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Abstract
A I M :  T o i n v e s t i g a t e t h e e x p r e s s i o n o f 
γ-aminobutyric acid (GABA) B receptor in 
carbon tetrachloride-induced liver fibrosis in 
rats. 

METHODS: Male Sprague-Dawley rats were 
intraperitoneally injected with 50% carbon tet-
rachloride to induce liver fibrosis. Six weeks 
after induction, liver tissue samples were taken 
once a week. Each sample was divided into two 
parts: one was used for hematoxylin and eosin 

and Masson’s trichrome staining to assess the 
degree of liver fibrosis and immunohistochem-
istry to determine the level of α-smooth muscle 
actin (α-SMA), the other was used for real-time 
reverse transcription-polymerase chain reaction 
to detect the expression of GABA B receptor, 
α-SMA, transforming growth factor-β (TGF-β), 
collagen I and collagen III mRNAs. 

RESULTS: The expression levels of α-SMA, 
TGF-β, collagen I, collagen III and GABA(B) 
receptor mRNAs in liver fibrosis at week 7 in-
creased 19.2, 2.1, 37.5, 183.5 and 116.2 times as 
much as those at week 6, respectively. At week 
6, the expression level of GABA(B) receptor in 
the liver in rats with liver fibrosis was reduced 
by two times when compared with that in nor-
mal control rats. At week 12 when pseudolobule 
formed, the expression levels of α-SMA and 
collagen I mRNAs increased 21.6 and 20.6 times 
as much as those at week 6, respectively, while 
those of TGF-β and collagen III mRNAs showed 
no obvious changes. The expression levels of 
these genes at other time points were almost un-
changed when compared with those at week 6. 

CONCLUSION: GABA(B) receptor may be in-
volved in the progression of liver fibrosis. In 
advanced liver fibrosis, the extracellular matrix 
synthesized is mainly collagen I. The expression 
of α-SMA is positively correlated with the de-
gree of liver fibrosis. 

Key Words: γ-aminobutyric acid B receptor; Liver 
fibrosis; α-smooth muscle actin; Transforming 
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摘要
目的: 探讨γ-氨基丁酸(GABA)B受体在肝纤维
化大鼠中的表达.

方法: SD大鼠, 腹腔注射50% CCl4制备大鼠
肝纤维化模型. 从第6周开始, 每周1次取大
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■背景资料
近年来, 相关证据
表明, 肝纤维化甚
至早期肝硬化都
有逆转的可能. 因
此, 揭示肝纤维化
的发生机制, 是解
决肝病问题的根
本所在. 

■同行评议者
王凯, 教授, 山东
大学齐鲁医院肝
病科



鼠肝组织, 得到不同肝纤维化程度的肝脏标
本. 一部分标本40 g/L甲醛固定, 常规石蜡包
埋, 连续4 μm切片, 做组织病理学染色(HE、
Masson)和免疫组织化学(α-SMA), 以确定不
同肝纤维化水平 .  另一部分标本-80℃保存
用于提取肝脏RNA, 逆转录得到cDNA, 设计
GABA(B)受体、α-SMA、TGF-β、胶原Ⅰ、
胶原Ⅲ的引物, 做实时荧光定量PCR, 分析
GABA(B)受体的表达与大鼠肝纤维化程度的
相关性.  

结果: 建模7 wk时, α-SMA、TGF-β、胶原Ⅰ
和胶原Ⅲ较6 wk分别增加19.2倍、2.1倍、
37.5倍和183.5倍. GABA(B)受体基因表达也
明显升高, 升高量达到116.2倍. 6 wk对照组
GABA(B)受体基因表达是模型组的2倍. 到12 
wk初步形成假小叶时, 只有α-SMA和胶原Ⅰ
增加显著, 分别为21.6倍和20.1倍. TGF-β和胶
原Ⅲ变化不明显. 其他时间点基因表达与6 wk
模型相比无明显变化. 

