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摘 要:目的 探讨C-C基序趋化因子7(CCL7)在对乙酰氨基酚(APAP)诱导的小鼠急性肝损伤(ALI)中的作用及其调

控机制。方法 选取8周龄SPF级雄性C57BL/6J小鼠,腹腔注射400mg/kgAPAP构建肝损伤模型,动态检测血清

AST/ALT、肝脏 HE染色、CD45/CD11b免疫组化及CCL7表达。采用CCL7中和抗体(200μg/kg,尾静脉注射)验证

CCL7功能;通过氯膦酸盐脂质体清除库普弗细胞(KCs)或通过DMXAA(20mg/kg,腹腔注射)激活STING通路,结合

原代KCs体外培养,明确 KCs-STING通路对CCL7分泌的调控作用。结果 APAP给药后,小鼠血清 AST/ALT水

平、肝细胞坏死面积、肝脏单核细胞浸润及CCL7表达均在24h达到高峰(P<0.05),呈现时间同步性。体外迁移实验

证实CCL7蛋白可显著促进骨髓单核细胞迁移(P<0.01)。CCL7中和抗体治疗显著降低 APAP小鼠血清 AST、ALT
水平,减少肝坏死面积(P<0.05)及肝脏CD45+/CD11b+细胞浸润(P<0.01)。DMXAA处理显著上调小鼠肝脏

CCL7mRNA表达及原代KCsCCL7分泌(P<0.01),而KCs清除可阻断DMXAA诱导的肝脏CCL7mRNA上调(P
<0.05)。结论 CCL7通过介导单核细胞浸润加重 APAP诱导的 ALI,中和CCL7可有效缓解肝损伤。KCs是CCL7
的主要来源细胞,STING信号通路激活可促进KCs分泌CCL7,提示KCs-STING-CCL7-单核细胞轴在ALI中发挥重要

作用,为靶向治疗药物性肝损伤提供了新的实验依据。
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MechanismoftheKCs-STING-CCL7-Monocyteaxisinpromotingacuteliverinjuryinmice
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  Abstract: Objective ToinvestigatetheroleandregulatorymechanismofC-Cmotifchemokine7(CCL7)
inacetaminophen(APAP)-inducedacuteliverinjury(ALI)inmice. Methods Eight-week-oldmaleSPF
C57BL/6Jmicewereused,andaliverinjurymodelwasestablishedbyintraperitonealinjectionof400mg/kg
APAP.SerumAST/ALTlevels,liverHEstaining,CD45/CD11bimmunohistochemistry,andCCL7expres-
sionweredynamicallymonitored.CCL7neutralizingantibody(200μg/kg,viatailveininjection)wasusedto
verifythefunctionofCCL7.Kupffercells(KCs)weredepletedusingclodronateliposomes,ortheSTING
pathwaywasactivatedbyintraperitonealinjectionofDMXAA(20mg/kg).PrimaryKCswerealsoculturedin
vitrotoclarifytheregulatoryeffectoftheKCs-STINGpathwayonCCL7secretion. Results AfterAPAPad-
ministration,serumAST/ALTlevels,hepatocytenecrosisarea,hepaticmonocyteinfiltration,andCCL7ex-
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pressioninmiceallpeakedat24h(P <0.05),showingtemporalsynchronicity.Invitromigrationassays
demonstratedthatCCL7proteinsignificantlypromotedthemigrationofbonemarrow-derivedmonocytes(P<
0.01).TreatmentwithCCL7neutralizingantibodysignificantlyloweredserumASTandALTlevels,reduced
hepaticnecroticareas(P <0.05),andattenuatedhepaticCD45+/CD11b+cellinfiltration(P <0.01).
DMXAAtreatmentsignificantlyupregulatedCCL7mRNAexpressioninmouseliverandCCL7secretionfrom
primaryKCs(P<0.01),whileKCsdepletionblockedDMXAA-inducedupregulationofhepaticCCL7mRNA
(P<0.05). Conclusion CCL7exacerbatesAPAP-inducedALIbymediatingmonocyteinfiltration,and
neutralizingCCL7caneffectivelyalleviateliverinjury.KCsarethemajorcellularsourceofCCL7,andactiva-
tionoftheSTINGsignalingpathwaypromotesCCL7secretionfrom KCs,suggestingthattheKCs-STING-
CCL7-monocyteaxisplaysanimportantroleinALI,providingnewexperimentalevidencefortargetedtherapy
ofdrug-inducedliverinjury.
  Keywords: chemicalanddrug-inducedliverinjury;C-Cmotifchemokine7;monocytes;stimulatorofin-

