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摘要： 目的 探究微小RNA-378（miR-378）调控小鼠急性肝衰竭的作用机制。方法 将 36只雄性巴比塞小鼠以随机数字表

法均分为实验组和对照组。实验组腹腔注射D氨基半乳糖（D-GalN）800 mg/kg联合脂多糖 10 μg/kg诱导急性肝衰竭，对照组

为腹腔内注射等量的生理盐水。两组在诱导后 0、1、3、5、7、9 h处死小鼠取静脉血和肝组织，每个时间点有 3只实验鼠。检测

两组在各时间点血清中丙氨酸氨基转移酶（ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（AST）水平，酶联免疫吸附测定（ELISA）检测血清中肿

瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介素-6（IL-6）水平，逆转录聚合酶链反应（RT-PCR）测定肝组织中的胱天蛋白酶-3（Caspase-3）、

TNF-α及 IL-6 mRNA 表达量，探针法确定肝组织中miR-378表达量，蛋白质印迹法（Western blotting）检测Caspase-3蛋白表达

量。结果 实验组ALT/AST水平逐渐升高且在诱导后 7 h达到峰值，对照组ALT/AST未见明显变化。相较对照组，实验组在

诱导后 1 h和 7 h TNF-α/IL-6血清浓度及mRNA水平明显升高；实验组在诱导后 5 h［（0.003 8±0.000 3）比（0.005 4±0.000 3），P<
0.05］和 7 h［（0.001 4± 0.000 5）比（0.005 4±0.000 3），P<0.05］miR-378表达量明显降低，Caspase-3 mRNA［5 h（0.005 2±0.000 3），

7 h（0.007 0±0.000 6）比（0.003 3±0.000 1），均P<0.05］和蛋白［5 h（0.867±0.012），7 h（1.062±0.039）比（0.577±0.035），均P<0.05］
表达量升高。结论 在小鼠D-GalN联合脂多糖诱导的急性肝衰竭模型中，miR-378表达量的下调促进了Caspase-3的活化，增

强了肝细胞凋亡活动，进而调控急性肝衰竭的发展。miR-378可作为治疗急性肝衰竭新靶点。
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Abstract： Objective To investigate the effects of microRNA(miR) -378 on mouse acute liver failure.Methods Thirty-six male
BALB/c mice were randomly divided into experimental group and control group according to the random number table method. Mice in
the experimental were intraperitoneally injected with 800 mg/kg D-galactosamine (D-GalN) and 10 μg/kg lipopolysaccharide (LPS),
while mice in the control group were injected with equal amount of saline. The mice of the two groups were sacrificed at different time
points(0,1,3,5,7,9 h) for blood and liver tissue, with 3 mice at each time point. The levels of serum aminotransferase (ALT&AST) at dif‐
ferent time points were measured. The levels of tumor necrosis factor (TNF)-α and interleukin (IL)-6 were measured by ELISA. The ex‐
pression of Caspase-3, TNF-α and IL-6 mRNA in liver tissue were examined by reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-

PCR). The expression of miR-378 was measured by TaqMan Universal PCR Master Mix. We determined the expression of Caspase-3 by
Western blotting.Results The enzyme levels (ALT/AST) in the experimental group elevated gradually, peaking at 7 h, while ALT/AST
levels in the control group were not significantly changed. Compared with those in the control group, the mRNA levels and serum con‐
centrations of TNF-α/IL-6 were higher at 1 h and 7 h in experimental group. In the experimental group, miR-378 was down-regulated at
5 h[(0.003 8±0.000 3) vs. (0.005 4±0.000 3)](P<0.05) and 7 h[(0.001 4± 0.000 5) vs. (0.005 4±0.000 3)](P<0.05), while the mRNA [5 h
(0.005 2±0.000 3), 7 h(0.007 0±0.000 6) vs. (0.003 3±0.000 1), both P<0.05] and protein[5 h(0.867±0.012), 7 h(1.062±0.039) vs.
(0.577±0.035), both P<0.05] of Caspase-3 were up-regulated.Conclusions In the mouse ALF model induced by D-GalN/LPS, the
down-regulation of miR-378 promotes the activation of Caspase-3,enhances hepatocytes apoptosis in liver. MiR-378 may serve as a po‐
tential therapeutic target for the treatment of ALF.
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急性肝衰竭常见诱因包括病毒性肝炎，药物摄

