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Abstract
AIM: To investigate the role of all-trans retinoic 
acid (ATRA) in the early stage of alcoholic liver 
fibrosis in rats, by observing its effect on the 
expression of transforming growth factor β1 
(TGF-β1), connective tissue growth factor (CTGF) 
and pro alpha 1 (Ⅰ) collagen (Col1a1).

METHODS: Twenty-four rats were randomly 
and averagely divided into three groups, named 
J, A, and N. The rats in group J was given the 
mixture of ethanol and corn oil, and those in 
group A were added ATRA [0.15 mg/(kg•d)] 
after treatment with the same mixture for 8 wk. 
The animals in group N served as the controls, 
treating with the same amount of normal saline 

plus corn oil. All the mixtures were given intra-
gastrically. All the animals were killed after 16 
weeks. The histological changes of liver tissues 
were observed under light and electron micro-
scope. The concentration of hepatic retinoic acid 
was examined using high-performance liquid 
chromatography (HPLC). The expression of 
TGF-β1, CTGF and Col1a1 mRNA were mea-
sured by reverse transcription-polymerase chain 
reaction (RT-PCR). The protein expression of 
TGF-β1 and CTGF were detected by immunohis-
tochemistry.

RESULTS: Ethanol intake led to alcoholic hepa-
titis. The swelling mitochondria and expanding 
endoplasmic reticulum were observed under 
electron microscope in the rats of group J. The 
damage was partially alleviated in group A. 
The concentration of hepatic retinoic acid was 
significantly decreased in group J than that in 
group N and A (76.7 ± 29.1 pmol/g vs 182.6 ± 
37.2, 182.8 ± 273.8 pmol/g, P < 0.05), while it 
was not markedly different between group A 
and N. The expression of Col1a1 mRNA was 0.10 
± 0.02, 0.18 ± 0.03, and 0.14 ± 0.03 in group N, J 
and A, respectively, and significant difference 
existed between either two groups (P < 0.05 or P 
< 0.01). Ethanol treatment elevated the protein 
and mRNA expression of TGF-β1 (gray level: 
105.9 ± 10.1 vs 149.3 ± 10.2, P < 0.01; mRNA: 0.53 
± 0.17 vs 0.34 ± 0.05, P < 0.01) and CTGF (gray 
level: 130.8 ± 5.7 vs 158.4 ± 6.6, P < 0.05; mRNA: 
0.41 ± 0.13 vs 0.17 ± 0.05, P < 0.05) markedly, but 
up-regulated expression were decreased after 
ATRA treatment (TGF-β1 gray level: 130.8 ± 6.2, 
mRNA: 0.41 ± 0.06; CTGF gray level: 149.2 ± 6.6, 
mRNA: 0.30 ± 0.04)(P < 0.05).

CONCLUSION: Small amount of ATRA can 
interfere the development of the ethanol-in-
duced liver fibrosis in the early stage through 
suppressing the expression of TGF-β1, CTGF 
and Col1a1.

Key Words: Alcoholic liver disease; All-trans retinoic 
acid; Transforming growth factor β1; Connective 
tissue growth factor; Pro alpha 1 (Ⅰ) collagen
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■背景资料
类 维 生 素 A 与 肝
纤维化的关系一
直是人们关心的
课题. HSC是VitA
的主要储存细胞, 
人体大约90%的
VitA储存在HSC
中 .  当 H S C 活化
时, VitA含量明显
减 少 ,  因 此 我 们
猜测VitA含量与
HSC的激活存在
关联. 现在国外实
验也证明小剂量
VitA具有抗纤维
化作用, 而大剂量
则有促纤维化作
用. VitA主要通过
其代谢产物全反
式维甲酸和其同
分异构体9-顺式
维甲酸及核内受
体RAR/RXR起作
用, 从而影响HSC
的生理活动. 因此
我们用维甲酸体
外干预酒精性肝
损伤观察他对肝
纤维化早期的影
响, 以了解维甲酸
用于治疗肝纤维
化的前景.



www.wjgnet.com

180                             ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2006年1月18日    第14卷   第2期

Fu Y, Dan ZL, Tang WX, Yan W, Pan ZH, Xiong ZE. Effect 
of all-trans retinoic acid on expression of TGF-β1, CTGF 
and Col1a1 in chronic alcoholic liver disease in rats. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2006;14(2):179-183

摘要
目的: 通过观察全反式维甲酸对慢性酒精性
肝损伤大鼠肝脏TGF-β1、CTGF和Col1a1表
达的影响, 探讨该药物对酒精性肝纤维化形成
的作用. 

