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Ｓ１００Ａ６对小鼠原代肝星状细胞活化影响的研究
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　　［摘要］　目的　观察Ｓ１００Ａ６在肝组织中的表达并研究其在肝星状细胞活化中的作用。方法　１２只
Ｃ５７ＢＬ／６小鼠分为正常组及肝纤维化模型组，肝纤维化模型组以四氯化碳（ＣＣｌ４）喂养６周复制肝纤维
化模型，取肝脏行Ｍａｓｓｏｎ染色评估纤维化程度，并采用免疫组化检测 Ｓ１００Ａ６在肝组织中的表达，ＲＴ
ｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｓ１００Ａ６在肝组织中的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平；提取 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠原代肝星
状细胞（ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｓ，ＨＳＣｓ）行体外培养，观察其在静止期和活化期的形态变化，以 ＲＴｑＰＣＲ和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同培养时间点Ｓ１００Ａ６ｍＲＮＡ及蛋白表达；采用 ｓｉＲＮＡ干扰原代 ＨＳＣｓＳ１００Ａ６后以
ＲＴｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｓ１００Ａ６、Ⅰ型胶原和 αＳＭＡｍＲＮＡ和蛋白表达。结果　在 ＣＣｌ４诱导的
小鼠肝纤维化组织中，Ｍａｓｓｏｎ染色可观察其纤维化，而免疫组化亦可见Ｓ１００Ａ６明显表达于肝纤维化组
肝脏组织相应纤维索条区域，ＲＴｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示肝纤维化组较正常对照组 Ｓ１００Ａ６
ｍＲＮＡ和蛋白表达显著升高（Ｐ＜０．０５）。体外培养原代 ＨＳＣｓ过程中，ＨＳＣｓ可自然活化，且随 ＨＳＣｓ活
化时间延长，Ｓ１００Ａ６ｍＲＮＡ和蛋白的表达逐渐增加（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜０．００１）；干扰 Ｓ１００Ａ６合成后
Ｓ１００Ａ６、Ⅰ型胶原、αＳＭＡｍＲＮＡ和蛋白表达均受到不同程度抑制（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜０．００１）。结论　
Ｓ１００Ａ６在肝纤维化组织和活化ＨＳＣｓ中特异性表达，是一个重要的调控ＨＳＣｓ活化的蛋白，并在肝纤维
化的形成机制中发挥一定的作用。
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　　肝硬化仍是我国发病率较高且严重影响患者生活
的肝脏疾病［１］，弥漫性肝纤维化伴假小叶形成是其重

要病理特点［２］，肝星状细胞（ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｓ，
ＨＳＣｓ）的活化是肝纤维化形成机制中的关键环节，抑
制ＨＳＣｓ的活化可阻断甚至逆转肝纤维化［２－３］。ＨＳＣｓ
活化是指其从静止状态向增殖、可收缩、表达 α平滑
肌肌动蛋白（αｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，αＳＭＡ）、分泌胶原
蛋白和多种细胞因子的成纤维细胞分化的过程［４］。

Ｓ１００钙结合蛋白Ａ６（Ｓ１００ｃａｌｃｉｕｍｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎＡ６，
Ｓ１００Ａ６）是一种钙周期蛋白，为 Ｓ１００家族中的一员，
在细胞分化、增殖、迁移、凋亡等过程中发挥重要作

用［５］。针对 ＨＳＣｓ的单细胞测序发现在肝脏组织内
Ｓ１００Ａ６是ＨＳＣｓ活化成为肌成纤维细胞后特异性高
表达蛋白［６］。另有研究利用重组人 Ｓ１００Ａ６干预小鼠
原代 ＨＳＣｓ可诱导 ＨＳＣｓ细胞周期从 Ｓ期过渡到 Ｇ２
期，促进其增殖，而以高级糖基化终产物可溶性受体

（ｓｏｌｕｂｌｅｒｅｃｅｐｔｏｒｆｏｒａｄｖａｎｃｅｄｇｌｙｃａｔｉｏｎｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓ，
ｓＲＡＧＥ）竞争抑制 Ｓ１００／ＲＡＧＥ信号通路可以减轻四
氯化碳（ＣＣｌ４）诱导的小鼠肝纤维化

［７］，虽然这些研究

证实了 Ｓ１００Ａ６与 ＨＳＣｓ以及肝纤维化的关系，但
Ｓ１００Ａ６除了影响ＨＳＣｓ增殖，是否还影响其功能尚少
见报道。本研究拟通过观察ｓｉＲＮＡ干扰ＨＳＣｓＳ１００Ａ６
ｍＲＮＡ合成后 ＨＳＣｓ活化相关蛋白表达，进而探讨
Ｓ１００Ａ６对ＨＳＣｓ功能的影响，证实 Ｓ１００Ａ６是一个调
控ＨＳＣｓ活化的重要蛋白。

