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·基础研究·
壳聚糖介导 CrmA基因治疗小鼠肝纤维化的研究 *
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摘要 目的：探讨壳聚糖介导的 CrmA对小鼠肝纤维化的治疗效果，以期为肝纤维化的基因治疗提供实验基础。方法：清洁级的
75只雄性小鼠随机分为正常组、模型组、壳聚糖介导的 CrmA组、壳聚糖介导的空载体组、壳聚糖组，每组 15只。应用 30 %四氯
化碳橄榄油溶液 3 ml/kg腹腔注射制备肝纤维化小鼠模型。治疗 8周后，眼眶取血，检测血清的肝功能指标，并取肝组织做 HE染
色，观察各组小鼠肝脏的病理形态，Real Time PCR检测肝组织 IL-1茁、琢-SMA、TGF-茁1、TIMP-1表达量。结果：与模型组小鼠相
比，壳聚糖介导的 CrmA组小鼠的肝纤维化程度减轻，ALT、AST显著降低（P<0.01），肝组织 IL-1茁、琢-SMA、TIMP1、TGF-茁1的表
达明显减少（P<0.05），而模型组、壳聚糖介导的空载体组和壳聚糖组均无显著性差异。结论：壳聚糖介导的 CrmA能有效减轻肝
纤维化小鼠的肝脏损伤和纤维化程度，为基因治疗肝纤维化提供了一种潜在的新思路和方法。
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Gene Therapy for Mouse Hepatic Fibrosis
with Chitosan-mediated CrmA*

To explore the therapeutic effects of the chitosan-mediated CrmA on CCl4-induced hepatic fibrosis in
mouse. Seventy five male mice of clean grade were divided evenly into five groups marked "Normal", "Model", "chitosan-me-
diated CrmA", "chitosan-mediated vector" and "Chitosan". Liver fibrosis model mice were given 30 % carbon tetrachloride olive oil
solution 3 ml/kg by intraperitoneal injection. After eight weeks of treatment, hepatic fibrosis was evaluated through measuring serum
ALT and AST, examining HE pigmentation, and determining by Real Time PCR the expression levels of IL-1茁, 琢-SMA, TGF-茁1 and
TIMP-1 in hepatic tissue. Compared with the model group, the degree of liver fibrosis in the chitosan-mediated CrmA group was
obviously reduced. The ALT and AST levels of the chitosan-mediated CrmA group were much lower than that of model group (P<0.01).
The mRNA expression of IL-1茁, 琢-SMA and TIMP-1 was reduced markedly in the chitosan-mediated CrmA group (P<0.05), as
compared with the model group, whereas no significant difference was observed among the chitosan-mediated vector group, chitosan
group and model group (P>0.05). The chitosan-mediated CrmA had therapeutic effects of easing the liver damage and
hepatic fibrosis condition in the mouse model and provides a potential new approach for the treatment of liver fibrosis.
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前言

肝纤维化是慢性肝病或肝硬化发生的必经阶段，其表征是

细胞外基质(extracellular matrix, ECM)在肝脏内过度积累[1]，其

中肝星状细胞（hepatic stellate cell, HSC）的活化及炎症因子的

分泌在肝纤维化中发挥重要作用。近十年来，随着肝纤维化发

生的分子机制和信号通路调控的研究，肝纤维化可以逆转[2]得

到大家的认可。这一观点的提出为预防和治疗肝硬化提供了理

论基础。因此，肝硬化的治疗措施，重点应放在逆转肝纤维化

上，通过基因治疗肝纤维化成为一个新的研究方向。细胞因子

反应调节蛋白 A（cyto-kine response modifier A, CrmA）具有广

泛的生物学功能。研究表明，CrmA能干预 IL-1茁转化酶来阻止
细胞凋亡，抑制炎症反应[3]。Interleukin-1在肝的损伤到肝纤维

化的形成中发挥重要的作用 [4]，Interleukin-1的表达与 HSC的
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活化成正相关，能够促进肝纤维化的发生。基因治疗缺乏理想

的载体，越来越多的纳米材料被认为有很好的应用前景。其中，

壳聚糖是带正电荷的天然高分子材料，能在水溶液中与带负电

荷的 DNA形成纳米微粒。壳聚糖可生物降解、血液相溶、无毒，

成为基因治疗的良好载体[5]。本研究构建了肝纤维化的小鼠模

型，以壳聚糖介导的空载体组、壳聚糖组和肝纤维化的模型组

作为对照组，通过检测各组小鼠的肝功能、肝组织病理学变化

和各组小鼠肝脏的炎症和胶原相关因子，研究壳聚糖介导的

CrmA对肝纤维化小鼠的治疗作用及机制，以期为肝纤维化的

基因治疗提供一种潜在的新的方法，为后续以 IL-1茁为靶点的
基因治疗肝纤维化提供理论基础。

1 仪器与材料

Shandon As 620 E型恒温箱冷冻切片机，HITACH全自动

生化分析仪（日本日立公司），7300 Real Time PCR System（美国
Applied Biosystems公司），RNA提取、反转录及荧光定量试剂
盒（大连 TaKaRa公司，规格：200次）。

