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ＲＡＮＫＬ在小鼠肝纤维化形成中抑制肝星状细胞的活化
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　　［摘要］　目的　探讨核因子κＢ受体活化因子配体（ｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ
ｌｉｇａｎｄ，ＲＡＮＫＬ）在小鼠肝星状细胞（ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｓ，ＨＳＣｓ）活化及肝纤维化进程中的生物学作用。
方法　将２６只６～８周龄雄性Ｃ５７ＢＬ／６鼠随机分为（ｎ＝１３）：肝纤维化造模组［按照５μＬ／ｇ腹腔注射体
积分数１０％的四氯化碳（ｃａｒｂｏｎｔｅｔｒａｃｈｏｌｏｒｉｄｅ，ＣＣＬ４）油剂溶液，２次／周诱导小鼠肝纤维化 ］和对照组
（同时注射等体积的无菌油剂）。６周后通过ＲＴｑＰＣＲ、ＩＨＣ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ等方法检测肝组织、原代肝
细胞（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ，ＨＣ）和 ＨＳＣｓ中的 ＲＡＮＫＬ，α平滑肌动蛋白（αＳＭＡ）和Ⅰ型胶原（ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ）的
ｍＲＮＡ及蛋白表达水平。用不同浓度外源性重组ＲＡＮＫＬ细胞因子培养原代ＨＳＣｓ，采用ＲＴｑＰＣＲ和ＩＦ
分别检测各组 ＲＡＮＫＬ、αＳＭＡ和 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠｍＲＮＡ及蛋白表达水平。结果　造模组小鼠肝组织中
ＲＡＮＫＬ的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平显著增高（Ｐ＜０．０５），且蛋白表达呈弥散分布；对照组小鼠体内，
ＲＴｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果均显示ＨＣ的ＲＡＮＫＬｍＲＮＡ和蛋白表达水平高于在ＨＳＣｓ中的表达水平
（Ｐ＜０．００１），且在ＣＣＬ４诱导小鼠肝纤维化后，ＨＣ的 ＲＡＮＫＬ表达水平进一步升高，而 ＨＳＣｓ的 ＲＡＮＫＬ
表达水平出现下降；在体外刺激原代ＨＳＣｓ活化时加入不同浓度的 ＲＡＮＫＬ重组细胞因子后，与对照组
相比，加入重组ＲＡＮＫＬ后的ＨＳＣｓ在活化过程中ＲＡＮＫＬ、αＳＭＡ和ＣｏｌｌａｇｅｎⅠｍＲＮＡ和蛋白表达水平
均降低（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１或Ｐ＜０．００１），且有剂量依赖性。结论　在小鼠肝纤维化的进程中，ＨＣ表达
大量ＲＡＮＫＬ，而ＲＡＮＫＬ可抑制ＨＳＣｓ的活化。
　　［关键词］　ＲＡＮＫＬ；肝星状细胞；肝纤维化
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　　肝纤维化是肝脏在各种有害刺激的作用下诱发的
损伤修复反应，其实质为细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）在肝内的大量沉积，常见于大多数慢性
肝病的病理过程［１］。肝星状细胞（ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅ
ｃｅｌｌｓ，ＨＳＣｓ）是肝组织中 ＥＣＭ的主要来源，并且 ＨＳＣｓ
激活并转化为肌成纤维母细胞（ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ，ＭＦＢ）是
肝纤维化发生的中心环节［２］。ＨＳＣｓ是肝组织中的一
种间质细胞，约占肝脏细胞总数的１０％。ＨＳＣｓ激活是
指其从非增殖的静止状态向有增殖能力、可表达 α平
滑肌蛋白（αｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，αＳＭＡ）、ＥＣＭ和多
种细胞因子的 ＭＦＢ转变的过程［３］。ＨＳＣｓ的活化受
ＴＧＦβ、ＩＬ１７、ＩＬ２２、ｈｅｄｇｅｈｏｇ配体和 ＣＸＣＬ１０等多种
细胞因子的调控，这些细胞因子主要来源于肝脏中肝

