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Abstract
AIM:To explore expression of TGF-α, HGF, PCNA and IGFBP-
1s mRNA in hepatocyte and Kuffer cell (KC) and to study
the effects of  KC on liver regeneration after partial hepatectomy
in cirrhotic rats.

METHOD:Using the model of partial hepatectomy in cirrhotic
rats, we separated hepatocytes and KCs and employed
Northern hybridization.

RESULTS:The expression of HGF mRNA in KC was earlier
than that of hepatocyte, and peaked at 6 hr after operation.
But the expression contents of TGF-α mRNA in hepatocyte
was more than that of KC. The expression contents of IGFBP-1s
mRNA in hepatocyte was lower and KC had no expressions. The
expression of PCNA mRNA in hepatocyte was markedly
depressed at 6h postoperation.

CONCLUSION:The expression of HGF and TGF-α mRNA is
correlated with liver regeneration after operation in cirrhotic
rats. TGF-α is very important for liver regeneration. The
lower expression of IGFBP-1s mRNA shows the metabolic
damage in cirrhotic rats postoperatively, but the expression
of PCNA mRNA indicates the ability of liver regeneration.
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摘要
目的:探讨肝硬变状态下肝部分切除术后肝细胞和KC

TGF- α、HGF、PCNA 和 IGFBP-1s 的 mRNA表达，

进一步阐明KC在肝细胞再生中的作用.

方法:复制我们建立的大鼠肝硬变肝切除模型，分离肝细

胞和KC，提取RNA，采用Northern 杂交.

结果:KC其HGF mRNA表达较肝细胞为早，在术后6 h

点达到高峰. 但肝细胞TGF-α mRNA表达含量明显高于

KC的表达. 肝细胞 IGFBP-1s mRNA的表达含量低，术

后6 h点相对较高.KC IGFBP-1s mRNA未见表达. 肝细胞

PCNA mRNA的表达在术后6 h其含量达到最低点，明显

受抑制.

结论:HGF和TGF-αmRNA表达与肝硬变大鼠的肝细胞

再生密切相关，而TGF-α 是肝细胞再生中最重要的物质.

IGFBP-1s mRNA表达降低反应了肝硬变大鼠术后肝细胞代

谢明显受损，而PCNA mRNA表达可提示肝细胞增生能力.
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0   引言

正常状态下肝部分切除术后TGF- α(转化生长因子)、
表皮生长因子(EGF)和HGF(肝细胞生长因子)等具有强
力促进肝细胞再生作用 [1-6]. 但在肝硬变状态下肝部分切
除术后这些细胞因子mRNA表达的情况及在肝再生中
的作用仍不清楚.我们研究肝硬变大鼠肝部分切除术后
肝细胞和KC TGF-α，HGF，增生细胞核抗原(PCNA)
和胰岛素样生长因子黏附蛋白(IGFBP-1s) 的mRNA表
达，结果如下.

1   材料和方法

1.1 材料  皮下注射的四氯化碳( CCL4) 油溶液加口服乙
醇的方法制作肝硬变模型[7]，在动物稳定1 wk 后可进
行实验. 肝部分切除采用乙醚麻醉，腹部正中切口，
切除大鼠肝脏的左叶和中叶，切除量占全肝的70 %.
观察点为术后6，24，48，72 h和术后1 wk. 采用Armbrus
te al [8] 的方法.
1.2方法  参照Promega公司试剂盒的技术操作手册提取



总RNA. 分别收集1× 108肝细胞和KC，采用此法均
可获得满意的RNA. RNA纯度的评价和定量:用分光光
度计在波长260 nm和280 nm下分别测定. HGF、TGF-α、
PCNA和IGFBP-1细胞因子的cDNA探针的合成与纯化.
大鼠HGF DNA探针序列:参照Webber 设计的序列[9] :
5’-GCTGCAGCTGGGAAATGTTTAAGATCTGTTTGCG-3’.
TGF- α DNA探针序列:参照Lee 设计的序列[10]:5’-
CCATGTAAACAATATTG-3’. PCNA DNA探针序列:参
照Morishita 设计的序列[11]:5’-TTTGAGGCACGCCTG
ATC-3’. IGFBP-1s DNA探针序列:参照Lee设计的序
列[12] : 5’-GCATGGATCAGGGAGGAAACAACTTTCAGT-3’.
按以上DNA序列在本校生物化学教研室DNA合成仪上
合成. 合成后按分子克隆实验指南的方法进行纯化. 使
探针浓度为 200 mg/L. 用放射性同位素32P 对 HGF，
TGF-α，PCNA和 IGF细胞因子的cDNA探针的标记，
采用Boehringer 公司提供的DNA 5’末端标记试剂盒.
参照 J. 萨姆布鲁克分子克隆实验指南第2版科学出版
社，1996:362进行[13].

