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酒精性肝病大鼠Kupffer~胞CD 14蛋白的表达及其在肝损害中的作用 
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【摘 要】目的：观察大鼠酒精性肝病gqKupffer细胞 (KCs)CD14蛋白和基因的表达及其在肝损害中的作用。方法：随机将 

Wistar大鼠分为乙醇喂养组 (剂量5一l2g／kg／24h)和葡萄糖对照组 4N和8周活杀分离KCs，用流式细胞仪 (FCM)测定细 

胞膜上CD14蛋白的表达，同时用逆转录多聚酶联反应 《RT-PCR)测定KCs中CD14mRNA的表达；用酶联免疫法 《ELISA) 

测定血浆中TNF-Ⅱ和IL一6浓度变化；测定血浆内毒素及血浆中转氨酶 (ALT)水平变化，井观察肝脏形态学改变。蛄果： 

乙醇组大R4周时KCs膜上已明显表达CD14蛋白和CD14 mRNA，8周时其表达进一步增强，显著高于对照组(P如．05)。乙醇 

组4周和8周时血浆TNF-Ⅱ浓度、IL一6浓度及内毒素浓度均明显高于对照组 ( 0．o5)。乙醇组肝组织发生显著的病理变化，对 

照组肝组织无明显病理变化。结论：乙醇能诱导大鼠肝脏KCs膜CD14蛋白和CD14 mRNA的表达显著增强，血浆中细胞因子 

TNF— 和IL一6浓度增加．引起肝脏形态改变和功能损害。 
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The expression of lip0pOlysaccha ride receptor CD1 4 protein on Kupffer cells of the rats 

with alcoholic liver disease 
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【Abstract】Objective：To observe the expression of CDI4 protein and its mRNA on Kupffer cells(KCs)and 

evaluate the role of CDI4 protein in the pathogenesis of liver injury in the rats with alcohol—induced liver disease 

(ALD)．Methods：Twenty eight Wistar rats were divided into two groups：ethanol·fed group and control group． 

Ethanol—fed group were fed ethanol(dose of 5~12／kg／24h)and control group received dextrose instead of ethano1． 

Two groups were sacrificed at 4w and 8w．KCs were isolated and expression of CD 14 protein and its tuRNA on 

KCs were determined with flow cytometric(FCM)analysis or the reverse transcription polymerase chain reaction 

(RT—PeR)analysis Levels of tumor necrosis factor(TNF)- and interleuldn(IL)-6 in plasma were determined 

with cnzyme linked immunosorbent assay(ELLSA)．Levels of cnd0toxin and alanine transarninase(AL．D in blood 

were measured also，and liver pathology was observed under light and electron microscopy．Results：In ethanol fed 

rats，ethanol administration led to a significant expression in CD14 protein an d its mRNA compared with the 

control group <0 05)at 8 week In ethanol group，concentrations of TNF一Ⅱ，IL一6 and plasma endotoxin levels 

were increased dramaticallythan inthe controlrats attwotime points．Inliver sectionfrom ethanol-fed rats，there 

was marked pathological changes but there was no change in control group．Conclusion：In ethanol—fed rats， 

ethanol administration led to a significant expression ofCD 14 protein and its mRNA，and increase of TNF—ct and 

IL一6 levels．which may result in the pathological changes of liver tissue and hepatic funeti-onal damages． 

【Key words】Alcohol-induced liver disease；Kupffer cell；Lipopolysaccharide；Receptor CD14；Protein 

expression 

以前的研究显示脂多糖(LPS)结台蛋白(LBP)和 

脂多糖受体CD14在酒精性肝病 (ALD)所致的肝 
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损害中起重要作用。CDI4是存在于单核／巨噬细胞 

表面的一种膜蛋 白，其分子量为55一kD，主要功能 

是识~IILPS，在LPS介导单核／巨噬细胞激活中起重 

要作用 ～。LPS-LBP与CD14的结合能促使单核／巨 

噬细胞激活井释放多种细胞因子，诱导肝脏损 

。 但是ALD时肝KCs能否表达CDI4蛋白和CDI4 
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mRNA及CD]4蛋白在ALD所致肝脏损害中的作用仍 

