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Abstract 
AIM: To explore the therapeutic effect of an 
adenovirus-HBV chimeric vector expressing col-
lagenase Ⅱ against cirrhosis in a rat model. 

METHODS: Rat liver cirrhosis was induced 
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胶原酶Ⅱ对肝硬化大鼠的治疗作用

郭争荣, 孙殿兴, 李兵顺, 刘金霞, 李 东, 王君平, 常丽丽, 周晓娜, 李敏然

®

■背景资料
我国是一个乙型
肝炎大国, 肝硬化
发生率很高. 但缺
乏临床适用的有
效的软化肝脏的
药物, 目前一般认
为肝硬化是不可
逆的, 临床医生几
乎不敢想象硬化
的肝脏尚能变的
松软. 胶原酶Ⅱ是
中性粒细胞分泌
的一种胶原酶, 能
够特异的降解Ⅰ
型胶原, 将外原基
因胶原酶Ⅱ通过
载体导入肝细胞
是抗肝硬化治疗
的关键. 

with 0.03% thioacetamide in drinking water for 
16 wk. Ad-CH-tMMP8 and Ad-C-MMP8 were 
constructed using an adenovirus shuttle plasmid 
and a HBV chimeric vector expressing truncated 
and full-length collagenase Ⅱ gene. Ad-CH-
RFP2 expressing red fluorescent protein was 
used as a negative control. Liver cirrhosis rats 
were injected with the three plasmids through 
the tail vein. 

RESULTS: Compared with the model group 
and negative control group, fibrosis was dramat-
ically attenuated four weeks after the infection. 
HE staining and picric acid-Sirius red staining 
showed that hepatocyte steatosis, necrosis and 
inflammation were significantly milder in the 
treatment group, along with hepatocyte prolif-
eration, recovery of hepatic lobule structure, and 
diminished content of HYP (28.97 µg/g ± 2.36 
µg/g vs 17.04 µg/g ± 0.61 µg/g, 17.62 µg/g ± 1.30 
µg/g, P < 0.05), whereas the fibrosis in Ad-CH-
RFP2-treated rats persisted. 

CONCLUSION: Adenovirus-HBV chimeric vec-
tor expressing collagenase Ⅱ effectively reduces 
the degree of liver fibrosis in rats. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 

Key Words: Collagenase Ⅱ; Liver cirrhosis; HBV 
vector; Adenoviral vector

Guo ZR, Sun DX, Li BS, Liu JX, Li D, Wang JP, Chang 
LL, Zhou XN, Li MR. Therapeutic effect of collagenase 
Ⅱ against rat liver cirrhosis. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2014; 22(13): 1778-1784  URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/22/1778.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v22.i13.1778

摘要
目的: 探讨应用腺病毒与乙型肝炎病毒嵌合
载体表达胶原酶Ⅱ对肝硬化大鼠模型的治疗
作用. 

方法: 以硫代乙酰胺口服法16 wk诱导大鼠形
成肝硬化模型, 用腺病毒穿梭质粒与乙型肝
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■研发前沿
化学药物(如秋水
仙 碱 ) 毒 性 很 大 , 
难 以 临 床 应 用 , 
众多的中成药只
有很微弱的抗肝
纤 维 化 作 用 ,  临
床疗效很不满意. 
因 此 ,  广 大 学 者
已经把治疗肝纤
维化的目光转移
到基因治疗方面, 
目前常用的方法
是通过缺陷病毒
( 如 腺 病 毒 ) 转 入
特定的细胞因子
和酶(如肝细胞生
长因子、转化生
长因子β1受体、

γ干 扰 素 、 白 介
素10、金属蛋白
酶)的基因 ,  通过
靶细胞表达这些
因子作用于受损
的 肝 脏 ,  抑 制 或
阻断肝纤维化过
程中的某个环节, 
从而达到治疗或
治愈肝纤维化的
目的.

炎病毒嵌合载体表达截断的胶原酶Ⅱ基因
tMMP-8片断或全长MMP-8基因, 分别构建了
腺病毒Ad-CH-tMMP8、Ad-C-MMP8, 并以表
达红色荧光蛋白(red fluorescent protein, RFP2)
的Ad-CH-RFP2作为对照, 经尾静脉注射治疗
已形成肝硬化模型的大鼠. 

