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Abstract
AIM: To investigate possible involvement of 
extracellular matrix (ECM) protein matrilin-2 in 
oval cell-mediated liver regeneration in rats.

METHODS: A rat model of hepatic oval cell 
proliferation was established using the modified 
Soft-Farber protocol. The control group was fed 
normal saline. On days 2, 4, 6, 9, 12 and 15 after 
partial hepatectomy (PH), rat liver tissue sam-
ples were collected. The dynamic relationship 
between matrilin-2 protein expression and oval 
cell distribution during the proliferation and dif-
ferentiation of oval cells was analyzed using im-
munohistochemistry and Western blot.

RESULTS: On day 2 after PH, oval cells began 
to proliferate around the portal area, and matri-
lin-2 deposition was observed in the hepatic 
sinusoids in the periportal area. On day 9, pro-
liferating oval cells were present in the hepatic 
acini, and matrilin-2 upregulation was noted. 

On day 12, as oval cells differentiated to form 
hepatocellular nodules, matrilin-2 was distrib-
uted mainly in the periphery of the nodules, and 
little protein was present in the nodules. The 
expression level of matrilin-2 protein began to 
be upregulated on day 2 after PH, and reached 
the peak on day 9. After day 12, the protein level 
returned to physiological level.

CONCLUSION: The close relationship between 
matrilin-2 expression and oval cell distribution 
suggests a role for the protein in stem cell-fed 
liver regeneration.
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摘要
目的: 探讨肝脏胞外基质Matrilin-2在肝再生
中与卵圆细胞的关系及作用. 

方法: 采用改良的Soft-Farber建立大鼠肝脏卵
圆细胞增殖模型, 对照组灌喂生理盐水. 分别
取术后2、4、6、9、12、15 d大鼠肝组织, 采
用免疫组织化学以及Western blot的方法动态
观察大鼠卵圆细胞增殖模型中肝脏胞外基质
成分Matrilin-2的变化与卵圆细胞的关系. 

结果: 肝脏部分切除术(partial hepatectomy, 
PH)后第2天, 卵圆细胞开始向门静脉周围区
域增殖, Matrilin-2主要出现在门静脉周围的
肝窦状隙内; 术后第9天, 卵圆细胞进一步向
肝实质内增殖, Matrilin-2表达增加; 术后第12
天, 随着卵圆细胞分化为小肝细胞结节, 大多
数Matrilin-2位于结节周边, 少数出现在结节
内. Matrilin-2的含量自肝切除后第2天开始升
高, 第9天达到高峰, 第12天后逐步恢复生理
水平.

结论: 肝脏胞外基质成分Matrilin-2与卵圆细
胞介导的肝脏再生存在紧密联系并发挥重要

®

■背景资料
近年来, 肝脏胞外
基质对卵圆细胞
激活和增殖的影
响引起了越来越
多研究者的关注. 
肝脏胞外基质调
控卵圆细胞的分
化, 支持卵圆细胞
的自我更新, 在正
常生理状态下抑
制其分化, 而在损
伤时促进其增殖
分化. Matrilin-2是
新发现的非胶原
型细胞外基质蛋
白的新家族成员
之一, 目前对其功
能的认识还很不
明确.

■同行评议者
朱亮, 副教授, 大
连医科大学生理
教研室
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0  引言

近年来, 肝脏胞外基质对卵圆细胞激活和增殖

的影响引起了越来越多研究者的关注. 肝脏胞

外基质调控卵圆细胞的分化, 支持卵圆细胞的

自我更新, 在正常生理状态下抑制其分化, 而
在损伤时促进其增殖分化. Matrilin-2是新发现

的非胶原型细胞外基质蛋白的新家族成员之

一, 目前对其功能的认识还很不明确. 但是基于

他广泛的组织分布以及对多种组织起到重塑作

用, 本研究动态观察卵圆细胞增殖分化过程中, 
Matrilin-2与卵圆细胞的关系以及对卵圆细胞增

殖分化的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 健康SD大鼠20只, ♂, 体质量120-150 g,  
由中国人民解放军第二军医大学动物中心提供. 
Matrilin-2兔抗人多克隆抗体, 购自武汉华美生

