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Abstract
AIM: To investigate the effect of urantide, a uro-
tensin Ⅱ (UⅡ) receptor inhibitor, on interferon 
regulatory factor 3 (IRF3) expression in the liver 
tissue of mice with acute liver failure (ALF).  

METHODS: Male Balb/c mice were randomly 
divided into four groups (n = 6 for each group): 
normal control, pre-treatment control, model 
and pre-treatment model. The pre-treatment 
mice received urantide (0.6 mg/kg body weight) 
via a caudal vein injection. At 30 min post-injec-
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Urantide对急性肝衰竭小鼠肝组织中IRF3表达的影响

汪小庭, 涂文娟, 刘亮明, 梁冬雨, 于芳苹, 赵 亮, 叶长根, 杨志文, 高得勇

®

■背景资料
急性肝衰竭(acute 
liver failure, ALF)
是肝组织的免疫
炎症损伤性疾病, 
其发生发展与肝
内TLR4信号激活
并启动固有免疫
应答有密切关系. 
IRF3是TLR4信号
通路中的关键分
子, 活化的IRF3可
诱导Ⅰ型IFN表达, 
并在后期激活NF-
κB, 引起前炎细胞
因子级联式释放. 
另 外 ,  研 究 证 实
ALF肝内UⅡ/UT
表达显著上调, 且
UⅡ/UT系统可介
导肝组织前炎细
胞因子分泌和急
性损伤性炎症. 然
而, 目前尚不清楚
UⅡ/UT系统产生
这些效应的机制. 
因 此 ,  在 本 研 究
中, 我们借助UT拮
抗剂urantide的应
用, 在UⅡ/UT信号
阻断的基础上, 观
察IRF3的表达情
况, 以期阐明UⅡ
/UT系统对肝组织
的免疫炎症损伤 
机制. 

tion, the model (including pre-treatment model) 
mice were treated with lipopolysaccharide 
(LPS)/D-galactosamine (D-GalN) to induce ALF 
via an intraperitoneal injection. Liver tissues 
were sampled 12 h after LPS/D-GalN injection. 
IRF3 mRNA expression was detected by RT-PCR 
and real-time polymerase chain reaction (PCR), 
and protein expression was detected by Western 
blot assay. 

RESULTS: The relative levels of IRF3 mRNA 
were significantly higher in model mice than 
in control and pretreatment control mice (P < 
0.001 for all). Compared with the model group, 
pretreatment model mice had significant lower 
levels of IRF3 mRNA (P < 0.001). IRF3 protein 
levels were also significantly higher in model 
mice than in control and pretreatment control 
mice (P < 0.001 for all), while the protein levels 
were significantly lower in pretreatment model 
mice than in model mice (P < 0.05). 

CONCLUSION: Urantide can inhibit the up-reg-
ulation of IRF3 mRNA and protein expression 
in the liver tissue of mice with LPS/D-GalN-
induced ALF.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 

Key Words: Acute liver failure; Urantide; Interferon 
regulatory factor 3; Mice

Wang XT, Tu WJ, Liu LM, Liang DY, Yu FP, Zhao L, Ye 
CG, Yang ZW, Gao DY. Urantide inhibits hepatic IRF3 
expression in acute liver failure mice. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2014; 22(18): 2559-2564  URL: http://
www.wjgnet.com/1009-3079/22/2559.asp  DOI: http://
dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i18.2559 

摘要
目的: 探讨urotensin Ⅱ(UⅡ)受体拮抗剂urantide
对急性肝衰竭小鼠肝组织干扰素调节因子
3(interferon regulatory factor 3, IRF3)表达的 
影响.    

方法:♂B a l b/c小鼠随机分为4组(每组6只). 

■同行评议者
唐世刚, 教授, 湖
南省人民医院
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■研发前沿
肝组织免疫炎症
损伤机制是近年
来急性肝衰竭研
究 领 域 的 焦 点 , 
固有免疫系统受
损伤因素刺激活
化 过 程 中 ,  细 胞
内信号分子网络
特别是关键性信
号分子的变化情
况是目前亟待研
究的问题.

