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　 　 ［摘要］ 　目的 　观察蛋白激酶 casein kinase Ⅱ α（CK２α）在大鼠肝纤维化病理过程中的表达变化 ，以及 １０唱甲氨基唱８唱硫代

苦参碱（MASM ）抗肝纤维化治疗对 CK２α表达的影响 。方法 　采用二甲基亚硝胺（DMN）和胆管结扎术（BDL ）的方法建立大
鼠肝纤维化模型 ，造模后灌胃给予 MASM （５０ mg／kg）和生理盐水进行治疗 。肝组织切片分别采用苏木精唱伊红染色进行病理

分析 ，用天狼星红和 Masson胶原染色判定肝纤维化程度 ，免疫组织化学法观察纤维化肝组织中 CK２α和 α唱平滑肌肌动蛋白

（α唱SMA）的表达变化 。结果 　与对照组相比 ，DMN及 BDL 诱导的肝纤维化组织中 CK２α的表达水平均显著上调 ；注射 DMN
造模 １ ～ ４周 ，随着造模时间的延长 ，α唱SMA表达逐渐增加 ，CK２α的表达水平相应显著上调 ；与模型组相比 ，MASM 药物治疗
组大鼠肝纤维化程度明显缓解 ，同时 CK２α的表达水平显著下调 。结论 　蛋白激酶 CK２α的表达水平与肝纤维化的形成呈正
相关关系 ；苦参碱衍生物 MASM 抗肝纤维化作用伴随下调 CK２α的表达水平 ，提示 CK２α是一个肝纤维化治疗的潜在靶点 。

　 　 ［关键词］ 　蛋白激酶 CK２α ；肝纤维化 ；苦参碱衍生物 ；靶点
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The expression of protein kinase CK2α in rat hepatic fibrogenesis process
WANG Keqi ，Xu Weiheng ，Ding Li ，ZHANG Junping （Department of Biochemic Pharmacy ，School of Pharmacy ， Second
Military Medical University ，Shanghai ２００４３３ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To observe the dynamic characteristics of protein kinase ，casein kinase II α （CK２α） ，expression
during hepatic fibrogenesis in rats ；and the effects of a matrine derivative ，１３唱methylamino唱１８唱thione唱matrine （MASM ） ，on
CK２α expression when it is used for anti唱fibrotic treatment ．Methods 　 Hepatic fibrosis model was established in SD rats by
dimethylnitrosamine （DMN ） injection or by bile duct ligation （BDL ） ． The established fibrotic rats were given ５０ mg／kg
MASM or saline as a control by gavage for three weeks ．The level of hepatic fibrosis was evaluated by histopathology examina唱
tion using hematoxylin唱eosin staining ，and using the sirius red and Masson＇s trichrome staining for collagen determination in fi唱
brosis ．The expressions of CK２α and α唱smooth muscle actin （α唱SMA） in hepatic tissues were detected by immunohistochemis唱
ry ．Results 　 CK２α is mainly expressed in the stellate cells of fibrotic livers induced by DMN or BDL comparing the control
group ．Along with the development of hepatic fibrosis as evidenced by α唱SMA expression ，increased CK２α唱positive cells in liver
were detected while injecting DMN in the rats for one to four weeks ．MASM treatment significantly inhibited the hepatic fibro 唱
sis and suppressed the expression of CK２α comparing the model group ．Conclusion 　 The expression level of CK２α ，and hepatic
fibrosis formation are positively correlated ．The matrine derivative ，MASM ，can significantly inhibit hepatic fibrosis and sup唱
press the CK２α expression ．These results suggest CK２α may be a potential target for hepatic fibrosis therapy ．

　 　 ［Key words］ 　 casein kinase II α（CK２α） ；hepatic fibrosis ；matrine derivative ；target