物工程有限公司, BCA蛋白定量试剂盒购自武

汉博士德生物工程有限公司, β-actin购自Santa 
Cruz公司等.
1.2 方法 
1.2.1 大鼠肝卵圆细胞增殖模型的建立: 采用

改良的Soft-Farber模型, 将2-乙酰氨基芴(购自

Sigma公司)配成1%浓度, 通过胃管按每天15 
mg/kg对实验大鼠灌喂连续4 d, 第5天停喂, 在氯

胺酮麻醉下行肝脏2/3切除, 切除肝左叶和肝中

叶, 第6天继续灌喂, 连续1 wk. 对照组灌喂生理

盐水. 分别于术后2、4、6、9、12、15 d断颈处

死大鼠, 每个时间点2只. 迅速取肝组织液氮冻

存后至-80 ℃冰箱保存备用, 剩下肝组织以100 
g/L甲醛溶液固定, 常规石蜡包埋, 5 μm连续切片

备用. 
1.2.2 免疫组织化学染色: 连续石蜡切片经常规

脱蜡后, 以3%过氧化氢溶液浸泡10 min后灭活

内源性过氧化物酶; 抗原热修复后以正常兔血

清封闭, 然后分别加1∶150稀释的抗Matrilin-2
第一抗体(兔抗人多克隆抗体, 购自武汉华美生

物工程有限公司)工作液4 ℃过夜; 以PBS代替

第一抗体作为阴性对照. 加生物素标记的兔抗

鼠第二抗体(购自Dako公司)室温30 min; 加结合

过氧化物酶链霉亲和素37 ℃, 45 min; 加新鲜配

制的DAB显色, 苏木素复染, 脱水、透明和封片. 
显微镜下观察结果. 
1.2.3 Western blot检测Matrilin-2在肝组织中的表

达: 组织蛋白裂解, 在等量的肝组织各(0.1 g)在
液氮中碾磨后加入裂解缓冲液中冰浴30 min, 超
声破碎细胞至4 ℃恒温离心机内8 000 r/min离
心15 min, 取上清, BCA蛋白定量试剂盒进行蛋

白定量, 分装后-80 ℃冻存. 分别取等量蛋白裂

解液, 加入上样缓冲液煮沸5 min变性, 经SDS-
PAGE凝胶电泳, 电泳后将蛋白转至硝酸纤维

素膜上, 50 g/L脱脂奶粉(脱脂奶粉2.5 g溶于50 
mL TBST中)封闭12 h, 将膜置于Matrilin-2多抗

(用TBST 1∶1 000稀释, 内含50 g/L脱脂奶粉和

0.02% Na3N)5 mL盒中, 室温2 h. 将膜置于抗兔

二抗5 mL(用TBST 1∶2 000稀释, 内含50 g/L脱
脂奶粉), 室温1 h. 用ECL显色液A和B各500 μL
混匀后放入膜曝光、显影和定影, X光胶片扫描

后在医学图形分析系统上进行分析.

2  结果

2.1 Matrilin-2在大鼠肝卵圆细胞增殖过程中的

表达 Matrilin-2在灌喂2-AAF之前的正常大鼠肝

脏组织表达于胆管血管周围以及肝窦状隙内. 
PH后第2天, Matrilin-2主要在门静脉周围的肝窦

状隙内放射状分布(图1A). 在卵圆细胞增殖的过

程中, Matrilin-2染色在PH后第9天到达顶峰, 随
后下降, 包含Matrilin-2的基底膜始终围绕未分

化的卵圆细胞(图1B). PH后第12天由卵圆细胞分

化的小肝细胞结节内(虚线部分)缺乏Matrilin-2
的表达, 结节周围Matrilin-2表达逐渐减少(图1C). 
15 d后, 卵圆细胞进一步减少, 小肝细胞与血管之

间的联系开始重建, 肝脏结构开始恢复. 在尚未

完全形成窦状隙和胞外基质的门静脉周围小肝

细胞结节内出现Matrilin-2的表达(图1D).
2.2 肝卵圆细胞活化过程中肝组织内Matrilin-2
的表达变化 在正常肝组织中未见Matrilin-2, 肝
切除后第2天即可见Matrilin-2表达, 到第9天达

到高峰, 第12天后逐步恢复生理水平(图2).

3  讨论

本研究采用2-AAF/PH建立卵圆细胞增殖模型, 
运用免疫组织化学以及Western blot的方法动态

分析了肝脏胞外基质成分Matrilin-2与卵圆细胞

之间的相互关系, 观察了在卵圆细胞介导的肝

■研发前沿
Matrilin-2是由卵
圆细胞产生的重
要的胞外基质成
分, 并且参与由卵
圆细胞介导的肝
脏 再 生 过 程 .  胞
外基质的重塑可
能对于调控卵圆
细胞的迁移、增
殖、分化以及肝
再生过程有重要
作用. Matrilin-2在
卵圆细胞增殖中
的确切作用机制
需要进一步研究.
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再生中Matrilin-2的变化, 研究表明, 在卵圆细胞

