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摘要：目的 探讨胶原β（1-O）半乳糖基转移酶 [collagen β(1-O) galactosyltransferase 1，
COLGALT1/GLT25D1] 基因在刀豆蛋白A（concanavalin A，Con A）诱导的自身免疫

性肝损伤中的作用及可能机制。方法 6～8周雌性野生型（wild type，WT）小鼠和

Glt25d1基因敲低杂合子（Glt25d1+/-）小鼠分别分为2组（对照组和Con A造模组），

每组中WT小鼠和Glt25d1+/-小鼠均各有6只。Con A以10 mg/kg体质量的剂量经内眦静

脉丛给药。于造模后12 h处死小鼠。留取血浆，检测血清丙氨酸氨基转移酶（alanine 
aminotransferase，ALT）和天门冬氨酸氨基转移酶（aspartate transaminase，AST）水

平，留取肝组织，用于肝组织病理学评估和肝脏GLT25D1蛋白表达量测定。制备肝脏、

脾脏及外周血单细胞悬液，运用流式细胞术比较两种小鼠的调节性T（regulatory T，
Treg）细胞、自然杀伤T（natural killer T，NKT）细胞比例，并比较NKT细胞表面凋亡

相关因子配体（factor related apoptosis ligand，FasL）表达差异。结果 对照组和Con A造模组

中Glt25d1+/-小鼠肝组织GLT25D1表达量均显著低于WT小鼠（对照组：0.342 ± 0.168 vs 
1.144 ± 0.169，t = 5.841，P = 0.004；Con A造模组：0.264 ± 0.087 vs 0.964 ± 0.058，
t = 11.640，P = 0.0003）。经Con A诱导12 h后，Glt25d1+/-小鼠ALT水平显著高于WT小鼠 
[（10155.2 ± 4489.5）U/L vs （3078.5 ± 111.0）U/L；t = -3.522，P = 0.024]。肝组织HE染色

显示Glt25d1+/-小鼠肝板结构损坏更为严重，肝脏坏死区域更加广泛，汇管区炎性细胞浸

润更加显著。流式细胞术检测显示，Con A造模组中Glt25d1+/-小鼠脾脏中Treg细胞频数较

WT小鼠显著减少 [（7.849 ± 1.116）% vs （9.892 ± 1.762）%；t = 2.978，P = 0.008]，肝脏

NKT细胞频数 [（9.244 ± 6.898）% vs （3.376 ± 4.794）%；t = -2.253，P = 0.037] 和NKT细
胞FasL表达量 [（29.62 ± 4.960）% vs （16.43 ± 3.964）%；t = -5.027，P = 0.001] 显著高于

