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腹腔注射重组人肝再生增强因子促进梗阻性黄疸大鼠肝细胞线粒体转

录因子Ａ及核呼吸因子１的表达
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唐　春，谢　斌，刘宏鸣，别　平，李　昆，张玉君，马正伟
第三军医大学大坪医院野战外科研究所肝胆外科，重庆４０００４２

［摘要］　目的：观察重组人肝再生增强因子（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎａｕｇｍｅｎｔｅｒｏｆｌｉｖｅｒｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ｒｈＡＬＲ）对梗阻性黄疸大鼠

肝细胞线粒体转录因子Ａ（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＡ，ＴＦＡＭ）及核呼吸因子１（ｎｕｃｌｅａｒｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ１，ＮＲＦ１）

表达的影响。方法：健康 Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为假手术（Ｓｈａｍ）组、胆道梗阻再通（ＢＤＯＲＢＦ）组、胆道梗阻再通及ｒｈＡＬＲ治疗

（ＢＤＯＲＢＦｒｈＡＬＲ）组（ｎ＝４８），利用荧光定量ＰＣＲ方法检测各组大鼠肝细胞ＴＦＡＭ、ＮＲＦ１ｍＲＮＡ的表达。结果：当胆道

梗阻后，大鼠肝细胞ＴＦＡＭ、ＮＲＦ１ｍＲＮＡ表达均下降（Ｐ＜０．０５），且随着梗阻时间的延长其下降程度逐步增加；解除梗阻后，

其拷贝数逐步恢复。ＢＤＯＲＢＦｒｈＡＬＲ组大鼠ＴＦＡＭ、ＮＲＦ１ｍＲＮＡ表达明显高于同一时间点ＢＤＯＲＢＦ组（Ｐ＜０．０５）。结

论：腹腔注射ｒｈＡＬＲ可能通过促进梗阻性黄疸大鼠肝细胞ＴＦＡＭ、ＮＲＦ１ｍＲＮＡ表达发挥保护肝功能的作用。
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　　梗阻性黄疸常伴严重的肝功能损伤，给梗阻性黄疸的围

