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S1P1调节剂 IMMH002对自身免疫性肝炎的治疗作用及机制研究
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摘要: 本研究采用植物凝集素刀豆球蛋白A (concanavalin A, ConA) 诱导的自身免疫性肝炎 (autoimmune hepatitis, 

AIH) 小鼠模型, 评价和探索选择性鞘氨醇-1-磷酸 1型受体 (sphingosine-1-phosphate receptor subtype 1, S1P1) 调节

剂 IMMH002 {2-氨基-2-(2-(4ʹ-(2-乙基噁唑-4-基)-[1,1ʹ-联苯]-4-基)乙基)丙烷-1,3-二醇} 的药效及作用机制。实验方

案按照中国医学科学院、北京协和医学院药物研究所实验动物伦理委员会指导政策严格执行 (批准号: 00004046)。

雄性 ICR小鼠预防性给予药物 4天后, 尾静脉注射ConA蛋白诱导自身免疫性肝炎, 对小鼠肝功能、肝组织病理及外

周血五分类进行检测, 并对免疫球蛋白G (immunoglobulin G, IgG)、炎症因子、T细胞分布和炎症通路等进行研究。结

果显示, IMMH002可以明显降低谷丙转氨酶、谷草转氨酶等肝功能指标, 减轻肝脏组织炎症和损伤性坏死程度, 降

低血清中 IgG含量, 并降低白介素 6 (interleukin 6, IL-6)、肿瘤坏死因子 α (tumor necrosis factor α, TNF-α)、白介素 1β 

(interleukin 1β, IL-1β)、干扰素 γ (interferon γ, IFN-γ) 等炎症因子的表达, 促进T淋巴细胞归巢, 下调肝脏组织和细胞炎

症模型中核因子κB (nuclear factor kappa-B, NF-κB)、IκB激酶β (IκB kinase β, IKKβ) 及核因子抑制蛋白α (nuclear factor 

inhibitor protein-α, IκBα) 磷酸化蛋白的表达。综上, IMMH002可以显著缓解ConA蛋白诱导的小鼠自身免疫性肝炎, 

具有广泛的抗炎、抗损伤坏死的作用, 为临床治疗AIH奠定理论基础。
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IMMH002 {2-amino-2- (2- (4ʹ - (2-ethyloxazol-4-yl) - [1, 1ʹ -biphenyl] -4-yl)ethyl)propane-1, 3-dio}, a selective 

sphingosine-1-phosphate receptor subtype 1 (S1P1) modulator, in a concanavalin A (ConA)-induced autoimmune 

hepatitis (AIH) mouse model. The experimental protocol strictly adhered to the guidelines of the Ethics Committee 

for Animal Research of the Institute of Materia Medica, Chinese Academy of Medical Sciences and Peking Union 

Medical College (Approval No.: 00004046). Male ICR mice were pre-treated with the drug for four days, followed 

by induction of AIH through tail vein injection of ConA protein. Liver function, hepatic tissue pathology, 

peripheral blood parameters, as well as immunoglobulin G (IgG), inflammatory cytokines, T cell distribution, and 

inflammatory pathways were evaluated in mice. Results demonstrated that IMMH002 significantly reduced liver 

function indicators such as alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST), alleviated 

hepatic tissue inflammation and necrotic damage, decreased serum IgG levels, and lowered the expression of 

inflammatory mediators including interleukin 6 (IL-6), tumor necrosis factor α (TNF-α), interleukin 1β (IL-1β), 

and interferon γ (IFN-γ). Additionally, it facilitated T lymphocyte homing, downregulated the phosphorylation of 

nuclear factor kappa-B (NF- κB), IκB kinase β (IKKβ) and nuclear factor inhibitor protein-α (IκBα) proteins in 

hepatic tissue and cellular inflammation models. Collectively, IMMH002 effectively ameliorated ConA-induced 

autoimmune hepatitis in mice, exhibiting extensive anti-inflammatory and anti-necrotic effects, thereby laying a 

theoretical foundation for AIH clinical treatment.

Key words: autoimmune hepatitis; sphingosine-1-phosphate receptor subtype 1; 2-amino-2-(2-(4ʹ-(2-ethyloxazol-

4-yl)-[1,1ʹ-biphenyl]-4-yl)ethyl)propane-1,3-dio; liver injury; lymphocyte homing

自身免疫性肝炎 (autoimmune hepatitis, AIH) 是一

种免疫介导的肝脏炎症性疾病, 病因复杂, 大多与遗传

易感性、性别、年龄、环境、药物和机体免疫系统相

关[1], 主要表现为肝功能异常, 出现以淋巴细胞、浆细

胞浸润为主的界面性肝炎, 转氨酶和免疫球蛋白G增

高, 严重者会导致肝硬化和肝衰竭。据统计, 80%以上

AIH 患者为女性[2], 大多患者必须长期接受类固醇激

素 (泼尼松、布地奈德等) 和免疫抑制剂 (硫唑嘌呤等) 

