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弗林蛋白酶靶向同源性磷酸￣张力蛋白调控线粒体
自噬及肝纤维化进展

宋彦威１ꎬ付振美２ꎬ徐静怡１ꎬ马铭泽１ꎬ孙琳琳３

(１.山东第一医科大学附属省立医院感染性疾病科ꎬ山东 济南 ２５００２１ꎻ
２.山东第一医科大学附属省立医院医学影像科ꎬ山东 济南 ２５００２１ꎻ
３.山东第一医科大学附属省立医院介入诊疗科ꎬ山东 济南 ２５００２１)

摘要:目的　 探讨弗林蛋白酶在肝纤维化发生发展中的调控作用及相关分子机制ꎮ 方法　 将 ４０ 只 Ｃ５７ 小鼠随机

分为弗林蛋白酶过表达组和对照组ꎬ每组 ２０ 只ꎬ腹腔注射四氯化碳诱导小鼠肝纤维化动物模型ꎬ诱导 ８ 周ꎮ 弗林

蛋白酶过表达组小鼠在四氯化碳诱导 ４ 周后ꎬ尾静脉注射弗林蛋白酶过表达转染质粒至实验结束ꎬ对照组尾静脉

注射无意义对照质粒ꎬ观察弗林蛋白酶调控小鼠肝纤维化进展的作用效应ꎻ采用 Ｎｙｃｏｄｅｎｚ 密度梯度分离法分离

Ｃ５７ 小鼠肝脏原代星状细胞并进行体外培养ꎻ采用免疫组织化学 / 免疫荧光染色法检测弗林蛋白酶在肝纤维化 / 肝
硬化组织的表达及定位ꎻ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测组织及细胞蛋白表达水平ꎻ采用 ＣＣＫ８ 法检测弗林蛋白酶处

理后肝星状细胞的增殖活力ꎻ采用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法检测不同处理组细胞迁移能力变化ꎻ采用流式细胞法及免疫荧光染

色法检测不同处理组细胞线粒体膜电位变化ꎮ 结果　 弗林蛋白酶在肝硬化组织及活化的原代肝星状细胞中呈显

著阳性ꎮ 弗林蛋白酶处理组肝星状细胞活化、增殖及迁移能力显著受到抑制(Ｐ<０.０５)ꎻ对照组肝星状细胞活化、
增殖以及迁移能力未受影响ꎮ 弗林蛋白酶处理组肝星状细胞线粒体膜电位显著下降ꎬ对照组无明显下降(Ｐ<
０.０５)ꎻ敲低同源性磷酸酶－张力蛋白(ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ａｎｄ ｔｅｎｓｉｎ ｈｏｍｏｌｏｇ￣ｌｏｎｇꎬ ＰＴＥＮ￣Ｌ)表达后肝星状细胞线粒体膜

电位也显著下降(Ｐ<０.０５)ꎬ敲低对照组线粒体膜电位无明显改变ꎮ 四氯化碳化学诱导实验中ꎬ弗林蛋白酶过表达

组小鼠肝纤维化病变程度较轻ꎬ对照组小鼠出现较严重的肝纤维化组织学改变ꎮ 结论　 弗林蛋白酶通过靶向作

用 ＰＴＥＮ￣Ｌꎬ增强肝星状细胞线粒体自噬ꎬ抑制其活化及小鼠肝纤维化进展ꎮ
关键词: 肝星状细胞ꎻ肝纤维化ꎻ弗林蛋白酶ꎻ线粒体自噬ꎻ同源性磷酸酶￣张力蛋白
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓꎻ Ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓꎻ Ｆｕｒｉｎꎻ Ｍｉｔｏｐｈａｇｙꎻ Ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ａｎｄ ｔｅｎｓｉｎ ｈｏｍｏｌｏｇ￣ｌｏｎｇ

