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术后
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组
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肝切除术后残肝的再生能力对患者预后有巨大影响!硬变

肝脏部分切除后的再生较正常肝脏明显减慢,延迟(
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&白细胞

介素
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#

ZA.'

$是启动肝细胞增值的早期信号中不可缺少的组

成部分(
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)
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在肝硬变大鼠肝部分

切除后的变化规律和肝脏再生的关系!旨在研究硬化肝再生障

碍机制!为促进术后余肝再生及其功能恢复提供理论依据&

!

"

材料与方法

!8!

"

材料
"

无特定病原体#

;

>

"21612

>

0J39

M

"46=""

!

Ô `

$级雄

性
OF

大鼠
7$

只!体质量
%$$

#

%)$

M

!由桂林医学院
Ô `

级动

物实验中心提供&其中
($

只随机分为
-

组#肝硬变切除组$和

@

组#正常肝切除组$!各组
+$

只!其余
,$

只取
)

只制备成肝

硬化模型!与剩余
)

只大鼠切除肝左,中叶!并分别称取切除肝

质量和全肝质量!计算其平均肝切除率&

!8"

"

方法

!8"8!

"

模型制作
"

肝硬化模型(

&

)

"每
&

天,每
,$$

克体质量大

鼠背部皮下注射
)$E

四氯化碳油溶液
$8&/A

!用
,$E

的乙醇

代替饮用水!持续
7

周后行肝叶切除术%部分肝切除"采用乙醚

吸入麻醉!正中切口进腹!以
*.$

号丝线结扎肝左,中叶根部!

行左,中叶肝脏切除术!于术后
$

,

,

,

%

,

+

,

,%

,

%+

,

+(

,

*%3

处死

大鼠#每个时相点
)

只大鼠$!将切除的肝左,中叶及处死后切

除的余肝分别称质量!取肝组织浸入
,$E

甲醛液中固定保存!

其余肝组织置于冻存管中
f($c

保存&

!8"8"

"

肝再生率测定(

+.)

)

"

肝再生率#

E

$

h,$$D

(

@f

#

<f

I

$)'#

<fI

$!其中
<

为术前肝质量#

<hI

'肝切除率$!

I

为切

除肝质量!

@

为最后取下的再生肝质量&

肝组织增殖细胞核抗原#

@̂G<

$的表达采用
O.̂

免疫组

化方法#北京中山生物技术有限公司$!抗体为小鼠抗
@̂G<

单克隆抗体#

O04J0@=SV

!目录号"

O@.7()*

$&高倍#

D+$$

$视野

下选取
,$

个视野!计数
,$$$

个肝细胞中
@̂G<

阳性细胞数

#细胞核染成棕黄色为阳性$&

肝组织
ZA.'/HG<

,

Ẑ<O&/HG<

的测定 采用
H!.̂@H

技术!引物设计与合成"目的基因来自美国国立生物技术信息

中心#

G@IZ

$基因库!目的基因引物由
ĤZN-H)

软件设计!上

&*&,

重庆医学
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年
)

月第
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卷第
,+

期

#
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*

ZA.'

及
=0J02J14

特异引物的序列和扩增片段长度

基因
9̀=_0=5

>

=1/"= H"Q"=;"

>

=1/"=

产物长度#

Y

>

$

Ẑ<O& T<T@@<<T!T@T<!!<!<@@<!<@ @TTTT!@<T@<T!@<<!!!@!@ &7'

ZA.' TT@<<!!@!T<!!T!<!T T<@!@!TT@!!!T!@!!! %,$

H0J02J14 @@@<!@!<!T<TTT!!<@T@ !!!<<!T!@<@T@<@T<!!!@ ,)$

表
%
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@̂G<

阳性细胞数在肝切除术后变化&

Fg-

'

$h)

(

组别
$3 ,3 %3 +3 ,%3 %+3 +(3 *%3

- ,%8&%g,8&$

&

78+'g%8%+

&

,+8($g%8%)

&

+$8($g(8&7

&

+%8,+g%8*%

&

))8*+g(8'%

&

($8((g'8,*

&

*&8%$g*8)+

&

@ (8)+g,8&( ,8*+g$87) %8%+g,8$( %8)%g%8++ *8(+g,8,% ()8+(g'8(+ ,*,8%$g,,8&+,&,8+$g,&8*7

""

&

"

!

