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沉默ＣＴＧＦ对肝星状细胞凋亡及胞外基质表达的影响

蔡秀华１，董岸莺２，张荣华１，柏干苹１，蒋　毅１，陈雪猛１　　４０００３８重庆，陆军军医大学（第三军医大学）第一附属
医院中医与风湿免疫科１；８４１０００新疆 库尔勒，解放军９５１医院心肾呼吸科２

　　［摘要］　目的　观测沉默结缔组织生长因子（ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅｔｉｓｓｕｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＣＴＧＦ）基因对肝星状
细胞Ｔ６（ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌＴ６，ＨＳＣ＿Ｔ６）的生长与凋亡，以及增殖细胞核抗原（Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒ
ａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）、ＣＴＧＦ、整合素α５（ｉｎｔｅｇｒｉｎａｌｐｈａ５，Ｉｔｇα５）和Ⅰ型胶原（ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ，ＣｏｌⅠ）表达的影响。
方法　将ＣＴＧＦｓｈＲＮＡ病毒感染ＨＳＣ＿Ｔ６（实验组）。空病毒感染的 ＨＳＣ＿Ｔ６（空病毒组）或未感染的
ＨＳＣ＿Ｔ６（正常组）作对照。在显微镜下观测被感染 ＨＳＣ＿Ｔ６的生长与绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）的表达变化；采用 ＣＣＫ８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｋｉｔ８））比色检测被感染 ＨＳＣ＿Ｔ６的增殖情况；流式细
胞仪（ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ＦＣＭ）检测被感染ＨＳＣ＿Ｔ６的凋亡情况。定量ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及免疫荧光细胞化
学分别检测ＰＣＮＡ、ＣＴＧＦ、Ｉｔｇα５和ＣｏｌⅠ的表达变化。结果　在显微镜下观察到被感染的ＨＳＣ＿Ｔ６高表
达ＧＦＰ。ＣＣＫ８结果表明，与对照相比，沉默 ＣＴＧＦ基因的 ＨＳＣ＿Ｔ６生长显著受抑，７２ｈ开始其差异具
统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＦＣＭ检测结果显示，沉默ＣＴＧＦ基因可诱导ＨＳＣ＿Ｔ６凋亡。定量ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ及免疫荧光细胞化学结果证实，沉默 ＣＴＧＦ基因可在 ｍＲＮＡ及蛋白水平明显下调 ＨＳＣ＿Ｔ６的
ＰＣＮＡ、ＣＴＧＦ、Ｉｔｇα５与ＣｏｌⅠ的表达，与对照比较，差异均具统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　沉默 ＣＴＧＦ
基因可下调ＨＳＣ＿Ｔ６的ＰＣＮＡ、ＣＴＧＦ、Ｉｔｇα５及ＣｏｌⅠ的表达，抑制ＨＳＣ＿Ｔ６的生长，诱导ＨＳＣ＿Ｔ６凋亡，其
机制可能和ＨＳＣ＿Ｔ６的ＣＴＧＦ／Ｉｔｇα５信号通路受阻紧密相关。
　　［关键词］　结缔组织生长因子；肝星状细胞Ｔ６；整合素α５；Ⅰ型胶原；细胞凋亡
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ｔｈａｔｓｉｌｅｎｃｉｎｇＣＴＧＦｉｎｄｕｃｅｄｉｎｈｉｂｉｔｅｄｇｒｏｗｔｈｉｎｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓ，ｗｉｔｈｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｃｅ７２ｈ
ａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０５）．ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆＣＴＧＦｓｈＲＮＡｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｌｅｄｔｏｔｈｅ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＨＳＣ＿Ｔ６ｃｅｌｌｓ．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎｄｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙｃｏｎｆｉｒｍｅｄ
ｔｈａｔＣＴＧＦｓｈＲＮＡｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＣＮＡ，ＣＴＧＦ，Ｉｔｇα５ａｎｄＣｏｌⅠ，ｗｉｔｈ
ｎｏｔａｂｌｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｈｅｎｃｏｍｐａｒｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｏｎｔｒｏｌｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＳｉｌｅｎｃｉｎｇＣＴＧＦ
ｃａｎｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＴＧＦ，Ｉｔｇα５ａｎｄＣｏｌⅠ，ｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｇｒｏｗｔｈａｎｄｉｎｄｕｃｅｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆ
ＨＳＣ＿Ｔ６ｃｅｌｌｓ，ｗｈｉｃｈｍｉｇｈｔｂｅｃｌｏｓｅｌｙａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｉｔｓｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｆｏｒｔｈｅＣＴＧＦ／Ｉｔｇα５ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．
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ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＫｅｙＰｒｏｊｅｃｔｏｆＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｎｏｖａｔｉｏｎＰｒｏｇｒａｍ（ＳＷＨ２０１７ＪＣＺＤ５）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＺＨＡＮＧＲｏｎｇｈｕａ，
Ｅｍａｉｌ：ｚｈｒｈｌｇｇｇ＠１６３．ｃｏｍ

