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■背景资料
肝脏受到严重损
伤时表现出强大
的 再 生 能 力 ,  但
机制尚不十分清
楚 .  近 年 来 对 中
药及其单体在促
进肝再生中的作
用研究已受到广
泛关注. 
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Abstract
AIM: To explore the role that NF-κB and RBP-Jκ 
play during matrine-promoted hepatic regenera-
tion. 

METHODS: Sixty SD rats were equally and ran-
domly divided into two groups: model group 
and matrine group. Both groups of rats under-
went 2/3 partial hepatectomy. The matrine 
group was intragastrically administrated with 
matrine. Hepatic histology, ultramicrostructure 
and the expression of NF-κB protein and RBP-
Jκ mRNA were evaluated by hematoxylin-eosin 
staining, transmission electron microscopy, im-
munohistochemistry and RT-PCR at different 
time points (1, 3, 7, 14, and 21 d) after operation. 

RESULTS: The number of oval cells increased 
on day 1 after operation in the model group, 
reached the peak on days 7-14, but decreased 
on days 14-21. Treatment with matrine de-
creased the number of oval cells. Desmosome 
junctions were observed in hepatic oval cells 
by transmission electron microscopy. The ex-
pression of NF-κB protein and RBP-Jκ mRNA 
reached the peak 14 d after operation in the 
model group. Treatment with matrine de-
creased the expression of NF-κB protein and 
RBP-Jκ mRNA on day 21. 

CONCLUSION: Matrine promotes hepatic re-
generate by negatively regulating the Notch-
RBP-Jκ-NF-κB signal pathway, inhibiting the 
proliferation of oval cells, and promoting the 
differentiation of oval cells.
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摘要
目的: 探讨肝再生过程中NF-κB、RBP-Jκ的
作用及苦参碱对其调节机制, 揭示苦参碱参与
肝再生启动的分子机制.

方法: 60只SD大鼠随机分为2组, 每组30只. 肝
大部分切除组: 建立2/3肝切除模型; 苦参碱
/肝大部分切除组: 建立2/3肝切除模型, 同时
以苦参碱灌胃. 观察点为术后1、3、7、14、
21 d, 通过苏木精-伊红染色、透射电解、免
疫组织化学、RT-PCR方法, 在不同时间点检
测各实验组肝脏组织学、超微结构、NF-κB
蛋白、RBP-Jκ mRNA的表达.

结果: 苏木精-伊红染色可见肝大部分切除组
术后第1天出现少量卵圆细胞增生, 7-14 d为
高峰, 14-21 d卵圆细胞增生逐渐减少, 部分出
现小肝细胞结节. 苦参碱/肝大部分切除组卵
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■研发前沿
RBP-Jκ是Notch信
号通路的重要调
控分子, 该通号途
径与肝干细胞增
殖分化的关系备
受学者关注, 但上
述两者在肝再生
修复中的作用机
制尚缺乏报道.

圆细胞增生减少. 透射电镜观察到卵圆细胞桥
粒连接等特征性结构. 肝大部分切除组术后14 
d NF-κB蛋白、RBP-Jκ mRNA为表达高峰, 21 
d表达降低. 苦参碱/肝大部分切除组NF-κB蛋
白、RBP-Jκ mRNA表达均较低. 

结论: 苦参碱通过下调Notch-RBP-Jκ-NF-κB
信号, 抑制卵圆细胞增生, 并促进其向小肝细
胞分化参与肝再生启动.

关键词: 苦参碱; 肝再生; Notch-RBP-Jκ-NF-κB

信号通路
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0  引言

大鼠肝组织具有很强的修复及再生能力, 当肝

脏受到严重损伤时, 成熟肝细胞增殖受限, 肝干

细胞再生是成熟肝细胞增殖的一种补充. 中药

诱导干细胞定向分化是近年来一个新兴的研究

领域, 中药强调多靶点体系协同作用, 相关诱导

机制尚不十分清楚. 苦参碱为豆科植物苦参的

主要成分, 具有调节免疫、抗炎、抗病毒、抑

制肿瘤细胞生长及诱导肿瘤细胞分化等作用. 
本实验观察了在大鼠肝大部分切除后肝再生过

程中核转录因子NF-κB、Notch信号途径转录

因子RBP-Jκ等信号分子的表达, 苦参碱的干预

作用, 以期阐明苦参碱参与肝再生的相关作用

机制.

