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CD24通过调节肝内 Ly6Clo 巨噬细胞亚群中 PDGF-B的
分泌抑制肝纤维化进程

靳悦，汪河，李明威，张学军
（天津医科大学基础医学院免疫学系，天津 300070）

摘要 目的：探讨 CD24 分子在胆总管结扎（BDL）诱导的小鼠胆汁淤积型肝纤维化中对肝内 Ly6Clo 巨噬细胞亚群的调节以及
分泌 PDGF-B的影响。 方法：建立小鼠胆总管结扎诱导的肝纤维化模型，将野生型（WT）与 CD24 基因敲除（CD24-/-）雌性小鼠随
机分为造模组（BDL）与假手术组（Sham），每组 5只，造模组进行胆总管结扎，假手术组与造模组手术处理相同但不结扎胆总管。
术后 7 d 应用 HE 和天狼星红（Sirius Red）染色分析小鼠肝组织病理变化和肝纤维化程度，定量-PCR（Q-PCR）和 Western 印迹
检测肝内 α-SMA 等纤维化因子的表达，流式细胞术分析 CD24 分子在肝内巨噬细胞亚群中的表达，共培养实验检测肝内星状
细胞中纤维化因子的变化。结果：两种基因背景小鼠的假手术组无病理表现，在造模组中，CD24-/-小鼠与 WT 小鼠相比肝纤维化
明显加重，表现为肝汇管区炎性细胞浸润增多，α-SMA 等肝纤维化标志物的表达升高。流式分析结果显示，CD24 分子在肝内
Ly6Clo 巨噬细胞亚群上高表达，在造模组中，CD24-/-鼠造模后肝内 Ly6Clo 巨噬细胞亚群比例 [（65.05±0.250）%]高于 WT 鼠
[（52.55±2.950）]%，差异有统计学意义（P<0.05）。 进一步研究发现：PDGF-B 在肝内 Ly6Clo 巨噬细胞亚群高表达，并且在 CD24-/-

小鼠中的表达明显高于WT小鼠，差异有统计学意义（P<0.000 1）。 结论：CD24分子可通过调节肝内 Ly6Clo巨噬细胞亚群中 PDGF-
B分泌减缓肝纤维化进程。
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CD24 inhibits the liver fibrosis process by regulating the secretion of PDGF -B in hepatic Ly6Clo

macrophage subset
JIN Yue，WANG He，LI Ming-wei，ZHANG Xue-jun
（Department of Immunology，School of Basic Medical Sciences，Tianjin Medical University，Tianjin 300070，China）
Abstract Objective：To investigate the effect of CD24 on Ly6Clo macrophage subsets and secretion of PDGF-B in cholestatic liver
fibrosis induced by common bile duct ligation（BDL）. Methods: A mouse model of BDL-induced liver fibrosis was established.Wild type
（WT）and CD24 gene knockout（CD24-/-）female mice were randomly divided into model（BDL）group and sham group，with 5 mice
in each group. The model group was subjected to common bile duct ligation. The sham group was the samesurgical treatment as that of
model group，but the common bile duct was not ligated. Seven days after operation，the pathological changes of liver tissue and the degree
of liver fibrosis were analyzed by HE and Sirius red staining. The expression of fibrosis factors such as α-SMA were detected by Western
blotting and Q-PCR. The expression of CD24 in hepatic macrophages subsets was detected by flow cytometry. Co-culture assay was used
to detect the changes of fibrotic factors in hepatic stellate cells. Results: There were no pathological manifestations in the sham operation
group of mice with two genetic backgrounds.In the model group，the hepatic fibrosis of CD24-/- mice was significantly worse than that of
WT mice，CD24-/- mice had more inflammatory cell infiltration in hepatic portal area，elevated α-SMA and other markers of hepatic
fibrosis expression. Flow cytometry analysis showed that CD24 was highly expressed in Ly6Clo macrophage subsets in liver.The proportion
of Ly6Clo macrophage subsets of CD24-/- mice[（65.05±0.250）%] was higher than WT mice[（52.55±2.950）%]，and the difference was
statistically significant （P<0.05）. Further study found that PDGF-B was highly expressed in Ly6Clo macrophage subsets in liver，and the
expression in CD24-/- mice was significantly higher than WT mice（P<0.0001）.Conclusion: CD24 may alleviate the process of liver fibrosis
by regulating the secretion of PDGF-B in hepatic Ly6Clo macrophage subset.
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肝纤维化是肝脏损伤后细胞外基质过度沉积

