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摘要 ：

[背景] 长期砷暴露易造成其在肝脏内蓄积，从而导致肝脏病变。相关研究显示间充质细胞在
肝纤维化中起着重要作用，且上皮-间质转化（EMT）是间充质细胞的主要来源之一。

[目的] 探讨不同剂量亚砷酸钠染毒对 SD 大鼠肝组织纤维化及 EMT 相关蛋白表达的影响。

[方法] 24 只健康初断乳 SD 大鼠随机分为 4 组，每组 6 只，雌雄各半，分别为对照组（10 mL·kg−1

生理盐水）、2.5 mg·kg−1 亚砷酸钠组、5.0 mg·kg−1 亚砷酸钠组和 10.0 mg·kg−1 亚砷酸钠组，灌
胃染毒，每天一次，每周六次。每周称重大鼠一次，持续 36 周后收集大鼠血清及肝组织，称重
并计算脏器系数。苏木精-伊红（HE）染色和马松（Masson）三色染色观察大鼠肝纤维化损伤病
理改变程度；酶联免疫吸附法（ELISA）检测大鼠血清中肝纤维化相关蛋白透明质酸（HA）、层
粘连蛋白（LN）、III 型前胶原氨基端肽（PⅢNP）和Ⅳ型胶原（COL-Ⅳ）分泌水平；Western blot-
ting 法检测大鼠肝组织中肝星状细胞（HSCs）活化相关蛋白 α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA）和转
化生长因子 β1（TGF-β1），以及 EMT 相关标志蛋白 E-钙黏蛋白（E-cadherin）、N-钙黏蛋白（N-
cadherin）、波形蛋白（Vimentin）、锌指转录因子（Snail）表达水平。

[结果] 与对照组相比，染毒第 36 周时，10.0 mg·kg−1 亚砷酸钠组雌、雄大鼠体重均降低
（P < 0.05），肝脏系数增加（P < 0.05）。病理染色结果显示：各亚砷酸钠染毒组大鼠肝组织可见
大量炎性细胞浸润，肝实质细胞液化坏死、变性，同时，大鼠肝组织胶原纤维阳性着色面积均
且随染砷剂量增加而逐渐上升（P﹤0.05）。ELISA 和 Western blotting 结果显示：5.0、10.0 mg·kg−1

亚砷酸钠组 HA、LN、PⅢNP、COL-Ⅳ分泌水平较对照组和 2.5  mg·kg−1 亚砷酸钠组增加
（P﹤0.05）；与对照组相比，各染砷剂量组大鼠肝组织中 α-SMA、TGF-β1 蛋白表达均上升
（P﹤0.05），E-cadherin 蛋白表达水平下降（P﹤0.05），而 N-cadherin、Vimentin、Snail 表达水平
升高（P﹤0.05）。

[结论] 亚砷酸钠暴露可诱导 SD 大鼠 HSCs 活化及肝纤维化损伤，导致细胞外基质分泌水平
增加，同时伴有肝组织 EMT，提示 EMT 与砷致肝纤维化损伤过程密切相关。
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Abstract:

[Background] Long-term exposure to sodium arsenite leads to its accumulation in the liver and
liver injury as a result. Previous studies showed that mesenchymal cells play an important role in
hepatic  fibrosis,  and  epithelial-mesenchymal  transformation  (EMT)  is  considered  to  be  a  main
source of mesenchymal cells.

[Objective] To investigate the effects of sodium arsenite at different doses on liver fibrosis and
EMT-related protein expressions in SD rats.