治疗[3], 但会造成库欣样特征、骨质疏松症、糖尿病、白

内障和高血压等不良反应 , 严重影响患者生活质

量[4,5]。因此, 针对 AIH 的发病机制, 研究并寻找对该

疾病有显著治疗效果且不良反应较小的药物具有重要

的意义。

研究表明, T淋巴细胞介导的免疫反应在 AIH中

发挥重要作用, 主要为CD4+ T细胞、Treg细胞和CD8+ 

T细胞数量和功能的紊乱, 引起免疫调节失衡和免疫

缺陷, 从而导致对抗原的免疫应答不足, 进而产生肝脏

组织的炎症反应和损伤[6,7]。IMMH002 {2-氨基-2-(2-

(4'-(2-乙基噁唑-4-基)-[1,1'-联苯]-4-基)乙基)丙烷-1,3-

二醇} 是由中国医学科学院药物研究所研发的一种新

型选择性鞘氨醇-1-磷酸 1型受体 (sphingosine-1-phos‐

phate receptor subtype 1, S1P1) 调节剂 , 前期研究表

明[8], 其体内活性物质 IMMH002-P {2-氨基-4-(4'-(2-乙

基噁唑-4-基)-[1,1'-联苯]-4-基)-2-(羟甲基)丁基磷酸二

氢酯} 使用 β -arrestin 方法检测激活 S1P1 的 EC50 为

12.4 nmol·L-1, IMMH002能够通过诱导淋巴细胞归巢

有效治疗银屑病等自身免疫性疾病[9], 并通过屏障保

护改善肺纤维化[10]。刀豆球蛋白 A (concanavalin A, 

ConA) 诱导的AIH小鼠模型是一种用于研究T细胞依

赖性肝损伤的典型且成熟的模型[11,12], 是评估 AIH 候

选药物活性广泛应用的实验动物模型。本研究采用

ConA诱导AIH小鼠模型, 探讨 IMMH002对AIH保护

作用, 为AIH治疗提供潜在策略。

材料与方法

实验动物 雄性SPF级 ICR小鼠 (18～20 g) 36只, 

购于北京华阜康生物科技股份有限公司 , 许可证号

SCXK (京) 2019-0008, 饲养于中国医学科学院药物研

究所实验动物中心, 自由摄食饮水, 室温 22～25 ℃, 相

对湿度 55%～65%, 12 h光照周期, 所有实验动物均按

照中国医学科学院、北京协和医学院药物研究所实验

动物伦理委员会指导政策严格执行 (NO. 00004046)。

实验细胞 人正常肝细胞L02细胞和小鼠巨噬细

胞 Raw264.7细胞均购自中国医学科学院基础医学研

究所细胞中心。

试剂及仪器 IMMH002及 IMMH002-P由中国医

学科学院、北京协和医学院药物研究所 (中国北京) 尹

大力教授课题组合成和提供; 双环醇 (bicyclol) 由北京

协和药厂提供。

ConA、脂多糖 (lipopolysaccharide, LPS) 购于美国

Sigma-Aldrich 公司 ; 谷丙转氨酶 (alanine aminotrans‐

ferase, ALT)、谷草转氨酶 (aspartate aminotransferase, 

AST)、总 蛋 白 (total protein, TP)、白 蛋 白 (albumin, 

ALB)、血清碱性磷酸酶 (alkaline phosphatase, ALP)、
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γ-谷氨酰转肽酶 (gamma-glutamyltransferase, GGT)、总

胆 红 素 (total bilirubin, TBIL)、直 接 胆 红 素 (direct 

bilirubin, DBIL) 检测试剂盒均购于北京中生北控生物

科技股份有限公司; 4%多聚甲醛、RIPA裂解液、蛋白

酶抑制剂、磷酸酶抑制剂购于北京索莱宝科技有限公

司; 小鼠白介素 6 (interleukin 6, IL-6)、肿瘤坏死因子 α 

(tumor necrosis factor α, TNF-α)、IgG ELISA 检测试剂

盒及人 IL-6 ELISA 检测试剂盒均购于武汉伊莱瑞特

生物科技股份有限公司 ; CellTiter-Glo 检测试剂盒 

(Promega公司); Transzol Up Plus RNA Kit高纯度RNA

提取试剂盒、TransScript All-in-One First-Strand cDNA 

Synthesis SuperMix for qPCR逆转录试剂盒 (北京全式

金生物技术股份有限公司); Hieff qPCR SYBR Green 

Master Mix试剂盒 [翌圣生物科技 (上海) 股份有限公

司]; APC/Cyanine7 抗小鼠 CD45 抗体 (APC/Cyanine7 

anti-mouse CD45 antibody, Cat#103116)、PE/Cyanine7抗

小鼠CD19抗体 (PE/Cyanine7 anti-mouse CD19 antibody, 

Cat#115520)、PE抗小鼠CD3抗体 (PE anti-mouse CD3 

antibody, Cat#100206)、FITC 抗小鼠 CD4 抗体 (FITC 

anti-mouse CD4 antibody, Cat#100406)、APC 抗小鼠

CD8a 抗 体 (APC anti-mouse CD8a antibody, Cat#

100712)、纯化抗 CD16/CD32 抗体 (purified anti-CD16/

CD32 antibody, Cat#101320) 均购于 BioLegend 公司 ; 

