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前言

肝纤维化是一种肝内结缔组织异常增生的病理过程，其特

征是肝损伤后的细胞外基质（ECM）异常增生[1]。许多因素造成

的肝损伤均可引起肝纤维化[2]。如果肝损伤是急性或自限性的，

则肝脏能够恢复到正常状态；如果损伤持续，ECM异常增生和

过度沉积，肝实质细胞被瘢痕组织取代，最终会导致肝硬化[3]。

SIRT1作为酵母 Sir2在哺乳动物中的直系同源，是一种高

度保守的 NAD+依赖的蛋白去乙酰化酶。作为一种关键的调节

分子，SIRT1在代谢稳态中发挥着至关重要的作用 [4]。研究表

明，SIRT1 能在多种细胞和组织中抑制炎症反应 [5-7]。过表达

SIRT1能抑制高脂饮食诱导的肝脂肪变性和炎症反应[8]，反之，
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Role of SIRT1 in Mouse Liver Fibrosis and Transcriptional
Differential Genes Analysis*

To observe liver fibrosis induced by carbon tetrachloride (CCl4) of liver-specific knockout of SIRT1

(SIRT1-LKO) mice, and explore the role and mechanism of SIRT1 and transcriptional differential genes in the pathologic process of liver

fibrosis systematically. SIRT1-LKO mice model was established by using a Cre-loxP approach. Liver fibrosis was induced by

repetitive intraperitoneal CCl4 injection. Liver function was tested by serum biochemistry. Sirius red staining was used to observe the

collagen accumulation. The 琢-smooth muscle actin (琢-SMA) immunohistochemistry was performed to show the hepatic stellate cells

(HSCs) activation. The cDNA microarray technology and bioinformatics analysis were performed to screen transcriptional differential

genes. SIRT1-LKO mice had more serious liver injury and fibrosis than littermate WT mice after CCl4 treatment (P<0.05). Some

key differential genes (including TNC, TPM1, E2F1, DEFB1, LRTM1) were discovered through GO (Gene Ontology) biological process

and KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) pathway analysis, which may be related with SIRT1 and liver fibrosis jointly.

The deletion of SIRT1 enhanced liver injury and promoted liver fibrosis induced by CCl4 in mice. SIRT1 may cooperate

with these genes and involve in the occurrence and development of liver fibrosis.
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肝细胞敲除 SIRT1会加重肝脏的炎症反应[9]。SIRT1还能通过

