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摘要! 肝细胞生长因子#
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$在治疗肝纤维化过程中扮演着重要角色!

但其在血液循环中并不稳定!半衰期短!提高
!%&

在血液循环中的稳定性是
!%&

应用性研究

的重要内容% 作者在课题组前期研究的基础上!对人血清白蛋白#

'45*6 7(045 *8945:6

!
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&融

合蛋白
!"#$!%&

的体内抗肝纤维化能力进行了研究% 通过
;;8

<

诱导构建小鼠肝纤维化模型!

并设置'

=

&正常组(#

>

&模型组(#

?

&阳性组(#

<

&

!"#

组(#

@

&

!%&

治疗组(#

A

&
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治疗组)

经过苏木素
$

伊红染色(

B*77,6

染色( 血清肝功能指标活性检测(

CDE$F;D

法检测肝组织中
!$

"B#

和
;GH"

基因转录水平(

ED&I#

法检测体内半衰期!从而鉴定各组抗肝纤维化效果* 结果

显示"

=

$运用
;;8

<

构建肝脏损伤小鼠模型!药物作用后结果显示融合蛋白
!"#$!%&

及其单体

药物均可以明显地促进小鼠的肝脏恢复+

>

$与单体药物相比!融合蛋白
!"#$!%&

在降低给药

频率的情况下能取得相当的治疗效果+

?

$小鼠体内半衰期分析显示!融合蛋白的体内半衰期由

单体的
? 5:6

增加到
? '

左右*表明融合蛋白
!"#$!%&

具有明显的抗纤维化效果!与单体药物

相比!融合蛋白药物的半衰期明显延长!表明该融合蛋白稳定性更佳!具有成为抗肝纤维化药物

的潜力*

关键词! 肝细胞生长因子+人血清白蛋白融合蛋白+肝纤维化
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目前我国感染乙型肝炎病毒的人口基数巨大!发

展至肝纤维化的比例也在逐年升高" 早期肝纤维化可

通过干预治疗缓解或治愈!然而早期肝纤维化往往

没有临床症状!容易错失治疗的最佳机会!患者在不

知情的情况下长期不改变生活状态! 从而造成肝纤

维化的程度缓慢加重! 最终发展至代偿性肝硬化 !"#

"

到目前为止!除了肝脏移植!终末期肝硬化几乎没有

更有效的治疗方式 !$#

" 因此寻找缓解#治疗肝纤维化

的药物!避免肝纤维化发展为肝硬化具有重要意义"

肝细胞生长因子 $

%&'()*+,)& -.*/)% 0(+)*.

!

123

%是一种主要由肝脏非实质细胞分泌的多功能

细胞因子!

123

在体内以单链前体被合成和分泌!

其单链前体不具有任何生物学活性!需要通过丝氨

酸蛋白水解酶水解!然后在二硫键作用下形成双链

分子才具有生物学活性 !4#

" 成熟的
123

可以刺激多

种组织器官修复!在多种疾病的研究中均具有一定

的治疗潜力!包括&肝纤维化#急性肾衰竭#慢性皮

肤溃烂#肌萎缩侧索硬化症等" 已有研究显示!

123

能促进肝脏再生以及抗肝纤维化!是具有治疗作用

的潜力药物分子!456#

" 有报道显示!

123

在血液循环

中的稳定性较差!其药物半衰期只有
4!7 89:

!因此

提高
123

在血液循环中的稳定性是研究其应用潜

力的重要部分!7#

"

作者所在研究室前期针对成熟
123

的氨基酸

分子结构特点!对其酶水解部位进行了重新设计和

定位改造! 即采用融合
;<=

的方法将人
!"#

的第

6>6

位的精氨酸
=

定点突变成谷氨酸
?

! 改造后的

蛋白质不经过活化过程就能保持活性!并在此基础

上利用融合蛋白技术将改造后的
123

分子与人血

清白蛋白$

%@8(: A&.@8 (BC@89:

!

!$%

%基因融合!获

得了长效重组基因
!$%&!"#

$

'()*+

%!通过
<1D

表达 系 统 可 获 得 纯 度 超 过
>EF

的
1GH I123

$

=6>6?

