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■背景资料
随着人们生活方
式和饮食结构的
改变, 我国酒精性
肝病的发病率逐
渐升高 .  据报道 , 
酗酒者可发展为
脂肪肝、肝纤维
化, 严重的可发展
为肝硬化. 肝硬化
的前期改变是肝
组织胶原纤维增
多导致肝纤维化, 
而肝纤维化早期
是可逆过程, 因此
肝组织胶原纤维
的变化可作为研
究治疗肝脏病变
的重点.
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Abstract
AIM: To observe the change of collagen fibers 
in the development of alcohol induced liver 
injury in mice, and investigate the relationship 
between the change of collage fibers and the 
stage of alcoholic liver injury. 

M E T H O D S : F o r t y B A L B / c m i c e w e r e 
randomly divided into two groups: a normal 
group (n = 3) and a model group (n = 37). 
Mice of the normal group were sacrificed after 
adapting the environment for one week, and 
all the mice of the model group were given 
0.15 mL/10 kg Red Star Erguotou (56 degrees) 
daily by gavage for 4 weeks. Each three mice 
were sacrificed at 1, 2, 3, and 4 weeks after 
alcohol administration (n = 37). Sirius red 
staining was used to observe collagen fibers 
in the liver tissue. Western blot was used to 
detect liver proliferation cell nuclear antigen 
(PCNA) protein expression. Image-ProPlus6.0 
software was used to analyze the integral 
optical density (IOD) of the samples, and 
the gray levels of target protein bands were 
measured with Gel Pro4.0 software. ANOVE 
and nonparametric rank sum test were used to 
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■研发前沿
酒精性肝损伤的
发病机制、疾病
转归与疾病治疗
是当前酒精性肝
损伤的研究热点,
但酒精性肝损伤
后肝细胞应激反
应与修复过程机
制尚待研究.

analyze the significance of the data.

RESULTS: The contents of collagen fibers 
increased significantly at 1 and 2 weeks 
(852.21 ± 10.65 vs 345.24 ± 65.94, 1054.15 ± 10.80 
vs 852.21 ± 10.65, P < 0.01), peaked at 2 weeks, 
and then decreased at 3 and 4 weeks (588.75 ± 
17.18 vs 1054.15 ± 0.80, 559.40 ± 14.17, P < 0.01). 
The content of PCNA protein in the liver 
tissue of mice decreased significantly in the 
first two weeks, reached the minimum value 
at 2 weeks, and then increased at 3 and 4 
weeks (P < 0.05).

CONCLUSION: In the process of alcohol 
induced liver injury in mice, the content of 
collagen fibers in the liver increases first and 
then decreases, and the expression of PCNA 
shows significant dynamic changes. The changes 
may be closely related to the mechanism of liver 
injury. 

© 2016 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探究胶原纤维在酒精性肝损伤发展过
程中各个阶段的变化规律及其与酒精性肝
损伤的关系. 

方法: 饲养清洁健康BALB/c♂小鼠40只, 
随机分为对照组(n  = 3)与模型组(n  = 37). 
将对照组3只小鼠处死, 取肝; 模型组小鼠
每日给予0.15 mL/10 kg 56°红星二锅头白
酒灌胃, 持续4 w k, 于开始灌胃后1、2、
3、4 wk各取3只小鼠进行肝脏取材. 天狼
星红染色法观察小鼠肝组织胶原纤维病理
变化情况, 蛋白印迹法检测小鼠肝脏增殖细
胞核抗原(proliferating cell nuclear antigen, 
PCNA)蛋白表达及变化趋势. 运用Image-
ProPlus6.0对病理切片样本进行积分光密度
(IOD)定量分析, Gel Pro4.0软件对目标蛋白
条带灰度值进行测定. 运用SPSS16.0对数
据进行处理, 用ANOVE法和非参数秩和检

验法进行显著性分析. 

结果: 第1、2周组小鼠肝组织胶原纤维含量
持续显著增高(852.21±10.65 vs 345.24±65.94, 
1054.15±10.80 vs  852.21±10.65, P<0.01), 第
2周达到最高, 随后第3、4周小鼠肝组织胶原
纤维含量依次降低(588.75±17.18 vs 1054.15±
10.80, 559.40±14.17, P <0.01); 小鼠肝组织
中PCNA蛋白含量前2 wk明显下降, 第2周时
达到最小值, 第3周较第2周增加显著, 差异
有统计学意义(P <0.05). 第4周与第3周变化
无明显差异.

