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Abstract
AIM: To analyze the dynamic changes of 
BMP2 mRNA in liver regeneration process, 
and to investigate the effect of BMP2 mRNA 
on liver regeneration in combination with the 
characteristics of nuclear factor kappa B (NF-κB) 
expression.

METHODS: Fifty-four healthy adult male Wister 
rats were randomly divided into 3 groups: nor-
mal control group (NC, n = 6), sham operation 
group (SO, n = 24), partial hepatectomy group 
(PH, n = 24). Using in situ hybridization and im-
munohistochemistry method, we measured the 
expression of BMP2 mRNA and NF-κB in regen-
erated liver tissue, separately.

RESULTS: BMP2 mRNA was significantly dif-
ferent between the SO and PH group at 6, 12 
and 24 (gray values: 99.74 ± 6.85 vs 114.41 ± 5.12, 
130.59 ± 6.74, 113.74 ± 7.32; all P < 0.05). There 
was no significance between the SO group and 
NC group. NF-κB was negative in the NC group, 
and there was no specific staining at various 
postoperative time points in the SO group. NF-
κB was weakly positive at the initial stage in the 
PH group, and it was increased at 6, 12 and 24 
h (gray values: 96.22 ± 3.12, 89.59 ± 3.24, 83.72 ± 
4.32) (P < 0.05).

CONCLUSION: BMP2 is expressed in normal 
liver tissue of rats, and it displays a trend of in-
crease after an initial decrease in hepatic regen-
eration. NF-κB is not expressed in normal liver 
tissue, but its expression gradually increases 
in the process of liver regeneration. Therefore, 
BMP2 may inhibit liver regeneration.
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netic protein; Nuclear factor-kappa B; In situ  hy-
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摘要
目的: 在基因水平上观察BMP2在肝组织的表
达和肝再生过程中的动态变化特征, 并结合
NF-κB在肝再生过程中的表达变化特征, 探讨
BMP2对肝再生的影响. 

方法: 健康成年♂Wistar大鼠54只, 随机分为
3组: 正常对照(NC)组, 即0 h组(n  = 6), 假手术
(SO)组(n  = 24), 肝部分切除术(PH)组(n  = 24). 
采用原位杂交和免疫组化的方法分别测定大
鼠再生肝脏组织中BMP2 mRNA和NF-κB的
表达. 

结果: BMP2 mRNA表达在SO组与PH组6、
12、24 h时间点组间存在统计学差异(灰度值: 
99.74±6.85 vs  114.41±5.12, 130.59±6.74, 
113.74±7.32, 均P <0.05). SO组与NC组无统计
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■背景资料
近 年 来 对 B M P s 
的作用进行了大
量的研究, 目前在
Medline中可检索
到4900余条有关
B M P s 研 究 的 文
献, 其中大多数是
关于BMPs与骨组
织尤其是骨组织
再生关系的研究. 
然而, 除骨组织以
外, BMPs还主要
参与其他组织器
官包括肝组织在
内的发育与生长
过 程 .  现 代 生 物
学发展领域的一
个突出主题是相
似的作用途径可
能涉及多种系统, 
BMPs很有可能对
肝脏发挥类似对
骨组织的作用. 因
肝脏类似于骨组
织也具有强大再
生能力, 其再生过
程涉及基因表达, 
生长因子产生及
形态结构塑造等
方面的变化.

■同行评议者
潘兴华, 副主任医
师, 中国人民解放
军成都军区昆明
总医院病理实验
科



学意义. NC组肝组织内NF-κB阴性, SO组术后
各时相点未见特异性染色. PH组NF-κB最初
少量弱阳性表达, 术后6、12、24 h, NF-κB表
达逐步增强, 灰度值降低(96.22±3.12, 89.59
±3.24, 83.72±4.32), 有统计学差异(P <0.05).