细胞（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ，ＨＣ）、巨噬细胞、ｋｕｆｆｅｒ细胞等［４］。核

因子κＢ受体活化因子配体（ｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆ
ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢｌｉｇａｎｄ，ＲＡＮＫＬ）是一种肿瘤坏死
因子，与 ＴＮＦＳＦ成员 ＴＲＡＩＬ、ＦａｓＬ和 ＴＮＦα具有同源
性［５］。在骨骼系统中，ＲＡＮＫＬ能够与功能受体 ＲＡＮＫ
和ＯＰＧ结合，是破骨细胞形成的关键调节因子［６－８］。

在免疫系统中，活化的 Ｔ细胞所表达的 ＲＡＮＫＬ与树
突状细胞表面的 ＲＡＮＫ相结合后可调控 Ｔ细胞及树
突状细胞的功能［９］。

　　目前，关于 ＲＡＮＫＬ的研究主要集中在骨骼稳态、
免疫耐受和癌症等方面，其在肝脏中的作用并不明确。

近期有研究报道，原发性胆管炎患者的肝脏门脉区可

能通过聚集大量高表达 ＲＡＮＫＬ的免疫细胞进而促进

固有免疫的发生［１０］。另外，有报道发现患有骨质疏松

症并伴有非酒精性脂肪肝的患者在使用 ＲＡＮＫＬ抗体
治疗后肝炎症状得到了改善［１１］。在小鼠肝脏中，

ＲＡＮＫＬ主要表达于 ＨＣ，实验证明受损的肝细胞内能
够快速产生大量 ＲＡＮＫＬ细胞因子，并维持较长时
间［１２］。但ＲＡＮＫＬ在肝纤维化中的作用尚不清楚。本
研究主要通过对比对照组小鼠和肝纤维化造模组小鼠

肝脏组织和原代 ＨＣ、ＨＳＣｓ中 ＲＡＮＫＬ表达变化，并进
一步研究 ＲＡＮＫＬ对 ＨＳＣｓ活化的影响，从而探讨
ＲＡＮＫＬ通过调节ＨＳＣｓ影响肝纤维化的形成。

１　材料与方法

１．１　实验对象
　　６～８周龄 ＳＰＦ级雄性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠２６只，体质
量１８～２２ｇ，由重庆医科大学动物中心提供，饲养于重
庆医科大学附属儿童医院儿科研究所动物中心独立通

气饲养笼中。所有小鼠以标准饲料，自由摄食、饮水。

动物饲养条件符合实验动物管理条例，所有动物相关

操作遵循国家及重庆医科大学动物中心有关动物伦理

规定及条例。

１．２　主要试剂与仪器
　　ＳＰ免疫组化试剂盒购自于武汉博士德生物技术
有限公司，Ⅳ型胶原酶、ＤＮＡ酶Ⅰ、链蛋白酶、天狼星
红染色试剂购自于北京索莱宝公司，ｏｐｔｉｐｒｅｐ分离液购
自于苏格兰Ａｘｉｓｓｈｉｅｄ公司，总 ＲＮＡ提取试剂盒购自
于无锡百泰克生物技术有限公司，ｃＤＮＡ反转录试剂
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盒、荧光定量ＰＣＲ检测试剂盒购自于宝生物医药科技
有限公司，全蛋白提试剂盒购自于南京凯基生物科技

有限公司，抗 αＳＭＡ抗体、抗 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ抗体均购自
美国ａｂｃａｍ公司，抗 ＧＡＰＤＨ抗体购自于美国 ＢＢＩｌｉｆｅ
ｓｃｉｅｎｃｅ公司，抗ＲＡＮＫＬ抗体、重组 ｓＲＡＮＫＬ细胞因子
购自于美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司；ＨＲＰ标记山羊抗兔 ＩｇＧ
抗体、ＨＲＰ标记兔抗鼠 ＩｇＧ抗体购自于美国 Ｃｅｌｌ
ＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，激光共聚焦显微镜购自于
日本尼康公司，光学显微镜、显微照相系统购自于日本