BCA定量试剂盒购于北京康为试剂生物技术有限公

司; mouse β-actin antibody (北京中杉金桥生物技术有

限公司); CD3 rabbit mAb (Proteintech 公司); 核因子

κB (nuclear factor kappa-B, NF-κB) p65 (D14E12) rabbit 

mAb、phospho-NF-κB p65 (Ser536) (93H1) rabbit mAb、

IκB 激酶 β (IκB kinase β, IKKβ) (D30C6) rabbit mAb、

phospho-IKKα/β (Ser176/180) rabbit mAb、核因子抑制

蛋白 α (nuclear factor inhibitor protein-α, IκBα) (L35A5) 

mouse mAb、phospho-IκBα (Ser32) (14D4) rabbit mAb、

转化生长因子激酶 1 (TGF beta-activated kinase 1, 

TAK1) (D94D7) rabbit mAb 均 购 于 Cell Signaling 

Technology公司。

全自动化学发光图像分析仪Tanon 5200Multi (上

海天能科技有限公司); BD FACSVerse流式细胞仪 (美

国 Becton Dickinson公司); SYNERGY H1多功能酶标

仪 (美国 BIO-TEK 公司); Bio-Rad 凝胶电泳系统、

Bio-Rad T100 热循环 PCR 仪 (美国 Bio-Rad 公司); 全

自动血液分析仪 MEK-6318 (日本光电工业株式会

社); 全自动血生化仪 TBA-40FR ACCUTE (日本东芝

公司); AX30 Observer 倒置荧光显微镜 (德国蔡司公

司); KEDEE KD-BM生物组织包埋机 (浙江省金华市

科迪仪器设备有限公司); LEICA RM2016组织切片机 

(上海徕卡仪器有限公司); XM-650DT 一体式超声波

细胞破碎机 (小美超声仪器有限公司)。

动物实验 将小鼠随机分为正常组、AIH模型组、

阳性药组 (bicyclol 200 mg·kg-1)、IMMH002 低、中、高

剂量组 (1、3、6 mg·kg-1), 每组6只, 每天一次口服给药。

给药第 4天, AIH模型组、阳性药组、IMMH002给

药组分别按照 20 mg·kg-1尾静脉注射 ConA 溶液建立

AIH模型, 正常组小鼠尾静脉注射等量生理盐水。造

模后禁食不禁水 , 12～16 h 后对所有小鼠进行取材。

眼球取血后, 颈椎脱臼法处死小鼠, 分离脾脏、胸腺、肠

系膜淋巴结和肝脏。

细胞培养 人正常肝细胞 L02在含有 1%青链霉

素混合液和 10%胎牛血清的 DMEM培养基于 37 ℃、

5% CO2 的培养箱中培养 , 传代时使用 0.25% 胰蛋白

酶-0.05% EDTA进行消化; 小鼠巨噬细胞Raw264.7细胞

在含有 1% 青链霉素混合液和 10% 胎牛血清的 RPMI 

1640培养基于37 ℃、5% CO2的培养箱中培养。

细胞活力检测 将 L02细胞以每孔 5×103个接种

到 96孔板上, 用终浓度为 100 ng·mL-1 LPS 激活细胞,

加入终浓度为 0.1、1、10、100 nmol·L-1 IMMH002-P, 孵

育 24 h, 空白对照组只给予溶剂, 使用CellTiter-Glo检

测试剂盒检测细胞活力。Raw264.7细胞以每孔 1×104

个接种到 96孔板上, 加入不同浓度的 IMMH002-P 预

先孵育 2 h后, 用终浓度为 10 μg·mL-1 ConA刺激, 对照

组只给予溶剂, 12 h后检测细胞活力。

外周血五分类计数 每只小鼠取 20 μL全血加入

2 mL稀释液中, 混合均匀。用全自动血液分析仪检测

小鼠白细胞、淋巴细胞、单核细胞、中性粒细胞、嗜酸性

粒细胞、嗜碱性粒细胞的占比。

血生化仪检测肝功能指标 外周血室温静置 2 h, 

4 000 r·min-1, 离心 15 min, 取上层血清, −80 ℃冰箱保

存。使用全自动血生化仪检测 ALT、AST、TP、ALB、

ALP、GGT、TBIL、DBIL的含量。

酶联免疫吸附实验 使用小鼠 IL-6、TNF-α、IgG 

ELISA检测试剂盒检测小鼠外周血血清中 IL-6、TNF-

α、IgG的含量。使用小鼠 IL-6 ELISA检测试剂盒检测

Raw264.7 细胞培养上清中 IL-6 含量 , 使用人 IL-6 

