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作用

刘亮明, 梁冬雨, 张芳芳, 于芳苹, 赵 亮, 叶长根

®

■背景资料
急性肝衰竭(ALF)
是肝组织的免疫
炎症损伤性疾病, 
病理机制尚不清
楚. 近年发现Uro-
tensin Ⅱ(UⅡ)存
在显著的免疫炎
症活性, 在许多脏
器的炎症损伤过
程中表达升高. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression and role of 
Urotensin Ⅱ (UⅡ) in lipopolysaccharide (LPS)/
D-galactosamine (D-GalN)-induced acute liver 
failure (ALF) in mice. 

METHODS: Male Balb/c mice were randomly 
and equally divided into four groups: normal 
control group (group A), pre-treatment control 
group (group B), ALF model group (group C), 
and pre-treatment model group (group D). ALF 
were induced in mice by intraperitoneal injec-
tion of LPS (50 μg/kg body weight)/D-GalN 

(800 mg/kg body weight). The pre-treatment 
mice were intravenously injected with Urantide 
(0.6 mg/kg body weight) 30 min before model 
induction. Serum and liver tissues were sampled 
12 h after LPS/D-GalN injection. Mortality was 
calculated 24 h after attack. Serum levels of 
alanine aminotransferase (ALT) and aspartate 
aminotransferase (AST) were detected using 
the Reitman-Frankel method. Histopathologi-
cal changes were observed by hematoxylin and 
eosin (HE) staining. Serum UⅡ levels were as-
sessed by ELISA, and the expression of UⅡ and 
UT was detected by RT-PCR and immunohisto-
chemistry.

RESULTS: A mortality of 66.7% was observed 
in group C, while all mice of groups A, B and 
D survived. Serum ALT and AST levels had a 
dramatic increase in groups C and D, but were 
significantly lower in group D than in group 
C (2 271.09 U/L ± 102.24 U/L vs 1 160.67 U/L 
± 258.32 U/L, 1 569.42 U/L ± 204.04 U/L vs 
1 030.31 U/L ± 108.09 U/L, both P < 0.01). Wide-
spread destruction of liver architecture, hemor-
rhagic necrosis, and neutrophil infiltration were 
noted in group C, whereas liver architecture was 
completely preserved, and focal necrosis and 
fewer neutrophil infiltrates were observed in 
group D. After LPS/D-GalN challenge, serum 
UⅡ levels increased sharply in groups C and 
D, but were lower  in group D than in group 
C (3.73 μg/L ± 0.52 μg/L vs 1.90 μg/L ± 0.27 
μg/L, both P < 0.01). Overexpression of liver U
Ⅱ and UT mRNAs and proteins was induced by 
the injection of LPS/D-GalN in groups C and D. 
Compared to group C, group D had lower levels 
of UⅡ and UT in the liver.

CONCLUSION: UⅡ expression and secretion can 
be induced by LPS/D-GalN challenge in the liver 
tissue of ALF mice via a positive feedback mecha-
nism associated with promoting the expression of 
its receptor UT. UⅡ/UT receptor may be a vital 
mediator of LPS/D-GalN-induced ALF.
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■研发前沿
ALF的免疫炎症
损伤机制是近年
研 究 的 热 点 .  在
该 研 究 领 域 中 , 
肝内非实质细胞
(包括库普弗细胞
和内皮细胞)的激
活机制、细胞内
信 号 传 递 ,  以 及
与肝实质细胞之
间的信息交换和
分子网络是当前
亟待研究的问题.

ceptor; Urantide

Liu LM, Liang DY, Zhang FF, Yu FP, Zhao L, Ye CG. 
Expression and role of Urotensin Ⅱ in lipopolysaccharide/
D-galactosamine-induced acute liver failure in mice. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(18): 1616-1622

摘要

目的: 探讨Urotensin Ⅱ(UⅡ)在急性肝衰竭
(acute liver failure, ALF)小鼠肝组织中的表达
及损伤作用.

