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E112P35，P40和IFN一^y在胆道闭锁

小鼠模型肝脏组织中的表达

杨 瑛 汤绍涛 曹国庆董 宁

【摘要】 目的检测小鼠胆道闭锁(biliary atresia，BA)模型肝脏IL--12p35，p40,IFN一1 mRNA的

表达情况，探索其在BA发病中的作用。方法采用腹腔注射RRV病毒建立Balb／c新生小鼠BA模

型，其中胆道闭锁组(BA组)45只，对照组24只(腹腔注射病毒培养液)。应用RT—PCR方法检Slid,鼠模

型肝脏中IL_12p35，p40，IFN一1 mRNA的表达。结果 与对照组相比，BA组肝内IL-12p35，p40，

IFN一7 mRNA的表达水平均明显高于对照组，P<0．0l，在第9天时IFN一^y表达水平达峰值(13．340±

0．539)，IL-12p35，IL-12p40也同时达峰值．分别为(47．629±2．041)和(45．987±2．06)，之后，IL-12p35

和IFN一1表达均下降，但IL-12p40表达仍维持在较高水平。结论IL一12P35，P40及IFN一^r mRNA

表达水平在BA发病过程中明显升高，IL-12P35，P40在BA发病机制中可能与调节gamma干扰索

(IFN一^y)的分泌相关。

【关键词】胆道闭锁／病理学；肝，病理学；白细胞介素12，分析；干扰素Ⅱ型，分析

The expression of IL-12P35,P40 and IFN--Y jn the liver of experimental biliatry atresia．YA NG Ying,

TA NG Shao-tao，CH 0 Guo-qing,et a1．．Department of Pediatric Surgery，Union Hospital of Huazhong Colege

of Science and Technology，Wuhan 430022，China

【Abstract】Objective To explorefunctionand expression ofIL--12p35，040andIFN-^r mRNAinthe

fiver of biliary atresia(BA)mice．Methods Mice Models of BA were induced by infecting with RRV

intraperitoneally，45 mice were BA group，24 mice were infected with 2％FCS-MEM衄contr01．Expression of

IL--12p35，p40 and IFN一^r mRNA in livers of mice were detected with RT-PCR．Results As to the controI

group，the expressions of IL-1 2p35，rcto and IFN-1 mRNA in the fiver of BA mice were much higher than

those in control group(P．(o．01)and peaked at the 9th days after inoculating of RRV(IFN-1：13．340．4-0．539；

IL-12p35：47．629±2．041；p40：45．987±2．06)．Then the expressions of IFN-1 and IL-12p35 decreased，

while the expression of IL-12P40 remained幻a hJ讪level．Conclusions The expression of IL-12p35，040 and

IFN-1 increased in the liver ofBA mice，maybe the externalization ofIFN一_y is related with IL--12p35，040 in

the pathogenesis
of BA．

【Key wordsl Biliary Atresia／PA；Liver／PA；Interleukin-12／AN；Interferon Type．II／AN

近年来研究表明，免疫炎性反应在胆道闭锁

(biliary atresia，BA)发病过程中起着至关重要的作

用，一些研究fL2证明，^y一干扰素(IFN一^，)在BA的

发生发病过程中起关键作用。已知白细胞介素12

(IL_12)是自身免疫炎症反应中的重要因子，并与

IFN一1之间有正反馈调节作用。本研究拟对胆道闭

锁肝脏组织中IL-12p35，p40和IFN一1进行定量

测定，以探讨IL-12在胆道闭锁中的作用。
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材料与方法

·论著·

一、病毒、动物和主要试剂

病毒为恒河猴轮状病毒RRV MU 10086(美国辛

西那提大学小儿外科Mack CL教授赠送o MAl04

细胞用于病毒的滴定和培养(购自第四军医大学细

胞学实验室)。动物Balb／C小鼠，5周龄，无特定病

原体级(specific pathogen free，SPn(购白同济医学院

实验动物中心o Trizol(购白上海华舜生物工程有

限公司)；DNA荧光染料SYBR Green I。引物，RNA

酶抑制剂，Taq酶，10×buffer,5×buffer(购自上海英
骏生物技术有限公司)。
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小鼠IFN一_v引物序列为：5'-TCAAGTGGCAT