结果: 在Ad-CH-tMMP8、Ad-C-MMP8尾静脉
注射肝硬化大鼠的体内转染研究中, 转染4 wk, 
相比于模型组, 肝纤维化程度显著的减轻, 肝
细胞再生明显, 同时伴有肝组织羟脯氨酸含量
的下降(28.97 µg/g±2.36 µg/g vs  17.04 µg/g±
0.61 µg/g, 17.62 µg/g±1.30 µg/g, P<0.05), Ad-
CH-RFP2对照组, 纤维化程度同模型组类似. 

结论: 用腺病毒与乙型肝炎病毒嵌合载体表
达胶原酶Ⅱ能够有效地减轻大鼠肝纤维化 
程度. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核 心 提 示 :  用 腺 病 毒 载 体 转 导 乙 型 肝 炎 病 毒

(hepatitis B virus, HBV)载体表达胶原酶Ⅱ用于抗

肝硬化的基因治疗, 充分利用了腺病毒方便制备、

感染效率高的优点, 也利用了HBV载体用于慢性

HBV感染者时具有嗜肝导向性、放大效应、无细

胞毒性及免疫源性的优点, 将外原基因胶原酶Ⅱ导

入硬化的肝脏, 开辟肝硬化软肝治疗新途径. 
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0  引言

肝硬化是一种慢性, 进展性疾病, 其特征是肝脏

再生结节和假小叶结构的形成, 进一步发展可

导致肝细胞癌. 肝硬化病因是多种多样的, 在全

球30%, 中国高达66%的肝硬化是由乙型肝炎病

毒(hepatitis B virus, HBV)感染引起. 肝纤维化组

织的形成是胶原纤维在肝脏过度沉积, 而Ⅰ型

胶原可占硬化肝脏胶原总量的60%-70%[1-3], 因
此, 减少Ⅰ型胶原含量将能够大大减轻肝纤维

化程度. 胶原酶Ⅱ是中性粒细胞分泌的一种胶

原酶, 能够特异的降解Ⅰ型胶原[4-6], 如何将外原

基因胶原酶Ⅱ通过载体导入肝细胞是抗肝硬化

治疗的关键. 我国肝硬化患者多数伴有HBV感

染, 理论上利用HBV载体可以在乙型肝炎患者

体内被野生型HBV提供的结构蛋白所包装, 从
而实现放大效应, 但目前缺乏HBV感染易感的

小动物, 且HBV载体难以大量制备; 重组腺病毒

制备方便, 但具有免疫原性, 重复应用因中和抗

体产生而失去疗效, 而且大剂量应用时有细胞

毒性. 本研究意旨应用腺病毒-HBV嵌合载体携

带胶原酶Ⅱ治疗肝硬化大鼠模型, 为HBV相关

的肝硬化患者探索一个软化肝脏新方法, 为将

来进一步临床应用奠定了基础. 

1  材料和方法

1 . 1  材料  表达胶原酶Ⅱ的质粒p G W 1 G H -
MMP8(Genbank登记号: NP_002415.1)由加拿

大Christopher M教授赠予; E1区和E3区双缺

失的复制缺陷型腺病毒骨架质粒pBHGLox△
E1, 3Cre由Microbix Biosystems公司提供. 野生

型HBV表达载体pCH-9/3091(Genbank登记号: 
V01460)、HepG2细胞, E. coliTOP10菌株为本

实验室保存; 腺病毒载体的质粒pDC312(AdMax
系统, 加拿大Microbix公司); 人胚肾细胞系293
细胞(HEK293)由中国人民解放军军事医学研究

院提供. VigoFect转染试剂[威格拉斯生物技术

(北京)有限公司]; TRIzol、cDNA合成第一条链

试剂盒、MMLV、DNTP、DNApolymerase、
RNase、DEPC等RT-PCR各种试剂(天根生物试

剂公司). 荧光显微镜(LEICA公司德国); 5%CO2

培养箱(HF161上海力申科学仪器有限公司); 荧
光定量PCR仪(上海宏石医疗科技有限公司, 国
产); 核酸蛋白分析仪(Biophotometer德国)等. 
1.2 方法