结论: 在酒精诱导小鼠肝脏损伤的过程中, 肝
脏胶原纤维的变化规律是先增加后减少, 变
化明显; PCNA的表达出现显著动态变化, 二
者均可能与肝脏的损伤修复机制密切相关. 

© 2016年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 酒精性肝损伤; 胶原纤维; 增殖细胞核抗

原; 小鼠

核心提示: 酒精性肝损伤过程中肝组织胶原纤

维的变化与肝细胞的凋亡与增殖有密切关系. 
实验通过酒精诱导的肝脏损伤模型, 观察得出

胶原纤维含量先增加后减少的规律与肝脏的损

伤修复密切相关, 对今后研究胶原纤维与酒精

性肝损伤之间的关系有一定理论意义.

姜雅坤, 李三强, 卢华杰, 尚付梅, 李倩倩, 侯松林, 白晓洁, 潘

勇阳. 胶原纤维在小鼠酒精性肝损伤过程中的表达变化.  世

界华人消化杂志  2016; 24(5): 731-736  URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/24/731.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v24.i5.731

0  引言 

中国是肝病大国, 最近10年以来, 过量饮酒已

经发展成严重的公共问题. 大量乙醇在人体中

主要在肝脏进行代谢, 因此, 肝脏也成为酒精

性肝病普遍的受累器官. 据统计, 中国酒民中

酒精性肝损伤(酒精肝、脂肪肝、肝硬化等)
的发病率约为20%[1]. 酗酒人数不断攀升, 慢性

酒精性肝病(alcoho1ic liver disease, ALD)发病

率逐年升高[2]. 大量研究表明酒精性肝病在发

展过程中, 胶原纤维的合成主要与肝星状细胞

(hepatic stellate cell, HSC)的活化增殖有关. 而
HSC的活化主要由于乙醇和代谢产物乙醛改

变了机体的氧化还原反应状态, 活化库普弗细

■相关报道
叶伟东等在肝纤
维 化 大 鼠 肝 脏
Bcl-2、Bax、增
殖细胞核抗原的
表达及重组转化
生长因子β1疫苗
对其表达的影响
一文中提出“肝
细胞凋亡是促进
肝纤维化的可能
机制之一”为本
实验结果讨论提
供 了 理 论 依 据 , 
也为进一步的研
究打下基础.
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胞, 释放细胞因子造成的[3]. 正常肝组织中胶

原纤维的生成和降解是一种动态平衡. 胶原纤

维增多是由于平衡被打破, 生产量增长剧烈而

降解严重不足造成的[4]. 但现阶段研究对胶原

纤维的产生及降解具体机制不完善, 为了更好

的模拟临床酒精性肝损伤的过程, 本实验通过

56°红星二锅头白酒灌胃诱导肝脏损伤, 通过

对各阶段肝脏的胶原纤维染色和定量分析, 及
损伤过程中增殖细胞核抗原(proliferating cell 
nuclear antigen, PCNA)的表达研究, 观察在酒

精性肝损伤过程中小鼠肝脏内胶原纤维的变

化规律, 探究在酒精性肝损伤的发生与肝脏胶

原纤维变化规律之间的相互关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁健康BALB/c♂小鼠40只, 体质

量25 g±5 g(河南科技大学医学院动物实验中

心). 56°红星二锅头(北京红星股份有限公司), 
抗PCNA单克隆抗体、辣根过氧化物酶标记

的羊抗鼠抗体(北京中杉金桥生物技术有限公

司), DAB显色剂(上海宝曼生物科技有限公司

产品), 天青石蓝B(上海蓝季科技发展有限公

司进口分装), 天狼星红(中国Solarbio公司), 其
余化学试剂均为市售分析纯. JY300C基础电

泳仪电源和双垂直电泳仪(槽)(北京君易东方

电泳设备有限公司), UV-5200型紫外可见分光

光度计(上海元析仪器有限公司), H1850R离心

机(日本Tome公司), Motic 102M光学显微镜、

Moticam Pro 285A显微照相机(麦克奥迪中国

实业有限公司), 石蜡切片机(德国Leica公司), 
GNP-9080BS-Ⅲ隔水式恒温培养箱(上海新苗

医疗器械制造有限公司), DW-HW50 -80 ℃超

低温冰箱(中科美菱低温科技有限公司). 
1.2 方法

1.2.1 酒精诱导小鼠肝损伤模型的建立: 取40只
正常BALB/♂小鼠, 随机分为2组, 正常组(n  = 
3)和模型组(n  = 37). 分笼、标准饲料喂养, 定
期更换垫料, 自由喂养1 wk. 正常组3只小鼠处

