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褪黑素通过ＪＮＫ／ｃＪｕｎ信号通路抑制胆汁酸诱导Ｃｘｃｌ２表达的机制研究
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　　［摘要］　目的　研究褪黑素抑制胆汁酸诱导趋化因子Ｃｘｃｌ２表达的分子调控机制。方法　喂养小
鼠含有 １％胆酸（ｃｈｏｌｉｃａｃｉｄ，ＣＡ）的饲料 ２周，构建胆汁淤积小鼠模型，给予褪黑素腹腔注射
（１００ｍｇ／ｋｇ，１次／ｄ）。收集肝组织后ＨＥ染色，根据Ｓｃｈｅｕｅｒ系统进行病理组织学评分。采用Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ｑＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测褪黑素对小鼠肝脏内Ｃｘｃｌ２、Ｃｘｃｒ２、Ｍｐｏ、ｃＪｕｎ表达的影响。使用免疫组
化方法检测小鼠肝脏内ｃＪｕｎ的表达。分离并培养小鼠原代肝细胞，使用结合型胆汁酸 ＴＣＡ联合褪黑
素处理小鼠原代肝细胞，在体外水平进一步探索褪黑素抑制胆汁酸诱导的 Ｃｘｃｌ２表达的机制。使用
ＪＮＫ激动剂Ａｎｉｓｏｍｙｃｉｎ和褪黑素共同处理小鼠原代肝细胞，检测趋化因子 Ｃｘｃｌ２表达。结果　褪黑素
给药明显减轻胆汁淤积诱导的炎症性肝损伤（Ｐ＜０．０５）。褪黑素明显抑制胆汁淤积小鼠肝脏内趋化因
子Ｃｘｃｌ２及其受体Ｃｘｃｒ２表达，并抑制肝脏内中性粒细胞标志物 Ｍｐｏ和转录因子 ｃＪｕｎ的表达（Ｐ＜
０．０５）。褪黑素显著减少ＴＣＡ诱导的小鼠原代肝细胞内趋化因子Ｃｘｃｌ２的表达（Ｐ＜０．０５）。ＪＮＫ激动剂
Ａｎｉｓｏｍｙｃｉｎ逆转褪黑素对Ｃｘｃｌ２的抑制作用（Ｐ＜０．０５）。结论　褪黑素通过抑制ＪＮＫ／ｃＪｕｎ信号通路来降
低胆汁酸诱导的趋化因子Ｃｘｃｌ２表达。
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　　胆汁酸（ｂｉｌｅａｃｉｄｓ，ＢＡｓ）是胆固醇的衍生物，是胆
汁的主要成分，在营养吸收和新陈代谢中起着重要作

用［１］。胆汁淤积是一种常见的肝脏临床综合征，其特

征性的病理生理学改变是胆汁流量减少和胆汁酸积

聚。慢性胆汁淤积性肝病可逐渐进展为肝纤维化、肝

硬化及终末期肝病［２］。在胆汁淤积状态下，胆汁酸在

肝脏内过度积累，使肝细胞氧化应激和线粒体损伤，释

放大量炎症因子和招募大量免疫细胞，从而导致肝实

质细胞死亡［３］。其中，ＣＸＣ基序趋化因子配体 ２
（ＣＸＣｍｏｔｉｆｃｈｅｍｏｋｉｎｅｌｉｇａｎｄ２，Ｃｘｃｌ２）在胆汁淤积
性肝病患者或动物模型的肝脏和血清中增加，Ｃｘｃｌ２招
募和激活的中性粒细胞通过释放各种炎性介质来加速