ELISA 检测试剂盒检测 L02 细胞培养上清中 IL-6

含量。

肝组织病理学检测 将肝脏组织在 4%多聚甲醛

溶液中固定 24 h, 对目的位置进行脱水、二甲苯透明、

浸蜡和包埋, 切片机进行 4 μm切片, 将组织黏粘于载

玻片之上。脱水、染色、脱蜡、HE染色、中性树脂胶封

固, 于光镜观察并显微拍照。

实时荧光定量PCR检测mRNA表达 使用高纯
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度 RNA 提取试剂盒提取小鼠肝脏总 RNA, 并定量。

使用逆转录试剂盒将RNA进行逆转录, 按照说明书在

冰上配制相应体系, 混匀后, 于热循环PCR仪中, 设定

程序为: 42 ℃ 15 min, 85 ℃ 5 s, 4 ℃ ∞。最后进行实

时荧光定量 PCR 检测 , 在冰上配制总体系 10 μL 的

cDNA和引物混合品。引物序列见表1。

流式细胞分析术 将小鼠外周血、脾脏、胸腺、肠

系膜淋巴结组织, 分别进行流式细胞分析技术。外周

血中加 1% 肝素钠抗凝, 脾脏、胸腺、肠系膜淋巴结研

磨, 加红细胞裂解液冰上破红 10 min, PBS重悬洗 2次, 

加入 anti-CD16/CD32 抗体冰上封闭 10 min, CD45、

CD19、CD3、CD4、CD8染色 25 min, 2%多聚甲醛固定, 

使用BD流式细胞仪进行流式细胞检测。

蛋白免疫印迹法检测蛋白表达 取小鼠肝脏组织

30 mg, 加入含 1% 蛋白酶抑制剂和 1% 磷酸酶抑制剂

的高效 RIPA 裂解液 100 μL, 用细胞超声破碎仪在

40 W功率下充分裂解组织, 并冰上裂解 30 min。超速

离心机在 4 ℃、12 000 ×g下离心 20 min后, 收集细胞

裂解液后进行蛋白定量和电泳。转膜后进行抗体孵育

和显色。最后使用 ImageJ对Western blot结果进行灰

度分析, GraphPad Prism 8.0进行统计绘图。

统计学方法 统计分析采用 GraphPad Prism 8.0

软件进行统计分析。用 x ± s表示, 两组间比较采用独

立样本 t 检验 , 多组间比较采用单因素方差分析 

(ANOVA)。P < 0.05认为有统计学意义。

结果

1　IMMH002对AIH小鼠肝脏的影响

造模流程如图 1A, 预防性给药前后各组小鼠毛发

光亮, 饮食进水、排便、精神状态正常, 体重稳步增加 

(图 1B); 与对照组相比, AIH模型组小鼠肝脏体积明显

变大, 表面散布多个、大小不等的黑色斑点, 脾脏体积

明显变大, 颜色变黑, 质地变脆; 与 AIH 模型相比, 阳

性药组小鼠肝脏表面黑斑明显减少; IMMH002高剂量

给药组小鼠肝脏组织相较模型组明显变光滑。在图

1C 中可以看出, 对照组小鼠肝脏组织形态结构正常, 

肝索清晰完整, 无明显炎症细胞浸润, 肝细胞未见异

常。与对照组相比, 模型组小鼠肝索紊乱, 肝窦变窄或

消失, 肝细胞明显出现水肿、胞质淡染、空泡样变 (图

1C中绿色箭头), 肝窦内可见局灶性瘀血, 并伴有炎症

细胞浸润 (图 1C中黑色箭头) 和肝细胞坏死 (图 1C中

红色箭头)。与模型组相比, IMMH002高剂量组肝细

胞坏死、空泡样变和炎症细胞浸润明显减少, 肝脏损伤

程度明显减轻, 组织结构接近正常。依据Knodell评分

标准评价肝损伤, 统计图 (图 1D) 显示, IMMH002可以

明显改善ConA诱导的肝脏损伤程度。免疫球蛋白G

抗体常作为检测自免肝炎的指标之一 , 检测血清中

IgG, 见图 1E, AIH模型组 IgG明显升高, IMMH002治

疗组有呈剂量依赖性降低趋势, 高剂量治疗组与双环

醇降低水平相当。以上结果提示, IMMH002可减轻肝

脏损伤。

2　IMMH002对AIH模型小鼠血清生化指标的影响

结果如图 2所示, 与对照组比较, 模型组小鼠血清

中 ALT、AST 及 TBIL 水平显著升高 (P < 0.001), ALP

和DBIL水平明显升高 (P < 0.01), TP水平有升高趋势 

(P < 0.05), ALB水平显著降低 (P < 0.001), 表明ConA

造模方法可以造成明显的肝脏损伤; 与模型组比较, 双

环醇可以显著性降低ALT水平 (P < 0.001), 但对AST

水平降低不明显; IMMH002 对 ALT、AST、DBIL 水平

呈剂量依赖性降低, 对ALB水平呈剂量依赖性升高。

IMMH002的低剂量给药组对AST水平的降低超过阳

性药组, 并与模型组相比具有统计学差异 (P < 0.05); 

