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　　［摘　要］　目的：探讨ｐ５３转录激活的微小ＲＮＡ１９２（ｍｉＲ１９２）在小鼠急性肝损伤发病过程中的表达变化及
意义。方法：采用Ｄ氨基半乳糖（ＤＧａｌＮ，每只２０ｍｇ）和脂多糖（ＬＰＳ，每只０５ｍｇ）混合腹腔注射法制备 ＢＡＬＢ／ｃ
小鼠急性肝损伤模型。将２４只雄性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠分成注射后不同时点的肝损伤模型（１ｈ、３ｈ和６ｈ）组及对照
（０ｈ）组。苏木素伊红（ＨＥ）染色观察不同时点的小鼠肝组织病理损伤情况；检测血清中丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）
及天门冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）水平的变化；采用 ＲＴｑＰＣＲ法检测小鼠肝组织 ｍｉＲ１９２水平以及 ｐ５３和 ｐ２１
ｍＲＮＡ水平的变化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肝组织中 ｐ５３和ｐ２１的蛋白表达。结果：小鼠肝损伤的程度在注射后逐渐加
重；与对照组相比，肝损伤小鼠肝组织 ｍｉＲ１９２的相对表达水平在注射后１ｈ显著升高随后逐渐下降（Ｐ＜００１）；
同时ｐ５３及其下游基因ｐ２１的ｍＲＮＡ和蛋白表达量均出现相似的明显改变。结论：ｍｉＲ１９２可能参与了急性肝衰
竭的发生和发展过程，其表达变化与应激蛋白ｐ５３的改变呈一定的相关性。
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　　急性肝损伤（ａｃｕｔｅｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙ，ＡＬＩ）是临床上常
见的一种疾病，病情发展迅速、凶险，临床典型特征

表现为肝功能衰竭，肝组织中大量肝细胞坏死和凋

亡［１］，若未得到及时的诊断和治疗，将会发展为病死

率非常高的重症肝炎和肝功能衰竭等不可逆性疾

病。导致急性肝损伤的因素包括肝炎病毒、化学性
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毒物或药物、酒精及放射性刺激因素等。虽然已有

较多研究探讨了其致病机制，但目前尚未完全清楚。

作为一种应激蛋白，肿瘤抑制因子 ｐ５３在组织细胞
受损时会出现反应性升高，转录激活下游 ｍＲＮＡ引
起细胞周期停滞及凋亡等，然而有研究表明 ｐ５３的
表达增加对受损细胞还能起到保护作用［２３］，但尚未

明确ｐ５３的这种作用是如何实现的。除了通过对下
游ｍＲＮＡ的调控来发挥相应功能，转录因子 ｐ５３还
能转录激活或抑制下游的微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，
ｍｉＲＮＡ，ｍｉＲ）的表达，从而在转录后水平行使其功
能［４５］。近年来，ｍｉｃｒｏＲＮＡ在疾病的发生发展过程
中的重要作用已受到越来越多的关注，其中 ｍｉｃｒｏＲ
ＮＡ１９２（ｍｉＲ１９２）由ｐ５３蛋白转录激活［６］，并在肝组

织中表达丰度高，具有一定的组织特异性，但它在急

性肝损伤中的作用及机制目前尚并不明确。因此，

本实验通过建立细菌脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，
ＬＰＳ）联合 Ｄ氨基半乳糖（Ｄｇａｌａｃｔｏｓｅ，ＤＧａｌＮ）诱导
的小鼠内毒素性急性肝损伤模型，以期发现 ｐ５３转
录激活的 ｍｉＲ１９２在肝损伤中的表达变化，以及
ｐ５３、ｐ２１和ｍｉＲ１９２在肝损伤过程中的对应关系。

材　料　和　方　法

１　动物和主要试剂
　　ＳＰＦ级雄性 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠２４只，６～８周龄，体
重 １８～２２ｇ，购自湖北省实验动物研究中心，许可证
编号为 ＳＹＸＫ（鄂 ２０１４００４９）。实验前 １ｄ领取动
物，分笼饲养，自由进食和饮水。ＤＧａｌＮ和 ＬＰＳ均
购自 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ；ＴＲＩｚｏｌ试剂购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；Ｐｒｉ
ｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒、ＴａｑＤＮＡ聚合酶和
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ荧光染料购自 ＴａＫａＲａ；小鼠引物由北
京擎科生物有限公司合成；ｍｉＲ１９２及 Ｕ６的引物由
广州锐博生物合成；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ相关抗体购自 Ａｂ
ｃａｍ。
２　主要方法
２．１　急性肝衰竭小鼠模型的建立　将小鼠随机分
为对照（０ｈ）组及３个不同处理时间的模型（１ｈ、３ｈ
和６ｈ）组，共４组，每组 ６只。模型组给予 ＤＧａｌＮ
（每只２０ｍｇ）和 ＬＰＳ（每只０５ｍｇ）混合后腹腔注
射，对照组注射同等剂量的生理盐水。具体过程如

