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摘要 � Fas ( CD95)是肿瘤坏死因子受体( TNFR)家族成员。在肝脏中, Fas激活的凋亡信号可能对

调节肝细胞动态平衡起作用。但在很多炎症情况下,肝脏 Fas的表达水平增高。在多种临床肝

病发展过程中,肝损伤与 Fas表达和细胞凋亡相关。因此通过对 Fas表达进行调控,从而控制肝

脏中过量和异常的细胞凋亡,是一种极具潜力的保护肝脏的治疗途径。反义寡核苷酸技术已被

广泛用于在许多组织中抑制特定基因的表达。用反义寡核苷酸抑制肝脏 Fas 表达, 可以保护动

物避免由细胞凋亡而造成的肝损伤以及爆发性肝炎死亡。讨论了 Fas在几种肝脏疾病中的病理

作用和利用反义寡核苷酸技术阻止和控制这类肝脏疾病的病变。
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� � Fas是 �型膜蛋白,属于肿瘤坏死因子受体家

族成员。Fas 在许多不同细胞组织和器官中均表

达。如在激活的 T 和 B细胞上, 在肝脏、肾脏、肺、

卵巢、子宫中均表达。当 Fas与 Fas配体结合,或自

身在膜上呈三聚体结合而激活时, 其形成死亡起始

信号复合体而激发细胞内部凋亡信号通路。这个

信号受到一系列细胞内基因产物的调控,最终可使

细胞在数小时内凋亡。已有诸多证据表明, Fas介

导过多细胞凋亡在引起不同类型肝炎中有重要作

用。反义寡核苷酸已被证实在肝脏中能控制靶基

因的表达而显示有效药理作用。因此, 利用反义寡

核苷酸抑制 Fas表达和肝细胞凋亡在相关的肝病

中具有重要的治疗应用价值。

1 � Fas对肝脏的正常和病理的作用

1�1 � Fas在正常肝脏中的表达和功能

正常肝脏表达 Fas, 然而, 这一生理水平的 Fas

是否以及如何调节肝脏生理功能仍不清楚。小鼠

去除 Fas 基因后,除淋巴结病变和脾肿大,还出现

伴随肝细胞核增大和肝实质细胞增多的肝肿大。

这说明肝脏表达的 Fas 可能通过调节肝细胞凋亡

来维持肝脏恰当的平衡。给正常小鼠注射抗 Fas

抗体可激活Fas而引起肝细胞凋亡,造成肝脏损伤

以及暴发性死亡。Fas缺陷小鼠则能抵抗这种激活

凋亡作用。肝脏部分切除后的肝脏再生期间, Fas

信号还显示促进肝细胞生长的作用
[1]
。这些不同

结果提示, Fas在正常肝细胞上的表达可能对保持

细胞死亡和增殖的正确比例起着作用, 从而维持肝

脏生理功能动态平衡和稳定。与 Fas 基因去除小

鼠的症状相类似, 人的 Fas 基因缺陷患者(一种稀

有遗传疾病)会发展成一种包括肝肿大的综合症。

因此, Fas也被认为起着维持人类肝脏正常生理功

能的作用。

1�2 � Fas在肝脏中的异常表达和病理作用

许多病理因素能刺激肝脏 Fas表达增加。例

如,胆汁盐能通过增进大鼠肝细胞内细胞质中的转

运而引起细胞表面 Fas表达增加 6倍
[ 2]
; 对乙酰氨

基酚(扑热息痛)中毒引起小鼠肝脏中 Fas表达增

加 1�5倍[ 3]
; 伴刀豆球蛋白�A , 内毒素,四氯化碳,

或痤疮丙酸杆菌等能引起小鼠肝脏 Fas mRNA表达

量上升。某些主要细胞介素很可能在刺激 Fas表

达和细胞凋亡中起作用。如转基因表达干扰素��
能引起小鼠肝脏和慢性肝炎中的 Fas 和 Fas 配体

mRNA表达增加
[ 4]
。白介素�4表达, 可引起以肝细

胞凋亡为特征的致死性肝炎。并且,肝细胞凋亡与

肝脏中干扰素��, 肿瘤坏死因子��, 和 Fas配体的表

达相关联。Fas缺陷小鼠则显示一定程度的保护而

免于死亡,说明 Fas信号在其中起着作用
[ 5]
。
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许多实验表明,过量 Fas信号和异常细胞凋亡

与人类多种肝病有关。直接临床研究表明, Fas表

达的增多和暴发性肝炎
[ 6]
、乙型肝炎

[ 7]
、丙型肝

炎
[ 8]
、原发性胆汁肝硬化

[ 9]
和肝豆状核变性最为密

切相关
[ 10]
(表 1)。

表 1� 人类肝脏疾病的肝脏中 Fas/ Fas配体的表达

和细胞凋亡

疾病类型 Fas表达 Fas配体表达 肝细胞 参考文献

急性甲,乙,

丙型肝炎
增加 [ 11]