$

$8$)

!与
@

组比较&

海英潍捷基生物技术有限公司合成&基本参数见表
,

&

!8"8#

"

HG<

的提取
"

严格按
!Z<GT-G

公司提供的总
HG<

提取试剂盒操作步骤提取
HG<

!提取完成后分装出一部分继

续以下实验!剩余
f($c

保存&

!8"8$

"

HG<

样品的鉴定
"

紫外分光光度计扫描!每个样品在

紫外分光光度计上测
%'$4/

和
%($4/

吸光值!计算
%'$4/

'

%($4/

比值!比值大于
,8(

说明制备的
HG<

较纯!无蛋白质

污染&

!8"8K

"

逆转录反应
"

计算后取
,

"

M

总
HG<

模板做逆转录反

应!反应体系
%$

"

A

!包括"

)D

>

=1/";2=1

>

JYSJJ"=+

"

A

!

>

=1/".

;2=1

>

JH!"4V

?

/" NZb,

"

A

!

9#1

M

95J

>

=1/"=,

"

A

!

=0459/

'/"=;,

"

A

!

HG<

模板
G

"

A

#计算取量$加焦炭酸二乙酯

#

F-̂ @

$水至
%$

"

A

&反应条件"

&*c &$/14

!然后
()c ,$

/14

&

!8"8S

"

@̂H

反应
"

反应体系
%$

"

A

!包括"

>

=1/"=-]!0

>

#

%

D

$

,$

"

A

!上下游引物!

FG<

模板!加灭菌蒸馏水至
%$

"

A

&

Ẑ<O&

和
H0J02J14

的反应条件为"

7+c)/14

然后
7+c&$;

!

))c&$;

!

*%c+$;

!共
&)

个循环!最后
*%c)/14

延伸&

ZA.'

的反应条件是"

7+c)/14

然后
7+c&$;

!

)&c&$;

!

*%

c+$;

!共
&)

个循环!最后
*%c)/14

延伸&每个样本重复
&

次&采用
%E

琼脂糖对
@̂H

产物进行电泳检测!检测结果如

表
,

&所需试剂盒均购自大连宝生物有限公司&

!8#

"

统计学处理
"

采用
Ô OO,&8$

统计软件进行统计分析!

所有数据以
Fg-

表示!组间各时点比较用
9

检验!组内比较用

方差分析!

!

$

$8$)

为差异有统计学意义&

"

"

结
""

果

"8!

"

术后肝再生率的变化
"

正常和肝硬化大鼠肝切除率分别

为#

'(8)&g%8*)

$

E

和#

*,8%(g&8($

$

E

#

!

%

$8$)

$!两组术后

残肝均出现不同程度再生!肝硬化组术后
*%3

肝再生率为

#

')8&&g+8&)

$

E

!正常肝切除组
*%3

肝再生率为#

7,8%$g

*8%7

$

E

!二者相比差异有统计学意义#

!

$

$8$)

$&

""

<

,

I

分别为
-

组#肝硬变切除组$和
@

组#正常肝切除组$术后
+(

3 @̂G<

表达

图
,

""

大鼠肝细胞
@̂G<

表达比较&

O.̂ D+$$

(

"8"

"

肝细胞
@̂G<

表达
"

肝切除后!对照组在
,%3

前保持

低水平!之后迅速升高!于
+(3

达高峰后逐渐下降%

-

组在
,%

3

前均高于
@

组!呈缓慢上升趋势!于
+(3

达高峰!但远低于

对照组见表
%

,图
,

&

"8#

"

肝组织
ZA.'/HG<

的表达
"

肝切除后!

@

组
ZA.'/H.

G<

水平逐渐升高!于
,%3

达高峰后缓慢下降!于术后
*%3

降

至
$3

水平%

-

组
ZA.'/HG<

水平缓慢升高!于
+(3

达高峰!

且明显低于
@

组峰值%术后
+

#

%+3-

组
/HG<

水平均明显

低于
@

组#

!

$

$8$)

$!见图
%

,

&

&

图
%

""

肝切除术后肝组织
ZA.'/HG<

的变化

图
&

""

肝切除术后肝组织
ZA.'/HG<

的变化

图
+

""

肝切除术后肝组织
Ẑ<O&/HG<

的变化

图
)

""

肝切除术后肝组织
Ẑ<O&/HG<

的变化

"8$

"

肝组织
Ẑ<O&/HG<

的表达
"

肝切除术后!

