
 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2007年3月8日; 15(7): 741-745
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 研究快报 RAPID COMMUNICATION

罗格列酮对日本血吸虫病肝纤维化小鼠肝组织核因子-κB
和过氧化物酶体增殖物激活受体γ表达的影响

谌 辉, 张景辉, 刘文琪, 贺永文

谌辉, 贺永文, 华中科技大学同济医学院附属协和医院传染
科 湖北省武汉市 430030
张景辉, 华中科技大学同济医学院附属协和医院外科实验室 
湖北省武汉市 430030
刘文琪, 华中科技大学同济医学院寄生虫学教研室 湖北省
武汉市 430022
湖北省自然科学基金资助项目, No. 2005ABA170
通讯作者: 谌辉, 430030, 湖北省武汉市, 华中科技大学同济医
学院附属协和医院传染科. chenhui0515@yahoo.com.cn
电话: 027-85726419
收稿日期: 2006-11-20    接受日期: 2006-12-27

Effect of rosiglitazone on the 
activity of hepatic nuclear 
factor-kappa B and expression 
of peroxisome proliferator-
activated receptor-γ in mice 
with liver fibrosis due to 
schistosoma japonicum 
infection 

Hui Chen, Jing-Hui Zhang, Wen-Qi Liu, Yong-Wen He

Hui Chen, Yong-Wen He, Department of Infectious Dis-
eases, Union Hospital of Tongji Medical College, Huazhong 
University of Science and Technology, Wuhan 430022, Hu-
bei Province, China  
Jing-Hui Zhang, Department of Surgical Laboratory, 
Union Hospital of Tongji Medical College, Huazhong Uni-
versity of Science and Technology, Wuhan 430022, Hubei 
Province, China 
Wen-Qi Liu, Department of Parasitology, Tongji Medical 
College, Huazhong University of Science and Technology, 
Wuhan 430022, Hubei Province, China
Supported by the Natural Science Foundation of Hubei 
Province, No. 2005ABA170
Correspondence to: Hui Chen, Department of Infec-
tious Diseases, Union Hospital of Tongji Medical College, 
Huazhong University of Science and Technology, Wuhan 
430022, Hubei Province, 
China. chenhui0515@yahoo.com.cn
Received: 2006-11-20    Accepted: 2006-12-27 

Abstract
AIM: To investigate the effect of rosiglitazone 
on the binding activity of hepatic nuclear 
factor-kappa B (NF-κB) and the expression 
of peroxisome proliferator-activated receptor 
gamma (PPARγ) in mice with liver fibrosis 
caused by schistosoma japonicum infection.

METHODS:  A total of 50 mice were randomly 
and averagely divided into group A, B, C, D and 
E. The mice in group A served as normal con-
trols, while those in the other four groups were 
infected with schistosoma japonicum to induce 
the model of liver fibrosis. Besides, the mice in 
group C, D and E were treated with praziquan-
tel, rosiglitazone, and praziquantel plus rosigli-
tazone, respectively. HE staining was used to 
observe the pathological changes of liver tissues 
under light microscope, and Western blot and 
real-time fluorescent quantitative polymerase 
chain reaction (RFQ-PCR) were performed to 
detect the activity of NF-κB and mRNA expres-
sion of PPARγ.

RESULTS: The inflammatory and fibrotic de-
grees were obviously alleviated in group E, 
which were the lightest among those groups with 
schistosomiasis (P < 0.05). The activity of NF-κB 
was the highest in group B (141.11 ± 15.37), sig-
nificantly higher than that in group A, C, D and E 
(78.89 ± 18.12, 112.89 ± 20.17, 108.89 ± 20.47, 88.89 
± 19.34)(P < 0.05). The level of PPARγ mRNA was 
markedly higher in group A [-16.557±(-3.022)], 
D [-18.217±(-4.498)] and E [-18.212±(-3.909)] than 
that in group B [-27.315±(-6.348)] and C [-25.647±
(-5.694)] (P < 0.05).