方法: ♂Balb/c小鼠随机分成4组(每组6只): 
正常对照组(A组)、预处理对照组(B组)、模
型组(C组)和预处理模型组(D组). 模型动物
以脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)/D-半乳糖
胺(D-galactosamine, D-GalN)腹腔注射, 预处
理动物在造模前30 min, 用UⅡ受体拮抗剂
Urantide 0.6 mg/kg尾静脉注射. LPS/D-GalN
攻击12 h后, 采集血清和肝组织标本, 并观
察24 h小鼠存活情况; 采用Reitman-Frankel
法 检 测 血 清 丙 氨 酸 氨 基 转 移 酶 ( a l a n i n e 
aminotransferase, ALT)和天冬氨酸氨基转移
酶(aspartate amino-transferase, AST)活性水平; 
采用HE染色显微镜观察肝组织损伤程度; RT-
PCR法检测UⅡ及其受体UT mRNA的表达; 
ELISA法检测血清UⅡ多肽分泌水平; 免疫组
织化学方法检测肝组织UⅡ多肽及其UT受体
蛋白质表达.

结果: C组小鼠死亡率为66.7%, A、B和D组所
有动物均存活; LPS/D-GalN攻击引起C和D组
小鼠血清ALT和AST水平显著升高(P <0.01), 
而D组较C组显著降低(2 271.09 U/L±102.24 
U/L vs  1 160.67 U/L±258.32 U/L, 1 569.42 
U/L±204.04 U/L vs  1 030.31 U/L±108.09 U/L, 
P <0.01); C组小鼠肝组织结构破坏明显, 见大
片出血性坏死及炎症表现, D组肝组织结构
保持完整, 仅有局灶性出血坏死, 炎症明显减
轻; C和D组小鼠血清UⅡ多肽水平较A和B组
高(P <0.01), 但D组较C组明显降低(3.73 μg/L
±0.52 μg/L vs  1.90 μg/L±0.27 μg/L, P <0.01); 
LPS/D-GalN诱导了C和D组小鼠肝组织UⅡ和
UT的mRNA及蛋白质高水平表达, 而D组的表
达水平较C组显著降低(P <0.01).

结论: LPS/D-GalN可诱导ALF小鼠肝组织表
达和分泌UⅡ, 并促进肝组织UT受体的表达; 
UⅡ的表达与分泌可能存在正反馈调控机制; 
UⅡ/UT受体介导了LPS/D-GalN诱导的ALF的
发生.

关键词: 急性肝衰竭; Urotensin Ⅱ; UT受体; Urantide
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0  引言

急性肝衰竭(acute liver failure, ALF)是以免疫炎

性反应为主要特征的肝组织损伤性疾病[1]. 炎症

细胞因子特别是肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis 
factor-α, TNF-α)等在ALF的发生发展过程中起

了关键作用[2]. 然而, 对于ALF疾病的病理生理

学机制的认识仍有待深入. 最近, 一种血管活性

多肽类物质UrotensinⅡ(UⅡ)被发现具有显著的

免疫炎症活性[3]. 研究显示, UⅡ可通过作用于其

G-蛋白耦联受体UT, 促进单核细胞和巨噬细胞

向炎症损伤部位聚集, 并促进黏附分子和趋化因

子表达以及炎性细胞因子的释放等[4-6]. 已证实, 
血管炎症损伤性疾病如动脉粥样硬化症、心脏

慢性炎症损伤性疾病、肾脏免疫炎性损伤疾病

和肝脏慢性炎症损伤性疾病等患者血中均有高

水平UⅡ分泌[7-10]. 这提示UⅡ在组织炎症损伤性

疾病中有重要作用. 本研究拟进一步检测小鼠

ALF模型血清、肝组织内UⅡ及其受体UT的表

达情况, 并采用UⅡ受体拮抗剂Urantide进行干

预, 以探讨UⅡ/UT受体在ALF发病中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 脂多糖(lipopolysaccharide, LPS), D-
半乳糖胺(D-galactosamine, D-GalN)购自美国

