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泡球蚴感染小鼠肝脏自噬相关蛋白的表达

及其与纤维化关系的研究
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【摘要】　目的　通过观察泡球蚴感染不同阶段小鼠肝脏纤维化情况与自噬相关蛋白表达情况，分析在泡球蚴感染中自

噬与肝纤维化的关系。　方法　取雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠４５只，随机分为模型组（３０只）与对照组（１５只）。模型组小鼠感

染泡球蚴，并分别于感染８、３０、６０、９０、１８０ｄ处死，通过ＨＥ染色观察小鼠肝脏的组织病理学变化，Ｍａｓｓｏｎ染色观察小鼠

肝脏胶原纤维变化，免疫组化法检测肝脏中Ａｔｇ５、ＬＣ３与αＳＭＡ蛋白的表达情况，ｑＲＴＰＣＲ检测肝脏中 Ａｔｇ５、ＬＣ３、α

ＳＭＡｍＲＮＡ表达水平。　结果　模型组小鼠感染泡球蚴８～９０ｄ，Ａｔｇ５、ＬＣ３、αＳＭＡ蛋白及其 ｍＲＮＡ表达逐渐增加，

其中感染３０～９０ｄ时与对照组相比差异均有统计学意义（均犘＜０．０５）；感染１８０ｄ时 Ａｔｇ５、ＬＣ３表达量较之前减低，而

αＳＭＡ表达量继续增加，与对照组相比差异有统计学意义（犘＜０．０５）。　结论　泡球蚴感染早、中期小鼠肝脏自噬相关

蛋白高表达，可能促进肝星状细胞活化。
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　　多房棘球蚴病又称泡型包虫病，是多房棘球绦虫

的幼虫泡球蚴感染引起的一种古老的人畜共患病。泡

球蚴主要侵犯肝脏组织，使肝组织发生纤维化等病理

损伤。肝星状细胞（ＨｅｐａｔｉｃＳｔｅｌｌａｔｅＣｅｌｌｓ，ＨＳＣｓ）的

持续激活是肝纤维化发生发展过程中的关键环节。自

噬普遍存在于大部分真核细胞中，是一种进化保守的

细胞内降解系统和重要的免疫防御机制，在抗寄生病

原体免疫应答中发挥重要功能。既往研究表明，自噬

在病毒性肝炎、肝硬化等慢性肝病的发生发展中起重

要作用，而肝纤维化作为慢性肝病的修复反应更是受

自噬的调节和影响。自噬在肝纤维化过程中的作用是

复杂的，并且具有双向性，但在泡球蚴感染造成的纤维

化中，自噬作用机制尚未完全探明。本实验通过检测

泡球蚴感染小鼠肝脏中自噬相关蛋白Ａｔｇ５、ＬＣ３及α

ＳＭＡ表达情况，探讨其与肝纤维化之间的联系，为泡

球蚴感染的基础研究提供依据。

材料与方法

１　材料

１．１　实验动物　６～８周龄雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠４５只，

体重１８～２２ｇ，购于新疆医科大学实验动物中心。泡

球蚴保种ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，由本实验动物中心提供。

１．２　主要试剂　兔抗αＳＭＡ、Ａｔｇ５、ＬＣ３Ａ／Ｂ抗体购

于中国ＡｆｆｉｎｉｔｙＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司；生物素标记通用型二

抗试 剂 盒 购 自 北 京 中 衫 生 物 技 术 有 限 公 司；

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＴＭ
ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ

（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）和ＴＢＧｒｅｅｎ?ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ
ＴＭ