CONCLUSION: NF-κB and PPARγ may be in-
volved in the pathogenesis of liver fibrosis due 
to schistosoma japonicum infection. Rosigli-
tazone, a ligand of PPARγ, is obviously effective 
in the treatment of this disease by up-regulating 
PPARγ expression and reducing NF-κB activity.
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■背景资料
血吸虫病肝纤维
化是晚期血吸虫
病肝脏严重的病
理 改 变 ,  目 前 国
内外尚无理想的
抗 纤 维 化 药 物 . 
PPARg是一类由
配体激活的核转
录 因 子 ,  其 功 能
改变与一些肝脏
疾 病 有 相 关 性 . 
PPARγ与配体结
合后被激活, 在肝
纤维化形成中的
作用已成为肝纤
维化研究领域里
的一个新热点, 但
其具体机制尚不
完全清楚, 但亟待
解决.
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摘要
目的: 观察日本血吸虫病肝纤维化小鼠肝脏
肝组织核因子-κB(NF-κB)的活性和过氧化
物酶体增殖物激活受体γ(PPARγ)的表达, 及
PPARγ配体罗格列酮对其表达的影响. 

方法: 50只昆明小鼠, 随机分为正常对照组、

感染对照组、吡喹酮治疗组、罗格列酮治疗
组及罗格列酮加吡喹酮治疗组. 除正常对照组
外, 其余各组均建立血吸虫病肝纤维化小鼠模
型. 用HE染色观察肝组织光镜下的病理改变. 
用Western blot方法, 实时荧光定量PCR反应
观察小鼠肝组织NF-κB的活性变化与PPARγ 
mRNA的表达. 

结果: 罗格列酮加吡喹酮治疗组小鼠肝脏的
炎性反应和纤维化病理改变较其他模型组
轻(P <0.05). 感染对照组NF-κB活性(141.11±
15.37)最强, 明显高于其余各组(正常对照组: 
78.89±18.12; 吡喹酮组: 112.89±20.17; 罗格
列酮组: 108.89±20.47; 罗格列酮加吡喹酮组: 
88.89±19.34)(P <0.05). 感染对照组[-27.315±
(-6.348)]及吡喹酮治疗组[-25.647±(-5.694)] 
PPAR γ mRNA表达较正常对照组[-16.557
±(-3.022)]及罗格列酮治疗组[-18.217±
(-4.498)]、罗格列酮加吡喹酮治疗组[-18.212
±(-3.909)]显著减弱(P <0.05).

结论: PPARγ及NF-κB在血吸虫病肝纤维化形
成中起一定作用. PPARγ配体罗格列酮有明显
的抗日本血吸虫病肝纤维化效应, 其抗纤维化
机制与PPARγ配体激活PPARγ表达的同时抑
制NF-κB的活性有关.

关键词: 罗格列酮; 日本血吸虫病; 核因子-κB; 过

氧化物酶体增殖物激活受体γ
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0  引言

血吸虫性肝纤维化是晚期血吸虫病肝脏严重

的病理改变, 目前国内外尚无理想的抗纤维化

药物. 有文献报道过氧化物酶体增殖物激活受

体γ(peroxisome proliferators activator receptors 
gamma, PPARγ)的配体, 有较好的抗肝纤维化作

用[1]. 但其具体机制尚不完全清楚, 也未见其对

血吸虫病肝纤维化的作用进行研究. 本文研究

肝组织核因子-κB(NF-κB)和PPARγ在日本血吸
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虫病肝纤维化小鼠肝脏的表达, 及PPARγ配体罗

格列酮对其表达的影响, 为PPARγ配体抗血吸虫

病肝纤维化的作用机制提供参考资料. 

