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■背景资料
我国是一个肝病
大国, 每年因为重
症肝功能衰竭导
致死亡的人数约
为30.5万, 肝病的
治疗一直是医学
上的难点, 肝脏干
细胞-卵圆细胞的
发现为肝病的细
胞治疗带来新的
希望, 近年来肝卵
圆细胞在肝病中
的作用成为研究
的热点. 

张文娟, 郭昱, 李元, 姚金锋, 巩翠洁, 河北医科大学第二医
院消化内科 河北省石家庄市 050000
尹崇娇, 青岛市黄岛区人民医院内一科 山东省青岛市 
266400
张文娟, 在读硕士, 主要从事肝病基础与临床的研究. 
作者贡献分布: 此课题由郭昱与张文娟设计; 实验过程由尹崇
娇、李元、张文娟、姚金锋及巩翠洁操作完成; 数据分析由张
文娟与尹崇娇完成; 本论文写作由张文娟完成; 郭昱审校. 
通讯作者: 郭昱, 教授, 主任医师, 050000, 河北省石家庄市和平
路215号, 河北医科大学第二医院消化内科. 
guoyu123123@sina.com.
电话: 0311-66002954
收稿日期: 2014-06-03   修回日期: 2014-07-07
接受日期: 2014-07-28   在线出版日期: 2014-09-08

Role of NF-κB in hepatic oval 
cell proliferation: Implications 
for mechanism underlying 
protective effects of baicalin 
against liver injury

Wen-Juan Zhang, Yu Guo, Chong-Jiao Yin, Yuan Li, 
Jin-Feng Yao, Cui-Jie Gong

Wen-Juan Zhang, Yu Guo, Yuan Li, Jin-Feng Yao, 
Cui-Jie Gong, Department of Gastroenterology, the Sec-
ond Hospital of Hebei Medical University, Shijiazhuang 
050000, Hebei Province, China
Chong-Jiao Yin, the First Department of Internal Medicine, 
Huangdao District People’s Hospital, Qingdao 266400, 
Shandong Province, China
Correspondence to: Yu Guo, Professor, Chief Physician, 
Department of Gastroenterology, the Second Hospital of 
Hebei Medical University, 215 Heping Road, Shijiazhuang 
050000, Hebei Province, China. guoyu123123@sina.com
Received: 2014-06-03    Revised: 2014-07-07 
Accepted: 2014-07-28    Published online: 2014-09-08

Abstract
AIM: To explore the role of nuclear factor kappa 
B (NF-κB) in hepatic oval cell proliferation and 
the possible mechanism underlying the thera-
peutic effect of baicalin against liver injury. 

METHODS: 64 SD rats were randomly divided 
into 4 groups: a sham operation group, a model 
group, a low-dose baicalin group and a high-dose 
baicalin group. 2-acetylaminofluorene plus 2/3 
partial hepatectomy (2-AAF+2/3PH) was used to 

establish the hepatic oval cell (HOC) proliferation 
model. The two baicalin groups were given 50 
and 100 mg/kg of baicalin daily by lavage when 
modeling, respectively. The rats were killed on 1, 
7, 14 and 21 d after PH in each group, and serum 
and liver tissue samples were collected. Hepatic 
pathological changes were observed by hema-
toxylin and eosin (HE) staining. Immunofluores-
cence, immunohistochemical staining, reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR) and Western blot were used to evaluate the 
proliferation and differentiation of HOCs and the 
expression of NF-κB. 

RESULTS: The HOC proliferation model was 
successfully established. HOC proliferation be-
gan to increase after PH, peaked on the 14th day 
and decreased on the 21st day. The expression 
pattern of NF-κB was consistent with the pro-
liferation pattern of HOCs, and they were both 
reduced by baicalin intervention.

CONCLUSION: HOC proliferation is related to the 
activation of NF-κB. Baicalin could inhibit HOC 
proliferation possibly through the NF-κB signaling 
pathway, and this may be a possible mechanism for 
the therapeutic effect of baicalin against liver injury. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨核转录因子-κB(nuclear factor kappa 
B, NF-κB)在卵圆细胞增殖分化中的作用及黄
芩苷的调节机制. 