terferongenes

  急性肝损伤(acuteliverinjury,ALI)是一项重大

的全球公共卫生挑战,尽管随着疫苗接种策略和抗病

毒治疗的进展,病毒引起的慢性肝损伤的患病率已经

下降[1],但酒精性肝损伤、代谢功能障碍相关的脂肪变

性肝病、药物性肝损伤和自身免疫性遗传性肝病的管

理仍存在重大挑战[2]。ALI病理进程涉及复杂的免疫

细胞互作网络,既往研究表明,在ALI病理过程中,大
量单核细胞被招募进入肝脏,即单核源性巨噬细胞,并
分泌多种炎症因子,如白介素-1β(interleukin-1β,IL-
1β)、肿瘤坏死因子α(tumornecrosisfactor-alpha,

TNF-α),诱导肝细胞凋亡和加重肝损伤[3]。而拮抗单

核细胞浸润,可以明显改善肝损伤。因此如何抑制单

核细胞浸润成为治疗肝损伤的重要研究方向。既往研

究表明[4-5],C-C基序趋化因子2(chemokineC-Cmo-
tifligand2,CCL2)/C-C趋化因子受体2型(C-Cche-
mokinereceptor,CCR2)轴被认为是治疗肝损伤的重

要研究方向。但抑制CCL2在进一步动物实验中并未

取得良好的实验结果[6]。近年来CCL7趋化单核细胞

的作用逐渐得到重视和认可,在多个实验模型中,拮抗

CCL7可以抑制单核细胞浸润并缓解炎症、细胞损

伤[7-8],但其在急性肝损伤中的作用研究不多。

KCs是调节肝脏炎症及免疫激活的核心细胞,当
其受到病毒或细胞损伤分子刺激时,其胞内模式识别

受体STING通路被激活,促进Ⅰ型干扰素α/β(inter-
feron,IFN-α/β)分泌及促炎因子(如IL-6)、IL-1β、

TNF-α释放;同时激活核因子κB(nuclearfactorkap-
paB,NF-κB)诱导CCL5分泌[9],招募CD8+T细胞,
或者激活干扰 素 调 节 因 子3(interferonregulatory
factor3,IRF3)诱导C-X-C基序趋化因子10(C-X-C
motifchemokineligand10,CXCL10)分泌,招募辅助

性T细胞和自然杀伤细胞启动免疫反应[10]。研究表

明,STING基因敲除可对抗 APAP对小鼠肝脏的损

伤,降低ALT/AST,减少中性粒细胞浸润[11],还证实

APAP可激活肝巨噬细胞中的CCR2,促进CCL2的

分泌,进一步诱导单核细胞和中性粒细胞的募集而加

重炎症[12-13]。STING通路在APAP肝毒性中的保护

性作用虽已被报道,但其下游效应分子 特 别 是 与

CCL7的级联关系仍有待揭示。
本研究通过 APAP腹腔注射建立小鼠肝损伤模

型,观察小鼠肝损伤过程中CCL7的变化规律,并通过

CCL7中和抗体拮抗CCL7,明确CCL7是否能够缓解

肝损伤和减少单核细胞浸润,此外,利用体外细胞迁移

实验、尾静脉注射CL或STING激动剂进一步明确

KCs分泌CCL7的分泌作用。本研究旨在解析 KCs-
STING-CCL7轴在急性肝损伤中的潜在机制,为靶向

CCL7治疗ALI提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物 SPF级雄性C57BL/6J小鼠[8周

