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"摘要#
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目的
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探讨
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在胆道闭锁上皮间质转化"

FV2

$中的作用机制%方法
!

构建胆道闭

锁小鼠模型"实验组$!取实验组胆道组织!构建
2LM.

$

$

诱导的胆管上皮
FV2

细胞模型!检测
2LM.

$

$

诱导刺

激后胆道上皮细胞株
FV2

相关标志物表达水平!并检测
D#5c6.$1(.3

>

的表达变化%同时转染
D#5c6.$1(.
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的前体!比较转染前后
2LM.

$

$

刺激下胆道上皮细胞
FV2

相关标志物及细胞外基质的表达改变%结果
!

实

验组小鼠肝脏肝外胆道呈
FV2

样改变!
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在实验组小鼠中的表达水平下调"
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$!过表达
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可以抑制
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的进程"
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可能通过
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通路调控胆道上

皮
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的进程%
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胆道闭锁是婴儿期累及肝内外胆管*最终导致终

末期肝硬化的严重肝脏疾病'
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D#5c6.$1(.3
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是

新近发现的一个与纤维化疾病紧密相关的小分子

5c6

$

D#5c6

&家族#在多种器官纤维化的调控中发

挥着重要作用'

3./

(

)在胆道闭锁胆管上皮细胞纤维化

过程 中#上 皮 间 质 转 化 $
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&机制发挥着至关重要的作用'

(

(

)本

研究将构建
2LM.

$
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诱导的小鼠胆管
FV2

分化细胞

模型#检测
2LM.

$
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刺激后胆道上皮细胞株
FV2

相

关标志物及细胞外基质$
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&表达水平#并检测
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的表达变化#探讨
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控
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的机制#现报道如下)
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材料与方法
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度测定试剂盒$碧云天生物有限公司&%重组人
2LM.

$

$

$美国
Q=,8=C:BeN#"89C;,"<"

AH

公司&%小鼠抗人
$

.

=C8#,

单克隆抗体$美国
Q=,8=C:BeN#"89C;,"<"

AH

公

司&%兔抗人钙黏蛋白$

F.C=!;9:#,

&多克隆抗体$美国

Q=,8=C:BeN#"89C;,"<"

AH

公司&%山羊抗人
C<=B!#,$

多克隆抗体$美国
Q=,8=C:BeN#"89C;,"<"

AH

公司&%小

鼠抗人波形蛋白$

\#D9,8#,

&单克隆抗体$美国
Q=,8=

C:BeN#"89C;,"<"

AH

公司&%兔抗人
Mc

多克隆抗体$美

国
Q=,8=C:BeN#"89C;,"<"

AH

公司&%辣根过氧化物酶

标记抗山羊二抗$美国
Q=,8=C:BeN#"89C;,"<"

AH

公

司&%辣根过氧化物酶标记抗山羊二抗$美国
Q=,8=

C:BeN#"89C;,"<"

AH

公司&%

D#5c6

提取试剂盒$美国

6

>>

<#9!N#"+

H

+89D+

公司&%

D#5c6

反转录试剂盒$美

国
6

>>

<#9!N#"+

H

+89D+

公司&%实时荧光定量
TO5

$

52.TO5

&试剂盒$美国
J,@#8:"

A

9,

公司&)

>&?

!

方法

>&?&>

!

胆道闭锁动物模型构建及肝脏苏木精
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根据国内汤绍涛等'
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(的造模方法#将
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只按照雄雌比例
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分笼饲养#待

生下第
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组#给新生
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小鼠经腹腔内分别注入生理盐水$对照组&和

轮状病毒$实验组&#于注射后
$0!

取肝脏及胆管组

织#连续切片行
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染色)
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检测
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的表达变化
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分别取两组小鼠胆管组织置于
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置于玻璃匀浆器中#依

照
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#
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$D#,

扩增
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个循环%每次
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均设去离子水为模

板的阴性对照)

>&?&@
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诱导后细胞中
D#5c6.$1(.3

>

及

FV2

标志物表达的变化
!

将对照组小鼠胆管上皮细

胞进行体外分离#并进行传代培养#流式细胞仪鉴定

分离培养的胆管上皮细胞)待细胞长至
/%U

融合时

进行消化#加培养基终止后#用血球计数板行细胞计

数#调节细胞浓度为
$[$%

3

"

DK

接种到
)

孔培养板)

待细胞长至约
-%U

%

/%U

融合时#进行干预实验)

提取
3,

A

"

DK2LM.
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刺激后#分别于
%

*

$1

*

10
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0/

和
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通过
52.TO5

及
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检测胆管上

皮细胞中
D#5c6.$1(.3
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*
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*
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蛋白*

F.C=!;9:#,

*细胞角蛋白
.$(

$

OS.$(

&的表达)
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通过细胞转染技术过表达
D#5c6.$1(.3
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#检

测胆道
FV2

的变化
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分组
!