死取肝脏; 模型组每只小鼠每天用56°红星二

锅头灌胃0.15 mL/10 kg, 连续喂养4 wk. 
1.2.2 实验取材: 在灌胃后的第1、2、3、4周
时间点各随机取3只小鼠采用颈部脱臼法处死, 
取肝脏, 分2份, 一份制备10%匀浆液, 另一份

用1×PBS冲洗干净, 于40 g/L甲醛固定液中固

定, 于-80 ℃冰箱中保存. 

1.2.3 天狼星红染色检测各组小鼠在诱导过程

中肝组织胶原纤维含量的变化: 取各组肝组织

制作病理切片, 用天狼星红法染色, 观察胶原

纤维变化. 肝组织取材, 于甲醛固定液中固定, 
冲洗24 h后经脱水、固定进行常规石蜡包埋, 
连续切片5 μm, 裱片并烤干. 常规脱蜡、水化

后用天青石蓝染液染色5-10 min, 蒸馏水冲洗

5次, 每次2 min; 再用天狼星红饱和溶液染色

10-20 min; 无水乙醇分化后用中性树胶固定封

片. 在显微镜下观察各时间点切片肝胶原纤维

含量的变化, 按统一参数拍照. 
1.2.4 蛋白印迹法检测肝组织PCNA蛋白表达: 
取适量小鼠肝脏与PBS溶液按1∶10匀浆, 在
4 ℃、1×104 r/min条件下匀浆10 min, 取其

上清液作为蛋白样品. 运用考马斯亮蓝G250
蛋白定量后, 以蛋白样品70 μg为上样量, 经
SDS-PAGE电泳、以200 mA稳定电流转膜2 h
后, 蛋白已转移至硝酸纤维素膜上. 用5%脱脂

奶粉/0.1% Tween20/PBS(PBST) 37 ℃封闭1 h, 
PBST洗3次, 每次3 min; 用抗小鼠PCNA(1∶
500) 37 ℃孵育1 h, PBST洗3次, 每次3 min; 用
辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠抗体(1∶800)
孵育1 h, PBST洗3次, 每次3 min, DAB显色检

测阳性表达[5]. 应用Image-ProPlus6.0软件(美
国Media Cybernetics公司)对图片进行统一分

析. 首先, 在软件光密度校准后, 选择测量参

数(select measurement)为面积(area)、IOD, 其
中面积选择参数为过滤10以下的阳性显色 . 
然后 ,  选择胶原纤维表达的阳性结果 ,  运用

Histogram based模式中的HIS(H = 130-255; I = 
255; S = 255)进行阳性显色. 选出阳性区域后回

到Count/size, 点击Count, 即可得到IOD. 为了

便于分析多个图片, 可以编写宏文件进行图片

批量处理[6]; 运用GelPro4.0软件计算已扫描的

蛋白条带灰度值. 目标蛋白的相对表达量等于

目标条带灰度值与内参蛋白(β-actin)条带灰度

值的比值.
统计学处理 用SPSS16.0统计软件对所获

得的病理切片IOD值进行Kruskal-Wallis H非参

数秩和检验, 灰度值显著性分析用ANVOE法, 
组间比较用Duncan's test, 以P <0.05为差异有统

计学意义. 

2  结果

2.1 小鼠肝组织形态学变化及病理检测结果 正

■创新盘点
本文着重研究胶
原纤维在酒精性
肝损伤早期的变
化 ,  实验结果表
明胶原纤维的变
化与肝细胞的凋
亡与增殖 ,  肝组
织的损伤与修复
关系密切 ,  但具
体 机 制 尚 不 明 , 
需要进一步研究.
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常组, 肉眼观肝脏颜色鲜红, 表面光滑, 外观无