结论: BMP2在正常大鼠肝组织中有表达且
在肝再生过程中BMP2表达呈现先减弱后增
强的趋势. NF-κB在正常大鼠肝脏组织中无
表达, 在肝再生过程中NF-κB表达逐渐增强. 
BMP2可能抑制肝再生.

关键词: 肝再生; 骨形成蛋白; 核因子-κB; 原位杂交
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0  引言

骨形态发生蛋白(bone morphogenetic proteins, 
BMPs)又名成骨蛋白(osteogenic proteins, OPs), 
属于转化生长因子β(transforming growth factor-β, 
TGF-β)超家族. BMPs可调节细胞增殖、分化、

凋亡, 还对组织器官的形态发生, 维持起重要作

用. BMPs除参与骨组织再生外, 还参与其他组织

包括肝组织在内的发育与生长过程[1-2]. 因肝脏

类似于骨组织也具有强大再生能力, BMPs很有

可能对肝脏发挥类似对骨组织的作用. Xu et al [3]

已用免疫组织化学方法在蛋白水平上初步证明

BMP2在肝组织中有表达, 并且与肝再生有一定

的关系, 但还需要进一步研究. 
核因子-κB(NF-κB)是一类主要参与炎性分

子表达调控的转录因子[4], 可被多种炎症刺激物

激活[5]. 然后与靶基因启动子或增强子上的κB位
点结合, 从而启动或增强这些基因的转录[6], 进
而参与组织的损伤过程[7]. 2005年, Yang et al [8]提

出经过70%门静脉分支结扎, 在肝脏中DNA结

合NF-κB的活性部位大大增加, 在肝再生和凋亡

中NF-κB起着重要作用. 以上研究结论说明NF-
κB促进肝脏的再生. 本文旨在探讨BMP2与NF-
κB对肝再生调控的联系及意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 BMP2原位杂交试剂盒购于武汉博士德

公司. NF-κB鼠单克隆抗体、山羊血浆封闭液、

生物素羊抗鼠抗体购于Santa Crue试剂公司. 
1.2 方法 
1.2.1 肝再生模型的建立: 健康♂Wistar大鼠54
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只, 体质量180-220 g. 随机分为3组. 正常对照

(NC)组即0 h组6只, 不施加任何处理因素; 假手

术(SO)组24只. 于腹部正中施加3 cm切口暴露腹

腔, 摆动肝脏左叶与中叶, 关闭腹腔; 肝部分切

除术(PH)组24只. 依据Higgins创建的经典方法, 
腹部正中切口进入腹腔, 轻轻挤出肝脏的左叶

和中叶于肝蒂部结扎, 于结扎点远端切除肝脏

的左叶和中叶(切除量约占全肝的68%-70%), 关
闭腹腔.
1.2.2 标本处理: 分别予SO和PH术后0, 6, 12, 24, 
48 h各时间点采用100 g/L戊巴比妥钠(30 mg/
kg)ip麻醉动物, 并开腹取出动物肝右叶(每组于

各个时间点分别处理6只动物). 取肝右叶部分组

织以40 g/L多聚甲醛/0.1 mol/L PBS(pH7.0-7.6)
固定1 h, 常规脱水、浸蜡、包埋, 6 μm切片, 供
原位杂交方法检测用. 和取肝右叶取部分组织

以40 g/L中性甲醛固定, 石蜡包埋, 4 μm切片, 供
NF-κB免疫组织化学检测.
1.2.3 原位杂交: 石蜡切片常规脱蜡至水, 30 
mL/L H2O2室温10 min, 滴加30 g/L柠檬酸稀释

的胃蛋白酶, 37℃消化10 min, 10 g/L多聚甲醛

/0.1 mol/L PBS(pH7.0-7.6), 室温10 min, 加预杂

交液, 39℃放置4 h, 加杂交液, 39℃过夜. 37 ℃ 2
×SSC, 0.5×SSC, 0.2×SSC充分梯度洗涤, 加封

闭液37℃ 30 min. 加生物素化鼠抗地高辛37℃ 
60 min. 加SABC 37℃ 30 min. 加生物素化过氧

化物酶37℃ 30 min. PBS洗3 min 3次. DAB显色. 
苏木素复染, 水洗. 酒精脱水. 二甲苯透明, 封片. 
杂交前各步严防RNase污染. 

