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糖尿病对大鼠肝纤维化组织ＴＩＭＰ１／ＭＭＰ１表达的影响
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　　摘　要：目的　探讨糖尿病对大鼠肝纤维化组织金属蛋白酶组织抑制剂１（ＴＩＭＰ１）／金属基质蛋白酶１（ＭＭＰ１）表达的影

响。方法　４０只健康雄性ＳＤ大鼠随机分为４组：正常对照组、糖尿病组、肝纤维化组、糖尿病肝纤维化组（双模型组），各１０只。

糖尿病组和双模型组大鼠腹腔注射链尿佐菌素（ＳＴＺ）制作糖尿病模型；肝纤维化组和双模型组大鼠皮下注射４０％的四氯化碳花

生油溶液建立肝纤维化模型。四氯化碳最后一次注射后４８ｈ处死大鼠，心脏采血，自动生化检测仪检测血清中丙氨酸氨基转移

酶（ＡＬＴ）、天门冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、血浆清蛋白（ＡＬＢ）和清蛋白／球蛋白（Ａ／Ｇ）；化学发光法检测肝纤维化指标透明质酸

（ＨＡ）、层黏连蛋白（ＬＮ）、Ⅲ型前胶原蛋白（ＰⅢＮＰ）和Ⅳ型胶原（ＣⅣ）；ＶＧ染色观察大鼠肝组织变性坏死和纤维化的程度；ＲＴ

ＰＣＲ检测肝脏组织α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）、ＭＭＰ１和ＴＩＭＰ１基因表达水平。结果　与正常对照组和糖尿病组比较，肝纤

维化组和双模型组大鼠血清ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＨＡ、ＬＮ、ＰⅢＮＰ和ＣⅣ浓度升高以及ＡＬＢ、Ａ／Ｇ下降，αＳＭＡ、ＴＩＭＰ１／ＭＭＰ１、ＴＩＭＰ

１基因表达增强，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；与肝纤维化组比较，双模型组大鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＨＡ、ＣⅣ浓度和肝脏纤维化

计分升高，αＳＭＡ、ＴＩＭＰ１、ＴＩＭＰ１／ＭＭＰ１基因表达增强，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　高血糖促进了肝纤维化的发

展，ＴＩＭＰ１／ＭＭＰ１表达失衡加剧了肝细胞外基质（ＥＣＭ）的沉积。
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　　犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉａｂｅｔｅｓｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１（ＴＩＭＰ１）／ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏ

ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１（ＭＭＰ１）ｉｎｈｅｐａｔｉｃｆｉｂｒｏｓｉｓｒａｔｓ．犕犲狋犺狅犱狊　４０ｈｅａｌｔｈｙｍａｌｅＳＤｒａｔｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ：ｎｏｒｍａｌ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｄｉａｂｅｔｅｓｇｒｏｕｐ，ｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓｇｒｏｕｐａｎｄｄｉａｂｅｔｅｓｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓｇｒｏｕｐ（ｄｏｕｂｌｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ），１０ｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅ

ｄｉａｂｅｔｅｓｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｄｏｕｂｌｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈＳＴＺｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈｄｉａｂｅｔｅｓｍｏｄｅｌ．Ｔｈｅｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓ

ｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｄｏｕｂｌｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｌｙｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈ４０％ｃａｒｂｏｎｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ（ＣＣｌ４）ｐｅａｎｕｔｏｉｌｓｏｌｕｔｉｏｎｔｏｅｓｔａｂ

ｌｉｓｈｔｈｅｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓｍｏｄｅｌ．Ａｔ４８ｈａｆｔｅｒｆｉｎａｌｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆＣＣｌ４，ｔｈｅｂｌｏｏｄｓａｍｐｌｅｗａｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍｈｅａｒｔ．Ｓｅｒｕｍａｌａｎｉｎｅａｍｉｎ

ｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（ＡＬＴ），ｇｌｕｔａｍｉｃｏｘａｌｏａｃｅｔｉｃｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ（ＡＳＴ），ａｌｂｕｍｉｎ（ＡＬＢ）ａｎｄａｌｂｎｍｉｎ／ｇｌｏｎｍｉｎ（Ａ／Ｇ）ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｔｈｅａｕ

ｔｏｍａｔｉｃｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｄｅｔｅｃｔｏｒ．Ｈｅｐａｔｉｃｆｉｂｒｏｓｉｓｉｎｄｅｘｅｓ，ｓｕｃｈａｓｈｙａｌｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ（ＨＡ），ｌａｙｅｒａｔｔａｃｈｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ（ＬＮ），ｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅ

Ⅲ（ＰⅢＮＰ），Ⅳｔｙｐｅｃｏｌｌａｇｅｎ（ＣⅣ），ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｔｈｅｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔｍｅｔｈｏｄ．ＬｉｖｅｔｉｓｓｕｅｓｅｃｔｉｏｎｓｗｅｒｅｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈＨＥａｎｄ

ＶＧｔｏｏｂｓｅｒｖｅｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｎｅｃｒｏｓｉｓａｎｄｆｉｂｒｏｓｉｓｌｅｖｅｌｓ．ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆαＳＭＡ，ＭＭＰ１ａｎｄＴＩＭＰ１ｗｅｒｅｄｅ

ｔｅｃｔｅｄｂｙｔｈｅｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ．犚犲狊狌犾狋狊　Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｄｉａｂｅｔｅｓｇｒｏｕｐ，ｓｅｒｕｍＡＬＴ，ＡＳＴ，ＨＡ，ＬＮ，ＰⅢＮＰ

ａｎｄＣⅣｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｄｏｕｂｌｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ＡＬＢａｎｄＡ／Ｇｗｅｒｅｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄαＳＭＡ，

ＴＩＭＰ１／ＭＭＰ１ａｎｄＴＩＭＰ１ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（犘＜０．０５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈｔｈｅｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｓｅｒｕｍｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＡＬＴ，ＡＳＴ，ＨＡａｎｄＣⅣｉｎｔｈｅｄｏｕｂｌｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｉｎｃｒｅａｓｅｄ，α

ＳＭＡ、ＴＩＭＰ１ａｎｄＴＩＭＰ１／ＭＭＰ１ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄａｎｄｔｈｅｓｃｏｒｅｓｏｆｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓｗｅｒｅｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ

ｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（犘＜０．０５）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　Ｄｉａｂｅｔｅｓｃａｎｐｒｏｍｏｔｅａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｈｅｐａｔｉｃ

ｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＴＩＭＰ１／ＭＭＰ１ｉｍｂａｌａｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｆｉｅｓｔｈｅｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｃｅｌｌｍａｔｒｉｘ（ＥＣＭ）ｄｅｐｏｓｉｔｓ。

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ；ｈｅｐａｔｉｃｆｉｂｒｏｓｉｓ；αＳＭＡ；ＭＭＰ１；ＴＩＭＰ１

　　糖尿病是以慢性血糖水平增高为特征的代谢疾病群。中

国糖尿病和糖尿病前期患病率分别高达９．７％和１５．５％
［１］。

持续性高血糖对许多脏器如肾脏、心脑血管纤维化具有明显促

进作用，与肝脏纤维化的关系也在研究之中［２３］。但其机制未

能完全阐明。肝细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）分解

代谢平衡主要是由ＴＩＭＰｓ／ＭＭＰｓ系统调控，其中金属蛋白酶

组 织 抑 制 剂１ （ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１，

ＴＩＭＰ１）／金 属 基 质 蛋 白 酶１ （ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１，

ＭＭＰ１）的变化更能准确反映肝脏中ＥＣＭ 的合成和降解情

况［４］。为了更好地分析高血糖对肝纤维化的影响，ＴＩＭＰ１／

ＭＭＰ１系统在糖尿病相关性肝纤维化中的作用，现将糖尿病

对大鼠肝纤维化组织ＴＩＭＰ１／ＭＭＰ１表达的影响报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　链尿佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ）（Ｓｉｇｍａ公司）；

柠檬酸、柠檬酸三钠（上海前尘生物公司）；四氯化碳（国药集团

化学试剂公司）；透明质酸（ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ，ＨＡ）、层黏连蛋白

４６９ 重庆医学２０１３年３月第４２卷第９期

 基金项目：四川省重点学科建设项目（ＳＣＤ０２４１）。　作者简介：陈枫（１９６３～），副教授，本科，主要从事基础医学研究。　＃：共同第一作

者。　△　通讯作者，Ｔｅｌ：１３６１９０４３２８７；Ｅｍａｉｌ：ｚｈｕａｎｇｃｈｅｎ＿９９＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ。