IMMH002中高剂量给药组对AST降低效果明显优于

阳性药组 (P < 0.05)。结果显示, IMMH002对于ConA

诱导的小鼠AIH模型具有很好的肝脏保护作用。

3　IMMH002对小鼠外周血五分类中各项指标的影响

结果如图 3所示, 与对照组比较, 模型组小鼠外周

血中白细胞 (P < 0.01)、淋巴细胞 (P < 0.01)、单核细胞 

(P < 0.001)、嗜酸性粒细胞 (P < 0.05) 明显升高, 具有

统计学差异, 中性粒细胞有上升趋势。与AIH模型组

相比, 阳性药组表现出对白细胞、淋巴细胞、单核细胞

的降低趋势; IMMH002给药组对白细胞 (P < 0.05)、淋

巴细胞 (P < 0.05)、单核细胞 (P < 0.001) 的降低呈剂量

依赖性。IMMH002给药组对白细胞 (P < 0.01)、淋巴

Table 1　Primer sequences. IL: Interleukin; TNF-α: Tumor necrosis factor α; MCP-1: Monocyte chemotactic protein 1; IFN-γ: Interferon γ

Gene
TNF-α
IL-6
IL-1β
IL-17A
MCP-1
IFN-γ
GAPDH

Forward primer (5′ to 3′)
CCCTCACACTCAGATCATCTTCT
TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC
GCAACTGTTCCTGAACTCAACT
TTTAACTCCCTTGGCGCAAAA
TTAAAAACCTGGATCGGAACCAA
ATGAACGCTACACACTGCATC
GTGGACCTGACCTGCCGTCT

Reverse primer (5′ to 3′)
GCTACGACGTGGGCTACAG
TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC
ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT
CTTTCCCTCCGCATTGACAC
GCATTAGCTTCAGATTTACGGGT
CCATCCTTTTGCCAGTTCCTC
GGAGGAGTGGGTGTCGCTGT
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细胞 (P < 0.05)、单核细胞 (P < 0.001) 降低效果显著优

于阳性药组, 其中 IMMH002 高剂量给药组中嗜酸性

粒细胞降低 (P < 0.05), 中性粒细胞和嗜碱性粒细胞变

化不明显, 均无统计学差异。小鼠外周血五分类结果

显示, IMMH002可以降低白细胞、淋巴细胞和单核细

胞的数量, 改善炎症, 具有一定治疗意义。

4　IMMH002降低 AIH 小鼠血清和肝脏组织中炎症

因子水平

为研究小鼠细胞因子变化情况, 检测不同组别血

清样本中 IL-6、TNF-α含量水平和肝脏组织匀浆中 IL-6、

TNF-α、IL-1β、IL-17A、MCP-1、IFN-γ表达情况。如图

4所示, 与对照组相比, 经ConA诱导后AIH模型组小

Figure 1　 Therapeutic effect of IMMH002 in the mouse autoimmune hepatitis (AIH) model. A: Flow chart of animal experiment; B: 

Changes of body weight of mice in each group during administration; C: HE staining microscopic images (200× ) of representative liver 

tissue slices of each group. Black arrows indicate infiltration of inflammatory cells; red arrows indicate cell necrosis; green arrows indicate 

edema of the cells; D: The degree of liver injury was measured according to Knodell score; E: The content levels of IgG in serum. n = 6, x ± s. 
###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs AIH model group; △P < 0.05, △△P < 0.01 vs bicyclol group

Figure 2　Effects of IMMH002 on serum biochemical indexes of AIH model mice. The content levels of alanine aminotransferase (ALT, 

A), aspartate aminotransferase (AST, B), total protein (TP, C), albumin (ALB, D), alkaline phosphatase (ALP, E), gamma-

glutamyltransferase (GGT, F), total bilirubin (TBIL, G) and direct bilirubin (DBIL, H) in serum of mice were analyzed. n = 6, x ± s. #P < 

0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs AIH model group; △P < 0.05, △△P < 0.01, △△△P < 0.001 

vs bicyclol group
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鼠血清 IL-6、TNF-α (P < 0.001) 和肝脏组织匀浆中的

