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Abstract
AIM: To investigate the effects of cyclins and oncogene
proteins on liver regeneration after partial hepatectomy in
cirrhotic rats.

METHODS: By employing immunohistochemistry and in situ
hybridization, we observed the changes of liver cyclin A,D
and oncogene proteins in the model of rat liver cirrhosis
(CCL4) after partial hepatectomy.

RESULTS: The expressions and distributions of hepatocyte
cyclin A and D were similar, which were mainly in the cytoplasm
and nuclei of the cells. Around the central veins, the expressions
were high and early at about 6 h postoperation. During liver
regeneration, the expressions of cyclin A and D mRNA were
marked and locally distributed. Cyclin B and Rb proteins
were distributed in the cytoplasm and nuclei of the cells.
Cyclin B and Rb proteins had stronger expressions in the
liver at 6-24 h after operation. P27 expressions occured at
24 h after operation, and were most marked at 1 wk after
operation. RB protein also showed stronger expressions.

CONCLUSION: Liver regeneration is dependent on a muti-
pathway mechanism.
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摘要

目的 : 本实验通过检测肝硬变大鼠肝部分切除术动物模型肝

组织内细胞周期蛋白(Cyclin)A B和D的表达以及癌基因

调节蛋白的变化 研究Cyclin 及其癌基因调节蛋白在肝

细胞再生中的作用.

方法: 采用CCL4制作大鼠肝硬模型 切除大鼠肝脏的左叶

和中叶. 采用免疫组化和原位杂交的方法 观察大鼠肝脏

Cyclin A和Cyclin D及相关因子变化.

结果: 术后肝细胞Cyclin A和D mRNA的表达和分布基本

相似 主要在胞质和胞核内. 在中央静脉等静脉血管的周

围 其阳性表达量高且表达出现时间早 在术后 6 h已

有明显的表达出现. 在肝细胞再生过程中 Cyclin A和D

mRNA的表达明显 呈局灶样分布. Cyclin B和 Rb蛋白

主要分布在细胞核和胞质内 在术后6-24 h Cyclin B

和Rb在肝细胞有较强的阳性表达. P27的表达在术后 24 h

开始出现 术后1 wk点最显著  RB蛋白也呈现较强的阳

性表达.

结论:  肝细胞再生机制可能是通过多种途径共同作用的结果.
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0   引言

肝硬状态下行肝部分切除术后肝细胞再生的机制 目

前尚不清楚[1-3]. 虽经几十年的努力 肝细胞再生是如何

启动的 又是如何中止的 肝细胞再生过程主要受何种

因素的影响等问题 目前尚无很好的答案[4,5]. 我们通过

检测肝硬大鼠肝部分切除术后肝组织内细胞周期蛋白

(Cyclin)A  B和D的表达以及癌基因调节蛋白的变化 研

究Cyclin及其癌基因调节蛋白在肝细胞再生中的作用.

1   材料和方法

1.1 材料  P27单克隆抗体(兔抗血清)由美国的Sherr 教

授赠送. Cyclin D cDNA质粒: 由丹麦 Tygatrup教授赠送.

Cyclin A cDNA质粒: 由法国Patrizia Paterlini 教授赠送.

Cyclin B 单克隆抗体(兔抗血清): 由美国 Ruderman博士

赠送. RB单克隆抗体由北京中山生物技术有限公司提供.

1.2 方法  健康 Wistar 大鼠 质量220-250 g 皮

下注射 CCL4 油溶液(600 ml/L)加口服乙醇的方法制作肝

硬模型 在动物稳定1 wk后进行实验[6]. 肝部分切除采

用乙醚麻醉 腹部正中切口 切除大鼠肝脏的左叶和中

叶 切除量占全肝的70 %. 手术后大鼠自由进食 饮水.



