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Abstract
AIM: To evaluate the role of galectin-3 in CC14-
induced liver damage and in modulation of 
Glucose regulated protein 78 (GRP78) in mice. 

METHODS: Ten-week-old, Gal-3 (–/–) and 
Gal-3 (+/+) ICR male mice were treated with 
CCl4 (8 mL/kg) by lavage. Mice were killed at 
0, 10, 24, 48 and 72 h after CCl4 administration. 
Pathological changes in the liver, serum activity 
of alanine aminotransferase (ALT) and aspar-
tate aminotransferase (AST), and expression 
of GRP78 protein in different parts of the liver 
were examined.

RESULTS: Pathological changes induced by 
CCl4 in the liver of Gal-3 (–/–) mice were earlier 
and more serious than those in Gal-3 (+/+) mice. 
Serum activity of ALT in Gal-3 (–/–) mice was 

higher than that in Gal-3 (+/+) mice at 10 and 
24 h after treatment with CCl4 (1860 ± 191 U/L 
vs 1356 ± 177 U/L, t = 6.12, P < 0.01; 2789 ± 236  
U/L vs 2468 ± 221 U/L, t = 3.14, P < 0.01). In the 
control experiment, the expression of GRP78 
protein in the Mic part of the liver cells of Gal-3 
(+/+) mice was higher than that in Gal-3 (–/–) 
mice (140.9 ± 21.1 vs 76.1 ± 9.5, t = 8.86, P < 0.01). 
Twenty-four hours after CCl4 administration, the 
expression of GRP78 protein in both the Mt and 
Mic parts of the liver cells of Gal-3 (+/+) mice 
was significantly up-regulated, compared with 
that in Gal-3 (–/–) mice (Mt, 127.0 ± 18.8 vs 49.1 
± 6.3, P < 0.01; Mic, 166.5 ± 23.4 vs 87.7 ± 11.6, P 
< 0.01). 

CONCLUSION: Galectin-3 seems to protect 
mouse liver from CCl4-induced damage, which 
may be attributed to the up-regulation of GRP78 
protein. 
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摘要
目的: 探讨Galectin-3对CCl4致急性肝损伤时
GRP78的调控作用. 

方法: 选择ICR系的♂Galectin-3基因敲除型
[Gal-3(-/-)]和其野生型[Gal(+/+)]小鼠, 一次
灌胃给予CCl4, 观察给药后10, 24, 48和72 h
的肝组织病理改变和检测其血清谷草转氨酶
(AST)和谷丙转氨酶(ALT)活性, 并检测肝细
胞不同细胞组分中的GRP78蛋白表达. 

结果: 与Gal(+/+)型鼠比较, CCl4对Gal-3(-/-)型
鼠的肝组织病理损伤出现时间早、损伤程度
重. Gal-3(-/-)型鼠在CCl4灌胃后10和24 h的血
清ALT活性(1860±191 U/L vs  1356±177 U/L, 
t  = 6.12, P <0.01; 2789±236 U/L vs  2468±221 
U/L, t  = 3.14, P <0.01)及CCl4灌胃后10 h的血

®

■背景资料
近年来 ,  大量对
于G a l e c t i n s的
研究结果表明 , 
Galectin-1-14的功
能和作用逐渐被
研究者所认识, 并
且在此基础上发
现了Galectin-15. 
本研究结果提示, 
G a l e c t i n - 3参与
了肝细胞在生理
和病理过程中对
GRP78蛋白表达
的调节. 上调Mic
和Mt中GRP78蛋
白的表达可能是
Galectin-3在CCl4

对肝细胞损伤中
发挥保护作用的
一个途径. 
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清AST活性(946±89 vs  623±73 U/L, t  = 8.87, 
P <0.01)与Gal(+/+)型鼠比较显著升高. 对照
组中Gal-3(+/+)型鼠的微粒体组分(Mic)中的
GRP78蛋白表达显著高于Gal-3(-/-)型鼠(140.9
±21.1 vs  76.1±9.5, t  = 8.86, P <0.01). 在CCl4 
ig后24 h, Gal-3(+/+)型鼠的肝细胞线粒体组
分(Mt)和Mic中的GRP78蛋白表达明显升高, 
并显著高于Gal-3(-/-)型鼠(Mt: 127.0±18.8 vs  
49.1±6.3, P <0.01; Mic: 166.5±23.4 vs  87.7±
11.6, P <0.01).