异常. 光镜下观察肝组织细胞结构正常, 间质

少, 肝细胞呈条索状排列, 细胞呈多边形, 肝
小叶明显. 经天狼星红染色后, 切片中几乎无

呈红染的胶原纤维, 唯沿中央静脉周围有极

少量胶原纤维存在(图1A). 模型组: 1 wk小鼠, 
肝脏肉眼观正常; 光镜下观察, 肝小叶结构可

辨, 肝索排列正常, 肝细胞轻度水肿, 中央静脉

周围、细胞间红染的呈细丝状胶原纤维明显

(图1B). 2 wk小鼠, 肝脏肉眼观体积稍大; 光镜

下观察, 肝索排列正常但轻微变窄, 肝细胞肿

大, 中央静脉周围偶见空泡, 胶原纤维沉积增

厚(图1C). 3 wk小鼠, 肉眼观体积变大, 颜色偏

黄; 光镜下观察, 肝小叶结构可辨, 肝索排列紊

乱, 肝细胞明显水肿, 有少量中性粒细胞浸润, 
可见胶原纤维在中央静脉周围沉积, 但较第2
周明显减少(图1D). 4 wk小鼠, 肉眼观, 肝脏体

积明显增大, 质软, 颜色呈黄色, 表面有油腻感; 
光镜下观察, 肝索紊乱, 肝窦变窄, 细胞肿大, 
胞浆疏松化, 严重气球样变. 胞浆稀少, 透亮, 
细胞核多位于中央区, 增大, 可见少量灶状坏

死. 门管区及中央静脉区可见胶原纤维, 但较

第3周减少(图1E). 
2.2 各组小鼠肝组织胶原纤维定量分析与统计

学结果 胶原纤维定量是整个视野中阳性信号

强度的总和. 运用Image-ProPlus6.0软件对图片

中阳性信号进行处理, 计算得出积分光密度值

然后进行分析. 随着小鼠肝脏损伤程度加重, 
各组胶原纤维含量之间的差异有统计学意义

(P <0.01). 正常组和模型组1、3、4 wk组, 肝脏

胶原纤维含量明显低于模型组2 wk组(P <0.01). 
在损伤不断加重的过程中, 1、2 wk肝脏胶原

纤维含量增加显著, 但3、4 wk减少显著. 酒

精性肝诱导损伤第1周胶原纤维含量较第0
周增加明显(852.21±10.65 vs  345.24±65.94, 
P <0.01). 第2周胶原纤维含量较第1周持续增加

(1054.15±10.80 vs  852.21±10.65, P <0.01). 到
第3周时胶原纤维含量显著下降(588.75±17.18 
vs  1054.15±10.80, P <0.01). 第4周持续下降. 实
验表明, 在酒精性肝损伤的诱导过程中肝组织

胶原纤维的含量是先增多后减少的变化规律

(表1). 
2.3 诱导酒精性肝损伤过程中肝细胞PCNA蛋白

的表达变化情况 在诱导酒精性肝损伤后2 wk, 
小鼠肝组织PCNA蛋白水平迅速降低, 在第2周
达到最低值, 差异有统计学意义(P <0.05). 2 wk
后PCNA蛋白水平升高明显, 差异有统计学意义

(P<0.05). 3 wk和4 wk PCNA表达无差异, 整体变

化趋势先减少后增加(图2).

3  讨论

人们对过量饮酒造成的肝脏损伤已非常重视. 
研究[7]显示, 酗酒者中65%以上有发展为脂肪

肝、肝纤维化的可能, 其中已患肝病者更有可

能发展为肝硬化或肝细胞癌. 酒精对肝脏的损

伤机制可能与酒精引起的炎性反应、肝脏的

应激反应、炎性介质、细胞因子及其传导通

路等多种因素相关[8]. 
本实验诱导小鼠酒精性肝损伤的过程中, 

发现肝组织胶原纤维的变化与PCNA蛋白表

达趋势密切相关. PCNA是一种标记细胞周期

的蛋白, 与细胞增殖有关, 可用于标记增殖细

胞, 同时也是评价肝脏再生的一个指标[9]. 肝组

织细胞中PCNA的变化可表明肝细胞的增殖与

凋亡, 且PCNA的变化与肝组织的损伤修复关

系密切. 相关研究[10]表明, 肝细胞凋亡是促进

表  1  各组不同时间段酒精性肝损积分光密度测量值比较 (n  = 3)

     

分组
每个样本的IOD值1

IOD值
1 2 3

正常组   369.99   395.23   270.51  345.24±65.94

模型组

  第1周   841.01   853.41   862.21    852.21±10.65bd

  第2周 1049.08 1066.56 1046.82 1054.15±10.80b

  第3周   569.96   583.25   604.04    585.75±17.18bd

  第4周   543.24   569.72   565.24    559.40±14.17bd

1为每个样本总病理切片数据的平均值. bP<0.01 vs  正常组, dP<0.01 vs  第2周.

