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糜酶对实验性大鼠肝纤维化的影响

张立华, 王昌源, 杜 磊, 谭炳芹

®

■背景资料
肝纤维化的病理
过程是以胶原为
主的细胞外基质
(ECM)过量增生
与异常沉积. 其发
病机制复杂, 已证
实肥大细胞与肝
纤维化密切相关. 
而存在于肥大细
胞中的糜酶也被
证明参与了多种
脏器如心脏、肾
脏等的纤维化, 但
其与肝纤维化的
关系尚不明确, 如
能证实, 则有助于
完善肝纤维化发
病机制, 寻找到新
的抗肝纤维化靶
点, 发展新的抗肝
纤维化药物.  
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Abstract
AIM: To investigate the role of chymase in the 
pathogenesis of dimethylnitrosamine (DMN)-
induced liver fibrosis in rats. 

METHODS: Thirty male Wistar rats were ran-
domly divided into three groups. The model 
group was administered with 10% DMN. The 
interventional group was given soybean trypsin 
inhibitor (SBTI) after induction of liver fibrosis 
with DMN. The normal group was given normal 
sodium. Liver histological and ultramicroscopic 
changes were observed, and serum indices for 
liver fibrosis, serum transforming growth factor 

β1 (TGF-β1) and hepatic chymase-like activity 
were measured at the end of the experiment. 

RESULTS: Compared to the model group, the 
interventional group had narrower fiber sepa-
ration and showed no typical pseudo-lobule. 
Transmission electron microscopy demonstrated 
that hepatic cell damage in the interventional 
group was lessened significantly as compared to 
that in the model group, and only scattered col-
lagen fiber was observed in the sinus hepaticus. 
Serum levels of HA, LN, PC III, C IV, TGF-β1 
and hepatic chymase-like activity in the inter-
ventional group were significantly lower than 
those in the model group (all P < 0.05). 

CONCLUSION: Chymase participates in the 
development of liver fibrosis possibly by direct 
or indirect induction of TGF-β1 and may be a 
promising therapy target for hepatic fibrosis.

Key words: Chymase; Chymase inhibitor; Liver fi-
brosis; TGF-β1; Wistar rats
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摘要
目的: 探讨糜酶在肝纤维化形成中的作用, 为
研发新型抗纤维化药物奠定基础. 

方法: 30只♂Wistar大鼠随机均分为3组. 模型
组以DMN制作肝纤维化模型; 干预组除应用
DMN外, 同时给予糜酶抑制剂; 正常组以生理
盐水作对照. 实验结束时进行组织学检查、电
镜观察、血清肝纤维化指标、转化生长因子
-β1(TGF-β1)和糜酶样活性检测. 

结果: 与模型组相比干预组肝内纤维间隔纤
细, 无明显假小叶. 电镜显示干预组肝细胞损
伤明显减轻, 肝窦内胶原纤维较少. 干预组血
清透明质酸(HA)、层粘连蛋白(LN)、Ⅲ型前
胶原(PCⅢ)、Ⅳ型胶原(CⅣ)、TGF-β1和肝内
糜酶样活性均明显低于模型组(均P <0.05). 

■同行评议者
刘 绍 能 ,  主 任 医
师, 中国中医科学
院广安门医院消
化科
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■研发前沿
研究证实, 肝纤维
化为一动态的过
程, 是可逆的, 这
大大增强了人们
对于肝纤维化防
治的信心. 目前肝
纤维化的发病机
制日臻完善, 相关
研究已深入到分
子生物学领域.

结论: 糜酶通过直接或间接诱导TGF-β1的产
生在肝纤维化形成中发挥重要作用, 糜酶将成
为未来新型抗肝纤维化药物的作用靶点.

