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高浓度雌二醇对刀豆蛋白A诱导小鼠急性
自身免疫性肝炎的影响
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摘 要：【目的】研究高浓度雌激素（EE）对急性自身免疫性肝炎（AIH）的影响，并初步探索其可能的作用机制。

【方法】通过小鼠尾静脉注射刀豆蛋白A，建立急性自身免疫性肝炎模型。将 20只 8周龄雌性C57BL/6小鼠按体质

量随机区组分组，分为 4组：对照（Control）组，刀豆蛋白A（ConA）组，雌二醇（EE）组和雌二醇+刀豆蛋白组（EE+Co⁃
nA），每组 5只。雌鼠卵巢去势，分别持续腹腔注射雌二醇 2周，最后一次给药 24 h后，尾静脉注射刀豆蛋白A。模

型的评估采用苏木素-伊红染色法和血清ATL和AST测定法。TUNEL法检测肝细胞凋亡情况，酶联免疫吸附实验

检测血清 TNF-α和 IL-6的含量。利用小鼠肝细胞系AML2，各处理组加入不同浓度的雌二醇，处理 24 h和 48 h，
CCK8法检测各组细胞增殖情况，Annexin V-PI法检测各组细胞凋亡率。【结果】苏木素-伊红染色结果显示：分别与

Control组和 ConA组相比，EE+ConA组肝脏损伤程度加重，且血清 ALT和 AST水平明显增高，（P＜0.000 1；P＜
0.000 1），差异具有统计学意义。TUNEL染色结果显示：分别与Control组和ConA组相比，EE+ConA组 TUNEL阳性

细胞数量明显增高，（P＜0.000 1），差异具有统计学意义。酶联免疫吸附实验结果表明：分别与Control组和ConA组

相比，EE+ConA组 IL-6，TNF-α浓度明显增高，（P＜0.000 1，P=0.024 7），差异具有统计学意义。CCK8检测细胞活

性发现：高浓度雌二醇可以抑制AML12增殖活性，P＜0.05，差异具有统计学意义。流式细胞结果显示：与Control
组相比，高浓度雌二醇可以促进肝细胞凋亡，P＜0.05，差异具有统计学意义。【结论】高浓度的雌二醇可能通过促

进炎症因子TNF-α和 IL-6的分泌，诱导肝细胞细胞凋亡，加重AIH小鼠肝脏炎症反应。
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Abstract：【Objective】To study the effect of the high-concentration estrogen（EE）on acute autoimmune hepatitis
（AIH）and to explore its possible molecular mechanism.【Methods】Twenty 8-week-old female C57BL/6 mice were ran⁃
domly divided into 4 groups according to body weight，5 in each group. The mice in control（CON）group，ConA-treated（Co⁃
nA）group，estradiol-treated（EE）group and treatment-combined（EE+ConA）group were treated with EE for two weeks by
intraperitoneal injection after ovariectomy. After the last administration for 24 h，the caudal vein was injected with concana⁃
valin A to establish AIH model. H&E，serum ATL，and AST were used to test AIH model. Apoptosis in liver tissues was
detected by TUNEL. ELISA was employed to determine the levels of interleukin-6（IL-6）and tumor necrosis factor- α
（TNF-α）in serum. AML2 was treated with EE of different concentrations for 24 h and 48 h respectively. The cell viability
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was detected by CCK-8 assay and apoptosis was detected by Annexin V-FITC/PI flow cytometry.【Results】H&E and se⁃
rum revealed that compared with those in Control and ConA，the degree of liver damage was increased significantly in EE+
ConA group. The level of serum ALT and AST in EE+ConA group were also increased significantly（P < 0.000 1，P <
0.000 1）. TUNEL：The numbers of TUNEL positive cells increased significantly in EE+ConA，（P＜0.000 1）. ELISA re⁃
sults showed that compared with those in Control and ConA，in EE+ConA，the levels of IL-6 and TNF-α in serum had a
significant rise，（P < 0.0001，P=0.024 7）. Compared with Control and ConA，high concentration of EE treated AML12
group indicated lower cell viability，P < 0.05. In light of the result of flow cytometry，high concentration of EE could signif⁃
icantly promote hepatocyte apoptosis，（P＜0.05）.【Conclusion】High concentration of estradiol may promote the secretion
of inflammatory cytokines such as TNF-α and IL-6，induce hepatocyte apoptosis，and aggravate the hepatic inflammation
in AIH mice.

