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Abstract
AIM: To determine whether Hepatopoietin(HPO) acts via
a novel nuclear receptor based signal transduction pathway.

METHODS: 125I-HPO was used to characterize its binding
activity by specific displacement test and Scatchard analysis
in nuclear extracts of primarily cultured rat hepatocytes
and human hepatoma cells. 125I-HPO bound to its receptor
complex by micro autoradiograph for the HPO receptor in
HepG2 cells.

RESULTS: The binding was saturable and specific since it
was replaceable by HPO but not by EGF, thyroid hormone
or growth hormone. Scatchard analysis indicated the presence
of a single class of high affinity receptor with dissociation
constant (Kd) of 35 pmol and 12 pmol, and a receptor
density of about 1.7×109 sites/g and 5.0×109 sites/g, in the
rat hepatocytes and human hepatoma cells, respectively.
Autoradiograph of the receptor showed that the receptor
grains were well distributed around hepatocytes nuclei.

CONCLUSION: These data demonstrate the existence of
HPO nuclear receptor in hepatocytes and hepatoma cells,
which involves in hepatocytes proliferation signal transduction.

Wang G, Chen DF, Hu L, Wang J, Fan LL, Zhang XR. Identification and
characterization of nuclear receptor for hepatopoietin. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2003;11(8):1178-1181

摘要

目的: 肝细胞生成素(HPO)特异性刺激肝细胞增生的信号转

导存在特异性核受体信号转导途径.

方法: 利用125I标记的HPO 通过受体结合和特异性竞争抑

制实验及Scatchard分析原代培养大鼠肝细胞和肝癌细胞核

抽提物中核受体.

结果: 原代培养大鼠肝细胞和肝癌细胞核抽提物中存在核受

体 核受体数量分别为1.7×109/ g 和 5.0×109/ g 平
衡解离常数(Kd)分别为35 pmol 及 12 pmol 且存在数量

上和亲和力的差异 此结合不能被EGF 生长激素和甲状

腺激素所竞争抑制. HepG2细胞放射自显影显示HPO核受

体的存在.

结论: HPO促肝细胞增生作用可以通过肝细胞核受体介导.
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0   引言

肝细胞生成素(HPO)是一类来源于肝脏自身 特异性

刺激肝细胞增生的小分子物质. 前面实验结果证实HPO

通过膜受体介导在体外不仅对原代培养的大鼠肝细

胞 人胎肝细胞有刺激DNA合成作用 而且对肝癌细

胞也有直接刺激增生作用. HPO可促使肝细胞从G0/G1期

进入S期[1-24] 进一步发现在HepG2肝癌细胞生长中

HPO以一种自分泌和旁分泌作用机制发挥生物学效应.

许多的生长因子具有核转位(nuclear translocation)现象

并且在核内有相应的受体或结合蛋白的存在 其中有

与肝再生密切相关的细胞因子 如EGF TGF-α和
aFGF等 他们不仅有膜受体 也有核受体[25, 26]. HPO

是否存在核受体 国内外至今未见任何报道. 放射配基

结合分析法是研究受体特性的经典方法 因此我们利

用前面具有高活性低失活已碘标记的HPO [4] 通过受

体配基结合竞争实验和放射自显影方法 首次证实

HPO核受体的存在 并对核HPO受体的特性进行初步

的研究.

1   材料和方法

1.1 材料  Wistar 大鼠 体质量200±20 g 本院实
验中心提供. HepG2 细胞本科室保存. IV 型核乳胶

Na125I购自Amersham公司. HPO为自行构建的PBV-hHPO

表达菌株 经诱导表达 纯化 获纯度>95 %HPO [8].

利用氯胺T法 125I标记HPO. IV型胶原酶 为Sigma产品.



细胞培养耗材均为GIBCO产品.

1.2 方法

1.2.1 大鼠原代肝细胞和细胞株的分离及培养  大鼠原代

肝细胞分离参考Seglen方法 [27, 28] 将细胞悬液于含100 ml/L

FCS 青链霉素的DMEM中 计数后将细胞铺于10 cm

培养皿 在 37 50 ml/L CO2的孵箱中培养 细

胞密度为5 105/ml. 分离及培养HepG2细胞株 将细

胞悬液置于100 ml/L FCS DMEM培养液中 铺于10 cm

培养皿 在 37 50 ml/L CO2的孵箱中培养 细

胞密度为5 108/L.

1.2.2 125I-HPO受体结合实验[29-31]  原代大鼠肝细胞

HepG2 COS-7细胞 K562细胞和 Hep2细胞培养24 h

后 观察细胞贴壁生长良好 利用蔗糖分度离心获得细

胞核抽提物(50 g/L) 用结合缓冲液(20 mmol/L Hepes

2 g/L BSA/Hanks pH=7.0)冲洗 2遍 一组用不同浓

度的 125I-HPO加入每孔反应 另一组在加入不同浓度

的 125I-HPO的同时加入相应浓度为1 000 倍的未标记

HPO进行反应 在4 下摇床内反应24 h 再用4 

的结合缓冲液冲洗5遍 进行 γ - 计数仪计数 完成
受体结合曲线及Scatchard作图.

       选择一组 125I-HPO浓度为恒定反应浓度(1 pmol)

再分别加入 500 倍 100 倍 50 倍 20 倍 10 倍

5倍 2倍于 125I-HPO 反应浓度的未标记HPO 另外

一组加入不同浓度的EGF 甲状腺激素和生长激素

反应条件同前 最后收集细胞进行 γ -计数仪计数 制
作特异性竞争抑制曲线.