龄,平均体重(23±2)g],购自江苏集萃药康生物科技

股份有限公司[许可证号:SYXK(苏)2019-0056]。实

验动物饲养于恒温恒湿环境[温度(23±2)℃,相对湿

度50%],自由摄食饮水。实验开始前均适应性饲养7
d,所有实验操作均经南京大学动物伦理委员会批准,
审批号:IACUC-D2103033。

1.2 实验试剂和仪器 APAP(HY-113083)、CCL7
蛋白(HY-P7243)、STING 激 动 剂(DMXAA,HY-
10964)、HE染色试剂盒(HY-K0315)均购自 MCE公

司;CCL7拮抗剂(AF-456-SP)购自美国Bio-Techne
公司;氯膦酸盐脂质体(CL,40337ES08)购自翌圣生物

公司;CD45抗体(ab10558)、CD11b抗体(ab13357)、

F4/80抗体(ab320061)、山羊抗鸡IgY H&LAlexa
Fluor○R488(ab150173)均 购 自 英 国 Abcam 公 司;
STING抗体(#13647)、RabbitmAbAlexaFluor○R

647偶联物(#59904)均购自美国CST公司;逆转录

试剂 盒 (AT341)、SYBR PremixEX Taq 试 剂 盒

(AQ602-02)购自北京全式金生物技术有限公司;通用
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二步法免疫染色试剂盒(PV-9000)购自北京中杉金桥

公司;小鼠骨髓单核细胞分离试剂盒(TBD2013CM)
购自天津浩阳生物制造有限公司;小鼠CCL7ELISA
试剂盒(ab205571)购自 Abcam 公司;Percoll分离液

(40501ES60)购自爱普生生物有限公司;CM1000蠕动

泵购自创锐公司;离心机购自赛默飞世尔科技公司;全
自动化学分析仪购自美国BeckmanCoulter公司;荧
光显微镜购自德国Leica公司;StepOnePlus实时荧光

定量PCR仪购自赛默飞世尔科技公司。

1.3 小鼠模型构建 基于预实验数据,每组至少需要

8只小鼠以达到统计学效力,最终每组设定n=10,选
取120只C57BL/6J小鼠通过随机数字法分为两组(n
=60),APAP组:称取900mgAPAP粉末溶于30
mL预 热 的 PBS 溶 液 中,腹 腔 注 射 400 mg/kg
APAP[14],注射体积为0.1mL/10g,对照组:注射等

体积PBS,两组分别于给药后0h、12h、24h、48h、72
h、96h采用颈椎脱臼法处死8只小鼠,收集血清及肝

脏。实验中出现濒死症状的小鼠,采取麻醉后颈椎脱

臼法处死,退出实验。为探究CCL7在APAP肝损伤

模型中的作用,构建了CCL7拮抗小鼠模型:选取20
只C57BL/6J小鼠,随机分为两组(n=10),APAP+
CCL7拮抗剂组:同时腹腔注射 APAP和尾静脉注射

200μg/kgCCL7拮抗剂[15],注射体积为0.1mL/10
g;APAP+PBS组:同时腹腔注射APAP和尾静脉注

射等体积PBS,24h后处死小鼠留取标本。为进一步

探究CCL7可能来源,对小鼠进行不同的干预,选取

30只小鼠随机分为3组(n=10),对照组:尾静脉注

射200μLPBS;DMXAA组(STING激活组):尾静

脉注射200μLPBS24h后再腹腔注射20mg/kg
DMXAA[16];CL+DMXAA组:静脉注射CL200μL
24h后腹腔注射DMXAA,所有小鼠于DMXAA处理

