
www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2008年1月18日; 16(2): 132-137
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 基础研究 BASIC RESEARCH

CCl4诱导大鼠肝硬化形成过程中Caspase-12蛋白表达与
肝细胞凋亡的相关性

慕永平, 刘 平, 都广礼, 王 磊, 龙爱华, 李风华

慕永平, 上海中医药大学肝病研究所, 现在上海市(复旦大学
附属)公共卫生临床中心工作 上海市 201203
刘平, 王磊, 龙爱华, 李风华, 上海中医药大学肝病研究所 上
海市 201203
都广礼, 上海中医药大学中药学院 上海市 201203
慕永平, 2006年博士毕业, 主治医师, 主要从事中医药防治肝纤
维化、肝硬化的基础与临床研究.
国家自然科学基金重大研究计划重点资助项目, No. 90409020
上海市教育委员会E-研究院建设计划资助项目, No. E03008
上海市重点学科建设资助项目, No. Y0302
作者贡献分布: 本课题由刘平、慕永平设计; 由慕永平、龙爱
华、王磊、都广礼、李风华操作完成; 数据分析由慕永平完成; 
论文写作由慕永平、刘平、都广礼完成.
通讯作者: 刘平, 201203, 上海市蔡伦路1200号, 上海中医药大
学肝病研究所. liuping@shutcm.com
电话: 021-51322002 
收稿日期: 2007-06-29   修回日期: 2008-01-11

Correlation between 
expression of Caspase-12 
protein and apoptosis of 
hepatocytes during rat liver 
cirrhosis induced by carbon 
tetrachloride 

Yong-Ping Mu, Ping Liu, Guang-Li Du, Lei Wang, 
Ai-Hua Long, Feng-Hua Li

Yong-Ping Mu, Ping Liu, Lei Wang, Ai-Hua Long, Feng-
Hua Li, Institute of liver disease, Shanghai University of 
Traditional Chinese Medicine, Shanghai 201203, China
Guang-Li Du, Department of Chinese Medicine, Shang-
hai University of Traditional Chinese Medicine, Shanghai 
201203, China
Supported by: the Major Research Program of the Na-
tional Natural Science Foundation of China, No. 90409020; 
E-institute to Shanghai Education Commission, No. 
E03008; Construction Fund for Key Subjects of Shanghai, 
No. Y0302
Correspondence to: Ping Liu, Institute of Liver Disease, 
Shanghai University of Traditional Chinese Medicine, 1200 
Cailun Road, Shanghai 201203,
China. liuping@shutcm.com
Received: 2007-06-29    Revised: 2008-01-11 

Abstract
AIM: To investigate the correlation between 
expression of Caspase-12 protein and apoptosis 
of hepatocytes during rat liver cirrhosis induced 
by carbon tetrachloride (CCl4).

METHODS: Liver cirrhosis in male Wistar rats 

was induced by subcutaneous injection of undi-
luted CCl4 (3 mL/kg body wt) followed by 500 
mL/L CCl4-olive solution (2 mL/kg body wt) 
twice a week for 12 weeks. Hepatocyte apoptosis 
indices (TUNEL staining), immunohistochemis-
try and expression of Caspase-12 protein were 
observed dynamically at wk 4, 8, 12 during the 
modeling course.

RESULTS: Typical acute liver injury was ob-
served at wk 4, typical chronic liver injury and 
fibrosis at wk 8 and typical cirrhosis at wk 12, 
respectively. When the liver injury and cirrho-
sis became aggravated, hepatocyte apoptotic 
index increased significantly in the 4-week 
model group, compared with normal group 
and 8-week model group (70.4 ± 11.59 vs 9.6 ± 
1.14, 95.8 ± 10.94, P < 0.01). There were signifi-
cant differences in hepatocyte apoptotic index 
between 12- and 8- week model groups (122.8 ± 
17.51 vs 95.8 ± 10.94, P < 0.05). Caspase protein 
expression increased significantly in the 4-week 
model group, compared with the normal group 
and 8-week model group (0.071 ± 0.014 vs 0.014 
± 0.007 and 1.172 ± 0.028, P < 0.01). There were 
significant differences in Caspase-12 protein ex-
pression between 12- and 8- week model groups 
(1.84 ± 0.083 vs 1.172 ± 0.028, P < 0.01). Further-
more, hepatocyte apoptotic index was positively 
correlated to Caspase-12 protein expression (r = 
0.89, t = 9.125, P < 0.01).