WT小鼠。结论 Glt25d1基因敲低加重Con A诱导的免疫性肝损伤，其机制可能与其降低

Treg细胞频数、增加NKT细胞频数及增强NKT细胞功能有关。
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Abstract: Objective To investigate the role of Collagen β (1-O) galactosyltransferase 1 
(COLGALT1/GLT25D1) on concanavalin A (Con A) induced autoimmune liver injury and its 
potential mechanism. Methods 6～8 weeks female wild type (WT) mice and Glt25d1 gene 
knockdown heterozygous (Glt25d1+/-) mice were randomly divided into two groups (control group 
and Con A administration group), respectively, six WT and Glt25d1+/- mice were included in each 
group, respectively. Con A was administered via the internal iliac venous plexus at a dose of 10 mg/kg body 
mass. Mice were sacrificed after Con A challenged for 12 h. Plasma were collected to detect 
the level of serum alanine aminotransferase (ALT) and aspartate transaminase (AST). Liver 
tissues were collected to assess the liver histopathology and detect the expression level of 
GLT25D1 protein. Liver, spleen and peripheral blood single-cell suspension were prepared 
to compare the percentage of regulatory T (Treg) cells and natural killer T (NKT) cells from 
different mice, as well as the level of factor related apoptosis ligand (FasL) expressed in NKT 
cell surface. Results In both groups, the expression level of GLT25D1 in liver of Glt251d1+/- 
mice was significantly lower than that in WT mice, respectively (control group: 0.342 ± 0.168 
vs 1.144 ± 0.169, t = 5.841, P = 0.004; Con A induced group: 0.264 ± 0.087 vs 0.964 ± 0.058,          
t = 11.640, P = 0.0003). After Con A challenged for 12 h, the serum ALT level of Glt251d1+/- 
mice was significantly higher than that of WT mice [(10155.2 ± 4489.5) U/L vs (3078.5 ± 111.0) U/L;                   
t = -3.522, P = 0.024]. The results of liver tissues after HE staining showed that compared 
with WT mice, Glt251d1+/- mice exhibited more serious liver plate structure damage, more 
extensive the liver necrosis area and more significant infiltration of inflammatory cells in the 
portal area. The results of flow cytometry showed that compared with WT mice, the Treg cells 
in spleen of Glt25d1+/- mice in Con A induced group decreased significantly [(7.849 ± 1.116)% 
vs (9.892 ± 1.762)%; t = 2.978, P = 0.008], NKT cells [(9.244 ± 6.898)% vs (3.376 ± 4.794)%;          
t = -2.253, P = 0.037] and the expression of FasL [(29.62 ± 4.960)% vs (16.43 ± 3.964)%; t = -5.027,         
P = 0.001] in liver increased significantly. Conclusions Glt25d1 gene knockdown aggravated Con 
A-induced immune liver injury, and its mechanism may be related to the decrease of Treg cells 
frequency, the increased frequency of NKT cells and the enhancement of the NKT cell function. 
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自身免疫性肝炎（autoimmune hepatitis，AIH）

是一种以好发于女性、波及各个年龄阶段、肝功能

异常、高γ-球蛋白血症、循环中存在自身抗体、肝

组织学表现为界面性肝炎、对免疫抑制剂治疗应答

为特征的慢性肝脏炎症性疾病[1]。AIH在全球发病

率和患病率逐年增高，对社会造成巨大的经济负                      
担[2,3]。虽然目前已制定了AIH的诊疗指南，但由于

其发病机制尚不明确，AIH的早期诊断和后续治疗

仍面临极大挑战[4]。目前普遍认为，效应细胞与调节

性细胞的平衡失常是AIH发病的关键环节[1,5]。自然

杀伤T（natural killer T，NKT）细胞占肝脏淋巴细胞

总数的20%～35%，是肝脏效应细胞的重要成分[6-8]。

NKT细胞通过上调凋亡相关因子配体（factor related 
apoptosis ligand，FasL）的表达，与靶细胞表面的凋

亡相关因子（factor related apoptosis，Fas）结合，发

挥细胞毒性作用，诱导靶细胞凋亡，从而加重肝脏

炎症[9]。经典的调节性T（regulatory T，Treg）细胞

（CD4+CD25+Foxp3+细胞）抑制免疫细胞的增殖和

活化，在抑制炎症反应、维持免疫耐受、防止自身

免疫性疾病中发挥重要作用[10-12]。因此，研究AIH中

NKT细胞和Treg细胞的发育、活化及分化是阐释AIH
发病机制的重要方向。
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细胞的正常发育和分化受细胞外基质的精细