　 　 急慢性肝脏疾病是临床常见病、多发病ꎮ 肝纤

维化以及肝硬化是临床多种慢性肝病进展的严重病

理阶段ꎬ其主要病因包括嗜肝病毒感染、非酒精性脂

肪性肝病、代谢性肝病、自身免疫性肝病等[１]ꎮ 肝纤

维化以及肝硬化病变的主要特征表现为肝星状细胞

持续活化及细胞外基质过度沉积所导致的反复损伤－
修复过程ꎬ最终导致肝脏假小叶形成和组织结构不可

逆损伤ꎬ甚至进展为肝细胞肝癌[２￣３]ꎮ 肝纤维化是一

种可逆性病理改变ꎬ但目前缺乏有效逆转手段ꎮ
肝星状细胞又称 Ｉｔｏ 细胞、肝贮脂细胞ꎬ其活化

状态称为肌成纤维样细胞[４]ꎮ 肝星状细胞活化后

大量表达胶原纤维并分泌促纤维化细胞因子ꎬ抑制

胶原纤维降解ꎬ其活化过程是肝纤维化进展的关键

促进环节[５]ꎮ
肝星状细胞活化受到转化生长因子￣β( ｔｒａｎｓｆｏｒ￣

ｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣βꎬ ＴＧＦ￣β)、血小板源性生长因

子(ｐｌａｔｅｌｅｔ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬ ＰＤＧＦ)等细胞因

子、线粒体自噬的调节[６]ꎻ其中线粒体自噬在调控

星状细胞活化过程中起关键作用[７]ꎮ 既往研究显

示ꎬ抑制线粒体肝自噬促进肝星状细胞持续活化ꎬ上
调线粒体自噬抑制肝星状细胞活化[８￣１０]ꎮ 线粒体自

噬最重要的调控途径是磷酸酶及张力蛋白同源物诱

导的蛋白激酶 １(ＰＴＥＮ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｋｉｎａｓｅ １ꎬ ＰＩＮＫ１) /
帕金蛋白(Ｐａｒｋｉｎ ＲＢＲ Ｅ３ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ￣ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｉｇａｓｅꎬ
Ｐａｒｋｉｎ)依赖性通路ꎬ其中 ＰＩＮＫ１ 作为触发线粒体自

噬的起始信号ꎬ负责招募 Ｐａｒｋｉｎ 至线粒体ꎻＰａｒｋｉｎ 可

被视为线粒体自噬“增强子”ꎬ对线粒体蛋白进行泛

素化介导并放大自噬信号[１１￣１４]ꎮ
人第 １０ 号染色体缺失的同源性磷酸酶￣张力蛋

白(ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ａｎｄ ｔｅｎｓｉｎ ｈｏｍｏｌｏｇ￣ｌｏｎｇꎬ ＰＴＥＮ￣Ｌ)
分子是 ＰＩＮＫ１ / Ｐａｒｋｉｎ 依赖性线粒体自噬通路中的

重要抑制性调控因子ꎬ对维持线粒体稳态具有重要

作用[１１￣１２]ꎮ 既往研究显示ꎬ弗林蛋白酶具有靶向剪

切 ＰＴＥＮ￣Ｌ 的生物学功能ꎬ为探讨相关分子机制提

供了重要参考ꎮ 弗林蛋白酶是内切蛋白酶中的重要

一员ꎬ可剪切激素、生长因子、基质金属蛋白酶、信号

转导分子等[１５￣１７]ꎮ 目前ꎬ弗林蛋白酶与器官纤维化

相关研究较少ꎬ与肝纤维化进展的关系尚不明确ꎮ
因此ꎬ深入研究肝星状细胞活化的调控机制ꎬ有助于

揭示肝硬化及肝纤维化发生机制新的分子靶点ꎮ
本研究通过探讨弗林蛋白酶调控线粒体自

噬及肝星状细胞活化的效应ꎬ揭示弗林蛋白酶对

小鼠肝纤维化进展的影响及其发挥效应的关键

通路ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 实验动物

８~１０ 周龄雄性 Ｃ５７ 品系小鼠 ４０ 只ꎬ体质量 １７~
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２２ ｇꎬ均由山东第一医科大学实验动物学院(山东

省实验动物中心)提供ꎮ 本研究通过山东第一医

科大学附属省立医院动物伦理委员会审批(ＮＳＦＣ￣
２０２３￣１１９)ꎮ 实验动物处理过程符合相关伦理

要求ꎮ
１.１.２　 主要试剂与仪器

Ｈａｎｋ 平衡液、杜氏改良培养基 ( ｄｕｌｂｅｃｃｏ ̓ ｓ
ｍｏｄｉｆｉｅｄｅａｇｌｅ ｍｅｄｉｕｍꎬ ＤＭＥＭ)细胞培养液购自美

国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ胶原酶购自美国 ＳＩＧＭＡ 公司ꎻＮｙｃｏ￣
ｄｅｎｚ 密度梯度分离液购自挪威 Ａｘｉｓ￣Ｓｈｉｅｌｄ 公司ꎻ弗
林蛋白酶过表达质粒购自广州复能基因有限公司ꎻ
转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００ 购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公

司ꎻ天狼星红染色试剂盒购自上海康朗生物科技有

限公司ꎻ胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ弗林蛋白酶

抗体 Ａｎｔｉ￣Ｆｕｒｉｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ 购自英国 Ａｂｃａｍ 公司ꎻ
ＤＡＢ 显色试剂盒购自江苏连云港伊势久生物科技