入过量，特异性药物反应或药物毒性［1］。时至今日

急性肝衰竭除了肝移植外尚无有效的治疗方法，但

因供体短缺限制了肝移植的进行。因此我们迫切

地需要寻找治疗急性肝衰竭的新方法。研究表明

脂多糖诱导的急性肝衰竭大鼠的发病机制为刺激

巨噬细胞释放大量炎症相关因子，进而诱导肝细胞

坏死与凋亡［2］。因此研究出抗凋亡的方法可能成为

治疗急性肝衰竭的新途径。

微小RNA（microRNAs）是一种长约 21~25 nt的
非编码RNA，它在转录水平调控靶基因的表达并参

与机体多种病理生理过程［3-4］。大量研究表明改变

特定microRNAs表达水平可调节急性肝衰竭的病理

生理过程［5-6］。Su等［7］研究发现微小 RNA-674-5P
（miR-674-5P）表达水平下调加重伴刀豆球蛋白（Co‐
nA）诱导的急性肝损伤状态；Yang等［8］也发现微小

RNA-125（miR-125）作为肝细胞凋亡重要调节因子，

其表达量升高可减弱急性肝衰竭发展过程。但微

小RNA-378（miR-378）在急性肝衰竭过程中的作用

机制及是否和肝细胞凋亡过程存在联系尚不清楚。

研究表明miR-378可以控制肝脏纤维化［9］和减弱脂

肪肝的发展［10］。研究发现miR-378在很多疾病或肿

瘤中伴有表达异常，如乳腺癌［11］，而且其是肝细胞

肝癌早期诊断与发现的血清标志物［12］。本研究于

2017年 1月至 2019年 1月检测小鼠急性肝衰竭模型

中 miR-378是否有表达异常，进一步探究 miR-378
在急性肝衰竭中作用机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物 雄性巴比塞（BALB/c）小鼠 36只，

6~8周，体质量（20±2）g，所有实验鼠由南京大学实

验 动 物 中 心 提 供 ，医 学 实 验 动 物 合 格 证 号 ：

No.11400700135473，医学实验动物使用许可证号：

SCXK（京）2012-0001。动物实验是根据中国实验室

动物保护协会发布的实验动物的护理和使用指南

进行的。本研究符合一般动物实验伦理学原则。

1.2 主要试剂和仪器 高糖培养基（DMEM）、胎牛

血清（美国Gibco公司），D氨基半乳糖（D-GalN）、脂

多糖（美国 Sigma-aldrich公司），0.22 μm及 0.45 μm
聚偏二氟乙烯膜（PVDF膜）（上海吉玛制药技术有

限公司），兔抗鼠胱天蛋白酶 -3（Caspase-3）抗体

（rabbit-anti-Caspase-3 antibody）、兔抗鼠 β肌动蛋白

（β-actin）抗体（英国Abcam公司），辣根过氧化物酶

标记的山羊抗体及兔抗鼠二抗（碧云天生物技术有

限公司），实验所需试剂盒为 RNA逆转录试剂盒、

Taq PCR反应试剂盒（日本TaKaRa公司），肿瘤坏死

因子-α（TNF-α）、白细胞介素-6（IL-6）ELISA检测试

剂盒（碧云天生物技术有限公司）。

1.3 方法 （1）急性肝衰竭动物模型的建立。将小

鼠以随机数字表法平均分成两组，实验组用D-GalN
800 mg/kg联合脂多糖 10 μg/kg小鼠体质量的剂量

腹腔注射诱导急性肝衰竭，对照组为腹腔注射等剂

量的生理盐水；每组分为 6个时间点分别为诱导后

0、1、3、5、7、9 h，每个时间点有 3只实验鼠。在相应

时间点断颈法处死小鼠后取静脉血和肝组织。

（2）血清丙氨酸氨基转移酶（ALT）、天冬氨酸氨

基转移酶（AST）测定。摘除造模成功的小鼠眼球后

取静脉血，室温放置 2 h后经 2 000 r/min离心 20
min，血清送至皖南医学院弋矶山医院检验科进行

生化指标测定。

（3）血清细胞因子 TNF-α/IL-6水平测定。血液

标本离心 15 min（3 000 r/min）后取血清，使用ELISA
检测 IL-6、TNF-α水平，具体方法参考试剂盒说明进

行。每组实验重复3遍。

（4）逆转录聚合酶链反应（RT-PCR）。取肝脏组

织，根据 RNA提取试剂（Trizol）操作说明测定总

RNA量。提取总RNA量后，用逆转录试剂盒（日本

TAKARA公司）进行RNA逆转录合成互补DNA（cD‐
NA），使用适量的 cDNA作为 PCR模板，RT-PCR扩

增仪进行PCR反应。我们以β-actin作为RT-PCR内

参，以U6作为microRNAs内参，反应体系为 20 μL，
2−ΔΔCt 方法分析 miR-378、TNF-α、IL-6 及 Caspase-3
mRNA的表达情况。