1  材料和方法

1.1 材料 SPF级♂SD大鼠, 周龄6 wk, 体质量

120-150 g, 购自北京维通利华实验动物技术有

限公司, 合格证号SCXK(京)2007-0001. 苦参

碱标准品购自中国药品生物制品检定所(批号: 
110780-200402). 山羊抗大鼠NF-κB抗体购自

Santa Cruz公司. SP免疫组织化学染色试剂盒均

购自DaKo试剂公司. RBP-Jκ引物由上海生物

工程公司合成, RNA提取试剂TRIzol Reagent为
Invitrogen公司产品、逆转录酶(M-MLV Reverse 
Transcriptase)为Promega公司产品, 核糖核酸酶

抑制剂(Ribonuclease Inhibitor)、Taq DNA聚合

酶(Taq DNA polymerase)、随机引物(Random 
primers)均为TaKaRa公司产品.
1.2 方法

1.2.1 分组及建立2/3肝切除模型: 实验动物饲养

于中日友好医院临床研究所国家二级实验动物

中心, 饲养环境、实验动物、饲料、饮用水均

无菌, 环境温度18 ℃-24 ℃, 湿度40%-60%. 60
只SD大鼠随机分为2组, 每组30只. 肝大部分切

除组: 建立2/3肝切除模型; 苦参碱/肝大部分切

除组: 建立2/3肝切除模型, 同时以苦参碱用生理

盐水配成2.5 g/L浓度, 按10 mL/kg灌胃. 建立2/3
肝切除模型: 1%戊巴比妥麻醉后开腹, 游离肝

左叶、中叶、尾状叶, 从根部结扎, 剪断游离端, 
留下右叶及三角叶, 止血, 缝合切口. 分别于手

术后第1、3、7、14、21天处死大鼠, 取肝组织

进行检测. 
1.2.2 苏木素-伊红染色: 石蜡切片二甲苯脱蜡, 
600-1 000 mL/L乙醇依次脱苯, 苏木素浸泡5 
min, 蒸馏水冲洗, 浸1%盐酸酒精、1%氨水各

1-2S'伊红浸泡5 min, 蒸馏水冲洗3-4次, 700、
800、900 mL/L乙醇各脱水1次, 1 000 mL/L乙醇

脱水2次, 二甲苯透明, 中性树脂封片.
1.2.3 透射电镜观察肝再生细胞超微结构: 肝组

织先经包埋剂环氧树脂Epon618和纯丙酮1∶1
浸透1 h, 3∶1浸透过夜, 纯包埋剂浸透5 h以上后

包埋, 聚合固化, 染色观察. 
1.2.4 免疫组织化学观察NF-κB蛋白表达: 蜡块

组织切片高温高压热修复2 min, 待冷却后, 自来

水洗2遍, 蒸馏水洗1遍, H2O2中浸泡10 min, 消
灭内源性过氧化物酶, 蒸馏水洗1遍, PBS浸泡5 
min, 晾干, 放入湿盒中, 滴加50 μL封闭血清, 室
温孵育50 min, 甩掉血清, 加50 μL一抗山羊抗大

鼠NF-κB(1∶200)多克隆抗体37 ℃孵育40 min, 
PBS洗3×5 min, 加50 μL生物素标记的二抗, 
37 ℃孵育40 min, PBS洗3×5 min, 50 μL链亲和

素-过氧化物酶溶液, 37 ℃, 15 min, PBS洗3×5 
min, 加入100 μL新配制的DAB溶液, 显色5-10 
min; 自来水冲洗, 苏木素复染30 s, 梯度脱水, 中
性树脂封片, 显微镜下观察, 细胞质胞膜染成棕

色为阳性. 彩色图文分析系统对染色阳性部位

灰度值进行定量分析. 
1.2.5 RT-PCR检测RBP-Jκ mRNA表达: 按试剂盒

说明提取肝组织总RNA、反转成CDNA、PCR
扩增. RBP-Jκ的PCR引物为: 5'-CCA ATT TCA 
GGC CAC TCC A-3'(上游), 5'-CTC TAC ATC 
CCC AAA CCA CAC TC-3'(下游), 以β-actin为内