结论: GABA(B)受体可能参与了肝纤维化的
发生. 在肝纤维化晚期, 细胞外基质的合成主
要以胶原Ⅰ为主, 胶原Ⅲ次之. α-SMA的表达
与肝纤维化水平呈正相关. 

关键词: γ-氨基丁酸B受体; 肝纤维化; α-平滑肌动
蛋白; 转化生长因子-β
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0  引言

肝纤维化是大多数慢性肝病所共有的病理特

征 ,  是多种慢性肝病向肝硬化发展的主要中

间环节 [1].  20世纪60-80年代, 肝纤维化多被认

为是不可逆转的, 近20年来, 越来越多的证据

表明, 肝纤维化甚至早期肝硬化都有逆转的可

能 [2-4]. 若能早期诊断和治疗可逆转这一过程, 
若诊断和治疗不及时则可进一步发展为肝硬

化, 部分病例最终导致肝癌, 严重威胁着人们

的健康和生命. 因此, 揭示肝纤维化的发生机

制, 是解决肝病问题的根本所在. 众所周知, 肝
星状细胞(heptic stellate cells, HSCs)的活化是

肝纤维化发生的核心环节[5-7]. 我们前期研究表

明, γ-氨基丁酸(γ-aminobutyric, GABA)能够影

响HSCs的基因表达谱、刺激HSCs活化的基因

表达上调[8]. GABA是脑内最重要的抑制性神
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经递质, 主要分布在哺乳动物脑内. 临床研究表

明, 在肝病患者中, 血清GABA水平升高, 肝性

脑病患者血清中GABA水平亦升高. GABA与其

受体结合发挥生理功能, 根据受体对激动剂和

拮抗剂的敏感性, 可以将GABA受体分为A型、

B型及C型3个亚型[9]. 脑内GABA受体主要是

GABA(A)受体, GABA(B)受体较少, GABA(C)
受体目前仅在视网膜发现, GABA(B)受体属G
蛋白偶联受体家族, 他广泛存在于中枢神经系

统和外周组织, 在多种生理过程中发挥重要作

用[10]. 本组前期用血管紧张素Ⅱ刺激肝星状细

胞系, 随后的基因芯片结果表明, GABA(B)受
体表达上调[11]. 因此本研究试图通过在大鼠肝

纤维化模型的基础上, 运用组织病理学染色、

免疫组织化学、实时荧光定量P C R技术探讨

GABA(B)受体基因在肝纤维化不同阶段表达量

的差异, 以期了解GABA(B)受体基因表达与大

鼠肝纤维化水平的相关性, 为开发新的抗肝纤

维化药物提供一种新的靶点. 

1  材料和方法

1.1 材料 雄性SD大鼠20只, SPF级动物, 体质量

230-250 g, 购自北京维通利华实验动物技术有限

公司. 普通饲料喂养, 随机分成2组: 肝纤维化模

型组15只(随机分到3个笼子里喂养, 每笼5只)、
对照组5只. 甲醛溶液、橄榄油、CCl4购自北京

化学试剂公司. 即用型(非生物素)两步法免疫组

织化学试剂盒购自北京中杉生物技术有限公司. 
TRIzol试剂购自美国Invitrogen公司, 实时PCR
试剂盒(货号DRR081A)购自大连宝生物公司. 
α-SMA一抗购自武汉博士德生物工程公司. 引物

合成在上海生物工程公司合成. 
1.2 方法 
1.2.1 造模: 每周2次腹腔注射, 模型组注射剂量

按0.1 mL/100 g体质量注射橄榄油配制的CCl4溶

液, 1∶1配制, 对照组注射橄榄油. 从第6周开始, 
每周四随机选取模型组2只, 对照组1只, 颈椎脱

臼处死, 进行取材. 所取肝脏组织, 一部分用100 
g/L的甲醛溶液固定, 一部分放入冻存管并于

-80℃保存.  
1.2.2 病理组织染色: 常规组织脱水、包埋, 切
片, 染色. 免疫组织化学用两步法(非生物素)检
测试剂盒, α-SMA免疫组织化学染色步骤按说

明书进行.  
1.2.3 TRIzol法提取RNA, 逆转录得到cDNA: 称
取50-100 mg肝脏组织, 在液氮中磨成粉末后, 

www.wjgnet.com

■相关报道
神经营养因子受
体p75NTR对肝脏
的保护是近来在
神经和肝脏关系
方面影响力较大
的一篇研究, 研究
发现敲除营养因
子受体的小鼠肝
脏炎症明显加重. 