肝脏炎症，有研究在胆汁淤积动物模型上验证拮抗

Ｃｘｃｌ２可减轻肝损伤［４－５］。因此，炎症反应在胆汁淤积

这一病理过程中至关重要，是治疗胆汁淤积性肝损伤的

新靶点。

　　褪黑素（ｍｅｌａｔｏｎｉｎ，Ｍｅｌ）几乎存在于从细菌到动
物的每一种生物，主要在大脑中由松果体合成，还能在

视网膜、骨髓、肾和胃肠道（包括胆道上皮）等外周组

织中产生。褪黑素参与胆道功能的调节，并通过褪黑

素受体来发挥其作用。这些受体在肝脏上的肝细胞和

胆管细胞上均有所表达［６－７］。褪黑素具有强大的抗氧

化、抗凋亡等功能，能在如酒精、药物、肿瘤等病因引起

的肝损伤中发挥保护作用［８］。但褪黑素抑制胆汁酸

诱导的趋化因子 Ｃｘｃｌ２这一作用和分子机制尚不明
确。本研究设计体外实验，验证褪黑素是否通过抑制

Ｃｘｃｌ２的表达来减轻胆汁淤积诱导的炎症反应，分离并
培养小鼠原代肝细胞，进一步探讨褪黑素是否通过抑

制ｃＪｕｎ氨基末端激酶（ｃＪｕｎＮｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ，ＪＮＫ）／
ｃＪｕｎ信号通路以减少趋化因子Ｃｘｃｌ２的产生。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　胆酸（ｃｈｏｌｉｃａｃｉｄ，ＣＡ）、褪黑素（Ｍ５２５０）、牛磺胆
酸（ｔａｕｒｏｃｈｏｌｉｃａｃｉｄ，ＴＣＡ）、牛磺鹅去氧胆酸（ｔａｕｒｏｃｈｅ
ｎｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃａｃｉｄ，ＴＣＤＣＡ）购自 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，
ＴＲＩｚｏｌ试剂购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，逆转录试剂盒、ＴＢ
ＧｒｅｅｎＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ购自 ＴａＫａＲａ公司，ＨＥ染色试
剂盒购自Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司，免疫组织化学试剂盒购自中杉

金桥公司，ＪＮＫ激动剂Ａｎｉｓｏｍｙｃｉｎ（ＡＮＩ，Ｃａｔ＃ＨＹ１８９８２）
购自 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司，ｐｃＪｕｎ（＃３２７０）、ｃＪｕｎ
（＃９１６５）、ｐＪＮＫ（＃９２５５）抗体及辣根过氧化酶标记的抗
兔、抗鼠二抗购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，ＧＡＰＤＨ
（１０４９４１ＡＰ）、Ｍｐｏ（６６１７７１Ｉｇ）抗体购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ
公司，ＪＮＫ（ＳＣ７３４５）抗体购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。
１．２　动物模型
　　雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，８周龄，体质量２０～２３ｇ，购
自陆军军医大学实验动物中心。所有动物实验和方案

已经过陆军军医大学实验动物福利伦理审查委员会批

准，批准编号：ＡＭＵＷＥＣ２０２１１９０２。小鼠按随机数字
表法分为３组，每组５只，分别为对照组、１％ＣＡ组及
１％ＣＡ＋Ｍｅｌ组。除对照组以常规饲料喂食外，其他组以
１％ＣＡ饲料喂食。１％ＣＡ＋Ｍｅｌ组小鼠腹腔注射１００ｍｇ／
ｋｇ溶于生理盐水的褪黑素溶液，对照组、１％ＣＡ组小
鼠腹腔注射等量生理盐水，连续２周。禁食过夜后处
置小鼠，留取肝组织冻存或固定。