[Methods] Twenty-four healthy weaned SD rats, half male and half female, were randomly divided
into four groups according to body weight, with 6 rats in each group. The four groups were control
group  (gavage  with  10.0  mL·kg−1 physiological  saline),  2.5  mg·kg−1 sodium  arsenite  group,
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5.0  mg·kg−1 sodium  arsenite  group,  and  10.0  mg·kg−1 sodium  arsenite  group.  All  rats  were  gavaged  6  d  per  week  for  36  weeks  and
weighed once a week, the serum and liver tissues of rats were collected and weighed, then the organ coefficient was calculated. Hema-
toxylin-eosin staining and Masson's trichrome staining were used to determine the pathological changes of hepatic fibrosis in rats. The
serum secretion levels of hyaluronic acid (HA), laminin (LN), procollagen Ⅲ N-terminal propeptide (PⅢNP), and collagen Ⅳ (COL-Ⅳ) in
rats were detected by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The protein expressions of HSCs activation-related proteins, such as
α-smooth muscle actin (α-SMA) and transforming growth factor-β1 (TGF-β1), as well as EMT-related markers, such as E-cadherin, N-cad-
herin, Vimentin, and Snail, were detected by Western blotting.

[Results] Compared with the control group, the 10.0 mg·kg−1 sodium arsenite group showed decreased body weight (P < 0.05) and increased
liver coefficient (P < 0.05) of female and male rats. The pathological staining showed that, compared with the control group, a large number
of inflammatory cells were observed in liver tissue of rats exposed to sodium arsenite, liver parenchymal cells were also liquefied, necrot-
ic, and denatured, and the collagen positive staining area of liver tissue showed an upward trend along with the increase of arsenic exposure
dose (P < 0.05). The results of ELISA and Western blotting showed that the serum secretion levels of HA, LN, PⅢNP, and COL-Ⅳ in the 5.0
and  10.0  mg·kg−1 sodium  arsenite  groups  were  higher  than  those  in  the  control  group  and  the  2.5  mg·kg−1 sodium  arsenite  group
(P < 0.05). Compared with the control group, the expressions of α-SMA and TGF-β1 proteins in liver tissue were increased in each sodium
arsenite exposure group (P < 0.05), the expression levels of E-cadherin protein were decreased (P < 0.05), and the expression levels of N-
cadherin, Vimentin, and Snail were increased (P < 0.05).

[Conclusion] Sodium arsenite exposure can induce HSCs activation and liver fibrosis injury in SD rats, resulting in increased extracellular
matrix secretion levels, accompanied by EMT in liver tissue, suggesting that EMT is closely related to the process of liver fibrosis caused
by arsenic.

Keywords: arsenic; hepatic fibrosis; hepatic stellate cell; extracellular matrix; epithelial mesenchymal transformation

  

砷（arsenic, As）是一种广泛存在于自然界中的类
金属毒物，是少数人体内可代谢的毒物之一，分为有
机砷与无机砷，其中无机砷危害较大，可通过消化道、
呼吸道等途径进入体内[1]。因无机砷可在体内进行甲
基化代谢的特性，砷可在人体多器官组织中积累并造
成损害[2]。肝脏是无机砷代谢的主要场所，体内外研究
表明，长期砷暴露易造成其在肝脏内蓄积，从而导致
肝脏病变，如肝功能异常、肝肿大、肝纤维化、肝硬化
甚至肝癌[3–4]。其中肝纤维化在还未进入肝硬化、肝癌
阶段前尚有逆转的可能，因此减缓和阻断肝纤维化发
展是目前防治慢性肝病的重要策略[5]。

肝纤维化是许多慢性肝病的一个复杂病理生理
过程，其特征是肝星状细胞（hepatic stellate cells, HSCs）
明显活化和细胞外基质（extracellular matrix, ECM）过
度沉积[6]。越来越多的研究表明间充质细胞与肝纤维
化发生发展密切相关，而上皮 -间质转化（epithelial
mesenchymal transformation, EMT）是间充质细胞的重
要来源之一[7]。EMT 是在某些病理条件下，上皮细胞转
化为可移动、迁移、侵袭的间充质细胞，其主要特征表
现为上皮细胞标志 E-钙黏蛋白（E-cadherin）表达减少，

而间质细胞标志 N-钙黏蛋白（N-cadherin）与波形蛋白
（Vimentin）表达明显上升。通过 EMT，肝脏内静止期
HSCs、肝细胞、胆管上皮细胞等可转化成为具有间质
表型的肌成纤维样细胞，参与肝纤维化发生发展[8]。此
外，课题组前期研究亦发现，无机砷暴露可导致 HSCs
Lx-2 进一步活化，进而增加 ECM 分泌[9]。但在砷致肝