调节 TGF-茁信号通路来参与纤维化[10, 11]。因此我们推测，SIRT1

与肝纤维化密切相关。

为了阐明 SIRT1在肝纤维化中的作用，本研究首先建立了

SIRT1-LKO小鼠模型，通过 CCL4橄榄油溶液腹腔注射来诱导

肝纤维化，然后在此基础上探讨 SIRT1及转录差异基因在肝纤

维化中的作用和机制。

1 材料与方法

1.1 SIRT1-LKO小鼠模型的建立

SIRT1flox5-6/flox5-6小鼠，由美国国立卫生研究院糖尿病

消化病及肾病研究所（NIDDK）邓初夏教授惠赠，该小鼠遗传背

景为 129/FVB/Black/Swiss [12]；Alb-Cre 转基因小鼠，购买自

Jackson 实验室，该小鼠遗传背景为 C57BL/6J。通过将

SIRT1flox5-6/flox5-6和 Alb-Cre小鼠杂交获得 SIRT1-LKO 小

鼠及其同窝WT小鼠，经蛋白质印迹法（Western-Blot）、实时荧

光定量聚合酶链反应（QRT-PCR）和免疫组织化学检测证实了

是 SIRT1-LKO小鼠。

1.2 Western-Blot
取 0.05 g小鼠肝脏组织，组织研磨器中研磨后，加入蛋白

酶抑制剂和细胞裂解液（1：9，碧云天生物研究所）500 滋L，依次

进行冰上裂解、超声、离心，然后取上清，二奎琳甲酸（BCA）法

测定蛋白总浓度，加入 1/4体积 5× 蛋白上样缓冲液（碧云天生

物研究所），煮沸后再次离心。8% SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳，

半干法转膜（硝酸纤维素膜），依次 5%脱脂牛奶封闭、兔抗鼠

SIRT1 一抗（1:1000，Millipore 公司）封闭、抗兔二抗（1:2000，

Sigma 公司）封闭，采用 ECL试剂（Thermo 公司）在 Bio-RAD

凝胶成像仪（Bio-Rad）上显影成像。

1.3 QRT-PCR
采用 RNA提取试剂盒（OMEGA 公司），严格按照标准操

作提取小鼠肝脏组织中的总 RNA，按照反转录试剂盒（TaKaRa

公司）说明书配置 10 滋L反应体系，在 PCR仪（TE Thermo Cy-

cler）上采用两步法反转录得到 cDNA。采用 QRT-PCR试剂盒

（TaKaRa公司）及 Bio-Rad CFX96 荧光定量系统（Bio-Rad）进

行荧光定量检测。

1.4 免疫组织化学

小鼠肝脏组织经福尔马林固定，石蜡包埋常规切片，依次

进行烤片、脱蜡水化、抗原修复、灭活内源性过氧化物酶、血清

封闭，然后分别进行一抗封闭（兔抗鼠 SIRT1一抗，1:200，Mil-

lipore公司；兔抗鼠琢-SMA一抗，1:200，Abcam 公司；4 ℃，16

h）、二抗封闭（羊抗兔二抗，Dako公司；室温，1 h），最后再 DAB

显色、苏木精复染、脱水、透明、封片、镜检。分别用已知阳性表

达的肝组织切片作为阳性对照，以 PBS代替一抗作为阴性对

照。每张切片随机选取 10 个高倍镜视野(× 400)，使用 Image

proplus 6.0图像分析系统半定量测定表达，计算平均光密度值，

同一标本三张切片测量后取平均值。

1.5 肝纤维化模型的建立和样本采集

选择 6-8周大小体重相近（约 30 g）的雄性 SIRT1-LKO小

鼠及其同窝 WT小鼠，分成 4组（WT-OIL组、LKO-OIL组、

WT-CCL4组、LKO-CCL4组），每组 5只，分别给予 CCL4橄榄油

溶液（20% CCL4）或单纯橄榄油（OIL）腹腔注射，每次 0.1 mL，

每周 2次（周二和周五），连续注射 8周。

8周后，将各组小鼠采用摘眼球法取血，收集血液于促凝

管中，静置后离心，取上层血清，检测丙氨酸氨基转移酶（ALT）

和天门冬氨酸氨基转移酶（AST）。同时取各组小鼠的肝脏组

织，分别做：（1）福尔马林固定，石蜡包埋 HE 染色；（2）天狼星

红染色；（3）RNA Later -20 ℃冰箱保存备用；（4）其余肝脏组织

液氮中保存备用。

1.6 基因芯片检测

采用 mirVanaTM miRNA Isolation Kit试剂盒（Cat#AM1561,

Ambion, Austin, TX, US），根据生产厂商提供的标准操作流程

进行小鼠肝脏组织的总 RNA抽提。由上海伯豪生物技术有限

公司进行基因芯片检测，所用芯片为 Agilent Mouse lncRNA

4*180K芯片（design ID: 046161）。数据采用 Gene Spring Soft-

ware 11.0 (Agilent technologies, Santa Clara, CA, US)进行归一

化处理，所用的算法为 Quantile。

1.7 基因芯片数据筛选和生物信息学分析

基因芯片数据主要分析以下 3种情况：（1）WT-CCL4组与

WT-OIL 组比较；（2）LKO-OIL 组与 WT-OIL 组比较；（3）