■同行评议者
唐世刚, 教授, 湖
南省人民医院
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■研发前沿
调控卵圆细胞生
物学的复杂的生
长因子和信号通
路是研究的重点
与热点, 这将帮助
我们阐明卵圆细
胞在肝再生和肿
瘤发生方面的作
用. 如何诱导其分
化为肝细胞和胆
管细胞以修复损
伤的肝脏并防止
其过度增殖转化
为癌细胞是亟待
研究的问题.

方法: 64只健康SD大鼠随机分为假手术组、
模型组、黄芩苷低剂量组和黄芩苷高剂量
组. 模型组采用2-乙酰氨基芴+2/3肝切除术
(2-acetylaminofluorene + two thirds partial 
hepatectomy, 2-AAF+2/3PH)的方法建立卵圆
细胞增殖模型, 黄芩苷干预组建立模型的同时
分别给予50 mg/kg和100 mg/kg黄芩苷. 各组
分别于手术后第1、7、14、21天取材. HE染
色观察肝组织病理学表现; 免疫荧光技术、
免疫组织化学检测HOC的增殖分化情况; RT-
PCR法和Western blot检测NF-κB表达. 

结果: 本实验成功建立了卵圆细胞增殖模型, 
卵圆细胞在肝切除术后第7-14天增加明显, 第
14天达到峰值, 第21天下降. NF-κB的表达趋
势与卵圆细胞增殖一致. 黄芩苷干预组卵圆细
胞和NF-κB的表达均减少, 与模型组相比差异
均有统计学意义(P <0.05). 

结论: 卵圆细胞的增殖和分化与NF-κB的激活
有关. 黄芩苷可能通过抑制NF-κB信号通路而
抑制卵圆细胞的增殖, 并诱导卵圆细胞向成熟
的肝细胞及胆管细胞分化, 这可能是黄芩苷作
用于肝脏的一种机制. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本实验成功建立了卵圆细胞增殖的肝

损伤模型, 证明了卵圆细胞的增殖分化与核转录
因子-κB(nuclear factor-kappa B, NF-κB)有关. 并
应用黄芩苷干预, 结果显示黄芩苷可通过抑制
NF-κB信号传导通路, 从而抑制卵圆细胞的增殖, 
并诱导增殖的卵圆细胞向成熟的肝细胞及胆管

细胞分化. 
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0  引言

肝病的治疗一直是医学上的难点, 肝脏干细胞的

发现为肝病的治疗带来新的希望, 近年来卵圆细

胞成为研究的热点, 被认为具有治疗急慢性肝

损伤的潜能[1], 另一方面也有认为卵圆细胞过度

增殖转化为癌, 与肝癌的发生有关系, 有文献支

持卵圆细胞是肝癌的起源这个学说[2]. 理解调控

卵圆细胞生物学的复杂的生长因子和信号通路

将帮助我们阐明卵圆细胞在肝再生和肿瘤发生

方面的作用. 有研究表明核转录因子-κB(nuclear 
factor kappa B, NF-κB)与卵圆细胞激活有关, 在
肝再生过程起重要作用[3]. 中药治疗肝损伤是一

个值得研究的领域. 研究表明黄芩苷对急性肝损

伤有治疗保护作用[4,5], 但其具体的作用机制尚不

清楚. 本实验将从NF-κB信号通路入手研究其对

卵圆细胞增殖分化的影响, 并应用黄芩苷干预, 
研究黄芩苷对NF-κB的影响及肝脏保护作用的

可能机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级成年健康SD大鼠, 体质量200 g
±20 g, 雌雄不限, 由河北省实验动物中心提供

(合格证编号1303121). 黄芩苷(成都曼斯特生物

科技有限公司); 2-乙酰氨基芴(2-acetylamino-
fluorene, 2-AAF)(阿拉丁试剂有限公司); 兔抗大

鼠甲胎蛋白(α-fetoprotein, AFP)单克隆抗体, 兔
抗大鼠CK19单克隆抗体(Proteintech Group. Inc
公司), 鼠抗大鼠OV6单克隆抗体, c-kit单克隆抗

