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大鼠肝再生过程中肝细胞ｃａｓｐａｓｅ３和ｃａｓｐａｓｅ８活性的变化

周运恒，缪明永，李　洋，时　多，黄　鹤，王学敏，焦炳华
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［摘要］　目的：研究大鼠肝再生过程中肝细胞ｃａｓｐａｓｅ３和ｃａｓｐａｓｅ８活性的变化规律。方法：雄性ＳＤ大鼠７０％肝切除

（ＰＨ），制作肝再生模型，制备肝匀浆液，经离心后用酶标仪分别测定肝再生过程中不同时期（共８个时间点），肝细胞的凋亡酶

活性。结果：Ｃａｓｐａｓｅ３活性，与对照组相比，在 ＰＨ 后３、６、７２、１２０和１６８ｈ时显著性增高（Ｐ＜０．００１）；而整个过程中

Ｃａｓｐａｓｅ８的活性除了在ＰＨ后１６８ｈ时高于对照组外（Ｐ＜０．０５），其余时间点没有明显增高。结论：肝再生过程中肝细胞凋

亡酶Ｃａｓｐａｓｅ３活性的升高可能主要是由内源性线粒体途径引起的。
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　　大鼠经７０％肝切除后（ｐａｒｔｉａｌｈｅｐａｔｅｃｔｏｍｙ，

ＰＨ），其残余肝组织再生过程非常显著，大约经过

７～１０ｄ就可以恢复到原来的体积和体质量。肝再
生反应是一个极其复杂、多因素参与调控的过程，尽
管对肝再生进行了大量的分子生物学研究，包括激
素、生长因子和细胞因子，以及相关基因参与了这个
复杂过程，但是对肝再生的分子机制，尤其是肝再生
的启动和终止的机制仍不清楚［１］。线粒体作为细胞
生命活动的一个非常重要的细胞器，它不仅为细胞
生命活动提供所需的能量，而且直接参与细胞内许
多信号转导过程，如细胞凋亡信号级联过程中起的
关键作用。目前对于肝再生过程中细胞凋亡活性的
变化研究的比较多，但大多都集中在基因表达水平，
如促细胞凋亡因子ＦＡＳＬ和ＦＡＳ、Ｂａｄ和Ｂａｋ在早
期的表达降低和后期的升高，抗细胞凋亡因子Ｂｃｌ２
早期的表达增强和５ｄ后的下降［２，３］。而在蛋白质
水平的研究不多，如 Ｈａｙａｍｉ等［４］关于肝再生早期

细胞凋亡酶ｃａｓｐａｓｅ３活性在ＰＨ后１８ｈ升高等相
关的报道，并没有对肝再生整个过程的细胞凋亡活

性进行系统的研究。近年来关于肝再生与线粒体的
关系研究的比较多，我们在２００４年研究发现在肝再
生的早期和后期线粒体的通透性均增高［５］，而线粒
体的通透性改变是否与细胞凋亡活性的变化有一定

的关系值得进一步的研究。

　　在细胞凋亡过程中，ｃａｓｐａｓｅ３处于该级联反应
的下游，是细胞凋亡级联反应过程中的关键调节点，
它通过降解细胞内相应底物使细胞死亡［６］。而

ｃａｓｐａｓｅ３的活化和由其启动的凋亡级联反应主要
通过外源性和内源性两种途径完成，即主要指由

ｃａｓｐａｓｅ８和ｃａｓｐａｓｅ９介导的激活途径［７］。本实验
利用大鼠ＰＨ模型、研究肝再生过程中肝细胞凋亡
活性ｃａｓｐａｓｅ３和ｃａｓｐａｓｅ８的变化规律，探讨其激
活的可能途径。
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１　材料和方法

１．１　实验动物分组　ＳＤ雄性大鼠，８周龄左右，体
质量２００～２５０ｇ，购于第二军医大学实验动物中心，
正常饮食，室温（２４±２）℃，每天光照１２ｈ。８５只大鼠
随机分成８个肝再生组（ＰＨ）和相应８个对照组
（ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄ，ＳＨ）和１个正常组，分别是ＰＨ 或

ＳＨ后３、６、１２、２４、４８、７２、１２０、１６８ｈ，每组５只动物。

１．２　主要仪器与试剂　ＣＲ２１高速冷冻离心机（日
立公司），ＭｕｌｔｉｓｋａｎＡｓｃｅｎｔＶ１．２３酶标仪。Ｃａｓｐａｓｅ３
检测试剂和ｃａｓｐａｓｅ８检测试剂为Ｂｉｏｖｉｓｉｏｎ公司产
品，其他试剂均为国产分析纯。

