
■背景资料
肝硬化(cirrhosis 
of liver, LC)现已
成为危害人类健
康的常见病、多
发病 .  目前晚期
LC除肝移植外仍
无十分有效的治
疗方法 ,  由于供
肝短缺、手术费
用高昂、并发症
多 ,  肝移植治疗
L C 尚无法普及 . 
因此探寻新的、
有效的防治LC的
方法在临床上变
得越发迫切.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of small interfering 
RNA (siRNA)-mediated down-regulation 
of receptor for advanced glycation end 
products (RAGE) on the expression of matrix 
metalloproteinase-1 (MMP-1) and tissue inhibitor 
of metalloproteinase-1 (TIMP-1) in primary rat 
hepatic stellate cells (HSCs) and hepatic fibrosis 
(HF). 

METHODS: In in vitro experiment, primary rat 
HSCs were cultured and isolated. The pAKD-
GR126 vector carrying siRNA targeting RAGE 
was constructed and transfected to primary 
rat HSCs. Blank cells and cells transfected with 
unspecific siRNA vector pAKD-NC were used 
as controls. In in vivo experiment, liver fibrosis 
was induced in SD rats with CCl4. pAKD-GR126 
was transfected to liver fibrosis rats at different 
doses via the tail vein. A blank group, a liver 
fibrosis model group and an unspecific siRNA 
vector pAKD-NC-transfected group were used 
as controls. Real-time PCR and Western blot 
were used to detect the expression of RAGE, 
MMP-1 and TIMP-1. The histological changes 
of the liver were observed by HE and Masson 
staining methods. 

RESULTS: The mRNA and protein expression 
of RAGE and TIMP-1 in pAKD-GR126-
transfected primary HSCs was significantly 
lower than that in the blank group and 
unspecific siRNA vector pAKD-NC-transfected 
group (P < 0.05 for all). However, the level of 
MMP-1 in pAKD-GR126-transfected primary 
HSCs was significantly higher than that in 
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■研发前沿
近 年 来 随 着 人
们 对 肝 纤 维 化
(hepatic fibrosis, 
HF)发生发展机
制 研 究 的 进 展 , 
基因治疗及逆转
H F 以 达 到 防 治
LC成为目前研究
HF的热点话题 , 
寻找高效、特异
的靶向基因与载
体系统是目前基
因治疗HF需要解
决的首要问题.

the blank group and pAKD-NC-transfected 
group (P < 0.05 for all). In vivo, the mRNA and 
protein expression of RAGE and TIMP-1 was 
significantly lower and that of MMP-1 was 
significantly higher in the low-, medium-, and 
high-dose RAGE siRNA groups than in the liver 
fibrosis model group (P < 0.05 for all). Compared 
with the liver fibrosis model group, liver fibrosis 
was significantly milder in the low-, medium-, 
and high-dose RAGE siRNA groups, especially 
the high-dose group. 

CONCLUSION: RAGE specific siRNA could 
decrease the expression of RAGE and TIMP-1, 
increase the expression of MMP-1 in primary 
rat HSCs and HF rats, and reduce the degree 
of rat hepatic fibrosis. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨晚期糖基化终产物受体(receptor for 
advanced glycation end products, RAGE)特异性
小干扰RNA(small interfering RNA, siRNA)对原
代大鼠肝星状细胞(hepatic stellate cells, HSCs)
和肝纤维化(hepatic fibrosis, HF)大鼠肝脏基
质金属蛋白酶-1(matrix metalloproteinase-1, 
MMP-1)及金属蛋白酶组织抑制因子-1(tissue 
inhibitor of metalloproteinase-1, TIMP-1)表达的
影响. 

方法: 分离培养原代大鼠HSCs, 将RAGE特
异性siRNA表达载体pAKD-GR126转染入
原代大鼠HSCs, 以空白组和转染非特异性
siRNA表达载体pAKD-NC组为对照, 分别
应用实时荧光定量PCR和Western blot检测
各组原代大鼠HSCs中RAGE、MMP-1和
TIMP-1的mRNA及蛋白的表达; 制备CCl4

诱导的H F大鼠模型 ,  将不同治疗剂量的
pAKD-GR126经尾静脉导入成模后大鼠, 以

正常对照组(NC组)、模型组(FM组)和非特
异性siRNA表达载体pAKD-NC组(NS组)为
对照, 分别应用PCR和Western blot检测各组
大鼠肝组织中RAGE、MMP-1和TIMP-1的
mRNA及蛋白的表达. 常规HE及Masson胶原
染色, 光镜下观察, 比较各组肝组织形态学
改变. 

