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摘要 目的：探讨 NADPH氧化酶的胞浆亚基 p67phox在肝纤维化中的作用及其机制。方法：用四氯化碳（CCl4）腹腔注射的方法建
立小鼠肝脏纤维化模型，随机将小鼠分为 5组：野生型组（WT）、对照组（NCF2fl/fl-Control）、模型组（NCF2fl/fl-CCl4）、NCF2基因敲除

加模型组（NCF2LKO- CCl4）和 NCF2过表达加模型组（NCF2OE-CCl4），每组 6只小鼠。分别用 HE染色、Masson染色、天狼猩红染色
观察肝脏的病理学改变；免疫组化法检测肝脏平滑肌肌动蛋白（琢-SMA）表达水平；Western印迹检测肝脏组织中 p67phox、纤维化

相关蛋白 琢-SMA和信号传导及转录激活因子（STAT）3、蛋白激酶 B（AKT）、细胞外调节蛋白激酶（ERK）通路蛋白的表达。结果：
与 NCF2fl/fl-Control组相比，注射 CCl4引起小鼠肝纤维化及损伤，p67phox表达下降（t=2.96，P<0.05）。与 NCF2fl/fl-CCl4组相比，
NCF2LKO-CCl4组肝脏 琢-SMA表达增强（t=3.6，P<0.05）。此外，与 NCF2fl/fl-CCl4组相比，NCF2LKO-CCl4组 AKT通路相关蛋白（p-
PDK1、AKT、p-AKT473、p-AKT308）表达上升（t=3.17、1.68、3.34、2.47，均 P<0.05），STAT3通路相关蛋白（STAT3、p-STAT3705）表达升

高（t=3.95、2.67，均 P<0.05），ERK通路相关蛋白（p-c-Raf、p-ERK）表达增加（t=3.68、1.96，均 P<0.05）。与 NCF2fl/fl-CCl4组相比，
NCF2OE-CCl4组小鼠肝脏病理损伤及纤维化程度减轻，p-PDK1、AKT、p-AKT473及 p-AKT308表达下降（t=2.31、3.53、3.54、2.71，均
P<0.05），STAT3及 p-STAT3705表达减少（t=3.47、2.5，均 P<0.05），p-c-Raf和 p-ERK蛋白表达下降（t=2.5、6.27，均 P<0.05）。结
论：p67phox表达下调，通过激活 STAT3、AKT及 ERK通路来诱导肝纤维化的发生。
关键词 p67phox；信号转导及转录激活因子 3；蛋白激酶 B；细胞外调节蛋白激酶；肝纤维化
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The role of p67phox in hepatic fibrosis and the underlying mechanism
MA Liye，CHENG Xinxin，XU Zhelong
（Department of Pathophysiology，School of Basic Medical Sciences，Tianjin Medical University，Tianjin 300070，China）
Abstract Objective：To investigate the role of cytoplasmic subunit p67phox of NOX in hepatic fibrosis and its underlying mechanism.
Methods：The mouse hepatic fibrosis model was established by intraperitoneal injection of CCl4. Mice were grouped into five groups：WT
group，NCF2fl/fl-Control group，NCF2fl/fl-CCl4 group，NCF2LKO-CCl4 group and NCF2OE-CCl4 group，with 6 mice in each group. HE，Mas原
son and Sirius red staining were adopted to observe the pathological changes of liver tissue. Expression of 琢-smooth muscle actin（琢-
SMA）was detected by immunohistochemistry. Expressions of p67phox and fibrosis-related proteins including 琢-SMA，signal transducer
and activator of transcription（STAT）3，AKT and extracellular regulated protein kinases（ERK）were detected by Western blotting.
Results：CCl4 injection induced liver fibrosis and injury，compared with NCF2fl/fl -Control group，the expression of p67phox was de 原
creased（t=2.96，P<0.05）. Compared with NCF2fl/fl-CCl4 group，NCF2LKO-CCl4 group had increased expression of 琢-SMA（t=3.6，P<
0.05）. In addition，compared with NCF2fl/fl-CCl4 group，NCF2LKO-CCl4 group showed increased expression of the AKT signaling
proteins（P-PDK1，AKT，p-AKT473，and p-AKT308）（t=3.17，1.68，3.34，2.47，all P<0.05），enhanced expression of the STAT3 sig原
naling proteins（STAT3 and p-STAT3705）（t=3.95，2.67，both P<0.05），and upregulated expression of the ERK signaling proteins（p-
c-Raf and p-ERK）（t=3.68，1.96，both P<0.05）. Compared with NCF2fl/fl-CCl4 group，NCF2OE-CCl4 group showed less pathological
damages and fibrosis. Moreover，NCF2OE -CCl4 group had reduced expression of P-PDK1，AKT，p -AKT473 and p -AKT308 （t =
2.31，3.53，3.54，2.7，all P<0.05），decreased expression of STAT3 and p-STAT3705（t=3.47，2.5，both P<0.05），and reduced expres原
sion of p-c-Raf and p-ERK（t=2.5，6.27，both P<0.05）. Conclusion：Down-regulation of p67phox induces hepatic fibrosis by activating
STAT3，AKT and ERK signaling pathways.
Key words p67phox；STAT3；AKT；ERK；liver fibrosis
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肝脏由于其复杂的功能和结构，易受到各种

