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　　【摘要】　目的　研究内质网应激（ＥＲＳ）调节急性肝衰竭（ＡＬＦ）大鼠肝星状细胞肝细胞生长因子（ＨＧＦ）表达的作用机

制。方法　６０只清洁级ＳＤ大鼠作为实验动物，采用随机数字表法将６０只大鼠分为Ａ、Ｂ、Ｃ三组，每组２０只。三组大鼠

均利用Ｄ氨基半乳糖（ＤＧａＩＮ）与脂多糖（ＬＰＳ）构建ＡＬＦ大鼠模型。Ａ、Ｃ两组大鼠在建模术后１ｈ给予０．６ｍＬ／ｋｇ衣霉

素干预，Ｃ组大鼠在完成上述操作后再腹腔注射４苯基丁酸钠（４ＰＢＡ）５００ｍｇ／ｋｇ。Ｂ组大鼠为阴性对照组，未行特殊干

预。在ＡＬＦ建模术后０ｈ（犜１）、２ｈ（犜２）、８ｈ（犜３）及１２ｈ（犜４）时，每组分别处死５只大鼠，留取血清和肝组织标本，检测大

鼠血清ＨＧＦ水平，采用荧光定量聚合酶链式反应（ＲＴＰＣＲ）检测三组大鼠肝组织ＨＧＦｍＲＮＡ的相对表达量。结果　Ａ

组犜２、犜３及犜４时血清 ＨＧＦ分别为（６３．９±７．０）ｎｇ／ｍＬ、（５４．８±９．５）ｎｇ／ｍＬ及（４２．０±６．７）ｎｇ／ｍＬ，显著低于Ｂ组

［（８２．３±１０．６）ｎｇ／ｍＬ、（７８．６±８．３）ｎｇ／ｍＬ及（７６．２±９．０）ｎｇ／ｍＬ，犘＜０．０５］和Ｃ组［（７４．７±８．３）ｎｇ／ｍＬ、（７０．４±１０．２）

ｎｇ／ｍＬ及（６７．８±７．７）ｎｇ／ｍＬ，犘＜０．０５］。Ｂ组和Ｃ组犜２、犜３及犜４时血清ＨＧＦ水平差异有统计学意义（犘＜０．０５）。Ａ

组犜２、犜３及犜４时肝组织ＨＧＦｍＲＮＡ相对表达量为２．９±０．５、２．５±０．８及１．７±０．４，显著低于Ｂ组（４．６±０．７、４．７±

０．９及４．４±０．７，犘＜０．０５）和Ｃ组（３．８±０．６、３．５±０．７及３．１±０．８，犘＜０．０５）。Ｂ组和Ｃ组犜２、犜３及犜４时肝组织ＨＧＦ

ｍＲＮＡ相对表达量差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　ＥＲＳ对ＡＬＦ大鼠肝星状细胞ＨＧＦ表达具有调节作用，进而参

与ＡＬＦ病理进程。

【关键词】　内质网应激；急性肝衰竭；肝星状细胞；ＨＧＦ
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ｓｅｒｕｍＨＧＦｌｅｖｅｌｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐＢａｎｄｇｒｏｕｐＣａｔ犜２，犜３ａｎｄ犜４（犘＜０．０５）．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＧＦｍＲＮＡｉｎ犜２，

·８３５·



肝脏２０２１年５月第２６卷第５期

犜３ａｎｄ犜４ｏｆｇｒｏｕｐＡｗｅｒｅ（２．９±０．５），（２．５±０．８）ａｎｄ（１．７±０．４），ｗｈｉｃｈｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｏｆｇｒｏｕｐＢ

［（４．６±０．７），（４．７±０．９）ａｎｄ（４．４±０．７），犘＜０．０５］ａｎｄｇｒｏｕｐＣ［（３．８±０．６），（３．５±０．７）ａｎｄ（３．１±０．８），犘＜０．０５］．
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犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　Ｔｈｅｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ（ＥＲＳ）ｃａｎｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＧＦｉｎｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｓｏｆＡＬＦｒａｔ

ａｎｄｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｉｎｔｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓｏｆＡＬＦ．

【犓犲狔狑狅狉犱狊】　Ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ；Ａｃｕｔｅｌｉｖｅｒｆａｉｌｕｒｅ；Ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｓ；ＨＧＦ