１．３　分离、培养及处理小鼠原代肝细胞
　　小鼠原代肝细胞通过胶原酶灌注从 １０～２０周龄
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠中分离出，然后培养在５％ＦＢＳＷｉｌｌｉａｍｓ
Ｅ培养基中［９］。将结合型胆汁酸 ＴＣＡ、ＴＣＤＣＡ、褪黑
素、ＪＮＫ激动剂 Ａｎｉｓｏｍｙｃｉｎ溶于 ＤＭＳＯ。使用褪黑素
（１０μｍｏｌ／Ｌ）、褪黑素（１０μｍｏｌ／Ｌ）联合 ＪＮＫ激动剂
Ａｎｉｓｏｍｙｃｉｎ（ＡＮＩ，５μｍｏｌ／Ｌ）预处理小鼠原代肝细胞
３０ｍｉｎ，然后加入 ２５μｍｏｌ／Ｌ结合型胆汁酸 ＴＣＡ或
ＴＣＤＣＡ，对照组均加入等体积的 ＤＭＳＯ。处理１２ｈ或
２４ｈ后，提取总ＲＮＡ或总蛋白。
１．４　总ＲＮＡ提取、逆转录及ＲｅａｌｔｉｍｅｑＰＣＲ
　　使用 ＴＲＩｚｏｌ试剂提取小鼠肝组织或小鼠原代肝
细胞的总 ＲＮＡ，然后将１μｇＲＮＡ通过逆转录试剂盒
逆转录成 ｃＤＮＡ。利用 ＴＢＧｒｅｅｎＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ进
行ｑＰＣＲ，检测体系（１０μＬ）为：ＴＢＧｒｅｅｎ５μＬ，上下游
引物分别０．５μＬ，ｃＤＮＡ２μＬ，无酶水２μＬ。引物序
列如下：１８Ｓ上游 ５′ＧＧＧＡＧＣＣＴＧＡＧＡＡＡＣＧＧＣ３′，下
游５′ＧＧＧＴＣＧＧＧＡＧＴＧＧＧＴＡＡＴＴＴ３′；βａｃｔｉｎ上游５′
ＧＴＴＧＧＡＧＣＡＡＡＣＡＴＣＣＣＣＣＡ３′，下游 ５′ＡＣＧＣＧＡＣ
ＣＡＴＣＣＴＣＣＴＣＴＴＡ３′；Ｃｘｃｌ２上游 ５′ＡＧＧＣＡＴＣＴＧＣＴ
ＴＣＧＧＧＧＡＣＴＣＴＧＧＣ３′，下游 ５′ＧＣＡＡＡＣＴＣＡＧＣＣＡ
ＣＡＧＧＧＧＣＧＡＡＧＧ３′；Ｃｘｃｒ２上游５′ＧＣＡＣＣＴＧＣＴＣＴＧ

３８７　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（８）



ＴＣＡＣＣＧＡＴＧＴＣＴ３′，下游５′ＡＧＡＡＴＡＴＣＴＴＧＣＡＣＡＧＧ
ＧＴＴＧＡＧＣＣ３′；ｃＪｕｎ上游 ５′ＣＡＴＴＧＣＣＧＣＣＴＣＣＡＡＧ
ＴＧＣＣ３′，下游５′ＧＣＧＴＴＡＧＣＡＴＧＡＧＴＴＧＧＣＡＣＣＣ３′。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　参考课题组前期报道方法［１０－１１］，提取小鼠肝组织

和小鼠原代肝细胞蛋白。蛋白样本由１０％ＳＤＳＰＡＧＥ
分离后转入ＰＶＤＦ膜。孵育一抗及其浓度如下：ＧＡＰＤＨ
（１∶５０００）、Ｍｐｏ（１∶１０００）、ｐｃＪｕｎ（１∶１０００）、ｃＪｕｎ
（１∶１０００）、ｐＪＮＫ（１∶２０００）、ＪＮＫ（１∶１０００）。
１．６　ＨＥ染色及免疫组织化学染色
　　小鼠肝样本由 ４％多聚甲醛溶液固定，石蜡包埋
肝组织制备病理切片。脱蜡后使用 ＨＥ染色试剂盒染
色，根据Ｓｃｈｅｕｅｒ系统对炎症活动度进行评分。使用
ｃＪｕｎ抗体（１∶２００）对肝组织切片进行免疫组织化学
染色，具体步骤参考该抗体说明书。

１．７　统计学分析
　　所有数据由ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ，ｖｅｒｓｉｏｎ６．０１进行统
计，均以 珋ｘ±ｓ表示。多组之间比较使用单因素方差分
析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　褪黑素显著抑制胆汁淤积小鼠肝脏内和胆汁酸
诱导的小鼠原代肝细胞内趋化因子Ｃｘｃｌ２表达