AGATGGGAAG一3’(sense)；5’一GACGCTrAT—

GTTGTTGCTGATG一3’fantisense)．／J、鼠IL-1 2P35弓』

物序歹U：5’一CTATGGTCAGCGTI"CCAACAGC一3’

(sense)．5’一GTITCGGGACTGGCTAAGACACC一3’

(antisense)，小鼠IL--12P40引物序列：5’一CCTCTTC-

CCTGTCGCTAACTC一3’(sense)：5'-CCAGTCCAC-

CTCTACAACATAAAC一3'(antisense)。内参物GAPDH

弓l物序歹Ⅱ为：5’一GATGGTGA AGGTCGGTGTG一3’

fsense)；5’一GAGGTC AATGAAGGGGTCG一3’(anti-

sense)o

二、模型建立【31

将Balb／e小鼠24只，按照雄雌比例l：3分

笼饲养，待生下第l胎新生鼠后随机分为2组，并

在24 h内腹腔给药。对照组给予腹腔注射病毒培养

液20斗L，实验组腹腔注射20斗L PFU=106的轮

状病毒。分别在3 d、6 d、9 d、14 d、2l d观察小鼠

体重变化、无毛区黄疸情况及大小便颜色，并行剖

腹探查，取肝脏和胆管组织作连续切片行HE染色。

三、实时荧光定量PCR(Real—Time PCR)检测

IL-12p35，p40及IFN一1 mRNA

于剖腹探查时即取小鼠肝脏组织置于一70气保

存备用，取齐标本后，每份称量50 mg置于玻璃匀浆

器中，加500恤L Trizol试剂进行匀浆，匀浆后得到

组织mRNA标本转移到1．5 mL的EP管中，对

mRNA标本进行Real Time PCR。

在逆转录酶的作用下，将mRNA逆转录成

eDNA分子。逆转录反应体系为：H：0 5．5¨L，引物

1．0 IXL(50¨g，mE)，模版RNA6．0斗L，混合后至
70℃5 min，立即冰浴。后加入RNasin0．5斗L

(40U／“L)，5×Bufier 4．0 pIJ，10mMdNTP 2．0灿L'

RTasel．0斗L(200U／斗L)，置于逆转录仪，设定42℃

60 min，95℃5 min，进行逆转录反应。

Real—Time PCR反应体系为：CDNA l“L，IOX

Buffer 5斗L，MgCI：(25mM)7斗L，dNTP(10Mm)l¨L，F
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(20pmoL／“L)0．8恤L，R (20pmoL／斗L)O．8斗l，SYBR

