
网络出版时间：２０２３ －０４ －２１ １０：２８：０４　 网络出版地址：ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｋｎｓ． ｃｎｋｉ． ｎｅｔ ／ ｋｃｍｓ ／ ｄｅｔａｉｌ ／ ３４． １０６５． Ｒ． ２０２３０４２０． １３３９． ００９． ｈｔｍｌ

Ｗｎｔ２ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路在 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠肝再生修复中的变化
姚路远１，２，刘　 云１，杨　 茜１，２，鲍　 欣１，王　 琰１，赵小英１，唐俊明１

２０２２ － １２ － ０１ 接收

基金项目：国家自然科学基金（编号：８２２７０２９９）；湖北省科技计划项

目（编号：２０２１ＤＦＥ０２６）

作者单位：１ 湖北医药学院基础医学院，湖北省胚胎干细胞重点实验

室，十堰　 ４４２０００
２ 十堰市太和医院（湖北医药学院附属医院）麻醉科，十堰

４４２０００
作者简介：姚路远，男，硕士研究生；

唐俊 明， 男， 教 授， 硕 士 生 导 师， 责 任 作 者， Ｅ⁃ｍａｉｌ：
ｔａｎｇｊｍ４１６＠ １６３． ｃｏｍ

摘要　 目的　 探讨 Ｗｎｔ２ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路在 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠肝

再生修复中的变化特征。 方法　 将 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雄鼠随机分为

假手术组（Ｓｈａｍ 组）、术后 １ ｄ 组、术后 ２ ｄ 组、术后 ４ ｄ 组、
术后 ６ ｄ 组、术后 ８ ｄ 组，手术组小鼠行部分肝切除术

（ＰＨｘ），分别切除肝左叶和中叶。 于术后第 １、２、４、６、８ 天收

集血浆和肝脏组织，丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）和天门冬氨酸

氨基转移酶（ＡＳＴ）生化分析试剂盒检测血浆 ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 活

力；免疫组化检测各组 Ｋｉ６７ 阳性细胞数目；免疫荧光检测

ＨＮＦ４⁃α 和 Ｋｉ６７ 双阳性细胞数、ＬＹＶＥ１ 和 Ｋｉ６７ 双阳性细胞

数及 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 入核细胞数；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组 Ｗｎｔ２ 蛋白

的表达，分析其在肝再生过程中表达的时间特征。 结果 　
ＰＨｘ 后第 ６ 天肝质量、肝质量 ／体质量达到高峰，接近 Ｓｈａｍ
组水平。 ＰＨｘ 后第 １ 天肝损伤严重，第 ４ 天即可恢复正常。
ＰＨｘ 后第 ２ 天主要是肝细胞增殖，第 ４、６ 天主要是肝窦内皮

细胞增殖，同时 Ｗｎｔ２ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路被激活。 结论　 肝脏有

强大的再生修复功能，与肝实质细胞和肝窦内皮细胞的快速

增殖密切相关，Ｗｎｔ２ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路在小鼠肝脏再生修复中

被激活。
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　 　 肝再生是一个复杂的过程，涉及肝脏中的多种

细胞类型，包括肝细胞、肝星状细胞、肝窦内皮细胞

（ｌｉｖｅｒ ｓｉｎｕｓｏｉｄａｌ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ， ＬＳＥＣ） 和 Ｋｕｐｆｆｅｒ
细胞等［１］。 肝细胞是主要的实质细胞，占肝功能的

很大一部分［２］。 健康的肝脏中细胞有丝分裂是静

止的，但在受损伤或切除后，细胞可以迅速进入细胞

周期，恢复肝脏的质量和功能。 在肝再生过程中，肝
实质细胞和 ＬＳＥＣ 密切配合促进肝脏质量和功能的

修复［１］。 Ｗｎｔ 基因最初来源于小鼠乳腺癌中的整合

酶⁃１ 和果蝇的无翅基因，Ｗｎｔ 通路也被称为 Ｗｎｔ２ ／
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路，涉及 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的核转位。 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
进入细胞核与 ＴＣＦ ／ ＬＥＦ 转录因子激活靶基因，该通

路主要控制细胞增殖［３］。 既往研究［４］表明 Ｗｎｔ２ ／ β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 通路在肝脏发育、稳态和代谢中起着关键作