C57BL/6 (H-2b)小鼠，体重 25± 5 g，由广东省医学实验动

物中心提供，许可证号 SZThU2010-0015。pcDNA3.1(+)-CrmA

由本实验室构建。四氯化碳为南京晟为诺生物科技有限公司产

品，橄榄油为普通食用花生油，按照四氯化碳与橄榄油容积比

3:7配成 30 %的 CCl4橄榄油溶液备用。壳聚糖购于杭州富丽

生物科技有限公司。

2 方法

2.1 动物模型建立

采用四氯化碳（CCl4）诱导法制备肝纤维化模型。除正常组

外，其余四组均给予 30 %的 CCl4橄榄油溶液 3 mL/kg腹腔注
射，每周两次，每两次间隔 3天左右，共 8周。
2.2 壳聚糖介导 CrmA及空载体纳米微粒的制备

0.02 % chitosan solution配制参考文献[6]。本实验中，壳聚糖

介导 CrmA纳米微粒制备方法如下：（1）0.02 % chitosan solutio-

n，（2）5 滋L的 100 mM Na2SO4 +100 滋g pcDNA3.1 (+)-CrmA +

ddH2O，上述（1）和（2）等体积 100 滋L配好，放在 55℃恒温水浴
10 min，将（2）缓慢一滴滴的加入到同体积的（1）中，同时置于
漩涡振荡器上混悬(2500 r/min)。将（1）和（2）产物置室温静置
30 min，以促进颗粒的形成[7]。壳聚糖介导的空载体纳米微粒制

备方法同上，（2）中的质粒为 pcDNA3.1(+)。
2.3 动物分组与药物处理

75只雄性小鼠随机分为正常组、模型组、壳聚糖介导的
CrmA组（下文图表中简称为 CrmA组）、壳聚糖介导的空载体
组（下文图表中简称为 Vector组）和壳聚糖组，每组 15只。除

正常组外，其余四组均给予 30 %的 CCl4橄榄油溶液 3 mL/kg，

每周两次。CrmA组给 200 滋L壳聚糖介导的 pcDNA3.1(+)-Cr-

mA 纳米微粒，Vector 组给 200 滋L壳聚糖介导的 pcDNA3.1

(+)，壳聚糖组给 200 滋L 0.02%的壳聚糖，正常组给 200 滋L生理
盐水，均为一周两次，连续八周。八周后处死小鼠，取血并分离

血清和保存肝组织。

2.4 肝功能检测

小鼠处死后取血，进行 1000 rpm离心，留血清于 -20℃保

存。谷丙转氨酶(ALT)、谷草转氨酶(AST)采用全自动生化分析
仪检测。

2.5 组织学染色及观察

取小鼠相同部位肝组织，进行固定、脱水。再切取部分组织

包埋固定，于 Shandon As 620 E型恒温箱冷冻切片机中，进行

冷冻切片，各组肝组织切片厚度 4 滋m。置于载玻片上的切片，

进行常规的苏木素 -伊红染液进行染色。严格按照肝纤维化分

期[8]说明，在光学显微镜下观察肝纤维组织增生程度。在低倍镜

下，每组小鼠的肝组织切片选取 6个视野，分别记录其病理分

期，取平均值作为该小鼠的病理分期，再统计各种小鼠病理分

期情况。

2.6 肝组织总 RNA的提取和实时荧光定量 PCR

取适量肝组织 20 mg，在研钵中研磨，加入 1 mLTrizol，充

分混匀后转移至 1.5 mL EP 管中。按照试剂盒说明提取总
RNA。紫外分光光度计于 260 nm波长测总 RNA含量，保证纯

度在 1.8-2.0。以 500 ng 上述所提取 RNA 为模板进行逆转录
PCR（RT-PCR）。采用 SYBR Premix EX TagTM试剂盒（TAK-

ARA）检测不同组 IL-1茁, 琢-SMA, TGF-茁1 和 TIMP-1mRNA 的

表达，甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate dehy-

drogenase，GAPDH）作为内参对照。每个样本均重复检测 3次。

本研究扩增目标基因所采用的引物见表 1。Real Time PCR反

应条件是：① 95 ℃ 30 s; ② 95 ℃ 5 s，61 ℃ 31 s ( 40 个循环)；
③ 95 ℃ 15 s，60℃ 1 min，95 ℃ 15 s。