A组:  健康对照组;  B组:  预处理对照组;  C
组: 模型组; D组: 预处理模型组. 预处理组
给予0.6 mg/kg urantide尾静脉注射. 30 min
后模型 (包括预处理模型 )组立即以脂多糖
(lipopolysaccharide, LPS)联合D-半乳糖胺
(D-galactosamin, D-GalN)腹腔注射诱导急
性肝衰竭. LPS/D-GalN攻击12 h后采集小鼠
肝组织标本. 采用RT-P C R和实时荧光定量
PCR(Real-time PCR)检测小鼠肝组织中IRF3 
mRNA表达水平, 免疫印迹(Western blot)检测
IRF3蛋白表达含量.    

结果: C组小鼠肝组织中IRF3 mRNA经RT-
PCR和Real-time PCR检测, 其相对表达水平
显著高于A组和B组(均P <0.001), D组显著
低于C组(均P <0.001), 而A和B组之间无明显
差异(P >0.05); C组IRF3蛋白表达水平显著
高于A组和B组(均P <0.001), D组显著低于
C组(P <0.001), 而A和B组之间无明显差异
(P >0.05).    

结论: UⅡ受体特异性拮抗剂urantide可抑制
LPS/D-GalN诱导ALF小鼠肝组织IRF3 mRNA
和蛋白质表达.    

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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小鼠

核心提示: 脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)/D-半
乳糖胺(D-galactosamin, D-GalN)诱导急性肝衰

竭(acute liver failure, ALF)小鼠肝组织干扰素调

节因子3(interferon regulatory factor 3, IRF3)表达

显著上调; urotensin Ⅱ(UⅡ)受体特异性拮抗剂

urantide可抑制LPS/D-GalN诱导的肝内IRF3表达

上调. 这提示ALF肝内IRF3的上调是UⅡ/UT系统

依赖性的.
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0  引言

急性肝衰竭(acute liver failure, ALF)是一种与免

疫炎性反应密切相关的肝损伤性疾病[1]. 近年有

研究发现urotensin Ⅱ(UⅡ)/UT系统与免疫炎症

损伤性疾病关系密切[2-4]. 本课题组前期研究发

现, 在脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)/D-半乳

糖(D-galactosamin, D-GalN)诱导ALF动物模型

中urotensin Ⅱ(UⅡ)/UT表达上调[5], 且UⅡ/UT
系统通过促进前炎细胞因子[包括: 肿瘤坏死因

子-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)和白介素

-1β(interleukin-1β, IL-1β)等]的分泌介导了肝脏

急性炎症损伤的发生[6]. 已知, 组织炎症损伤反

应与固有免疫细胞Toll样受体4(Toll like Recep-
tor 4, TLR4)信号通路的激活密切相关[7]. 损伤因

子(如: LPS)结合TLR4后, 通过接头蛋白TRIF启
动MyD88非依赖信号通路, 激活转录因子干扰

素调节因子3(interferon regulatory factor 3, IRF3), 
并在后期激活核因子-κB(nuclear factor-κB, NF-
κB)[8,9], 从而进一步诱导Ⅰ型干扰素(interferon, 
IFN)和炎症细胞因子的产生[10]. 我们前期的研究

已观察到在ALF, UⅡ/UT可促进NF-κB p65亚基

的核转位并增强其与DNA的结合活性[11]. 在本

实验中, 我们借助前期研究中建立的与重度炎

症反应相关的ALF小鼠模型[11], 采用UⅡ受体特

异性拮抗剂urantide, 进一步研究了UⅡ信号对

IRF3表达的影响, 以期更全面地了解UⅡ/UT系
统介导ALF的机制.    

