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组蛋白去乙酰化酶抑制剂 FK228治疗小鼠肝硬化的实验研究 

李梦辉 ，周恒宇 ，刘迪娜 ，蔡 莹 ，龚建平 z，唐 霓 ，黄爱龙 ，夏 杰 

(1．重庆医科大学感染性疾病分子生物学教育部重点实验室．重庆 400016； 

2．重庆医科大学第二附属医院肝胆外科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：观察组蛋白去乙酰化酶抑制剂罗米地辛(Romidepsin，FK228)对四氯化碳 carbon tetraehloride，cch)诱导小鼠肝 

纤维化模型的治疗性作用，初步探讨 FK228对减轻小鼠肝纤维化的机制。方法：将 30只 8周龄 C57BL／6雄性小鼠随机分为对 

照组、造模组和治疗组，每组 10只；对照组腹腔注射生理盐水 ；造模组腹腔注射 10％CC14溶液诱导肝纤维化，持续 24周；治疗 

组在诱导纤维化第 20周开始采用 FK228进行治疗。检测各组小鼠血清谷丙转氨酶(alanine aminotransferase，A1Jrr)、谷草转氨酶 

(aspartate transaminase，AST)含量水平 ；对肝组织进行 HE染色和天狼星红染色，观察假小叶形态结构；进行 0【一平滑肌肌动蛋白 

(0【一smooth muscle actin，0【一SMA)免疫组化染色，观察肝星状细胞活化程度及肝纤维化进程 ；Western blot半定量分析 —SMA蛋 

白在肝脏中的表达情况。结果：造模组血清 ALT(67．270．4-11．109)IU／L，而治疗组小鼠的血清ALT(37．670 4-8．461)IU／L显著下 

降(P-0．019)；肝组织切片HE染色和天狼星红染色显示造模组纤维化程度高、假小叶形成明显，而治疗组纤维化程度明显减 

弱；免疫组化染色和Western blot结果显示治疗组ft．一SMA水平相对于造模组明显降低(P=0．001)。结论：研究结果首次证实 

FK228对降低小鼠肝纤维化程度有治疗性作用，而且其机制可能与抑制星状细胞活化和降低 oL—SMA蛋白表达水平有关。 

【关键词】组蛋白去乙酰化酶抑制剂；FK228；肝纤维化； 一平滑肌肌动蛋白 
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Experimental study of romidepsin in reducing liver cirrhosis 
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【Abstract]Objective：To observe the effect of histone deacetylase inhibitor romidepsin(FK228)on liver cirrhosis in mice，and to in一 
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vestigate the underlying mechanism of renoprotective effect of 

FK228．Methods：Thirty experimental mice were randomly di- 

vided into three groups：control group(group A)，model group 

(group B)and treatment group(group C)．To set up the liver 

cirrhosis model，mice in group B and C were treated with in— 

traperitor／eal injection of CC14 for 24 weeks．From the 21th 

week，group C were treated with intraperitoneal injection of 

FK228 weekly．The levels of serum ALT and AST were detected 
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to judge liver damage degree．HE and sirius red staining were used to observe pseudolobuli and tubercle．Immunohistochemical stai n— 

ing and Western blot analysis were used to detect the expression of osteopontin O／．一smooth muscle actin(oL-SMA)in live Resuits：The 

data showed the average serum ALT in group C was(37．670 4-8．461)IU／L and(67．270±1 1．109)IU／L in group B．It was significantly 

decreased when treating the experimental mice with FK228(P=0．019)．Also，HE and sirius red staining revealed the degree of liver fi— 

brosis in group C were Weakened obviously．Additionally，Western blot and immunohistochemistry indicated the levels of 0【一SMA in 

group C were notable redueed(P=-O．001)．Conclusion：The preventive effect of FK228 treatment for liver cirrhosis and the mechanism 

may involve down regulating levels of a-SMA and inhibition of HSC activation． 

【Key words】histone deacetylase inhibitor；FK228；liver fibrosis；{x-smooth muscle actin 