用，但其在肝脏再生修复中的作用尚不清楚。 该研

究旨在探讨小鼠部分肝切除术（ｐａｒｔｉａｌ ｈｅｐａｔｅｃｔｏｍｙ，
ＰＨｘ）后，肝再生修复过程中 Ｗｎｔ２ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的表达

特征及作用，为临床中 ＰＨｘ 后的患者改善肝脏功

能，降低术后病死率提供理论基础和新的靶标。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 实验动物　 １１ 周龄 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，雄性，体
质量 ２４ ～ ３０ ｇ，购自湖北医药学院实验动物中心，饲
养于 ＳＰＦ 环境中，动物许可证号 ＳＹＸＫ（鄂） ２０１９⁃
００３１，湖北医药学院实验动物伦理委员会批准［批
准号：湖北医药学院动（福）第 ２０２１⁃实 ０２９ 号］。
１． １． ２ 　 主要试剂 　 异氟烷购自美国 ＲＷＤ 公司；
ＴＲＩｚｏｌ 购自美国 Ａｍｂｉｏｎ 公司；丙氨酸氨基转移酶

（ａｌａｎｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）生化分析试剂盒 、天
门冬氨酸氨基转移酶 （ ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，
ＡＳＴ） 生化分析试剂盒购自南京建成生物技术研究

所；组织自发荧光淬灭剂 Ａ 液、Ｂ 液购自武汉赛维尔

生物科技有限公司；防淬灭封片剂购自美国 Ｓｏｕｔｈ⁃
ｅｒｎ Ｂｉｏｔｅｃｈ 公司 ；苏木精购自武汉赛维尔生物科技

有限公司； Ａｎｔｉ⁃ＬＹＶＥ１ Ｒａｂｂｉｔ ｐＡｂ、 Ａｎｔｉ⁃ＨＮＦ⁃４⁃α
Ｒａｂｂｉｔ ｍＡｂ 购自英国 Ａｂｃａｍ 公司；Ａｎｔｉ⁃Ｋｉ６７ Ｍｏｕｓｅ
ｍＡｂ 购自武汉赛维尔生物科技有限公司；Ａｎｔｉ⁃ＧＡＰ⁃
ＤＨ Ｍｏｕｓｅ ｐＡｂ 购自美国 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ 公司。 ＨＲＰ Ｇｏａｔ
Ａｎｔｉ Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ Ｈ ＋ Ｌ、ＨＲＰ Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ Ｈ ＋
Ｌ 购自武汉安特捷生物技术有限公司；荧光二抗 Ａｌ⁃
ｅｘａＦｌｕｏｒ® ５９４ Ｄｏｎｋｅｙ Ａｎｔｉ⁃Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ Ｈ ＋ Ｌ、Ａｌｅｘ⁃
ａＦｌｕｏｒ® ４８８ Ｄｏｎｋｅｙ Ａｎｔｉ⁃Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ Ｈ ＋ Ｌ 购自美国

Ｊａｃｋｓｏｎ Ｉｍｍｕｎｏ Ｒｅｓｅａｒｃｈ 公司；ＰＭＳＦ 购自大连美仑
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生物技术有限公司；ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒购自南京

诺唯赞生物科技股份有限公司；ＥＣＬ 试剂盒购自美

国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司；ＲＩＰＡ 购自大连美仑生物技术有限

公司；ＤＡＰＩ 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司。
１． ２　 方法

１． ２． １ 　 小 鼠 肝 切 除 再 生 模 型 构 建 　 １１ 周龄

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雄鼠随机分为 ６ 组，Ｓｈａｍ 组、术后 １ ｄ 组、
术后 ２ ｄ 组、术后 ４ ｄ 组、术后 ６ ｄ 组、术后 ８ ｄ 组，手
术均在 ＳＰＦ 环境中操作。 术前称体质量，用异氟烷

麻醉后，将小鼠置于保温垫上，胶带固定四肢。 用碘

伏消毒腹部 ３ 遍，横切口打开腹腔，分别用棉签暴露

出肝左叶和中叶，用棉线结扎肝左叶和中叶根部并

切除。 检查残端无出血后，用 ４＃手术缝合线迅速缝

合伤口，Ｓｈａｍ 组仅腹腔切开后缝合处理。
１． ２． ２　 肝功能检测　 行 ＰＨｘ 后，于术后 １、２、４、６、８
ｄ 取材，小鼠经吸入异氟烷麻醉后，心尖取血，经 ４
℃，３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 后，收取血浆，利用南京