关键词: 糜酶; 糜酶抑制剂; 肝纤维化; 转化生长因

子-β1; Wistar大鼠
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0  引言

临床诸多的抗肝纤维化药物疗效均不理想 [1], 
进一步研究肝纤维化的形成机制, 寻找新的治

疗靶点对药物研发具有重要意义. 一些研究提

示肥大细胞参与多种组织纤维化的发生, 如慢

性胰腺炎[2,3]、肝纤维化[4-7]和肝硬化[8]、肾纤维

化[9-12]及肺纤维化[13,14]等. 肥大细胞通过何种途

径参与组织纤维化的形成引起不少学者的关注, 
一些研究显示主要存在于肥大细胞中的糜酶与

心肌、肺间质的纤维化密切相关[15-17]. 但是, 糜
酶与肝纤维化的关系目前仍不清楚. 本研究通过

DMN大鼠模型, 探讨了糜酶在肝纤维化形成中

的作用, 为研发新型抗纤维化药物奠定了基础.
 
1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠, 购自山东大学医学院实

验动物中心. 大豆胰蛋白酶抑制剂(SBTI)、血

管紧张素Ⅰ(AngⅠ)、牛胰蛋白酶抑制剂(Apro-
t inine)均为美国Amresco公司产品, 赖诺普利

(Lisinopril)为Merck公司产品, AngⅠ放免分析测

定盒购自北京北方生物技术研究所, LN、HA、

PCⅢ及CⅣ酶联免疫分析测定盒均购自上海海

研医学生物技术中心, TGF-β1试剂盒购自浙江

大学生物基因工程有限公司, DMN购自天津化

学试剂研究所. 
1.2 方法

1.2.1 实验动物处理: 采用DMN腹腔注射法制作

肝纤维化大鼠模型[18]. 8 wk龄雄性Wistar大鼠30
只, 体质量150-200 g, 随机均分为3组: 干预组、

模型组及正常组. 其中干预组及模型组大鼠每

周连续3 d, 腹腔内注射1% DMN 10 mg/kg, 共4 
wk. 干预组同时给予SBTI 10 mg/kg灌胃, 1次/d, 
共4 wk, 模型组及正常组以等体积的生理盐水

作对照. 4 wk末, 用3%戊巴比妥钠8 mL腹腔注

射麻醉大鼠, 收取肝组织, 取心脏血, 15 000 g离

心3 min, 取上清-20 ℃保存, 部分肝组织常规切

片, 部分制作电镜标本, 其余-70 ℃保存备用. 实
验结束时, 干预组和模型组分别有1只和2只大

鼠死亡. 
1.2.2 组织与超微结构学观察: 肝组织切片以常

规HE及Masson染色方法进行, 并按照2000年修

订病毒性肝炎防治方案进行肝组织纤维化程度

分期. 透射电镜标本按常规方法制作. 
1.2.3 血清肝纤维化指标检测: HA、LN、PCⅢ
及CⅣ浓度按酶联免疫吸附试剂盒说明进行. 
1.2.4 血清肝脏转化生长因子-β1(TGF-β1)检测:  
按酶联免疫吸附试剂盒说明进行. 
1.2.5 肝内糜酶样活性测定: 由于目前还未发现

糜酶特异的抑制剂, 组织糜酶活性难以测定. 本
实验参考王醒等 [19]的方法进行间接糜酶样活

性测定. 利用不能抑制糜酶活性的蛋白酶抑制

剂抑制样品中其他能水解A n gⅠ的蛋白酶活, 
剩余活性被认为是糜酶样活性, 主要包括糜酶

活性, 还含有少量与糜酶特性类似的其他一些

蛋白酶活性. 肝组织称重后剪碎放入预冷的20 
mmol/L Tris-HCl、pH7.4缓冲液中, Polytron匀
浆, 15 000 g , 离心30 min, 分别收集上清及沉淀