纤维化损伤过程中，EMT 相关蛋白表达与肝纤维化的
关系目前还鲜有报道。本研究通过建立不同浓度砷暴
露 SD 大鼠动物模型，探讨该过程中肝组织纤维化及
EMT 相关蛋白的表达变化，为砷致肝纤维化损伤针对
性防治提供可能的分子干预靶点。

 1    对象与方法
 1.1    主要试剂与仪器

亚砷酸钠（优级纯，Sigma，美国），二甲苯、乙醇、
多聚甲醛（分析纯，重庆川东化工有限公司，中国），二
喹啉甲酸（bicinchoninic acid, BCA）蛋白浓度测定试剂
盒、5×十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-
PAGE）蛋白上样缓冲液（上海碧云天生物技术研究所，

中国），聚丙烯酰胺凝胶电泳（polyacrylamide gel elec-
trophoresis, PAGE）凝胶快速制备试剂盒（上海雅酶生
物医药科技有限公司，中国），兔抗大鼠 α-平滑肌肌动
蛋白（α-smooth muscle actin, α-SMA）多克隆抗体（Ab-
cam，英国），小鼠抗大鼠转化生长因子 β1（transform-
ing growth factor-β1, TGF-β1）多克隆抗体（上海爱必信
公司，中国），兔抗大鼠 Vimentin 抗体（Cell  Signaling
Technology，美国），兔抗大鼠 β-肌动蛋白（β-actin）抗
体、兔抗大鼠 E-cadherin、兔抗大鼠 N-cadherin、兔抗
大鼠锌指转录因子（Snail）抗体、辣根过氧化物酶标记
山羊抗鼠 IgG、辣根过氧化物酶标记山羊抗兔
IgG（Proteintech，美国），聚偏二氟乙烯膜、增强型化学
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发光（enhanced chemiluminescence, ECL）试剂、彩色蛋
白标准品（Milipore，美国），酶联免疫吸附试验（en-
zyme-linked immunosorbent assay,  ELISA）检测试剂盒
（上海酶联生物科技有限公司，中国），牛血清白蛋白、
苏木精-伊红（hematoxylin-eosin, HE）染色试剂盒、马
松（Masson）三色染色试剂盒、放射沉淀免疫法高效裂
解液、三羟甲基氨基甲烷盐酸盐-吐温 20 缓冲盐溶液
（tris-buffered saline-Tween-20,  TBS-T）（北京索莱宝科
技有限公司，中国）。ChemiDocTM 凝胶成像系统（Bio-
Rad，美国），Multiskan GO 全波长酶标仪（Thermo，美
国），RM2235 手动滚轮式切片机（Leica，德国），EG1150H
加热石蜡包埋系统（孝感市亚光医用电子有限公司，中
国），尼康 80i 荧光显微镜（上海尼康仪器有限公司，中国）。
 1.2    动物分组及染毒

健康清洁级初断乳 SD 大鼠 24 只，体重（100±10）g，
雌雄各半，购于辽宁长生生物技术有限公司，动物合
格证号 [SCXK（辽）2015-0001]。大鼠饲养于贵州医科大
学动物实验中心，许可证号 [SYXK（黔）2018-0001]，适
应性饲养 1 周后随机分为 4 组，每组 6 只。根据课题
组前期研究[10–11]设置对照组（给予 10 mL·kg−1 生理盐
水）、2.5 mg·kg−1 亚砷酸钠组、5.0 mg·kg−1 亚砷酸钠组、
10.0 mg·kg−1 亚砷酸钠组，灌胃处理，每天一次，一周六
次，染毒 36 周。实验期间所有大鼠在清洁级动物房内
（室内温度 22~24 ℃，湿度为 60%~70%，昼夜节律为
12 h 昼夜交替）分笼饲养，自由饮水，喂食标准饲料。
本实验经贵州医科大学动物伦理审查委员会批准
（No.1800233），实验过程符合动物伦理学要求。
 1.3    大鼠称重及血清、肝组织采集

