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Abstract
AIM: To investigate the effect of losartan on the expres-
sion of tissue inhibitor of metalloproteinase-1 (TIMP-1) and
plasminogen activator inhibition-1 (PAI-1) in the liver of
rat with hepatic fibrosis.

METHODS: Forty-eight SD rats were randomly divided into
four groups: normal control group, model group, losartan-
prevention group, losartan-treatment group. Except rats in
control group, all rats were given subcutaneous injection of
carbon tetrachloride. Rats in prevention and treatment
(from the 5th wk) groups were also given losartan via
gastrogavage. At the end of 12 weeks, rats were sacrificed.
HE and VG stains were used to evaluate the degree of
fibrosis; Immunohistochemistry was used to detect the ex-
pression of TIMP-1 and PAI-1 in the liver tissue, respectively.

RESULTS: Losartan could greatly attenuate the degree of
liver fibrosis (P <0.05) . Intensity score (IS) of TIMP-1 and
PAI-1 in prevention (1.6 900 0.4 228 1.8 900 0.5 127)
and treatment (1.9 000 0.5 925, 2.0 540 0.4 251)
groups was weaker than that in model group (2.5 111
0.3 919,  2.8 500 0.2 013) (P <0.05).

CONCLUSION: Losartan can suppress expression of TIMP-
1 and PAI-1, which may be related to its anti-hepatic fi-
brosis activity.
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摘要

目的: 观察氯沙坦对大鼠肝纤维化基质金属蛋白酶抑制剂-

1(TIMP-1)及纤溶酶原激活物抑制剂-1(PAI-1)表达的影响.

从细胞外基质降解的角度探讨氯沙坦的作用机制 为临床

用药提供实验依据.

方法: 制备CCl4大鼠肝纤维化模型 48只大鼠随机分为模

型 预防 治疗及正常对照组. 除正常对照组外 其余大鼠

均皮下注射CCl4;预防及治疗组(第5 wk始)每天予氯沙坦灌

胃 共12 wk HE VG染色观察肝纤维化程度 免疫组化

法检测 TIMP-1 PAI-1蛋白表达.

结果:  氯沙坦可显著降低预防组和治疗组大鼠肝纤维化程

度(P <0.05) TIMP-1 和 PAI-1 平均染色强度 IS 在预防

(1.6 900 0.4 228 1.8 900 0.5 127)及治疗(1.9 000

0.5 925 2.0 540 0.4 251)组均明显低于模型组(2.5 111

0.3 919 2.8 500 0.2 013) 有显著性差异(P <0.05).

结论: 氯沙坦能显著降低 CCl4 诱导的大鼠肝纤维化的程

度 降低 TIMP-1 和 PAI-1 表达水平 对肝纤维化有良好

的防治作用.
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0   引言

肝纤维化是以胶原为主的细胞外基质(extracellular matrix

ECM)合成增多 降解相对不足 过多沉积在肝内所

致. 抗肝纤维化包括保护肝细胞 抗氧自由基 促进肝

细胞再生 抑制肝脏炎症 免疫调整 抑制肝星状细胞

(hepatic stellate cell HSC)活化及增生 促进 HSC 调亡

调整 ECM 的合成及降解等方面. 至今尚无高效 低毒

而理想治疗肝纤维化的药物. 血管紧张素 (ANG )1型

受体拮抗剂是新一类肾素 - 血管紧张素系统(RAS)抑制

剂 可有效抑制纤维化的发展[1-5]. 我们通过用 CCl4 诱

导大鼠 对各组大鼠肝组织中基质金属蛋白酶抑制剂-

1(tissue inhibitor of metalloproteinase-1 TIMP-1)及纤溶

酶原激活物抑制剂-1(plasminogen activator inhibition-1

PAI-1)进行检测 旨在探讨氯沙坦治疗肝纤维化的作

用机制 如下.
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1   材料和方法

1.1 材料  SD 大鼠 雌雄不分 质量 180±45 g 购

自湘雅实验动物中心; CCl4为天津市博迪化工有限公司

产品 含量>99.5 ; 兔抗大鼠 PAI-1 TIMP-1 多克隆

抗体购自武汉博士德生物工程有限公司; 链霉素抗生物

素蛋白 过氧化酶免疫染色趋敏试剂盒(Spkit)购自北京

中山生物公司; 氯沙坦为默沙东医药公司产品.