Sigma公司; Urantide购自日本PEPTIDE公司; 血
清ALT和AST检测试剂盒由南京建成生物工程

研究所提供; 小鼠UⅡ ELISA试剂盒购自美国

Phoenix Pharmaceutical公司; 逆转录试剂盒购自

加拿大Fermentas公司; DNA Marker和PCR反应

试剂盒由北京天根公司提供; 健康♂Balb/c小鼠

由上海交通大学附属第一人民医院动物中心提

供, 鼠龄6 wk, 体质量20-22 g. 
1.2 方法

1.2.1 动物分组及处置: 24只小鼠按随机排列表

随机分为4组(6只/组): 正常对照组(A组)、预处

理对照组(B组)、模型组(C组)和预处理模型组

(D组). 造模前30 min, B组和D组尾静脉注射UⅡ

受体拮抗剂Urantide 0.6 mg/kg预处理(药物剂量

参考文献[11]), A组和C组给予相应体积无菌NS
尾静脉注射. C组和D组以LPS/D-GalN腹腔注射

构建小鼠ALF模型, A组和B组则给予相应体积

的NS腹腔注射. LPS/D-GalN攻击12 h后, 采集血
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■相关报道
研究表明, UⅡ可
促进炎症损伤性
疾病的发生和发
展. 在炎性损伤部
位, 高水平UⅡ可
募集炎性细胞、
促进内皮细胞表
达和分泌组织因
子、细胞黏附分
子 ,  刺 激 前 炎 细
胞因子如 IL-6、
IFN-1β的表达与
分泌.

清和肝组织标本, 并观察24 h小鼠死亡情况. 
1.2.2 ALF模型制备: 参考文献[12], 以LPS 50 μg/kg
联合D-GalN 800 mg/kg, 用0.2 mL无菌NS溶解后

腹腔注射. 
1.2.3 RT-PCR检测: 肝组织(50-100 mg)总RNA提

取采用TRIzol试剂按说明书进行. 2 mg总RNA作

为模板用于第一链cDNA的合成, 采用逆转录试

剂盒(Fermentas公司)进行. 引物设计借助Primer 
Premier 6.0软件设计, 基因检测引物序列和产物

长度如表1. 基因的反应条件均为: 94 ℃预变性

5 min; 94 ℃ 1 min, 58 ℃ 45 s, 72 ℃ 45 s, 共32个
循环; 72 ℃延伸10 min. PCR产物经2%琼脂糖电

泳后, 经Bio-Rad凝胶成像分析系统分析条带灰

度值, 计算目的基因的相对表达量. 
1.2.4 免疫组织化学检测: 肝组织获取后用10%
甲醛液固定、常规石蜡包埋、切片, 用于检测U
Ⅱ及UT受体的表达. 标本首先用内源性过氧化

物酶阻断剂消除内源性过氧化物酶, 然后用动

物非免疫血清进行封闭, 接着用1∶300稀释的一

抗37 ℃孵育1 h后(阴性对照以PBS代替一抗), 加
生物素化二抗继续37 ℃孵育10 min, 最后加入

DAB底物显色, 苏木精复染. 每步结束均用PBS
冲洗3遍, 每次3 min. 以细胞质或细胞核内出现

黄色颗粒为阳性表达. 在光学显微镜下计算每高

倍视野(high power field, HPF)下的阳性细胞数. 
1.2.5 ELISA检测: 依试剂盒说明书进行, 通过竞

争酶联免疫反应法, 在酶标仪上测定吸光度A 450, 
查标准曲线, 得蛋白浓度. 
1.2.6 血清转氨酶检测: 血清ALT和AST活性采

用Reitman-Frankel法检测, 依据试剂盒说明书步

骤进行. 血清样本通过与2.4-二甲基苯肼反应后, 
在紫外分光光度仪上测定A 505, 查标准曲线, 得
活力单位. 
1.2.7 肝组织病理学检测: 肝组织标本用10%甲

醛液固定后, 常规石蜡包埋、切片, 苏墨-伊红染

色, 显微镜观察. 
统计学处理 数据用mean±SD表示, 组间比

较用方差分析. 采用SPSS17.0统计软件进行统计

学处理, P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 各组小鼠死亡情况 以LPS/D-GalN攻击后24 h
为监测终点, 计算各组小鼠的死亡率. C组小鼠

