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整合素αｖβ６在移植肝胆管纤维化中的作用

陈　耿１，程　龙２，张雷达１，王槐志１，张玉君１，别　平１　　（４０００３８重庆，第三军医大学西南医院全军肝胆外科研究所１；

６１００８３成都，成都军区总医院全军普通外科中心２）

　　［摘要］　目的　探讨整合素 αｖβ６在移植肝胆管纤维化中的作用，为探索新的移植物胆管病（ｇｒａｆｔｃｈｏｌａｎｇｉｏｐａｔｈｙ，
ＧＣ）防治策略提供理论基础。方法　 小鼠被随机分为假手术组、单纯移植组和药物干预组。假手术组不行肝移植，仅行
开关腹；单纯移植组和药物干预组均采用非动脉化的小鼠原位肝移植模型，供肝冷保存时间均为１２ｈ。术后按２、４、６周３个
时相点采集血液及组织标本。采用荧光实时定量ＰＣＲ法测定整合素αｖβ６及基质金属蛋白酶２（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ２，
ＭＭＰ２）、转化生长因子１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）、转化生长因子２（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ２，ＴＧＦβ２）
和Ⅰ型前胶原（ｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎα１）等纤维化相关基因的 ｍＲＮＡ表达，同时测定血清 ＡＬＴ、ＧＧＴ、ＡＬＰ以及肝组织羟脯氨酸
（Ｈｙｐ）的含量，并采用Ｍａｓｓｏｎ三色染色法评估肝内胆管的纤维化情况。计量资料多组均数间的比较采用双因素方差分
析，两总体均值的比较采用ｔ检验，相关性分析采用直线回归分析。结果　 严重的冷保存再灌注损伤（ｃｏｌｄｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ／
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＣＰＲＩ）合并动脉血供障碍可以迅速地诱发移植肝胆管纤维化。在术后第４、６周，整合素αｖβ６ｍＲＮＡ表达
分别上调至假手术组的１３．２、３２．５倍，肝组织Ｈｙｐ含量较假手术组分别上升８７．５％、１２４．４％。通过特异性抑制整合素αｖβ６
可以明显缓解移植肝胆管纤维化，同时在一定程度上改善肝功能。结论　 缺血再灌注损伤是造成移植肝胆管纤维化的重要
原因之一，整合素αｖβ６在这一过程中可能扮演着关键性的角色，针对整合素αｖβ６的干预策略可能为ＧＣ的治疗提供新的思路。
　　［关键词］　 整合素αｖβ６；肝移植；胆管纤维化
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ｆｅｒａｓｅ（ＧＧＴ），ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ（ＡＬＰ）ａｎｄｌｉｖｅｒｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ（Ｈｙｐ）ｃｏｎｔｅｎｔｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄ．Ｍａｓｓｏｎ
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ｌｉｖｅｒａｌｌｏｇｒａｆｔｉｎｔｈｅｍｉｃｅ．Ｄｕｒｉｎｇｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆｂｉｌｉａｒｙｆｉｂｒｏｓｉｓ，ｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｎｔｅｇｒｉｎαｖβ６
ｗａｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｏ１３．２ｆｏｌｄａｎｄ３２．５ｆｏｌｄｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｃｏｎｔｒｏｌｉｎ４ａｎｄ６ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，ｒｅｓｐｅｃ
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ｄｕｃｔｉｎｊｕｒｙａｆｔｅｒＯＬＴ．Ｉｎｔｅｇｒｉｎαｖβ６ｐｌａｙｓａｋｅｙｒｏｌｅｉｎｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆｂｉｌｅｄｕｃｔｉｎｊｕｒｙａｎｄｒｅｐａｉｒ，ｗｈｉｃｈ
ｍｉｇｈｔｂｅａｎｏｖｅｌｍａｒｋｅｒｏｆｂｉｌｉａｒｙｆｉｂｒｏｓｉｓａｎｄａｎａｔｔｒａｃｔｉｖｅｔａｒｇｅｔｆｏｒａｎｔｉｆｉｂｒｏｔｉｃｔｈｅｒａｐｉｅｓｉｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆ
ＧＣｆｏｌｌｏｗｉｎｇＯＬＴ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｉｎｔｅｇｒｉｎαｖβ６；ｌｉｖｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ；ｂｉｌｉａｒｙｆｉｂｒｏｓｉｓ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎ（３０９０１４６６），ｔｈｅＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（ＣＳＴＣ２００９ＢＢ５３３１）ａｎｄｔｈｅＩｎｎｏｖａｔｉｏｎ
ＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒＹｏｕｎｇＳｃｈｏｌａｒｓｏｆＴｈｉｒｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（２００９ＸＱＮ２２）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＣｈｅｎｇＧｅｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｃｈｅｎｇｅｎｇ＠ｍｅｄｍａｉｌ．ｃｏｍ．ｃｎ