同时设置空白对照(以PBS代替杂交液与预

杂交液)、阳性对照(用己知有BMP2表达的颌骨

牙骨质化纤维瘤中组织石蜡切片). 阳性标准为

胞质或核周或胞外基质中有棕黄色颗粒状染色, 
阴性标准为胞质或核周或胞外基质中均无棕黄

色颗粒状染色. 
1.2.4 S A B C免疫组化: 石蜡切片常规脱蜡至

水, 15 mL/L H2O2室温10 min, 10 mmol/L枸橼

酸盐缓冲液(pH6.0)煮沸10 min, 滴加正常山羊

血浆封闭液, 室温20 min. 滴加鼠抗NF-κB mAb 
(1∶50), 4℃孵育过夜, 滴加生物素羊抗鼠抗体, 
室温30 min, 滴加预先混合的SABC复合物, 室温

30 min, DAB显色. 苏木素复染, 水洗. 酒精脱水. 
二甲苯透明, 封片. 

同时设置空白对照(以PBS代替第一抗体与

第二抗体)、阳性对照(用己知有NF-κB表达的
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■研发前沿
目前关于BMP2与
肝脏的研究的重
点是BMP2在肝脏
中的作用及信号
传导方式.

■相关报道
2006年, Xu et al
应用免疫组织化
学和免疫印迹分
析BMP2蛋白在大
鼠肝再生过程中
变化趋势 .  提示 , 
正常大鼠肝组织
中有BMP2表达 , 
BMP2可能是抑制
肝细胞生长的因
素, BMP2下调的
表达方式可能在
部分肝切除后肝
再生过程中起重
要作用.
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溃疡性结肠炎大鼠模型小肠组织石蜡切片). 阳
性标准为胞质或核周或核内中有棕黄色颗粒状

染色, 阴性标准为胞质或核周或核内中均无棕

黄色颗粒状染色.
1.2.5 对原位杂交: 免疫组化的片子进行图像灰

度分析, 每张片子测3个视野取平均值. 
统计学处理 使用SPSS13.0统计软件, 数值

以mean±SD表示, 单因素方差分析, P <0.05有统

计学意义.

2  结果

2.1 BMP2 mRNA原位杂交检测结果 对于实验动

物NC组肝脏组织中BMP2 mRNA在门静脉, 中
央静脉, 汇管区的表达量较多(99.74±6.85), 细
胞质中表达棕黄色颗粒. PH组术后BMP2 mRNA
表达逐渐减少, 6 h为(114.41±5.12), 并在12 h时
减少到最低(130.59±6.74). 随后BMP2 mRNA表

达逐渐增多, 并在48 h表达量接近于NC组(96.16
±6.52). SO组(99.74±6.85)与PH组6, 12, 24 h时间

点组间存在统计学差异. SO组与NC组无统计学意

义(图1-2)(BMP mRNA表达量越多灰度值越低).
2.2 NF-κB免疫组织化学检测结果 正常NC组肝

组织内NF-κB阴性(99.74±3.85), 汇管区的棕色

部位为非特异性着色. SO组(101.08±5.10)术后

各时相点未见特异性染色. PH组NF-κB最初少

量弱阳性表达于术后6 h(96.22±3.12)肝细胞质

与肝细胞核; 12 h NF-κB表达增强(89.59±3.24), 
主要出现在肝细胞质, 少数呈弱阳性表达分布

于肝细胞核; 24 h NF-κB表达(83.72±4.32)进一

步增强, 仍主要出现在肝细胞质, 少数呈弱阳性

表达分布于肝细胞核; 48 h NF-κB多表达于肝细

胞核且强度增加(77.18±3.52), 仍可见少量肝细

胞核有NF-κB表达, 呈散在或小片状分布(图3) 
(蛋白表达量越多灰度值越低).
2.3 BMP2 mRNA与NF-κB的表达变化相关性

分析 大鼠肝脏PH后12 h内NF-κB动态变化与

BMP2动态变化经Pearson直线相关分析, r  = 
-0.860(P <0.05)呈负相关. PH后12 h到48 h内NF-
κB动态变化与BMP2动态变化经Pearson直线相