ＩＩ（ＴｌｉＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ）购 自 日 本 ＴａＫａＲａ 公 司；

Ｍａｓｓｏｎ三色染色试剂盒（ＭＳＴ８００３）购自迈新生物

技术公司。

２　方法

２．１　动物模型建立与分组　将泡球蚴保种小鼠在无

菌条件下处死，取出泡球蚴组织，分离出坏死组织，吸

出
#

液至５０ｍｌ离心管内，剩余组织剪碎研磨，２００目

尼龙网过筛，用含双抗的生理盐水反复冲洗，沉淀３

次，最后１次冲洗沉淀后，加入ＰＢＳ重悬混匀，取１０

μｌ滴于载玻片上计数原头蚴，并将原头蚴液调整至１０

０００个／ｍｌ。将４５只雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠随机分成模型

组（３０只）和对照组（１５只），模型组小鼠每只腹腔注射

０．２ｍｌ原头蚴液，对照组小鼠每只注射０．２ｍｌ生理

盐水。

２．２　标本采集　分别于接种后８、３０、６０、９０、１８０ｄ，颈

椎脱臼法处死模型组小鼠６只和对照组小鼠３只，于

无菌环境下沿腹白线剖开腹腔，取肝脏组织，一部分置

于４％多聚甲醛溶液中固定７２ｈ，用于 ＨＥ 染色、

Ｍａｓｓｏｎ染色以及免疫组织化学检测。另一部分放入

液氮冻存管中，快速冷冻后转移至８０℃冰箱，用于提

取总ＲＮＡ进行ｑＲＴＰＣＲ检测。

２．３　标本石蜡切片制备　取固定后的肝组织进行修

剪，经脱水、石蜡包埋、切片后黏附于载玻片上。

２．４　标本的ＨＥ染色及组织病理学检查　石蜡切片

置６０℃下烤片１ｈ，环保脱蜡液脱蜡，梯度酒精至水

化，苏木素伊红染色后脱水封片，显微镜下观察病理

变化。

２．５　标本的 Ｍａｓｓｏｎ染色检查　石蜡切片经烤片、脱

蜡水化后，按照试剂盒说明书进行 Ｍａｓｓｏｎ染色，其中

胶原纤维染成蓝色。于２００倍光镜下每片随机选取５

个不同视野，分别采集图像，使用ＩｍａｇｅＪ软件分析胶

原纤维面积百分比。

２．６　标本的免疫组化检测　石蜡切片经烤片、脱蜡水

化后，浸泡于柠檬酸盐缓冲液中９５℃微波修复１５

ｍｉｎ，冷却至室温后ＰＢＳ洗涤；加入内源性过氧化物酶

阻断剂室温孵育１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤；滴加山羊血清工

作液孵育３０ｍｉｎ，甩去血清；滴加一抗，４℃孵育过夜，

室温复温１ｈ，ＰＢＳ洗涤；滴加通用型二抗室温孵育１．

５ｈ，ＰＢＳ洗涤后加入ＤＡＢ显色，苏木素复染，盐酸乙

醇快速分化后脱水，中性树胶封片，于２００倍光镜下每

片随机选取５个不同视野，分别采集图像，使用Ｉｍａｇｅ

Ｊ软件分析阳性表达面积百分比。

２．７　ｑＲＴＰＣＲ检测相关蛋白 ｍＲＮＡ表达水平　取

出８０℃冰箱冻存的模型组及对照组小鼠不同时间采

集的肝脏组织各２０～３０ｍｇ，采用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取总

ＲＮＡ，测定Ａ２６０／Ａ２８０ 值（１．８～２．０），计算ＲＮＡ浓度。

将各标本ＲＮＡ浓度调整至１０００ｎｇ／μｌ后各取１μｌ，

使 用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＴＭ
ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ

Ｅｒａｓｅｒ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）试剂盒在核酸扩增仪上反

转录成ｃＤＮＡ。取ｃＤＮＡ２μｌ加入含 ＴＢＧｒｅｅｎ
?

ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ
ＴＭ
ＩＩ，上、下游引物以及灭菌水的ＰＣＲ

反应液中，采用 ｑＲＴＰＣＲ 仪检测 ＬＣ３ａ、ＬＣ３ｂ、α

ＳＭＡ的ｍＲＮＡ相对表达量。

选择小鼠Ｇａｐｄｈ基因作为内参，引物由上海生工

公司合成，引物序列见表１。

表１　犘犆犚引物

犜犪犫犾犲１　犘犆犚狆狉犻犿犲狉狊

基因

ｇｅｎｅ

上游引物序列

ＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ

下游引物序列

ＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ

Ａｔｇ５ ＡＴＣＣＡＡＧＧＡＴＧＣＧＧＴＴＧＡＧＧ ＡＴＣＣＡＧＡＧＣＴＧＣＴＴＧＴＧＧＴＣ

ＬＣ３ａ ＡＧＣＧＣＴＡＣＡＡＧＧＧＴＧＡＧＡＡＧ ＴＣＴＴＧＧＧＡＧＧＣＧＴＡＧＡＣＣＡＴ

ＬＣ３ｂ ＡＧＡＴＣＣＣＡＧＴＧＡＴＴＡＴＡＧＡＧＣＧＡ ＴＴＧＣＴＧＴＣＣＣＧＡＡＴＧＴＣＴＣＣ

αＳＭＡ ＧＴＣＣＣＡＧＡＣＡＴＣＡＧＧＧＡＧＴＡＡ ＴＣＧＧＡＴＡＣＴＴＣＡＧＣＧＴＣＡＧＧＡ

Ｇａｐｄｈ ＴＧＧＴＧＡＡＧＣＡＧＧＣＡＴＣＴＧＡＧ ＴＧＡＡＧＴＣＧＣＡＧＧＡＧＡＣＡＡＣＣ

２．８　统计学分析　采用ＳＰＳＳ２２．０软件进行统计学

·３４·
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分析。计量资料以（狓±狊）表示，进行单因素方差分

