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ＭＦＧＥ８基因在梗阻性黄疸小鼠免疫组织中的表达及临床意义
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　　摘　要：目的　动态观察梗阻性黄疸小鼠血浆ＭＦＧＥ８水平，以及肝脏、脾脏、淋巴结、胸腺的ＭＦＧＥ８ｍＲＮＡ和蛋白的表达

情况，探讨其在梗阻性黄疸中的意义。方法　建立梗阻性黄疸小鼠模型，分为假手术组、胆总管结扎组，采用蛋白免疫印迹法检测

梗阻性黄疸小鼠第３、７、１４天血浆中 ＭＦＧＥ８蛋白水平；ＲＴＰＣＲ检测肝脏、脾脏、淋巴结、胸腺中 ＭＦＧＥ８ｍＲＮＡ的表达变化；

采用蛋白免疫印迹法检测上述组织中 ＭＦＧＥ８的蛋白表达水平。结果　梗阻性黄疸小鼠血浆中 ＭＦＧＥ８蛋白水平在每个时相

点均较假手术组明显降低（犘＜０．０５）；肝脏、脾脏、淋巴结、胸腺组织中 ＭＦＧＥ８ｍＲＮＡ表达明显降低（犘＜０．０５），同时，肝脏、脾

脏、淋巴结、胸腺组织中 ＭＦＧＥ８蛋白表达水平亦明显下降（犘＜０．０５）。结论　ＭＦＧＥ８在梗阻性黄疸免疫组织中的表达明显减

少，可能对梗阻性黄疸后组织凋亡细胞的清除产生重要的影响。
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　　梗阻性黄疸（ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｊａｕｎｄｉｃｅ）是肝胆外科常见的临床

问题，常导致肠屏障功能障碍，免疫功能损害，并发全身炎症反

应综合征，可能发展为脓毒血症及多器官衰竭等，上述一系列

病理生理变化与组织细胞凋亡异常增多关系密切［１３］。

ＭＦＧＥ８是细胞分泌的一种糖蛋白，在巨噬细胞和凋亡细

胞间作为桥梁，介导对凋亡细胞的吞噬，这个功能在维持免疫

的稳态是必需的［４］。在 ＭＦＧＥ８敲除的小鼠中，由于凋亡细

胞的浸润，异常的内环境导致严重的炎症和自身免疫。Ｍｉｋｓａ

等［５］研究发现 ＭＦＧＥ８在小鼠败血症损伤２０ｈ后明显减少，

外源性给予 ＭＦＧＥ８会减轻组织损伤。然而，在梗阻性黄疸

状态下体内 ＭＦＧＥ８的表达情况，以及是否参与了梗阻性黄

疸后病理生理的发生与发展，目前均不清楚。

为此，本研究建立梗阻性黄疸小鼠模型，检测 ＭＦＧＥ８血

浆蛋白水平，以及免疫组织中 ＭＦＧＥ８ｍＲＮＡ及其蛋白表达，

为进一步研究 ＭＦＧＥ８在梗阻性黄疸免疫损伤发生、发展中

的作用与地位提供基础。

１　材料与方法

１．１　实验动物　健康雄性 Ｃ５７ＢＬ／６野生型小鼠，体质量

（２５～３０）ｇ，购自第三军医大学野战外科研究所动物室，饲养在

有灯光控制分１２ｈ白昼变换的房间，自由饮水和进食标准食

物。实验前至少１周在该房间适应环境。

１．２　仪器与试剂　仪器：荧光定量 ＰＣＲ仪（ＡＢＩＰｒｉｓｍ，美

国），分光光度仪（Ｂｅｃｋｍａｎ，美国）、电泳仪及电泳槽（ＢｉｏＲａｄ，

美国），可见光／紫外凝胶扫描分析系统（ＵＶＰ，美国），扫描分

析软件系统（ＬａｂｗｏｒｋｓＴＭ ＡｎａｌｙｓｉｓＳｏｆｔｗａｒｅ，美国）；试剂：ＲＴ

反应试剂盒（ＴａＫａＲａ，日本），ＰＣＲ反应试剂盒（ＴａＫａＲａ，日

本），仓鼠抗小鼠 ＭＦＧＥ８一抗（ＭＢＬ，日本），小鼠抗βａｃｔｉｎ一

抗（ＮｏｖｕｓＢｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ，美国），辣根过氧化物酶标记的羊抗仓鼠