实验期间观察动物一般情况，每周称重一次。染
毒结束后，称取大鼠重量，随即腹腔注射 0.9%（质量分
数）的戊巴比妥钠进行麻醉，使用非抗凝采血管心脏
真空负压取血，随后立即分离肝组织，称重并计算脏
器系数。采用 4%（体积分数）多聚甲醛溶液固定肝右
叶，其余肝组织装于无菌、无酶冻存管，−80 ℃ 低温冰
箱保存，以备肝脏病理学观察和 Western blotting 检测。
血样以离心半径 6 cm，3 000 r·min−1 离心 10 min，收集
血清于−80 ℃ 低温冰箱保存以备 ELISA 相关指标检测。
 1.4    大鼠肝脏病理学观察

固定后的肝组织经脱水、石蜡包埋后，采用切片
机进行组织切片（5 μm）。将切片浸泡在二甲苯中脱蜡，

乙醇梯度脱水后，常规 HE 和 Masson 染色，最后用中
性树胶封固，晾干后光学显微镜下观察、拍照并进行
病理分析。Masson 染色切片在光学显微镜下通过摄

像头采集图像并利用 ImageJ 1.8.0 图像分析系统进行
单位（视场）面积纤维组织面积测量。每张切片（每例
动物标本）随机选取 5 个区域（视场），计算各剂量组
大鼠肝组织内胶原纤维阳性着色面积的均值，反映肝
组织纤维化的严重程度。
 1.5    ELISA 法检测大鼠血清肝纤维化相关指标

大鼠血清严格按照 ELISA 试剂盒说明书标示的步
骤，检测 ECM 主要成分透明质酸（hyaluronic acid, HA）、
层粘连蛋白（laminin, LN）、III 型前胶原氨基端肽（pro-
collagen Ⅲ N-terminal propeptide, PⅢNP）和Ⅳ型胶原
（collagen Ⅳ, COL-Ⅳ）的分泌水平。
 1.6    Western blotting 法检测大鼠肝组织 HSCs 活化、
EMT 相关蛋白表达

称取 200 mg 肝脏组织，剪碎，加入 1.2 mL 放射
沉淀免疫法裂解液和少许氧化钛研磨珠，机械研磨
使裂解液和肝脏组织充分接触，形成匀浆后转移至
1.5 mL EP 管中，离心半径 6 cm，12 000 r·min−1 4 ℃ 离
心 15 min 取上清转移至 1.5 mL EP 管，即为肝组织总
蛋白。

采用 BCA 蛋白浓度试剂盒进行定量，提取的总蛋
白加入 5×SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液加热煮沸 10 min
变性，样品冷却后取等量蛋白进行电泳，接着转移至
聚偏二氟乙烯膜上。将膜于含 7%牛血清白蛋白的
1×TBS-T 中封闭 2  h，分别加入稀释后的一抗 α-
SMA（1∶2000）、 TGF-β1（1∶500）、 �E-cadherin（1∶2000）、
N-cadherin（1∶1 500）、Vimentin�（1∶2000）、Snail（1∶500）
和 β-actin（1∶2000），4 ℃ 孵育过夜。次日 1×TBS-T 洗
涤 3 次，每次 12 min，加入 1∶2000 辣根过氧化物酶标
记二抗，室温孵育 2 h，1×TBS-T 洗涤 3 次，每次 12 min。

采用 ECL 荧光发光试剂进行显色反应，图像用凝
胶成像系统 Image J 1.8.0 软件分析蛋白条带平均光密
度值。采用目标蛋白和内参蛋白（β-actin）的平均光密
度比值表示蛋白的相对表达水平。
 1.7    统计学分析

x̄ ± s实验数据均以 表示。计量资料采用 SPSS 24.0
软件进行统计学分析，多组间比较采用单因素方差分
析（One-way ANOVA），进一步组间两两比较，方差齐选
用采用 Bonferroni 检验，方差不齐选用 Tamhane's T2
检验。检验水准 α=0.05。