析，组间比较采用ＬＳＤｔ检验。犘＜０．０５为差异有统

计学意义。

结　果

１　小鼠肝脏组织病理学变化

镜下观察，对照组小鼠肝小叶结构完整，肝细胞边

界清晰完整，排列有序，偶见炎性细胞聚集。在模型组

小鼠，泡球蚴感染８ｄ时肝细胞出现轻度水肿，炎症细

胞开始浸润门脉区，肝窦充血；泡球蚴感染３０ｄ时，肝

小叶结构相对完整，可见肝细胞点灶性坏死，门静脉周

围有炎性细胞聚集在，肝窦扩张；泡球蚴感染６０ｄ时，

门脉区炎性细胞浸润进一步加重，肝窦扩张，囊泡壁形

成；泡球蚴感染９０ｄ时，病变周围有炎症细胞聚集，可

见桥接坏死、肝小叶结构紊乱及成纤维细胞增殖；泡球

蚴感染１８０ｄ时已无正常肝小叶，肝窦明显扩张伴充

血。病灶周围伴大量炎性细胞浸润，纤维层增厚（图

１）。

　　Ａ　泡球蚴感染８ｄ小鼠肝组织　Ｂ　泡球蚴感染３０ｄ小鼠肝组织

Ｃ　泡球蚴感染６０ｄ小鼠肝组织　Ｄ　泡球蚴感染９０ｄ小鼠肝组织　

Ｅ　泡球蚴感染１８０ｄ小鼠肝组织　Ｆ　对照组小鼠肝脏

图１　泡球蚴感染小鼠肝脏组织病理学变化（犎犈染色，２００×）

Ａ　Ｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ犈．犿狌犾狋犻犾狅犮狌犾犪狉犻狊ｆｏｒ８ｄａｙｓ

　Ｂ　Ｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ犈．犿狌犾狋犻犾狅犮狌犾犪狉犻狊ｆｏｒ３０ｄａｙｓ

　Ｃ　Ｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ犈．犿狌犾狋犻犾狅犮狌犾犪狉犻狊ｆｏｒ６０ｄａｙｓ

　Ｄ　Ｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ犈．犿狌犾狋犻犾狅犮狌犾犪狉犻狊ｆｏｒ９０ｄａｙｓ

　Ｅ　Ｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ犈．犿狌犾狋犻犾狅犮狌犾犪狉犻狊ｆｏｒ１８０ｄａｙｓ

