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Abstract
AIM: T o s t u d y t h e d y n a m i c c h a n g e s o f 
plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1)  
mRNA in the process of cholestatic liver fibrosis 
in rats. 

METHODS: Rat models of cholestatic liver fibrosis 
were induced by bile duct ligation. Rats were divid-
ed into control group, 1 wk, 2 wk, 3 wk and 4  wk 
groups. Liver pathology and fibrosis degree were 
observed. Expression of PAI-1 mRNA, MMP-2 and 
MMP-9 was detected weekly by ELISA. 

RESULTS: Histological examination showed 

that the degree of rat liver fibrosis and the 
expression of PAI-1 mRNA were gradually 
increased with the prolongation of biliary 
obstruction. The expression of PAI-1/β-actin 
mRNA in 1 wk, 2 wk, 3 wk and 4 wk model 
groups was significantly higher than that in the 
control group (1.53 ± 0.01, 1.84 ± 0.03, 2.06 ± 
0.04, 3.62 ± 0.04 vs 0.72 ± 0.02, P < 0.01) and the 
expression of MMP-2 and MMP-9 was elevated 
in the first stage and then declined. 

CONCLUSION: Dynamic changes of PAI-1 
mRNA expression are closely correlated with 
the formation and development of cholestatic 
liver fibrosis. 
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摘要
目的: 探讨纤溶酶原激活物抑制剂1(PA I-
1)mRNA在胆汁淤积性肝纤维形成中的动态
变化及其作用.  

方法: 应用胆管结扎法复制胆汁淤积性肝纤
维化动物模型, 分为假手术组, 模型组1 wk、
2 wk、3 wk、4 wk, 观察模型大鼠肝组织病
理、纤维化程度、RT-PCR检测PAI-1 mRNA
的水平、ELISA法检测MMP-2和MMP-9含量
的动态变化.  

结果: 随胆管阻塞时间延长, 胆管阻塞性肝纤
维化大鼠纤维化程度逐渐增加, 模型组1 wk、
2 wk、3 wk、4 wk组PAI-1 mRNA表达与假
手术组相比, 逐渐增强, 有显著性差异(1.53 ± 
0.01, 1.84 ± 0.03, 2.06 ± 0.04, 3.62 ± 0.04 vs  0.72 ± 
0.02, P <0.01), 而MMP-2和MMP-9表达先升高
后下降.  

结论: PAI-1mRNA表达存在动态变化, 其表
达升高与胆汁淤积性肝纤维化形成和发展有
关.  

®

■背景资料
肝纤维化是大多
数慢性肝病所共
有的病理过程, 也
是各种慢性肝病
向肝硬化过度的
中间环节, 肝纤维
化确切的发病机
制尚未完全阐明, 
胆管阻塞性肝纤
维化动物模型与
CCl4、二甲基亚
硝胺以及异源血
清诱导的肝纤维
化模型相比, 具有
炎症反应轻、肝
细胞坏死少、纤
维组织增生明显
等特点, 在肝纤维
化的发病机制、

筛选非创伤性肝
纤维血清学诊断
指标、新药开发
等研究方面具有
独特的应用价值, 
已广泛应用于肝
纤维化研究. 

■同行评议者
范 建 高 ,  主 任 医
师, 上海市第一人
民医院消化科 
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0  引言

肝纤维化是肝脏对各种因素所致的慢性损伤

的一种修复反应, 是大多数慢性肝病所共有的

病理过程, 也是各种慢性肝病向肝硬化过度的

中间环节, 其特征是细胞外基质(ECM)在肝内

过度沉积[1-10]. 纤溶系统是调节基质金属蛋白酶

(matrix metalloprotease, MMPs)活性和ECM降解

的关键因素, 在肝脏ECM调控和肝细胞再生等

过程中起着重要作用, 与肝纤维化的发生和发

展密切相关[11-15]. Ⅰ型纤溶酶原激活物抑制剂

(plasminogen activator inhibitor-1, PAI-1)是纤溶

系统的主要抑制物, 是尿激酶型纤溶酶原激活

剂(urokinase-type plasminogen activator, uPA)和
组织型纤溶酶原激活剂(tissue-type plasminogen 
ac t iva tor, tPA)专一生理抑制剂, 可以迅速、

