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摘要 目的 研究白介素 22 融合蛋白( IL-22-FP) 对刀豆蛋
白 A( ConA) 诱导急性肝损伤后行 70%肝切除手术( PHx) 的
小鼠术后肝再生及肝脏保护的作用。方法 建立小鼠 ConA
肝损伤和 PHx手术模型，术后 32 h 通过过量麻醉法处死小
鼠。5-溴脱氧尿嘧啶核苷染色，观察小鼠肝脏再生情况; 全
自动生化分析仪检测小鼠血清谷丙转氨酶( ALT) 和谷草转
氨酶( AST ) 水平; HE 染色观察小鼠肝脏组织损伤情况;
Western blot法检测小鼠肝组织中增值细胞核抗原( PCNA) 、
细胞周期蛋白 D1 ( CycliD1 ) 、信号转导子及转录激活子 3
( STAT3) 及 p-STAT3 蛋白的表达情况。结果 ConA + PHx
+ IL-22-FP组小鼠同 ConA + PHx + rh-IL-22 组及其他组小鼠
相比，表现出更多的肝细胞增殖和更高的肝指数( 肝脏重量 /
体重) ; HE染色显示 ConA + PHx + IL-22-FP 组小鼠肝脏坏
死及炎症细胞浸润程度较低; 生化检测显示 ConA + PHx +
IL-22-FP组血清 ALT 和 AST 水平明显低于其他组; Western
blot结果表明 ConA + PHx + IL-22-FP组小鼠的肝脏组织 PC-
NA、CyclinD1 和 p-STAT3 蛋白的表达量也明显高于其他组。
结论 IL-22-FP 能够促进由 ConA 诱导肝损伤的小鼠 PHx
后的肝再生，并表现出显著的肝脏保护作用。
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部分肝切除手术 ( partial hepatectomy，PHx) 被
认为是肝癌患者最为有效的治疗方法，而大部分患
者由于肝脏病变过大或存在基础肝脏疾病，如若手
术则很有可能引发术后肝脏再生不足，进而导致急

性肝衰竭，造成患者死亡。作为白介素( interleukin，
IL) -10 家族的细胞因子之一，IL-22 在多种肝脏疾病
中发挥着保护肝脏的作用［1 － 6］。研究［7 － 8］表明 IL-
22 对小鼠正常肝脏行 PHx 后的肝再生具有促进作
用。常规重组人 IL-22 蛋白( recombinant human IL-
22，rh-IL-22) 在体内的半衰期大约只有 60 min，如果
作为治疗药物就必须在很短的时间内反复使用，而
IL-22-FP具有 IL-22 的双分子结构，半衰期长达 24
h。该文通过刀豆蛋白 A( ConA) 在小鼠建立肝损伤
模型，在此基础上行 PHx 并给予 IL-22 融合蛋白
( IL-22-Fc fusion protein，IL-22-FP) 治疗，旨在探讨
IL-22-FP对存在基础肝病小鼠 PHx 后肝再生的作
用，为 IL-22-FP用于临床 PHx 患者的治疗提供药理
学依据。