CONCLUSION: Endoplastic reticulum apopto-
sis pathway is involved in hepatocyte apoptosis 
during rat liver cirrhosis induced by CCl4. Ex-
pression of Caspase-12 protein, the key molecule 
in this pathway, represents the degree of hepa-
tocyte apoptosis.
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■背景资料
肝细胞凋亡在肝
纤维化、肝硬化
的形成过程中发
挥重要的作用, 近
年来, 内质网凋亡
通路受到普遍关
注, 而Caspase-12
在这一凋亡通路
中发挥着关键作
用, 但其在肝纤维
化、肝硬化形成
过程中的动态变
化及与肝细胞凋
亡的相关性尚不
清楚. 

■同行评议者
黄晓东, 副主任医
师, 武汉市中心医
院消化内科 
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摘要
目的:  探 讨 C C l 4大 鼠 肝 硬 化 形 成 过 程 中
Caspase-12蛋白表达与肝细胞凋亡的相关性. 

方法: 首次CCl4 3 mL/kg sc, 以后500 mL/L 
CCl4橄榄油溶液2 mL/kg sc, 2次/wk, 共计12 
wk制备大鼠肝硬化模型. 设4 wk、8 wk、12 
wk 3个时间点, 动态观察肝细胞凋亡指数、肝
组织Caspase-12免疫组织化学及蛋白表达. 

结果: 模型大鼠4 wk时呈典型的急性肝损伤
改变, 8 wk时大鼠呈典型的慢性肝损伤肝纤维
化的病理改变, 12 wk时已形成肝硬化; 随着肝
损伤加重和肝硬化形成, 肝细胞凋亡指数显
著增加, 模型对照4 wk与正常组、模型对照8 
wk比较有显著差异(70.4±11.59 vs  9.6±1.14, 
95.8±10.94, P <0.01), 模型对照12 wk与模型
对照8 wk比较有统计学意义(122.8±17.51 vs  
95.8±10.94, P <0.05). Caspase-12蛋白表达亦
显著增加, 模型对照4 wk与正常组、模型对
照8 wk比较有显著差异(0.071±0.014 vs  0.014
±0.007, 1.172±0.028, P <0.01), 模型对照12 
wk与模型对照8 wk比较亦有显著差异(1.84±
0.083 vs  1.172±0.028, P <0.01); 且肝细胞凋亡
指数和Caspase-12蛋白表达量之间呈正相关 
(r  = 0.89, t  = 9.125, P <0.01).

结论: 内质网凋亡通路参与CCl4大鼠肝硬化
形成过程中肝细胞凋亡事件, 其关键的凋亡酶
Caspase-12蛋白表达量基本能够反映肝细胞
的凋亡程度.

关键词: 肝硬化; 凋亡; Caspase-12蛋白
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0  引言

长期以来, 肝纤维化的研究主要是针对纤维结

缔组织的合成及降解过程, 近年来, 已开始重视

保护肝实质细胞及组织支架的完整性这一始发

因素以及干细胞对肝纤维化的影响, 而且可能

是今后抗肝纤维化治疗研究的重要方向. 炎症

反应、肝星状细胞活化及肝实质细胞凋亡是各

种慢性肝病的共同特征[1], 肝细胞凋亡在肝纤维

化、肝硬化的形成过程中发挥着重要的作用. 
在有害刺激条件下发生的“病理性”凋亡可导

致趋化性/炎症性因子的释放, 加重肝损伤并激

活HSCs[2], 加速肝纤维化、肝硬化的形成, 因

此, 抑制肝细胞凋亡也许是抗肝纤维化的重要

策略[3]. 已有的研究显示, CCl4诱导的大鼠肝纤

维化进展期存在大量的肝细胞凋亡[4], 肝脏蛋白

质组差异表达研究显示, CCl4造模12 wk后模型

大鼠有Caspase-12蛋白表达[5], Caspase-12是内质

网凋亡通路的关键酶, 而目前关于内质网凋亡

通路在肝纤维化中的作用尚未见报道. 本文重

点观察了CCl4大鼠肝硬化形成过程中肝细胞凋

亡和Caspase-12的动态变化, 探讨Caspase-12蛋
白表达与肝细胞凋亡的相关性, 现将研究结果

报告如下.