1.2 方法  采用 400 mL/L CCl4(CCl4 石蜡油为 2 3)

油剂 3 mL/kg 2 次 /wk 造模. 48 只大鼠随机分为四

组 M 组(模型组 13 只)按上述方法造模 4 wk 末活

杀 2 只 切取肝脏 病理科送检 对比观察肝纤维

化的程度; P组(预防组 12只)造模的同时给予氯沙坦

10 mg/kg 灌胃 1 次 /d; T 组(治疗组 12 只)造模的同

时 5 wk 始给予氯沙坦 10 mg/kg 灌胃 1 次 /d; N 组(对照

组 11 只)按 3 mL/kg 石蜡油 2 次 /wk 正常饮食饮

水 4 wk 末活杀 2 只 病理科送检 以作对比. 12 wk

末处死所有大鼠.

1.2.1 HE VG 染色  光镜对肝纤维化程度作半定量分

析 根据纤维结缔组织增生程度将其分为0- 级. 0级:

未见纤维组织增生; 级 纤维组织增生局限于汇管区

或有汇管区扩大 有向小叶发展的倾向; 级纤维结缔

组织增生进入肝小叶 2/3 及有 级同样的改变; 级

纤维结缔组织进入肝小叶中央静脉周围; 级 纤维结

缔组织在全小叶呈多处弥漫性增生 有假小叶形成

并有 级同样改变.

1.2.2 免疫组织化学染色  肝组织标本用 40 g/L 甲醛液

固定 石蜡包埋 4 µm 连续切片 采用 SP 法作免疫组

化染色. 切片; 常规脱蜡至水; 微波抗原修复; 加100  mL/L

正常血清封闭 30 min; 加 TIMP-1 或 PAI-1 多克隆抗体

(一抗 稀释度均为 1 100) 4 过夜; 加生物素二抗

37 恒温 30 min; 加亲和素 - 过氧化酶溶液 37 

20 min; 加 DAB 显色 镜下控制显色时间; 苏木素复染

乙醇脱水 二甲苯透明 树胶封片 镜检 并照相记录.

为保证实验结果的可靠性 特别是免疫组化的特异性

采用省略一抗 用 PBS 代替一抗. TIMP-1 PAI-1 蛋白

均以胞质内出现棕黄色颗粒为阳性反应 切片在 10 倍

物镜视野下观察 随机计数5个视野中各染色强度细胞

数的百分比. 根据细胞染色强度分为四级 并分别计

分: 阴性 细胞无着色(0 分); 弱阳性 细胞着色为浅

黄色(1分); 中度阳性 细胞着色为棕黄色(2分); 强阳性

细胞着色为棕褐色( 3 分) 计算每一强度的视野数

根据下列公式计算每张切片的平均染色强度:  I S

(intensity score)= (0 F0)+(1 F1)+(2 F2)+(3

F3) F= 10 视野.

        统计学处理  肝纤维化病理等级资料比较采用非参

数秩和检验. 免疫组化为计量资料结果用 mean SD 表

示 经方差齐性检验后 对数据进行方差分析. 使用统

计软件 SPSS10.0 取检验水准 α =0.05

2   结果

2.1 氯沙坦对大鼠肝纤维化程度的影响  肝组织 HE VG
染色结果显示 第 4 wk 末模型组大鼠肝组织与正常组相
比可见小灶或片状坏死 脂肪变性 炎性细胞浸润明显
胶原纤维沿汇管区或炎症坏死区分布. 12 wk末肝组织 正
常大鼠肝小叶结构完整 中央静脉窦周围肝细胞索放射
状排列 未见肝细胞坏死及炎症细胞浸润 胶原着色仅见
于血管壁. 模型组肝组织呈现显著的脂肪变性 肝细胞变
性坏死 大量炎性细胞浸润 汇管区扩大 汇管区胶原沉
积 纤维间隔增宽 部分肝组织有明显的假小叶形成. 用
药各组炎症程度及空泡变性较模型组均显著减轻 纤维

间隔细少 汇管区胶原亦减少 无假小叶形成(表1 图1).

表 1  实验大鼠肝纤维化的级别分布

    肝纤维化分级
分组  n

0                                         

M  9 0          0            1             6             2

Pa 10 0          1            6             3             0

Ta 10 0          0            6             4             0

N  9 9          0            0             0             0

aP <0.05 vs groupM.

图 1  大鼠肝组织 VG 染色 100. A:模型组 VG 染色; B:治疗组 VG 染
色; C:预防组 VG 染色.
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2.2 氯沙坦对大鼠肝组织 TIMP1 PAI-1 表达的影响

TIMP1 PAI-1 蛋白阳性表达信号为棕黄色颗粒 均

集中在细胞质. 在模型组中 二者的表达多呈弥漫性分

布 预防及治疗组中 二者多为局限性阳性 信号

较模型组弱 少数为弥漫性表达. 正常肝组织仅在中央

静脉周边及汇管区可见少量弱阳性信号表达. 对照实验

省略一抗后阳性信号消失 检测结果为阴性 实验证

实此免疫组化检测结果是特异性(表 2 图 2 3).

