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Sab在性别差异性急性肝损伤小鼠中的作用机制研究*
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(武汉大学人民医院消化内科/消化系统疾病湖北省重点实验室,武汉
 

430060)

  [摘要] 目的 研究SH3结构域结合蛋白(Sab)在性别差异性急性肝损伤小鼠中的作用机制。方法 将

雌性小鼠和雄性小鼠随机分为对照组、乙酰氨基酚(APAP)急性肝损伤组、Ad-Sab组、雌激素受体拮抗组和雌

激素受体激活组。各组小鼠在完成对应处理后收集肝脏组织、血清,随即进行 ALT、AST检测,苏木精-伊红

(HE)染色和 Western
 

blot实验。结果 APAP急性肝损伤组雄性小鼠肝脏细胞质和线粒体中磷酸化c-Jun氨

基末端激酶(p-JNK)活性高于雌性小鼠,差异有统计学意义(P<0.05);雄性小鼠Sab表达水平低于雌性小鼠,
差异有统计学意义(P<0.05)。Ad-Sab组中,注射Ad-Sab的雄性小鼠肝脏损伤程度大于注射Ad-lacZ的雄性

小鼠,Sab表达水平、ALT水平高于后者,差异有统计学意义(P<0.05)。雌激素受体拮抗组雌性小鼠仅采用

富维司琼处理时,Sab表达水平随富维司琼剂量增加而提高;采用Ad-Sab+富维司琼处理的雌性小鼠在给予

APAP
 

200
 

mg/kg
 

4
 

h后,肝脏损伤程度大于Ad-lacZ+富维司琼处理的雌性小鼠,ALT水平高于后者,差异有

统计学意义(P<0.05)。雌激素受体激活组雄性小鼠受丙基吡唑三醇(PPT)保护,肝脏组织损伤小于对照组雄

性小鼠,ALT水平低于对照组雄性小鼠,差异有统计学意义(P<0.05)。结论 Sab的表达水平决定了c-Jun
氨基末端激酶(JNK)依赖急性药物性肝损伤的严重程度。雌性小鼠肝脏Sab蛋白水平表达更低,对肝损伤具

有明显抵抗力。
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  [Abstract] Objective To
 

investigate
 

the
 

mechanism
 

of
 

SH3
 

domain
 

binding
 

protein
 

(Sab)
 

in
 

sex-differ-
ential

 

acute
 

liver
 

injury
 

in
 

mice.Methods Female
 

and
 

male
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

control
 

group,

acetaminophen
 

(APAP)-induced
 

acute
 

liver
 

injury
 

group,Ad-Sab
 

group,estrogen
 

receptor
 

antagonist
 

group
 

and
 

estrogen
 

receptor
 

agonist
 

group.After
 

corresponding
 

treatments,liver
 

tissues
 

and
 

serum
 

were
 

collected
 

for
 

ALT/AST
 

detection,hematoxylin-eosin
 

(HE)
 

staining
 

and
 

Western
 

blot
 

analysis.Results In
 

the
 

APAP-
induced

 

acute
 

liver
 

injury
 

group,male
 

mice
 

showed
 

significantly
 

higher
 

p-JNK
 

activity
 

in
 

hepatic
 

cytoplasm
 

and
 

mitochondria
 

than
 

female
 

mice
 

(P<0.05).Male
 

mice
 

had
 

lower
 

Sab
 

expression
 

levels
 

than
 

female
 

mice
 

(P<0.05).In
 

the
 

Ad-Sab
 

group,male
 

mice
 

injected
 

with
 

Ad-Sab
 

showed
 

more
 

severe
 

hepatic
 

injury,higher
 

Sab
 

expression
 

and
 

elevated
 

ALT
 

levels
 

compared
 

with
 

Ad-lacZ
 

injected
 

male
 

mice
 

(P<0.05).In
 

the
 

estrogen
 

receptor
 

antagonist
 

group,fulvestrant-treated
 

females
 

showed
 

dose-dependent
 

increases
 

in
 

Sab
 

expression.Fe-
male

 