方法: 大鼠24只随机分为3组: 酒精组(J组), 给
予酒精-玉米油混悬液灌胃; 治疗组(A组), 给
予上述混悬液灌胃8 wk后加用0.15 mg/(kg·d)
的全反式维甲酸灌胃; 对照组(N组), 给予等
量的生理盐水和玉米油灌胃. 16 wk后处死
大鼠. 光、电镜下观察肝组织病理改变, 高压
液相色谱法(HPLC)测肝组织中维甲酸的含
量, 免疫组化法检测肝组织中转化生长因子
β1(TGF-β1)和结缔组织生长因子(CTGF)的蛋
白水平, 逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)检测
肝组织中TGF-β1、CTGF和Ⅰ型胶原前胶原
a1(Col1a1)的mRNA水平. 

结果: 光镜下酒精组及治疗组均呈不同程度
的酒精性肝炎改变, 电镜下酒精组肝细胞线
粒体肿胀, 内质网扩张, 脱颗粒, 而治疗组改
变轻于酒精组. 肝组织中维甲酸含量: 酒精组
低于正常组, 治疗组接近对照组水平. Col1a1
的mRNA表达在酒精组中较对照组明显增高
(0.18±0.03 vs  0.10±0.02, P <0.01), 治疗组较
酒精组表达下降(0.14±0.03 vs  0.18±0.03, P  
<0.05). TGF-β1的mRNA及蛋白表达在酒精
组中增高(0.53±0.17 vs  0.34±0.05, 105.93
±10.12 vs  149.27±10.17, P <0.01), 治疗组相
对于酒精组有所下降(0.41±0.06 vs  0.53±
0.17, 130.80±6.23 vs  105.93±10.12, P <0.05). 
CTGF的mRNA及蛋白表达在酒精组中增高
(0.41±0.13 vs  0.17±0.05, 130.84±5.72 vs  
158.37±6.64, P <0.05), 治疗组对于酒精组有
所下降(0.30±0.04 vs  0.41±0.13, 149.23±
6.65 vs  130.84±5.72, P <0.05).

结论: 小剂量全反式维甲酸通过降低慢性酒
精性肝损伤大鼠肝脏致纤维化因子TGF-β1, 
CTGF和Col1a1的表达抑制早期酒精性肝纤维
化的形成. 
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0  引言

长期过量的酒精摄入会导致不同程度的肝损伤

并逐步向肝纤维化、肝硬化发展. 在肝损伤早

期可观察到肝组织中维甲酸含量下降[1-3]. 维甲

酸含量的降低可影响肝星状细胞的激活[4], 从而

影响TGF-β等一系列致纤维化因子的释放[5]. 目
前, 对维甲酸在酒精性肝病中的作用研究的结

果不一. 我们通过补充小剂量维甲酸, 观察其对

慢性酒精性肝损伤中TGF-β1, CTGF和Col1a1的
影响, 以探讨维甲酸在酒精性肝纤维化形成早

期的作用及可能的机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 Wistar♂大鼠(清洁级)24只, 体质量

180-200 g, 购自同济医学院实验动物中心. 无
水乙醇(上海振兴化工一厂). 金龙鱼牌玉米油

(南海油脂公司). 维甲酸原药(山东良福制药有

限公司). 美国产Waters 2690高效液相色谱仪及

996-二极管阵列检测器, Millennium 3.20色谱

软件. 色谱柱: Eurospher C18反相色谱柱(德国

KNAUER公司). 抗大鼠TGF-β1和CTGF多克隆

抗体(武汉博士德生物制品公司), SP免疫组化试

剂盒(武汉凌飞试剂公司), ECL发光试剂(武汉众

一试剂公司). M-MLV逆转录酶(Promega公司), 
TaqDNA聚合酶(北京鼎国公司). 引物均由上海

生工合成.
1.2 方法 大鼠正常喂养1 wk后随机分为3组: 对
照组(N组)、酒精组(J组)、治疗组(A组), 每组8
只. 生理盐水和无水乙醇配成500 mL/L乙醇. J
组给予7 g/(kg·d)酒精及2 g/(kg·d)玉米油混悬液

