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华支睾吸虫ＥＳＰ刺激胆管上皮细胞产生ＩＬ１７Ａ促进

肝纤维化的机制研究

刘桐彤１，朱浩１，王楠１，王新月１，胡凤爱１，曹璋２，高洪莲１，刘乃国１，柏雪莲１

（１．滨州医学院附属医院医学研究中心，山东滨州２５６６０３；２．滨州医学院附属医院病理科）

【摘要】　目的　探讨华支睾吸虫感染刺激胆管上皮细胞产生ＩＬ１７Ａ激活 ＨＳＣ导致肝纤维化的机制。　方法　从流

行区获取华支睾吸虫感染的患者血清，ＥＬＩＳＡ法检测ＩＬ１７Ａ的表达。人工消化麦穗鱼，分离华支睾吸虫囊蚴，分别灌

胃感染新西兰大白兔和ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，无菌分离小鼠肝脏和血清。ＥＬＩＳＡ法、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫组化法检测小鼠血清

和肝脏中ＩＬ１７Ａ的表达；ＥＳＰ刺激人胆管癌细胞ＲＢＥ，分别应用ｑＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＲＢＥ细胞ＩＬ１７Ａ的表

达。收集ＲＢＥ细胞培养上清加入ＬＸ２细胞培养体系，ｑＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＬＸ２细胞的αＳＭＡ和Ｃｏｌｌａｇｅｎ

Ｉ的表达。　结果　华支睾吸虫感染患者血清ＩＬ１７Ａ水平显著高于健康体检者（狋＝６．５３６，犘＜０．０１）。被感染的小鼠

血清和肝脏中ＩＬ１７Ａ的表达水平显著高于正常对照组（狋＝１２．９８，犘＜０．０１；狋＝４．１５５，犘＜０．０５）。免疫组化结果显示，

感染小鼠的肝胆管上皮中ＩＬ１７Ａ表达量增多（狋＝１０．８０，犘＜０．０１）。ＥＳＰ刺激后，ＲＢＥ细胞的ＩＬ１７Ａ表达水平显著升

高（均犘＜０．０１）。ＲＢＥ细胞培养上清加入ＬＸ２细胞培养体系后，αＳＭＡ和ＣｏｌｌａｇｅｎＩ的表达水平显著高于对照组（均

犘＜０．０１）。　结论　华支睾吸虫可以刺激胆管上皮细胞产生ＩＬ１７Ａ，进一步促进炎症并激活 ＨＳＣ产生胶原沉积，从

而促进肝纤维化的进展。
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　　华支睾吸虫病是一种重要的食源性寄生虫病，主