建成公司 ＡＳＴ、ＡＬＴ 试剂盒检测血浆中肝功能指标

ＡＳＴ、ＡＬＴ 水平变化，分析术后小鼠肝功能情况。
１． ２． ３　 免疫组化染色　 组织依次固定、脱水、透明、
浸蜡、包埋，组织切片 ５ μｍ。 将切片脱蜡、复水后置

于 ｐＨ６. ０ 枸橼酸钠中，放入微波炉抗原修复。 ＰＡＰ
阻水笔画圈后每个组织加 ３０ μｌ ３％ 过氧化氢去除

内源性过氧化物酶，ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ。 含

０. ３％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 的 ５％山羊血清封闭液室温封闭

１ ｈ，去除封闭液后，于每组切片分别滴加 ３０ μｌ 一抗

Ａｎｔｉ⁃Ｋｉ６７（１ ∶ ６００），湿盒内 ４ ℃孵育过夜。 放入室

温复温 ３０ ｍｉｎ 后用含 ０. １％ 吐温⁃２０ 的 ＰＢＳ 溶液洗

涤 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ。 用山羊抗小鼠二抗（１ ∶ ６００）室
温孵育 １ ｈ，ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ。 ＤＡＢ 染色

后超纯水冲洗 ５ ｍｉｎ，苏木精复染核 １. ５ ｍｉｎ，超纯水

冲洗 １０ ｍｉｎ。 １％ 盐酸乙醇分化 ５ ｓ 后超纯水洗，
ＰＢＳ 返蓝后梯度乙醇脱水，二甲苯透明，中性树胶封

片。
１． ２． ４　 免疫荧光染色　 将上述组织抗原修复后，用
组织自发荧光淬灭剂 Ａ 液 ３０ μｌ 室温孵育 ３０ ｍｉｎ，
超纯水冲洗 ５ ｍｉｎ。 用 ５％ 驴血清室温封闭 １ ｈ，一
抗 Ａｎｔｉ⁃Ｋｉ６７（１ ∶ ６００）、Ａｎｔｉ⁃ＨＮＦ⁃４⁃α，（１ ∶ ２ ０００）、
Ａｎｔｉ⁃ＬＹＶＥ１（１ ∶ １ ０００）、Ａｎｔｉ⁃β⁃ｃａｔｅｎｉｎ（１ ∶ １００），４
℃孵育过夜。 放入室温复温 ３０ ｍｉｎ 后用 ＰＢＳＴ 溶液

洗涤 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ。 加入荧光二抗（１ ∶ ５００）室温

孵育 １ ｈ，ＰＢＳＴ 洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，ＤＡＰＩ（１ ∶ ２ ０００）
复染细胞核 ５ ｍｉｎ。 ＰＢＳＴ 洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，滴加

组织自发荧光淬灭剂 Ｂ 液 ３０ μｌ 室温避光孵育 ５
ｍｉｎ，超纯水冲洗 ５ ｍｉｎ，ＰＢＳ 中洗涤 ３ 次，每次 ５
ｍｉｎ，切片稍甩干后滴加防淬灭封片剂封片。
１． ２． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｗｎｔ２ 的表达变化特征 　
取各时间点肝脏组织 ５０ ｍｇ 于 ＥＰ 管中，加入 ＲＩＰＡ
和 ＰＭＳＦ 混合物 ５００ μｌ（ＲＩＰＡ ∶ ＰＭＳＦ ＝ １００ ∶ １），多
通道组织匀浆机匀浆。 冰上静置 ３０ ｍｉｎ 后，４ ℃、１２
０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，离心后取上清液即为肝组织

总蛋白。 采用 ＢＣＡ 蛋白浓度检测试剂盒对各组肝

组织蛋白样品进行 ＢＣＡ 定量分析后，加入 １ ／ ４ 体积

的 ５ ×上样缓冲液煮沸 ５ ｍｉｎ 使蛋白变性。 行 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 凝胶电泳进行蛋白分离；２２０ ｍＡ、６０ ｍｉｎ 的条

件下转至 ＰＶＤＦ 膜，５％脱脂牛奶室温封闭 ＰＶＤＦ 膜

１ ｈ；一抗 Ａｎｔｉ⁃Ｗｎｔ２ （１ ∶ １ ０００）、Ａｎｔｉ⁃ＧＡＰＤＨ （１ ∶
１０ ０００） ４ ℃孵育过夜，ＴＢＳＴ 漂洗 ３ 次；二抗（１ ∶ １０
０００）室温孵育 １ ｈ，ＴＢＳＴ 漂洗 ３ 次。 使用 ＥＣＬ 试剂