1  材料和方法

1.1 材料 LPS和D-GalN购自美国sigma公司; UT
受体拮抗剂Urantide购自日本PEPTIDES; TRIzol
购自美国Invitrogen公司; SYBRGreen PCR试
剂盒和逆转录试剂盒购自美国T h e r m o公司;     
PCR引物由上海生工生物工程有限公司合成; 
IRF3抗体购自美国Cell signaling公司; 健康♂

Balb/c小鼠, 清洁级, 鼠龄6 wk, 体质量20-22 g, 
由上海交通大学附属第一人民医院实验动物中

心提供, 动物合格证号: SYXK(沪)2009-0086, 实
验动物的使用符合国家动物保护法.    
1.2 方法

1.2.1 动物分组及处置: ♂Balb/c小鼠按照随机数

字表随机分为4组(每组6只). A组: 健康对照组; 
B组: 预处理对照组; C组: 模型组; D组预处理模

型组. 预处理对照组和预处理模型组给予尾静

脉注射0.6 mg/kg urantide预处理, 健康对照组和

模型组则给予相同体积生理盐水. 30 min后模型

组及与处理组立即以LPS联合D-GalN腹腔注射

诱导ALF模型, 健康对照组和预处理对照组则给

予相应体积的生理盐水. LPS攻击12 h后采集小

鼠肝组织标本.    
1.2.2 RT-PCR检测: 肝组织采用TRIzol处理, 总
RNA抽提按说明书进行. 总RNA作为模板用于
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■相关报道
Liu等近年证实在
ALF, UⅡ /UT可
促进NF-κB p65
亚基的核转位并
增强其与DNA的
结 合 活 性 .  其 他
作 者 研 究 显 示 , 
TLR4活化后 ,  可
通 过 接 头 蛋 白
TRIF启动MyD88
非 依 赖 信 号 通
路 ,  激 活 转 录 因
子IRF3(interferon 
regulatory factor 
3), 并在后期激活
NF-κB, 从而进一
步诱导Ⅰ型IFN和
炎症细胞因子的
产生.

第一链cDNA的合成(Rnasin 1 μL, 随机引物1 
μL, dNTP混合物2 μL, AMV反转录酶1 μL, 5×
反转录酶缓冲液4.0 μL, 以无核酶水补至终体

积20 μL, 室温放置10 min后, 42 ℃孵育60 min, 
95 ℃加热5 min, 将cDNA产物置于-20 ℃保存). 
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. 按试剂盒说明

书建立反应体系(取4.0 μL cDNA为模板, 于扩

增管中加入10×PCR缓冲液2 μL, dNTP混合物4 
μL, TaqDNA聚合酶2 μL, 上、下游引物各2 μL, 
补充无核酶水至25 μL, 置于PCR仪中进行聚合

扩增), 以GAPDH作为内参照. IRF3基因的反应

条件为: 94 ℃预变性5 min; 94 ℃ 1 min, 51 ℃ 45 
s, 72 ℃ 45 s, 共32个循环; 72 ℃延伸10 min. 所

得PCR产物经1.5%的琼脂糖凝胶电泳. 电泳结

果经BIO-RAD Quantity-One 4.7成像分析软件检

测并计算待测基因灰度相对相应GAPDH的表 
达量.    
1.2.3 Real-time PCR检测: cDNA合成按照RT-
PCR步骤进行. 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. RT-PCR操作方法按试剂盒说明书进行: 2×
Premix Ex TaqTM Ⅱ 10 μL, 正反义链引物各0.8 
μL, ROX Reference Dye Ⅱ 0.4 μL, DNA模板

2.0 μL, 加灭菌蒸馏水至20 μL, 建立反应体系. 
在ABI7500仪器中按两步法进行扩增: 第1步: 
50 ℃ 2 min, 1个循环; 第2步: 95 ℃ 5 min, 40个
循环. GAPDH作为内参照, 用计算机分析Ct值, 
采用2-∆∆Ct公式计算mRNA表达量.    
1.2.4 免疫印迹(Western blot)分析: 将组织剪成细

小的碎片, 按每20 mg组织加入150-250 μL的比

例加入裂解液(裂解液中加入蛋白酶和磷酸酶抑

制剂), 匀浆器匀浆直至完全裂解. 裂解后的样品

4 ℃ 12000 g离心15 min, 取上清, 进行蛋白质定

量后贮存于-80 ℃冰箱. 取50 μg蛋白, 水浴煮沸

10 min后进行10%十二烷基硫酸钠/聚丙烯酰胺

(SDS-PAGE)电泳, 转移至PVDF膜上. 5%脱脂牛

奶4℃过夜封闭结合有蛋白质的PVDF膜. 封闭

结束后, 分别加入适量的IRF3及内参GAPDH抗

体, 室温下孵育2 h. 0.1%的PBST漂洗3次, 每次

5 min. 加辣根过氧化物酶标记的Ⅱ抗, 室温下孵

育1 h后, 0.1%的PBST漂洗3次, 每次5 min. 结果

用ECL-Plus化学发光试剂盒检测, X光片曝光. X
光片显影和定影后观察结果.    