要流行于亚洲国家，包括中国、韩国、泰国、越南北部和

俄罗斯远东地区，全球约１５００万人感染
［１３］。哺乳动

物和人是华支睾吸虫的终宿主，通过生食或半生食含

有囊蚴的淡水鱼虾而感染。囊蚴在十二指肠脱囊后，

随着其对胆汁的趋化性迁移到肝内胆管，然后发育为

成虫。胆道中的虫体会对胆管壁和肝脏造成严重的损

害。虫体的堵塞、机械刺激及迁移活动会造成胆管的

病理变化，主要包括胆管扩张、管壁增厚、胆管粘膜增

生和胆管周围炎症和纤维化。肝纤维化、肝硬化甚至

胆管癌是晚期常见的致命病变。因此，华支睾吸虫被

国际癌症研究机构（ＩＡＲＣ）列为Ｉ类生物致癌物之一，

华支睾吸虫病也被世界卫生组织列入热带疾病控制计

划［２，４５］。华支睾吸虫的分泌代谢产物 （ｅｘｃｒｅｔｏｒｙ

ｓｅｃｒｅｔｏｒｙｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＥＳＰ）在刺激胆管炎症和周围肝纤

维化中发挥关键作用。胆管上皮作为虫体与胆管周围

组织之间的屏障，最先受到ＥＳＰ的刺激。在ＥＳＰ的

作用下，胆管上皮细胞增生并释放多种炎性介质到周

围肝组织中，重塑免疫微环境，从而引发胆管上皮及周

围肝组织炎症，进一步激活肝星状细胞 （ｈｅｐａｔｉｃ

ｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｓ，ＨＳＣ），继而促进肝纤维化发生和进

展［６８］。

ＩＬ１７Ａ是一种具有多种生物学功能的细胞因子，

在细菌感染、炎症、纤维化疾病和自身免疫性等疾病中

发挥重要作用［９，１０］。ＩＬ１７家族由六个成员组成，ＩＬ

１７Ａ～Ｆ，研究最广泛的是ＩＬ１７Ａ，它含量最丰富、也

最具生物活性［１１］。ＩＬ１７Ａ主要由Ｔｈ１７细胞分泌，其

次是自然杀伤Ｔ细胞、ＣＤ８
＋
Ｔ细胞、ＫｕｆｆｅｒＴ细胞和

上皮细胞［１２］。ＩＬ１７受体分布在各种细胞中，例如嗜

酸性粒细胞、角质形成细胞、上皮细胞、肝星状细胞和

成纤维细胞［１３］。研究显示，ＩＬ１７Ａ与肝肉芽肿性炎

症的严重程度密切相关［１４］。ＩＬ１７Ａ 增强 ＨＳＣ 对

ＴＧＦβ和 ＴＮＦα的反应，导致ＣｏｌｌａｇｅｎＩ和αＳＭＡ

的分泌增加［１５１７］。此外，它还能通过增强 ＨＳＣ分泌

趋化因子来募集并刺激巨噬细胞分泌促纤维化细胞因

子［１８］。目前ＩＬ１７Ａ在华支睾吸虫感染所致肝纤维化

中的作用还不清楚。本研究拟通过体内、外试验观察

和分析华支睾吸虫ＥＳＰ刺激胆管上皮细胞产生ＩＬ

１７Ａ，从而进一步促进肝纤维的分子机制，为进一步阐

明华支睾吸虫感染调节宿主免疫的机制提供依据。

材料与方法

１　材料

１．１　实验动物和细胞株　ＢＡＬＢ／ｃ小鼠（雌性，７周

龄）购自济南朋悦实验动物繁育有限公司；新西兰大白

兔，２．０（２．５ｋｇ，购自济南西岭角实验动物有限公司；

感染华支睾吸虫囊蚴的麦穗鱼购自安徽芜湖水产市

场；人肝星形细胞系（ＬＸ２）和人胆管癌细胞系（ＲＢＥ）

购自武汉普诺赛生命科技有限公司。

１．２　主要试剂及血清　华支睾吸虫患者血清由桂林

医学院彭小红馈赠。正常体检者血清来自滨州医学院

附属医院健康体检部。胃蛋 白酶购自美国 ＭＰ

Ｂｉｏｍｅｉｃａｌｓ公司；胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ ，ＦＢＳ）