　　结缔组织在肝内异常持续增生将形成肝纤维化
（ｈｅｐａｔｉｃｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＨＦ）。在肝硬化与肝癌的病变过程
中，ＨＦ是不可或缺的病理基础。活化、增殖的肝星状
细胞（ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌ，ＨＳＣ）是ＨＦ发生与发展的中
心环节［１］。ＨＳＣ可过度合成与分泌多种细胞外基质
（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ），促使ＨＦ的形成，其中Ⅰ型
胶原（ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ，ＣｏｌⅠ）对 ＨＦ的形成发挥着重要
作用［２］。

　　结缔组织生长因子（ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅｔｉｓｓｕｅｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ，ＣＴＧＦ）是一种基质细胞蛋白，可通过各种整合
素亚型受体介导细胞基质相互作用，是组织重塑和纤
维化发展的关键环节［３］。整合素α５（ｉｎｔｅｇｒｉｎａｌｐｈａ５，
Ｉｔｇα５）是整合素亚型受体中的重要一员，是多器官纤
维化的中心介质［４］。多器官纤维化发展过程中，ＣＴＧＦ
与Ｉｔｇα５间存在相互调控作用［３－５］。多种纤维化组织

中，ＣＴＧＦ、Ｉｔｇα５表达升高，在 ＨＦ组织中，ＣＴＧＦ、Ｉｔｇα５
的表达升高更为明显［３］。多种因子，尤其 ＣＴＧＦ对 ＨＦ
的发生与发展起到了重要的调控作用［６－８］，因此，该调控

是否与ＣＴＧＦ／Ｉｔｇα５信号通路相关，尚需研究证实。
　　为进一步探讨 ＣＴＧＦ／Ｉｔｇα５信号通路与 ＨＦ的相
关性，本研究利用前期构建的携带 ＣＴＧＦ基因的
ＣＴＧＦｓｈＲＮＡ病毒［９］，感染肝星状细胞 Ｔ６（ｈｅｐａｔｉｃ
ｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌＴ６，ＨＳＣ＿Ｔ６），观察干扰 ＣＴＧＦ表达后，
ＨＳＣ＿Ｔ６的生长与凋亡情况，以及增殖细胞核抗原
（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）、ＣＴＧＦ、Ｉｔｇα５
和ＣｏｌⅠ的表达变化，以期揭示 ＣＴＧＦ在 ＨＦ的作用和
可能机制。

１　材料与方法

１．１　材料
　　ＨＳＣ＿Ｔ６株购于中国科学院昆明细胞库。定量
ＰＣＲ试剂盒购于中国大连宝生物公司；ＣＴＧＦ、Ｉｔｇα５、
ＰＣＮＡ与ＣｏｌⅠ抗体购于美国Ａｂｃａｍ公司；胎牛血清购
于美国Ｓｉｇｍａ公司；引物合成于中国上海捷瑞公司；

ＤＭＥＭ培养基购于美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司；ＰＶＤＦ膜购于
美国ＢｉｏＲａｄ公司；ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ细胞凋亡检测试剂盒
购于日本 Ｄｏｊｉｎｄｏ公司；基因转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ

２０００购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。
１．２　方法
１．２．１　ＨＳＣ＿Ｔ６的病毒感染、分组及其生长观测　　
ＨＳＣ＿Ｔ６的ＣＴＧＦｓｈＲＮＡ病毒感染、感染后ＨＳＣ＿Ｔ６的
生长观察与感染后ＨＳＣ＿Ｔ６的ＰＣＮＡ表达检测均参照
前期实验［９－１０］进行。携带ＣＴＧＦｓｈＲＮＡ的ｐＣＤＨ慢病
毒载体含ＥＦ１和ＣＭＶ７启动子，分别驱动绿色荧光蛋
白（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）与 ｓｈＲＮＡ的表达。
以ＣＴＧＦｓｈＲＮＡ病毒感染的 ＨＳＣ＿Ｔ６为实验组，空病
毒感染和未感染的ＨＳＣ＿Ｔ６分别为空病毒组和正常组。
１．２．２　过表达 ＣＴＧＦｓｈＲＮＡ的 ＨＳＣ＿Ｔ６增殖情况检
测　　分别收集经 ＣＴＧＦｓｈＲＮＡ病毒感染 ７２ｈ的各
组ＨＳＣ＿Ｔ６，制成单细胞悬液，接种于 ９６孔板（３×
１０３个／孔），每组ＨＳＣ＿Ｔ６设置 ４个复孔。继续培养
２４、４８、７２、９６ｈ，分别添加 ＣＣＫ８试剂（１０μＬ／孔），混
匀，继续培养３．５ｈ后，分别检测 ４５０ｎｍ波长处各孔
细胞的光密度值［Ｄ（４５０）］，以 Ｄ（４５０）为 Ｙ轴，培养
时间为Ｘ轴，分别绘制各组ＨＳＣ＿Ｔ６的增殖曲线。
１．２．３　过表达 ＣＴＧＦｓｈＲＮＡ的 ＨＳＣ＿Ｔ６凋亡检测　
　参照前期实验［１１］测试ＣＴＧＦｓｈＲＮＡ慢病毒对ＨＳＣ＿
Ｔ６凋亡的影响，具体如下。加病毒液７２ｈ后，分别收
集各组ＨＳＣ＿Ｔ６悬液１００μＬ（５万～１０万个细胞），添
加１９６μＬ的缓冲液及５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ液，混匀，
室温，避光孵育约 １３ｍｉｎ，离心约 ７ｍｉｎ（１０００

!

ｇ）。
各组ＨＳＣ＿Ｔ６添加１９６μＬ的缓冲液与ＰＩ液１１μＬ混
匀。流式细胞仪（ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ＦＣＭ）分析，测试各
组ＨＳＣ＿Ｔ６凋亡情况。
１．２．４　过表达 ＣＴＧＦｓｈＲＮＡ的 ＨＳＣ＿Ｔ６中相关基因
ｍＲＮＡ表达的定量 ＰＣＲ检测　　分别设计 ＣＴＧＦ、
Ｉｔｇα５与ＣｏｌⅠ基因的定量ＰＣＲ检测引物（表１），并予
以合成。以各组 ＨＳＣ＿Ｔ６总 ＲＮＡ为模板，定量 ＰＣＲ

８４１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



分别检测各组 ＨＳＣ＿Ｔ６的 ＣＴＧＦ、Ｉｔｇα５和 ＣｏｌⅠ的
ｍＲＮＡ表达变化，ＧＡＰＤＨ为内参照。以 ２的－△△Ｃｔ
次方（２－△△Ｃｔ）计算目的基因 ｍＲＮＡ的相对表达水平，
在计算过程中将正常组数据进行归 １，其他各组与其
相比后，绘制统计图。

表１　定量ＰＣＲ检测各基因的引物、Ｔｍ值及产物

基因 序列（３’５’） Ｔｍ／℃
产物大

小／ｂｐ
ＣＴＧＦ 上游：ＧＧＣＧＡＡＴＧＡＡＡＣＴＣＣＣＡＧＴＣ ５６．０２ ２００

下游：ＧＣＡＧＣＣＡＧＡＡＡＧＣＴＣＡＡＡＣＴ ５６．１２
Ｉｔｇα５ 上游：ＴＧＧＡＣＣＡＡＧＡＣＧＧＣＴＡＣＡＡＴ ５６．０３

下游：ＧＧＣＡＧＡＧＣＣＡＡＡＧＡＡＧＴＣＴＧ ５５．９３ １７３
ＣｏｌⅠ 上游：ＣＣＣＴＧＣＴＧＧＡＧＡＡＧＡＡＧＧＡＡ ５６．０１ １８７

下游：ＡＧＧＡＧＡＡＣＣＴＴＴＧＧＧＡＣＣＡＧ ５５．９１
ＧＡＰＤＨ 上游：ＴＣＡＡＧＡＡＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＣＡＧ ５９．０１ １１１