　　移植物胆管病（ｇｒａｆｔｃｈｏｌａｎｇｉｏｐａｔｈｙ，ＧＣ）是肝移
植术后影响受者预后的主要因素之一，每年有８％ ～
２０％的肝移植受者因此移植物功能丧失或导致死亡。
一般认为冷保存再灌注损伤（ｃｏｌｄｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ／ｒｅｐｅｒｆｕ
ｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＣＰＲＩ）及胆管动脉血供障碍是诱发 ＧＣ最
主要的原因。ＧＣ本质上是胆管树在遭受损伤后异常
修复的结果，局灶或弥漫性的胆管树纤维化是其关键

步骤，也是胆管狭窄、扩张、毁损及管型结石形成的病

理基础［１－３］。新近梗阻性黄疸和硬化性胆管炎研究发

现：整合素 αｖβ６是胆管纤维化过程中的关键分
子［４－６］。本研究通过建立小鼠肝移植模型，观察经历

ＣＰＲＩ后移植肝中整合素αｖβ６与胆管纤维化进程的内
在联系，系统探讨整合素 αｖβ６在肝移植术后胆管纤
维化中的作用。

１　材料与方法

１．１　材料
　　６～７周龄雄性 ＦＶＢ／Ｎ小鼠，二级动物，体质量２５～３０ｇ，
购自北京维通利华实验动物技术有限公司，供受体体质量差异

≤１ｇ。小鼠饲养于恒温、清洁环境，喂饲标准饲料，维持１２ｈ
昼夜节律。遵守实验动物使用及管理原则。

　　整合素 αｖβ６特异性抑制剂 ＥＭＤ５２７０４０为 ＹｕｒｙＰｏｐｏｖ博
士赠予。小鼠β６整合素单克隆抗体购自 ＢｉｏｇｅｎＩｄｅｃ公司，抗
小鼠荧光抗体购自ＢＤ公司。胆管纤维化相关基因基质金属蛋
白酶２（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ２，ＭＭＰ２）、转化生长因子１
（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）、转化生长因子２（ｔｒａｎｓ
ｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ２，ＴＧＦβ２）和Ⅰ型前胶原（ｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎ
α１）引物及探针序列由上海吉凯基因化学有限公司设计合成。
Ｔｒｉｚｏｌ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＭＭＬＶ逆转录酶、ｄＮＴＰｓ、ＲＮＡ酶抑
制剂购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司，ＯｌｉｇｏｄＴ购自上海生工生物工程
公司，ＳＹＢＲＭａｓｔｅｒＭｉｘｔｕｒｅ购自美国 ＴａＫａＲａ公司。小鼠羟脯
氨酸（ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ，Ｈｙｐ）试剂盒购自日本和光纯药公司。
ＡＬＴ、ＧＧＴ及ＡＬＰ检测试剂盒购自上海复兴长征医学科技有限
公司。

１．２　动物分组与处理
　　小鼠按随机数字表法分为３组。假手术组（１５只）：不行
肝移植，仅行开关腹。术后按２、４、６周３个时相点分别处死小
鼠（每一时相点 ５只），留取血液及肝脏标本。单纯移植组
（１５只）：供肝获取后ＵＷ液４℃保存１２ｈ，按照已经建立的方
法［１］行不重建肝动脉血供的原位肝移植术，支架法重建胆总

管，术后时相点设置及标本采集同假手术组；药物干预组

（１５只）：同样接受原位肝移植术，供肝冷保存时间及手术方式
同单纯移植组，从术后第 １天开始每天腹腔内注射整合素
αｖβ６特异性抑制剂ＥＭＤ５２７０４０（６０ｍｇ／ｋｇ）１次［５－６］，术后时相

