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我国是一个肝病大国，慢性肝病的发生率相对较

高。据统计，我国每年约有50万人死于失代偿期肝硬

化［1］。然而目前肝硬化缺乏有效的治疗手段。探讨肝

硬化的发生发展机制，具有重要意义。

肝纤维化是各种慢性肝病发展到肝硬化的必经病

理改变，肝细胞发生凋亡、坏死，活化的成纤维细胞或肌

成纤维细胞增多，肝脏中胶原蛋白等细胞外基质的增生

与降解失衡，导致肝脏内纤维结缔组织大量沉积的病理

改变［2-3］。大量研究表明，肝纤维化具有可逆性［4-5］。因

此深入研究肝纤维化的发病机制，尽早地干预肝纤维化

的发生和发展，能够有效地控制肝硬化的形成。

肾素-血管紧张素系统（RAS）与肝纤维化发生、发

展密切相关［6-7］，其致纤维化的作用与AngⅡ诱导TGF-β

的表达上调具有紧密联系［8-9］。TGF-β为肝内最强的致

纤维化因子，可诱导肝细胞发生上皮-间质表型转换

（EMT），肝细胞内vimentin、胶原合成增加、albumin合
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摘要：目的 探讨血管紧张素转换酶2（Angiotensin-converting enzyme 2, ACE2）过表达对血管紧张素Ⅱ（Angiotensin II, Ang

Ⅱ）诱导的肝细胞白蛋白表达下调及细胞迁移性增强的抑制作用。方法 常规培养大鼠肝细胞系BRL-3A细胞株，予以Ang II

（10-7 mol/L）进行刺激，观察不同处理时间（24、48 h）组肝细胞内白蛋白、波形蛋白（vimentin）表达及细胞迁移性的改变；通过构

建 lentiACE2慢病毒载体，建立稳定过表达ACE2的细胞系，并分别用AngⅡ、A779进行干预，观察肝细胞内相应蛋白表达及其

迁移性的改变。采用细胞免疫荧光、Western blot检测细胞中蛋白水平变化；Transwell迁移实验观察不同处理组细胞迁移能力

的改变。结果 AngⅡ处理组肝细胞内vimentin表达显著增加、albumin表达减低，细胞迁移能力显著增强，并具有时间依赖效

应。ACE2过表达大鼠肝细胞 albumin表达明显升高，vimentin蛋白表达下降，该作用被MAS受体抑制剂A779阻断。同时

ACE2过表达显著抑制AngⅡ的作用，vimentin合成显著下降，albumin表达水平显著升高，细胞迁移能力受到抑制。结论ACE2

过表达可抑制AngⅡ诱导的肝细胞albumin表达下调及迁移能力增强。
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Conclusion ACE2 overexpression can inhibit Ang II-induced up-regulation of vimentin, reduction of albumin expression, and
enhancement of cell migration in rat hepatocytes.
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成减低，同时细胞迁移能力增强，转化为成纤维细胞样

