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Abstract
AIM: To explore the roles of cytokines related to 
the pathological process of biliary obstruction 
and hepatic fibrosis. 

METHODS: Rats were divided into two groups: 
an experimental group and a control group. The 
experimental group underwent ligation of the 
common bile duct to induce bile duct obstruc-
tion (BDO), and the control group received lapa-
rotomy only without ligation. Rats were sacri-
ficed after the operation. Expression of genes of 
interest was detected by PCR. 
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大鼠胆管梗阻后肝脏纤维化相关细胞因子的变化

孙 珅, 张 辰, 秦鸣放, 邹富胜, 刘大全, 李东华, 元海成

®

■背景资料
细胞因子在梗阻
性黄疸导致肝纤
维化过程中的机
制是肝脏疾病实
验研究的重要内
容, 尤其是急性肝
脏损伤后的肝细
胞及其内环境的
变化以及促进过
阻碍这些变化过
程的细胞因子的
变化. 

RESULTS: Expression of COL-Ⅰand transform-
ing growth factor-β (TGF-β1) changed signifi-
cantly from day 1, and that of HGF showed a 
significant change from day 3. In the BDL group, 
expression of COL-Ⅰand TGF-β1 showed no 
significant differences during the period from 
day 3 to day 7, and that of HGF showed no sig-
nificant differences during the periods from day 
1 to day 3 and from day 7 to day 21, while sta-
tistically significant differences were observed 
in other periods. These findings suggest that 
expression of COL-Ⅰand TGF-β1 increased fast-
est from days 1 to 3, and that of HGF increased 
fastest from days 3 to 7. 

CONCLUSION: The findings of the present study 
suggest that the period before day 3 is a stage of 
rapid fibrosis, the period between days 3 and 7 is 
a stage of slow fibrosis, and the period after day 7 
is a stage of continuous progression of fibrosis.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 通过结扎大鼠胆总管, 模拟胆管梗阻病
理状态, 运用PCR技术, 探讨这一病理过程相
关细胞因子在胆管梗阻肝脏纤维化过程中发
挥的作用. 

方法: 实验组实施近肝门端胆总管单线结扎;  
对照组实施假手术, 开腹游离胆总管但不结
扎. 术后不同时间处死大鼠, 取肝组织通过
PCR检测各目的基因表达情况.

结果: 两组间转化生长因子-β(transforming 
growth factor-β, TGF-β1)、COL-Ⅰ的表达差

■同行评议者
姚鹏, 副教授, 北
京军区总医院全
军肝病中心
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■研发前沿
研究的热点在于
梗阻后细胞因子
的变化及其与纤
维化过程的关系, 
目前缺乏急性肝
损伤后细胞因子
随时间变化的规
律的观察, 缺乏实
验数据比较细胞
因子变化规律与
肝纤维化的关系.

异从第1天开始有统计学意义, BDL组与对照
组中HGF的表达差异从第3天开始有统计学
意义. 对BDL不同天数组间的表达研究发现
COL-Ⅰ、TGF-β1在3-7 d无统计学意义, HGF
在1-3、7-21 d无统计学意义, 而其他相邻各组
间均有统计学意义, COL-Ⅰ、TGF-β1指标1-3 
d增长趋势最明显, HGF指标3-7 d增长趋势最
明显.

结论: 肝纤维化过程中的3-7 d是纤维化过程
的特殊时期, 第3天之前以促纤维化过程为主
要表现; 第3天开始出现抗纤维化表现, 促纤
维化趋势减弱, 纤维化速度减慢; 第7天之后
为持续的肝脏纤维化进程. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: HGF在3-7 d出现较明显的增长, 同时

在这一时期, 转化生长因子β(transforming growth 
factor β)、COL-Ⅰ的表达的增长趋势也受到了抑

制, 增长趋势降低, 肝纤维化过程中第3天之前以

促纤维化过程为主要表现; 第3天开始出现抗纤

维化表现, 促纤维化趋势减弱, 纤维化速度减慢; 
第7天之后为持续的肝脏纤维化进程. 在3-7 d的

时间段内, 机体的抗纤维化及肝再生等保护机制

开始发挥作用, 代偿性的抑制肝损伤及纤维化.
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0  引言