结论: Galectin-3蛋白在CCl4致急性肝损伤中
可能具有一定的保护作用. 上调Mic和Mt中的
GRP78蛋白表达可能是Galectin-3在CCl4对肝
细胞损伤中发挥保护作用的一个途径. 

关键词: Galectin-3; 四氯化碳; 肝损伤; 葡萄糖调
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0  引言

Galectins是半乳糖苷结合性动物外源性凝集素家

族成员, 具有高度保守性, 广泛分布于所有的活

性有机体. 目前, 在其家族中已经识别了14个成

员, 根据发现的先后次序编为1-14. Galectin-3(分
子量31 kDa)是Galectins家族的最重要成员之一, 
他有两个结构域, 氨基末端有高度保守的酪氨

酸-、脯氨酸-、多甘氨酸残基[1]. Galectin-3是一

种早期快反应基因. 研究发现, Galectin-3具有促

进细胞增生和抑制细胞凋亡的功能[2]. 平贺 et al
研究发现[3-4], 在CCl4诱导急性肝损伤24 h与72 h
后, 肝细胞匀浆中发现了一种30 kDa的高表达蛋

白, 经免疫印迹确定为Galectin-3. CCl4是公认的

急性肝损伤性毒物, 那么, Galectin-3在CCl4损伤

肝组织中的意义如何? 是否对损伤的肝组织具

有保护作用? 目前, 尚无相关的研究报道. 
葡萄糖调节蛋白78(g l u c o s e r e g u l a t e d 

protein, GRP78)被认为是Hsp70家族的成员之

一, 是一类高度保守的应激蛋白. 作为一种分子

伴侣, 他主要参与蛋白质的折叠和转运[5]. 近年

来研究表明, 许多应激条件都可以诱导其表达

上调, 以维持内质网的稳定, 具有保护细胞、

减缓其损伤的作用[6]. 那么, 在CCl4急性肝损伤

中, 是否有GRP78蛋白表达的上调? Galectin-3
与对GRP78蛋白表达的调节是否有关? 由于人

们对GRP78和Galectin-3关注的时间较短, 研究

资料很少. 本研究中, 我们选择Galectin-3基因敲

除型[Gal-3(-/-)]和其野生型[Gal-3(+/+)]小鼠, 对
Galectin-3在CCl4致急性肝组织损伤中的作用、

GRP78在CCl4致应激损伤中的表达及Galectin-3
与GRP78的关系进行探讨, 为揭示Galectin-3在
CCl4致急性肝损伤中的作用及其可能的机制提

供实验依据.

1  材料和方法

1.1 材料 野生型[Gal-3(+/+)]ICR♂健康小鼠, 10
周龄, 由日本国立肿瘤研究所提供. Galectin-3基
因敲除型[Gal-3(-/-)]ICR♂健康小鼠, 10周龄, 由
日本富山医科药科大学生化学第一研究室提供. 
1.2 方法 将Gal-3(+/+)和Gal-3(-/-)型小鼠各50只, 
分别随机分成0, 10, 24, 48, 72 h组, 每组10只. 进
食标准颗粒饲料, 自由饮水. 染毒前禁食12 h, 将
CCl4与食用橄榄油按1∶1混合, 制备染毒液. 按
8 mL/kg的剂量给小鼠一次性灌胃染毒. 染毒后, 
实验动物常规饲养. 
1.2.1 小鼠肝组织病理切片制备及观察: 在CCl4

灌胃后的0, 10, 24, 48, 72 h, 分别将各组小鼠乙

醚麻醉, 心脏取血后, 断头处死. 迅速取出肝脏, 
用生理盐水将血液洗去, 用小剪刀将小鼠肝脏

切成1 cm×1 cm×0.3 cm的小块, 并立即用100 
mL的中性福尔马林固定32 h. 按常规方法进行

肝组织的石蜡包埋, 用切片机切成5 μm厚的组

织切片, 并对组织切片进行常规的HE染色.
1.2.2 小鼠肝细胞组分的分离和GRP78蛋白表达
的检测: 将对照组和CCl4灌胃后24 h的小鼠, 乙
醚麻醉后断头处死, 迅速取肝脏, 置于小平皿