mice
 

treated
 

with
 

Ad-Sab
 

plus
 

fulvestrant
 

showed
 

more
 

severe
 

liver
 

injury
 

and
 

higher
 

ALT
 

levels
 

than
 

those
 

receiving
 

Ad-lacZ
 

plus
 

fulvestrant
 

after
 

4
 

h
 

of
 

200
 

mg/kg
 

APAP
 

administration
 

exhibited
 

more
 

severe
 

liver
 

injury
 

and
 

higher
 

ALT
 

levels
 

than
 

controls
 

(P<0.05).PPT-protected
 

males
 

in
 

the
 

estrogen
 

receptor
 

ag-
onist

 

group
 

showed
 

reduced
 

hepatic
 

damage
 

and
 

lower
 

ALT
 

levels
 

compared
 

with
 

control
 

male
 

mice
 

(P<
0.05).Conclusion Sab

 

expression
 

level
 

determines
 

the
 

severity
 

of
 

JNK-dependent
 

acute
 

drug-induced
 

liver
 

injury.Fe-
male

 

mice
 

have
 

lower
 

hepatic
 

Sab
 

protein
 

expression
 

levels
 

and
 

exhibit
 

significant
 

resistance
 

to
 

liver
 

injury.
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words] liver
 

injury;acetaminophen;sex
 

differences;Sab
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  急性肝损伤是威胁人类健康的常见疾病之一[1]。
研究表明,由于不同性别间激素水平及肝毒素代谢水

平上存在差异性,导致女性(雌性)在毒素诱导的急性

肝损伤易感性方面低于男性(雄性),其调控机制一直

受到研究者的关注,也是急性肝损伤研究领域中的热

点[2]。作者在前期分离了雄性、雌性小鼠肝脏的线粒

体并进行对比分析,发现雄性小鼠中的磷酸化c-Jun
氨基末端激酶(phospho-c-Jun

 

N-terminal
 

kinase,p-
JNK)水平和活性氧(reactive

 

oxygen
 

species,ROS)
反应敏感性更高。本研究旨在探讨SH3结构域结合

蛋白(SH3
 

domain-binding
 

protein,Sab)在性别差异

性急性肝损伤中的具体作用机制,现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

雄性 C57BL/6N 小鼠 和 雌 性 C57BL/6N 小 鼠

(6~8周)购自Envigo动物中心。小鼠饲养环境:温
度18~28

 

℃,相对湿度40%~80%,每天进食正规鼠

粮。本实验符合《实验室动物饲养和使用条例》并通

过武汉大学人民医院伦理委员会审查。p-JNK、c-Jun
氨基末端激酶(c-Jun

 

N-terminal
 

kinase,JNK)、类固

醇受 体 辅 激 活 因 子 (steroid
 

receptor
 

coactivator,

Src)、磷酸化类固醇受体辅激活因子(phospho-steroid
 

receptor
 

coactivator,P-Src)、鸟氨酸氨甲酰基转移酶

(ornithine
 

transcarbamylase,OTC)、抗增殖蛋 白1
(prohibitin

 

1,PHB1)、雌激素受体α(estrogen
 

recep-
tor

 

α,ERα)均购于美国Santa
 

Cruz公司;GAPDH、

ERα化学配体激活剂丙基吡唑三醇(propyl
 

pyrazole
 

triol,PPT)购于美国Sigma公司;Sab购于美国 Ab-
bomax公司,ERα受体拮抗剂富维司琼购于 美 国

Selleckchem公司;ALT活性检测试剂盒购于维百奥

(北京)生物科技有限公司;苏木精-伊红(hematoxy-
lin-eosin,HE)染色液购于上海Sangon

 

Biotech有限

公司。shRNA腺病毒载体 Ad-lacZ和 Ad-Sab购于

美国Invitrogen公司;荧光显微镜购于日本Olympus
公司;核酸电泳槽购于北京六一仪器厂。

1.2 方法

1.2.1 标本收集与分组处理

将雌性小鼠和雄性小鼠随机分为对照组、乙酰氨

基酚(acetaminophen,APAP)急性肝损伤组、Ad-Sab
组、雌激素受体拮抗组和雌激素受体激活组。对照组

雌性和雄性小鼠不做额外处理。APAP急性肝损伤

组选取雌性和雄性小鼠各5只,给予腹腔内给予

APAP
 

200
 

mg/kg
 

4
 

h,检测肝脏组织损伤,以及p-
JNK和Sab表达情况。Ad-Sab组选取雄性小鼠10
只,各选5只于尾静脉分别注射2.5×109

 

