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分泌型卷曲相关蛋白重组腺病毒载体对小鼠肝纤维化的
抑制作用

毕婉蓉, 杨长青, 邢海林

®

■背景资料
分 泌 型 卷 曲 相
关蛋白(secreted 
fr izzled re la ted 
protein, SFRP)家
族成员陆续在非
洲爪蟾或其他个
体如小鼠, 人和鸡
等物种中被发现
和分离出来, 分别
命名为SFRP1-5, 
也 被 定 义 为 凋
亡相关蛋白 ( s e -
creted apoptosis-
related proteins, 
SARPs), 1997年
首 次 克 隆 获 得
人的S A R P 1 、
SARP2 、SARP3
基因 .  我国目前
对上皮-间质转换
(epithelial-mes-
enchymal transi-
tions, EMT)诱导
慢性肝病肝纤维
化(hepatic fibro-
sis, HF)发病机制
进行了较多研究, 
但是否SFRP参与
EMT, 以及与HF
是否相关, 国内外
尚无报道. 
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Abstract
AIM: To construct a recombinant adenovirus 
vector expressing secreted frizzled related pro-
tein (SFRP), and to assess the inhibitory effect of 
SFRP overexpression on experimental hepatic 
fibrosis (HF) in mice. 

METHODS: Liposome-mediated transfection 
was used to introduce recombinant adenovirus 
pAd-Track-PPARγ2-CMV carrying the SFRP5 
gene into liver cells from mice with CCl4 in-
duced HF to obtain recombinant adenovirus 
infected HF cells. Western blot, immunofluo-
rescence microscopy and confocal laser mi-
croscopy were used to analyze the inhibitory 
effect of SFRP overexpression on experimental 
HF. 

RESULTS: Cells infected with the recombinant 
adenovirus vector had higher expression of 
SFRP5 protein. Double immunofluorescence 
showed SFRP5 over expression inhibited the 
expression of α-smooth muscle actin (α-SMA) 
and fibroblast-specific protein-1 (FSP-1) in liver 
cells. Pathological examination revealed that 
SFRP5 over expression significantly reduced the 
occurrence of epithelial-mesenchymal transi-
tion (EMT) in liver cells (SFRP group vs control 
group, P < 0.05). 

CONCLUSION: We have successfully con-
structed a recombinant adenovirus containing 
the SFRP5 gene, and it can effectively increase 
the expression of SFRP5 gene in mouse HF cells, 
thereby inhibiting the occurrence of EMT and 
HF.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的:  成功构建携带分泌型卷曲相关蛋白
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■研发前沿
随着对实验动物
模 型 的 观 察 越
来越深入 ,  发现
EMT在HF中有重
要作用, 阻断甚至
逆转EMT可为HF
的治疗提供新的
思路 .  SFRP是否
参与HF时EMT逆
转为本课题研究
内容之一.

(secreted frizzled related protein, SFRP )基因的
腺病毒载体, 并探讨SFRP对实验性小鼠肝纤
维化(hepatic fibrosis, HF)的抑制作用. 

方法:  用脂质体转染法将重组腺病毒p A d-
Track-PPARγ2-CMV和SFRP5基因共转染CCl4

诱导小鼠H F模型肝细胞 ,  成功构建的重组
腺病毒Ad-SFRP5感染HF细胞. 采用Western 
blot、免疫荧光显微镜及激光共聚焦定位分
析观察Ad-SFRP5抑制HF作用. 

结果: 感染的重组腺病毒载体在小鼠H F细
胞中有较高的SFRP5蛋白的稳定表达. 免疫
双荧光显示A d-S F R P5抑制H F小鼠肝细胞
α-平滑肌肌动蛋白(α-smooth muscle actin, 
α-SMA)和成纤维细胞特异蛋白-1(fibroblast-
specific protein-1, FSP-1)的表达. 病理检测支
持Ad-SFRP5抑制HF小鼠肝细胞上皮-间质转
换(epithelial-mesenchymal transitions, EMT)
的发生(S F R P5处理组与正常对照组相比 , 
P <0.05). 