中(以下操作均在4℃下进行), 用小剪刀将肝组

织剪成小块, 称质量后转移到棒型组织研磨管

中, 按9 mL/g加入0.25 mol/L蔗糖缓冲液, 经电

动研杆研磨制成匀浆, 并经纱布过滤. 此滤液为

肝细胞研磨液(HO), 将HO转移到离心管中, 4℃, 
6000 g离心10 min(CS100GX, 日本日立公司), 
沉淀即为细胞核组分(Nuc). 取上清, 4℃, 8000 g
离心10 min, 沉淀即为线粒体组分(Mt); 取上清, 
4℃, 105 000 g超速离心60 min, 沉淀即为微粒体

组分(Mic). 上清部分为细胞基质组分(Cyt). 
分别对小鼠肝细胞HO, Nuc, Mt, Mic和

Cyt进行蛋白定量(BCA蛋白质定量检测试剂, 
P I E R C E公司). 按蛋白均衡各组分上样体积

为5-20 μL, 进行SDS- PAGE电泳(3000xi Bio-
Rad). 电泳后在电转移槽中将PAGE凝胶中的

■同行评价
本文的科学性较
强, 创新性好, 实
验结果满意, 对基
础和临床研究都
有一定的参考意
义. 
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蛋白质转移至硝酸纤维素膜, 用含50 g/L牛奶

TBST封闭1 h, 将转印膜加入一抗(抗GRP78抗
体, Santa Cruz), 室温孵育1 h, 用TBST液洗膜

5 min×3次. 将转印膜加入二抗温孵育1 h, 除
去抗体孵育液, 用TBST液洗膜10 min×3次. 
加入ECL蛋白印迹检测分析试剂(Amersham 
Biosc iences), 在化学冷光影像分析仪(LAS-
1000plus, 日本富士公司)中反应30 min, 化学发

光显影、摄影记录. 将免疫蛋白印迹显影图扫

描, 再利用ChemiImager5500 V2.03图像分析软

件对实验结果进行分析, 用平均光密度值代表

蛋白含量. 
1.2.3 血清中ALT, AST酶活性检测: 将取出的血

液室温下放置, 析出血清后, 2000 r/min离心10 
min, 分离血清. 用Infinity TM ALT试剂和Infinity 
TM AST(Sigma, St. Louis, MO, USA)分别检测

小鼠血清中ALT, AST酶活性. 
统计学处理 实验数据用mean±SD表示, 将

相同时间组的Gal-3(-/-)型小鼠和Gal-3(+/+)型小

鼠的检测结果进行t检验.