１．３　动物模型制备　大鼠用乙醚麻醉后，实验组按
照经典的肝再生模型切除肝左叶和中叶（约为全肝
的７０％）［８］；对照组动物同样施行麻醉和开腹，但不
切肝。正常组不做任何处理，直接断头取肝。

１．４　１０％肝匀浆和上清液的制备　动物断头取肝，
称肝质量，加入９体积ＰＢＳ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．４），
用Ｔｅｆｌｏｎ芯的玻璃匀浆器匀浆，每个时间点重复５
只大鼠；离心，１５００ｇ×１０ｍｉｎ，取上清，再高速离
心，１００００ｇ×１０ｍｉｎ，取上清，整个过程严格在冰浴
中进行。

１．５　蛋白定量　用Ｂｒａｄｆｏｒｄ蛋白定量试剂检测。
先做标准曲线，再蛋白定量，最后将所有样品管都稀
释为统一的蛋白浓度（２．５ｍｇ／ｍｌ）。

１．６　Ｃａｓｐａｓｅ３和ｃａｓｐａｓｅ８活性的检测　取最终
上清液５０μｌ，各加入５０μｌ反应缓冲液（含有１０
ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ），再加５μｌ底物（ｃａｓｐａｓｅ３的底物为

ＤＥＶＤｐＮＡ，ｃａｓｐａｓｅ８ 的底物为ＩＥＴＤｐＮＡ），混
匀，３７℃孵育１．５ｈ，在酶标仪上测定在波长４０５ｎｍ
处的Ｄ４０５值，以蒸馏水调零，每个样品都以样品空白
作对照，求得各组样品光密度值，再将各组光密度值
除以正常组光密度，得最终光密度相对比值。

１．７　统计学处理　数据均以珚ｘ±ｓ表示，实验组与
对照组间的比较用ｔ检验。

２结　果

２．１　Ｃａｓｐａｓｅ３的变化　如图１Ａ显示，大鼠ＰＨ后

３～２４ｈ阶段ｃａｓｐａｓｅ３的Ｄ相对比值逐渐下降，但
都高于正常组，其中在ＰＨ后３ｈ和ＰＨ后６ｈ时，
分别是正常组的９倍和５倍，与ＳＨ组相比显著性增
高（Ｐ＜０．００１）；而ＳＨ组在３ｈ和６ｈ时ｃａｓｐａｓｅ３的

Ｄ相对比值分别是正常组的３倍和２．３倍，与组内其
他时间点相比显著增高（Ｐ＜０．０１）。在ＰＨ后２４～
１６８ｈ阶段ｃａｓｐａｓｅ３的Ｄ相对比值逐渐升高，尤其是

在ＰＨ后７２ｈ、１２０ｈ和１６８ｈ时，与ＳＨ组相比分别
高达５倍、１３倍和１８倍（Ｐ＜０．００１），而ＰＨ后１６８ｈ
的Ｄ相对比值也是ＰＨ后３ｈ的２．５倍。

２．２　Ｃａｓｐａｓｅ８的变化　如图１Ｂ显示，在ＰＨ后３
ｈ时和ＳＨ后３ｈ时，ｃａｓｐａｓｅ８的Ｄ 相对比值与其
他时间点相比均增高，但二者之间无显著性差异
（Ｐ＞０．０５），在ＰＨ后１６８ｈ时ｃａｓｐａｓｅ８的Ｄ 相对
比值与ＳＨ组相比增高，有显著性差异（Ｐ＜０．０５），
而实验组内其余各时间点与对照组相比均无显著性

差异（Ｐ＞０．０５）。

图１　肝再生过程中肝细胞ｃａｓｐａｓｅ３（Ａ）和

ｃａｓｐａｓｅ８（Ｂ）的活性变化
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３　讨　论

　　目前的研究表明细胞凋亡的发生主要有两条凋
亡信号转导途径，分别为外源性死亡受体途径和内
源性线粒体途径。在外源性凋亡途径中，死亡信号
的传导依赖于死亡配体与受体的结合，而导致