1.2.1 pDC-CH-tMMP8, pDC-C-MMP8腺病毒

-HBV载体质粒的构建: 野生型HBV表达载体

pCH-9/3091删除S基因, 插入绿色荧光蛋白基

因(green fluorescent protein, GFP), 构建质粒

PCH-S-GFP[7], 为了去除内源性HBV蛋白的表

达, pCH-S-GFP经过以下突变, G28T(GGA to 
TGA, 编码从核心蛋白ATG起始), T444A(TTG to 
TAG), C2677T(CAA to TAA)分别使核心蛋白、

P蛋白和X蛋白产生终止密码, 前S1和S2起始密

码ATG突变为ACG, 得到质粒pCH-M5-GFP. 质
粒pCH-M5-RFP2是利用RFP2替换pCH-M5-GFP
质粒中的GFP, pCH-M5-tMMP8是利用PCR方

法扩增截短型tMMP8片段, 上游引物: 5'-GGC-
GCCATGGTAACCCCAGGAAACC-3'; 下游引
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■相关报道
Siller-Lopez等应
用经过基因修饰
M M P - 8 转 染 了
HepG2, 发现细胞
培育上清液具有
降解I型胶原的作
用 ,  并 且 这 种 作
用能够被EDTA, 
1,10-邻二氮杂菲
及TIMP-1等抑制, 
说明其能够分泌
到细胞外发挥酶
催 化 反 应 .  随 后
应用腺病毒表达
MMP-8一次性感
染肝硬化大鼠, 发
现其使肝纤维化
减 少 4 5 % ,  并 使
MMP-2, MMP-3, 
MMP-9及肝细胞
生长因子的表达
上调, 星型细胞激
活剂TGF-β的表
达下调, 对腹水、
肝功能、及曲张
的胃静脉均有明
显的改善作用.

物: 5'-GCCGACTAGTCATCCATAGATGGCCT-
GAATG-3', 所得到的tMMP8片段插入到PCH-
M5-GFP, 构建了质粒pCH-M5-tMMP8, 腺病毒

穿梭质粒pDC312插入一个人源化GFP(hrGFP)
表达盒以构建pDC312-hrGFP, pCH-M5-tMMP8
和P C H-M5-R F P2质粒中包括C M V 启动子和

完整的HBV载体的NheⅠ片段插入到pDC312-
hrGFP质粒, 构建了腺病毒-HBV载体穿梭质粒

pDC-CH-tMMP8和pDC-CH-RFP2. 利用同样的

方法, 把包括CMV启动子和全长MMP8基因的

pGW1GH-MMP8的SpeⅠ至BamHⅠ片段插入到

pDC312-hrGFP, 构建了质粒pDC-C-MMP8. 
1.2.2 表达MMP8的重组腺病毒质粒的包装与扩

增: HEK293细胞接种于6孔板, 加入10%FCS的
DMEM培养基, 置37 ℃, 5%CO2培养箱中培养

24 h, pBHGLox△E1, 3Cre分别和重组质粒pDC-
CH-tMMP8、pDC-CH-RFP2、pDC-C-MMP8以
5∶1的比例共转染HEK293细胞, 转染15-20 d后
有较明显的病毒蚀斑形成. 将HEK293细胞自培

养皿内刮下, 收集培养物于50 mL离心管中, 于
-70 ℃/37 ℃水浴中反复冻融3次裂解, 经扩大培

养后, 用氯化铯梯度离心法进行腺病毒纯化, 测
定A 260, 根据公式病毒颗粒数 = A 260×稀释倍数

×1.1×1012算出腺病毒的滴度, 保存于-70 ℃进

行体内外研究. 
1.2.3 肝硬化动物模型的制备: 清洁级、♂Wistar
大鼠40只, 体质量200 g±20 g, 硫代乙酰胺(thio-
acetamide, TAA)用精确度为1/10000的电子天平