慢性乙型肝炎 增加 增加 凋亡 [ 7]

慢性丙型肝炎
增加

(肝脏,血浆)
增加 凋亡 [ 8]

肝豆状核变性 增加 增加 [ 10]

酒精性肝炎 增加(血浆) 增加 [ 12]

暴发性肝炎 增加 [ 6]

肝细胞癌 增加 [ 13]

原发性胆汁性

肝硬化
增加 凋亡 [ 9]

1�2�1 � Fas在暴发性肝炎和酒精性肝炎中的病理

作用 � 在亚洲, 病毒性肝炎是造成暴发性肝炎的主

要原因。最近从暴发性肝炎患者肝衰竭组织活检

中证明:有大量的肝细胞凋亡存在
[ 6]
; Fas在肝细胞

中的表达高度增加;血清中游离的 Fas和 Fas配体

也增加并与凝血酶原时间相关。这说明 Fas介导

的肝细胞迅速凋亡极可能是造成暴发性肝炎时肝

功能衰竭的原因。

对乙酰胺基酚过量使用和急性酒精性肝炎是

引起暴发性肝炎的另一最为常见的因素。在对乙

酰胺基酚中毒的小鼠肝脏中, Fas的表达量增加;

用特异性反义寡核苷酸抑制 Fas 表达对小鼠肝脏

凋亡损伤和暴发性死亡有保护作用。这表明, 由对

乙酰胺基酚造成的肝脏损伤至少有部分是由 Fas

调控的凋亡引起的
[ 3]
。在人类酒精性肝硬化中,肝

脏Fas表达水平与正常并无不同,但是 Fas配体表

达却明显增加。游离 Fas和Fas配体的表达在急性

酒精性肝炎和酒精性肝硬化的患者血浆中均有显

著增加。在饮酒的丙肝患者中,肝细胞凋亡更为显

著; 而且饮酒越多,肝细胞凋亡就愈显著
[ 14]
。酒精

性肝炎中增高表达的 Fas配体, 可能通过激活自细

胞或周边细胞的 Fas受体而促使肝细胞凋亡。在

酒精肝硬化大鼠模型中, 肝细胞的凋亡和 Caspase 3

激活水平上升, 说明 Fas 在这病理过程中起着作

用。而由于酒精的作用, 来源于肠道的内毒素和肿

瘤坏死因子也能导致嗜中性粒细胞浸润和造成肝

脏伤害。所以, 在酒精性肝炎期间, Fas调控的细胞

凋亡很可能会加剧肝脏的损伤。

1�2�2 � Fas在病毒性肝炎中的病理作用 � 在病毒

性肝炎中, 肝脏 Fas表达水平多被向上调节。许多

研究显示, 丙型肝炎病人肝脏中 Fas 表达增加, 并

且和丙肝的不同病理阶段相关。这种相关还表现

在干扰素��治疗之前和之后 [8]
。在慢性炎症期间,

丙肝病毒感染导致的特异性细胞毒 T 淋巴细胞,通

过其 Fas配体和肝脏中增加表达的 Fas结合,可能

会造成过量Fas凋亡而引起肝脏的损伤。另外,激

活T 淋巴细胞的 Fas配体亦可能与正常肝细胞的

Fas结合(  旁观者杀伤!的机制)而加剧肝脏的凋亡
损伤。因此,若使被病毒感染的细胞凋亡可使荷病

毒细胞得以被清除, 则广泛阻止过量细胞死亡则可

以减轻对病毒免疫反应所造成的肝损伤。

从凋亡细胞分裂出来的凋亡小体会含有病毒

颗粒, 其可能被邻近细胞吞噬, 造成新的感染。这

种现象在鸡贫血病毒复制中已被观察到
[ 15]
。这样

的病毒从细胞到细胞的传播过程, 可能有助于病毒

减少对免疫系统的刺激。如果丙肝病毒的转移中

细胞凋亡确实有此帮助作用, 便可以通过抑制细胞

凋亡(Fas调控的)来减少病毒的转移。如此一是可

以减少含有病毒的凋亡小体而减少次级感染; 二是

可以维持已被感染细胞使其被免疫反应的细胞毒

性所杀死。

1�2�3 � Fas在原发胆汁性肝硬变中的病理作用 �

原发胆汁性肝硬变与胆汁盐引发的肝和胆道细胞

凋亡有关。其病人肝细胞 Fas 表达和肝硬变进程

高度相关
[ 9]
。给大鼠或小鼠注射毒性胆汁盐, 可引

发Fas聚集, FADD与Fas结合, caspase 8激活,以及

肝细胞凋亡。而Fas缺陷小鼠这种反应则会减轻。

将小鼠的胆管结扎而引起胆汁性肝硬化, Fas缺陷

小鼠也没有像其他小鼠那样发生肝损伤和细胞凋

亡。在胆道结扎后的较晚阶段, 还呈现出独立于

Fas机制的凋亡性损伤。因此, 抑制胆道和肝脏细

