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·短篇论著·

原发性硬化性胆管炎小鼠NK1R/TGF-β1/miR-31轴对
胆汁瘀积及肝纤维化的影响

武云飞,张卫彬,杨 成,李 博

锦州市中心医院普外二科,辽宁锦州
 

121000

  摘 要:目的 探讨原发性硬化性胆管炎小鼠神经激肽1受体(NK1R)/转化生长因子-β1(TGF-β1)/微小

RNA-31(miR-31)轴对胆汁瘀积及肝纤维化的影响。方法 将120只雌性SPF级新生小鼠随机分为模型组、
对照组及空白组,每组40只,比较3组实验小鼠及不同纤维化程度、不同胆汁淤积情况实验小鼠的 NK1R、

TGF-β1、miR-31水平差异。研究NK1R、TGF-β1、miR-31水平与肝脏的纤维化及胆汁淤积情况的相关性。结

果 3组实验小鼠NK1R、TGF-β1、miR-31水平比较,差异均有统计学意义(P<0.001),两两比较结果显示,

NK1R、TGF-β1、miR-31水平从高到低依次为模型组、对照组、空白组;不同肝脏纤维化情况 NK1R、TGF-β1、

miR-31水平差异有统计学意义(P<0.001),两两比较结果显示,NK1R、TGF-β1、miR-31水平从高到低依次为

早期肝硬化组、明显纤维化组、无明显纤维化组;非胆汁淤积组实验小鼠的NK1R、TGF-β1、miR-31水平低于胆

汁淤积组,差异均有统计学意义(P<0.001);实验小鼠 NK1R、TGF-β1、miR-31水平与肝脏的纤维化(r=
0.741、0.694、0.587,均P<0.001)及胆汁淤积情况(r=0.556、0.559、0.785,均P<0.001)均呈正相关。结

论 原发性硬化性胆管炎小鼠NK1R、TGF-β1、miR-31水平与胆汁瘀积、肝纤维化程度呈正相关,可为临床诊

断提供一定依据。
关键词:原发性硬化性胆管炎; 神经激肽1受体; 转化生长因子-β1; 微小RNA-31; 胆汁瘀积; 肝

纤维化
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  原发性硬化性胆管炎是临床较为常见的进行性

非化脓性胆管疾病[1]。流行病学调查显示,原发性硬

化性胆管以女性多发,临床主要以种肝内外胆管损

伤、肝内胆汁淤积作为主要特征,同时合并其他自身
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免疫性疾病[2]。在病理学研究中,原发性硬化性胆管

主要表现为肝内胆管的进行性破坏[3],进一步造成局

部病灶部位的炎症反应及纤维化,而随着疾病的发

展,最终会造成门脉高压及肝硬化,严重影响患者的

生命质量[4]。有研究报道指出,随着疾病的进展,门
脉高压呈进行性进展,肝纤维化程度升高,肝功能下

降[5]。神经激肽1受体(NK1R)对炎症反应水平有一

定指导意义[6]。转化生长因子-β1(TGF-β1)是肝脏细

胞病变及纤维化的重要 指 标。血 清 微 小 RNA-31
(miR-31)最早被认为是肿瘤细胞迁移的重要指征,但
是近年研究认为,miR-31对肝纤维化的不断浸染具

有积极意义[7]。本研究主要通过原发性硬化性胆管

炎小鼠NK1R/TGF-β1/miR-31轴对胆汁瘀积及肝纤

维化的影响,为临床诊断及治疗提供依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物 120只雌性SPF级新生小鼠由中科