称取并用饮用水稀释, 8只为正常组, 用饮用水

喂养, 其余均用0.03%TAA诱导饲喂5 wk, 然后

0.04%的TAA诱导喂饲5 wk, 大约16 wk后制成稳

定的肝硬化模型[8], 每1-2 d更换1次诱导用饮用

水, 以保证水的新鲜和药物浓度的稳定, 在诱导

期间随即处死实验动物, 经病理证实为肝硬化, 
大约10 wk后制成稳定的肝硬化模型. 
1.2.4 重组腺病毒感染肝硬化大鼠及组织取样: 
造模成功后将肝硬化大鼠随机分为4组, 即治疗

组A, 用腺病毒Ad-CH-tMMP8治疗; 治疗组B, 用
腺病毒Ad-C-MMP8治疗; 阴性对照组, 用腺病毒

Ad-CH-RFP2治疗; 模型对照组, 未做任何治疗, 
每组8只. 停药1 wk, 治疗组A、B, 阴性对照组

分别尾静脉注射1.5×1011病毒/kg体质量. 治疗

2 wk, 4 wk后分两批处死动物. 0.3%戊巴比妥(40 
mg/kg)腹腔注射麻醉, 腹主动脉取血, 分离血清

做肝功能、肝纤4项等检查, 分离肝组织部分40 
g/L的甲醛固定, 进行组织学检查, 其余-80 ℃保

存, 供羟脯氨酸(hydroxyproline, Hyp)检查备用[9]. 
1.2.5 大鼠肝功能: 由我院检验科全自动生化分

析仪检测, 透明质酸(hyaluronic acid, HA)和层黏

连蛋白(laminin, LN)由我院核医学科放射免疫

学检测. 
统计学处理 使用SPSS19.0统计软件处理实

验数据, 有关资料的指标采用mean±SD表示, 两
样本均数的比较采用t检验, P <0.05为差异具有

统计学意义. 