在肝胆外科临床中, 胆管梗阻、胆汁淤积是常

见的病理环境, 较长时间梗阻, 可诱发永久性肝

损害, 甚至发展成肝纤维化及肝硬化, 是临床治

疗的难题, 相关发病机制基础研究有现实意义. 
有研究证明多种组织器官的纤维化进程中伴随

着胚胎发育相关基因及多种细胞因子的重新激

活. 其中COLⅠ为胶原蛋白组成部分; 转化生长

因子-β(transforming growth factor-β, TGF-β1)为
炎症相关因子, 各种原因导致的炎症中TGF-β1
都参与其中[1]; HGF对肝纤维化有保护作用, 静
脉给予rhHGF对于因素所致的肝纤维化或肝硬

化均有良好的治疗作用, 减少肝脏中胶原的沉

积[2]. 这些为研究肝脏损伤的保护、治疗及肝纤

维化的形成机制提供了最新途径. 所以我们将

通过实验探讨几种细胞因子在肝脏纤维化中的

变化和意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 11-13周龄♂Wistar大鼠60只. 体质量

250-300 g, 由中国医学科学院放射医学研究所

实验动物中心(SCXK津2005-0001)提供. 标准条

件下喂养, 并保持手术前至少7 d的12 h白-黑周

期的环境条件. 经检疫合格, 无疾病者入选. 
1.2 方法

1.2.1 实验动物分组: ♂Wistar大鼠60只. 采用随

机数字表方法分成实验组和对照组. 实验组和

对照组每个时间点成功造模5只. 造模不成功的

实验动物剔除补做. 术后第1、2、3、7、14、21
天, 6个时间点实验组和对照组各处死5只动物. 
1.2.2 动物模型建立: 术前禁食15 h, 不禁水, 称
量大鼠质量, 以100 mL/L的水合氯醛30 mL/g ip
麻醉大鼠, 麻醉完全后, 将大鼠固定于手术台

上, 剑突下上腹部备皮, 碘伏消毒. 实验组动物

脐上腹正中切口2.0-2.5 cm入腹, 拇食指轻牵拉

十二指肠, 暴露胆总管, 在肝右叶下缘与胆总管

交点处(肝右叶及乳头叶胆管汇入胆总管位置最

低, 保证在所有肝叶胆管汇入点下方), 分离胆总

管、以6-0丝线单线结扎胆总管. 实验对照组动

物只剖腹, 游离胆总管不结扎. 所有动物腹腔滴

入0.2 mL左氧氟沙星注射液, 关闭腹膜及皮肤

层. 
1.2.3 取材: 对大鼠肝脏左叶切取 1.0 cm×0.5 cm
×0.5 cm大小肝组织, 于-80 ℃低温保存.  
1.2.4 内参及目的基因引物设计: Pubmed网站的

基因库中, 查询大鼠种属相关基因的完整序列, 
利用Premier 5.0软件设计引物. 
1.2.5 RT-PCR: (1)提取总RNA: 采用吸附柱法进

行总RNA提取, 按照试剂盒说明书操作, RNA提

取在超净台上进行, 以防外源性RNA酶污染. 所
用器材经高压灭菌, 操作过程中经常更换手套, 
使用无RNase的塑料制品和枪头避免交叉污染. 
提取RNA在紫外分光光度计测定A 260/280, 二者比

值1.8-2.1证实RNA纯度良好, 低于1.8者重新提

取RNA. 利用1%的普通琼脂糖凝胶电泳, 检测总

RNA完整性; (2)逆转录反应: 在冰浴的无RNase
的离心管中加入如下反应成分: 2 μL总RNA, 2 
μL Oligo(dT)16, 9.5 μL RNase free ddH2O. 70 ℃
保存5 min后迅速在冰上冷却2 min, 间断离心

收集反应液后加入以下组分: 4 μL 5×M-MLV 
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■创新盘点
本文描述了多种
细胞因子随梗阻
时间的变化规律, 
主要阐述了急性
肝损伤导致的肝
脏纤维化的病理
过程, 以往文章缺
乏急性肝损伤观
察的数据, 我们通
过不同方式的对
比找到细胞因子
与时间的关系等.

