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Urantide对急性肝衰竭小鼠肝组织p120⁃catenin表达的影响

何 玉，钟 欢，杨 雪，施青青，徐国荣，刘亮明*

南京医科大学附属上海松江区中心医院感染科，上海 201600

［摘 要］ 目的：探讨尾加压素Ⅱ（urotensinⅡ，UⅡ）受体拮抗剂 urantide对急性肝衰竭（acute liver failure，ALF）小鼠肝组织

p120⁃catenin（p120ctn）表达的影响。方法：24只雄性Balb/c小鼠随机分为健康对照组、预处理对照组、ALF模型组和预处理

ALF组（6只/组）。ALF模型组和预处理ALF组均以脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）50 μg/kg联合D⁃半乳糖胺（D⁃galactosamin，
D⁃GalN）800 mg/kg腹腔注射诱导ALF，健康对照组注射等体积的0.9%氯化钠溶液；预处理ALF组在造模前30 min给予0.6 mg/kg
urantide尾静脉注射；预处理对照组经同样预处理后腹腔注射等体积的 0.9%氯化钠溶液。造模 12 h后，采集动物肝组织标

本。肝组织 p120ctn mRNA和蛋白质表达分别采用实时荧光定量PCR（real⁃time PCR）和免疫印迹（Western blot）分析方法检

测。结果：p120ctn mRNA和蛋白相对表达水平在健康对照组和预处理对照组之间差异无统计学意义；而健康对照组、预处理

对照组和预处理ALF组p120ctn mRNA和蛋白相对表达水平均显著高于ALF模型组（P < 0.05）。结论：LPS/D⁃GalN诱导ALF小

鼠肝内p120ctn表达受抑可能与UⅡ/UT信号系统的激活有关。
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An effect of urantide on hepatic p120⁃catenin expression in acute hepatic failure mice
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［Abstract］ Objective：To investigate the effect of urantide，a urotensin Ⅱ receptor antagonist，on hepatic p120⁃catenin（p120ctn）
expression in acute liver failure（ALF）mice. Methods：A total of 24 male Balb/c mice were randomly divided into the healthy control
group，pretreatment control group，ALF model group and pretreatment ALF group（6/group）. ALF model mice were induced by
lipopolysaccharide（LPS）50 μg/kg combined with D⁃galactosamine（D⁃GalN）800 mg/kg intraperitoneal injection of ALF，and control
mice were injected with an equal volume of 0.9% sodium chloride solution；the pretreated ALF group was given a 0.6 mg/kg urantide
tail vein injection 30 min before modeling；the pretreatment control group was replaced with an equal volume of 0.9% sodium chloride
solution. And then，liver specimens were collected after 12 h. The levels of hepatic p120ctn mRNA and protein were detected by real⁃
time PCR and Western blot analysis. Results：There was no significant difference in the relative expression levels of p120ctn mRNA
and protein between the healthy control group and the pretreatment control group，while the relative expression level of p120ctn mRNA
and protein in the healthy control group and the pretreatment ALF group was significantly higher than that in the ALF model group（P <
0.05）. Conclusion：The inhibition of p120ctn expression may be associated with the activation of UⅡ/UT signaling system in LPS/D⁃
GalN⁃induced ALF mice.
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急性肝衰竭（acute liver failure，ALF）是一种免

疫炎症相关的，以大量肝细胞坏死丢失后，短期内

肝功能严重丧失为特征的肝损伤性疾病［1］。尾加压

素Ⅱ（urotensin Ⅱ，UⅡ）是一种含有 11个氨基酸的

生长抑素样多肽类分子，病理生理学活性多样，可以

调节内分泌、肾脏、心血管及免疫系统疾病的发生发

展［2］。UⅡ分子主要通过其特异性孤儿G蛋白偶联

受体（即UT）来发挥作用［3］。已证实，UⅡ/UT信号系

统与ALF肝内免疫炎症损伤的发生发展存在着密切

的联系［4- 5］。研究显示，在脂多糖（lipopolysaccha⁃
ride，LPS）/D⁃半乳糖（D⁃galactosamin，D⁃GalN）诱导

的ALF动物模型中UⅡ/UT表达增高［6］，且在ALF中

UⅡ/UT系统可以通过增强核因子（nuclear factor，
NF）⁃κB p65亚基核移位并增强其与 DNA结合能

力［7］，从而促进ALF早期发生炎症因子肿瘤坏死因

子α（tumor necrosis factor⁃α，TNF⁃α）和白介素1β（in⁃
terleukin⁃1β，IL⁃1β）瀑布式表达和释放［2］。近年研究

发现，一种与维持组织和细胞屏障功能有关的黏附连

接蛋白 p120⁃catenin（p120ctn）可抑制 Toll样受体 4
（Toll like receptor 4，TLR4）的功能，并阻止该分子TIR
结构域与接头蛋白MyD88的同源结构域的相互作