%蛋白及
1GH

单体对照品!JKL#

" 本研究中所用

的
1GH5123

融合蛋白即研究室前期制备的
1GH5

123

$

=6>6?

%蛋白"通过对该融合蛋白的体内抗肝纤

维化分析!以期找到更佳稳定的抗肝纤维化药物"

!"!

材料

!"!"!

实验动物
G;3

级
MHNMO+

小鼠&雄性!体质

量$

$7"$

%

-

!购自扬州大学比较医学中心!许可证号

为
G<PQ

$苏%

$R"S5RRR6

'

G;3

级
<7TMNUJ

小鼠&体

质量$

$R"$

%

-

!购自扬州大学比较医学中心!许可证

号为
G<PQ

$苏%

$RV$KRRR6

" 动物伦理审查号为&

WXY

X*SRVTRVRJ5SRVTR4V7

!V>#

按照每笼
7

只将小鼠分笼!在室温
S7 #

#光照

VS %UZ

#湿度
77 [

的条件下饲养!喂食普通饲料与

白开水!小鼠自由摄取食物" 小鼠处死均在麻醉状

态下操作"

!"!"#

主要试剂 四氯化碳$

<<B

6

%#玉米油&购自上

海腾翌生物科技有限公司'谷丙转氨酶$

HN\

%测试

盒#谷草转氨酶$

HG\

%测试盒#苏木素
K

伊红$

1K?

%

染液#

](AA*:

染液& 均购自南京建成生物工程研究

所'

?@

4^标记时间分辨荧光检测试剂盒&购自
;?

公

司'人
123

对照品&购自
=_`

公司'

1GH

抗体&购自
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公司"
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!"#

融合蛋白
$%&'$()

的体内半衰期分析

'

!融合蛋白
!"#$!%&

标记
()

*+离子"将
,-. /0

!"#1!%&

蛋白脱盐换液至
., //2345

后备用# 按照

()

*+标记盒说明书$ 将上述制备的
,-. /0 !"#6!%&

蛋白溶液与
,-7 /0 ()

*8

$9

:

6;<6

异氰酸
6

苄基
=6

二乙

烯三胺四乙酸%

()

*+

6>??#

!溶液在
*, !

下搅拌反

应
:, @

# 反应液经过
"A<@BC2DAE56FG

柱层析后收

集$ 紫外可见分光光度计在
:HI J/

条件下检测收

集的蛋白质峰$稀释后分装备用#

:

!

()

*8离子标记融合蛋白
!"#1!%&

的稳定性

检测"标记
()

*8后的融合蛋白质量浓度为
:II /0K5

$将

蛋白质稀释
7,

倍后分成两组$分别置于
*L !

与
M !

保持
L: @

$

NADOACJ P32O

检测样品中蛋白质的完整

性$其中一抗为抗
!"#

抗体%

7

"

7III

稀释!#

*

!标记蛋白质上
()

*+离子稳定性检测"标记
()

*+

后的融合蛋白质量浓度为
:II /0K5

$将蛋白质稀释

7I

倍后分成两组$ 分别置于
*L !

与
M !

保持
L:

@

#随后样品经
7I III

的超滤浓缩管浓缩&滤出液再

次经
* .II

的超滤浓缩浓缩# 在滤出液中加入等体

积的苯酚" 氯仿
Q7

"

7

混合液$

M III CK/RJ

离心
7I

/RJ

$取上清液$重复抽提两遍以去除蛋白质# 运用

时间分辨荧光法检测去除蛋白质样品的吸收值$设

置
SG"

为阴性对照$设置
:I /0K5

标记的融合蛋白

为阳性对照#

M

!融合蛋白
!"#6!%&

的体内半衰期检测"将

E.LG5KF

小鼠分为三笼$每笼
F

只$每笼小鼠分别按

照
:II

'

7II

'

:I J0K0

尾静脉注射
()

* +离子标记

!"#6!%&

# 在
IT.

'

7

'

:

'

M

'

H

'

7:

'

:M

'

*F

'

MH @

用断尾

的方式收集小鼠血液$ 室温静置
7. /RJ

$

**, CK/RJ

离心
:, /RJ

$ 每只小鼠每个时间点可取
7,":, !5

!"*

方法

!"*"!