点设置及标本采集同假手术组。

１．３　检测指标与方法
１．３．１　实时定量 ＲＴＰＣＲ检测整合素 β６亚单位及胆管纤维
化相关基因的表达　　整合素αｖβ６是由αｖ和β６两个亚单位
按照１∶１的比例形成的异二聚体，而 αｖ亚单位还可以与 β１、
β３、β５和β８等亚单位形成二聚体，本研究通过测定β６亚单位
的ｍＲＮＡ表达来反映整个 αｖβ６二聚体的表达水平；测定胆管
纤维化相关基因ＭＭＰ２、ＴＧＦβ１、ＴＧＦβ２和ｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎα１。引
物及探针序列见表１。ｍＲＮＡ表达采用与假手术组表达量的比
值表示。

表１　实时定量ＲＴＰＣＲ的引物与探针序列

目标基因 类别 引物／探针序列（５′→３′）
β６ 上游引物 ＡＧＡＡＣＴＣＴＡＡＧＣＡＡ

ＴａｑＭａｎ探针 ＴＧＡＡＡＣＧＧＧＡＡＣＣＡＡＴＣＣＴＣＴＧＴ
下游引物 ＡＡＡＧＴＴＧＧＴＧＧＡＡＣＣＴＣＧ

ＴＧＦβ１ 上游引物 ＡＧＡＧＧＴＣＡＣＣＣＧＴＴＡＡ
ＴａｑＭａｎ探针 ＡＣＣＡＡＣＡＡＣＣＡＴＣＴＡＴＧＡＧＡＡＡＡＣＣＡ
下游引物 ＴＣＣＣＧＡＡＴＧＴＣＴＧＡＣＧＴＡＴＴＧＡ

ＴＧＦβ２ 上游引物 ＧＴＣＣＡＣＧＧＧＡＡ
ＴａｑＭａｎ探针 ＣＴＴＴＧＧＡＴＴＣＴＡＣＴＴＴＴＡＧＡＡＡＴ
下游引物 ＧＡＡＧＡＡＡＴＴＡＴＣＣＴ

ｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎα１ 上游引物 ＴＣＣＧＴＣＣＴＴＣＣＴＣＴＴＡ
ＴａｑＭａｎ探针 ＴＴＣＴＴＧＣＡＴＧＴＣＡＧＧＡＧＧＧ
下游引物 ＧＴＡＴＡＴＧＡＣＴＴＣＡＧＧＧＡＴＧＴ

１．３．２　荧光免疫组织化学检测整合素 αｖβ６表达　　将在速
冻状态下包埋的小鼠肝组织切成厚度约６μｍ的冰冻切片，入
丙酮固定１０ｍｉｎ。加入１∶５０稀释的 β６整合素单抗４℃孵育
１ｈ，然后加入１∶１００稀释的抗小鼠绿色荧光抗体，３７℃孵育
１ｈ。封片后，荧光显微镜观察结果并拍照。
１．３．３　肝组织Ｈｙｐ的含量的检测　　精确称取福尔马林固定
的小鼠肝组织０．５ｇ，经无水乙醇脱水和丙酮脱脂后，研成细粉
末，加入１６ｍＬ６ｍｏｌ／ＬＨＣｌ，置于温度为１２０℃烤箱中水解过
夜。肝组织水解液采用１５ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ中和酸，并调节 ｐＨ值
至６左右。最后加入０．０５ｍｏｌ／Ｌ氯胺Ｔ溶液氧化，冰浴冷却后
于５６０ｎｍ处测定吸光度值，与标准管比对计算即得Ｈｙｐ含量。
１．３．４　血清ＡＬＴ、ＧＧＴ和ＡＬＰ水平检测　　各时点处死动物
后采集静脉血，分离血清。按照试剂盒说明分别向样品管、校

准管和质控管中加入试剂及样品，混匀、３７℃水浴待其充分反
应后，波长４０５ｎｍ处连续监测各管吸光度值［Ｄ（４０５）］，根据
公式计算出样品浓度。

１．３．５　Ｍａｓｓｏｎ三色染色法检测胆管的组织形态［７］　　取小鼠
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肝组织标本，常规石蜡包埋切片。梯度脱蜡及水化，苏木精染

色５～１０ｍｉｎ，盐酸酒精分化。流水蓝化，蒸馏水冲洗。丽春红
酸性品红液染色５～８ｍｉｎ，蒸馏水冲洗，１％磷钼酸染色１～
３ｍｉｎ，苯胺蓝溶液中浸泡５ｍｉｎ，蒸馏水冲洗，烘干，二甲苯透
明、封片。采用Ｉｍａｇｅｐｒｏ软件测定胶原总面积，并计算所占视
野总面积的百分比。