内、外环境因素的影响而发生病变。肝纤维化是多

种肝脏疾病迁延不愈而转为慢性病程的常见病理

过程，可能由多种病因引起，例如病毒感染、酒精摄

入过量、寄生虫感染和长期药物损害等。肝纤维化

以大量细胞外基质（ECM）形成为主要特点，肝星状
细胞（HSC）被激活并产生平滑肌肌动蛋白（琢-
SMA）、胶原纤维等是其关键环节。肝纤维化是一个
可逆的病理过程，但一旦发展为肝硬化甚至肝癌，
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则不可逆。因此，在肝纤维化阶段逆转这一病理过

程，成为预防肝癌的重要环节 [1-2]。

NADPH氧化酶（NOX）广泛存在于真核生物细
胞中，是复杂的多亚基复合体，共有 7个亚型，分别
是 NOX1、NOX2、NOX3、NOX4、NOX5 和双重氧化
酶 DUOX1、DUOX2。NOX 包括胞膜亚基 gp91phox、

p22phox以及胞质亚基 p47phox、p67phox、p40phox和小分子

GTPase结合蛋白 Rac[3]。当胞质亚基与胞膜亚基结

合时，NOX被活化并发挥作用。研究表明，NOX是
肝脏中活性氧的主要来源，在多种肝脏疾病中

NOX的表达异常对病理进程有显著影响[4]。

NOX 在 HSC、肝实质细胞和库否细胞（KC）中
均广泛表达。研究表明，在肝纤维化小鼠肝脏中

NOX1、NOX2和 NOX4的表达均发生变化，而敲除
NOX或使用抑制剂后，小鼠肝纤维化程度下降[5，8]，

说明 NOX可能影响肝纤维化进程。NOX可能通过
损伤肝脏实质细胞产生炎症反应，进而促进 HSC激
活以及 琢-SMA和胶原纤维的合成，或者通过直接调
控各种信号通路影响 HSC的增殖、活化等过程[9-10]。

因此，调控肝脏中 NOX的活性已经成为治疗肝纤
维化的新靶点。然而，NOX胞质亚基 p67phox作为NOX
发挥作用所必须的调节亚基，也是 NOX组装、发挥
活性的重要限速因子，其影响肝纤维化进程及确切

机制尚不清楚。本研究通过观察 p67phox对肝纤维化

的发生发展的影响，并探讨其作用机制。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物及模型的建立 普通 C57 小鼠由
北京斯贝福生物技术有限公司提供 [许可证号：
SCXK（京）2019-0010]。此外，利用 Cre-loxP系统和
CRISPR/Cas9技术构建 NCF2fl/fl基因型小鼠，由赛业