调控，细胞外基质的变化必然影响细胞的发育

和功能 [13,14]。胶原是细胞外基质最丰富的成分之

一，其异常糖基化将影响胶原的合成和分泌，进

而影响细胞外基质各成分的比例及组装 [15,16]。胶

原β（1-O）半乳糖基转移酶1 [collagen β（1-O）

galactosyltransferase 1，COLGALT1/GLT25D1] 是一

种胶原糖基转移酶，前胶原α链在内质网中经翻译

后修饰时，GLT25D1将半乳糖或葡萄糖半乳糖双糖

连接到胶原的羟赖氨酸残基上，从而完成了胶原的

糖基化修饰[17,18]。本研究旨在探讨Glt25d1基因缺失

在刀豆蛋白A（concanavalin A，Con A）诱导的AIH
中的作用及其对淋巴细胞亚群发育和分化的影响。

1 材料与方法

1.1 实验动物  Glt25d1基因敲低杂合子小鼠由南京

大学模式生物所提供，基因敲低方法与既往研究相

同[19-21]。小鼠饲养于首都医科大学实验动物中心。

环境温度维持在（22 ± 2）℃，湿度维持在（50 ± 
15）%。持续规律地给予12 h照明/12 h黑暗的昼夜

循环。小鼠自由饮食和饮水。

1.2 实验试剂  Con A粉末购自美国Sigma公司。

GAPDH一抗购自美国Cell Signaling Technology公
司。GLT25D1一抗购自美国Proteintech公司。肝脏

转氨酶检测试剂盒购自四川maccura生物化学公司。

CD4-FITC抗体、CD25-PE抗体、Foxp3-APC抗体、

NK1.1-FITC抗体、CD3-PE抗体、FasL-PerCPcy5.5
抗体以及破膜液均购自美国TONBO公司。

1.3 实验方法

1.3.1 小鼠AIH模型的建立与干预  随机抽取6～8周
雌性Glt25d1基因敲低（Glt25d1+/-）杂合子小鼠与

同窝出生的野生型（wild type，WT）小鼠，体

质量（18 ± 2）g，每种基因型小鼠分别随机分为                                        
2组，即对照组和Con A造模组。每组中WT小鼠和

Glt25d1+/-小鼠均各6只。造模组通过内眦静脉注射

给予Con A（10 mg/kg体质量），对照组给予相同剂

量的生理盐水。造模12 h后取材。小鼠麻醉后摘眼

球取血，留取血浆进行丙氨酸氨基转移酶（alanine 
aminotransferase，ALT）和天冬氨酸氨基转移酶

（aspartate transaminase，AST）水平检测。留取肝脏

尾状叶迅速置于4%多聚甲醛，备用于苏木精-伊红

（hematoxylin-eosin，HE）染色。留取外周血、脾脏

及剩余肝脏用于后续的流式细胞术进行表型分析。

1.3.2 血浆ALT和AST水平测定  Con A造模12 h
后取材，摘眼球取血，采用台式冷冻多用途离

心机（MEGAFUGE 1.0R，赛默飞世尔科技有限

公司），3000 r/min离心15 min（有效离心半径                  
15 cm），吸取上层血浆进行检测。检测方法严格

按照试剂盒说明进行。

1.3.3 肝组织HE染色  Con A造模12 h后取材，留取

肝脏尾状叶浸泡于4%的多聚甲醛中，经脱水及石

蜡包埋后，切片机连续切片，厚度为4 µm。之后用

载玻片捞片，70 ℃拷片1～2 h后进行HE染色。于

光学显微镜下观察肝板结构，观察肝小叶及汇管区

炎性浸润和坏死情况。

1.3.4 流式细胞术表型分析  Con A造模12 h后取材，

留取外周血、脾脏和肝脏组织并制备其单细胞悬

液用于流式细胞术表型分析。肝脏间质细胞利用

40% Percoll与80% Percoll密度梯度离心法获得。将

制备好的单细胞悬液按150 µl/管置于流式管中，每

个组织分2组。第1组用于Treg细胞染色：每管加入

1 µl CD4-FITC抗体，0.5 µl CD25-PE抗体，4 ℃避光

染色15 min；PBS清洗后加入1 ml破膜液，4 ℃避光                            
40 min后清洗，随即加入1 µl Foxp3-APC抗体，染色