结果: 转染pAKD-GR126的原代HSCs中, 
R A G E和T I M P-1的m R N A和蛋白的表达
显著低于空白对照组和p A K D-N C组(均
P <0.05), M M P-1的m R N A和蛋白的表达
显著高于空白对照组和p A K D-N C组(均
P <0.05). 动物试验中, 与FM组相比, pAKD-
GR126小剂量治疗组(LT组)、中剂量治疗
组(MT组)、高剂量治疗组(HT组)的RAGE
和TIMP-1的mRNA和蛋白表达均有不同程
度的降低(均P <0.05), MMP-1的mRNA和蛋
白表达均有不同程度的增加(均P <0.05), 且
与pAKD-GR126呈剂量依赖关系. 光镜下观
察, LT组、MT组和HT组纤维化程度较FM
组和NS组相比, 均有不同程度的减轻, 且以
HT组减轻最明显. 

结论: RAGE特异性siRNA在原代大鼠HSCs
和HF大鼠体内均能抑制RAGE和TIMP-1的
表达, 并促进MMP-1的表达, 使大鼠肝脏HF
的程度减轻. 

© 2015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: 近年来, 随着对肝纤维化(hepa t i c 
fibrosis, HF)发生的分子机制有了进一步的认识, 
基因治疗HF已成为可能. 我们的研究从细胞和

组织水平初探晚期糖基化终产物受体(receptor 
for advanced glycation end products, RAGE)、
基质金属蛋白酶-1(matrix metalloproteinase-1, 
MMP-1)、金属蛋白酶组织抑制因子-1(t issue 
inhibitor of metalloproteinase-1, TIMP-1)三者之间

的相互作用, 通过封闭RAGE基因的表达可影响

TIMP-1和MMP-1的表达, 显著改善大鼠肝脏的

HF程度, 为临床治疗HF提供了新的思路.
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■相关报道
已 有 研 究 证 实
晚 期 糖 基 化 终
产物 ( advanced 
g l y c a t i o n  e n d 
products, AGEs)/
晚期糖基化终产
物受体(receptor 
f o r  a d v a n c e d 
g l y c a t i o n  e n d 
products, RAGE)
在肺脏、肾脏、
心 脏 等 器 官 的
纤 维 化 过 程 中
起 重 要 作 用 ; 
Fehrenbach等研
究发现 ,  R A G E 
mRNA只有在大
鼠肝脏中的肝星
状细胞 (hepa t ic 
s t e l l a t e  c e l l s , 
HSCs)和MFs中
特异性表达 .  夏
金荣等前期的研
究也证实在活化
的 H S C s 和 大 鼠
HF肝脏有RAGE
的高表达.

0  引言

晚期糖基化终产物(advanced glycation end 
p r o d u c t s ,  A G E s)是蛋白质、脂质或核酸

等大分子经复杂的多步骤反应所生成的

一组稳定共价加合物 .  晚期糖基化终产物

受体(receptor for advanced glycation end 
products, RAGE)作为受体与其结合在细胞

表面 ,  可引起一系列复杂的病理改变 ,  如糖

尿病、肾间质纤维化、动脉粥样硬化等 [1]. 
已有研究[2-5]证实, AGEs/RAGE在肺脏、肾

脏、心脏等器官的纤维化过程中起重要作

用. 夏金荣等[6,7]、Cai等[8]证实在活化的肝星

状细胞(hepatic stellate cells, HSCs)和大鼠肝

纤维化(hepatic fibrosis, HF)肝脏有RAGE的高

表达, RAGE特异性小干扰RNA表达载体可

使原代大鼠H S C s细胞以及纤维化大鼠肝脏

RAGE蛋白的表达显著下降, 同时能抑制层黏

连蛋白(laminin, LN)、Ⅲ型前胶原(procollagen 
type Ⅲ, PⅢNP)、透明质酸(hyaluronic acid, 
HA)、α-平滑肌肌动蛋白(α-smooth muscle 
actin, α-SMA)、核因子κB(nuclear factor κB, 
NF-κB)及Ⅰ型胶原mRNA和蛋白质的表达, 
从而使Sprague-Dawley(SD)大鼠肝脏HF程度