不清楚。本研究用乙醇喂养大鼠建立酒精性肝病动 

物模型，观察肝KCs膜CD14蛋白及CD14 mRNA的 

表达，探讨CD14蛋白在ADL所致肝脏损害中的作 

用机制。 

1 材料与方法 

I．1 动物模型厦其分组 

28只雌性Wistar大鼠，体重I80～220g 随机分为乙醇喂 

养组和葡萄糖喂养对照组。乙醇喂养组太鼠用乙醇 (剂量5g 

／k~24h～12g／kg／24h)加入饮水中喂养 对娟组饮水中加入 

等量的葡萄糖，两组大鼠分别于4周和8周后活杀取材，每组 

每时相点7只动物。经尾静脉抽取血标本 再取相同部位肝 

组织分别存放于一7o℃保存待测。 

1．2 血标本的检测 

I 2．1 血浆内毒素含量的_刹定 用鲎试剂基质偶氮显色话。 

鲎试剂盒从上海生化所购买，具体方法按试剂盒说明书进 

行。 

I 2．2 血清中ALT的测定 用常规生化{盘 

1 2．3 血浆中细胞因子的测定 用酶联免疫法 (ELISA)测 

定TNF-a~IL一6的古量 试剂盒购于北京邦定泰克公司。 

1．3 肝脏形态学观察 

1．3．1 每组每时相点取三只动物肝组织常规HE染色，光镜 

观察其形态学变化。 

1．3．2 每组每时相 取两只动物肝组织，2．5％戊二醛固定， 

常规电镜制样 透射电镜观察肝组织超微结构的变化。 

1 4 KCs的分离和培养 

按照龚建平等。。介绍的方法进行。主要步骤为：门静脉 

灌注Hanks‘平衡液后切除肝脏 用0 5％的Ⅳ型胶原酶溶液 

(Sigma)进行灌注消化 然后彻底冲洗，放人装有含5％胎 

牛血清 (FCS)的RPM1培养基的塑料培养皿中。3TC下 在 

95％的 和5％的CO2中孵育3h后，用吸管清除悬浮细胞后得 

KCs，测定其纯度大于90％ 活力大于95％。 

1．5 KCs膜CD14蛋白的表选 

用FCM测定．具体方1弦参照龚建平等。 介绍的方法进 

行 主要步骤为：先用抗CD14抗体 (Santa Cruz公司产品) 

20 u】与KCs孵育30min，再用FITC一山羊抗免lgG孵育3O 

min，冲洗，然后用FcM测定每份标本10 000个KCs中FITC 

阳性细胞数及平均荧光强度。 

1．6 KCs CDI 4 raRNA~O测定 

1．6 1 KCs中RNA的提取和cDNA~合成 用TRIZOL试剂盒 

(Life Technologies．USA)提取KCs中的总RNA，具体方法 

按试 剂书说 明进行 。取0 5ml RNA用RT-PCA试 剂盒 

(Roche USA)将其逆转录为互补的DNA (eDNA)，并于 

- 70"C保存待测 

I 6．2 KCs中CD14mRNA表达 用逆转录-多聚酶链聚合物 

反应 (RT-PCR)测定，以B-Actin作为内参对照。CD14和 

0-Actin的mRNA~l物由上海生：r冶 成。 

CD14的序列为： 

上游(5‘-CTCAACCTAGAGCCGTTTCT一3’ 

下游 (5'-CAGGATTGTCAGACAGGTCT-3’k 

13-actin的序列为： 

上游(5‘-ACCACAGCTGAGAGGGAAATCG-3‘)， 

下游(5‘-AGAGGTCTTTACGGATGTCAACG-3‘) 