Green I 1斗L，Taq酶(5U／阻L)0．5肛L，H20 32．9斗L

混匀后置于RT—PCR仪内设定94℃3 min，(94℃30

s,53。C 30 S。73℃30 s)进行50个循环。

所有产物均被Frc一2000荧光实时定量PCR

仪收集，并存入其附件(电脑)及分析软件中，以内

参物GRAPH的表达量为参照标准，按照以下公式

计算每组中各个样本IL一12p35，p40，IFN一1 mRNA

的相对表达量，各绢最终结果用均数±标准差(_；：(±

s)形式列表表示：待测样品相对表达量=2‘△△0；△

△Ct=ACt内参一ACt待测样品；ACt内参=Ct阴性标本一Ct

内参；ACt待测样品=Ct阴性标本一Ct代别样品

Ct值是指每个反应管内的荧光信号到达设定

的阈值时所经历的循环数，Ct值与mRNA的表达水

平成负相关，即Ct值增加，IL-12p35，040和IFN一_y

mRNA的表达水平下降。

四、统计学方法

所有数据用均数±标准差6±s)表示，采用
SPSS 13．0统计学软件进行t检验。P<0．05，为差异

有统计学意义。

结 果

一、接种RRV后小鼠BA的发生率

实验组87只。接种病毒后63只出现发育迟缓

和胆汁淤积等症状，肝脏和胆管光镜观察及切片行

HE染色诊断为BA(图1)，成功率为77．8％(63／81)。

截至第14天共死亡47只鼠，第2l天时仅剩1只

雄性小鼠。对照组27只，自然死亡3只，无一例出

现发育迟缓和胆汁淤积症状。取实验组中符合BA

诊断标准的鼠45只以及对照组24只小鼠肝脏进

行IL一12p35，p40及IFN一^y mRNA检测。

二、IL一12p35，p40及IFN一1 mRNA在胆道闭

锁小鼠肝脏组织中的表达

连续观察IL一12p35，p40和IFN一1 mRNA在胆

图1 A．jF常胆管；B．BA胆管呈闭锁状态，内皮细胞破坏、不规则增生，伴炎性细胞浸润【100×)；c，正

常肝脏汇管区炎症细胞极少；D，BA肝脏中见汇管区炎症细胞(监色部分的细胞)明显浸润(100×o
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道闭锁小鼠肝脏组织中的表达情况，发现三者表达均

从第3天开始增高．均高于对照组小鼠(尸<O．01)。至

第9天时达峰值，IFN一'表达水平为13．340±0539，

IL-12p35为47／529±2041，[b-12p40为45987+21)6，

之后，1FN—T和IL-12p35水平开始下降，但

IL一{Zp40仍维持在较高水平，见表1，图2。

表1不同时点IL-12p35，Im，IFN～Y mRI、fA表达水平的变化

时间
对照组(2““) BA组(2∞“)

FN一1 n IL-12p35

第3天

第6天

第9天

第14天

第2I天

54L36±o-80

4 3．96±0．40

6 5 12±0．4I

4 3．S7±0，77

5 3．24±0．30

454±1．1B

4．30±1．20

4．98-t-O．65

3．68±0．28

3．15±0．26

9 17．52 4-1．26

13 8．21±2．21

12 7．63±2．04

109．32±1．67

l 14．43

15．92±I，23

27．57±1．89

45．99±2．06

36．46±l，22

35．29

3r32±0．06

6．5l±0．49

13．34±0．54

4．62±0．75

I．88

注：两组IL-12p35相比：第3天，l=21．01；尸<O_Ol；刍g 6天：t=21．45，．p<0．01；第9天：t=4q．78尸<0．0l；第14天：F17．45；P<0．01；第

2l天：￡=34．22．P<0．01。两组IL一12p40相比：第3天：t=15．79；第6灭：t=22．89；第9天：t=4697：第14天：t=52．1l；第2l天：l=112．6．

均P<o．01。两组IFN一1相比；第3天：l=J8l，2l；第6天：#=56．59,第9天产86．49；第14天，p 24．21；第2l天：E=3819，均|P<0．01