1  材料和方法

1.1 材料 动物: 清洁级Wistar♂大鼠47只, 体质量

130-150 g, 购自中国科学院上海实验动物中心, 
上海中医药大学实验动物中心饲养、造模和观

察, 自由饮食. CCl4(分析纯), 橄榄油购自中国医

药集团上海化学试剂公司; 肝功能测定试剂盒

购自卫生部上海生物制品研究所及南京建成生

物工程研究所; TUNEL原位凋亡检测试剂盒购

自CHEMICON公司; 山羊抗大鼠Caspase-12多
克隆抗体购自Santa Cruz公司; 小鼠抗GAPDH 
mAb购自KangChen公司; HRP标记的兔抗山羊

二抗购自北京中杉公司; HRP标记的山羊抗小鼠

二抗购自CHEMICON公司.
1.2 方法 
1.2.1 模型制备: 首次sc CCl4 3 mL/kg剂量, 以后

用500 mL/L的CCl4橄榄油溶液2 mL/kg剂量sc, 
每周2次, 共12 wk. 
1.2.2 样品的采集和处理: 造模4 wk、8 wk后, 
随机抽取正常及模型大鼠各6只, 处死作动态

观察. 其余模型大鼠继续造模至12 wk末. 大鼠

用20 g/L戊巴比妥钠以2 mL/kg体质量剂量ip麻
醉后, 仰卧位固定, 打开腹腔, 经下腔静脉采血, 
4℃静置3 h后, 3000 r/min 30 min离心, 分离血清, 
检测各项血清学指标. 摘取肝脾, 从肝右叶切取 
1 .0  c m×0.8  c m×0.3  c m大小肝组织1块 ,  
40 g/L中性甲醛固定, 脱水、包埋、切片, 进行

HE、胶原染色及免疫组织化学观察, 留取肝组

织进行羟脯氨酸(Hyp)含量测定. 
1.2.3 观测指标与方法: 一般情况: 包括大鼠的

死亡情况, 体质量、肝脏大体形态、肝脏及脾

脏质量. 肝组织切片: HE及胶原染色, 观察肝脏

组织学变化. 肝组织Hyp含量测定: 参照Jamall 
et al [6]的方法进行. 肝细胞原位凋亡检测: 实验

步骤参考试剂盒说明书方法. 凋亡肝细胞的形

■相关报道
Caspase-12是ERS
介导的细胞凋亡
特异性启动蛋白
酶 ,  而 对 非 内 质
网应激介导凋亡
的抵抗作用不明
显 ,  现 已 证 实 多
种慢性肝病的发
病机制均与ERS
有 关 ,  并 有 证 据
表明在人类细胞
有Caspase-12存
在 ,  且 与 E R S 介
导 的 凋 亡 有 关 , 
Caspase-12的安全
性及对ERS的特
异性使其有可能
成为较理想的抗
凋亡治疗靶标.
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态学识别参考Shi et al [4]的方法, 即对于模型组

及药物干预组, 在脂肪变肝细胞中凡满足下列

条件之一者确定为凋亡肝细胞: (1)核呈新月牙

状; (2)核浓缩; (3)核碎裂; (4)出现凋亡小体. 每组

取6个样本, 每个样本计数5个不同视野凋亡肝

细胞的总数. Caspase-12免疫组织化学: 二步法. 
Caspase-12蛋白表达: Western blot方法, 每组取

4个样本, 提取总蛋白, 测定蛋白浓度, 等量蛋白

混合, 上样量为30 μg, 样品95℃-100℃变性5-10 
min, SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳, 转膜, 50 g/L脱脂

奶粉室温封闭1 h, 加入一抗稀释液[Caspase-12,  
1∶100; GAPDH(内参照), 1∶100]4℃孵育过

夜, TTBS洗涤, 与HRP偶联的二抗室温孵育1 h, 
TTBS洗涤, ECL显影、曝光, FR-980生物电泳图

像分析系统分析底片中的目的条带, 计算机自动

读取并记录每条带的积分值, 同一张膜重新封

闭, 检测GAPDH的蛋白表达, 方法同上. 
统 计 学 处 理  计量资料用统计分析软件

SPSS11.5中的ANOVA程序进行单因素方差分

析, q检验, 并用LSD进行两两比较; 相关分析采

用双侧t检验.

