
肝纤维化是由肝内细胞外基质（ECM）的过度沉积

所引起的慢性肝脏病理改变，是多种慢性肝脏疾病所共

有的病理过程。研究表明［1］，在肝纤维化过程中，肝内间

质细胞是ECM的主要来源，其中活化的肝星状细胞

（HSC）在合成和分泌ECM以及促进肝纤维化形成过程

中发挥关键作用。

近年来研究发现［2-3］，在某些特定环境下，肝细胞可

发生表型转化，由原来的上皮细胞表型转变为间质细胞

表型（EMT）并合成和分泌胶原蛋白等细胞外基质，在肝

纤维化过程中，这一转变将进一步促进纤维化的形成，

部分学者认为，EMT是肝纤维化形成过程中的重要机

制之一。
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摘要：目的 设计并建立胆管结扎及结扎后再通的大鼠肝纤维化模型，观察胆管结扎及再通对大鼠肝组织内细胞上皮-间质表型

和氧化应激相关蛋白表达的影响。方法 12只雄性Wista大鼠随机分为假手术组、胆管结扎2周组、胆管结扎4周组和胆管结扎

2周后再通2周组，通过组织HE染色、Masson染色等方法评估模型大鼠肝纤维化病变程度；通过免疫组化和Western blot等方法

并检测上皮、间质标记蛋白及氧化应激相关蛋白的表达情况。结果 相较于假手术组，随着胆管结扎时间的延长，模型组大鼠肝

纤维化明显加重，α-SMA、collagen I、NOX4和Vimetin等蛋白表达显著升高，而E-cadherin表达则明显降低；结扎后再通组大鼠

肝纤维化较单纯胆管结扎4周组大鼠明显减轻，NOX4及间质细胞标记蛋白表明显低于单纯结扎4周组，内皮细胞标记蛋白表

达较单纯结扎4周组则显著升高。结论 胆管结扎可上调大鼠肝内间质表型相关蛋白及NOX4蛋白的表达，同时抑制上皮表型

相关蛋白的表达；当实施再通手术后，原胆管结扎大鼠肝内上皮表型相关蛋白表达增加，而间质表型相关蛋白及NOX4蛋白的

表达明显减少。
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Abstract: Objective To observe epithelial-mesenchymal phenotypes and oxidative stress related protein expressions of the
liver cells in a rat model of liver fibrosis induced by bile duct ligation and recanalization. Methods Twenty-four male Wistar
rats were randomized into 4 groups, including a sham-operated group, two bile duct ligation groups with ligation for 2 and 4
weeks, and a bile duct ligation group with a 2-week ligation followed by a 2-week recanalization. HE staining and Masson
staining were used to assess liver fibrosis in the rats, and immunohistochemistry and Western blotting were employed to
detect expressions of the epithelial and mesenchymal marker proteins and oxidative stress-related proteins. Results Compared
with the sham-operated group, the rats with bile duct ligation showed obvious liver fibrosis, which worsened as the ligation
time extended, accompanied by significantly increased expression of α-SMA, collagen I, NOX4 and vimetin and reduced
E-cadherin expression. Compared with the rats with bile duct ligation for 4 weeks, the rats in bile duct ligation-recanalization
group showed obviously lessened liver fibrosis, significantly lowered expressions of NOX4 and mesenchymal cell maker
proteins, and enhanced expressions of epithelial cell marker proteins. Conclusion Bile duct ligation up-regulates mesenchymal
phenotype-related proteins and NOX4 protein expression and down-regulates the expression of epithelial phenotype-related
proteins, and these changes can be reversed by subsequent bile duct recanalization.
Key words: bile duct ligation recanalization; liver fibrosis; NOX4; epithelial phenotype; mesenchymal phenotype
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作为肝纤维化过程中的另一重要机制，氧化应激受