用，抑制 IκBα的磷酸化和降解，从而阻止NF⁃κB核转

位，抑制炎症因子TNF⁃α以及 IL⁃1β的释放［8-9］。这提

示 p120ctn存在免疫炎症抑制效应。为进一步研究

UⅡ/UT系统与肝内p120ctn表达之间的关系，在本实

验中，我们采用了UT受体特异性拮抗剂urantide阻断

UⅡ/UT信号的转导，观察了实验鼠在LPS/D⁃GalN攻

击后，肝内p120ctn的表达情况，借以更深入地阐明

UⅡ/UT系统的肝组织免疫炎症反应机制。

1 材料和方法

1.1 材料

6周龄健康雄性Balb/c小鼠，清洁级，体重 20~
22 g，小鼠购于上海市交通大学附属第一人民医院实

验动物中心，许可证号：SYXK（沪）2009⁃0086。LPS
及D⁃GalN（Sigma公司，美国）；urantide（Peptides Inter⁃
national公司，日本）；SYBRGreen PCR试剂盒及逆转

录试剂盒（TaKaRa公司，日本）；TRIzol（Thermo公司，

美国）；RIPA裂解液及BCA蛋白浓度测定试剂盒（北

京碧云天公司）；PCR引物由上海生工生物工程有限

公司合成；p120ctn抗体（Abcam公司，英国）。

1.2 方法

1.2.1 动物分组及处理

24只雄性Balb/c小鼠按照随机数字表随机分成

4组（每组6只）：健康对照组、预处理对照组、ALF模

型组和预处理ALF组。ALF小鼠模型的制备参考文

献［2］，以 LPS 50 μg/kg联合 D⁃GalN 800 mg/kg，用
0.2 mL 0.9%氯化钠溶液溶解后腹腔注射。健康对

照组动物仅腹腔内注射0.2 mL 0.9%氯化钠溶液；预

处理ALF小鼠则在LPS/D⁃GalN联合注射30 min前，

以urantide 0.6 mg/kg（0.9%氯化钠溶液溶解）尾静脉

注射，预处理对照组经相同预处理后以0.9%氯化钠

溶液腹腔注射。12 h后采集肝组织标本。

1.2.2 Real⁃time PCR分析

取50~100 mg肝组织，采用TRIzol处理，总RNA
的提取按照试剂盒说明书进行操作。2 μg总RNA
作为模板用于第 1链 cDNA合成（5×PrimeScript RT
Master Mix 2 μL，以无核酸酶水补至终体积 10 μL，
37 ℃孵育15 min，95 ℃加热5 s，将 cDNA置于-20 ℃
保存）。引物设计借助于 Primer Premier 6.0软件设

计，基因检测引物序列和产物长度如表 1。Real⁃
time PCR操作方法按照试剂盒说明书进行：2×Pre⁃
mix Ex TaqTM Ⅱ10 μL，上、下游引物各 0.4 μL，ROX
Reference Dye Ⅱ 0.4 μL，DNA模板 2 μL，加灭菌蒸

