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摘要 目的 观察赖氨酰氧化酶( LOX) 家族中的赖氨酰氧
化酶样蛋白 1 ( LOXL1) 及相关胶原蛋白在日本血吸虫感染
小鼠肝脏中的动态表达，探讨其在日本血吸虫肝纤维化形成

中的作用。方法 采用日本血吸虫感染的小鼠肝纤维化模
型，于感染后第 6、9、12 周剖杀小鼠，收集其血清和肝脏标
本; 以 HE和天狼星红两种染色方法分别观察并评价小鼠肝
脏纤维化的进展程度; 同时检测小鼠血清转氨酶水平。以免
疫印迹( Western blot) 和荧光定量 PCＲ( qPCＲ) 方法分别检
测肝组织 LOXL1、Ⅰ型胶原蛋白( Col1 ) 及 α-肌动蛋白( α-
SMA) 的表达并分析其含量的变化; 并对血清中的可溶性和
不可溶性胶原进行测定，以判断胶原交联情况。结果 HE
和天狼星红染色结果显示，随感染时间延长，小鼠肝纤维化

也随之进展，在感染第 9 周肝纤维化程度最为严重，随后进
入慢性肝纤维化期，纤维化程度减轻。Western blot 和 qPCＲ
结果显示，LOXL1 和其他纤维化指标表达情况类似，均在感
染第 9 周时表达量明显上调; 可溶性胶原含量在感染第 9 周
时达峰值后下降，而不可溶性胶原含量则持续上升。结论
LOXL1 与血吸虫肝脏纤维化过程中纤维交联存在相关关
系，可能在肝纤维化进程中起到促进作用。
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血吸虫病是一种人兽共患寄生虫病，全世界有

2. 4 亿多人需要治疗［1］。截止 2020 年中国尚存晚
期日本血吸虫病患者 29 517 例［2］。血吸虫病的主
要危害是肝脏肉芽肿的形成及其导致的肝纤维化，

最终胶原交联是纤维化基质稳定的一个重要过程，

抑制胶原交联被认为是逆转肝纤维化的重要策略之

一［3］。
赖氨酰氧化酶样蛋白 1 ( recombinant lysyl oxi-

dase like protein 1，LOXL1 ) 在肝纤维的胶原交联中
起到重要作用，可促进溶性胶原向不可溶性胶原转

变［4］。如在非酒精性脂肪性肝炎小鼠中，LOXL1 在
胆碱缺乏 L-氨基酸饮食诱导肝纤维化中高表达，敲
低 LOXL1 可减轻肝纤维化［5］。但其在血吸虫所致
肝纤维化中的作用尚未见报道。本研究用 HE 和天
狼星红染色、qPCＲ 和 Western blot 等技术检测
LOXL1 在血吸虫肝纤维化小鼠模型中的动态表达
情况，随后对小鼠肝脏可溶性及不可溶性胶原含量

进行测定，初步确定 LOXL1 与血吸虫肝脏纤维化过
程中纤维交联存在相关关系，可能在血吸虫肝纤维

化中起到促进作用。

1 材料与方法

1． 1 实验动物模型制备 选用 24 只 SPF 级雌性
C57BL /6 小鼠，6 周龄，购自北京斯贝福生物技术公
司，随机分为正常对照组( Control 组) 、感染第 6 周
组、第 9 周组和第 12 周组，每组 6 只。在无菌的
SPF环境中使用真空包装无菌饲料及高压无菌水饲
养。阳性钉螺( 含日本血吸虫尾蚴) 购自江西省血
吸虫防治研究所。Control 组 C57BL /6 鼠不进行任
何处理直接取材，其他模型组 C57BL /6 鼠统一给予
腹部拔毛处理，经腹部皮肤感染尾蚴( 15 ± 1 ) 条，分
别于感染后的第 6、9、12 周眼球取血后取材。与未
感染组小鼠比较，感染组小鼠肝脏颜色明显发黑; 于