$

$

&空白组!

2LM.

$

$

干预终浓度为
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"

DK

#刺激时间为
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%$

1

&干预组!预先用
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,D"<

"

K

的
>

:9.D#5c6.$1(.3

>

干预
10;

后#再以
3

,

A

"

DK

的
2LM.

$

$

对细胞进行
0/;

刺激%$

'

&阴性干

预组!预先用
3%,D"<

"

K

的
>

:9.D#:

阴性对照干预
10

;

后#再以
3,

A

"

DK

的
2LM.
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$

对细胞进行
0/;

刺激)

>&?&A&?
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细胞转染
!

按
K#

>

"79C8=D#,9

2V
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说明

书进行细胞转染)转染前
$!

#接种适当数量胆管上

皮细胞至
)

孔板中#每孔加入不含抗菌药物的
ZVFc

完全培养基
1DK

#使转染时细胞密度能达到
'%U

%

3%U

)将
>

:9.D#:.<#

>

1%%%

混合物加入含有细胞及细

胞培养液的
)

孔板中#摇动混合)同时以等量
"

>

8#.

VFVJ

低血清培养基设置空白对照孔)将
)

孔板置

于
3U Ob

1

#

'-W

孵育
);

后换成
ZVFV

完全培养

基#孵育
10;

后换液)

>&?&A&@

!

免疫荧光法检测
FV2

相关蛋白的表达变

化
!

从孵化器和盖玻片取出
)

孔板#预冷的磷酸盐缓

冲溶液$

TNQ

&洗
$%

次)吸取多余的液体#用
0U

多聚

甲醛
1DK

室温下固定
$%

%

$3D#,

)吸干固定液#加

入渗透液$

%&$U 2:#8",R.$%%

"

TNQ

&室温孵育
$%

D#,

)吸干渗透液#置于摇床
TNQ

清洗
'

次#每次
3

D#,

)吸干封闭液#加
F.C=!;9:#,

$

$`'%

稀释&*

OS.

$(

$

$`3%

稀释&*

MVcK1

$

$`'%

稀释&*

\#D9,8#,

$

$̀ 3%

稀释&#室温下置于摇床上孵育
$;

后置于

0W

孵育过夜#孵育在湿盒内进行)吸出一抗稀释液#

置于摇床上
TNQ

清洗
'

次#每次
3D#,

)滴加异硫氰

酸荧光素$

MJ2O

&标价的二抗#室温避光孵育
'%D#,

%

]"9C;+8''13/

染核
$%D#,

)吸出二抗稀释液#置于

摇床上
TNQ

清洗
'

次#每次
3D#,

)

M<B":".

A

9<

+

封

片#于荧光显微镜下观察并且拍照)激光扫描共聚焦

显微镜检测
MVcK1

*

\#D9,8#,

*

F.C=!;9:#,

和
OS.$(

的表达)
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统计学处理
!

采用
QTQQ1%&%

软件进行数据分

析#计量资料用
J4B

表示#组间比较采用
<

检验#多组

间比较采用方差分析#以
!

$

%&%3

为差异有统计学

意义)

?

!

结
!!

果

?&>

!

小鼠肝脏
]F

染色特点的结果
!

对照组中小鼠

肝脏
]F

染色未见明显异常%实验组小鼠肝脏明显黄
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1%$/

年
3

月第
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染发暗#质地明显发硬#表面呈颗粒状#同时胆囊萎

缩#而肝外胆道呈闭锁或索条状狭窄)

]F

结果显示#

大量的炎性细胞浸润肝内门脉系统#伴有明显的肝内

胆汁淤积#同时有点片状坏死#见图
$

)

!!

6&

正常胆管#正常肝脏汇管区炎性细胞极少%

N&

胆管呈闭锁状态#

内皮细胞破坏#不规则增生#伴炎性细胞浸润#肝脏中可见汇管区炎性

细胞明显浸润

图
$

!!

小鼠肝脏
]F

染色$

[$%%

%

?&?

!

各组小鼠胆道组织中
D#5c6.$1(.3

>

的表达
!

与对照组比较#

D#5c6.$1(.3

>

在实验组小鼠胆道上

皮组织中的表达显著降低$

!

$

%&%$

&#见图
1

)

图
1

!!

两组小鼠胆道组织中
D#5c6.$1(.3

>

的相对表达水平

?&@

!