CD14和 13-actin扩增的PCR产物大小分别为267bp和 

28Ibp 扩增条件是：93℃变性Imin，57℃退火2rain 71℃ 

l~lmin，共3O个循环。用I 5％琼脂糖电泳PCR~} 增产物， 

EB染色 凝胶成像系统观察．照相，计算PCR产物的相对表 

达量，结果80PCR产物量以相对光密度 (ROD)表示。 

1．7 统计学外理 

实验所得数据以均数±标准差( ± )表示，用方差分析 

等方法进行处理，以 0 05表示差异显著。 

2 结 果 

2．1 KCs膜上CD14蛋白的表达 

对照组4周和8N时FITC—CD14阳性细胞数分 

别为4．45％和5．38％，平均荧光强度弱；乙醇组FITC 
— CD14阳性细胞数分21176．23％和89．42％，其平均 

荧光强度显著增强，与对照组比较有显著差异 (P< 

0．05)(见图1)。 

2．2 KCs中CD14 mRNAh~表速 

两组大鼠KCs中CD14 mRNA的表达见图2。对 
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照组大鼠4周和8周KCs CDI4 mRNA的表达均不明 

显 。乙醇组KCs中 CDI4 mRNA在4周时已明显表 

达，8周时其表达进一步增加，与对照组相比差异 

显著 (尸<O．05)。 

2．3 血中内毒素和ALT含量变化 

乙醇组大鼠在4周和8周时血浆内毒素浓度分别 

129±21 pg／ml and 187±35 pg／ml，明显高于对照组 

的48±9 pg／ml and 53±1 1 pg／ml(尸<O．05)，大约是对 

照组的2倍和3倍 (图3)；乙醇组血清ALlT浓度为 

112±15 IU，L和 147±22 lu，L，也明显高于对照组 

的31±12lu，L and 33±9Iu，L(尸<0．05)(图4)。 
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图3 两组rm浆内毒素浓度变化 
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图4 两组血浆ALlT含量变化 

P<0 05．vs对照组 

2,4 血浆中细胞因子的变化 

乙醇组4周和8周时血浆TNFa'~度分别为326± 

42pg／ml和402±5 lp ml，IL一6浓度为387±46pg／ml 

和413±5lpg／m]，明显高于对 照组的86±12 p 

ml，97±13 pg／ml和78±1 lpg／ml及73±10 p ml(尸< 

O．05)(图5、图6)。 

2．5 肝脏病理学变化 

乙醇组4周时光镜下见肝细胞内出现大小不等 

的空泡样脂肪变性，肝窦内有较多白细胞，但未见 

明显的炎细胞浸润和坏死病灶形成；乙醇喂养8周 

后，肝细胞脂肪变性更加明显，并有较多的炎症细 

胞浸润及坏死灶出现。电镜下乙醇组4周时肝细胞 

内有较多局灶性的胞浆变性及髓鞘样结构形成，肝 
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图6 两组血浆中IL．6浓度变化 
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细胞核膜变得不规则，胞浆高尔基器增多，线粒体 

空化，核糖体减少，肝窦内皮细胞明显肿胀，8周 

时上述变化更加明显 (图7， 图8)。对照组大鼠 

光、电镜下肝组织无明显的病理学变化。 

图7 乙醇组4周时肝细胞胞浆中有较多的空泡佯变性 

及髓鞘样结构形成。 (TEMx 10000) 

图8 乙醇组8周时肝细胞核膜变得不规则．胞浆 

高尔基器增多、线粒体空化、核糖体臧少。 (TEMx4000) 
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3 讨 论 

