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华支睾吸虫成虫粗抗原及 ESP 促肝星状细胞活化效果比较

李佳,蓝阳秋,彭小红

(桂林医学院基础医学院,桂林　 541199)

摘要　 目的 研究华支睾吸虫分泌排泄产物(Cs.ESP)及虫体粗抗原(Cs.CA)对小鼠原代肝星状细胞

活化的影响。 方法 分离小鼠原代肝星状细胞,鉴定后进行体外培养。 实验分组为 Cs.ESP 刺激组和

Cs.CA刺激组,同时设立空白对照组;采用 RT-PCR 检测肝星状细胞活化指标Ⅰ型胶原蛋白

(CollagenⅠ)、α-平滑肌肌动蛋白(SMA)的 mRNA 转录水平,采用 Western blot 检测 CollagenⅠ、α-

SMA蛋白表达情况。 结果 Cs.ESP 刺激组较 Cs.CA 刺激组和空白对照组的 CollagenⅠ、α-SMA 的

mRNA转录水平及蛋白表达水平均上调,差异均有统计学意义(P<0.05),而 Cs.CA 刺激组与空白对

照组比较,差异无统计学意义(P> 0.05) 。 结论 Cs.ESP 可促进体外培养的肝星状细胞活化,而 Cs.

CA对其活化无明显作用,为后续华支睾吸虫致肝纤维化的细胞分子机制研究提供参考。
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Comparison of effects between adult crude antigen and ESP on
hepatic stellate cells activation

LI Jia, LAN Yangqiu, PENG Xiaohong

(College of Basic Medicine, Guilin Medical University, Guilin 541199, China)

Abstract　 Objective To study the effect of excretory products of Clonorchis sinensis (Cs.ESP) and crude

antigen of crude-antigen of Clonorchis sinensis (Cs. CA) on the activation of primary cultured hepatic

stellate cells (HSCs) from mice. Methods The primary HSCs from mice were separated,identified and

cultured in vitro. HSCs were divided into the Cs.ESP stimulation group, Cs.CA stimulation group, and a

blank control group. The mRNA levels of Collagen I and α-smooth muscle actin (α-SMA), the activation

indicators of HSCs were detected by RT-PCR, and the protein expressions of Collagen I and α-SMA were

detected by Western blot. Results The mRNA and protein expression levels of CollagenⅠ and α-SMA in
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the Cs.ESP stimulation group were up-regulated compared with those in the Cs.CA stimulation group and

blank control group, showing a statistically significant difference (P < 0. 05). There was no significant

difference in the mRNA and protein expression levels of CollagenⅠ and α-SMA between Cs.CA stimulation

group and blank control group (P>0.05). Conclusion Cs.ESP promotes the activation of HSCs in vitro,

while Cs.CA has no obvious effect on the activation of HSCs. This study provides a reference for further

research on the cellular and molecular mechanisms of liver fibrosis induced by Cs.ESP.

Keywords: Clonorchis sinensis; excrete secretory products; crude-antigen of Clonorchis sinensis; hepatic