IU剂量的

Ad-lacZ或Ad-Sab,处理14
 

d后检测Sab表达情况;
随后,腹腔内给予APAP

 

200
 

mg/kg
 

4
 

h,检测肝脏组

织损伤情况。雌激素受体拮抗组,选取雌性小鼠10
只,各选5只于尾静脉分别注射2.5×109

 

IU剂量的

Ad-lacZ或Ad-Sab,处理14
 

d,检测Sab表达情况;选
取雌性小鼠10只,各选5只分别采用富维司琼2、5

 

mg/kg处理,检测Sab表达情况;选取雌性小鼠10
只,各选5只于尾静脉分别注射2.5×109IU剂量的

Ad-lacZ或Ad-Sab,处理14
 

d后采用富维司琼2
 

mg/

kg处理,给予腹腔内给予 APAP
 

200
 

mg/kg
 

4
 

h,检
测肝脏组织损伤情况。雌激素受体激活组选取雄性

小鼠5只,采用ERα配体激活剂PPT处理,给予腹腔

内给予APAP
 

200
 

mg/kg
 

4
 

h,检测肝脏组织损伤情

况。以上各组小鼠在完成对应处理后收集肝脏组织、
血清,随即进行ALT、AST检测,HE染色和 Western

 

blot实验。

1.2.2 HE染色

小鼠肝脏组织置于蔗糖溶液中脱水,最后将肝组

织包埋,放置于冰冻切片机中,20
 

min速冻,切取厚度

为10
 

μm的肝冠状切片。HE染色肝脏组织切片5
 

min,然后用清水冲洗切片,0.1%盐酸乙醇分色15
 

s,
最后将组织切片放入95%乙醇脱水并用二甲苯澄清,
装片。

1.2.3 Western
 

blot实验

小鼠肝脏组织置于冰上,用冷PBS清洗两遍。向

组织中加入裂解液并进行匀浆,然后放置于冰上1
 

h,

4
 

℃下2
 

000
 

r/min离心10
 

min;将上清液转移至新

的离心管,4
 

℃下12
 

000
 

r/min离心10
 

min,此上清

为细胞质蛋白,将上清液转移至新的离心管中并保存

于-20
 

℃冰箱。向沉淀加入裂解液,然后放置于冰上

1
 

h,4
 

℃下10
 

000
 

r/min离心5
 

min,将上清液转移至

新的离心管中并保存于-20
 

℃冰箱,此蛋白为线粒体

蛋白。将30
 

μg蛋白和上样缓冲液混合后,上样在

10%分离胶/5%积层胶上进行十二烷基硫酸钠-聚丙

烯酰胺凝胶电泳。应用电转移将电泳分离后的蛋白

转移至硝酸纤维素滤膜上,滤膜经5%脱脂奶粉-PBS
溶液于室温封闭1

 

h后,一抗孵育过夜。滤膜经PBS
缓冲液清洗3次后,再与辣根过氧化物酶(horserad-
ish

 

peroxidase,HRP)交联的二抗室温下孵育1
 

h。滤

膜经PBS缓冲液清洗3次后,应用增强的化学发光

(enhanced
 

chemiluminescence,ECL)法显影。

1.3 统计学处理
 

采用SPSS22.0和GraphPadPrism7.0软件进行

数据分析。计量资料以x±s 表示,组间比较采用t
检验。以P<0.05为差异有统计学意义。
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2 结  果