观察点为术后6 24 48 72 h 和术后 1 wk. Cyclin
A和 D探针的质粒DNA的提取采用Promega公司提供
的试剂盒进行. Cyclin A用EcoR I Cyclin D用Not I酶
切 琼脂糖凝胶电泳  电泳凝胶中回收DNA片段采用
原平公司生产的DNA回收试剂盒 按使用说明书进行.
于254 nm波长的紫外灯下观察电泳结果. Cyclin A和D
探针的标记 采用Boehringer公司地高辛标记试剂盒
参照其说明书进行. 原位杂交采用常规的方法进行[7, 8] . 从
液氮罐内取出冻存的肝组织标本 在冰冻切片机上切
片 切片厚度为5 µm. 采用福建迈新的免疫组化试剂盒
和DAB染剂 加入抗大鼠 Cyclin B Rb和P27一抗. 凡

切片内见细胞或细胞核呈棕黄色颗粒或染色 视为阳性.

2   结果

2.1 肝细胞Cyclin A和 D的变化  我们应用原位杂交技术
观察肝硬变大鼠肝部分切除术后肝细胞Cyclin A和D mRNA
的表达和分布基本相似 主要在细胞的胞质内 特别在中
央静脉等静脉血管的周围 其阳性表达量高且表达出现时
间早 在术后6h 已有明显的表达出现. 正常组肝细胞

Cyclin A和D mRNA的表达较低 阳性反应不明显(图1-3).

图   C-PH组术后 h, cyclin 在血管周围有明显表达. 原位杂交 200.
图2  C-PH组术后 h, cyclin A在血管周围有轻微表达. 原位杂交 200.
图 3  原位杂交阴性对照 200.

2.2 肝细胞Cyclin B Rb P27  Cyclin B Rb P27

主要分布在细胞核和细胞质内 在术后6-24 h Cyclin

B和Rb在肝细胞有较强的阳性表达. 而RB较强的阳性

表达一致持续到术后1 wk  也就是说RB在肝细胞再

生过程中一直都有较强的阳性表达. P27的表达出现晚

于前二者 在术后24h点以后开始明显 术后1 wk点

最为显著. 在正常对照组 肝细胞Cyclin B  Rb  P27未

见阳性表达(图4-6).

图4  C-PH组术后48 h, cyclin B在肝细胞表达明显. SP染色, 甲基绿
复染 400.

图 5  C-PH组术后1 wk, RB在肝细胞表达仍明显. SP染色, 甲基绿复
染 400.

图6  C-PH组术后24 h, P27在肝细胞内开始出现表达. SP染色, HE 200

3   讨论

生长激素 细胞因子和一些癌基因产物在细胞增生过

程中发挥重要作用[9-12].  然而单纯应用细胞生长因子并不

能很好促进肝细胞再生 有时得到自相矛盾的结果[13-15].
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细胞再生有两个最关键的问题是DNA的复制和有丝分

裂 他们由Cyclin 依赖激酶(CDKs) Cyclin 调节亚基

和CDC-2家族激酶控制[16-19]. 在哺乳类动物的真核细胞

中 Cyclin 有 5 种类型 即A B C D 和 E 5 种

类型. 他是细胞分裂周期基因的调节单位 其含量在细

胞的不同时期呈周期性的变化  激活其相关蛋白激

酶 使之具有特定的蛋白激酶活性[20]. G1 期是细胞分

裂增生的关键时期. 在哺乳类动物的G1 期 Cyclin

(C D和E) 表达的量和活性均为最大 推动着G1期向

S 期发展 而其中Cyclin D发挥着更为重要的作用[21-23].