后6h处死,检测肝组织中CCL7表达。

1.4 苏木精-伊红染色和免疫组化 石蜡切片经二

甲苯脱蜡、梯度乙醇透明及蒸馏水复水后,按照HE试

剂盒步骤进行。免疫组织染色需要EDTA碱性溶液

煮沸进行抗原修复,然后0.3%过氧化氢封闭内源性

过氧化物酶15min,随后分别加入稀释一抗[兔抗

CD45(1∶2000)稀释,兔抗CD11b(1∶10000)稀
释],4℃孵育过夜,37℃孵育 HRP标记山羊抗兔二

抗25min。DAB显色3min,苏木精复染20s,中性树

脂封片。在高倍镜光学显微镜下拍照。每张切片随机

选取5个视野拍照,计数阳性细胞数,取平均值作为该

样本阳性细胞数。

1.5 免疫荧光共定位 步骤同上,1∶1混合稀释一

抗F4/80(1∶100)和STING抗体(1∶200),4℃湿盒

过夜,次日PBS清洗后滴加免疫荧光二抗混合物(山

羊抗鸡IgYH&LAlexaFluor○R488(1∶1000)和Rab-
bitmAbAlexaFluor○R647偶联物(1∶50),37℃孵育

1h。清洗封片后荧光显微镜下拍照。

1.6 转氨酶和CCL7浓度的检测 采用全自动化学

分析仪测定各组血清 ALT/AST 水平。使用小鼠

ELISA试剂盒测定小鼠血清样品和细胞培养上清中

的CCL7浓度,各取50μL样品分别加入24孔板的孔

中,同时每孔加入50μL含有捕获抗体和检测抗体的

混合抗体溶液。将含有样品和抗体的板子在37℃无

菌环境中孵育1h。各孔用350μL洗涤缓冲液洗涤3
次后,加入100μLTMB底物,37℃避光孵育10min。
加入终止液终止反应。使用酶标仪在450nm波长处

测定吸光度。使用log-log线性回归计算CCL7浓度。

1.7 实时定量聚合酶链反应(RT-qPCR) 使用TR-
Izol试剂从小鼠肝组织中提取总 RNA,使用Prime-
ScriptRT MasterMix反转录成cDNA,然后根据

SYBRPremixEXTaq试剂盒检测 mRNA表达。基

因表达值呈现相对基因表达的倍数变化。引物由北京

清科鑫业生物科技有限公司合成,所用引物序列如下:

GAPDH:5′-CGTCCCGGACAAAATGGTGAA-
3′(正向引物)and5′-GCCGTGAGGACATACTG-
GAACA-3′(反向引物)。

CCL7:5′-CGTCCCGTAGACAAAATGGTGA
A-3′(正向引物)and5′-GCCGTGGAGTCATACT-
GGAACA-3′(反向引物)。

1.8 小鼠骨髓单核细胞的提取和迁移试验 使用

MojoSortTMnanobads从小鼠腿骨骨髓组织中分离单

核细胞[3]。分离出小鼠下肢胫骨及股骨,5mL注射器

冲洗骨髓,70μm滤网制备单细胞悬液,专用免疫磁珠

抗体孵育30min,磁力架静置5min,分选出富集

CD11b+单核细胞。Transwell小室膜表面包被500

μg/mL基质胶,37℃孵育30min。用含3%牛血清白

蛋白的PBS阻断1h(37℃)。迁移诱导:将处理好的

Transwell小室放入24孔板中,每孔加入1mL有或

无50ng/mLCCL7蛋白的DMEM 培养液,将1.0×
105 个CD11b+单核细胞加入Transwell上腔室。置

于37℃孵箱中孵育1h,随后PBS冲洗小室,4%多聚

甲醛固定,DAPI染核,最后在徕卡DMi8显微镜下计

数迁移的单核细胞。

1.9 小鼠肝脏KCs提取及STING激动剂共培养 
通过门静脉灌注和Percoll分离液进行提取[3]。将套

管针插入门静脉,灌注 HBSS和配制的消化酶混合物

(HBSS含0.1mg/mL胶原酶Ⅰ、0.1mg/mL胶原酶

Ⅳ、0.05mg/mL透明质酸酶、0.05mg/mL脱氧核糖

核酸酶)。将肝脏剪碎用消化酶振荡消化45min,然
后按照Percoll分离液步骤离心。将收集的KCs细胞
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培养在含10%胎儿牛血清的DMEM 培养液中,并与