　 　肝纤维化（hepatic fibrosis ，HF）的形成是肝脏
对各种病因所致慢性肝损伤的修复反应 ，是慢性肝

病共有的病理改变 ，主要特征是以胶原为主的细胞

外基质（extra cellular matrix ，ECM ）在肝内的过度

沉积 ，导致肝脏结构改变和肝功能丧失 。肝纤维化

发生 、发展的机制十分复杂 ，涉及多种细胞 、细胞因

子和 ECM ［１ ，２］
。目前研究认为 ，肝星状细胞（hepatic

stellate cells ，HSC）在肝纤维化发生 、发展过程中

发挥关键作用 ，是肝纤维化治疗的重要靶细胞 。肝

脏受损后 ，静息状态的 HSC 被激活 ，表达 α唱平滑肌

肌动蛋白（α唱SMA） ，并增殖 、收缩 、生成胶原和分泌

细胞因子 ，促进肝纤维化的发生 。研究表明 ，HSC
的活化和 HSC 活化表型的维持涉及多个转录因
子 ，如 NFκB 、Foxf１ 、JunD 、C／EBP等 ，也与多条细
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胞内信号通路 ，如蛋白激酶 AKT 通路 、MAPK 通
路 、Smad 通路等有关［３］

。 虽然近年来肝纤维化的

病理机制研究已取得很大进展 ，但是肝纤维化的发

病及调控机制尚未阐明 。 因此 ，寻找并发现影响

HSC活化和肝纤维化进程的关键性蛋白 ，对于肝纤

维化的治疗具有重要意义 。

　 　蛋白激酶 Ⅱ （casein kinase Ⅱ ，CK２）是一种高度
保守的丝苏氨酸蛋白激酶 ，由催化亚基 α 、α′和催化

亚基 β组成 ，广泛分布于真核细胞的胞浆和胞核

中 ，在细胞生长 、增殖 、凋亡和癌变等过程中发挥重

要作用 ，参与多种疾病的发生和发展进程 ，如神经退

行性病变 、炎症 、心血管疾病 、肿瘤以及病毒和寄生

虫感染等［４］
。 CK２ 可通过调控细胞内多条信号通

路调节细胞功能 ，例如 ，CK２ 参与 NFκB 的激活过
程 ，可 磷 酸 化 I kBSer３２ 、 Ser３５ 和 磷 酸 化
p６５Ser５２９ ，促进 NFκB 基因转录功能［５］