促炎细胞因子 (IL-6、IL-17A、TNF-α、MCP-1、IL-1β、

IFN-γ) 表达水平显著升高 (P < 0.01)。与 AIH 模型组

相比, 经 IMMH002治疗后, 中、高剂量组中 IL-6、TNF-α

细胞因子水平显著下降 (P < 0.01), 肝脏组织中 IL-6 

(P < 0.001)、IL-1β (P < 0.001)、TNF-α (P < 0.01)、IFN-γ 

(P < 0.01)、IL-17A (P < 0.05)、MCP-1 (P < 0.05) 表达水

平明显下降, 并呈剂量依赖性。IMMH002高剂量治疗

组降低炎症因子效果与阳性药组相当 , 其中血清中

TNF-α含量及肝脏组织中 IL-1β、IFN-γ表达量甚至低

Figure 4　Effects of IMMH002 on inflammatory factors in serum and liver tissue of mice with AIH. Serum levels of IL-6 (A) and TNF-α 

(B) were detected by ELISA. The mRNA expression levels of IL-6 (C), IL-17A (D), TNF-α (E), MCP-1 (F), IL-1β (G), and IFN-γ (H) were 

detected by real-time fluorescence quantitative PCR. n = 5, x ± s. ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 

vs AIH model group; △P < 0.05, △△P < 0.01, △△△P < 0.001 vs bicyclol group

Figure 3　Effects of IMMH002 on five categories of peripheral blood in mice. The contents of white blood cells (WBC, A), lymphocytes 

(LYM, B), monocytes (MON, C), neutrophils (NEUT, D), eosinophils (EOS, E) and basophils (BAS, F) in peripheral blood of mice. n = 6, 

x ± s. #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs AIH model group; △P < 0.05, △△P < 0.01, 
△△△P < 0.001 vs bicyclol group
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于阳性药组 (P < 0.05)。

5　IMMH002 降低血、脾脏和肝脏中的 T 细胞含量 , 

促进T细胞归巢

流式细胞术评价ConA诱导处理小鼠的淋巴细胞

在血液、脾脏、胸腺和肠系膜淋巴结中的 T 细胞数量 

(图 5A)。Western blot 法检测肝脏组织中 T 细胞标志

物 CD3 的表达。与 AIH 模型组相比 , IMMH002 高剂

量给药组中血液和脾脏中的 CD3+ T 细胞显著减少 

(P < 0.05, 图 5B、C), 而肠系膜淋巴结 (P < 0.01) 和胸

腺 (P < 0.05) 中的 CD3+ T 细胞增加 (图 5D、E); 在图

5F、G中肝脏组织中T细胞标志物CD3蛋白含量明显

降低 (P < 0.05)。综上, IMMH002可以降低血和脾脏

中的T细胞, 下调肝脏组织中CD3蛋白表达, 增加胸腺

和肠系膜淋巴结中T细胞数量, 促进T细胞归巢, 进一

步说明S1P1调节剂 IMMH002通过促进淋巴细胞归巢

来缓解AIH。

6　IMMH002可显著抑制小鼠肝脏组织中IKKβ/NF-κB

通路

NF-κB通路是经典炎症通路, 通过对各组小鼠肝

脏组织中不同蛋白的表达来判断 IMMH002缓解AIH

作用通路。如图 6所示, 利用Western blot对小鼠肝脏

组织匀浆中 p-IKKβ、IKKβ、p-IκBα、IκBα、p-NF- κB、

NF-κB、TAK1和 β-actin蛋白表达量进行检测, 结果显

示, ConA蛋白诱导后 p-IKKβ、p-IκBα、p-NF-κB、TAK1

蛋白表达显著升高 , IMMH002 治疗后可以显著抑制

IKKβ、IκBα、NF-κB 的磷酸化和 TAK1 蛋白的表达。

S1P1 调节剂 IMMH002 通过抑制 IKKβ/NF-κB 通路来

缓解小鼠AIH的炎症。

7　IMMH002-P可以通过抑制 IKKβ/NF-κB通路, 缓

解细胞中炎症水平

IMMH002-P 是 IMMH002 在体内的活性物质, 使

用 IMMH002-P来研究细胞中抗炎治疗效果及作用机

制。如图 7A、B 中对细胞活力进行检测结果显示 , 

IMMH002-P 无 论 是 否 存 在 外 界 刺 激 对 L02 和

Raw264.7 细胞的活力均无抑制作用 ; 图 7C 中显示 , 

IMMH002-P在ConA刺激的人正常肝细胞L02的肝炎

细胞模型中可以显著降低 p-IKKβ (图 7D)、p-IκBα (图

7E)、p-NF- κB ( 图 7F) 蛋 白 水 平 ; 图 7G 中 显 示

IMMH002-P在LPS刺激的小鼠巨噬细胞Raw264.7的

经典炎症细胞模型中也可以显著性降低 p-IKKβ (图

7H)、p-IκBα (图 7I)、p-NF-κB (图 7J) 蛋白水平; 对两种

不同细胞炎症模型培养上清中炎症因子 IL-6含量进行

检测, 结果 (图 7K、L) 显示, 在 1 nmol·L-1 IMMH002-P

浓度下, IL-6含量与模型组相比显著降低。结果表明, 

Figure 5　Effect of IMMH002 on T cell homing. A: Flow cytometry was used to detect the number of CD3+ T cells in blood, spleen, 

mesenteric lymph nodes and thymus. The percentage of CD3+ T cell in the blood (B), spleen (C), mesenteric lymph nodes (D) and thymus 