（ｌａｍｉｎｉｎ，ＬＮ）、Ⅳ型胶原蛋白（ｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅⅣ，ＣⅣ）和Ⅲ型

前胶原（ｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅⅢ，ＰⅢＮＰ）试剂（郑州安图生物公

司）；总ＲＮＡ试剂盒（北京天根生化公司）；ＴａＫａＲａＲＮＡＰＣＲ

Ｋｉｔ（ＡＭＶ）Ｖｅｒ．３．０，ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ（大连宝生物公

司）；ＭＭＰ１、ＴＩＭＰ１、βａｃｔｉｎＲＴＰＣＲ扩增引物（上海生工合

成，引物序列见表１）；微量血糖测定仪，血糖试纸（美国强生公

司）。ｐＨ４．５的柠檬酸缓冲液配制：Ａ液０．１ｍｏｌ／Ｌ的柠檬酸；

Ｂ液０．１ｍｏｌ／Ｌ的柠檬酸三钠，Ａ∶Ｂ＝１∶１．３２（用前配制）；

１％ＳＴＺ溶液配制：称所需质量的ＳＴＺ，溶于其相应体积的

ｐＨ４．５的柠檬酸缓冲液中（腹腔注射前溶解）。

表１　　ＲＴＰＣＲ基因及引物序列

基因名称 引物序列（５′３′）

αＳＭＡ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＴＴＣＣＴＴＣＧＴＧＡＣＴＡＣＴＧＣＴＧＡＧ

αＳＭＡ Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＣＡＡＴＧＡＡＡＧＡＴＧＧＣＴＧＧＡＡＧＡＧ

ＭＭＰ１ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＣＴＴＴＴＣＡＧＣＣＡＧＧＣＣＣＡＧＧＴ

ＭＭＰ１ Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＡＧＡＡＡＧＧＣＣＡＡＧＧＧＡＡＴＧＧＣ

ＴＩＭＰ１ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＣＴＧＧＣＡＴＣＣＴＣＴＴＧＴＴＧＣＴＡＴ Ｃ

ＴＩＭＰ１ Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＣＧＡＡＴＣＣＴＴＴＧＡＧＣＡＴＣＴＴＡＧＴＣ

βａｃｔｉｎ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＣＣＴＣＡＡＧＡＴＴＧＴＣＡＧＣＡＡＴ

βａｃｔｉｎ Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＣＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣＴＧＡＧＴ

１．２　动物模型　清洁级健康雄性ＳＤ大鼠，体质量３００～３５０

ｇ，共４０只，购于重庆第三军医大学动物实验中心。大鼠适应

性饲养１周，随机分为正常对照组、糖尿病组、肝纤维化组、糖

尿病肝纤维化组（双模型组），各１０只。实验前大鼠尾尖采血，

测定血糖值，正常大鼠方可用于试验。正常对照组：腹腔注射

同体积的柠檬酸柠檬酸钠缓冲液和花生油溶液。糖尿病组：

一次性腹腔注射ＳＴＺ３５ｍｇ／ｋｇ，４８ｈ尾尖采血，测定血糖大于

１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ为糖尿病模型大鼠
［５］。肝纤维化组：皮下注射

４０％的四氯化碳花生油溶液，首次剂量０．４ｍＬ／ｋｇ，以后每隔

３天注射０．２ｍＬ／ｋｇ。双模型组：一次性腹腔注射ＳＴＺ３５ｍｇ／

ｋｇ，４８ｈ尾静脉采血，测定血糖，７ｄ后重复测定血糖，血糖大

于１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ的大鼠皮下注射４０％的四氯化碳花生油溶

液，首次剂量０．４ｍＬ／ｋｇ，以后每隔３天皮下注射０．２ｍＬ／ｋｇ，

８周末腹腔注射１％戊巴比妥麻醉，处死各组大鼠。心脏取血、

剖腹取肝组织。

１．３　指标检测　全自动生化分析仪测定丙氨酸氨基转移酶

（ａｌａｎｉｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）、天门冬氨酸氨基转移酶（ａｓ

ｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）、血浆清蛋白（ａｌｂｕｍｉｎ，ＡＬＢ）

和清蛋白／球蛋白（Ａ／Ｇ）。化学发光法测定 ＨＡ、ＬＮ、ＰⅢＮＰ

和ＣⅣ。ＲＴＰＣＲ（ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ相对定量法）检测肝脏组织

α平滑肌肌动蛋白（αｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，αＳＭＡ）、ＭＭＰ１和

ＴＩＭＰ１表达。取肝脏组织５０ｍｇ磨碎，提取总 ＲＮＡ，制备

ｃＤＮＡ模板，反转录反应体系：ＭｇＣｌ２２μＬ、１０ＲＴＢｕｆｆｅｒ１μＬ、

ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ１μＬ、ＲＮａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｔｏｒ０．２５μＬ、ＡＭＶＲｅｖｅｒｓｅ

Ｔｒａｎｓｒｉｐｔａｓｅ０．５μＬ、ＯｌｉｇｏｄＴＡｄａｐｔｏｒＰｒｉｍｅｒ０．５μＬ、ＲＮａｓｅ

ＦｒｅｅｄＨ２Ｏ３．７５μＬ、样品ＲＮＡ１μＬ、Ｔｏｔａｌｖｏｌｕｍｅ５μＬ。３０

℃１０ｍｉｎ，４２℃３０ｍｉｎ，９９℃５ｍｉｎ，５℃５ｍｉｎ。

　　ＲＴＰＣＲ反应体系：ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ１２．５μＬ、上

游引物１μＬ、下游引物１μＬ、ｄＨ２Ｏ８．５μＬ、样品ＲＮＡ２μＬ、

Ｔｏｔａｌｖｏｌｕｍｅ２５μＬ。９５℃３０ｓ，９５℃５ｓ，５９．５℃１０ｓ，检测

实时荧光，共４０个循环；６５～９５℃生成融解曲线，每个步骤

１０ｓ，＋０．５℃／循环并行实时荧光检测，共６０个循环。

病理检测：实验结束以后，将大鼠处死，剖腹取肝脏，固定，

脱水，石蜡包埋，ＶＧ染色。

１．４　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行数据处理，

计量资料以狓±狊表示。对样本数先行方差齐性检验，方差齐

时用ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ检验。方差不齐时用 ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ

犎 检验比较总的差异，再用 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ犝 检验进行两组间

比较，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　大鼠肝功能指标　与正常对照组比较，肝纤维化组和双

模型组ＡＬＴ、ＡＳＴ浓度明显升高，ＡＬＢ、Ａ／Ｇ明显降低，差异

有统计学意义（犘＜０．０５）；与糖尿病组比较，肝纤维化组、双模

型组ＡＬＴ、ＡＳＴ浓度明显升高和ＡＬＢ、Ａ／Ｇ明显降低，差异有

统计学意义（犘＜０．０５）；与肝纤维化组比较，双模型组 ＡＬＴ、

ＡＳＴ升高，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。见表２。

２．２　大鼠血清肝纤维化指标　与正常对照组比较，肝纤维化

组、双模型组 ＨＡ、ＬＮ、ＰⅢＮＰ和ＣⅣ 明显增高，差异有统计

学意义（犘＜０．０５）；与糖尿病组比较，肝纤维化组、双模型组

ＨＡ、ＬＮ、ＰⅢＮＰ、ＣⅣ 明显增高，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）；与肝纤维化组比较，双模型组 ＨＡ、ＣⅣ升高，差异有统