■研发前沿
G A B A 是 一 种
抑 制 性 神 经 递
质 ,  在肝衰及肝
性脑病患者血清
中GABA水平升
高, 已有证据表明
GABA与肝性脑
病相关, 一些肝病
患者往往出现一
些神经综合征, 而
神经递质如何调
控肝脏功能尚属
空白. 
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加入1 mL TRIzol, 静置5 min, 转移到1.5 mL的
eppendof管中, 详细步骤按照TRIzol说明书进行, 
RNA沉淀重悬于DEPC水中, 用分光光度计测定

样品浓度, 分别取1 μg做逆转录. 
1.2.4 荧光定量PCR: 用SYBR实时PCR试剂盒

配制反应体系, 20 μL反应体系中包含SYBR 
Premix Ex TaqⅡ(2×)10 μL、10 μmol/L的Primer 
Forward 0.8 μL、10 μmol/L Primer Reverse 0.8 
μL、cDNA模板2 μL、超纯水6.4 μL. 用Bio-rad 
Chromo4荧光定量PCR仪进行扩增检测, 扩增程

序为: 95℃, 30 s, 95℃, 5 s, 60℃, 20 s, 40个循环, 
溶解曲线绘制秩序如下, 95℃ 3 min, 55.0℃ 3 
min, 溶解曲线制作温度设定从55.0℃-95.0℃, 每
0.5℃读1次板, 停2 s. 引物序列见表1. 
统计学处理 用∆∆CT法处理数据并进行相

对定量比较, 增加2倍以上或下降0.5倍以下被认

为有显著性差异. 

2  结果

2.1 肝纤维化程度与α-SMA表达水平相一致 6 
wk时, 对照组可见肝小叶结构完整, 中央静脉清

晰, 肝细胞呈放射状排列, 马苏染色可见极少量

的胶原纤维, α-SMA在汇管区和中央静脉处微

量存在. 肝纤维化模型组, 6 wk时, HE及马苏染

色可见肝细胞气球样变较为严重, 胶原纤维散

在分布, α-SMA在汇管区表达较正常对照组高. 
7 wk时, HE染色可见肝细胞排列紊乱, 中央静脉

偏位. 马苏染色可见汇管区有大量的胶原纤维, 
α-SMA在汇管区表达呈强阳性, 较6 wk时阳性

都增强. 12 wk时, HE及马苏染色可见大量纤维

束包绕, 即形成初步假小叶. α-SMA表达呈强阳

性. 6-7 wk时, 大鼠肝脏的结构及成分的变化最

明显, 8-10 wk的纤维化程度无明显差异(数据未

显示), 但都不如7 wk纤维化明显, 12 wk时, 初步

假小叶形成, 即到了肝硬化初期(图1).图1).). 
2.2 GABA(B)受体、α-SMA、TGF-β、胶原Ⅰ
和胶原Ⅲ在建模期间相对于6wk的变化 如图2
所示, GABA(B)受体、α-SMA、TGF-β、胶原

Ⅰ和胶原Ⅲ这5个基因在建模6-7 wk的进程中表

达量明显升高, 尤其是GABA(B)受体基因7 wk
模型表达量达到6 wk模型的116倍. 6 wk模型与6 
wk对照相比, GABA(B)受体表达有所下降, 胶原 
Ⅲ没有明显变化. 而α-SMA、TGF-β和胶原Ⅰ基

因表达较6 wk对照分别增加3.1、2.9、1.7倍. 10 
wk模型GABA(B)受体基因表达较6 wk模型稍有

升高, TGF-β基因表达稍有降低, 而其他时间点他时间点时间点

GABA(B)受体基因表达与6 wk模型相比无明显

差异. 12 wk模型α-SMA、胶原Ⅰ和胶原Ⅲ基因

表达较6 wk模型高, 其中α-SMA、胶原Ⅰ的升

高幅度比较明显, 分别为21.6倍和20.1倍. 