与异常分布的修复反应，是各种慢性肝病向肝硬化

发展过程中的关键阶段[1]。研究证明肝内巨噬细胞

是肝纤维化进程及转归的重要免疫细胞[2-3]，单核来

源巨噬细胞被招募到受损的肝脏后，可通过分泌转

化生长因子-β（transforming growth factor-β，TGF-β）
等促纤维化因子介导的肝星状细胞活化、分化和增

殖，进而促进慢性纤维化进程[4]。
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血小板衍生生长因子（platelet derived growth
factor，PDGF）是一种促进肝星状细胞分裂和增殖的
生长因子，分为 PDGF-A、B、C和 D 4种不同亚型[5-6]，

其中 PDGF-B是促进纤维化和 HSC增殖的关键细
胞因子，它的主要受体 PDGFR-β在活化的 HSC上
显著上调[7-8]。在近几年的纤维化机制研究中，PDGF
信号通路已被认为是与 HSC活化和纤维化进展相
关的重要通路[9-10]。

CD24是一种糖基磷脂酰肌醇锚定分子[11]，由多

种免疫细胞表达[12]。CD24也是一种重要的炎症负反
馈分子，在肝损伤和抗肿瘤先天免疫反应中发挥重

要作用[13-14]。本研究利用阻塞性胆汁淤积引起的肝

纤维化动物模型探讨了 CD24分子是否通过调节肝
内巨噬细胞分泌 PDGF-B进而延缓纤维化进程。
1 材料和方法
1.1 材料
1.1.1 实验对象及分组 C57BL/6J小鼠（购自北京
斯贝福生物技术有限公司）与 CD24 基因敲除
（CD24-/-）小鼠在天津医科大学实验动物中心共同饲

养。各基因型均采用 6～8周龄，体重 18～20 g的雌性
小鼠。各基因型均分为造模组与假手术组，每组 5只，
造模组进行胆总管结扎（BDL）诱导小鼠纤维化，假
手术组和造模组处理相同但不结扎胆总管，作为对

照组，术后饲养于相同的环境，术后 7 d处死小鼠。
1.1.2 主要试剂和仪器 石蜡切片机购自 leica，Q-
PCR仪 LightCycler96购自 Roche公司，Trizol购自美
国 Invitrogen公司，反转录酶试剂盒购自美国 Promega
公司，SYBR Green购自 Genstar，Percoll购自英国 GE
Healthcare公司，Ⅳ型胶原酶购自 Sigma，流式抗体购
自美国eBioscience公司，Western印迹抗体购自SantaCruz。
1.2 实验方法
1.2.1 BDL小鼠模型的构建 手术组按照 4 μL/g
腹腔注射 10%水合氯醛溶液进行麻醉，之后刮去腹
壁周围绒毛暴露皮肤，消毒后使用手术刀沿腹中线

切开腹壁，暴露腹腔，找到胆总管用消毒后的手术

线结扎，最后缝合腹壁。术后小鼠饲养于消毒后的

笼子里，置于温暖的环境中。

1.2.2 肝组织的病理染色 冷 PBS灌注肝脏，取下
的肝脏在 10%甲醛溶液中固定至少 24 h，依次进行不
同浓度梯度的酒精脱水，浸蜡 6～8 h后包埋。用石蜡切
片机进行 5 μm厚度的切片，60℃烤片 1 h后进行 HE
和天狼星红染色，其中，苏木素染色 3 min，分化液
30 s，伊红 1 min，天狼星红染色 1 h，染色完成后中性
树胶封片，在 Nikon 90i显微镜下拍照，每张片子选取
5个视野，用 image J软件统计阳性区域面积进行比较。
1.2.3 免疫印迹 将液氮速冻的肝组织加入适量