　　病理组织学分析结果显示，与对照组相比，１％ＣＡ
组小鼠肝内炎性浸润增加；与 １％ＣＡ组相比，１％ＣＡ＋
Ｍｅｌ组小鼠肝内炎性浸润减少。１％ＣＡ＋Ｍｅｌ组小鼠肝
内炎症活动度较１％ＣＡ组小鼠肝内明显降低（Ｐ＜０．０５，
图１Ａ）。利用ＲｅａｌｔｉｍｅｑＰＣＲ检测褪黑素对胆汁淤积
状态下小鼠肝内和小鼠原代肝细胞内 Ｃｘｃｌ２ｍＲＮＡ水
平的影响。如图１Ｂ、Ｃ所示，与对照组相比，１％ＣＡ组
小鼠肝内趋化因子 Ｃｘｃｌ２及其受体 Ｃｘｃｒ２ｍＲＮＡ水平
显著升高（Ｐ＜０．０５）；与１％ＣＡ组相比，１％ＣＡ＋Ｍｅｌ组
小鼠肝内Ｃｘｃｌ２及其受体 Ｃｘｃｒ２ｍＲＮＡ水平显著降低
（Ｐ＜０．０５）。体外实验结果与上述结果一致，结合型胆
汁酸ＴＣＡ、ＴＣＤＣＡ诱导肝细胞内 Ｃｘｃｌ２ｍＲＮＡ的表达
（Ｐ＜０．０５），而褪黑素可抑制胆汁酸诱导的 Ｃｘｃｌ２表达
（Ｐ＜０．０５，图１Ｄ）。
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Ａ：各组小鼠肝组织病理学表现及炎症活动度评分（ＨＥ），箭头示炎性细胞浸润；Ｂ、Ｃ：各组小鼠肝脏内趋化因子Ｃｘｃｌ２及其
受体Ｃｘｃｒ２ｍＲＮＡ水平；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与１％ＣＡ组比较；Ｄ：各组小鼠原代肝细胞 Ｃｘｃｌ２ｍＲＮＡ水
平；ａ：Ｐ＜０．０５，与ＤＭＳＯ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＴＣＡ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＴＣＤＣＡ组比较

图１　褪黑素对胆汁淤积小鼠肝脏内和小鼠原代肝细胞内Ｃｘｃｌ２表达水平的影响

４８７ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．２　褪黑素显著减少胆汁淤积小鼠肝脏内中性粒细
胞浸润和转录因子ｃＪｕｎ的表达

　　图２Ａ、Ｂ显示，１％ＣＡ＋Ｍｅｌ组小鼠肝脏内中性粒
细胞标志物Ｍｐｏ表达较１％ＣＡ组降低，且差异具有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）。检测褪黑素对１％ＣＡ喂养小鼠
肝脏内ｃＪｕｎ、ｐｃＪｕｎ水平的影响，结果发现褪黑素可

显著减少１％ＣＡ喂养小鼠肝脏内 ｃＪｕｎｍＲＮＡ和 ｐｃ
Ｊｕｎ蛋白的表达（Ｐ＜０．０５，图２Ａ～Ｃ）。免疫组织化学
检测结果也显示，与对照组相比，１％ＣＡ组小鼠肝细
胞核 ｃＪｕｎ表达明显增多；与 １％ＣＡ组相比，１％ＣＡ＋
Ｍｅｌ组小鼠肝细胞核 ｃＪｕｎ表达明显减少（Ｐ＜０．０５，
图２Ｄ）。
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Ａ、Ｂ：各组小鼠肝组织ｐｃＪｕｎ、Ｍｐｏ蛋白水平；Ｃ：各组小鼠肝组织ｃＪｕｎｍＲＮＡ水平；Ｄ：免疫组织化学检测各组小鼠肝组织
中ｃＪｕｎ的表达及半定量分析，箭头示ｃＪｕｎ阳性区域；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较，ｂ：Ｐ＜０．０５，与１％ＣＡ组比较

图２　褪黑素对喂养１％ＣＡ小鼠肝脏内ｃＪｕｎ、ｐｃＪｕｎ、Ｍｐｏ表达水平的影响

５８７　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（８）
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Ａ：各组原代小鼠肝细胞Ｃｘｃｌ２ｍＲＮＡ水平；Ｂ～Ｄ：各组原代小鼠肝细胞ｐＪＮＫ、ＪＮＫ、ｐｃＪｕｎ、ｃＪｕｎ蛋白水平；ａ：Ｐ＜０．０５，与
ＤＭＳＯ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＴＣＡ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＴＣＤＣＡ组比较