24 h内死亡率为66.7%(4/6), 而A、B和D组小鼠

均存活(表2). 这提示UⅡ受体UT的拮抗剂Uran-
tide可有效保护小鼠免于LPS/D-GalN攻击引起

的死亡. 
2.2 各组小鼠血清转氨酶活性水平 对腹腔注射

LPS/D-GalN 12 h后小鼠血清ALT、AST活性水

平进行检测. 其中, A、B、C和D组ALT水平分

别为36.34 U/L±7.10 U/L, 50.67 U/L±8.02 U/L,
2 271.09 U/L±102.24 U/L和1 160.67 U/L±
258.32 U/L. 经统计学处理, C组和D组显著高于

A组和B组(P<0.01), 而D组明显低于C组(P<0.01); 
A、B、C和D组AST水平分别为90.72 U/L±
15.77 U/L, 94.08 U/L±17.60 U/L, 1 569.42 U/L
±204.04 U/L和1 030.31 U/L±108.09 U/L. 统计

学上, C组和D组比A组和B组显著升高(P <0.01), 
而D组与C组相比显著降低(P <0.01). 各组小鼠血

清ALT、AST活性统计学直方图见图1. 这表明, 
LPS/D-GalN可显著诱导小鼠肝损伤, 而UⅡ受体

抑制剂Urantide明显减轻了小鼠肝损伤程度. 
2.3 各组小鼠肝组织病理学表现 光学显微镜下

观察, A组和B组小鼠肝组织结构正常, 无明显出

表  1  不同基因检测引物序列和产物长度

     基因                引物序列5'→3' 产物长度

UⅡ F: GAGCATTCCCTTCATCGTAG   385 bp

R: CATAGCGTTCACTGCTCATT   

UT F: CTTTCACTCAGCACCTCAT   211 bp

R: CTTAGTTTTTCTCCACACTGTT  

β-actin F: TGCCGCATCCTCTTCCTC   249 bp

R: CCACAGGATTCCATACCCAAG  

表  2  不同时间点各组小鼠存活情况

     时间点 0 h 1 h 2 h 4 h 6 h 12 h 24 h

A组(n )  6  6  6  6  6   6    6

B组(n )  6  6  6  6         6   6    6

C组(n )  6  6  6  6         5            2    2

D组(n )  6  6  6  6         6   6    6

图  1  各组小鼠血清ALT、AST活性水平统计学直方图. 1: A

组; 2: B组; 3: C组; 4: D组. bP<0.01 vs  A组; dP<0.01 vs  C组.
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■创新盘点
本研究发现LPS/
D-GalN可诱导小
鼠 肝 组 织 U Ⅱ 及
其受体UT表达上
调, 并首次证实了
ALF的发生主要
由UⅡ/UT受体系
统所介导.

血、坏死和炎症表现; C组小鼠肝组织结构破坏

明显, 可见大片出血性坏死, 炎性细胞浸润显著; 
D组肝内肝小叶结构破坏较轻, 仅见局灶性出血

坏死, 炎性浸润明显减轻(图2). 这表明, 通过抑

制UⅡ信号传导有助于减轻肝组织炎症损伤的

程度. 
2.4 各组小鼠血清UⅡ分泌水平 A、B、C和D组

小鼠血清中UⅡ的分泌水平分别为1.16 μg/L±
0.21 μg/L, 1.22 μg/L±0.19 μg/L, 3.73 μg/L±
0.52 μg/L和1.90 μg/L±0.27 μg/L. 经统计学处理, 
C组和D组显著高于A组和B组(P <0.01), 而D组

明显低于C组(P <0.01, 图3). 这提示, LPS/GalN攻

击可诱导小鼠大量分泌UⅡ, 而UⅡ受体拮抗剂

Urantide的应用显著抑制了血清UⅡ的分泌水平. 
2.5 各组小鼠肝组织UⅡ、UT受体mRNA的表

达情况 A、B、C和D组小鼠肝组织UⅡ mRNA
的相对表达水平分别为0.15±0.02, 0.14±0.05, 
0.60±0.11和0.31±0.07. 统计学上, C组和D组