盒显影成像，使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测量Ｗｎｔ２ 和 ＧＡＰＤＨ
灰度值，并用 Ｗｎｔ２ ／ ＧＡＰＤＨ 进行半定量分析。
１． ３　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２５. ０ 软件进行统计

学分析，作图软件为 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ０。 计量资料

以 �ｘ ± ｓ 表示，多组间比较采用方差分析，两组间比

较采用 ｔ 检验。 Ｐ ＜ ０. ０５ 示差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＰＨｘ 后肝质量变化的时间动力学特征　 为了

观察 ＰＨｘ 后不同时间点小鼠肝质量变化的特征，分
别于 ＰＨｘ 后 １、２、４、６、８ ｄ 称取小鼠体质量和肝质

量。 与 Ｓｈａｍ 组比较，术后第 １ 天肝体积最小，第 ２
天体积开始变大，到术后第 ６ 天达到高峰（图 １）。
肝切后第 １ 天肝质量、肝质量 ／体质量最低 （Ｐ ＜
０. ０００ １），第 ６ 天就恢复到接近 Ｓｈａｍ 组水平（表
１）。 经统计学分析，各组肝质量和肝质量 ／体质量

结果差异有统计学意义（肝质量：Ｆ ＝ ２６. ３１７，Ｐ ＜
０. ０００ １；肝质量 ／体质量：Ｆ ＝ ４７. ５２７，Ｐ ＜ ０. ０００ １）。
结果表明，小鼠 ＰＨｘ 后肝脏具有强大的再生修复能

力，能快速使肝质量恢复至相对正常水平。
２． ２　 ＰＨｘ 后肝功能变化的时间动力学特征　 为了

观察 ＰＨｘ 后肝脏质量变化过程中肝脏功能变化的

特征，于 ＰＨｘ 后 １、２、４、６、８ ｄ 收集血浆，用 ＡＬＴ、ＡＳＴ
试剂盒检测血浆中肝脏功能指标 ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 的水

平。 结果显示肝切后 ＡＬＴ、ＡＳＴ 水平均于第 １ 天显

著升高（ＡＬＴ：Ｐ ＜ ０. ０１；ＡＳＴ：Ｐ ＜ ０. ００１），第 ２ 天迅

速恢复至接近正常水平，到第 ４ 天完全恢复到 Ｓｈａｍ
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图 １　 ＰＨｘ 后各组肝组织形态变化

表 １　 ＰＨｘ 后肝质量变化的时间动力学特征（�ｘ ± ｓ）

组别 肝质量（ｇ） 肝质量 ／ 体质量（％ ）
Ｓｈａｍ １． ２２ ± ０． ２３９ ４． ６９ ± ０． ５７９
术后 １ ｄ ０． ５２ ± ０． １１３∗∗∗∗ ２． ２０ ± ０． ３３０∗∗∗∗

术后 ２ ｄ ０． ６７ ± ０． １０１∗∗∗∗ ２． ７３ ± ０． ２１９∗∗∗∗

术后 ４ ｄ ０． ８５ ± ０． ０７５∗∗ ３． ４３ ± ０． ２０２∗∗∗

术后 ６ ｄ １． ００ ± ０． ０８６ ４． １７ ± ０． ３０１
术后 ８ ｄ ０． ９７ ± ０． １２７ ４． ０１ ± ０． ４６２
Ｆ 值 ２６． ３１７ ４７． ５２７
Ｐ 值 ＜ ０． ０００ １ ＜ ０． ０００ １

　 　 与 Ｓｈａｍ 组比较：∗Ｐ ＜ ０． ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１，∗∗∗∗

Ｐ ＜ ０. ０００ １

组水平（图 ２）。 经统计学分析，各手术组和 Ｓｈａｍ 组

之间的肝功能水平差异有统计学意义（ＡＬＴ：Ｆ ＝
３３. ９１６， Ｐ ＜ ０. ０００ １； ＡＳＴ： Ｆ ＝ ６２. ５５９， Ｐ ＜
０. ０００ １）。 这一结果提示 ＰＨｘ 后肝脏再生修复过