每日1次灌胃. A组以同样的方法灌胃8 wk后, 再
将0.15 mg/(kg·d)的维甲酸溶于酒精-玉米油混

悬液中灌胃. N组给予等量的玉米油和生理盐水

灌胃. 实验期间正常饮食饮水, 16 wk末处死大

鼠. 肝组织部分液氮速冻后-80℃贮存, 部分投

入100 g/L中性甲醛固定, 石蜡包埋, 常规HE染
色. 另40 g/L戊二醛固定标本, 树脂包埋, 透射电

镜观察.
1.2.1 HPLC测肝组织中维甲酸含量 方法参照

Wang et al [2]. 取0.3 g肝组织在体积比为2∶1的
冰HEPES∶甲醇混合液中匀浆, 取1 mL匀浆液

加入内标视黄醇醋酸酯后用正己烷抽提2次, N2

■同行评价 
本文目的和创新
点 明 确 ,  方 法 规
范 ,   统计学结果
可信, 有一定学术
价值 .
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吹干, 溶于无水乙醇中进样. 反向梯度HPLC的

流动相为甲醇∶水(体积比70∶30, 水中含10 g/
L醋酸铵, 溶剂A)和甲醇(溶剂B). 梯度过程如下

(流速1 mL/min): 1 000 mL/L溶剂A冲洗8 min后
10 min线性梯度至300 mL/L溶剂A和700 mL/L
溶剂B, 20 min的线性梯度至1 000 mL/L溶剂B, 
并保持20 min, 再以2 min的线性梯度至1 000 
mL/L溶剂A. 检测波长340 nm. 维甲酸的量通过

内标的峰面积进行半定量. 
1.2.2 免疫组织化学检测TGF-β1和CTGF蛋白 采
用免疫组织化学SP法, 操作步骤按试剂盒说明. 
TGF-β1﹑CTGF抗体稀释度均为1∶200, 用PBS
代替一抗作阴性对照. 采用Mias-2000图像分析

系统分析结果: 每张切片任意选取10个区域, 在
200倍物镜下测定阳性物质平均灰度值.
1.2.3  RT-PCR检测TGF-β1、CTGF和Col1a1 
mRNA 采用半定量RT-PCR法检测, 以β-actin为
内参照. 总RNA提取: 取50-100 mg肝组织剪碎

后加Trizol于匀浆器中匀浆, 再用氯仿抽提, 异
丙醇、乙醇沉淀, 最后溶于焦碳酸二乙酯处理

过的水中. 取2 mg RNA进行逆转录, 步骤参照

逆转录酶所附说明进行. 大鼠Col1a1的引物序

列: 上游5´GTCCTATGGCTATGATGAGAAATC 
3´, 下游5´CACCATCCAAACCACTGAAAC 3´
(335 bp); 大鼠TGF-β1的引物序列: 上游5´CCG-
CAACAACGCAATCTATG 3´, 下游5´GCCCT-
GTATTCCGTCTCCTT 3´(304 bp); 大鼠CTGF 
的引物序列: 上游5´CGGGAAATGCTGTGAG-
GAGT 3´, 下游5´CAGGCTTGGCAATTTTAG-
GC 3´(326 bp); 大鼠β-actin的引物序列: 上游

5´TGTGCTATGTTGCCCTAGACT 3´, 下游5´
TCGTACTCCTGCTTGCTGAT 3´(442 bp). PCR
产物经琼脂糖凝胶电泳后用GDS-8000型凝胶成

像系统照像并用自带的图像分析系统计算基因

相对表达值. 目的基因相对表达值 = (目的基因

条带灰度值) /(β-actin基因条带灰度值). 
统计学处理  数据经SPSS 12.0软件处理, 

采用t检验进行统计分析, 用mean±SD表示, 以
P <0.05为显著性差异, P <0.01为极显著差异的检

验标准.

2  结果

试验过程中共有4只大鼠死亡,  J组、A组各死亡

2只. 其中2只死于误灌, 1只死于胃大出血, 1只
死于胃扩张.
2.1 肝脏病理学改变 HE染色示J组肝组织切片

呈大、小泡性脂肪变, 以大泡性为主. 病变在中

央静脉周围及肝包膜下更为明显, 伴有点、灶

状坏死, 炎性细胞浸润. A组中脂肪变、坏死及

炎性改变较J组减轻. N组无上述改变. 电镜下J
组细胞肿胀较明显, 胞质内线粒体轻度肿胀, 基
质密度增高, 嵴模糊不清. 粗面内质网数量减少, 
扩张, 大部分多聚核蛋白体从粗面内质网上脱