下游：ＡＧＧＴＧＧＡＡＧＡＡＴＧＧＧＡＧＴＴＧ ５８．９９

１．２．５　过表达 ＣＴＧＦｓｈＲＮＡ的 ＨＳＣ＿Ｔ６中相关蛋白
表达的Ｗｅｓｔｅｍｂｌｏｔ检测　　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ将各组
ＨＳＣ＿Ｔ６总蛋白转至 ＰＶＤＦ膜上，分别浸于 ＣＴＧＦ
（１∶７００）、Ｉｔｇα５（１∶６００）及 ＣｏｌⅠ一抗（１∶６５０）封闭液
中，５℃，孵育 ２４ｈ后，分别与相应二抗室温孵育约
３ｈ，再和化学发光底物结合约１３ｍｉｎ，ＧＡＰＤＨ为内参
照。采用图像分析软件 （ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ，Ｍｅｄｉａ
ＣｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓＩｎｃ，ＵＳＡ）对各组Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ条带进行光
密度值分析，以此计算蛋白的相对表达水平，在计算

过程中，将目标条带及相应内参的平均光密度值分

别进行比值计算，以正常组数据为基准 １，对各组数

据作归一化换算。

１．２．６　过表达 ＣＴＧＦｓｈＲＮＡ的 ＨＳＣ＿Ｔ６中 ＣＴＧＦ、
Ｉｔｇα５、ＣｏｌⅠ表达的免疫荧光细胞化学检测　　用含适
量病毒液的完全培养基爬片培养 ＨＳＣ＿Ｔ６（实验组）
４８～７２ｈ，收集、固定和抗原修复ＨＳＣ＿Ｔ６，分别于４℃
与ＣＴＧＦ（１∶３５０）、Ｉｔｇα５（１∶５００）及ＣｏｌⅠ一抗（１∶４５０）
过夜孵育，再分别同荧光标记的相应二抗，３７℃孵育
约３５ｍｉｎ。ＰＢＳ洗涤，封片，荧光显微镜分别观察和拍
照ＣＴＧＦ、Ｉｔｇα５及ＣｏｌⅠ蛋白的表达变化。空病毒组及
正常组 ＨＳＣ＿Ｔ６的处理方法与实验组相同。采用
ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ软件对各组 ＨＳＣ＿Ｔ６的荧光蛋白进行
灰度级分析，分别计算 ＣＴＧＦ、Ｉｔｇα５及 ＣｏｌⅠ免疫荧光
蛋白的相对表达水平。

１．３　统计学分析
　　数据用ＳＰＳＳ２２．０统计学软件进行独立样本 ｔ检
验，以确定组间差异，结果以 珋ｘ±ｓ表示，Ｐ＜０．０５为差异
有统计学意义。

２　结果

２．１　感染ＣＴＧＦｓｈＲＮＡ病毒的ＨＳＣ＿Ｔ６高表达ＧＦＰ
　　荧光显微镜观测可见，经 ＣＴＧＦｓｈＲＮＡ病毒感染
（图１Ａ）和空病毒感染（图 １Ｂ）的 ＨＳＣ＿Ｔ６，高表达
ＧＦＰ，未感染ＣＴＧＦｓｈＲＮＡ病毒的 ＨＳＣ＿Ｔ６（图 １Ｃ）不
表达 ＧＦＰ，其感染率达 ９０％以上。定量 ＰＣＲ检测显
示，被感染的ＨＳＣ＿Ｔ６与感染前比较，其 ＣＴＧＦ的表达
明显下调，差异有统计意义（Ｐ＜０．０５，图１Ｄ）。
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Ａ：ＣＴＧＦｓｈＲＮＡ病毒感染的ＨＳＣ＿Ｔ６；Ｂ：空病毒感染的ＨＳＣ＿Ｔ６；Ｃ：正常ＨＳＣ＿Ｔ６；Ｄ：ＣＴＧＦｍＲＮＡ的定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，
与正常组或空病毒组比较

图１　ＨＳＣ＿Ｔ６的ＣＴＧＦｓｈＲＮＡ病毒感染观察及其感染后ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达水平的定量ＰＣＲ检测

