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Abstract
AIM: To investigated the role of Raf kinase inhibi-
tor protein (RKIP) in the adhesion of hepatic stel-
late cells (HSCs) to extracellular matrix (ECM). 

METHODS: HSCs (LX-2 cell line) were cultured 
and infected with an adenovirus vector carrying 
RKIP (RKIP-AD) or the control adenovirus vec-
tor (GFP-AD). Green fluorescence was detected 
under an inverted fluorescence microscope to 
assess the infection efficiency. The number of vi-
rus particles required was calculated as the cell 
count × multiplicity of infection (MOI). RKIP 

protein expression was investigated by Western 
blot. Infected cells were adjusted to a density of 
1×105 cells/mL, plated in dishes cultured with 
matrigel, type I collagen, and fibronectin. LX-2 
cells were cultured for 1 h in a humidified atmo-
sphere of 5% CO2 and 95% air at 37 ℃. The cells 
were fixed in 4% paraformaldehyde and stained 
with crystal violet. Cells in each field were 
viewed under light microscopy and  positively 
stained cells were counted.

RESULTS: The infection efficiency of RKIP-AD 
or GFP-AD reached 80%-90%. Adenovirus-me-
diated gene transfection at a MOI of 5 was em-
ployed for subsequent experiments. In the RKIP-
AD group, RKIP expression was significantly 
higher than that in the control group (3.47 ± 0.02 
vs 1.74 ± 0.13, P < 0.05). RKIP overexpression 
reduced the number of HSC adhered to matrigel 
(80 ± 14 vs 152 ± 4, P < 0.05), type I collagen (70 ±
13 vs 138 ± 36, P < 0.05) and fibronectin (133 ± 27 
vs 276 ± 106, P < 0.05) compared to the control 
group. 

CONCLUSION: RKIP overexpression inhibits 
HSC adhesion to ECM.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的:  通过R a f激酶抑制蛋白(R a f k i n a s e 
inhibitor protein, RKIP)过表达腺病毒感染肝
星状细胞(hepatic stellate cells, HSC), 模拟肝
纤维化病理状态下细胞外基质(extracellular 
matrix, ECM)成分的改变, 探讨RKIP对HSC黏
附功能的影响. 

方法: 实验共分两组, 分别是RKIP过表达组

■背景资料
肝纤维化是各种
不同致病因子引
起慢性肝病进而
发展为肝硬化的
共同病理改变, 即
肝脏细胞外基质
(extracellular ma-
t r ix ,  ECM)过度
合成与异常沉积. 
引起慢性肝损伤
的常见原因包括
病毒性肝炎、酒
精性脂肪肝、非
酒精性脂肪肝、
药物损伤、自身
免疫性肝炎和原
发性胆汁性肝硬
化等.

2013-05-18|Volume 21|Issue 14|WCJD|www.wjgnet.com

■同行评议者
李 涛 ,  副 主 任 医
师, 北京大学人民
医院肝胆外科



1304              ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)     世界华人消化杂志   2013年5月18日   第21卷   第14期 

(RKIP-AD)和阴性对照组(GFP-AD). 首先确定
细胞感染病毒的最适感染强度(multiplicity of 
infection, MOI)值, 在倒置荧光显微镜下观察
细胞状态, 计数细胞荧光数, 筛选出最适MOI
值. Western blot方法确定病毒感染后验证外源
RKIP在细胞内表达情况. 已干预好的细胞稀
释成1.0×105/mL的浓度种在盖玻片和已准备
好的由matrigel、Ⅰ型胶原及纤维连接蛋白包
被的24孔板中, 37 ℃培养1 h后, 甲醛固定, 结
晶紫染色. 200×纤维镜下观察并计数黏附的
细胞数, 资料数据以mean±SD表示, 采用t 检
验进行统计分析. 

结果: 人源H S C细胞株L X-2的腺病毒载体
感染率可达到80%-90%, 适宜的MOI值为5. 
RKIP过表达组较对照组蛋白表达增多(3.47
±0.02 vs  1.74±0.13, P <0.05). 与GFP-AD对
照组相比, RKIP在HSC的过表达抑制细胞在
matrigel上的黏附(80±14 vs  152±42, P <0.05). 
与GFP-AD对照组相比, RKIP在HSC的过表达
抑制细胞在Ⅰ型胶原上的黏附(70±13 vs  138
±36, P <0.05). 与GFP-AD对照组相比, RKIP
在HSC的过表达抑制细胞在纤维连接蛋白上
的黏附(133±27 vs  276±106, P <0.05).