统计学处理 采用SPSS13.0统计软件进行统

计学处理, 计量资料用mean±SD表示, 组间比

较采用独立样本t检验. P <0.05为差异有统计学 
差异.    

2  结果

2.1 小鼠肝组织IRF3 mRNA的表达 各组小鼠肝

组织IRF3 mRNA(RT-PCR)相对表达水平如图

2014-06-28|Volume 22|Issue 18|WCJD|www.wjgnet.com

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(bp)

干扰素调

节因子3

Primer F 5' CGGAAAGAAGTGTTGCGGTTAG 3'       132

Primer R 5' TTTGCCATTGGTGTCAGGAGAG 3' 

GAPDH Primer F 5' ATCACTGCCACCCAGAAG 3'        191

Primer R 5' TCCACGACGGACACATTG 3' 

bp

200

200

100

100

IRF3

GAPDH

M         1         2           3        4
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达

水
平

(R
T

-
P

C
R

)

1             2              3             4

b

b
b

A

B

图  1  急性肝衰竭小鼠肝组织IRF3 mRNA表达情况(RT-PCR). 
A: IRF3 基因RT-PCR产物凝胶电泳图; B: IRF3 mRNA相

对表达水平直方图. bP<0.01 vs  模型组. M: Marker; 1: 健康对

照组; 2: 预处理对照组; 3: 模型组; 4: 预处理模型组. IRF3: 

干扰素调节因子3.
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■创新盘点
首次证实, ALF小
鼠肝组织内IRF3
基因表达上调, 且
IRF3的上调依赖
于UII/UT信号系
统.

1. 结果显示, C组(模型组)IRF3 mRNA相对表达

水平显著高于A(健康对照组)和B组(预处理对

照组)(0.530±0.037 vs  0.182±0.062、0.146±
0.014, t值分别为11.708、23.616, 均P <0.001), D
组(预处理模型组)显著低于C组(0.158±0.035 vs  
0.530±0.037)(t  = 17.770, P <0.001), 而A和B组之

间无明显差异(t = 1.404, P  = 0.19).    
2.2 小鼠肝组织IRF3 mRNA的表达情况 各组小

鼠肝组织IRF3 mRNA(real-time PCR分析)相对

表达水平(图2). 结果显示, C组IRF3 mRNA相

对表达水平显著高于A和B组(16.415±2.036 vs  
1.464±0.429、0.869±0.187, t值分别为17.599、
18.642, 均P <0.001), D组显著低于C组(3.277±
0.999 vs  16.415±2.036)(t  = 14.189, P <0.001), 而
A和B组之间无明显差异(t = 3.119, P >0.05). 这提

示ALF可诱导小鼠肝组织IRF3 mRNA表达, 使
用UⅡ受体特异性拮抗剂urantide后能抑制ALF
小鼠肝内IRF3 mRNA表达.    
2.3 小鼠肝组织中IRF3蛋白的表达 Western blot检
测小鼠肝组织中IRF3蛋白表达水平(图3). 结果表

明, C组小鼠肝组织中IRF3蛋白表达水平显著高

于A和B组(0.746±0.055 vs  0.146±0.018、0.108
±0.020, t值分别为17.838、18.928, 均P<0.001), D
组显著低于C组(0.263±0.038 vs  0.746±0.055)(t 
= 17.712, P<0.001), 而A和B组之间无明显差异(t = 
2.486, P = 0.06). 这提示ALF小鼠肝组织IRF3 蛋白

表达上调, 使用UⅡ受体特异性拮抗剂urantide后
能抑制ALF小鼠IRF3蛋白表达.