2LM.

$

$

诱导后细胞中
D#5c6.$1(.3

>

及
FV2

标志物表达变化
!

2LM.

$

$

诱导后胆道上皮细胞中

D#5c6.$1(.3

>

的表达水平呈时间依赖性下降#见

图
'

)

图
'

!!

2LM.

$

$

诱导后小鼠胆道组织中
D#5c6.$1(.3

>

各个时间点的相对表达水平变化

?&A

!

2LM.

$

$

诱导后各组细胞中
FV2

标志物表达

变化
!

2LM.

$

$

诱导后胆道上皮细胞
MVcK1

及
\#.

D9,8#,

的蛋白表达水平随时间增加逐渐增高#

10;

的

D5c6

水平与之前时间点比较#差异有统计学意义

$

!

$

%&%3

&#

F.C=!;9:#,

及
OS.$(

的蛋白表达水平随

诱导时间增加逐渐降低#

$1;

的
D5c6

水平与之前

时间点比较#差异有统计学意义$

!

$

%&%$

&#见

图
0

*

3

)

图
0

!!

2LM.

$

$

诱导后各时间点
FV2

标志物的表达水平

!!

=

!

!

$

%&%3

图
3

!!

2LM.

$

$

诱导后小鼠胆道组织

FV2

标志物的表达水平

?&E

!

过表达
D#5c6.$1(.3

>

后胆道上皮细胞的

FV2

标志物变化
!

空白组与阴性干预组在
2LM.

$

$

诱导
0/;

后
MVcK1

*

\#D9,8#,

*

F.C=!;9:#,

*

OS.$(

的表达水平差异无统计学意义$

!

%

%&%3

&#而干预组

MVcK1

*

\#D9,8#,

的表达下调$

!

$

%&%$

&#

F.C=!;9:.

#,

及
OS.$(

表达水平明显上调$

!

$

%&%3

&#见图
)

)

图
)

!!

过表达
D#5c6.$1(.3

>

后小鼠胆道
FV2

标志物

0/;

免疫荧光图$

[0%%

%
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!!

胆道闭锁是婴儿期累及肝内外胆管*最终导致终

末期肝硬化的严重肝脏疾病#其特点为胆管进行性的

炎症*纤维化#并最终消失形成胆道闭锁)

FV2

是指分化成熟的极化上皮细胞丧失上皮"

内皮细胞特征#向间充质细胞转化#使其具有更大的

活性和迁移性)

FV2

很可能参与了胆道闭锁中多发

性硬化性胆管炎的病理机制)

2LM.

$

$

在体内外各种上皮细胞和组织纤维化过

程中介导
FV2

的发生)目前#部分
D#5c6

已被证

实在
2LM.

$

$

诱导的
FV2

中发挥关键作用#

D#5c6

可能成为新的治疗各种慢性病的靶点)有研究发现

D#5c6.$1(.3

>

与
FV2

的过程密切相关#在心脏*肝

脏*肺*皮肤纤维化的过程中#

D#5c6.$1(.3

>

的表达

是下调的)

体内外转染
D#5c6

的前体#如
>

:9.D#5c6

*

>

:9.

D#:

#以增强相应
D#5c6

的作用#是当前最容易实现

的
D#5c6

干扰技术)本课题组通过
3,

A

"

DK

的

2LM.

$

$

的终浓度干预诱导胆道上皮细胞进一步纤维

化#从细胞水平模拟胆道闭锁的形成)同时进行

FV2

标志物的检测#证实了
2LM.

$

$

诱导下细胞

FV2

的形成#

D#5c6.$1(.3

>

的表达随时间延长逐渐

下调)随后转染了
>

:9.D#5c6.$1(.3

>

以上调
D#5.

c6.$1(.3

>

的表达#并转染了一段随机并不会在体内

产生任何影响的序列
>

:9.D#:

作为阴性对照#再给予

胆管上皮细胞
2LM.

$

$

刺激#检测转分化相关指标及

细胞外基质成分的变化)结果发现过表达
D#5c6.

$1(.3

>

后#胆道上皮细胞标志物
F.C=!;9:#,

*

OS.$(

表达有所上调#而间充质细胞标志物
\#D9,8#,

*

MVcK1

表达水平均有所下调#说明上调
D#5c6.

$1(.3

>

的表达可以抑制
2LM.

$

$

诱导的胆道上皮

FV2

)这一结果提示
D#5c6.$1(.3

>

可能通过调节

2LM.

$

$

通路相关靶基因表达#参与调控胆道上皮细

胞转分化及细胞外基质沉积)在胆道闭锁
FV2

进程

中起着关键的作用)
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