　　肝细胞内存在大量内质网，内质网应激（ＥＲＳ）参

与急性肝衰竭（ＡＬＦ）的发生发展
［１３］。肝细胞生长因

子（ＨＧＦ）对ＡＬＦ发生后肝脏组织细胞的修复再生具

有重要意义［４］。有研究认为ＥＲＳ可能通过影响ＨＧＦ

延缓ＡＬＦ，但尚缺乏足够证据
［５］，目前临床有关ＡＬＦ

患者ＥＲＳ与肝星状细胞ＨＧＦ关系的报道也较为罕

见。本研究通过大鼠模型基础实验，探讨ＥＲＳ与

ＨＧＦ的关系及其相互作用的具体机制。

资料与方法

一、实验试剂

ＳＤ大鼠鼠龄３～４ｗ，体质量为１８０～２４０ｇ。脂

多糖（ＬＰＳ，货号 ＳｉｇｍａＬ２８８０）和衣霉素 （货号

ＭＳ００１３１ＭＧ）均由上海懋康生物科技有限公司提供。

Ｄ氨基半乳糖（ＤＧａＩＮ）由湖北赛搏医药化学品有限

公司提供，４苯基丁酸钠（４ＰＢＡ）由美国Ｓｉｇｍａ公司

提供。

二、ＡＬＦ建模

常规喂养ＳＤ大鼠１ｗ。完成后将６０只大鼠随机

分为Ａ、Ｂ、Ｃ三组，每组２０只。先通过腹腔注射给予

Ｄ氨基半乳糖４００ｍｇ／ｋｇ、脂多糖２０μｇ／ｋｇ。在注射

完成１ｈ后给予Ａ、Ｃ组大鼠０．６ｍＬ／ｋｇ衣霉素，Ｃ组

在完成上述操作后再注射４ＰＢＡ５００ｍｇ／ｋｇ。在注

射脂多糖后０ｈ（犜１）、２ｈ（犜２）、８ｈ（犜３）和１２ｈ（犜４）

时，各组分别处死５只动物，留取尾静脉血，离心取上

清，备用。

三、检测方法

采用ＥＬＩＳＡ法检测血清ＨＧＦ，试剂盒由南京卡

米洛生物工程有限公司提供；检测肝组织 ＨＧＦ

ｍＲＮＡ（武汉优博生物技术有限公司）。引物设计见

表１。

表１　引物序列

ＨＧＦ上游引物 ５′ＣＴＣＡＧＴＧＴＴＣＡＧＡＡＧＴＴＧＡＡＴＧＣＡＴ３′

ＨＧＦ下游引物 ５′ＣＧＧＴＧＴＧＧＴＧＴＣＴＧＣＴＧＡＴＣ３′

四、ＲＮＡ慢性病毒载体构建

设计并合成ｅＩＦ２αｓｈＲＮＡ，另以ＮＣｓｈＲＮＡ为

阴性对照，序列分别为５′ＧＴＡＣＡＡＧＡＧＡＣＣＴＧ

ＧＡＴＡＴ３′和５′ＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴ３′。

两组分别记为ｅＩＦ２α敲除组和阴性对照组。采用

ＧＶ２４８载体，依次进行连接、转化、鉴定及共转染处

理，完成后８ｈ替换为完全培养基，常规条件下继续培

养２ｄ，收集上清液，进行浓缩处理后，再行滴度检验。

在病毒感染３ｄ后收集细胞，提取蛋白，行荧光定量聚

合酶链式反应检查，收集结果。

五、统计学分析

应用ＩＢＭＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ２４．０软件行统计学分

析，对偏态分布的计量资料以［犕（犘２５，犘７５）］表示，采

用ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ犝检验；对正态分布的计量资料以

（珔狓±狊）表示，采用独立狋检验。计数资料的比较采用

χ
２检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果

一、各组ＨＧＦ表达

在犜１时，三组ＨＧＦ表达比较，差异无统计学意

义（犘＞０．０５）；在犜２、犜３和犜４时，Ａ组血清ＨＧＦ水

平显著低于Ｂ组和Ｃ组，而Ｃ组显著低于Ｂ组，差异

均有统计学意义（犘＜０．０５）。见表２。

二、三组ＨＧＦｍＲＮＡ相对表达量比较

在犜１时，三组ＳＤ大鼠ＨＧＦｍＲＮＡ相对表达量

差异无统计学意义（犘＞０．０５）；在犜２、犜３及犜４时，三

组ＨＧＦｍＲＮＡ相对表达量水平差异有统计学意义

（犘＜０．０５）。在犜２、犜３及犜４时，Ａ组ＳＤ大鼠ＨＧＦ

ｍＲＮＡ显著低于Ｂ、Ｃ两组，Ｃ组显著低于Ｂ组，差异

均有统计学意义（犘＜０．０５），见表３。

三、ｅＩＦ２α敲除组和阴性对照组 ＨＧＦｍＲＮＡ相

对表达量比较

ＥＲＳ时，ｅＩＦ２α敲除组为０．４±０．２，显著低于对

照组（１．６±０．３，狋＝７．４４２，犘＝０．０００）。

·９３５·
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ＣｈｉｎｅｓｅＨｅｐａｔｏｌｏｇｙ，Ｍａｙ２０２１，Ｖｏｌ．２６，Ｎｏ．５