胞凋亡是一种治疗原发胆汁性肝硬化的途径。

2 � 反义寡核苷酸抑制 Fas表达用于治疗肝

脏疾病的进展

2�1 � 反义寡核苷酸作用的机制和药物动力学性质
反义寡核苷酸是一种按照靶标 RNA序列设计

的化学修饰的短链核苷酸。当反义寡核苷酸与其
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靶标RNA结合后, 能导致由这段序列编码的蛋白

质的表达发生改变。诸多有关反义寡核苷酸通过

与靶的 RNA杂交而调控蛋白质表达的机制已被提

出。有 4种机制被实验证明
[ 16, 17]

, 它们是: 支持被

杂交的靶标 RNA由 RNA酶 H 降解;阻断核糖体大

小亚基装配,或核糖体在 RNA链上的移动, 而阻断

蛋白质的翻译; 改变前体 RNA的剪切和拼接,从而

可选择性改变靶标 mRNA表达水平;以及更改前体

RNA加聚 poly�A 尾的位置而使特定成熟的 mRNA

更稳定。其中最被广泛应用的是利用RNA酶H 降

解靶标mRNA的机制。

表 2� 反义寡核苷酸在与肝脏相关疾病动物模型中的效果1)

靶基因 动物 肝脏中靶基因 药理效果 参考文献

Fas 小鼠 表达抑制 保护动物免于肝脏损伤和暴发性肝炎死亡 [ 3]

肿瘤坏死因子受体 1 小鼠 表达抑制 保护动物免于肝脏损伤和暴发性肝炎死亡 未发表

丙肝病毒 小鼠 表达抑制 抑制丙肝基因的表达 [ 19]

鸭乙肝病毒 鸭 表达抑制 抑制鸭乙肝病毒的复制和表达 [ 20]

Bid 小鼠 表达抑制 减少胆道结扎造成的肝脏凋亡损伤 [ 21]

Bcl�2 大鼠 表达抑制 抑制肝细胞癌 [ 22]

p53 大鼠 表达抑制 增加再生肝脏的重量 [ 23]

血管紧张素原 大鼠 表达抑制 降低血液中的血管紧张素原和血压 [ 24]

� � 1) Bid: BH�3 interact ing domain death agonist; Bcl�2: B� cell lymphoma 2

硫代磷酸二酯键反义寡核苷酸能被大部分培

养中的细胞所吸收, 并显示对靶基因有特异性地、

与浓度相关的抑制作用。用荧光标记的寡核苷酸

处理小鼠肝细胞, 可观察到寡核苷酸进入细胞, 并

且在细胞核内较细胞质内有较多的分布 (图 1)。

全身系统给药后,寡核苷酸可迅速的分布于不同的

组织和器官中。在肝脏、肾脏、骨髓、肌肉和皮肤等

有较高分布。在肝脏中, 肝实质细胞、内皮细胞、枯

否氏细胞均吸收寡核苷酸。

2�2 � 反义寡核苷酸在肝脏中的药理作用

近年来,许多反义寡核苷酸在动物实验中显示

有效地抑制与肝脏疾病相关的基因。许多研究还

进一步证明了反义寡核苷酸在疾病模型中的药理

作用(表 2)。我们曾详细描述了一个根据小鼠 Fas

靶基因序列设计的 2∀�O�( 2�甲氧乙基)修饰的反义
寡核苷酸在 Fas抗体激活和对乙酰胺基酚中毒模

型中能够使小鼠免受或减少肝脏损伤以及暴发性

死亡
[ 3]
。实验清楚表明,这些保护性药理作用是通

过特异性抑制 Fas在肝脏中的表达水平而达到的。

例如, 在对照组中, 与 Fas 顺序有数个碱基不互补

而化学组成和修饰均相同的反义寡核苷酸则不影

响Fas的表达; Fas反义寡核苷酸对未被靶定的基

图 1� 小鼠肝细胞中的寡核苷酸
培养的小鼠肝细胞中加入荧光标记的寡核苷酸,上图为

普通光学显微镜图像,下图为荧光显微镜图像
�

因无抑制作用。另外, Fas表达的减少和 Fas反义

寡核苷酸在肝脏中, 尤其在肝实质细胞中的浓度紧

密相关
[ 18]
。

2�3 � 反义寡核苷酸抑制肝脏 Fas表达的治疗原理

和应用进展

2�3�1 � 抑制Fas表达用于治疗肝脏疾病的机理 �
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肝细胞凋亡很可能是一种宿主防御应变。例如,其