Key words：estrogen；ConA；autoimmune hepatitis
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2021，42（2）：185-192］

自身免疫性肝炎（autoimmune hepatitis，AIH），

是临床上一种常见的肝脏疾病，主要是自身免疫攻

击引起的一种慢性进行性肝炎，表现为肝脏转氨酶

升高，肝小叶结构紊乱，炎症及淋巴细胞浸润［1-2］。

AIH患者男女比例为 1：8，且近年来部分临床研究

认为女性妊娠期可能加重其自身免疫性肝炎的活

动［3-4］。以往的研究认为，女性和男性的免疫反应

不同，成年雌性比雄性表现出更强的先天性和适应

性的免疫反应，这降低了女性罹患多数传染病的风

险，但却增加了女性患自身免疫性疾病的风险［5］。

一些临床研究显示，7％～21％的妊娠期患者和

11％～86％的产后患者，高浓度的雌激素（estro⁃
gen，EE）状态可能使其自身免疫性肝炎疾病活动

度加重，但也有文献报道妊娠期自身免疫性肝炎能

够得到部分缓解［6-9］。多项证据和临床观察清楚的

表明雌激素在自身免疫性疾病中的重要作用，但其

确切的触发因素与发展的潜在机制尚未完全阐

明［10］。既往研究［3-4］认为AIH是 T淋巴细胞介导的

自身免疫性疾病，雌激素已被证实可以促进辅助性

T淋巴细胞（Th2）应答，其可能通过影响细胞因子

的分泌和雌激素受体的表达来调节免疫反应［4，11］。

刀豆蛋白A作为一种高效的有丝分裂原刺激物，通

过小鼠尾静脉注射，可以诱导急性自身免疫性肝

炎，这一模型被广泛应用［12］。近年来有研究［13］发

现，体外低浓度的雌激素和刀豆蛋白A共同处理胸

腺细胞可以明显抑制胸腺细胞的增殖，缓解免疫性

炎症反应；体内研究［11，14-15］也发现外源给予低浓度

的雌激素可减少 INF-γ、IL-2、IL-4等炎症因子释

放，缓解刀豆蛋白A诱导的小鼠AIH。以往的研究

表明，低浓度的雌激素可能通过抑制 Th1/Th2的活

化，减少促炎因子释放，缓解自身免疫性肝炎，但对

于妊娠这一特殊时期，高浓度的雌激素对自身免疫

性肝炎的影响并不明确。目前国内外研究中，高浓

度的雌激素对自身免疫性肝炎的影响鲜有报道，所

以在本实验中，我们通过建立刀豆蛋白 A诱导的

AIH模型［12］，探索高浓度的雌激素对AIH的影响并

揭示其中可能的分子机制。

1 材料与方法

1.1 材 料

1.1.1 实验动物和饲养 SPF级，C57BL/6，WT雌

鼠 6周龄，体质量 18~22 g，购自江苏集萃药康生物

科技股份有限公司［许可证号：SYXK（粤）2020-
0238］。实验动物饲养于 SPF环境：温度（22±2）℃，

湿度（55±5）%，12 h光照和 12 h黑暗条件，食物和

水自由获取。本研究所有动物实验操作程序获得

中山大学附属第三医院疫苗所实验动物中心伦理

委员会机构审批并通过。

1.1.2 主要实验试剂与仪器 AML12小鼠正常肝

细胞系由中国科学院干细胞库提供；雌二醇购自美

国 Sigma公司；刀豆蛋白购自美国 Sigma公司；谷丙

转氨酶测试盒，谷草转氨酶测试盒均购自上海科华

生物公司；DMSO购自美国 Sigma公司，DMEM/F12
培养基，胎牛血清，0.25%胰酶和嘌呤霉素均购自

美国 Gibco公司；ITS液体培养基补充剂购自美国

Sigma公司，TNF-α，IL-6酶联免疫吸附（enzyme
linked immunosorbent assay，ELISA）试剂盒购自江

莱生物；TUNEL凋亡检测试剂盒购自武汉赛维尔

生物科技股份有限公司；Cell Counting Kit-8试剂盒
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购自日本同仁；Annexin V⁃FITC/PI双染细胞凋亡试

