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Abstract
AIM: To investigate the expression patterns 
of hepatocyte nuclear factor 4α (HNF-4α) and 
HNF-3b in normal human tissues, so as to 
provide the bases for further exploration of 
their relationships with hepatitis B virus (HBV) 
replication in hepatitis B patients.

METHODS: Immunohistochemistry was used 
to detect the expression of HNF-4α and HNF-
3b in human tissues of liver, brain, lung, kidney, 
heart, spleen, intestine, pancreas, stomach and 
thyroid from 14 corpses. The differences of their 
expression in different tissues were analyzed.

RESULTS: The expression patterns of HNF-4α 
and HNF-3b was different among the 10 kinds 

of human tissues (HNF-4α: F = 22.479, P < 0.01; 
HNF-3b: F = 13.021, P < 0.01). Both HNF-4α 
and HNF-3b expression were not detected in 
brain, lung, stomach, appendix, thymus, adrenal 
gland and tonsil. Besides the tissues mentioned 
above, the expression of HNF-4α was signifi-
cantly higher in liver, kidney, heart, spleen and 
intestines than that in the other tissues; the 
expression of HNF-3b was markedly higher in 
liver, kidney, heart and pancreas than that in the 
other tissues. The difference between high-level 
expression and low-level expression group has 
statistical significance (P < 0.05); however, the 
difference among those tissues with high-level 
expression had no statistical significance (P > 
0.05).

CONCLUSION: The expression of HNF-4a and 
HNF-3b are different among human tissues, and 
they are highly expressed in some tissues such 
as liver. This result indicates that HNF-4a and 
HNF-3b might participate in the tissue-specific 
replication of HBV.
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摘要
目的: 观察肝细胞核因子4α (H e p a t o c y t e 
Nuclear Factor 4α, HNF-4α)和HNF-3b在人主
要组织器官中的表达情况, 为进一步探索这两
个因子与慢性乙型肝炎患者HBV复制之间的
可能关系提供理论基础. 

方法: 采用免疫组织化学染色方法检测HNF-
4α和H N F-3b在14例尸解标本的主要器官
(肝、脑、肺、肾、心、脾、肠、胰腺、胃和
甲状腺)中的表达情况. 

结果: HNF-4α和HNF-3β在10个器官的表达
情况不同(HNF-4α: F  = 22.479, P <0.01; HNF-

®

■背景资料
肝富集转录因子
( L E T F s )是一类
具基因转录调控
作用的蛋白质分
子, 主要存在于肝
脏 ,  他能与HBV 
的 4 个 启 动 子 结
合 ,  对HBV基因
转录起重要调控
作用. 肝细胞核因
子4α (HNF-4α)和
3b (HNF-3b)均为
LETFs的成员, 对
于其在人体各器
官的分布情况, 虽
曾有少数研究报
道, 但仍缺乏系统
性 及 全 面 性 ,  因
此, 观察人体主要
器官中二者的表
达情况, 对今后进
一步研究LETFs
与HBV嗜肝性的
可能关系, 奠定一
定研究基础.



龙云, 等. 肝细胞核因子4α和3β在人主要器官中的表达                                                                                                   2505 

www.wjgnet.com

3β: F  = 13.021, P <0.01). HNF-4α在肝、肾、

心、脾和肠中呈高水平表达, 在肺和甲状腺呈
低水平表达; HNF-3β在肝、肾、心和胰腺中
呈高水平表达, 在脾、肺、肠和甲状腺中呈
低水平表达; HNF-4α和HNF-3β在脑、胃、阑
尾、胸腺、肾上腺和扁桃体中均不表达; 上
述HNF-4α和HNF-3β高表达组和低表达组的
表达水平差异有统计学意义(P <0.05), 而高表
达组各器官之间的表达水平差异无统计学意
义(P >0.05).

结论: 人体各组织中HNF-4α与HNF-3b的表
达水平不同, 在肝脏的表达水平较高, 这提示
二者有可能参与了HBV的组织特异性复制.