到越来越多的学者的关注。相关病理因素刺激导致机

体或细胞内活性氧代谢产物（ROS）过度产生，削弱内源

性抗氧化防御功能，引起瀑布式炎症介质释放，从而造

成组织或细胞损伤［4］。研究显示，非吞噬细胞氧化酶

（NOX）家族在慢性肝损伤过程中发挥重要作用［5］，其

中，NADPH氧化酶组份NOX4可促进ROS大量生成，

激活肝星状细胞并促进其增殖和活化，推动肝纤维化

形成［6-7］。

综上，肝细胞EMT及肝内氧化应激均为肝纤维化

形成的重要因素，但二者是否参与了胆管结扎所诱导的

肝纤维化过程目前少见报道，探索胆管结扎对肝内

EMT的发生及氧化应激相关蛋白表达的影响，对研究

肝纤维化的形成机制以及新治疗方案的确立均具有重

要意义。本研究拟采用胆管结扎（BDL）的方法建立大

鼠肝纤维化模型，并通过二次手术实现结扎胆管再通，

从而建立治疗模型，借以观察上述过程中肝内EMT的

发生及氧化应激相关蛋白NOX4的表达情况。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 SPF级健康雄性Wistar大鼠12只，购

自南方医科大学实验动物中心，体质量200~250 g，自由

进食饮水。

1.1.2 实验试剂 兔源性 NOX4单抗、vimentin 单抗、

E-Cadherin单抗、collagen I单抗、DAPI染液均购自美

国Abcam公司；Masson三色染色试剂盒、兔二步法免疫

组化试剂盒购自碧云天生物技术公司；HE染色试剂盒、

DAB显色液购自中杉金桥生物技术公司，RIPA蛋白裂

解液、PVDF膜、远红外荧光标记小鼠抗兔二抗购自Life

生物技术公司；BCA 法蛋白浓度检测试剂盒购自

Thermo公司；兔源性α-SMA单抗、β-actin单抗、5%牛血

清白蛋白（BSA）购自广州斯佳生物技术公司；戊巴比妥

钠购自南方医科大学试剂中心。

1.2 方法

1.2.1 实验分组 实验大鼠随机分为4组，每组3只，分

别标记为假手术组（Sham组）、胆管结扎2周组（BDL 2

周）、胆管结扎4周组（BDL 4周）、胆管结扎2周后再通

组（BDL 2周+再通组）。

1.2.2 模型建立 腹腔注射戊巴比妥钠溶液麻醉大鼠，

sham组大鼠沿腹正中线开腹，暴露胆总管后即关腹，继

续饲养4周后处死；BDL 2周组大鼠饲养2周后开腹，暴

露胆总管并以4-00手术缝线结扎胆总管3次，关腹，手

术完成继续饲养2周后处死；BDL 4周组手术方式同

BDL 2周组，手术完成后继续饲养大鼠至4周后处死；

BDL 2周+再通组手术时以4-00手术线将16#头皮针软

管与胆管共同结扎，手术线一端固定于腹壁后关腹，继

续饲养大鼠2周后再次开腹，以腹壁缝线确定原胆管结

扎位置，分离粘连组织，剪断共同结扎的头皮针软管完

成再通后关腹，大鼠继续饲养2周后处死。

1.2.3 标本制备 模型动物采用过量麻醉法致死，处死

后迅速开腹，完整游离肝组织，将肝右叶分割为4 mm×

4 mm×5 mm组织块并于新鲜配制的4%甲醛溶液内固

定24 h，随后流水冲洗24 h，依次以梯度酒精、二甲苯、

石蜡溶液浸泡处理，制备组织石蜡标本，切片备用。其

他肝组织迅速称重，加入适量蛋白裂解液并于冰上研

磨、低温离心提取总蛋白，测定蛋白浓度后加入上样缓

冲液置入-80 ℃环境保存备用。

1.2.4 HE染色 将制备好的大鼠肝组织切片置入60 ℃
烤箱内烤片约30 min，取出后常规脱蜡至水，苏木素染

色5 min，清水冲洗后以1%盐酸酒精分化，随后以1%伊

红染液浸染3 min，染色完成后以梯度酒精脱水、二甲苯

透明、中性树胶封片并于显微镜下观察、拍照。

1.2.5 Masson染色 将大鼠肝组织切片烤片并常规脱

蜡至水，以Masson复合染液染色5 min后，清水稍冲洗，

滴加磷钼酸染液染色5 min，甩干，最后滴加苯胺蓝染液

染色5 min，染色结束后以梯度酒精脱水、二甲苯透明、

中性树胶封片并于显微镜下观察、拍照。每例实验标本

至少留取5张不同区域组织照片，采用 Image-pro软件

测定蓝染区域胶原总面积并进行统计学分析。

1.2.6 免疫组化 大鼠肝组织切片烤片、常规脱蜡至水，

以枸橼酸缓冲液浸没组织切片，采用微波法进行抗原修

复；抗原修复完成后切片冷却至室温，免疫组化笔圈定

标本范围，滴加第一抗体，4 ℃环境孵育过夜；第一抗体