讨论

图2 IL--12p35，p40。IFN- mRNA表达水平的变化

近年来许多研究认为BA是病毒感染诱发了机

体的炎症和免疫反应湖。研究者通过对比研究BA

与其它类似症状的小儿淤胆性疾病，发现仅在BA

肝脏汇管区有大量Kupffer(枯否细胞)、CD4+T、CDs+

T细胞和NK细胞等浸润，IFN一1和IL．12 p40等

过度表达，提示胆管上皮及汇管区炎性细胞浸润和促

炎因子的释放可能是BA胆管损伤的始动因素【叫。研

究证明，在胆道闭锁的炎性环境中，肝脏内kupffer

细胞活化后所分泌的IL-12促进Thl细胞的分化

和活化。IL_12等细胞因子可以促使原始CD4+Th细

胞分化为n1细胞，，丌1i细胞活化后可以释放

IFN一．y。Shivakun[1ar等“1应用RRV建立Balb／c

IFN一．y基因缺失鼠BA模型，感染后虽出现早期胆

管炎症和黄疸，但不久症状消失，肝外胆管保持开

放。将IFN一1基因缺失鼠病毒感染后再腹腔注射

重组IFN—Y，小鼠又出现BA表现，与野生小鼠类

似。而Jo∽him F等8I用RRV病毒感染I型干扰素

受体，Ⅱ型干扰素受体(IFN一1R)基因敲除鼠和野

生鼠，结果显示IFN一1R的缺失可明显降低胆道闭

锁小鼠胆汁淤积的恢复。两项研究结果虽有矛盾，

但是均提示IFN一．y及其受体在新生鼠肝外胆管损
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伤和闭锁的形成机制中发挥着关键作用。

IL—12主要南巨噬细胞、单核细胞、树突细胞、

朗罕细胞和角质细胞等产生，具有多种生物学功能，

诱导Thl细胞和NK细胞分泌IFN一^y、IL-2；加强

NK、LAK细胞和杀伤性T细胞的细胞毒性，是连接

机体先天性免疫力和后天获得性免疫力的桥梁刚。

IL—12由不同基因编码的两个亚单位p35和040结

合形成IL一12p70异源二聚体形式，IL-12才具生物

学活性，而040亚基相结合形成(040)：同源二聚体则

通过竞争IL-12受体，抑制IL-12的生物学作用[41。

在BA中，月q：f-I结缔组织以及肝内胆管周围浸润的

炎性细胞主要为淋巴细胞、巨噬细胞以及嗜伊红细

胞，巨噬细胞和活化的Kupffer细胞可以产生大量

IL一12，从而使其在BA中发挥重要作用。Sujit

Kumar Mohanty等1101利用RRV病毒感染IL一12基因

敲除鼠，研究表明，IL—12的缺失并不能完全阻止

IFN一1的产生，也不能阻止胆道闭锁发生进展，但

是却增加了TNF—Ot、IFN—Ot及IFN一1的产生，免

疫反应主要基于嗜中性粒细胞，显示为THl细胞免

疫应答。IL—12最重要的功能就是调整1111厂n12细

胞的平衡ltq，促进Thl细胞分泌大量IFN一1。而

IFN一|y可抑制IL-4的抗IL_12的作用，使Th2转

化为卟l细胞，分泌更多IFN一^y。IFN一7还能直接

或间接影响Thl细胞发育，为T细胞提供一种共刺

激信号，上调IL—12的表达，二者的正反馈调节作用

使机体在遭遇病毒侵袭时，以Thl细胞应答为主，

共同抵挡病毒侵扰。

本实验利用轮状病毒感染Balb／C新生鼠建立

胆道闭锁模型，取其肝脏标本动态检测其中

IL一1 2P35，P40IFN一1的mRNA含量。结果显示实验

组IL-12P35、P40z及IFN一1在病毒感染第3天同

时增高，均高于对照组，分别为IL一12P35(17．52 4-

1．26 VS 4．36±0．80)．IL-12P40(15．92±1．23 VS 4．54 4-

1．18)，IFN一^y(3．32 4-0．06 vs 0．22±0．04)，至0第9天达

峰值，分别为IL-12P35：47．63 4-2．04，IL--12P40：

45．99±2．06，IFN一1：13．34 4-0．54，说明IL一12P35、

P40很有可能在体内形成异源二聚体p70，从而发

挥IL．12的生物学作用，促进IFN一．y的分泌，而在

第9天之后IL一12p35和IFN一1表达均下降，而

IL一12p40虽稍有下降，但仍维持在较高水平，说明
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此时可能IL-12p40形成(p40)：，从而抑制了IL一12

的生物学活性。这一结论提示在胆道闭锁的发病过

程中，IL_12通过诱导Thl细胞的分化，分泌大量

IFN一^y，IFN一^y与其受体识别后通过IFN一1 R2引

起细胞内信号转导事件，诱导严重的免疫应答，最

终引起肝内外胆管损伤、闭塞，最终迅速导致进行

性不可逆的肝脏纤维化。
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