 2    结果
 2.1    不同浓度砷染毒大鼠体重及肝脏系数

与对照组相比，染毒第 36 周时，5.0  mg·kg−1 亚
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砷酸钠组雄性大鼠体重降低（P < 0.05）；与对照组、
2.5 mg·kg−1 和 5.0 mg·kg−1 亚砷酸钠组相比，染毒第 36
周时，10.0  mg·kg−1 亚砷酸钠组雄性大鼠体重降低
（P < 0.05）；与对照组相比，染毒第 36 周时，10.0 mg·kg−1

亚砷酸钠组雌性大鼠体重降低（P < 0.05）；染毒第 18 周
时，2.5 mg·kg−1、5.0 mg·kg−1、10.0 mg·kg−1 亚砷酸钠组
雄性、雌性大鼠体重差异无统计学意义（P > 0.05）。见表 1。

染毒第 36 周时，与对照组、2.5 mg·kg−1 和 5.0 mg·kg−1

亚砷酸钠组相比，10.0 mg·kg−1 亚砷酸钠组雄性大鼠肝脏
重量和肝脏系数上升（P < 0.05）；与对照组和 2.5 mg·kg−1

亚砷酸钠组相比，10.0 mg·kg−1 亚砷酸钠组雌性大鼠肝
脏系数增加（P < 0.05）；其余各亚砷酸钠染毒组雌性大
鼠肝脏重量及肝脏系数与对照组相比，差异无统计学
意义（P > 0.05）。见表 2。

 2.2    不同浓度砷染毒致 SD 大鼠肝纤维化病理改变
HE 染色结果显示，对照组肝组织结构基本正常，

肝小叶形态完整，肝细胞呈条索状排列齐整，未有肝
实质细胞变性、脂肪空泡、炎性浸润细胞及肝纤维组
织增生等病理性改变。各染砷剂量组可见大量炎性细
胞浸润，肝实质细胞液化坏死、变性。随着砷染毒剂量
上升，脂肪空泡密度及大小增加，肝细胞索排列逐渐
紊乱，中央静脉周围及窦周纤维沉积逐渐增多，纤维
化程度加深，其中 10.0 mg·kg−1 亚砷酸钠组最为明显。
见图 1A。

 

x̄ ± s表 1   亚砷酸钠染毒对大鼠体重的影响 （n=3， ） 
x̄ ± sTable 1    Effects on body weight of rats after exposure to NaAsO2 (n=3, )

单位（Unit）: g
 

组别
雄性 雌性

染毒前 第18周 第36周 染毒前 第18周 第36周
对照组 131.0±4.58 487.3±15.50 621.7±3.51 132.3±4.04 292.7±11.68 355.3±6.11

2.5 mg·kg−1亚砷酸钠组 127.3±1.53 483.3±9.29 609.7±10.02 135.0±2.00 293.7±6.43 348.7±8.74

5.0 mg·kg−1 亚砷酸钠组 134.7±5.51 484.3±6.51 599.7±6.11a 127.7±3.06 292.7±6.03 343.7±7.02

10.0 mg·kg−1 亚砷酸钠组 133.3±1.53 489.3±1.53 579.7±1.53abc 132.3±4.16 285.3±9.61 334.3±3.06a

F 2.12 2.08 24.89 2.37 0.58 5.45

P 0.16 0.18 <0.01 0.15 0.64 <0.05

[ 注 ] a：与对照组相比，P﹤0.05；b：与 2.5 mg·kg−1 亚砷酸钠组相比，P﹤0.05；c：与 5.0 mg·kg−1 亚砷酸钠组相比，P﹤0.05。
 

x̄ ± s
表 2   染毒第 36 周时亚砷酸钠染毒对大鼠肝脏重量及其脏器

系数的影响 （n=3， ） 

x̄ ± s
Table 2    Effects on liver weight and liver organ coefficient in rats

after exposure to NaAsO2 at the 36th week (n=3, )
 