孵育完成后，室温复温30 min，PBS缓冲液冲洗3次，每

次5 min，滴加辣根过氧化酶标记的羊抗兔二抗，37 ℃
孵箱内孵育1 h，二抗孵育结束后再次以PBS缓冲液冲

洗3次，每次5 min，显微镜下行DAB显色，显色充分后，

以苏木素复染细胞核，梯度酒精脱水、二甲苯透明、中性

树胶封片。以显微观察并拍照，Image-pro图像分析系

统分析数据并进行统计学分析。

1.2.7 蛋白免疫印迹实验 将制备好的各组大鼠肝组织

总蛋白分别以每孔50 μg加入凝胶微孔中，同时加入分

子量标记Marker，接通电源行凝胶电泳分离相关蛋白。

电泳结束后，根据Marker位置切取目的蛋白所在部位

凝胶，贴附PVDF膜并加入转膜体系中将蛋白由凝胶内

转移至 PVDF 膜上。转膜结束后，将 PVDF 膜以 5%

BSA溶液浸没，室温孵育1 h以封闭非特异性抗原，随后

PVDF膜转移至新配第一抗体溶液内，浸没并于 4 ℃
环境摇动孵育过夜，第一抗体孵育完成后，室温复温

30 min，以PBST溶液洗涤3次×5 min，随后浸入配制好

的荧光二抗溶液内，室温避光孵2 h，荧光扫描仪检测信
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号并记录，软件计算蛋白条带灰度值并行统计学分析。

1.2.8 统计方法 数据以Microsof Excel和SPSS 19.0

软件处理，计量数据以均数或（均数±标准差）表示；各组

间均数比较采用单因素方差分析；等级资料先以秩和检

验分析，各组间数据两两比较采用方差分析，P<0.05认

为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 组织HE染色及ISHAK评分

假手术组大鼠肝内细胞排列规则，肝小叶结构完整

清晰，肝细胞索呈放射状排列，肝细胞无变性、坏死等改

变；BDL 2周组大鼠肝内细胞排列轻度不规则，部分肝

小叶结构完整性遭到破坏，肝索结构紊乱，汇管区附近

炎症细胞增多并浸润临近组织，部分肝细胞变性、坏死；

BDL 4周组：肝内细胞排列紊乱，肝索结构难以辨认，汇

管区见大量间质增生，可见假小叶形成，肝细胞变性、坏

死明显；BDL 2周后再通组大鼠肝内细胞排列明显不规

则，但汇管区间质增生程度较BDL 4周组大鼠减轻，部

分肝细胞可见水样变性，假小叶结构不明显（图1）。统

计肝纤维化 ISHAK评分结果显示：相较于假手术组，

BDL 2周组及BDL 4周组大鼠肝纤维化评分明显升高，

而BDL 2周后再通组大鼠肝纤维化评分较BDL 4周组

明显降低（表1）。

2.2 组织Masson染色及胶原面积测定

相较于假手术组，BDL 2周组及BDL 4周组大鼠肝

组织蓝染面积明显扩大，BDL 2周后再通组大鼠肝组织

胶原蓝染面积假手术组明显扩大，但较BDL 4周组大鼠

明显减少（图2，表2）。

2.3 免疫组织化学染色

针对α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA）、I型胶原蛋白

（Collagen I）、氧化应激相关蛋白NOX4及间质细胞标记

波形蛋白（Vimetin）行免疫组织化学染色，结果显示，相

较于假手术组，BDL 2周组及BDL 4周组大鼠肝肝内

上述蛋白表达区域明显扩大，而BDL 2周后再通组大

鼠肝内上述蛋白表达区域较BDL 4周组大鼠则明显减小

（图3）。

2.4 纤维化及氧化应激相关蛋白表达

蛋白免疫印迹实验结果显示，相较于假手术组，

BDL 2 周及 BDL 4 周组大鼠肝内纤维化相关蛋白

α-SMA、Collagen I、氧化应激相关蛋白NOX4、间质细胞

标记蛋白Vimetin的表达明显升高，而上皮细胞标志蛋

白E-钙蛋白（E-cadherin）的表达则明显下降；在BDL 2

表1 各组大鼠肝纤维化评分
Tab.1 Rat liver fibrosis score in each group（Ishak）

Group

Sham

BDL 2 weeks

BDL 4 weeks

BDL 2 weeks+recanalization

n

3

3

3

3

Mean

0

2.67(1)

4.67(1)

1.67(2)

(1)P<0.01 vs Sham group; (2)P<0.01 vs BDL 4 weeks group.