有限责任公司 (ＷＢ００１)ꎻ α￣ＳＭＡ 抗体购自美国

Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公司ꎻ组织蛋白提取试剂盒 ( ｔｉｓｓｕｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒｅａｇｅｎｔꎬ Ｔ￣ＰＥＲ)购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ
公司ꎻＩＰ 裂解液购自江苏碧云天生物技术有限公

司ꎻ荧光 ＩＩ 抗[Ａｎｔｉ￣ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ(Ｈ＋Ｌ)(ＤｙｌｉｇｈｔＴＭ ８００
Ｃｏｎｊｕｇａｔｅ＃５１５１)、荧光 ＩＩ 抗 Ａｎｔｉ￣ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ(Ｈ＋Ｌ)
(ＤｙｌｉｇｈｔＴＭ ６８０ Ｃｏｎｊｕｇａｔｅ＃ ５４７０)]购自美国 Ｅａｒｔｈ￣
ｈｏｘ 公司ꎻＪＣ￣１ 染色工作液购自武汉赛维尔生物科

技有限公司ꎻＣＣＫ￣８ 试剂盒购自日本同仁化学研究

所ꎻＴｒａｎｓｗｅｌｌ 小室购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司ꎻ正置光学

显微镜购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司ꎻ正置荧光显微镜购

自日本 Ｎｉｋｏｎ 公司ꎻ红外荧光成像分析仪器购自美

国 Ｌｉ￣ＣＯＲ 公司ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 小鼠原代肝星状细胞分离与体外培养

采用密度梯度分离法从 Ｃ５７ 小鼠肝脏中分离原代

肝星状细胞ꎮ 采用腹腔注射氯胺酮(６０~１００ ｍｇ / ｋｇ)、
甲苯噻嗪(２０ ｍｇ / ｋｇ)和阿托品(１ ｍｇ / ｋｇ)混合液进行

麻醉ꎮ 开腹、经门静脉快速灌注 Ｈａｎｋ̓ｓ 平衡盐溶液、
ｐｒｏｎａｓｅ Ｅ溶液、胶原酶 Ｈ 溶液ꎮ 随后浸入 Ｈａｎｋ̓ｓ 缓冲

液中进一步消化ꎮ 所得悬浮液过滤后ꎬ应用 Ｎｙｃｏｄｅｎｚ
密度梯度(分离液浓度为 ８.２％)ꎬ２ ４００ ｒ / ｍｉｎ 离心

２５ ｍｉｎꎮ 所 得 细 胞 接 种 于 无 菌 培 养 皿 中ꎬ 添 加

ＤＭＥＭ 培养液(含胎牛血清)进行培养ꎮ 所有原代

造血干细胞在体外培养ꎬ３７ ℃、５％ＣＯ２ 条件下细胞

培养 ７ ｄꎮ

１.２.２ 　 四氯化碳诱导小鼠肝纤维化动物模型

构建

采用 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠建立四氯化碳诱导肝纤维

化模型ꎬ在特定无病原体 ( ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｆｒｅｅꎬ
ＳＰＦ)条件下饲养ꎮ 将四氯化碳诱导的肝纤维化小