肝门静脉和肠系膜静脉捡取到日本血吸虫成虫并分

别对每组成虫数量进行计数，结果无明显差异，确认

小鼠感染了日本血吸虫; 再取其肝脏和脾脏进行称

重。取右叶肝脏采用 4%多聚甲醛固定、石蜡包埋
切片，进行 HE和天狼星红染色; 其余肝脏组织存于
－ 80 ℃ 待提取 ＲNA和蛋白。
1． 2 主要试剂 TＲIzol 购自美国 Invitrogen 公司;
荧光定量 PCＲ 试剂盒( TB Green Premix Ex TaqTM
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Ⅱ) 及逆转录试剂盒( PrimeScriptTM ＲT Master Mix)
购自日本 TakaＲa＆Clontech 公司，定量引物由北京
擎科生物公司合成;Western blot用赖氨酰氧化酶样
蛋白 1 ( recombinant lysyl oxidase like protein 1，
LOXL1) 蛋白单克隆抗体、内参甘油醛-3-磷酸脱氢
酶( glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，GAP-
DH) 抗体购自博士德生物公司，α 平滑肌肌动蛋白
( α-smooth muscle actin，α-SMA) 抗体及Ⅰ型胶原蛋
白( Collagen Type Ⅰ，Col1) 抗体购自 Affinity 亲科生
物公司; Western blot 一抗稀释液、ＲIPA 裂解液、蛋
白酶和磷酸酶抑制剂、BCA 蛋白浓度测定试剂盒购
自碧云天生物技术公司; 天狼星红染色剂及苏木精

伊红( HE) 染色剂均购自索莱宝公司; 可溶性胶原蛋
白及不可溶性胶原蛋白检测试剂盒购自英国 Bio-
color公司; 其余试剂均产自国产分析纯。
1． 3 HE 染色 二甲苯脱蜡 30 min，100% ( Ⅰ、
Ⅱ) 、90%、80%、70%酒精各脱水 5 min，自来水冲
洗。苏木精染色 5 min，再 5%乙酸分化 1 min，伊红
染色 1min 后流水冲洗。70%、80%、90%、100%乙
醇溶液各 10 s，二甲苯 1 min 进行脱水，中性树胶封
片。采用正置显微镜拍摄并用 Image J 图像分析软
件计算病变区域，并进行统计学分析。
1． 4 天狼星红染色 常规脱蜡至水，苏木精染色液
染色 10 ～ 20 min，酸性分化液分化数秒，自来水冲洗
5 ～ 10 min，天狼星红染色液滴染 1 h。流水稍冲洗，
常规脱水，中性树胶封片。采用正置显微镜拍摄并
用 Image J图像分析软件计算胶原面积，再进行统计
学分析。
1． 5 血清转氨酶浓度的检测 采用摘除眼球方法
取 C57BL /6 鼠全血，室温 3 000 r /min离心 5 min，留
取上层血清。全自动生化仪检测血清谷丙转氨酶
( glutamate pyruvate transaminase，ALT) 和谷草转氨
酶( aspartate transaminase，AST) ，制作标准曲线。
1． 6 q-PCＲ测定相关基因表达 利用 TＲIzol 试剂
分别提取感染不同周龄的肝脏的总 ＲNA。用 Nano-
Drop2000 测定 ＲNA 浓度并记录，按照宝生物
( TaKaＲa) 公司的逆转录试剂盒说明书步骤合成
cDNA。加样操作按照荧光定量 PCＲ 试剂盒( SYBＲ
Green) 说明书进行，而后进行 PCＲ 过程，按照两步
法即 95 ℃预变性 30 s，95 ℃ 5 s、60 ℃ 60 s进行 40
个循环。每孔设 3 个复孔，以 GAPDH 为内参，利用
Primer Premier6 软件自行设计目的引物序列，详见
表 1，根据实验结果获得 CT值，以 2 － ΔΔCt公式计算基