计学意义（犘＜０．０５）。见表３。

２．３　肝组织 ＶＧ染色变化　正常对照组肝脏肝小叶结构正

常，肝细胞索排列规则有序，未见脂肪变性、坏死，无胶原纤维

增生；糖尿病组肝脏结构基本正常，少量出现炎性坏死、脂肪变

性；肝纤维化组肝细胞广泛脂肪变性、坏死，炎性细胞浸润，以

汇管区及中央静脉周围较重。有纤维组织增生的情况，但未形

成假小叶；双模型组中大部分肝小叶结构破坏，肝细胞索排列

失去放射状结构，纤维结缔组织增生形成宽窄不一的纤维条

索，伸入肝实质中，形成纤维间隔，包绕、分割正常肝组织，形成

假小叶。见图１和表４。

表２　　４组大鼠肝功能指标比较（狓±狊）

组别 狀 ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ） ＡＬＢ（ｇ／Ｌ） Ａ／Ｇ

正常对照组 １０ ６８．４６０±１７．５３４ １０６．９２８±１９．６５９ ４２．５８２±７．６６７ １．２３５±０．４２０

糖尿病组 １０ ８５．７２３±１８．９９８ １１２．６１５±２０．１７８ ４２．４４６±７．９１５ １．２２８±０．１４３

肝纤维化组 １０ １７１．５３２±１７．４１５ａｂ １７５．５１８±２３．７１１ａｂ ３２．０４６±９．９８２ａｂ ０．７１１±０．３１２ａｂ

双模型组 １０ ２２４．９１４±２３．３２１ａｂｃ ２３４．０５８±１８．００１ａｂｃ ３１．７６２±７．７６８ａｂ ０．７０３±０．４０８ａｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与正常对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与糖尿病组比较；ｃ：犘＜０．０５，与肝纤维化组比较。

表３　　４组大鼠肝纤维化指标浓度的比较（ｎｇ／ｍＬ，狓±狊）

组别 狀 ＨＡ ＣⅣ ＰⅢＮＰ ＬＮ

正常对照组 １０ ８８．８５６±１１．８４８ ８．２０６±０．９５３ ８．７１７±４．５４６ ６．０２６±２．３３１

糖尿病组 １０ ９７．８０８±１９．１２３ １０．９９１±３．３１５ ８．７２０±２．５８２ ７．０８５±２．４０４

肝纤维化组 １０ １９４．８９２±１４．５９４ａｂ １６．２２３±３．２１７ａｂ １５．１２２±５．３３５ａｂ １０．５６１±１．３１９ａｂ

双模型组 １０ ２５１．４８４±６３．４６６ａｂｃ ２０．１８４±５．０３２ａｂｃ １５．６４６±２．９９２ａｂ １０．８１１±４．０２６ａｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与正常对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与糖尿病组比较；ｃ：犘＜０．０５，与肝纤维化组比较。
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　　Ａ：正常对照组；Ｂ：糖尿病组；Ｃ：肝纤维化组；Ｄ：双模型组。

图１　　４组大鼠肝组织胶原纤维影像表现（ＶＧ染色，×１００）

表４　　４组大鼠纤维化分期和计分的比较（狓±狊）

组别 狀
分期（狀）

０ １ ２ ３ ４
计分（分）

正常对照组 １０ １０ ０ ０ ０ ０ ０　　

糖尿病组 １０ １０ ０ ０ ０ ０ ０　　

肝纤维化组 １０ ０ ０ ４ ４ ２ ８．７±５．４２０

双模型组 １０ ０ ０ ２ ４ ４ １３．６±６．８１３ａ

　　ａ：犘＜０．０５，与肝纤维化组比较。

２．４　肝脏组织αＳＭＡ、ＭＭＰ１和ＴＩＭＰ１基因表达　与正常

对照组比较，肝纤维化组和双模型组 αＳＭＡ、ＴＩＭＰ１及

ＴＩＭＰ１／ＭＭＰ１基因表达升高，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）；与糖尿病组比较，肝纤维化组和双模型组αＳＭＡ、

ＴＩＭＰ１及ＴＩＭＰ１／ＭＭＰ１基因表达升高，差异有统计学意

义（犘＜０．０５）；与肝纤维化组比较，双模型组αＳＭＡ和ＴＩＭＰ１

及ＴＩＭＰ１／ＭＭＰ１基因表达升高，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。正 常 对 照 组 和 糖 尿 病 组 中 αＳＭＡ、ＴＩＭＰ１ 及

ＴＩＭＰ１／ＭＭＰ１基因表达水平比较差异无统计学意义（犘＞

０．０５），各组间 ＭＭＰ１基因表达水平比较差异无统计学意义

（犘＞０．０５）。见表５。

表５　　４组大鼠肝脏组织中的αＳＭＡ、ＴＩＭＰ１和 ＭＭＰ１基因表达水平的比较（狓±狊）

组别 狀 αＳＭＡ ＴＩＭＰ１ ＭＭＰ１ ＴＩＭＰ１／ＭＭＰ１

正常对照组 １０ １．４１２±０．２３７ １．１０３±０．７７７ １．０６４±０．６８１ ０．９７３±０．７７２

糖尿病组 １０ １．９９２±０．１６６ １．１３４±０．３０６ １．１３４±０．１２２ １．０００±０．０９１

肝纤维化组 １０ ３．２８５±０．０５４ａｂ ３．８１６±０．８８７ａｂ １．４８８±０．４２１ ２．５６１±０．３０７ａｂ

双模型组 １０ １７．９２７±０．６７２ａｂｃ ６．９２０±０．５８８ａｂｃ １．６１９±０．５２４ ４．２７９±１．４１４ａｂｃ

　　ａ：犘＜０．０５，与正常对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与糖尿病组比较；ｃ：犘＜０．０５，与肝纤维化组比较。

