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Abstract
AIM: To investigate the expression of leptin in 
hepatic fibrosis and explore its correlation with 
the expression of TGF-β1 and α-SMA as well as 
its relation with the activation of hepatic stellate 
cells (HSC).

METHODS: Forty healthy male SD rats were 
randomly divided into normal control group 
and carbon tetrachloride treatment group. The 
rats were given a subcutaneous injection of 
either vehicle or carbon tetrachloride, and sac-
rificed at weeks 2, 4 and 6 after the injection, 

respectively. The mRNA and protein expression 
of leptin, TGF-β1 and α-SMA was assayed by 
reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR), Western blot and immunohistochem-
istry, respectively.

RESULTS: Leptin, TGF-β1 and α-SMA were 
lowly expressed in normal liver tissues. After 
injection of carbon tetrachloride, the expression 
of leptin, TGF-β1 and α-SMA began to increase 
at week 2 and was significantly higher at weeks 
4 and 6 (P < 0.05), showing a gradually rising 
trend. The expression of leptin was positively 
correlated with that of TGF-β1 and α-SMA (r = 
0.668 and 0.570, respectively; both P < 0.05).

CONCLUSION: The expression of leptin, TGF-β1 
and α-SMA increases with the development of 
hepatic fibrosis. Leptin is probably involved in 
the activation of HSCs and the synthesis of ex-
tracellular matrix (ECM) in the development of 
hepatic fibrosis.
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growth factor-β1; Hepatic stellate cells; α-smooth 
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摘要
目的: 探讨瘦素(lept in)在肝纤维化组织中的
表达及其与肝纤维化过程中转化生长因子
(TGF-β1)以及α平滑肌肌动蛋白(α-SMA)表达
的相关性, 了解leptin与肝星状细胞(HSC)活化
的关系. 

方法: 健康♂SD大鼠40只, 随机分成正常对照
组和CCl4诱导的肝纤维化模型组. 于造模2、
4、6 wk末分批处死动物, 分别采用RT-PCR
和Western blot、免疫组织化学方法联合检测
leptin、TGF-β1及α-SMA在肝纤维化组织中
的表达. 
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■背景资料
肝纤维化是多种
慢性肝脏疾病发
展 至 肝 硬 化 的
必 经 阶 段 ,  瘦 素
(leptin)是由肥胖
基因编码的一种
由167个氨基酸组
成的分泌型蛋白
质, 主要由脂肪细
胞分泌 .  1998年 , 
Potter发现分离培
养的大鼠肝星状
细胞可大量表达
leptin mRNA和蛋
白后, leptin与肝
病的关系开始受
到关注.

■同行评议者
刘勇钢, 副主任医
师, 天津市传染病
医院病理科 



结 果 :  正 常 对 照 组 肝 脏 组 织 中 l e p t i n、
TGF-β1、α-SMA均有微量表达; CCl4注射2 
wk后, leptin、TGF-β1、α-SMA表达开始增
强, 2、4、6 wk肝组织中的表达强度呈明显
递增趋势(P <0.05). leptin与TGF-β1和α-SMA
表达均呈显著相关性(r  = 0.668, 0.570, 均
P <0.05).

结论: leptin的阳性表达随着肝纤维化程度的
加重而增强. 在肝纤维化过程中leptin可能参
与了HSC活化、增殖以及ECM的合成.

关键词: 肝纤维化; 瘦素; 转化生长因子; 肝星状细

胞; α平滑肌肌动蛋白
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0  引言

leptin是由肥胖基因编码的一种由167个氨基酸

组成的分泌型蛋白质[1], 主要由脂肪细胞分泌.  
目前对于lept in的研究已由单纯的食欲控制和

能量消耗[2-3], 扩展到免疫应答、血细胞生成、

血管发生以及组织新陈代谢的调节过程. 1998
年, Potter et al [4]发现分离培养的大鼠, 肝星状细

胞(hepatic stellate cells, HSC)可大量表达leptin 
mRNA和蛋白后, leptin与肝病的关系开始受到

关注. 本研究采用CCl4皮下注射制备肝纤维化

模型, 分别用免疫组织化学和RT-PCR、Western 
blot联合检测leptin在肝纤维组织中的动态表达, 
旨在进一步了解leptin在肝纤维化发生发展中的