2  结果

2.1 动物模型的建立 0.03%TAA诱导饲喂5 wk, 
然后0.04%的TAA诱导喂饲5 wk, 大约16 wk后制

成稳定的肝硬化模型. 造模期间, 正常大鼠毛发

光泽, 活动正常, 而进行造模的大鼠则普遍出现

皮毛蓬乱无光泽, 精神萎靡, 活动减少, 进食量

和体质量均低于正常组, 并出现死亡现象. 此方

法建立的肝硬化模型持续时间长, 在停药2 mo
后肝硬化程度几乎没有减轻, 我们的实验中模

型组一共有8只动物, 每只动物都得到的相同的

结果, 与Lukivskaya等[10]、Gu等[11]报道一致, 以
上研究结果显示TAA诱导的肝硬化模型比较稳

定、持久, 可作为一种与临床患者肝硬化相似

的模型进行治疗、研究. 
2.2 腺病毒感染后的肝组织学变化 大体观察: 正
常肝脏颜色鲜红, 有光泽, 质软, 边缘锐; 模型

组肝组织颜色灰暗, 无光泽, 表面粗糙, 可见大

片状的岛屿状结节形成, 质地硬, 边缘钝, 其中

一半以上(6/8)的大鼠伴有腹水形成; 阴性对照

组注射Ad-CH-RFP2腺病毒治疗后大鼠肝脏颜

色深红色, 无光泽, 大片状的岛屿状结节, 质地

硬, 边缘钝, 其中4只大鼠伴有腹水(4/8); Ad-CH-
tMMP8和Ad-C-MMP8治疗2 wk后肝脏颜色暗

红, 同样可见片状岛屿状结节, 但较模型组和阴

性对照组明显减少, 质地变软, 边缘钝, 其中一

只大鼠(Ad-CH-tMMP8组1/8)有少量腹水形成. 
HE染色: 正常组肝脏肝小叶结构完整, 肝板

以中央静脉为中心, 呈条索状向四周放射样排

列, 无肝细胞萎缩、变性、坏死、炎症细胞浸

润及纤维组织增生; 模型组肝小叶结构破坏, 可
见广泛肝细胞变性、坏死、伴有较多的炎症细

胞浸润及纤维结蒂组织增生, 中央静脉塌陷或

扭曲变形, 可见粗大的胶原纤维条索分割肝小

叶形成假小叶; 阴性对照Ad-CH-RFP2组与模型

组相比无明显变化, 肝纤维化程度未见减轻; Ad-
CH-tMMP8和Ad-C-MMP8治疗组与模型组、阴
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■创新盘点
本 研 究 将 H B V
改造成载体用于
HBV相关的肝病
基因治疗, 与其他
病毒载体相比, 具
有明显的优势, 他
可利用乙型肝炎
患者这个天然廉
价的包装细胞, 携
带的目的基因在
体内将有嗜肝导
向性及放大效应, 
有可能从根本上
克服其他病毒载
体 的 缺 陷 .  利 用
腺病毒载体转导
HBV载体, 把二者
结合到一起, 克服
了各自的缺点, 实
现制备方便、具
有靶向性、放大
效应、低细胞毒
性、无免疫源性
等. 这一方法学的
创新也将对本领
域的研究产生一
定的影响, 或许有
助于突破“重组
HBV难以大量制
备”这一HBV载
体研究的瓶颈.

性对照组相比, 肝小叶结构破坏明显减轻, 胶原

纤维条索较细, 肝细胞水肿好转、变形情况明

显改善, 炎症细胞浸润减少, 汇管区结缔组织增

生好转, 肝纤维化程度明显减轻(P <0.05), 但两

治疗组之间比较无统计学意义(P >0.05)(图1). 
2.3 腺病毒感染后肝纤维化的定量分析 肝纤维

化的半定量通过天狼猩红染色分析: 胶原纤维

染成红, 红色区域的面积代表着肝脏内胶原的

沉积, Ad-CH-tMMP8和Ad-C-MMP8治疗组与模

型组、阴性对照组相比, 肝小叶结构破坏减轻, 
肝脏胶原纤维增生亦明显减轻, 纤维条索变细

变窄, 肝小叶结构恢复, 汇管区和中央静脉周围

胶原显著减少(P <0.05), 但两治疗组之间比较无

统计学意义(P >0.05)(图2). 

图  1  肝组织HE染色结果(×10). A: 模型组; B: 阴性对照组; C: Ad-CH-tMMP8治疗组; D: Ad-C-MMP8治疗组.

A B

DC

图  2  肝组织天狼猩红染色结果(×10). A: 模型组; B: 阴性对照组; C: Ad-CH-tMMP8治疗组; D: Ad-C-MMP8治疗组.

A B

DC
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肝脏内羟脯氨酸含量的定量分析: 模型组肝

组织Hyp含量较正常组升高, 达正常值得约9倍; 
Ad-CH-tMMP8和Ad-C-MMP8治疗组Hyp含量与

模型组相比有所下降(17.04 µg/g±0.60 µg/g、
17.62 µg/g±1.31 µg/g vs  28.97 µg/g±2.36 µg/g, 
P <0.05), 而Ad-CH-RFP2组较模型组又有所升高

(30.89 µg/g±3.67 µg/g)(图3). Hyp含量测定在判

断肝纤维化程度方面没有HE染色、天狼猩红染

色明显, 究其原因可能是肝脏内降解和没有降解

的胶原都可被分解成为Hyp而被测出, 此结果与

Iimuro等[12]、Siller-López等[6]报道一致. 
2.4 腺病毒感染后对大鼠肝功能及HA、LN的影

响 对大鼠血清中肝脏功能特异性的酶谷丙转氨

酶(alanine transaminase, ALT)的测定结果显示: 
与模型组相比, 治疗组和阴性对照组大鼠血清

ALT显著的升高(P <0.05), 感染4 wk后血清ALT
接近正常(表1). 以上数据表明腺病毒在肝脏内

短暂大量的表达也可促使轻度的肝细胞破坏. 
对大鼠HA、LN的影响结果如表2. 