2  结果

2.1 CCl4致Gal-3(-/-)型和Gal-3(+/+)型小鼠肝组
织损伤的病理学观察比较 在CCl4灌胃后10 h, 
Gal-3(-/-)型小鼠的肝组织病理切片中出现明显

的病理损伤改变. 主要表现是肝细胞索排列紊

乱, 肝窦受压变窄, 以肝小叶中央静脉为中心的

大片脂肪变性, 变性的肝细胞胞质明显空亮, 细
胞核受压, 偏向一侧(图1A). 高倍镜可见细胞基

质中有大量的小空泡, 并可见少量增生(图1B). 
但Gal-3(+/+)型小鼠的肝组织病理切片却未见明

显的病理损伤改变. 
在CCl4灌胃后24 h, Gal-3(-/-)型小鼠肝组织

病理损伤进一步加重, 在以肝小叶中央静脉为

中心的大片严重脂肪变性基础上, 出现点片状

的肝细胞坏死, 并可见无结构的均质粉染的细

胞轮廓, 可见核碎裂、核溶解和核消失(图1C). 
Gal-3(+/+)型小鼠的肝组织病理损伤轻微, 以肝

细胞的脂肪变性为主, 并主要集中在肝小叶的

周边部. 其病理改变显著轻于Gal-3(-/-)型小鼠在

CCl4灌胃后10 h的病理改变(图1D). 
在CCl4染毒后48 h, Gal-3(-/-)型小鼠的肝组

织病理切片中, 肝小叶轮廓消失, 出现大片的肝

细胞坏死(图1E). Gal-3(+/+)型小鼠虽表现肝索

紊乱, 但肝小叶轮廓还很清晰, 肝细胞脂肪变性

明显, 并可见较多的代偿增生(图1F). 
在CCl4染毒后72 h, Gal-3(+/+)型小鼠的肝细

胞坏死、变性严重, 肝细胞可见明显肿胀, 肝索

变宽, 部分肝窦狭小或消失, 但仍可见肝小叶轮

廓(图1G). Gal-3(-/-)型小鼠的肝索解离, 肝细胞

溶解, 出现大片肝组织坏死, 肝窦明显扩张、充

血、甚至出血(图1H). 
2.2 CCl4染毒后不同时间Gal-3(+/+)和Gal-3(-/-)
型小鼠血清ALT和AST活性的比较 CCl4灌胃

后10和24 h, Gal-3(-/-)型小鼠血清ALT活性比

Gal-3(+/+)型小鼠显著升高(1860±191 U/L vs  
1356±177 U/L, t  = 6.12, P <0.01; 2789±236 U/L 
vs  2468±221 U/L, t  = 3.14, P <0.01). 在其他时间, 
Gal-3(-/-)型小鼠血清ALT活性与Gal-3(+/+)型小

鼠比较未见显著差异. 在Gal-3(-/-)型小鼠, 其血

清ALT活性在CCl4灌胃后24 h达到高峰, 其均值

为2789±236 U/L, 随后下降, 在72 h时下降到518
±71 U/L(图2). 

图2显示, CCl4灌胃后10 h, Gal-3(-/-)型小鼠的

血清AST活性比Gal-3(+/+)型小鼠显著升高(946
±89 vs  623±73 U/L, t  = 8.87, P<0.01). 在其他时

间, Gal-3(-/-)型小鼠的血清AST活性与Gal-3(+/+)
型小鼠比较未见显著差异. 在Gal-3(-/-)型小鼠, 其
血清AST活性在CCl4灌胃后48 h达到高峰, 其均值

为1957±185 U/L, 随后下降, 在72 h时下降到521 
±68 U/L. 
2.3 G a l-3(+/+)和G a l-3(-/-)型小鼠肝细胞中
G R P78蛋白表达的比较  在C C l4灌胃后24 h, 
Gal-3(+/+)型小鼠的肝细胞Mt和Mic中GRP78蛋
白表达明显升高, 并显著高于Gal-3(-/-)型小鼠

表  1  肝细胞不同组分中GRP78蛋白表达印迹检测结果(mean±SD, n  = 10)

     

动物分组

	                                                    平均光密度值

	                                Mt	                                                     Mic

                                 0 h	       24 h	                    0 h	               24 h

Gal-3(+/+)      42.4±5.3      127.0±18.8bd      140.9±21.1d        166.5±23.4b

Gal-3(-/-)      36.5±5.4        49.1±6.3 	           76.1±9.5	       87.7±11.6

 bP<0.01 vs  Gal-3(+/+)0 h, Gal-3(-/-)24 h; dP<0.01 vs  Gal-3(-/-)0 h. 
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(图3, 表1). 其余组分中, Gal-3(+/+)与Gal-3(-/-)型
小鼠GRP78蛋白的表达无明显差异.

3  讨论

肝脏是物质代谢的中心. 当肝功能受到损害时, 
物质的代谢过程受到阻碍, 致使肝脏中甘油三

酯、胆固醇等代谢障碍, 导致肝细胞中脂肪含

量发生异常, 灵敏地反映肝细胞受损的程度. 本

实验的病理观察和血清ALT和AST活性检测结

果证实, 在CCl4引起的急性肝损伤中, Gal-3(-/-)
型小鼠的肝组织损伤比其野生型小鼠出现的时

间早、损伤的程度重. 这提示, Galectin-3可能在

CCl4致肝损伤的早期具有保护肝细胞, 减缓其损

伤的作用. 
目前研究结果显示, CCl4的肝毒性是一个

多因素综合作用的过程, 损伤机制涉及脂质过

图  1  CCl4灌胃后各组鼠肝组织病理切片观察(HE). A: 10 h, Gal-3(-/-)(×100); B: 10 h, Gal-3(-/-)(×400); C: 24 
h, Gal-3(-/-)(×200); D: 24 h, Gal-3(+/+)(×100); E: 48 h, Gal-3(-/-)(×100); F: 48 h, Gal-3(+/+)(×100); G: 72 h, 

Gal-3(+/+)(×100); H: 72 h, Gal-3(-/-)(×100).