１．４　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ１０．０统计软件，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，多组均
数间的比较采用双因素方差分析，两总体均值的比较采用 ｔ检
验，相关性分析采用直线回归分析。

２　结果

２．１　整合素 αｖβ６及相关基因的表达随着移植肝纤
维化的进展而显著上调

　　单纯移植组小鼠肝移植术后从第 ２周开始整合素 αｖβ６
ｍＲＮＡ表达量持续上调，在术后第２、４、６周与假手术组比较，
差异有统计学意义（ｔ＝５．２０８，６．３１１，８．６１０，Ｐ＜０．０５，图１），荧
光免疫组化提示整合素αｖβ６主要表达于增生的肝内胆管上皮
细胞（图２）。纤维化相关基因的 ｍＲＮＡ表达亦随着术后时间
的延长而逐渐上升，其中ＭＭＰ２和ＴＧＦβ１的表达量从术后第
４周开始出现显著上调，在术后第６周分别与假手术组比较，差
异有统计学意义（ｔ＝９．３１２，５．２０７，Ｐ＜０．０５）。ＴＧＦβ２的ｍＲＮＡ
表达量在术后第２、４、６周持续上升，与假手术组比较，差异有
统计学意义（ｔ＝３．９８３，７．１７４，６．０１０，Ｐ＜０．０５）。ｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎα１
ｍＲＮＡ的表达量在术后第４、６周分别与假手术组比较，差异有
统计学意义（ｔ＝４．７７４，５．９５１，Ｐ＜０．０５）。肝组织 Ｈｙｐ的含量

从术后第４周开始显著升高，术后第４、６周分别比假手术组上
升８７．５％、１２４．４％，两组比较，差异有统计学意义（ｔ＝３．２５２，
４．７８１，Ｐ＜０．０５）。见图１。
２．２　抑制整合素αｖβ６改善移植肝胆管纤维化程度
　　术后通过持续给予整合素αｖβ６特异性抑制剂ＥＭＤ５２７０４０，
整合素αｖβ６ｍＲＮＡ的表达显著下调，术后第６周药物干预组
整合素 αｖβ６ｍＲＮＡ表达水平仅为单纯移植组的 ３１．１％（图
１），两组比较，差异有统计学意义（ｔ＝－４．５２４，Ｐ＜０．０５），荧光
免疫组化的结果与此类似（图 ２）；纤维化相关基因 ＭＭＰ２、
ＴＧＦβ１、ＴＧＦβ２、ｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎα１的 ｍＲＮＡ表达量较单纯移植组
均有不同程度的下降，差异有统计学意义（ｔ＝－３．６２４，
－２．４１２，－５．２０８，ｔ＝－２．３８１，Ｐ＜０．０５）。肝组织 Ｈｙｐ含量亦
较单纯移植组下降了３１．４％，差异有统计学意义（ｔ＝－３．１８２，
Ｐ＜０．０５）。见图１。
　　Ｍａｓｓｏｎ染色显示：术后第６周，假手术组小鼠肝内胆管上
皮细胞形态正常，胆管周围仅可见极少量胶原沉积。单纯移植

组小鼠胆管增生明显，胆管周围大量胶原沉积，胆管上皮细胞

受损严重，细胞形态失去正常，大量中性粒细胞浸润。药物干

预组小鼠胆管增生依然比较明显，较多中性粒细胞浸润，胆管

上皮细胞可见点状及灶性坏死，但胆管周围胶原的沉积较单纯

移植组显著减少。胶原含量半定量分析的结果亦显示，术后第

６周，单纯移植组胶原含量急剧上升（０．３６±０．１１），与假手术
组（００９±００３）比较，差异具有统计学意义（ｔ＝６．８１２，Ｐ＜
００５）；而药物干预组的胶原含量（０．１９±０．０７）则较单纯移植
组出现了明显的下降，两组比较，差异具有统计学意义（ｔ＝
４１５４，Ｐ＜０．０５）。见图３。
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Ａ：实时定量 ＲＴＰＣＲ检测β６亚单位表达；Ｂ：实时定量 ＲＴＰＣＲ检测ＭＭＰ２ｍＲＮＡ表达 ；Ｃ：实时定量 ＲＴＰＣＲ检测ＴＧＦβ１ｍＲ
ＮＡ表达；Ｄ：实时定量 ＲＴＰＣＲ检测ＴＧＦβ２ｍＲＮＡ表达；Ｅ：实时定量 ＲＴＰＣＲ检测ｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎα１ｍＲＮＡ表达；Ｆ：ＥＬＩＳＡ法检测肝
组织中Ｈｙｐ的含量