３　讨　　论

糖尿病与肝纤维化有密切关系，可促进肝纤维化的进展，

增加肝硬化和肝癌的发生［６８］。同时，慢性肝损伤也可以影响

糖代谢，形成恶性循环，但其机制未能阐明。高血糖作为糖尿

病的重要表现，是各型糖尿病的共同特征。本研究采用链尿佐

菌素诱导建立糖尿病模型，通过破坏胰岛β细胞，诱发大鼠形

成糖尿病。四氯化碳是常用的中毒性肝纤维化诱导物，通过细

胞色素氧化酶代谢为三氯甲基自由基从而导致肝细胞损伤，肝

细胞出现坏死、凋亡［９］，反复刺激形成了炎症细胞集聚、释放细

胞因子触发间质组织的过量胶原纤维产生肝纤维化。当肝纤

维发生时，细胞中 ＡＬＴ、ＡＳＴ释放于血清是肝细胞炎症和坏

死的血清学指标；ＡＬＢ、Ａ／Ｇ是肝细胞合成代谢功能的指标，

其降低程度与肝脏合成功能损害程度呈正比。ＥＣＭ主要由胶

原蛋白、ＬＮ、ＨＡ等成分组成，所以，ＥＣＭ 及其代谢产物是研

究血清标志物的首选。目前，ＨＡ、ＬＮ、ＰⅢＮＰ和ＣⅣ为常见

的临床检测肝纤维化血清学指标，同时酶促化学发光法检测具

有密度好、准确性高、溶血对检测干扰少等优点［１０１１］。本研究

结果显示，糖尿病组与正常对照组比较，各项指标没有显著区

别，表明早期糖尿病对肝脏功能影响较小。肝纤维化组中，

ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＨＡ、ＬＮ、ＰⅢＮＰ和ＣⅣ浓度高于正常对照组和糖

尿病组，ＡＬＢ、Ａ／Ｇ明显降低（犘＜０．０５），加之病理改变，证实

造模成功。双模型组与肝纤维化组比较，ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＨＡ和

ＣⅣ差异有统计学意义（犘＜０．０５），双模型组是肝纤维化模型

加糖尿病模型，说明糖尿病加重了肝脏纤维化程度，促进了肝

纤维化的发展。其结果也与组织切片ＶＧ染色结果相符合，在

大鼠纤维化分期和计分的比较中，双模型组与肝纤维化组比

较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

肝纤维化是各种慢性肝病的病理特征，其发生机制是

ＥＣＭ过度增生和异常沉积。研究表明，肝纤维化发生中心环

节是肝星状细胞（ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｓ，ＨＳＣ）的激活和增殖。

当各种因素引起 ＨＳＣ激活后，ＨＳＣ转变为肌成纤维细胞并特

异性表达αＳＭＡ，主要表达于 ＨＳＣ胞核，说明αＳＭＡ是 ＨＳＣ

激活标志，进而成为提示肝纤维化病情严重程度的重要指

标［１２］。通过ＲＴＰＣＲ结果观察到，与正常对照组和糖尿病组

比较，肝纤维化组、双模型组αＳＭＡ 的表达明显升高（犘＜

０．０５）；与肝纤维化组比较，双模型组αＳＭＡ的表达升高（犘＜

０．０５）。这与方瑜洁等
［１３］的研究结果一致，提示高血糖可以促

进肝脏 ＨＳＣ活化、增殖，从而加重大鼠肝纤维化的程度。因

此，ＨＳＣ激活在糖尿病相关性肝纤维化的形成过程中可能起

着重要的促进作用。Ｓｕｇｉｍｏｔｏ等
［１４］通过体外实验发现，高血