因的相对表达量。

表 1 荧光定量 PCＲ引物序列

基因名 上游引物( 5'-3') 下游引物( 5'-3')
Col1α1 CGCCATCAAGGTCTACTGC ACGGGAATCCATCGGTCA
Col3α1 CTGGACCCCAGGGTCTTC GACCATCTGATCCAGGGTTTC
α-SMA TGACGCTGAAGTATCCGATAGA CGAAGCTCGTTATAGAAAGAGTG
LOXL1 CCGCAGCAGTTCCCCTATC CGCGGGATCGTAGTTCTCA
GAPDH TTCACCACCATGGAGAAGGC GGCATGGACTGTGGTCATGA

1． 7 Western blot 检测蛋白表达 提取不同感染
时间 C57BL /6 鼠肝组织蛋白，每 50 mg 肝组织加入
含蛋白酶抑制剂的 ＲIPA 裂解液，冰上超声裂解。
离心后取上清液用 BCA法检测蛋白浓度，调整上样
量。蛋白用品与 5 ×上样缓冲液按 4 ∶ 1 混匀，沸水
浴 10 min变性。配制 10%的 SDS-PAGE胶，加样后
80 V电泳 2 h，冰上转膜 1 h 后取出 PVDF 膜，置于
5%脱脂牛奶中室温封闭 2 h，一抗 4 ℃振荡孵育过
夜。洗膜后，加辣根过氧化物酶标记的二抗室温孵
育 2 h后 TBST洗涤，使用化学发光仪进行底物显影
曝光拍照，检测 α-SMA、Col1 和 LOXL1 的蛋白表达
变化。采用 ImageJ图像分析软件分析灰度值。
1． 8 可溶性及不可溶性胶原纤维含量测定 取肝
组织 20 mg，PBS 洗 3 次，剪碎肝组织，加入裂解液
200 μl，4 ℃旋转过夜，离心分离上清液与沉淀，取上
清液 100 μl 即为可溶性胶原测试样品。沉淀放入
不可溶性胶原蛋白消化液，每 1 mg 沉淀添加 50 μl
消化液，37 ℃下消化 3 h，每 30 min混匀一次。取上
清液即为不可溶性胶原测试样品，每支样品取 100
μl进行测试。另准备好空白管( 100 μl去离子水) 、
可溶性和不可溶性胶原蛋白标准品，与可溶性和不

可溶性胶原蛋白测试样品共分为五组，分别加入天

狼星红染料试剂 1 ml，颠倒几次，充分混匀，摇床上
孵育 30 min，再 12 000 r /min 离心 10 min，弃上清
液。每管中加入 750 μl 冷盐酸去除沉淀上多余的
染料。洗净后 12 000 r /min 离心 10 min，留沉淀。
加入碱溶剂充分溶解沉淀，每个试管吸取部分溶液

置于 96 孔板中，在酶标仪中于波长 555 nm 处进行
测量。
1． 9 统计学处理 所有实验数据均使用 SPSS 23. 0
分析，组间均数比较采用单因素方差分析及两两比

较的 Tukey 检验。结果均为 3 次独立重复实验数
据，以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 日本血吸虫感染的小鼠模型肝纤维化病理过
程的发生与发展结果观察 HE 染色结果如图 1A
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所示，C57BL /6 鼠在感染第 6 周时出现急性炎性细
胞浸润，肝内门脉分支终端形成典型的急性虫卵肉

芽肿。从图 1B可以看出，随感染周龄增大，虫卵肉
芽肿面积增多，差异有统计学意义［F ( 3，8 ) =
89. 83，P ＜ 0. 000 1］，纤维化程度加重。在感染第 9
周时发展为大面积的肝纤维化，出现大片肝细胞嗜

酸性坏死，而感染第 12 周形成的肉芽肿面积
［( 23. 66 ± 2. 4 ) %］较感染第 9 周 ［( 31. 78 ±
3. 4) %］相比减小。
天狼星红染色统计结果如图 1C 所示，胶原面