有效地抑制uPA和tPA的活性[16-21]. 观察PAI-1 
mRNA在胆汁淤积性肝纤维形成中的动态变化, 
有助于阐明其在胆汁淤积性肝纤维化形成中的

作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 SPF级SD♂大鼠63只(体质量260±20 
g), 购自上海斯莱克实验动物有限责任公司, 上
海中医药大学附属龙华医院实验动物中心饲养. 
盐酸氯胺酮注射液(上海第一生化药业公司); 注
射用青霉素钠(华北制药股份有限公司); HE染
液和Masson染液(上海虹桥乐翔医用试剂有限公

司); MMP-2和MMP-9 ELISA试剂盒(上海森雄

科技实业有限公司); TRizol Reagent, AMV RT/
PCRKit 和DNA Marker(上海申能博彩生物科技

有限公司); DEPC和琼脂糖(Sigma); 氯仿、异丙

醇(上海试剂一厂); 引物由上海申能博彩生物科

技有限公司合成, 大鼠PAI-1上游引物: GTGGT
TCGGCACAATCCAACAGAG, 下游引物: GCA
ATGGAGGACGATACAAGAGGT, β-actin上游: 
TGTGATGGTGGGTATGGGTCAGAAG; β-actin
下游: TCACGGTTGGCCTTAGGGTTCAGAG; 
DY89-1型电动玻璃匀浆机为宁波新芝科器研

究所产品; 低温离心机为Eppendorf公司; PCR仪
(BIO-RAD); RNA/DNA calculator(Pharmacia); 凝

胶成像系统(上海四星生物技术有限公司); 电
热恒温水槽(上海精宏实验设备有限公司); UV-
2102C型紫外可见分光光度计(尤尼克公司). 
1.2 方法 
1.2.1 造模及给药: 参照文献[22]采用胆管结扎

复制胆汁淤积性肝纤维化模型. 术前禁食不禁

水12 h, im盐酸氯胺酮100 mg/kg麻醉, 常规腹

部皮肤消毒, 沿腹正中线切开皮肤, 暴露胆总

管, 于远近端结扎胆总管, 中间离断, 关腹; 假
手术组仅开腹暴露并游离胆总管不结扎, 关腹. 
于造模1 wk后, 模型组随机分为1 wk、2 wk、
3 wk(各6只), 4 wk(12只); 假手术组分为1 wk、
2 wk、3 wk(各6只), 4 wk(10只). 以盐酸氯胺酮

ip麻醉(2 mL/kg), 腹主动脉采血, 离心分离血

清, -80℃保存备用. 摘取肝脏称重后, 于肝右叶

切取1.0 cm×1.0 cm大小肝组织2块, 40 g/L中
性甲醛溶液固定, 石蜡包埋备组织病理检查, 常
规HE, Masson染色; 余下肝组织于液氮中速冻, 
-80℃保存备用. 参考文献[23]制定纤维化程度

分级标准: 汇管区纤维组织无增生为“-”; 增
生后面积占肝小叶1/3以下为“+”; 占肝小叶

1/3-2/3为“++”; 占肝小叶2/3以上为“+++”. 
每个“+”记1分, 每个标本记总分. 
1.2.2 RT-PCR: 标本经-80℃保存的大鼠肝组织, 
匀浆后用TRIzol试剂抽提总RNA, 采用分光光

度法测定其含量及纯度, 吸光度在1.8-2.0之间. 
PCR扩增, 49 μL体系: 1st strand cDNA 5 μL, 10× 
PCR Buffer 5 μL, dNTP 1 μL, 目的基因正负链

各2 μL, β-actin正负链各2 μL, H2O 29 μL, Taq酶 
1 μL; PCR循环条件: 95℃预变性5 min, 95℃ 30 
s, 60℃ 40 s, 72℃ 1 min, 30次循环, 72℃ 10 min. 
PCR产物加样于20个/L琼脂糖凝胶, 电泳, 紫外

灯下观察, 凝胶分析系统拍照, 计算机图像扫描

和吸光度值分析, 从而得到PAI-1/β-actin mRNA
的相对表达量. 
1.2.3 ELISA: 取一部分肝组织迅速置于液氮, 之
后转入-80℃保存, 再用生理盐水制备100 g/L肝
匀浆. 匀浆液置于试管中, 4℃, 2000 r/min, 离心

10 min, 仔细收集上清, -20℃保存, 备用. 然后严

格按试剂盒说明书操作. 
统计学处理 各组计量资料以mean±SD表

示, 计量资料采用F检验, 等级资料采用秩和检

验, 应用SPSS12.0软件进行分析, P <0.05为有统

计学意义. 