LKO-CCL4组与WT-CCL4组比较。然后分别对差异基因（差异

倍数 >2或 <0.5）进行生物信息学分析（DAVID Bioinformatics

Resources 6.7），主要是 GO生物过程分析和 KEGG通路分析。

1.8 数据分析

所有数据资料采用 SPSS 17.0软件进行统计学分析。计量

资料以 mean ± SD表示，比较两组数据组间差异采用独立样本

t检验；计数资料以百分率表示，均采用 x2检验，P＜ 0.05 表示

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 成功建立 SIRT1-LKO小鼠模型

通过Western-Blot检测发现 SIRT1-LKO小鼠的 SIRT1蛋

白表达水平明显下降，但是仍然存在，分析原因为该小鼠只是

SIRT1在肝细胞中特异性敲除，而在肝脏其他细胞中仍然存在

（图 1A）。通过 QRT-PCR验证了 SIRT1-LKO小鼠 SIRT1基因

表达水平明显下降（P<0.01）（图 1 B）。通过免疫组化观察

SIRT1在肝脏中的表达水平及分布情况，发现 SIRT1-LKO小

鼠的 SIRT1蛋白表达水平在肝细胞中明显下降，而在非肝脏细

胞中未见明显改变（图 1C）。这些结果证实了我们成功建立了

SIRT1-LKO小鼠模型。

2.2 SIRT1-LKO小鼠肝损伤加重

造模 8周后，分别取血清检测各组小鼠的 ALT和 AST水

平，发现在单纯注射橄榄油的情况下，WT小鼠与 LKO小鼠无

明显差异；而在CCL4诱导下，ALT和AST水平明显升高（P<0.01），

LKO-CCL4组升高更为显著（图 2 A，B）。这些结果表明，在

CCL4 诱导下，WT 和 SIRT1-LKO 小鼠都会出现肝损伤，而

SIRT1-LKO小鼠的肝损伤更加严重（P<0.05）。
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图 1 成功建立了 SIRT1-LKO小鼠模型

Fig. 1 SIRT1-LKO mouse models were established successfully

Note: A: The protein level of SIRT1 by Western-Blot; B: The expression of SIRT1 by QRT-PCR; C: The protein level of SIRT1 by

immunohistochemistry. ** P< 0.01, compared with SIRT1flox5-6 mice.

2.3 SIRT1-LKO小鼠肝纤维化加重

造模 8周后，用天狼星红染色观察胶原蛋白在肝内的沉

积，从而来反映肝纤维化的情况。WT-OIL组和 LKO-OIL组染

色的肝脏胶原蛋白较少；而WT-CCL4组和 LKO-CCL4组染色

的肝脏胶原蛋白明显增加，在 LKO-CCL4组则更为显著（图

3A）。通过数字图像定量分析，证实了 LKO-CCL4 组比

WT-CCL4组染色的肝脏胶原蛋白积聚更多，纤维化区域更为

广泛（P<0.05）（图 3B）。这些结果证实了在 CCL4诱导下，

SIRT1-LKO小鼠的肝纤维化程度更加严重。

2.4 SIRT1-LKO小鼠 HSCs活化增多

HSCs活化是肝纤维化的一个重要的机制，琢-SMA 则是

HSCs活化的一种主要标志物[13]。我们通过免疫组化的方法检

测 琢-SMA在肝脏中的表达，从而来反映 HSCs的活化程度。

WT-OIL组和 LKO-OIL组 琢-SMA表达较少，主要分布于血管

壁周围；而给予 CCL4诱导后，琢-SMA表达明显增加，主要分布

在门静脉、汇管区及纤维间隔区域内；LKO-CCL4组 琢-SMA的

表达水平更高（图 4A）。通过数字图像定量分析，证实了

LKO-CCL4组比 WT-CCL4组 琢-SMA 染色阳性区域更为广泛

（P<0.05）（图 4B）。这些结果表明，在 CCL4诱导下 SIRT1-LKO

小鼠比WT小鼠肝脏中有着更多活化的 HSCs。

图 2 CCL4诱导下 SIRT-LKO小鼠肝损伤加重

Fig. 2 Liver injury was enhanced in SIRT-LKO mice after CCL4 treatment

Note: A: The level of serum ALT. B: The level of serum AST. Data represent means ± standard error of the mean (n=5).

ns: Non significant differences, *P< 0.05; **P< 0.01;***P< 0.001.
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2.5 基因芯片数据统计及生物信息学分析