手术期处理带来了较大的困难。我们的前期研究［１２］发现，

重组人肝再生增强因子（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎａｕｇｍｅｎｔｅｒｏｆ

ｌｉｖｅｒｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ｒｈＡＬＲ）可通过修复损伤的肝细胞线粒体

ＤＮＡ（ｍｔＤＮＡ）发挥保护梗阻性黄疸大鼠肝功能、促进胆道

再通后肝功能恢复的作用，但其具体保护机制仍不清楚。肝

细胞线粒体转录因子 Ａ（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ

Ａ，ＴＦＡＭ）及核呼吸因子１（ｎｕｃｌｅａｒｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ１，

ＮＲＦ１）是肝细胞ｍｔＤＮＡ的重要核调控因子，与 ｍｔＤＮＡ的

功能发挥紧密相关［３４］。因此，本研究在前期实验的基础上

进一步观察腹腔注射ｒｈＡＬＲ 对梗阻性黄疸大鼠肝细胞

ＴＦＡＭ及ＮＲＦ１表达的影响，探讨其可能的保护机制。

１　材料和方法

１．１　动物分组及处理　健康 Ｗｉｓｔａｒ大鼠（由第三军医大学

及大坪医院实验动物中心提供），雌雄不限，随机分为３组：

假手术（Ｓｈａｍ）组、胆道梗阻再通（ＢＤＯＲＢＦ）组、胆道梗阻再

通并给予ｒｈＡＬＲ治疗（ＢＤＯＲＢＦｒｈＡＬＲ）组。

　　Ｓｈａｍ组：开腹后暴露肝门，游离胆总管后关腹，部分动物

于１４ｄ后再次开腹，分离腹腔粘连、暴露肝门后关腹。ＢＤＯ

ＲＢＦ组：胆总管中上１／３行胆总管双重结扎并切断制成胆道

梗阻模型；大鼠胆道梗阻后，多于１０～１４ｄ后肝脏发生不可逆

损害，因此部分动物１４ｄ后于近端扩张胆总管与十二指肠第

２肠段间架桥插入１根直径约２ｍｍ的硅胶管并固定行胆道

再通［３］。ＢＤＯＲＢＦｒｈＡＬＲ组：手术方法同ＢＤＯＲＢＦ组，胆总

管结扎术后腹腔注射ｒｈＡＬＲ（由空军广州医院全军传染病中

心孔祥平教授惠赠）４０μｇ／ｋｇ，每１２ｈ注射１次，至动物处死；

Ｓｈａｍ组及ＢＤＯＲＢＦ组大鼠腹腔内注射等量生理盐水。

　　各组观察时间点为第１次术后第１、４、７、１４、１５、１８、２１、

２８天，大鼠处死后取肝组织置液氮中保存备用。若在观察期

间出现动物死亡，则另取大鼠补做模型，死亡大鼠不纳入观

察范围，保证每组每时间点存活大鼠６只，共观察大鼠１４４
只，体质量１７５～３３０ｇ，平均（２１４．９４±３２．３３）ｇ。

１．２　荧光定量ＰＣＲ检测肝细胞ＴＦＡＭ、ＮＲＦ１ｍＲＮＡ的表达

１．２．１　肝细胞总ＲＮＡ的抽提 　采用异硫氰酸胍法提取肝

细胞总ＲＮＡ，低温保存备用。在Ｄ２６０／Ｄ２８０条件下进行ＲＮＡ
纯度鉴定和定量，并用甲醛变性琼脂糖凝胶电泳进一步确认

ＲＮＡ质量。取总ＲＮＡ５．０μｇ反转录合成ｃＤＮＡ，以备后续

实验使用。

１．２．２　ＰＣＲ引物设计与合成　根据各反应产物ｃＤＮＡ序

列，设计并合成引物。ＴＦＡＭ 引物（ｇｉ：３８３０４０１４）：上游

（１９３～２１６ｎｔ）为５′ＴＡＣＣＣＴＣＧＣＣＴＧＴＣＡＧＣＣＴＴＡ

ＴＣＴ３′，下游（７６６～７８９ｎｔ）为５′ＣＡＣＴＴＣＧＣＣＣＡＡＣＴＴ

ＣＡＧＣＣＡＴＴＴ３′；扩增片段长度５９７ｂｐ。ＮＲＦ１引物（ｇｉ：

１００９０２２）：上游（１３０～１５０ｎｔ）为５′ＣＣＡＣＡＴＴＡＣＡＧＧ

ＧＣＧＧＴＧＡＡ３′，下游（２３２～２５１ｎｔ）为５′ＡＧＴＧＧＣＴＣＣ
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ＣＴＧＴＴＧＣＡＴＣＴ３′；扩增片段长度１２２ｂｐ。βａｃｔｉｎ引物

（ｇｉ：１５４２６６０４）：上游（４３６～４５７ｎｔ）为５′ＡＴＣＡＴＧＴＴＴ

ＧＡＧＡＣＣＴＴＣＡＡＣＡ３′，下游（７３４～７５３ｎｔ）为５′ＣＡＴ

ＣＴＣＴＴＧＣＴＣＧＡＡＧＴＣＣＡ３′；扩增片段长度３１８ｂｐ。

引物由宝生物工程（大连）有限公司合成。

１．２．３　ＰＣＲ反应体系　ＳＹＢＲ
○Ｒ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ １０μｌ，

ｃＤＮＡ模板２μｌ（约１００ｎｇ），上下游引物各０．４μｌ（终浓度

０．２μｍｏｌ／Ｌ）或０．８μｌ（βａｃｔｉｎ），Ｈ２Ｏ７．２μｌ或７．８４μｌ
（βａｃｔｉｎ），总反应体积２０μｌ。采用ＲｏｃｈｅＬｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒ荧光定

量ＰＣＲ仪，具体反应条件见表１。

表１　实时荧光定量ＰＣＲ反应条件

反应
产物

ＰＣＲ反应条件
第一步：预变性（１Ｃｙｃｌｅ）

ＴＴｐθ／℃ ＴＴｍｔ／ｓ ＴＴＲ（℃／ｓ）
第二步：ＰＣＲ反应（４５Ｃｙｃｌｅｓ）

ＴＴｐθ／℃ ＴＴｍｔ／ｓ ＴＴＲ（℃／ｓ）
第三步：熔解分析曲线

ＴＴｐθ／℃ ＴＴｍｔ／ｓ ＴＴＲ（℃／ｓ）

ＴＦＡＭ ９５ １０ ２０ ９５ １０ ２０ ９５ ０ ２０
５５ ３０ ２０ ６５ １５ ２０
７２ ６０ ２０ ９５ ０ ０．１

ＮＲＦ１ ９５ ３０ ２０ ９５ ５ ２０ ９５ ０ ２０
５５ ３０ ２０ ６５ １５ ２０
７２ １０ ２０ ９５ ０ ０．１

βａｃｔｉｎ ９５ ３０ ２０ ９５ １０ ２０ ９５ ０ ２０
５５ ３０ ２０ ６５ １５ ２０
７２ ４５ ２０ ９５ ０ ０．１

　ＴＴｐ：目标温度（ｔａｒｇｅｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ）；ＴＴｍ：孵育时间（ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｔｉｍｅ）；ＴＴＲ：温度移变速率（ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｒａｔｅ）