A B

C D

E F

G H
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氧化、共价结合、活性醛类、核酸低甲基化及

Ca2+超载等因素[7]. 自由基被认为是CCl4肝毒性

的始动机制. 研究证明, 进入机体的CCl4在肝细

胞的P450酶系统的作用下, 将CCl4转化为CCl3·
和Cl·自由基. CCl3·能和氨基酸、核苷酸、脂

肪酸、蛋白质、核酸、脂类等多种有重要生理

作用的生物分子反应. 在有氧的条件下, CCl3·能
与氧反应生成过氧化自由基CCl3OO·, 这是一个

比CCl3·活性更高、半衰期更短、更易使不饱和

脂肪酸发生氧化反应的自由基. 不饱和磷脂被

CCl3OO·过氧化后, 氧化反应能启动一系列的连

锁发应, 直到多不饱和脂肪酸完全饱和为止, 同
时生成醛类、羰基化合物和烃类, 即脂质过氧化

物. 活性醛类可大量灭活氨基酸或巯基, 从而抑

制酶活性、破坏DNA结构、阻滞蛋白质合成与

分泌等. 由于活性醛类比CCl3·, CCl3OO·等自由基

的活性小, 所以其毒作用持续时间更长, 并可把

毒性效应传到其他的组织细胞. 有研究显示, CCl4

处理后6 h活性醛类开始出现, 24 h达到峰值, 36到
72 h后消失[8]. 这和本研究中的实验动物肝病理损

伤变化相吻合, 进一步提示CCl4对肝组织的损伤

机制与其诱导自由基产生的氧化应激有关. 
GRP78作为分子伴侣, 是促进正常生长状态

下细胞蛋白质成熟、维系细胞机能和生命的关

键性调节物质. 在生理情况下, GRP78在内质网

膜上通过与新生多肽以非共价键形式短暂地结

合, 随后松开, 从而促进蛋白质的正确折叠和装

配, 并协助蛋白质跨内质网膜转运到正确的位

置. 同时, GRP78又是一种钙结合蛋白, 在应激反

应时, 其基因的转录活性可提高l0-25倍, 表达量

显著增高, 从而维持了内质网的钙稳态及内环

境的稳定[9-10]. 另外, GRP78能转移内质网腔内的

错误折叠蛋白, 保持细胞在应激状态下蛋白质

合成的继续. GRP78还能降低细胞对杀伤性T细
胞的敏感性, 阻止细胞凋亡[11]. 因此, 近年来研究

认为, 细胞受刺激时GRP78呈高表达反应, 可能

是细胞的一种重要的防御机制, 该机制对细胞

有保护作用, 从而可延长在各种不利因素刺激

下的细胞生存期[12]. 
本研究结果显示 ,  在正常生理条件下 , 

Gal-3(+/+)型小鼠肝细胞的Mic中有GRP78蛋白

的高表达, 但Gal-3(-/-)型小鼠的肝细胞Mic中
GRP78蛋白表达水平显著降低, 提示Galectin-3
蛋白的缺失可干扰GRP78蛋白的正常表达. 另
一方面, CCl4灌胃24 h后, Gal-3(+/+)型小鼠肝细

胞Mic和Mt的中GRP78蛋白表达均明显上调, 表
明在CCl4引起的肝细胞应激损伤中, 机体上调了

GRP78蛋白的表达. 但在Gal-3(-/-)型鼠肝细胞的

Mic和Mt中的GRP78蛋白表达却没有明显的变

化. 该研究结果揭示, Galectin-3参与肝细胞在生

理和病理过程中对GRP78蛋白表达的调节. 上调

Mic和Mt中的GRP78蛋白表达可能是Galectin-3在
CCl4对肝细胞损伤中发挥保护作用的一个途径. 

现已证明, 作为一个多功能蛋白, Galectin-3
参与机体的各种生理和病理过程 .  随着对

Galectin-3各方面功能的研究不断深入, 人们将

进一步弄清Galectin-3在各种病理生理反应中的

机制, 使其在疾病的预防和治疗中发挥重要作

用[13].
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