裂解液，置于冰上，使用手持组织破碎仪将组织打

成匀浆，再经超声破碎仪对组织匀浆进行超声破碎，

超声 15 s，停 10 s，循环 3次。将超声后的样品离心后
转移上清至新的 EP管，加入 Loading buffer后 5 min，
100℃变性。加载等量的蛋白通过 10%SDS-PAGE分
离，然后转移到 PVDF膜上，300 mA转膜 2 h，用含
5%BSA的 TBST缓冲液封闭 1 h，然后用相应的抗体
孵育过夜。用对应的二抗室温孵育 1 h，洗膜 3～5遍。
α-SMA（1∶500），β-actin（1∶500），辣根过氧化物酶标
记的二抗（1∶5 000），通过化学发光液检测抗体条带。
1.2.4 定量-PCR 将液氮速冻后的肝组织加入

1 mL Trizol裂解，培养皿中的细胞加入 600 μL Trizol
裂解，异丙醇沉淀法提取 RNA，用分光光度计测定
RNA浓度后，每个样品取 1～2 μg，用反转录试剂盒
（Promega）进行反转录。将得到的 cDNA进行 10倍
稀释，按照 cDNA 4.5 μL，引物 0.5 μL，SYBR Green
5 μL的体系使用 LightCycler96运行程序。具体的程
序为：预变性：95℃，300 s；设置 50 个循环：变性：
95℃，15 s；退火：60℃，30 s；延伸：72℃，30 s；溶解：
95℃，10 s，65℃，60 s，97℃，1 s；冷却：37℃，30 s。
以 Actin基因为内参，用 2-ΔΔCt计算结果，所有用到

的引物序列见表 1。反转录后的样品加入 SYBR
Green嵌合荧光染料并使用 LightCycler96 进行 Q-
PCR检验。

表 1 定量-PCR所用引物序列
Tab 1 Primer sequence used for Q-PCR

注：以上引物均由上海生工生物工程有限公司合成；α-SMA：α-平滑肌肌动蛋白；Col1α1:Ⅰ型胶原 α1；Timp-1：基质金属蛋白酶组织抑制
剂-1；PDGF（R）：血小板衍生生长因子（受体）
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基因名称

α-SMA
Col1α1
Timp-1
PDGF-A
PDGF-B
PDGF-C
PDGF-D
PDGFR-α
PDGFR-β

上游（5′→3′）
ACTACTGCCGAGCGTGAGAT
GAAACCCGAGGTATGATTGA
CTTGGTTCCCTGGCGTACT
CAGGACGGTCATTTACGAGATA
TGCTGCACAGAGACTCCGTA
ACATTTGATGAGAGATTTGGGCT
TACAGTTGCACTCCCAGGAAT
GGCAGGCACATTTACATCTATG
CAAGAAGCGGCCATGAATCAG

下游（5′→3′）
AAGGTAGACAGCGAAGCCAG
GACCAGGAGGACCAGGAAGT
ACCTGATCCGTCCACAAACAG
CAATTTTGGCTTCTTCCTGACA
GATGAGCTTTCCAACTCGACTC
CAGCGTCCTAAAACACTTCCAT
CTTCCAGTTGACAGTTCCGCA
CATCCTCTTCCACGATGACTAA
CGGCCCTAGTGAGTTGTTGT

产物大小（bp）
452
275
150
199
91

104
135
91

114
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1.2.5 制备肝内巨噬细胞与星状细胞 肝组织依

次灌注 EGTA溶液、链酶蛋白酶溶液和Ⅳ型胶原酶
溶液，将肝脏在消化液中剪碎，37℃、160 r/min消化
15 min，将消化好的肝脏通过 70 μm的筛网过滤，
4℃，50×g，3 min，多次离心去除肝细胞。4℃，500×g，
8 min离心 2遍弃上清，用 1×PBS与预先配置的 Per－
coll原液混合成 50%和 25%的 Percoll，用 25%Percoll
重悬细胞后缓慢滴加到 50%Percoll上，2 000 r/min，
制动 0离心 30 min，取 Percoll中间层细胞即为肝内巨
噬细胞。将滤过的单细胞悬液 4℃，580×g，离心 10 min，
弃上清到 10 mL，加 120 μLDNaseⅠ重悬，补 GBSS/
B至 50 mL，4℃，580×g，离心 10 min，弃上清至 10 mL
加 120 μL DNaseⅠ，将细胞悬液平均分到两个 15 mL
管中，加 GBSS/B至 8 mL，再加入 4 mL Nycodenz，混
匀后在细胞悬液上加 1.5 mL GBSS/B，制动 0，1 380×g，
4℃，离心 17 min，取白膜层即为肝星状细胞。
1.2.6 制备肝非实质细胞（NPCs）悬液 步骤同提