肝硬化是由肝纤维化发展而成 ．是所有慢性肝 

脏损伤的最终病理阶段『11。任何引起肝损伤的因素 

长期、反复作用于肝脏，均可引起肝细胞变性、坏死， 

继而出现肝细胞再生和纤维组织增生，当肝小叶结 

构破坏．肝细胞结节再生 ．增生的胶原包绕形成假 

小叶即称肝硬化圆。我国作为乙肝感染大国现有约 

7 000万乙肝病毒感染者 ，而每年有 3％～4％将转化 

为肝硬化病人。传统观念认为肝硬化是不能逆转 

的，但是最近动物实验研究和临床观察的证据表明 

早期的肝硬化仍然是可以逆转的。一般情况下，肝 

硬化导致不同程度的肝损伤和门静脉高压，并伴有 

多系统损伤，晚期常出现肝性脑病、上消化道出血、 

继发感染、脾功能亢进、腹水、癌变等并发症，严重 

影响人类健康。 

组蛋白是人类染色体的基本组成单位，组蛋白 

的转录后修饰在基因表达中起决定性的作用，乙酰 

化是其中一种重要的修饰方式。参与调控组蛋白乙 

酰化水平的酶包括组蛋 白乙酰基转移酶(histone 

acetyltransferase。HAT)和组蛋白去乙酰化酶(histone 

deacetylase，HDAC)。课题组前期对 300多例肝硬化 

患者进行组织芯片染色分析发现。组蛋白乙酰化水 

平与病情严重程度密切相关[31。HDAC过量表达造 

成的乙酰化失衡可能是导致肝硬化进程的原因之 
一

。而通过抑制 HDAC是否可以很好地抑制肝硬化 

进程 目前尚未被证实。因此，本文将在小鼠肝硬化 

模型中着力研究 FK228对小鼠肝纤维化进程的影 

响，探究其潜在的治疗性价值。 

1 材料与方法 

1．1 主要试剂材料 

八周龄雄性 C57BL／6小鼠30只，由重庆医科大学实验 

动物中心提供(本研究符合重庆医科大学实验动物伦理委员 

会所制定的伦理学标准)。四氯化碳(川东化工，纯度>99％)， 

食用橄榄油(RONGS，西班牙)，FK228'(上海蓝木化工)，ALT、 

AST检测试剂盒(南京建成)，一抗 一SMA抗体(杭州华安)， 

二抗 Biotin—anti—rabbit IgG(Vector lab，美国)，免疫组化 ABC 

试剂盒(Thermo，美国)。 

1．2 实验动物分组与模型建立 

本造模方法参照小鼠肝纤维化模型的建立 ，将 30只雄 

性 C57BL／6小鼠随机分为对照组、造模组和治疗组。每组10 

只。3组小鼠均饲养于相同的环境 ，给予相同的食物、饮水、光 

照、温度、湿度。造模组按 10 mg／kg量腹腔注射 10％CC1 溶 

液(1 mL CC14溶于 9 mL橄榄油)，每周 2次，持续24周；治 

疗组腹腔注射同样剂量 10％CCh溶液，每周 2次，持续 24周 ， 

在造模 20周时开始按照5 mg／kg的浓度每周2次腹腔注射 

FK228，持续4周；对照组给予相等剂量的生理盐水。 

1．3 标本采集和血清谷丙转氨酶(alanine aminotransferase， 

A )、谷草转氨酶(aspartate transaminase，AST)测定 

各组小鼠于最后一次给药 3 d后取材。将小鼠通过乙醚 

浅度麻醉进行眼球取血。所取血液静置 30 min后按照5 000 

r／min的速度离心 5 min，收集血清，分装，一80℃保存。将小鼠 

腹部朝上固定后开腹取下完整肝脏 ，部分组织用 10％中性福 

尔马林固定48 h后包埋、切片，其余放入液氮中保存备用。 

血清 AI|T、AST测定根据南京建成生物科技公司试剂盒 