图３　褪黑素对结合型胆汁酸诱导下原代小鼠肝细胞内ＪＮＫ／ｃＪｕｎ通路的影响

２．３　褪黑素抑制结合型胆汁酸激活ＪＮＫ／ｃＪｕｎ通路
　　在小鼠原代肝细胞上进一步检测褪黑素对结合型
胆汁酸诱导下原代小鼠肝细胞内ＪＮＫ／ｃＪｕｎ通路的影
响。结果显示，结合型胆汁酸 ＴＣＡ、ＴＣＤＣＡ明显增加
了原代小鼠肝细胞内转录因子 ｃＪｕｎｍＲＮＡ的表达，
而褪黑素显著减轻了这种改变（Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测结果也显示，与ＤＭＳＯ组相比，ＴＣＡ组ｐｃＪｕｎ、
ｃＪｕｎ、ｐＪＮＫ蛋白水平显著升高；与 ＴＣＡ组相比，ＴＣＡ
＋Ｍｅｌ组 ｐｃＪｕｎ、ｃＪｕｎ、ｐＪＮＫ蛋白水平显著降低（Ｐ＜
０．０５，图３）。
２．４　褪黑素通过 ＪＮＫ信号通路调控 ＴＣＡ诱导的

Ｃｘｃｌ２表达
　　为了验证褪黑素是通过抑制ＪＮＫ／ｃＪｕｎ信号通路
来减少胆汁淤积小鼠肝细胞内 Ｃｘｃｌ２的表达，采用
ＪＮＫ特异激动剂Ａｎｉｓｏｍｙｃｉｎ和褪黑素联合预处理原代
小鼠肝细胞，结果发现 Ａｎｉｓｏｍｙｃｉｎ极大程度地逆转了
褪黑素对 ＴＣＡ诱导 Ｃｘｃｌ２ｍＲＮＡ的抑制作用（Ｐ＜
０．０５，图４）。因此，褪黑素可通过抑制 ＪＮＫ／ｃＪｕｎ信
号通路而减少胆汁淤积小鼠肝细胞内 Ｃｘｃｌ２的表达来
发挥抗炎作用。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ＤＭＳＯ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＴＣＡ组比较；
ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＴＣＡ＋Ｍｅｌ组比较

图４　ＪＮＫ激动剂逆转褪黑素对ＴＣＡ诱导的Ｃｘｃｌ２的抑制作用

３　讨论

　　本研究发现１％ＣＡ喂养小鼠肝组织炎症活动度、
趋化因子Ｃｘｃｌ２及其受体Ｃｘｃｒ２的表达显著升高，随后
对Ｃｘｃｌ２趋化的中性粒细胞标志物 Ｍｐｏ和调控 Ｃｘｃｌ２
的转录因子 ｃＪｕｎ进行检测，发现１％ＣＡ喂养小鼠肝
内Ｍｐｏ和ｃＪｕｎ的表达也明显增加，而褪黑素给药可

６８７ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



以减轻这些改变。在体外实验上进一步研究分子机制

发现，褪黑素是通过抑制 ＪＮＫ／ｃＪｕｎ信号通路来减少
结合型胆汁酸诱导的小鼠原代肝细胞内 Ｃｘｃｌ２的表
达，以此发挥其抗炎和护肝作用。

　　褪黑素是一种免疫调节剂，在脓毒症、缺血／再灌
注和脑损伤等炎症病理状态下可观察到其强大的抗炎

作用。褪黑素可通过降低 Ｍｐｏ活性来抑制炎症细胞
的激活，并且能够在多种重度炎症模型中减少促炎症

细胞因子（如 ＩＬ６、ＴＮＦα等）的产生［１２］。有研究表

明，褪黑素合成酶５羟色胺Ｎ乙酰基转移酶（ａｒｙｌａｌｋｙ
ｌａｍｉｎｅＮａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＡＮＡＴ）过表达或褪黑素给
药，可通过抑制 ＢＤＬ大鼠和 Ｍｄｒ２基因敲除小鼠的时
钟基因和ｍｉＲ２００ｂ，减轻胆汁淤积诱导的导管反应和
肝纤维化［１３］。炎症反应在胆汁淤积性肝损伤的病理