(E) of mice. The expression level of T cell marker CD3 protein in liver tissues was detected by Western blot (F), and the analysis of variance 

was used for statistics (G). n = 5 (B−E), n = 3 (G), x ± s. #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05, **P < 0.01 vs AIH 

model group
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Figure 7　 IMMH002-P reduces inflammation levels in cells. Cell viability of L02 (A) and Raw264.7 (B) was detected. Western blot of 

IKKβ/NF-κB signaling pathways in L02 cells (C) and Raw264.7 cells (G). The expression and phosphorylation of IKKβ, IκBα and NF-κB in 

L02 cells (D−F) and Raw264.7 cells (H− J) were analyzed. IL-6 levels in the supernatant of L02 cells (K) and Raw264.7 cells (L) were 

detected by ELISA. n = 3, x ± s. #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs AIH model group

Figure 6　 IMMH002 mitigated changes in IKKβ/NF-κB pathway protein levels in concanavalin A (ConA)-induced AIH. A: The protein 

expressions and phosphorylation form protein expressions of IKKβ, NF-κB, IκBα, TAK1 were detected by Western blot. The bands were 

obtained under the same exposure durations; B−E: The differences between groups were calculated by using ANOVA. n = 3, x ± s. #P < 

0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs AIH model group. NF-κB: Nuclear factor kappa-B; 

IKKβ: IκB kinase β; IκBα: Nuclear factor inhibitor protein-α; TAK1: TGF beta-activated kinase 1
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IMMH002-P 治疗后可以显著降低 p-IKKβ、p-IκBα、