９４１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２）
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Ａ：空病毒感染的ＨＳＣ＿Ｔ６；Ｂ：正常ＨＳＣ＿Ｔ６；Ｃ：ＣＴＧＦｓｈＲＮＡ病毒感染的ＨＳＣ＿Ｔ６

图２　ＨＳＣ＿Ｔ６感染ＣＴＧＦｓｈＲＮＡ病毒后的形态观察
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＣＮＡ、ＣＴＧＦ蛋白表达　１：空病毒组；２：正常组；３：实验组；Ｂ：ＰＣＮＡ、ＣＴＧＦ蛋白表达的定量分析
ａ：Ｐ＜０．０５，与正常组或空病毒组比较

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＳＣ＿Ｔ６感染ＣＴＧＦ－ｓｈＲＮＡ病毒后的ＰＣＮＡ、ＣＴＧＦ蛋白表达

２．２　ＨＳＣ＿Ｔ６过表达 ＣＴＧＦｓｈＲＮＡ下调其 ＰＣＮＡ的
表达并抑制其生长

　　镜下可见，与空病毒感染 （图 ２Ａ）或未感染组
（图２Ｂ）的 ＨＳＣ＿Ｔ６相比，过表达 ＣＴＧＦｓｈＲＮＡ４８～
７２ｈ的ＨＳＣ＿Ｔ６，其胞体稍变圆、变小，表面见粗糙感
（图 ２Ｃ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测（图 ３Ａ）显示，过表达
ＣＴＧＦｓｈＲＮＡ能显著下调 ＨＳＣ＿Ｔ６的 ＰＣＮＡ与 ＣＴＧＦ
的表达，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图３Ｂ）。结果
提示，ＣＴＧＦｓｈＲＮＡ病毒可影响 ＨＳＣ＿Ｔ６的形态和
ＰＣＮＡ的表达。
２．３ＨＳＣ＿Ｔ６过表达ＣＴＧＦｓｈＲＮＡ抑制其增殖
　　ＣＣＫ８检测结果显示，ＨＳＣ＿Ｔ６过表达 ＣＴＧＦ
ｓｈＲＮＡ，其增殖慢于空病毒感染或未感染的 ＨＳＣ＿Ｔ６，
７２ｈ开始差异更为明显（Ｐ＜０．０５，图４）。
２．４　ＨＳＣ＿Ｔ６过表达 ＣＴＧＦｓｈＲＮＡ促进其凋亡率明

显增高

　　ＦＣＭ检测证实，与空病毒感染组或正常组 ＨＳＣ＿
Ｔ６比较，过表达 ＣＴＧＦｓｈＲＮＡ的 ＨＳＣ＿Ｔ６，其凋亡率
［（２８．８９±２．１９）％］明显增加（图５），差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０１）。结果提示，过表达ＣＴＧＦｓｈＲＮＡ可诱导
ＨＳＣ＿Ｔ６凋亡。

２．５　ＨＳＣ＿Ｔ６过表达 ＣＴＧＦｓｈＲＮＡ下调其 ＣＴＧＦ、
Ｉｔｇα５与ＣｏｌⅠ的表达

　　定量 ＰＣＲ（图６）、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（图７）及免疫荧光
细胞化学（图８）检测显示，过表达 ＣＴＧＦｓｈＲＮＡ能有
效下调ＨＳＣ＿Ｔ６的 ＣＴＧＦ、Ｉｔｇα５与 ＣｏｌⅠ表达，差异具
有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。结果提示，干扰 ＨＳＣ＿Ｔ６
的ＣＴＧＦ表达，调节其ＣＴＧＦ／Ｉｔｇα５信号通路及下调其
ＣｏｌⅠ可能是ＨＳＣ＿Ｔ６生长受抑的重要机制之一。
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与正常组或空病毒组比较
图４　ＣＣＫ８检测ＨＳＣ＿Ｔ６感染ＣＴＧＦｓｈＲＮＡ病毒后的

增殖情况

０５１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：空病毒组；Ｂ：正常组；Ｃ：实验组
图５　ＦＣＭ检测ＨＳＣ＿Ｔ６感染ＣＴＧＦｓｈＲＮＡ病毒后的凋亡变化
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ａ：Ｐ＜０．０５，与正常组或空病毒组比较
图６　定量ＰＣＲ检测ＨＳＣ＿Ｔ６感染ＣＴＧＦ－ｓｈＲＮＡ病毒后的ＣＴＧＦ（Ａ）、Ｉｔｇα５（Ｂ）和ＣｏｌⅠ（Ｃ）ｍＲＮＡ表达
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＣＴＧＦ、Ｉｔｇα５及ＣｏｌⅠ蛋白表达　１：空病毒组；２：正常组；３：实验组；Ｂ：ＣＴＧＦ、Ｉｔｇα５及 ＣｏｌⅠ蛋白表达
的定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与正常组或空病毒组比较