组别
雄性 雌性

重量/g 脏器系数/% 重量/g 脏器系数/%

对照组 14.43±0.52 2.32±0.07 7.55±0.22 2.13±0.09

2.5 mg·kg−1亚砷酸钠组 14.13±0.16 2.32±0.04 7.70±0.24 2.20±0.07

5.0 mg·kg−1亚砷酸钠组 14.16±0.10 2.36±0.01 7.73±0.33 2.25±0.05

10.0 mg·kg−1亚砷酸钠组 14.96±0.33abc 2.58±0.06abc 8.03±0.19 2.40±0.03ab

F 4.37 19.67 1.90 9.75

P <0.05 <0.01 0.21 <0.01

[ 注 ] a：与对照组相比，P﹤0.05；b：与 2.5 mg·kg−1 亚砷酸钠组相比，

P﹤0.05；c：与 5.0 mg·kg−1 亚砷酸钠组相比，P﹤0.05。
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［注］ A：HE 染色，B：Masson 染色，C：Masson 染色胶原纤维阳性面积变化。图 A 中黑色箭头所指为脂肪空泡，红色箭头所指为炎性浸润，蓝色箭头所

指为纤维沉积。图 B 中黑色箭头所指为脂肪空泡，黄色箭头所指为着蓝色的胶原纤维。a：与对照组相比，P < 0.05；b：与 2.5 mg·kg−1 亚砷酸钠组
相比，P < 0.05；c：与 5.0 mg·kg−1 亚砷酸钠组相比，P < 0.05。

图 1   亚砷酸钠染毒后大鼠肝脏病理学变化及组织形态学变化
Figure 1   Pathological changes and histomorphological changes in rat liver after exposure to NaAsO2
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Masson 染色结果显示，对照组大鼠肝细胞排列规
则、齐整，肝小叶结构清晰完整，肝组织在门静脉周围
未见明显阳性纤维着色；各染砷组大鼠随着染毒剂量
增加，肝细胞逐渐排列不规则、松散，出现大量脂肪空
泡，肝小叶结构异常，在汇管区周围组织间隙变宽且
出现明显胶原纤维着色。见图 1B。

定量结果显示，与对照组相比，各染砷剂量组大
鼠肝组织胶原纤维阳性着色面积随剂量的增加而逐
渐升高，其中 5.0、10.0 mg·kg−1 亚砷酸钠组较对照组
增加（P < 0.05）。见图 1C。
 2.3    亚砷酸钠染毒后大鼠血清 ECM 相关蛋白分泌水
平变化

与对照组和 2.5  mg·kg−1 亚砷酸钠组相比，5.0、
10.0  mg·kg−1 亚砷酸钠组大鼠血清 HA、 LN、PⅢNP、
COL-Ⅳ分泌水平均上升（P < 0.05）；与 5.0 mg·kg−1 亚砷
酸钠组相比，10.0 mg·kg−1 亚砷酸钠组大鼠血清 HA、
LN、COL-Ⅳ分泌水平均上升（P < 0.05）。见表 3。

 2.4    亚砷酸钠染毒后大鼠肝组织 HSCs 活化相关蛋白
表达变化

与对照组相比，各染砷剂量组大鼠肝组织中 α-
SMA、TGF-β1 蛋白表达均上升，见图 2A；其中 5.0、
10.0 mg·kg−1 剂量组 α-SMA 蛋白表达高于 2.5 mg·kg−1

剂量组（P < 0.05），见图 2B；10.0 mg·kg−1 剂量组 TGF-β1
蛋白表达高于 2.5、5.0 mg·kg−1 剂量组（P < 0.05），见图 2C。
 2.5    亚砷酸钠染毒后大鼠肝组织 EMT 相关蛋白表达变化

各染砷剂量组大鼠肝组织 E-cadherin 蛋白表达水
平均低于对照组（P < 0.05），而 N-cadherin、Vimentin、
Snail 表达水平较对照组均上升（P < 0.05）；与 2.5 mg·kg−1