生物科技有限公司构建。ALB-Cre纯合工具鼠为天
津医科大学常永生教授赠送。鉴定结果为纯合子

NCF2fl/fl的小鼠与 ALB-Cre纯合工具鼠交配，得到
ALB-NCF2fl/-子一代，子一代进行交配，可得到

ALB-NCF2+/+小鼠，即为肝脏特异性 NCF2敲除小
鼠。为构建 NCF2过表达小鼠，委托汉恒生物科技有
限公司，采用 CMV广谱启动子及 AAV8载体制备
NCF2过表达腺相关病毒，对出生 4周的小鼠进行
尾静脉注射。随机挑选 6只普通 C57小鼠作为野生
型组（WT）。为建立小鼠肝纤维化模型，对按随机数
字表法挑选的 8周龄 NCF2fl/fl、NCF2LKO及 NCF2OE小

鼠分组如下：模型组（NCF2fl/fl-CCl4）、NCF2基因敲除
加模型组（NCF2LKO- CCl4）和 NCF2过表达加模型组
（NCF2OE-CCl4），每组各 6只小鼠。腹腔注射 1 mL/kg

四氯化碳（CCl4，1 颐 3的比例溶于玉米油中），每周 2
次，共 4周；NCF2fl/fl-Control组，每周注射 2 次等量
的玉米油，持续 4周。在最后 1次注射 CCl4后 72 h
处死各组小鼠，采集肝组织和血液样本用于后续分

析。所有动物实验均得到天津医科大学实验动物伦

理委员会批准（伦理批号：TMUaMEC2023101）。
1.1.2 实验试剂 CCl4购自上海易恩化学技术有
限公司；腺相关病毒（AAV）购自上海汉恒生物科技
有限公司；苏木素购自北京雷根生物技术有限公司；

伊红购自北京中杉金桥生物技术有限公司；Masson
染色试剂盒购自源叶生物科技有限公司；天狼猩红

染色液购自飞净生物科技有限公司；甘油醛-3-磷
酸脱氢酶（GAPDH）抗体、磷酸化的磷酸肌醇依赖性
蛋白激酶（p-PDK）1抗体、蛋白激酶 B（AKT）抗体、
p-AKT473抗体、信号转导及转录激活因子（STAT）3
抗体、p-STAT3705抗体、磷酸化的原癌基因丝苏氨酸

蛋白激酶（p-c-Raf）抗体、细胞外调节蛋白激酶
（ERK）抗体、p-ERK抗体、Anti-Rabbit IgG抗体、An原
ti-Mouse IgG 抗体均购自美国 CST 公司；p-AKT308

抗体购自美国 Invitrogen公司；琢-SMA抗体、p67phox

抗体购自英国 Abcam公司。
1.2 方法

1.2.1 肝脏特异性敲除 NCF2 小鼠的鉴定 利用

Cre - loxP 系统构建肝脏特异性 NCF2 纯合敲除
（NCF2LKO）小鼠，取小鼠脚趾组织进行 DNA水平的
鉴定引物序列及 PCR程序，见表 1。NCF2基因反应
条件为：94益、3 min；94益、30 s，62益、35 s，72益、35 s，
35 个循环；72益、5 min。ALB-Cre 的反应条件是
95益、5 min；95益、30 s，62益、30 s，72益、45 s，35个循
环。经过 PCR鉴定为纯合的小鼠，在 8周后进一步
通过 mRNA 表达分析和 Western 印迹技术检测其
肝脏 p67phoxmRNA和蛋白表达水平，表达下降的小
鼠确认为肝脏特异性敲除 NCF2小鼠。