增殖和分化的重建过程中, 卵圆细胞与肝脏胞

外基质成分Matril in-2具有紧密的解剖学关系. 
这些结果说明胞外基质的重建对于卵圆细胞介

导的肝再生具有重要作用. 肝脏胞外基质是一

个动态的大分子复合物, 包括胶原、非胶原结

构糖蛋白以及蛋白多糖, 在维持肝脏正常结构

和细胞的增殖、迁移分化方面具有重要作用[1]. 
Matrilins为近年发现的一个新的细胞外基

质蛋白家族, 有4个呈现出大致相同结构的家族

成员. 唯独不同的是, Matril in-2包含一个位于

第2个vWFA域和寡聚合反应域之间的片段, 和
其他任何已知的蛋白序列不具有同源性[9-31]. 已
知生物细胞的一个基本特征就是他们与邻近细

胞及ECM间有着规律性的相互作用, 这种相互

间的接触和作用主要通过“ECM-黏附分子-细
胞骨架”的介导途径, 进行着跨膜联系, 并决定

着生物细胞的形态. 现证实ECM不仅具有连接

和支持细胞、组织的作用, 而且可以影响细胞

形态, 调控细胞迁移、增殖、分化、代谢及功

能, 并与人类胚胎形态发生密切相关. 肝脏具有

很强的再生能力, 但肝细胞的增殖受抑制, 而肝

脏又有再生需求时, 卵圆细胞即活化. 2-AAF处
理后可以抑制肝细胞DNA合成而抑制增殖, 然
而卵圆细胞不受抑制, 开始活化. 基底膜在由卵

圆细胞参与的肝脏再生过程中发挥了重要作

用, 卵圆细胞在成熟肝细胞不能再生形成肝结

节时被激活, 而且成熟的肝细胞周围缺乏基底

膜, 而未分化的卵圆细胞具有完整的基底膜结

构, 分化为成熟肝细胞后基底膜消失[2-7]. 由于抗

基底膜抗体可诱导卵圆细胞快速分化, 可以推

断基底膜和卵圆细胞之间的这种关系可以阻止

细胞分化程序的启动. 这对于研究该分子抑制

作用机制具有重要意义. 层粘连蛋白被证明是

由卵圆细胞形成的胆管基底膜重要组成部分. 
Matrilin-2蛋白表达与层粘连蛋白表达类似[8], 表
明Matrilin-2可能也是干细胞起源肝脏再生过程

中产生的重要的细胞外基质成分. 充分认识基

底膜组成对于研究如何启动和抑制的卵圆细胞

分化机制具有重要意义. 
我们通过免疫组织化学研究结果清楚地

表明了Matri l in-2存在于卵圆细胞周围的基底

膜区域, Matrilin-2在灌喂2-AAF之前的正常大

鼠肝脏组织表达于胆管血管周围以及肝窦状

隙内. PH后第2天, Matrilin-2出现在门静脉周围

的肝窦状隙内放射状分布, 而且随着卵圆细胞

的增殖分化, 这种蛋白几乎从小叶胆管和肝静

脉基底膜消失. 同时我们通过Western blot方法

比较了不同时段2-AAF/PH组的肝组织总蛋白

中Matri l in-2的量, 发现肝切除后第2天即可见

Matrilin-2表达, 到第9天达到高峰, 第15天后逐

步恢复生理水平. 这意味Matrilin-2参与卵圆细

胞介导的肝再生. 本研究动态观察了胞外基质

成分Matrilin-2与卵圆细胞有紧密联系, 我们推

测其可能在早期肝脏再生阶段提供卵圆细胞增

殖必须的生长因子, 随着卵圆细胞向肝细胞分

化, 围绕在卵圆细胞周围的基底膜逐渐减少最

后消失, 胞外基质成分可能影响卵圆细胞的分

化状态, 并且影响卵圆细胞的黏附、迁移和增

殖. 这种不同的生物学特性和潜在的分子机制

需要进一步阐明. 
总之, 本研究结果表明, 在卵圆细胞增殖模

型中, Matrilin-2是由卵圆细胞产生的重要的胞

外基质成分, 并且参与由卵圆细胞介导的肝脏

■创新盘点
本 研 究 采 用
2 - A A F / P H 建 立
卵圆细胞增殖模
型, 运用免疫组织
化学以及Western 
blot的方法动态分
析了肝脏胞外基
质成分Matrilin-2
与卵圆细胞之间
的 相 互 关 系 ,  观
察了在卵圆细胞
介导的肝再生中
Matrilin-2的变化.

图  2  各组大鼠肝组织Matrilin-2水平蛋白印迹图. 1: 对照

组(正常肝组织); 2-6模型组(2-AAF/PH组: PH后2、4、6、

9、12 d, β-actin作为内参照).

1          2        3       4         5          6

Matrilin-2

β-actin

图  1  Matrilin-2在大鼠PH后肝卵圆细胞增殖过程中的表达(×200). A: 第2天; B: 第9天; C: 第12天; D: 第15天.

A B C D
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再生过程. 胞外基质的重塑可能对于调控卵圆

细胞的迁移、增殖、分化以及肝再生过程有重

要作用. Matrilin-2在卵圆细胞增殖中的确切作

用机制需要进一步研究.
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■同行评价
肝再生过程中, 当
肝实质细胞增殖
被 抑 制 时 ,  肝 脏
微环境对卵圆细
胞 激 活 ,  是 该 领
域的热点研究之
一. 有关非胶原型
细胞外基质蛋白
Matrilin-2与卵圆
细胞的关系, 相关
研究较少, 体现了
该研究的创新性. 
免疫组织化学和
Western blot的动
态观察, 较好地描
述了Matrilin-2与
卵圆细胞参与的
肝脏再生之间的
紧密联系, 有很好
的启发意义和科
学研究价值.