体(Santa Cruz公司), NF-κB p65抗体(Bioworld), 
超纯RNA提取试剂盒, HiFi-MMLV cDNA第一

链试剂盒(北京康为世纪生物科技公司). 
1.2 方法
1.2.1 分组及取材: 将64只健康SD大鼠随机分

为假手术组(A)、模型组(B)、黄芩苷低剂量组

(C)、黄芩苷低剂量组(D). 假手术组常规饲养, 
术中仅将肝左叶、中叶、尾状叶置于腹腔外10 
min, 不做切除, 送还腹腔后关腹. 模型组以每天

15 mg/kg的2-AAF连续灌胃4 d, 第5天行2/3部分

肝切除, 然后继续灌胃5 d. 黄芩苷干预组在造模

的同时分别给予50 mg/kg、100 mg/kg的黄芩苷

灌胃, 直至处死. 各组分别于手术后1、7、14、
21 d收集肝组织标本. 
1.2.2 显微镜观察及图像分析: 常规石蜡包埋、

切片, 脱水后苏木素-伊红(HE)染色, 显微镜下

观察肝组织结构. 应用免疫组织化学染色方法

检测AFP、CK19及c-kit的表达, 免疫荧光染色

检测OV6表达, 分别对各实验组进行100倍和

400倍的显微照相, 选择有意义的视野, 计数并

分析数据. 
1.2.3 Western blot检测NF-κB p65蛋白的表达: 将
留取的100 mg肝组织置入匀浆管壶腹部, 用剪

刀将其剪碎, 加入1 mL RIPA裂解缓冲液, 研磨、

震荡、离心后取上清液, 操作按常规进行检测. 
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■相关报道
一方面卵圆细胞
增殖分化为成熟
肝细胞和胆管细
胞促进肝损伤的
修复; 另一方面卵
圆细胞与肝癌的
发生有关. 核转录
因子-κB(nuclear 
factor  kappa B, 
NF-κB)信号传导
通路在一些与细
胞增殖调控有关
的基因转录过程
中起重要作用, 在
肝损伤过程中NF-
κB的活性明显升
高, 他在肝细胞增
殖和肝再生过程
中是必须的.

结果定量分析选用美国Kodak公司ID成像分析

系统软件. 
1.2.4 RT-PCR法检测NF-κB mRNA表达: 提取样

本总RNA、RNA电泳、RNA消化、反转录过程

按照说明书步骤进行. 引物设计: NF-κB上游引

物: 5'-ACGATCTGTTTCCCCTCATC-3', NF-κB
下游引物: 5'-GCTTCTCTCCCCAGGAATACT-
GCC-3', 内参β-actin上游引物: 5'-TGGAGTC-
TACTGGCGTCTT-3', 内参β-act in下游引物: 
5'-TGTCATATTTCTCGTGGTTCA-3'. 扩增程序

为: 95 ℃ 10 min, (95 ℃ 15 s, 60 ℃ 60 s)×45个
循环. 分别用目的基因引物和内参基因引物进

行扩增. 实时荧光定量PCR中每个样本重复3次, 
取其平均值为Ct值, 按照2-△△Ct相对定量计算公

式, 计算出各样品的目的基因相对定量结果. 
统计学处理 数据均以mean±SD表示, 应用

SPSS13.0软件进行统计分析. 多组间计量资料均

数比较采用单因素方差分析(One-way ANOVA), 
组间比较采用SNK检验. P <0.05为差异有统计学

意义. 

2  结果

2.1 肝组织学观察 假手术组大鼠肝小叶结构正

常, 未见到典型的卵圆细胞. 模型组大鼠肝组织

内可见到大量炎细胞浸润, 肝小叶结构破坏, 实

质细胞出现变性坏死. 术后第1天, 偶可见卵圆

细胞. 术后第7天可见到肝小叶汇管区周围有散

在或呈簇状分布的卵圆细胞. 术后第14天汇管

区及小叶内胆管周围出现大量卵圆细胞, 并且

周围肝实质内也可见大量散在的卵圆细胞. 术
后第21天可见肝细胞再生, 肝小叶结构渐恢复

完整, 组织内的卵圆细胞数量减少. 黄芩苷干预

组术后肝组织标本各时间点卵圆细胞增生的数

目较模型组少, 分布范围较小, 且黄芩苷高剂量

组减少更明显. 
2.2 卵圆细胞增殖情况 假手术组偶可见OV6阳
性染色细胞, 在各时间点间无明显差别(P >0.05). 
模型组在大鼠肝切除术后第1天可见少量阳