(C009、C010)说明书进行。 

1．4 HE染 色 

将 10％中性福尔马林固定 48 h后的肝脏组织 ，常规脱 

水、浸蜡 、包埋、切片后经二 甲苯脱蜡、水化后行苏木精染色 

0．5％盐酸酒精分化在以0．5％伊红液染色：脱水透明后中性树 

胶封片。光学显微镜下观察肝脏形态学变化。 

1．5 天狼 星红 染色 

将步骤 1．4所做切片经二甲苯脱蜡 、水化后行苏木精染 

色 ，再以天狼星红饱和苦昧酸浓染，无水乙醇直接分化与脱 

水，二甲苯透明后树胶封固。光学显微镜观察胶原纤维染色 

情况。 

1．6 免疫组织化学检测肝脏组织 d—SMA表达情况 

将各组石蜡包埋的小鼠肝脏组织常规切片，采用免疫组 

化 ABC法测定组织表达的 0【一SMA．操作步骤按照说明书进 
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行 ，DAB染色。以不含一抗的抗体稀释液作为阴性对照试验 

确保此免疫组化反应具备特异性。采用德国 OLYMPUS图像 

采集系统采集图像，选择肝组织汇管区域及门静脉区域之间 

组织作为观察点采集图片。 

1．7 Westem blot检测蛋白表达 

取适量肝组织，加入裂解液后匀浆，4℃、12 000 r／min离 

心 10 min，收集上清，BCA法测定蛋白浓度并调平。配制10％ 

SDS—PAGE，120 V恒压电泳至蛋白充分分离；将蛋白转膜至 

PVDF膜上；5％脱脂奶粉封闭 1 h后，一抗 4℃过夜；TBST清 

洗 3次后辣根过氧化物酶标记的二抗孵育 l h；TBST清洗 3 

次后 ECL法显色。以 GAPDH作为内参。使用 Image J进行蛋 

白条带灰度分析，计算目的蛋白的相对表达量。 

1．8 统计学处理 

实验结果应用 SPSS 22．0软件进行分析处理。定量资料 

以均数 ±标准差(x±s)表示，多组均数比较采用方差分析组 

间差异 ，然后以Bonferroni方法进行多重比较。检验水准 O／= 

0．05 

2 结 果 

2．1 一般 情况 

3组小鼠均生长发育正常，外观、行为、体征未见明显异 

常。取下完整肝脏后观察发现，与正常肝脏相比，造模组和治 

疗组肝脏表面均出现蜘蛛样颗粒 ，颜色灰暗，疑似高水肿反 

应．．造模组和治疗组均发现肝脏表面出现大小不一 、独立生 

长的结构，疑似为腺瘤结节(图1)。 

A．对照组 B．造模组 c．治疗组 

图 1 各组肝脏外观情况 

Fig．1 General conditions of liver on different groups 

2．2 血清 ALT、AST水平检测 

参照试剂盒说明书．检测各组小鼠血清 ALT、AST水平。 

结果如图所示，对照组 AI 水平为(38．350±6．198)lUl1 ，造 

模组(67．270±l1．109)IU／L，治疗组为(37．670±4．885)IU／I． ， 

三者存在统计差异 (F=I1．008，P=O．010)，其中造模组相对对 

照组 A 水平明显升高(P=O．021)，治疗组 ALT水平显著低 

于造模组( ．019)。对照组 AST水平为(18．340±0．670)IU／L． 

造模组上升至(26．89±4．030)IU／L；有趣的是 ，3组模型巾 

AST水平并无明显差异(F=3．890，P=O．066)，而且 FK228对 

降低 AST水平无明显作用 ，其 AST水平为(25．410 4-5．529) 