Ｏｌｙｍｐｕｓ公司。
１．３　肝纤维化小鼠造模
　　本研究采用经典的四氯化碳（ｃａｒｂｏｎｔｅｔｒａｃｈｏｌｏｒｉｄｅ，
ＣＣＬ４）诱导小鼠肝纤维化的模型进行实验：将小鼠随
机分为对照组和造模组（ｎ＝１３）。按照 ５μＬ／ｇ向造
模组小鼠腹腔注射体积分数 １０％的 ＣＣＬ４油剂溶液，
２次／周；同时向对照组小鼠注射等体积的无菌油剂。
１．４　原代ＨＣ的分离和原代ＨＳＣｓ分离及培养
１．４．１　ＨＣ的分离　　６周后，小鼠麻醉后处死，用含
有ＩＶ型胶原酶的 ＤＭＥＭ溶液消化肝脏，获得含有肝
脏各种类型细胞的细胞悬液，在４℃，５０ｇ，５ｍｉｎ条件
下离心后弃上清，剩余细胞团块为质量较大的肝细胞，

用ＤＭＥＭ重悬后备用。
１．４．２　ＨＳＣｓ的分离及培养　　按照１．４．１获得肝脏
细胞悬液，再通过 ７０％ ｏｐｔｉｐｒｅｐ分离液梯度离心
（２４℃，１６００×ｇ，２０ｍｉｎ）和选择性黏附后得到纯度较
高的原代 ＨＳＣｓ。离心后培养基重悬细胞团块备用。
细胞培养：将分离得到的原代ＨＳＣｓ使用含有２％胎牛
血清、２％的１００μｇ／ｍＬ的青链霉素的高糖 ＤＭＥＭ培
养基，在３７℃，５％ＣＯ２条件下培养。静息状态的肝星
状细胞是圆形的富含脂质小滴、并且有网状纤维包绕

的细胞；而随着肝星状细胞的活化，细胞的胞体逐渐增

大，胞突伸展。细胞质中脂滴消失，ＶｉｔＡ含量减少。
胞质内粗面内织网、高尔基体发达，并具有旺盛的蛋白

质合成能力［１３］。研究提取原代 ＨＳＣｓ培养后，通过对
其细胞形态进行观察，将原代 ＨＳＣｓ体外培养 １天为
静息状态ＨＳＣｓ，培养３天为部分活化状态ＨＳＣｓ，培养
５天为完全活化状态ＨＳＣｓ［１４－１５］。
１．５　天狼星红染色及免疫组化技术（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓ

ｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＩＨＣ）染色
　　天狼星红染色：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，切片后脱蜡水
化，接着进行天狼星红苦味酸饱和溶液染色、脱水，最
后中性树脂封片后观察拍照。免疫组化染色：组织固