关键词: 肝细胞核因子4α; 肝细胞核因子3b; 器官; 

表达; HBV复制
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0  引言

肝富集转录因子(liver-enriched transcription 
factors, LETFs)是一类主要存在于肝脏并且可以

调控肝特异基因表达的转录因子, 他可以分为

6大类[1]: (1)含亮氨酸拉链结构域的CCAAT/增
强子结合蛋白(CCAAT/enhancer binding protein, 
C/EBP); (2)肝细胞核因子1家族(hepa tocy te 
nuclear factor 1, HNF1), 含一个可变的同源结构

域; (3)HNF-3家族; (4)HNF-4家族; (5)具有一个

锌指DNA结合结构域的固醇类受体相关转录因

子、甲胎蛋白转录因子(fetoprotein transcription 
factor, FTF)、人B1结合因子(human B1-binding 
factor, hB1F); (6)HNF6. 这些转录因子及其相

互作用构成的复杂调控网络精确地控制着肝脏

的早期发育及各项功能的发挥. 乙型肝炎病毒

(hepatitis B virus, HBV)属嗜肝DNA病毒. 研究显

示, LETFs在HBV肝特异性转录复制中具有重要

的调控作用[2]. 体外细胞培养和动物实验研究表

明, HNF-4α可以支持HBV在非肝源细胞中的复

制[3], 而HNF-3b对HBV复制具抑制作用[4]. 但目

前对HNF-4α和HNF-3b在人体组织器官中的表

达情况及其与HBV复制间的相互关系尚不十分

清楚. 我们利用免疫组织化学方法, 观察HNF-4α
和HNF-3b在人体全身主要器官中的表达, 旨在

为今后进一步探讨二者对HBV复制的可能调控

机制提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 尸解14例全身主要组织器官, 由四川大

学华西基础医学与法医学院提供. 男13例, 女1
例, 年龄17-78岁; 均为意外猝死, 无肝病史, 每例

尸解者取8-15个组织器官不等. 全身组织器官包

括肝(13例)、脑(13例)、肺(14例)、心(14例)、
肠(6例)、脾(14例)、胰腺(11例)、肾(13例)、胃

(3例)、甲状腺(5例)以及个别其他器官. 上述器

官均由40 g/L甲醛固定.
1.2 方法 石蜡切片厚度为3 µm. 组织芯片用二

甲苯脱蜡3次, 用乙醇梯度水化, 然后用30 mL/L 
H2O2 37℃孵育20 min, 以去除内源性过氧化物

酶; 微波加热3次, 进行抗原修复; 30 g/L小牛

血清白蛋白封闭20 min; 吸去封闭液后加一抗, 
一抗为羊抗HNF-3β和羊抗HNF-4a(美国Santa 
Cruz生物技术公司), 分别按1∶30和1∶50比例

稀释, 37℃孵育1 h后, 4℃过夜; 经PBS洗涤3次
后加二抗, 二抗为生物素化的兔抗山羊抗体(北
京中杉金桥生物技术有限公司), 37℃孵育1 h; 
用PBS洗涤3次后加SABC试剂(北京中杉金桥生

物技术有限公司), 37℃孵育1 h; PBS洗涤3次后

用DAB(武汉博士德生物工程有限公司)显色, 苏
木素复染2 min, 10 mL/L盐酸酒精分化20 s, 树
胶封片. 参照Axiotis标准[5], 由2位病理医生采

用盲法独立在高倍镜(×400)下读片, 每张切片

随机观察5个不重复的视野, 然后分别从染色强

度和阳性细胞数进行评分, 再计算总分 = 染色

强度分值+阳性细胞计数分值, 为使结果更加准

确可靠, 每个标本均用3张切片进行免疫组化染

色, 读片结果取平均值. 结果判读及程度分析标

准(DAB显色): 染色强度为不着色或阳性细胞数

<10%者评为0分; 染色强度为黄色或阳性细胞数

在10%-40%者评为1分; 染色强度为棕黄色或阳

性细胞数在41%-70%者评为2分; 染色强度为黄

褐色或阳性细胞数>70%者评为3分. 本实验中将

总分≤1分判定为不表达(无染色阳性信号), 2-3
分为低水平表达(染色强度弱, 阳性细胞数少), 
4-6分为高水平表达(染色强度较强, 阳性细胞数

较多).
统计学处理  所得数据用F 值表示 ,  采用

SPSS 10.0软件包进行方差分析和k一致性检验, 
P <0.05认为有统计学意义.