亚砷酸钠组相比，5.0 mg·kg−1 亚砷酸钠组 N-cadherin
蛋白表达增加（P < 0.05）；与 5.0 mg·kg−1 亚砷酸钠组相

比， 10.0  mg·kg−1 亚砷酸钠组 E-cadherin 表达下降
（P < 0.05），而 N-cadherin、Vimentin 表达则上升（P < 

0.05）。见表 4。

 3    讨论
本研究以不同浓度亚砷酸钠染毒 SD 大鼠 36 周，

结果发现 10.0 mg·kg−1 染砷组大鼠体重较对照组下降，

而肝脏系数则较对照组升高；病理染色结果显示，与

 

x̄ ± s
表 3   亚砷酸钠染毒后大鼠血清中 ECM 相关

蛋白分泌水平 （n=6， ） 

x̄ ± s
Table 3    Secretion levels of ECM-related proteins in serum of rats

after exposure to NaAsO2 (n=6， )

单位（Unit）: μg·L−1

 

组别 HA LN PⅢNP COL-Ⅳ

对照组 40.98±6.29 42.57±6.98 4.67±0.29 8.25±1.09

2.5 mg·kg−1亚砷酸钠组 45.36±7.23 46.63±9.43 5.71±0.92 9.53±1.50

5.0 mg·kg−1亚砷酸钠组 71.12±7.23ab 72.46±9.47ab 10.24±1.08ab 16.58±1.99ab

10.0 mg·kg−1亚砷酸钠组 88.38±9.67abc 89.50±11.91abc 12.55±2.97ab 20.32±3.40abc

F 50.39 32.05 30.54 41.99

P <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

[ 注 ]  a：与对照组相比，P<0.05；b：与 2.5  mg·kg−1 亚砷酸钠组相比，

P<0.05；c：与 5.0 mg·kg−1 亚砷酸钠组相比，P<0.05。
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［注］ A：各组大鼠 α-SMA、TGF-β1 和 β-actin 蛋白条带图；B：α-SMA 蛋

白相对表达量；C：TGF-β1 蛋白相对表达量。a：与对照组相比，P < 
0.05；b：与 2.5 mg·kg−1 亚砷酸钠组相比，P < 0.05；c：与 5.0 mg·kg−1

亚砷酸钠组相比，P < 0.05。
图 2   亚砷酸钠染毒后大鼠肝组织 HSCs 活化相关蛋白

条带图及其相对表达
Figure 2   Expression levels of HSCs activation-related proteins in

rat liver after exposure to NaAsO2
 

x̄ ± s
表 4   亚砷酸钠染毒后大鼠肝组织 EMT 相关蛋白

表达 （n=6， ） 

x̄ ± s
Table 4    Expression levels of EMT-related proteins in rat liver after

exposure to NaAsO2 (n=6， )
 

组别 E-cadherin N-cadherin Vimentin Snail

对照组 1.01±0.27 0.38±0.07 0.57±0.09 0.48±0.11

2.5 mg·kg−1亚砷酸钠组 0.59±0.13a 0.66±0.12a 0.73±0.12a 0.94±0.18a

5.0 mg·kg−1亚砷酸钠组 0.45±0.09a 0.89±0.15ab 0.87±0.17a 0.98±0.24a

10.0 mg·kg−1亚砷酸钠组 0.28±0.04abc 1.23±0.20abc 1.25±0.14abc 1.11±0.22ab

F 116.54 97.64 68.21 28.72

P <0.01 <0.01 <0.05 <0.05

[ 注 ]  a：与对照组相比，P<0.05；b：与 2.5  mg·kg−1 亚砷酸钠组相比，

P<0.05；c：与 5.0 mg·kg−1 亚砷酸钠组相比，P<0.05。
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对照组相比，各亚砷酸钠染毒组大鼠肝组织可见大量
炎性细胞浸润，大鼠肝组织胶原着色面积上升，且均
随染砷剂量增加而逐渐上升，表明不同浓度亚砷酸钠
染毒 SD 大鼠 36 周可造成不同程度肝纤维化损伤。