性细胞, 第7天增多, 14天达峰值, 21天下降, 与
假手术组相比明显增多 ,  差异有统计学意义

(P <0.05). 黄芩苷干预组较模型组卵圆细胞减少, 
且高剂量组较低剂量组减少更明显, 各组间差

别有统计学意义(P <0.05)(图1). 
2.3 卵圆细胞分化情况 模型组CK19、c-ki t、
AFP表达均在大鼠肝切除术后第7-14天增加明

显, 第14天达到峰值, 第21天下降, 与OV6表达

趋势一致. 在1、7、14、21 d与假手术组相比均

明显升高, 定量分析差异有统计学意义(P <0.05). 
黄芩苷干预组CK19的表达增加, c-kit、AFP的
表达下降, 黄芩苷高剂量组变化更明显, 各组间

图  1  免疫荧光技术检测术后第14天肝组织OV6表达情况(×400). A: 假手术组; B: 模型组; C: 黄芩苷低剂量组; D: 黄芩苷高
剂量组.

C

BA

D
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■创新盘点
研究发现在体外
卵圆细胞的增殖
过程与NF-κB的
激活有关, 然而在
肝损伤中体内NF-
κB是否参与肝卵
圆细胞增殖分化
的调控呢, 本实验
对其进行了初步
研究, 并应用黄芩
苷进行干预, 首次
发现了黄芩苷可
能通过NF-κB信
号通路作用于卵
圆细胞.

差异有统计学意义(P <0.05)(图2-4)
2 .4  N F-κB表达情况  实时荧光定量P C R和

Western blot检测均显示, 模型组NF-κB表达第

1-14天呈上升趋势, 14 d达到峰值, 第21天下

降, 与卵圆细胞增殖趋势一致, 较假手术组明

显增加, 差异有统计学意义(P <0.05). 与模型组

比较, 黄芩苷干预组NF-κB表达减少, 随时间

变化呈下降趋势, 且黄芩苷高剂量组较低剂量

组下降更明显, 三组间比较差异有统计学意义

(P <0.05)(图5, 6).

A B

C D

图  2  免疫组织化学染色方法检测术后第14天肝组织CK19表达情况(×400). A: 假手术组; B: 模型组; C: 黄芩苷低剂量组; D: 
黄芩苷高剂量组.

图  3  免疫组织化学染色方法检测术后第14天肝组织c-kit表达情况(×400). A: 假手术组; B: 模型组; C: 黄芩苷低剂量组; D: 
黄芩苷高剂量组.

A B

C D
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3  讨论

肝病是危害人类健康常见的严重疾病, 体内外

多种因素均可导致肝细胞损害. 当前肝病的治

疗缺乏有效的措施, 对于终末期肝病, 肝移植被

■应用要点
对肝卵圆细胞在
今后可能的临床
应用中提供实验
依据, 为肝损伤的
治疗提供新的靶
点. 同时在肝病的
细胞治疗和防范
肝病恶性变方面
具有一定的实用
价值.

A B

C D

图  4  免疫组织化学染色方法检测术后第14天肝组织甲胎蛋白表达情况(×400). A: 假手术组; B: 模型组; C: 黄芩苷低剂量
组; D: 黄芩苷高剂量组.

A  1 d               7 d          14 d           21 d

1

2

3

4

 1 d               7 d          14 d           21 d

1

2

3

4

NF-κB Actin

图  5  Western blot检测NF-κB的表达结果. A: Western blot结果. 1: 假手术组; 2: 模型组; 3: 黄芩苷低剂量组; 4: 黄芩苷高剂
量组; B: 相对表达量. NF-κB: 核转录因子-κB.