1 材料与方法

1． 1 实验动物及分组 正常 C57BL /6 小鼠，雄性，
8 ～ 10 周龄，( 25 ± 5) g，购自上海西普尔 －必凯实验
动物有限公司，合格证编号: 2008001662935。实验
小鼠根据体重随机分为 5 组: ConA 组、PHx 组、Co-
nA + PH 组、ConA + PHx + rh-IL-22 组以及 ConA +
PHx + IL-22-FP组。
1． 2 主要试剂和仪器 IL-22-FP( 上海健能隆医药
技术有限公司) ; rh-IL-22 ( Lc08se0107，北京义翘神
舟生物技术有限公司) ; ConA( SLBL3798V，美国 Sig-
ma 公 司 ) ; 5-溴 脱 氧 尿 嘧 啶 核 苷 ( BrdU )
( HMBD8875V，德国 Sigma公司) ; BrdU 原位检测试
剂盒 ( 550803，美国 BD 公司) ; 增殖细胞核抗原
( proliferating cell nuclear antigen，PCNA) ( D3H8P) 、
细胞周期蛋白 D1( CycliD1，92G2) 、信号转导子及转
录激活子 3 ( signal transducer and activator of tran-
scription，STAT3) ( 4904S) 和 p-STAT3 ( 9131S) 抗体
( 美国 CST公司) ; 血清生化检测: 贝克曼库尔特自
动生化分析仪( AU5800，美国 Beckman公司) 。
1． 3 小鼠 ConA 损伤模型建立 小鼠根据体重随
机分为 5 组( n = 6) ，静脉注射 ConA( 18 μg /g) ，4 d
后行部分肝切除手术。ConA + PHx + rh-IL-22 组和
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ConA + PHx + IL-22-FP 组术前 30 min 接受白介素
22 治疗( iv，125 μg /kg) ，其他组同样的方法给予等
量的生理盐水。术后 32 h处死小鼠，收集血清及残
余肝脏用于后续实验。
1． 4 小鼠 70% PHx 术 小鼠部分肝脏切除术方
法参照文献［7 － 8］。在无菌条件下，小鼠通过乙醚气
体麻醉，待麻醉完全，在小鼠腹部中线切开一约 1. 5
cm的切口，暴露肝脏，充分游离出肝左侧叶和肝中
叶，应用 3-0 外科手术缝合线在这两叶根部结扎，随
后剪下这两叶，缝合切口，继续喂养观察。
1． 5 肝指数测定 小鼠处死前称体重，处死后称量
残余肝脏重量，并计算两者的比值即为肝指数。肝
指数是衡量肝脏再生的一个重要指标。
1． 6 BrdU染色及 BrdU阳性率计算 小鼠处死前
2 h，腹腔注射 BrdU( 50 μg /g) ，处死后将小鼠肝脏
组织固定于福尔马林溶液中用于后续的 BrdU 染
色。将固定的肝组织取出，依次进行石蜡包埋、切
片、展片、捞片，将玻片放置在 37 ℃的烘台中过夜，
按照 BrdU 原位检测试剂盒的说明术进行 BrdU 染
色。将染色玻片置于低倍镜下( × 100 ) ，统计 4 ～ 6
个视野里 BrdU 阳性细胞数和肝细胞总数，并计算
两者比值作为 BrdU 阳性率 ( % ) = BrdU 阳性细胞
数 / 总细胞数 × 100%。
1． 7 苏木精 －伊红( HE) 染色及肝功能检测 取
出固定于福尔马林中的肝组织，依次在 70%、95%
和 100%的酒精中脱水。将脱水后的肝组织放入二
甲苯中透明，随后依次进行石蜡包埋、切片、展片和
捞片，玻片烘干后行脱蜡水合，HE 染色 2 min，在不
同浓度乙醇( 依次是 70%、95%、100% ) 中脱水，随
后二甲苯固定，最后中性树胶封片。血清谷丙转氨
酶( alanine aminotransferase，ALT) 及谷草转氨酶( as-
partate aminotransferase，AST) 水平通过贝克曼库尔
特自动生化分析仪( AU5800) 自动检测。
1． 8 Western blot 法检测 PCNA、CyclinD1、
STAT3 和 p-STAT3 蛋白的表达 取出保存于 － 80
℃的肝脏组织 50 mg，加入 ＲIPA /PMSF( 100 /1) 混合
液 500 μl，冰上反复匀浆，静置 30 min，离心机离心
10 min( 12 000 r /min，4 ℃ ) ，取中间澄清液，BCA法
测定样本蛋白的总蛋白浓度。配制 8% SDS-聚丙烯
酰胺凝胶，每孔上样量为 30 μl，电泳后将蛋白进一
步转移到 PVDF膜上。5%脱脂奶粉 /TBST封闭 2 h
后与一抗结合: PCNA ( 1 ∶ 1 000 ) ，CyclinD1 ( 1 ∶
1 000) ，p-STAT3 ( 1 ∶ 1 000 ) ，STAT3 ( 1 ∶ 2 000 ) ，
4 ℃过夜。兔二抗( 1 ∶ 2 000) 4 ℃孵育 4 h，ELC 法