1.2.2 肝脏组织病理学检测 在麻醉处死小鼠后

取肝组织，使用 4%多聚甲醛进行固定。经过梯度酒
精脱水，二甲苯透明，浸蜡后进行包埋。后将组织蜡

块切成 5 滋m厚的薄片，经二甲苯脱蜡、梯度酒精水

引物名称 引物序列（5忆寅3忆） 产物大小

NCF2 F1 ACTGGACTCAACAGAAGACACAAC 307 bp

NCF2 R1 TGCATAGTTCCCACCTTTCTGATG 239 bp

ALB-Cre 1 TGCAAACATCACATGCACAC 351 bp

ALB-Cre 2 TTGGCCCCTTACCATAACTG 500 bp

ALB-Cre 3 GAAGCAGAAGCTTAGGAAGATGG 390 bp

表 1 PCR引物序列
Tab.1 PCR primer sequence
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化后分别进行 HE、Masson及天狼猩红染色。HE染
色：在组织上滴加苏木素染液，1.5 min后用自来水
返蓝，在组织上滴加伊红染色液 2 min，洗净。Mas-
son染色：切片放在 Bouin忆s固定液中，56益水浴 1 h，
冲洗。在组织上滴加苏木素染液 30 min，用自来水
返蓝，放入丽春红染液中 5 min，冲洗，放入弱酸工
作液中 1 min，再放入 1%磷钼酸中分化 2 min，后放
入苯胺蓝染液 40 min，冲洗，再次放入弱酸工作液
中 1 min。天狼猩红染色：组织上滴加天狼猩红染料
20 min。染色完成后，切片放入梯度酒精脱水，二甲苯
透明，封片后，显微镜下观察确定组织病理损伤及纤

维化程度。

1.2.3 免疫组化和免疫荧光技术 将肝组织切片

浸泡在枸橼酸钠修复液中加热，进行抗原修复。冷

却后使用山羊血清封闭液在室温下孵育 30 min，以
封闭非特异性结合位点。然后滴加一抗 琢-SMA（1 颐
400 稀释）、p67phox（1 颐 1 000 稀释）或 CK18（1 颐 500
稀释），在 4益下孵育过夜。再与二抗（1 颐 100稀释）
在 37益环境孵育 30 min。对于免疫组化，滴加
SABC-POD工作液，37益孵育 30 min。最后避光滴
加 DAB显色液显色，并用苏木素复染细胞核。显微
镜下观察确定目的蛋白在组织中表达情况。对于免

疫荧光，滴加与二抗相对应的 SABC工作液，37益孵
育 30 min。在共聚焦显微镜下观察荧光强度。
1.2.4 mRNA表达的分析 取适当大小肝脏组织，

加入 Trizol充分研磨，通过氯仿抽提、异丙醇、75%
乙醇沉淀离心的方法提取总 RNA，进行反转录得到
cDNA。通过 qPCR 将目的基因与内参 GAPDH 扩
增，引物序列见表 2，反应条件为 95益、10 min，
95益、15 s，60益、60 s，35个循环。使用 2-驻驻Ct法分析

结果，对比得到目的基因的相对表达量。

1.2.5 Western 印迹 取适当大小肝组织，加入

RIPA裂解液充分研磨，静置 30 min，离心取上清得
到总蛋白并使用 BCA法定量。加热使蛋白变性后，
通过蛋白凝胶恒压电泳 100 min，上样量为 20 滋g，
使得蛋白质样品分离。将分离的蛋白通过恒流电转

100 min转移到 PVDF膜上，使用 5%脱脂奶粉在室
温下封闭 90 min，与一抗（1 颐 1 000稀释）4益孵育过

夜。TBST清洗后与对应种属二抗（1 颐 2 000稀释）室
温孵育 60 min，使用 ECL发光液显色。使用 Image J
软件统计灰度值并与 GAPDH对比计算得到其相对
表达量。用于检测 p-PDK1、AKT、p-AKT473、STAT3、
p -STAT3705、p -c -Raf、ERK、p -ERK、p -AKT308、琢 -
SMA和 p67phox等蛋白表达。

1.3 统计学处理 所有数据的统计学分析均使用

GraphPad Prism 8.4统计软件完成。符合正态分布的
计量资料以 x依s表示，用完全随机设计的独立样本 t
检验（t-test）及单因素方差分析（one-way ANOVA）
比较组间差异。P约0.05为差异具有统计学差异。
2 结果