Buffer, 1 μL dNTPs, 0.5 μL RNasin, 1 μL M-MLV. 
42 ℃温浴60 min. 95 ℃加热5 min终止反应, 置
冰上进行后续实验或-20 ℃保存; (3)PCR反应: 
按一下各组分配制25 μL PCR反应体系: 2.5 μL 
10×PCR Bffuer, 2 μL MgCl2, 0.5 μL dNTPs, 1 
μL上游引物, 1 μL下游引物, 1 mL RT反应产物, 
0.3 μL Taq Polymerase, 16.7 μL ddH2O. 将反应体

系放入PCR仪中进行扩增反应, 反应条件: 94 ℃ 
4 min; 进入扩增循环: 94 ℃ 1 min, 退火(温度如

表1)1 min, 73 ℃延伸1 min, 30个循环; 最后72 ℃
延伸10 min; (4)RT-PCR扩增产物相对定量分析: 
取10 μL PCR产物, 加入10 μL loading buffer, 进
行2%琼脂糖凝胶电泳, 紫外灯下检测特异性条

带; 用紫外扫描仪扫描, 通过计算条带面积获得

积分光密度值(IA ). 以目的条带IA值与内参照

β-actin条带IA值的比值来表示mRNA的相对表

达强度. 
1.2.6 HE染色观察梗阻后肝组织变化: 常规石蜡

切片, HE染色. IDA-2000高清晰度数码显微图象

分析系统采集图像. 
统计学处理  光密度比值为计量资料 ,  符

合正态分布. 以m e a n±S D表示. 所有数据应

用SPSS17.0 for Windows软件进行统计分析,  
P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 总RNA纯度 经紫外分光光度计检测RNA 
A 260/280为1.9-2.0, 则证明提取的总R N A纯度 
良好. 
2.2 总RNA完整性 总RNA凝胶电泳如图1所示, 
最大rRNA亮度为次大rRNA亮度的2倍左右, 证
明总RNA完整性良好. 
2.3 内参照 内参照β-actin在各体系中扩增结果

基本一致, 证实PCR反应真实地反映了目的基因

的表达. 
2.4 目的基因表达情况 在对照组和BDL组大

鼠肝脏中均能检测出目的基因的表达. 实验组

TGF-β1及COL-Ⅰ目的条带增加趋势明显, 对
照组则未见明显变化趋势. 统计分析显示两组

N     1 d   2 d    3 d   7 d  14 d   21 d  35 d

图  1  总RNA凝胶电泳. 

表  1  RT-PCR扩增各基因引物序列及产物大小

     名称 引物序列 扩增产物(bp) 退火温度(℃)

COL-I F 5'-TACAGCACGCTTGTGGATG-3' 190 57

R 5'-TTGGGATGGAGGGAGTTTA-3'

TGF-β1 F 5'-ATGGTGGACCGCAACAAC-3' 329 55

R 5'-TGAGCACTGAAGCGAAAGC-3'

HGF F 5'-TCATTGGTAAAGGAGGCA-3' 221 58

R 5'-GTCACAGACTTCGTAGCG-3'

β-actin F 5'-GTAAAGACCTCTATGCCAACA-3' 227 57

R 5'-GGACTCATCGTACTCCTGCT-3'

表  2  BDL组和对照组基因COL-Ⅰ的表达水平 (mean±SD, n  = 5)

     

天数(d)
COL-Ⅰ

t 值 P 值
BDL组 对照组

1 0.3816±0.0240 0.1305±0.0039 15.693 <0.05

2 0.5030±0.0689 0.1662±0.0626   4.712 <0.05

3 0.9335±0.1277 0.1628±0.0414 15.448 <0.05

7 0.7592±0.0116 0.1907±0.0491 16.365 <0.05

14 0.9476±0.0104 0.1272±0.0098 77.248 <0.05

21 1.3700±0.0834 0.1798±0.0708 17.204 <0.05

表中数值为目的基因与内参照β-actin的灰度比值.
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■同行评价
文章通过结扎大
鼠胆总管, 模拟胆
管梗阻病理状态, 
运用PCR技术, 探
讨相关细胞因子
在胆管梗阻肝脏
纤维化过程中发
挥的作用. 文章有
一定的科学性及
新颖性.

