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【摘 要】目的：探讨核转录因子(Nuclearfactor．一kappa B，NF—KB)和白介素一-6(Interleukin 6，IL一6)在90％极限门静脉分支结扎 

大鼠增生肝脏组织中的表达及其与肝再生的关系。方法：96只 Sprague．一Dawley(SD)雄性大鼠随机分成假手术对照组和门静脉 

结扎实验组。观察术后 0．5、1、3、5、7、14、2l和28 d保留侧肝脏重量变化，光学显微镜下观察保留侧肝细胞的形态变化，用免疫 

组化方法检测保留侧肝细胞的增殖细胞核抗原(Prolife]~ating cell nuelear antigen，PCNA)及 NF—K B和IL一6的表达，并进行统计 

分析。结果：①9O％极限门静脉分支结扎后，结扎侧肝叶呈进行性萎缩变小，保留侧肝叶占总肝质重的比例与假手术对照组比较 

1～5 d升高，7 d达“平台期”；(~)PCNA阳性细胞计数与假手术对照组比较，0．5 7 d表达增强(P<0．05)，以后逐渐恢复正常；③保 

留侧肝叶 NF—K B和 IL一-6的表达量与假手术对照组比较 O．5～5 d表达增强，术后 7 ．28 d差异无统计学意义(P>0．05)；保留侧 

肝叶 IL一6的表达量0．5 d开始呈显著增加，并迅速达到高峰，随后 1～5 d表达逐渐下降，但仍高于正常水平，术后 7—28 d与对照 

组比较差异元统计学意义(P>O．05)。④大鼠肝脏 PCNA的表达在术后 0．5、1、14、21、28 d组与肝内 NF-一K B表达呈正相关，在术 

后 1、14、21 d组与肝内IL一6表达呈正相关，NF-一K B的表达在术后 l、7、21、28d组与肝脏 IL-一6表达呈正相关。结论：NF-一K B 

和 IL-．-6蛋白在 90％极限门静脉分支结扎后大鼠肝脏再生过程中发挥重要作用。 
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【Abstract]Objective：To evaluate the expression of NF—K B and IL一-6 and its relationship with liver regenerationafter 90％portal branch 
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ligation in rats．Methods：Ninety-six SD rats were randomly di- 

vided into Sham-PBL group and portal vein branches ligation 

group．The weight of both hgated and unligated lobes of liver were 

成结石，以及三聚氰胺(酸)在成年鼠肾毒性损害大 

于新生鼠都有待进一步研究。 
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measured at POD 0．5，1，3，5，7，14，21 and 28．The morphological changes ofthe non—ligated liver lobes were observed by microscope．Th e 

expression of PCNA，NF—K B and IL一6 of the non-ligated liver lobes were studied with immunohistochemistry．The results were analyzed 

by medical statistics methods．Results： Hepatic lobe at the ligated side diminished progressively after 90％ portal branch ligation．The 

ratio of non—ligated lobes weight to the whole liver increased at POD 1-5 period，and got”the plateau stage”at POD7；(~)PCNA index were 

increased at POD 0．5—7(P<0．05)，then gradually return to normal lately；@The expression of NF-K B and IL-6 of the non-ligated liver 

lobes were increased at POD0．5—5，then gradually return to normal in POD7—28：@The PCNA and NF—K B in liver had a positive eorre— 

lation at POD0．5，1，14，21，28．The expressions ofPCNA andIL-6 had a positive correlation atPOD1，14，21．Th e expressions ofNF-K B 

and IL一6 had a positive correlation at POD 1，7，2 1，28．Conclusion：The expression of NF—K B and IL一6 may has played a pivotal role in 

liver regeneration after 90％ portal branch ligation in rats． 

【Key words】Liver regeneration；Portal；Ligation；NF—K B；IL一6 

核转录因子(Nuclearfactor—kappa B，NF—KB)是 

多种信号转导途径的汇聚点 ，其诱导产生的白介 

素一6(Interleukin，IL一6)在各种各样的基因调节的炎 

症、增殖反应中起关键作用_lj。近年来国内外有关学 

者已对 NF～KB和IL一6在大鼠PH模型中作为启动 

肝再生的细胞因子做了大量研究 。本试验以大 鼠 

90％极限门静脉分支结~L(Portal branch ligation，PBL) 