二抗（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，美国）、山羊抗小鼠二抗（Ｓｉｇｍａ，美国）。

１．３　方法

１．３．１　实验分组及梗阻性黄疸模型的建立　将实验动物分为

两组：假手术组（狀＝１０）、胆总管结扎组（ＣＢＤＬ组，狀＝３０），ＣＢ

ＤＬ组分为术后３、７、１４ｄ３个时相点，即ＣＢＤＬ３ｄ、ＣＢＤＬ７ｄ、

ＣＢＤＬ１４ｄ３个亚组。在实验之前，雄性Ｃ５７ＢＬ／６野生型小鼠

被禁食整晚，仅给自由饮水。胆总管结扎组：通过胆总管结扎

制造梗阻性黄疸小鼠模型，腹腔注射０．３％戊巴比妥麻醉，沿
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上腹正中线切开皮肤，剪开皮下组织、腹膜进腹；沿肝十二指肠

韧带寻及胆总管，于胰腺上方近十二指肠处游离胆总管，双重

结扎，并于两结扎线之间切断；连续缝合腹膜、皮下组织、皮肤

关腹；待复温至动物苏醒后，移入动物房，术后动物自由饮食。

假手术组：仅仅行一个简单的剖腹手术，分离胆总管但并不结

扎，然后在３、７、１４ｄ后处死动物取血浆、肝、脾、胸腺、淋巴结

等，保存于－８０℃待检测。

１．３．２　免疫印迹法检测组织血浆中 ＭＦＧＥ８的蛋白水平　

抽取血液样品后加入Ａｐｒｏｔｉｎｉｎ（１∶１００００）抑制蛋白降解，离

心取血浆待检测。取１０μＬ蛋白样品用１１％ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶

电泳７０Ｖ分离３～４ｈ，再将胶中分离的蛋白区带电泳转移到

硝酸纤维素膜上，然后将硝酸纤维素膜用含６％脱脂奶粉的

ＰＢＳ封闭１ｈ，取出封闭后的硝酸纤维素膜置于含仓鼠抗小鼠

ＭＦＧＥ８ＩｇＧ（１∶２５０）的胎牛血清封闭液中，４℃摇床孵育过

夜，ｐＨ７．２的ＰＢＳ缓冲液洗膜３次，每次１０ｍｉｎ；再将硝酸纤

维素膜置于含辣根过氧化物酶标记的羊抗仓鼠ＩｇＧ（１∶１０００）

中室温摇床孵育１ｈ，洗膜３次，将已用二抗标记了的膜与

ＥＣＬ化学发光试剂反应，曝光后显影。用 ＬａｂｗｏｒｋｓＴＭ Ａｎａｌｙ

ｓｉｓＳｏｆｔｗａｒｅ软件检测条带灰度值，计算目的蛋白相对比值。

１．３．３　ＲＴＰＣＲ检测免疫组织中 ＭＦＧＥ８ｍＲＮＡ水平　取

肝脏、脾脏、淋巴结、胸腺组织各３０ｍｇ，用ＴＲＩｚｏｌ试剂盒提取

各组织的总ＲＮＡ，按逆转录试剂盒的操作步骤反转录为ｃＤ

ＮＡ，用特异性引物行荧光 ＲＴＰＣＲ扩增。ＭＦＧＥ８引物序列

如下：上游５′ＴＡＧＣＣＣＣＴＣＴＣＴＣＡＣＡＣＡＴＣＡＣＡ３′，下

游５′ＡＡＧＧＧＧＣＡＡＧＡＧＡＧＧＣＡＡＣＣＡ３′。扩增条件：

９４℃变性１０ｍｉｎ，然后９４℃变性３０ｓ，６５℃退火３０ｓ，７２℃

延伸２０ｓ，共循环４０次；ＰＣＲ扩增产物在１．６％的琼脂糖凝胶

中电泳，用ＢｉｏＲａｄ凝胶成像分析仪检测条带灰度值，计算目

的基因与βａｃｔｉｎ的灰度比值。