下：对照组和６ｈ组分别给予生理盐水和药物腹腔注
射，对于３ｈ和１ｈ组小鼠，分别间隔３ｈ和５ｈ后
注射药物；最后同时摘掉此２４只小鼠眼球取血并
颈椎脱臼处死，解剖小鼠、取出肝脏。取部分肝组

织固定于 ４％多聚甲醛溶液中，用于石蜡包埋及
ＨＥ染色；剩余部分冻存在 －８０℃冰箱中，用于组

织 ｍＲＮＡ和蛋白的提取。本实验已通过本院动物
伦理委员会批准。

２．２　小鼠血浆丙氨酸氨基转移酶（ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏ
ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）和天门冬氨酸氨基转移酶（ａｓｐａｒｔａｔｅ
ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）水平的检测　各组小鼠经乙醚
麻醉后摘取眼球采集外周血，离心后收集血清送本

院检验科检测生化指标。

２．３　肝组织病理学观察　肝脏用４％多聚甲醛固定
并石蜡包埋、切片，然后行ＨＥ染色，显微镜下观察肝
组织病理变化。

２．４　小鼠肝组织ｍｉＲ１９２、ｐ５３ｍＲＮＡ和ｐ２１ｍＲＮＡ
水平的检测　（１）ＲＮＡ提取：取肝组织约５０ｍｇ加
入ＴＲＩｚｏｌ１ｍＬ，剪碎并用超声裂解仪充分裂解后，
加入氯仿０２ｍＬ，剧烈振荡１５ｓ后静置５ｍｉｎ，４℃、
１２０００×ｇ离心 １５ｍｉｎ。取上层液，转移至另一新的
离心管中，加入等体积异丙醇，上下颠倒充分混匀

后，室温静置１０ｍｉｎ，４℃、１２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ；小
心弃去上清，加入７５％乙醇１ｍＬ，上下颠倒、洗涤管
壁，４℃、７５００×ｇ离心 ５ｍｉｎ后，弃去上清；打开离
心管盖，室温干燥沉淀。待沉淀干燥后，加入适量的

无酶水溶解沉淀。置于 －８０℃冰箱冻存。（２）ＲＮＡ
反转录成ｃＤＮＡ：按 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂
盒说明书配制ＲＴ反应液，反应液体系为 ２０μＬ，轻
柔混匀后进行反转录反应，条件：３７℃，１５ｍｉｎ；８５
℃，５ｓ。（３）实时荧光定量 ＰＣＲ：ＰＣＲ的反应体系为
１０μＬ，其中上、下游引物各 ０５μＬ，ｃＤＮＡ３μＬ，
ＤＥＰＣ水 １μＬ，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ５μＬ。ＰＣＲ仪型号为
ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲＳｙｓｔｅｍ。ＧＡＰＤＨ的上游
引物序列为 ５’ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ３’，
下游引物序列为５’ＧＧＧＧＴＣＧＴＴＧＡＴＧＧＣＡＡＣＡ３’；
ｐ５３的上游引物序列为５’ＣＣＣＣＴＧＴＣＡＴＣＴＴＴＴＧＴＣ
ＣＣＴ３’，下游引物序列为 ５’ＡＧＣＴＧＧＣＡＧＡＡＴ
ＡＧＣＴＴＡＴＴＧＡＧ３’；ｐ２１的上游引物序列为５’ＣＣＴ
ＧＧＴＧＡＴＧＴＣＣＧＡＣＣＴＧ３’，下游引物序列为 ５’
ＣＣＡＴＧＡＧＣＧＣＡＴＣＧＣＡＡＴＣ３’；ｍｉＲ１９２的上游引
物序列为 ５’ＡＣＴＣＴＧＧＣＣＣＣＣＴＡＴＴＧＴＣＴ３’，下游
引物序列为 ５’ＣＡＣＣＣＴＴＧＴＧＴＣＣＴＴＴＧＧＴＴ３’；Ｕ６
的上游引物序列为５’ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ３’，
下游引物序列为 ５’ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ
３’。ＰＣＲ扩增程序：热激活，９５℃ ３０ｓ；变性，９５℃
５ｓ，退火及延伸６０℃ ３０ｓ，共４０个循环。ｍｉＲ１９２
及Ｕ６的引物由广州锐博生物提供，ｍｉＲＮＡ的反转录
及ＰＣＲ操作均按照试剂盒说明书进行。
２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达　用 ＲＩＰＡ提取组
织总蛋白，并用 ＢＣＡ法测定蛋白浓度，绘制标准曲
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线后，按每孔３０μｇ计算上样量。浓缩胶以恒压８０
Ｖ电泳，待蛋白预染标记物完全分开后，１２０Ｖ继续
电泳分离胶；充分分离后，恒流 ２５０ｍＡ电转至
ＰＶＤＦ膜上；膜在室温下用 ５％的脱脂牛奶在摇床上
封闭１ｈ，再孵育 Ｉ抗（ＧＡＰＤＨ、ｐ５３和 ｐ２１抗体均以
１∶１０００比例稀释），置于４℃过夜；次日将膜放入
ＴＢＳＴ中洗 ３遍，每次 ５ｍｉｎ，然后室温孵育 ＩＩ抗
（１∶３０００）１ｈ，之后再将膜用 ＴＢＳＴ洗 ３次；最后曝
光显影。