程中，肝脏的功能迅速从损伤状态恢复到正常水平。

图 ２　 ＰＨｘ 后肝功能变化的时间动力学特征

Ａ：ＰＨｘ 后各组 ＡＬＴ 水平统计分析；Ｂ：ＰＨｘ 后各组 ＡＳＴ 水平统计

分析； ａ：Ｓｈａｍ 组；ｂ：术后 １ ｄ 组；ｃ：术后 ２ ｄ 组；ｄ：术后 ４ ｄ 组；ｅ：术

后 ６ ｄ 组；ｆ：术后 ８ ｄ 组；与 Ｓｈａｍ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

２． ３　 ＰＨｘ 后肝脏细胞增殖能力变化特征　 为了探

索 ＰＨｘ 后肝脏再生修复与细胞增殖变化的关系，行
Ｋｉ６７ 免疫组化染色。 与 Ｓｈａｍ 组比较，ＰＨｘ 后肝脏

Ｋｉ６７ 阳性细胞数于第 １ 天开始增多，于第 ２ 天达到

高峰（Ｐ ＜ ０. ０００ １），从第 ４ 天开始逐渐下降，第 ８ 天

恢复到接近正常水平。 经统计学分析，各手术组和

Ｓｈａｍ 组之间的 Ｋｉ６７ 阳性细胞数差异有统计学意义

（Ｆ ＝ ２１４. ９８１，Ｐ ＜ ０. ０００ １）。 为了探明 Ｋｉ６７ 阳性细

胞的种类，本研究分别用肝实质细胞的特异标志物

ＨＮＦ４⁃α 和 ＬＳＥＣ 的特异标志物 ＬＹＶＥ１ 与 Ｋｉ６７ 做

免疫荧光共定位，结果显示 ＨＮＦ４⁃α 和 Ｋｉ６７ 双阳性

细胞数于第 １ 天开始增多，第 ２ 天达到高峰（Ｐ ＜
０. ０００ １），然后逐渐下降，第 ６ 天恢复到接近正常水

平。 经统计学分析， 手术组和 Ｓｈａｍ 组之间的

ＨＮＦ４⁃α、Ｋｉ６７ 双阳性细胞数差异有统计学意义（Ｆ
＝ １００. ０３７，Ｐ ＜ ０. ０００ １）。 ＬＹＶＥ１ 和 Ｋｉ６７ 双阳性细

胞数在术后第 １ 天降低，第 ４ 天升高达到峰值（Ｐ ＜
０. ０００ １），第 ６ 天开始降低，于第 ８ 天恢复至 Ｓｈａｍ
组水平。 经统计学分析，各手术组和 Ｓｈａｍ 组之间

的 ＬＹＶＥ１、Ｋｉ６７ 双阳性细胞数差异有统计学意义

（Ｆ ＝ ３１. １３，Ｐ ＜ ０. ０００１）。 结果表明，ＰＨｘ 后第 ２ 天

主要是肝细胞增殖，第 ４、６ 天主要是 ＬＳＥＣ 增殖。
见图 ３。
２． ４　 ＰＨｘ 后小鼠肝组织 Ｗｎｔ２ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 表达变化

情况 　 为研究 Ｗｎｔ２ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路与肝再生的关

系，先检测了 ＰＨｘ 后肝脏中 Ｗｎｔ２ 蛋白的表达。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，与 Ｓｈａｍ 组比较，术后第 １ 天

和第 ４ 天 Ｗｎｔ２ 蛋白表达达到峰值（Ｐ ＜ ０. ０００ １，Ｐ
＜ ０. ００１），见图 ４。 经统计学分析，手术组和 Ｓｈａｍ
组之间的 Ｗｎｔ２ 蛋白表达差异有统计学意义（Ｆ ＝
４３. ８９，Ｐ ＜ ０. ０００ １）。 表明 Ｗｎｔ２ 通路可能参与了肝

再生修复过程；进一步检测了 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 被激活转入

核内的情况，β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 免疫荧光定位结果显示，术
后第 １、２、６、８ 天 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 入细胞核数显著增多（Ｐ
＜ ０. ００１，Ｐ ＜ ０. ０１，Ｐ ＜ ０. ００１，Ｐ ＜ ０. ０５），见图 ５。 经
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图 ３　 ＰＨｘ 后肝脏细胞增殖能力变化特征