意义.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Sprague-Dawley大鼠40只, 体质量

150±20 g, 由南通大学动物实验中心提供. RT-
P C R两步法试剂盒购自上海捷瑞生物工程有

限公司产品, PCR扩增用引物由上海生工生物

工程技术服务有限公司设计并合成 .  一抗兔

抗大鼠lept in与转化生长因子β1(transform ing 
growth factor-β1, TGF-β1)、α-平滑肌肌动蛋白

(α-smooth muscle actin, α-SMA)二抗均购自武汉

博士德生物工程有限公司, 免疫组织化学试剂

盒购自北京中杉生物有限公司. 
1.2 方法 
1.2.1 分组及给药: SD大鼠用随机抽签法分为正

常对照组和模型组. 正常对照组, 给予橄榄油溶
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液3 mL/kg皮下注射, 每周2次, 共6 wk; 模型2、
4、6 wk组, 给予600 mL/L CCl4(精制橄榄油配

置)3 mL/kg皮下注射, 每周称体质量1次, 根据体

质量调整药物用量. 第6周模型组大鼠死亡2只.
1.2.2 标本处理: 于造模2、4、6 wk末分批处死

大鼠, 大鼠处死时距离CCl4注射时间为72 h. 第
2、4周末分别处死模型组大鼠8只, 正常对照组

2只; 第6周末处死模型组大鼠14只, 正常对照组

4只. 大鼠处死后, 取出肝脏, 一部分经冷生理盐

水灌注冲洗残血后采用液氮快速冷冻并置-80℃
冰箱中保存待测; 另一部分于100 g/L甲醛固定, 
用于免疫组织化学及纤维化组织病理学观察.  
1.2.3 RT-PCR检测lept in与TGF-β1、α-SMA 
m R N A的表达 :  从G e n B a n k查取 l e p t i n与
TGF-β1、α-SMA基因序列, 以Primer5软件设计

引物各一对, leptin: 5'-TGG TCC TAT CTG TCC 
TAT GTT-3', 5'-GGA GGT TCT CGC AGG TTC 
T-3'片段大小286 bp; TGF-β1: 5'-GCT AAT GGT 
GGA CCG CAA C-3', 5'-GCA GTG AGC ACT 
GAA GCG A-3'片段大小340 bp; α-SMA: 5'-CAG 
CGA TAA ACC AAC AAC A-3', 5'-ATA GGG 
ACC TCA GCA CAA A-3'片段大小570 bp; 内参

照GAPDH: 5'-AAC GAC CCC TTC ATT GAC-3', 
5'-TCC ACG ACA TAC TCA GCA C-3'片段大小

191 bp. 上述引物均由上海生工生物技术服务有

限公司合成. 采用TRIzol法提取肝组织总RNA. 
按两步法RT-PCR试剂盒操作说明逆转录cDNA, 
并进行PCR扩增. PCR产物经20 g/L琼脂糖凝胶

电泳, 观察扩增条带.  
1.2.4 Western blot检测leptin与TGF-β1、α-SMA
蛋白的表达: 肝组织匀浆, 裂解液裂解后蛋白

定量, 然后通过SDS-PAGE电泳分离, 硝酸纤维

膜转膜后封闭2 h, 分别加入leptin与TGF-β1、
α-S M A和β-a c t i n一抗孵育过夜, 加l e p t i n与
TGF-β1、α-SMA和β-actin二抗孵育1 h后, 化学

发光法显示蛋白条带, 胶片显影、定影.  
1.2.5  免疫组织化学检测l e p t i n与T G F-β1、
α-SMA蛋白的表达: 在高倍镜下, 每张切片随

机观察5个高倍视野, 根据细胞着色深度及阳性

细胞数分别记分为0-3分, 着色深度以多数细胞

呈色程度为准. 凡细胞质或腺腔内黏液着浅棕

色者为1分、棕色者2分、深棕色者为3分、不

着色为0分; 整块切片中阳性细胞占所有细胞

中的比例<30%为1分、30%-70%为2分、>70%
为3分、无细胞着色为0分. 根据上述2项指标的

积分数分为4级, 0分为阴性(-)、2-3分为弱阳性

www.wjgnet.com

■相关报道
Potter et al 发现
分离培养的大鼠
HSC可大量表达
leptin mRNA和蛋
白后, leptin与肝
病的关系开始受
到关注. Leclercq 
et al 发现leptin缺
乏的小鼠因CCl 4