　Ｆ　Ｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｃｏｎｔｒｏｌｍｉｃｅ

犉犻犵．１　犎犻狊狋狅狆犪狋犺狅犾狅犵犻犮犪犾犮犺犪狀犵犲狊犻狀狋犺犲犾犻狏犲狉狅犳犿犻犮犲犻狀犳犲犮狋犲犱

狑犻狋犺犈．犿狌犾狋犻犾狅犮狌犾犪狉犻狊（犎犈）（２００×）

２　小鼠肝脏组织胶原蛋白表达情况

Ｍａｓｓｏｎ染色观察，在对照组小鼠肝脏较大的汇管

区可见少量胶原表达。在泡球蚴感染鼠病灶周围可见

大面积的胶原表达，围绕病灶形成纤维环／带（图２）。

模型鼠感染泡球蚴后８、３０、６０、９０、１８０ｄ时的肝脏组

织胶原容积分数分别为０．６４８±０．１３３、３．５９５±

１．１１４、９．６６５±０．８６６、１９．１５２±０．７５７、２１．６６２±

１．６５１，对照鼠为０．０７７±０．０２５（图３）。模型鼠感染后

３０、６０、９０、１８０ｄ时的肝脏组织胶原容积分数与对照

鼠比较差异均有统计学意义（均犘＜０．０５）。纤维化程

度随着感染时长逐渐加重。

　　Ａ　泡球蚴感染８ｄ小鼠肝组织　Ｂ　泡球蚴感染３０ｄ小鼠肝组织

　Ｃ　泡球蚴感染６０ｄ小鼠肝组织　Ｄ　泡球蚴感染９０ｄ小鼠肝组织

　Ｅ　泡球蚴感染１８０ｄ小鼠肝组织　Ｆ　对照组小鼠肝脏

图２　泡球蚴感染小鼠肝脏组织 犕犪狊狊狅狀染色（２００×）

Ａ　Ｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ犈．犿狌犾狋犻犾狅犮狌犾犪狉犻狊ｆｏｒ８ｄａｙｓ

　Ｂ　Ｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ犈．犿狌犾狋犻犾狅犮狌犾犪狉犻狊ｆｏｒ３０ｄａｙｓ

　Ｃ　Ｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ犈．犿狌犾狋犻犾狅犮狌犾犪狉犻狊ｆｏｒ６０ｄａｙｓ

　Ｄ　Ｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ犈．犿狌犾狋犻犾狅犮狌犾犪狉犻狊ｆｏｒ９０ｄａｙｓ

　Ｅ　Ｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ犈．犿狌犾狋犻犾狅犮狌犾犪狉犻狊ｆｏｒ１８０ｄａｙｓ

　Ｆ　Ｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｃｏｎｔｒｏｌｍｉｃｅ

犉犻犵．２　犕犪狊狊狅狀狊狋犪犻狀犻狀犵狅犳犾犻狏犲狉狋犻狊狊狌犲狅犳犿犻犮犲犻狀犳犲犮狋犲犱

狑犻狋犺犈．犿狌犾狋犻犾狅犮狌犾犪狉犻狊（２００×）

图３　泡球蚴感染小鼠肝脏组织胶原容积分数

犉犻犵．３　犆狅犾犾犪犵犲狀狏狅犾狌犿犲犳狉犪犮狋犻狅狀犻狀犾犻狏犲狉狋犻狊狊狌犲狅犳犿犻犮犲犻狀犳犲犮狋犲犱

狑犻狋犺犈．犿狌犾狋犻犾狅犮狌犾犪狉犻狊

３　小鼠肝脏组织犃狋犵５、犔犆３与α犛犕犃蛋白表达情况

免疫组化检查显示，对照组小鼠肝脏中较少表达

或基本不表达Ａｔｇ５、ＬＣ３、αＳＭＡ蛋白。在模型鼠，泡

球蚴感染８ｄ时偶有Ａｔｇ５、ＬＣ３与αＳＭＡ蛋白表达，

与对照组相比差异不具统计学意义（犘＞０．０５）；泡球

蚴感染３０～９０ｄ，Ａｔｇ５、ＬＣ３与αＳＭＡ蛋白在肝组织

中呈散在分布，表达量开始升高，与对照组相比差异有

统计学意义（犘＜０．０５）；泡球蚴感染１８０ｄ，肝组织内

Ａｔｇ５、ＬＣ３蛋白的表达量较前显著减少，αＳＭＡ表达

量继续增加，与对照组相比差异有统计学意义（犘＜

０．０５）（图４、５，表２）。

·４４·
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　　Ａ　泡球蚴感染８ｄ小鼠肝组织　Ｂ　泡球蚴感染３０ｄ小鼠肝组织　Ｃ　泡球蚴感染６０ｄ小鼠肝组织　Ｄ　泡球蚴感染９０ｄ小鼠肝组织　Ｅ　

泡球蚴感染１８０ｄ小鼠肝组织　Ｆ　对照组小鼠肝脏

图４　泡球蚴感染小鼠肝脏组织免疫组化染色（２００×）

Ａ　Ｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ犈．犿狌犾狋犻犾狅犮狌犾犪狉犻狊ｆｏｒ８ｄａｙｓ　Ｂ　Ｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ犈．犿狌犾狋犻犾狅犮狌犾犪狉犻狊ｆｏｒ３０ｄａｙｓ　Ｃ　

Ｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ犈．犿狌犾狋犻犾狅犮狌犾犪狉犻狊ｆｏｒ６０ｄａｙｓ　Ｄ　Ｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ犈．犿狌犾狋犻犾狅犮狌犾犪狉犻狊ｆｏｒ９０ｄａｙｓ　Ｅ　Ｌｉｖｅｒ

ｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ犈．犿狌犾狋犻犾狅犮狌犾犪狉犻狊ｆｏｒ１８０ｄａｙｓ　Ｆ　Ｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｃｏｎｔｒｏｌｍｉｃｅ