较A组和B组明显升高(P <0.01), 而D组较C组显

著下降(P <0.01); A、B、C和D组小鼠肝组织UT
受体mRNA的相对表达水平分别为0.20±0.01, 
0.21±0.03, 0.51±0.10和0.39±0.05. 经统计学处

理, C组和D组显著高于A组和B组(P <0.01), 而D
组明显低于C组(P <0.01, 图4). 这提示, LPS/GalN
攻击可诱导小鼠肝组织UⅡ、UT受体mRNA表

达升高, 而UⅡ受体拮抗剂Urantide的应用显著

抑制了肝组织UⅡ、UT受体mRNA的表达水平. 
2.6 各组小鼠肝组织UⅡ、UT蛋白的表达情况 
免疫组织化学染色可见, 在LPS/D-GalN攻击小

鼠肝组织内UⅡ、UT蛋白的表达显著升高. 在
肝内, UⅡ/UT表达细胞均为血管内皮细胞、胆

管上皮细胞和肝窦内衬细胞(sinusoidal lining 
cells). 其中, 血管内皮细胞和库普弗细胞表达最

为丰富, 而肝细胞无明显表达(图5, 6). A、B、

C和D组小鼠肝组织UⅡ表达阳性细胞数分别为

9.1±1.8, 10.7±2.3, 202.6±19.4和47.9±10.2. 
经统计学处理, C组和D组表达显著高于A组和

B组(P <0.01), 而D组明显低于C组(P <0.01); A、

B、C和D组小鼠肝组织UT表达阳性细胞数分

别为15.2±4.1, 14.8±3.6, 170.7±11.5和38.4±
9.0. 统计学上, C组和D组较A组和B组明显升高
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图  3  各组小鼠血清UⅡ分泌水平直方图. 1: A组; 2: B组; 3: 

C组; 4: D组. bP<0.01 vs  A组; dP<0.01 vs  C组.
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图  2  各组小鼠肝组织光学显微镜下表现(HE染色, ×200). A: A组正常肝组织; B: B组正常肝组织; C: C组肝组织大片出血性

坏死; D: D组肝组织局灶性出血坏死.
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(P <0.01), 而D组较C组显著下降(P <0.01). 这说

明, 在LPS/GalN诱导的小鼠肝组织中UⅡ、UT
蛋白质表达升高, Urantide预处理显著抑制了肝

组织UⅡ、UT蛋白表达水平. 