落(脱颗粒). 滑面内质网扩张成囊状. 另可见少

量肝细胞坏死, 细胞膜破裂, 肿胀的细胞器游离

于细胞核周围, 核不规则改变, 染色质凝集. 胞
质内可见散在分布的脂滴. A组肝细胞轻度肿胀, 
线粒体基质密度稍增高, 嵴模糊不清. 粗面内质

网数量无明显改变, 轻度扩张, 无明显脱颗粒现

象. 滑面内质网轻度扩张. N组超微结构均正常.
2.2 肝组织中维甲酸的含量 J组与N组比较维甲

酸含量明显下降(P <0.05). A组维甲酸含量接近N
组水平(P >0.05)(表1).
2.3 TGF-β1和CTGF的蛋白表达 TGFβ1在N组中

仅少量表达于肝组织的间质细胞内, 在J组中表

达增多, 分布于窦周细胞、炎性细胞、脂肪变

性肝细胞胞膜及少数肝细胞胞质, 以肝小叶中

央静脉和汇管区更为明显. CTGF在N组无表达

或仅在汇管区基质及间质细胞胞质内有少量表

达. 在J组中于窦周细胞、炎性细胞以及少数肝

细胞也可见表达, 主要见于在胞质内, 胞膜上也

有少量表达. 两种蛋白在A组中表达较J组减少

(表1).
2.4 TGF-β1、CTGF和Col1a1的mRNA表达 J组
中TGF-β1, CTGF和Col1a1表达明显高于N组, 而
A组中表达较J组减少(P <0.05)(图1A, B, C, 表2).

3  讨论

慢性过量的酒精摄入会导致肝组织中维甲酸含

量的下降, 其可能的机制有: (1)维甲酸合成减少  
肝组织中的维甲酸主要由VitA转化而来, 而乙醇

与VitA的转化具有相似的通路, 都要经过乙醇脱

氢酶代谢为相应的醛类, 因此乙醇可通过与VitA

    

表  1  肝组织维甲酸含量,TGF-β1和CTGF蛋白水平 (mean
±SD)

                           维甲酸含           TGF-β1               CTGF

                            量 (pmol/g)         (灰度值)           (灰度值)

对照组 (N)     

酒精组 (J)      

治疗组 (A)      

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  酒精组.

分组              n

8  182.6±37.2    149.3±10.2   158.4±6.6

6    76.7±29.1a   105.9±10.1b  130.8±5.7a

6  182.8±273.8c 130.8±6.2c    149.2±6.6c
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竞争性利用乙醇脱氢酶来抑制VitA向维甲酸的

转化[6]. 同时乙醇还可促进VitA向肝外组织的转

移, 从而减少维甲酸的合成[7]; (2)维甲酸代谢增

加 细胞色素P4502E1可催化维甲酸代谢为极性

产物, 而慢性的乙醇摄入可诱导细胞色素P450
的合成, 加快维甲酸的代谢[8,9]. 维甲酸具有类似

甲状腺素的作用机制, 可通过细胞核内DNA结

合蛋白调节有关基因的表达从而发挥一系列生

物效应[10]. Davis et al [11]发现维甲酸可抑制星状

细胞的活化, 调节TGF-β1的产生. 目前, 国外对

维甲酸在肝纤维化中的作用的研究结论不一. 有
人发现维甲酸或其类似物可加重纤维化[12,13], 也
有人发现他们可减轻肝纤维化[11,14]. 其原因可能

与维甲酸种类、剂量不同以及模型和实验方法

的不一致有关. 我们通过观察小剂量维甲酸对

酒精性肝损伤大鼠肝脏中促纤维化因子的影响, 
发现小剂量维甲酸具有抑制早期纤维化因子表

达的作用. 其机制可能为维甲酸抑制TGF-β1表
达从而减少CTGF及Col1a1的表达来发挥其抑

制纤维化作用. 维甲酸受体RARa、RXRa与激

活蛋白-1(AP-1)有相互拮抗作用[15,16], 增加维甲

酸及其受体的含量可减少AP-1驱动的TGF-β1的
产生[17]. CTGF属即刻早期基因, 在CTGF基因启

动子序列中存在TGF-β的顺式调控元件(TGF-β 

RE), 位于启动序列-168 bp和-128 bp之间[18]. 
机体损伤和纤维化发生时CTGF高表达并作为

TGF-β的下游介质介导细胞外基质的生成 [19]. 
Col1a1是Ⅰ型胶原a1链的编码基因, 其mRNA的

转录亦受TGF-β的调控[20,21]. 维甲酸可能通过减

少TGF-β1的表达来影响其介导的纤维化生成. 
我们仅研究了小剂量维甲酸对酒精性肝损

伤及肝纤维化的影响, 而不同剂量维甲酸对不

同原因所致肝损伤及纤维化的作用还有待进一

步研究. 
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