积随感染时间发展而扩大，在感染第 9 周时达峰值，
差异有统计学意义［F( 3，8) = 255. 2，P ＜ 0. 0001］，
感染第 12 周时纤维化面积大小［( 25. 8 ± 1. 39) %］
相较于感染第 9 周［( 37. 57 ± 2. 13 ) %］时减小，差

异有统计学意义( P ＜ 0. 001) 。可见感染血吸虫后，
小鼠肝纤维化程度会先大幅度加重; 再转入肝纤维

化慢性期，肝纤维化可出现一定程度的缓解。
2． 2 日本血吸虫感染的小鼠血清转氨酶水平动态
变化 与 Control 组比较，肝纤维化各组小鼠的血
ALT和 AST均明显升高。第 6 周( 173. 33 ± 37. 86)
U /L 感染组血清 ALT 高于 Control 组 ( 23. 67 ±
3. 51) U /L，差异具有统计学意义( F = 31. 88，P ＜
0. 000 1) ，见图 2A。AST 与 ALT 同步升高，在第 6
周 AST表达水平( 304. 33 ± 29. 87 U /L) 最高，差异
具有统计学意义( F( 3，8 = 47. 39，P ＜ 0. 000 1 ) ，见
图 2B。结果表明 C57BL /6 鼠感染日本血吸虫后导
致肝损伤。感染 6 周后，ALT 和 AST 开始下降，但
仍高于对照组。

图 1 日本血吸虫感染后 C57BL /6 鼠肝纤维化的动态变化
A: HE和天狼星红染色显示血吸虫感染 C57BL /6 鼠后肝肉芽肿和纤维化结果 × 200; B: HE 染色显示肉芽肿面积占总面积的统计结果;

C: 天狼星红染色显示胶原面积占总面积的统计结果; 与正常对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001; 与 6 周组比较: ##P ＜ 0. 01，###P ＜ 0. 001;

与 9 周组比较: ＆P ＜ 0. 05，＆＆＆P ＜ 0. 001

图 2 不同感染期血吸虫肝纤维化模型小鼠血清的转氨酶的动态变化

与正常对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001; 与 6 周组比较: ##P ＜ 0. 01，###P ＜ 0. 001
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图 3 不同感染期肝组织内 LOXL1、Col1 及 α-SMA蛋白表达水平

与正常对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊＊P ＜ 0. 001; 与 6 周组比较: ##P ＜ 0. 01，###P ＜ 0. 001; 与 9 周组比较: ＆＆P ＜ 0. 01

2． 3 LOXL1、Col1 及 α-SMA 随肝纤维化发展的
动态变化 取部分 C57BL /6 小鼠肝组织提取蛋白
进行 Western blot，检测蛋白量表达。如图 3 所示，
可以观察到感染第 9 周组［( 0. 47 ± 0. 1 ) ，( 0. 85 ±
0. 02) ，( 0. 99 ± 0. 26) ］与 Control组［( 0. 05 ± 0. 1) ，
( 0. 35 ± 0. 12) ，( 0. 12 ± 0. 02) ］比较，Col1［F( 3，8)
= 26. 91，P ＜ 0. 001］、LOXL1［F( 3，8) = 12. 38，P ＜
0. 001］及 α-SMA［F( 3，8) = 18. 14，P ＜ 0. 001］蛋白
表达量均上升，差异具有统计学意义。而 Col1 和
LOXL1 在感染第 12 周与感染第 9 周时区别不明显，
差异无统计学意义( P ＞ 0. 05) ; α-SMA感染第 12 周
与感染第 9 周比较，差异有统计学意义［F( 3，8) =
18. 14，P ＜ 0. 01］。表明在肝纤维化进展中，在蛋白
水平上，LOXL1 与 Col1 和 α-SMA的变化趋势相同。
2． 3 肝组织内相关基因表达量随纤维化发展的动
态变化 如图 4 显示，qPCＲ结果显示，与 Control组
比较，LOXL1 基因表达［F ( 3，8 ) = 74. 39，P ＜
0. 001］与 Col1α1［F ( 3，8 ) = 172. 0，P ＜ 0. 001］、
Col3α1［F( 3，8 ) = 205. 4，P ＜ 0. 001］及 α-SMA［F
( 3，8) = 138. 6，P ＜ 0. 001］的基因表达动态变化趋
势相同，均会随感染时间增加而上升，在感染 9 周时
达顶峰，差异有统计学意义。LOXL1 在肝纤维化缓
解期降低，差异具有统计学意义 P ＜ 0. 001。即表明
在 mＲNA表达水平上，LOXL1 与 Col1α1、Col3α1、α-
SMA变化趋势相同。
2． 4 胶原交联程度随纤维化进展的动态变化 为