动物模型的建立以及给药 根据大量的文

献调研 ;U67,=

$选择合适的给药方式设定实验分组$具

体分组及给药方式如下"

G#5GKV

小鼠随机分为
F

组$每组
F

只#

7

!正常组"按照
: !5K0

腹腔注射玉米油$每周

给药
:

次$共
F

周&

:

! 模型组" 按照
: !5K0

腹腔注射体积比为

:.W

的
EE3

M

玉米油溶液$每周给药
:

次$共
F

周&

*

! 阳性组" 按照
: !5K0

腹腔注射体积比为

:.W

的
EE3

M

玉米油溶液构建肝纤维化模型$同时按

照
7,, !0K0

灌胃给予保肝药水飞蓟素$ 每天给药
7

次$共
F

周#

M

!

!"#

组" 按照
: !5K0

腹腔注射体积比为
:.W

的
EE3

M

玉米油溶液
F

周后$按照
., </23K0

尾静脉注

射
E!X

表达的
!"#

$每三天给药
7

次$共
:

周&

.

!

!%&

组 " 按照
: !5K0

腹腔注射体积比为

:.W

的
EE3

M

玉米油溶液
F

周后$ 按照
:., </23K0

尾静脉注射
!%&

对照品$每天给药
7

次$共
:

周&

F

!

!"#1!%&

组" 按照
: !5K0

腹腔注射体积比

为
:.W

的
EE3

M

玉米油溶液
F

周后$ 按照
:., </23K0

尾静脉注射
E!X

表达的
!"#1!%&

$ 每三天给药
7

次$共
:

周#

!%&

与
!"#1!%&

的浓度保持一致#

!"*"*

肝组织石蜡切片的制备 肝组织用
S&#

固

定$ 然后依次经体积比为
L.W

'

H.W

'

U.W

'

7,,W

'

7,,W

的酒精梯度进行组织脱水$脱水后浸入二甲苯

透明$随后浸蜡包埋$将包埋好的蜡块切片$于
M. !

烘箱中烘干备用#

! "*"#

肝组织切片的
!(

染色 苏木素
1

伊红

%

!A/BO2YZ3RJ1(2DRJ

$

!(

!染色是组织学技术的常规

染色方法$能很好地反映正常组织与病变组织的形

态结构差异$其具体操作步骤参照说明书#

!"*"+

肝组织切片的
[BDD2J

染色
[BDD2J

染色是

显示组织中纤维以及炎性因子的染色方法之一$胶

原纤维呈蓝色$肌纤维呈红色$具体操作步骤参照

说明书#

!"*",

血清中肝功能指标的测定 应用商业化试

剂盒检测各组小鼠血清中的肝功能指标$包括谷丙

转氨酶
#5?

以及谷草转氨酶
#"?

$具体操作步骤参

照说明书#

!"*"-

肝组织中
"1"[#

和
EX5#

基因转录水平测定

将肝组织剪碎后加入液氮速冻并充分研磨$然后加

入
?CR\23

裂解液裂解$ 提取总
]9#

后进行
^]?6

SE]

$所用引物序列见表
7

#

表
! ./0'12/

引物

03456 ! 178967 :6.;6<=6: >?7 7635'@896 /0'12/

上游引物
.

(

6*

( 下游引物
.

(

6*

(

?%%%#E%#E#?%%####%#?E?%%E #?#E#?%%E#%%%#E#??%##%%

?%EE#?E##%%?E?#E?%E##E#? %%##?EE#?E%%?E#?%E?E?E?EE

基因名称

"6"[#

EX5#

$(



!"#"$!%& $!'(%)"

*+,!-$) +. .++/ #%("-%" $-/ 0(+'"%&-+)+12 345678 -4699 :;9<

%$( 2=>?@A

!