鼠分为弗林蛋白酶过表达组和对照组ꎮ 小鼠造

模:采用四氯化碳(０.５ μＬ / ｇ)以橄榄油稀释(稀释

比ꎬ１ ∶３)ꎬ腹腔注射ꎬ每周 ２ 次ꎬ连续注射 ８ 周ꎮ 处

死小鼠ꎬ鼠肝标本用福尔马林溶液固定ꎮ 弗林蛋

白酶过表达组小鼠在四氯化碳诱导 ４ 周后ꎬ尾静

脉注射弗林蛋白酶表达转染质粒至实验结束ꎬ空
载质粒对照组注射无意义质粒(无过表达效能)ꎮ
１.２.３　 采用苏木精－伊红染色和天狼星红染色法检

测小鼠肝组织纤维化

小鼠肝组织用福尔马林溶液固定ꎬ浸入梯度

乙醇脱水ꎬ石蜡包埋ꎮ 切成 ５ μｍ 组织切片ꎬ进行

脱蜡至水化ꎬ采用天狼星红和苏木精－伊红染色ꎮ
整张切片浸入天狼星红染色液中染色 １ ｈꎬ自来水

缓慢冲洗 ４ ｍｉｎꎬ再将切片置入梯度乙醇进行脱

水ꎮ 中性树胶封片后进行显微镜观察并记录肝组

织纤维化图像ꎮ 肝组织切片脱蜡至水化ꎬ苏木精－
伊红浸染 ３ ｍｉｎꎬ１％盐酸乙醇分化ꎬ０.５％伊红染色

液染色 ２ ｍｉｎ、梯度乙醇脱水至二甲苯ꎬ自然晾干ꎬ
中性树胶封片ꎬ光学显微镜下观察并记录肝组织

纤维化图像ꎮ
１.２.４　 采用免疫组织化学法检测人肝组织内弗林

蛋白酶表达

人肝组织切片ꎬ通过脱蜡至水化ꎬ并进行热抗原

修复(０.０１ ｍｏｌ / Ｌ 柠檬酸钠抗原)ꎮ 应用双氧水清

除内源性过氧化物酶活性ꎬ胎牛血清进行抗原封闭ꎮ
进行 Ｉ 抗(弗林蛋白酶)孵育ꎬ４ ℃过夜反应ꎮ ＩＩ 抗

孵育在室温进行 １ ｈꎮ ＤＡＢ 显色结束后ꎬ苏木精进

行细胞核染色ꎬ自来水终止反应ꎮ 将切片浸入梯度

乙醇进行脱水处理至透明化ꎬ中性树胶封片后在显

微镜下观察ꎬ由两名有经验的病理医师分别进行结

果判读ꎮ
１.２.５　 采用细胞免疫荧光染色法检测小鼠原代肝

星状细胞相关物质表达及共定位

将细胞悬液以 １×１０４ /孔的密度接种于细胞培

养板中ꎬ过夜培养贴壁生长ꎮ 原代肝星状细胞进

行爬片实验前ꎬ需要用纤黏蛋白处理玻片ꎮ 使用

２％多聚甲醛固定细胞ꎬ以 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００ 液处理细
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胞ꎬ以 ５％ＢＳＡ 溶液进行封闭操作ꎬ滴加Ⅰ抗溶液ꎬ
４ ℃孵育反应过夜ꎮ 次日ꎬ荧光Ⅱ抗溶液孵育ꎬ避
光、室温反应 ７５ ｍｉｎꎮ 洗涤后ꎬ滴加 ＤＡＰＩ 溶液行

细胞核染色ꎬ封片剂处理玻片ꎬ使用荧光显微镜或

者共聚焦显微镜进行观察并记录小鼠原代肝星状

细胞静止期及活化期弗林蛋白酶、α 平滑肌肌动蛋

白(ａｌｐｈａ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎꎬα￣ＳＭＡ)、肌间线蛋

白的表达以及线粒体外膜蛋白质转运体 ２０( ｔｒａｎ￣
ｓｌｏｃａｔｏｒ ｏｆ ｔｈｅ ｏｕｔｅｒ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ２０ꎬ
Ｔｏｍ２０)、细胞自噬受体蛋白( ｏｐｔｉｎｅｕｒｉｎꎬ ＯＰＴＮ)
共定位图像ꎮ
１.２.６　 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测蛋白表达水平

组织蛋白的提取采用 Ｔ￣ＰＥＲ 试剂ꎬ细胞蛋白提

取应用 ＩＰ 裂解液ꎮ 蛋白抽提后进行 ＢＣＡ 蛋白浓度

测定ꎮ 提取蛋白后进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶恒定电压

电泳ꎬ恒流电转膜步骤采用“三明治”结构湿转法至

ＮＣ 膜(Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ)ꎮ ＮＣ 膜浸入 ５％ＢＳＡ 溶液中进行

封闭、Ⅰ抗孵育ꎬ４ ℃过夜进行ꎻⅡ抗孵育在室温条件避

光进行 １ ｈꎮ 荧光Ⅱ抗孵育结束后ꎬ使用 ＬＩ￣ＣＯＲ 􀅺
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ Ｏｄｙｓｓｅｙ 􀅺 Ｉｎｆｒａｒｅｄ Ｉｍａｇｉｎｇ Ｓｙｓｔｅｍ 进行

图像扫描ꎬ以 Ｔｉｆ、ＪＰＥＧ 格式保存图像并用Ｉｍａｇｅ Ｊ软
件进行条带灰度值半定量分析ꎮ
１.２.７　 采用 ＣＣＫ８ 法检测弗林蛋白酶处理的细胞增殖

活力

选择生长状态良好的 ＬＸ￣２ 细胞ꎬ胰酶消化后ꎬ
制成细胞悬液ꎮ 将 ＬＸ￣２ 细胞以 ３ ０００ 个 / １００ μＬ 的

密度接种至 ９６ 孔细胞培养板ꎬ３７ ℃、５％ＣＯ２ 条件下

培养过夜至细胞贴壁ꎮ 次日ꎬ每孔细胞培养液中加

入 １０ μＬ 的 ＣＣＫ８ 溶液ꎬ置于细胞培养箱中继续孵

育 １ ~ ４ ｈꎮ 应用酶标仪检测上述混合物在 ４５０ ｎｍ
处的吸光度值ꎬ每孔设置至少 ３ 复孔ꎬ记录所有检测

值并进行细胞增殖活性分析ꎮ
１.２.８　 采用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法检测细胞迁移能力