Ａ：ＰＨｘ 后各组 Ｋｉ６７ 阳性细胞的免疫组化代表图（棕色细胞核） × ４０；Ｂ：ＰＨｘ 后各组 ＨＮＦ４⁃α 和 Ｋｉ６７ 双阳性细胞的免疫荧光代表图 × ４０；
Ｃ：ＰＨｘ 后各组 ＬＹＶＥ１ 和 Ｋｉ６７ 双阳性细胞的免疫荧光代表图 × ４０；Ｄ：ＰＨｘ 后各组 Ｋｉ６７ 阳性细胞的统计图；Ｅ：ＰＨｘ 后各组 ＨＮＦ４⁃α 和 Ｋｉ６７ 双

阳性细胞统计图；Ｆ：ＰＨｘ 后各组 ＬＹＶＥ１ 和 Ｋｉ６７ 双阳性细胞统计图； ａ：Ｓｈａｍ 组；ｂ：术后 １ ｄ 组；ｃ：术后 ２ ｄ 组；ｄ：术后 ４ ｄ 组；ｅ：术后 ６ ｄ 组；ｆ：术

后 ８ ｄ 组；与 Ｓｈａｍ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １
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图 ４　 ＰＨｘ 后肝组织中 Ｗｎｔ２ 蛋白表达的变化特征

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法分析 ＰＨｘ 后各组 Ｗｎｔ２ 蛋白表达的代表图；Ｂ：
Ｗｎｔ２ 蛋白表达的统计图； ａ：Ｓｈａｍ 组；ｂ：术后 １ ｄ 组；ｃ：术后 ２ ｄ 组；

ｄ：术后 ４ ｄ 组；ｅ：术后 ６ ｄ 组；ｆ：术后 ８ ｄ 组；与 Ｓｈａｍ 组比较：∗∗∗Ｐ

＜ ０. ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １

统计学分析，手术组和 Ｓｈａｍ 组之间的 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 入

核细胞数差异有统计学意义（Ｆ ＝ ６６. ４６５，Ｐ ＜ ０. ０００
１）。 上述结果表明肝再生修复过程中 Ｗｎｔ２ ／ β⁃ｃａｔｅ⁃

ｎｉｎ 通路被激活。

３　 讨论

　 　 肝脏是一种具有丰富的再生能力的独特器官。
因此，ＰＨｘ 或部分肝移植可以安全进行［５］。 ＰＨｘ 后

门静脉血流或压力的剧烈变化、组织缺血 ／缺氧可能

是肝再生的主要触发因素和驱动力［６］。 肝脏是唯

一一个利用再生机制来确保肝质量 ／体质量始终达

到体内平衡所需质量的 １００％的实体器官［７］。 本研

究发现，ＰＨｘ 后小鼠肝质量、肝质量 ／体质量逐渐升

高，第 ６ 天达到高峰，接近 Ｓｈａｍ 组水平。 ＰＨｘ 后受

损、坏死的肝细胞释放 ＡＬＴ、ＡＳＴ 入血，同时门静脉

血流或压力的剧烈变化、肝组织缺血、缺氧触发肝再

生修复。 本研究结果显示，在术后第 １ 天 ＡＬＴ、ＡＳＴ
水平显著升高，第 ２ 天迅速恢复至接近正常水平。
小鼠肝功能恢复的峰值和 Ｋｉ６７ 阳性细胞数峰值一

致，提示 ＰＨｘ 后肝脏中的细胞快速增殖促进了肝功

能的恢复。 因此，在肝损伤修复的早期，提高患者肝

脏中细胞的增殖能力，是减少肝切除术后肝功能衰

竭可能的策略。

图 ５　 ＰＨｘ 后肝组织中 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 激活的变化特征

Ａ：ＰＨｘ 后各组 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 激活入核的代表图；Ｂ：ＰＨｘ 后各组 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 激活入

核的统计图； ａ：Ｓｈａｍ 组；ｂ：术后 １ ｄ 组；ｃ：术后 ２ ｄ 组；ｄ：术后 ４ ｄ 组；ｅ：术后 ６ ｄ

组；ｆ：术后 ８ ｄ 组；与 Ｓｈａｍ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１
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　 　 肝再生是一个复杂的过程，涉及多种细胞类型