结论: 体外过表达RKIP可以抑制HSC在胶原
基质上的黏附. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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核心提示: 慢性损伤伴随着肝细胞再生及基质重

塑, Raf激酶抑制蛋白(Raf kinase inhibitor protein, 
RKIP)可以明显减少肝星状细胞(hepatic stellate 
cells, HSC)在细胞外基质matrigel、Ⅰ型胶原和纤

维连接蛋白上黏附的细胞数. RKIP过表达后HSC
在与细胞外基质黏附能力下降伴其迁移能力增

加, 因此慢性肝损伤的部位可以有大量HSC聚集. 
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0  引言

肝纤维化是各种不同致病因子引起慢性肝病进

而发展为肝硬化的共同病理改变, 即肝脏细胞

外基质(extracellular matrix, ECM)过度合成与异

常沉积[1]. 病毒性肝炎、酒精性脂肪肝、非酒精

性脂肪肝、药物损伤、自身免疫性肝炎和原发

性胆汁性肝硬化等是引起肝损伤常见原因[2]. 肝
星状细胞(hepatic stellate cells, HSC)在正常肝脏

占肝脏细胞数量的5%-10%, 定居在Disse间隙, 
HSC在肝损伤后活化形成成纤维样细胞, 是合成

ECM和参与纤维化过程最主要的细胞成分, 他
的激活是肝纤维化发生的中心环节[3,4]. 我们前

期研究发现Raf激酶抑制蛋白(Raf kinase inhibi-
tor protein, RKIP)在肝脏纤维化组织表达下降, 
随着HSC的活化RKIP表达也明显降低, RKIP可
以促进HSC迁移[5,6]. 迁移能力与细胞的黏附力

是有关的, RKIP究竟在HSC与ECM间黏附过程

中起着什么样的作用, 目前尚不清楚. 

1  材料和方法

1.1 材料 HSC细胞株人LX-2经美国Friedman教
授授权由美国Mount Sinai医科大学惠赠. RKIP-
AD为携带RKIP基因并表达绿色荧光蛋白(green 
fluorescent protein, GFP)的重组腺病毒, GFP-AD
是仅表达GFP的腺病毒RKIP-AD作为对照. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养和病毒感染分组: 将保存于液氮

中的LX-2细胞株取出, 立即37 ℃水浴复苏, 于
超净工作台中加2 mL的0%DMEM培养基, 1200 g
离心5 min, 以10%FBS、100 IU/mL青霉素、

100 µg/mL链霉素、4 mmol/L谷氨酰胺及1 mol/
L HEPES的DMEM培养基稀释成1×106/mL的浓

度接种于75 cm2培养瓶中, 37 ℃、5%CO2条件的

培养箱中培养. 当生长至致密单层时, 用0.25%
胰蛋白酶消化, 以1∶4传代, 24 h换液1次, 72 h
再次培养传代. 病毒感染HSC的分组: (1)RKIP-
AD重组腺病毒组, 在HSC内表达外源RKIP和

GFP基因; (2)GFP-AD对照组, 在HSC内表达外

源GFP基因. 将LX-2细胞以每孔3000个接种于

96孔板中, 但细胞生长至90%左右时, RKIP-AD
重组腺病毒或者GFP-AD腺病毒按最适感染强

度(multiplicity of infection, MOI)值分别为5、
10、15、20来干预细胞, 每种MOI设10个复孔, 
分别于12、24、48 h于荧光显微镜下观察细胞

状态, 并计数荧光数. 
1.2.2 Western blot: 取腺病毒干预的LX-2细胞, 弃
去上清, 冰冷的PBS漂洗两遍, 加入1 mL PBS液, 
细胞刮刀将细胞刮下, 移入Eppendorf管中, 4 ℃ 
3000 g离心10 min. 弃上清, 加入150 μL改良的

RIPA裂解缓冲液, 微型混合器上充分振荡, 冰
上静置裂解30 min, 4 ℃ 10000 g离心10 min, 取
上清用Braford法测总蛋白含量. 按每孔80 μg计