取对数生长期且生长状态良好的 ＬＸ￣２ 细胞进

行细胞迁移实验ꎬ分为 ＴＧＦ￣β 处理组和 ＴＧＦ￣β 联

合弗林蛋白酶处理组ꎮ 应用胰酶消化 ＬＸ￣２ 细胞并

制备细胞悬液以 ４×１０４ / ２００ μＬ 密度滴加 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室上层ꎬ下层加入含胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养液ꎬ
连续培养 ２０ ｈ 后取出ꎮ 采用 ４％多聚甲醛固定穿膜

细胞ꎬ用 ０.１％结晶紫对细胞进行染色 １ ｈꎮ 将小室

倒置晾干后ꎬ在正置光学显微镜下进行观察并记录

细胞迁移图像ꎮ
１.２.９　 采用流式细胞法检测细胞线粒体膜电位变化

首先配置 １×ＪＣ￣１ Ａｓｓａｙ Ｂｕｆｆｅｒ( ＪＣ￣１ 染色缓冲

液)以及 ＪＣ￣１ 染色工作液ꎬ将原代肝星状细胞离心

后应用 ＰＢＳ 重悬并计数ꎮ 取 １×１０５ 重悬细胞ꎬ３００×ｇ
离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎮ 在细胞悬液中加入 ５００ μＬ
ＪＣ￣１染色工作液重悬细胞ꎬ３７ ℃、５％ＣＯ２ 条件下培

养细胞 ２０ ｍｉｎꎮ 取出细胞ꎬ１ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ
弃上清ꎬ加入 ５００ μＬ 预冷的 ＪＣ￣１ Ａｓｓａｙ Ｂｕｆｆｅｒꎬ洗涤

２ 次ꎮ 加入 ５００ μＬ 预冷的 ＪＣ￣１ Ａｓｓａｙ Ｂｕｆｆｅｒ 重悬细

胞ꎬ在 ３０ ｍｉｎ 内上流式细胞仪进行检测不同条件下

线粒 体 膜 电 位 变 化 情 况 ( Ｅｘ ＝ ４８８ ｎｍꎻ Ｅｍ ＝
５３０ ｎｍꎬ绿色荧光通过 ＦＩＴＣ 通道为 ＦＬ１ 检测ꎻ红色

荧光通过 ＰＩ 通道为 ＦＬ２ 检测)ꎮ
１.３　 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ ２０.０ 统计学软件和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ
５.０ 软件系统ꎮ 多组数值变量资料间比较采用

Ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 分析ꎬ数值变量资料两组间比较

采用 Ｆ 检验、ｔ 检验与 Ｗｅｌｃｈ 校正ꎮ 弗林蛋白酶处

理组和对照组细胞增殖水平、细胞迁移数目的差异

比较ꎬ先行 Ｆ 检验(即方差齐性检验)ꎬ当 Ｆ 检验呈

显著性ꎬ说明不同组别的数据波动不一致ꎬ方差不

齐ꎮ 随即采用未配对 ｔ 检验与 Ｗｅｌｃｈ 校正ꎬ不假设

ＳＤ 相等ꎬ单尾分析作为代替方法ꎬ每组数据均有

３ 次重复实验数据ꎬ符合统计学分析要求ꎮ 弗林蛋

白酶处理组和对照组细胞膜电位差异ꎬ属于数值变

量资料两组间比较ꎬ采用 ｔ 检验ꎬ每组均有 ３ 次重复

实验数据ꎬ满足统计学要求ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异有统计

学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 弗林蛋白酶在肝硬化组织、活化的原代肝星状

细胞中的表达

与正常肝组织相比ꎬ弗林蛋白酶在肝硬化组织

的纤维分隔区呈显著阳性表达ꎬ见图 １ꎮ 活化后的

原代肝星状细胞内 α￣ＳＭＡ、弗林蛋白酶呈显著阳性

表达ꎬ见图 ２Ａ ~ Ｃꎮ 静止期原代肝星状细胞内

α￣ＳＭＡ、弗林蛋白酶呈显著低表达ꎬ见图 ２Ｄ~Ｆꎮ
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图 １　 弗林蛋白酶在肝硬化肝组织(Ａ、Ｂ)和正常肝组织(Ｃ、Ｄ)中的表达(×１００)
Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｆｕｒｉｎ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｃｉｒｒｈｏｓｉｓ ｔｉｓｓｕｅ(ＡꎬＢ) ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ(ＣꎬＤ)(×１００)