stellate cells

　 　 华支睾吸虫病是由华支睾吸虫 ( Clonorchis

sinensis,C.sinensis)寄生在人或动物的肝胆管中引起

的一种食源性人兽共患寄生虫病,主要流行于东亚

和东南亚地区。 据统计,全球共有超过 1 500万人感

染,而我国约有 1 300 万人[1]。 华支睾吸虫成虫主

要寄生在宿主的肝胆管内,长期慢性感染会导致胆

管炎、胆汁淤积和进行性肝胆管纤维化,最终可能导

致肝硬化、肝癌和胆管癌[2-3]。 肝纤维化发生的主要

原因是肝星状细胞(hepatic stellate cells,HSC)活化,

正常条件下静止 HSC 储存含有维生素 A 的脂滴并

表达特定蛋白标记物,如结蛋白和卵磷脂视黄醇酰

基转移酶[4]。 当肝脏受到刺激损伤时,HSC 会被激

活,激活的 HSC 将逐渐分化为肌成纤维细胞,这一

过程中纤维化标志蛋白 (如 α-SMA、 Collagen Ⅰ、

Collagen Ⅲ等)表达上调[5]。 同时,HSC 会分泌大量

细胞外基质(extracellular matrix,ECM),当肝脏组织中

ECM过度沉积时便会形成肝纤维化[6-7]。 目前,关于

华支睾吸虫不同种类的抗原对 HSC 激活作用的研究

大多是基于已建立的人(包括 LX-2和 TWNT-4)、小鼠

(包括 JS-1、GRX 和 CoI-GFP)、大鼠(包括 HSC-T6

和 CFSC)的 HSC永生细胞系[8-10],而对于原代细胞

研究较少。 细胞系在连续培养及多次传代后可能会

导致基因型与表型发生变化,从小鼠体内提取的原

代细胞可更多地保留原始生物学特征,而且在塑料

培养皿上培养会自发活化,可更好地模拟华支睾吸

虫寄生肝胆管中对肝脏的影响。 通过改良传统细胞

提取方法可获得更多的细胞,如使用链霉蛋白酶选

择性地消化肝细胞,并选用 Nycodenz 细胞分离液防

止细胞成团。 目前,实验中用于刺激 HSC 活化的抗

原大部分来源于生物信息学分析筛选后生物合成的

重组蛋白,如华支睾吸虫 T2 核糖核酸酶[11]、重组蛋

白 CsHscB[12]、溶血磷脂酶[13]等,而本研究刺激抗原

是成虫新陈代谢过程中的分泌排泄产物,这更加贴

近宿主肝胆管中成分复杂的分泌排泄产物。 该实验

旨在为华支睾吸虫对 HSC 激活方面的机制研究提

供理论参考。

1　 材料与方法

1.1　 材料

雌性 Balb / c小鼠购自湖南斯莱克景达实验动物

有限公司;DMEM 高糖培养基与胎牛血清均购自

Gibco公司;链霉蛋白酶、胶原酶Ⅳ均购自 Biosharp

公司;RNA 提取试剂盒、逆转录试剂盒、荧光定量

PCR试剂均购自 merck 公司;GAPDH 单克隆兔抗、

CollagenⅠ多克隆兔抗、 α-SMA 单克隆兔抗、山羊抗

兔辣根过氧化物酶(HRP)标记二抗均购自 abclonal

公司。

1.2　 方法

1.2.1　 HSC 分离与培养　 小鼠脱颈处死,浸泡于酒

精后,打开腹腔暴露肝门静脉,于肝门静脉入针灌注

EGTA缓冲液,待下腔静脉膨大后,剪一小口作为流

出道。 随后,灌注链霉蛋白酶溶液,此灌注过程可观

察到肝脏表面呈龟背样变化,最后灌注胶原酶溶液。

原位消化结束后,将肝脏游离于玻璃皿中并撕碎置

于装有消化液的离心管中,振荡消化 20 min,加入

GBSS / B终止消化,采用 70 μm细胞过滤器过滤收集

滤液。 将细胞滤液混合 Nycodenz 分离液后,以

1 700 r / min的速度离心 10 min。 离心结束后,吸取

白膜层,并采用含 20%胎牛血清的培养基重悬该层

细胞,采用台盼蓝染色计数并计算细胞成活率。 将
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细胞接种于六孔板中,第 2 天换液成含 10%胎牛血

