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Abstract
AIM: To investigate the expression of nuclear 
factor kappa B (NF-κB), intercellular adhesion 
molecule-1 (ICAM-1), tumor necrosis factor-α 
(TNF-α) and interleukin-6 (IL-6) in experimental 
autoimmune hepatitis (EAH) model and to explore 
the role of those molecules in liver injury of EAH.

METHODS: EAH model was induced by intra-
peritoneal injection of syngeneic S-100 antigen 
emulsified in complete Freud’s adjuvant into 
C57BL/6 on days 1, 7, 14 and 21. On the 28 day, 
animals were killed. Expressions of NF-κB, 
ICAM-1, TNF-α and IL-6 were observed using 
histoimmunochemistry

RESULTS: Liver cells in the control group were 

radially arranged from the central venous to 
the all sides. No inflammatory infiltration was 
observed in the portal area. Histology showed 
patchy necrosis of liver cells and lymphocyte 
infiltration in the EAH model. NF-κB, ICAM-1, 
TNF-α and IL-6 were not expressed in the con-
trol group but positively expressed in the model 
group.

CONCLUSION: NF-κB and its regulation prod-
ucts play an important role in the process of he-
patic cell injury by regulating the expression of 
ICAM-1, TNF-α and IL-6.
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摘要
目的: 观察实验性自身免疫性肝炎(expe r i-
mental autoimmune hepatitis, EAH)肝组织中
核因子-κB(nuclear factor kappa B, NF-κB)及
其调控产物细胞间黏附分子-1(intercellular 
adhesion molecule-1, ICAM-1)、肿瘤坏死因
子-α(tumor necrosis factor α, TNF-α)和白细胞
介素-6(interleukin-6, IL-6)在EAH中的表达和
在肝损伤中的作用. 

方法: 采用肝抗原S-100与弗氏完全佐剂充
分乳化后, 予d 1、7、14和21 C57BL/6小鼠ip
诱导EAH模型, 于d 28处死所有小鼠. 免疫组
织化学方法观察NF-κB、ICAM-1、TNF-α、
IL-6的表达. 

结果: 对照组肝细胞以中央静脉为中心向四
周呈放射状排列, 汇管区无炎症浸润, EAH
模型组小鼠肝组织学可见肝细胞片状坏死和
淋巴细胞浸润. 对照组中未观察到NF-κB、 
ICAM-1、TNF-α和IL-6的表达, 而模型组中
均有阳性表达.

®

■背景资料
在 世 界 范 围 内 , 
自身免疫性肝炎
(AIH)占慢性肝炎
的10%-20%, 严重
的AIH患者如果
不治疗, 3年的生
存率为50%, 10年
为10%. 研究表明
NF-κB、ICAM-1
等 细 胞 因 子 在
CCl4诱导小鼠急
性肝损伤发病机
制中起着重要作
用, 并可能是各种
急性肝损伤的共
同途径, 调控NF-
κB及其产物活性
有可能成为防治
急性肝损伤的新
靶点. 

■同行评议者
刘正稳, 教授, 西
安交通大学医学
院第一附属医院
传染科
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结论: NF-κB通过调控ICAM-1、TNF-α和
IL-6的基因表达, NF-κB及其调控产物可能在
EAH的肝细胞损伤过程中起着重要的作用.

关键词: 实验性自身免疫性肝炎; 核因子-κB; 小鼠
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0  引言

核因子-κB(nuclear factor kappa B, NF-κB)作为

肝脏的重要细胞因子在肝损伤发生发展过程中

起着重要的作用. NF-κB能调控免疫应答、炎

症反应、细胞黏附、细胞生长分化和凋亡所必

需的许多细胞因子和黏附分子等相关基因的转

录和表达[1]. 近年研究表明, NF-κB及其调控产

物在肝脏炎症、肝纤维化的发生及发展中起重

要作用[2], 并且广泛参与炎症及免疫性疾病的

发病过程[3]. 本研究通过肝抗原S-100腹腔免疫

小鼠诱导实验性自身免疫性肝炎(experimental 
autoimmune hepatit is, EAH)模型, 观察肝组

织中NF-κB、细胞间黏附分子-1(intercellular 
adhesion molecule-1, ICAM-1)、肿瘤坏死因

子α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)、白介素

6(interleukin-6, IL-6)的表达, 探讨NF-κB及其调

控产物在EAH肝损伤中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级雄性C57BL/6小鼠65只, 周龄

4 wk, 体质量20.32±0.86 g, 购自北京维通利华

实验动物技术有限公司, 自由进食进水. 兔抗

ICAM-1多克隆抗体、兔抗TNF-α多克隆抗体、

兔抗IL-6多克隆抗体购自武汉博士德生物工程

公司, 小鼠抗NF-κB mAb, 兔和小鼠SP试剂盒均

购自北京中山生物技术公司. 
1.2 方法 
1.2.1 肝抗原制备: 取同种系小鼠25只, 脱颈致

死. 取出肝脏置冰上, 将肝组织剪碎, 生理盐水

反复冲洗除去血液, 与等量的生理盐水在冰水

中进行匀浆, 匀浆后行超声粉碎, 使肝细胞内蛋

白质充分释出. 将匀浆以1500 r/min离心10 min, 
取上清然后以超速离心机以3400 r/min离心1 h, 
取上清液, 即含肝抗原, 称S-100抗原. 此抗原用