3  讨论

UⅡ是一种在硬骨鱼尾垂体中发现的具有生长

抑素活性的多肽类物质[13]. 1998年首次克隆到了

人UⅡ, 从而证实人和动物体内均存在UⅡ[14]. 在
机体内, UⅡ存在于多种组织中如中枢运动神经

元、脑垂体、心脏、脾脏、胸腺、胰腺、肾脏

和前列腺等[14,15]. UⅡ存在多种生物学活性, 可引

起血管收缩和舒张反应, 促进纤维形成和细胞

增殖, 并对物质代谢有重要影响等[16,17]. 许多疾

病如高血压病 [18]、冠心病 [19]、充血性心力衰

竭[20]、2型糖尿病[21]和肝硬化[22]等患者体内UⅡ

的水平均明显升高. 目前UⅡ在这些疾病中表达

分泌增高的临床意义尚不清楚. Watanabe等[23]认

为UⅡ血浆水平升高与脏器损伤的发生机制相

关. 近年的研究表明, UⅡ可促进炎症损伤性疾

病的发生和发展[24]. 在炎性损伤部位, 高水平U
Ⅱ可募集炎性细胞[4], 促进内皮细胞表达和分泌

组织因子和细胞黏附分子[5], 刺激前炎细胞因子

如IL-6、IFN-1β的表达与分泌[6]. 
作为一个炎症免疫损伤性疾病, ALF与UⅡ

之间的相互关系未见文献报道. 在本实验中, 我
们首先研究了ALF期间UⅡ多肽分子的表达情

况. 我们发现, LPS/D-GalN攻击诱导的ALF小鼠

肝组织UⅡ的表达显著升高. 同时, 在此期间, 肝
组织UⅡ分子的特异性G-蛋白耦联受体UT的表

达也明显增强. 这提示UⅡ/UT受体系统可能在

LPS/D-GalN诱导的ALF发病中有重要作用. 
对肝组织的免疫组织化学分析显示, UⅡ和

UT受体的表达细胞主要是肝脏非实质细胞, 而
肝实质细胞并不表达UⅡ和UT受体. 在肝非实

质细胞中, 以库普弗细胞和血管内皮细胞表达

最为显著. 已知, 肝库普弗细胞和内皮细胞在免

疫介导肝损伤(immune-mediated liver injury)的
发病机制中起关键作用[25-27]. 库普弗细胞和肝内皮

细胞均为机体固有免疫系统的重要组成部分[28,29]. 
各种损伤因子的作用, 可通过刺激库普弗细胞

对TNF-α、IL-1β、IFN-γ和IL-6等前炎细胞因

子的级联式或瀑布式释放, 诱导肝细胞凋亡和

坏死[30-33]; 库普弗细胞活化后, 可引起内皮细胞

激活和功能失调, 从而进一步诱导微循环介质

(microcirculation mediators)和前炎细胞因子的分

泌、促进黏附分子表达上调[34], 并最终导致肝损

伤及ALF发生. UⅡ/UT受体系统在ALF肝内免

疫炎症相关细胞的表达, 可能提示其在ALF免疫

炎性损伤机制中的重要作用. 
为进一步验证UⅡ多肽分子在ALF肝损伤

中的作用, 我们利用了UT受体的特异性拮抗剂

Urantide以阻断UⅡ分子信号的传导. 结果发现, 
Urantide的应用显著减轻了ALF小鼠肝组织的

炎症损伤表现, 使肝内大片出血坏死病变得到

明显逆转. 更为重要的是, Urantide有效地保护

了小鼠免于LPS/D-GalN攻击诱导的ALF和死亡. 
这表明UⅡ在ALF小鼠肝组织的免疫炎症损伤

发生发展中有关键性的影响. 此外, 我们在实验

中还发现, Urantide对UⅡ信号的阻断作用进一

步造成了肝内UⅡ和UT受体表达的下调. 这至

少可以得到两方面的提示: (1)UⅡ和UT受体在

免疫炎性细胞内的表达和分泌存在自分泌现象, 
同时可能还存在着旁分泌. 即UⅡ的表达和分泌

可对表达UT受体的自身细胞产生作用, 并可能

对其他UT受体表达细胞产生影响; (2)UⅡ/UT受

■应用要点
本 研 究 成 果 为 U
Ⅱ / U T 系 统 的 肝
损伤效应研究奠
定了基础, 并可在
ALF的免疫炎症
损伤机制的研究
中体现其应用价
值 ,  将 来 有 望 为
ALF治疗提供新
的药物作用靶点.
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图  4  各组小鼠肝组织UⅡ、UT mRNA的表达. A: 肝组织U

Ⅱ mRNA凝胶电泳图; B: 肝组织UT mRNA凝胶电泳图; C: 

各组小鼠肝组织UⅡ/UT mRNA相对表达水平直方图. M: 

DL2000 Marker; 1: A组; 2: B组; 3: C组; 4: D组. bP<0.01 vs  A

组; dP<0.01 vs  C组.
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体系统存在正反馈调控机制. 免疫炎症细胞UⅡ

的表达与分泌可进一步促进其自身的活化和对

UⅡ/UT受体的表达, 从而可能产生级联式或瀑

布式表达与分泌, 诱导或促进ALF的发生. 在肝

内UⅡ表达上调的同时, 我们也发现血循环中U
Ⅱ的水平也显著升高, 这提示UⅡ有可能对肝外

器官产生影响. 但我们并不清楚这种影响有多

大以及存在何种影响, 或者ALF的肝外表现是否

也与血浆UⅡ升高有关等等, 都值得将来进一步

研究. 从现有研究来看, UⅡ存在致炎激素样作

用, 并存在前炎细胞因子的多种特性, 但UⅡ在

免疫炎症中的作用研究才刚刚开始, 目前对其

下结论还为时尚早. 
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