取肝内巨噬细胞，弃上清留底部沉淀后，将 10×PBS
与预先配置的 Percoll原液混合成 30%Percoll并重
悬细胞，450×g，20 min离心留下最底层细胞，冷 ACK
进行红细胞裂解，裂解完成后洗两遍重悬计数。

1.2.7 流式细胞术检测 制备肝非实质细胞悬液

后，每管取 1×106个细胞，用 CD16/32抗体 4℃封闭
15 min，之后再进行细胞表面染色 30 min。所用抗体
如下：Apc-cy7 Anti-mouse CD45、FITC Anti-mouse
Ly6G、Percp -cy5.5 Anti -mouse CD11b、APC Anti -
mouse F4/80、PE -cy7 Anti -mouse Ly6C、PE Anti -
mouse CD24。使用 BD FACS CantoⅡ流式分析仪进
行检测。Flowjo 10.6.2软件对实验结果进行分析。
1.2.8 巨噬细胞亚群分选 制备肝非实质细胞悬

液后，将悬液转移到无菌流式管中，4℃，500×g，离心
5 min，冰上封闭 15 min，再用标记抗体 Apc-cy7 An－
ti-mouse CD45、FITC Anti-mouse Ly6G、Percp-cy5.5
Anti-mouse CD11b、APC Anti-mouse F4/80、PE-cy7

Anti-mouse Ly6C染色 30 min，用流式 PBS洗两遍
后用 FACS AriaⅡ流式分选仪分选巨噬细胞亚群，
收集到无菌管中。

1.2.9 共培养 将提取的原代星状细胞种于 6 孔
板，于 37℃，5%CO2的细胞培养箱中培养。将提取的

巨噬细胞亚群加入提前架好的 Transwell培养小室
的 6孔板中，培养条件相同。在原代星状细胞培养
两天贴盘稳定后，将 Transwell小室放置于培养原代
星状细胞的 6孔板上，共培养 3 d，提取 RNA用于
Q-PCR检测。
1.3 统计学处理 使用 Graphpad Prism8进行数据
汇总、分析、制图，数据服从正态分布，以 ｘ±ｓ表示，
多组间比较采用单因素方差分析，P<0.05为差异有
统计学意义。

2 结果
2.1 BDL诱导的 CD24-/-小鼠肝纤维化程度加重 首

先建立了 BDL诱导的小鼠纤维化模型，HE结果显
示，在造模组中，与 WT小鼠相比，CD24-/-小鼠肝组

织炎性细胞浸润增多，汇管区增生更加明显，而假

手术组中两种基因型小鼠的肝脏则没有明显病理

改变（图 1A）。天狼星红染色结果显示，造模组
CD24-/-小鼠的肝纤维化程度更严重（P<0.01），而假
手术组无明显差别（P>0.05，图 1B）。Q-PCR结果显
示，造模组 CD24-/-小鼠的肝纤维化指标 α-SMA
（P<0.05）、Col1α1（P<0.01）和 Timp-1（P<0.000 1）与
WT小鼠相比有显著升高，假手术组无明显差别（P>
0.05，图 1C）。Western印迹结果显示，肝纤维化标志
物 α-SMA在 CD24-/-小鼠的肝组织中表达明显高于

WT小鼠（图 1D），上述结果提示，CD24-/-小鼠的肝

损伤和肝纤维化程度明显加重。

2.2 CD24-/-小鼠肝纤维化加重 与 WT小鼠相比，
CD24 -/-小鼠造模后肝脏中定居的巨噬细胞

（CD11bhiF480hi） 比例与数量都没有明显差别

（P>0.05），募集巨噬细胞群（CD11bhiF480int）比例明
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注：A：假手术组和造模组 7 d后，WT小鼠和 CD24-/-小鼠 HE染色肝组织病理形态变化（100×，箭头指示汇管区增生与炎性浸润）；B:左：天
狼星红染色检测肝纤维化程度，右：image J统计胶原沉积区域面积（100×，n=5，**P<0.01）；C：Q-PCR检测肝组织纤维化标志物的 mRNA表达
水平，数据代表了两个独立的实验，每组 n=4（*P<0.05，**P<0.01，****P<0.000 1）；D：Western 印迹检测肝纤维化标志物 α-SMA蛋白表达水平；