100μg/mLDMXAA
[17]共培养12h,提取上清液测定

CCL7浓度。

1.10 统计学方法 所有数据采用IBMSPSS22.0及

GraphPadPrism5软件进行分析。对于服从正态分

布的数据,采用 One-wayANOVA单因素方差分析,
对于非正态的数据,采用 Mann-Whitney检验。P <
0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 小鼠肝损伤时CCL7表达与肝脏单核细胞浸润

均在24h达高峰 APAP给药后24h,小鼠血清

AST、ALT水平显著升高,肝脏 HE染色呈现典型肝

小叶中心性坏死,伴随大量炎性细胞浸润(见图1A、图

1B),这与既往报道的 APAP肝毒性进展模式一致。
肝脏免疫组化结果显示,CD45+细胞、CD11b+细胞

在24~48h大量聚集在汇管区及肝组织损伤区域(见
图1C),本课题组之前的研究发现这些向肝脏募集的

单核细胞,在肝损伤时可被诱导分化为促炎性单核源

性巨噬细胞,加剧组织损伤。为了探究单核细胞募集

的机制,本课题组检测了小鼠肝组织CCL7mRNA及

血清CCL7浓度,结果显示CCL7表达均在24h达高

峰(见图1D),这一时间关联性提示CCL7可能是肝脏

早期单核细胞招募的关键介质,类似于CCL2对单核

细胞募集的作用。

注:A为小鼠血清ALT/AST水平(0~96h);B为APAP小鼠肝组织 HE染色(0~96h);C为APAP小鼠肝脏CD45、

CD11b免疫组化代表图(0~96h);D为小鼠血清及肝组织CCL7水平(0~96h)。*P<0.05,**P<0.01,n=8。

图1 CCL7的动态表达特征与肝脏单核细胞浸润程度同步(100×,标尺=50μm)

2.2 CCL7体外诱导骨髓单核细胞迁移 为了进一

步证实CCL7的趋化功能,本课题组提取了小鼠骨髓

中单核细胞(CD11b+cells),然后进行了外源性CCL7

蛋白刺激骨髓单核细胞迁移实验,结果证实了CCL7
可显著促进骨髓单核细胞的迁移运动(P<0.01)(见
图2A、图2B)。
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注:A为骨髓单核细胞趋化指数;B为体外CCL7蛋白诱导小鼠骨髓单核细胞迁移代表图。**P<0.01,n=10。

图2 CCL7体外诱导骨髓单核细胞迁移(100×,标尺=50μm)

2.3 CCL7功能拮抗有效减轻小鼠肝损伤 CCL7拮

抗剂治疗使血清AST/ALT水平降低,肝组织坏死面

积减少(P<0.05)(见图3A、图3B)。同时与对照组

相比,CCL7拮抗剂治疗组肝脏CD45+ 细胞和CD11b
+细胞数量也明显减少(P<0.01)(见图3C、图3D)。

注:A为CCL7拮抗剂干预24h后小鼠血清AST/ALT水平;B为CCL7拮抗剂干预24h后小鼠肝组织 HE
染色代表图;C为CCL7拮抗剂干预24h后肝脏CD45/CD11b免疫组化染色代表图;D为CCL7拮抗

剂干预24h后肝脏CD45/CD11b阳性细胞计数。*P<0.05,**P<0.01,n=10。

图3 中和CCL7减轻小鼠肝损伤(100×,标尺=50μm)

2.4 KCs中STING通路调控CCL7分泌 为解析

CCL7的上游调控机制,通过免疫荧光共定位证实

STING在F4/80+KCs中有表达(见图4A)。采用

CL选择性清除小鼠肝脏KCs,利用F4/80染色验证清

除效果,结果显示CL注射24h后肝脏中KCs基本清

除(见图4B)。再通过DMXAA激活小鼠体内STING
通路,检测 KCs来源STING信号对CCL7分泌的影

响,结果表明DMXAA能显著上调肝脏中CCL7mR-
NA表达,但KCs耗竭可以完全阻断DMXAA的效应

(见图4C)。体外用 DMXAA与小鼠原代 KCs共培

养,进一步观察STING通路与CCL7分泌的关联,结
果显示DMXAA刺激可以使KCs分泌CCL7增加(P
<0.01)(见图4D~图4E)。
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注:A为正常小鼠肝组织STING和F4/80免疫荧光共定位;B为CL干预后小鼠肝组织F4/80免疫组化染色代表图;