研究 C57BL /6 小鼠肝脏的胶原含量随肝纤维化程
度的改变而发生的变化，使用可溶性和不可溶性胶

原检测试剂盒来检测判断其胶原纤维交联情况，结

果如图 5 所示。发现可溶性胶原［F ( 3，8 ) =
252. 9，P ＜ 0. 001］及不可溶性胶原［F ( 3，8 ) =
180. 7，P ＜ 0. 001］含量随肝纤维化加重而上升，差
异有统计学意义。但可溶性胶原含量在感染 9 周时
达峰值( P ＜ 0. 01) 后下降，而不可溶性胶原蛋白含
量保持持续上升( P ＜ 0. 001 ) 。可溶性胶原含量与
LOXL1 动态变化趋势相同，从而推测 LOXL1 可能与
血吸虫肝脏纤维化过程中纤维交联之间存在相关关

系。

3 讨论

血吸虫病是一种由血吸虫感染的急性和慢性寄

生虫病，中国主要流行日本血吸虫病［2］。其最主要
的危害来源于虫卵，通过大量或多次感染血吸虫尾

蚴，引起血吸虫虫卵沉积于肝脏，虫卵内毛蚴分泌的

可溶性虫卵抗原可引起并引发宿主免疫反应及炎性

反应，形成虫卵肉芽肿。
据报道，尾蚴从感染宿主到发育为成虫并开始

产卵需要 24 d［6］，感染第 1 周和第 3 周后没有发现
虫卵的沉积，第 6 周发现虫卵和胶原纤维的沉积，开
始出现明显的肝纤维化［7］。另有报道，肝纤维化程
度在感染第 8 周［8］时达顶峰，感染第 12 周进入纤维
化晚期［7］。在本研究中，使用C57BL /6小鼠作为该
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图 4 不同感染期肝组织内 Col1α1、Col3α1、LOXL1 及 α-SMA 的 mＲNA表达水平

与正常对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001; 与 6 周组比较: nsP ＞ 0. 05，##P ＜ 0. 01，###P ＜ 0. 001; 与 9 周组比较: ＆＆P ＜

0. 01，＆＆＆P ＜ 0. 001

图 5 不同感染时期每 10mg C57BL /6 鼠肝组织内可溶性胶原蛋白及不可溶性胶原蛋白含量

与正常对照组比较: nsP ＞ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与 6 周组比较: ###P ＜ 0. 001; 与 9 周组比较: ＆＆P ＜ 0. 01，＆＆＆P ＜ 0. 000 1

疾病的模型动物，感染尾蚴( 15 ± 1 ) 条，分别于感染
后第 6、9、12 周作为观察节点。而肝纤维化的过程
中会表达大量的 α-SMA) 以及Ⅰ、Ⅲ型胶原等细胞
外基质成分［9］，导致大量细胞外基质的合成。而
ALT和 AST是临床上检测肝功能最敏感的指标之
一。通过检测这些指标判断纤维化程度，可观察到
从感染后第 4 周至 6 周为肝脏虫卵肉芽肿形成期，
而感染第 6 周以后肉芽肿则逐渐向纤维化发展，在
感染 9 周达纤维化顶峰。
相关研究表明，胶原交联是纤维化基质稳定的