@B =5

"

#BCDE 4> BF@ G>BAH5AI@J .AKJ4LAL $MBAIABE 4? &#$H&1. A> IAI4

血清!血清样品进行时间分辨荧光免疫检测"

!"#

融合蛋白
$%&'$()

的体内抗肝纤维化分析

!*#*#

小鼠生长情况及肝脏观察

!

#生长情况$正常组小鼠生长正常!无死亡现

象%模型组小鼠前两周因
""#

$

毒性作用有约
%&'

的

死亡率!两周后不再继续死亡!但小鼠普遍精神不

振!毛色暗淡!体质重下降!建模后期!小鼠整体状

态有所回升&

()*

组小鼠生长状况与模型组相似!

阳性组'

(+,

组和融合蛋白
()*-(+,

组小鼠在给

药后生长状态有所好转!各项指标均有所回升"

.

(肝脏表观观察$各组小鼠的肝脏表观见图
%

&

正常组小鼠肝脏质地柔软!表面光滑!形态规整!呈

健康的鲜红色%模型组小鼠肝脏肿胀!表面呈明显

的颗粒状!质地变硬!无光泽%

()*

组小鼠肝脏与模

型组类似!没有明显的表观差异%阳性组'

(+,

组和

融合蛋白
()*-(+,

组小鼠肝脏颜色恢复鲜红色!

质地变软!表面变光滑!与模型组相比差异明显!表

明和阳性药物水飞蓟素一样 !

(+,

和融合蛋白

()*-(+,

均具有一定的肝脏保护功效&

图
#

各组小鼠肝脏外观

)+,* # -./ 0+1/2 344/32356/ 78 /36. ,2794

/

(检测各组小鼠的肝脏质量和肝脏指数$结果

见表
0

&与正常组相比!模型组小鼠肝脏质量显著增

加!肝脏指数也显著升高!表明模型组小鼠肝脏处

于代偿性增生阶段% 阳性组'

(+,

组和
()*-(+,

组经过药物干预作用后!小鼠肝脏质量及肝脏指数

有着不同程度的下降! 与模型组相比有显著性差

异!表明药物作用后!小鼠的肝脏出现了不同程度

的恢复&

()*

组与模型组相比!其肝质量和肝脏指

数均没有显著性差异&

表
!

各组小鼠肝脏质量和肝脏指数

-3:0/ ! ;+1/2 </+,.= 35> 0+1/2 +5>/? 78 @+6/ +5 /36.

,2794

#

!!"

$

!"A"!

肝脏病理学观察 各组小鼠肝脏石蜡切片

经
(1

染色后结果见图
0

& 正常组小鼠肝细胞形态

正常'排列整齐'多个肝细胞有双核现象!表明有丝

分裂旺盛! 肝脏再生能力强%

""#

$

模型组小鼠肝脏

结构紊乱!肝细胞间隙变大!呈丝状!肝脏组织呈空

泡样变!大量的中性粒细胞聚集在血管周围!表明

炎症严重%

()*

组小鼠肝脏与模型组类似! 肝细胞

数目明显减少!表明
()*

并没有改善肝纤维化的效

果% 与阳性组小鼠肝脏相比!

""#

$

模型组有较大改

善! 趋近于正常组小鼠肝脏%

(+,

组与
()*-(+,

组小鼠肝脏与阳性组类似!肝脏再生能力强&

综上表明!

""#

$

损伤肝脏一段时期后! 肝脏细

胞被严重损坏!保肝药水飞蓟素可以明显改善肝脏

状态&通过尾静脉注射
(+,

或其融合蛋白
()*-(+,

都可以明显促进
""#

$

损伤小鼠的肝脏恢复&本研究

选用的每天注射
0&2 345#67

人
(+,

与每三天注射

等摩尔的
()*-(+,

引起的治疗效果类似! 该结果

从侧面证明了与单体药物
(+,

相比! 融合蛋白

()*-(+,

在小鼠体内的稳定性有很大的提高&

图
!

各组小鼠的
$B

染色

)+," ! B88/6= 78 $B C=3+5+5, 75 /36. ,2794

与正常组相比!

!!!8292%

%与模型组相比!