p-NF-κB蛋白的表达, 降低炎症因子 IL-6分泌, 从而缓

解不同刺激下细胞炎症, 发挥治疗作用。

讨论

AIH是一种由自身免疫系统介导, 在环境因素诱

导下发生的肝脏自我破坏性肝病, 所有年龄段人群均

有发病 , 且女性高发 , 占总发病人群 80%～85%[13,14]。

AIH发病机制尚不明确, 但目前被认为是由遗传因素、

环境因素和机体免疫系统失调相互介导, 从而引起肝

细胞慢性炎症, 最终导致肝脏纤维化甚至衰竭。在免

疫系统中 , 抗原呈递细胞将自身抗原呈递到幼稚的

CD4+ T 细胞中, 促进细胞因子分泌, 引起 Th1、Th2和

Th17细胞的发育, 刺激CD8+ T细胞、B细胞和浆细胞

的成熟产生自身抗体; Th17细胞数量增加促进肝纤维

化, 其分泌促炎细胞因子抑制 Treg细胞; Treg细胞数

量减少导致机体对自身抗原的耐受性受损, 从而引起

AIH[3]。目前治疗AIH的临床药物主要有类固醇激素

类药物 (泼尼松、布地奈德等) 和免疫抑制剂 (硫唑嘌

呤等) 两大类, 但类固醇激素类药物剂量灵活性低, 长

期治疗会导致患者出现糖尿病、向心性肥胖、骨质疏松

等症状, 硫唑嘌呤治疗早期存在重度白细胞减少和脱

发的可能性[15,16]。现有药物毒副作用明显, 所以临床

亟需治疗AIH且毒副作用小的药物。

鞘氨醇 1-磷酸 (S1P) 是一种具有多效性的鞘脂类

代谢产物 , 多效性由其 5 个 G 蛋白偶联的受体 

(S1PR1～5) 来调节, 与不同亚型的受体结合可激活不

同的信号通路, 发挥细胞增殖和迁移、免疫反应、神经

发育、血小板聚集和血管生成等作用[17], 其中 S1P1是

淋巴细胞表面重要受体, 介导淋巴细胞归巢。芬戈莫

德 (FTY720) 是首个获批上市的 S1P1激动剂, 可通过

S1P1直接改变抗原激活的CD4+ T细胞的运输, 抑制淋

巴细胞从次级淋巴组织和胸腺排出[18,19], 用于多发性

硬化症治疗。研究表明, FTY720对自身免疫性相关的

疾病[20,21]也有一定治疗效果, 在免疫性肝损伤中具有

一定的调节作用 , 可改善肝脏病理损伤[22,23]。但

FTY720由于选择性差, 存在一定的不良反应, 容易出

现短暂性心动过缓以及房室传导阻滞、黄斑水肿、高血

压等[24]。

本研究中的 IMMH002是由中国医学科学院药物

研究所研制出的一种新型 S1P1调节剂, 较 FTY720具

有更高的选择性。前期研究[9-11]发现, IMMH002可以

通过诱导淋巴细胞归巢调节CD3+ T淋巴细胞的再分

布; 在咪喹莫特诱导的小鼠银屑病模型中, IMMH002

显著降低了皮肤中的 T淋巴细胞数量, 增加胸腺中 T

淋巴细胞, 促进T淋巴细胞归巢, 从而使小鼠皮肤炎症

得到有效缓解, 并且具有良好的药代动力学特征。因

此, 将 IMMH002作为研究对象, 来评价其对 ConA 诱

导小鼠AIH治疗作用。

与既往研究一致, ConA诱导后小鼠肝脏和脾脏均

发生明显变化, 机体免疫相关细胞被激活, 产生炎症因

子和相关抗体, 从而引起肝脏组织中细胞坏死、空泡样

变和炎症细胞聚集, 造成血清中转氨酶升高[25-29], AIH

模型组小鼠血清中转氨酶和 IgG 水平显著升高[30,31]。

IMMH002 治疗后 ALT、AST、ALP 等肝功指标和 IgG

水平均显著性降低, 并且肝脏组织中坏死、空泡和炎症

细胞明显减少, 表明 IMMH002 治疗后有效缓解淋巴

细胞、巨噬细胞和单核细胞浸润, 抑制T淋巴细胞进攻

肝脏, 改善肝脏损伤及炎症反应。

在 T 细胞介导的 AIH 中 , TNF-α、IL-6、IFN- γ和

IL-17A水平升高可作为肝脏炎症的重要信号[32], 其中

TNF-α在 AIH 诱导肝损伤的发病机制中起重要作

用[33], 检测血清和肝脏组织中TNF-α等细胞因子的含

量可以评价AIH中炎症和损伤程度。ConA诱导AIH

模型组细胞炎症因子水平升高, 主要是由T细胞激活

和募集到肝脏驱动的[34], 巨噬细胞和CD4+ T细胞被激

活产生 TNF-α、IL-6、IL-1β、IFN-γ及 IL-17A 等细胞炎

症因子, 最终导致肝脏炎症和损伤。IMMH002治疗后

血清和肝脏组织中 IL-6、TNF-α等炎症因子水平均发

生明显下降, 进一步说明了 IMMH002 可以通过抑制

细胞因子的产生来改善AIH动物模型中的炎症损伤, 

推测是由于 IMMH002调节 S1P1受体, 介导淋巴细胞

归巢, 减少淋巴细胞在外周血和肝脏组织中的募集, 从

而降低炎症因子水平。

对T淋巴细胞分布进行研究, 发现 IMMH002治疗

后T淋巴细胞在外周血、脾脏和肝脏中含量降低, 在胸

腺和淋巴结中含量升高, 推测 IMMH002 可以诱导淋

巴细胞归巢, 调节T淋巴细胞的再分布, 抑制淋巴细胞

从次级淋巴组织和胸腺排出, 从而改善机体对肝细胞

产生自身抗体和自身反应性 T 细胞所导致的肝脏炎

症。本研究发现 , IMMH002 治疗后肝脏组织中

NF-κB、IKKβ和 IκBα 3 种蛋白磷酸化水平降低 ; 在

ConA 诱导的 L02 人肝细胞模型中 , IMMH002-P 治疗

后 IKKβ和 IκBα蛋白磷酸化水平明显降低; 在 LPS诱

导的 Raw264.7 细胞炎症模型中 , IMMH002-P 治疗后

IKKβ和 NF-κB 蛋白磷酸化水平也显著降低 , 证明

IMMH002也可以通过抑制 IKKβ和 IκBα的磷酸化水平

来抑制NF-κB磷酸化的表达[35], 从而起到抗炎作用, 更

好地说明了 IMMH002可以缓解炎症, 治疗小鼠AIH。

本文研究一种新型的 S1P1 调节剂 IMMH002 对
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ConA 诱导的小鼠 AIH 的治疗作用。研究表明 , 

IMMH002 可以降低 AST、ALT、GGT、ALP、DBIl 等肝

生化指标和免疫球蛋白G含量, 对肝脏损伤和炎症浸

润有明显缓解作用, 使血清和肝脏中炎症因子的表达

含量降低 , 并且降低外周血、脾脏和肝脏中 T 细胞含

量, 增加胸腺和肠系膜淋巴结中的T细胞, 促进T细胞

归巢 ; 并可以通过抑制 IKKβ/NF-κB 通路下调 IKKβ、

IκBα和 NF-κB 磷酸化蛋白的表达来缓解炎症反应。

本研究为 IMMH002 治疗 AIH 提供了实验依据 , 也为

AIH临床治疗提供了新思路。
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