显色，Bio-Tanon ( Fine-do x6 ) 显影系统获得蛋白条
带图像。
1． 9 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 软件进行分析，
GraphPad软件作图，所有数据结果用 珋x ± s 表示，组
间差异的比较采用 one-way ANOVA分析法，显著性
的检验水准为 α = 0. 05。以 P ＜ 0. 05 为差异有统计
学意义。

2 结果

2． 1 IL-22-FP的治疗促进小鼠 PHx术后肝再生
小鼠 PHx术后 32 h肝指数、BrdU染色及 BrdU阳性
细胞百分比结果如图 1 所示。ConA + PHx + rh-IL-
22 组和 ConA + PHx 组之间肝指数差异有统计学意
义( P ＜ 0. 01 ) ; ConA + PHx + IL-22-FP 组的肝指数
同 PHx 组 ( P ＜ 0. 05 ) 以及 ConA + PHx 组 ( P ＜
0. 01) 相比明显增加，同 ConA + PHx + rh-IL-22 组之
间的差异亦有统计学意义( P ＜ 0. 05) ，提示 rh-IL-22
和 IL-22-FP 均能促进小鼠术后的肝再生，但 IL-22-
FP的促进作用更为显著。

图 1B和图 1C显示 PHx 术后 ConA + PHx + IL-
22-FP组和 ConA + PHx + rh-IL-22 组 BrdU染色阳性
细胞数明显多于其他组，而 ConA + PHx + IL-22-FP
组比 ConA + PHx + rh-IL-22 组增多的更加显著( P ＜
0. 05) 。PHx组 BrdU 阳性细胞数较 ConA + PHx 组
增加，但差异无统计学意义。见表 1。
2． 2 IL-22-FP的治疗对小鼠 PHx 术后血清 ALT、
AST的影响 各组小鼠 PHx 术后血清 ALT、AST 结
果如图 2 所示。ConA + PHx 组小鼠 ALT 水平明显
高于 ConA + PHx + rh-IL-22 组( P ＜ 0. 05) 和 ConA +
PHx + IL-22-FP 组 ( P ＜ 0. 01 ) ，ConA + PHx + IL-22-
FP组的这一水平又明显低于 ConA + PHx + rh-IL-22
组( P ＜ 0. 05 ) ; ConA + PHx + rh-IL-22 组的 ALT 水
平高于 PHx 组 ( P ＜ 0. 05 ) ，而 ConA + PHx + IL-22-
FP组同 PHx组的差异无统计学意义。这一结果说
明小鼠给予 ConA后再行 PHx术对肝脏的损伤远远
大于 PHx组或 ConA 组，同时 IL-22-FP 对这种损伤
的保护作用强于 rh-IL-22。见表 2。
2． 3 IL-22-FP 对肝脏组织的保护作用 不同组别
小鼠在 PHx术后 32 h 处死后将部分肝脏组织固定
于 10%甲醛溶液中用于 HE染色，结果如图 3 所示。
同 ConA + PHx + rh-IL-22 组和 ConA + PHx + IL-22-
FP组相比，ConA + PHx 组小鼠肝脏炎症细胞浸润、
肝脏充血和肝细胞坏死程度等都明显加重。ConA
+ PHx + rh-IL-22组的这些损伤表现比ConA + PHx
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图 1 IL-22-FP对小鼠术后肝指数及肝细胞增殖的影响 BrdU染色 × 400

A:部分肝切除术后各组肝指数变化; B:部分肝切除术后肝组织 BrdU染色图; C:部分肝切除术后不同组别肝组织 BrdU阳性率比较; 1: Co-

nA组; 2: PHx组; 3: ConA + PHx组; 4: ConA + PHx + rh-IL-22 组; 5: ConA + PHx + IL-22-FP组;与 ConA + PHx + IL-22-FP组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P

＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001;与 ConA + PHx + rh-IL-22 组比较: #P ＜ 0. 01

图 2 IL-22-FP对小鼠术后血清 ALT和 AST水平的影响
A: ALT; B: AST; 1: ConA组; 2: PHx组; 3: ConA + PHx组; 4: ConA

+ PHx + rh-IL-22 组; 5: ConA + PHx + IL-22-FP 组; 与 ConA + PHx +
IL-22-FP组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001;与 ConA +
PHx + rh-IL-22 组比较: #P ＜ 0. 05