B

  1                       7                     14                    21
t /d

表
达
量

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

假手术组
模型组
黄芩苷低剂量组
黄芩苷高剂量组
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认为是最有效的治疗手段, 但是由于肝源的短

缺、免疫排斥和治疗费用等问题, 仍然使数以

万计的患者不能得到救治. 近年来, 随着肝干细

胞的发现和体外培养的成功, 从分子水平探讨

肝损伤修复的机制成为研究的热点, 也为肝病

的治疗带来新的希望. 
卵圆细胞是一种具有多向分化潜能的肝脏

干细胞, 具有形态小、核质比高的特点, 定位于

移行胆管或终末小胆管形成的Hering管, 在正常

情况下含量非常少, 通常是无法检测到, 但当肝

脏受到严重损伤, 肝细胞增殖受阻和延迟时起

重要作用[6,7], 此时卵圆细胞开始被激活, 可分化

为肝细胞和胆管细胞, 参与肝损伤的修复[8-12]. 卵
圆细胞能表达白蛋白(albumin, ALB)、AFP、
CK19、OV6、Thy-1、Sca-1、c-kit等[13], OV6
是卵圆细胞特异性分子标志物 [14],  卵圆细胞

还表达干细胞标志物c-k i t、胎肝细胞标志物

AFP及成熟胆管细胞标志物CK19等. 本实验采

用OV6阳性细胞计数卵圆细胞, 并根据c-ki t、
AFP、CK19的定量表达来反应卵圆细胞向成

熟细胞分化的情况. 2-乙酰氨基芴+2/3肝切除

(2-AAF+2/3PH)大鼠模型为最常用的卵圆细胞

增殖模型[15-17], 其原理是由于2-AAF是一种肝

细胞毒性药物, 能够特异性抑制肝细胞增殖而

不影响卵圆细胞, 肝2/3切除使肝细胞大量丢失, 
肝细胞生长反馈信息缺失导致卵圆细胞的快速

生长. 本课题在前期工作的基础上成功建立了

2-AAF+2/3PH急性肝损伤的卵圆细胞增殖模型, 
HE染色、电镜及OV6免疫荧光染色均证明了卵

圆细胞的存在, 并发现卵圆细胞的增殖规律为

在PH术后第1天可见少量卵圆细胞, 1-14 d呈增

多趋势, 14 d达高峰, 之后开始下降. 这为进一步

研究卵圆细胞的增殖分化打好基础. 

卵圆细胞增殖受多种信号通路的调节, 已
有研究证明在卵圆细胞的增殖过程中NF-κB和

STAT3被激活[18]. NF-κB广泛存在于真核生物

中, 作为信号传导途径中的中枢, 是一种重要的

核转录因子, 与肿瘤、炎症、免疫等密切相关. 
NF-κB为一个转录因子蛋白家族, 包括5个亚单

位: p65、p52、cRel、p50和RelB[19]. 两个亚基

一起可以形成同源或异源二聚体, 再与靶基因

上特定的序列结合来调节基因的转录. 在静息

细胞中, NF-κB与NF-κB的抑制蛋白(inhibitor of 
NF-κB, IκB)形成复合体, 以无活性的形式存在

于细胞浆中[20,21]. 当细胞受到各种信号刺激后, 
IκB激酶复合体(IκB kinase, IKK)被激活, 磷酸

化IκB, 使NF-κB暴露核位点. 游离的NF-κB将

快速转移到细胞核中, 与特异性的κB位点序列

结合, 从而诱导相应的基因转录. 近年来研究发

现, 一些与细胞增殖调控有关的基因转录过程

中NF-κB信号传导通路起重要作用, NF-κB的

活化可启动转录的开始. 在肝损伤过程中NF-
κB的活性明显升高, 他在肝细胞增殖和肝再生

过程中是必须的[3]. 但是NF-κB作用尚存在争

议, 在不同的生理和病理条件下可能起不同的

作用, 与炎症和肿瘤的发生有关系, 可以作为药

物治疗疾病的一个靶点[22]. 有文献报道TNF能
激活体外卵圆细胞系的增殖, 这个作用与激活

NF-κB和STAT3有关[23], 在体外NF-κB保护肝细

胞和其他肝细胞系对抗凋亡[24]. 然而在体内NF-
κB是否参与肝卵圆细胞增殖分化的调控呢, 本
实验分别通过Western blot和PCR方法, 检测NF-
κB蛋白表达及NF-κB mRNA的表达, 结果显示

在体内随时间变化其表达结果与卵圆细胞增殖

趋势一致, 从术后第1天开始增多, 在第14天达

高峰, 第21天下降, 从而说明NF-κB与卵圆细胞

■名词解释
卵圆细胞 :  1956
年, Ferber在研究
大鼠肝细胞癌变
机制时, 发现一类
体积较小 ,  核较
大, 呈卵圆形, 胞
浆少而浅染的细
胞, 命名为卵圆细
胞, 此后研究发现
此类细胞可分化
为肝细胞和胆管
细胞, 认为他是一
种肝脏干细胞.