结论: 我们成功构建含有小鼠SFRP5基因的
重组腺病毒 ,  他可有效提高小鼠H F细胞中
SFRP5基因的表达水平, 并可抑制EMT程序, 
从而抑制HF. 

© 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: 本实验利用pAd-Easy腺病毒载体系
统, 通过PCR扩增分泌型卷曲相关蛋白(secreted 
frizzled related protein, SFRP )基因, 克隆到腺病毒
载体pAd-Easy共转染肝病纤维化(hepatic fibrosis, 
HF)细胞, 构建携带SFRP5基因的重组腺病毒, 在
体外感染小鼠HF细胞, 以观察SFRP5基因表达情
况及对HF的抑制现象.
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0  引言

分泌型卷曲相关蛋白(secreted frizzled related 
protein, SFRP)家族成员陆续在非洲爪蟾或其

他个体如小鼠、人和鸡等物种中被发现和分

离出来, 分别命名为SFRP1-5[1], 也被定义为凋

亡相关蛋白(secreted apoptosis-related proteins, 

SARPs)[2], 1997年首次克隆获得人的SARP1、
SARP2、SARP3基因[3]. 我国目前对上皮-间质

转换(epithelial-mesenchymal transitions, EMT)诱
导慢性肝纤维化(hepatic fibrosis, HF)发病机制

进行了较多研究, 但是否SFRP参与EMT, 以及与

HF是否相关, 国内外尚无报道. 本实验利用pAd-
Easy腺病毒载体系统[4], 通过PCR扩增SFRP5基
因, 克隆到腺病毒载体pAd-Easy共转染HF细胞, 
构建携带SFRP5基因的重组腺病毒, 在体外感染

小鼠HF细胞, 以观察SFRP5基因表达情况及对

HF的抑制现象. 这将对于我们了解HF生理病理

过程的发生机制, 为该病诊断治疗提供策略和

思路具有重要意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 S P F级健康S D♂小鼠50只, 体质量

90  g±10  g.  购自及饲养于同济大学动物实

验中心. 动物合格证号: SCXK(粤)2004A084; 
pGBKT-SFRP5质粒(Takara公司, 美国)感受态

菌株; RPMI-1640培养基胎牛血清(Haclon公司, 
美国); 限制性核酸内切酶、T4 DNA连接酶、

T4 DNA聚合酶、pMD18-T载体、DNA Marker 
DL2000、DNA Marker DL15000(Takara公司, 美
国); Lipofectamine2000、TRIzol及RT-PCR试剂

(Invitrogen公司, 美国); 逆转录试剂盒(Fermentas
公司, 美国); 兔抗人SFRP5多克隆抗体(CST公
司, 美国). 
1.2 方法
1.2.1 肝细胞分离与培养: 分离制备SD小鼠原代

肝细胞, 参照改良的Seglen胶原酶灌注法[5], 并
在分离方法上进一步改进: 用0.05%胶原酶Ⅳ液

灌注, 完整切下肝脏并置其于37 ℃恒温箱内消

化至肝脏表面出现裂隙, 加入一定量的4 ℃高

糖及胰岛素混合的DMEM液, 将获得的肝细胞

用含10%胎牛血清的新鲜F12培养液制成肝细

胞悬液, 用0.4%台盼兰染色计算细胞产量和存

活率. 传一代肝细胞按2×105/cm2接种, 培养7 d
后, 用鼠抗α-平滑肌肌动蛋白(α-smooth muscle 
actin, α-SMA)单克隆抗体, SABC法免疫细胞化

学染色检测细胞纯度. 肝细胞按l×105/cm2接种

在100 mL培养瓶中, 采用含10%FCS、100 U/mL
青霉素、100 U/mL链霉素的DMEM培养液, 在
37 ℃、50 mL/L CO2、饱和湿度的恒温培养箱

中培养. 
1.2.2 SFRP5编码序列的扩增: 采用Primer6.0软
件设计扩增小鼠SFRP5基因氨基酸区域编码序

WCJD|www.wjgnet.com 2014-10-18|Volume 22|Issue 29|
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■相关报道
SFRP5与HF之间
的相互作用, 未见
报道. 故深入研究
SFRP5的生物学
功能, 将为治疗慢
性肝脏疾病提供
新的机会.