图 ２　 弗林蛋白酶、α￣ＳＭＡ 和 ＤＡＰＩ 在活化期(Ａ~Ｃ)和静止期(Ｄ~Ｆ)原化肝星状细胞中的表达(×２００)
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｆｕｒｉｎꎬ α￣ＳＭＡ ａｎｄ ＤＡＰＩ ｉｎ ａｃｔｉｖａｔｅｄ(Ａ￣Ｃ) ａｎｄ ｑｕｉｅｓｃｅｎｔ ｈｅｐａｔｉｃ(Ｄ￣Ｆ) ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ(×２００)

２.２　 弗林蛋白酶对肝星状细胞活化、迁移能力的

影响

外源性弗林蛋白酶处理后肝星状细胞活化进程

显著延缓(图 ３Ａ)ꎮ 与对照组相比ꎬＴＧＦ￣β 联合弗

林蛋白酶处理组肝星状细胞活化物 α￣ＳＭＡ 和

Ｄｅｓｍｉｎ 表达水平显著降低 (图 ３Ｂ)ꎬ ＬＸ￣２ 细胞

４５０ ｎｍ 处的吸光度值显著降低(图 ３Ｃ)ꎬ细胞迁移

数目显著下降ꎬ显著抑制 ＬＸ－２ 细胞迁移能力(Ｐ<
０.０５ꎬ图 ３Ｄ)
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图 ３　 弗林蛋白酶处理组弗林蛋白酶对肝星状细胞活化、迁移能力的影响(∗Ｐ<０.０５ ｖｓ. 对照组)
Ａ: ＴＧＦ￣β 联合弗林蛋白酶处理组对肝星状细胞活化的影响ꎻ Ｂ: ＴＧＦ￣β 联合弗林蛋白酶处理组肝星状细胞活化物
α￣ＳＭＡ及 Ｄｅｓｍｉｎ 表达水平ꎻ Ｃ: ＴＧＦ￣β 联合弗林蛋白酶处理组对 ＬＸ￣２ 细胞 ４５０ ｎｍ 吸光度值的影响ꎻ Ｄ: ＴＧＦ￣β 联合
弗林蛋白酶处理组对 ＬＸ￣２ 细胞迁移能力的影响ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｆｕｒｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ(∗Ｐ<０.０５ ｖｓ. ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ)
Ａ: Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＴＧＦ￣β ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｆｕｒｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓꎻ Ｂ: Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｍａｒｋｅｒ α￣ＳＭＡ ａｎｄ Ｄｅｓｍｉｎ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ＴＧＦ￣β ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｆｕｒｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐꎻ
Ｃ: Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＴＧＦ￣β ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｆｕｒｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｖａｌｕｅ ａｔ ４５０ ｎｍ ｖａｌｕｅ ｏｆ ＬＸ￣２ ｃｅｌｌｓꎻ Ｄ: Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
ＴＧＦ￣β ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｆｕｒｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ＬＸ￣２ ｃｅｌｌｓ.

２.３　 弗林蛋白酶对小鼠肝纤维化进展的影响

弗林蛋白酶过表达组与对照组小鼠在四氯化碳

诱导实验中ꎬ均出现肝纤维化病理改变ꎻ与对照组比

较ꎬ弗林蛋白酶过表达组小鼠肝组织纤维化病变明

显减轻ꎬ见图 ４Ａ~Ｄꎻ弗林蛋白酶过表达组小鼠肝组

织纤维化病变明显减轻ꎬ见图 ４Ｅ~Ｈꎮ
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图 ４　 弗林蛋白酶对小鼠肝纤维化进展的影响
Ａ、Ｂ:弗林蛋白酶过表达组小鼠肝纤维化程度减轻ꎻ Ｃ、Ｄ:四氯化碳诱导对照组小鼠肝纤维化ꎻ Ｅ、Ｆ: 四氯化碳诱导对
照组小鼠肝纤维化ꎻ Ｇ、Ｈ: 弗林蛋白酶过表达组小鼠肝纤维化程度减轻ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｆｕｒｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｍｉｃｅ
ＡꎬＢ: Ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ Ｆｕｒｉｎ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｒｅｄｕｃｅｄꎻ ＣꎬＤ: ＣＣｌ４ ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｍｉｃｅ
ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ＥꎬＦ: ＣＣｌ４ ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ＧꎬＨ: Ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｗａｓ
ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎ Ｆｕｒｉｎ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ.