关分析, r  = 0.821(P <0.05)呈正相关. 

3  讨论

本实验使用原位杂交的方法从基因水平进一步

A B

DC

图  1  PH术后不同时间点BMP2 mRNA的表达变化图(×400). A: NC 0 h; B: PH 6 h; C: PH 12 h; D: PH 48 h.
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图  2  PH术后不同时间点BMP2 mRNA的表达灰度值线性变
化图.

■创新盘点
本研究采用原位
杂交的方法, 进一
步从基因水平上
证实BMP2对肝再
生的影响, 属首次
报道.

■应用要点
研究BMP2对肝再
生的影响, 对于以
后肝硬化, 肝脏肿
瘤, 肝移植等肝脏
方面的疾病的诊
断、治疗、以及
药物的研究都有
很深的影响.
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证实了BMP2 mRNA在肝再生过程中的变化情

况. 对于实验动物肝脏再生过程中BMP2半定量

检测结果是PH组BMP2 mRNA表达逐渐减少, 
并在12 h后减少到最低. 随后BMP2 mRNA表达

逐渐增多, 并在48 h表达量接近于NC组. SO组与

PH组存在统计学差异. SO组与NC组无统计学意

义. 与前期[3]的研究结果相一致. 再次提示BMP2
信号负性调节肝细胞增殖. 

实验P H后6 h残余肝组织可见N F-κ B的

表达及少量核移位的出现, 与细胞质中BMP2 
mRNA表达水平下降的时间点一致; 12 h NF-
κB表达增强, 主要出现在肝细胞质, 少数呈弱阳

性表达分布于肝细胞核. 而12 h细胞质中BMP2 
mRNA的表达呈现最低; 24 h NF-κB表达进一步

增强, 仍主要出现在肝细胞质, 少数呈弱阳性表

达分布于肝细胞核. 24 h BMP2 mRNA的表达开

始增强; 48 h NF-κB多表达于肝细胞核且强度

增加, 此阶段细胞质中BMP2 mRNA的表达已逐

渐接近正常肝组织, 提示PH后残余肝组织在不

同时间点出现NF-κB不同程度的激活, 通过比

较PH后残余肝组织激活型NF-κB蛋白表达的动

态变化与肝组织细胞质中BMP2 mRNA的表达

动态变化, 可推测两者之间有一定的相关关系. 
BMP2 mRNA与NF-κB的表达率做相关性分析, 
据此得出BMP2与NF-κB在肝再生初期即PH后

12 h内呈负相关, 在肝再生后期即PH后12 h到
48 h呈正相关. 在肝再生初期BMP2 mRNA的表

达逐渐减少, 可能BMP2的减少促进肝再生, NF-
κB的表达逐渐增强, 启动或增强相关基因的转

录, 增强肝细胞的分化, 促进肝再生. 肝再生到

一定程度即PH后12 h以后, BMP2 mRNA的表

达开始逐渐增强, 可能BMP2开始逐渐抑制肝再

生. 而NF-κB的表达继续增强且由胞质表达逐

渐转为核内表达, 可能在肝再生后期NF-κB更

多发挥着抑制肝细胞凋亡, 参与肝内炎症过程

的作用. 
目前关于BMP2和NF-κB对于肝再生的联

合作用还没有明确的研究. NF-κB在肝再生过程

中有可能是BMP2基因转录中的一种转录激活

因子[9]. NF-κB是属于转录因子家族, 由5个亚基

p65, c-Rel, RelB, p50和p52组成, 其中p50和p52
早期两个高度同源的成员, 并且是最常见密切

联系的成员. 通过凝胶电泳发现BMP2的nre 1基
因结合了p50和p65的. 而在BMP2启动子中, 邻
近nre 1位点, 有两个重叠sp1的位点被发现. 这可