选择差异倍数 2倍以上（差异倍数 >2或 <0.5）的基因进行

统计发现：（1）WT-CCL4组与WT-OIL组比较，发现 2220个差

异基因，其中上调 1540 个，下调 680 个；（2）LKO-OIL 组与

WT-OIL组比较，发现 1330个差异基因，其中上调 602 个，下

调 728个；（3）LKO-CCL4组与WT-CCL4组比较，发现 1298个

差异基因，其中上调 823个，下调 475个。

分别对上述三组差异基因进行 GO生物过程和 KEGG通

路分析发现：（1）WT-CCL4组与WT-OIL组比较，上调的 1540

个基因主要参与了细胞周期、胶原原纤维构建、细胞增殖、炎症

反应、ECM及其受体相互作用、细胞因子及其受体相互作用、

P53信号通路、酶联受体蛋白信号通路、趋化因子信号通路以

及 TGF-茁信号通路等；下调的 680个基因主要参与了趋化作

用、氧化还原作用、脂肪酸代谢、通过细胞色素 P450的外源性

物质代谢、PPAR信号通路等；（2）LKO-OIL组与WT-OIL组比

较，上调的 602个基因主要参与了细胞周期、免疫应答、通过细

胞色素 P450的外源性物质代谢、ECM及其受体相互作用以及

趋化因子信号通路等；下调的 728个基因主要参与了细胞凋

亡、昼夜节律、细胞因子及其受体相互作用、胰岛素信号通路、

跨膜受体蛋白丝氨酸 /苏氨酸激酶信号通路以及 TGF-茁信号
通路等；（3）LKO-CCL4组与 WT-CCL4组比较，上调的 823个

基因主要参与了细胞周期、ECM及其受体相互作用、跨膜受体

蛋白丝氨酸 /苏氨酸激酶信号通路、BMP信号通路以及 TGF-茁
信号通路等；下调 475个基因主要参与了药物代谢、通过细胞

色素 P450的外源性物质代谢、氧化还原作用、急性炎症反应、

防御反应以及细胞因子产生等生物过程。

在此基础上我们通过进一步分析，发现了一组可能与

SIRT1 和肝纤维化都存在相关的基因（TNC、TPM1、E2F1、

DEFB1、LRTM1）。

3 讨论

肝细胞是病毒、酒精代谢产物和胆汁酸等许多肝毒性物质

的靶细胞。受损的肝细胞释放活性氧（ROS）和纤维化介质，诱

导 HSCs活化，刺激成肌纤维细胞纤维化活性[14]。此外，肝细胞

受损后还会释放白介素 -33（IL-33）等炎性细胞因子[15]和损伤相

关分子模式（DAMPs）分子 [16]，从而直接或间接地促进纤维生

成。这都表明肝细胞在肝纤维化和肝硬化的发生发展中扮演着

极其重要的角色。

图 3 CCL4诱导下 SIRT1-LKO小鼠肝纤维化加重

Fig. 3 Liver fibrosis was increased in SIRT-LKO mice after CCL4 treatment

Note: A: Sirius red staining was performed to show collagen deposition of the livers. B: The quantitative image analysis of collagen fibers. Data represent

means ± standard error of the mean (n=5). Original magnification × 100. ns: Non significant differences; *P< 0.05; **P< 0.01.

图 4 CCL4诱导下 SIRT-LKO小鼠 HSCs活化增多

Fig. 4 More HSCs were activated in SIRT1-LKO mice after CCL4 treatment

Note: A: 琢-SMA immunohistochemistry was performed to show activated HSCs in the livers. B: The quantitative image analysis of 琢-SMA positive area.

Data represent means ± standard error of the mean (n=5). Original magnification × 100. *P< 0.05, compared with WT+CCL4 group.
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近年来 SIRT1与非酒精性脂肪肝病（NAFLD）发病机制的