2.1 雌性对急性肝损伤的抵抗力与低Sab表达有关

APAP急性肝损伤组雄性小鼠肝脏损伤程度大

于雌性小鼠;雄性小鼠细胞质和线粒体中p-JNK活性

高于雌性小鼠,差异有统计学意义(P<0.05);雄性小

鼠Sab表达水平低于雌性小鼠,差异有统计学意义

(P<0.05),见图1。

2.2 Sab高表达对雄性小鼠肝脏毒性易感性的影响

Ad-Sab组中,注射Ad-Sab的雄性小鼠肝脏Sab
表达水平高于注射Ad-lacZ的雄性小鼠,差异有统计

学意义(P<0.05);注射 Ad-Sab的雄性小鼠肝脏损

伤程度大于注射 Ad-lacZ的雄性小鼠;注射 Ad-Sab
的雄性小鼠ALT水平高于注射Ad-lacZ的雄性小鼠

[(10
 

000±100)U/L
 

vs.(5
 

800±200)U/L],差异有

统计学意义(P<0.05),见图2。

2.3 ERα拮抗剂和激动剂对小鼠的影响

雌激素受体拮抗组雌性小鼠仅采用Ad-Sab处理

不会增加Sab表达;雌激素受体拮抗组雌性小鼠仅采

用富维司琼处理时,Sab表达水平随富维司琼剂量增

加而提高,采用富维司琼5
 

mg/kg处理的雌性小鼠

Sab表达高于对照组雌性小鼠,差异有统计学意义

(P<0.05);采用Ad-Sab+富维司琼处理的雌性小鼠

在给予 APAP
 

200
 

mg/kg
 

4
 

h后,相比 Ad-lacZ+富

维司琼处理的雌性小鼠出现明显的肝脏组织坏死,

ALT水平高于后者[(9
 

500±250)U/L
 

vs.(1
 

800±
300)U/L],差异有统计学意义(P<0.05)。为了进一

步阐述ERα在Sab水平性别差异机制中的作用,采用

强效且特异性较强的ERα配体激活剂PPT处理雄性

小鼠,结果显示,雌激素受体激活组雄性小鼠受PPT
保护,肝脏组织损伤小于对照组雄性小鼠,ALT水平

低 于 对 照 组 雄 性 小 鼠 [(2
 

100±600)U/L
 

vs.
(13

 

800±420)U/L],差异有统计学意义(P<0.05),
见图3。

  A:APAP急性肝损伤组小鼠肝脏组织病理图(HE染色);B:Western
 

blot检测对照组与APAP急性肝损伤组小鼠肝脏组织细胞质和线粒体中

p-JNK表达情况;C:Western
 

blot检测APAP急性肝损伤组小鼠肝脏组织线粒体Sab表达情况;①:对照组;②:APAP急性肝损伤组;a:P<0.05,

与同组雄性小鼠比较。

图1  雄性小鼠和雌性小鼠p-JNK和Sab的表达差异

  A:Western
 

blot检测雄性小鼠接受Ad-lacZ或Ad-Sab处理后Sab表达水平;B:雄性小鼠接受Ad-lacZ或Ad-Sab处理后肝脏组织病理图(HE

染色)。

图2  Sab高表达对雄性小鼠肝脏毒性易感性的影响
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  A:Western
 