２.４　 弗林蛋白酶对肝星状细胞线粒体自噬的影响

对照组肝星状细胞 Ｔｏｍ２０ 与 ＯＰＴＮ 共定位ꎬ见
图 ５Ａ、Ｂꎮ 外源性弗林蛋白酶联合 ＴＧＦ￣β 处理后ꎬ
与对照组相比ꎬＴＧＦ￣联合弗林蛋白酶处理组肝星状

细胞内 Ｔｏｍ２０ 与 ＯＰＴＮ 共定位增加ꎬ提示线粒体自

噬增强ꎬ见图 ５Ｃ、Ｄꎮ 与对照组相比ꎬＰＴＥＮ￣Ｌ 敲低

组肝星状细胞内 Ｔｏｍ２０ 与 ＯＰＴＮ 共定位增加ꎬ见图

５Ｅ、Ｆꎮ ＴＧＦ￣联合弗林蛋白酶处理组增强了肝星状

细胞线粒体自噬ꎮ ＴＧＦ￣联合弗林蛋白酶处理组肝

星状细胞线粒体膜电位显著下降ꎬ见图 ５Ｇ、Ｈꎬ提示

线粒体自噬增强ꎮ ＰＴＥＮ￣Ｌ 敲低组线粒体膜电位下

降ꎬ见图 ５Ｉ、Ｊꎬ提示线粒体自噬增强ꎮ
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图 ５　 弗林蛋白酶对肝星状细胞线粒体自噬的影响(∗Ｐ<０.０５ ｖｓ. 对照组)
Ａ、Ｂ:对照组肝星状细胞 Ｔｏｍ２０ 与 ＯＰＴＮ 共定位情况ꎻ Ｃ、Ｄ: ＴＧＦ￣β 联合弗林蛋白酶处理增加肝星状细胞 Ｔｏｍ２０ 与
ＯＰＴＮ 共定位ꎻ Ｅ、Ｆ: ＰＴＥＮ￣Ｌ 敲低增加肝星状细胞内 Ｔｏｍ２０ 与 ＯＰＴＮ 共定位ꎻ Ｇ、Ｈ: ＴＧＦ￣β 联合弗林蛋白酶处理致线
粒体膜电位下降ꎻ Ｉ、Ｊ: ＰＴＥＮ￣Ｌ 敲低致线粒体膜电位下降ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｆｕｒｉｎ ｏｎ ｍｉｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ (∗Ｐ<０.０５ ｖｓ. ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ)
ＡꎬＢ: Ｃｏ￣ｌｏａｌｉｓａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｏｍ２０ ａｎｄ ＯＰＴＮ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ＣꎬＤ: Ｃｏ￣ｌｏｃａｌｉｓａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｔｏｍ２０ ａｎｄ ＯＰＴＮ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｆｔｅｒ Ｆｕｒｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎻ ＥꎬＦ: Ｃｏ￣ｌｏｃａｌｉｓａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｏｍ２０ ａｎｄ
ＯＰＴＮ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｆｔｅｒ ＰＴＥＮ￣Ｌ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎꎻ ＧꎬＨ: Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｗｉｔｈ Ｆｕｒｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎻ ＩꎬＪ: Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｆｔｅｒ ＰＴＥＮ￣Ｌ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ.

３　 讨　 论

肝纤维化主要由肝炎病毒、乙醇、遗传代谢等多

种危险因素引发[２ꎬ１８￣１９]ꎬ是严重威胁人群健康的常

见疾病[２ꎬ３ꎬ２０￣２１]ꎮ 既往研究认为ꎬ肝星状细胞活化是

肝纤维化 /肝硬化发生发展的中心环节[２２]ꎮ 目前ꎬ
肝纤维化 /肝硬化发病机制尚未阐明ꎬ临床亦缺乏治

疗肝纤维化进展的有效手段ꎮ
Ｆｕｒｉｎ 基因编码的弗林蛋白酶是具有重要生理

功能的内切蛋白酶ꎮ 既往研究提示ꎬ弗林蛋白酶在

肝硬化组织中表达高于正常肝组织[２３]ꎮ 弗林蛋白

酶隶属于胞内丝氨酸 Ｃａ２＋依赖性内肽酶ꎬ在内质网

和高尔基体中自剪切后活化ꎬ活化后剪切、激活众多

具有生物功能的蛋白前体ꎬ发挥生理作用[１５￣１６ꎬ２４]ꎮ
弗林蛋白酶优先识别切割的氨基酸序列为￣Ａｒｇ￣
Ｘ￣Ｌｙｓ / Ａｒｇ￣Ａｒｇ↓￣(↓:切割位点) [２５￣２６]ꎬ并对 ＴＧＦ￣
β１、 β￣神 经 生 长 因 子 ( ｎｅｒｖｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣βꎬ
β￣ＮＧＦ)等发挥重要的剪切作用[２７￣２８]ꎮ 已知弗林蛋