可使受病毒感染的细胞和受损伤的细胞死亡, 也可

清除已被诱变而不能修复的细胞。然而,不恰当的

或失去控制的 Fas 凋亡则会引起过量肝细胞死亡

而造成肝功能失常。在上述各种肝病情况中, Fas

大致可通过三种不同机制被激活而引发细胞凋亡

信号。这些机制包括 Fas和 Fas配体直接结合(这

些配体来自于浸润性的, 具有特异性和非特异性细

胞毒性的白细胞,例如急性和非急性的乙型肝炎和

丙型肝炎) ; 肝细胞自分泌和/或旁分泌 Fas�Fas配
体相结合(例如酒精性肝炎和肝豆状核变性) ; Fas

自身激活(例如胆汁盐导致的胆汁淤积性肝硬化)。

在这些情况下,控制 Fas表达均可起到减低 Fas凋

亡信号的作用。因此,抑制 Fas表达而保护肝脏免

受过度凋亡损伤是一个极具吸引力的治疗措施

(图 2)。

图 2� 抑制 Fas表达可保护肝细胞免受过度凋亡的损伤

在肝病情况下(例如:病毒感染、细胞因子刺激、中毒等)可引起Fas或 Fas配体表

达增加,并激活细胞 Fas信号,使被激活的细胞进入凋亡,从而导致肝脏损伤。短

时期和可逆转的抑制肝脏中 Fas表达的水平能够保护肝细胞免受过量的凋亡损

� � 伤,从而保护肝脏功能

2�3�2 � 反义寡核苷酸抑制 Fas的药物特点 � 反义

寡核苷酸是一个很好的, 切实可行的药物化合物来

抑制 Fas。第一, 反义寡核苷酸对 Fas 的选择性和

药物作用是在 RNA 水平, 不会像单克隆抗体或多

肽等其他药物具有激活 Fas蛋白的潜在危险。第

二,硫代磷酸二酯键的寡核苷酸在全身系统给药后

肝脏中有很高的药物有效浓度,这种在肝脏中的相

对高浓度可排除对 Fas 在其他脏器中正常功能的

影响, 从而减少引起副作用的可能(如 T 细胞和 B

细胞) ;第三,可通过对寡核苷酸剂量的控制, 定量

地、暂时地和可逆转地控制 Fas表达水平;第四,反

义寡核苷酸可抑制所有三种肝脏细胞的 Fas 表

达
[ 25]
, 从而可给予肝脏更完整的保护作用。

2�3�3 � 开发抑制 Fas 反义寡核苷酸药物的进展 �

虽然在正常肝脏中, Fas 的功能可能是帮助调控肝

细胞死亡和增殖之间的平衡。但是,它的这一  正

常功能!仍有待证实。针对 Fas凋亡相关的急性肝

炎,如爆发性肝炎和重性肝炎, 短期抑制 Fas凋亡

信号可有效地保护肝脏功能。而对慢性肝炎的长

期抑制 Fas治疗, 则必须考虑对 Fas  正常功能!的
影响。目前,爆发性肝炎的反义寡核苷酸抗 Fas治

疗已在动物身上实验, 并显示潜在疗效,可在爆发

性肝炎多发地区进行临床试验。其他肝炎的抗 Fas

凋亡治疗仍需在适当的肝炎动物模型中验证。而

爆发性肝炎的临床试验数据将对反义寡核苷酸抗

Fas在其他肝病中的治疗应用具有重要的意义。

除Fas之外,利用反义寡核苷酸技术同样可对
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肝脏中其它凋亡受体和细胞内凋亡相关调控基因

进行深入的研究,以提供更广泛的,特异性更高的,

对保护不同肝脏疾病中的过量细胞凋亡造成的肝

损伤具有治疗效果的药物。
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Abstract � Fas ( CD95) belongs to tumor necrosis factor receptor ( TNFR) family. Fas is constitutively expressed

in liver. While its role in controlling homeostasis of cellularity in normal liver remains to be elucidated, many studies

have demonstrated that Fas expression in liver is up�regulated under certain inflammatory conditions. In a number of
clinical reports, liver damage appears correlated with Fas expression and apoptosis during progression of several hepat ic

diseases. Therefore, Fas likely represents an attractive therapeutic target to control excessive or abnormal apoptosis in

liver.Antisense oligonucleot ides have been broadly applied in specific inhibit ion of gene expression in many organs,

including liver. Using antisense oligonucleotide inhibiting Fas, it has been demonstrated an effective protection of

animals from liver apoptotic injury and fulminant death. This article will review the evidence of a role for Fas in

mediat ing a number of liver diseases and describe how antisense oligonucleotides can be used to prevent or control this

pathology.
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