重要过程，可抑制肝纤维化的可逆性［3］。胶原交联
程度越深，肝纤维化可逆性越差［10］。因而抑制胶原
交联被认为是抗肝纤维化疾病中有希望的治疗策略

之一［11］。而赖氨酰氧化酶样蛋白( LOXL) 家族与肝
纤维化间关系密切［12］，能氧化 ECM 中胶原蛋白和
弹性蛋白上的特殊的氨基酸残基，引起胶原纤维和

弹性纤维的交联效应［13］。因此被认为是纤维发生
中的重要一环。然而，LOXL1 在日本血吸虫引起的
肝纤维化中的功能尚未见报道。
本研究显示，在血吸虫致 C57BL /6 小鼠肝纤维

化的模型中，LOXL1 在正常的肝脏中低表达，但在
纤维化组小鼠的肝脏中高表达。随着肝纤维化程度
的加重，LOXL1 的表达量与纤维化相关指标( 如Ⅰ
型、Ⅲ型胶原、α-SMA等) 同步变化，均在感染后第 9
周达峰值，随后降低。相关研究［13］，LOXL1 与胶原
交联密不可分。本研究显示不同感染时间段的可溶
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性及不可溶性胶原蛋白含量，发现在感染血吸虫 9
周之前可溶性胶原蛋白及不可溶性胶原蛋白随肝纤

维化进展而增加，但在感染 9 周后，可溶性胶原蛋白
含量开始下降，而不可溶性胶原蛋白含量依旧上升，

且胶原蛋白总量持续上升，据此推测有部分可溶性

胶原蛋白向不可溶性胶原蛋白转变，这可能也是导

致晚期肝纤维化几乎不可逆的原因之一。
综上所述，课题组认为 LOXL1 可能与血吸虫肝

脏纤维化过程中纤维交联之间存在相关关系，可促

进可溶性胶原纤维向不可溶性胶原纤维转化，从而

导致血吸虫晚期肝纤维化的不可逆性。
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LOXL1 dynamic expression of the liver in mice
infected with Schistosoma japonicum

Dai Bingxin，Gong Li，Yang Xuhan，Shen Jijia，Liu Miao
( Dept of Microbiology and Parasitology，Anhui Provincial Laboratory of Pathogen Biology and Anhui
Key Laboratory of Zoonoses，School of Basic Medicine，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To observe the dynamic expression of recombinant lysyl oxidase like protein 1 ( LOXL1) in
the lysine oxidase family in the liver of C57BL /6 mice infected with Schistosoma japonicum and explore its role in
hepatic fibrosis． Methods Mice were infected subcutaneously with cercariae of S． japonicum，and sacrificed with
euthanasia in 6，9 and 12 weeks after infection． The sera and liver tissues were collected． The levels of liver fibrosis
in mice was dynamically evaluated by HE and Sirius red staining，and the serum transaminases were detected． The
dynamic expression levels of collagen type Ⅰ( Col1) ，LOXL1 and α-smooth muscle actin( α-SMA) in liver tissues
were determined respectively by Western blot and qPCＲ． Finally，the dynamic levels of soluble and insoluble colla-
gens were detected． Ｒesults The result of HE and Sirius red staining showed that hepatic fibrosis levels increased
at 6 weeks，peaked at 9 week，and decreased at 12 week in response to S． japonicum infection． Western blot and
q-PCＲ showed that the expression levels of LOXL1，Col1α1，Col3α1 and α-SMA was significantly up regulated and
reached maximum at the 9th week in response to S． japonicum infection． Soluble collagen protein levels reached
maximum at the 9th week． and decreased at 12 week，however insoluble collagen protein levels continued to in-
crease． Conclusion There may be a correlation between LOXL1 and fiber cross-linking in the process of hepatic
fibrosis in S． japonicum，and it plays a role in promoting hepatic fibrosis．
Key words Schistosoma japonicum; LOXL1; liver fibrosis; collagen crosslinking
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