前新制备较好. 
1.2.2 分组与实验: 全部小鼠称质量后随机分为

两组, 对照组和模型组, 每组20只. 对照组小鼠

于实验d 1、7、14、21分别ip 0.5 mL的生理盐

水与等量的弗氏完全佐剂的充分乳化液1 mL, 
模型组动物注射0.5 mL的肝抗原(S-100)与等量

的弗氏完全佐剂的充分乳化液1 mL. d 28对所

有小鼠摘眼球取血, 以备测ALT、AST、A(白蛋

白)、G(球蛋白); 取肝左叶40 g/L甲醛固定, 用于

HE染色和NF-κB、ICAM-1、TNF-α、IL-6的免

疫组织化学染色. -
1 .2 .3  血清和肝组织指标检测 :  血清A LT、

A S T、A、G的测定采用生化法 .  采用H E染

色观察肝组织病理损伤. NF-κB、ICAM-1、
TNF-α、IL-6免疫组织化学染色采用SP法, 按试

剂盒说明进行操作. 
统计学处理 所有数据以mean±SD表示, 组

间比较用t检验. P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 一般情况 正常组小鼠运动活跃, 精神进食

好, 毛浓密光亮. 模型组小鼠随实验进行变得反

应迟缓、少动, 常做萎靡状, 弓背喜卧, 进食欠

佳, 毛稀疏干燥, 粗乱蓬松.
2.2 肝脏肉眼观察 对照组, 肝脏呈红褐色, 表面

光滑, 质地柔软, 边缘锐利; 模型组, 肝脏呈深红

色, 表面可见白色斑点, 质地较脆, 边缘变钝. 
2.3 小鼠血清ALT、AST、A和G含量 模型组血

清ALT、AST、G含量显著高于对照组, A含量

低于对照组, 两者比较均有显著性差异(P <0.01, 
表1).
2.4 肝损伤的病理改变 正常对照组肝细胞以中

央静脉为中心向四周呈放射状排列, 肝小叶结

构清晰, 肝细胞间联系紧密; 肝细胞核大而圆, 
核仁明显, 胞质丰富均匀, 汇管区无炎症浸润,胞质丰富均匀, 汇管区无炎症浸润,丰富均匀, 汇管区无炎症浸润, 
结构清晰可见(图1A). 模型组肝细胞片状损伤坏

死, 主要见于中央静脉和汇管区, 坏死区和血窦

中有炎性细胞浸润, 肝血窦充血扩张, 部分细胞

有脂肪变性, 部分细胞核呈花瓣样改变, 部分核

碎裂(图1B).
2.5 肝组织中NF-κB、 ICAM-1、TNF-α和IL-6
的表达 对照组中未观察到NF-κB、 ICAM-1、
TNF-α和IL-6的表达, 而模型组中均有阳性表

达. NF-κB主要表达于汇管区和中央静脉周围的

肝细胞胞核中, 呈棕褐色, 胞质也有表达(图2A).胞质也有表达(图2A).也有表达(图2A). 
ICAM-1部分表达在中央静脉及汇管区肝细胞坏

死周围的肝细胞胞质中, 呈棕褐色颗粒(图2B).胞质中, 呈棕褐色颗粒(图2B).中, 呈棕褐色颗粒(图2B). 
TNF-α以中央静脉及汇管区周围肝细胞阳性表

■相关报道
近年来研究表明, 
在缺血-再灌注、

刀豆素A及C C l 4

等所致肝损伤中
NF-κB表达均明
显上调, 并促进多
种炎症介质的转
录表达, 加重肝损
伤. 俞卫锋 et al证
实 ,  抑 制 肝 组 织
中NF-κB的活性
对缺血-再灌注早
期供肝损伤有保
护作用. Ledebur 
et al 研究发现, 活
化的NF-κB可诱
导 细 胞 间 黏 附
分子-1(ICAM-1)
的 基 因 转 录 . 
NeubanerK et al研
究表明在CCl4诱
导的急性肝损伤
中, ICAM-1的表
达明显上调, 48 h
后主要表达在肝
细胞坏死区域, 且
ICAM-1表达强弱
与肝细胞坏死程
度密切相关, 并认
为ICAM-1的上调
和炎症细胞的集
聚可能是其致肝
损伤的关键.
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达为主, 主要在胞质内, 呈棕褐色颗粒, 肝窦、胞质内, 呈棕褐色颗粒, 肝窦、内, 呈棕褐色颗粒, 肝窦、

部分单核细胞、淋巴细胞和胆管上皮细胞有弱

阳性表达(图2C).  IL-6部分表达在中央静脉及汇

管区周围肝细胞胞质中, 呈棕褐色颗粒, 肝窦、胞质中, 呈棕褐色颗粒, 肝窦、中, 呈棕褐色颗粒, 肝窦、

部分单核细胞也有表达(图2D). 