定切片等步骤同前，在脱蜡水化后，进行高温下抗原修

复、过氧化氢去除酶；接着山羊血清封闭孵育后滴加目

的蛋白抗体４℃过夜，复温后滴加辣根过氧化物酶标
记的二抗孵育。最后滴加ＤＡＢ显色，苏木精复染后中
性树胶封片后拍照观察。

１．６　实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ，
ＲＴｑＰＣＲ）检测

　　ＲＮＡ试剂盒提取组织或细胞的总ＲＮＡ，按照反转
录试剂盒说明书合成 ｃＤＮＡ，以 ｃＤＮＡ为模板进行
ＰＣＲ反应。扩增条件为：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变
性２０ｓ，６０℃退火２０ｓ，７２℃延伸３０ｍｉｎ，循环３３次，
７２℃检测信号。设置３个复孔，记录每孔的 ＣＴ值，以
３个复孔的平均值作为最终结果。本研究中以
ＧＡＰＤＨ为内参，采用 ２－△△Ｃｔ法进行分析。引物序列
如下：ｍＲＡＮＫＬ：５′ＣＡＧＣＡＴＣＧＣＴＣＴＧＴＴＣＣＴＧＴＡ３′
（上游），５′ＣＴＧＣＧＴＴＴＴＣＡＴＧＧＡＧＴＣＴＣＡ３′（下游）；
ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ：５′ＴＧＧＣＧＧＴＴＡＴＧＡＣＴＴＣＡＧＣＴＴ３′（上
游），５′ＣＴＣＡＡＧＧＴＣＡＣＧＧＴＣＡＣＧＡＡＣ３′（下游）；α
ＳＭＡ：５′ＧＡＴＣＴＣＴＡＴＧＣＴＡＡＣＡＡＣＧＴＣＣＴＧ３′（上游），
５′ＣＴＴＣＧＴＣＧＴＡＴＴＣＣＴＧＴＴＴＧＣ３′（下游）；ＧＡＰＤＨ：
５′ＡＡＣＡＣＧＧＡＡＧＧＣＣＡＴＧＣＣＡＧ３′（上游），５′ＴＧＣＡ
ＴＣＣＴＧＣＡＣＣＡＣＣＡＡＣＴ３′（下游）。
１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
　　按照蛋白提取试剂盒说明书提取组织或细胞的总
蛋白，采用ＢＣＡ法测定蛋白浓度后，经凝胶电泳、硝酸
纤维素膜印迹后，用含 ５％ 脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ封闭
１ｈ。而后将膜转移至含目的蛋白抗体的稀释液（稀释
比例均为１∶１０００）中，于 ４℃孵育过夜。再用 ＴＢＳＴ
洗涤 ３次后，将膜置于相应的辣根过氧化物酶标记二
抗稀释液中常温孵育 ２ｈ，ＴＢＳＴ洗涤 ３次。最后用
ＥＣＬ化学发光试剂显影。
１．８　免疫荧光（ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ，ＩＦ）检测
　　提取原代 ＨＳＣｓ于装有共聚焦玻片的培养皿中，
在３７℃，５％ ＣＯ２条件下加入含有不同浓度 ＲＡＮＫＬ
的ＤＭＥＭ培养基进行培养 ７２ｈ，固定后使用 ０．５％
ＴｒｉｔｏｎＸ１００透膜１０ｍｉｎ、ＰＢＳ洗２次，５％牛血清白蛋
白溶液常温封闭 ３０ｍｉｎ；而后将玻片转移至含目的蛋
白抗体的稀释液（稀释比例为１∶１０００）中，于 ４℃避
光孵育过夜，ＰＢＳ洗 ３次后，加入荧光二抗（稀释比例
为１∶１００００）室温避光孵育６０ｍｉｎ，ＤＡＰＩ染核室温避
光孵育１５ｍｉｎ，最后抗荧光淬灭剂封片在倒置荧光显
微镜观察并收集图像。

１．９　统计学方法
　　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８软件对研究数据进行统计
分析，组间差别采用两独立样本 ｔ检验，以 Ｐ＜０．０５表
示差异具有统计学意义。
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２　结果

２．１　ＲＡＮＫＬ在肝纤维化过程中的表达
　　天狼星红油染色可看到造模组小鼠肝组织中胶原
纤维明显增多，发生了明显的肝纤维化（图１Ａ）。ＩＨＣ
染色显示小鼠肝组织中 ＲＡＮＫＬ表达明显增强，且染
色区弥散分布于肝组织中（图１Ｂ）。ＲＴｑＰＣＲ结果显
示造模组肝组织中 ＲＡＮＫＬｍＲＮＡ表达水平增高（Ｐ＜
０．０５，图１Ｃ）。ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ结果显示：较之对照组，造
模组小鼠肝组织中 ＲＡＮＫＬ蛋白表达也显著增高
（图１Ｄ、Ｅ）。这提示 ＲＡＮＫＬ在肝纤维化的发生发展
中发挥了作用。

２．２　在小鼠肝纤维化过程中，肝细胞分泌大量
ＲＡＮＫＬ

　　细胞因子ＲＡＮＫＬ在细胞中合成后可分泌至细胞
外发挥功能，本研究免疫组化结果也显示在肝组织中

ＲＡＮＫＬ呈弥散性分布。为明确肝组织中分泌 ＲＡＮＫＬ
的细胞类型，研究提取对照组小鼠原代 ＨＣ和 ＨＳＣｓ，

ＲＴｑＰＣＲ检测细胞中 ＲＡＮＫＬ的 ｍＲＮＡ表达显示：对
照组小鼠体内ＲＡＮＫＬ的 ｍＲＮＡ在 ＨＣ中的表达量远
高于其在ＨＳＣｓ中的表达水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明
ＲＡＮＫＬ的蛋白表达水平呈现出同样的趋势（图 ２Ａ、
Ｂ）。可见对照组小鼠的肝组织中 ＲＡＮＫＬ主要由 ＨＣ
分泌。