列的特异性引物, 并在引物5'端引入保护性碱

基和限制性酶切位点, 上游引物序列为: 5'-AA-
GATCTTGCTGCAGGGCCCTG-3', 下游引物序

列为: 5'-TGTCGACTAGCACTGCAGCTTGC-
GGA-3', 以pGBKT-SFRP5质粒为模板进行PCR
扩增. 
1.2.3 SFRP5重组腺病毒表达载体的构建: 将扩

增SFRP5产物克隆入pMD19-T载体, BglⅡ和Sal
Ⅰ双酶切和PCR鉴定确认获得阳性重组克隆, 进
而将SFRP5片段亚克隆至pAdTrack-CMV载体, 
BglⅡ和SalⅠ双酶切鉴定并经测序确认获得阳

性重组克隆, 10 mg pAdTrack-CMV-SFRP5重组

质粒与0.1 mg骨架质粒pAd-Easy-1在感受态细

胞BJ5183菌中进行同源重组, PacⅠ酶切鉴定阳

性重组子, 再转化DH5α菌中扩增, 命名为Ad-
SFRP5. 
1.2.4 SFRP5重组腺病毒的包装与制备: 按照

Lipofectamine2000试剂盒说明书, 取10 mg Pac
Ⅰ酶切线性化的Ad-SFRP5转染HF细胞, 免疫荧

光显微镜观察, 根据绿色荧光蛋白(green fluores-
cent protein, GFP)细胞病变效应判断病毒产生, 
扩增腺病毒, 按组织半数感染量(tissue culture 
infective dose, TCID)法测定病毒滴度. 
1.2.5 SFRP5重组腺病毒感染HF细胞: HF细胞在

150 mL/L DMEM中培养24 h, 将Ad-SFRP5纯化

病毒按其TCID50值加入到细胞培养基中, 每15 
min轻摇1次, 共4次, 4 h后换液. 
1.2.6 免疫荧光染色: 膜通透处理: 0.1%Triton 

X-100/PBS室温5 min; 5%-10%的山羊/驴血清及

5%BSA封闭; 一抗孵育, 将组织标本同时用将兔

抗FSP-1的Ab和小鼠抗α-SMA的Ab混合在一起

加到切片上, 覆盖, 4 ℃过夜; 二抗孵育, 加入生

物素化的羊抗兔IgG. 所用LSCM型号为Bio-Rad 
MRC-1024, FITC的激发波长为488 nm. 用于图

象采集的显微镜物镜为Plan-Neofluar 40×油浸

镜, 数值孔径(numerical aperture, NA)为1.3, 扫描

所用的激发值依据样本的不同可以在共聚焦系

统提供的梯级值中选择. 
统计学处理 全部调查结果及实验数据输入

Excel数据库, 应用SPSS17.0软件, 计量资料以

mean±SD表示, 均数比较两组间采用t检验、多

组间比较采用方差分析; 计数资料组间频率比

较用Fisher双侧确切检验; 频率变化趋势用χ2
检

验. P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 SFRP5重组腺病毒的成功构建及鉴定 用脂

质体转染HF细胞有大量GFP表达, 并可见细胞

变圆呈串珠样聚集, 裂解粗提物中提取重组病

毒DNA, 病理Massion染色鉴定证实重组质粒在

HF细胞转染成功(图1). 
2.2 Ad-SFRP5抑制HF病理表现 Massion染色显

示CCl4诱导的HF小鼠0、8、12、16 wk时具有

典型的HF病理分级表现. 体外Ad-SFRP5干扰时, 
在12、16 wk时出现抑制HF病理表现(图1). 
2.3 Ad-SFRP5抑制EMT 免疫双荧光检测对照

WCJD|www.wjgnet.com 2014-10-18|Volume 22|Issue 29|
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图  1  CCl4诱导的小鼠0、8、12、16 wk时及12、16 wk时体外Ad-SFRP5抑制肝纤维化病理分级表现及半定量分析(Massion
染色×200). A-D: CCl4 0、8、12、16 wk时诱导肝纤维化情况; E, F: SFRP5 12、16 wk时抑制肝纤维化情况.