现已证明，酒精性肝病时肝脏损害的程度与乙 

醇的剂量和作用时间呈正相 ，雌性大鼠比雄性大 

鼠对乙醇具有更高的敏感性 ⋯。乙醇对肝脏的损害 

主要是通过内毒素的作用而实现的，乙醇对肝脏的 

毒性作用与血浆中内毒素的水平密切相关 。 。然 

而，乙醇所致肝细胞损害确切的机制尚不清楚。内 

毒素或LPS必须通过与血浆中LBP及细胞膜上CD14 

结合才能行使其生物学功能 前的研究显示， 

ADL时肝脏组织中LBP和CD14蛋白及其基因的表达 

明显增高 ，LBP和CD14两种蛋白是促使LPS与单 

核．巨噬细胞相互作用的细胞基础和分子基础，血中 

的LBP能认识和结台LPS，与之形成LPS·LBP复合 

物。而单核·巨噬细胞膜上的CD14受体蛋白能识别 

LPS—LBP复合体并激活这些细胞，产生各种细胞 

因子如肿瘤坏死因子 (TNF-a)、白细胞介素 

类、前列腺素及其它可溶性细胞介质 ～，在早期 

肝脏损害中起关键作用 。 。但是肝组织中CD14蛋 

白的确切来源尚不完全清楚。 

本研究的主要目的是观察乙醇喂养大鼠时肝 

KCs膜上CD14蛋白及mRNA的表达以及CD14蛋白 

在ALD所致肝脏损害中的作用 发现乙醇喂养大鼠 

血浆中内毒索水平明显高于对照大鼠，KCs膜上 

CD14蛋白及KCs中CD14 mRNA表达明显增强，伴 

有细胞因子TNF—a和IL一6显著升高，同时也伴有 

血清中ALT升高及肝脏出现脂肪变性、坏死及炎性 

细胞浸润等肝脏功能与形态损害等改变。血浆内毒 

素含量增高的原因可能与乙醇肠粘膜通透性增加， 

肠道大量内毒索通过门静脉进入血循环所致。而 

CD14基因的表达可能与乙醇喂养大鼠肝脏内的炎 

症反应和坏死有关，这些变化与文献报道一致⋯。 

Yin等⋯ 发现乙醇能诱导大鼠表达CD14基因和CD14 

蛋白，而这些基因或蛋白的表达能增加大鼠肝脏对 

乙醇的敏感性，增加肝脏KCs释放TNF· 、氧自由 

基、白介素及其它因子释放，最终导致肝细胞损害 
。 ⋯  

。 因此，我们认为KCs中CD14基因及蛋白的增 

高造成KCs激活并释放多种细胞因子如下NF—a和IL 
一

6可能是乙醇诱导肝细胞损害的重要机制之一。 

已证实内毒素血症时是肝细胞产生急性期反应 

蛋白的主要部位，但ALD时肝组织中CD14蛋白和 

CD14 mRNA表达增高的机制尚不完全清楚。目前 

已知CD14基因和CD14蛋白主要由单核·巨噬细胞表 

达和产生 ，酒精性肝病时肝内单核·巨噬细胞来源 

有两类，一类是肝内固有的巨噬细胞即Kcs，第二 

类是炎症反应时血循环中l攫润到肝脏的单核细胞和 

巨噬细胞等，它们均能表达高水平的CD14基因和产 

生CD14蛋白 一。两类细胞均可能增加对内毒素的 

敏感性，导致核转录因子NF kB的激活和前炎症性 

细胞因子的产生和释放，最终诱导肝脏细胞损害。 

总之，本研究发现乙醇能导致大鼠肝KCS膜 

CD14蛋白和CD14基因明显增高，增高的CD14基 

因与蛋白显著增强KCs对内毒素的敏感性，释放大 

量细胞因子，最后导致肝脏形态改变和功能损害。 
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律失常明显增加，但近80％的死亡患者有QTc的明 

显延长，并且在死亡之前持续存在，提示QTc延长 

与预后不良有关。 

我们以前对脑梗塞患者的观察及文献报 ⋯发 

现大脑半球岛叶病变对心脏自主神经活性的影响是 

导致心脏病变的主要病理生理机制；右侧岛叶病变 

后心脏副交感神经活动减弱，心脏交感神经活动相 

对增强，快速心律失常增加；左侧岛叶病变对HRV 

反映的心脏自主神经活性变化无明显影响，但导致 

心电图sT-T改变明显增加。本观察发现右侧壳核和 

额顶颞叶出血引起HRV和快速心律失常的显著改 

变，左侧壳核和额顶颞叶出血对HRV无明显影响， 

但引起sT-T异常显著增加与前述研究发现是一致 

的，可能是因为壳核和额顶颤叶均紧邻岛叶，这些 

部位的出血几乎均会影响到岛叶或其传出纤维所 

致。其它部位出血对HRV的影响则可能是由于血肿 

较大时对HRV中枢调节及其下行通路的间接影响所 

致。本研究提示，对壳核和额顶颤叶出血患者应加 

强心电监护和心脏保护。 
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