2  结果

2.1 大鼠一般情况 造模前8 wk大鼠死亡5只. 造
模初期, 模型大鼠体质量仍有所增加, 3 wk后逐

渐下降, 与同期正常大鼠比较均具有显著性差

异(P <0.01); 肝指数8 wk呈最高, 12 wk降低的

趋势, 与同期正常大鼠比较均具有显著性差异

(P <0.01); 脾指数逐渐增加, 与同期正常大鼠比

较均具有显著性差异(P <0.01).
2.2 肝组织病理变化 HE染色显示正常大鼠肝小

叶结构清晰, 肝细胞索由中央静脉向四周呈放

射状排列. 与正常大鼠比较, 4 wk后模型大鼠可

见以中央静脉为中心的肝细胞脂肪变性, 汇管

区周围未受损的肝细胞呈孤立的岛状结构, 可
见极菲薄的胶原纤维在脂肪变区域伸展. 8 wk

后, 模型大鼠肝细胞脂肪变性累及整个肝小叶, 
可见较细的胶原纤维形成不完全包绕, 间隔内

可见较多的成纤维细胞, 少量炎性细胞浸润, 大
胆管损害明显, 小胆管增生. 12 wk后, 正常肝小

叶结构消失, 大量的纤维结缔组织增生, 形成大

小不一的典型假小叶结构, 部分假小叶内可见

新生幼稚的肝细胞, 间隔内可见大量的成纤维

细胞和炎性细胞浸润, 极少见正常的胆管样结

构, 小胆管增生明显.
天狼星红胶原染色显示, 正常大鼠仅在汇管

区和中央静脉壁见少量胶原纤维. 4 wk模型大鼠

胶原纤维呈星芒状在脂肪变区域伸展, 中央静

脉管壁明显增厚. 8 wk模型大鼠纤维间隔增厚, 
少数向小叶内延伸, 极少部分形成较疏松的纤

维包绕肝细胞. 12 wk模型大鼠纤维间隔增宽致

密, 形成大小不一的完整假小叶结构.
2.3 大鼠肝功能及肝组织羟脯氨酸含量变化 与
正常组比较, 随着肝硬化的进展, 模型对照组大

鼠ALT、AST、GGT、TBil及Hyp逐渐升高, 12 
wk时达到高峰, 且12 wk时AST、GGT、TBil及
Hyp显著高于4 wk、8 wk模型对照组(P <0.01); 
血清Alb逐渐降低, 12 wk时显著低于4 wk、8 wk
模型对照组(P <0.01)(表1). 
2.4 肝细胞凋亡的动态变化 正常大鼠有少量肝

细胞凋亡, 随着造模时间的延长, 肝细胞凋亡数

目逐渐增多, 且不同时间点相互比较均具有显

著性差异(P <0.05或P <0.01, 图1).
2.5 Caspase-12蛋白表达的动态变化 免疫组化显

示, 正常大鼠肝细胞胞质内有少量Caspase-12阳
性表达, 模型大鼠脂肪变肝细胞胞质内强阳性

表达, 与肝细胞凋亡发生的部位相一致, 并随着

模型的加重而阳性表达明显增强.
Western blot显示正常大鼠有微量Caspase-12

表达, 造模4 wk时明显增加, 12 wk时达到最高, 
且显著高于4 wk、8 wk模型对照组(P<0.01, 图2).
2.6 肝细胞凋亡指数和Caspase-12蛋白表达量的

bP<0.01 vs  各时间点模型对照组; dP<0.01 vs  8 wk模型对照组; fP<0.01 vs  12 wk模型对照组.

     
分组   n        ALT(U/L)        AST(U/L)   TBil(μmol/L)     GGT(U/L)      Alb(g/L)  Hyp(μg/g湿肝)

正常组   8   32.80±8.84b 125.08±23.46b   5.73±0.40df   5.29±1.75df 33.28±1.06b 195.83±7.16b

模型对照组  4 wk   6 239.58±42.08 261.42±24.83f   5.81±0.97df   6.57±2.06df 28.90±1.85df 312.85±70.83df

                    8 wk   6 237.30±17.56 267.94±57.24f 12.20±3.19f 32.76±9.17f 26.48±1.85f 461.33±51.74f

                  12 wk  10 257.83±33.50 339.36±19.24 26.43±9.46 46.44±5.09 22.02±2.40 818.42±67.95

表  1  各组大鼠肝功能及肝组织羟脯氨酸含量变化(mean±SD)■创新盘点
本文重点观察了
CCl4诱导肝硬化
形成过程中肝细
胞 凋 亡 指 数 与
Caspase-12蛋白
表达量的动态变
化以及二者之间
的 相 关 性 ,  提 出 
Caspase-12蛋白表
达量的变化可能
能够直接反应肝
细胞的凋亡程度.
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相关性分析 肝细胞凋亡指数和Caspase-12蛋白

表达量之间的相关性分析显示, 两者之间呈显

著的正相关(r = 0.89, t = 9.125, P <0.01).