1  材料和方法

1.1 材料 昆明小鼠50只, 体质量16-22 g, 购于

华中科技大学同济医学院动物实验中心 .  随
机分为5组, 每组10只, 除正常对照组外, 模型

组均经皮感染日本血吸虫尾蚴40条. 罗格列酮

片为葛兰素史克有限公司产品. 蛋白质分子量

标准混合物(MBI公司预染的marke r, 范围为

21-118 kDa), NF-κB兔抗小鼠mAb(Santa Cruz公
司), 碱性磷酸酶标记的山羊抗兔二抗(北京中山

公司). PPARγ引物购自上海博亚生物技术有限

公司, SYBR GreenⅠ荧光染料购自美国Biotium
公司, TRIzol溶液购自美国GIBCO公司. PCR仪: 
上海枫岭生物技术有限公司生产的FTC-2000型
实时荧光定量PCR仪. 
1.2 方法

1.2.1 动物分组 (1)正常对照组: 常规喂养4 wk后
灌服等量的生理盐水至10 wk末; (2)感染对照组: 
感染尾蚴4 wk后灌服等量的生理盐水至10 wk末; 
(3)吡喹酮治疗组: 感染尾蚴4 wk后用吡喹酮500 
mg/(kg·d)灌胃, 杀虫治疗2 d后改为等量的生理

盐水灌胃治疗至10 wk末; (4)罗格列酮治疗组: 感
染尾蚴4 wk后用罗格列酮4 mg/(kg·d)灌胃治疗至

10 wk末. (5)罗格列酮加吡喹酮治疗组: 感染尾蚴

4 wk后用吡喹酮灌胃(剂量同前)治疗2 d, 用罗格

列酮4 mg/(kg·d)灌胃治疗至10 wk末. 最后断颈法

处死小鼠, 取部分肝组织置液氮中保存备检, 另
一部分置于甲醛中固定, 常规石蜡切片, HE染色

作病理形态学观察. 
1.2.2 组织病理学观察 肝组织病理学检查采用世

界卫生组织肝硬化分类及命名标准[2], 病理切片

光镜检查记录肝纤维化程度. 低倍镜下观察, 每
张切片随机取10个视野计平均值. “ - ”汇管区

无明显肝纤维组织;“ + ”汇管区较多纤维组织

增生, 局限;“+ + ”汇管区有大量纤维组织增生,
呈窄带状, 并向肝小叶伸展;“+ + + ”汇管区大

量纤维组织增生, 呈宽带状, 并伸展包绕肝小叶,
且见中央静脉偏位现象.
1.2.3 肝组织核蛋白的提取 肝组织匀浆, 过滤后

4℃ 5000 r/min离心10 min, 弃上清液. 快速将沉

淀的细胞重悬于200 μL的buffer A缓冲液中, 4℃ 
5000 r/min离心10 min, 弃上清液. 将细胞重悬

于100 μL的buffer C缓冲液中, 冰浴10 min. 4℃ 
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■创新盘点
本文首次研究了
NF-κB和PPARγ在
日本血吸虫病肝
纤维化小鼠肝脏
的表达, 及PPARγ
配体罗格列酮对
其表达的影响. 目
前, 国内外尚未见
PPARγ及其配体
对血吸虫病肝纤
维化的作用进行
研究. 
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15 000 r/min离心20 min, 取上清液-70℃分装保存. 
1.2.4 Western blot检测NF-κB活性 考马斯亮兰

G-250法测定蛋白浓度. 取核蛋白提取物20 μg进
行SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE电泳), 
转膜, 封闭, 加入一抗(NF-κB兔抗小鼠单克隆抗

体)孵育. 洗涤后加入碱性磷酸酶标记的二抗(山
羊抗兔抗体), 孵育, 充分洗涤, NBT/BCIP显色液

显色, PBS终止. SPSS软件分析条带积分光密度

值(A), 进行定量分析. 
1.2.5 mRNA提取 每份标本取100 mg组织加入玻

璃匀浆器中, 加入TRIzol溶液1 mL提取总RNA, 
以总RNA为模板, 逆转录合成cDNA. 
1.2.6 实时荧光定量PCR反应检测PPARγ mRNA 
应用SYBR GreenⅠ荧光染料技术行实时定量

PCR反应, 以适量cDNA为模板, 以磷酸甘油醛脱

氢酶(GAPDH)为内参照, PCR扩增PPARγ基因片

断. PPARγ引物设计, 上游: 5'-TTTCAAGGGTGC
CAGTTTCG-3', 下游: 5'-TCTTTATTCATCAGG
GAGGC-3'. GAPDH引物设计, 上游: 5'-GATGGT
GAAGGTCGGTGTG-3', 下游: 5'-GAGGTCAAT
GAAGGGGTCG-3'. PCR反应参数: 预变性94℃ 
5 min, 然后94℃变性30 s, 53℃退火30 s, 72℃延