TGF-β1、COL-Ⅰ的表达差异从第1天开始有统

计学意义, BDL组与对照组中HGF的表达差异从

第3天开始有统计学意义(表2-4, 图2). 
2.5 BDL组不同时间目的基因表达变化 对BDL
组的不同天数间的表达进行观察, C O L-Ⅰ、

TGF-β1指标1-3 d增长趋势明显, 在3-7 d出现下

降趋势, HGF指标3-7 d增长趋势明显, 而在7 d后

有下降趋势. 
2.6 HE染色结果 术后1 d见少量嗜中性粒细胞和

淋巴细胞浸润; 术后第2天少许新增生胆管及无

管腔的小胆管, 少量嗜中性粒细胞和淋巴细胞

浸润, 个别动物偶见坏死; 术后第3天新增生的

细小胆管和无管腔的小胆管, 嗜中性粒细胞和

淋巴细胞浸润较术后第2天明显增加, 肝细胞轻

Normal  1       2       3      7     14      21     35  marker

Normal   1        2        3        7        14       21

Normal  1      2       3      7     14    21

Normal  1       2       3      7     14      21     35 marker 

A B

DC

图  2  各目的基因PCR产物凝胶电泳结果. A: β-actin; B: COL-I; C: TGF-β1; D: HGF.

表  3  BDL组和对照组基因转化生长因子-β1的表达水平 (mean±SD, n  = 5)

     

天数(d)
转化生长因子-β1

t 值 P 值
BDL组 对照组

1 0.2477±0.0439 0.1441±0.0355   5.494 <0.05

2 0.3645±0.0167 0.1468±0.0417   6.710 <0.05

3 0.5722±0.0530 0.1203±0.0033 15.142 <0.05

7 0.4825±0.0985 0.1287±0.0075   6.407 <0.05

14 0.7805±0.0549 0.1231±0.0050 20.768 <0.05

21 0.9848±0.0787 0.1212±0.0051 19.042 <0.05

表中数值为目的基因与内参照β-actin的灰度比值.

表  4  BDL组和对照组基因HGF的表达水平 (mean±SD, n  = 5)

     

天数(d)
HGF

t 值 P 值
BDL组 对照组

1 0.2518±0.0245 0.2019±0.0387   1.562 >0.05

2 0.2741±0.0071 0.2602±0.0546   0.422 >0.05

3 0.3233±0.0396 0.1739±0.0768   3.122 <0.05

7 0.8454±0.0252 0.1329±0.0339 85.547 <0.05

14 0.7475±0.2443 0.1146±0.0455   3.974 <0.05

21 0.6568±0.0675 0.1246±0.1022   5.808 <0.05

表中数值为目的基因与内参照β-actin的灰度比值.
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度变性, 可见灶状和片状坏死, 肝组织汇管区可

见胆管增生和纤维组织细胞增生, 偶见胆管扩

张; 术后第7天肝细胞出现变性坏死发生率增加

及程度加重, 重者见片状出血和坏死, 肝组织门

区可见胆管增生和纤维细胞增生; 术后14 d小叶

结构受到破坏, 可见肝细胞空泡变性及坏死; 术
后21 d小叶结构破坏更加严重, 大量肝细胞坏死. 
随时间进展肝脏损伤、纤维化程度逐渐加重. 
对照组中未见大量炎性细胞浸润、肝细胞大量

变性、坏死等(图3). 

3  讨论

在阻塞性黄疸时, 大鼠肝脏中存在细胞凋亡、

坏死情况, 与肝脏病理变化密切相关[3]. 引起肝

细胞凋亡的因素很多, 包括胆红素可直接介导

肝细胞凋亡的直接机制, 以及多种生物分子参

与的间接机制, 其中体外培养的肝组织中加入

TGF-β1可诱导肝细胞的大量凋亡, 充分证实了

其诱导肝细胞凋亡作用[4]. 在肝脏受损后, 直接

和间接的损伤机制开始发挥作用, 因此解除胆

管梗阻是治疗胆管梗阻、胆汁淤积相关疾病的

关键的第一步, 而对于间接的损伤因素, 正是我

们要观察的TGF-β1指标. TGF-β是一类具有激素

样活性的多肽分子, 可通过自分泌或旁分泌的

方式产生, 广泛参与人体的各种病理生理过程. 
研究发现, TGF-β能刺激巨噬细胞分泌细胞因子, 
进而刺激成纤维细胞增生和诱导新生血管的形

成: TGF-β还可直接刺激成纤维细胞合成大量的
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图  3  免疫组织化学染色结果(×100). A: 第1天实验组; B: 第2天实验组; C: 第3天实验组; D: 第7天实验组; E: 第14天实验组; 