2   结果

2.1 RNA纯度的评价和定量  将提取的RNA 2 ul + 998 ul
双蒸水，在波长260 nm 和280 nm时用分光度计(BECKMAN
DU-600)测定其吸光度. 结果260 nm/280 nm Α值＞1.6
＜ 2.0，表明RNA提取纯度较高.根据公式可计算出每
个样品RNA含量：Α值×40 ug/1 000 ug ×1 000/2 = mg/L

表 1  11个样品RNA含量 (mg/L)

RNA含量
样品

6 h   24 h    48 h       72 h         1 wk

C-PH组:

   HC 8.186       7.170       6.884        6.734       4.302

   KC 2.074       3.786       4.334        2.889       3.848

SO组肝细胞 1.612

2.2 HGF mRNA的表达  用rHGF cDNA探针检测到6.0 Kb
的mRNA，肝硬变大鼠的肝细胞rHGF有一定表达.KC
其HGF mRNA表达较肝细胞为早，在术后6 h点达到
高峰. 而肝细胞HGF mRNA表达在术后6 h点含量最低，
以后逐渐升高，在术后48h点达到最高峰.(见图1).

B-F  C-PH组术后6,24,48,72 h和 1 wk的肝细胞.
G-K  C-PH组术后6,24,48,72 h和 1 wk的KC.
A  肝硬大鼠肝细胞.
图1  肝细胞和KC HGF mRNA表达.

          TGF-α mRNA的表达:用TGF-α cDNA探针检测到
4.5 Kb的mRNA.肝硬变大鼠的肝细胞有表达. 虽然KC其
TGF-α mRNA表达较肝细胞为早，在术后6 h点达到
高峰. 但肝细胞TGF-α mRNA表达含量明显高于KC的
表达，提示肝细胞TGF-α mRNA在肝细胞再生中的作
用可能大于KC.另一方面，肝细胞TGF-α mRNA高
表达持续时间长，从术后24 h至术后1 wk，但高峰是
术后24-48 h(见图2).

B-F  C-PH组术后6,24,48,72 h和 1 wk的肝细胞.
G-K  C-PH组术后6,24,48,72 h和 1 wk的KC.
A 肝硬大鼠肝细胞.
图2  肝细胞和KC TGF-a mRNA表达.

      IGFBP-1s mRNA的表达:与对照组比较，肝细胞
IGFBP-1s mRNA的表达含量低，从片上来看，隐约
可见，术后6 h点相对较高. KC IGFBP-1s mRNA未见
表达.说明肝硬变大鼠术后肝细胞IGFBP-1s mRNA的表
达抑制(见图 3).

B-F  C-PH组术后6,24,48,72 h和 1 wk的肝细胞.
G-K  C-PH组术后6,24,48,72 h和 1 wk的KC.
A  肝硬化大鼠肝细胞.
图3  肝细胞和KC IGFBP-1s mRNA表达.

       PCNA mRNA的表达:与对照组比较，肝细胞PCNA
mRNA的表达在术后 6 h 其含量达到最低点，明显受
抑制，在术后24-48 h期间达到高峰. 与肝细胞有所不
同，KC其PCNA  mRNA的表达轻度增高后，逐渐下
降，至术后1 wk 时达到高峰(见图 4).

B-F  C-PH组术后6,24,48,72 h和 1 wk的肝细胞.
G-K  C-PH组术后6,24,48,72 h和 1 wk的KC.
A 肝硬变大鼠肝细胞.
图4  肝细胞和KC PCNA mRNA表达.
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3   讨论