30 min，PBS清洗后上机检测；第2组用于NKT细胞及

表面FasL染色：每管加入1 µl NK1.1-FITC抗体，0.5 µl 
CD3-PE抗体，1 µl FasL-PerCPcy5.5抗体，4 ℃避光染

色15 min，PBS清洗后上机检测。数据采用flowjo7.6软
件分析。

1.3.5 蛋白质印迹（Western blot）实验  提取小鼠肝

脏组织蛋白质样品，蛋白质上样量为60～80 µg，
应用SDS-PAGE凝胶进行电泳，通过湿转法转印至

PVDF膜，5%脱脂牛奶室温孵育1 h，后孵育一抗，

GAPDH一抗按照1∶5000稀释，GLT25D1一抗按照

1∶1000稀释，4 ℃过夜，次日回收一抗，辣根过氧

化物酶标记的二抗（稀释比为1∶5000）室温孵育

1 h，最后利用化学发光法进行显影。利用Image J 
1.54d软件对Western blot所得图片中目的蛋白条带进

行灰度值分析。

1.4 统计学处理  所有数据采用SPSS 19.0软件统计分

析。ALT等符合正态分布的计量资料以 x ± s表示，两

组间比较采用独立样本t检验，AST等不符合正态分

布的计量资料以M（p25，p75）表示，两组间比较采用

Mann-Whitney U检验。以P ＜ 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 Con A诱导的免疫性肝损伤小鼠Glt25d1基因的

变化  为验证基因敲低效果及观察Glt25d1基因在

Con A诱导的免疫性肝损伤中的变化，运用Western 
blot技术检测野生型小鼠和Glt25d1基因敲低杂合子

（Glt25d1+/-）小鼠肝组织中GLT25D1蛋白水平的

表达。结果显示，基因敲低后，无论造模与否，
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GLT25D1蛋白表达均较野生型小鼠明显降低，见图1。
2.2 各组小鼠肝损伤程度 对照组中Glt25d1+/-小鼠与

WT小鼠的血浆肝功能指标水平无显著差异，经Con 
A诱导12 h后，Glt25d1+/-小鼠ALT水平显著高于WT小
鼠 [（10155.2 ± 4489.5）U/L vs （3078.5 ± 111.0）U/L；
t = -3.522，P = 0.024]，AST水平差异无统计学意义

（中位数：7373.0 U/L vs 4226.0 U/L；U = 0，P = 
0.095）。肝组织HE染色表明，经Con A刺激12 h后，

WT小鼠和Glt25d1+/-小鼠肝脏均有不同程度损伤，

Glt25d1+/-小鼠肝脏损伤更显著，具体表现为肝板结

构破坏更为明显，肝小叶内坏死区域更为广泛，汇

管区炎性浸润更为显著（图2）。

2.3 小鼠各组织中Treg细胞的频数差异  对照组中

WT小鼠与Glt25d1+/-小鼠外周血、脾脏、肝脏中Treg
细胞频数差异无统计学意义（P均＞ 0.05）。Con A
造模组中Glt25d1+/-小鼠脾脏中Treg细胞频数较WT小
鼠显著减少（t = 2.978，P = 0.008），外周血和肝脏

中差异无统计学意义（P均＜ 0.05），见表2。
2.4 小鼠各组织中NKT细胞频数及其表面FasL表达

差异  对照组中Glt25d1+/-小鼠脾脏和肝脏中NKT细
胞频数显著低于WT小鼠（P均＜ 0.05）。Con A
造模组中，Glt25d1+/-小鼠肝脏NKT细胞频数显著

高于WT小鼠（t = -2.253，P = 0.037），外周血和

脾脏中NKT细胞频数差异无统计学意义（P均＞ 

0.05）。对照组中，与WT小鼠相比，Glt25d1+/-小

鼠肝脏NKT细胞表达FasL显著降低（t = 3.297，P = 
0.013）；而Con A造模组中，Glt25d1+/-小鼠肝脏NKT
细胞表达FasL较WT小鼠显著升高（t = -5.027，P = 
0.001）。两组Glt25d1+/-小鼠和WT小鼠外周血和脾脏

FasL表达差异无统计学意义。见表3、表4。

表 2    各组小鼠外周血、脾脏、肝脏中 CD4+CD25+Foxp3+ 
Treg 细胞比例（ x ± s，%）

组别 例数 外周血 脾脏 肝脏

对照组 12
WT 6 5.771 ± 0.788 15.77 ± 3.535 2.232 ± 0.534
Glt25d1+/- 6 5.662 ± 0.604 15.32 ± 0.957 3.125 ± 1.295
t值 0.233 0.240 -1.439
P值 0.821 0.817 0.229