图７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＳＣ＿Ｔ６感染ＣＴＧＦｓｈＲＮＡ病毒后的ＣＴＧＦ、Ｉｔｇα５和ＣｏｌⅠ蛋白表达

３　讨论

　　肝内ＥＣＭ异常沉积，结缔组织过度增生，进而形
成 ＨＦ。ＨＦ是肝硬化与肝癌的共同病理过程［１２－１３］。

ＥＣＭ主要源于活化的 ＨＳＣ［１４］。在肝内，ＨＳＣ常处于
静息状态，数量较少，仅为肝细胞总数的５％～８％。肝
脏发生急、慢性损伤时，ＨＳＣ迅速活化、增殖，大量分
泌以ＣｏｌⅠ为主的ＥＣＭ，促进ＨＦ的形成与发展，ＣｏｌⅠ
为ＨＦ的主要ＥＣＭ之一。同时，肝脏功能与结构等发
生异变，最终出现肝衰竭、肝硬化及肝癌等病变［１５］。

ＨＦ的各种病因均以ＨＳＣ为靶向，推动ＨＦ进程。ＨＳＣ
是ＨＦ发生与发展的中心环节。
　　ＨＳＣ＿Ｔ６源于ＨＳＣ，是原代大鼠ＨＳＣ经ＳＶ４０Ｔ抗

原感染而成，能分泌 ＣｏｌⅠ等 ＥＣＭ，常用作 ＨＦ研究的
模型细胞［１６］。本研究结果显示，未经感染的ＨＳＣ＿Ｔ６，
较好表达ＣｏｌⅠ，与文献报道相一致。经 ＣＴＧＦｓｈＲＮＡ
病毒感染的 ＨＳＣ＿Ｔ６，其胞体稍变小、变圆，表面略见
粗糙，其ＣｏｌⅠ的表达在基因与蛋白水平明显下调。
　　ＰＣＮＡ的表达与细胞的生长、增殖紧密关联，其在
细胞内的变化情况可反映细胞生长、增殖的优、劣状

态。阻抑ＨＳＣ的活化、增殖，促使其凋亡，是防治 ＨＦ
的重要策略之一。本研究结果表明，未经感染或空病

毒感染的ＨＳＣ＿Ｔ６较好表达ＰＣＮＡ，经ＣＴＧＦｓｈＲＮＡ病
毒感染的ＨＳＣ＿Ｔ６，其 ＰＣＮＡ的表达明显下调，其凋亡
率亦显著增加。结果提示，沉默 ＣＴＧＦ可削弱 ＨＳＣ的
活化与生长，进而阻抑ＨＦ的发生与发展。

１５１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２）
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Ａ：免疫荧光细胞化学检测ＣＴＧＦ、Ｉｔｇα５及 ＣｏｌⅠ蛋白表达；Ｂ：ＣＴＧＦ、Ｉｔｇα５及ＣｏｌⅠ蛋白表达的定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与正
常组或空病毒组比较

图８　免疫荧光细胞化学检测ＨＳＣ＿Ｔ６感染ＣＴＧＦ－ｓｈＲＮＡ病毒后的ＣＴＧＦ、Ｉｔｇα５和ＣｏｌⅠ 蛋白表达

　　ＣＴＧＦ又名 ＣＣＮ２，属最早的 ＣＣＮ家族（Ｃｙｒ６１、
ＣＴＧＦ及ｎｏｖ）成员之一，含３４９个氨基酸残基，其半胱
氨酸含量丰富，是与纤维化密切关联的一种基质细胞

蛋白。Ｉｔｇα５是整合素受体中的重要一员，参与纤维蛋
白原纤维生成，促进成纤维细胞和ＥＣＭ相互作用［１７］。

在纤维化过程中，ＣＴＧＦ对Ｉｔｇα５的表达具正向调控作
用。用三苯氧胺诱导的ＣｒｅｌｏｘＰ系统缺失ＣＴＧＦ基因
外显子 ４，可下调 ３，５二乙氧羰基１，４二氢吡啶