犉犻犵．４　犐犿犿狌狀狅犺犻狊狋狅犮犺犲犿犻犮犪犾狊狋犪犻狀犻狀犵狉犲狊狌犾狋狊狅犳犾犻狏犲狉狋犻狊狊狌犲狅犳犿犻犮犲犻狀犳犲犮狋犲犱狑犻狋犺犈．犿狌犾狋犻犾狅犮狌犾犪狉犻狊（２００×）

图５　泡球蚴感染小鼠肝脏组织蛋白表达情况

犉犻犵．５　犘狉狅狋犲犻狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀犾犻狏犲狉狋犻狊狊狌犲狊狅犳犿犻犮犲犻狀犳犲犮狋犲犱

狑犻狋犺犈．犿狌犾狋犻犾狅犮狌犾犪狉犻狊

表２　小鼠肝脏组织蛋白阳性面积百分比（狓±狊，％）

犜犪犫犾犲２　犘犲狉犮犲狀狋犪犵犲狅犳狆狉狅狋犲犻狀狆狅狊犻狋犻狏犲犪狉犲犪

犻狀犿狅狌狊犲犾犻狏犲狉狋犻狊狊狌犲（狓±狊，％）

感染时间（ｄ）

Ｄｕｒａｔｉｏｎｏｆ

ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ（ｄ）
αＳＭＡ ＬＣ３ Ａｔｇ５

８ ０．４１±０．１４７ ０．４７０±０．１０１ ０．５８０±０．１９０

３０ １．５７３±０．２０２
ａ １．１４２±０．１５２ １．３２０±０．３６１

６０ ３．９７２±１．３２０
ａ

４．９８２±０．４８６
ａ
２．９８７±０．５１５

ａ

９０ ８．１５７±０．８２５
ａ

５．３９２±０．３２２
ａ
７．５１０±２．０５２

ａ

１８０ １１．２３７±０．６４２
ａ
２．３３５±０．３０６

ａ １．８５０±０．４７２

对照组 ０．０８７±０．０３２ ０．１５３±０．０２５ ０．２６３±０．０１５

　　注（Ｎｏｔｅｓ）：ａ与对照组比较（Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ），犘

＜０．０５。

４　小鼠肝脏组织犃狋犵５、犔犆３、α犛犕犃的犿犚犖犃表达情

况

与对照组相比，模型组小鼠感染泡球蚴感染后８ｄ

时，肝组织Ａｔｇ５、ＬＣ３、αＳＭＡｍＲＮＡ表达稍有增高；

泡球蚴感染３０～９０ｄ，Ａｔｇ５、ＬＣ３及αＳＭＡ ｍＲＮＡ

相对表达量持续升高，与对照组相比差异均有统计学

意义（均犘＜０．０５）；泡球蚴感染１８０ｄ，肝组织Ａｔｇ５、

ＬＣ３ｍＲＮＡ表达量较前显著减少，αＳＭＡｍＲＮＡ表

达量继续增加，与对照组相比差异均有统计学意义（均

犘＜０．０５）（图６，表３）。

图６　泡球蚴感染小鼠肝脏组织相关蛋白犿犚犖犃表达情况

犉犻犵．６　犿犚犖犃犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀犾犻狏犲狉狋犻狊狊狌犲狊狅犳犿犻犮犲犻狀犳犲犮狋犲犱

狑犻狋犺犈．犿狌犾狋犻犾狅犮狌犾犪狉犻狊

表３　小鼠肝脏组织相关蛋白犿犚犖犃相对表达量（狓±狊）

犜犪犫犾犲３　犚犲犾犪狋犻狏犲犿犚犖犃犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳狉犲犾犪狋犲犱狆狉狅狋犲犻狀狊

犻狀犿狅狌狊犲犾犻狏犲狉狋犻狊狊狌犲

感染时间（ｄ）

Ｄｕｒａｔｉｏｎｏｆ

ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ（ｄ）
αＳＭＡｍＲＮＡ ＬＣ３ｍＲＮＡ Ａｔｇ５ｍＲＮＡ