表２　各组ＨＧＦ表达（ｎｇ／ｍＬ）

组别 例数 犜１ 犜２ 犜３ 犜４

Ａ组 ５ ７８．３±１０．２ ６３．９±７．０ ５４．８±９．５ ４２．０±６．７

Ｂ组 ５ ８０．４±９．６ ８２．３±１０．６① ７８．６±８．３① ７６．２±９．０①

Ｃ组 ５ ８１．１±１１．９ ７４．７±８．３①② ７０．４±１０．２①② ６７．８±７．７①②

犉值 ０．０９４ ５．５７０ ８．３３１ ２５．７３０

犘值 ０．９１１ ０．０１９ ０．００５ ０．０００

　　与Ａ组比，①犘＜０．０５；与Ｂ组比，②犘＜０．０５

表３　ＨＧＦｍＲＮＡ相对表达量

组别 例数 犜１ 犜２ 犜３ 犜４

Ａ组 ５ ４．５±０．７ ２．９±０．５ ２．５±０．８ １．７±０．４

Ｂ组 ５ ４．９±０．８ ４．６±０．７① ４．７±０．９① ４．４±０．７①

Ｃ组 ５ ５．１±０．７ ３．８±０．６①② ３．５±０．７①② ３．１±０．８①②

犉值 ０．８６４ ９．８６４ ９．３８１ ２１．２０２

犘值 ０．４４６ ０．００３ ０．００４ ０．０００

　　与Ａ组比较，①犘＜０．０５；与Ｂ组比较，②犘＜０．０５

讨　　论

ＨＧＦ作为肝组织再生调节因子，能加快组织增

殖，促进血管生成，已被临床认可［６］。Ｈａｒｄｅｓｔｙ等
［７］

认为ＨＧＦ可刺激肝ＤＮＡ合成。Ｌｉｕ等
［８］基础实验

也证实转染ＨＧＦ基因后的肝硬化小鼠肝功能获得改

善，ＡＬＦ发生率显著降低。Ｈｏｌｍａｎ等
［９］研究还显示

外源性ＨＧＦ补充疗法可减轻ＡＬＦ局部炎症，抑制肝

病变进展。而与外源性补充ＨＧＦ相比，通过转染增

强ＨＧＦ自分泌能力对促进肝细胞再生可能效果更

好。尤其对于ＡＬＦ患者，可能更有助于保护肝功能，

降低病死率，改善预后。

既往报道证实ｃＭｅｔ受体可通过与ＨＧＦβ链内

丝氨酸蛋白酶样结构结合，进而激活蛋白酪氨酸激

酶，最终将信号传至细胞核内，从而促进细胞增殖作

用［１０］。内质网是具有膜蛋白合成、加工、折叠作用的

膜结合细胞器。而ＥＲＳ多发生于氧化应激、病毒感染

等刺激后［１１］。阿依西布·萨吾提等［１２］报道发现ＥＲＳ

发生后对ｃＭｅｔ受体具有抑制作用。而４ＰＡＢ是目

前临床广泛使用的ＥＲＳ抑制剂
［１３］。因而，本研究采

用ＡＬＦ大鼠模型，给予Ａ、Ｃ两组衣霉素干预，诱导

ＥＲＳ发生，并给予Ｃ组ＥＲＳ抑制剂４ＰＡＢ作为对照

观察，结果显示Ａ、Ｃ两组犜２、犜３及犜４时ＨＧＦ低于

Ｂ组，而Ａ组血清ＨＧＦ和ＨＧＦｍＲＮＡ相对表达量

低于Ｃ组，提示ＥＲＳ抑制剂干预有助于抑制ＨＧＦ的

下降趋势。因而，ＥＲＳ对肝星状细胞ＨＧＦ具有调控

作用，进而参与病理进程。

ｅＩＦ２α是由端结构域、螺旋结构域及αβ结构域组

成的翻译起始因子，在蛋白激酶样内质网激酶通路发

挥生物学作用中起关键作用［１４］。研究还发现ｅＩＦ２α

磷酸化过程可激活转录因子４和未折叠蛋白反应相

关基因转录，降低内质网内未折叠蛋白堆积，进而改

善细胞内环境［１５］。因此，ｅＩＦ２α也被认为是ＥＲＳ的标

记。本研究也显示三组ｅＩＦ２α蛋白相对表达量在犜２、

犜３及犜４各时点表达水平存在显著差异，说明ｅＩＦ２α

可能与ＥＲＳ调控ＨＧＦ过程有关。为此，本研究采用

对照实验方法，通过重组慢病毒转染细胞，构建敲除

ｅＩＦ２αｍＲＮＡ后的肝星状细胞，通过ＲＴＰＣＲ检查结