2  结果

免疫组织化学染色结果显示, HNF-4α在肝、

肾、心、脾和肠中呈高水平表达, 在肺和甲状

■应用要点
本文对HNF-4α和
HNF-3b在人体各
器官的分布情况
进 行 了 观 察 ,  并
且初步探讨了二
者在不同器官分
布不同的可能原
因, 为进一步研究
HNF-4α和HNF-
3b这2种LETFs与
HBV嗜肝性的可
能关系提供理论
基础.
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腺呈低水平表达; HNF-3b在肝、肾、心和胰腺

中呈高水平表达, 在脾、肺、甲状腺和肠中呈

低水平表达; 此外, HNF-4α和HNF-3b在喉和肌

肉中也检测到少量表达, 而二者在脑、胃、阑

尾、胸腺、肾上腺、扁桃体和脂肪中均未检

测到表达; 由于阑尾、小脑、喉、胸腺、肾上

腺、扁桃体、肌肉、脂肪的标本数相对很少(<3
例), 故未纳入统计学分析(图1-2). 双人盲法读

片, 结果进行k一致性检验, k值为0.658, 说明一

致性较好(k值大于0.75说明一致性好, 小于0.4说
明一致性不够理想). 对HNF-4α和HNF-3b在10
个主要器官(肝、脑、肺、心、肠、脾、胰腺、

肾、胃、甲状腺)的表达结果进行方差分析, 统
计结果表明, HNF-4α和HNF-3b在上述10个器

官的表达情况不同(HNF-4α: F  = 22.479, P <0.01; 
HNF-3b: F  = 13.021, P <0.01), 又对HNF-4α和

HNF-3b在肝脏和在其他9个器官的表达情况进

行两两比较, 以及比较HNF-4α和HNF-3b在同一

器官中的表达情况, 统计结果显示, HNF-4α在肝

脏中的表达水平与其在肾、心、脾、肠中的表

达水平相近, 差异无统计学意义(P >0.05); HNF-

4α在肝脏中的表达水平高于其在胰腺、脑、

肺、胃、甲状腺中的表达水平, 差异有统计学

意义(P <0.05); HNF-3b在肝脏中的表达水平与其

在肾、心、胰腺中的表达水平相近, 差异无统

计学意义(P >0.05); HNF-3b在肝脏中的表达水

平高于其在肠、脾、脑、肺、胃、甲状腺中的

表达水平, 差异有统计学意义(P <0.05). 结果提

示, HNF-4α主要在人体的肝、肾、心、肠、脾

中表达, 而HNF-3b则主要在肝、肾、心、胰腺

中表达(表1). HNF-4α和HNF-3b在肝、肾、心、

脑、胃和甲状腺中的表达水平相近, 差别无统

计学意义(P >0.05), 而在肠、肺、脾和胰腺中的

表达水平不同, 差别有统计学意义(P <0.05), 其
中HNF-4a在肠、肺、脾的表达水平较HNF-3b

高, HNF-3b则在胰腺中的表达水平较HNF-4a高

(表2).

3  讨论

H N F-4α和H N F-3b均为L E T F s家族的成员 , 
L E T F s是调节肝特异基因转录的关键作用因

子, 在肝脏的发育过程中发挥着重要的作用[6]. 

图  1  HNF-4α的表达. A: 肝; B: 肾; C: 心; D: 脾; E: 肠; F: 肺; G: 甲状腺; H: 脑; I: 胃.