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequence

引物(primer) 正义(Forward primer) 反义(Reverse primer)

IL-1茁
TGF-茁1

琢-SMA

TIMP-1

GAPDH

5'GGTCAAAGGTTTGGAAGCAG3'

5'GACTCTCCACCTGCAAGACC3'

5'CTGTCCCTCTATGCCTCTGG3'

5'GCATCTCTGGCATCTGGCATC3'

5'AACTTTGGCATTGTGGAAGG3'

5'TGTGAAATGCCACCTTTTGA3'

5'CCCTGTATTCCGTCTCCTTG3'

5'AGGGCTGTGATCTCCTTCTG3'

5'GCGGTTCTGGGACTTGTGGGC3'

5'CATCGAAGGTGGAAGAGTGG3'

2.7 统计学分析

各分组所得计量数据采用平均值± 标准差（mean± SD）表

示，用 SPSS13. 0软件处理数据，两组间均数比较用 t检验。检

验水准 琢= 0.05，P<0.05有统计学意义。

3 结果
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3.1 小鼠肝纤维化模型制备

小鼠肝脏组织病理切片显示：在光学显微镜下，模型组小

鼠肝细胞结构模糊，细胞体积变大、细胞核固缩、绝大多数肝细

胞坏死，胶原纤维大量增生（图 1B），而正常组小鼠则无上述病

变（图 1A）。

A: normal B: hepatic fibrosis model

图 1 肝纤维化小鼠肝脏形态学变化(× 100)

Fig.1 Morphological changing of hepatic fibrosis (× 100)

3.2 各种小鼠血清肝功能指标
Model组的ALT、AST显著高于Normal组（#P<0.01），CrmA

组的 ALT、AST显著低于模型组（*P<0.01），肝功能得到明显改

善，而 Vector组、Chitosan组的 ALT、AST与模型组相比，无显

著性差异（△ P>0.05）（表 2）。

表 2 各组的肝功能指标

Table 2 Liver function index of different groups (mean± SD)

Group n ALT (U/L) AST (U/L)

Normal

Model

CrmA

Vector

Chitosan

15

7

12

8

8

37.61± 5.99

197.26± 31.65*#

108.23± 8.84

197.11± 7.14 *△

193.84± 8.79 *△

55.31± 6.18

241.8± 9.25*#

143.78± 8.91

237.51± 7.89 *△

238.24± 7.46*△

注：#P <0. 01与正常组比较；*P<0. 01与 CrmA组比较；△P> 0. 05与模型组比较。

Note: #P <0. 01 compared with normal group; *P<0. 01 compared with CrmA group;

△P> 0. 05 compared with model group.

图 2各组小鼠肝组织 HE染色结果: A:正常组;B:模型组;C:壳聚糖介导的 CrmA组;D:壳聚糖介导的空载体组;E:壳聚糖组

Fig.2 The HE staining of liver tissue in mice: A: Normal group; B: Model group; C: CrmA group; D: Vector group; E: Chitosan group

3.3 肝组织病理形态学变化及肝纤维化病理分级
HE染色显示：正常组小鼠肝细胞形态一致，无细胞核固缩

和坏死现象，肝小叶结构完整。模型组、空纳米粒组、壳聚糖组

小鼠肝组织内有网络状的纤维间隔形成，大部分细胞变性坏

死，细胞核固缩，假小叶形成（图 2）。壳聚糖介导的 CrmA组小

鼠肝细胞有部分体积膨胀、坏死和核固缩，小叶区有少量胶原

纤维增生，较模型组明显减轻。此外，肝纤维化病理分级显示：

与正常组相比，模型组、壳聚糖介导的空载体组、壳聚糖组小鼠
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肝纤维化程度明显提高（P<0.05表 3）；壳聚糖介导的 CrmA组

小鼠肝纤维化程度减轻，与模型组相比有统计学意义（P<0.05
表 3）。

图 3A 肝脏中 IL-1茁 mRNA表达

Fig.3A Expression of IL-1茁 mRNA

图 3B 肝脏中 TGF-茁1 mRNA表达

Fig.3B Expression of TGF-茁1 mRNA

图 3C 肝脏中 琢-SMA mRNA表达

Fig.3 Expression of 琢-SMA mRNA

图 3D 肝脏中 TIMP-1 mRNA表达

Fig.3D Expression of TIMP-1 mRNA

注：*P<0.05, **P<0.01与正常组比较；#P<0.05, ##P<0.01与模型组比较。

Note:*P<0.05, **P<0.01 compared with normal group; #P<0.05, ##P<0.01 compared with model group.