F: 第21天实验组; G: 第1天对照组; H: 第2天对照组; I: 第3天对照组; J: 第7天对照组; K: 第14天对照组; L: 第21天对照组.
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胶原(尤其是Ⅰ型胶原)、纤黏连蛋白和基质黏

多糖蛋白, 并抑制细胞外基质的降解, 从而在创

伤瘢痕愈合、细胞外基质形成、免疫调节等方

面发挥着至关重要的作用[5]. TGF-β的这些活性

作用在TGF-β1表现得最为明显[6]. 在实验中我们

看到在模型建立的初期(1-3 d)该指标增长明显, 
在胆管梗阻的早期就有该生物分子的参与, 而
通过组织学的观察, 我们知道这一时期恰好是

肝脏受损的较剧烈时期, 再次印证了TGF-β1参
与了肝细胞的凋亡及坏死, 以及促进纤维化的

发展. 
胆管梗阻如不能得到缓解, 在一定时间后

则会导致肝脏萎缩、肝细胞减少、纤维组织增

生, 发生肝纤维化, 最终导致肝硬化. 纤维化的

主要特征为细胞外基质成分的过度生成及沉积, 
其中成肌纤维细胞(myofibroblast)的激活是纤维

化过程中细胞外基质沉积的关键步骤, 体外实 
验[7]发现, TGF-β1处理肝细胞24 h后, Ⅰ型前

胶原mRNA水平增加13倍. 这一过程中COL-
Ⅰ代表了生成胶原纤维的多少, 并且研究表明

TGF-β1与胶原蛋白具有相互促进调节作用. 通
过我们的实验结果也证明了这一点. 另外有实

验报道[8]α-SMA在相关动物模型中14-21 d时表

达出现明显增速, 而我们的实验中COL-Ⅰ在1-3 
d内出现显著增长, 因而COL-Ⅰ做为纤维化的早

期指标可能较α-SMA更为敏感. 
在肝脏纤维化的过程中, 存在对抗肝脏纤

维化的趋势, 细胞因子HGF在对抗肝脏纤维化

的过程中发挥作用[9]. HGF由肝Kuffer细胞、血

窦内皮细胞、储脂细胞产生, 而肝实质细胞并

不产生[10]. 几种因子可以调节HGF的产生. 白介

素-1能增加HGF的基因表达[11]. 相反, TGF-β1和
糖皮质激素均抑制HGF从成纤维细胞中释放[12]. 
Tsunashima等[13]的实验表明, HGF对肝纤维化有

保护作用, 可改善肝功能, 降低血清胶原蛋白代

谢产物含量, 减少肝脏中胶原的沉积, 抑制肝细

胞凋亡, 发挥逆转肝纤维化的作用. HGF是目前

已知的对成熟肝细胞最强烈的增殖刺激因子和

促有丝分裂原[14]. 表皮生长因子、胰岛素以及

TGF-α对HGF有协同刺激肝细胞增殖的作用[15]. 
在本实验中, HGF在3-7 d出现较明显的增

长, 同时在这一时期, TGF-β1、COL-Ⅰ的表达

的增长趋势也受到了抑制, 增长趋势降低, 我们

可以由此推论肝纤维化过程中第3天之前以促

纤维化过程为主要表现; 第3天开始出现抗纤维

化表现, 促纤维化趋势减弱, 纤维化速度减慢;  
第7天之后为持续的肝脏纤维化进程. 在3-7 d的
时间段内, 机体的抗纤维化及肝再生等保护机

制开始发挥作用, 代偿性的抑制肝损伤及纤维

化, 此时如果解除胆管梗阻仍有可能使肝脏纤

维化的病理过程得到逆转. 在肝脏损伤-纤维化

-修复再生这一过程中, 存在类似于负反馈机制

的过程, 若能及时解除胆管的梗阻, 肝细胞仍能

得到修复、再生, 否则, 当“负反馈机制”失代

偿后, 肝损伤、纤维化将无法逆转. 当然是否存

在类似负反馈的机制, 我们如何利用抗纤维化

的机制, 使得肝脏的不可逆性纤维化来的更迟

些等问题仍有待进一步的研究. 
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