剂盒购自凯基生物。全自动生化分析仪购自日本

HITACHI公司；DM4000B正置生物显微镜和照相

系统购自德国 Leica公司；流式细胞仪购自美国BD
公司，酶标仪购自奥地利Sunrise公司。

1.2 实验方法

1.2.1 AIH小鼠模型的建立及分组 将 20只WT
雌鼠按体质量随机区组分组为：对照组（Control），

刀豆蛋白A组（ConA），雌二醇组（EE）和雌二醇+刀
豆蛋白组（EE+ConA）。每组各 5只，共 4组。雌鼠

卵巢去势，将雌二醇溶于5%DMSO，按20 mg/kg（参

照文献及预实验结果），每天腹腔注射雌二醇，，连续

14 d，对照组腹腔注射等体积的 5%DMSO［16-18］。最

后一次腹腔注射雌二醇 24 h后，按 12.5 mg/kg剂量

尾静脉注射刀豆蛋白A［12］。各组在尾静脉给药 24
h后，地氟烷吸入麻醉，眼底静脉丛取全血收集血

清，处死小鼠，取肝组织经液氮速冻，置于-80 ℃冰

箱保存备用。

1.2.2 AML12细胞培养与处理 用含 10 g/L胎牛

血清，1%ITS的 DMEM/F12培养基培养 AML12细
胞。置于 37 ℃、含体积分数 5%CO2的培养箱中培

养。待细胞处于对数生长期时，0.25%胰酶消化后

传代、铺板。探究在AML12中不同浓度雌二醇对

AML12活性的影响，各处理组分别加入不同浓度

的雌二醇，5、10、15和 25 μmol/L，处理 24、48 h，设
立溶剂组0.1%DMSO和不做处理的空白对照组。

1.3 苏木素-伊红染色

将肝脏置于 40 g/L多聚甲醛固定 24 h，梯度脱

水后石蜡包埋，进行连续切片（厚度 4 μm）。常规

苏木素-伊红（H&E）染色，中性树胶封片后于光学

显微镜下观察小鼠肝脏炎性反应程度。

1.4 TUNEL凋亡染色

将石蜡切片常规脱蜡水化，用 10%蛋白酶K修

复 组 织 ，37 ℃恒 温 箱 孵 育 20 min，PBS 漂 洗 ；

0.1%Triton破膜，常温孵育 20 min，PBS漂洗；加 buf⁃
fer置于室温平衡 10 min；切片放于湿盒内，加入适

量反应液（TDT酶，dUTP，buffer按 1：5：50混合），

37 ℃恒温箱孵育 2 h，湿盒内加少量蒸馏水保持湿

度。PBS漂洗后，DAPI复染细胞核，避光室温孵育

10 min。PBS漂洗后，抗荧光淬灭封片剂封片。置

于荧光显微镜下观察并采集图像。

1.5 血清谷丙转氨酶和谷草转氨酶测定

将采集的全血放置 4 ℃，静置过夜后，于 4 ℃，

1 000×g离心 20 min，收集血清，采用全自动生化分

析仪测定谷丙转氨酶（glutamic pyruvic transami⁃
nase，ALT）和 谷 草 转 氨 酶（glutamic oxaloacetic
transaminase，AST）浓度。

1.6 酶联免疫吸附试验

采用商品化酶联免疫吸附（enzyme linked im⁃
munosorbent assay，ELISA）试剂盒检测血清 IL-6，
TNF-α的表达量。将血清用样品稀释液于冰上稀