1.2.3 HepG2上HPO受体的放射自显影  接种HepG2细

胞悬液于加有盖玻片的35 mm平皿中 细胞密度为5

102 /孔 每孔加入含100 ml/L FCS的DMEM 1ml 37 

50 ml/L CO2孵箱培养24 h后 用Hanks 液冲洗细胞1

次 加入预先在37 预热20 min的含125I-HPO  50 ml/L

FCS 的DMEM培养液 浓度为37 k Bq/L 37 孵育

24 h 用Hanks液冲洗3次 再用70 %酒精固定30 min

暗室中涂抹核乳胶 -20 暗盒曝光 3-5 d 显影定

影后用Giemsa 染色 5 min 酒精逐级脱水 二甲苯透

明 中性树脂封片 光镜观察.

2   结果

2.1 125I-HPO与核受体结合  通过受体结合实验和结合

竞争抑制实验发现  肝源性细胞包括正常肝细胞(原代培

养大鼠肝细胞)与非正常肝细胞(HepG2肝癌细胞等) 核

抽提物与 125I-HPO反应具有剂量效应关系 以原代培

养大鼠肝细胞和HepG2细胞核抽提物为代表进行分析.

图1A示125I-HPO原代培养大鼠肝细胞核抽提物结合实

验的典型饱和结合曲线 图1B为Scatchard作图分析

其最大结合位点数量为1.7×109/ g Kd值为35 pmol; 图

1C代表 125I-HPO与HepG2肝癌细胞受体结合实验的典

型饱和曲线 图1D为Scatchard作图分析其最大结合位

点5.0×109/ g Kd值为12 pmol; 来源于其他组织的非肝

源性细胞 如COS-7细胞 K562细胞  Hep2细胞和

CHO细胞核抽提物与125I-HPO均无明显的剂量效应关系.

图1  125I-HPO与肝细胞受体结合典型饱和结合曲线和Scatchard作图.
( ) 总结合曲线( )特异性曲线( )非特异性曲线.

2.2 125I-HPO与核受体结合的特异性实验  只有未标记

的HPO可竞争抑制 125I-HPO与核受体的结合(图2) 并

呈剂量效应关系 在浓度为反应浓度的100倍左右时可

发生完全竞争抑制 而EGF 生长激素和甲状腺激素

却不能竞争抑制 125I-HPO与核受体的结合.

图2  125I-HPO与核受体特异性结合典型的竞争抑制曲线.
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2.3 HepG2细胞HPO核受体的放射自显影  在受体与配

基已发生结合的HepG2细胞上 可见一部分以细胞质

为中心簇集着直径为1-2 µm 的黑色圆形颗粒 代表

125I-HPO 与膜受体结合后形成的复合物[4] 一部分以

细胞核为中心簇集 代表 125I-HPO与核受体结合后形

成的复合物 表明HPO核受体的存在(图 3).
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图3  HepG2细胞HPO核受体的放射自显影( 600).

3   讨论

HPO刺激肝细胞增生通过与靶细胞膜上特异性受体结

合而发挥生物学效应的 HPO 受体具有高度特异性

可逆性和饱和性 其组织分布和细胞定位具有特异

性 原代大鼠肝细胞 肝癌细胞和人胎肝细胞上均有

HPO的受体 但在数量和亲和力上存在明显的差异. 通

过调节受体的数量和亲和力发挥着HPO在肝细胞生长

发育中的重要作用. HPO可能通过自分泌和旁分泌方式

调控肝细胞的生长发育 受体数目与亲和力的变化或

HPO产生的异常可能是肝癌发生的机制之一. 通过 125I

标记的HPO 观察 125I-HPO与大鼠肝细胞和肝癌细胞

核抽提物的结合 发现 125I-HPO与核抽提物有剂量效

应关系 且有饱和趋向及可逆性 即结合后若再加入大

量未标记HPO 则 125I-HPO与细胞核结合位点的结合

下降; 另外 其结合具有特异性 即加入EGF 生长激

素和甲状腺激素 125I-HPO 与肝细胞结合位点不受影

响 与核抽提物均无明显的剂量效应关系 结果证明肝

细胞核抽提物中的特异性位点可能就是HPO的核受体

具有特异性 可逆性和饱和性.

       核受体具有转录活性 结构中有与特异配体结合

的功能域 在配体存在或不存在的情况下与不同的蛋

白分子作用 调控相关基因的转录[32-34]. 肝细胞可自分

泌HPO HPO 的核受体的存在提示 在肝细胞处于

增生静息(G0)期时 HPO 核受体可能以同源或异源二

聚体(辅助因子)的形式与DNA相应作用区段结合 抑

制DNA的转录; 在外源性肝再生信号或HPO配体转运

到达肝细胞核内 HPO核受体同源或异源二聚体发生

构象的变化 DNA转录抑制的解除 发生肝细胞DNA

的转录 产生肝细胞增生效应. 在虽然原代大鼠肝细胞

和肝癌细胞上核抽提物中均有HPO的受体 但在数量

和亲和力上存在明显的差异. 原代大鼠肝细胞上核抽提

物中受体的数量少 亲和力低; 肝癌细胞上受体的数量

多 亲和力高; 肝细胞HPO核受体在不同生理病理状态

下所表现的不同状况 提示肝细胞中HPO核受体数目

与亲和力的变化可能是肝癌发生有关.
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