Cyclin A/B分别在细胞周期的S 后期和M期起作用 推

动细胞周期的进程[24]. 在 70 %的肝切除大鼠模型上

Cyclin D的表达高于对照组20倍以上 且先于DNA合

成. 在HGF等细胞因子的刺激下 Cyclin D mRNA 的表

达高于对照3-5倍. 细胞因子能刺激Cyclin  促使其发生

变化 因此Sherr也认为Cyclin D作为细胞因子的效应

器[25]. 我们结果显示 术后肝细胞Cyclin A和D mRNA

的表达和分布基本相似 他们主要分布在细胞的胞质

和胞核内. 在中央静脉等静脉血管的周围 其阳性表达

量高且表达出现时间早 在术后6 h已有明显的表达出

现. 在肝细胞再生过程中 肝细胞Cyclin A和 D mRNA

的表达明显 呈局灶样分布. 这些结果表明 Cyclin A和

D在肝细胞再生过程中发挥重要作用. 其肝细胞的增生

很可能从中央静脉等静脉血管周围开始的. 我们同时观

察了肝细胞Cyclin B和Rb蛋白 主要分布在细胞核和

细胞内 在术后6-24 h Cyclin B和Rb在肝细胞有较

强的阳性表达. 而正常对照组Cyclin B和Rb蛋白肝细胞

未见表达. 这些结果都提示Cyclin B和Rb蛋白参与肝细

胞再生 促进细胞周期的进程.

       肝细胞再生中止具有相当的精确性 行肝部分切

除术后其肝细胞再生的中止均有其相似性[26]. 当再生到

术前肝脏重量的10 %的范围内时 肝细胞生长就停止

了 这提示肝细胞内有一整套系统来管理肝细胞再生.

但目前对肝细胞再生中止的机制远未弄清. 阻止细胞周

期进程的因素主要是CKIs 对哺乳类动物细胞起作用

的是P27 P21和P16[27, 28] . P27 P21和P16这3种CKIs

阻止细胞周期进程的机制不一样 其中最重要的是

P27 P27的功能: 阻止G1期的进程; TGF-β活化和细
胞之间的接触抑制;  P27通过胞外信号的刺激 如细胞

因子TGF-β的刺激使P27活化. 当然细胞周期内在的变
化也可活化P27. TGF-β能抑制肝细胞DNA的合成 从
而阻止肝细胞再生. 同时还发现TGF-β能活化P27. 研究
表明 在肝细胞再生的后期(术后72 h 点以后) TGF-

β出现较高表达 在术后1 wk时 其表达量仍然很高
明显高于对照 这样高表达的TGF-β完全有可能和有能
力刺激P27 促使其活化. 我们免疫组化结果显示 P27

的表达出现较晚 在术后 24 h以后开始出现 术后1 wk

最为显著. 提示P27很可能是肝细胞再生中止的重要因

素之一.

        RB蛋白是视网膜母细胞瘤蛋白抑制基因产物 他

的主要作用是中止细胞周期进程 他能调控细胞周期

关键点的基因表达[29, 30]. 在细胞从G1期向S期转变时

其表达水平非常高. Cyclin D可使RB蛋白失活 从而使

细胞进入S期和进行DNA的复制. 也说明Cyclin D和RB

的共同作用 在细胞的增生和分化方面起重要的开关

作用. 我们的结果显示 肝硬变大鼠术后1 wk 内肝细

胞RB蛋白均呈现较强的阳性表达 这支持以上的研

究 提示RB蛋白在肝细胞再生过程中起促进或抑制肝

细胞增生的作用.

       我们认为 增生细胞在生长因子的刺激之下 使

Cyclin D和A在G1期适当的表达 从而启动肝细胞再

生. Cyclin D同一些癌基因产物 如RB等 共同作用

调节细胞周期的进程. 肝细胞通过RB蛋白的磷酸化和

去磷酸化来影响Cyclin 功能的活性 同时肝细胞再生

过程中 TGF-β的高表达将促使肝细胞P27 的活化
抑制肝细胞再生. 因此肝细胞再生的中止的机制可能是

通过多种途径共同作用的结果.
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世界胃肠病学杂志英文版获得2003-2004年

国家自然科学基金重点学术期刊专项基金资助

本刊讯  世界胃肠病学杂志英文版(World Journal of Gastroenterology)申报的2002年度国家自然科学基金重点学术期刊专项基金项目,

经专家评审, 国家自然科学基金委员会委务会议审定, 予以批准资助(项目批准号: 30224801).资助期限2年, 2003-2004年, 资助强度每

年8万元.

     2002 年度重点学术期刊专项基金资助 30 本学术期刊, 分别为天体物理学报 英 , 计算数学 英 , 理论物理通讯 英 中
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