明显减轻. 陈婷婷[9]研究证实, 应用RAGE特
异性小干扰RNA亦可抑制原代大鼠HSCs中
致纤维化因子β1转化生长因子(transforming 
growth factor β1, TGF-β1)和结缔组织生长因

子(connective tissue growth factor, CTGF)的
表达. 但迄今为止, RAGE在原代大鼠HSCs
和SD大鼠体内对HF形成影响的研究仍较少, 
本研究通过RAGE特异性s iRNA在原代大鼠

HSCs和HF大鼠肝脏内对RAGE、基质金属蛋白

酶-1(matrix metalloproteinase-1, MMP-1)及金

属蛋白酶组织抑制因子-1(tissue inhibitor of 
metalloproteinase-1, TIMP-1)基因和蛋白表达

活性的影响及其三者的相关性作一探讨, 以
期为HF的预防和治疗提供新靶点. 

1  材料和方法

1.1 材料 选用8周龄健康♂SD大鼠108只, 体质

量250-300 g, 清洁级, 购自南京医科大学实验

动物中心; Ⅳ型胶原酶、链霉蛋白酶(Pronase 
E)、Nycodenz购自美国Sigma公司; RAGE特
异性siRNA腺相关病毒重组表达载体pAKD-

GR126和非特异性siRNA腺相关病毒重组表

达载体pAKD-NC由华东理工大学药学院制药

工程和化学研究中心提供. RAGE、MMP-1、
TIMP-1基因引物由上海生物工程有限公司合

成, 具体序列如表1; TRIzol试剂购自Invitrogen
美国公司; cDNA第一链合成试剂盒、Taq酶购

自立陶宛Fermentas公司; Agarose购自西班牙

Biowes公司; MMP-1、TIMP-1、RAGE蛋白抗

体均购自Abcam公司; CCl4为上海长江化工厂

产品. 
1.2 方法

1.2.1 细胞实验分组和干预: 将培养5 d的原代

HSCs随机分为空白组、pAKD-GR126组和

pAKD-NC组, 3组均给予AGE-BSA 200 mg/L
刺激后, pAKD-GR126组和pAKD-NC组再

分给予RAGE特异性siRNA表达载体pAKD-
GR126和非特异性siRNA表达载体pAKD-NC
感染48 h. 
1.2.2 动物模型分组及干预处理: 8周龄♂SD大

鼠108只, 随机分成正常对照组(NC组)18只、

HF模型组90只. 正常对照组以2 mL/kg体质量

精制橄榄油腹腔注射, 2次/wk, 共6 wk; HF模型

组用2 mL/kg体质量50%的CCl4(CCl4与橄榄油

按1∶1比例混合)腹腔注射, 2次/wk, 共6 wk. 将
成模后大鼠随机分为模型组(FM组)、pAKD-
GR126小剂量治疗组(LT组)、中剂量治疗组

(MT组)、高剂量治疗组(HT组)和pAKD-NC组
(NS组), 每组各18只, 将NC组做空白对照. LT
组、MT组、HT组及NS组分别经尾静脉单次

注射6×1010、3×1011、1×1012particle的重组

病毒pAKD-GR126和1×1012particle的重组病

毒pAKD-NC, 2次/wk, 共6 wk, FM组不予特殊

干预. 各组分别于末次尾静脉注射3 d后处死, 
留取肝组织标本待测. 
1.2.3 实时荧光定量PCR检测各组原代HSCs及
肝组织标本中RAGE、MMP-1及TIMP-1的表

达: 按TRIzol说明书分别提取各组细胞总RNA, 
检测各组RNA的浓度、纯度, 重复操作3次取平

均值. 逆转录合成用于PCR的cDNA. 扩增反应

条件: 94 ℃预变性2 min, 然后94 ℃变性45 s、
54 ℃或58 ℃退火45 s、72 ℃延伸45 s进行35
个循环扩增, 再以72 ℃延伸7 min. 采用比较Ct
法相对定量计算. 
1.2.4 Western blot检测各组原代HSCs及肝组织

标本中RAGE和MMP-1及TIMP-1蛋白的表达: 
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■创新盘点
本 文 以 A G E s /
RAGE为切入点, 
从体外到体内实
验沉默RAGE 基
因的表达 ,  通过
检测相关致纤维
化 因 子 金 属 蛋
白酶组织抑制因
子-1(tissue inhibitor of 
metalloproteinase-1, 
TIMP-1)与抑制纤
维化因子基质金
属蛋白酶-1(matrix 
metalloproteinase-1, 
MMP-1)的水平, 
观察组织形态学
的改变, 来探寻沉
默RAGE 基因对
HF的治疗作用 , 
以期为临床防治
LC提供新的手段.