研究表明，适当上调 SIRT1的表达能显著改善 NAFLD动物模

型的疾病程度，而 SIRT1肝脏敲除会引起明显的肝脏脂肪变性
[9]和肝糖异生障碍[17]，提示 SIRT1在肝脏代谢障碍中发挥着重

要作用。除了参与糖脂代谢等诸多功能外，SIRT1还参与免疫

反应，通过去乙酰化作用抑制 NF-κ B的活性，从而减低炎症

反应[18]。最近有研究报道，在成纤维细胞中活化 SIRT1能增强

TGF-茁的纤维化作用；下调 SIRT1能抑制 TGF-茁/SMAD信号

通路[10]。而另一项研究结果却截然相反，在 5/6肾切除小鼠的残

留肾脏中，SIRT1缺失会加重肾纤维化；而活化 SIRT1能抑制

TGF-茁/SMAD3信号通路，从而在肾脏纤维化中发挥保护作用
[11]。之所以出现看似矛盾的结果，一方面是因为研究是在不同

的组织细胞中进行，另一方面则可能是由于离体和活体两种完

全不同的状态所致，这也表明了 SIRT1功能的多样性和复杂

性。

为了研究 SIRT1在肝纤维化中的作用，我们首次在 SIRT1

肝脏特异性敲除小鼠上建立了 CCL4诱导的肝纤维化模型。研

究结果表明，通过连续 8周腹腔注射，WT-CCL4组小鼠出现肝

损伤，ALT和 AST升高，琢-SMA增加，并且出现肝纤维化，而

WT-OIL组小鼠这些指标都无明显改变，证实了我们建造小鼠

肝纤维化模型成功。该研究初次发现，LKO-CCL4 组与

WT-CCL4组比较，ALT和 AST升高更加明显，琢-SMA增加更

为显著，肝纤维化的程度也更为严重。这些结果证实了 SIRT1

缺失会加重肝功能损伤，显著增加肝纤维化。这与之前提到的

SIRT1在 5/6肾切除小鼠肾脏纤维化中的报道一致[11]，间接证

实了 SIRT1对肝纤维化是起保护作用的。

在基因敲除模式动物肝纤维化造模的基础上，该研究还运

用了基因组学的研究策略，采用高灵敏的基因芯片技术来挖掘

参与肝纤维化的新的关键分子。通过对各组间转录差异基因的

统计和生物信息学分析，我们发现这些差异基因主要参与了细

胞周期、细胞增殖与凋亡、细胞应激反应、炎症反应、趋化作用、

氧化还原作用、ECM及其受体相互作用、细胞因子及其受体相

互作用等诸多生物学过程，并且涉及 P53信号通路、酶联受体

蛋白信号通路、趋化因子信号通路、BMP信号通路以及 TGF-茁
信号通路等多条信号通路。这些生物学过程和通路大部分都参

与了肝脏纤维化的发生发展。

在此基础上我们发现了一组可能与 SIRT1和肝纤维化都

存在相关的基因（TNC、TPM1、E2F1、DEFB1、LRTM1）。已有研

究报道，在肝炎到肝纤维化的过程中，TNC（生腱蛋白 C）能通

过增强炎症反应来促进肝纤维化发生，伴随细胞因子活化、

HSCs募集和 TGF-茁的表达[19]。还有研究发现，TPM1（原肌球

蛋白 1）可能在肝纤维化发生发展中扮演着重要角色[20]。最近一

项研究表明，E2F1作为代谢性疾病的一种重要调节分子，能通

过 Egr-1/FHP/EID1网路来调节胆汁性肝纤维化，因此被认为

是一种新的纤维化基因 [21]。之前的研究也证实了 SIRT1 和

E2F1存在相关：SIRT1能与 E2F1结合，抑制 E2F1的活性；下

调 SIRT1能增加 E2F1的转录和凋亡功能[22]。以上这些研究结

果和我们的基因芯片数据一致，也进一步证实了基因芯片数据

的可靠性。目前关于防御素 茁1（DEFB1）以及富含亮氨酸重复

序列和跨膜结构域 1（LRTM1）与肝纤维化的关系尚无研究报

道。

总之，SIRT1可能在肝纤维化中发挥着重要的作用，同时

其他相关基因也参与了肝纤维化的发生发展。但 SIRT1在肝纤

维化中的具体作用机制以及 SIRT1与其他相关基因的相互作

用尚不明确，这些都需要进一步大量的研究。开展这方面的研

究对于我们阐明肝纤维化的发生发展机制以及探寻新的诊疗

靶标具有重大意义。
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号通路有关。

已有研究表明，obestatin可与 CRF受体结合，进而改变胃
和十二指肠动力[16]。因此，本研究观察了脑室内注射 CRF为胃
排空的影响。结果显示，侧脑室注射 CRF可显著抑制胃的排空
率，这与已有的相关研究结果相吻合[17]。尽管在人类脑脊液中

CRF的半衰期不到 10分钟[18]，但是我们研究结果表明，脑室内

注射 1nmol的 CRF能有效抑制大鼠胃的排空。
总之，侧脑室注射 obestatin 2小时后，血浆酰基化 ghrelin、

去酰基化 ghrelin以及 nesfatin-1水平无显著改变；大鼠摄食量
与胃排空率呈负相关；侧脑室注射 obestatin可使大鼠胃排空率
增加；但侧脑室注射 CRF，大鼠胃排空率明显延迟。
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