C为肝组织CCL7mRNA相对表达倍数;D~E为STING激动剂刺激6h、12h后KCs
培养上清中CCL7浓度。*P<0.05,**P<0.01,n=10。

图4 KCs中的STING信号调控CCL7的分泌(100×,标尺=50μm)

3 讨论

本研究发现,在 APAP肝损伤小鼠模型中,肝组

织损伤在24h达高峰,肝组织中单核细胞浸润在24h
增多,血清中CCL7水平也在24h达高峰。既往有研

究发现,药物性肝损伤患者的血清中 CCL7水平显著

高于健康对照组,对乙酰氨基酚过量患者的肝活检组

织免疫组化显示,CCL7在CD68+巨噬细胞中呈现强

染色[18],肝损伤小鼠体内CCL7表达,与肝损伤患者

体内CCL7表达趋势一致。CCL7是重要的炎症趋化

因子,在单核细胞募集中发挥重要作用。本研究通过

尾静脉注射CCL7拮抗剂,发现CCL7中和后,APAP
小鼠肝组织损伤减轻,单核细胞浸润也显著减少,这与

CCR2-CCL2轴诱导单核细胞向肝脏浸润的机制相似。
值得注意的是,本研究发现STING激动剂体内体外干

预,均可促进CCL7分泌增加,并且清除小鼠体内KCs
后,STING激动剂对CCL7的调节作用被阻断,这揭

示了KCs中STING通路的激活可能是CCL7分泌的

上游调控机制[19]。这与既往研究结果一致,STING-
IRF3通路激活介导多种趋化因子转录[20-21],招募单核

细胞及免疫细胞启动内源性危险信号的中心节点,本

研究表明CCL7在这一炎症级联反应中发挥重要促炎

作用。但CCL7是一种多效趋化因子,在肝脏疾病中,
CCL7具有多样的功能特性。在脂多糖诱导的肝损伤

小鼠中,CCL7被肝特异性缺失相关基因1诱导转录,
加重肝巨噬细胞浸润[22];在酒精代谢性肝病中,CCL7
通过与肝星状细胞表面CCR3结合,促进TGF-β等促

纤维 化 因 子 分 泌;在 肝 缺 血 再 灌 注 损 伤 中,CCL7-
CCR1轴加剧氧化应激反应进一步恶化肝损伤;在肝

细胞癌中,CCL7高表达与不良预后显著相关,其机制

可能涉及CCL7募集CCR2+骨髓源性抑制细胞,抑制

CD8+T细胞的免疫功能[23],或者通过CCL7-CCR3轴

途径增强肝肿瘤细胞侵袭性[24]。
尽管本研究结果支持CCL7阻断在ALI中的治疗

价值,然而,这项研究有一定的局限性,需要说明本次

研究仅采用CCL7拮抗剂来验证CCL7缺失对APAP
小鼠肝损伤的作用,未使用CCL7基因敲除小鼠进一

步验证CCL7的促炎作用,没有考虑到CCL7全身性

抑制是否会干扰生理性免疫应答,包括感染过程中的

单核 细 胞 募 集、伤 口 愈 合 延 缓 及 免 疫 监 视 功 能 损

伤[25]。
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综上所述,本研究阐明了CCL7在急性肝损伤中

的关键机制:KCs通过STING通路上调CCL7的分

泌,CCL7将循环单核细胞招募到肝损伤部位,放大炎

症反应。药理抑制CCL7可减少肝单核细胞募集,降
低血清ALT/AST水平。这些发现不仅提出了“KCs-
STING-CCL7-单核细胞”促炎轴,而且为开发STING-
CCL7途径的靶向联合治疗提供了理论基础。
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