１　材料与方法

１．１　实验动物及主要试剂
１．１．１　实验动物以及处理　　６～８周龄的 ＳＰＦ级
Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠１２只从重庆医科大学实验动物中
心购买。适应性饲养１周后，将小鼠分为对照组与纤
维化组，每组６只。纤维化组经腹腔注射橄榄油稀释
溶解的１０％ＣＣｌ４诱导小鼠慢性肝损伤构建肝纤维化
模型，注射剂量为５μＬ／ｇ，每３天注射１次，对照组同
步腹腔注射等量纯橄榄油，造模时间为６周。造模结
束后，称体质量并收集肝脏标本，对肝组织采用

Ｍａｓｓｏｎ染色和免疫组织化学染色。本研究经重庆医
科大学第一附属医院动物使用与伦理委员会

（２０２００３２５）评审通过。
１．１．２　主要试剂　　细胞培养基 ＤＭＥＭ、青霉素链
霉素 双 抗 购 自 美 国 Ｇｉｂｉｃｏ公 司 （８１２０３６５和
２２５７２０５）；胎牛血清购自杭州四季青公司；ＤＮＡ酶、胶
原酶Ⅳ和链蛋白酶均购自北京索莱宝科技有限公司
（８２６Ａ０３７，１２１２Ｎ０４１和 ２２３Ｐ０２２）；Ｍａｓｓｏｎ染色试剂
盒（Ｇ１３４０），即用型 ＳＡＢＣ兔试剂盒（ＳＡ１０２２）和即用
型ＳＡＢＣ小鼠试剂盒（ＳＡ１０２１）购自武汉博士德生物
工程有限公司；Ｓ１００Ａ６抗体和 αＳＭＡ抗体购自美国
Ａｂｃａｍ公司（ａｂ１８１９７５和 ａｂ５６９４）Ⅰ型胶原抗体购自
美国Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司（１４６９５１ＡＰ），ＧＡＰＤＨ抗体购自
武汉博士德公司（ＢＭ１６２３）；Ｓ１００Ａ６ｓｉＲＮＡ购自上海
吉玛制药技术有限公司，ＲＮＡ提取试剂盒购自无锡百
泰克生物科技有限公司（ＲＰ１２０２），逆转录试剂盒和
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ试剂盒均购自 ＴａＫａＲａ公司（ＲＲ０４７Ａ
和ＲＲ０６６Ａ）。
１．２　实验方法
１．２．１　细胞提取及培养　　根据文献［８－９］报道的
研究方案提取并鉴定 Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠原代 ＨＳＣｓ，
即Ⅳ型胶原酶和链蛋白酶 Ｅ和消化、Ｐｅｒｃｏｌｌ分离液梯
度离心和选择性粘附，分离 ＨＳＣｓ，以胶质纤维酸性蛋
白、αＳＭＡ抗体鉴定细胞纯度。细胞经台盼蓝染色确
定活性后培养于含 １０％胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素
Ｇ、１００Ｕ／ｍＬ链霉素的 ＤＭＥＭ培养基中，培养皿置于
３７℃，５％ＣＯ２条件下培养。
１．２．２　Ｍａｓｓｏｎ及免疫组化染色　　小鼠处死后分离
肝脏，取肝脏相同部位以 ４％多聚甲醛固定，石蜡包
埋，常规组织切片４μｍ后Ｍａｓｓｏｎ染色，光学显微镜下
观察并采用ＩｍａｇｅＪ软件进行分析。免疫组化染色依
次采用微波加热法进行抗原修复，３％Ｈ２Ｏ２去除内源
性过氧化物酶干扰，山羊血清室温静置封闭后进行

Ｓ１００Ａ６抗体孵育，即用型ＳＡＢＣ兔试剂盒逐步处理后
ＤＡＢ显色，最后苏木精染核封片，光学显微镜下观察
并计数Ｓ１００Ａ６染色阳性细胞数。
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１．２．３　ｓｉＲＮＡ干扰　　ＮＣＢＩＧｅｎｅＢａｎｋ中查找
Ｓ１００Ａ６小鼠基因ｍＲＮＡ序列，运用 Ｇｅｎｅｓｉｌ设计 ３条
小干扰ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）寡核苷酸
序列，交付上海吉玛公司合成。验证序列有效性后选