+ IL-22-FP组更加明显，说明 IL-22-FP 在这种模型
的损伤下对肝脏具有更强的保护作用。
2． 4 不同剂量 IL-22-FP 对 PHx 后肝再生作用的
对比 小鼠根据体重随机分为 3 组( n = 6) ，分别标
记为低、中、高剂量组，每组给以 ConA 损伤，4 d 后
行 PHx手术( 具体给药及手术方法如实验方法中所
述) 。术前 30 min 低、中、高 3 组分别给予 42、125
和 375 μg /kg 剂量的 IL-22-FP 静脉注射，术后 32 h
过量麻醉处死小鼠。3 组肝脏组织 BrdU 染色结果
及 BrdU 阳性细胞百分比结果显示见图 4。从染色
图片可以看出中剂量组和高剂量组染色阳性细胞数
明显高于低剂量组，BrdU阳性细胞百分比的结果也
证实了这一点。尽管高剂量组 BrdU 阳性细胞数量
多于中剂量组，但差异无统计学意义。低剂量组血
清 ALT水平明显高于中剂量组( P ＜ 0. 05) 和高剂量
组( P ＜ 0. 05) ，同样的，中剂量组和高剂量组的差异
无统计学意义( 图 5) 。见表 3。
2． 5 IL-22-FP 促进术后 PCNA、CyclinD1 和 p-
STAT3 蛋白的表达 图 6 显示，在 PHx 术后，ConA
+ PHx + rh-IL-22 组和 ConA + PHx + IL-22-FP 组小
鼠较其他组肝脏 PCNA、CyclinD1 和 p-STAT3 蛋白
的表达量明显增加，其中ConA + PHx + IL-22-FP组
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图 3 IL-22-FP对小鼠术后肝组织的保护作用 HE ×400

A: ConA组; B: PHx组; C: ConA + PHx组; D: ConA + PHx + rh-IL-22 组; E: ConA + PHx + IL-22-FP组

图 4 不同剂量 IL-22-FP对小鼠术后

肝细胞增殖的影响 BrdU染色 × 400

A:低剂量组( 42 μg /kg) ; B: 中剂量组( 125 μg /kg) ; C: 高剂量

组( 375 μg /kg) ; 与低剂量组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

图 5 不同剂量 IL-22-FP对小鼠术后血清 ALT水平的影响

与低剂量组比较: * P ＜ 0. 05

增加的更加显著，没有经过任何处理的正常组和
ConA组表达量较少。这提示 IL-22 能够促进小鼠
术后肝脏中上述 3 种蛋白的表达，且 IL-22-FP 的促
进作用强于 rh-IL-22。各组 STAT3 蛋白表达量差异
较小。

图 6 IL-22-FP对小鼠术后肝组织 PCNA、

CyclinD1、STAT3 及 p-STAT3 蛋白表达的影响
A:正常组; B: ConA 组; C: PHx 组; D: ConA + PHx 组; E: ConA +

PHx + rh-IL-22 组; F: ConA + PHx + IL-22-FP 组; 与 ConA + PHx + IL-

22-FP组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊ P ＜ 0. 01，＊＊＊ P ＜ 0. 001; 与 ConA +

PHx + rh-IL-22 组比较: #P ＜ 0. 001

3 讨论

外科肝切除手术被认为是肝癌患者的最佳治疗
手段。对于正常肝脏行 PHx 的最大比率为肝总体
的 70% ～75%［9］，超过这一比例很有可能由于残余
肝脏再生不足而导致急性肝衰竭; 而对于伴有基础
肝病 /肝损伤的患者而言，这一切除比率会大大降
低，这将严重限制手术的开展和疾病的治疗。本研
究证实了 IL-22-FP 能够在存在基础肝脏疾病的条
件下显著的提高 PHx 后的肝再生水平，同时，有效
的减少术后肝脏的损伤。这为 IL-22-FP 用于临床
扩展肝切除手术适应症及提高术后患者生存率提供
了数据支持。