分别提取大鼠原代HSCs和肝脏组织中的蛋白, 
用BCA法测定样品蛋白浓度. 制备10%分离胶

和5%浓缩胶后上样, 采用SDS-PAGE凝胶电泳

分析, 待溴酚蓝到达底部时停止电泳, 转膜(75 
V 120 min)5%脱脂牛奶封闭1 h, 加入RAGE、
MMP-1、TIMP-1一抗孵育, 4 ℃过夜. 第2天
用TBST清洗膜6次×10 min, 加入相应的二抗, 
室温孵育1 h, 用TBST清洗6次×10 min, 加上

millipore显影液后用电子发光仪采集信号. 
1.2.5 肝脏炎症活动度分级及纤维化程度分期: 
取各组第12周处死大鼠新鲜肝脏组织, 由东南

大学附属中大医院病理科医生协助制作快速

冰冻切片, 标本以4%多聚甲醛固定, 石蜡包埋

和切片, 常规HE及Masson胶原染色, 由两名病

理科医生在双盲情况下阅片, 观察各组肝脏炎

形态学改变. 
统计学处理 使用SPSS18.0统计分析软件

进行统计学分析, 实验数据均用mean±SD表

示, 多组间比较采用单因素方差分析, 两两比

较采用SNK-q法, 按等级分组的资料采用秩和

检验, 以P <0.05表示差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 特异性s i R N A对原代H S C s中R A G E、
MMP-1和TIMP-1的mRNA及蛋白表达的影响 
在转染RAGE特异性siRNA表达载体pAKD-
GR126的原代HSCs中, 其RAGE、TIMP-1的
mRNA表达显著低于空白组和pAKD-NC组(均
P <0.05); MMP-1 mRNA的表达显著高于空白

组和pAKD-NC组(均P <0.05), 差异均有统计

学意义. 而空白组与pAKD-NC组间RAGE、
MMP-1和TIMP-1的表达差异均无统计学意

义(均P >0.05). 结果表明pAKD-GR126表达

的RAGE特异性siRNA在原代HCSs中能有效

抑制RAGE、TIMP-1的mRNA表达, 而促进

MMP-1的mRNA表达(表2, 图1).  
Western blot结果显示, pAKD-GR126组

RAGE、TIMP-1和MMP-1蛋白的表达水平

显著低于空白组和pAKD-NC组(均P <0.05), 
差异均有统计学意义. 而空白组与pAKD-NC
组间RAGE、MMP-1和TIMP-1蛋白的表达

(均P >0.05), 差异均无统计学意义, 结果表明

pAKD-GR126表达的RAGE特异性siRNA在

表  1  PCR引物序列

     
引物 引物序列 扩增长度(bp)

RAGE F: 5'-CCTCTGATTCCTGATGGCAA-3' 158

R: 5'-CTCCTACTCATGCCCTACCT-3'
MMP-1 F: 5'-TTCAGCCAGGCCCAGGTA-3' 100

R: 5'-TGAGCAGCCACACGATACAAGT-3'
TIMP-1 F: 5'-GAGAAGGGCTACCAGAGCGA-3'   82

R: 5'-TCGAGACCCCAAGGTATTGC-3'
GAPDH F: 5'-GATGCTGGTGCTGAGTATGRCG-3' 200

R: 5'-GTGGTGCAGGATGCATTGCTCTGA-3'

RAGE: 晚期糖基化终产物受体; MMP-1: 基质金属蛋白酶-1; TIMP-1: 金属蛋白酶组织

抑制因子-1.