■研发前沿
肝星状细胞 ( h e -
patic stellate cell, 
HSC)在正常肝脏
占肝脏细胞数量
的5%-10%, 定居
在Disse间隙, HSC
在肝损伤后活化
形成成纤维样细
胞 ,  是合成ECM
和参与纤维化过
程最主要的细胞
成分, 他的激活是
肝纤维化发生的
中心环节. HSC增
殖、凋亡、黏附
和迁移等生物活
性的研究是此研
究领域的热点和
重点.
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算样品的上样量, 将蛋白样品与上样缓冲液以

4∶1的比例混匀, 煮沸5 min加在上样孔中, 进
行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-
PAGE), 分离胶的浓度为12%. 用0.22 μm PVDF
膜进行冰浴转膜, 取出膜用5%脱脂奶粉在室温

下封闭4 h. 4 ℃下一抗封闭过夜. 二抗室温封闭

2 h. 在暗室中滴加ECL试剂反应3 min, 曝光、显

影和定影. 显影条带经香港基因公司G: BOX凝

胶成像分析仪采集后, 用美国NIH ImageJ 1.38软
件进行定量分析. RKIP以GAPDH作为内参照, 结
果以目的条带和内参照的光密度百分比来表示. 
1.2.3 黏附试验: (1)matrigel的配制: 用无Ca2+、

Mg2+的0%DMEM稀释为50 μg/mL备用, 冰上

操作; (2)Ⅰ型胶原的配制: 用无菌10×PBS、
dH2O和1N NaOH稀释成50 μg/mL, 冰上操作; 
(3)纤维连接蛋白: 用无血清、Ca2+、Mg2+的0% 
DMEM稀释为50 μg/mL备用, 冰上操作; (4)包
被孔板: 在超净工作台上, 取配置好的基质胶以

200 μL/孔均匀平铺于24板内, 每组设3个复孔, 
置于4 ℃冰箱中过夜. 之后用无菌PBS洗去多

余的基质胶, 每孔加入0.5%的BSA 200 μL室温

孵育30 min, 无菌PBS漂洗3遍备用; (5)将RKIP-
AD重组腺病毒或者GFP-AD腺病毒感染的细胞

从培养箱中取出, 弃上清, 以0.25%的胰蛋白酶

消化至细胞松散后, 弃去消化液, 加入3 mL的
0%DMEM培养基, 制成单细胞悬液计数后稀释

成1×105/mL的浓度. 将细胞悬液接种在包被好

的24孔板内, 每孔接种1 mL, 置于37 ℃、5%CO2

培养箱中孵育1 h后取出培养板, 吸去上清, 无
菌PBS洗去未黏附的细胞, 4%多聚甲醛固定30 
min, PBS漂洗后, 结晶紫染色15 min, 在200倍显

微镜下随机选取12个不同视野计数细胞数, 并
采集图片. 

统计学处理 计量资料数据均以mean±SD
表示, 用SPSS13.0软件进行统计分析, 两组间均

数差异性比较采用t检验, P<0.05具有统计学意义. 

2  结果

2.1 病毒感染HSC后Western blot鉴定结果 LX-2
感染腺病毒12 h后, 荧光显微镜下观察含荧光的

细胞数较少. 24 h后MOI值为20的感染细胞几乎

全部死亡, 胞体碎裂, MOI值为15的感染细胞折

光性较差, 胞质减少, 胞核固缩, 少数细胞碎裂. 
48 h后MOI值为10的细胞状态也较差, MOI值为

5的细胞折光性强, 胞质饱满, 核质清晰, 计数荧

光个数, 荧光感染率在80%-90%左右. 故适宜的

MOI值为5, 感染时间为48 h. 与GFP-AD组相比, 
RKIP-AD组在49 kDa出现一条外源性RKIP条带, 
过表达组较对照组RKIP蛋白表达量明显增多

(3.47±0.02 vs  1.74±0.13, P <0.05)(图1).
2.2 RKIP减少HSC在matrigel上的黏附 matrigel
基质胶是一种可溶性基底膜基质, 在matrigel上
培养的细胞有着类似体内环境的良好分化表现, 
RKIP过表达组和对照组相比, 并没有明显的影

响细胞的伸展. 但是与GFP-AD组相比, RKIP-
AD感染的LX-2细胞在matrigel上黏附的细胞数

明显减少(80±14 vs  152±42, P <0.05)(图2).
2.3 RKIP减少HSC在Ⅰ型胶原上的黏附 Ⅰ型胶

原是在肝纤维化时增多最明显的胶原, 属于纤

维胶原, 原纤维排列成粗大的束状, 抗张能力强, 
与GFP-AD组相比, RKIP-AD感染的LX-2细胞在

Ⅰ型胶原上黏附的细胞数明显减少(70±13 vs  
138±36, P <0.05)(图3).
2.4 RKIP减少HSC在纤维连接蛋白上的黏附 肝
窦状腺内皮细胞生成的纤维连接蛋白薄片早期