2.1 肝脏特异性 NCF2基因敲除小鼠的鉴定 结

果如图 1 所示，NCF2LKO 小鼠 DNA 鉴定结果带有
ALB-Cre（ALB+/-或 ALB+/+）及 NCF2-flox为纯合的小
鼠。与WT小鼠相比，NCF2LKO小鼠 NCF2 mRNA表达
下降（t=3.65，P<0.01）。Western印迹结果显示，与WT
小鼠相比，p67phox蛋白表达下降（t=4.85，P<0.001），
证明肝脏特异性 NCF2基因敲除成功，见图 1。
2.2 肝纤维化小鼠肝组织 p67phox表达变化 如图

2所示，与 NCF2fl/fl-Control组相比，腹腔注射 CCl4引

图 1 肝脏特异性 NCF2基因敲除小鼠的鉴定
Fig.1 Identification of the liver specific NCF2 gene knockout mice

注：M：Marker；WT：Wild Type；CK：Control Check；1：NCF2+/-；2：
NCF2+/+；3：ALB+/-；4：ALB+/+；GAPDH：内参蛋白；A：小鼠组织 DNA基
因型鉴定；B：NCF2LKO 小鼠肝脏组织 NCF2 mRNA 水平表达；C：
NCF2LKO小鼠肝脏组织 p67phox蛋白表达；**P<0.01, ***P<0.001

1 500 bp
1 000 bp
800 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp
100 bp

M 1 2 M MWTH2O 3 4 WTH2OA

0.002 0

0.001 5

0.001 0

0.000 5

0
LKOWT

**B

1.5

1.0

0.5

0
LKOWT

***C

p67phox

GAPDH

WT LKO

表 2 引物序列

Tab.2 Primer sequence

引物名称 引物序列（5忆寅3忆） 产物大小

p67phox F1 TCCCGAAGGCTTTTGTTGAA 262 bp

p67phox R1 GCAGAAAATTTGTCTCCCCCTC

GAPDH F CGTGCCGCCTGGAGAAACCTG 140 bp

GAPDH R AGAGTGGGAGTTGCTGTTGAAGTCG
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起小鼠肝脏 p67phox表达下降（t=2.96，P<0.05）。
2.3 肝脏特异性 p67phox基因敲除对肝脏损伤及纤

维化程度的影响 小鼠体内注射 CCl4导致小鼠肝
脏损伤和纤维化，并引起 琢-SMA表达上升（图 3）。
HE染色显示，与 NCF2fl/fl-CCl4组相比，NCF2LKO-CCl4
组可见更广泛的肝组织结构紊乱、细胞水肿、坏死

以及更多炎细胞浸润。Masson和天狼猩红染色结果
显示，与 NCF2fl/fl-CCl4组相比，NCF2LKO-CCl4组肝脏
纤维化程度更为严重。免疫组化结果显示，与NCF2fl/fl-

Control组相比，NCF2fl/fl-CCl4组肝脏 琢-SMA表达上
升，NCF2LKO-CCl4组肝脏 琢-SMA表达进一步上升。
Western印迹法结果进一步证明，与 NCF2fl/fl-Control
组相比，NCF2fl/fl-CCl4组肝脏 琢-SMA 表达上升（t=
2.79，P<0.05），NCF2LKO-CCl4组肝脏 琢-SMA 表达进
一步上升（t=3.6，P<0.05）。
2.4 肝脏特异性 p67phox敲除上调肝纤维化相关通

路的蛋白表达 如图 4所示，与 NCF2fl/fl-Control组
相比，NCF2fl/fl-CCl4组肝脏通路相关蛋白 p-PDK1、

1.5

1.0

0.5

0
Control

*

BA

p67phox

GAPDH

Control CCl4

CCl4
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图 2 小鼠肝组织 p67phox表达变化
Fig.2 p67phox expression in mouse hepatic tissue