清的培养基,之后隔天换液。

1.2.2　 油红 O染色　 细胞弃去培养基后,采用 PBS

洗 2次,加入 4%的多聚甲醛,固定 30 min 后,吸去

上清液、水洗,采用 60%的异丙醇浸洗后,吸去上清

液。 加入油红 O工作液于室温孵育 10 min,Mayer苏

木精染核 1 min,充分洗涤后,在显微镜下观察拍照。

1.2.3　 结蛋白免疫荧光染色　 采用 4%的多聚甲醛

室温固定后,加入 0.5%的 Triton-X100 进行通透处

理,随后采用 10%山羊血清室温封闭 1 h。 结合一抗

4℃孵育过夜,PBS 冲洗后添加二抗 37 ℃避光孵育

1 h。DAPI染色后,避光孵育 8 min,滴加抗荧光衰减

封片剂后进行荧光检测。

1.3　 制备华支睾吸虫分泌排泄产物和虫体粗抗原

①实验动物。 收集感染华支睾吸虫 1 年的 SD

大鼠。 ②分泌排泄产物的制备。 从 SD 大鼠胆管中

获取成虫,使用含 1%青链霉素 PBS 洗涤后,置于

37℃恒温的 5% CO2培养箱中 24 h。 将培养液收集

离心后,取上清液再次离心,采用 0.22 μm 无菌过滤

器过滤上清液,测量蛋白浓度后,将 ESP 储存于

-80℃冰箱备用。 ③虫体粗抗原的制备。 收集的成

虫用含 1%青链霉素 PBS 洗涤后,超声裂解,离心

后,取上清液再次离心,采用 0.22 μm 无菌过滤器过

滤上清液,测量蛋白浓度后,将 CA 储存于-80 ℃冰

箱备用。

1.4　 HSC培养

将分离的 HSC以 2.0×105个 / mL接种于六孔培养

板,置于 37℃恒温的 5% CO2培养箱中。 采用含 10%
胎牛血清、1%双抗(100 U / mL 青霉素 /链霉素)的

DMEM高糖培养液培养。 ①分组干预方法:空白对照

组(正常培养的 HSC)、ESP 组(加入50 μg / mL ESP)、

CA组(加入 50 μg / mL CA)。 ②处理时间点:HSC培

养 36 h后,采用不含血清的 DMEM高糖培养液培养

12 h后,吸去培养液,加入含终浓度为 50 μg / mL 刺

激物的完全培养基,培养 48 h。

1.5　 Western blot检测

将收集的细胞做好标记,用 RIPA裂解液充分裂

解后,提取总蛋白,用二辛可宁酸法测浓度后定量,

于 100 ℃金属浴变性 10 min。 蛋白上样后,进行

SDS-PAGE电泳实验,待电泳实验结束后,用转膜仪

将蛋白从胶转移至 PVDF 膜。 使用 5%脱脂奶粉封

闭液,于 37 ℃封闭 2 h 后,进行 TBST 洗涤。 孵育小

盒中分别加入已稀释的一抗 (分别为 CollagenⅠ、

α-SMA、GAPDH),4 ℃孵育过夜。 TBST 洗涤 3 次,

HRP 标记的二抗(1:5 000)于室温孵育 1 h。 TBST

洗涤 3次后,使用发光液显影后曝光。 采用 Image J

分析蛋白条带的灰度值,以目的灰度值 /内参灰度值

表示蛋白相对表达量。

1.6　 RT-PCR检测

细胞加入 trizol试剂反复吹打,将裂解液转移到

离心管中加入三氯甲烷。 振荡静置后,在 4 ℃条件

下,以 7 500 r / min的速度离心 15 min,取上层水相以

等比例加入异丙醇。 室温静置 10 min 后,在 4 ℃条

件下,以 7 500 r / min 的速度离心 10 min,加入 75%

乙醇沉淀干燥后,加入无酶水。 按照 merck 试剂盒

逆转录说明书将 mRNA逆转录为 cDNA,使用两步法

进行 RT-PCR检测 HSC CollagenⅠ、α-SMA 的 mRNA

表达水平。 以 β-actin为内参,采用 2-ΔΔCt法分析目的

基因相对表达量。 3种基因的引物序列如表 1所示。

表 1　 3种基因的引物序列

基因 引物序列

GAPDH 5′-GGCTGTATTCCCCTCCATCG-3′

5′-CCAGTTGGTAACAATGCCATGT-3′

CollagenⅠ 5′-AGAGCCTGAGTCAGCAGATTG-3′

5′-AGTAGACCTTGATGGCGTCC-3′

α-SMA 5′-TGCTGGACTCTGGAGATGGT-3′

5′-ATCTCACGCTCGGCAGTAGT-3′

1.7　 统计学方法

采用 GraphPad Prism 8.0进行统计分析与绘图,

计量资料以 (  x ± s) 表示,采用单因素方差分析

(ANOVA)检验。 P<0.05表示差异具有统计学意义。
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2　 结果