　　研究提取２组小鼠的原代 ＨＣ，通过 ＲＴｑＰＣＲ检
测其ｍＲＡＮＫＬ表达，结果显示造模组小鼠原代 ＨＣ中
ＲＡＮＫＬ的ｍＲＮＡ表达水平明显高于对照组（图２Ｂ），
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＣ中ＲＡＮＫＬ的蛋白表达变化也与
其ｍＲＮＡ变化趋势一致（图 ２Ｃ），表明与对照组小鼠
相比，肝纤维化小鼠原代 ＨＣ分泌的 ＲＡＮＫＬ明显增
加。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果还显示：与对照组小鼠相比，
ＲＡＮＫＬ在肝纤维化小鼠的原代 ＨＳＣｓ中的表达有下
降的趋势。证明在对照组小鼠体内，与 ＨＳＣｓ相比，
ＲＡＮＫＬ主要由 ＨＣ分泌，而肝纤维化病变会导致 ＨＣ
中的 ＲＡＮＫＬ进一步增高，与此相反的是肝纤维化过
程中ＨＳＣｓ表达ＲＡＮＫＬ的水平有下降趋势。
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图１　免疫组化、ＲＴｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测实验小鼠肝组织ＲＡＮＫＬｍＲＮＡ和蛋白表达　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）
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图２　ＲＴｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测实验小鼠ＨＣ和ＨＳＣｓＲＡＮＫＬｍＲＮＡ和蛋白表达　（ｎ＝１２，珋ｘ±ｓ）

２．３　ＲＡＮＫＬ抑制原代ＨＳＣｓ的活化
　　研究采用外源性 ＲＡＮＫＬ刺激原代 ＨＳＣｓ来模拟
小鼠体内肝纤维化过程中大量 ＲＡＮＫＬ对 ＨＳＣｓ的影
响。经不同浓度的 ＲＡＮＫＬ重组细胞因子刺激原代
ＨＳＣｓ，检测培养 ７２ｈ后的ＨＳＣｓ中 ＲＡＮＫＬ、αＳＭＡ和
ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ的表达水平。ＲＴｑＰＣＲ结果显示，与对照
组相比，ＲＡＮＫＬ刺激后的 ＨＳＣｓ中 ＲＡＮＫＬ、αＳＭＡ和
ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ的 ｍＲＮＡ表达水平均下降，且具有剂量依
赖性（图３Ａ），随着加入 ＲＡＮＫＬ浓度增高 ＨＳＣｓ中活
化相关蛋白表达水平逐渐降低。同样，研究采用免疫

荧光检测 ＲＡＮＫＬ刺激原代 ＨＳＣｓ７２ｈ后细胞中
ＲＡＮＫＬ、αＳＭＡ和 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ 蛋白的表达，随着
ＲＡＮＫＬ浓度增加，蛋白的荧光强度均显示出明显下降
（图３Ｂ），说明 ＲＡＮＫＬ以剂量依赖的方式下调原代
ＨＳＣｓ中 ＲＡＮＫＬ、αＳＭＡ和 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠｍＲＮＡ和蛋白
的表达水平；提示ＲＡＮＫＬ可抑制ＨＳＣｓ的活化。

３　讨论

　　肝纤维化是一个由慢性肝损伤引起的复杂的纤维
化和炎症过程，代表了肝硬化进展的早期阶段。ＨＳＣｓ
主要定位于肝窦内皮细胞和 ＨＣ之间的窦周间隙，是
启动纤维化过程的肌成纤维细胞和门脉成纤维细胞的

主要来源。活化的 ＨＳＣｓ可以分泌细胞外基质、金属
蛋白酶组织抑制剂和基质金属蛋白酶等物质导致肝脏

结构重塑［１６］。目前认为肝移植是治疗肝硬化的理想

方法，但这并不适用于绝大多数患者。因此，抗肝纤维

化治疗仍需进一步研究。

　　近年来，越来越多的文献表明 ＲＡＮＫＬ与肝纤维
化之间存在着紧密联系。在我们前期研究中发现在非

酒精性脂肪肝发生过程中，肝脏组织中 ＲＡＮＫＬ的
ｍＲＮＡ和蛋白表达增加，且与其疾病发展程度正相

关［１３］，由此我们推测 ＲＡＮＫＬ在肝纤维化过程中可能
促进ＨＳＣｓ的活化。有文献报道，在小鼠肝脏缺血前
或再灌注时给予 ＲＡＮＫＬ治疗，其 ＨＣ中核因子 κＢ
（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ，ＮＦκＢ）的活性明显增加［１２］，