１．３．４　免疫印迹法检测免疫组织中 ＭＦＧＥ８的蛋白水平　

取肝脏、脾脏、淋巴结、胸腺组织各０．２ｇ加入蛋白裂解液

（ＴｒｉｓＨＣｌ５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＴｒｉｔｏｎＸ１０００．１％，ＥＤＴＡ１ｍｍｏｌ／Ｌ，

ＥＧＴＡ１ｍｍｏｌ／Ｌ，ＮａＦ１０ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｎａ３ＶＯ４２ｍｍｏｌ／Ｌ，β巯基

乙醇１０ｍｍｏｌ／Ｌ）提取组织总蛋白，用考马斯亮蓝法进行蛋白

定量。取１０ｇ蛋白样品用１１％ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳８０Ｖ分

离３～４ｈ，再将分离的蛋白区带电泳转移到硝酸纤维素膜上，

然后将硝酸纤维素膜用含６％脱脂奶粉的ＰＢＳ封闭１ｈ，取出

封闭后的硝酸纤维素膜置于含仓鼠抗小鼠 ＭＦＧＥ８ＩｇＧ（１∶

２５０）、小鼠抗βａｃｔｉｎ单抗（１∶２０００）的胎牛血清封闭液中，４

℃摇床孵育过夜，ｐＨ７．２的 ＰＢＳ缓冲液洗膜３次，每次 １０

ｍｉｎ；再将硝酸纤维素膜置于含辣根过氧化物酶标记的羊抗仓

鼠ＩｇＧ（１∶１０００）、山羊抗小鼠ＩｇＧ（１∶５０００）中室温摇床孵

育１ｈ，洗膜３次，将已用二抗标记了的膜与 ＥＣＬ化学发光试

剂反应，曝光后显影。用 ＬａｂｗｏｒｋｓＴＭ ＡｎａｌｙｓｉｓＳｏｆｔｗａｒｅ软件

检测条带灰度值，计算目的蛋白与βａｃｔｉｎ的灰度比值。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０统计学软件进行统计学分

析，结果采用狓±狊表示，计量资料以单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙ

ＡＮＯＶＡ）进行比较，ＳｔｕｄｅｎｔＮｅｗｍａｎＫｅｕｌｓｔｅｓｔ检验；计数资

料用χ
２ 检验。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　两组小鼠血浆中 ＭＦＧＥ８蛋白表达水平比较　采用免

疫印迹法检测血浆中 ＭＦＧＥ８的蛋白表达水平，发现血浆

ＭＦＧＥ８的蛋白表达在梗阻性黄疸３、７、１４ｄ后较假手术组分

别降低２９．９０％、３６．３５％、４０．６６％（犘＜０．０５），见图１。

　　：犘＜０．０５，与假手术组比较。

图１　　两组小鼠血浆中 ＭＦＧＥ８蛋白表达水平比较

　　：犘＜０．０５，与假手术组比较。

图２　　两组小鼠肝脏、脾脏、淋巴结、胸腺组织中 ＭＦＧＥ８ｍＲＮＡ的表达比较

　　：犘＜０．０５，与假手术组比较。

图３　　两组小鼠肝、脾、淋巴结、胸腺组织中 ＭＦＧＥ８蛋白水平的表达比较
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２．２　两组小鼠肝脏、脾脏、淋巴结、胸腺组织中 ＭＦＧＥ８ｍＲ