ａ：Ｐ＜０．０５，与假手术组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与单纯移植组比较
图１　各组小鼠β６亚单位、胆管纤维化相关基因表达及肝组织Ｈｙｐ含量的变化
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Ａ：假手术组　小鼠肝内胆管未见明确整合素αｖβ６表达；Ｂ：单纯移植组　小鼠肝内小胆管显著增生，增生的胆管上皮细胞上可见

整合素αｖβ６高表达（↑示肝内胆管）；Ｃ：药物干预组　小鼠肝内胆管上皮细胞整合素αｖβ６的表达明显下调（↑示肝内胆管）

图２　各组小鼠术后第６周整合素αｖβ６的表达　（免疫荧光 ×４００）

!

" #

Ａ：假手术组；Ｂ：单纯移植组；Ｃ：药物干预组

图３　各组小鼠术后第６周肝内胆管的病理变化　（Ｍａｓｓｏｎ染色 ×２００）

２．３　抑制整合素αｖβ６改善部分肝功能
　　单纯移植组术后血清 ＡＬＴ水平显著升高，与假手术组比
较，差异有统计学意义（Ｆ＝７２．５，Ｐ＜００５）。药物干预组小鼠
第４、６周的血清ＡＬＴ水平较单纯移植组有所下降，但下降幅度
不大，与假手术组相比差异无统计学意义（Ｆ＝７２．５，Ｐ＞
００５）。反映胆管上皮细胞受损程度的血清 ＧＧＴ和 ＡＬＰ水平
下降非常显著。术后第４周和第６周 药物干预组的血清 ＧＧＴ
水平仅分别相当于单纯移植组的４８．９％和４５．４％（Ｆ＝１３．６，
６２９；Ｐ＜０．０５），血清 ＡＬＰ水平则分别较单纯移植组下降了
５０２％和４７．５％，两者比较，差异有统计学意义（Ｆ＝３８２６，
２９６５；Ｐ＜００５）。见表２。

表２　各组小鼠术后不同时间肝功能指标比较（Ｕ／Ｌ，ｎ＝１５，珋ｘ±ｓ）

ＡＬＴ ＧＧＴ ＡＬＰ
组别

４周 ６周 ４周 ６周 ４周 ６周
假手术组 ５３±１１ ４１±１４ １０±６　 ９±５　 ３４±１５ ４１±１７　

单纯移植组 １６８±２１ａ １７２±２７ａ ４８±１５ａ ６９±１８ａ ３０５±９６ａ ４５１±１２８ａ

药物干预组１３３±１５ １５８±１６ ２４±１０ｂ ３１±１０ｃ １５２±３５ｃ ２３７±６４ｃ

ａ：Ｐ＜０．０１，与假手术组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．０１，与单纯移植

组比较

３　讨论

　　ＧＣ是对作用于移植肝胆管树，以胆管上皮细胞为

首要攻击靶点的疾病的统称，是当前移植肝胆系并发

症的主要类型［１］。尤其是近年来边缘供体和无心跳

供体的使用，使得移植物胆管病的发生率显著上升，严

重影响肝移植受者长期生存及生活质量［２－３］。ＣＰＲＩ
及胆管血供障碍是最主要的病因，而局灶性或弥漫性

的胆管树纤维化正是 ＧＣ发展的关键步骤，也是胆管
狭窄的病理基础［５－７］。然而对于这一过程的具体分子

机制目前仍然知之甚少。

　　新近研究表明，整合素 αｖβ６在胆管纤维化的过
程中可能扮演着重要角色。整合素 αｖβ６属于糖蛋白
受体粘附分子家族，由 αｖ和 β６两个亚单位按１∶１比
例以非共价键聚合形成异二聚体。整合素 αｖβ６通常
表达于上皮组织，在绝大多数分化良好的组织内无法

检出，只有在胚胎发育、肿瘤发生和组织修复的过程中

才会表达［４］。一项来自 Ｍｄｒ２基因敲除小鼠（该小鼠
是经典的自发性胆管纤维化的动物模型）的研究发

现，整合素αｖβ６的表达随着胆管纤维化的发展而急
剧上调，而特异性抑制整合素 αｖβ６对胆管纤维化及
肝功能有明显的改善作用。来自梗阻性黄疸小鼠的研

究结果也与此类似［５－６］。Ｍｄｒ２基因敲除小鼠的胆管
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纤维化与疏水性胆盐（ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｂｉｌｅｓａｌｔｓ，ＨＢＳ）对
胆管树的损伤有密切关系，而早期研究已经证实移植