blot检测雌激素受体拮抗组雌性小鼠仅接受Ad-lacZ或Ad-Sab处理后Sab表达情况;B:Western
 

blot检测雌激素受体拮抗组雌性

小鼠仅接受富维司琼处理后Sab表达情况;C:雌激素受体拮抗组雌性小鼠接受 Ad-lacZ或 Ad-Sab+富维司琼处理后的肝脏组织病理图(HE染

色);D:雌激素受体激活组与对照组雄性小鼠肝脏组织病理图(HE染色);a:P<0.05,与对照组比较。

图3  ERα拮抗剂和激动剂对小鼠的影响

3 讨  论

  急性肝损伤已经成为威胁人类健康的常见疾病

之一,其危害不容忽视。在美国,APAP是导致急性

药物性肝损伤的最常见病因,占全部病例的一半以

上[2-4]。我国一项急性药物性肝损伤发病率和原因的

回顾性研究发现,一般人群的年发病率高于西方国家

报道的发病率,且女性对某些药物表现出更高的易感

性[5]。为此,筛选和鉴定药物及其代谢产物导致急性

肝损伤关键调控因子,研发新型靶向药物阻断肝损伤

的发生与发展进程,对提高急性肝损伤患者的生存率

和改善患者的肝功能具有重要意义。
WIN等[6]在2006年发现 APAP会引起急性肝

损伤,该过程中p-JNK与肝细胞线粒体膜骨架蛋白

Sab发生结合并共同转移至线粒体内,进而调控一系

列的生物学效应。APAP肝毒性的机制中[7-9],线粒

体中有部分APAP转化为有毒中间产物对乙酰基-对
苯醌亚胺,经历共价结合等过程并消耗谷胱甘肽,线
粒体功能受到损伤,导致ROS释放增加,激活丝裂原

活化 蛋 白 激 酶 (mitogen-activated
 

protein
 

kinase,
MAPK)级 联 反 应,导 致 p-JNK 的 表 达 增 加[10-11]。
JNK是一种重要的应激活化蛋白激酶[12],是 MAPK
信号通路中的亚类[13],在介导肝损伤发生、发展,激活

相关信号调控网络过程中发挥重要作用[14]。前期研

究发现,持续的JNK激活调控B淋巴细胞瘤家族成

员活性,并通过控制线粒体外膜通透性大小,决定细

胞色素C和其他凋亡蛋白的释放程度[15-17],这一系列

研究中,Sab发挥着重要作用。Sab是一种线粒体外

膜蛋白[18],靶向目标为JNK,也是JNK 的底物[19]。
当JNK发生磷酸化并与Sab发生结合后,导致线粒

体的呼吸链受到损伤,ROS产生增加又进一步加重线

粒体的损害。
Sab是一种与JNK发生相互作用的蛋白[20-23],由

WILTSHIRE等[24]通过蛋白-蛋白相互作用筛查发

现。Sab具有与布鲁顿酪氨酸激酶的SH3结构域发

生结合的能力。该蛋白质的N端形成延伸的卷曲螺

旋结构,该结构包含SH3结构域。激酶相互作用基

序(kinase
 

interaction
 

motif,KIM)和磷酸化受体位点

位于C端内。除了 KIM 和磷酸化受体位点外,C端

没有任何可识别的特征,也没有与其他任何已知蛋白

质的相似性[25-27]。
本研究结果显示,在 APAP诱导的肝损伤模型

中,雄性小鼠中的肝细胞特异性Sab缺失阻止了p-
JNK的持续活性和肝损伤。在APAP处理的雌性小

鼠和雄性小鼠肝脏中JNK1和JNK2表达没有差异,
但是雌性小鼠中p-JNK的活性明显下降,雌性小鼠与

雄性小鼠相比具有明显的肝毒性抵抗性,对APAP毒

性易感性存在明显的性别差异。与其他类固醇激素

相似,雌激素很容易穿透细胞膜[28]。一旦进入细胞,

075 重庆医学2025年3月第54卷第3期



雌激素就会与ER发生结合,从而调控一系列基因的

表达。ER包括ERα和ERβ两种编码基因,前者主要

存在于肝脏中,在雌性小鼠中的表达水平高于雄性小

鼠[29]。雌激素发挥作用是通过ER介导,ER与DNA
结合并调控基因表达二聚体核蛋白[30]。本实验中使

用ERα拮抗剂处理雌性小鼠,随着剂量的增加,ERα
表达水平下降,而Sab表达水平上升。Sab移位至线

粒体后导致呼吸抑制、ROS增加及急性肝损伤。对雄

性、雌性小鼠肝脏的线粒体进行分析对比,发现雄性

小鼠中Sab的表达水平和ROS水平更高。
综上所述,在急性肝损伤中,p-JNK与Sab结合

后转移至线粒体内,导致线粒体通透性孔的开放和线

粒体发生去极化,氧化磷酸化反应解偶联,线粒体发

生肿胀导致外膜发生破裂。随后影响肝细胞的呼吸

反应、氧化应激等反应,最后导致肝细胞发生坏死及

凋亡。雌性小鼠表达的Sab水平较雄性小鼠明显更

低,其对急性肝损伤具有抵抗力。Sab的表达水平决

定急性肝损伤的严重程度。本研究深化了Sab作为

急性肝损伤的药物靶标的潜在应用价值,为临床开发

治疗急性肝损伤药物提供更多的理论依据,也为后续

转化医学研究奠定了基础。
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