。 此外 ，

CK２也作为 ectokinases ，磷酸化细胞外蛋白 ，影响

细胞黏附 、运动和细胞相互作用［６］
。由于 CK２参与

了多种疾病进程 ，它已成为一个有前景的治疗靶

点［７］
。但是 ，CK２与肝纤维化之间的关系尚未见文

献报道 。

　 　苦参碱（matrine）是传统中药苦参的主要活性
成分 ，具有抗肿瘤 、抗炎 、抗病毒和抗肝纤维化等药

理学活性［８唱１１］
。但是 ，苦参碱药理活性较低 ，为此 ，

我们设计并合成了一系列苦参碱衍生物 ，发现苦参

碱衍生物的抗炎 、抗肝纤维化和抗肿瘤作用比苦参

碱显著提高［１２唱１５］
，其中 ，１３唱甲氨基唱１８唱硫代苦参碱

（MASM ）体外能抑制 HSC 的活化 ，体内能抑制

DMN 和 BDL 诱导的实验性大鼠肝纤维化［１３］
，其抗

肝纤维化作用机制目前尚不清楚 。

　 　本实验主要研究 CK２在 DMN 和 BDL 实验性
大鼠肝纤维化模型中的表达变化 ，并观察苦参碱衍

生物 MASM 抗肝纤维化治疗后 CK２的表达变化 ，

研究 CK２与肝纤维化的关系 。

1 　材料与方法

1 ．1 　材料
1 ．1 ．1 　实验试剂 　苦参碱衍生物（MASM ）由第二

军医大学药学院有机化学教研室合成 ，纯度 ＞ ９８％ ；

二甲基亚硝胺（DMN）购自天津生物技术研究所 ；α唱

平滑肌肌动蛋白多克隆抗体 （α唱SMA ）购自 Sigma
公司 ；蛋白激酶 CK２ 多克隆抗体购自 Sigma 公司 。

SABC免疫组化试剂盒和 DAB 试剂盒购自武汉博
士德公司 。

1 ．1 ．2 　 实验动物 　 雄性 SD 大鼠 ，清洁级 ，体重

１５０ ～ ２００ g ，购于中国科学院上海动物实验中心 。

1 ．2 　方法
1 ．2 ．1 　 DMN 损伤肝纤维化模型 　 SD大鼠随机分
为空白对照组 、模型组及 MASM 治疗组 。于大鼠

腹腔注射 DMN （１０ μg／kg） ，每周注射 ３次 ，共注射

５周 ，制备 DMN 诱导的大鼠肝纤维化模型［１３］
。

MASM 治疗组大鼠于 DMN 注射第 ５周起 ，每天灌

胃给予 MASM ５０ mg／kg ，治疗 ３周后处死 。空白

对照组和模型组则灌胃给予等体积的生理盐水 。

1 ．2 ．2 　 BDL 损伤肝纤维化模型 　 SD 大鼠分为假
手术组 、模型组及 MASM 治疗组 。 于大鼠腹腔注

射 ３５ mg／kg 水合氯醛溶液麻醉 ，开腹后分离胆总

管并结扎切断 ，制备 BDL 诱导的肝纤维化模型［１３］
。

假手术组大鼠麻醉后开腹分离胆总管 ，不结扎胆总

管 ，直接关腹 。 MASM 治疗组大鼠于术后第 ４ 天

起 ，每天灌胃给予 ５０ mg／kg 的 MASM 药物治疗 ，

给药 ３周后处死 。空白对照组和模型组则灌胃给予

等体积的生理盐水 。

1 ．2 ．3 　组织样品的收集 　给药 ３周后 ，于大鼠腹腔

注射 １０％ 水合氯醛麻醉 ，分离肝组织 ，于中性甲醛

中固定 ，制作石蜡切片 。观察纤维化进程中 CK２表
达变化 ，DMN 模型组和空白对照组分别在造模后
１ 、２ 、３ 、４周处死大鼠 ，分离肝组织 ，制备石蜡切片 。

1 ．2 ．4 　 苏木精唱伊红染色 、天狼星红和 Masson 胶
原染色 　参照文献［１３］ ，采用苏木精唱伊红染色（he唱
matoxylin唱eosin ，HE）进行病理分析 ，天狼星红（sir唱
ius red）和 Masson胶原染色判定肝纤维化程度 。

1 ．2 ．5 　 免疫组织化学方法检测 CK２ 和 α唱SMA 表
达 　采用 SABC 染色方法（DAB 显色）

［１３］
，即大鼠

肝组织石蜡切片 ，加 １ ∶ ２０正常山羊血清封闭后 ，再

加 CK２抗体或 α唱SMA 抗体及生物素化兔抗山羊
IgG 二抗以及 SABC唱POD 溶液 ，最后滴加 DAB 显
色 ，常规树脂封片 ，光镜下观察 CK２和 α唱SMA 的表
达变化 ，并拍照 。

2 　结果

2 ．1 　 DMN 和 BDL 诱导的纤维化大鼠肝组织中
CK２的蛋白表达水平变化 　 DMN 造模 ５周和 BDL
造模 ３周后 ，天狼星红染色 ，肝脏大量表达胶原 ，表

明成功制备肝纤维化模型 。通过免疫组织化学法检

测纤维化肝组织中 CK２α表达水平的变化 。结果发

现 CK２α主要表达于肝星状细胞内 ；与对照组相比 ，

DMN 及 BDL 模型组的肝组织中 CK２α的表达水平
均有显著上调 ，提示 CK２表达水平与肝纤维化的形
成有关（图 １） 。
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图 1 　 DMN和 BDL模型大鼠纤维化肝脏
CK2α蛋白表达水平变化