能的NF-κB的p50和p65和sp1的转录因子相互作

用, 协调BMP2基因调控. 也可能在肝脏的中NF-
κB的p50/p52存在的多余的调节BMP2表达的作

用. 在肝脏NF-κB除了直接调节BMP2基因转录

外. NF-κB还可能通过间接机制和其他转录因子

调节BMP2基因表达. 
以上是对BMP2信号传导的途径的初步研

究, 但BMP2和NF-κB在肝脏再生过程中具体的

调节机制及其信号传导途径尚待进一步研究. 
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第八届全国消化道恶性病变介入诊疗暨消化介入
新技术研讨会征文通知

本刊讯 为满足全国专家、学者和临床一线医师对消化性病变介入/内镜新技术研究、探讨和交流的需求, 进
一步提升国内消化系疾病尤其是消化道恶性病变介入/内镜诊治的技术水平, 上海同仁医院联合福建省肿瘤医

院, 定于2008-11-7/12在福建省福州市举办第八届全国消化道恶性病变介入诊疗暨消化介入新技术研讨会. 会

议由福建省抗癌协会、福建省消化内镜学会和福建省放射学会介入学组具体承办. 中华消化内镜学杂志、中

华放射学杂志、世界华人消化杂志和介入放射学杂志共同参与协办. 会议将着重介绍消化道病变内镜治疗、

介入放射学治疗、肿瘤内外科治疗的新理论、新技术和新方法, 为各相关交叉学科之间的相互交流和研讨搭

建一个平台. 本次会议拟安排相关学科的著名专家围绕食管、胆管和胃肠道等消化道管腔内支架治疗应用技

术和发生的问题, 以及消化道病变的消化内镜、介入放射和内外科治疗新进展等热点课题进行精彩演讲及深

入研讨. 会议中还将安排疑难案例讨论及手术操作演示, 内容精彩. 参会者将授予国家级一类继续医学教育学

分10分. 

1      征稿内容

消化道恶性病变内镜治疗、介入放射治疗、外科治疗、肿瘤化学治疗、生物治疗及免疫治疗等; 消化系良性

病变(如: 门静脉高压、胆道结石和消化道出血等)的内镜及介入新技术应用; 消化病诊治边沿交叉学科与消化

介入诊治新技术相关的论著、文献综述、临床经验和个案报告等稿件.

2      征稿要求

(1)专题讲座由组委会约稿, 也可自荐, 需全文; (2)论著需1000字以内的标准论文摘要, 包括目的、方法、结果

和结论四要素. 经验交流、短篇报道等全文限1000字以内; (3)所有稿件内容应科学、创新、实用、数据准确, 

书写规范, 稿件应是未发表过的论文. 优秀论文将安排在国家级杂志上发表; (4)邮寄稿件要求Word格式打印, 

并附软盘, 特别鼓励E-mail投稿(以附件Word格式传送); (5)截稿日期: 2008-08-31.

3      联系方式

林海澜 ,  350014, 福州市福马路凤坂马路顶91号福建省肿瘤医院介入科 .  hailan@pub2.fz.fj.cn; 手机: 

13850171973, 电话: 0591-83660063-8428, 8017, 传真: 0591-83546120

施宏, 350014, 福州市福马路凤坂马路顶91号福建省肿瘤医院内镜科. endoshihong@hotmail.com; 手机: 

13959105615, 电话: 0591-83660063-8428, 8017, 传真: 0591-83546120

■同行评价
本文内容新颖, 结
果有一定参考意
义, 具有较好的学
术价值.


