型
对照、ＰＧＥ１干预胶原Ⅰ ｍＲＮＡ
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　　图３　各组 Ｇｒｐ７８／ＢｉＰｍＲＮＡ电泳图　　１：分健康对照
２：模型对照 ３：ＰＧＥ１干预

２．３　ＰＧＥ１抑制胶原生成
光镜下成熟胶原纤维经苦味酸天狼星红染成

红色，可见于各组。偏振光显微镜分辨的Ⅰ，Ⅲ
型，健康对照组家兔仅少量分布在汇管区，以Ⅲ型
胶原为主（图 ４）。模型对照组Ⅰ，Ⅲ型胶原表达
均有明显增加（Ｐ＜０．０１），形态学呈条索状向肝
窦延伸（图 ５），分隔肝小叶。ＰＧＥ１干预组显著降
低Ⅰ，Ⅲ两种胶原纤维的含量，胶原纤维表达局限

在汇管区（表 ３）（图 ６）。
表３　各组组家兔Ⅰ，Ⅲ胶原纤维含量

组别
胶原含量（％）

ｓⅠ／Ｓ ｓⅢ／Ｓ

健康对照 ８．９２±３．６６ ７．１７±０．３２

模型对照 ３５．２５±９．７１１） ３３．６６±３．５９１）

ＰＧＥ１干预 １３．３８±４．２４２） １２．２３±８．９２２）

　　注：１）与健康组比较Ｐ＜０．０１；２）与模型组比较Ｐ＜０．０１

９７５



中国普通外科杂志 第１６卷

　　图４　正常家兔肝脏苦味酸天狼星
红染色（偏振光显微镜下观察，１０×３．３）

　　图５　模型对照组家兔肝脏苦味酸天
狼星红染色（偏振光显微镜下观察，１０×３．３）

　　图６　ＰＧＥ１干预组家兔肝脏苦味酸天
狼星红染色（偏振光显微镜下观察，１０×３．３）

３　讨　论

血吸虫尾蚴经皮肤侵入发育，产生虫卵沉积

于肝脏汇管区、形成肉芽肿，在机械性和生物性联

合作用下形成稳定的肝纤维化。这种肝纤维化成

为实验的良好研究对象，符合人类肝纤维化自然

病程和病理发展过程。在家兔血吸虫病肝脏胶原

合成高峰期［６］开始使用 ＰＧＥ１干预，此时急性炎
症反应已经基本稳定，胶原合成速度大于降解，便

于观察实验干预效果。

与健康对照相比较，模型组血吸虫感染 １２０ｄ
时胶原基因表达增加了接近 ３倍（Ｐ＜０．０１），而
实验剂量的 ｌｉｐｏＰＧＥ１可以有效地抑制血吸虫感
染后兔肝Ⅰ，Ⅲ胶原基因 ｍＲＮＡ表达（Ｐ＜０．０１）。
说明 ＰＧＥ１可以从基因表达和转录水平控制胶原
合成［７］。ＰＧＥ１抑制胶原基因表达的确切机制还
有待进一步研究，但有可能与 ＴＧＦβ等生长因子
无关或在细胞因子作用下游发生［８］。研究显示，

ＰＧＥ１可能直接或间接抑制核转录因子的表达，后
者转而抑制胶原基因表达。血吸虫病家兔肝脏纤

维化形成过程中Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ型胶原，以及纤维连接
蛋白、层黏蛋白等含量都明显增加，苦味酸天狼星

红染色显示的Ⅰ，Ⅲ胶原沉积变化最为明显，主要
位于肝窦区。但这种趋势在应用 ＰＧＥ１后得到有
效的阻遏，在 ＰＧＥ１干预下总量下降达 ６０％。

实验还显示 ＰＧＥ１对胶原沉积的抑制作用是
在多环节中发生，实验剂量的外源性 ＰＧＥ１能有
效地降低胶原成熟特异性相关分子伴侣 Ｇｒｐ７８／
ＢｉＰ基因表达，使血吸虫感染后兔肝 Ｇｒｐ７８／ＢｉＰｍ
ＲＮＡ水平显著下降（Ｐ＜０．０５）。胶原基因表达
产物经过翻译在内质网的核糖体内合成原胶原蛋

白，而后者的成熟、组装、折叠等生物过程都是在

热休 克 分 子 家 族 中 分 子 伴 侣 参 与 下 实 现 的。

ＰＧＥ１有效地抑制这种分子伴侣基因表达，进而可
以在蛋白成熟水平控制胶原生成［９］。当然，ＰＧＥ１
是一种用于临床的成熟的扩血管药物，这里证实

的对胶原基因表达和胶原纤维成熟等环节的抑制

作用，还可能与抑制炎症反应、抑制血小板凝集和

功能活化，阻断炎症因子和血小板衍化等生长因

子［１０］诱导的肝星状细胞（ＨＳＣｓ）活化有关。
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