Sham：假手术组；BDL：胆总管结扎；α-SMA；α-平滑肌肌动蛋白；Col1α1:Ⅰ型胶原 α1；Timp-1：基质金属蛋白酶组织抑制剂-1
图 1 CD24基因敲除后 BDL诱导的小鼠肝纤维化加重
Fig 1 BDL-induced liver fibrosis in mice aggravated after CD24 geng knockout
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显增加（P<0.001），数量也有增加（P<0.05，图 2A）。进
一步分析 Ly6Chi和 Ly6Clo两种肝内募集型巨噬细

胞亚群，结果发现 CD24-/-小鼠造模后的 Ly6Clo巨

噬细胞亚群比例高于 WT小鼠（P<0.05），数量也高
于 WT小鼠（P<0.01），而 Ly6Chi巨噬细胞亚群比例

和数量均无明显差异（P>0.05，图 2A）。分析 CD24
分子在肝内不同的巨噬细胞亚群中的表达发现，

CD24 分子在 Ly6Clo 巨噬细胞亚群中高表达且造

模前后差异明显（P<0.05，图 2B）。分选肝内巨噬
细胞亚群与提取的原代星状细胞共培养后检测

星状细胞的纤维化指标，结果发现，造模后的

CD24-/-小鼠肝内 Ly6Clo群巨噬细胞亚群对星状细

胞的活化作用较强，纤维化指标表达明显升高

（图 2C）。
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***P<0.001），数据代表了 2个独立的实验，每组 n=5；B：流式细胞术检测 CD11bhiF4/80hi和 CD11bhiF4/80int中 Ly6Chi和 Ly6Clo巨噬细胞上 CD24
平均荧光强度（MFI）表达变化（*P<0.05），数据代表了 2个独立的实验，每组 n=5；C：Q-PCR检测肝内巨噬细胞亚群与星状细胞共培养后纤维
化指标 mRNA表达变化（*P<0.05，***P<0.001，****P<0.000 1），数据代表了两个独立的实验，每组 n=4；Sham：假手术组；BDL：胆总管结扎；
CD11bhi：CD11b高表达；F480hi：F480高表达；F480int：F480中表达；Ly6Chi:Ly6C高表达；Ly6Clo：Ly6C低表达；MFI：平均荧光强度；α-SMA：α-平滑
肌肌动蛋白；Col1α1:Ⅰ型胶原 α1；Timp-1：基质金属蛋白酶组织抑制剂-1
图 2 CD24-/-小鼠肝纤维化加重可能与 Ly6Clo 巨噬细胞亚群相关
Fig 2 The aggravation of liver fibrosis in CD24-/- mice was related to Ly6Clo macrophages subset

C
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2.3 CD24-/-小鼠纤维化与 Ly6Clo 巨噬细胞分泌
PDGF-B 因子有关 在造模组中，与WT小鼠相比，
CD24-/-小鼠肝组织中 PDGF-A 和 PDGF-B mRNA
表达较高且有显著差异（P<0.05，P<0.01），而 PDGF-
C和 PDGF-D表达低且无差异（P>0.05，图 3A）。提
取肝内巨噬细胞检测发现，Q-PCR显示 PDGF-A与
PDGF-Bm RNA 在 CD24-/-小鼠造模后的肝内巨噬

细胞上表达均有显著升高，其中以 PDGF-B mRNA

表达最为明显（P<0.01，P<0.000 1，图 3B）。进一步分
析肝内不同巨噬细胞亚群 PDGF-A和 PDGF-B mR－
NA表达，结果发现，PDGF-B 在 CD24 -/-小鼠的