１．２．４　标准曲线的绘制及定量计算　分别取正常大鼠总

ＲＮＡ经反转录反应后的ｃＤＮＡ，分别制作ＴＦＡＭ、ＮＲＦ１及

βａｃｔｉｎ的标准曲线。各反应模板按１０
５、１０４、１０３、１０２、１０１、

１００倍比稀释。根据标准曲线计算出各模板的底物浓度，然

后以βａｃｔｉｎ作为内参，对 ＴＦＡＭ ｍＲＮＡ及 ＮＲＦ１ｍＲＮＡ
进行相对定量。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０统计软件进行统计分

析。计量数据以珚ｘ±ｓ表示，组间比较采用ｔ检验。

２　结　果

　　荧光定量ＰＣＲ检测结果（表２）表明：Ｓｈａｍ 组肝细胞

ＴＦＡＭｍＲＮＡ及ＮＲＦ１ｍＲＮＡ拷贝数无明显变化；当胆道

梗阻后，二者拷贝数均下降（Ｐ＜０．０５），并且随着梗阻时间的

延长其下降程度逐步增加；解除梗阻后，其拷贝数逐步恢复。

ＢＤＯＲＢＦｒｈＡＬＲ组大鼠 ＴＦＡＭ ｍＲＮＡ 及 ＮＲＦ１ｍＲＮＡ
拷贝数下降程度明显低于同一时间点 ＢＤＯＲＢＦ组（Ｐ＜

０．０５）。在梗阻后第１天，ＢＤＯＲＢＦｒｈＡＬＲ 组大鼠 ＴＦＡＭ

ｍＲＮＡ及ＮＲＦ１ｍＲＮＡ拷贝数与Ｓｈａｍ组差异无统计学意

义；直到梗阻后第４天才出现明显差异（Ｐ＜０．０５）；ＢＤＯＲＢＦ
组大鼠在梗阻第１天，其ＴＦＡＭｍＲＮＡ及ＮＲＦ１ｍＲＮＡ拷

贝数即较Ｓｈａｍ组明显下降（Ｐ＜０．０５）。

　　ＢＤＯＲＢＦ组ＴＦＡＭｍＲＮＡ及ＮＲＦ１ｍＲＮＡ拷贝数均低

于同时间点的 ＢＤＯＲＢＦｒｈＡＬＲ组；梗阻后第７天，二者的

ＴＦＡＭｍＲＮＡ有统计学差异（Ｐ＜０．０５）；梗阻后第１４天，ＮＲＦ１

ｍＲＮＡ出现统计学差异（Ｐ＜０．０５）。当胆道再通后，ＢＤＯＲＢＦ

ｒｈＡＬＲ组的ＴＦＡＭｍＲＮＡ及ＮＲＦ１ｍＲＮＡ拷贝数恢复程度明

显快于同一时间点ＢＤＯＲＢＦ组（Ｐ＜０．０５），并且在再通后第１４
天恢复至正常水平，与Ｓｈａｍ组相比无统计学差异；同时期的

ＢＤＯＲＢＦ组二者拷贝数仍低于Ｓｈａｍ组（Ｐ＜０．０５）。

表２　大鼠梗阻性黄疸及再通后肝细胞

ＴＦＡＭｍＲＮＡ及ＮＲＦ１ｍＲＮＡ表达的变化
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ）

组别 术后时间点
ｔ／ｄ

ＴＦＡＭ
ｍＲＮＡ

ＮＲＦ１ｍＲＮＡ
（×１０－３）

Ｓｈａｍ
１ １１．３５±２．２８ ７．５８±１．２９
４ １２．１０±２．５０ ７．７０±１．３５
７ １１．９４±２．０５ ７．４８±１．４６
１４ １２．０４±２．６６ ８．１５±１．３８
１５ １１．９８±１．８７ ７．８２±１．３７
１８ １１．３８±１．６９ ８．１０±１．４４
２１ １１．４８±２．２７ ７．９３±１．５７
２８ １０．９０±１．８５ ７．９３±１．６９