4 讨论

目前认为，肝星状细胞（hepatic stellate cell, HSC）的活化与
增值是肝纤维化发生的中心环节[9]。在肝纤维化的治疗中，HSC

成为越来越多药物治疗的靶标，通过抑制 HSC的活化，诱导
HSC凋亡来治疗和预防肝纤维化[10]。其中 IL-1能够促进 HSC

活化、增殖[11]。此外，IL-1通过促进 ECM沉积，从而导致肝纤维

化[12, 13]。机体内存在两种类型的 IL-1，即 IL-1琢和 IL-1茁，而在炎
症反应中发挥主要作用的是 IL-1茁[14]。临床研究发现慢性病毒

性肝炎患者血清 IL-1茁水平与肝纤维化程度呈正相关[15]。因此，

IL-1茁通过对 HSC活化及 ECM调控从而对肝纤维化的发生、

发展发挥重要作用。细胞因子反应调节蛋白 A（CrmA）能作为

IL-1茁的抑制剂[16]，抑制 IL-1茁的分泌。通过降低 IL-1茁表达，抑
制 HSC活化，诱导其凋亡，防止 ECM沉积，为肝纤维化的治疗
提供一条新的途径。IL-1茁有望成为肝纤维化治疗的新靶点，用
IL-1茁的抑制剂 CrmA基因治疗肝纤维化还未见报道。

基因治疗的载体主要有病毒载体和非病毒载体。病毒载体

转染效率较高，但存在免疫原性和基因突变等不足。非病毒载体

具有易于生产，无点突变，低免疫原性，携带药物广泛等优势[17]。

壳聚糖及其衍生物作为非病毒载体，是介导生物小分子药物、

蛋白质和基因的优良载体[18,19]。壳聚糖介导的药物在动物模型

的靶位聚集较多，提高了药物的治疗效果[20]。

本研究结果显示，壳聚糖介导的 CrmA 能显著的降低
IL-1茁的水平，CrmA组小鼠肝纤维化程度明显减轻。最近的研

表 3 各组肝纤维化病理分级

Table 3 Liver pathological stage of different groups

Group
Number of case The liver pathological stage

Beginning End S0 S1 S2 S3 S4

Normal 15 15 15 0 0 0 0

Model* 15 7 0 0 2 3 2

CrmA# 15 12 1 5 5 1 0

Vector* 15 8 0 0 2 5 1

Chitosan* 15 8 0 1 1 4 2

3.4 实时定量 PCR

与正常组比，模型组、壳聚糖介导的空载体组和壳聚糖组

肝脏中与炎症相关的细胞因子 IL-1茁、TGF-茁1及与细胞外基质

重建有关的基因 琢-SMA、TIMP-1表达均显著上调（P<0.01图

3）。与模型组、壳聚糖介导的空载体组和壳聚糖组相比，壳聚糖

介导的 CrmA 组 IL-1茁、TGF-茁1、琢-SMA、TIMP-1 的 mRNA 表

达显著下调（P<0.05图 3）。
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究表明，IL-1的受体抑制剂在治疗酒精性肝疾病方面具有潜在
的作用[21]，其抑制剂的开发为治疗肝纤维化提供了可能。本实

验通过壳聚糖作为基因载体介导 IL-1茁天然抑制剂 CrmA 来
研究其对小鼠肝纤维化的影响，更进一步证明了 IL-1茁抑制剂
能减轻肝的纤维化。此外，有研究通过 IL-1琢、IL-1茁敲除小鼠实
验发现，IL-1茁在高胆固醇小鼠转化为肝纤维化小鼠中发挥重
要的作用[22]。有文献报道，IL-1细胞因子家族与肝脏的系统性
炎症密切联系的[23]。本研究发现壳聚糖介导的 CrmA能够通过
抑制单核 - 巨噬细胞 IL-1茁 的分泌，使胶原纤维细胞因子
TIMP-1的合成和分泌受到抑制。因此，推论壳聚糖介导的 Cr-
mA预防和治疗肝纤维化的机制可能是通过抑制 IL-1茁，从而
下调 TIMP-1，促进 ECM的降解，同时也负反馈地影响 HSC的
活化来发挥作用的。

本实验中，通过壳聚糖介导的空载体组、壳聚糖组和模型

组比较，我们发现壳聚糖介导的 CrmA能够减轻和治疗肝的纤
维化，为以 IL-1茁 为靶点的基因治疗肝纤维化提供了实验基
础，为进一步开发利用 IL-1茁天然抑制剂 CrmA的小分子药物
提供可能。同时，本实验中的基因治疗载体壳聚糖的靶向性有

待进一步设计并优化，IL-1茁在肝纤维化中具体的作用机制还
需要进一步研究。
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