细胞，参与肝纤维化的形成［10-13］。然而，关于AngⅡ是否

能够影响肝细胞迁移功能及相关分子机制还鲜见报道。

ACE2- Ang（1-7）-Mas受体轴，是抑制ACE-AngⅡ-AT1R

轴的内在调节机制。ACE2可将AngⅡ裂解产生Ang

（1-7），而Ang（1-7）在体内外能与AT1R竞争性结合，拮

抗AngⅡ的活性［14-16］。然而，在肝细胞中，ACE2是否可

以抑制AngⅡ对大鼠肝细胞albumin、vimentin表达及

迁移功能的影响还为未可知。因此，本研究通过以下体

外实验，观察ACE2是否可以抑制AngⅡ对大鼠肝细胞

albumin、vimentin表达及迁移功能的影响。

1 材料与方法

1.1 细胞与试剂

BRL-3A细胞株购自中国科学院上海细胞生物研

究所。DMEM、胎牛血清购自Gibco，AngⅡ、购自美国

Sigma公司，A779购自美国Formenta公司，慢病毒载体

lentiACE2（由吉凯基因化学有限公司构建），兔源性

vimentin抗体（美国Abcam 公司）；兔源性albumin抗体

（美国Cell Signaling Technology公司），鼠源性albumin

抗体（Santa Cruze）；β-actin抗体（美国Millipore公司）；

抗兔荧光二抗（LI-COR，Biosciences）；FITC标记山羊

抗兔二抗、Cy3标记山羊抗鼠二抗（碧云天），transwell

小室购自Corning，垂直电泳仪、半干电转移仪（美国

Bio-Red公司）；凝胶图像分析系统（美国UVP公司）。

1.2 方法

1.2.1 大鼠肝细胞BRL-3A在含10%胎牛血清、100 U/ml

青霉素、100 mg/L链霉素的DMEM高糖培养基中，置

于37 ℃、5% CO2、饱和湿度培养箱内常规传代培养。实

验用细胞均为对数生长期细胞。

1.2.2 免疫荧光检测细胞内albumin、vimentin表达的变

化 按密度1×105/孔接种细胞于放有盖玻片的24孔板

中。细胞贴壁后，弃培养基，更换为无血清培养基，予以

AngⅡ（10-7 mol/L）刺激，48 h后弃去培养液，PBS冲洗

后用4%多聚甲醛固定30 min，0.5% Triton穿孔15 min，

3% BSA封闭 30 min，期间均用PBS冲洗 3次，5 min/

次。分别加入3% BSA稀释的albumin鼠抗与vimentin

兔抗，4 ℃孵育过夜，PBS冲洗后，加入PBS稀释的FITC

标记山羊抗兔二抗、Cy3标记山羊抗鼠二抗，37 ℃孵育

1 h，PBS冲洗3次，5 min/次，DAPI荧光封片剂封片，于

激光共聚焦显微镜观察。

1.2.3 免疫蛋白质印迹（Western blot）分析 取30 μg蛋

白以 10% SDS-PAGE凝胶电泳分离。电转移蛋白至

PDVF 膜，5% BSA 常温封闭 1 h，加入一抗(兔源性

albumin antibody 1∶1000，vimentin antibody1∶1000，

β-actin antibody 1∶1000），于封闭袋中孵育，4 ℃过夜；

二抗（5% BSA稀释1∶10 000）常温孵育1 h，TBS-T洗涤

3次。Odyssey显色系统直接进行显色。使用Gel-pro

analyzer图像分析软件分析条带灰度值，用目的蛋白灰

度值/β-actin灰度值代表目的蛋白的相对表达量。实验

结果重复3次以上。

1.2.4 慢病毒 lentiACE2转染BRL-3A实验 接种生长

状态良好3×103~5×103目的细胞于96孔培养板中，所加

培养基体积为90 μl，20个孔。待细胞的融合率约为

30%~50%进行转染。感染预实验共分为4组不同感染

条件，每组3个不同梯度的MOI（100、10、1）（1）完全培

养基中直接加入病毒；（2）加病毒同时在培养基中添加

5 μg/ml的polybrene；（3）将培养基更换成ENi.S.然后加

入病毒感染；（4）在 ENi.S.加病毒同时加 5 μg/ml 的

polybrene。8~12 h以后观察细胞状态，弃去细胞上清，

更换为新鲜培养基。感染3~4 d后，观察荧光表达情

况。通过细胞感染效果，确认目的细胞的感染条件和感

染参数。取1×105个生长状态良好的细胞接种于6 cm

培养皿中，贴壁后待细胞融合度接近 50%时，予以

Lentiviral—ACE2 和 Lentiviral—GFP 以 感 染 复 数

（MOI）为100分别感染细胞，感染10~12 h换新鲜培养

液，72 h后予以相应药物进行干预。实验分组：（1）阴性

对 照 组 、lentiGFP 转 染 组 、lentiACE2 转 染 组 、

lentiACE2+A779；（2）阴性对照组、lentiGFP转染组、