图  6  PCR检测核转录因子-κB mRNA的表达结果.
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的激活有一定的相关性, 参与卵圆细胞增殖分

化的调控. 这与之前研究的结果一致[18], NF-κB
可能促进了卵圆细胞的增殖, 在肝损伤的修复

过程中起重要作用. 
但是对于卵圆细胞的作用一直以来是有争

议的, 他对于肝损伤修复起双刃剑的作用, 一方

面增殖的卵圆细胞分化为成熟肝细胞和胆管细

胞, 促进肝脏损伤的修复; 另一方面大量研究证

明他与肝癌的发生有关[25-27]. 从而推测卵圆细胞

适度的增殖有助于肝脏的修复, 而一旦失去了

调控过度增殖, 有可能转变为癌. 如何通过信号

通路调控卵圆细胞, 促使其向成熟肝细胞或胆

管细胞分化, 抑制其过度增殖, 对肝损伤修复及

干细胞移植治疗肝病都有重要意义. 
在肝损伤的治疗中, 西药缺乏确切的疗效, 

近年来传统中药成为研究的热点, 并已取得一

定的成就. 黄芩苷是从传统中药黄芩中提取分

离出来的有效成分, 属于黄酮类化合物, 分子式

为C21H18O11, 具有抗炎、抑菌、利尿、清除自

由基等重要作用. 已有研究证明了黄芩苷能抑

制肝癌细胞黏附、增殖、迁移[28], 并保护肝脏

免受CCl4介导的氧化损伤及对肝纤维化有治疗

作用[4,5], 但其具体的调节机制及对卵圆细胞的

作用尚不清楚. 黄芩苷对NF-κB有抑制作用已在

动物炎症模型中得到证实[29,30]. 本实验通过建立

2-AAF+2/3PH模型, 成功诱导卵圆细胞增殖, 并
应用不同剂量的黄芩苷进行干预, 初步研究了

黄芩苷对卵圆细胞增殖分化的影响, 并探究其

作用的可能的分子机制. 结果显示黄芩苷干预

组NF-κB的表达减少, 同时卵圆细胞数量也减

少, 黄芩苷高剂量组减少更明显, 差异有统计学

意义(P <0.05). 同时免疫组织化学染色显示黄芩

苷干预组c-kit、AFP不成熟细胞表面标志物表

达减少, 成熟胆管表面标志物CK19表达增加, 并
且与黄芩苷剂量有关. 这表明黄芩苷影响卵圆

细胞的增殖分化, 而这种作用可能是通过NF-κB
信号通路起作用. 结合卵圆细胞在肝损伤修复

及肿瘤发生中的双重角色以及NF-κB的致炎和

抗凋亡双重作用, 从而可以很好地解释黄芩苷

对肝脏的保护作用, 他可以作为一种协调剂, 抑
制卵圆细胞过度增殖, 防止其转化为癌, 并促进

其分化为成熟的肝细胞和胆管细胞, 起到抗肿

瘤及促进肝损伤修复的作用. 
总之, 应用2-AAF灌胃联合2/3PH可以成功

的造成肝损伤, 诱导大鼠肝卵圆细胞增殖; 卵圆

细胞的增殖分化受NF-κB信号通路的调节; 黄芩

苷具有抗氧化、抗自由基的作用, 作用于NF-κB
信号通路, 调节卵圆细胞的增殖分化, 可促进其

向肝细胞及胆管细胞分化. 但是影响卵圆细胞

增殖分化的信号通路及因子众多, 本实验的不

足之处在于没有应用NF-κB抑制剂干预进一步

验证NF-κB与卵圆细胞增殖的关系, 另外应用黄

芩苷体外定向诱导卵圆细胞分化尚需要进一步

探究, 肝病的治疗任重而道远需要我们继续进

一步研究. 
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