ｃａｓｐａｓｅ８激活，激活的ｃａｓｐａｓｅ８不仅可以激活下
游效应ｃａｓｐａｓｅ３，还可以裂解Ｂｉｄ为ｔＢｉｄ，导致细胞
色素Ｃ（ＣｙｔＣ）的释放，起到凋亡放大作用［９］。在内
源性线粒体途径中，细胞内的死亡信号，如ＤＮＡ损
伤、毒素和 ＡＴＰ耗竭等均可诱发线粒体释放 Ｃｙｔ
Ｃ。ＣｙｔＣ、ＡＩＦ、Ａｐａｆ１（细胞凋亡蛋白酶活化因子

１）、ｄＡＴＰ和ｃａｓｐａｓｅ９酶原结合形成凋亡复合体，

ｃａｓｐａｓｅ９被释放并激活，接着下游的ｃａｓｐａｓｅ３等
被激活，降解底物使细胞发生凋亡［１０］。另外，细胞
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内Ｃａ２＋和自由基含量的升高等其他因素也可引起
线粒体的通透性转换孔（ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ
ｐｏｒｅ，ＰＴＰ）高水平的开放，从而引起细胞色素Ｃ等
凋亡诱导因子的释放，也会导致细胞凋亡的发
生［１１～１３］。

　　本实验中，在肝再生的早期，ＰＨ 和ＳＨ 后３ｈ
和６ｈ时ｃａｓｐａｓｅ３的酶活性与正常组相比都增高，
同时ｃａｓｐａｓｅ８的酶活性在ＰＨ和ＳＨ后３ｈ时都比
其他时间点高，暗示此时细胞凋亡活性的增高可能
与手术引起的应激反应有关。有文献报道在肝再生
的早期，肝线粒体氧化磷酸化下降，而自由基则显著
升高，而自由基的产生与手术应激反应和线粒体内
膜的通透性增高有一定关系［１４］。但此时ＰＨ 组的
肝细胞凋亡活性要显著高于ＳＨ 组，表明此时细胞
凋亡活性增高除了应激以外还有其他影响因素。近
年来对肝再生与线粒体的关系研究表明，肝再生作
用的发生与线粒体的通透性有很大关系，尤其是在
肝再生的早期阶段（ＰＨ后０～２４ｈ），很多变化都与
线粒体的通透性转换孔有关［１５］。

　　而在肝再生后期，ＰＨ 后７２、１２０和１６８ｈ时

ｃａｓｐａｓｅ３的活性与ＳＨ组相比显著性升高，尤其是
在ＰＨ后１６８ｈ达到最高峰，其峰值要显著高于ＰＨ
后３ｈ时的峰值。而在整个肝再生过程中ｃａｓｐａｓｅ８
的酶活性与对照组相比只是在ＰＨ 后１６８ｈ时增
高，而其余时间点均无明显增高，表明在本实验肝再
生模型中ｃａｓｐａｓｅ３的活性升高除了外源性死亡受
体途径外，可能主要是由内源性线粒体途径引起的。

Ｈｅｌｖｅｒｉｎｇ等［１６］通过组织形态学研究发现在ＰＨ 后
肝再生早期参与细胞凋亡的肝细胞数量明显减少，
而在肝再生后期细胞凋亡活性明显增强，而肝再生
后期细胞凋亡活性的增高可能与肝的重塑和肝再生

的终止机制有关。２００４年我们研究发现：大鼠肝再
生早期和后期都表现为肝线粒体的通透性升高［５］，
这与细胞凋亡活性升高的时相基本一致，所以肝再
生过程中细胞凋亡活性的明显升高可能主要与线粒

体途径引起的通透性改变有密切关系。

　　通过对大鼠肝再生过程（ＰＨ后３～１６８ｈ）中肝
细胞凋亡酶ｃａｓｐａｓｅ３和ｃａｓｐａｓｅ８的研究，我们发
现肝再生的早期，ＰＨ后３ｈ和６ｈ时肝细胞的凋亡
酶活性短暂性升高，可能是因自由基引起的线粒体
通透性改变和手术应激反应所致，但是对于肝再生
早期这种升高与肝再生的启动之间的关系还待进一

步探讨。而后期细胞凋亡的明显增高，可能与肝再
生的终止与后期肝的重塑有一定的关系。因此今后
我们可以通过研究肝再生过程中线粒体超微结构和

相关功能的改变，以及用影响线粒体通透性的药物
如环孢菌素Ａ（线粒体通透性抑制剂）和其他通透性
相关蛋白等来抑制和干预线粒体通透性，研究肝再
生过程引发细胞凋亡的可能机制和线粒体通透性改

变的调节机制，来进一步验证肝再生过程中细胞凋
亡活性的变化与线粒体通透性改变之间的关系。
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