-

组于
,%3

开始下降!于
%+3

达最低值后缓慢上升%

@

组术后
+3

开始下

+*&,

重庆医学
%$,,

年
)

月第
+$

卷第
,+

期



降!于
,%3

达最低值后缓慢上升!术后
*%3

达
$3

水平%

-

组

$

#

,%3 Ẑ<O&/HG<

水平均高于
@

组#

!

$

$8$)

$!见图
+

,

)

&

#

"

讨
""

论

肝再生率能比较准确地反映肝再生情况%

@̂G<

是与细胞

增殖密切相关的核内酸性蛋白质!其含量和表达强弱的变化与

FG<

合成及
FG<

复制的活跃程度一致(

'

)

&本研究综合肝再

生率及
@̂G<

表达来全面评价其再生能力!由于四氯化碳和

乙醇所致的损伤!肝硬化大鼠术后早期#

$

#

,%3

$肝细胞呈现

增殖修复现象!肝再生率与
@̂G<

的表达变化表明肝部分切

除后肝硬化组肝细胞再生能力远低于对照组!肝硬化大鼠肝再

生受到抑制&

本研究结果显示!术后
$

#

,3-

组
ZA.'/HG<

表达高于

@

组#

!

$

$8$)

$!原因可能是肝硬化前期组织学表现即肝纤维

化!肝纤维化是由于细胞外基质形成与降解失衡所致!其中
ZA.

'

起着较为重要的作用!

ZA.'

随肝纤维化程度加重而升高&肝

切除后!

@

组
ZA.'/HG<

表达迅速上调!于
,%3

达高峰后缓

慢下降!而
-

组上升缓慢!峰值延迟!且峰值明显低于
@

组峰

值&肝脏再
ZA.'

来源于肝内非实质细胞!以
LS

>

66"=

细胞为

主!受肿瘤坏死因子
.

&

#

!G̀.

&

$调节!在肝脏再生过程中起着

抗凋亡及促进再生的作用(

*

)

&目前认为
ZA.'

及
!G̀.

&

共同

启动肝脏生(

(

)

!

!G̀.

&

通过与
LS

>

66"=

细胞表面特异的受体结

合!激活转录因子
G̀.

,

I

#

4S2#"0=602J9=.

,

I

!

G̀.

,

I

$!上调
ZA.'

基因表达!刺激其合成及释放&

ZA.'

通过结合
M>

,&$

受体!激

活
O!<!&

转录因子!后者进入核内启动细胞增殖反应(

7

)

!

!1Y"=19

等(

,$

)发现在硬化肝部分切除后余肝再生启动阶段短

期给予外源性
ZA.'

可促进余肝再生&在本研究中!术后
+

#

%+

3-

组
ZA.'/HG<

水平均明显低于
@

组#

!

$

$8$)

$!表明持续

且长期低水平的
ZA.'

对肝再生有抑制作用!与
R14

等(

,,

)研究

结果一致!但肝硬化部分切除后
ZA.'

低水平表达的具体机制

尚不清楚&另有研究表明!

ZA.'

可促进肝脏再生!但
ZA.'

过高

也可阻止和延迟肝脏再生!揭示
ZA.'

在肝脏再生过程中表现

出的双重性(

,%

)

&

Ẑ<O

蛋白家族参与调控包括基因转录和细胞信号通路!

在细胞的增殖,分化和凋亡等生理病理过程中!均发挥着重要

的作用&

Ẑ<O&

作为其中的一种!与
ZA.'

激活的
O!<!&

相互

作用!启动多种基因转录!包括细胞增殖反应(

,&

)

&有研究表

明!酒精性及
K@W

性硬化肝组织
Ẑ<O&

蛋白表上调(

,+

)

&本

研究结果显示!肝切除术后
$

#

,%3

!

-

组
Ẑ<O&/HG<

的表

达明显高于
@

组#

!

$

$8$)

$%

@

组术后
+3

开始下降!而
-

组术

后
,%3

开始下降!表明硬化肝切除后肝再生障碍与
Ẑ<O&

长

时间的高表达有关!其原因可能是因为
Ẑ<O&

与
O!<!&

相互

作用!遮蔽了它们与
FG<

的结合功能域!从而抑制转录(

,)

)

!

影响肝再生的启动&

肝脏再生是非常复杂和精细调节的过程!机体通过激活因

子促进肝脏再生外!还存在抑制因子拮抗系统调节肝脏再生&

本实验结果表明!肝硬化状态下肝切除后肝再生启动延迟,再

生缓慢!与其术后早期
ZA.'

表达水平低下和
Ẑ<O&

持续高表

达所引起的肝再生调控机制失衡有关&
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