::!8292%

%

与正常组相比!

;;!8292%

%与模型组相比!

<< !8292%

&

结结结结结果果果果果与与与与与讨讨讨讨讨论论论论论
::::

:

组别 肝质量
67

)肝质量
6

体质量(

6'

正常组*

"=>

(

%9/2%!292?/ &9@!29@

模型组*

"=&

(

09//0!29%2&!! A9@!29$;;

阳性组*

"=&

(

%9/&&!292$/

::

&90!29$

<<

()*

*

"=$

(

09/%%!292AA A90!29?

(+,

*

"=&

(

%9$/&!292?0

::

&9&!29?

<<

()*-(+,

*

"=&

(

%9&2&!292?2

::

&9@!29@

<<

<N
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'())*+

染色结果见图
,

!

'())*+

染色肝脏结构

与
!-

染色的类似"

'())*+

染色主要用于观察胶原

沉积效果! 正常组的肝脏内部几乎没有胶原沉积"

肝脏状态良好# 模型组小鼠肝脏细胞大量坏死"胶

原堆积" 纤维化程度高" 与正常组相比差异明显#

!"#

组小鼠肝脏与模型组相似" 表明
!"#

组没有

明显的抗肝纤维化效果#阳性组的小鼠肝脏结构恢

复比较理想"坏死细胞减少"但是细胞间隙还存在

较多胶原"表明水飞蓟素对肝脏纤维化有一定的缓

解作用#单体
!%&

与融合蛋白
!"#$!%&

组都有一

定的缓解肝纤维化效果"肝脏整体结构良好!

图
!

各组小鼠的
"#$$%&

染色

'()* ! +,,-./ %, "#$$%& $/#(&(&) %& -#.0 )1%23

4*5*!

肝功能指标检测 经过
../

0

持续损伤后"小

鼠肝细胞出现大量坏死" 血液中的
#"1

和
#21

含

量开始急剧升高! 与正常组相比"

../

0

模型组的

#"1

和
#21

活性明显提高! 而阳性组$

!%&

组以及

!"#$!%&

组肝功能指标比模型组下降" 具有显著

性差异" 而
!"#

组与模型组相比无显著性差异"表

明融合蛋白
!"#$!%&

具有良好的肝脏保护作用"

见表
,

!

表
!

血清肝功能检测

6#78- 9 :-/-./(%& %, 78%%; 8(<-1 ,2&./(%& (&;-=-$

!

!!"

"

>*5*?

肝纤维化标志物
!$"'#

和
.32"

的转录水

平变化 肝纤维化在发展过程中"会引起其标志物

!$"'#

和
.32"

的表达水平逐渐上升" 结果见图

0

!两种标志物的
456#

水平在模型组中明显升高"

!"#

组与模型组表现相似" 而阳性组$

!%&

组和

!"#$!%&

组的结果表明三者均可以明显下调
!$

"'#

和
.32"

的转录水平"提示有较好的抗肝纤维

化能力!

>*> @ABC@DE

的体内半衰期检测

通过
-7

,8离子鳌和标记蛋白
!"#$!%&

" 将标

记后的融合蛋白以尾静脉注射小鼠体内后"通过检

测血清中
-7

,8离子的含量来确定其体内半衰期! 首先

对该方法学的可靠性进行验证"将标记后的蛋白质

稀释
9:

倍" 分成
;

组后分别置于
,< !

与
0 !

保持

<; =

"通过
>?)@?A+ B/*@

检测"结果显示没有任何降

解片段"检测到的蛋白质相对分子质量约为
9,: :::

"

与融合蛋白质实际相对分子质量相符"见图
C

!说明

-7

,8离子标记后没有明显影响蛋白质稳定性!

与正常组相比"

#$!D:E:9

#与模型组相比"

FF!D:E:9

#

与正常组相比"

GG!D:E:9

#与模型组相比"

HH !D:E:9

!