A B C

D E F

G H I

■同行评价
本文观察了肝细
胞核因子4α和肝
细胞核因子3b在
人主要组织器官
中的表达情况, 探
讨了这2个因子与
慢性乙型肝炎患
者HBV复制之间
的可能关系, 具有
一定学术价值.
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HNF-4是孤类固醇激素核受体超家族成员之一, 
其特征是含有2个高度保守的区域, 即位于氨

基端的含2个“锌指基序”的DNA结合区和位

于羧基端的配体结合区. HNF-3家族包括3个成

员: HNF-3α, HNF-3b和HNF-3g, 他们都含有1个
具有翼状螺旋结构的DNA结合区[7]. 在小鼠胚

胎发育4.5 d, HNF-4主要在原内胚层表达, 从发

育5.5 d之后, HNF-4主要表达在内脏内胚层, 而

HNF-3b, HNF-3α和HNF-3g在发育过程中是依

次出现的. HNF-3b mRNA最先表达在原基和节

点, 紧接着是HNF-3α表达在内胚层, 顺序形成

肝、肺、胰腺和消化管的组分, 而HNF-3g主要

表达在消化道形成之后的内胚层[8]. 在肝脏发育

早期, HNF-4即可以激活一些肝脏基因表达, 如
甲状腺激素结合蛋白和α1抗胰蛋白酶以及内源

性的HNF-1α[9], 另外, 他还可能是一种肿瘤抑制

因子, 在肝细胞的分化和抗增殖方面起到重要

作用[10-11], 尽管其转录活性可被HNF-1α所阻断, 
然而其上游调控作用目前仍不清楚, 可能受一

潜在的配体影响. 在小鼠胚胎发育中, HNF-3对
于节点和脊索轴的形成以及内胚层的分化是必

图  2  HNF-3β的表达. A: 肝; B: 肾; C: 心; D: 胰腺; E: 肺; F: 甲状腺; G: 脑; H: 胃.

A B C

D E F

G H

表  1  HNF-4α和HNF-3b在肝和在其他器官的表达情况
两两比较结果

     
                                    HNF-4α                         HNF-3b

                                 F                P                  F                  P

肝与肾             0.3846       >0.05       0.2308        >0.05

肝与心             0.5110       >0.05       0.3516        >0.05

肝与肠             0.1538       >0.05       2.4231        <0.05

肝与脾            0.7253       >0.05       1.8516        <0.05

肝与胰腺         3.0629       <0.05       0.9231        >0.05

肝与脑             3.7692       <0.05       3.6154        <0.05

肝与肺             3.4396       <0.05       3.2802        <0.05

肝与胃             3.4872       <0.05       2.9231        <0.05

肝与甲状腺      2.1538       <0.05       2.1231        <0.05

比较

表  2  HNF-4α和HNF-3b在同一器官中的表达情况

     
器官           F                P            器官                  F               P

肝         0.346       >0.05       甲状腺        0.038      >0.05

肾         0.020       >0.05       肠             12.097      <0.05

心         0.041       >0.05       肺               6.036      <0.05

脑         0.094       >0.05       脾               5.948      <0.05

胃         0.143       >0.05       胰腺            9.828      <0.05
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需的[12]. 另外, HNF-3还与其他LETFs作用, 共同