3  讨论

研究显示, ALF患者肝内UⅡ/UT表达显著升高[12]. 
我们前期研究进一步证实, UⅡ/UT系统介导了

LPS/D-GalN诱导ALF的发生[11]. 在本实验中, 我
们发现LPS/D-GalN诱导的ALF小鼠肝内转录因

子IRF3的表达显著上调.    
已知, IRF3是TLR4信号下游TRIF依赖通路

中的关键分子[13], 在机体抗病毒免疫应答中起

重要作用[14]. 各种病毒(包括RNA病毒、DNA病

毒或逆转录病毒等)可作用于细胞或内涵体浆膜

内的模式识别受体(pattern recognition receptors, 
PRRs)TLRs(特别是TLR4/3), 通过TRIF依赖通

路, 激活IRF3, 从而诱导Ⅰ型IFN产生, 启动抗病

毒免疫反应[15]. 除病毒外, 其他病原体(如细菌、

寄生虫等)同样可激活TLRs-IRF3信号, 诱导机体

的抗感染反应[16,17]. 近年发现, IRF3不仅是宿主

抵御外来病原体保护性固有免疫机制的重要成

分, 也在炎症反应的发生发展中起关键作用[18,19]. 
在LPS诱导的损伤组织中及LPS刺激的巨噬细胞

内, IRF3的表达均显著升高[20,21]. 研究证实, LPS
可通过增强IRF3蛋白的磷酸化诱导前炎细胞因

子包括TNF-α和IL-6等的表达和分泌, 从而引起

组织的炎症损伤[22].    
在肝脏, IRF3被证实参与了HCV感染诱导

的免疫性肝损伤[23,24], 并在酒精性肝损伤及缺血

再灌注性肝损伤的发生中有重要作用[25,26]. IRF3
敲除后, 可保护实验鼠免于发生酒精诱导的肝

脂肪变、酒精性肝炎和肝损伤[26]. 在ALF肝内

I R F3表达上调尚是首次被证实. 该结果提示, 
IRF3可能与UⅡ/UT信号系统一样也参与了ALF
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图  2  急性肝衰竭小鼠肝组织IRF3 mRNA表达情况(Real-
time PCR分析). bP<0.01 vs  模型组. 1: 健康对照组; 2: 预处理

对照组; 3: 模型组; 4: 预处理模型组. IRF3: 干扰素调节因 
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图  3  Western blot检测小鼠肝组织中IRF3蛋白的表达. A: 

Western blot的结果; B: IRF3蛋白相对表达水平直方图, bP<0.01 

vs  模型组. 1: 健康对照组; 2: 预处理对照组; 3: 模型组; 4: 预处

理模型组; 5: 模型组; 6: 预处理模型组. IRF3: 干扰素调节因 
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的肝组织免疫炎症损伤过程.    
为进一步分析在ALF发生中UⅡ/UT系统

与IRF3表达之间的关系, 我们采用了UT特异性

拮抗剂urantide阻断UⅡ信号的传导. 我们发现, 
urantide的应用显著抑制了IRF3的转录表达, 并
使其蛋白质水平明显降低. 这提示IRF3的表达

依赖于UⅡ/UT信号系统. 在前期研究中, 我们证

实, 在LPS/D-GalN诱导的ALF, UⅡ/UT系统可通

过激活NF-κB通路介导TNF-α等前炎细胞因子

的产生[10]. NF-κB是TLR4信号下游经典MyD88
依赖通路中的关键分子, 在组织及细胞的免疫

炎症机制中有重要作用[27]. 
总之, UⅡ/UT系统在ALF肝组织中的免疫

炎症损伤效应的产生是由于其激活了TLR4信号

下游两条关键信号通路, 包括MyD88依赖(NF-
κB)和MyD88非依赖(IRF3)通路实现的.    
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■同行评价
本文对急性肝衰
竭形成的原因有
很好的实验价值.

2014-06-28|Volume 22|Issue 18|WCJD|www.wjgnet.com