注：GAPDH：内参蛋白；CK18：细胞角蛋白 18；DAPI：4忆，6-二脒基-2-苯基吲哚；A：Western印迹检测肝组织 p67phox表达；B：免疫荧光法检测
肝组织 p67phox表达（200伊）；*P<0.05

A Control CCl4 LKO-CCl4

图 3 肝脏特异性 p67phox敲除加重肝纤维化及肝脏损伤
Fig.3 Liver specific knockout of p67phox aggravates hepatic fibrosis and injury

注：Control：对照组（NCF2fl/fl-Control）；CCl4：模型组（NCF2fl/fl-CCl4）；LKO-CCl4：NCF2基因敲除加模型组（NCF2LKO- CCl4）；琢-SMA：平滑肌肌
动蛋白；A：小鼠肝脏石蜡切片 HE染色；B：小鼠肝脏石蜡切片 Masson染色；C：小鼠肝脏石蜡切片天狼猩红染色；D：小鼠肝脏石蜡切片 琢-SMA
免疫组化染色；E：Western印迹检测 琢-SMA表达；*P<0.05，**P<0.01
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AKT、p -AKT473 及 p -AKT308 蛋白表达上升（t =
4.47、3.19、2.97、4.69，均 P<0.05），NCF2LKO-CCl4 组
p-PDK1、AKT、p-AKT473及 p-AKT308蛋白表达进一

步上升（t=3.17、1.68、3.34、2.47）。与 NCF2fl/fl-Control
组相比，NCF2fl/fl-CCl4组 STAT3及 p-STAT3705蛋白

表达上升（t=3.42、2.77，均 P<0.05），NCF2LKO-CCl4组

STAT3及 p-STAT3705蛋白表达进一步上升（t=3.95、
2.67，均 P<0.05）。此外，与 NCF2fl/fl-Control组相比，
NCF2fl/fl-CCl4 组肝脏 ERK 通路相关蛋白 p-c-Raf
和 p-ERK表达上升（t=2.38、2.42，均 P<0.05），NCF2LKO-
CCl4组 p-c-Raf和 p-ERK蛋白表达进一步上升（t=
3.68、1.96，均 P<0.05）。

图 4 Western印迹检测小鼠肝组织信号通路蛋白表达
Fig.4 Western blotting analysis of the signal protein expression in hepatic tissue

注：Control：对照组（NCF2fl/fl-Control）；CCl4：模型组（NCF2fl/fl-CCl4）；LKO-CCl4：NCF2基因敲除加模型组（NCF2LKO- CCl4）；AKT：蛋白激酶 B；
PDK1：磷酸肌醇依赖性蛋白激酶-1；GAPDH：内参蛋白；STAT3：信号转导及转录激活因子 3；c-Raf：原癌基因丝苏氨酸蛋白激酶；ERK：细胞外
调节蛋白激酶；A：AKT通路相关蛋白 p-PDK1、AKT及 p-AKT蛋白表达；B：STAT3及 p-STAT3蛋白表达；C：p-c-Raf、ERK及 p-ERK蛋白表
达；*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001

2.0

1.5

1.0

0.5

0

*

A

p-AKT（T308）

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0

p-AKT（S473）

AKT

GAPDH

p-PDK1

ns * **
p-AKT（S473）AKT

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0

** *
p-AKT（T308）

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0

*** **
p-PDK1

3.0

2.0

1.0

0

* **
STAT3

4.0

3.0

2.0

1.0

0

* *
p-STAT3（Y705）

STAT3

p-STAT3（Y705）

GAPDH

B

3

2

1

0

*

C

ERK1/2

1.5

1.0

0.5

0

p-c-Raf

GAPDH

p-ERK1/2

** ** **
ERKp-c-Raf

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0

* *
p-ERK

2.5 p67phox过表达减轻肝脏损伤及纤维化 结果

如图 5所示，与WT小鼠相比，OE小鼠 p67phox蛋白

表达明显上升。HE染色结果显示，与 NCF2fl/fl-CCl4
组相比，NCF2OE-CCl4组肝脏组织结构紊乱及细胞
变性坏死程度减轻，炎细胞浸润较少。Masson染色
和天狼猩红染色结果显示，与 NCF2fl/fl-CCl4组相比，
NCF2OE-CCl4组肝脏纤维化程度减轻。免疫组化结
果显示，与 NCF2fl/fl-CCl4组相比，NCF2OE-CCl4组肝
脏 琢-SMA表达降低。Western印迹进一步证实,与
NCF2fl/fl -Control 组相比，NCF2fl/fl -CCl4 组肝脏 琢-