IU／I (图 2B)。 

菱1誊00 _ 羹薯35 "_lIn 
对照组 造模组 治疗组 

A．血清中符丙转氨酶水平 

对照组 造模组 治疗组 

B．血清中 草转氨酶水平 

图2 各组血清谷丙转氨酶、谷草转氨酶水平 

Fig．2 Levels of serum ALT and AST on different groups 

2_3 HE染色和天狼星红染 色 

与对照组相比．显微镜下可见造模组的肝脏中肝细胞间 

隙明显．水肿反应严重；汇管区上皮细胞成多层重叠状 ，增生 

明显 ；胞外基质连接呈条索状 ，形成明显的tR4,叶结构(图 

3B)。通过 FK228治疗后，组织水肿反应明显减弱，汇管区上 

皮细胞回归正常，假小叶的间隔条索消失。启示 FK228有显 

著的降低肝纤维化水平的作用(罔3c)。 

进一步用天狼星红染色标记胶原蛋白，结果显示造模组 

胶原蛋白连通各门静脉血管，将肝细胞合围形成完整的假小 

叶；汇管区域的胶原蛋白量非常丰富(图4B)。而治疗组的胶 

原蛋白量显著降低，合围假小叶结构的条带逐步消失，不再 

完整，且汇管区的胶原蛋白量显著少(图4c)。 

2．4 免疫组化检测结果 

对照组中无 —SMA阳性细胞(图 5A)。造模组肝脏中出 

现大量 0【一SMA阳性细胞，主要分布于汇管区和假小叶条索 

附近(图 5B)。FK228治疗组中仅一SMA阳性细胞数量显著下 

降。且分布呈不规则状态(图 5c)。 

B．造模组 C．治疗组 

图3 各组肝脏 HE染色情况 (200X) 

Fig．3 HE staining of different livers(200×) 
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A．对照组 B．造模组 

图 4 各组肝脏天狼星红染色情况 (200×) 

Fig．4 Sirius red staining of different livers(200×) 
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A．埘照组 li_造模组 C．治疗fl[ 

图5 免疫组化检测 OC—SMA蛋白在各组肝脏中的表达情况 (200 X) 

Fig．5 Expression of o【一SMA on different livers detected by immunohisl0chemistry(200×) 

2．5 Wes n blot检测结果 

以 GAP1)H为内参，榆测肝组织巾 一SMA蛋F1的含量 

结果如冈 爪．蚶照组的 脏ffJ不表达 —SMA蛋门，造模组 

治疗组均表达此赁1：4(I皋1 6A、B)。 I}，，造模组的 0【一SMA 

蛋 处 了=较高表达水平 ，而治疗组巾此蛋 白水平 著下降 

(F=48．981，I&0．001)，差异具有统计学意义( 6A、B) 