参. 扩增产物在1.5%琼脂糖凝胶(含EB)上电泳, 
用凝胶图像分析系统(Gel-Pro Analyzer Version 
3.0)进行吸光度半定量分析. 
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■相关报道
有研究表明, 在应
激及炎性状态下, 
核 转 录 因 子 N F -
κB激活后调控基
因的表达特别是
TNF-α和 IFN-γ , 
是引起肝细胞炎
性凋亡的两个重
要因素. 

表  1  各组大鼠再生肝组织不同时间点NF-κB表达的灰
度值比较 (n  = 6, mean±SD)

     
时间(d) 肝大部分切除组 苦参碱/肝大部分切除组

1   79.92±7.32         78.02±6.51   

3   85.51±9.86         81.37±9.03

7 106.64±13.24b         93.18±4.17bd

14 131.81±16.33b       117.86±14.42bd

21 118.22±11.37b       102.50±12.63bd

bP<0.01 vs  1, 3 d; dP<0.01 vs  肝大部分切除组.

统计学处理 应用SPSS13.0统计软件进行统

计学分析, 组间比较采用t检验, P <0.05为差异显

著意义. 

2  结果

2.1 肝组织病理变化 肝大部分切除组: 术后第1
天可见少量卵圆细胞沿小胆管周围增生, 卵圆

细胞体积约为成熟肝细胞的1/2, 核较大, 胞质

少, 核质比高. 10-14 d为卵圆细胞大量增生的高

峰, 以汇管区为中心向肝小叶内伸展, 至21 d卵
圆细胞增生逐渐减少. 苦参碱/肝大部分切除组: 
可见在多个实验观察点卵圆细胞增生较肝大部

分切除组均减少, 尤其以14 d观察点更明显. 
2.2 透射电镜结果 再生肝组织中卵圆细胞超微

结构提示: 直径约6-10 μm, 核较大, 线粒体、内

质网等细胞器较少, 胞质内可见张力微丝(图1), 
细胞间有桥粒连接, 以上两点被认为是卵圆细

胞的特征性结构. 
2.3 再生肝组织NF-κB的蛋白表达 肝大部分切

除组再生肝组织中术后第3天可见NF-κB蛋白以

汇管区周围高表达, 逐渐向肝小叶内延伸, 为胞

浆和胞膜着色. 观察术后1、3、7、14、21 d, 14 
d为表达高峰, 与术后3 d相比汇管区周围表达渐

减少, 再生肝小叶内表达渐增多, 21 d表达渐减

少. 苦参碱/肝大部分切除组NF-κB蛋白各时间

点观察较肝大部分切除组均低(表1). 
2.4 再生肝组织RBP-Jκ mRNA表达 肝大部分切

除组再生肝组织各时间点均有RBP-Jκ mRNA表

达, 术后14 d为表达高峰, 21 d表达减少, 苦参碱

/肝大部分切除组各时间点RBP-Jκ mRNA表达

较肝大部分切除组低(图2). 

3  讨论

肝再生是指肝脏受到病毒、化学物质、手术等

作用, 导致肝脏功能严重受损, 肝脏表现出强大

的自我修复能力, 肝细胞大量增殖实现肝组织

补偿. 在肝再生的启动、进展、终止3个阶段中

有2类细胞参与: 一类是成熟肝细胞通过有丝

分裂进行肝细胞再生; 另一类是肝内干细胞可

分化为前体肝细胞, 参与细胞更新. 苦参碱是临

床治疗各种急慢性肝病的常用药物, 其具有抗

炎、抗病毒、抗纤维化等多种临床疗效. 本课

题组在前期工作基础上, 建立2/3肝切除模型, 研
究苦参碱对肝再生及修复的作用机制. 