３　统计学处理
　　采用 ＳＰＳＳ１５０统计软件进行统计分析。计量

资料以均数 ±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）表示，组间比较采
用双侧ｔ检验，以Ｐ＜００５为差异具有统计学意义。
ＧｒａｐｈＰａｄｐｒｉｓｍ５０作统计绘图。

结　　果

１　小鼠肝脏组织病理变化的观察
　　模型组在给药１ｈ后，肝组织示轻度炎症反应；３
ｈ后炎症明显加重，可见大量炎性细胞浸润，部分肝
细胞坏死；６ｈ后肝小叶结构消失，大量肝细胞坏死，
见图１。

Ｆｉｇｕｒｅ１．Ｔｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｉｎｔｈｅｍｉｃｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ，×２００）．
图１　各组小鼠肝组织的病理学变化

２　小鼠血浆 ＡＬＴ和 ＡＳＴ水平的变化
　　模型组小鼠在给药１ｈ后，ＡＬＴ和 ＡＳＴ无明显
变化；３ｈ后其血浆中水平出现明显增加；６ｈ后，血
浆ＡＬＴ和ＡＳＴ水平进一步增加（Ｐ＜００１），见图２。
从以上肝组织学检查和血浆 ＡＬＴ和 ＡＳＴ水平变化
证实造模成功。

３　肝组织ｍｉＲ１９２相对表达水平的变化
　　ＲＴｑＰＣＲ检测肝组织 ｍｉＲ１９２的表达，在反应
体系中 ｍｉＲ１９２都能有效扩增。小鼠肝组织 ｍｉＲ
１９２在给药１ｈ后表达明显增加，随后的３ｈ和６ｈ
出现了进行性下调。对比 ＡＬＴ和 ＡＳＴ水平发现，
ｍｉＲ１９２在反映肝细胞损伤方面更加敏感，见图３。

４　肝损伤小鼠肝组织中 ｐ５３和 ｐ２１的 ｍＲＮＡ及蛋
白表达

　　在给药１ｈ后，作为应激蛋白ｐ５３的ｍＲＮＡ表达
出现反应性升高，在３ｈ及６ｈ后又出现了下降；ｐ２１
的ｍＲＮＡ表达出现更为明显的改变，见图４Ａ。如图
４Ｂ所示，ｐ５３蛋白在给药１ｈ后较对照组明显增高，
结合ｍＲＮＡ的结果（ｐ５３的ｍＲＮＡ升高不明显）推测
这种情况主要是应激后 ｐ５３蛋白的降解减少造成
的，在此之后ｐ５３蛋白量再次降低；ｐ２１作为调控细
胞周期的关键蛋白，给药１ｈ后，ｐ２１蛋白无明显改
变，然而随后出现了上升，这与 ｍＲＮＡ的结果并不一
致，可能是由于存在转录后的调控。
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Ｆｉｇｕｒｅ２．ＴｈｅｃｈａｎｇｅｏｆｐｌａｓｍａＡＬＴ（Ａ）ａｎｄＡＳＴ（Ｂ）ｌｅｖｅｌｓｏｆｔｈｅｍｉｃｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝６．Ｐ＜０．０１ｖｓ
０ｈｇｒｏｕｐ．

图２　不同时点各组小鼠血浆ＡＬＴ和ＡＳＴ的变化

Ｆｉｇｕｒｅ３．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ１９２ｉｎｔｈｅｍｏｕｓｅｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝６．Ｐ＜０．０１
ｖｓ０ｈｇｒｏｕｐ．