目前的研究［1 － 6］已经证实，IL-22 在多种化学毒
物( ConA、Ccl4、GaIN) 、乙型肝炎病毒和酒精等因素
引起的肝损伤中扮演着保肝角色，而这种保护作用
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表 1 IL-22-FP对小鼠部分肝切除术后肝指数和 BrdU阳性率的影响( n = 6，珋x ± s)

检测项 ConA组 PHx组
ConA +

PHx组

ConA + PHx

+ rh-IL-22 组

ConA +

PHx + IL-22-FP组
F值 P值

肝指数( % ) 5． 08 ± 0． 10 2． 84 ± 0． 07* 2． 60 ± 0． 14＊＊ 2． 90 ± 0． 18* 3． 12 ± 0． 05 225． 15 ＜ 0． 001
BrdU阳性率( % ) 0． 33 ± 0． 58 17． 30 ± 5． 11＊＊＊ 14． 07 ± 4． 08＊＊＊ 29． 30 ± 4． 00* 38． 57 ± 6． 74 30． 87 ＜ 0． 001

与 ConA + PHx + IL-22-FP组比较: * P ＜0. 05，＊＊P ＜0. 01，＊＊＊P ＜0. 001

表 2 IL-22-FP对小鼠部分肝切除术后血清 ALT和 AST水平的影响( U /L，n = 6，珋x ± s)

检测项 ConA组 PHx组
ConA +

PHx组

ConA + PHx

+ rh-IL-22 组

ConA + PHx

+ IL-22-FP组
F值 P值

ALT( U /L) 400． 27 ± 75． 35 554． 93 ± 77． 41# 937． 27 ± 114． 45＊＊ 759． 13 ± 45． 00* 604． 50 ± 76． 67 19． 27 ＜ 0． 001
AST( U /L) 1 091． 17 ± 170． 93 1 089． 97 ± 93． 14# 1 872． 67 ± 227． 96＊＊＊ 1 444． 03 ± 225． 17* 1 096． 37 ± 141． 89 11． 11 0． 001

与 ConA + PHx + IL-22-FP组比较: * P ＜0. 05，＊＊P ＜0. 01，＊＊＊P ＜0. 001;与 ConA + PHx + rh-IL-22 组比较: #P ＜0. 05

表 3 剂量组 IL-22-FP对小鼠部分肝切除术后血清 ALT和 BrdU阳性率的影响( n = 6，珋x ± s)

检测项 低剂量组 中剂量组 高剂量组 F值 P值
BrdU阳性率( % ) 20． 23 ± 5． 10* 38． 60 ± 6． 89 44． 47 ± 7． 45 11． 15 0． 010
ALT( U /L) 827． 10 ± 97． 60* 606． 17 ± 78． 73 493． 40 ± 105． 44 6． 68 0． 013

与中剂量组相比: * P ＜ 0. 05

的机制目前仍不完全清楚。有观点［5］推测 IL-22 通
过诱导多种抗凋亡和促有丝分裂蛋白的表达来发挥
保护肝脏的作用。本研究显示 ConA + PHx + IL-22-
FP组的小鼠同其它组相比血清 ALT、AST水平显著
降低; HE 染色可以看到 ConA + PHx + IL-22-FP 组
小鼠肝脏组织炎性细胞浸润及肝细胞坏死程度明显
减轻。大量的研究［1 － 2，5 － 6，8］结果已经证实，普通 IL-
22 通过激活肝细胞的 STAT3 通路，上调 STAT3 下
游与细胞增殖及细胞周期密切相关的基因( 如 Cy-
clinD1) 的表达，最终发挥保护肝脏及促进肝再生的
作用。因此，本研究有理由推测 IL-22-FP 通过激活
STAT3 通路而发挥相同的作用。为了证明这一推
测，设计了本实验，结果显示术后 ConA + PHx + IL-
22-FP组肝组织 p-STAT3 蛋白的表达水平远高于其
他组，表明 STAT3 通路被激活; 进一步的研究显示
该组 CyclinD1、PCNA蛋白的表达也远高于其他组，
说明 IL-22-FP的保肝及促进肝再生的作用可能与
其激活的 STAT3 通路以及由该通路诱导的 Cy-
clinD1 和 PCNA蛋白的表达有关。