伸30 s, 共45个循环, 最后72℃延伸10 min. 在延

伸的过程中搜集荧光信号. 于每次扩增的同时设

置无cDNA的阴性对照, 将PCR产物做熔解曲线, 
65℃, TOUCH-DOWN PCR, 每个循环温度上升

0.2℃, 150个循环, 证实以上PCR反应产物特异性

良好. 计算方法: 待测样品相对值 = 2ΔΔCt; ΔΔCt 
= ΔCt待测样品-ΔCtβ-actin; Ct = Ct阴性对照

-Ct待测样品. 本实验统计ΔΔCt值以比较各组

PPARγ mRNA的表达(表1).
统计学处理 采用SPSS11.5软件分析. 计量资

料结果以均数±标准差(mean±SD)表示, 采用方

差分析, 以P <0.05为差异有统计学意义. 病理切

片分级程度按“ - ”、“+ ”、“+ + ”、“+ + 

+ ”分别计为0, 1, 2, 3, 用q值检验作方差分析. 

2  结果

2.1 肝组织病理形态学变化 血吸虫尾蚴感染组

小鼠, 肝内汇管区及虫卵肉芽肿周围纤维增生

明显, 大部分虫卵肉芽肿出现坏死病灶及纤维

化, 肝血窦扩张充血, 细胞颗粒变性, 大量炎性

细胞浸润. 吡喹酮治疗组及罗格列酮治疗组小

鼠肝脏汇管区及肉芽肿内少量纤维组织增生, 
肝细胞颗粒变性少, 可见炎性细胞浸润. 罗格列

酮加吡喹酮治疗组肝脏病变更轻, 肝细胞排列

清晰, 少量炎性细胞浸润, 肝脏汇管区及肉芽肿

内纤维组织增生不明显. 肝纤维化程度比较: 感
染对照组, 吡喹酮治疗组, 罗格列酮治疗组, 罗
格列酮加吡喹酮治疗组各组q 值分别为2.31±
0.63, 1.49±0.77, 1.38±0.60, 及0.78±0.53. 罗
格列酮加吡喹酮治疗组肝纤维化程度较其他模

型组轻(P <0.05).
2.2 肝组织N F-κ B活性 感染对照组N F-κ B活

性最强 ,  与其余各组比较均有显著性差异

(P <0.05). 罗格列酮加吡喹酮治疗组和正常对照

组NF-κB活性明显弱于其余各组(P <0.05), 此两

组比较无显著性差异. 吡喹酮治疗组和罗格列

酮治疗组NF-κB活性比较无显著性差异, 但均

明显弱于感染对照组, 强于罗格列酮加吡喹酮

治疗组和正常对照组(P <0.05, 表1, 图1).
2.3 PPARγ mRNA在小鼠肝组织的表达 感染对

照组及吡喹酮治疗组PPARγ mRNA表达较正常

对照组及罗格列酮治疗组、罗格列酮加吡喹酮

治疗组显著减弱(P <0.05), 罗格列酮治疗组及罗

格列酮加吡喹酮治疗组虽比正常对照组值低, 
但差异无统计学意义(P >0.05, 表1).

3  讨论

PPARγ是一类由配体激活的核转录因子, 是重

表  1  各组小鼠肝组织NF-κB活性与PPARγ mRNA的表达(mean±SD)

       分组                                   n                    NF-κB活性                    PPARγ mRNA

正常对照组                    10             78.89±18.12            -16.557±(-3.022)

感染对照组                    10           141.11±15.37a           -27.315±(-6.348)a

吡喹酮组                       10          112.89 ±20.17ac          -25.647±(-5.694)a

罗格列酮组                    10          108.89 ±20.47ac          -18.217±(-4.498)ce

罗格列酮加吡喹酮         10            88.89 ±19.34ceg         -18.212±(-3.909)ce

aP<0.05 vs  正常对照组; cP<0.05 vs  感染对照组; eP<0.05 vs  吡喹酮组; gP<0.05 vs 
罗格列酮组.