A B

C D

图1 各组大鼠肝组织HE染色
Fig.1 HE staining of rat liver tissue in each group (Original magnification: × 200). A:
Sham-operated group; B, C: Bile duct ligation groups for 2 and 4 weeks, respectively;
D: Bile duct ligation-recanalization group.
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周后再通组大鼠肝内，α-SMA、Collagen I、NOX4和

Vimetin 蛋白的表达较 BDL 4 周组大鼠明显下降，

E-cadherin蛋白表达则明显升高（图4）。

3 讨论

上皮细胞间质化（EMT），是指上皮细胞丢失其原

有的特征并获得间质细胞特性的过程［8］。目前认为

EMT在胚胎发育、肿瘤侵袭与转移、组织愈合和器官纤

维化等生理、病理过程中发挥重要作用。EMT可分为3

种类型，其中Ⅱ型EMT出现在创伤愈合、组织重构和纤

维化过程中［9］，这一类型的上皮-间质转化与肝纤维化的

形成密切相关。

自EMT学说提出以来，上皮-间质转化一直是肝纤

维化形成机制研究中的热点问题之一。EMT是一个复

杂的动态演变过程，对于在肝脏损伤后肝细胞是否发生

了EMT，目前学术界仍存在争议。Zeisberg等［2］利用

CCl4刺激已构建好的Alb-Cre-LarcZ模型小鼠（肝细胞

特异性表达β-半乳糖苷酶）建立肝纤维化模型，以半乳

糖标记肝细胞来源的子代细胞，以成纤维样细胞

（FSP-1）标记成纤维细胞。结果在肝纤维化区域发现大

量FSP-1 阳性的成纤维细胞沉积，且这些细胞中有45%

的细胞可合成半乳糖，为EMT的证实提供了有力证

据。而Scholten［10］等采用Ⅰ型胶原作为标定成纤维细

胞的标志，以X-gal染色和FSP-1免疫组化的方法检测

EMT，结果并未发现肝细胞发生EMT。

由于正常肝脏上皮细胞可特异性表达上皮细胞标

记蛋白，如白蛋白、E-cadherin等，而当上皮细胞发生间

质转化后，其将丧失表达上皮细胞标记蛋白的能力，转

而表达间质细胞相关蛋白，如Collagen I、Vimetin等，因

此我们团队在前期试验中已针对胆管结扎大鼠肝纤维

化过程中肝内上皮细胞是否发生了EMT改变进行了相

关探索。研究发现胆管结扎大鼠肝细胞内Albumin、

E-cadherin等上皮细胞标记蛋白表达明显降低，而间质

细胞标记蛋白Vimetin、Collagen I等的表达明显升高。

上述结果虽然提示胆管结扎的大鼠肝内确实发生了

EMT改变，但这种改变是否由胆管结扎这一因素而造

成尚不完全清楚。因此我们设计并建立了胆管结扎后

再通的大鼠模型，通过结扎和结扎后再通两种途径验证

肝内EMT的情况。

本研究发现，在进行胆管结扎的模型组大鼠肝内，

上皮细胞标记蛋白E-cadherin表达明显减少，而间质细

胞标记蛋白Vimetin和Collagen I的表达则明显增加，

且随着胆管结扎时间的延长，模型大鼠的肝纤维化程度

进一步加重，且上述标记蛋白的下降及升高趋势愈发明

显。当把结扎的胆管再通后，我们发现大鼠肝纤维化未

图2 各组大鼠肝组织Massion染色
Fig.2 Massion staining of rat liver tissue in each group (Original magnification: ×
200). A: Sham-operated group; B, C: Bile duct ligation groups for 2 and 4 weeks,
respectively; D: Bile duct ligation-recanalization group.