择干扰效果最佳的序列运用于后续实验，该序列为：

５′ＣＣＡＧＡＡＧＧＡＧＣＵＣＡＣＣＡＵＵＴＴ３′（上 游 ），５′
ＡＡＵＧＧＵＧＡＧＣＵＣＣＵＵＣＵＧＧＴＴ３′（下游），对照组转
染无效干扰序列（Ｃｏｎｔｒｏｌ）。原代ＨＳＣｓ提取铺板４８ｈ
后进行换液并转染，转染过程如下：取无菌 ＥＰ管并吸
取 １００μＬＤＭＥＭ加入，继缓慢滴入 ２０ｐｍｏｌ待转染
ｓｉＲＮＡ，充分混匀后加入 ３μＬｓｉＲＮＡｍａｔｅ转染试剂，
移液器吹打完全混匀后室温静置１０ｍｉｎ，使 ｓｉＲＮＡ和
转染试剂形成转染复合物，移液器吸取转染复合物滴

入培养皿中，吹打混匀。转染 ２４ｈ后更换培养基，维
持培养４８ｈ候收取细胞用以提ＲＮＡ和蛋白。
１．２．４　ＲＴｑＰＣＲ　　用 ＴＲＩｚｏｌ裂解 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠肝
脏组织或原代ＨＳＣｓ，ＲＮＡ提取试剂盒提取总 ＲＮＡ后
采用ＲＴＰＣＲ试剂盒将 ＲＮＡ反转录合成 ｃＤＮＡ，然后
以ｃＤＮＡ为模板，按照试剂盒体系说明书进行 ＰＣＲ定
量检测。ＲＴＰＣＲ按以下步骤进行：９５℃预变性２ｍｉｎ，
变性阶段 ９４℃ １５ｓ，退火阶段 ５８℃ ４５ｓ，延伸阶段
７２℃ ６０ｓ，循环４０次。以 ＧＡＰＤＨ为内参基因，２－ΔΔＣｔ

相对定量法处理数据。具体引物序列如下：Ｓ１００Ａ６５′
ＴＧＧＣＡＡＧＧＡＡＧＧＴＧＡＣＡＡＧＣ３′（上 游），５′ＴＴＧＴＴＡ
ＣＧＧＴＣＣＡＧＡＴＣＡＴＣＣＡ３′（下游），１３２ｂｐｍ；Ⅰ型胶原５′
ＣＴＧＣＣＧＴＧＡＣＡＡＧＣＧＡＧＴＴＣ３′（上 游 ）， ５′ＧＣＴ
ＣＡＣＴＣＡＴＧＣＧＡＣＴＧＡＡＡＣＣ３′（下游），１５２ｂｐｍ；αＳＭＡ
５′ＧＡＴＣＴＣＴＡＴＧＣＴＡＡＣＡＡＣＧＴＣＣＴＧ３′（上 游），５′
ＣＴＴＣＧＴＣＧＴＡＴＴＣＣＴＧＴＴＴＧＣ３′（下游），２２０ｂｐｍ。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　用４℃含有蛋白酶抑制
剂的裂解液（１ｍＬＰＩＰＡ＋１０μＬＰＭＳＡ）裂解 Ｃ５７ＢＬ／６
小鼠肝脏组织或原代 ＨＳＣｓ，ＢＣＡ法蛋白定量完成后

样品电泳、转膜、脱脂牛奶封闭，膜条带在４℃下过夜
孵育待测指标一抗，第 ２天 ＴＢＳＴ清洗条带后二抗孵
育，按超敏ＥＣＬ化学发光试剂盒说明书配置显影剂；
用ＢｉｏＲａｄ凝胶／发光图像分析系统进行图像采集，以
目的蛋白／内参蛋白作为目的蛋白表达的相对量。
１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件分析，所有数据均为计
量资料，数据正态分布性检验采用 ｋｏｌｍｏｇｏｒｏｖｓｍｉｒｎｏｖ
检验，正态分布数据以 珋ｘ±ｓ表示，偏态分布数据以中位
数±四分位数间距表示，方差齐性检验采用 Ｌｅｖｅｎｅ检
验，正态分布数据若具有方差齐性，两组均数间比较采

用ｔ检验，若不具有方差齐性则采用校正 ｔ检验；所有
数据总体具有方差齐性，行单因素方差分析（ＯｎｅＷａｙ
ＡＮＯＶＡ），组间两两比较采用 ＬＳＤｔ检验，检验水准
α＝０．０５。