2  结果

2.1 大鼠体征 假手术组大鼠毛发有光泽, 体质量

■研发前沿
PAI-1与肝纤维化
关系研究的热点
主要集中在PAI-1
通过调控纤溶系
统对细胞外基质
调控系统的影响, 
尤其是对基质金
属蛋白酶系统的
调控、与肝纤维
化相关细胞因子
之间的关系以及
在肝星状细胞增
殖、迁移中的作
用等方面. 

■相关报道
最 近 研 究 表 明 , 
PA I - 1 在 肝 纤 维
化发病过程中起
着 重 要 作 用 ,  而
且与转化生长因
子 -β1(TGF-β1)
等细胞因子相关. 
Bergheim et al 通
过对PAI-1基因敲
除小鼠胆管阻塞
性肝纤维化模型
研究发现与野生
小鼠比较PAI-1基
因缺失在延缓肝
纤维化进程中起
着关键作用. 
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增加, 体态活泼, 食量及二便正常, 模型组大鼠

体质量增长缓慢, 2-3 d后大鼠出现小便发黄, 术
后7 d, 出现尾部黄染、耳黄、毛发黄染等黄疸

表现, 胆总管明显扩张, 梗阻时间越长, 扩张越

明显, 肝脏肿大, 呈黄绿色, 随时间延长黄染加

重, 第3-4周肝脏质地逐渐变硬, 4 wk表面呈桔皮

样. 造模过程中, 大鼠死亡3只, 大鼠在1 wk内死

亡2只, 死亡较少, 为结扎线脱落形成胆汁性腹

水致死, 2-3 wk无死亡, 第4周始大鼠死亡增加, 
共死亡4只, 尸体解剖观察可见消化道出血和腹

水等. 
2.2 肝组织病理的动态变化 HE染色显示, 假手

术组大鼠肝小叶结构清晰, 肝细胞索排列整齐, 
呈放射状, 肝窦正常, 胞核结构清晰. 造模第1周
可见胆管上皮细胞增生, 可见少量的肝细胞坏

死灶; 第2周胆管上皮细胞进一步增殖, 范围较

第1周增加, 汇管区面积扩大, 逐渐向小叶内延

伸, 增生的胆管上皮细胞周围有纤维组织增生, 
炎细胞浸润和肝细胞坏死较少; 第3周增生的胆

管上皮细胞分化为小胆管, 与纤维母细胞、纤

维组织形成间隔, 改建原有肝小叶; 第4周肝组

织结构破坏严重, 细胞呈花环状, 多数有管腔, 
大量胶原组织沉积, 纤维增生更加明显, 肝细胞

坏死和炎细胞浸润较少, 肝细胞与增生的胆小

管相比较明显减少, 肝细胞形态和结构正常(图
1A-E). Masson染色、肝纤维化分级表明, 随着

胆管阻塞时间的延长, 纤维化程度逐渐加重(图
1A’-E’, 表1). 
2.3 肝组织PAI-1 mRNA表达动态变化 RT-PCR
检测结果显示, 假手术组PAI-1 mRNA表达较低

(PAI-1/β-actin mRNA为0.72±0.02), 而各时间点模

型对照组PAI-1 mRNA表达随胆管阻塞时间延长

逐渐增强(PAI-1/β-actin mRNA依次为1.53±0.01, 
1.84±0.03, 2.06±0.04, 3.62±0.04), 与假手术组

比较, 各时间点模型对照组PAI-1/β-actin mRNA显

著增加(P<0.01), 各时间点模型对照组之间PAI-1/
β-actin mRNA有显著差异(P<0.01, 图2). 
2.4 肝组织MMP-2和MMP-9蛋白含量动态变化 
ELISA法检测显示, MMP-2蛋白含量在胆管阻塞

1 wk时显著增加, 且随着胆管阻塞时间的延长逐

渐增加, 3 wk时达到峰值, 4 wk时有所下降; 与假

手术组比较, 各时间点模型对照组均有显著差

异(P <0.05、P <0.01), 而各时间点模型对照组之

间比较无显著差异(P >0.05). MMP-9蛋白含量在

胆管阻塞1 wk时显著增加, 2 wk达到峰值, 而后

有所下降; 与假手术组比较, 各时间点模型对照

组有均显著差异(P <0.05、P <0.01), 而各时间点

模型对照组之间无显著差异(表2). 