购自美国Ｇｉｂｉｃｏ公司；ＴＲＩｚｏｌ试剂、ＨＥ和 Ｍａｓｓｏｎ的

三色染色试剂盒购自北京索莱宝科技有限公司。

ＢＣＡ蛋白检测试剂盒、辣根过氧化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ

ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）偶联的山羊抗兔ＩｇＧ和 ＨＲＰ偶联

山羊抗小鼠ＩｇＧ均购自山东思科捷生物技术有限公

司；二氨基联苯胺四氢氯化物（ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅｔｅｔｒａ

ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＤＡＢ）和兔二步法检测试剂盒购自北京

中杉金桥生物技术有限公司；兔抗人βａｃｔｉｎ、ＧＡＰＤＨ

和兔抗小鼠βａｃｔｉｎ抗体均购自江苏亲科生物研究中

心有限公司；兔抗人ＩＬ１７Ａ、αＳＭＡ、ＣｏｌｌａｇｅｎＩ抗体

及兔抗小鼠ＩＬ１７Ａ抗体均购自北京博奥森生物技术

有限公司；（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８，ＣＣＫ８）增强型细胞活

力检试剂盒、小鼠ＩＬ１７Ａ及人ＩＬ１７Ａ的酶联免疫吸

附测定（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，Ｅｌｉｓａ）

试剂盒均购自武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司。

２　方法

２．１　华支睾吸虫囊蚴的分离和动物感染　按照之前

的方法分离纯化华支睾吸虫囊蚴［１９］，分别感染新西兰

大白兔和ＢＡＬＢ／ｃ小鼠。将１０只ＢＡＬＢ／ｃ小鼠分为

感染组和对照组，每组５只。感染组每只小鼠灌胃感

染５０个囊蚴，对照组小鼠灌胃等体积的生理盐水。每

只新西兰白兔灌胃３００个囊蚴，间隔一周后，再次灌胃

３００个囊蚴。所有小鼠和新西兰白兔均在无病原菌条

件下正常饲养。

２．２　小鼠肝脏纤维化的病理学变化　感染后第４周

处死小鼠，无菌分离小鼠的血清和肝脏。小鼠肝组织

经石蜡包埋、切片后进行 ＨＥ染色和 Ｍａｓｓｏｎ染色，镜

下观察并拍照。使用ＩｍａｇｅＪ软件分析 Ｍａｓｓｏｎ染色

中的胶原纤维面积。

２．３　小鼠肝胆管上皮ＩＬ１７Ａ的表达　将将上述小

鼠肝脏切片进行抗原修复并在ＰＢＳ中洗涤，加入兔抗

小鼠ＩＬ１７Ａ的抗体（１∶５０００稀释）４℃孵育过夜。

洗涤后，加入ＨＲＰ标记的山羊抗兔ＩｇＧ，３７℃下孵育

２０ｍｉｎ。使用ＤＡＢ作为基质显色，并用苏木精进行复

染。最后，将染色的载玻片脱水、透明，并在组织周围

用中性胶密封，显微镜下拍摄图像，用ＩｍａｇｅＪ软件计

算ＩＬ１７Ａ的阳性表达。

２．４　人和小鼠血清ＩＬ１７Ａ表达检测　将收集到的

全血样品静置３０ｍｉｎ，３０００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ，分离
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血清。按照ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书，检测人和小鼠血清