Ly6Clo巨噬细胞亚群上高表达（P<0.000 1，图 3C）。用
巨噬细胞上清与肝星状细胞共培养观察星状细胞上

PDGF-B受体的表达，结果发现，与 CD24-/-小鼠肝内

Ly6Clo巨噬细胞共培养后，肝星状细胞 PDGFR-β受
体 mRNA表达量显著上调（P<0.000 1，图 3D）。

注：A:Q-PCR检测造模前后 PDGF家族因子在肝组织中的 mRNA表达变化（*P<0.05，**P<0.01）；B：Q-PCR检测造模前后 PDGF-A和

PDGF-B在肝内巨噬细胞中 mRNA表达变化（**P<0.01，****P<0.000 1）；C：Q-PCR检测造模前后 PDGF-A和 PDGF-B在不同巨噬细胞亚群上

mRNA表达变化（**P<0.01，****P<0.000 1）；D：Q-PCR检测共培养后星状细胞上 PDGF相应受体 mRNA表达变化（**P<0.01，****P<0.000 1）；
以上数据代表了两个独立的实验，每组 n=4；Sham组：假手术组；BDL：胆总管结扎；PDGF（R）：血小板衍生生长因子（受体）；F480hi：F480高表
达；Ly6Chi:Ly6C高表达；Ly6Clo：Ly6C低表达

图 3 CD24小鼠纤维化与 Ly6Clo 巨噬细胞分泌 PDGF-B因子密切相关
Fig 3 CD24 mouse fibrosis closely related to the secretion of PDGF-B factor by Ly6Clo macrophages
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3 讨论
在 BDL诱导的纤维化中，巨噬细胞与纤维化发

展密切相关[15]，在不同的巨噬细胞亚群中，单核衍生

的 Ly6C巨噬细胞亚群可在纤维化的不同阶段发挥
重要作用[16-17]。PDGF-B被认为是巨噬细胞分泌的促

纤维化因子，可促进星状细胞的增殖分化以控制肝

纤维化的发展[18]。

在 WT鼠和 CD24-/-小鼠经过胆总管结扎术造

成纤维化后，初步发现 CD24-/-小鼠的纤维化情况较

WT小鼠严重。在研究机制的过程中发现 CD24-/-造
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模小鼠中募集群巨噬细胞显著增多，CD24 分子在
Ly6Clo群巨噬细胞上高表达且在造模前后有明显差

异，提示 CD24分子可能通过 Ly6Clo群巨噬细胞来

调节肝纤维化。

为了探究巨噬细胞分泌的相关纤维化因子，首

先应用 Q-PCR 检测筛选了与纤维化密切相关的
PDGFs 家族成员的 mRNA 表达变化，结果发现，
PDGF-A和 PDGF-B在 CD24-/-小鼠肝纤维化组织

中表达显著升高且与 WT小鼠有明显差异，PDGF-
C和 PDGF-D表达低且无明显差异，该结果初步排
除 PDGF-C和 PDGF-D的作用。进一步检测肝内巨
噬细胞，结果发现，PDGF-A和 PDGF-B在造模后
的 CD24-/-小鼠肝内巨噬细胞上表达升高，尤其是

PDGF-B表达显著升高，因此 PDGF-A和 PDGF-B
与 CD24敲除后肝纤维化加重有关。深入分析巨噬
细胞亚群发现，PDGF-A和 PDGF-B在 CD24-/-小鼠

Ly6Clo巨噬细胞亚群上高表达且与 WT小鼠有显著
差异，并且 PDGF-B的表达差异更大，因此，CD24
主要通过 Ly6Clo巨噬细胞亚群分泌 PDGF-B 来调
节纤维化的发展。巨噬细胞分泌的 PDGFs等促纤维
化因子是通过调节肝星状细胞表达的相应受体来

实现的[19]，为了验证上述结果，首先将不同巨噬细胞

亚群与星状细胞共培养，检测星状细胞上的相应受

体的变化，结果发现，与 CD24-/-小鼠来源的 Ly6Clo

巨噬细胞亚群共培养后的星状细胞上 PDGFR-β受
体表达显著升高，而 PDGFR-β是主要与 PDGF-B
相结合的配体 [20]，因此，共培养实验进一步验证了

PDGF-B是 CD24通过 Ly6Clo巨噬细胞亚群调节纤

维化的重要因子。综上所述，CD24分子可通过影响
Ly6Clo巨噬细胞 PDGF-B的分泌来调节纤维化。
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