果显示两组ＨＧＦｍＲＮＡ水平差异显著，说明ＥＲＳ可

能通过影响ｅＩＦ２α表达调控ＨＧＦ水平，这可为今后

ＡＬＦ治疗提供新的靶向研究方向。

综上，ＥＲＳ可通过影响ＨＧＦ表达，参与ＡＬＦ病

理进程。
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险因素Ｌｏｇｉｓｔｉｃ分析．中国老年学杂志，２０１６，３６：１６５３１６５４．

［９］　ＮｉｌｓｓｏｎＥ，ＡｎｄｅｒｓｏｎＨ，ＳａｒｇｅｎｔｉＫ，ｅｔａｌ．Ｒｉｓｋａｎｄｏｕｔｃｏｍｅｏｆ

ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｉｎｌｉｖｅｒｃｉｒｒｈｏｓｉｓｉｎＳｏｕｔｈｅｒｎＳｗｅｄｅｎ：ａ

ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｂａｓｅｄｓｔｕｄｙ．ＳｃａｎｄＪＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ，２０１９，５４：１０２７

１０３２．

［１０］　朱海涛，孙诚谊．肝硬化对乙肝相关性肝癌根治术预后的影响．中

国现代医学杂志，２０１８，２８：５７６０．

［１１］　古川，宋美怡，孙文静，等．２０１６年肝硬化领域基础与临床研究进

展．中华肝脏病杂志，２０１７，２５：５８．

［１２］　ＫｏｚａｋａＫ，ＫｏｂａｙａｓｈｉＳ，Ｙｏｎｅｄａ Ｎ，ｅｔａｌ．Ｄｏｕｇｈｎｕｔｌｉｋｅ

ｈｙｐｅｒｉｎｔｅｎｓｅｎｏｄｕｌｅｓｏｎｈｅｐａｔｏｂｉｌｉａｒｙｐｈａｓｅｗｉｔｈｏｕｔａｒｔｅｒｉａｌ

ｐｈａｓｅ ｈｙｐｅｒｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ｉｎ ｃｉｒｒｈｏｔｉｃ ｌｉｖｅｒ：ｉｍａｇｉｎｇ ａｎｄ

ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓ．ＥｕｒＲａｄｉｏｌ，２０１９，２９：６４８９６４９８．

［１３］　韩志钧，马金彤，韩柠泽．门静脉充血指数和血流量与肝储备功

能的相关性分析．中国超声医学杂志，２０１９，３５：５１１５１３．

［１４］　ＧｒｏａｒｋｅＪＤ．Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒｖｕｌｎｅｒａｂｉｌｉｔｙｏｆｃｈｉｌｄｈｏｏｄｃａｎｃｅｒ

ｓｕｒｖｉｖｏｒｓ：ｔｉｍｅｔｏ ｐｒｏｇｒｅｓｓｆｒｏｍ ｒｉｓｋ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｔｏｒｉｓｋ

ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ．ＥｕｒＨｅａｒｔＪ，２０１８，３９：１５６３１５６６．

［１５］　张振，王孟龙，张海涛，等．肝硬化门静脉高压患者脾切除断流

术后早期门静脉血栓形成的因素及预防性活血、抗凝、祛聚治疗

的效果．肝脏，２０１９，２４：２４２７，８９．

［１６］　任莎莎，简文，刘自明．系统免疫炎症指数和骨骼肌质量指数与

肝硬化合并肝癌患者术后预后的关系．现代肿瘤医学，２０２０，

２９２：８５８９．
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