释 5倍，设置标准品孔，空白孔和样品孔，标准品孔

加不同浓度的标准品 50 μL，样本孔加待测样品 50
μL，空白孔加样本稀释液 50 μL，，2个复孔/样。向

各孔中加入辣根过氧化物酶（HRP）标记的检测抗

体 100 μL，于 37 ℃恒温箱孵育 60 min，洗板 5次，加

入显色底物 100 μL，37 ℃恒温箱避光孵育 15 min，
每孔加入终止液 50 μL，在 450 nm波长处测定吸光

度（optical density，OD）值。根据标准品绘制标准曲

线，将样品OD值代入方程，计算对应浓度。

1.7 CCK8检测雌二醇对AML12增殖能力的影响

AML12细胞以 4 000个/孔接种于 96孔板中过

夜，待细胞贴壁后，弃去原培养基，加入不同浓度的

雌二醇 5、10、15和 25 μmol/L，0.1%DMSO及完全培

养基的对照组 100 μL/孔，分别培养 24、48 h，每孔

加入 10 μL CCK8溶液，37 ℃恒温箱孵育 2 h后于酶

标仪450 nm处测量OD值。

1.8 流式细胞术检测细胞凋亡数量

AML12细胞接种于六孔板，待细胞数量长至

60%~70%融合后，加入不同浓度的雌二醇 5、10、15
和 25 μmol/L，0.1%DMSO及完全培养基的对照组 2
mL/孔，培养 24 h后进行后续处理分析。将上述各

组细胞加入不含EDTA胰酶消化后，PBS洗涤细胞

2次（1 000×g，5 min），收集（1~5）×105个细胞，加入

500 μL Binding Buffer悬浮细胞；加入 5 μL Annexin
V-FITC混匀后，加入 5 μL PI（碘化丙啶，Propidi⁃
um Iodide）混匀，室温，避光反应 5~15min，然后用

BD流式细胞分析仪分析凋亡情况。

1.9 统计学分析

符合正态分布的计量资料，以均数±标准差

（x̄ ± s）表示，采用 Graphpad Prism 8软件进行统计

学分析。血清学，TUNEL及ELISA结果，当数据呈

正态分布且方差齐时，采用二因素二水平析因设计

的方差分析，并计算交互作用。CCK8及流式细胞

术结果，当数据呈正态分布且方差齐时，采用单因

素方差分析，方差分析有统计学意义时，组间两两
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比较用 LSD-t检验。检验为双侧，P<0.05为差异有

统计学意义。

2 结 果

2.1 高浓度的雌二醇可加重刀豆蛋白诱导的AIH

本研究通过H&E染色观察到：正常小鼠肝细

胞正常，肝小叶结构完整清晰，肝索排列有序整齐；

各模型组可见肝细胞肿胀，变性并伴有大量的炎症

细胞浸润；与对照组相比，EE组也出现少量的炎症

细胞，分布于界板周围，但肝小叶结构相对完整；与

ConA组相比，EE+ConA组病理变化更为明显，出现

肝细胞坏死，并伴有大量炎症细胞浸润，分布于肝

窦，界板周围，肝小叶结构不清，肝脏损伤程度加重

（图 1）。分别对各模型组小鼠血清中 AST与 ALT
含量进行 2×2析因设计的方差分析，AST结果显

示：ConA处理的主效应差异具有统计学意义，（F=
194.76，P＜0.000 1）；EE处理的主效应差异具有统

计学意义，（F=41.09，P＜0.000 1）；两种处理存在

交互效应，差异具有统计学意义，（F=27.33，P＜
0.000 1）。ALT结果显示：ConA处理的主效应差异

具有统计学意义，（F=122.67，P＜0.000 1）；EE处

理的主效应差异具有统计学意义，（F=32.02，P＜
0.000 1）；两种处理存在交互效应，差异具有统计学

意义，（F=17.10，P=0.00 1）。组间两两比较结果显

示，与 Control组相比，ConA组给药 24 h后，血清

ALT和AST水平明显增高，差异具有统计学意义，

［ALT：（36.32 ± 13.36）vs.（1 567.02 ± 526.91）U/
L，P ＝ 0.000 2；AST：（45.78 ± 8.47）vs.（2 363.08
± 629.94）U/L，P ＜ 0.000 1］。与 Control组相比，