肝在术后也会产生富含 ＨＢＳ的“毒性胆汁”［８］。因此
整合素αｖβ６是否有可能也在移植肝的胆管纤维化中
扮演着某种角色呢？

　　早期有关移植肝胆管并发症的研究多采用重建肝
动脉血供的大鼠或小鼠肝移植模型。但我们发现，在

重建肝动脉血供的情况下，即使延长冷保存时间，血清

ＧＧＴ和ＡＬＰ浓度通常在术后２～３周可基本恢复至正
常水平，胆管系统也不会出现明显的纤维化改变。本

研究采用了不重建肝动脉血供的小鼠原位肝移植模

型，结果发现在供肝冷保存１２ｈ的情况下，随着术后
时间的推移，移植肝胆管损伤逐渐加重，表现为血清

ＧＧＴ和ＡＬＰ水平的进行性升高。在术后第２周即可
观察到小胆管大量增生，胆管周围胶原沉积，Ⅰ型前胶
原ｍＲＮＡ表达上调，提示胆管纤维化亦在进行性加
重。同时，移植肝纤维化相关基因 ＭＭＰ２、ＴＧＦβ１和
ＴＧＦβ２的表达亦全面上调，肝组织 Ｈｙｐ的含量也明
显增加，充分说明在 ＣＰＲＩ基础上的动脉血供缺乏是
导致移植肝胆管损伤及纤维化的重要原因，该模型是

研究ＧＣ的良好模型。
　　本研究注意到整合素 αｖβ６ｍＲＮＡ表达的上调非
常显著，从术后第２周开始表达量即上升至假手术组
的４．５倍，到术后第６周更是高达３２．５倍。这种变化
与来自梗阻性黄疸及 Ｍｄｒ２基因敲除小鼠的研究结果
基本一致。为了进一步明确整合素 αｖβ６在移植肝胆
管纤维化中的意义，我们给予受鼠整合素 αｖβ６特异
性抑制剂ＥＭＤ５２７０４０，结果发现整合素 αｖβ６表达下
降非常显著，在术后第６周甚至不到单纯移植组表达
水平的１／３。同时纤维化相关基因ｍＲＮＡ的表达有不
同程度的下调，肝组织 Ｈｙｐ水平也有所下降。病理结
果提示尽管小胆管增生和炎性细胞的浸润并无明确改

善，但胆管周围胶原的沉积确实明显减少。上述结果

有力地提示整合素αｖβ６在移植肝胆管纤维化过程中
可能扮演着一个关键性的角色，通过抑制其表达可以

有效地改善胆管损伤并延缓胆管纤维化的进展。

　　那么整合素αｖβ６是通过何种机制来调控胆管纤维
化呢？一般认为可能与 ＴＧＦβ１的活化有关。ＴＧＦβ１
是一种强大的致纤维化细胞因子，其可以通过多种途

径作用于胆管上皮细胞进而诱导胆管纤维化。正常分

泌的ＴＧＦβ１是一种不能结合受体的、无活性的“潜在
ＴＧＦβ”（ｌａｔｅｎｔＴＧＦβ），是由成熟的 ＴＧＦβ１二聚体、
两个潜在相关多肽（ＬＡＰ）和一个潜在 ＴＧＦβ结合蛋
白（ＬＴＢＰ）组成的非共价结合物。整合素 αｖβ６可以
通过 ＲＧＤ三肽序列与潜在 ＴＧＦβ复合体的 ＬＡＰ结
合，二者的相互作用能促进ＴＧＦβ复合体释放成熟的
ＴＧＦβ１而发挥其生物效应。这一机制也被称为“整
合素ＴＧＦβ轴”（ｉｎｔｅｇｒｉｎＴＧＦβａｘｉｓ），已被来自多种
动物模型的体内外研究证实［４－６］。

　　综上所述，本研究采用小鼠肝移植模型，发现术后
随着移植肝胆管纤维化程度的加重，整合素 αｖβ６的
表达显著上调。通过体内特异性抑制整合素 αｖβ６可
以明显缓解移植肝胆管纤维化，同时改善肝功能，提示

整合素αｖβ６在移植肝移植物胆管病的发病中可能扮
演着重要角色，可能作为一个潜在的靶点为移植物胆

管病的治疗提供新的思路。
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