（ＤＤＣ）诱导的肝损伤小鼠肝脏中整合素 αｖβ６的表
达。采用ＣＴＧＦ中和剂让 ＣＴＧＦ减少或缺乏也可下调
该肝损伤模型中整合素 αｖβ６的表达。本研究结果也
显示，沉默 ＣＴＧＦ的 ＨＳＣ＿Ｔ６也能下调其 Ｉｔｇα５的表
达，与文献报道相一致。同时，ＣＴＧＦ的表达也受Ｉｔｇα５
的正向调控。在气道纤维化中，Ｉｔｇα５能促使 ＣＴＧＦ上
调，Ｉｔｇα５抑制剂可下调 ＣＴＧＦ和 αＳＭＡ的表达。表
没食子儿茶素３没食子酸盐可通过抑制 αｖβ１、αｖβ３

２５１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



和αｖβ５整合素进而阻抑凝血酶诱导的人颊黏膜成纤
维细胞中ＣＣＮ２的合成［１８］。过表达ＣＴＧＦ的人脐静脉
内皮细胞的培养上清液可刺激成纤维细胞的应力纤维

的形成，该应力纤维的形成可被抗整合素 αＶβ３的功
能性阻断抗体所抑制［１９］。高机械应力可通过激活

ＣＣＮ２／整合素 α５β１信号传导诱导软骨细胞纤维化，
阻断ＣＣＮ２或整合素 α５β１的表达可延缓该纤维化进
程［５］。ＣＴＧＦ和整合素 αｖβ６的单抗独自使用均可缓
解临床患者的肺纤维化。可见 ＣＴＧＦ／Ｉｔｇα５信号通路
在纤维化形成中具有举足轻重的作用，ＣＴＧＦ、Ｉｔｇα５的
相互作用与纤维化的发生、发展及转归紧密相关，但该

通路如何影响ＨＦ的发生与发展，仍需进一步研究。
　　正常肝脏的 ＣＴＧＦ水平较低，在 ＨＦ和肝损伤动
物模型组织中显著升高［２０－２１］。ＨＦ发展过程中，ＣＴＧＦ
可由多种细胞产生，其中 ＨＳＣ对 ＣＴＧＦ的持续表达和
作用尤为重要，该过程主要由ＣＴＧＦ驱动，通过其直接
或间接与其他分子相互作用，促进ＨＳＣ的活化、增殖、
存活、迁移、黏附和 ＥＣＭ的沉积，从而促进 ＨＦ的形
成［２２－２３］。肝损伤及 ＨＦ发生、发展时 Ｉｔｇα５也明显高
表达，此时，也应该存在 ＣＴＧＦ和 Ｉｔｇα５的直接或间接
的相互作用，可以推测，ＣＴＧＦ、Ｉｔｇα５间的相互作用将
进一步加剧ＨＳＣ的活化、增殖与ＥＣＭ的分泌与沉积，
导致 ＨＦ的最终形成。因此，如何通过干预 ＣＴＧＦ、
Ｉｔｇα５间的相互作用以影响 ＨＳＣ的生物学行为，尤其
通过沉默 ＣＴＧＦ分子，调控 ＣＴＧＦ／Ｉｔｇα５信号通路，能
否有效抑制或阻断 ＨＦ尚不清楚。本研究结果证实，
沉默ＣＴＧＦ的ＨＳＣ＿Ｔ６，其ＣＴＧＦ、Ｉｔｇα５及ＣｏｌⅠ在基因
与蛋白水平的表达均显著下调，其生长明显受抑，凋亡

率明显增加。这些结果提示，沉默 ＣＴＧＦ，干预 ＣＴＧＦ／
Ｉｔｇα５信号通路，可调控ＨＳＣ的生物学行为，进而阻抑
ＨＦ的发生与发展。
　　综上所述，干扰 ＣＴＧＦ的表达，影响 ＣＴＧＦ／Ｉｔｇα５
信号通路的调控，可削弱 ＨＳＣ活化与增殖，诱导其凋
亡，降低其ＥＣＭ分泌，进而阻抑 ＨＦ的形成。本研究
仅在细胞水平予以初步探讨，其动物实验和临床效果

是否与此一致，尚需下一步研究证实。
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