3  讨论

在肝纤维化形成过程中, H S C s是主要的细胞

外基质(extracellular matrix, ECM)形成细胞[6-7]. 
任何病因的肝损伤都会导致HSCs的活化和大

量增殖, 发生表型转化, 转变为肌成纤维细胞

(myofibroblast, MFB). MFB主要表达α-SMA, 后
者是MFB活跃的标志性抗原[3,12-14]. MFB合成分

泌大量的ECM, 导致肝纤维化的形成. GABA和

GABA受体是最重要的抑制性神经递质, 早期

的研究发现, 肝病患者的血清中GABA水平升

高[15], 肝性脑病患者的血清GABA浓度与脑病程

度平行[16]. 早在2002年, Dubuisson et al用交感神

经系统的抑制剂缓减了实验大鼠的肝纤维化[17]. 
霍普京斯大学医学院的Oben et al也在这一领

域作了探索, 他们发现HSCs表达肾上腺素受体, 
能够释放去甲肾上腺素, 在HSCs中加入肾上腺

素受体拮抗剂后, HSCs的生长即受到抑制, 去
甲肾上腺素可以使HSCs重新活化[18]. HSCs表达

多种神经内分泌蛋白以及他们相应的受体[19-21], 
这些都暗示了肝脏和神经方面的联系. 

本研究利用CCl4诱导大鼠肝纤维化模型, 结
果显示GABA(B)受体在7 wk增加了116.2倍. 提
示GABA(B)受体可能与肝纤维化的发展相关. 
本研究首次报道了GABA(B)受体在肝纤维化过

程中的表达. GABA(B)受体是G蛋白偶联受体, 
在所有组织器官中均有表达, 因而他可能广泛

的控制着外周组织器官[10]. 他与药物成瘾、癫

痫病和神经痛等有关[22-24]. 有研究显示GABA(B)

表  1  实时PCR引物序列表

     
基因			   引物序列

β-actin	      5'-GGAGATTACTGCCCTGGCTCCTA-3'

	      5'-GACTCATCGTACTCCTGCTTGCTG-3'

GABA(B)受体  5'-GTCCTGTACAAATGTGCTCGCTTC-3'

	      5'-GTGCTCAACGCATCATACACACC-3'

胶原 I	      5'-TCCTGGCAATCGTGGTTCAA-3'

	      5'-ACCAGCTGGGCCAACATTTC-3'

胶原 III	      5'-GGTCCTGCAGGTAACAGTGGTTC-3'

	      5'-TGCTCCAGTTAGCCCTGCAA-3'

TGF-β1        5'-TGCGCCTGCAGAGATTCAAG-3'

	      5'-AGGTAACGCCAGGAATTGTTGCTA-3'

α-SMA         5'-AGCCAGTCGCCATCAGGAAC-3'

	      5'-CCGGAGCCATTGTCACACAC-3'

■创新盘点
本研究的创新之
处在于GABA(B)
受体与肝纤维化
的关系为国内外
首次报道, 结果提
示, 在肝纤维化早
期GABA(B)受体
显著上调, 建模7 
wk时达到6 wk的
116倍, 其上调的
生物学意义尚待
进一步研究. 
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受体激动剂可以抑制肝癌细胞的生长[25], 提示

GABA(B)受体与肝病之间的关系. 其后的几周, 
GABA(B)没有显著的变化, GABA(B)受体在早

期的显著升高, 到后期相对于基点的没有变化, 
其具体的生物学意义尚未可知. 