2.1　 HSC细胞形态与染色情况

如图 1A所示,分离的 HSC成活率达 95%,每只

小鼠肝脏组织获得活细胞约为 2.4×106个。 分离的

HSC呈圆形于 4~5 h 后贴壁;培养 1 d 后,细胞形状

向扁圆型方向改变;培养 2 d 后,少量细胞开始伸展

并伸出伪足,细胞体积增大;培养 4 d后,大多数细胞

呈现星形或梭形。

如图 1B所示,经油红 O 染色后,可见细胞质中

的脂滴呈橙红色,细胞核复染后呈蓝色。 培养 1 d

时,可在大部分细胞胞浆中看到明显的串珠状橙红

色颗粒,说明胞质脂滴含量丰富。 随着培养时间延

长,脂滴逐渐消失。

如图 1C所示,经结蛋白免疫荧光染色后,可见

细胞浆呈现绿色荧光,细胞核经 DAPI 复染后,呈现

蓝色荧光。 结蛋白主要表达于肝窦内活化的 HSC

的细胞浆内,培养 4 d后,细胞完全表达结蛋白。

注:A.体外培养形态学观察;B.油红 O 染色;C.结蛋白免

疫荧光染色。

图 1　 原代 HSC形态与染色情况

2.2　 Cs.ESP 加快 HSC 活化进程,提高相关纤维蛋

白表达水平

HSC 的激活是肝纤维化的主要诱因,为探讨

Cs.ESP、Cs.CA对 HSC活化进程的影响,本研究建立

了体外共培养实验体系。 Cs. ESP 刺激后,HSC 中

CollagenⅠ、α-SMA的蛋白表达水平升高,结果如图 2

所示。

注:∗表示 P<0.05,∗∗表示 P<0.01。 　 　 　

图 2　 Cs.ESP、Cs.CA对 HSC中 CollagenⅠ、α-SMA蛋白表达的影响

2.3　 Cs. ESP 加快 HSC 活化进程,相关纤维蛋白

mRNA转录水平升高

HSC中CollagenⅠ、α-SMA mRNA转录水平显著

升高,结果如图 3所示。 此结果表明,Cs.ESP 可以加

快 HSC活化进程,Cs.CA对 HSC无明显激活作用。

注:∗∗表示 P<0.01,∗∗∗表示 P<0.001。

图 3　 Cs.ESP、Cs.CA对 HSC中CollagenⅠ、

α-SMA mRNA转录水平的影响

3　 讨论

提取 HSC 的传统方法为下腔静脉固定留置针

进行灌注,而本实验采取以肝门静脉为灌注入口、以

下腔静脉为出口的方式,并采用链霉蛋白酶以选择

性消化 HSC,可同步提高消化酶浓度,控制消化时

·66·



第 3期 李佳等:华支睾吸虫成虫粗抗原及 ESP 促肝星状细胞活化效果比较 第 37卷

间。 目前,实验常用的密度梯度介质有 Optiprep、

Percoll及 Nycodenz,其中 Percoll 易出现白色絮状物

使细胞黏成团致细胞成活率不高。 参考以往研

究[14],本实验选用 Nycodenz 作为密度梯度分离液,

其具有黏滞度低、细胞损伤小、易于配置及保存的优

点。 因此,本实验改良了提取小鼠原代 HSC 的方

法,所提取细胞具有获得率高、易存活的特点。

ESP 是由华支睾吸虫腺体分泌物、消化道排泄

物等组成,主要成分包括与华支睾吸虫自身代谢相

关的酶、蛋白等,存在于宿主肝胆管及整个血液循环

系统中。 ESP 会直接诱导机体免疫细胞分泌大量炎

症因子,从而影响 Th1 和 Th2 免疫应答的相对平

衡[15]。 过度的 Th2 细胞反应在循环促进组织修复

的过程中也会促进纤维组织的重塑、胶原沉积,最终

导致纤维化的形成[16]。 CA 是新鲜虫体用漩涡混合

器打匀离心后收集到的上清液,其成分复杂,主要包

括一些大分子的虫体表面蛋白和被膜蛋白等。 CA

与 ESP 的差异在于蛋白分子质量的大小以及结合抗

原提呈细胞膜表面受体的特异性不同[17]。 利用

ESP 和 CA进行 ELISA血清学试验在华支睾吸虫病

的诊断中被广泛应用。 有研究[18] 结果表明,采用

ESP 型抗原诊断的敏感性高于用 CA检测的敏感性。

也有研究[19]结果表明,与 CA相比,ESP 触发机体免

疫的敏感性和特异性相对较高。 有研究[20-21]结果表

明,分别用 ESP 和 CA 与人肝星状细胞共培养时,

ESP 能激活 HSC自噬能力,进而促进肝纤维化相关

基因表达,证明 ESP 在华支睾吸虫感染致肝纤维化

的发生中起重要作用。 在 ESP 的作用下,胆管癌细

胞会向体外构建的三维胆管板进行迁移,将胆管癌

细胞与 HSC 共培养可增强癌细胞增殖和侵袭迁移

的能力[22]。 在华支睾吸虫性肝纤维化的研究中发

现,华支睾吸虫感染能够引起胆管增生、胆管炎及管

周纤维化,严重时可导致肝硬化甚至胆管癌,而增生

的胆管是通过分泌转化生长因子 β1、血小板衍生因

子 B、结缔组织生长因子、单核细胞趋化蛋白 1 等细

胞因子趋化和激活 HSC,进而促进肝纤维化的发

展[23]。 HSC被激活后分化为肌成纤维细胞,在肝纤

维化的发展过程中会产生大量的细胞外基质沉积和

Ⅰ型、Ⅲ型胶原蛋白的积累[24-25]。 本研究中,ESP 组

CollagenⅠ的蛋白和基因表达水平较 CA组及对照组

均增加,因新鲜分离的原代 HSC 在离体状态于塑料

培养皿上培养时会自发活化,故对照组也有 Collagen

Ⅰ的表达,此结果提示华支睾吸虫排泄分泌产物对

HSC的活化有一定影响。

α-SMA上调是活化 HSC的分子标记[26],α-SMA

在 HSC静止期表达低,激活后会表达升高。 本实验

中,ESP 组 α-SMA 的蛋白表达水平较对照组高,而

CA与对照组比较,差异无统计学意义。

4　 结论
本研究证实了华支睾吸虫 ESP 会诱导原代 HSC

活化,进而导致由华支睾吸虫感染所致的肝纤维化,

这一发现将为治疗华支睾吸虫感染所致肝纤维化提

供新的依据。
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