■应用要点
肝纤维化是发展
成肝硬化、肝细
胞癌的重要阶段, 
而肝纤维化是由
于肝组织胶原纤
维增多沉积造成
的 .  大量研究表
明肝纤维化早期
是可逆的 ,  所以
肝损伤早期胶原
纤维的变化规律
对于临床治疗肝
纤维化有重要参
考价值.
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肝组织纤维化过程的可能机制. 在肝组织损伤

初期(第1、2周), 细胞轻度水肿、变性, 有较少

炎性细胞浸润, 胶原纤维含量增加显著, 而其

PCNA表达量剧烈下降, 第2周达到最低值. 说
明此时肝细胞损伤及凋亡明显. 一般情况下认

为, 为保持器官正常生理功能, 细胞的凋亡与

增殖基本维持恒定, 胶原纤维的迅速增加可

能与肝细胞损伤及凋亡有关. 诱导损伤第3、
4周, 肝细胞明显水肿, 肝索排列紊乱, 炎性细

胞浸润, 胶原纤维含量迅速降低. 而PCNA表达

量的迅速上升, 说明此时肝细胞增殖能力代偿

性增加, 肝组织开始修复过程. 此时, 肝组织胶

原纤维含量的降低可能与肝脏损伤修复中转

化生长因子TGF的变化相关. 数据表明, 肝组

织胶原纤维的增多, 肝组织纤维化过程主要由

HSC促进完成[11]. 在肝损伤的过程中, HSC是
炎性细胞以及再生的肝实质细胞释放的细胞

因子的作用靶点. 在众多促进胶原纤维增多的

介质中, 转化生长因子β1(transforming growth 

factor-β1, TGF-β1)效果最强. TGF-β1可以刺激

HSC产生细胞外基质, 从而加速胶原纤维的生

产和累积[12]. 在肝组织胶原纤维不断增加的过

程中, HSC活化程度不断升高, TGF-βl的表达

也不断增加. 在TGF-βl含量增加到一定程度时

TGF-β3可以通过下调TGF-β1蛋白的表达来抑

制HSC合成Ⅰ型胶原, 使胶原纤维生成量减少, 
阻止肝纤维化的出现[13]. 唐世杰等[14]的研究结

果也表明: 外源性TGF-β3通过下调增生性瘢痕

组织中成纤维细胞的TGF-βl蛋白表达, 胶原纤

维的合成显著减少. 在动脉损伤处增加TGF-β3
含量后Ⅲ型胶原纤维含量明显减少[15]. 其机制

可能也与内源性TGF-β3下调TGF-βl蛋白表达

从而抑制HSC合成胶原纤维生成有关. 另一方

面相关研究[16]表明为保持器官正常生理功能, 
细胞凋亡与增殖基本维持恒定; 在早期损伤中, 
肝细胞反应增生迟钝, TGF反应迅速, 胶原纤

维先于肝细胞增生; 而后, 肝脏在持续损伤过

程中, 修复也同时进行, 肝细胞增生显著, 胶原

图   1   不 同 时
期肝组织病理
血变化及天狼
星红染色表达
(天狼星红染色
×200). A: 正常

组; B: 诱导1 wk; 

C: 诱导2 wk; D: 

诱导3 wk; E: 诱

导4 wk.

A B

C D

E

■名词解释
肝 脏 胶 原 纤 维 : 
正常肝组织中胶
原纤维的生产和
降 解 是 平 衡 的 , 
胶原纤维的沉积
是由于某些因素
造成胶原纤维生
成增多而降解减
少 .  肝脏胶原纤
维的沉积是肝纤
维化的重要过程.
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纤维反而减少.
总之, 本实验通过酒精诱导的肝脏损伤模

型, 观察得出胶原纤维含量先增加后减少的规

律与肝脏的损伤修复密切相关, 对今后研究胶

原纤维与酒精性肝损伤之间的关系有一定理

论意义. 
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■同行评价
本文建立BALB/c
♂小鼠酒精性肝
损伤模型 ,  符合
伦理学要求 ,  通
过组织病理学结
果分析 ,  在一定
程度上可说明胶
原纤维在酒精性
肝损伤发展过程
中各个阶段的变
化规律.

图  2  各组不同时段PCNA积分光密度值比较图. PCNA: 

增殖细胞核抗原.
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