图３　各组小鼠肝组织ｍｉＲ１９２相对表达量的变化

讨　　论

　　肝脏是人体最大的解毒器官，有毒物质（包括
药物）绝大部分在肝脏被处理后变得无毒或低毒，因

此肝脏也极易受到外界因素的入侵，导致肝脏损伤；

然而目前对于肝细胞损伤程度的判断尚缺乏较为敏

感、特异的指标。ＡＬＴ和 ＡＳＴ作为当前评估肝细胞
功能的常用指标，由于其自身的缺点，其变化并不能

完全反映肝细胞损伤的程度。近年来，随着对

ｍｉＲＮＡ生物学功能研究的开展，学者们发现 ｍｉＲＮＡ
参与正常的生理活动如细胞的增殖和分化等，其表

达失调还与肿瘤等疾病的发生、发展密切相关。此

外，由于ｍｉＲＮＡ是具有２０个碱基左右的单链 ＲＮＡ，
这使得其在血液及其它体液中比较稳定，不易被降

解，因此它还可作为预测肝癌、结肠癌和心肌梗死等

疾病的新的生物学标志物［７８］。ｍｉＲ１２２与 ｍｉＲ１９２
均在肝组织中丰度高，已有许多研究结果显示 ｍｉＲ
１２２的表达变化与众多肝脏疾病密切相关，如病毒性
肝炎、肝细胞癌和酒精性肝炎等，并发现 ｍｉＲ１２２的

变化可反映药物性肝损伤的程度，可作为判断药物

性肝损伤的生物学标志物［９１１］，相较而言，ｍｉＲ１９２
在这些方面的研究尚少；再者，ｍｉＲ１９２的特殊性在
于其受抑癌基因 ｐ５３转录调控，细胞受损伤时 ｐ５３
蛋白将反应性升高，ｍｉＲ１９２也会有相应的改变，那
么ｍｉＲ１９２只是单纯增高并不发挥某些功能吗？在
急性肾损伤时已有研究发现肾组织 ｐ５３蛋白表达增
加并可能参与介导细胞凋亡［１２］，而在急性肝损伤时

ｐ５３及ｍｉＲ１９２的表达和作用仍不明确。
　　我们用ＤＧａｌＮ和 ＬＰＳ建立急性肝损伤模型，观
察在不同时点下肝脏损伤情况以及对应肝组织ｍｉＲ
１９２的表达情况，初步探讨了肝组织中 ｍｉＲ１９２和肝
损伤之间的关系。由于所采集的小鼠血样只够用于

ＡＬＴ和 ＡＳＴ的生化检测，本实验并未检测血清中
ｍｉＲ１９２的变化，但仍然能够为以后研究肝损伤血清
中ｍｉＲ１９２的变化奠定一定的基础。我们的研究结
果显示，在肝损伤过程中伴随着 ｍｉＲ１９２表达水平
的变化。正常小鼠肝脏内 ｍｉＲ１９２含量丰富，Ｄ
ＧａｌＮ／ＬＰＳ给药１ｈ后ｍｉＲ１９２即出现了明显的表达
上调，可能为药物刺激后的一个反应性变化，这与

ｐ５３蛋白的变化一致；之后其表达进行性下调，推测
可能为ｍｉＲ１９２由受损肝细胞释放到外周血中；而
ＡＬＴ和ＡＳＴ于给药１ｈ后无明显变化，说明 ＡＬＴ和
ＡＳＴ的变化并不能及时反映肝细胞损伤。有学者发
现ｐ５３的表达增加对受损细胞还能起到保护作用，
当细胞损伤出现时，ｐ５３会激活下游基因ｐ２１的转录
从而使细胞周期出现停滞，以便于损伤修复；一旦损

伤不可修复时便会通过对凋亡相关基因的转录调控

促进细胞凋亡。这种保护作用可能是通过 ｐ５３转录
调控下游 ｍＲＮＡ来实现的，结合本实验结果，推测
ｐ５３转录激活的ｍｉＲ１９２和其它ｍｉＲＮＡ可能参与其
中。亦有学者发现在氧化应激引起的肝损伤中，

ｍｉＲ１９２下调能够起到肝脏保护作用［１３］。然而ｐ５３
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Ｆｉｇｕｒｅ４．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ５３ａｎｄｐ２１ａｔｍＲＮＡ（Ａ）ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎ（Ｂ）ｌｅｖｅｌｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝６．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓ０ｈ
ｇｒｏｕｐ．

图４　各组小鼠肝组织ｐ５３及ｐ２１的ｍＲＮＡ和蛋白的表达

在细胞受到氧化应激时表达升高，同时受 ｐ５３转录
激活的ｍｉＲ１９２的表达也会相应上调，究竟 ｍｉＲ１９２
扮演何种角色有待进一步研究确认。

　　综上所述，ｍｉＲ１９２的表达水平不仅可以作为肝
损伤的标志物，随着相关研究的深入，越来越多的

ｍｉＲ１９２下游靶基因将会被发现，ｍｉＲ１９２在肝脏损
伤时“主动”发挥的功能会得到更多的验证。
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