所致的慢性肝脏
损伤不发展为肝
纤维化, 但给小鼠
注射外源性leptin
使其恢复到生理
水平后, 小鼠发生
了纤维化. Honda  
et al 对先天leptin
缺乏小鼠注射肝
毒性药物硫代乙
酰胺 (TAA)后发
现其肝脏组织中
没有Ⅰ型前胶原
的表达, 但经注射
重组小鼠leptin后, 
在肝小叶中出现
了纤维染色, Ⅰ型
前胶原mRNA的
表达增加, 目前普
遍认为, leptin在
肝纤维化的发生
发展中具有一定
的作用.
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(+)、4分为阳性(++)、5-6分为强阳性(+++). 4分
以上为过表达.  同时设定阴性对照.

统计学处理 免疫组织化学资料采用秩变换

方差分析统计和处理. RT-PCR资料采用捷达801
分析软件中的凝胶分析软件对条带进行分析, 
以各样本的平均IA值/各自GAPDH平均IA值来

表示各目的基因的相对表达强度, 从而对各目

的基因表达的强度作半定量分析. P <0.05差异有

显著性. 所有数据由Stata7.0统计软件进行分析.

2  结果

2.1 光镜下肝脏形态学变化 正常对照组所有SD
大鼠肝脏组织小叶结构完整. CCl4注射第2周时, 
所有样本肝小叶小片肝细胞坏死, 炎症细胞浸

润, 有4个样本轻度脂肪变性. CCl4注射第4周时

所有样本肝小叶大片肝细胞坏死, 肝细胞呈明

显的脂肪变性, 胶原纤维由汇管区深入小叶内, 
有2个样本轻度纤维间隔形成. CCl4注射第6周时

肝细胞变性坏死更加严重, 所有样本均有大量

纤维间隔形成.  
2.2 leptin与TGF-β1、α-SMA mRNA的表达 在
正常对照组和各肝纤维化模型组, 均扩增出286 
bp大小的leptin片段, 内参照GAPDH片段大小

为191 bp. leptin mRNA在2、4、6 wk表达逐渐

增强. 经灰度扫描和与内参照比较分析发现, 随
着CCl4注射时间的延长, 肝纤维化程度的加重, 

leptin mRNA的表达逐渐增强, 到第6周时达到

高峰. TGF-β1、α-SMA mRNA在肝组织中的表

达及变化趋势同leptin, 扩增的TGF-β1和α-SMA 
mRNA的片段大小分别为340 bp和570 bp. 上述3
种mRNA的表达在各模型组与正常对照组表达

差异有显著性(P <0.05, 图1).
将RT-P C R半定量结果分析后发现, 随着

CCl4注射时间的延长, 肝纤维化程度的加重, 以
上3种mRNA的表达逐渐增强, leptin与TGF-β1
和α-SMA均有相关性显著性(r  = 0.668, 0.570, 
P <0.05).  
2.3 Western blot检测leptin与TGF-β1、α-SMA蛋

白的表达 leptin蛋白的相对分子质量为16 kDa, 
在正常对照组几乎无表达, 随着CCl4注射时间的

延长, 表达逐渐增强, TGF-β1、α-SMA蛋白的分

子量分别为25 kDa和42 kDa, 表达趋势同leptin
蛋白. 经统计学分析, leptin与TGF-β1、α-SMA
在各组间的表达有显著差异(P <0.05), 在6 wk组
的表达显著高于正常对照组(P <0.05, 图2).
2.4 免疫组织化学检测leptin与TGF-组织化学检测leptin与TGF-检测leptin与TGF-β1、α-SMA
蛋白的表达 所需组织经由100 g/L甲醛固定, 脱
水, 石蜡切片, 脱蜡至水, 自动免疫组织化学染色组织化学染色染色