■应用要点
本 研 究 证 实
PPARγ配体罗格
列酮有明显的抗
日本血吸虫病肝
纤维化效应, 为抗
血吸虫病肝纤维
化治疗的进一步
研究提供新的思
路和途径.
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要的肝脏代谢功能调节分子, 其功能改变与一

些肝脏疾病有相关性[3-5]. 众所周知, 肝星状细胞

(hepatic stellate cell, HSC)的激活是肝纤维化发

生发展的中心环节[6-8]. 最近研究证实, 静止状态

人类HSC表达PPARγ, 而活化状态的HSC表达明

显减少, PPARγ在维持HSC作为静止状态的表

型上具有重要作用, PPARg表达减少与HSC激

活密切相关[9-11]. 肝脏星状细胞活化时, PPARγ

表达及其与PPAR反应元件结合成分减少. 用
PPARγ配体可逆转这一反应, PPARγ与配体结合

后被激活, 与 PPAR反应元件结合而发挥转录调

控作用[12]. PPARγ及其配体在肝纤维化形成中

的作用已成为肝纤维化研究领域里的一个新热

点, 但其具体机制尚不完全清楚. 
我们用日本血吸虫尾蚴感染小鼠建立肝纤

维化模型, 在肝纤维化早期采用PPARγ配体罗

格列酮治疗, 观察肝组织病理形态学变化, 显示

罗格列酮可显著减轻肝脏纤维组织增生. 并通

过检测PPARγ mRNA在各组小鼠肝组织的表达, 
发现感染对照组及吡喹酮治疗组肝组织PPARγ 
mRNA表达较正常对照组显著减弱, 用PPARγ配

体罗格列酮治疗可明显提高PPARγ mRNA的表

达. NF-κB是一种具有转录激活功能的蛋白质, 
细胞处于静止状态时, 与NF-κB抑制蛋白单体结

合呈非活性状态. 当机体受到外界刺激时, 如氧

化应激、细胞因子等, NF-κB即被激活, 与靶基

因的κB序列结合启动基因转录. NF-κB作为一

种重要的炎症前基因的急早期转录调控子, 在
肝组织的炎症反应、氧化应激、细胞凋亡和再

生中发挥者重要作用[13-14]. 最近研究显示, 在肝

纤维化形成过程中, NF-κB通过对肝细胞, HSC
和肝脏库弗氏细胞的调节, 对肝纤维化形成起

重要调控作用. 研究发现, 静息状态下和新分离

的HSC核内缺乏NF-κB, 而活化的、a-SMA阳性

的HSC中出现了NF-κB的核转位活性, 同时有

细胞间黏附分子, IL-6等基因的表达, 表明NF-
κB可能参与了HSC激活的调节[15], 研究还发现, 
NF-κB具有抗HSC凋亡的作用[16]. 但目前NF-κB
在HSC中的作用尚存在一定争议. 

我们发现, 感染对照组小鼠肝脏NF-κB的活

性显著高于正常对照组, 罗格列酮治疗后NF-κB
的活性明显降低, 说明NF-κB参与了肝纤维化的

形成, PPARγ配体罗格列酮能抑制NF-κB的活性. 
另外, 本实验还显示, 吡喹酮治疗也能降低NF-
κB的活性, 提示吡喹酮在驱虫治疗的同时减轻

炎性反应而诱导一定的抗纤维化效应. 如果在

驱虫治疗的同时应用有效的抗纤维化药物治疗

能提高血吸虫病肝纤维化治疗的疗效. 
总之, PPARγ及NF-κB在血吸虫病肝纤维化

形成中起一定作用. PPARγ配体罗格列酮有明

显的抗日本血吸虫病肝纤维化效应, 其抗纤维

化机制与PPARγ配体激活PPARγ表达的同时抑

制NF-κB的活性, 从而抑制HSC的激活有一定

关系. 
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