院提供;体重180~217
 

g,平均(25.33±2.39)g;饲养

条件:温度(21±2)℃,湿度30%~70%,光照每昼夜

12
 

h。

1.2 仪器与试剂 仪器:酶标仪(DNM-9602,北京普

朗 新 技 术 有 限 公 司);台 式 高 速 冷 冻 离 心 机

(TGL20M,JTLIANGYOU);恒 温 水 浴 箱 (HH-
W420/W600);PCR仪[中科瑞泰(北京)生物科技有

限公司]。试剂:Trizol
 

试剂(上海联硕生物科技有限

公司);试剂盒(上海罗氏)。

1.3 方法

1.3.1 模型构建 将120只实验小鼠随机分为模型

组、对照组、空白组3组,每组40只。模型组:腹腔注

射聚肌胞苷酸(1%)建模,注射剂量5
 

mg/kg,每周注

射2次,对实验小鼠进行随机病理学检测。对照组:
腹腔注射等量的生理盐水,注射剂量同模型组。空白

组:不采取任何处理措施。

1.3.2 标本处理 取肝组织放入4%多聚甲醛固定

中,后经乙醇脱水、石蜡包埋等步骤后,行连续切片后

封闭。根据常规步骤进行 Masson染色[1],镜下观察

肝组织病理形态。

1.3.3 研究方法 分别对实验小鼠进行眼眶采血4
 

mL,3
 

000
 

r/min离心10
 

min取上清。采用酶联免疫

试验检测实验小鼠血清TGF-β1、TGF-β1水平,采用

荧光定量PCR(RT-qPCR)法检测 miR-31水平。操

作流程严格按照说明书进行。

1.3.4 观察指标 比较3组实验小鼠NK1R、TGF-

β1、miR-31水平,比较无明显纤维化组、明显纤维化组

及早期肝硬化组实验小鼠NK1R、TGF-β1、miR-31水

平,比较胆汁淤积组及非胆汁淤积组小鼠 NK1R、

TGF-β1、miR-31水平。

1.4 统计学处理 采用SPSS26.0软件进行统计学

分析,所有计量资料均符合正态分布,以x±s表示,
多组比较采用单因素方差分析及SNK-q 检验,两组

比较采用独立样本t检验,计数资料以率表示,组间

比较采用χ2 检验;采用Spearman相关分析 NK1R、

TGF-β1、miR-31水平与肝脏的纤维化及胆汁淤积情

况的相关性。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 3组小鼠肝脏纤维化情况比较 取的样本后通

过 Masson染色观察3组小鼠肝组织结果变化,结果

发现,空白组、对照组肝组织结构清晰,肝小叶完整,
肝细胞索排列整齐,以中央静脉为中心呈放射状排

列,汇管区仅有极少量的纤维组织。肝纤维化模型组

小鼠部分肝小叶结构紊乱,有脂肪空泡、有大量炎症

细胞浸润,并有假小叶形成,肝细胞普遍坏死,胶原纤

维大量增生并形成纤维间隔。见图1。

  注:A为对照组;B为模型组;C为空白组。

图1  3组小鼠肝脏纤维化情况比较(×200)

2.2 3组小鼠NK1R、TGF-β1、miR-31水平比较 3
组小鼠NK1R、TGF-β1、miR-31水平比较,差异有统

计学意义(P<0.05),两两比较结果显示,模型组

NK1R、TGF-β1、miR-31水平高于对照组、空白组,差

异均统计学意义(P<0.05)。见表1。
2.3 不同肝脏纤维化情况小鼠 NK1R、TGF-β1、
miR-31水平比较 无明显纤维化组、明显纤维化组、
早期肝硬化组小鼠NK1R、TGF-β1、miR-31水平差有
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在统计学意义,两两比较结果显示,NK1R、TGF-β1、

miR-31水平从高到低依次为早期肝硬化组、明显纤

维化组、无明显纤维化组,差异均有统计学意义(P<
0.05)。见表2。

表1  3组小鼠NK1R、TGF-β1、miR-31水平

   比较(x±s)

组别 n NK1R(ng/L) TGF-β1(ng/L) miR-31

模型组 40 109.15±2.20ab 1.45±0.26ab 6.61±2.72ab

对照组 40 89.21±2.53 0.77±2.25 1.23±0.43

空白组 40 69.71±1.81 0.41±0.11 1.06±0.21

  注:与对照组相比,aP<0.05;与空白组相比,bP<0.05。

表2  不同肝脏纤维化情况小鼠NK1R、TGF-β1、

   miR-31水平比较(x±s)

组别 n NK1R(ng/L) TGF-β1(ng/L) miR-31

无明显纤维化组 12 100.73±2.93 1.15±0.44 5.71±1.25

明显纤维化组 18 110.85±1.67a 1.49±0.51a 6.85±1.17a

早期肝硬化组 10 116.19±2.76ab 1.74±0.78ab 7.25±1.12ab

  注:与无明显纤维化组相比,aP<0.05;与明显纤维化组相比,
bP<0.05。

2.4 不同胆汁淤积情况小鼠 NK1R、TGF-β1、miR-
31水平比较 非胆汁淤积组NK1R、TGF-β1、miR-31
水平低于胆汁淤积组,差异均有统计学意义(P<
0.05)。见表3。