     

表  2  特异性siRNA对原代HSCs中RAGE、MMP-1、TIMP-1 mRNA表达的影响
(2-ΔΔCt) (n  = 3)

分组
指标

RAGE TIMP-1 MMP-1

空白组  1.10±0.16a  1.04±0.08a  1.04±0.10a

pAKD-GR126组 0.74±0.11 0.54±0.28 1.45±0.08

pAKD-NC组  1.06±0.07a  1.01±0.10a  0.99±0.17a

aP<0.05 vs  pAKD-GR126组. siRNA: 小干扰RNA; HSCs: 肝星状细胞; RAGE: 晚期糖基化

终产物受体; MMP-1: 基质金属蛋白酶-1; TIMP-1: 金属蛋白酶组织抑制因子-1.
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■应用要点
本文从体外到体
内 研 究 结 果 均
表明 ,  通过介导
RAGE 基因的沉
默能有效地抑制
致 纤 维 化 细 胞
因 子 T I M P - 1 的
表达 ,  增加抗纤
维 化 细 胞 因 子
MMP-1的表达 , 
显著改善纤维化
大鼠的炎症程度
和 纤 维 化 分 期 , 
有望为抗HF治疗
提供新的靶点.

原代HCSs中能有效地抑制RAGE、TIMP-1蛋
白的表达, 从而促进MMP-1蛋白的表达(表3, 
图2).  
2.2 特异性siRNA对HF大鼠肝脏中MMP-1和

TIMP-1的mRNA及蛋白表达的影响 与NC组

比较, FM组的RAGE、TIMP-1的mRNA表

达显著增多(均P <0.05), MMP-1的mRNA表

达显著减少(均P <0.05), 提示HF大鼠肝脏中

RAGE、TIMP-1合成增多, 而MMP-1的合成

受到抑制而减少; 应用RAGE特异性s iRNA
治疗6 wk后, LT组、MT组、HT组大鼠肝组

织R A G E和T I M P-1 m R N A表达较F M组均

有不同程度的降低, 以HT组降低最明显; 而
MMP-1 mRNA的表达均不同程度的增高, 其
中HT组升高最明显. LT组、MT组、HT组之

间, 比较应用RAGE特异性s iRNA治疗后的

MMP-1和TIMP-1 mRNA水平的差异, 结果LT
组与MT组的TIMP-1和MMP-1(P  = 0.094、
0.123), MT组与HT组的MMP-1(P  = 0.203)的
治疗后水平差异无统计学意义; LT组与HT组
的MMP-1和TIMP-1的治疗后水平差异有统计

学意义(P <0.01); NS组与FM组比较, RAGE、
MMP-1、TIMP-1 mRNA表达水平差异无统

计学意义(均P >0.05). 结果表明, RAGE特异性

siRNA能剂量依赖性地有效抑制HF大鼠体内

RAGE和TIMP-1基因的表达, 促进MMP-1基
因的表达(表4, 图3). 

Western blot结果显示, FM组的RAGE、
T I M P - 1 蛋白表达较 N C 组明显增多 ( 均
P <0.05), 而MMP-1的蛋白表达较NC组明显

减少(均P <0.05), 与P C R结果一致 ,  均提示

大鼠肝脏发生纤维化后中R A G E、T I M P-1
合成增多, M M P-1的合成受T I M P-1的抑制

而减少; 应用RAGE特异性s iRNA治疗6 wk

空白组
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pAKD-NC组
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图  1  特异性siRNA对原代HSCs RAGE、MMP-1、TIMP-1 
mRNA表达的影响. aP<0.05 vs  pAKD-GR126组. siRNA: 小

干扰RNA; HSCs: 肝星状细胞; RAGE: 晚期糖基化终产物

受体; MMP-1: 基质金属蛋白酶-1; TIMP-1: 金属蛋白酶

组织抑制因子-1.
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图  2  pAKD-GR126影响原代HSCs RAGE、MMP-1、
TIMP-1蛋白的表达. A: Western blot图; B: 蛋白相对表达

量图. aP <0.05 vs  pAKD-GR126组. siRNA: 小干扰RNA; 

HSCs: 肝星状细胞; RAGE: 晚期糖基化终产物受体; 

MMP-1: 基质金属蛋白酶-1; TIMP-1: 金属蛋白酶组织抑

制因子-1.
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图  3  特异性siRNA对HF大鼠肝脏中RAGE、MMP-1、
TIMP-1 mRNA表达的影响. aP<0.05 vs  NC组; cP<0.05 vs  FM