而ＮＦκＢ能通过ＴＬＲ信号传导途径参与ＨＳＣｓ的激活
而促进肝纤维化［１７－１８］，同时也能募集肝脏 ｋｕｆｆｅｒ细胞
的聚集并释放炎症因子活化ＨＳＣｓ［１３］。由此我们猜想
ＲＡＮＫＬ可能通过参与 ＨＳＣｓ活化影响肝纤维化形成。
通过实验我们发现，用 ＣＣＬ４诱导的肝纤维化小鼠的
肝脏组织中ＲＡＮＫＬｍＲＮＡ和蛋白表达水平均明显增
加，这验证了我们的猜测 ＲＡＮＫＬ参与了在肝纤维化
的发生发展进程。有文献表明在对照组小鼠体内

ＲＡＮＫＬ主要来源于肝组织中的 ＨＣ［１２］，与此同时，我

们还发现ＲＡＮＫＬ在纤维化模型小鼠肝脏的原代 ＨＣ
中表达会进一步增高，但在原代 ＨＳＣｓ中却呈现下降
趋势，二者变化的差异促使我们进一步探究 ＨＣ大量
表达的ＲＡＮＫＬ对于ＨＳＣｓ的活化是否有影响。因此，
我们在体外刺激活化原代 ＨＳＣｓ时加入大量的外源性
重组ＲＡＮＫＬ，由此来模拟并研究体内肝纤维化进程中
ＲＡＮＫＬ对 ＨＳＣｓ的影响。我们发现不同浓度的体外
ＲＡＮＫＬ重组细胞因子刺激均能够抑制 ＨＳＣｓ的活化，
并且随着体外刺激 ＲＡＮＫＬ重组细胞因子浓度的增
高，原代ＨＳＣｓ中ＲＡＮＫＬ的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平逐
渐下降，具有一定的浓度依赖性，这表明高浓度的

ＲＡＮＫＬ抑制了ＨＳＣｓ中ＲＡＮＫＬ的表达。同时我们还
发现 ＨＳＣｓ活化的标志物 αＳＭＡ和 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ的
ｍＲＮＡ和蛋白表达水平与 ＲＡＮＫＬ具有相似的变化趋
势，这表明大量的 ＲＡＮＫＬ直接作用于 ＨＳＣｓ将导致
ＨＳＣｓ的活化受到阻碍，同时 ＨＳＣｓ细胞本身 ＲＡＮＫＬ
的表达亦出现下降。

３４１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２）
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图３　ＲＴｑＰＣＲ、ＩＦ检测原代ＨＳＣｓ经ＲＡＮＫＬ刺激培养７２ｈＲＡＮＫＬ、αＳＭＡ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ ｍＲＮＡ和蛋白表达
（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

　　综上所述，在肝纤维化进程中 ＲＡＮＫＬ在肝脏组
织中表达增加且与纤维化程度正相关，而 ＲＡＮＫＬ在
ＨＣ中表达增高却在ＨＳＣｓ中表达下降，体外实验中外
源性ＲＡＮＫＬ不仅能够抑制 ＨＳＣｓ中 ＲＡＮＫＬ的表达，
还能在一定程度上抑制 ＨＳＣｓ的活化进程。由此，我
们认为在肝纤维化进程中，受损的 ＨＣ既能够高表达

ＴＧＦβ、ＩＬ１Ａ、ｈｅｄｇｅｈｏｇ配体和ＣＸＣＬ１０等这些促进肝
纤维化进程的细胞因子［４］，同时也能分泌如 ＲＡＮＫＬ
能够直接抑制肝星状细胞活化的细胞因子，这为我们

进一步了解肝纤维化机制和肝纤维化的治疗提供了新

的思路。

４４１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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