组别
#"1

%

IJ2

&

#21

%

IJ2

&

正常组%

"K0

&

LM"N CN"<

模型组%

"KC

&

;L,";L$$ ;:C"99GG

阳性组%

"KC

&

9,0"9:

FF

L0"<

HH

!"#

%

"K0

&

;M9"9L 9MN"9,

!%&

%

"K0

&

90N"99

FF

MC"L

HH

!"#$!%&

%

"K0

&

9C:"L

FF

L;"L

HH

与正常组相比"

HH # # :E:9

#与模型组相比"

FF # # :E:9

图
F !CA"B

和
GHI"

的
JKLB

水平检测

E()M F JKLB 8-<-8 %, !CA"B #&; GHI

$(
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图
! "#

$%离子标记蛋白质稳定性的
&'()'*+ ,-.)

检测

/012 ! 3)4,0-0)5 6')'7)0.+ .8 "#

$ 9

-4,'-'6 :*.)'0+ ,5

;'()'*+ ,-.)

将标记后的蛋白质样品稀释
!"

倍! 然后分成

两组! 分别置于
#$ !

与
% !

保持
$& '

! 经
!" """

与
# (""

的超滤和蛋白质抽提!去除蛋白质!检测溶

液里残留的
)*

#+离子!见图
,

" 结果显示!待检测溶

液中的
)*

#+离子非常少! 表明用此方法标记的
)*

#+

离子一旦标记到蛋白质上就不容易产生脱离"

实验设置了
&""

#

!""

#

&" -./.

三个浓度梯度!

通过一次性尾静脉注射
)*

#+离子标记的
0123045

蛋白! 分别在
"6(

#

!

#

&

#

%

#

7

#

!&

#

&%

#

#,

#

%7 '

收集小

鼠血液! 以血液中
)*

#8标记的
0123045

含量变化

体现其体内半衰期!结果见图
$

"

0123045

融合蛋

白的半衰期延长到
# '

左右"已有研究显示
045

单

体分子的半衰期仅仅在
# 9:-

左右;73<=

!相比较而言!

融合蛋白
0123045

的半衰期有显著提高! 体现了

优越的稳定性"

本研究是在课题组前期研究基础上!通过对融

合蛋白的体内抗肝纤维化及其体内半衰期进行分

析! 进一步评价了新型融合蛋白
0123045

的稳定

性!挖掘其应用潜能" 小鼠体内实验结果显示!融合

蛋白可以明显促进小鼠的肝脏恢复" 其中
045

治

与阳性对照组比!

>> ! " "6"!

图
<

标记蛋白质上
"#

$%离子稳定性的检测

/01= < 3)4,0-0)5 6')'7)0.+ .8 "#

$%

.+ -4,'-'6 :*.)'0+= >!(? +@$=

图
A B3CDBE/

蛋白小鼠体内半衰期检测

/01= A FG' G4-8D-08' 6')'7)0.+ .8 B3CDBE/ :*.)'0+ 0+

H07'

结结结结结 语语语语语
7777

7

HSA-HGF��������200 ng/g�

HSA-HGF����
��100 ng/g�

HSA-HGF����
��20 ng/g�Y±T�O=3

<8
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疗组用药频率为每天用药 ! 而相应的融合蛋白

!"#$!%&

治疗组为三天给一次药! 两者的抗肝纤

维化效果相当!表明在低注射频率下融合蛋白具有

明显提高肝功能以及抗肝纤维化的效果( 同时!小

鼠体内半衰期实验进一步证明了融合蛋白的体内

半衰期显著长于单体( 综上表明! 融合蛋白
!"#$

!%&

具有成为抗肝纤维化药物的潜力(本研究也存

在一些不足之处!如动物实验设置的组别可进一步

完善! 最好设置所有组别的低频给药和高频给药

组)由于
!%&

单体蛋白质药物价格昂贵!本实验在

检测药物半衰期时!未设置
!%&

单体对照组!后期

考虑通过
'!(

表达系统制备
!%&

单体蛋白质药

物!从而进一步证明融合蛋白质的稳定优势)

!"#$

!%&

想要真正成为抗肝纤维化药物依然任重道远!

如该产品的肝特异性*无肝细胞毒性*安全性等均

需要进一步的评估(

$$