2 ．2 　 DMN 纤维化模型大鼠肝纤维化进程中 CK２α
的蛋白表达水平变化 　 SD 大鼠腹腔注射 DMN 制
备纤维化模型 。在造模不同时间段 ，应用 α唱SMA
和 CK２α抗体 ，采用免疫组织化学染色方法 ，检测不

同时期纤维化肝组织中 α唱SMA 和 CK２α的蛋白表
达水平变化 。结果显示 ，DMN 纤维化模型第 １ ～ ４

周 ，α唱SMA 表达逐渐增加 ，表明肝纤维化程度不断

加剧 ；与此相对应 ，随着肝纤维化程度的不断加剧 ，

尤其是肝纤维化第 ３ 、第 ４ 周 ，CK２α在纤维化组织
中的表达明显增多 （图 ２） 。提示 CK２ 表达水平与
肝纤维化呈正相关关系 。

2 ．3 　 MASM 药物治疗后 DMN 及 BDL 纤维化模
型中 CK２ 的蛋白表达水平变化（图 ３） 　 DMN 和
BDL 肝纤维化大鼠 ，灌胃给予 MASM 治疗 ，采用

HE 、天狼星红和 Masson染色研究 MASM 抗肝纤
维化作用 ，免疫组织化学方法观察 MASM 治疗后
对 CK２α表达的影响 。结果发现 MASM （５０ mg／kg）
能明显抑制 DMN 和 BDL 诱导的肝纤维化 ，HE

图 2 　 DMN注射不同时间大鼠肝组织 α唱SMA和 CK2α表达水平变化

染色显示 MASM 治疗组肝脏炎症浸润明显减少 ，

天狼星红和 Masson染色显示 ，MASM 治疗组胶原
明显减少 ，同时 ，免疫组织化学显示 CK２α的表达水
平显著下调 。

3 　讨论

　 　肝纤维化及其终末期肝硬化目前仍是危害人类

健康的重大问题 。近年来研究肝纤维化的发病机制

已取得重要进展 ，人们普遍接受肝星状细胞及其活

化后转化的肌成纤维细胞（myofiblast）是产生 ECM
的中心细胞 ，也发现纤维化过程同时伴随着大量激

酶的活化和信号通路的激活［１唱３］
。但是 ，肝纤维化的

发病机制仍不完全清楚 ，临床上肝纤维化的治疗缺

乏有效的药物 。本研究中采用 DMN 和 BDL 制备
实验性大鼠肝纤维化模型 ，观察蛋白激酶 CK２在肝
纤维化进程中的表达变化以及苦参碱衍生物

MASM 抗肝纤维化治疗后 CK２ 的表达变化 ，以寻

找调控肝纤维化的关键性蛋白 ，期望发现新型抗肝

纤维化药物靶点 。

　 　本研究发现 ，DMN 和 BDL 诱导的大鼠纤维化
肝组织中 CK２α蛋白表达水平显著上调 ，而且随着

肝纤维化的加重 ，肝脏组织中 CK２α的表达水平逐
渐升高 ，表明 CK２ 与肝纤维化的发展进程密切相
关 。此外 ，我们还应用具有抗肝纤维化活性的苦参

碱衍生物 MASM ，从另一个侧面研究 CK２ 与肝纤
维化的关系 。结果发现 MASM 能显著抑制肝纤维
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图 3 　 MASM抑制 DMN和 BDL诱导的肝纤维化模型及下调 CK2α蛋白表达