3  讨论

纤溶系统是纤溶酶原经特异性激活物作用转化

为纤溶酶, 导致体内纤维蛋白不断溶解的反应

体系, 主要包括纤溶酶原、纤溶酶、纤溶酶原

激活物及其抑制剂[24]. 纤溶酶原激活物(PA)通过

PA-纤溶酶-MMPs级联反应途径, 最终可产生活

化的纤溶酶和MMPs, 后两者是降解ECM各组分

的重要物质. PAI-1和PA是调节纤溶系统的重要

成分. 两者的平衡维持着纤溶系统功能的正常, 
可防止血栓形成和保证血管内血流通畅. 而在

肝脏纤维化的过程中, 这种平衡的失调会促进

胶原、糖蛋白、蛋白多糖等ECM的合成增加[25], 
并在肝组织内沉积形成纤维组织, 从而促进肝

脏纤维化和肝硬化的出现. PAI-1基因缺失可以

延缓纤维化进程[26-27], 而小鼠uPA基因敲除可自

发性出现肝脏、肺脏及其他脏器ECM沉积, 诱
发纤维化形成[28-29]. 高脂饮食诱导的家兔脂肪肝

肝脏中PAI-1基因的表达亦明显增强[30]. 对大鼠

酒精性肝病研究发现, 在肝损伤早期尚未出现

明显组织病理学改变时, 即可诱导PAI-1基因在

转录水平的过度表达[31]. 而近年临床研究也证实

慢性乙肝患者PAI-1蛋白表达着色积分随肝纤维

化加重而显著升高[32]. 
肝纤维化的调控是多水平调节, 其中最主要

的是肝星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)活化, 
进而合成大量ECM, 因此, HSC的激活是肝纤

维化发生发展的中心环节, 他是调控肝脏ECM
的最主要的细胞[33-43]. 研究发现, 新分离的大鼠

HSC可以表达uPA, uPAR和PAI-1, 在HSC活化的

早期阶段(7 d)时, uPA mRNA合成和活性达到高

峰, HSC完全活化的后期阶段(14-21 d)时, uPA
活性逐渐下降, 而PAI-1活性则逐渐增高[44]. 对
CCL4诱导的大鼠肝纤维化的研究表明, 在肝纤

维化形成的早期, uPA, uPAR mRNA的表达分别

增加2.8和1.8倍, 而tPA、PAI-1 mRNA的水平不

变; 随着肝纤维化的发展, uPA、uPAR、tPA、

PAI-1的mRNA表达都增加, 但PAI-1的表达更加

明显, Western blot分析与此一致[45]. 基于上述研

究, 有学者认为, uPA及其抑制剂在纤维化的不

同阶段起着不同作用. 在早期, uPA可能随HSC
活化表达上调, 活性增加, 激活窦周间隙纤溶酶

及MMPs, 后两者降解肝脏组织中正常的ECM, 
由于缺乏正常的纤维组织的支撑和营养作用, 
肝细胞功能受到损害. 此后, HSC不断TGF-β1, 

■创新盘点
本文动态观察胆
汁淤积性肝纤维
化形成过程中肝
组 织 病 理 学 、

PAI-1、MMP-2、
MMP-9变化规律, 
发现PAI-1 mRNA
表达存在动态变
化, 其表达升高与
胆汁淤积性肝纤
维化形成和发展
有关. 
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引起PAI-1表达增加, 通过与uPA结合抑制其纤 溶激活作用, 导致纤溶酶和MMPs系统活性下

■应用要点
本 文 研 究 表 明 , 
在胆汁淤积性肝
纤维化形成过程
中, PAI-1mRNA
过度表达可能导
致PA/PAI-1平衡
失衡, 通过PA-纤
溶酶-MMPs级联
途径影响ECM的
合 成 与 降 解 ,  下
调ECM降解 ,  使
得ECM合成增加, 
沉积增加, 加速肝
纤维化的发展和
肝硬化的发生, 提
示PAI-1有可能作
为胆汁淤积性肝
纤维化治疗的靶
点之一. 
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A A'

图  1  大鼠肝组织病理动态变化, A-E(HE×400), A'-E'(Masson×200). A: 假手术组; B: 模型1 wk; C: 模型2 wk; D: 模型3 wk; 

E: 模型4 wk. 