表3  不同胆汁淤积情况小鼠NK1R、TGF-β1、

   miR-31水平比较(x±s)

组别 n NK1R(ng/L) TGF-β1(ng/L) miR-31

非胆汁淤积组 15 99.33±1.33 1.05±0.45 5.21±1.77

胆汁淤积组 25 115.04±1.57 1.69±0.33 7.45±1.55

t 33.762
 

4.789
 

4.056
 

P <0.001
 

<0.001
 

<0.001
 

2.5 相关性分析 Spearman相关性分析显示,实验

小鼠的NK1R、TGF-β1、miR-31水平与肝脏纤维化情

况(r=0.741、0.694、0.587,均P<0.001)及胆汁淤

积情况(r=0.556、0.559、0.785,均P<0.001)均呈

正相关。

3 讨  论

  肝纤维化是肝硬化前期的一种病理变化,多数造

成慢性肝损害的因素均可能导致肝纤维化。在病毒

感染、酒精及遗传等各种致病因素影响下,肝细胞被

破坏[8],反复性肝细胞损伤、修复,以及细胞外基质在

肝脏内的沉积[9],从而引起肝脏结构和功能发生改

变,进而引起肝纤维化。目前研究认为肝纤维化及初

期肝硬化通过适当的治疗可以得到控制和逆转[10]。

肝纤维化的诊断多采取肝脏穿刺活检,但是肝脏活检

存在依从性不高、易受取材部位影响的局限性,而血

清学指标检测简便、快捷,并可有效避免由于取材造

成的误差,对于患者的预后评价更加直观[11]。
本研究结果显示,随着实验小鼠肝脏纤维化程度

升高,实验小鼠 NK1R、TGF-β1、miR-31水平呈上升

趋势。有研究显示,NK1R主要反映了机体免疫细胞

的活性,随着NK1R水平升高,进一步调控局部病灶

部位的SP水平,提升炎症反应水平[12]。而在肝硬化

疾病的进展中,自身免疫性细胞对于局部病灶部位的

肝细胞及病毒造成损伤的肝细胞进行吞噬,加剧疾病

的进展[13]。这提示在肝脏纤维病变过程中,NK1R可

通过对自身免疫系统的上调作用,进一步刺激机体的

自身免疫细胞的激活,对于疾病的进展具有主要意

义。TGF-β1在肝细胞纤维化转变过程中发挥着重要

的作用。有研究显示,TGF-β1是调节细胞生长及分

化的重要蛋白[14]。而在本研究中,随着肝脏细胞的不

断纤维化病变,抑制IL-3、粒细胞-巨噬细胞集落刺激

因子(GM-CSF)、巨噬细胞集落刺激因子(M-CSF)所
诱导小鼠造血前体细胞和长期骨髓液体培养(LTB-
MC)的集落形成[15],并降低巨核细胞对IL-3和CSF
的反应性,进一步造成病变细胞自身吞噬,而在不同

胆汁淤积情况的分析中,随着胆汁在肝细胞内的不断

淤积,自身免疫细胞对于局部病灶部位的吞噬细胞对

于损伤细胞的修复不断增强,而在此过程中造成的肝

细胞的损伤也在升高,局部炎症反应呈现级联反应,
进一步促进TGF-β1水平升高。miR-31最早在肿瘤

细胞中发现,在肝脏细胞的纤维化的发展中主要通过

NK1R、TGF-β的协同作用,进而导致肝 细 胞 的 坏

死[16]。本研究结果显示,NK1R、TGF-β、miR-31与肝

细胞内的胆汁淤积及肝脏纤维化的疾病进程呈正相

关。但是,本研究还存在一定的局限性,由于纳入的

样本量较小,有待进行大样本研究进一步验证。
原发性硬化性胆管炎小鼠的 NK1R、TGF-β1、

miR-31和胆汁瘀积、肝纤维化程度均升高,且NK1R、

TGF-β1、miR-31升高与胆汁瘀积及肝纤维化升高呈

正相关,可为临床诊断提供一定的依据。
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