ＢＤＯＲＢＦ
１ ８．７７±０．８６ ５．６４±０．７３

４ ７．４１±１．３２ ４．６２±１．０１

７ ４．６２±０．４１ ３．１３±０．８６

１４ １．７８±０．５３ １．４８±０．３６

１５ ２．２１±０．６０ １．７７±０．４８

１８ ４．０７±０．７２ ２．６０±０．５１

２１ ６．０８±０．９１ ４．１１±０．６８

２８ ８．７７±０．９９ ５．９７±１．０６

ＢＤＯＲＢＦｒｈＡＬＲ
１ ９．５６±０．６４ ６．８１±１．０７
４ ８．２８±０．９５ ５．６０±０．５４

７ ６．３３±０．９９△ ４．１７±１．２７

１４ ３．９２±０．９９△ ２．９７±１．０２△

１５ ４．６７±０．８１△ ３．５７±１．０８△

１８ ５．８９±０．８９△ ４．５７±０．８３△

２１ ７．９４±０．９１△ ６．０８±０．８４△

２８ １１．５２±１．８４△ ８．２２±１．０４△

　Ｐ＜０．０５与同一时间点Ｓｈａｍ组相比；△Ｐ＜０．０５与同一时间点

ＢＤＯＲＢＦ组相比



第５期．唐　春，等．腹腔注射重组人肝再生增强因子促进梗阻性黄疸大鼠肝细胞线粒体转录因子Ａ及核呼吸因子１的表达 ·５７９　　 ·

３　讨　论

　　Ｈａｇｉｙａ等［５］于１９９４年从刚断乳的大鼠肝组织中发现了

一种新型的促肝细胞增殖因子，称之为肝细胞再生增强因子

（ＡＬＲ），其主要表现为对肝源性细胞具有特异性增殖刺激活

性且无种属特异性。这也正是本研究采用重组人肝再生增

强因子作用于大鼠的原因。我们前期的研究［６９］发现梗阻性

黄疸大鼠肝细胞存在线粒体结构的损伤，导致肝细胞线粒体

功能受损，最终损害肝功能；进一步研究［１２］发现，给予

ｒｈＡＬＲ治疗可保护梗阻性黄疸大鼠肝功能、促进胆道再通后

肝功能恢复的作用，但具体保护机制仍不清楚。

　　ＡＬＲ可诱导肝细胞ＴＦＡＭ基因的表达，而ＴＦＡＭ是影

响细胞ｍｔＤＮＡ功能的重要因素之一，是 ｍｔＤＮＡ维持稳定

和转录所必需的因子［１０］，可以促进 ｍｔＤＮＡ 的转录及表

达［１１１３］；提高ｍｔＤＮＡ的拷贝数量［１４］；修复受损的 ｍｔＤＮＡ，

恢复ｍｔＤＮＡ的完整性［１５］。本研究也发现，给予ｒｈＡＬＲ的

大鼠细胞内ＴＦＡＭｍＲＮＡ的拷贝数明显高于未给予ｒｈＡＬＲ
的大鼠（Ｐ＜０．０５）。

　　ＮＲＦ１是影响ｍｔＤＮＡ的另一重要因素，它控制着线粒

体电子传递链的一些蛋白质的合成；能够恢复 ｍｔＤＮＡ拷贝

数及氧化磷酸化基因的表达［４］；而且ＮＲＦ１结合位点的甲基

化，可抑制ＴＦＡＭ启动子的活性［１６］，从而影响 ＴＦＡＭ 的表

达，并进一步影响ｍｔＤＮＡ的功能。本研究也发现ｒｈＡＬＲ可

诱导梗阻性黄疸大鼠肝细胞 ＮＲＦ１ 基因的表达，给予

ｒｈＡＬＲ治疗的大鼠，ＮＲＦ１ｍＲＮＡ拷贝数明显高于未给予

ｒｈＡＬＲ的大鼠（Ｐ＜０．０５）。

　　综上所述，腹腔注射ｒｈＡＬＲ能有效保护及改善梗阻性

黄疸大鼠的肝功能，促进胆道再通后肝功能的恢复，其作用

机制可能是通过诱导梗阻性黄疸肝细胞ＴＦＡＭ、ＮＲＦ１基因

的表达，保护及修复损伤的ｍｔＤＮＡ，提高ｍｔＤＮＡ的拷贝数，

从而保护及改善梗阻性黄疸肝细胞线粒体功能及肝功能。
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