化 ，伴随纤维化肝组织 CK２α蛋白表达水平的下降 ，

进一步说明 CK２ 与肝纤维化有关 。当然 ，CK２ 与
肝纤维化的关系仍然需要更多的实验证据予以

确证 。 　 　

　 　蛋白激酶 CK２ 在细胞生长 、增殖 、凋亡和癌变

等过程中发挥重要作用 。肝纤维化发生 、发展过程

中 ，肝星状细胞大量增殖并大量合成胶原蛋白 。此

外 ，我们在前期研究中发现 MASM 能显著抑制肝
星状细胞增殖 。 因此 ，主要表达于肝星状细胞的

CK２α在纤维化肝组织表达水平增加是否与肝星状
细胞大量增殖有关 ，尚待进一步从功能上研究明确

CK２与肝星状细胞增殖和胶原合成的关系 。 目前

许多不同作用模式的小分子 CK２ 抑制剂已经面
世［７］

。应用特异性 CK２ 抑制剂研究其抗肝纤维化
作用 ，可以进一步明确 CK２ 与肝纤维化之间的关
系 。相信随着研究的深入 ，CK２ 可能成为肝纤维化
的治疗新靶点 。
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·个案报道 ·

静脉滴注环磷腺苷葡胺注射液致过敏反应 1例

王 　萍 ，沈 　洁 ，孔飞飞 ，郭良君 （解放军 ９８医院 ，浙江 湖州 ３１３０００）
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1 　病例资料

　 　患者 ，男 ，７４ 岁 。因“车祸致伤左膝疼痛 、活动

障碍 ２ h余”于 ２０１３ 年 １２ 月 １２ 日急诊入院 ，既往

无食物 、药物过敏史 。 查体 ：体温 ３６畅５ ℃ ，脉搏

８０次／min ，呼吸 １６次／min ，血压１２０／７５ mmHg 。急

诊 X片示 ：左髌骨粉碎性骨折 ，关节面台阶形成 ，骨

折端分离移位约 １ ．５ cm 。诊断为 ：髌骨骨折 ，左髌

骨粉碎性骨折 ，左膝关节复合体损伤 。当日予以止

血 、补液等对症支持治疗 。 １２ 月 １３ 日遵医嘱予以

环磷腺苷葡胺注射液（山东潍坊制药有限公司 ，规

格 ：５ ml ∶ ９０ mg ，批号 ：１３０６０５） ＋ ０ ．９％ 氯化钠注

射液５００ ml静脉滴注 。 ２ min 后 ，患者出现浑身发

抖 、寒战 ，立即停药 ，予以地塞米松磷酸钠注射液 ５

mg ，静脉注射 ，１５ min 后症状好转 。 １２ 月 １４ 日再

次使用环磷腺苷葡胺注射液组输液 ，３ min 后再次
出现发抖 、寒战症状 ，经停药 、地塞米松磷酸钠注射

液静脉注射后好转 。

2 　讨论

　 　环磷腺苷葡胺为非洋地黄类强心剂 ，用于治疗

心力衰竭 、心肌炎 、病窦综合征 、冠心病及心肌病 ，也

［作者简介］ 　 王 　 萍 ，本科 ，药师 ．Tel ：（０５７２）３２６９７７８
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ei２００９＠ sohu ．com

可用于心律失常的辅助治疗［１］
。本例患者无以上明

确适应证 ，因髌骨骨折而给予环磷腺苷葡胺注射液

的处方缺乏用药指征 ，属于不合理用药 。患者既往

无药物过敏史 ，仅入院当天使用氯诺昔康止痛治疗 ，

此后 ２ d ，２次使用本品 ２ ～ ３ min后即出现寒战 、发

抖 ，停药后好转 。继续使用其他药物未再出现类似

不适 。过敏症状的出现与使用本品有较强的时间相

关性 ，基本确定为环磷腺苷葡胺所致的过敏反应 。

　 　环磷腺苷葡胺的不良反应较为少见 ，说明书提

示偶见心悸 、心慌 、头晕等症状 。文献有出现皮疹 、

瘙痒 、过敏性休克等报道［２唱４］
。临床应用时应注意滴

速不可太快 ，用量 １５０ ml以上时 ，滴注时间不能少

于 ９０ min 。如遇患者感到心悸 、心慌 ，应停止使用 ，

停药后症状一般可自行消失 。同时建议临床医师使

用本品时应严格遵循说明书规定 ，不得无循证依据

超说明书使用 ，以免造成安全隐患 。
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