糖可以引起 ＨＳＣ增生和Ⅰ型胶原的产生，提示高血糖是促进

肝纤维化发展的重要因素。其他体外实验也观察到，不同高浓

度的葡萄糖均能刺激 ＨＳＣ并导致 ＨＳＣ增殖，且ＤＮＡ合成呈

剂量依赖性［１５］。所以，糖尿病持续性高血糖对肝纤维化的影

响可能是通过激活 ＨＳＣ和增加胶原ＥＣＭ 的产生，进而加重

肝纤维化。

肝纤维化的产生是由于 ＭＭＰｓ活性下降和（或）ＴＩＭＰｓ活

性升高导致ＥＣＭ的合成和降解的失衡，从而出现ＥＣＭ 在肝

６６９ 重庆医学２０１３年３月第４２卷第９期



内过度沉积。ＭＭＰｓ是一组锌离子依赖酶，它对于ＥＣＭ 中细

胞外大分子如胶原具有降解作用，因此，是调节ＥＣＭ 动态平

衡最重要的一大酶系［１６］；ＴＩＭＰｓ是一组有抑制 ＭＭＰｓ功能的

活性多肽，与等比例的 ＭＭＰｓ以共价键可逆结和形成复合体，

从而抑制 ＭＭＰｓ的活性。所以，ＴＩＭＰｓ／ＭＭＰｓ系统在维持肝

脏中ＥＣＭ平衡起着重要作用。ＭＭＰ１是 ＭＭＰｓ家族的一

员，主要降解ＥＣＭ中的Ⅰ、Ⅲ型胶原
［１７］，ＭＭＰ１的活性主要

受特异性抑制物ＴＩＭＰ１的调节。有研究表明，在肝纤维化发

展过程中，ＴＩＭＰ１的表达增强，ＴＩＭＰ１／ＭＭＰ１的比值升高，

使ＥＣＭ降解减少，增加了胶原纤维的积累并促进肝纤维化的

发展，是肝纤维化形成的重要因素［１８］。因此，ＴＩＭＰ１／ＭＭＰ１

比值的改变更能准确地反映肝脏中 ＥＣＭ 合成和降解的情

况［４］。本研究结果表明，与正常对照组和糖尿病组相比，肝纤

维化组中ＴＩＭＰ１表达增加、ＭＭＰ１变化不明显，从而引起的

ＴＩＭＰ１／ＭＭＰ１改变导致肝纤维化的发生，与文献［１９］一致。

与肝纤维化组比较，双模型组ＴＩＭＰ１、ＴＩＭＰ１／ＭＭＰ１表达

升高（犘＜０．０５），由此说明高血糖状态下大鼠肝纤维化程度加

重与ＴＩＭＰ１表达增加相关，而不是 ＭＭＰ１表达减少，所以，

ＴＩＭＰ１／ＭＭＰ１失衡加剧了ＥＣＭ 的形成。糖尿病持续性高

血糖影响ＴＩＭＰ１／ＭＭＰ１系统的平衡，其可能的机制：高血

糖激活了ＨＳＣ的表达，激活的ＨＳＣ释放大量的ＴＩＭＰ１，从而

导致了ＴＩＭＰ１／ＭＭＰ１失衡。其可能的机制还有高血糖状

态可能分泌大量ＴＮＦα、ＩＬ１等炎症介质
［２０］，它们可以进一步

刺激 ＨＳＣ 增殖，影响 ＴＩＭＰ１／ＭＭＰ１ 的平衡。Ｗａｋｉｓａｋａ

等［２１］研究认为，在高血糖情况下，ＥＣＭ 成分的改变会影响

ＭＭＰｓ的表达。正常情况下，ＥＣＭ 中的正常成分通常作为

ＥＣＭ分泌的负反馈调节信号。在血糖高的情况下，这种负反

馈调节机制被破坏，影响了ＴＩＭＰ１／ＭＭＰ１正常表达和形成

ＥＣＭ的沉积。

因此，糖尿病加重肝纤维化发生的机制与ＴＩＭＰ１／ＭＭＰ

１的失衡有密切关系。深入研究糖尿病肝纤维化过程中 ＨＳＣ

激活和ＴＩＭＰ１／ＭＭＰ１调节性失衡异常的机制，可以更好地

阐明糖尿病相关性肝纤维化的发病机制，为临床上防治糖尿病

相关性肝纤维提供新的思路和治疗方法。
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