中ＩＬ１７Ａ的表达水平。

２．５　华支睾吸虫ＥＳＰ的提取和细胞培养及细胞处理

感染６周后，处死大白兔，分离肝脏并获取华支睾吸虫

成虫。将完整活的虫体用无菌ＰＢＳ冲洗３遍后，置于

ＰＢＳ中，３７ ℃培养４８ｈ，收集上清，为 ＥＳＰ。应用

ＢＣＡ试剂盒检测蛋白浓度。因ＲＢＥ细胞来源于肝内

胆管上皮，本研究应用ＲＢＥ细胞系代替了原代的胆管

上皮细胞。ＲＢＥ细胞和 ＬＸ２细胞分别在１６４０和

Ｄｕｌｂｅｃｃｏ改良的Ｅａｇｌｅ培养基（ＤＭＥＭ）中培养，均含

有１０％胎牛血清、１００μｇ／ｍＬ链霉素、１００Ｕ／ｍＬ青

霉素、５μｇ／ｍｌ胰岛素、５．５μｇ／ｍｏｌ肾上腺素、５μｇ／

ｍＬ转铁蛋白、２．０（１０１０１０１０９Ｍ 三碘甲状腺原

氨酸、１．８（１０１０４Ｍ腺嘌呤、１．１μｍｏｌ／Ｌ氢化可的松

和１．６μｍｏｌ／Ｌ表皮生长因子（ＥＧＦ），３７℃，５％ＣＯ２。

将ＲＢＥ细胞以２×１０
５ 个细胞／孔的密度接种在六孔

板中，饥饿１２ｈ后，加入４００ｎｇ／ｍＬ的ＣｓＥＳＰ，对照

组细胞加入等体积的无菌ＰＢＳ，继续培养２４ｈ。收集

细胞及其培养上清液。ＬＸ２细胞以２×１０
５ 个细胞／

孔的密度接种在六孔板中，饥饿１２ｈ后，在培养基中

加入上述收集的ＲＢＥ细胞培养上清，继续培养２４ｈ，

收集细胞。

２．６　荧光实时定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）检测ＩＬ１７Ａ、α

ＳＭＡ、ＣｏｌｌａｇｅｎＩ的相对转录水平　使用ＴＲＩｚｏｌ试剂

提取细胞的总ＲＮＡ，用反转录试剂盒合成ｃＤＮＡ。通

过 ＮＣＢＩ网站设计ＰＣＲ引物，引物均由上海生物工程

有限公司合成，使用 ＧＡＰＤＨ 作为参考基因进行

ｑＲＴＰＣＲ扩增。各基因引物序列为：ＧＡＰＤＨ上游引

物为 ５ＧＧＡＧＣＧＡＧＡＴＣＣＣＴＣＣＡＡＡＡＴ３，下 游

引物为 ５ＧＧＣＴＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣＴＴＣＴＣＡＴＧＧ３；

ＩＬ１７Ａ上游引物为５ＣＣＴＣＡＴＴＧＧＴＧＴＣＡＣＴＧＣ

ＴＡＣＴＧ３，下游引物为５ＴＴＧＴＣＣＴＣＡＧＡＡＴＴＴ

ＧＧＧＣＡＴＣＣ３；αＳＭＡ上游引物为５ＴＴＡＣＧＡＧ

ＴＴＧＣＣＴＧＡＴＧＧ３，下 游 引 物 为 ５ＴＧＣＴＧＴ

ＴＧＴＡＧＧＴＧＧＴＴＴＣ３；ＣｏｌｌａｇｅｎＩ上游引物为５

ＧＴＧＣＧＡＴＧＡＣＧＴＧＡＴＣＴＧＴＧＡ３，下 游 引 物 为

５ＣＧＧＴＧＧＴＴＴＣＴＴＧＧＴＣＧＧＴ３。２０μＬ反应体

系为：ｃＤＮＡ 模板 ２μＬ，上、下游引物各 １μＬ，２×

ＳＹＢＲｑＰＣＲｍｉｘ１０μＬ，补充无ＲＮＡ酶的Ｈ２Ｏ至２０

μＬ。ｑＲＴＰＣＲ的反应过程如下：９４℃，３ｍｉｎ；９４℃，

２０ｓ；５５℃，２０ｓ；７２℃，３０ｓ；共４４个循环，每个样品

设置３个重复，利用２
ΔΔＣｔ计算各组细胞中靶基因的转

录水平。

２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　将新鲜的小鼠肝组织转移至１．５

ｍＬＥＰ管中，加入裂解液，置于冰上，用超声破碎法提

取蛋白；细胞样本用ＰＢＳ洗涤后离心，加入裂解液，在

冰上裂解；用 ＢＣＡ 试剂盒测定蛋白浓度。经ＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳后，转移到ＰＶＤＦ膜，随后用质量分数为