变化能够激活HSC, 本研究显示GFP-AD感染的

■相关报道
Raf激酶抑制蛋白
(Raf kinase inhibi-
tor protein, RKIP)
在肝脏纤维化组
织表达下降, 随着
HSC的活化RKIP
表达也明显降低, 
R K I P 可 以 促 进
HSC迁移 .  RKIP
可以干扰Raf-1的
激活, 进而负向调
节Raf/MEK/ERK
信 号 通 路 ,  还 可
以 通 过 G 蛋 白 偶
联受体(G protein-
coupled receptor, 
GPCR)介导的信
号通路及核因子
κB(nuclear factor 
κB, NF-κB)信号
通路来发挥其调
节作用.
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图 1 RKIP过表达腺病毒感染HSC后的Western blot结果. 
RKIP-AD腺病毒在感染HSC后出现一条外源性RKIP条

带, RKIP以GAPDH作为内参照, 结果以目的条带和内参

照的光密度百分比来表示. 过表达组(RKIP-AD)较对照组

(GFP-AD)RKIP蛋白表达量明显增多, aP <0.05 vs  GFP-

AD组. RKIP: Raf激酶抑制蛋白; GFP: 绿色荧光蛋白.

a
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■创新盘点
本文通过RKIP过
表达腺病毒感染
肝星状细胞细胞
株LX-2,  同时用
matrigel、Ⅰ型胶
原和纤维连接蛋
白模拟肝纤维化
病理状态下ECM
成 分 的 改 变 ,  研
究发现体外过表
达RKIP可以抑制
HSC在胶原基质
上的黏附功能.

LX-2细胞在纤维连接蛋白上黏附后细胞伸展性

较好, RKIP-AD感染的LX-2细胞在纤维连接蛋

白上黏附的细胞形态多为圆形. 与GFP-AD组相

比, RKIP-AD组黏附的细胞数明显减少(133±27 
vs  276±106, P <0.05)(图4).

3  讨论

肝纤维化是很多慢性肝病发展至肝硬化乃至肝

癌的必经阶段, 因而肝纤维化的逆转一直是科

学研究的永恒主题和终极目标. 20世纪前期认

为硬化不是慢性过程, 而是疾病最终结果, 这无

疑忽视了伴随慢性损伤而发生的肝细胞再生及

基质重塑这一过程. 到1970年, Popper等[7]强调了

酶学过程在纤维化逆转中的重要性, 使人们认

识到由于慢性肝损伤而产生的纤维瘢痕是可以

被吸收的. 到1979年, Pérez-Tamayo[8]在强有力的

实验证据和临床证据支持下提出了肝纤维化是

可逆转的. 细胞外基质与HSC相互作用的研究将

为逆转肝纤维化提供理论依据. 
在研究HSC黏附功能时就不得不考虑ECM

的影响. 肝纤维化特征性病理改变即是肝脏内

ECM异常沉积[9]. ECM主要包括胶原、非胶原

糖蛋白和蛋白多糖. 在肝纤维化形成过程中, 已
发现非胶原糖蛋白如纤维连接蛋白、层黏连蛋

白、腱生蛋白、分层蛋白、巢蛋白和透明质酸

表达增加, 而一些蛋白多糖成分如肝素、皮肤

素、硫酸软骨素、基底膜蛋白多糖、核心蛋白

多糖等过度沉积; 而与肝纤维化关系最密切的

是Ⅰ型的沉积, 随着肝纤维化的发生, Ⅰ型胶原

从基因表达和蛋白水平上都明显增加[10]. 肝窦状

腺内皮细胞和HSC拥有共同的胚胎起源, 由肝窦

状腺内皮细胞生成的纤维连接蛋白薄片早期变
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图 2 肝星状细胞与matrigel基质胶的黏附. A: 与GFP-AD

组; B: RKIP-AD组; C: 两组黏附细胞数比较RKIP-AD组黏

附细胞数减少, aP<0.05, RKIP-AD组 vs  GFP-AD组. RKIP: 