（5）蛋白质印迹法（Western blotting）检测 Cas‐
pase-3表达量。组织蛋白溶于细胞裂解液中制备蛋

白。用 β-actin作为内参，使用 10%十二烷基硫酸

钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE），电转印将蛋

白质转印到 PVDF膜上。转膜完成后室温密闭 90
min，加入稀释浓度为 1∶1 000的抗Caspase-3单克隆

抗体 4 ℃过夜。次日洗一抗，每次 10 min，洗 3次。

后室温孵育二抗 2 h，洗二抗，每次 10 min，洗 3次，

曝光显影，计算各条带的灰度值，以β-actin为内参。

1.4 统计学方法 实验数据以 x̄ ± s表示，多组间

比较采用单因素方差分析或者用 Student's t检验，

采用SPSS 22.0进行处理。检验水准α=0.05。
2 结果

2.1 急性肝衰竭模型中血清ALT/AST及细胞因子

水平的变化 血清中的 ALT/AST是评估肝脏损伤

的金标准，实验组在药物诱导后血清中的ALT/AST
逐渐上升，而对照组生理盐水诱导后ALT/AST水平

未见明显变化，见表 1。相比对照组，实验组 TNF-α
的mRNA水平在诱导后 1 h（P<0.05）和 7 h（P<0.05）
明显升高；同时血清中的 TNF-α水平在诱导后 1 h
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（P<0.05）和 7 h（P<0.05）也明显升高。而且 IL-6在
血清水平和 mRNA水平与 TNF-α有相似的趋势。

见表2。

2.2 急性肝衰竭 miR-378及 Caspase-3表达量变

化 相较对照组，实验组小鼠在给药后 5 h和 7
hmiR-378表达量明显降低（均P<0.05）。相反，实验

组小鼠给药后 5 h和 7 hCaspase-3 mRNA表达量明

显升高（均 P<0.05）。同时我们发现在实验组中小

鼠给药后 5 h和 7 h Caspase-3蛋白水平的表达量也

明显升高（均P<0.05）。见表3，图1。

3 讨论

急性肝衰竭临床表现主要是凝血功能障碍、黄

疸、肝性脑病和腹水等，其进展迅速，死亡率极高。

用D-GalN/脂多糖诱导小鼠急性肝衰竭模型的方法

目前广泛应用于研究人类急性肝衰竭机制的实验

中［13］。我们用D-GalN/脂多糖联合诱导建立小鼠急

性肝衰竭模型。既往研究表明TNF-α和 IL-6在急性

肝损伤中可直接反应体内炎症程度［14］。我们研究

中也发现急性肝衰竭模型中TNF-α和 IL-6在mRNA
和血清浓度均明显升高，可见 TNF-α和 IL-6确实直

接参与了急性肝损伤过程。同时我们在急性肝衰

竭模型中发现血清ALT/AST水平逐渐升高，最终在

诱导后 7 h达到峰值，之后随着诱导时间延长其水

平降低，这和临床病人特点相符合。以上血清学研

究结果可为本实验提供可靠的急性肝衰竭模型。

微小RNA是近年来备受关注的一类分子，它是

一类内源性非编码单链小分子RNA，研究发现它参

与了生物体多种生理过程。大量研究表明改变特

定microRNA表达水平可调节急性肝衰竭的病理生

表1 两组小鼠在药物诱导后血清丙氨酸氨基转移酶

（ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（AST）变化/（U/mL，x̄ ± s）
组别

对照组

0 h
1 h
3 h
5 h
7 h
9 h

实验组

0 h
1 h
3 h
5 h
7 h
9 h

整体HF系数

组间F，P值

时间F，P值

交互F，P值

鼠数

3
3
3
3
3
3

3
3
3
3
3
3

ALT

55.00±5.00
55.00±13.23
55.00±8.66
56.67±7.64
55.00±5.00
61.67±7.64

58.33±2.89
101.67±7.64
188.33±10.41
320.00±26.46①
1 566.67±208.10①②
1 266.67±115.47