A B

C D

表2 大鼠肝内胶原含量测定
Tab.2 Determination of collagen content in rat liver

Group

Sham

BDL 2 weeks

BDL 4 weeks

BDL 2 weeks+recanalization

n

3

3

3

3

Mean±SD

678±126

4910±618(1)

10078±1087(1)

3587±460(2)

(1)P<0.01 vs Sham group; (2)P<0.01 vs BDL 4 weeks group.
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再进展，同时肝内EMT受到了明显的抑制，即相较于胆

管持续结扎的模型组大鼠，再通组大鼠肝内上皮细胞标

记蛋白E-cadherin表达重新升高，而间质细胞标记蛋白

Vimentin和Collagen I表达则有所下降。

因此，我们认为胆管结扎可诱导大鼠肝内发生

EMT，并可进一步引起肝纤维化相关改变，当解除胆管

结扎因素后，肝内EMT将受到抑制，肝纤维化也将在一

定程度上得到缓解。

NOX4

E-cadiherin

Vimentin

α-SMA

Collagen

β-actin

A B C D

图4 各组大鼠肝组织蛋白免疫印迹实验
Fig.4 Westen blotting of rat liver tissues in each group. A:
Sham-operated group; B, C: Bile duct ligation groups for 2
and 4 weeks, respectively; D: Bile duct ligation-recanalization
group.
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图5 各组大鼠肝组织蛋白表达
Fig.5 Relative protein expression in rat liver in each
group. A: Sham-operated group; B, C: Bile duct ligation
groups for 2 and 4 weeks, respectively; D: Bile duct
ligation-recanalization group. *P<0.05 vs A. &P<0.05 vs B.
#P<0.05 vs C.

图3 各组大鼠肝组织免疫组织化学染色
Fig.3 Immunohistochemistry of rat liver tissue in each group (Original magnification:×200). A: Sham-operated group; B, C:
Bile duct ligation groups for 2 and 4 weeks, respectively; D: Bile duct ligation-recanalization group.
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氧化应激是慢性肝损伤、肝纤维化过程中的另一重

要机制，主要由各种致病因素所造成细胞内外氧化-还

原失衡，组织内产生成过量的ROS，进而损伤、破坏细胞

器，引起细胞炎症、坏死等改变［11］。研究发现，NADPH

氧化酶家族的关键组份NOX4在这一过程中扮演重要

角色［12］。多项研究证实NOX4在慢性肝病、肝纤维化的

肝组织中的表达明显升高，而沉默NOX4基因则有助于

减少肝内ROS的生成进而抑制肝纤维化的进展［13］。我

们既往的研究发现，在胆管结扎诱导的肝纤维化大鼠肝

脏中，白蛋白、collagen I表达增加，上皮标记E-cadherin

减少，间质标志Vimetin增加［14］。

本研究同样观察了胆管结扎及再通对大鼠肝内氧

化应激相关蛋白NOX4的影响，结果发现在胆管结扎大

鼠肝组织内，NOX4蛋白表达明显升高并与胆管结扎时

间呈正相关，当实行再通手术解除胆管结扎后，NOX4蛋

白的升高趋势受到抑制。因此我们认为胆管结扎会引

起大鼠肝内氧化应激相关蛋白NOX4的升高并可能通

过该途径促进肝内ROS的过量生成，进而造成肝脏损

伤和纤维化形成。当解除结扎因素实现胆管再通后，

NOX4蛋白的过量表达受到抑制，有助于缓解肝纤维化

的进展。

综上所述，我们通过设计胆管结扎和胆管结扎后再

通手术，建立了淤胆型大鼠肝纤维化及其治疗模型。并

通过实验证实，在胆管结扎大鼠肝内发生了EMT改变，

且胆管结扎可诱导肝内氧化应激相关蛋白NOX4的表

达增加；当解除胆管结扎实现再通后，肝内EMT改变受

到阻遏，氧化应激相关蛋白NOX4的过量表达也随之被

抑制。需要指出的是，本课题的研究对象为大鼠肝组织

整体，并未标定相关细胞来深入研究EMT的发生；同

时，对于肝内氧化应激亦仅观察了NOX4蛋白表达的变

化，并未进一步验证相关通路的上下游信号改变，这些

均有待于后续实验继续探索。
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