８ １．２６２±０．１２７ １．２１８±０．１５９ １．２１５±０．０８３

３０ １．９１９±０．２２７
ａ １．８８３±０．１６７ １．９１８±０．０９６

ａ

６０ ２．５２９±０．２６７
ａ

３．０９８±０．９５６
ａ
２．４５９±０．０９８

ａ

９０ ３．０９２±０．４０５
ａ

３．４８４±１．２６８
ａ
３．１７８±０．２６９

ａ

１８０ ３．８６６±０．２０９
ａ １．４８６±０．０９８ １．４７０±０．２２９

ａ

对照组 ０．９６２±０．０６４ ０．９９８±０．０８４ １．０１５±０．１９２

　　注（Ｎｏｔｅｓ）：ａ与对照组比较（Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ），犘

＜０．０５。
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讨　论

当寄生虫侵犯宿主的肝脏时，寄生虫在肝内移行

和寄生造成的长期慢性炎症刺激可引起肝细胞的坏

死、再生，持续或严重的损伤则可造成宿主肝脏纤维

化。泡球蚴寄生于小鼠肝脏时，起初以引起肝脏局部

炎症反应、炎性细胞聚集为主；随着泡球蚴不断生长发

育，肝脏炎性病灶数量增多、范围增大，胶原纤维沉积

也逐渐增多，肝纤维化进程加快［１２］。

纤维化进程是一个复杂过程，涉及许多细胞类型

的募集以及细胞之间的相互作用。然而，肝纤维化的

关键环节是 ＨＳＣｓ的持续激活。正常情况下 ＨＳＣｓ处

于静止状态。当肝脏受到炎症或机械刺激等损伤时，

ＨＳＣｓ被激活，其表型由静止型转变为激活型。激活

的ＨＳＣｓ一方面通过增生和分泌细胞外基质参与肝纤

维化的形成和肝内结构的重建，另一方面通过细胞收

缩使肝窦内压升高。这两类变化最终奠定了肝纤维

化、门静脉高压症发生的病理学基础［３］。αＳＭＡ的表

达为ＨＳＣｓ激活的标志。

自噬是存在于真核生物中的一种保守细胞内降解

系统。通常所说的自噬是通过双层膜包裹部分胞质和

细胞内需要降解的细胞器、蛋白质等成分形成自噬体，

然后与溶酶体融合形成自噬溶酶体，降解其所包裹的

内容物的现象［４］。自噬的发生是由自噬相关基因

（ＡＴＧ）参与完成的一系列精密调控的动态过程。

Ａｔｇ５是自噬通路中的关键蛋白，对于自噬泡形成及降

解是必不可少的。ＬＣ３Ⅱ主要结合在自噬体膜表面，

是判断形成活化的重要标志物之一［５６］。因此以

Ａｔｇ５、ＬＣ３Ⅱ来作为判断自噬强弱的标志。

作为细胞的生理功能，自噬也可以调节 ＨＳＣ的

活性。在肝纤维化过程中，自噬就像一把双刃剑。一

方面，上调自噬可以激活 ＨＳＣ，促进纤维化的发展；另

一方面，过度自噬可能会抑制纤维化的发展［７８］。

Ｌｉ等
［９］研究发现自噬可以激活 ＨＳＣｓ，增加ＥＣＭ

的释放，并加重纤维化的发展。也有研究证明自噬可

以为ＨＳＣ活化提供能量
［１０１１］。ＨＳＣ活化的一个主要

特征是释放含有视黄醇（维生素Ａ）和甘油三酯的脂质

液滴，而自噬可以降解 ＨＳＣ中的脂质液滴并将视黄

醇水解成游离脂肪酸，这些游离脂肪酸被线粒体进一

步氧化以产生 ＡＴＰ并为细胞活化提供能量。但同

时，由于肝细胞凋亡是纤维化过程启动和维持的核心

事件，因此自噬可被视为抗纤维化途径，因为自噬可以

为肝细胞产生生存信号。同时自噬是各种来源的巨噬

细胞（包括Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞）中的抗炎途径，因为它限制

了ＩＬ１β的产生，ＩＬ１β是 ＨＳＣ的生存和促纤维化途

径［１２］。

本研究结果显示，在泡球蚴感染８～９０ｄ，小鼠肝

脏自噬相关蛋白ＬＣ３、Ａｔｇ５表达水平增高，表明此时

自噬激活增加。同时，αＳＭＡ表达水平也增高，说明

此时自噬可能激活 ＨＳＣｓ，促进纤维化。而在泡球蚴

感染１８０ｄ时，小鼠肝脏自噬相关蛋白ＬＣ３、Ａｔｇ５表

达水平较前减低，而αＳＭＡ表达水平依旧增高，可能

与此时肝细胞大量死亡，自噬减弱，其抗纤维化能力被

抑制有关，但仍需进一步研究。
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