3  讨论

肝纤维化是各种慢性肝病的共同病理基础, 是
肝硬化的必经阶段, 其实质是细胞外基质(extra-
cellular matrix ECM)成份的改变和过度沉积[13]. 
肝纤维化是一个慢性、渐进性的过程, 持续发

展可导致肝小叶结构改建, 假小叶形成, 导致肝

硬化发生. 肝硬化被认为是一种不可逆转的肝

脏疾病, 唯一有效的治疗措施是肝移植, 但因费

用昂贵、捐赠器官数量有限等限制其广泛应用. 
有文献报道[14-20]几种途径已经成功预防、阻止

动物模型肝纤维化的进展, 然而, 在未发展至肝

硬化之前, 肝纤维化临床症状不典型, 往往被忽

视. 因此, 如何逆转肝硬化已经成为一个关键性

问题. 
肝纤维化时, ECM的质和量均发生显著变

化, 以胶原为主的ECM成份可较正常肝增加3-8
倍, ECM的各型胶原之间、糖蛋白之间及蛋白

聚糖之间的比值异常, 就胶原而言, Ⅲ型胶原在

纤维化早期即明显增多, 但随纤维化进展, 可渐

被Ⅰ型胶原替代, 至肝硬化时Ⅰ型胶原可占胶

原量的60%-70%(正常肝两者各占40%-45%)[21]. 
几种机制调控着ECM的合成与降解, 然而, 基质

金属蛋白酶家族在ECM的降解过程中起主要作

用, 目前的研究表明, ECM在降解开始起主要作

用的为基质金属蛋白酶家族中的间质胶原酶类. 
Iredale[5]发表的一篇评论性文章“划时代的进

展? MMP-8与肝纤维化基因治疗”中, 对MMP-8
治疗肝硬化给与了极高的评价, 认为这项研究

将很快从实验室走进临床!
在 肝 硬 化 动 物 模 型 的 制 作 过 程 中 , 

0.03%TAA诱导饲喂5 wk, 然后0.04%的TAA诱

导喂饲5 wk, 大约16 wk后制成稳定的肝硬化模

型. TAA诱导慢性肝损伤的机制是影响蛋白合

成及肝细胞中酶的代谢. 在造模结束2 mo后, 病
理结果显示模型组大鼠肝脏假小叶仍明显, 较2 
mo前无明显减轻(图3), 可见此方法诱导的肝硬

化模型在停药2 mo后几乎没有自发性逆转, 持

■应用要点
应用重组腺病毒
携带HBV载体表
达胶原酶Ⅱ, 克服
HBV载体制备困
难及感染效率低
的缺陷, 发挥HBV
载体的优势, 以野
生型HBV提供包
装, 形成重组HBV
颗粒, 将具有放大
效应, 一次性小剂
量注射重组腺病
毒有望实现一次
性注射维持持久
疗效, 在体内形成
的重组HBV具有
嗜 肝 导 向 性 ,  无
细胞毒性、无免
疫源性等, 这一创
新, 有可能把胶原
酶Ⅱ基因治疗带
入临床应用.

     

表  1  血清谷丙转氨酶测定 (n  = 8, U/L)

分组 2 wk 4 wk

正常组 74.75±6.70     64.75±12.23

模型组 112.50±11.21 108.42±8.23

治疗组A   184.50±10.34a   114.52±10.02

治疗组B   182.25±13.59a 109.68±9.97

阴性对照组   191.09±14.76a 106.36±8.93

aP<0.05 vs  模型组.

     

表  2  血清HA、LN测定 (n  = 8)

分组        HA(ng/mL) LN(ng/mL)

正常组   111.32±19.14 103.07±17.61

模型组 1115.62±163.28 475.65±90.67

治疗组A   646.83±59.25ac 293.22±64.61ac

治疗组B   790.34±33.79ac 250.61±57.25ac

阴性对照组 1097.33±151.62 508.24±94.73

aP<0.05 vs  模型组; cP<0.05 vs  阴性对照组. HA: 透明质酸; LN: 

层黏连蛋白.
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图  3  肝组织羟脯氨酸含量的测定. 1: 正常组; 2: 模型组; 

3: 治疗组A; 4: 治疗组B; 5: 阴性对照组. aP<0.05 vs  模型组; 
cP<0.05 vs  阴性对照组.
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续时间长, 其诱导肝硬化的机制与人类肝硬化