物. 糜酶主要存在于上清中, 而血管紧张素转化

酶(ACE)主要存在于沉淀中. 沉淀物以同样缓冲

液再悬浮, 微匀浆使之均匀待测. 以Lowry法测

定各待测物中蛋白浓度. 
酶活性检测反应体系分为4组, 每组均设空

白对照. 各组均以20 mmol/L Tris-HCl、pH7.4
缓冲液调整反应体积至500 μL. 其中, 1组: 含酶

底物AngⅠ6 ng、待测物(上清或沉渣); 2组: 同
一组另加Lisinopril至50 μmol/L; 3组: 同一组另

加Aprotinine至20 μmol/L; 4组: 同一组并另加

EDTA至20 mmol/L; 不含待测物的上述体系分

别为各组的对照. 各组均最后加入待测物启动

反应, 37 ℃水浴15 min, 以2.5倍体积预冷乙醇终

止反应, 10 000 g , 离心30 min, 取上清液冰冻干

燥后加入400 μL缓冲液(由试剂盒提供)溶解, 利
用血浆肾素活性放射免疫分析测定盒测定各样

品中AngⅠ剩余量. 根据反应前后AngⅠ的减少

量计算酶活性. 不加任何抑制剂的反应体系值

为AngⅠ降解总活性. 被Lisinopril抑制的AngⅠ
降解活力为样品中ACE活力, 糜酶样活性等于

总活性减去被Lisinopril、Aprotinine和EDTA抑

制的活性. 每分钟降解1 ng AngⅠ所需酶量定义

为1酶活性单位(U). 
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■相关报道
局部 A n g Ⅱ与组
织纤维化和/或重
构 过 程 有 关 ,  肝
星状细胞可表达
AngⅡ受体, 故血
管紧张素Ⅱ与肝
纤维化的形成关
系密切. 血管紧张
素Ⅱ通过促进肝
星状细胞发生, 影
响TGF-β、基质
金属蛋白酶及其
组织抑制物的合
成、活化, 参与肝
纤维化形成.

2  结果

2.1 组织与超微结构学观察 HE染色显示模型组

肝小叶结构破坏, 纤维结缔组织明显增生并向

小叶内延伸. Masson染色示肝内完全性纤维间

隔, 假小叶形成. 干预组胶原纤维间隔纤细, 着
色减少, 无明显假小叶形成(图1). 电镜显示模型

组肝细胞变性明显, 表现为内质网溶解, 核糖体

消失, 线粒体肿胀, 结构模糊, 肝细胞核固缩、变

形, 核膜模糊不清, 肝窦内胶原纤维大量增生. 干
预组肝细胞线粒体无明显肿胀, 膜性结构可见, 
内质网存在, 但不如正常组规律, 肝窦内胶原纤

维明显少于模型组(图2). 3组大鼠肝组织纤维化

程度分期差异均具有显著性(均P <0.05, 表1).

2.2 肝纤维化指标及TGF-β1含量测定 模型组、

干预组和正常组大鼠血清HA、LN、PCⅢ、C
Ⅳ及TGF-β1检测结果(表2). 
2.3 肝组织内ACE及糜酶样活性测定 干预组、

模型组和正常组大鼠肝内糜酶样活性和ACE活
性(表3).

3  讨论

人糜酶是一种相对分子质量为29 000 Da的糖蛋

白, 与已知的丝氨酸蛋白酶具有高度同源性. 他
在肥大细胞、内皮细胞以及间叶细胞分泌颗粒

中合成并贮存, 其中以肥大细胞为主. 糜酶属强

碱性酶, 作用的最适pH值为8-9, 作用底物主要

为AngⅠ和神经紧张素, 其活性可被糜酶抑素、

大豆胰蛋白酶抑制剂和苯甲基磺酰氟等丝氨酸

蛋白酶抑制剂所抑制. 已经证实, 糜酶与心肌、

肺间质等的纤维化密切相关. 但其与肝纤维化

的关系目前尚不清楚. 
尹明实等[20]发现: 慢性肝炎纤维化分期重

(S3和S4)的患者, 其肝组织中糜酶浓度明显高于

纤维化轻(S1和S2)的患者; 免疫组化染色显示糜

酶标记的肥大细胞主要分布于纤维化旺盛的汇

A B C

图  1  肝组织Masson染色. A: 正常组; B: 模型组; C: 干预组.