模型为基础，动态观察术后不同时间点(0．5、1、3、5、 

7、14、21 d和 28 d)肝脏组织中 NF—KB和 IL一6的表 

达和肝脏形态变化 ，探讨 NF—KB和 IL一6在 90％极 

限门静脉分支结扎大 鼠中的表达变化及其与肝再 

生的关系 

1 材料和方法 

1．1 动物分组及模型的制备 

健 康雄 性 Sprague—Dawley(SD)大 鼠 96只 ，体 质量 

(220±20)g，由四川I大学华西医学实验动物中心提供。动物 

在控制温度、湿度及 12 h照明与 12 h黑暗交替的环境中喂 

养，并允许随时 自由食用固定标准饲料饮食和清水。实验大 

鼠随机分为 2组：①假手术对照组(Sham—PBL group)：48只。 

②90％极限门静脉分支结扎组(PBL group)：48只。每个实验 

组又随机分为 8个亚组，每组 6只，分别为 0．5 d组 、1 d组 、3 

d组、5 d组、7 d组、14 d组、21 d组和 28 d组。采用 1．5％戊 

巴比妥钠 40mg／kg体重，腹腔注射麻醉。参照文献 方法，由 

正中纵切El入腹腔，在手术显微镜下仔细分离出供应肝右叶 

及尾叶的门静脉右支和供应左外叶及中叶的门静脉支，分别 

用4-0丝线结扎。只留下一细小的通向二乳突叶的门静脉支 

未结扎，肝动脉及胆管保持完整。被结扎侧肝脏约占全肝重 

量的90％。假手术组仅游离出门静脉分支 ，不结#L~IJ关腹。所 

有手术均为清洁手术，均在上午 8：oo～12：oo完成。术后分 

别定时观察两组动物的生存情况。 

1．2 主要试剂 

兔抗大鼠 NF—kappa B p65多克隆抗体购 自美国 Santa 

Cruz公司，兔抗大鼠 IL一6多克隆抗体 、小鼠抗大鼠增殖细胞 

核抗原(Proliferative cell nuclear antigen，PCNA)单克隆抗体购 

自武汉博士德生物工程有限公司，链霉素抗生物素蛋白一过 

氧化物酶(S—P)免疫组化超敏试剂盒及 DAB显色剂购 自福 

州迈新生物技术开发有限公司。 

1．3 检测方法 

1．3．1 肝脏大体结构观察 将取出的完整肝脏以滤纸吸干 

血液。观察肝脏的色泽和质地，用电子天平分别测量各组大 

鼠的总肝重和乳突叶(保留侧肝叶)重量(精确到 0．01 g)，计 

算保留侧肝叶所占百分比。 

1．3．2 光学显微镜观察 取各时相点肝保留侧肝叶的肝脏 

组织，用 10％甲醛固定 ，常规石蜡包埋切片，HE染色观察肝 

脏病理结构的改变。 

1．3．3 肝细胞增殖的检测 采用免疫组化 s—P法对保留侧 