0.278
164.222，<0.001
64.269，0.001
63.696，0.001

AST

55.00±10.00
51.67±5.77
58.33±2.89
60.00±5.00
50.00±5.00
58.33±5.77

56.67±2.89
113.33±11.55
180.00±20.00
466.67±76.38①
2 200.00±264.50①②
1 466.67±152.75

0.639
263.117，<0.001
173.882.<0.001
174.962，<0.001

注：①与对照组同时点比较，P<0.05。②与实验组 5 h比较，P<
0.05。

表2 两组小鼠在药物诱导后1 h和7 h肿瘤坏死因子-α（TNF-α）和白细胞介素-6（IL-6）mRNA和血清浓度表达变化/x̄ ± s
组别

对照组

实验组1 h
实验组7 h
F值

P值

鼠数

3
3
3

TNF-α mRNA
1.33±0.09
19.17±1.68①
22.63±1.57①②
74.077
<0.001

TNF-α/（ng/L）
34.67±2.91
303.30±8.82①
433.30±25.87①②

164.105
<0.001

IL-6 mRNA
1.70±0.10
25.40±3.21①
16.60±1.18①②
36.895
<0.001

IL-6/（ng/L）
25.67±1.20
646.70±28.48①
436.70±27.28①②

192.249
<0.001

注：①与对照组比较，P<0.05。②与实验组1 h比较，P<0.05。
表3 两组小鼠在药物诱导后5 h和7 h miR-378和胱天蛋白酶-3（Caspase-3）表达变化/x̄ ± s

组别

对照组

实验组5 h
实验组7 h
F值

P值

鼠数

3
3
3

miR-378
0.005 4±0.000 3
0.003 8±0.000 3①
0.001 4±0.000 5①②

26.376
0.001

Caspase-3 mRNA
0.003 3±0.000 1
0.005 2±0.000 3①
0.007 0±0.000 6①②

23.974
0.001

Caspase-3蛋白

0.577±0.035
0.867±0.012①
1.062±0.039①②

62.881
<0.001

注：①与对照组比较，P<0.05。②与实验组5 h比较，P<0.05。

1

2

3
4

5

40 μmol/L0 μmol/L

6

160 μmol/L80 μmol/L

A B C D

1

2

3 4 5

注：1—β肌动蛋白；2—Caspase-3（胱天蛋白酶-3）蛋白；3—对照

组；4—实验组诱导后5 h；5—实验组诱导后7 h。
图1 蛋白质印迹法检测两组小鼠在药物诱导后5 h和7 h Caspase-3

蛋白表达结果
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理过程。急性肝衰竭组织中检测miR-378表达量明

显降低，因此我们推测miR-378可能参与急性肝衰

竭发病过程的调控。D-GalN/脂多糖处理后诱导大

量肝细胞损伤，且伴随肝脏凋亡和坏死性改变［15］。

研究表明microRNAs可调控死亡受体、凋亡及凋亡

前基因［16］，然而在小鼠急性肝衰竭模型中microR‐
NAs与细胞凋亡的相互作用机制尚未阐述。因此我

们猜测microRNAs可调控肝细胞凋亡进而影响急性

肝衰竭过程。

肿瘤坏死因子是肝细胞凋亡的重要诱导因素，

它与相应配体结合可触发一系列的细胞内活动的

发生，最终触发 caspase-3、8、9的活动从而引起凋亡

的发生［17］。实验中我们发现血清学 TNF-α水平明

显升高，这些结果表明凋亡通路在急性肝衰竭发展

过程中具有重要意义。Caspase-3激活可引起PARP
底物裂解活化进而使细胞凋亡发生［18］。实验证实

在急性肝衰竭过程中，caspase-3蛋白水平在肝衰竭

发生过程中增加。综上表明：在急性肝衰竭发生过

程中肝细胞凋亡增加。

我们发现在小鼠肝衰竭模型miR-378表达量明

显降低而 caspase-3表达明显升高。TargetScan预测

caspase-3是miR-378可能作用的靶点，据此我们推

测在急性肝衰竭中miR-378低表达可增加 caspase-3
的表达，最终促进肝细胞凋亡。之前的研究也证实

在 小 肠 缺 血 再 灌 注 损 伤［19］和 大 脑 缺 血 损 伤

中［20］miR-378可通过靶点 caspase-3调控细胞凋亡。

后续试验我们需要进一步做细胞功能试验以期验

证miR-378对肝细胞凋亡的调控作用。总之，我们

的研究证实了在急性肝衰竭过程中miR-378低表达

可促进肝细胞凋亡，成果可以为急性肝衰竭的治疗

提供新的治疗方法。
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