馏水至 20 μL，建立反应体系。在ABI7500仪器按

照两步法进行扩增：第 1步：50 ℃ 2 min，1个循环；

第 2步：95 ℃ 5 min，40个循环。GAPDH作为内参

照。检测结束后，得到每个样本的CT值，按照 2-ΔΔCT

公式计算各组mRNA相对表达量定值。

1.2.3 免疫印迹（Western blot）分析

将肝组织剪成大小基本相等的细小碎片，按照

每 20 mg组织加入 150~250 μL的比例加入RIPA裂

解液（含蛋白酶抑制剂），匀浆器匀浆至组织完全裂

解，裂解后的样本 4 ℃ 12 000 r/min离心 15 min，取
上清。用BCA蛋白浓度试剂盒测定各样本蛋白浓

度，取50 μg蛋白，水浴煮沸10 min后进行12%十二

烷基硫酸钠/聚丙烯酰胺（SDS⁃PAGE）电泳，转移至

硝酸纤维素（NC）膜上。5%脱脂奶粉室温 2 h封闭

结合含有蛋白质的NC膜，封闭结束后，分别加入适

量 p120ctn及内参β⁃actin抗体，4 ℃下孵育过夜。

表1 不同基因检测引物序列

Table 1 Different gene detection primer sequences
基因

P120ctn

GAPDH

引物序列（5′→3′）
上游：GTTGCTTTGGAGCCAAGAAG
下游：TACTAGCCTCGAGCAGGACT
上游：GACATGCCGCCTGGAGAAAC
下游：GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG
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A：健康对照组；B：预处理对照组；C：ALF模型组；D：预处理ALF
组；与健康对照组比较，#P < 0.001；与ALF模型组比较，*P < 0.01。
图 2 Real⁃time PCR分析急性肝衰竭小鼠肝组织p120ctn

mRNA表达情况

Figure 2 Expression of p120ctn mRNA in liver tissue of
mice with acute hepatic failure by real⁃time PCR

0.1%的 PBST漂洗 3次，每次 5 min。加辣根过氧化

物酶标记的二抗，室温下孵育 2 h后，0.1%的 PBST
漂洗3次，每次5 min。结果用ECL⁃Plus化学发光试

剂盒检测，X线片曝光。X线片显影和定影后观察

结果，并采用 Image J软件进行灰度值分析，计算蛋

白相对表达量。

1.3 统计学方法

所有实验重复操作6次。实验数据的分析及处

理采用 SPSS19.0 软件，计量数据以均数±标准差

（x ± s）表示，采用两因素方差分析进行组间比较，以

P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 小鼠肝组织病理特征

如图 1所示，健康对照组和预处理对照组肝细

胞凋亡较少，肝组织结构正常，出血较少，ALF模型

组见大量肝细胞凋亡，肝组织结构紊乱，血管内见

较多的红细胞，预处理ALF组见肝细胞凋亡减少，

肝组织结构恢复，血管内红细胞减少。这提示LPS/
D⁃GalN可以成功诱导小鼠ALF模型，而且 urantide

A：健康对照组；B：预处理对照组；C：ALF模型组；D：预处理ALF组。

图1 急性肝衰竭小鼠肝组织病理（HE，×400）
Figure 1 Liver histopathology in acute liver failure mice（HE，×400）

DCBA

可以减轻或逆转ALF模型。

2.2 小鼠肝组织p120ctn mRNA的表达

各组小鼠肝组织 p120ctn mRNA的表达情况如

图 2。结果显示，健康对照组和预处理对照组之间

无统计学差异（F=0.669，P=0.451），表明 urantide本
身对 p120ctn mRNA表达没有影响；健康对照组的

p120ctn mRNA 相对表达量比 ALF 模型组高 0.365
（95%CI：0.309~0.420，F=2 667.600，P < 0.001），表明

LPS/D⁃GalN可使ALF小鼠肝组织 p120ctn mRNA表

达明显下降；预处理ALF组的 p120ctn mRNA相对

表达量比ALF模型组高0.175（95%CI：0.103~0.247，
F=38.918，P=0.002），这提示 urantide可减轻或逆转

LPS/D⁃GalN诱导的ALF小鼠肝内 p120ctn mRNA表

达下调。

2.3 小鼠肝组织内p120ctn的表达

各组小鼠肝组织内 p120ctn表达情况见图 3。
结果显示，健康对照组和预处理对照组之间无统计

学差异（F=2.377，P=0.221），表明 urantide 本身对

p120ctn蛋白表达没有影响；健康对照组的 p120ctn
蛋白相对表达量比 ALF 模型组高 2.060（95%CI：
1.637~2.483，F=240.204，P=0.001），表明LPS/D⁃GalN
可使ALF小鼠肝组织 p120ctn蛋白表达明显下降；