的对话，包括肝细胞、肝星状细胞、内皮细胞和炎症

细胞。 健康的肝脏细胞有丝分裂是静止的，但在毒

性损伤或切除后，细胞可以迅速进入细胞周期，恢复

肝脏的质量和功能。 在这个再生过程中，实质细胞

和非实质细胞以一种紧密协调的方式进行反

应［８ － ９］。 本研究发现在 ＰＨｘ 后第 ２ 天肝实质细胞增

殖达到高峰，从第 ４ 天开始逐渐降低；而 ＬＳＥＣ 增殖

在 ＰＨｘ 后第 １、２ 天降低，第 ４ 天达到增殖高峰，第 ６
天开始降低。 这一结果说明了 ＰＨｘ 后 ２ ～ ４ ｄ 是肝

再生修复的关键阶段，肝实质细胞和 ＬＳＥＣ 分别起

着重要作用，共同促进肝脏再生修复。
Ｗｎｔ２ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路对胚胎发育和肿瘤的

发生发展起着重要作用［１０］。 研究［１１ － １２］表明该通路

在肝脏的发育、成熟和分化中也扮演着重要角色。
在无 Ｗｎｔ 配体的情况下， 破坏复合物 （ ＣＫ１α、
ＧＳＫ３β、Ａｘｉｎ、ＡＰＣ 蛋白形成的复合物）可磷酸化 β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ，靶向其进行泛素依赖性蛋白酶体降解。 当

配体 Ｗｎｔ 结合其同源受体 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ 和共受体 ＬＲＰ５ ／
６ 时，破坏复合物被招募到细胞膜上，从而减少破坏

复合物对 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的降解。 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 在细胞质中

积累，并转入细胞核激活下游靶基因［１３ － １４］。 在成熟

的健康肝脏中，Ｗｎｔ２ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路大多不活跃，但
在细胞更新或再生过程中，以及在某些病理条件，如
疾病、恶性肿瘤中会重新激活。 本研究发现，ＰＨｘ 后

第 １ 天和第 ４ 天 Ｗｎｔ２ 表达增加；β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 在第 １ 天

入核增加，第 ２ 天肝实质细胞增殖就达到峰值；术后

第 ２ 天 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 入核增加，第 ４ 天 ＬＳＥＣ 增殖达到

峰值。 该结果预示了 Ｗｎｔ２ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路的激活，
直接或者间接参与了肝脏再生修复。

β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 被激活入核主要出现在 ＰＨｘ 后第 １、
２、６ 和 ８ 天，而 Ｗｎｔ２ 蛋白表达的峰值在第 １ 天和第

４ 天，即第 ４ 天 Ｗｎｔ２ 蛋白表达峰值的时间在第 ２ 天

β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 入核之后，提示 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 受 Ｗｎｔ２ 激活入

核，并正反馈促进 Ｗｎｔ２ 的表达，下一步课题组将对

该现象的机制进行研究。
综上所述，小鼠 ＰＨｘ 后，肝脏有强大的再生修

复能力，能使肝脏功能快速恢复至正常水平。 本研

究证实了肝实质细胞和 ＬＳＥＣ 增殖的同时 Ｗｎｔ２ ／ β⁃

ｃａｔｅｎｉｎ 通路被激活，说明该通路在小鼠肝脏再生修

复中有重要作用，具体的作用与机制需要进一步研

究。 该课题为临床患者 ＰＨｘ 后肝功能的恢复，防治

肝功能衰竭提供了新的靶标和理论基础。
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ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＭＬＣＫ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｏｎ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＭＬＣＫ ｂａｓｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ
ｍｉｓｓｉｎｇ ｏｒ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｓｇＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ， ａｎｄ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｓｈｏｗｅｄ ｌｏｗｅｒ ｍＲＮＡ
ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＭＬＣＫ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ（Ｐ ＜ ０. ０００ １）． Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ， ｔｈｅ
ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ａｓｓａｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＭＬＣＫ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｄｉｄ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｃｈａｎｇｅ ｔｈｅ ｃｙｃｌｅ ｏｆ ＦａＤｕ ｃｅｌｌｓ， ｂｕｔ ｔｈｅ ｒａｔｅ
ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０００ １）． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ （Ｐ ＜ ０. ０００ １） ａｎｄ Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ／
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ （Ｐ ＝ ０. ０００ ７） ｒａｔｉｏｓ ｒａｉｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＭＬＣＫ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｔｈｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｏｆ ＭＬＣＫ ｉｎ⁃
ｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＦａＤｕ ｃｅｌｌｓ， ｂｕｔ ｔｈｅ ｅｘａｃｔ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｎｅｅｄｓ ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｙ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｈｙｐｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ； ｍｙｏｓｉｎ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ｋｉｎａｓｅ； ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ； ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
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