3  讨论

自身免疫性肝炎(autoimmune hepatitis, AIH)是一

种以高丙种球蛋白血症、血清自身抗体阳性、

组织学检查汇管区炎症及碎屑样坏死为特征的

自身免疫性疾病, 早期诊断, 适当治疗能延长患

者生存率, 提高生活质量. 目前AIH发病机制尚

不十分清楚. 现对AIH机制的探讨大多是通过建

立EAH动物模型进行. 
本实验根据文献报道略加改进 ,  采用易

感动物C57B L/6小鼠 ,  以同种系小鼠肝抗原

表  1  小鼠血清ALT、AST、A和G含量(mean±SD)

     
分组	   n             ALT(U/L)                  AST(U/L)                   A(g/L)                   G(g/L)

对照组	 20       42.72±9.59       167.85±9.56       36.83±2.64       22.87±2.76

模型组	 19     147.87±12.35b    433.17±10.24b    25.87±2.19b      30.64±2.84b

P值	                  0.001                   0.001                   0.001                 0.001

bP<0.01 vs  对照组.

图  2  小鼠肝组织中NF-κB及其调控产物的阳性表达(SP×200). A: NF-κB; B: ICAM-1; Ｃ: TNF-α; Ｄ: IL-6.

A B

DC

图  1  小鼠肝脏HE染色(HE×200). A: 对照组; B: 模型组.

A B■应用要点
本文通过建立小
鼠自身免疫性肝
炎模型, 探讨NF-
κB及其调控的炎
症因子在AIH发
病中的作用及自
身免疫性肝炎肝
损伤机制, 有可能
对其的治疗开辟
新的途径, 为自身
免疫性肝炎的发
病机制研究提供
新的思路.
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S-100与弗氏完全佐剂充分乳化后, 4次腹腔免

疫即诱导出实验性自身免疫性肝炎 .  研究表 
明[13]EAH是由T淋巴细胞引起的肝抗原特异性

自身免疫反应模型, 并且在发病中T细胞反应先

于肝组织学变化和ALT升高, 说明T细胞在介导

肝细胞坏死时的重要作用. 
NF-κB是真核细胞中普遍存在的一种转录

因子, 活化后可激活多种相关基因的转录表达. 
在正常细胞中, NF-κB与其抑制蛋白IκB结合, 存
在于胞质中, 当细胞受到外界刺激时如病毒、

细菌感染、紫外线照射、氧化应激等, IκB被迅

速磷酸化, 释放NF-κB使之转入胞核内, 结合于

特定的κB序列, 启动和调节众多与免疫、炎症

反应有关的基因转录, 其中包括TNF-α, β、粒/
巨噬细胞集落刺激因子(GCSF)、IL-6、ICAM-1
等. 而NF-κB通过调控他们的转录过程, 直接参

与肝脏的急性和慢性炎症. 
ICAM-1是免疫球蛋白IgG超家族的细胞

黏附糖蛋白, 通过与配体淋巴细胞功能相关抗

原-1(lymphocyte function-associated antigen-1, 
LFA-1)结合, 介导白细胞迁移和黏附. 大量白细

胞聚集造成微循环障碍, 通过呼吸爆发产生大

量氧自由基, 破坏生物膜, 引起或加重组织损

伤. 大量研究表明, 在缺血/再灌注肝损伤[4]、酒

精性肝病[5]、自身免疫性肝病与肝纤维化[6]中, 
ICAM-1在肝细胞及肝窦内皮细胞上的表达均明

显上调. 
TNF-α、IL-6均为致炎细胞因子, 是炎症

的重要介质, 能刺激T、B细胞、NK细胞、单

核细胞等使其功能活性增强, 并与抗原改变了

的肝细胞膜成分发生反应, 造成肝细胞坏死, 转
氨酶升高. 有研究显示 [7], 慢性肝病患者血清

TNF-α、IL-6水平显著高于对照组, 其水平随病

情加重而升高, 随病情好转而降低, 提示TNF-α、

IL-6水平可作为肝功能受损的指标, 动态测定血

清中TNF-α、IL-6水平有利于监测病情. 
本实验在引发小鼠自身免疫性肝损伤时, 

肝脏NF-κB活性及ICAM-1、TNF-α、IL-6含量

显著增加, 这表明NF-κB有调控S-100引起的免

疫反应和细胞因子表达的作用, 并参与自身免

疫性肝炎肝损伤的发病过程. 这些细胞因子之

间构成复杂的分子网络, 在肝脏疾病的发生与

发展过程中和肝功能变化方面可能起着重要的

作用. 降低NF-κB活性可能减轻免疫反应和细胞

因子过度表达引起的肝损伤, 是一种治疗自身

免疫性肝炎的方法.
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