２　结果

２．１　Ｓ１００Ａ６在 ＣＣｌ４诱导的小鼠肝纤维化组织中的
表达

　　Ｍａｓｓｏｎ染色显示，在正常小鼠肝组织中几乎不可
见特征性蓝染纤维素（图 １Ａ），模型小鼠肝组织中假
小叶形成，且可见较多蓝染的纤维素，提示模型复制成

功（图１Ｂ、Ｃ）；对组织切片行免疫组化染色同样可发
现在正常组小鼠肝组织中 Ｓ１００Ａ６在肝实质内无表
达，仅在血管或胆管上皮呈阳性表达（图２Ａ），而 ＣＣｌ４
处理组小鼠可见大量Ｓ１００Ａ６阳性细胞（图２Ｂ、Ｃ），主
要表达于纤维索条区域，提示Ｓ１００Ａ６在肝纤维化的表
达有一定的细胞特异性。同时我们也检测了小鼠肝组

织中 Ｓ１００Ａ６ｍＲＮＡ和蛋白的表达（图 ３），结果显示
ＣＣｌ４处理组小鼠肝组织 Ｓ１００Ａ６ｍＲＮＡ和蛋白表达显
著高于对照组，Ｓ１００Ａ６ｍＲＮＡ表达差异具有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。
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Ａ：正常对照组肝脏组织无明显特征性蓝染纤维素（×１５０）；Ｂ：肝纤维化组肝脏组织可见假小叶形成及特征性蓝
染纤维素（×１５０）；Ｃ：肝纤维化组肝脏组织特征性蓝染纤维素部位局部放大（×３６０）

图１　Ｍａｓｓｏｎ染色评估肝组织纤维化程度
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Ａ：正常对照组肝实质组织无明显Ｓ１００Ａ６表达（×１５０）；Ｂ：肝纤维化组肝脏组织纤维索条区域可见明显 Ｓ１００Ａ６
表达（×１５０）；Ｃ：肝纤维化组肝脏组织纤维索条区域局部放大（×３６０）

图２　免疫组化检测Ｓ１００Ａ６在肝组织内表达（ＳＡＢＣ）
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ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较　　Ａ：正常对照组和肝纤维组肝组织Ｓ１００Ａ６ｍＲＮＡ表达；Ｂ、Ｃ：正常对照组和肝纤
维组肝组织Ｓ１００Ａ６蛋白表达

图３　ＲＴｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肝组织Ｓ１００Ａ６ｍＲＮＡ和蛋白表达

２．２　Ｓ１００Ａ６在原代ＨＳＣｓ活化过程中表达
　　提取小鼠原代 ＨＳＣｓ于体外培养活化，ＨＳＣｓ随培
养时间延长逐渐由富含脂滴的静止期细胞向成纤维细

胞分化（图４），并于体外培养２４、７２、１２０ｈ和１６８ｈ后
检测ＨＳＣｓ中 Ｓ１００Ａ６ｍＲＮＡ和蛋白表达，结果显示
Ｓ１００Ａ６ｍＲＮＡ和蛋白表达均随着ＨＳＣｓ的活化而逐渐
升高，ｍＲＮＡ表达总体及各组间差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．００１，图５）。

２．３　干扰Ｓ１００Ａ６的表达可抑制ＨＳＣｓ活化
　　提取小鼠原代 ＨＳＣｓ，体外培养２４ｈ后分别加入
对照ｓｉＲＮＡ和 ｓｉＲＮＡＳ１００Ａ６，干扰 ７２ｈ后分别提取
ｍＲＮＡ及蛋白行ＲＴｑＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。结果
显示干扰 Ｓ１００Ａ６ｍＲＮＡ表达后可显著抑制 ＨＳＣｓ活
化相关标志物αＳＭＡ和Ⅰ型胶原ｍＲＮＡ表达，与对照
组相比差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．００１）；此
外，αＳＭＡ和ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ蛋白表达亦明显下降（图６）。
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"

Ａ：体外培养２４ｈ后ＨＳＣｓ形态；Ｂ：体外培养１６８ｈ后ＨＳＣｓ形态

图４　小鼠原代ＨＳＣｓ体外培养２４ｈ和１６８ｈ后细胞形态观察（×２００）
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图５　ＲＴｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同培养时间ＨＳＣｓＳ１００Ａ６ｍＲＮＡ和蛋白表达
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结果

图６　ＲＴｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｓｉＲＮＡ干扰ＨＳＣｓＳ１００Ａ６ｍＲＮＡ表达后Ｓ１００Ａ６、αＳＭＡ和ＣｏｌｌａｇｅｎＩｍＲＮＡ和蛋白表达