肝大部分切除模型中术后第1天即可见少

量卵圆细胞在小胆管周围增生, 核较大, 胞质少, 
体积为成熟肝细胞的1/2; 14 d为增生高峰, 向
肝小叶内延伸; 21 d增生减少. 经苦参碱干预后, 
各时间点卵圆细胞增殖均较模型组少, 初步提

示苦参碱在一定程度上抑制卵圆细胞增生. 通
过透射电镜观察卵圆细胞的超微结构提示: 细

图  1  透射电镜示
肝 卵 圆 细 胞 内 张
力微丝(×8 000).

M        1       2       3        4       5

RBP-Jκ
253 bp

A

RBP-Jκ
253 bp

B

图  2  2组大鼠各时间点再生肝组织RBP-Jκ mRNA表达. A: 

肝大部分切除组; B: 苦参碱/肝大部分切除组; M: Marker; 1: 

术后1 d; 2: 术后3 d; 3: 术后7 d; 4: 术后14 d; 5: 术后21 d.
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■应用要点
本研究观察到苦
参碱在肝损伤修
复中抑制卵圆细
胞增殖, 同时抑制
Notch-RBP-Jκ信
号通路激活、减
轻NF-κB引起再
生肝组织的炎症
反应, 即从而揭示
了苦参碱参与肝
再生的部分作用
机制, 这为探讨肝
损伤的修复机制
及中医药治疗提
供了有益的思路. 

胞内线粒体、内质网等细胞器较成熟肝细胞少, 
并见到胞质内张力微丝及细胞与细胞之间的桥

粒连接, 被认为是卵圆细胞的特有结构[1]. 
NF-κB蛋白是进化上高度保守的一种免疫

反应介质, 病毒、氧化剂、炎症细胞因子等均

可激活该转录因子, 从而参与细胞的生长、分

化、发育、凋亡、黏附及炎症反应[2-4]. 有研究

表明, 在应激及炎性状态下, 核转录因子NF-κB
激活后调控基因的表达特别是TNF-α和IFN-γ, 
是引起肝细胞炎性凋亡的2个重要因素[5-7]. 有
人发现N F-κ B的持续激活在肝细胞发生癌变

中发挥重要作用[8]. 本实验中观察到肝大部分

切除模型大鼠再生肝组织中有N F-κ B蛋白表

达, 术后14 d为表达高峰, 21 d表达下降. 苦参

碱干预后NF-κB表达均减少. 提示苦参碱通过

降低N F-κ B的活性来减轻炎症反应引起的肝

损伤. 
RBP-Jκ是Notch信号通路的重要调控分子. 

Notch/Delta信号通路是一条在胚胎发育中起调

控作用的保守通路. 近年来, 该通号途径与肝干

细胞增殖分化的关系备受学者关注[2,9,10]. RBP-
Jκ是一种DNA结合蛋白, 其一方面与Notch受
体细胞内特定结构域结合, 另一方面与核内特

定的DNA序列结合, 而该序列位于Notch诱导

基因的启动子上, 从而激活转录过程[6]. 本研究

结果显示肝大部分切除模型大鼠再生肝组织

中有RBP-Jκ mRNA表达, 术后14 d为表达高峰, 
21 d表达下降. 苦参碱干预后RBP-Jκ mRNA表

达均减少. 提示苦参碱通过下调RBP-Jκ mRNA
从而抑制Notch信号通路激活参与肝损伤修复

的. 有证据表明NF-κB家族是Notch信号通路

的目的基因之一, Notch可通过蛋白-蛋白之间

作用和基因转录水平调节靶基因N F-κ B的表

达[11-14]. 本实验证实了上述理论, 苦参碱可同时

下调Notch信号通路关键分子RBP-Jκ及NF-κB, 
我们推测苦参碱参与肝再生作用机制可能为抑

制Notch-RBP-Jκ信号通路激活减轻NF-κB引起

的炎症反应. 
总之, 本实验成功复制了肝大部分切除致

肝损伤模型 ,  观察到肝损伤后再生过程中卵

圆细胞的增殖及其超微结构 ,  并证实苦参碱

在肝损伤修复中抑制卵圆细胞增殖 ,  同时抑

制Notch-RBP-Jκ信号通路激活减轻NF-κB引

起再生肝组织的炎症反应 ,  即从而揭示了苦

参碱参与肝再生的部分作用机制 ,  这为探讨

肝损伤的修复机制及中医药治疗提供了有益

的思路. 
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