肝叶肝细胞增殖进行检测分析，s—P免疫组化染色按试剂盒 

说明书进行。PCNA工作浓度为 1：100，所有切片均采用微波 

修复抗原，一抗4℃冰箱湿盒内过夜，DAB显色。以PBS缓 

冲液代替一抗作阴性对照。PCNA免疫组化阳性结果判定标 

准：以细胞核呈界限清楚的棕黄色 一黄色反应为阳性。每张 

切片随机选择相邻 5个高倍视野，每个视野计数 100个肝细 

胞，然后计算其平均阳性率。 

1．3．4 肝组织 NF—K B、IL一6表达的检测 采用免疫组化 

S-P法对保留侧大鼠肝叶肝脏组织中 NF—K B和 IL一6进行 

检测。s—P免疫组化染色按试剂盒说明书进行。NF—K B工作 

浓度为 1：50，IL一6工作浓度为 1：100。所有切片均采用微波 

修复抗原，一抗4℃冰箱湿盒内过夜，DAB显色。以PBS缓 

冲液代替一抗作阴性对照。NF一．c B以胞质和(或)胞核呈棕 

黄色为阳性细胞，IL一6以细胞质出现清晰的颗粒状棕黄色物 

质为阳性细胞。每张切片随机选择相邻 5个高倍视野采图后 

分析，采图过程中将数码相机采集显微照相系统的光源亮 

度、光圈大小、对比度、锐度等参数均改为手动调节且固定。 

用Image—Pr0 Plus5．0医学图像分析软件分别检测每张切片 

的5张图片中阳性染色部位的累积光密度值(IOD)，并取平 

均值用来表示 NF—K B和 IL一6相对表达量。 

1．4 统计学处理 

所有实验数据用均数 ±标准差(；±s)表示 ，用 SPSS11．5 

统计软件进行 t检验。检验水准 =0．05。相关性采用 Pearson 

相关分析，JP≤0．05为差异具有统计学意义。 
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2 结 果

2 ． 1 9 0 ％ P B L 术 后 大 鼠存 活 率 及 肝 脏 重 量 的 变 化

4 8 只 9 0 ％P B L 实 验 组 大 鼠 中 4 6 只 存 活 (2 1 d 组

和 2 8 d 组 各 死 亡 1 只 ) ， 总存 活 率 为 9 5 ． 8 ％ 。 结 扎 侧 肝

叶 肝 脏 颜 色 变 暗 ， 逐 渐 开 始 萎 缩 ， 保 留侧 肝 叶 占总 肝

质 重 的 比 例 随 时 间 推 移 而 增 加 ， 0 ． 5 d 内增 加 较 缓 慢 ，

而 2 4 h ～ 5 d 则 增 加 速 度 明 显 加 快 ． 5 d 以 后 呈 缓 慢 增

加 ，
7 d 达

“

平 台期
”