SMA表达上升（t=5.32，P<0.05），NCF2OE-CCl4组肝
脏 琢-SMA表达下降（t=2.97，P<0.05）。
2.6 p67phox过表达下调肝纤维化相关通路蛋白表

达 用Western印迹法检测纤维化相关通路蛋白表
达，结果如图 6、7所示。与 NCF2fl/fl-Control组相比，
NCF2fl/fl-CCl4组肝脏 AKT 通路相关蛋白 p-PDK1、
AKT、p-AKT473及 p-AKT308表达上升（t=3.16、5.23、
5.92、2.77，均 P<0.05）。与 NCF2fl/fl-CCl4 组相比，
NCF2OE-CCl4组 p-PDK1、AKT、p-AKT473及 p-AKT308

表达下降（t=2.31、3.53、3.54、2.71，均 P<0.05）。与
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图 5 p67phox过表达对肝纤维化及损伤的影响
Fig.5 Effect of p67phox overexpression on hepatic fibrosis and injury

注：Control：对照组（NCF2fl/fl-Control）；CCl4：模型组（NCF2fl/fl-CCl4）；OE-CCl4：NCF2过表达加模型组（NCF2OE- CCl4）；琢-SMA：平滑肌肌动蛋
白；GAPDH：内参蛋白；A：尾静脉注射 AAV8后用Western印迹测小鼠肝脏 p67phox蛋白表达；B：小鼠肝脏石蜡切片 HE染色；C：小鼠肝脏石蜡切
片 Masson染色；D：小鼠肝脏石蜡切片天狼猩红染色；E：小鼠肝脏石蜡切片 琢-SMA免疫组化染色；F：Western blotting检测 琢-SMA表达；*P<
0.05，***P<0.001
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图 6 Western印迹检测肝脏组织信号通路蛋白 PDK1、AKT、STAT3及其磷酸化蛋白表达
Fig.6 Western blotting analysis of the signal protein PDK1, AKT, STAT3 and their phosphorylated protein expression in hepatic tissue

注：Control：对照组（NCF2fl/fl-Control）；CCl4：模型组（NCF2fl/fl-CCl4）；OE-CCl4：NCF2 基因敲除加模型组（NCF2OE- CCl4）；AKT：蛋白激酶 B；
PDK1：磷酸肌醇依赖性蛋白激酶-1；STAT3：信号转导及转录激活因子 3；A：p-PDK1、AKT及 p-AKT蛋白表达；B：STAT3及 p-STAT3蛋白表
达；*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，****P<0.000 1
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NCF2fl/fl-Control 组相比，NCF2fl/fl-CCl4 组 STAT3 及
p-STAT3705表达上升（t=9.94、4.35，均 P<0.01）。与
NCF2fl/fl-CCl4组相比，NCF2OE-CCl4组 STAT3及 p-
STAT3705表达表达下降（t=3.47、2.5，均 P<0.05）。此
外，与 NCF2fl/fl-Control组相比，NCF2fl/fl-CCl4组 ERK
通路相关蛋白 p-c-Raf和 p-ERK蛋白表达上升（t=
7.06、6.45，均 P<0.05）。与 NCF2fl/fl-CCl4 组相比，
NCF2OE-CCl4组 p-c-Raf 和 p-ERK 蛋白表达下降
（t=2.5、6.27，均 P<0.05）。
3 讨论