３　讨论

　　肝纤维化本质是对酒精、肝炎病毒、药物及自身免
疫性疾病等因素导致慢性肝损伤的修复反应，其特点

为细胞外基质的过度沉积［１０］，但其持续发展则导致肝

硬化形成，其发展速度及程度等则决定了肝硬化患者

生活质量及预后［１１］。在肝纤维化进程中，肝星状细胞

活化起着至关重要作用［１２］，活化的星状细胞向肌纤维

母细胞或成纤维细胞转化，并合成及分泌细胞外基质

（主要为胶原蛋白）、αＳＭＡ等细胞因子促进肝纤维化
形成［１３］。

　　目前对 Ｓ１００Ａ６的研究尚少，主要在肿瘤及造血
干细胞等领域。Ｓ１００Ａ６能结合细胞内外多种配体，如
胞质内的膜联蛋白（ａｎｎｅｘｉｎｓ）、微管蛋白（ｔｕｂｕｌｉｎ）、
ＣａｃｙＢＰ／ＳＩＰ、Ｓｇｔ１，细胞核中 ＬａｍｉｎＡ／Ｃ、ｐ５３，细胞膜
上高级聚糖化终产物受体（ｒｅｃｅｐｔｏｒｆｏｒａｄｖａｎｃｅｄ
ｇｌｙｃａｔｉｏｎｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＲＡＧＥ）及整联蛋白 β（ｉｎｔｅｇｒｉｎ
β）等，在细胞增殖、分化、迁移及应激反应中发挥正向
调控作用［１４－１５］，临床试验结果显示血清 Ｓ１００Ａ６水平

可能成为膀胱、胃、非小细胞肺癌等肿瘤潜在检测标

志［１６－１８］。而Ｓ１００Ａ６在组织脏器纤维化领域的研究更
为少见。除ＸＩＡ等［７］报道外，有学者通过对系统性硬

化合并肺纤维化患者肺泡灌洗液进行蛋白质组学分析

发现 Ｓ１００Ａ６差异性表达并可作为潜在生物标记
物［１９］。虽然有研究表明Ｓ１００Ａ６可能在肝纤维化发病
机制中发挥作用，可以促进 ＨＳＣｓ的增殖［７］，但

Ｓ１００Ａ６是否影响ＨＳＣｓ的活化尚少见报道。
　　其他研究者观察到 Ｓ１００Ａ６在纤维化肝脏组织中
ＨＳＣｓ活化后形成的肌成纤维细胞中特异性高表达［６］，

在本实验中同样观察到 Ｓ１００Ａ６主要表达于纤维化肝
组织中纤维素富集区域，该区域亦为星状细胞富集区

域，因此验证了 Ｓ１００Ａ６在纤维化肝脏组织中的具体
表达细胞。而对小鼠正常肝组织原代 ＨＳＣｓ进行提取
和培养后分析发现随着培养时间延长 Ｓ１００Ａ６表达逐
渐增多，由于ＨＳＣｓ在提取后培养过程中即被激活，因
此可以认为Ｓ１００Ａ６主要在活化的 ＨＳＣｓ中表达，并伴
随着肝星状细胞活化进程逐渐增加。此外，以 ｓｉＲＮＡ
技术干扰Ｓ１００Ａ６ｍＲＮＡ与蛋白的表达后，ＨＳＣｓ活化

９７３２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２１）



标志蛋白Ⅰ型胶原和 αＳＭＡ的表达均显著降低。
Ⅰ型胶原蛋白是肝星状细胞活化后分泌细胞外基质的
主要成分［２０］；αＳＭＡ是发挥促纤维化作用肌纤维母细
胞的重要标志物［２１］，在培养的肝星状细胞中表达可提

示肝星状细胞活化向肌纤维母细胞转化；随着Ｓ１００Ａ６
表达下降三者同时出现表达下降说明 Ｓ１００Ａ６可以影
响ＨＳＣｓ的活化。
　　本实验从 ＨＳＣｓ细胞功能角度观察 Ｓ１００Ａ６在
ＨＳＣｓ活化过程中的表达水平，而不局限于活化终末
期，同时干扰 ＨＳＣｓＳ１００Ａ６ｍＲＮＡ表达后发现纤维化
相关物质ｍＲＮＡ和蛋白表达减少，提示 Ｓ１００Ａ６在肝
纤维化中具有正向调控作用，进而证实 Ｓ１００Ａ６在肝
纤维化中是 ＨＳＣｓ活化的一个重要调控蛋白，但其具
体机制仍需进一步研究。
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