■创新盘点
研究的重点在于
不同SFRPs对Wnt
信号的影响 ,  对
HF时EMT有否相
关性, 以及不同浓
度下的双向反应
及可能存在的剂
量关系, 从而寻找
抗HF的新措施.

组、HF组及Ad-SFRP5组α-SMA及FSP-1的表达

显示HF组α-SMA及FSP-1(EMT的标志物)表达

增加, 而Ad-SFRP5组α-SMA及FSP-1的表达明

显减少, 半定量分析有统计学意义(图2). 同时免

疫双荧光检测Ad-SFRP5在CCl4诱导的HF小鼠

8、16 wk时Ad-SFRP5对α-SMA有明显抑制, 半
定量分析有统计学意义(图3). 

3  讨论

我国是一个肝脏疾病的高发国家, 每年因HF以
致发展成肝硬化给社会带来巨大的损失[6], 目
前仍缺乏有效的防治措施. HF是肝脏对慢性损

伤的一种修复反应, 以细胞外基质(extracellular 
matrix, ECM)在肝内过多沉积为特征[7]. HF为一

动态过程, 属可逆性病变[8]. 因此阻断、抑制或

逆转HF是治疗慢性肝病的一个重要目标[9]. 随着

对实验动物模型的观察越来越深入, 发现EMT
在HF中有重要作用[10], 阻断甚至逆转EMT可为

HF的治疗提供新的思路. SFRP是否参与HF时
EMT逆转为本课题研究内容之一.

对W n t信号与其他信号在E M T过程中的

相互作用研究让我们更加全面了解E M T复杂

性的同时还发现有些信号分子可以作为靶点

来调节Wnt信号[11]. 本课题组对有关Wnt拮抗

剂S F R P及其与H F关系的研究有了新的思路. 
SFRP类和DKK类是Wnt两大拮抗剂[12]. 前者

包含SFRPs家族、WIF-1和Cerberus[13], 可直接

连接在Wnt蛋白上, 从而改变Wnt连接Wnt受
体复合物的能力[14]; 后者包含某些DKK家族蛋

白[15], 可结合Wnt受体复合物上的LRP5/6, 从
而阻止Wnt信号的转导[16]. SFRPs家族成员的

结构虽然基本相似, 但所起的作用可能具有极

大的差异性[17], SFRPs家族成员不总是Wnt的
拮抗剂[18]. 最近的研究发现, 低密度脂蛋白和

WIF-1可与SFRPs协同作用而共同调控Wnt信
号通路[19], 这提示SFRPs家族对Wnt的调控活

WCJD|www.wjgnet.com 2014-10-18|Volume 22|Issue 29|
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图  2  免疫双荧光检测对照组、HF组及Ad-SFRP5组α-SMA及FSP-1的表达(×400). A, E, I: 对照组、HF组及Ad-SFRP5组空
白荧光图; B, F, J: 对照组、HF组及Ad-SFRP5组α-SMA免疫荧光图; C, G, K: 对照组、HF组及Ad-SFRP5组FSP-1免疫荧
光图; D, H, L: 空白、α-SMA及FSP-1表达的Merge图. HF: 肝纤维化; α-SMA: α-平滑肌肌动蛋白.



动并非单独存在 ,  其作用机制可能非常复杂 . 
同时SFRPs之间的相反效应也可能影响Wnt表
达[20]. 因此, 研究的重点在于不同SFRPs对Wnt
信号的影响, 对HF时EMT有否相关性, 以及不

同浓度下的双向反应及可能存在的剂量关系, 
从而寻找抗HF的新措施.