组. FM: 模型组; NS: pAKD-NC组; LT: 小剂量治疗组; 

MT: 中剂量治疗组; HT: 大剂量治疗组; NC: 空白对照组. 

siRNA: 小干扰RNA; HF: 肝纤维化; RAGE: 晚期糖基化终

产物受体; MMP-1: 基质金属蛋白酶-1; TIMP-1: 金属蛋

白酶组织抑制因子-1.
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■名词解释
RAGE:  是细胞
膜分子免疫球蛋
白超家族的新成
员, RAGE作为信
号转导受体介导
A G E s结合在细
胞表面 ,  可引起
广泛的病理作用
和各种疾病 ,  如
糖尿病、肾小球
硬化、肾间质纤
维化、炎症、神
经性变性或多发
性神经病变、动
脉粥样硬化和老
化等; 
MMP-1: 在肝内主
要由活化的HSCs
以酶原形式分泌, 
主要降解ECM中
的Ⅰ、Ⅲ型胶原, 
其活性可被相应
TIMPs所抑制; 
TIMP-1: 主要由
活化的HSCs分泌, 
能抑制几乎所有
MMPs的活性, 尤
其是MMP-1、2、
9, 同时TIMP-1可
抑制HSCs的凋亡, 
与肝脏炎症和纤
维化密切相关.

后, LT组、MT组、HT组大鼠肝组织RAGE
和TIMP-1蛋白的表达较FM组均有不同程度

的降低(均P <0.05), 而MMP-1蛋白的表达均

不同程度的增高(均P <0.05), 提示应用RAGE
特异性siRNA封闭RAGE的表达后, 可以抑制

TIMP-1的合成, 从而提高HF大鼠肝脏MMP-1
的水平 .  LT组、M T组、H T组之间比较应

用R A G E特异性s i R N A治疗后的M M P-1和
TIMP-1蛋白水平的差异, 结果除LT组与MT组
的MMP-1以外(P  = 0.227), 其余各组MMP-1
和T I M P-1的治疗后水平均有差异(P <0.05), 
其中 L T 组与 H T 组间差异有统计学意义

(P <0.01). 结果同样说明RAGE特异性siRNA
能剂量依赖性地有效抑制HF大鼠体内TIMP-1
基因的表达, 促进MMP-1基因的表达. NS组与

FM组比较, RAGE、MMP-1、TIMP-1蛋白的

表达水平差异无统计学意义(均P >0.05)(表5, 
图4).  

2.3 特异性siRNA对HF大鼠肝脏炎症活动度及

纤维化程度的影响 肝组织切片经HE和Masson
染色, 光镜下观察FM组及NS组大鼠肝脏标本

可见正常肝小叶结构消失伴假小叶形成, 肝内

结缔组织增生明显, 汇管区、包浆内可见大量

炎症细胞浸润. 经Scheuer改良评分系统对各组

大鼠肝脏炎症活动度分级和纤维化程度分期

结果显示, 与FM组和NS组相比, 各治疗组肝脏

炎症活动度及纤维化程度均有明显减轻(χ 2 = 
29.642, 30.710, 均P <0.01), 且以HT组减轻最明

     

表  4  特异性siRNA对HF大鼠肝脏中RAGE、MMP-1、
TIMP-1 mRNA表达的影响(2-ΔΔCt) (n  = 3)

分组
指 标

RAGE TIMP-1 MMP-1

FM组  1.02±0.11a  1.07±0.04a  1.03±0.13a

NS组  1.05±0.16a  1.08±0.08a  1.08±0.05a

LT组   0.64±0.05ac   0.66±0.22ac   1.67±0.18ac

MT组   0.48±0.13ac   0.48±0.07ac   2.01±0.19ac

HT组  0.29±0.05c  0.35±0.14c   2.51±0.47ac

NC组 0.19±0.03 0.25±0.08 3.23±0.24

aP<0.05 vs NC组; cP<0.05 vs FM组. FM: 模型组; NS: pAKD-

NC组; LT: 小剂量治疗组; MT: 中剂量治疗组; HT: 大剂量治

疗组; NC: 空白对照组. siRNA: 小干扰RNA; HF: 肝纤维化; 

RAGE: 晚期糖基化终产物受体; MMP-1: 基质金属蛋白酶-1; 

TIMP-1: 金属蛋白酶组织抑制因子-1.