白酶促进卵巢癌细胞转移、结直肠癌的发生[２９￣３２]ꎮ
但在器官纤维化机制中发挥的作用尚不明确ꎬ仅有

少量研究提示ꎬ在心肌梗死后心肌纤维化发生过程

中弗林蛋白酶以及 ＴＧＦ￣β１ 表达显著上调ꎬ在肝纤

维化方面相关的作用机制尚不明确[３３]ꎮ 本研究结

果显示ꎬ弗林蛋白酶在肝硬化组织及活化的原代星

状细胞中呈显著阳性表达ꎮ 弗林蛋白酶不仅降低肝

星状细胞增殖活性ꎬ也抑制其迁移能力ꎮ 弗林蛋白

酶抑制了四氯化碳诱导条件下的小鼠肝纤维化的

进展ꎮ
相关研究结果提示ꎬ线粒体自噬在肝星状细胞

活化过程中发挥重要的调控效应ꎬ其上调可导致肝

星状细胞活化减弱ꎬ其下调导致肝星状细胞活化增

强[３４]ꎮ 抑制线粒体自噬可显著促进肝纤维化进展ꎻ
激活 线 粒 体 自 噬 对 肝 纤 维 化 起 抑 制 作 用[３５]ꎮ
ＰＴＥＮ￣Ｌ 分子是 ＰＩＮＫ１ / Ｐａｒｋｉｎ 依赖性线粒体自噬途

径的经典抑制分子[３５]ꎻＰＴＥＮ￣Ｌ 具有磷酸酶活性且

通过抑制 Ｐａｒｋｉｎ 转位及泛素 ６５ 位(ｐＳｅｒ６５￣Ｕｂ)磷酸

化而发挥抑制线粒体自噬的作用[３６￣４０]ꎮ 弗林蛋白

酶通过剪切 ＰＴＥＮ￣Ｌꎬ可显著逆转其对线粒体自噬

的抑制效应[３５]ꎮ 本研究揭示了肝星状细胞内弗林

蛋白酶可通过 ＰＴＥＮ￣Ｌ 调控线粒体自噬ꎻ进一步证

实线粒体自噬在肝星状细胞活化过程中的重要调控

作用ꎮ 综上所述ꎬ探索线粒体自噬调控机制可成为揭

示弗林蛋白酶抑制肝纤维化分子机制的重要科学线

索ꎮ 因此ꎬ研究者提出科学假说:弗林蛋白酶可通过

靶向剪切 ＰＴＥＮ￣Ｌ 逆转其对线粒体自噬的抑制效应ꎬ
从而导致肝星状细胞活化受阻、肝纤维化进展延缓ꎮ

相关研究显示ꎬＰＴＥＮ￣Ｌ 抑制线粒体自噬ꎬ多集

中在实体肿瘤研究领域[４１]ꎬ本研究在肝星状细胞内

验证了该分子对线粒体自噬的抑制效应ꎮ 本研究结

果显示ꎬ弗林蛋白酶处理后ꎬ肝星状细胞内 ＴＯＭ２０
与 ＯＰＴＮ 共定位显著增加ꎬ线粒体膜电位也显著下

降ꎬ线粒体自噬增强ꎻＰＴＥＮ￣Ｌ 敲低表达后也呈现出

类似的结果ꎮ 由此可见ꎬ弗林蛋白酶促进线粒体自



宋彦威ꎬ等.弗林蛋白酶靶向同源性磷酸￣张力蛋白调控线粒体自噬及肝纤维化进展 ６７　　　 　

噬ꎬ其靶向剪切 ＰＴＥＮ￣Ｌ 导致后者功能缺失的分子

机制可解释本研究提出的科学假说ꎮ 在本研究既往

相关研究基础上ꎬ弗林蛋白酶可负调控肝星状细胞

活化及肝纤维化进展ꎬ其发挥作用效应依赖于调控

肝星状细胞线粒体自噬ꎮ
结合既往研究以及本研究结果表明ꎬ弗林蛋白

酶可被认为是一种新的抑制肝纤维化的内切蛋白酶

分子ꎬ并直接通过剪切 ＰＴＥＮ￣Ｌꎬ促进 ＰＩＮＫ１ / Ｐａｒｋｉｎ
介导的线粒体自噬ꎬ从而抑制肝星状细胞活化以及

肝纤维化进展[３８￣３９ꎬ４２]ꎮ 本研究不足之处ꎬ弗林蛋白

酶也可能通过作用于其他重要的肝纤维化调控信号

通路发挥抑制肝纤维化的效应ꎬ相关分子机制有待

进一步研究ꎮ
综上所述ꎬ弗林蛋白酶抑制肝纤维化的探讨为

从分子水平阐明肝纤维化进展并实现对其靶向逆转

提供新的线索和思路ꎮ 弗林蛋白酶分子有望成为治

疗肝纤维化和肝硬化的关键靶点ꎮ
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