５％的脱脂奶粉溶液室温封闭２ｈ；在４℃分别孵兔抗

小鼠ＩＬ１７Ａ（１∶５００）、βａｃｔｉｎ（１∶５０００）和兔抗人ＩＬ

１７Ａ（１∶５００）、βａｃｔｉｎ（１∶５０００）、ＧＡＰＤＨ（１∶５０００）、

αＳＭＡ（１∶１０００）、ＣｏｌｌａｇｅｎＩ（１∶１０００）过夜。ＴＢＳＴ

洗涤３次；加入ＨＲＰ偶联的山羊抗兔ＩｇＧ（１∶１００００）

在室温下孵育１ｈ；ＴＢＳＴ洗涤后，用ＥＣＬ显影液进行

显影，用ＩｍａｇｅＪ软件计算条带灰度值，分析蛋白表达

含量。

２．８　ＣＣＫ８试验　将ＲＢＥ细胞浓度调整为１×１０
５

个／ｍＬ，在９６孔板中每孔加入１００μＬ的细胞悬液，待

细胞贴壁后，用４００ｎｇ／ｍＬ的 ＣｓＥＳＰ刺激 ＲＢＥ细

胞，设置０、１２、２４、３６、４８、７２ｈ等６个时间点，每个时

间设置３个复孔。在上述６个时间点，每孔加入１０

μＬ的ＣＣＫ８溶液，孵育１ｈ，后立即用酶标仪测定在

４５０ｎｍ处的吸光度（Ａ值）。比较各组的 Ａ值，分析

ＣｓＥＳＰ对ＲＢＥ细胞增殖的影响。

３　统计学分析

所有统计分析均采用ＧｒａｐｈＰａｄｐｒｉｓｍ８．０程序

进行，计量资料用均数±标准差（狓±狊）表示，两组之

间的比较采用独立样本狋检验，犘＜０．０５为差异有统

计学意义。

结　果

１　华支睾吸虫感染的病人血清中犐犔１７犃表达情况

为探索华支睾吸虫感染患者血清ＩＬ１７Ａ的表达

水平，本实验收集了１９例华支睾吸虫感染患者和１９

例正常体检者的血清样本。结果显示，与正常体检者

相比，华支睾吸虫病患者血清中ＩＬ１７Ａ的表达水平

升高，差异具有统计学意义（狋＝６．５３６，犘＜０．０１）（图

１）。

２　华支睾吸虫感染小鼠肝损伤与纤维化程度

ＨＥ染色结果显示，感染４周后，感染组小鼠肝组

织可见炎症细胞增多，胆管周围出现炎症细胞浸润。

Ｍａｓｓｏｎ染色结果显示，与正常小鼠相比，感染组小鼠

的肝胆管周围出现大量胶原纤维沉积，差异具有统计

学意义（狋＝１６．２，犘＜０．０１）（图２）。

３　华支睾吸虫感染小鼠的犐犔１７犃表达情况

ＥＬＩＳＡ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与正常小鼠相

比，感染组小鼠血清和肝脏中ＩＬ１７Ａ水平表达均升

高，差异均具有统计学意义（狋＝１２．９８，犘＜０．０１；狋＝

４．１５５，犘＜０．０５），结果见图３。免疫组化结果显示，与

正常小鼠相比，感染组小鼠的肝胆管上皮中ＩＬ１７Ａ

表达增加，差异具有统计学意义（狋＝１０．８０，犘＜

０．０１），见图４。
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注：犘＜０．０１。

图１　华支睾吸虫病人与正常体检者血清中犐犔１７犃的表达水平

犉犻犵．１　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犐犔１７犃犻狀狋犺犲狊犲狉狌犿狅犳狆犪狋犻犲狀狋狊犻狀犳犲犮狋犲犱

狑犻狋犺犆．狊犻狀犲狀狊犻狊犪狀犱狀狅狉犿犪犾狆犲狅狆犾犲

Ａ　感染组小鼠肝组织　Ｂ　对照组小鼠肝组织

图２　华支睾吸虫感染后小鼠肝脏组织病理学变化（犎犈染色）

和纤维化程度

Ａ　Ｉｎｆｅｃｔｅｄｍｉｃｅｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅ　Ｂ　Ｎｏｒｍａｌｍｉｃｅｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅ

犉犻犵．２　犎犈犪狀犱犕犪狊狊狅狀’狊狋狉犻犮犺狉狅犿犲狊狋犪犻狀犻狀犵狅犳犿犻犮犲犾犻狏犲狉狊

　　Ａ　小鼠血清中ＩＬ１７Ａ表达水平　Ｂ、Ｃ　小鼠肝脏中ＩＬ１７Ａ蛋

白表达水平 （注：犘＜０．０５，犘＜０．０１）

图３　华支睾吸虫感染小鼠的犐犔１７犃表达情况

Ａ　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＩＬ１７Ａｉｎｍｏｕｓｅｓｅｒｕｍ　Ｂ，Ｃ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｌｅｖｅｌｏｆＩＬ１７Ａｐｒｏｔｅｉｎｉｎｍｏｕｓｅｌｉｖｅｒ

犉犻犵．３　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犐犔１７犃犻狀犆．狊犻狀犲狀狊犻狊犻狀犳犲犮狋犲犱犿犻犮犲

４　犆狊犈犛犘可能通过刺激胆管上皮细胞产生犐犔１７犃从

而活化犎犛犆

用ＣｓＥＳＰ刺激ＲＢＥ细胞，ＣＣＫ８实验结果显示，

与对照组相比，ＣｓＥＳＰ处理组的细胞在１２ｈ、２４ｈ、３６

ｈ三个时间点增殖活力明显升高，差异有统计学意义

（狋＝４．６５８，犘＜０．０１；狋＝６．７０３、１６．８８，犘＜０．０１）；而

在４８ｈ、７２ｈ两个时间点，两组差异无统计学意义（狋

＝０．５８６、２．６４６，犘＞０．０５）。ｑＲＴＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ结果显示，ＣｓＥＳＰ处理组细胞ＩＬ１７Ａ的转录水