ＮＡ的表达比较　ＣＢＤＬ组小鼠肝脏、脾脏、淋巴结、胸腺 ＭＦＧ

Ｅ８ｍＲＮＡ表达明显减少（图２）。与假手术组比较，肝脏 ＭＦＧ

Ｅ８ｍＲＮＡ水平在梗阻性黄疸３、７、１４ｄ后分别降低３９．２９％、

５８．９７％、６９．６５％（犘＜０．０５）；脾脏 ＭＦＧＥ８ｍＲＮＡ分别降低

２６．４２％、５９．９７％、５３．６７％（犘＜０．０５）；淋巴结 ＭＦＧＥ８ｍＲＮＡ

分别降低４０．２９％、６７．７９％、７０．１８％（犘＜０．０５）；胸腺 ＭＦＧＥ８

ｍＲＮＡ分别降低５１．３７％、６３．４７％、６９．９８％（犘＜０．０５）。

２．３　两组小鼠肝脏、脾脏、淋巴结、胸腺组织中 ＭＦＧＥ８蛋白

水平的表达比较　采用免疫印迹法检测免疫组织 ＭＦＧＥ８的

蛋白表达水平，发现肝脏 ＭＦＧＥ８的蛋白表达在梗阻性黄疸

３、７、１４ｄ后较假手术组分别降低２６．２８％、６６．２８％、６５．７４％

（犘＜０．０５）；脾脏 ＭＦＧＥ８蛋白分别降低３３．８５％、５１．１４％、

４５．８３％（犘＜０．０５）；淋巴结 ＭＦＧＥ８分别降低 ５２．４０％、

６１．８７％、７５．０９％（犘＜０．０５）；胸腺 ＭＦＧＥ８蛋白分别降低

３５．０１％、３４．８２％、７５．４９％（犘＜０．０５），见图３。

３　讨　　论

ＭＦＧＥ８是一个相对分子质量６６×１０３ 的糖蛋白，其基因

位于小鼠７号染色体，人类的１５号染色体，１９９０年在哺乳动

物的乳腺标本中被首先发现。其蛋白结构包括 Ｎ端的两个

ＥＧＦ结构域、Ｃ端的两个ｄｉｓｃｏｉｄｉｎ结构域，与血液中的 Ｖ、Ｖ

Ⅲ因子同源
［６］。第２个ＥＧＦ结构域包含ＲＧＤ整合素结合的

模序（精氨酸、甘氨酸、天冬氨酸），使得αｖβ３／αｖβ５促进细胞黏

附，同时也调节整合素依赖的细胞转导［７９］。Ｏｓｈｉｍａ等
［１０］在

小鼠的乳腺中发现了 ＭＦＧＥ８的 ｍＲＮＡ两种变体，通过两种

未成熟的ｍＲＮＡ剪接而成，其中 ＭＦＧＥ８Ｌ（６６×１０３）包含３７

个脯氨酸、丝氨酸富集的结构域，而 ＭＦＧＥ８Ｓ（５３×１０３）缺乏

Ｐ／Ｔ丰富的结构域
［１０１１］，虽然这两种拼接变体存在空间结构

的特异性，但具有同样的生物学活性［１２１３］。

有研究发现，ＭＦＧＥ８在哺乳动物大脑、心脏、肺、肠、肝和

肾脏表达［１４］，在小鼠结肠、肾脏、肺、肾脏等有高表达。在多种

细胞包括乳腺上皮细胞、巨噬细胞，脾脏细胞、树突状细胞、纤

维母细胞、血管平滑肌细胞中，ＭＦＧＥ８都有不同的表达。研

究资料显示，ＭＦＧＥ８具有组织重塑的功能，包括参与巨噬细

胞对凋亡细胞的移除；在进化中清除乳腺上皮细胞；维持肠上

皮细胞正常结构及促进其损伤的修复；此外，作为 ＶＥＧＦ信号

的下游受体，还具有促进新生血管形成的作用［１５］。在多种疾

病及病理状态下，体内 ＭＦＧＥ８的表达均有明显的变化，如在

自身免疫疾病、阿尔茨海默病、动脉粥样硬化、急性结肠炎等疾

病中，组织 ＭＦＧＥ８表达明显下降，而在系统性红斑狼疮、肺

纤维化、乳腺癌、黑素瘤、慢性胰腺炎等疾病中则显著升高。在

小鼠缺血再灌注肠道模型中［１６］，肠系膜的动脉闭塞９０ｍｉｎ，在

灌注４ｈ后 ＭＦＧＥ８表达明显减少，在脾脏和肺减少分别为

５０％～６０％，使用ｒｍＭＦＧＥ８明显抑制肠道的缺血再灌注导