lentiGFP+AngⅡ组、lentiACE2、lentiACE2+AngⅡ组、

lentiACE2+AngⅡ+A779组（予以10-5 mol/L A779预处

理1 h后，再予AngⅡ共刺激）、AngⅡ组。以上细胞实

验均重复3次以上。

1.2.5 Transwell迁移实验 准备24孔板，将刺激后的细

胞消化下来，终止消化后离心弃去培养液，用PBS洗1~

2遍，用无血清的DMEM培养基悬浮细胞，调整细胞密

度，调整细胞密度至1×105/ml。取细胞悬液200 μl加入

transwell上室，下室加入500 μl 10%完全培养基，37 ℃、

5% CO2条件下孵育24 h后取出Transwell小室，甲醇固

定30 min后，用棉签轻轻擦去滤膜上室面的细胞，风干，

滤膜下室面的细胞用0.1%结晶紫染色20 min。PBS清

洗后，显微镜下直接观察穿过膜的细胞数，随即取5个

视野，计数每个视野内的细胞数，重复3次。

1.2.6 统计学方法 应用SPSS 13.0统计学软件，结果数

据以均数±标准差表示。采用One way ANOVA方差分

析法，首先利用Levene方法进行方差齐性检验，确定方

差齐性且整体比较组间差异有统计学意义后进一步作

多重比较，多重比较采用LSD法。以P<0.05为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 AngⅡ诱导大鼠肝细胞albumin合成减少、vimentin

合成增加

予以AngⅡ（10-7 mol/L）刺激肝细胞，分别于 24、
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48 h收集细胞提取蛋白，采用细胞免疫荧光染色及

Western blot法检测各组中相应蛋白的表达水平。细胞

免疫荧光结果显示：与对照组相比，AngⅡ刺激48 h后，

albumin表达水平降低，vimentin表达显著上调（图1A）；

Western blot结果示：较对照组相比，AngⅡ刺激 24 h

后，vimentin 表达显著升高；Ang Ⅱ刺激 48 h 后，

vimentin表达进一步升高，albumin表达水平显著下降

（*P<0.05，图1B）。结果提示：AngⅡ可以诱导肝细胞内

albumin表达下降、vimentin的表达升高，且48 h诱导作

用最强。
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图1 AngⅡ对肝细胞albumin及vimentin表达影响
Fig.1 Effect of AngII on protein expression of albumin and vimentin in rat hepatocytes. A: Cells were treated
with or without Ang II (10-7 mol/L) for 72 h. Immunofluorescence staining for vimentin (green) and albumin (red)
in hepatocytes was evaluated by confocal laser microscopy. DAPI stained the cell nuclei blue; B: Protein levels
evaluated by Western blotting. *P<0.05 vs control.

2.2 AngⅡ诱导肝细胞迁移能力增强

予以AngⅡ（10-7 mol/L）刺激肝细胞，分别于24 h

及48 h进行检测。采用 transwell迁移实验观察AngⅡ
对细胞迁移能力的影响。结果示：与对照组相比，Ang

Ⅱ刺激24，48 h后，细胞迁移数量显著增多（*P<0.05，

图2）。该结果提示AngⅡ可增强肝细胞的的迁移能力。

2.3 ACE2过表达抑制AngⅡ诱导的肝细胞albumin表

达下调及迁移能力的增强

2.3.1 lentiACE2转染BRL-3A实验 将不同梯度的病

毒（10 MOI，100 MOI）加到各组的相应孔中，通过细胞

转染效果，确认目的细胞的转染条件和转染参数。细胞

荧光结果显示：BRL-3A在MOI 为100时能达到80%以

上的转染效率（图3）。

2.3.2 lentiACE2转染BRL-3A细胞ACE2蛋白表达的

检测 lentiACE2转染BRL-3A后提取总蛋白，免疫蛋

白质印迹法检测ACE2蛋白。结果显示：与 lentiGFP组

相比，lentiACE2组ACE2蛋白表达明显增高（P<0.05，

图4），表明ACE2病毒已成功转染至BRL-3A中。
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2.3.3 ACE2过表达抑制AngⅡ诱导的肝细胞albumin