人们最早认识到HGF 是促进肝细胞再生最重要的物
质，Grunnet et al [14-16]对肝损伤和修复时细胞生长因子
的mRNA表达的研究发现，大鼠肝部分切除术后与假
手术组比较，大鼠肝、脾和肾的HGF mRNA表达无明
显增高，我们的结果可以看出，KC其HGF mRNA表
达较肝细胞为早，在术后 6 h 点达到高峰.而肝细胞
HGF mRNA表达在术后6 h 点含量最低，以后逐渐升
高，在术后 48 h 点达到最高峰，但其峰值的表达低
于KC. 单纯CCl4诱导组(对照组)肝细胞有一定的HGF
mRNA表达，相似于Tomiya et al [17,18]的结果. 说明KC
在应激状态下作出的反应快于肝细胞，HGF主要来源
于肝脏非实质肝细胞，如KC，但作用于肝细胞，说
明HGF参与了肝细胞再生[19-22].
       TGF-α和HGF一样，是刺激肝细胞生长非常重
要的细胞因子[25-27]. 在 CCl4 肝损伤时，TGF-α mRNA
表达的高峰在实验的48-72 h，相当于同期的DNA的
合成[23,24]. 我们应用TGF-α cDNA探针采用Northern印
迹杂交技术来分析肝硬变大鼠术后肝细胞和KC的TGF-α
mRNA的表达. 结果显示，虽然KC其TGF-α mRNA
表达较肝细胞为早，在术后6 h点达到高峰. 但肝细胞
TGF-α mRNA表达含量明显高于KC的表达，提示肝
细胞TGF-α mRNA在肝细胞再生中的作用可能大于
KC.另一方面，肝细胞TGF-α mRNA高表达持续时间
长，从术后24 h-1 wk，但高峰是术后24-48 h. 结果表
明，TGF- α很可能是肝细胞再生过程中最重要的因
子，因为肝细胞表达其mRNA的量大且早，提示TGF-α
很可能参与肝细胞再生启动.
      IGFBP-1s 对胰岛素样生长因子有重要的调节作
用，对肝细胞再生有正负两方面的调节作用[28]. Lee et al [12]

认为IGFBP-1s mRNA的表达与肝细胞蛋白质合成功能
相一致，mRNA表达的峰值在部分肝切除术后2-3 h，
IGFBP-1s表达的增加对于调节胰岛素样生长因子对肝
细胞代谢和生长的影响将起重要作用. 我们的结果显
示：与对照组比较，肝细胞 IGFBP-1s mRNA的表达
含量低，从片上来看，隐约可见，术后6 h点相对较高.
KC IGFBP-1s mRNA未见表达. 说明肝硬变大鼠术后肝
细胞 IGFBP-1s mRNA的表达抑制，肝细胞代谢功能
明显受损.
       在细胞增生过程中，PCNA主要出现在细胞周期
的 S 期，他与DNA 合成，胸腺嘧啶激酶活性有密切
关系[29-31]. 与对照组比较，肝细胞PCNA mRNA的表达
在术后6 h 其含量达到最低点，明显受抑制，在术后
24-48 h 期间达到高峰.与肝细胞有所不同，KC 其
PCNA  mRNA 的表达轻度增高后，逐渐下降，至术
后1 wk达到高峰.
        我们认为，HGF和TGF-αmRNA表达与肝硬变
大鼠的肝细胞再生密切相关，而TGF-α 是肝细胞再
生中最重要的物质. IGFBP-1s mRNA表达降低反应了肝

硬变大鼠术后肝细胞代谢明显受损，而PCNA mRNA
表达可提示肝细胞增生能力. 在肝细胞再生过程中，
细胞因子相互依赖，相互作用，共同推动肝细胞再生.
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本报讯本报讯本报讯本报讯本报讯  为了进一步繁荣期刊出版事业，2002 年 9月，经中共中央宣传部同意，新闻出版总署决定举办第二届国家期刊奖评选活
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审查后，由专家组和评选工作委员会进行评选. 2002 年 12 月初产生评选入围期刊，并将初评结果在《光明日报》、《科技日报》、

《中国新闻出版报》和《中国图书商报》公示，接受全社会的监督，最终评出国家期刊奖科技类 30 名，国家期刊奖提名奖 50

名，国家期刊奖百种重点期刊 99名. 世界胃肠病学杂志英文版（World Journal of Gastroenterology）获得第二届国家期刊奖百种

重点期刊，并荣获获奖证书、奖杯和获奖徽标.

国家期刊奖是期刊业中最权威的、也是最具影响的奖项. 我们衷心感谢全体编委及作者、读者对世界胃肠病学杂志英文版的

支持，希望在今后能继续得到大家的关心爱护和大力支持，争取更大的成绩.

(世界胃肠病学杂志社 2003-01-23)