， 重 量 比 例 增 加 进 一 步 变 缓 。 全 肝

总 质 量 仅在 术 后 第 1 — 3 d 略 低 于 对 照 组 ， 其 余 时 间 点

则 与对 照 组 接 近 ， 差 异 无 统 计 学 意 义 (表 1 ) 。

2 ． 2 肝 脏 组 织 的 病 理 变 化

对 照 组 大 鼠 肝 脏 显 示 以 中 央 静 脉 为 中 心 肝 细

胞 呈 放 射 状 排 列 。 P B L 组 术 后 保 留 侧 肝 脏 显 示 ：术

后 0 ． 5 d 肝 细 胞 轻 度 肿 胀 ， 汇 管 区 、 小 叶 间 血 管 、 胆

管 界 限 清 楚 ： 术 后 第 l d 肝 细 胞 即 开 始 明 显 的 增

殖 。 有 较 多 的 分 裂 相 存 在 ， 伴 有 核 增 大 ， 汇 管 区 、 小

叶 间 血 管 扩 张 充 血 ；术 后 3 ～ 5 d 肝 细 胞 核 分 裂 活 跃 ，

汇 管 区 见 炎 细 胞 浸 润 ；术 后 第 7 ～ 1 4 d 亦 可 见 较 多 的

分 裂 相 ， 肝 细 胞 核 增 大 ；术 后 第 2 1 ～ 2 8 d 可 见 间 质 少

量 炎 细 胞 浸 润 。 小 胆 管 增 生 ， 肝 索 结 构 清 楚 ， 肝 窦 清

楚 ( 图 1 、 2 、 3 ) 。

2 -3 再 生 肝 脏 肝 细 胞 增 殖 的 检 测 结 果

P C N A 染 色 核 呈 棕 黄 色 。 对 照 组 大 鼠 的 肝 组 织

中 有 少 量 P C N A 表 达 。 P B L 组 术 后 保 留 侧 肝 组 织

0 ． 5 d 开 始 P C N A 的 表 达 量 呈 显 著 增 加 (P < 0 ． 0 1 ) ，

可见 较多 P C N A 阳性 细胞 ；至 术后 5 d 达 高峰 (P <O ． 0 1 ) ，

可 见 大 量 P C N A 阳 性 细 胞 ； 自 7 ～ 14 d 逐 渐 下 降 ， 但

仍 高 于 正 常 水 平 ( P < O． 0 5 ) ， 术 后 2 1 d 恢 复 至 术 前 水

平 (P > 0 ． 0 5 ) ， 仅 见 少 量 P C N A 阳 性 细 胞 ( 图 4
、 5 ， 表

2 ) 。

2 ． 4 肝 组 织 N F — K B 、 I L 一 6 蛋 白 表 达 的 变 化

对 照 组 肝 细 胞 胞 质 可 见 少 量 N F — K B 表 达 ． 极 少

见 核 表 达 。 P B L 组 保 留 侧 肝 叶 0 ． 5 d 开 始 N F — K B 的

表 达 量 呈 显 著 增 加 ， 并 可 见 核 阳 性 表 达 细 胞 ， 至 术

后 1 d 达 高 峰 ， 核 阳 性 表 达 细 胞 也 明 显 增 多 ， 3 ～ 5 d

表 达 逐 渐 下 降 ， 但 仍 高 于 正 常 水 平 ， 核 阳 性 表 达 细

胞 也 逐 渐 减 少 ， 术 后 7 ～ 2 8 d 恢 复 至 术 前 水 平 ( P >

0 ． 0 5 ) ， 仅 见 少 量 肝 细 胞 胞 质 表 达 。 对 照 组 肝 细 胞 胞

质 可 见 少 量 I L 一 6 表 达 ， P B L 组 保 留 侧 肝 叶 0 ． 5 d 开

始 胞 质 中 I L 一 6 的 表 达 量 呈 显 著 增 加 ， 并 迅 速 达 到 高

峰 ， 随 后 1 ～ 5 d 表 达 逐 渐 下 降 ， 但 仍 高 于 正 常 水 平 ，

术 后 7 ～ 2 8 d 恢 复 至 术 前 水 平 (P > 0 ． 0 5 ) ， 仅 见 少 量 肝

细 胞 胞 质 表 达 ( 图 6 ～ 9 ， 表 2 ) 。

表 1 9 0 ％ f
-

]静脉 分 支 结 扎 大 鼠不 同 时 间点 乳 突 叶 ( 保 留侧 肝 叶 )质 量 和 总 肝 质量 变 化 及 所 占百 分 比变 化 ( x ~ s )

注 ：与假 手术对 照组 比较 ：
。

P < 0 ． 0 5 ，

h
p < 0 ． 0 1

图 1 假 结 扎 术 后 1 d 组 大 鼠肝 脏 组

织 学 形 态 ( H E x l 0 0 )

图 2 P B L 组 术后 1 d 非 结 扎

侧 肝 脏 组 织 学形 态 ( H E x l 0 0 )
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量很少，增殖细胞和转化细胞中其含量发生明显变 