平和蛋白水平与对照组相比均升高，差异均有统计学

意义（狋＝６．７８６、７．７９８，犘＜０．０１），结果见图４。

ＣｓＥＳＰ处理ＲＢＥ细胞的培养上清添加到ＬＸ２的培

养基中，对照组加入等量未经ＥＳＰ处理的ＲＢＥ细胞

培养上清，ｑＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与对

照组相比，实验组细胞αＳＭＡ、ＣｏｌｌａｇｅｎＩ的转录水平

和蛋白水平均升高，差异均有统计学意义（狋＝１１．２８、

８．４７５、４．９７２、９．９５６，均犘＜０．０１），见图５。

注：犘＜０．０１。

图４　华支睾吸虫感染小鼠的胆管上皮中犐犔１７犃表达情况

（犃放大倍数２００×，４００×）

犉犻犵．４　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犐犔１７犃犻狀狋犺犲犫犻犾犲犱狌犮狋犲狆犻狋犺犲犾犻狌犿狅犳犆．狊犻狀犲狀狊犻狊

犻狀犳犲犮狋犲犱犿犻犮犲

　　Ａ　ＣＣＫ８检测ＣｓＥＳＰ对ＲＢＥ细胞的增殖影响　Ｂ　ＣｓＥＳＰ刺激

ＲＢＥ细胞的ＩＬ１７Ａ转录水平　Ｃ、Ｄ　ＣｓＥＳＰ刺激ＲＢＥ细胞的ＩＬ１７Ａ

蛋白表达水平（注：犘＜０．０１）

图５　犆狊犈犛犘刺激犚犅犈细胞产生犐犔１７犃情况

Ａ　ＣＣＫ８ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＣｓＥＳＰｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆ

ＲＢＥｃｅｌｌｓ　Ｂ　ＣｓＥＳＰｓｔｉｍｕｌａｔｅｄＩＬ１７ＡｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｌｅｖｅｌｓｉｎＲＢＥｃｅｌｌｓ

　Ｃ，Ｄ　ＣｓＥＳＰｓｔｉｍｕｌａｔｅｄＩＬ１７ＡｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎＲＢＥ

ｃｅｌｌｓ

犉犻犵．５　犆狊犈犛犘狊狋犻犿狌犾犪狋犲狊犐犔１７犃狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀犻狀犚犅犈犮犲犾犾狊

　　Ａ、Ｂ　ＬＸ２细胞αＳＭＡ、ＣｏｌｌａｇｅｎＩ蛋白表达水平　Ｃ　ＬＸ２细

胞αＳＭＡ、ＣｏｌｌａｇｅｎＩ转录水平（注：犘＜０．０１）

图６　犚犅犈细胞的培养上清刺激犔犡２细胞表达α犛犕犃、

犆狅犾犾犪犵犲狀犐情况

Ａ，Ｂ　ＬＸ２ｃｅｌｌαＳＭＡ，ＣｏｌｌａｇｅｎＩｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌ　Ｃ　