S F R P s家族根据序列同源性分为3个亚

群, 第1亚群[21]: SFRP1(Frza、Frp、SARP2), 
SFRP2(SDF5、SARP1), SFRP5(SARP3); 第2亚
群[22]: SFRP3(Fz、Frzb、Frtiz)和SFRP4; 第3亚
群[23]: Sizzled、Sizzled2和Crescent. 最近研究[24]

表明SFRP5是一种脂肪细胞因子, 前体脂肪细胞

分化成熟过程中被强烈诱导表达; 其也可通过

阻断脂肪组织Wnt信号通路, 促进脂肪细胞分化, 
增加饮食诱导的肥胖[25], SFRP5表达水平与肥胖

和糖尿病相关[26], 通过减弱非经典Wnt信号转导

通路而减轻机体胰岛素抵抗[27]. 但SFRP5与HF
之间的相互作用, 未见报道. 故深入研究SFRP5

的生物学功能, 将为治疗慢性肝脏疾病提供新

的机会. 
SFRP5可能通过结构上有同源性的CRD与

Wnt信号的特异性受体Fz竞争性结合, 发挥调控

Wnt信号通路的作用[28]. 当SFRP5启动子发生甲

基化进而诱导SFRP5基因沉默, 将导致Wnt信号

异常表达[29]. 本课题组前期实验已经证明了Wnt
信号传导机制参与了肝细胞EMT的诱导过程, 
是HF发生EMT时的主要诱因之一. 由于EMT
在HF的发展过程中扮演重要角色[30], 阻断甚至

逆转EMT可为HF的治疗提供新的思路, 通过

SFRP5调节Wnt信号通路, 可能成为抗HF的新方

法. 而且SFRP5有调控细胞凋亡的功能, 可能通

过抑制Wnt3A信号通路调控细胞凋亡[31].
本研究构建SFRP5重组腺病毒载体, 在HF

细胞中表达包装纯化病毒后成功构建了携带

S F R P5重组腺病毒并且初步研究结果表明该

重组病毒在体外能有效感染小鼠HF细胞, 受感
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图  3  免疫双荧光检测Ad-SFRP5在CCl4诱导的HF小鼠0、8、16 wk时Ad-SFRP5对α-SMA的抑制(×400). A, E, I: CCl4诱导0、8、
16 wk时空白荧光图; B, F, J: CCl4诱导0、8、16 wk时α-SMA的表达免疫荧光图; C, G, K: CCl4诱导0、8、16 wk时Ad-SFRP5对
α-SMA表达的抑制; D, H, L: 空白、α-SMA及Ad-SFRP5对α-SMA表达抑制的Merge图. α-SMA: α-平滑肌肌动蛋白.

■同行评价
本研究设计合理, 
方法科学, 结果可
靠, 具有较强的学
术价值.

毕婉蓉, 等. 分泌型卷曲相关蛋白重组腺病毒载体对小鼠肝纤维化的抑制作用				              4383



染细胞能高效稳定的表达重组蛋白, 免疫双荧

光显示Ad-SFRP5抑制HF小鼠肝细胞α-SMA和

FSP-1的表达, 从而逆转EMT, 抑制HF. 病理检测

支持Ad-SFRP5抑制HF小鼠肝细胞EMT的发生. 
本研究说明SFRP5可能作为Wnt信号通路的抑

制剂, 可通过调控Wnt信号转导通路参与EMT的
逆转过程, 进一步抑制HF. 

本课题组对有关Wnt拮抗剂SFRP5及其与

HF关系的研究有了新的思路. 探讨SFRP5对HF
肝细胞凋亡、增殖及分化的调节作用, 及对HF
肝细胞功能的影响和机制的研究, 并对SFRP5
参与调控HF过程中EMT的Wnt信号途径进行验

证. 希望能够初步明确SFRP5在HF肝细胞表达

的作用及相关机制, 为HF的形成和防治提供新

的思路. 
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