表  3  特异性siRNA对原代HSCs RAGE、MMP-1、TIMP-1蛋白相对表达灰度的统
计(GAPDH) (n  = 3)

     

分组
指标

RAGE TIMP-1 MMP-1

空白组  1.03±0.08a  1.06±0.10a  1.07±0.05a

pAKD-GR126组 0.24±0.05 0.36±0.14 2.33±0.23

pAKD-NC组  1.02±0.14a  1.05±0.09a  1.08±0.13a

aP<0.05 vs  pAKD-GR126组. siRNA: 小干扰RNA; HSCs: 肝星状细胞; RAGE: 晚期糖基化

终产物受体; MMP-1: 基质金属蛋白酶-1; TIMP-1: 金属蛋白酶组织抑制因子-1.
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图  4  特异性siRNA对HF大鼠肝脏组织RAGE、MMP-1、
TIMP-1蛋白表达的影响. A: Western blot图; B: 蛋白相对

表达量图. aP<0.05 vs  NC组; cP<0.05 vs  FM组. FM: 模型

组; NS: pAKD-NC组; LT: 小剂量治疗组; MT: 中剂量治

疗组; HT: 大剂量治疗组; NC: 空白对照组. siRNA: 小干

扰RNA; HF: 肝纤维化; RAGE: 晚期糖基化终产物受体; 

MMP-1: 基质金属蛋白酶-1; TIMP-1: 金属蛋白酶组织

抑制因子-1.
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显. NC组肝脏组织中未见纤维增生及炎性细

胞(表6, 图5). 

3  讨论   

肝硬化(cirrhosis of liver, LC)目前已成为危

害人类健康的常见病、多发病, HF是各种慢

性肝病向L C进展的必经阶段. 由于L C一旦

发生则无法逆转, 而H F可逆转 [10-12], 因此寻

找新的治疗手段和途径来阻断H F, 防治L C
已成为临床上的热门话题. 目前公认HF发生

的中心环节是HSCs的激活, 从而合成和分泌

大量细胞外基质(extracellular matrix, ECM), 
同时多种炎症因子及T I M P-1表达增加维持

其增殖状态 ,  导致E C M在肝脏内过度沉积 , 
这是H F的主要病理改变 [13-15].  E C M的降解

依赖多种酶参与 ,  基质金属蛋白酶(m a t r i x 
metalloproteinases, MMPs)和其特异性抑制

剂金属蛋白酶组织抑制因子(tissue inhibitor 

■同行评价
本 研 究 通 过
RAGE特异性小
干扰siRNA在原
代HSCs和HF大
鼠 肝 脏 中 沉 默
RAGE基因, 结果
表明在体外细胞
和体内肝组织中
RAGE 和TIMP-1
基 因 和 蛋 白 表
达 均 明 显 降 低 , 
MMP-1 基因和蛋
白的表达明显增
加 ,  使大鼠肝脏
HF的程度明显减
轻 ,  且存在剂量
依赖, 为HF临床
治疗提供了新的
思路.

A B C

D E F

G H I

J K L

图  5  特异性siRNA对HF大鼠肝脏组织学和纤维化程度的影响. A, G: 模型组(FM组); B, H: pAKD-NC组(NS组); C, I: 小

剂量治疗组(LT组); D, J: 中剂量治疗组(MT组); E, K: 大剂量治疗组(HT组); F, L: 正常对照组(NC组). A-F为HE染色(代

表性图片×40); G-L为Masson染色(代表性图片×100). siRNA: 小干扰RNA; HF: 肝纤维化.
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表  5  特异性siRNA对HF大鼠肝脏组织RAGE、MMP-1、
TIMP-1蛋白相对表达灰度的统计(GAPDH) (n  = 3)

分组
指 标

RAGE TIMP-1 MMP-1

FM组  1.06±0.04a  1.03±0.08a  1.09±0.12a

NS组  1.05±0.15a  1.09±0.18a  1.04±0.09a

LT组   0.75±0.08ac   0.72±0.17ac   1.82±0.14ac

MT组   0.48±0.12ac   0.59±0.08ac   2.46±0.35ac

HT组   0.36±0.21ac   0.35±0.13ac  3.10±0.13c

NC组 0.12±0.04 0.25±0.05 3.82±0.62

aP<0.05 vs NC组; cP<0.05 vs FM组. FM: 模型组; NS: pAKD-

NC组; LT: 小剂量治疗组; MT: 中剂量治疗组; HT: 大剂量治

疗组; NC: 空白对照组. siRNA: 小干扰RNA; HF: 肝纤维化; 