致的局部和系统的过度炎症，其机制可能与改善了肠缺血再灌

注损伤后组织中凋亡细胞的过量聚集有关。

梗阻性黄疸可引起一系列免疫功能紊乱，包括：肝内的

Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞的活性受到抑制，主要表现为吞噬能力和杀伤活

性的损害；文献［１７］报道梗阻性黄疸时外周血单核细胞吞噬能

力下降；脾脏巨噬细胞吞噬能力明显下降；小鼠的胸腺指数（胸

腺质量／小鼠体质量）明显下降；虽然，梗阻性黄疸后免疫功能

障碍的发生可能与高胆红素及胆汁酸盐血症、内毒素血症、肠

道细菌移位等因素有关，但其确切机制仍不十分清楚。本实验

发现，小鼠梗阻性黄疸后第３、７、１４天，血浆中 ＭＦＧＥ８蛋白

表达水平明显降低，与此同时，肝脏、脾脏、淋巴结、胸腺组织的

ＭＦＧＥ８ｍＲＮＡ及蛋白表达水平亦明显下降。而 ＭＦＧＥ８是

从多种细胞分泌的糖蛋白，在巨噬细胞的整合素和凋亡细胞的

磷脂酰丝氨酸（ＰＳ）间形成桥梁，增强清除凋亡细胞的能力。

在梗阻性黄疸时，组织细胞分泌 ＭＦＧＥ８减少，势必会影响单

核巨噬细胞系统吞噬能力，可能是小鼠的免疫系统受到抑制、

诱发脓毒血症的原因之一。

有研究表明，ＭＦＧＥ８受多种激素调节，如生长激素、类固

醇激素、胰岛素等均是 ＭＦＧＥ８强力的刺激分子
［１８］。胰岛素

可以激活核因子（ＮＦ）κＢ
［１９］，而 ＮＦκＢ 可以使趋化因子

ＣＸ３ＣＬ１基因表达上调
［２０］，ＣＸ３ＣＬ１可使巨噬细胞和小胶质细

胞的 ＭＦＧＥ８表达升高
［２１］。但是，在梗阻性黄疸病理状态下，

小鼠血浆及肝脏、脾脏、淋巴结、胸腺组织的 ＭＦＧＥ８表达水

平下降的具体调控机制并不清楚，包括胆红素、激素、细胞因子

均可能影响 ＭＦＧＥ８的表达。Ｃｈｅｎ等
［２２］发现在梗阻性黄疸

动物模型中，血浆胰岛素水平明显降低，这是否是梗阻性黄疸

后 ＭＦＧＥ８表达下调的原因之一，还有待相关实验进一步

证明。
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ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓｉｎｔｈｅａｌｚｈｅｉｍｅｒｄｉｓｅａｓｅｐａｔｈ

ｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＡｌｚｈｅｉｍｅｒｓＤｉｓ，２０１２：８９１０８７．

［２２］ＣｈｅｎＪＳ，ＫｅｒＣＧ，ＬｅｅＫＴ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｉｎｓｕｌｉｎａｎｄ

ｓｏｍａｔｏｓｔａｔｉｎａｎｄｔｈｅｉｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｔｏｌｉｖｅｒｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｊａｕｎｄｉｃｅ［Ｊ］．ＫａｏｈｓｉｕｎｇＪＭｅｄ

Ｓｃｉ，１９９７，１３（１１）：６５３６６０．

（收稿日期：２０１３１２０８　修回日期：２０１４０２２２）

５２０２重庆医学２０１４年６月第４３卷第１６期