表达下调及迁移能力的增强 （1）lentiACE2 转染

BRL-3A 后提取总蛋白，免疫蛋白质印迹法检测

albumin、vimentin 的表达。Western blot 结果示：与

LentiGFP相比，LentiACE2组vimentin蛋白表达明显降

低，albumin 表达显著升高；与 LentiACE2 相比，

LentiACE2+A779 组vimentin蛋白表达增加，albumin

表达下降（P<0.05，图4）；（2）予以A779（10-5 mol/L）预处

理细胞，1 h后加入AngⅡ共刺激48 h。Western blot 结

果示：较对照组相比，AngⅡ刺激 48 h后，肝细胞内

vimentin 表达显著升高，albumin 表达水平下降；较

lentiGFP组相比，lentiGFP+AngⅡ组vimentin表达显著

升高，albumin表达水平下降；较 lentiGFP+AngⅡ组相

比，ACE2过表达可显著抑制AngⅡ的作用，该作用被

MAS受体抑制剂A779阻断（P<0.05，图5）。该实验结

果表明：ACE2通过作用于MAS受体，从而上调肝细胞

内albumin的表达，抑制vimentin的生成。同时，ACE2
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图2 AngⅡ对肝细胞迁移能力的影响
Fig.2 Effect of Ang II on cell migration of rat
hepatocytes. *P<0.05 vs control.
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图3 不同梯度的病毒转染BRL-3A细胞荧光
Fig.3 Fluorescence in BRL-3A cells transfected with different concentrations of lentiACE2.

图4 lentiACE2转染BRL-3A后ACE2蛋白的表达
Fig.4 Expression of ACE2 protein in BRL-3A cells
transfected with lentiACE2. *P<0.05 vs lentiGFP.
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过表达可显著抑制 AngⅡ的作用，上调肝细胞内

albumin的表达，减少AngⅡ所诱导的vimentin的产生，

抑制细胞的迁移，保护肝细胞的正常蛋白合成功能。

2.3.4 ACE2过表达抑制AngⅡ诱导的肝细胞迁移 予

以MAS受体阻滞剂A779预处理肝细胞，1 h后加入

AngⅡ（10-7 mol/L）共刺激48 h。采用Transwell迁移实

验法观察细胞迁移能力。分组为：对照组、lentiGFP 、

lentiACE2、lentiGFP + Ang Ⅱ 、lentiACE2 + Ang Ⅱ 、

lentiACE2+AngⅡ+A779、AngⅡ刺激组。随机选取5

个视野进行细胞计数。与 lentiGFP组相比，lentiACE2

组细胞迁移数量减少；与 lentiGFP+AngⅡ组相比，

lentiACE2 + AngⅡ组细胞迁移数量明显减少，；与

lentiACE2+AngⅡ相比，lentiACE2+AngⅡ+A779组细

胞迁移数量增加（P<0.05 图6）。
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图5 ACE2过表达抑制AngII对肝细胞albumin、vimentin表达水平的影响
Fig.5 ACE2 overexpression inhibited the effect of Ang II on the expression of albumin and vimentin. A: Cells treated
with A779 after transfection with lentivirus; B: Cells pretreated with A779 for 1 h before Ang II treatment. *P<0.05 vs
control, ※P<0.05 vs lentiACE2, ＃P<0.05 vs lentiGFP, §P<0.05 vs lentiGFP+Ang II, ＋P<0.05 vs lentiACE2+Ang II.