有研究［10］表明 70% PHx 术后肝 IL-22 受体
mＲNA和血清 IL-22 蛋白的表达水平显著升高，而
术前给予抗 IL-22 抗体，能够明显的减少肝细胞的
增殖，这表明 IL-22 与 PHx 后的肝再生密切相关。
虽然 IL-22 对小鼠正常肝脏 PHx后肝再生的作用已
被报道［7 － 8］，但对伴有基础肝病的肝脏 PHx 后再生
的作用仍不得而知。为了更加真实的模拟临床行
PHx患者的实际情况( 患有基础肝病) ，本研究首先

利用 ConA在小鼠建立急性肝损伤模型，在此基础
上进行部分肝切除手术，观察给予 IL-22FP 治疗后
的肝脏再生水平。结果显示同其他组相比，IL-22-
FP的治疗能够更加有效地促进 PHx 后肝细胞的增
殖，残余肝脏重量的增长速度更加迅速。对于 IL-22
促进肝再生的机制有研究者认为是 IL-6 与转化生
长因子 α 相互作用的结果，通过促进肝细胞的增殖
促进肝脏重量和体积的恢复［7，11 － 13］。本研究显示，
术后 ConA + PHx + IL-22-FP 组小鼠肝组织中 PC-
NA、p-STAT3 和 CyclinD1 蛋白的表达量远高于其他
组，表明这种促进肝再生的作用可能与 STAT3 通路
的激活及高表达的 PCNA和 CyclinD1 蛋白有关。

综上所述，IL-22-FP 能够有效地提高存在基础
肝病的小鼠 PHx后的肝再生水平，并对术后肝脏有
着明显的保护作用，这正对应了 PHx 患者术后面临
的两大难题( 残余肝再生不足及手术引起的缺血再
灌注损伤) 。另一方面，由于肝脏内的免疫细胞没
有 IL-22 受体，对 IL-22 无反应，只有肝脏细胞表达
IL-22 受体，因此本研究推测短期内或肝脏局部应用
IL-22 治疗，可以达到有效的保肝、促肝再生作用而
不引起过度的肝脏炎症反应。因此，IL-22-FP 有望
成为临床肝切除患者的治疗新方法。

( 致谢: 本课题动物实验在上海健能隆医药技
术有限公司完成，实验用 IL-22-FP 也由该公司提
供。)
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Effects of IL-22-Fc fusion protein on liver regeneration
in mice after hepatectomy under ConA-induced hepatic injury condition

Zhou Heng1，Xie Guomin1，Zhou Ke1，2，et al
( 1School of Pharmacy，2 Institute for Liver Disease，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To study the effects of IL-22-Fc fusion protein( IL-22-FP) on liver regeneration and hepato-
protection in mice after partial hepatectomy( PHx) under Concanavalin A( ConA) induced hepatic injury condition．
Methods ConA-induced liver injury and partial hepatectomy model was built firstly，liver injury and regeneration
was checked at 32 hours after hepatectomy． Hepatic cells proliferation were detected by 5-bromodeoxyuridine stai-
ning of liver tissue． The degree of liver injury and hepatic necrosis were demonstrated by HE staining． Serum ala-
nine aminotransferase( ALT) and aspartate aminotransferase( AST) levels in mice were measured with automatic bi-
ochemical analyzer． The expression levels of PCNA，CyclinD1 and p-STAT3 protein were tested by Western blot
technique． Ｒesults Compared with the recombinant human IL-22 treatment group and other groups，both the pro-
liferation of hepatic cells and the liver weight /body weight( LW/BW) ratios of the IL-22-FP treatment group( the
experimental group) were significantly increased． The degree of liver necrosis and inflammatory cells infiltration
shown in HE staining in the experimental group were apparently reduced． The serum ALT and AST levels were sig-
nificantly decreased in the experimental group than in the other groups． The expression of PCNA，CyclinD1 and p-
STAT3 protein in the experimental group were obviously up-regulated than that in the other groups． Conclusion
Treatment with IL-22-FP contributes to the liver protection and regeneration in mice with hepatectomy after ConA-
induced liver injury．
Key words IL-22-FP; PHx; liver injury; liver regeneration; liver failure; STAT3
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