预处理ALF组的 p120ctn蛋白相对表达量比ALF模

型组高 0.502（95% CI：0.190~0.815，F=26.195，P=

0.014），这提示 urantide可减轻或逆转 LPS/D⁃GalN
诱导ALF小鼠肝内p120ctn蛋白表达的下调。

3 讨 论

本实验采用了前期构建的免疫炎症相关性ALF
小鼠模型［10］。在该模型中，LPS/D⁃GalN攻击 12 h
内，实验鼠的死亡率即达 50%，肝内出现重度炎症

性损伤和大量肝细胞凋亡。同时，肝组织中UⅡ和

UT的表达也显著增加［6，11］。采用UT受体特异性拮

抗剂 urantide对实验鼠进行预处理后，肝内UⅡ/UT
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的表达和肝组织炎症损伤被显著抑制，且保护了实

验鼠免于LPS/D⁃GalN攻击诱导的死亡，减轻了肝对

促炎细胞因子 TNF⁃α和 IL⁃1β等的分泌［7］。进一步

研究还发现，在ALF极早期，血中UⅡ水平即出现显

著升高，且是较 TNF⁃α和 IL⁃1β分泌更加早期的事

件，urantide有助于阻止TNF⁃α和 IL⁃1β在ALF早期

的瀑布式释放［4］。这提示，UⅡ/UT系统介导了LPS/
D⁃GalN诱导的 ALF，且该信号系统的激活可能是

ALF肝组织免疫炎症损伤的触发者（trigger）。
本研究发现，该ALF模型小鼠免疫炎症损伤肝

组织内 p120ctn基因和蛋白质的表达均显著降低。

p120⁃catenin是犰狳蛋白重复结构域蛋白（armadillo
repeat domain protein）超家族的重要成员，也被称作

cadherin 结 合 蛋 白（cadherin ⁃ associated protein）。

p120⁃catenin主要通过与 cadherin胞浆结构域直接

结合，以维持细胞⁃细胞连接的完整性。研究证实，

p120⁃catenin并非简单地成为组织结构的“建筑砖

块”（building block），而是能作为分子传感器（molec⁃
ular sensor），在细胞之间传递信息，调节细胞生物

学行为［12］。报告显示，p120⁃catenin在细胞⁃细胞黏

附［13］、脏器发育［14］、细胞增殖［15］和肿瘤进展［16］等方

面均有重要作用。p120⁃catenin也是内皮细胞（en⁃
dothelial cell，EC）黏附连接的主要成分。EC是机体

内十分重要的固有免疫细胞，其功能失调可释放包

括TNF⁃α和 IL⁃1β在内的多种炎症介质，诱导急性炎

症反应和组织损伤［17］，即产生所谓的“内皮炎症”

（endothelial inflammation）。p120⁃catenin在EC中的

正常表达有助于维持内皮屏障和固有免疫功能，并能

调控内皮炎症反应［9］、减轻内皮炎性损伤［18］。最近研

究发现，p120⁃catenin基因敲除可诱导支气管上皮细

胞炎性信号分子NF⁃κB激活［19］。ALF模型小鼠肝

组织内 p120⁃catenin表达下调，提示其可能与肝组

织炎症损伤调控相关。结合我们前期对同一实验

动物模型研究的结果［7］，还可以得出这样一个推论，

即在LPS/D⁃GalN诱导ALF小鼠肝内UⅡ/UT信号系

统的活性与p120⁃catenin的表达呈负相关关系。

为进一步验证以上推论，在本实验中采用了UT
受体特异性拮抗剂 urantide以阻断UⅡ/UT信号转

导。本研究发现，urantide的应用明显减轻了ALF肝

内 p120⁃catenin的受抑制程度。这提示实验鼠肝内

p120⁃catenin的表达受到UⅡ/UT系统的影响，UⅡ/
UT系统的激活可抑制肝内p120⁃catenin的表达。在

肝脏p120⁃catenin主要表达于肝窦EC［7］。肝窦EC是

肝内数量最多的非实质细胞和重要的固有免疫细

胞。p120ctn的正常表达和活性有助于抑制TLR4及
其下游NF⁃κB信号激活，从而抑制炎症和免疫性损

伤［20］。因此，ALF的发生可能与UⅡ/UT信号系统激

活后，对 p120 ⁃ catenin 的抑制作用有关。 p120 ⁃
catenin表达水平下调可能诱导肝脏EC功能失调和

“内皮炎症”反应，并进而造成肝组织免疫炎症损伤

效应。“内皮炎症”在ALF发生的研究中尚是一个新

领域，UⅡ/UT系统在“内皮炎症”中的作用以及UⅡ/
UT系统的“内皮炎症”效应在ALF发生中的地位和

作用均是值得深入研究的课题。
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