肝纤维化作为慢性肝脏疾病的可逆阶段，在其

发展为肝硬化、肝癌之前进行干预对于防治肝功能

衰竭引起的死亡至关重要。在慢性肝病发展阶段，

HSC由静止态转化为激活态，分化成为成纤维细
胞，并产生 ECM，是肝纤维化的重要特征。去除致病
因素、减少肝脏损伤、抑制 HSC激活和 ECM生成是
逆转肝纤维化的关键[11-12]。

NOX在肝脏各种细胞中广泛表达。研究表明，
NOX调控多种脏器的纤维化。肝损伤时 NOX复合
物调节亚基的表达发生改变，可调节纤维化的病理

过程[13-14]。据文献报道，p67phox的表达变化影响肝纤

维化[15-16]，但其具体机制尚不明确。肝纤维化过程十

分复杂，涉及到多种肝实质细胞和非实质细胞的相

互作用。肝细胞的损伤通过损伤质膜、细胞蛋白及

核酸等引发细胞炎症、坏死凋亡及自噬等[17]，肝细胞

损伤会直接促进 HSC激活成为成纤维细胞和增殖，
还间接通过调控各种转录因子和激酶的表达来影

响细胞周期[18]。研究表明，多种信号通路在 HSC的
活化、增殖、凋亡以及 KC活化分泌促纤维化因子等
过程中发挥重要作用[19-20]。

STAT3是一种胞浆信号转录因子，在调控细胞
分化增殖的过程中发挥重要作用。在肝纤维化过程

中，STAT3的表达增加[21]。研究表明，JAK2/STAT3通

路通过 TGF-茁/Smad通路调控 HSC的激活[22]。本研

究表明，在肝纤维化过程中 p67phox基因敲除使总

STAT3表达上升，促进 STAT3磷酸化，加重肝纤维
化，而其过表达则降低 STAT3磷酸化水平，减轻肝
纤维化，提示 p67phox通过 STAT3信号通路调控肝纤
维化。

AKT通路是经典的细胞内信号转导通路，参与
调控细胞增殖、存活、分化以及凋亡等多个过程[23]。

在酒精或脂多糖诱发的小鼠肝纤维化模型中，AKT
上游信号分子 PDK1及 AKT磷酸化水平上升[24]，证

明 AKT在纤维化过程中发挥作用。本研究表明，在
肝纤维化过程中，p67phox敲除使 AKT、PDK1及 AKT
磷酸化水平升高，进一步加重肝纤维化，而其过表

达则降低 AKT磷酸化水平，减轻肝纤维化程度。这
一结果提示 AKT信号通路在 p67phox对肝纤维化的

调控中起着作用。

ERK是将胞外信号从表面受体转导至细胞核
的关键蛋白，对多种细胞内基因表达起到关键调控

作用[25]。已有研究表明，ERK通路参与 TGF-茁/Smad
通路信号转导。抑制 ERK通路可防止 HSC激活及
胶原的过度沉积[26]。本研究发现，p67phox基因敲除可

促进 ERK磷酸化，并进一步加重肝纤维化，而其过
表达则降低 ERK磷酸化水平，减轻肝纤维化程度。
这一结果提示，p67phox对肝纤维化的调控与 ERK磷
酸化水平有关。

本研究中，在肝纤维化小鼠模型中观察了p67phox

的表达变化，并探讨了其在肝纤维化进程中的作用

及其机制。肝纤维化造模导致肝脏损伤及纤维化程

度显著上升，AKT、STAT3及 ERK等通路相关蛋白
表达上升。这些现象在肝脏特异性 p67phox基因敲除

后加重，而 p67phox过表达则起相反作用。表明 p67phox

的表达水平与肝纤维化有关。在肝纤维化过程中，

p67phox通过抑制信号通路蛋白减轻肝脏损伤和纤维

图 7 Western印迹检测肝脏组织信号通路 p-c-Raf、ERK及 p-ERK表达
Fig.7 Western blotting analysis of the signal protein p-c-Raf, ERK and p-ERK expression in hepatic tissue
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化程度。

综上所述，p67phox通过调控 AKT、ERK及STAT3
信号通路调控纤维化。
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