RAGE: 晚期糖基化终产物受体; MMP-1: 基质金属蛋白酶-1; 

TIMP-1: 金属蛋白酶组织抑制因子-1.
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of metalloproteinase, TIMPs)是一组重要酶系, 
其中M M P-1主要参与对Ⅰ、Ⅲ型胶原的降

解, 而TIMP-1的过度表达可抑制包括MMP-1
在内的多种MMPs对ECM的降解[16,17], 最终

造成E C M在肝内合成分泌过多, 降解减少而

形成HF[18,19]. Zhang等[20]应用ELISA法对60例慢

性乙型病毒性肝炎患者和20例健康献血者

的M M P-1和T I M P-1的检测结果发现, 慢性

乙型病毒肝炎患者血清中T I M P-1的浓度及

TIMP-1的mRNA水平显著高于正常献血者, 
且TIMP-1/MMP-1及TIMP-1 mRNA/MMP-1 
m R N A的比例亦显著高于正常献血者; N i e
等[21]研究发现, 正常大鼠仅有极少量TIMP-1
和TIMP-2表达, 而HF程度越严重, TIMP-1和
TIMP-2表达越活跃. 故TIMP-1的表达过多而

MMP-1表达相对不足是HF进展的重要“助

推剂”. 因此越来越多的学者认为TIMP-1及
TIMP-1 mRNA/MMP-1 mRNA的比例可作为

HF诊断的较好指标[22,23].     
RAGE作为信号转导受体介导AGEs结合

在细胞表面, 可引起众多复杂的病理作用, 已
有研究证实AGEs/RAGE在HF发生过程中具

有促进HSCs的增殖和活化作用[24-26]. 我们认为

AGEs/RAGE激活HSCs后, 通过上调多种炎症

因子及TIMP-1的表达, 抑制MMP-1的表达, 使
ECM产生增多, 降解受阻, 造成其在肝内过多

积聚, 最终由HF发展为LC. 本研究从细胞及

动物实验获得的结果均显示, 通过应用RAGE
特异性小干扰siRNA在原代HSCs及纤维化大

鼠肝脏沉默RAGE基因, 可明显抑制HSCs的
激活和TIMP-1的分泌, 增加MMP-1的表达, 促
进ECM的降解, 最终使得大鼠肝脏纤维化程

度减轻. 通过用不同治疗剂量的RAGE特异性

小干扰siRNA pAKD-GR126对HF大鼠进行干

预, 结果显示随着pAKD-GR126治疗量的增

加, 对RAGE表达的抑制作用越明显, 大鼠肝脏

的炎症程度和HF分期减轻越明显. 结果表明, 
RAGE特异性小干扰siRNA pAKD-GR126可通

过介导RAGE基因的沉默有效地抑制HSCs的
激活和致纤维化细胞因子TIMP-1的表达, 增加

抗纤维化细胞因子MMP-1的表达, 显著改善纤

维化大鼠的炎症程度和纤维化分期, 可为抗HF
治疗提供新的靶点. 

近年来, 随着对HF发生的分子机制有了

进一步的认识, 基因治疗HF已成为可能[27-29]. 
RNA干扰是一项新近发展的技术, 可通过靶向

性阻断目的基因的复制和表达以达到治疗的

目的, 具有高效、快速、针对性强等优点[30,31]. 
我们的研究从细胞和组织水平对R A G E、

MMP-1、TIMP-1三者之间的相互作用做了初

步的探索, 通过封闭RAGE基因的表达可影响

TIMP-1和MMP-1的表达, 显著改善大鼠肝脏

的HF程度. 在临床防治HF的实践中, 能否通过

合成一种RAGE拮抗剂, 抑制RAGE表达而减

少对HSCs的激活, 降低TIMP-1的表达, 促进

MMP-1的表达来治疗或延缓HF的进展, 尚需

做进一步研究. 
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表  6  特异性siRNA对HF大鼠肝脏炎症活动度分级及纤维化程度的影响
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