过程中发挥着重要作用。胆汁淤积状态下的肝细胞通

过释放趋化因子 Ｃｘｃｌ２参与炎症反应，中性粒细胞收
到化学信号后向炎症部位迁移，以其强大的细胞毒性

对肝细胞造成破坏［１４－１６］。有研究发现，小鼠肝细胞特

异性Ｔｌｒ９基因敲除能通过减少 Ｃｘｃｌ２的产生以减轻
ＢＤＬ诱导的胆汁淤积性肝损伤［５］。Ｃｘｃｌ２与中性粒细
胞上表达的受体 Ｃｘｃｒ２结合，导致中性粒细胞募集到
损伤部位。小鼠 Ｃｘｃｒ２基因敲除能减轻 ＢＤＬ诱导的
中性粒细胞浸润和肝损伤［１７］。为了探索褪黑素对胆

汁淤积引起的肝脏炎症的作用，本研究构建１％ＣＡ喂
养小鼠模型。１％ＣＡ喂养小鼠是一种用于诱导胆汁酸
稳态失衡和胆汁淤积的广泛应用的疾病模型，其血清

和肝内总胆汁酸显著升高［１８］。本研究对其肝组织切

片进行病理学评分，结果显示褪黑素可明显减轻 １％
ＣＡ喂养小鼠模型肝内炎性细胞浸润和炎症活动度。
然后检测其肝内Ｃｘｃｌ２及其受体Ｃｘｃｒ２的表达量，发现
褪黑素可显著减少１％ＣＡ喂养小鼠模型肝内Ｃｘｃｌ２及
其受体Ｃｘｃｒ２的表达。褪黑素抑制胆汁淤积状态下肝
内Ｃｘｃｌ２的产生，减少中性粒细胞的浸润，Ｃｘｃｒ２主要
表达于中性粒细胞表面，因此中性粒细胞减少，Ｃｘｃｒ２
也随之减少。ＴＣＡ是小鼠体内主要的内源性胆汁酸，
在肝内过多积聚后刺激肝细胞释放大量趋化因子 Ｃｘ
ｃｌ２，引起肝组织炎性浸润及坏死［１９］。有研究报道

ＴＣＡ显著增加 Ｃｘｃｌ２在小鼠肝细胞的表达，而不增加
Ｃｘｃｌ２在肝内非实质细胞或胆管细胞上的表达，因此本
研究中分离并培养原代小鼠肝细胞，验证褪黑素对胆

汁淤积下肝细胞的抗炎作用，结果与体内实验保持一

致，褪黑素确实能够明显减少结合型胆汁酸 ＴＣＡ／ＴＣ
ＤＣＡ诱导的原代小鼠肝细胞内Ｃｘｃｌ２的产生。

　　已有文献报道Ｃｘｃｌ２的转录受ｃＪｕｎ调控，在炎症
性疾病中起重要作用［２０］。为了进一步研究褪黑素减

少胆汁淤积下肝细胞内 Ｃｘｃｌ２的分子机制，本研究通
过体内外实验检测褪黑素对转录因子 ｃＪｕｎ的影响，
结果显示褪黑素显著抑制 １％ＣＡ喂养小鼠肝内和结
合型胆汁酸 ＴＣＡ／ＴＣＤＣＡ诱导的原代小鼠肝细胞内
ｃＪｕｎ的表达。已知 ｃＪｕｎ能被 ＪＮＫ介导的信号通路
激活。本研究结果也表明，褪黑素能有效减少ＴＣＡ诱
导的原代小鼠肝细胞内ｐＪＮＫ的蛋白水平。褪黑素减
少ＴＣＡ诱导的肝细胞内 Ｃｘｃｌ２的作用被 ＪＮＫ特异激
动剂Ａｎｉｓｏｍｙｃｉｎ逆转，证明褪黑素需要通过抑制ＪＮＫ／
ｃＪｕｎ信号通路来减少胆汁淤积下肝细胞内 Ｃｘｃｌ２的
表达。本研究仅构建一种胆汁淤积小鼠模型，尚未利