A B C

图  2  大鼠肝细胞电镜照片. A: 正常组; B: 模型组; C: 干预组.

表  1  HE、Masson染色肝组织纤维化程度分期

     

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs 模型组.

分组 n
纤维化分期

秩和
0 Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ

正常组  10  10 - - - -     55

模型组 8 - - 1 2 5 179.5a

干预组 9 - 1 5 3 - 143.5ac
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管区与类洞壁, 其分布与纤维化部位相一致, 且
肝组织中糜酶浓度高的患者, 其肝组织内糜酶

标记的肥大细胞分布增多, 提示肝组织中糜酶

浓度可能与慢性肝炎肝纤维化关系密切. 本实

验应用糜酶抑制剂干预大鼠肝纤维化过程, 结
果发现不论从组织与超微结构学还是血清学指

标上, 干预组大鼠肝纤维化程度均较模型组明

显减轻, 从而证明糜酶在肝纤维化的形成中具

有非常重要的作用, 同时还提示抑制糜酶能够

明显地减轻肝脏纤维化. 
本研究同时检测了3组大鼠肝内糜酶样活

性、ACE活性及血清TGF-β1水平, 结果显示干

预组大鼠肝内糜酶样活性和血清TGF-β1水平较

模型组明显降低(P <0.05), 而ACE活性无改变. 多
项研究证实TGF-β1在肝纤维化的形成中发挥重

要作用[21-23], 他是目前已知的最重要的促HSC活
化因子之一[24], 在HSC活化早期刺激ECM的合成

与沉积, 主要包括Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原和Ⅳ型胶

原[25,26]. Lindsted等[27]的研究证实糜酶可直接激

活TGF-β1的前体. 同时, 糜酶作为目前已知的最

强有力的局部组织AngⅠ转化酶, 能将局部组织

中的AngⅠ底物转化为AngⅡ[28], 而 AngⅡ在心

肌、肾组织中都可诱导TGF-β1的生成[29,30]. 以上

再次证实糜酶参与了肝纤维化的形成, 直接或间

接诱导TGF-β1的生成为其机制之一. 
总之, 本研究通过组织与结构学观察、血清

学指标和肝组织内糜酶样活性检测等证实, 糜
酶确实参与了肝纤维化的发生, 直接或间接诱

导TGF-β1的生成为其机制之一. 肝纤维化机制

复杂, 目前尚未完全清楚, 临床抗纤维化治疗疗

效也不满意, 本研究首次阐述了肝纤维化形成

的糜酶途径, 丰富了肝纤维化理论, 也为临床抗

纤维化治疗找到了新的靶点. 糜酶抑制剂有可

能发展为一类新的抗肝纤维化药物. 
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■同行评价
本研究首次阐述
了肝纤维化形成
的糜酶途径, 丰富
了肝纤维化理论, 
也为临床抗纤维
化治疗找到了新
的靶点. 糜酶抑制
剂有可能发展为
一类新的抗肝纤
维化药物.
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《世界华人消化杂志》入选北京大学图书馆
2008 年版《中文核心期刊要目总览》 

本刊讯 《中文核心期刊要目总览》(2008年版)采用了被索量、被摘量、被引量、他引量、被摘率、影响因

子、获国家奖或被国内外重要检索工具收录、基金论文比、Web下载量等9个评价指标, 选作评价指标统计源

的数据库及文摘刊物达80余种, 统计文献量达32 400余万篇次(2003-2005年), 涉及期刊12 400余种. 本版还加大

了专家评审力度, 5 500多位学科专家参加了核心期刊评审工作. 经过定量评价和定性评审, 从我国正在出版的

中文期刊中评选出1 980余种核心期刊, 分属七大编73个学科类目. 《世界华人消化杂志》入选本版核心期刊

库(见R5内科学类核心期刊表, 第66页). (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)