EE组血清ALT和AST水平增高，差异具有统计学

意义，［ALT：（36.32 ± 13.36）vs.（372.33 ± 87.25）
U/L，P ＝ 0.000 7；AST：（45.78 ± 8.47）vs.（359.81
± 139.01）U/L，P ＜ 0.000 1］。与 ConA组相比，

EE+ConA组血清 ALT和 AST水平明显增高，差异

具有统计学意义，［ALT：（1 567.02 ± 526.91）vs.
（3 727.34 ± 829.05） U/L，P＜0.000 1； AST：
（2 363.08 ± 629.94） vs.（5 452.09 ± 996.58）U/L，
P＜ 0.000 1；图2］。

2.2 高浓度的雌二醇通过促进凋亡加重刀豆蛋白

A诱导的AIH

分别对各模型组TUNEL阳性细胞的荧光强度

进行 2×2析因设计的方差分析，结果显示：ConA处

理的主效应差异具有统计学意义，（F=608.81，P＜
0.000 1）；EE处理的主效应差异具有统计学意义，

（F=119.02，P＜0.000 1）；两种处理存在交互效应，

差异具有统计学意义，（F=26.24，P=0.001）。组间

hematoxylin-eosin staining，×400
图1 各组小鼠中肝脏炎症反应程度比较

Fig.1 Comparison of inflammation in liver tissues of
mice among each group

Representative Serum AST and ALT of mice in Control, ConA, EE
and EE+ConA groups. A: ALT; B: AST; 1) P＜0.001; 2) P＜0.000 1

图2 各组小鼠血清转氨酶AST和ALT变化

Fig.2 Serum AST and ALT of mice among each group
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两两比较显示：与 Control组相比，ConA组 TUNEL
阳性细胞数量明显增高，差异具有统计学意义

（12.67±2.52 vs.96.00±4.58，P＜0.000 1）；EE组 TU⁃
NEL阳性细胞数量增高，差异具有统计学意义

（12.67±2.52 vs.37.77±4.93，P＜0.000 1）。与 ConA
组相比，EE+ConA组 TUNEL阳性细胞数量明显增

高，（96.00±4.58 vs.164.33±12.90，P＜0.000 1；图 3），

差异具有统计学意义。

2.3 高浓度的雌二醇增加血清中TNF-α和IL-6含量

通过 ELISA检测小鼠血清中炎症因子 TNF-α
和 IL-6的含量，分别对各模型组 TNF-α和 IL-6的
表达水平，进行 2×2析因设计的方差分析，TNF-α
结果显示：ConA处理的主效应差异具有统计学意

义，（F=339.54，P＜0.000 1）；EE处理的主效应差

异具有统计学意义，（F=40.74，P＜0.000 1）；两种

处理存在交互效应，差异具有统计学意义，（F=
6.00，P=0.037）。IL-6结果显示：ConA处理的主效

应差异具有统计学意义，（F=33.08，P＜0.000 1）；

EE 处理的主效应差异具有统计学意义，（F=
395.641，P＜0.000 1）；两种处理存在交互效应，差

异具有统计学意义，（F=60.86，P＜0.000 1）。组间

两两比较结果显示，与 Control组相比，ConA组

TNF-α表达明显增高，［（22.16±6.27）vs.（85.92±
7.12）pg/mL，P＜0.000 1］，差异具有统计学意义；

与 Control组相比，EE组 TNF-α表达明显增高，

［（22.16±6.27）vs.（49.14±3.77）pg/mL，P=0.000 1］，

差异具有统计学意义。与 ConA组相比，EE+ConA
组TNF-α表达明显增高，［（22.16±6.27）vs.（97.94±
3.23）pg/mL，P=0.024 7］，差异具有统计学意义。

小鼠血清中 IL-6水平结果显示，与Control组相比，

ConA 组 IL-6水平增高，［（3.31±0.48）vs.（4.05±
0.89）pg/mL，P=0.18］，差异不具有统计学意义；EE
组 IL-6水平增高，［（3.31±0.48）pg/mL vs.（13.34±