长期砷暴露会导致肝纤维化损伤，目前公认
HSCs 活化是肝纤维化中的关键事件。国内外研究显
示 TGF-β/Smad 信号通路是调节纤维化的重要途径，

而 HSCs 活化后分泌的 TGF-β1 是最有效的促纤维化因
子[12]。在本研究中，采用不同剂量亚砷酸钠染毒 SD 大
鼠后，α-SMA 与 TGF-β1 表达水平随染砷剂量增加而上
升，与上述通路研究结果相一致。

ECM 由胶原蛋白（I、II、III 和 IV 型）和非胶原糖蛋
白（LN、纤维连接蛋白和蛋白多糖）组成[13]

，其异常积
聚是肝纤维化的典型特征。此外，ECM 过度沉积导致
肝窦内皮细胞向血管型内皮细胞转化，从而促使 ECM
成分中 COL-Ⅳ和 LN 等基底膜成分大量分泌[14]。HA 是
一种由 HSCs 合成的 ECM 成分，能敏感地反映肝纤维
化损伤程度；PⅢNP 多应用于慢性肝病肝纤维化的早
期诊断和预后评估[15]。目前临床上认为 ECM 的主要
成分 HA、LN、PⅢNP、COL-Ⅳ是肝纤维化发生的生物
标志物[16]。本研究发现不同浓度砷致肝纤维化损伤中，

10.0 mg·kg−1 亚砷酸钠组 ECM 主要成分 HA、LN、PⅢNP、
COL-Ⅳ分泌水平升高。

研究表明 TGF-β1 不仅是强烈的促纤维化因子，且
已被确定为肝脏中 EMT 的诱导剂[17–18]。最近的研究证
实，高脂饮食可通过激活肝细胞中 TGF-β 及相关因子，

进而诱导 EMT 的发生，促进上皮标志蛋白 E-cadherin
低表达，间质细胞标志相关蛋白 N-cadherin、Vimentin，
Snail1 和 Snail2 的高表达，最终造成肝损伤[19]。在器官
纤维化过程中，EMT 在组织再生、器官修复相关过程
中持续发生并最终导致器官纤维化乃至器官破坏[20]。
本研究在砷诱导的大鼠肝纤维化损伤模型，发现随染
砷剂量的增加，大鼠肝组织中上皮标志蛋白 E-cad-
herin 表达逐渐下降，而间质细胞标志蛋白 N-cadherin、
Vimentin 和 Snail 则升高，表明砷诱导肝组织 EMT 进
程与肝纤维化损伤密切相关。

值得注意的是，ECM 成分在促进上皮细胞 EMT 中
发挥重要作用。Chilvery 等[21]研究发现，在对小鼠进行
胆管结扎处理后，ECM 沉积与 EMT 进程呈现正相关关
系。此外，在硫代乙酰胺诱导的肝纤维化损伤中发现，

α-SMA、TGF-β1、 I 型胶原等 ECM 成分均参与肝细胞
EMT 过程，进而加重肝纤维化损伤[22]。不同剂量亚砷
酸钠染毒可诱导大鼠血清 ECM 主要成分分泌水平异

常增加，且伴随肝组织 EMT 发生发展，提示砷致 ECM
沉积与肝组织 EMT 存在密切关联。

综上所述，本研究结果显示亚砷酸钠暴露可促使
大鼠 HSCs 活化及肝纤维化损伤，并导致 ECM 分泌水
平增加，该过程伴随肝组织 EMT 发生发展，表明在砷
暴露大鼠肝组织中，HSCs 活化、ECM 沉积和 EMT 三者
相互影响，共同参与砷致肝纤维化损伤过程。然而，本
研究仅在描述性观察层面发现上述关联，后续研究有
必要针对砷致 HSCs 活化、ECM 沉积和 EMT 相互作用
机制进行深入探讨，以期为砷致肝纤维化损伤针对性
防治提供新策略。
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