用其他胆汁淤积小鼠模型进行验证。褪黑素是否能

通过其他信号通路对趋化因子 Ｃｘｃｌ２进行干预或者
通过其他途径减轻炎症反应也还未阐明，需后续工

作进行探索。

　　综上所述，本研究表明褪黑素能够通过抑制ＪＮＫ／
ｃＪｕｎ信号通路来减少胆汁淤积小鼠肝细胞内 Ｃｘｃｌ２
的表达，为褪黑素作为治疗胆汁淤积性肝病的潜在药

物提供理论依据。
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２０１１，１７８（１）：１７５－１８６．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ａｊｐａｔｈ．２０１０．
１１．０２６．

［１６］ＬＩＭ，ＣＡＩＳＹ，ＢＯＹＥＲＪＬ．Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｂｉｌｅａｃｉｄｍｅ
ｄｉａｔｅｄｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒ［Ｊ］．ＭｏｌＡｓｐｅｃｔｓＭｅｄ，
２０１７，５６：４５－５３．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｍａｍ．２０１７．０６．００１．

［１７］ＫＯＮＩＳＨＩＴ，ＳＣＨＵＳＴＥＲＲＭ，ＧＯＥＴＺＭＡＮＨＳ，ｅｔａｌ．
ＣｅｌｌｓｐｅｃｉｆｉｃｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓｏｆＣＸＣＲ２ｏｎｃｈｏｌｅｓｔａｔｉｃｌｉｖｅｒ
ｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．ＡｍＪＰｈｙｓｉｏｌＧａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔＬｉｖｅｒＰｈｙｓｉｏｌ，２０１９，
３１７（６）：Ｇ７７３－Ｇ７８３．ＤＯＩ：１０．１１５２／ａｊｐｇｉ．０００８０．２０１９．

［１８］ＬＩＪＮ，ＤＡＷＳＯＮＰＡ．Ａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌｓｔｏｓｔｕｄｙｂｉｌｅａｃｉｄ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｉｍ ＢｉｏｐｈｙｓＡｃｔａＭｏｌＢａｓｉｓＤｉｓ，
２０１９，１８６５（５）：８９５－９１１．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｂａｄｉｓ．２０１８．
０５．０１１．

［１９］ＣＡＩＳＹ，ＧＥＭＸ，ＭＥＮＮＯＮＥＡ，ｅｔａｌ．Ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅｉｓ
ａｃｔｉｖａｔｅｄｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒｏｆｃｈｏｌｅｓｔａｔｉｃｐａｔｉｅｎｔｓａｎｄａｇｇｒａｖａｔｅｓ
ｈｅｐａｔｉｃｉｎｊｕｒｙｉｎｂｉｌｅｄｕｃｔｌｉｇａｔｅｄｍｏｕｓｅ［Ｊ］．ＣｅｌｌＭｏｌ
ＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌＨｅｐａｔｏｌ，２０２０，９（４）：６７９－６８８．ＤＯＩ：１０．
１０１６／ｊ．ｊｃｍｇｈ．２０１９．１２．００８．

［２０］ＯＨＳ，ＷＯＯＪＩ，ＬＩＭＤＪ，ｅｔａｌ．ＥＲＫ２ｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｃｔｉｖａ
ｔｉｏｎｏｆｃＪｕｎｉｓｒｅｑｕｉｒｅｄｆｏｒｎｏｎｔｙｐｅａｂｌｅＨａｅｍｏｐｈｉｌｕｓｉｎｆｌｕ
ｅｎｚａｅｉｎｄｕｃｅｄＣＸＣＬ２ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｉｎｉｎｎｅｒｅａｒｆｉｂｒｏｃｙｔｅｓ
［Ｊ］．ＪＩｍｍｕｎｏｌ，２０１２，１８８（７）：３４９６－３５０５．ＤＯＩ：１０．
４０４９／ｊｉｍｍｕｎｏｌ．１１０３１８２．

（收稿：２０２２０１２１；修回：２０２２０３１１）

（编辑　邓强庭）
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