0.52）pg/mL，P＜0.000 1］，差异具有统计学意义；

EE+ConA组 IL-6水平明显增高，［（3.31±0.48）vs.
（8.43±0.79）pg/mL，P＜0.000 1］，差异具有统计学

意义。与ConA组相比，EE+ConA组 IL-6水平明显

增 高 ，［（22.16±6.27） vs.（97.94±3.23）pg/mL，P=
0.024 7；图4］，差异具有统计学意义。

2.4 高浓度雌二醇抑制AML12增殖活性

本实验采用CCK8检测AML12细胞的活力，分

别对各模型组采用单因素的方差分析，结果显示差

异具有统计学意义，（24 h：F=6.11，P=0.000 5；48
h：F=118.61，P<0.000 1）。采用 LSD-t检验，进行

组 间 两 两 比 较 结 果 显 示 ，与 Control 组 相 比 ，

0.1%DMSO组处理 24 h对AML12增殖活性无明显

影响，（1.03±0.17 vs. 1.01±0.15，P=0.783），差异不具

有统计学意义。10 μmol/L EE组处理 24 h可以明

显抑制AML12增殖活性，（1.03±0.17 vs. 0.85±0.06，
P=0.014 6），差异具有统计学意义。与Control组相

比，0.1%DMSO组处理48 h对AML12增殖活性无明

显影响，（1.02±0.09 vs. 1.08±0.07，P=0.074 4），差异

不具有统计学意义。10 μmol/L EE组处理 48 h可
以明显抑制AML12增殖活性，（1.02±0.09 vs. 0.71±
0.05，P<0.000 1；图5），差异具有统计学意义。

2.5 高浓度雌二醇体外可以促进AML12细胞凋亡

流式细胞术是一种常见的检测细胞凋亡的方

法，利用Annexin V及 PI 双染法标记凋亡细胞，可

A representative micrographs of apoptosis in Control, ConA, EE and EE+ConA groups, ×200. The levels of apoptosis expression was fluorescently
stained with FITC (green) while the nucleus was stained with DAPI (blue). The level of apoptosis cells was analyzed. B represent the mean ± SD and
were analyzed using two-way ANOVA of variance followed by LSD post hoc test；1) represents P < 0.000 1, with control group. n=3. We repeated three
times of all the experiments with similar results and one representative experiment is shown.