化，大部分 G。～G。期细胞无明显的PCNA表达，G。 

晚期其表达度增加，S期达到高峰，G ～M期下降，其 

含量和表达强弱的变化与DNA合成及 DNA复制 

的活跃程度一致。因此，PCNA是评价肝脏再生的 

一 个重要指标。本研究结果表明，90％J'J静脉分支结 

扎后 ，肝组织从 0．5 d开始 PCNA的表达量呈显著 

增加(P<0．O1)，可见较多 PCNA阳性细胞 ；至术后 5 d 

达高峰(P<0．01)，可见大量PCNA阳性细胞；自7 d 

至 14d逐渐下降，但仍高于正常(P<0．05)，术后21 d 

恢复至术前水平(P>0．05)，仅见少量 PCNA阳性细 

胞。这与经典的PH模型所得出的结论基本相同，也 

说明90％极限门静脉分支结扎术也可作为一种理 

想的研究肝脏再生动物模型。 

NF—KB是一种多向性 、多功能的核转录因子 ， 

在细胞凋亡和增殖的多种基因的表达调控中起关 

键作用。在大多数细胞中，核转录因子 NF—B kappa 

家族成员通常以同源二聚体或异源二聚体的形式 

与其抑制蛋白I KB直接结合形成三聚体复合物，以 

无活性形式存在于多种不同类型细胞的胞浆内。当 

细胞受到外源性信号刺激时，NF—KB活化进入核内 

发挥其功能。NF—KB是属于 Rel蛋白家族的二聚体 

蛋白分子 ，包含着 P65(RelA)，P50／105e—Rel，P52 

／100及Rel B等亚单位结构。而 P65的表达最为广 

泛且生物活性最强l 7I。IL一6是一种参与肝再生的急 

性反应蛋白，有文献表 明：IL一6主要来 自肝内非实 

质细胞，主要是Kupffer细胞，其浓度在部分肝切除 

术后迅速增加，并于术后 24 h达高峰例。IL一6与其 

受体 IL一6R结合，IL一6R又与两个亚单位的gpl30 

结合，从而激活JAK的酪氨酸激酶活性；激活的JAK 

通过磷酸化激活 STAT3，活化 的 STAT3和其他的转 

录因子(如 C／EBP—B，AP～1)大大增强了某些与细胞 

增殖有关因子的表达 ，如 c—myc，c—f0s，协同生长 因 

子(如HGF和EGF等)共同促进肝细胞增殖191。目前 

对于IL一6是否可直接促进肝细胞有丝分裂尚未肯 

定．但大多数学者认为 IL一6不能视为肝再生的直接 

启动因子，只能看作是一个参与肝再生早期反应的 

重要转录因子 。 

本实验结果发现，在 90％极限门静脉分支结扎 

后 0．5 d开始 NF—KB的表达量呈显著增加 。并可见 

核阳性表达细胞，至术后 1 d达高峰，核阳性表达 

细胞也明显增多，3～5d表达逐渐下降，但仍高于 

正常水平，核阳性表达细胞也逐渐减少；术后7 d至 

28 d恢复至术前水平(P>0．05)，仅见少量肝细胞胞 

质表达 。而 IL一6在 0．5 d开始胞质中的表达量呈显 

著增加，并迅速达到高峰，随后 1 d至5 d表达逐渐 

下降，但仍高于正常水平 ，术后 7 d至28 d恢复至 

术前水平(P>0．05)，仅见少量肝细胞胞质表达。大鼠 

肝脏 PCNA的表达在术后 0．5、1、l4、2l、28 d组与 

肝内NF—KB表达呈正相关，在术后 1、14、21 d组与 

肝内IL一6表达呈正相关，NF—KB的表达在术后 1、 

7、21、28 d组与肝脏 IL～6表达呈正相关。由此可以 

推测 NF—KB、IL一6蛋白与肝再生密切相关 ，肝再生 

的早期可能是肿瘤坏死因子一o【(TNF— )与TNFR一 

1结合后，通过NF—KB的信号途径激活IL一6的分 

泌最终促进了与细胞增殖有关因子的表达『l01。 

总之 ，通过 90％极限门静脉分支结扎大鼠模型 

可发现 ：NF—KB和 IL一6蛋 白与肝再生的启动和增 

殖过程密切相关。对此深入研究，对于指导肝脏外 

科对肝切除术后残肝的再生修复及肝移植的临床 

治疗具有极其重要的意义。 
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