仪染色, 苏木素复染, 自来水冲洗, 蓝化, 切片经

梯度酒精脱水干燥, 二甲苯透明, 中性树胶封固.
正常肝脏组织leptin有微量表达, α-SMA与

TGF-β1表达弱阳性. CCl4注射2 wk后, α-SMA与

TGF-β1开始表达, leptin表达增多, 主要分布在

中央静脉及窦周细胞; 随着CCl4注射时间的延

长, 以上三者的表达逐渐增强, 主要分布在门静

脉、汇管区等纤维增生区域; 到第6周时, 上述3

1             2              3             4
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β-actin
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TGF-β1
25 kDa

β-actin
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α-SMA
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1             2              3             4B

1             2              3             4C

图  2  Western blot检测各组蛋白的表达. A: leptin; B: 

TGF-β1; C: α-SMA. 1: 正常对照组; 2、3、4: 分别为模型2, 

4, 6 wk组.
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图  1  leptin与TGF-β1、α-SMA mRNA的表达. A: leptin; B: 

TGF-β1; C: α-SMA. 1: DNA Marker; 2: 正常组; 4: 2 wk组; 

6: 4 wk组; 8: 6 wk组; 3、5、7、9: GAPDH.

■创新盘点
根据本研究结果
推 测 ,  各 种 肝 损
伤因素促发HSC
活化并大量表达
leptin, 其后leptin
上 调 T G F - β 1 的
水 平 ,  并 在 其 介
导下进一步诱导
HSC的活化和增
殖 ,  加 速 肝 纤 维
化的进程.
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种蛋白质的表达最强. 三者的表达部位相同.

3  讨论

肝纤维化是各种原因引起的慢性肝损伤所共有

的病理改变, 也是进一步向肝硬化发展的中间

环节. 目前已明确HSC的激活和增殖是肝纤维化

发生、发展的中心环节[5], 许多因素参与了该过

程的发生.  
从本研究结果看, leptin在正常对照组仅微

量表达, 而随着CCl4注射时间的延长, 伴随肝纤

维化程度的加重, leptin的表达逐步增强, 因此肝

组织中leptin的表达水平与肝纤维化进展呈显著

的正相关, 提示leptin可能参与了大鼠肝纤维化

的形成过程, 其表达水平的上调与肝纤维化的

发生和发展有关.  
近来的研究表明, 分离培养的大鼠HSC表

达leptin mRNA和蛋白质[6]; 原代培养的HSC加
入lept in后, HSC的活化标志物α-SMA表达增

强, 同时α1(Ⅰ)型前胶原的表达增加. 本结果表

明, 正常肝组织α-SMA、Leptin微量表达, 而随

着CCl4注射时间的延长, 肝纤维化程度的加重, 
α-SMA、leptin的表达均逐步增强, 至6 wk时达

到高峰. 统计学结果表明, leptin与α-SMA在肝组

织中的表达均同步增加, 两者呈显著动态相关.  
提示leptin可能与HSC的活化有关.  

TGF-β1是公认的HSC活化最强烈的刺激

因子[7-8], HSC的活化及表型转化与TGF-β1密切

相关. 用TGF-β1刺激, 能促进静态HSC向成纤

维细胞转化, 并促使HSC合成大量ECM. 本实验

结果也证实, 在大鼠纤维化肝组织中, TGF-β1
的表达较对照组明显增加, 随着CCl4注射时间

的延长, 表达逐渐增强. Ikejima et al [9]的研究发

现, leptin功能性受体ob-Rb主要分布于窦内皮细

胞、Kupffer细胞上, 而体外分离的HSC尚未发

现有ob-Rb mRNA的表达, 因此认为leptin直接影

响HSC活化的可能性较小. 在随后的研究中还发 
现[7-10], leptin通过激活STAT、AP-1、ET-1等信

号通路, 增加窦内皮细胞的TGF-β1 mRNA的表

达. 本研究相关性分析表明, 随着肝纤维化程度

的加重, TGF-β1与lept in的表达呈显著正相关, 
结合本实验研究结果, 我们推测, 各种肝损伤因

素促发HSC活化并大量表达leptin, 其后leptin
上调TGF-β1的水平, 并在其介导下进一步诱导

HSC的活化和增殖, 加速肝纤维化的进程. 所以

抑制leptin的表达, 有望能抑制HSC的活化, 从而

减轻肝纤维化.
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■同行评价
本研究选题新颖, 
设计合理, 结果可
靠, 具有较好的学
术价值.