激活肝脏特异基因, 如α1抗胰蛋白酶和HNF-1α
等的表达[13-14], 且其产物还可以通过自我激活来

维持其自身的合成[15]. 此外, HNF-3在调节代谢

器官的分化方面也起到了关键作用. 由于HNF-3
家族在胚胎发育早期表达, 具有较强的转活能

力, 因此, 他可能是参与肝脏发育过程的LETFs
级联调控网络中最重要的作用因子. HNF-4和
HNF-3除了参与肝脏的发育过程外, 对HBV的

复制也可能具有调控作用. 体外实验结果显示

HNF-4α可以通过刺激前基因组RNA的合成, 从
而支持HBV复制, 相反, HNF-3可以拮抗核激素

受体介导的病毒复制, 这表明这些LETFs可能操

纵了某些分子开关, 而这些开关限制了病毒的

嗜肝性[16]. 我们的实验检测了HNF-4α和HNF-3b
在人全身主要器官的分布情况, 意在为进一步

探索二者与HBV的组织特异性复制之间的可能

关系提供理论依据. 
我们的结果显示, HNF-4α主要在肝、肾、

心、脾、肠表达, 而HNF-3b主要在肝、肾、胰

腺、心表达. 已有文献报道, HNF-4主要表达在

成人的肝、肾、肠[17], 此外, 在结肠、胰腺和睾

丸中也有少量表达. 我们的实验全面系统地检

测了HNF-4α和HNF-3b在人全身主要器官中的

表达情况, 且进行了表达水平的比较, 同时对

HNF-4α与HNF-3b在同一器官中的相对表达水

平也进行了比较, 结果可能更具参考价值. 对
于HNF-3b的器官分布情况, 目前尚无详细的报

道, 由于其在调节代谢器官的分化方面具有重

要作用, 因此也不难解释HNF-3b在肝、肾、胰

腺等代谢器官的高表达状态. 此外, 实验结果还

显示, HNF-4a在脾、肠的表达水平较HNF-3b
高, 而HNF-3b在胰腺的表达水平较HNF-4a高, 
其可能的机制及意义还需进行深入的研究. 由
于本实验中每个组织芯片只作3次免疫组化染

色, 故尚不能说明同一种因子在不同个体的同

一器官之间的表达一致性如何, 对于此问题的

探索, 还需进一步的实验研究. 由于我们的实验

仅对正常肝脏进行了检测, 结果提示, HNF-4a
和HNF-3b在正常肝脏中的表达水平均较高, 而
已有研究表明二者对HBV复制的调控作用却是

相反的, 是否二者的表达水平在生理状态下处

于一种动态平衡, 而在病理状态下水平发生了

改变, 即HNF-3b水平下降而HNF-4a水平升高, 
从而支持HBV在肝脏的复制, 这个可能理论尚

需进一步的研究来验证. 由于HNF-3b可以激活

HNF-1a, 而HNF-1a对HNF-4又具有负性调控作

用, 因此, HNF-3b可以间接地抑制HNF-4a的转

活作用, 即HNF-3b的存在可以部分的中和HNF-
4a对HBV复制的支持作用, 这也对如胰腺这样

的器官(HNF-3b的表达较HNF-4a高)为何不会

出现HBV的复制作出了可能的解释. 然而, 本实

验只对HNF-4a和HNF-3b进行了研究, 并未检测

HNF-4和HNF-3的其他2个亚型HNF-4b, 4g以及

HNF-3a, 3g的表达情况, 对于这些亚型的组织

分布及可能的功能以及HNF-4a和HNF-3b及其

亚型之间的相互关系, 仍需大量的实验来加以

阐明. 至于为何HNF-4a和HNF-3b在某些器官表

达有差异, 为何某些HNF-4a高表达器官(如脾、

肠、肺等)却无HBV的复制, 是否其中有复杂的

调控因子网络在起作用, 抑或在肝脏之外的某

些器官二者亦存在拮抗作用, 其中的复杂机制, 
还需要进行深入的探索和研究. 

动物实验及体外细胞培养实验结果均已表

明, LETFs中的HNF-4a和HNF-3b都参与调节

HBV的复制, 且分别具有正性和负性调控作用. 
但是这一结论目前尚未在人的实验中得以证实. 
本实验结果显示, 人体各组织中HNF-3b与HNF-
4a的表达水平不同, 在肝、肾等器官表达水平

较高, 提示二者可能与HBV的组织特异性复制

有关, 且可能参与了对病毒复制和转录的调控, 
这为深入研究人体中HBV的复制机制奠定实验

基础. 
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