本组研究表明, 建模7 wk时的基因合成最

为活跃. 与肝纤维化发生明确相关的α-SMA、

TGF-β、胶原Ⅰ和胶原Ⅲ分别增加19.2、2.1、
37.5和183.5倍. 可见7 wk是模型组大鼠肝纤维化

发生的关键期. 到12 wk初步形成假小叶时, 只有

α-SMA和胶原Ⅰ增加显著, TGF-β和胶原Ⅲ变化

均不明显, 其中胶原Ⅰ在12 wk时增加20.1倍, 而
胶原Ⅲ增加了4.4倍, 由此可见, 在肝纤维化晚期

即肝硬化初期, ECM的合成主要以胶原Ⅰ为主, 
胶原Ⅲ次之. α-SMA的表达与肝纤维化水平呈

正相关, 这与国外的研究结果是一致的[24]. 
T G F-β是一组具有多种功能的蛋白多肽,

已有研究证明, 他在ECM的产生、修饰以及成
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图  1  肝纤维化程度与α-SMA表达水平呈正相关. A, D, G, J: HE染色(×100); B, E, H, K: Masson染色(×100); C, F, I, L: 
α-SMA免疫组织化学(×100); A-C: 对照组6 wk; D-F: 模型组6 wk; G-I: 模型组7 wk; J-L: 模型组12 wk. 
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D E F

G H I
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■应用要点
本研究初步发现
GABA(B)受体在
肝纤维化早期表
达增加 ,  其具体
的生物学意义尚
未明确 ,  本课题
组将通过进一步
的动物实验来深
入探讨GABA(B)
受体在肝纤维化
中的调节机制 , 
从而为抗纤维化
药物的研制提供
新的靶点. 
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分的变化、细胞黏附、细胞之间的相互作用中

发挥着重要作用. 肝纤维化时, 活化的HSCs是
细胞外基质的主要来源, 虽然多种因子参与了

HSCs的活化, 但TGF-β是最有效的刺激因子之

一. 他有激活HSCs并促使其转化为肌成纤维细

胞、合成大量EC M、抑制肝细胞再生、激活

转录因子NF-κB, 引起一系列靶基因激活等作

用[27-29]. 在CCl4诱导的实验性大鼠肝纤维化模

型中, TGF-β在7 wk时明显升高, 达2.1倍, 6 wk
模型组TGF-β水平较对照组增加了2.9倍, 可见

TGF-β在肝纤维化发生中的重要作用. 理论上

CCl4诱导的肝纤维化程度呈进展性发展, HE和
马苏染色也揭示了这样的一个过程. 但是7 wk
后, TGF-β水平呈下降趋势, 本研究只检测了

TGF-β1的表达, 有研究显示TGF-β1主要表达

于Kupffer细胞, 其次是星状细胞[30]. 本研究中

TGF-β水平和组织纤维化不一致的原因可能与

实验中称取的组织部位有关. 
本组前期的研究证明 ,  G A B A能够影响

HSCs的基因表达谱、刺激HSCs增殖相关基因

上调[8,11]. 本研究发现, GABA(B)受体基因表达

与其他肝纤维化相关基因一样, 在建模6-7 wk

的进程中第1次出现表达量升高, 即在肝纤维

化的早期, GABA(B)受体一过性升高, 到12 wk
时有所下降, 可能GABA(B)受体在肝纤维化的

早期促进了相关DNA的合成, Biju et al也发现

GABA(B)受体参与了肝细胞DNA的合成, 加入

GABA(B)受体激动剂可促进肝细胞DNA的合

成[31]. 6 wk时, GABA(B)受体表达水平和对照组

相比下降了50%, 提示GABA(B)受体可能对于

维持肝细胞的正常生理功能是必要的, 他在肝

脏等周边组织中的表达, 也提示他可能具有的

重要作用, 但是GABA(B)受体如何影响肝纤维

化发生发展, 甚至肝细胞再生等过程, 其具体机

制还有待于深入研究. 
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