形成的机制类似, 可作为一种与临床患者肝硬

化相似的模型进行治疗、研究. 
用腺病毒作为载体治疗肝硬化的大鼠, 其毒

性大小成为我们考虑的问题[22], 包括对机体产生

的免疫反应, 肝硬化大鼠能耐受多大剂量腺病

毒的毒性? 最近的资料报道[23-26], 在使用腺病毒

载体作为基因治疗的实验中, 病毒剂量达到1012

病毒颗粒/公斤大鼠体质量(VP/kg)对肝硬化大

鼠毒性较高, 而肝硬化大鼠能够耐受1011 VP/kg
的剂量, 我们在实验中选择了单一剂量(3×1011 
VP/kg)进行了大鼠肝硬化的治疗, 在治疗1 mo期
间内未发现由腺病毒导致的大鼠死亡, 因此, 腺
病毒载体作为基因载体运用于大鼠基因治疗将

有可能是有效和安全的. 动物实验结果显示Ad-
C-MMP8和Ad-CH-tMMP8两治疗组在体内都能

够有效的降解胶原, 表现为肝细胞变形、水肿

好转, 胶原纤维条索较细, 肝纤维化程度明显减

轻, 同时伴有肝脏羟脯氨酸含量的下降和肝细

胞再生. 
腺病毒载体是继逆转录病毒载体后发展起

来且发展较快的又一病毒载体. 其主要特点是

易通过基因操作缺失关键的调节元件, 可携带

外源基因的量大(约7.5 kb)、不整合进入宿主

DNA(无遗传毒性)、可感染处于任何增值周期

的细胞、宿主细胞范围广泛, 感染效率高. 而且

他容易制取、纯化、浓缩获得高滴度病毒液, 
但大剂量应用时有细胞毒性, 也具有免疫原性, 
重复应用因中和抗体产生而失去疗效, 再加上

肝硬化患者大多具有肝功能异常, 如果再大剂

量应用具有细胞毒性的腺病毒, 则可能加重肝

功能损伤, 有可能向重症肝炎发展, 重复应用时

疗效减低, 但肝损伤加重. 因此, 大剂量重组腺

病毒治疗肝硬化具有一定的危险性. 基于以上

腺病毒的缺点, 我们在腺病毒载体的基础上导

入了HBV载体[27,28], HBV载体是将HBV进行了

改造, 即删除了所有HBV蛋白的表达, 强化了表

达外源基因的启动子, 能够表达外源基因. 由于

HBV载体不再表达任何结构蛋白, 根据目前对

HBV致病机制的认识, 除非所表达的目的基因

具有毒性, 否则他将不具有致病性. 把HBV改造

成载体用于HBV相关的肝病基因治疗, 与其他

病毒载体相比, 具有明显的优势, 他可利用乙型

肝炎患者这个天然廉价的包装细胞, 携带的目

的基因在体内将有嗜肝导向性及放大效应, 有

可能从根本上克服上述病毒载体的缺陷. 
我们实验中发现胶原酶Ⅱ在减轻肝纤维化

的同时没有出现明显的炎症反应, 表明胶原酶Ⅱ

体内的大量表达不会促使严重的肝脏损害. 在评

价肝纤维化程度减轻的指标中, 羟脯氨酸的测定

结果在反应肝纤维化减轻的程度没有病理学观

察到的那样显著, 人们先前研究中同样报道形态

测定分析和定量羟脯氨酸含量分析之间存在着

差异[29-31], 一个可能的原因是由于实验时间比较

短, 一些降解的胶原片段沉积在肝脏内没有被吸

收, 其仍然能够被作为羟脯氨酸测出. 
另外, 我们同时检测到治疗组血清ALT短暂

的升高, 血清ALT的升高在2 wk时比较明显, 到
治疗4 wk结束时血清ALT水平恢复正常. 因此, 
腺病毒的过度表达也导致了肝细胞轻度的破坏, 
表现为血清ALT水平短暂的升高, 其具体机制尚

未探讨. 
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