Con A造模组 12
WT 6 7.076 ± 3.893 9.892 ± 1.762 3.576 ± 0.751
Glt25d1+/- 6 6.840 ± 2.666 7.849 ± 1.116 3.966 ± 1.479
t值 0.112 2.978 -0.686
P值 0.914 0.008 0.509

图 1    对照组和造模组 WT 小鼠和 Glt25d1+/- 小鼠肝脏
GLT25D1 蛋白表达水平

注：A 为 Western Blot 方法检测 WT 小鼠和 Glt25d1+/- 小鼠 Con 
A 造模前后肝脏 GLT25D1 蛋白的表达水平；B 为对 A 图进行灰度
分析，对照组 WT 小鼠（1.144 ± 0.169）与 Glt25d1+/- 小鼠（0.342 ±
0.168）相比，t = 5.841，P = 0.004；Con A 造模组 WT 小鼠（0.964 ± 
0.058）与 Glt25d1+/- 小鼠（0.264 ± 0.087）相比，t = 11.640，P = 
0.0003；** 代表 P ＜ 0.01，*** 代表 P ＜ 0.001。

表 1    各组小鼠血浆 ALT 和 AST 水平（U/L）
组别 例数 ALT（ x ± s） AST [M（p25，p75）]
对照组 12

WT 6 46.3 ± 31.0      164.0（105.0，197.0）
Glt25d1+/- 6 42.1 ± 15.8      131.5（92.8，239.8）
统计量值 t = 0.423 U = 250
P值     0.676 0.816

Con A造模组 12
WT 6 3078.5 ± 111.0 4226.0（4000.0，4451.0）
Glt25d1+/- 6 10155.2 ± 4489.5   7373.0（7060.0，13340.0）
统计量值 t = -3.522 U = 0
P值        0.024 0.095

对照组

Con A 造模组

A B

C D

图 2    WT 小鼠和 Glt25d1+/- 小鼠在 Con A 造模前后肝组织
病理（HE 染色，× 200）

注：箭头代表炎性细胞浸润；红色虚线圈出部分代表性坏死灶。
对照组 WT（A）和 Glt25d1+/-（B）小鼠肝脏 HE 染色，肝组织结构
完整；Con A 造模组 WT（C）和 Glt25d1+/-（D）小鼠肝脏组织均可
见炎性细胞浸润以及坏死区域，尤其以 Glt25d1+/- 肝脏最为严重。
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3 讨论