对照组 造模组 治疗组 

l_2 
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对照绀 造模组 i台疗组 

B．d—SMA蛋白水平分析 

图6 Western blot检测不同组中肝脏组织 a—SMA蛋白表达量 

Fig．6 Expression of a-SMA on different liver tissues detected 

by western blot 

3 讨 论 

肝硬化是几乎所有慢性肝病的最终阶段，通常 

被认为是不能逆转的．．但是随着硬化患者逐年增 

多，对人类健康的影响愈加增大，科学家仍然希望 

能寻找到逆转肝硬化的方法以挽救患者性命 。 

此，探讨肝硬化的发病机制并从中寻找剑治疗靶点 

是当前肝硬化研究的重点任务。本研究分析了FK228 

对于小鼠肝纤维化的抑制作 ：结果显示 CCI 诱导 

的小 鼠纤维化进程明 受到 FK228的阻断 ，通过 

FK228的作朋．活化星状细胞表达的 一SMA蛋 

以及分泌的 ECM成分胶原蛋FI均显著性减少，提 

示 FK228是一种理想的肝硬化治疗药物j 

本研究以小鼠CCI 诱导肝纤维化为模 ，探讨 

其可能的治疗方式。CC1 作用于肝脏中产生的炎症 

因子和自由基可有效激活 HSC，HSC为细胞外基质 

(ECM)的主要来源 ．过多的 ECM沉积于肝内导致 

肝纤维化继而引起肝硬化，这与人类药物性肝硬化 

病理特点相似IeI。因此，CCI 模型常用于探索药物性 

肝硬化发病机理和评估抗肝硬化药物的药效等实 

验研究。通常情况下，CC1 诱导 4～8 即可导致肝 

纤维化的发生 然而南于 诱导 甲J期，小鼠_}̈：脏耐 
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受 CCI4能力弱 ，导致急性肝损伤的发生，期间 ALT、 

AST等水平呈上百倍升高 。此过程为急性肝损伤 。 

与人类慢性肝硬化过程不符。因此本研究中采用延 

长小鼠肝纤维化建模时间，诱导24周．一方面使小 

鼠适应 CCI 毒性，减弱肝细胞损伤程度 ．以排除小 

鼠自愈能力对研究结果的影响；另一方面，长期诱 

导可有效稳定 HSC的活化，使其纤维化程度达到一 

种较高程度，进而更能准确地检测本研究中 FK228 

对代偿期肝硬化的治疗效果。结果显示，经过 CCI 

诱导后，血清ALT、AST水平比正常值稍高但不超过 

2倍 ，说明肝细胞对 CC14的耐受已经形成；而给药 

FK228后可有效降低 ALT水平却对 AST无影响． 

以及 Ot—SMA水平的改变。提示该药治疗肝硬化的机 

制不是通过增强肝细胞损伤修复能力，而是通过抑 

制 HSC活化实现。 

本研究所使用的药物 FK228作为组蛋白去乙 

酰化酶抑制剂。可同时抑制 HDAC 1和 HDAC2的去 

乙酰化功能同。作为表观遗传修饰方式之一，组蛋白 

乙酰化的改变是已经被证实是肝脏损伤后诱发肝 

硬化甚至肝癌的主要原因之一。Jiang 。哽：是直接 

指出组蛋白H3K9乙酰化水平改变可以调控肝星状 

细胞的活化及肝硬化的发生。Barbier-Torres等[91发现 

HDAC4可以通过与 PHB一1相互作用调控肝纤维 

化。缺少 PHB一1时，过表达 HDAC4导致小鼠肝纤 

维化程度加剧 。抑制 HDAC4的表达或者活性均可 

以使小鼠肝纤维化程度降低。本研究中，在 CC1 诱 

导小鼠肝硬化后．给予 FK228腹腔注射后。其肝硬 

化水平明显减弱．并有逆转趋势，说明 FK228对肝 

纤维化，肝硬化有着抑制作用。实验进一步发现肝 

星状细胞活化相关蛋白 一SMA表达水平 明显下 

降，提示FK228可能通过调控组蛋白乙酰化水平抑 

制肝星状细胞活化从而抑制肝纤维化、肝硬化的发 

展。有趣的是 Kim等发现在卵巢透明细胞癌中， 

HDAC1／2的缺失可协同NF—KB的异常激活导致炎 

症基因IL一6、IL一8等的表达[ 01。这与本研究结果恰 

好相反，可能原因是在肝纤维化肝硬化的发生发展 

过程中，存在多个炎症信号通路参与调控，且FK228 

可能并未通过调控 NF—KB而发挥抑制肝纤维化的 

功能。HDAC1和HDAC2是组蛋白去乙酰酶家族 I 

类成员，有学者发现在肝癌患者肝脏中，其表达均 

明显上调[1l】’而临床上超过 90％的肝硬化患者最终 

都会恶化形成肝癌。作为HDAC1／2的特异性抑制 

剂，FK228在小鼠肝硬化模型中对肝硬化抑制作用 

明显，这提示 FK228可能作为肝硬化的一个新的治 

疗方式，也有望为预防和治疗肝癌提供新的思路。 
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