表 2  大鼠肝组织 TIMP-1, PAI-1 蛋白表达强度 IS(mean±SD)

分组  n TIMP-1 PAI-1

模型组   9              2.5 111 0.3 919            2.8 500 0.2 013

预防组 10              1.6 900 0.4 228a           1.8 900 0.5 127a

治疗组 10      1.9 000 0.5 925a           2.0 540 0.4 251a

对照组   9      0.4 500 0.1 516            0.3 000 0.1 825

aP <0.05 vs groupM.

3   讨论

肝纤维化是一切慢性肝病的共同病理学基础 虽不同

肝病致病机制不完全相同 但各种不同病因肝纤维化
发生最终共同途径是由细胞因子介导的细胞 - 细胞相
互作用 以及基质 - 细胞相互作用引起的 HSC 的激
活 转化为肌成纤维细胞(myofibroblastic-like cell
MFBLC) 表达多种细胞因子及受体 大量增生 大
量合成肝脏细胞外基质(extracellular matrix ECM) 而
ECM 的降解降低引起[6-9]. 参与 ECM 降解过程有基质金
属蛋白酶类 丝氨酸蛋白酶类和半胱氨酸蛋白酶类. 基
质金属蛋白酶类(matrix metalloproteinases MMPs)是一组
锌离子依赖酶 他通过降低胶原螺旋结构的稳定性 改
变底物的二级结构 为其他蛋白酶作进一步降解创造条
件. 而基质金属蛋白酶组织抑制剂(tissue inhibitor of
metalloproteinases TIMPs)是一组具有抑制 MMPs 功能的
活性多肽 他不但与 MMP 酶原以 1 1 形式相结合抑
制其活化 而且能灭活活性酶 从而使 MMPs失去降解
功能 抑制 ECM 的降解[10-11]. 肝纤维化时 TIMP-1 大量
表达 使 MMPs 活性减少 造成肝损伤后增生的 ECM 成
分尤其是 型胶原降解减少 沉积增多 而通过抑
制TIMP-1的表达 可有效抑制 型胶原的增生[12-16]

从而延缓纤维化的发展.
        纤溶酶原激活物(plasminogen activator PA)/纤溶酶

图 2  大鼠肝组织 TIMP-1 免疫组化 400. A:模型组 TIMP-1; B:治疗
组 TIMP-1; C: 预防组 TIMP-1.

图 3  大鼠肝组织 PAI-1 免疫组化 400. A:模型组 PA2-1; B: 治疗组
PA2-1; C: 预防组 PA2-1.
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系统在丝氨酸蛋白酶类中占据着主导地位. PA 可激活纤

溶酶原形成纤溶酶 纤溶酶可直接降解ECM中多种成分

(纤维蛋白 纤维连接蛋白 蛋白多糖 板层素等[17-19]

还能激活基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinases

MMPs) 使 ECM 降解[20] PAI-1 (plasminogen activator

inhibition-1 PAI-1)是 PA 快速 专一有效的生理抑

制因子 他通过活性中心与 tPA 形成 1 1 复合物 使

PA失活 从而抑制其后的激活反应. 因此PAI-1在组织

内水平的升高和(或)活性的增强能有效的抑制纤维蛋白

的水解和 ECM 的降解 继之增加组织内纤维蛋白的沉

积和 ECM 的积聚 从而导致或促进器官的纤维化或硬

化[21-24]. 血管紧张素 (Ang )可引起 HSC 收缩 促进

其增生 是 HSC 的分裂原之一[25]. Ang 是通过其 型

受体(ATR1)作用于 HSC. 同时 Ang 还能刺激转化生长

因子 -β1(TGF-β1)的合成和分泌 间接通过 TGF-β1

刺激 HSC 分泌细胞外基质[26]. 氯沙坦作为 ATR1 阻断剂

通过阻断上述途径从而延缓纤维化的发展 其在心肌

及肾脏方面都有很好的抗纤维化作用. 我们发现 预防

组 治疗组与模型组比较 TIMP-1 PAI-1 蛋白表达

水平明显降低(P <0.05) 同时发现用药各组大鼠肝组

织坏死程度及空泡变性较模型组均有改善 纤维间隔

增生受抑(P <0.05). 与国外的研究 Ang 通过上调组织

中 TIMP-1 PAI-1mRNA 促使纤维化形成这一观点相

符. 而预防用药与治疗组相比 无显著差异(P >0.05)

可能与样本量小有关. 本研究结果提示 氯沙坦通过抑

制肝纤维化肝组织中 TIMP-1 PAI-1 蛋白的表达 促

进ECM降解 从而延缓纤维化的形成和发展. 研究结果

为氯沙坦防治肝纤维化提供了一定的实验依据 其更

深层的作用机制有待进一步研究.
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