存在于细胞外基质中的胶原在免疫反应中发

挥重要作用，其通过影响细胞发育、分化以及受

体-配体的结合影响免疫细胞的发育、分化和功

能 [15]。研究者发现两种胶原糖基转移酶在胶原的

翻译后修饰过程中发挥作用，命名为GLT25D1和
GLT25D2[22,23]。研究表明，Glt25d2基因缺失可加重

Con A诱导的AIH，其机制可能与其影响CD4+T细胞

的活化和分化有关[24]。本研究通过制备Glt25d1基因

敲低小鼠模型发现Glt25d1基因敲低可加重Con A诱

导的AIH，其机制可能与其降低Treg细胞频数、增

加NKT细胞频数、增强NKT细胞的功能有关。

已有文献报道，细胞表面的糖基化修饰影响

Treg细胞的发育和功能，不同免疫器官和免疫组织

中，Treg细胞的糖基化修饰模式有所区别，且糖基

化的不同与Treg细胞的免疫抑制功能相关[25]。Treg
细胞表面N-聚糖越多，其免疫抑制功能越强[28]。在

糖基因Eogt基因敲除大鼠模型中也发现糖基化水平

影响Treg细胞的增殖和迁移[19]。在AIH患者中也发

现这类人群Treg细胞较正常人群数量减少，功能降

低[26]。本研究表明，在Con A诱导的免疫性肝损伤

模型中，Glt25d1基因敲低杂合子小鼠Treg细胞增殖

受限，从而导致免疫抑制功能降低，机体炎症损伤

持续存在，最终加重疾病病理进程。

近年来，越来越多的研究显示，NKT细胞在

免疫性肝损伤中发挥重要的效应细胞功能 [27-29]。

NKT细胞作为固有免疫的重要一员，其表面的T细
胞受体（T cell receptor，TCR）识别抗原提呈细胞

主要组织相容性复合体（major histocompatibility 
complex，MHC）Ⅰb类糖蛋白CD1d呈递的糖脂类

抗原。异常的糖脂类物质对NKT细胞的发育、活

化和功能有一定调控作用 [30]。有研究表明，敲除

CD1d基因限制NKT细胞的发育，将使小鼠免于Con 
A诱导的严重肝损伤，将正常NKT细胞回输给CD1d
基因缺陷小鼠后，肝脏炎症明显加重[31]。NKT细胞

根据其功能不同，可分为NKT1、NKT2和NKT17细
胞亚型，在自身免疫性疾病中发挥调控炎症反应、

连接及调节多种免疫细胞功能的作用[9,23,32]。既往研

究发现，NKT细胞表面的FasL通过与肝细胞表面的

Fas蛋白结合发挥细胞毒性作用，触发肝细胞的凋

亡通路，导致肝损伤加重[31,33,34]。有研究表明，通

过抑制NKT细胞的活化、细胞毒性作用、细胞因子

及趋化因子的释放，可有效缓解Con A诱导的大鼠

肝功能损伤[35]，但对各类适应性免疫细胞的频数及

功能未能进一步研究。本研究表明，基线状态下，

Glt25d1基因敲低杂合子小鼠虽然出现肝脏和脾脏

中NKT细胞频数的轻度下降，但并未导致Treg细
胞、巨噬细胞以及中性粒细胞等免疫细胞的比例失

衡[21]，同时也未出现肝损伤的特征。而在Con A诱

导的自身免疫性肝损伤模型中，Glt25d1基因敲低

通过增加肝脏NKT细胞的频数、增强NKT的细胞毒

性作用及降低肝脏Treg细胞频数，加重肝脏炎症反

应，最终导致更为严重的肝损伤。

综上，Glt25d1基因敲低可加重Con A诱导的自

身免疫性肝损伤，这可能与敲低该基因可降低Treg
细胞频数、增加NKT细胞频数和细胞毒性作用导致

表 3    各组小鼠外周血、脾脏、肝脏中 CD3+NK1.1+ NKT 细胞比例（%）

组别 例数 外周血
*

脾脏（ x ± s） 肝脏（ x ± s）
对照组 12

WT 6 0.181 ± 0.128 1.732 ± 0.412 30.220 ± 6.406
Glt25d1+/- 6 0.377 ± 0.163 1.198 ± 0.564 22.800 ± 3.823
t值 -0.214 2.141 2.591
P值 0.065 0.043 0.020

Con A造模组 12
WT 6 0.649（0.369，0.897） 1.179 ± 0.376 3.376 ± 4.794
Glt25d1+/- 6 0.624（0.394，1.090） 1.286 ± 0.584 9.244 ± 6.898
统计量值 U = 65 t = -0.433 t = -2.253
P值 0.887 0.067 0.037

注：* 该列数据符合正态分布的以 x ± s 表示，不符合正态分布的以 M（p25，p75）表示。

表 4    各组小鼠外周血、脾脏、肝脏中 CD3+NK1.1+ NKT     
细胞表面 FasL 比例（ x ± s，%）

组别 例数 外周血 脾脏 肝脏

对照组 12
WT 6 6.138 ± 6.201 4.825 ± 2.563 4.408 ± 0.512
Glt25d1+/- 6 3.135 ± 4.290 3.953 ± 0.963 3.150 ± 0.604
t值 0.837 0.641 3.297
P值 0.427 0.540 0.013

Con A造模组 12
WT 6 15.600 ± 9.510 9.441 ± 3.862 16.430 ± 3.964
Glt25d1+/- 6 25.620 ± 17.24 7.561 ± 2.157 29.620 ± 4.960
t值 -1.626 1.237 -5.027
P值  0.122 0.233  0.001
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的免疫稳态失衡有关。本研究从糖基化修饰的角度

探讨了AIH中T细胞的发育和功能，为AIH的靶向治

疗提供新的分子基础。
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