3 讨论

肾素-血管紧张素-醛固酮系统与肝纤维化具有密

切的联系。该系统由血管紧张素转换酶（ACE）-Ang

Ⅱ-ATl 受体轴和 ACE2-Angl-7-Mas 受体轴组成，

ACE2-Angl-7-Mas受体轴可抑制血管紧张素转换酶

（ACE）-AngⅡ-ATl的作用，这两个轴的平衡影响的肝

脏纤维化的发展［17］。

研究认为，肾素-血管紧张素-醛固酮系统致纤维化

的作用主要由肝星状细胞（HSCs）的激活导致的。当肝

脏受损时，在一些细胞因子如转换生长因子TGF-β、血

小板衍生生长因子PDGF等作用下，HSCs活化并转换

为肌成纤维细胞，表达α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA），并

获得增殖、收缩、生成胶原和分泌细胞因子的特性，促进

肝纤维化的发生［18］。但近年来，越来越多的研究表明，

约占肝脏所有细胞80%的肝细胞也可受各种细胞因子

的调控发生表型转变，获得肌成纤维细胞特征,参与细

胞外基质的合成与分泌，促进肝纤维化的发生和发展。

研究发现：在TGF-β作用下，肝细胞内白蛋白表达降低，

波形蛋白合成增加，进而促进肝纤维化的发展。本研究

发现：AngⅡ刺激肝细胞24 h后，刺激48 h后细胞内白

蛋白的表达开始下降，该结果与我们前期的结果一

致［19］。同时我们的研究发现AngⅡ刺激48 h后，肝细胞

vimentin显著上升。大量研究表明：Vimentin 是一种中

间丝状体蛋白，与细胞的迁移特性密切相关［20-22］，

Vimentin的表达上调可增强细胞的迁移能力。那么

AngⅡ是否可以通过上调其表达从而增强肝细胞的迁

移能力呢？我们的研究结果表明：AngⅡ可显著增强肝

细胞的迁移能力。在AngⅡ刺激24 h后发生迁移的肝
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细胞显著增多，48 h后细胞迁移能力进一步增强，且与

Vimentin的表达增加呈同步性。

大量研究证明，ACE2-Angl-7-Mas受体轴可以拮

抗AngⅡ的作用，ACE2是产生Ang（1-7）的关键酶，其

表达的升高可促使细胞内源性 Ang1-7 表达增加，

Ang1-7与MAS受体结合发挥其拮抗作用。有文献报

道：在肺脏中，ACE2-Angl-7-Mas受体轴可通过抑制

NOX4来源的活性氧所介导的Rhoa/ROCK通路抑制

AngⅡ诱导的肺成纤维细胞的迁移及肺纤维化［23］。我

们成功构建 lentiACE2慢病毒载体，并转染进入大鼠肝

细胞系（BRL-3A），观察内源性Ang1-7 对AngⅡ的抑制

作用。我们发现ACE2过表达的肝细胞中，白蛋白合成

显著升高，vimentin表达显著下降，予以MAS受体抑制

剂进行干预后，该现象消失。这说明：细胞内源性

Ang1-7增多，可通过结合其MAS受体，发挥对肝细胞

的保护作用；此外，ACE2可显著抑制AngⅡ的作用，细

胞内白蛋白的表达升高，同时Vimentin的合成得到抑

制，细胞迁移能力明显减弱，肝细胞正常生物学功能得

到改善。

本研究证实了AngⅡ可促使肝细胞白蛋白表达及

细胞迁移能力发生改变，而ACE2过表达可以抑制

AngⅡ的这一作用，逆转白蛋白的降低，减少vimentin

的合成，降低肝细胞的迁移能力，保护肝细胞的正常生

物学功能。但是，关于ACE2抑制AngⅡ对肝细胞白蛋

白表达及迁移能力的影响的具体分子机制还不清楚，还

需进一步研究证实。
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