3  讨论

Caspase蛋白酶在脊椎动物的凋亡事件中扮演

着非常重要的角色[7-8], 死亡受体诱导的凋亡具

有Caspase依赖性[9-10], Caspase相关的凋亡信号

传导通路至少有三种 ,  包括线粒体/细胞色素

c通路、死亡受体通路和内质网通路等 [11]. 近
年来, 内质网凋亡通路受到普遍关注, 内质网

(endoplasmic reticulum, ER)不但在维持细胞内钙

离子内环境稳定以及膜蛋白的合成、修饰和折

叠方面发挥关键性作用[12], 同时也在凋亡信号处

理过程中发挥重要作用. 一定程度的内质网应激

(endoplasmic reticulum stress, ERS)能够激活细胞

保护机制, 但当应激原强度超过细胞自身处理能

力时, 保护机制便不能与损伤相抗衡, ERS即可

通过Caspase-12启动特有的ER性细胞凋亡途径, 
这种凋亡途径是不同于死亡受体或经线粒体介

导凋亡的一种新的细胞凋亡途径, 称之为ER相

关性死亡(ER associated death, ERAD)途径[13]. 
Caspase-12是ERS介导的细胞凋亡特异性启动蛋

白酶[14], 在ERS时被激活, 是ER特有的Caspase, 
Caspase-12缺陷细胞较有Caspase-12表达的细胞

对ERS介导的凋亡具有更强的抵抗, 而对非内质

网应激介导的凋亡, 二者的敏感性相似[15-16], 表
明Caspase-12与内质网应激介导凋亡的机制有

关, 而与非内质网应激介导的凋亡无关. 各种损

伤都会导致内质网应激诱导Caspase-12表达, 同
时也诱导胞质中的Caspase-7向内质网表面迁移, 
Caspase-7与Caspase-12相结合并打开Caspase-12
的前域使其活化, 最终加速了细胞死亡[17-19], 目前

已经证实多种慢性肝病的发病机制均与ERS引
起的损伤有关[20-23]. 从治疗学上讲, 尽管关于人类

Caspase-12的功能还存在着不同观点和争议[24-25],  
但许多研究表明在人类细胞有Caspase-12存在, 
并与ERS介导的凋亡有关[15,26-28], 目前已有研

究表明神经生长因子能够通过抑制Caspase-12
的活性来抑制ERS所导致的细胞凋亡[29], 加之
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图  1  肝细胞凋亡的动态变化(箭头所示为凋亡肝细胞). A: 正常组; B: 4 wk模型组; C: 8 wk模型组; D: 12 wk模型组; E: 肝细

胞凋亡指数柱状图.

■应用要点
本文研究结果提
示在肝硬化形成
过程中Caspase-12
与肝细胞凋亡密
切相关, 可能成为
反映慢性肝病肝
细胞凋亡程度的
重要指标, 加之其
安全性, 有可能成
为抗凋亡治疗的
新靶标.
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Caspase-12有很好的安全性, 因为Caspase-12基因

敲除小鼠模型无明显发育或行为缺陷, 肿瘤发生

率未见异常, 表明Caspase-12可能对正常发育或

肿瘤形成并不重要, 因此Caspase-12有可能成为

较理想的抗凋亡治疗靶标[26,30]. 
本实验结果显示 ,  肝细胞凋亡指数和

Caspase-12的蛋白表达在急性肝损伤期既明显

增加, 随着肝纤维化、肝硬化的形成, 肝细胞凋

亡指数于4 wk、8 wk、12 wk较正常组分别增

加了6.33倍、8.98倍、11.79倍; Caspase-12蛋白

表达量较正常组分别增加了4.07倍、82.71倍、

130.43倍. 表明对于CCl4大鼠肝硬化模型, 随着

肝纤维化的进展, 肝细胞凋亡和Caspase-12蛋白

表达呈递增趋势, 与肝纤维化的进展程度相一

致, 且肝细胞凋亡指数和Caspase-12蛋白表达量

之间有较好的相关性, 提示内质网凋亡通路参

与了毒物刺激条件下肝细胞的凋亡事件和肝纤

维化的进展, 其关键的凋亡酶Caspase-12基本能

够反应肝细胞的凋亡程度, 并有可能成为将来

抗凋亡治疗的新靶点. 
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