Raf激酶抑制蛋白; GFP: 绿色荧光蛋白.
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图 3 肝星状细胞与Ⅰ型胶原的黏附. A: 与GFP-AD组; B: 

RKIP-AD组; C: 两组黏附细胞数比较RKIP-AD组黏附细

胞数减少, aP<0.05 vs  GFP-AD组. RKIP: Raf激酶抑制蛋白; 

GFP: 绿色荧光蛋白.
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化能够激活HSC[11]. 细胞外基质过度沉积导致肝

脏正常组织结构和功能破坏, 最终导致病理性

的异常改变. 在本实验过程中matrigel基质胶用

来模拟ECM, Ⅰ型胶原和纤维连接蛋白作为两

个代表性的基质组分. 
我们前期利用B D L肝纤维化动物模型和

HSC体外培养, 采用Western blot方法研究发现, 
作为Raf-1/MEK/ERK1,-2信号通路的重要调节

分子, RKIP在肝脏纤维化组织表达下降, 随着

HSC的活化, RKIP的表达也明显降低. 我们用

MTT、transwell和伤口愈合实验方法证明, RKIP
可以抑制HSC细胞增殖, 但却促进其迁移[5,6]. 在
本次研究中通过RKIP过表达腺病毒载体感染

HSC, 感染效率高, 表达稳定. 我们发现RKIP可
以明显减少HSC在细胞外基质上的黏附数, 这
可能是因为RKIP过表达后HSC与ECM及其相

应组分胶原Ⅰ和纤维连接蛋白之间的连接能力

而产生的效应. 也有可能是因为RKIP通过调节

Raf-1/MEK/ERK和核因子κB(nuclear factor κB, 
NF-κB)等信号通路进而影响了基质代谢相关酶

产生的作用. RKIP的分子量为23 kDa, 具有与磷

脂酰乙醇胺结合的特性[12]. 1999年Yeung等[13]利

用酵母双杂交法研究发现RKIP可以干扰Raf-1
的激活, 进而负向调节Raf/MEK/ERK信号通路. 
后续又有大量研究法现RKIP还可以通过G蛋白

偶联受体(G protein-coupled receptor, GPCR)介
导的信号通路及NF-κB信号通路来发挥其调节

作用[14]. 2009年, Dangi-Garimella等[15]又研究发

现, RKIP的调节细胞迁移的功能与Let-7有关. 因
此结合前期的研究结果, 我们推断RKIP作为多

条信号通路调节因子, 在调节HSC迁移黏附过程

中也发挥特有的功效. 
总之, 我们认为RKIP在肝纤维化形成过程

中可以抑制HSC在细胞外基质上的黏附功能. 
HSC在与细胞外基质黏附能力下降的同时其迁

移能力可以相应增加, 此有利于大量HSC在慢性

肝损伤部位的迁移、黏附和聚集, 因而RKIP对
HSC黏附能力影响的研究可以为阐述肝纤维化

形成机制提供新的理论依据, 从而指导肝纤维

化的防治工作. 
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图 4 肝星状细胞与纤维连接蛋白的黏附. A: 与GFP-AD

组; B: RKIP-AD组; C: 两组黏附细胞数比较RKIP-AD组黏

附细胞数减少, aP<0.05 vs  GFP-AD组. RKIP: Raf激酶抑制

蛋白; GFP: 绿色荧光蛋白.
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中国科技信息研究所发布《世界华人消化杂志》
影响因子 0.775

本刊讯 一年一度的中国科技论文统计结果2012-12-07由中国科技信息研究所(简称中信所)在北京发布.《中

国科技期刊引证报告(核心版)》统计显示, 2011年《世界华人消化杂志》总被引频次3871次, 影响因子0.775, 

综合评价总分65.5分, 分别位居内科学类52种期刊的第5位、第7位、第5位, 分别位居1998种中国科技核心期

刊(中国科技论文统计源期刊)的第65位、第238位、第138位; 其他指标; 即年指标0.081, 他引率0.82, 引用刊数

526种, 扩散因子13.59, 权威因子1260.02, 被引半衰期4.3, 来源文献量642, 文献选出率0.93, 地区分布数29, 机构

分布数302, 基金论文比0.45, 海外论文比0.01.

  经过多项学术指标综合评定及同行专家评议推荐,《世界华人消化杂志》再度被收录为“中国科技核心期

刊”(《世界华人消化杂志》编辑部).