图3 各组小鼠肝细胞TUNEL阳性表达情况

Fig.3 Positive expression of TUNEL in colon cells of mice in each group

189



第42卷中山大学学报（医学科学版）

以直观地了解细胞凋亡比例。分别对各模型组采

用单因素的方差分析，结果显示差异具有统计学意

义，（F=4.337，P=0.017 4）。采用 LSD-t检验，进行

组间两两比较结果显示，与 Control组相比，10
μmol/L EE组处理 24 h可以促进 AML12的凋亡，

［（6.42±0.43）% vs.（18.11±5.79）%；图 6］，差异具有

统计学意义。

3 讨 论

自身免疫性肝炎的发病机制可能是，抗原呈递

细胞（APC）将抗原肽提呈给未分化的辅助性 T细

胞（Th0），根据免疫微环境中的不同细胞因子分化

为 Th1、Th2、Th17和调节性 T细胞（Tregs）等细胞，

Th1主要分泌 TNF-α、IL-2等，Th2主要分泌 IL-6、
IL-4和 IL-10等；在 TGF-β存在时，可以促进 Th0

向 Tregs细胞分化，抑制免疫反应过度激活［19］。研

究表明自身免疫性肝炎的发生发展是由于自身免

疫耐受机制受到破坏，在正常人中，这种免疫抑制

作用主要由存在于外周循环中的 FOXP3+、CD4+、
CD25+Tregs完成；但在自身免疫性疾病患者中这种

细胞的功能和数量却存在争议，儿童期发病患者的

外周循环中的 Tregs数量和功能可能均受到抑制，

但成年期发病患者外周循环中Tregs却并未发现有

明显缺陷，相反在未经治疗的AIH患者的肝脏中发

现了 Tregs细胞累积［20］。目前，部分自身免疫性肝

炎女性患者，妊娠期复发的原因不清，多以激素和

免疫抑制剂等对症治疗［21］。妊娠期高浓度的雌激

The bars show the significant differences of the levels of IL-6（A）
and TNF- α（B） in serum in each group. All the data represent the
mean ± SD and were analyzed using two-way ANOVA of variance fol⁃
lowed by LSD post hoc test. 1) represents P < 0.001; 2) represents P <
0.05, with control group. n=3. We repeated three times of all the experi⁃
ments with similar results and one representative experiment is shown.
图4 高浓度的雌二醇增加血清中TNF-α和 IL-6含量

Fig.4 EE administration increased the levels of IL-1β
and TNF-α in serum

Cell viability of AML12 cultured in different concentrations EE
for 24 h (A) and 48 h (B). One-way ANOVA was conducted for differ⁃
ences of cell viability among four groups and LSD-t tests were per⁃
formed for multiple comparison. 1) P<0.0001 compared with control
group; 2) P<0.001 compared with control group; 3) P<0.01 compared
with control group; 4) P<0.05 compared with control group. Data were
expressed as mean± SD. We repeated three times of all the experiments
with similar results and one representative experiment is shown.

图5 CCK8检测AML12细胞活力

Fig.5 Analysis of cell viability of AML12 cells by cell
counting kit⁃8
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素浓度可抑制Th1/Th2和Th17/Tregs之间的平衡，增

加 FOXP3+、CD4+、CD25+ Tregs细胞的水平，增强免

疫耐受，其可能通过激活雌激素受体，如经典的细胞

核受体ERα和ERβ，以及非经典的膜受体G蛋白偶

联雌激素受体（GPER），影响不同细胞炎症因子，如

IL-6，TNFα等的分泌［10，22-23］；也可能通过不同的雌

激素代谢产物如2-羟基雌二醇和16-羟基雌二醇等

影响肝脏的代谢反应［5］。刀豆蛋白A是一种植物血

凝素，能有效刺激T细胞并迅速诱导其活化和组织

浸润［12］。在本实验中，我们通过建立刀豆蛋白A诱

导的AIH模型，H&E染色结果显示，高浓度的雌激

素不但能直接诱导免疫细胞激活和炎症细胞浸润，

损伤肝脏；还可以加重刀豆蛋白诱导的AIH，使肝内

门管区大量淋巴细胞浸润，肝小叶内部分肝细胞肿

胀，变性，坏死。ELISA结果提示，高浓度的雌激素

可以直接促进炎症因子TNF-α和 IL-6的分泌，这可

能与雌激素直接影响Th1/Th2的分化相关［10-11］。

以往的研究表明，低浓度的雌激素对肝细胞的

活性无明显影响。高浓度的雌激素可以在诱导

Hela细胞死亡，并通过激活内源性凋亡通路促进内

皮细胞凋亡［10，24］，因此我们推测，高浓度的雌激素

可能影响肝细胞的活性。本次实验中，我们通过建

立不同浓度梯度的雌激素，体外培养AML12细胞，

发现高浓度的雌激素可以直接抑制AML12细胞的

增殖活性并促进其凋亡。TUNEL染色也进一步证

明高浓度的雌激素可以诱导肝细胞凋亡。其可能

的机制是，高浓度的雌激素可能通过影响 Th1/Th2
分化，增加炎症因子 TNF-α，IL-6等的分泌，激活

凋亡通路，促进肝细胞的凋亡，加重对AIH的损伤，

这为临床上部分患者在妊娠期自身免疫性肝炎的

加重，提供了可能的实验证据。

综上，本研究结果提示，高浓度的雌二醇可能

通过促进炎症因子 TNF-α和 IL-6的分泌，诱导肝

细胞细胞凋亡，加重AIH小鼠肝脏炎症反应。但具

体是如何激活内外源凋亡通路，是否通过 ERα/
ERβ等受体调控肝细胞的凋亡，是否影响调节性

Tregs细胞，抑制免疫反应等机制，后续实验将进一

步探讨。
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