B B'
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调, 细胞外基质沉积明显增加, 肝纤维化程度

不断加重. 在肺纤维化的研究中也发现, uPA可

激活TGF-β1, 促进肺纤维化, 同时TGF-β1能诱

导PAI-1表达, 而PAI-1在肺损伤和胸膜损伤的

修复中同样起关键作用[46]. 然而, 也有学者认

为, MMP-2和MMP-9活性升高持续整个肝纤维

形成期, 可能是机体对纤维间隔和窦周胶原过

多沉积的自身调节反应[47]. 国外有学者对胆汁

淤积性肝纤维化的研究中发现, 野生鼠胆管阻

塞3 d PAI-1 mRNA即显著增加, 而野生和PAI-1
基因敲除鼠uPA、MMP-2和MMP-9活性均并未

上调, 而α-SMA、Ⅰ胶原mRNA表达均升高; 2 
wk野生鼠三者活性都增加, 而且与野生鼠比较, 
PAI-1基因敲除鼠三者活性增加更加明显, 肝纤

维化明显减轻; 同时发现基因敲除鼠早期肝损

伤明显减轻, 只是这种保肝作用短暂.  进一步研

究表明PAI-1基因缺失延缓肝纤维化进程是由

于促进了细胞外基质降解[48]. 
本研究表明, 在胆管阻塞1 wk, PAI-1 mRNA

表达显著升高, PA I-1基因在转录水平的过度

表达随着胆管结扎时间延长 ,  逐渐显著增强; 
MMP-2和MMP-9蛋白含量在第1周即显著增加, 
分别于第3周和第2周达到峰值, 此后有所下降, 
但在各时间点之间无统计学差异. 而病理观察

表明, 在1-3 wk为胆管细胞增生期, 3 wk后主要

为胶原纤维增生期, 随着胆管结扎时间的延长, 
纤维化程度逐渐加重, 由此我们推测, 在胆汁淤

积性肝纤维化形成早期, uPA或者tPA纤溶活性

可能显著增强, 导致MMP-2和MMP-9活性增加. 
此后, 可能PAI-1 mRNA的增加的强度要高于PA
蛋白的增加, 过多表达的PAI-1通过结合PA抑制

其纤溶激活作用, 抑制纤溶酶原的活化进一步

抑制MMP-2和MMP-9的活化, 细胞外基质合成

继续增加、降解相对不足, 肝纤维程度不断加

重. 有研究证实, 将uPA基因导入体外培养的大

鼠HSC可以提高上清液中MMP-2的浓度, 胞质

内的Ⅰ, Ⅲ型胶原含量明显减少[49]. 外源性uPA
基因治疗CCl4诱导的肝纤维化发现, uPA可以提

高MMP-2的活性, 促进ECM降解, 延缓肝纤维化

进程, 但是并未改善肝功能[50]. 
总之, 在大鼠胆汁淤积性肝纤维形成过程

中, PAI-1 mRNA过度表达可能导致PA/PAI-1平
衡失衡, 通过PA-纤溶酶-MMPs级联途径影响

ECM的合成与降解, 下调ECM降解, 使得ECM
合成增加, 沉积增加, 加速肝纤维化的发展和肝

硬化的发生. 关于PA在胆汁淤积性肝纤维化形

成中的动态变化以及作用机制有待进一步研究. 
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                                     肝纤维化程度分级

                                  -        +       ++    +++

假手术组      6         10      0        0       0       0b

模型1 wk     6          0      5        1       0       3.50±1.22

模型2 wk     6          0      4        2       0       4.00±1.55

模型3 wk     6          0      0        4       2       7.00±1.55d

模型4 wk     8          0      0        1       7       8.63±1.06c

bP<0.01 vs  各时间点模型对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs 上一时

间点模型对照组.

分组               n   纤维化积分

2000
1000
750
500

250

100

PAI-1

β-actin

1   2   3   4   5

图  2  大鼠肝组织PAI-1mRNA表达动态变化. 1: 假手术组; 

2: 模型1 wk; 3: 模型2 wk; 4: 模型3 wk; 5: 模型4 wk. 

表  2  模型大鼠肝组织MMP-2和 MMP-9表达的动态变化
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