ＬＸ２ｃｅｌｌαＳＭＡ，ＣｏｌｌａｇｅｎＩｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｌｅｖｅｌ

犉犻犵．６　犆狌犾狋狌狉犲狊狌狆犲狉狀犪狋犪狀狋狊犳狉狅犿犚犅犈犮犲犾犾狊狊狋犻犿狌犾犪狋犲犱犔犡２犮犲犾犾狊

狋狅犲狓狆狉犲狊狊α犛犕犃，犆狅犾犾犪犵犲狀犐
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讨　论

华支睾吸虫感染能够引起胆管及其周围肝组织的

严重病理变化，如胆管增生和胆管周围肝组织炎症及

纤维化，从而引起胆管上皮腺瘤性增生，胆管周围炎症

和纤维化以及胆管癌等［２０，２１］。胆管上皮细胞是华支

睾吸虫虫体和周围肝组织之间的第一道防线，在ＥＳＰ

的刺激下，胆管上皮细胞增生、癌变并产生大量炎性因

子，从而引发胆管周围一系列的炎症反应［２２］。蠕虫活

动引起的胆管上皮的机械损伤及ＥＳＰ的化学刺激共

同作用，加重了炎症、胆管上皮腺瘤性增生、胆管周围

纤维化和肉芽肿的形成［２３］。

ＩＬ１７Ａ是一种具有多重生物学作用的炎症细胞

因子，在调节炎症反应方面发挥重要作用，如ＩＬ１７Ａ

在多种炎症性疾病、肿瘤患者血清及组织中高表达，可

作用于监测肿瘤生长、转移以及血管形成等过程。研

究发现，ＩＬ１７Ａ 在肝纤维化的发展中也发挥重要作

用。ＩＬ１７Ａ高表达可以促进ＩＬ６等更多炎症因子分

泌，与肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、ＩＬ２２、ＣＣＲ６等多种

炎性细胞因子、趋化因子协同扩大炎症效应，造成炎性

细胞聚集和严重组织结构破坏［１４，１６］　。ＩＬ１７Ａ 还可

以通过募集促炎性单核细胞，增加ＴＧＦβ的产生，增

强ＴＧＦβ免疫应答，从而激活 ＨＳＣ，产生大量胶原沉

积以及促炎细胞因子，加重纤维化的产生［１６１７］。本实

验结果显示，华支睾吸虫病人血清中ＩＬ１７Ａ表达水

平显著高于正常体检者。华支睾吸虫感染的小鼠血清

中ＩＬ１７Ａ表达量也显著升高。由此可见，ＩＬ１７Ａ在

华支睾吸虫感染中发挥重要作用。ＩＬ１７Ａ的分泌由

多种细胞调控，以Ｔｈ１７细胞为主。研究发现，上皮细

胞也可分泌ＩＬ１７Ａ
［２４］，如鼻上皮细胞可以分泌ＩＬ

１７Ａ继而促进更多炎症因子产生，诱导鼻息肉样病

变［２５］。胆管上皮细胞作为阻挡华支睾吸虫ＥＳＰ和周

围肝组织的第一屏障，其是否分泌ＩＬ１７Ａ值得探究。

本实验结果显示，在华支睾吸虫感染的小鼠胆管上皮

中，ＩＬ１７Ａ表达显著增加。华支睾吸虫ＥＳＰ刺激后，

ＲＢＥ细胞的ＩＬ１７Ａ水平显著高于对照组，表明华支

睾吸虫ＥＳＰ能够刺激胆管上皮细胞产生ＩＬ１７Ａ，从

而可能引发后续的一系列炎症反应。

ＨＳＣ的活化是肝纤维化发生的关键，它的激活受

多种物质和因素的调节，其中包括ＩＬ１７Ａ。ＩＬ１７Ａ

可以通过多种途径活化 ＨＳＣ，如ＩＬ１７Ａ可以通过增

强 ＨＳＣ对ＴＧＦβ和ＴＮＦα的反应，上调αＳＭＡ的

表达，产生大量的细胞外基质成分，如 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ 和

纤连蛋白（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，ＦＮ），从而促进肝纤维化
［１８，２６］。

Ｙｉ等
［２２］的研究发现，胆管上皮细胞和 ＨＳＣ之间的相

互作用促进了华支睾吸虫感染过程中上皮间质转化

和胆管周围纤维化。本研究中，华支睾吸虫ＥＳＰ刺激

后，ＲＢＥ细胞的培养上清能够刺激ＬＸ２细胞产生更

多的αＳＭＡ和ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ，由此可见，华支睾吸虫感

染后，其ＥＳＰ能够通过刺激胆管上皮细胞分泌炎性因

子，从而引发胆管周围的炎症及纤维化。前述结果表

明ＥＳＰ能够刺激ＲＢＥ细胞表达ＩＬ１７Ａ增加，而其在

肝纤维化中发挥的具体作用，有待于进一步研究。

综上所述，华支睾吸虫感染可能是通过刺激胆管

上皮细胞分泌ＩＬ１７Ａ，从而引发胆管周围组织炎症并

激活 ＨＳＣ促进肝纤维化，可为阐明华支睾吸虫病肝

脏纤维化的机制提供新的理论基础。
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指标可以帮助临床医生早期识别高危患者，并采取更

为积极的干预措施以改善患者的预后。然而，本研究

也存在一些局限性。首先，本研究样本量较小，且为单

中心回顾性研究，可能存在选择偏倚。此外，未能纳入

患者的长期随访数据，因此无法评估ＰＣＰ患者的长期

预后。未来研究应通过多中心、大样本量的前瞻性研

究进一步验证这些发现。此外，还应该重点探讨ＰＣＰ

患者的影像学特征与临床生物标志物的联合应用，以

提高早期诊断和预后评估的准确性。
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