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大鼠肝再生早期线粒体介导的ｃａｓｐａｓｅ３激活的机制
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（１．第二军医大学基础部生物化学与分子生物学教研室，上海２００４３３；２．第二军医大学海军医学系潜水医学教研室）

［摘要］　目的：从线粒体介导的内源性途径分析大鼠肝再生早期肝细胞凋亡执行酶ｃａｓｐａｓｅ３激活的机制。方法：雄性ＳＤ
大鼠３５只，分成模型组１５只（７０％肝切除制作肝再生模型）、假手术组１５只和正常对照组５只。模型组和假手术组根据时间

分为术后３、６和２４ｈ三个亚组，每个亚组５只。取各组大鼠肝组织，制备肝匀浆液。荧光法测肝组织凋亡酶ｃａｓｐａｓｅ３和

ｃａｓｐａｓｅ９的活性；酶联免疫分析法测谷胱甘肽过氧化酶（ＧＳＨＰｘ）活性；硝酸还原法测ＮＯ含量。结果：与假手术组相比，模

型组凋亡酶ｃａｓｐａｓｅ３和ｃａｓｐａｓｅ９的活性在肝再生早期（术后３、６ｈ组）显著增高（Ｐ＜０．０１）；ＧＳＨＰｘ水平显著降低，ＮＯ分泌

量显著增高（Ｐ＜０．０１）。结论：肝再生早期，肝组织处于氧化应激状态，线粒体介导的内源性途径参与凋亡执行酶的激活。
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　　大鼠肝部分切除后，很快会进入复杂的再生过
程。研究发现，凋亡执行酶ｃａｓｐａｓｅ３的活性在肝再

生早期显著增高［１］，但其激活机制仍不清楚。对肿

瘤等病理生理过程的研究发现，由线粒体参与的内
源性途径参与凋亡执行酶的激活。其中，线粒体通
透性转换（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，

ｍＰＴ）是中心环节［２］，而活性氧（ＲＯＳ）可诱导或加剧

线粒体通透性增高。当受到凋亡信号刺激后，线粒
体通透性增高，导致线粒体跨膜电位消失和细胞色
素Ｃ等凋亡因子释放，后者与细胞凋亡蛋白酶活化
因子１（Ａｐａｆ１）结合成复合物后，依次激活ｃａｓｐａｓｅ
９和ｃａｓｐａｓｅ３。而研究发现大鼠肝部分切除后早期

线粒体膜通透性增高，进一步提示线粒体参与的内
源性途径与凋亡酶的激活存在着相关性［３］。

　　为了阐明大鼠肝再生早期凋亡酶激活的机制并
明确线粒体途径在其中的作用，本实验利用大鼠肝
再生模型，用高灵敏度的发光底物法对肝再生早期
肝组织ｃａｓｐａｓｅ３和ｃａｓｐａｓｅ９的活性变化进行检
测，同时对组织自由基含量和抗氧化能力进行检测，
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明确由线粒体和ｃａｓｐａｓｅ９介导的内源性途径及组
织氧化应激状态下对ｃａｓｐａｓｅ３激活的影响。

１　材料和方法

１．１　主要仪器与试剂　ＣＲ２１高速冷冻离心机（日立
公司）；ＦｌｅｘｓｔａｔｉｏｎⅡ台式荧光检测仪；ｃａｓｐａｓｅ３和

ｃａｓｐａｓｅ９荧光检测试剂盒（Ｂｉｏｖｉｓｉｏｎ公司）；Ｂｒａｄｆｏｒｄ
蛋白定量试剂盒和蛋白酶抑制剂（申能博彩）；谷胱甘
肽过氧化物酶测试盒（ＧＳＨＰｘ）和 ＮＯ含量测试盒
（南京建成生物）；其他试剂为国产分析纯。

１．２　实验动物分组　ＳＤ雄性大鼠３５只，体质量

２００～２５０ｇ，购于中国科学院上海实验动物中心，正
常饮食，室温（２４±２）℃，平均日光照１２ｈ。分成模
型组１５只、假手术组１５只和对照组５只，模型组和
假手术组又分别根据手术后时间分为３、６和２４ｈ３
个亚组，每亚组５只。模型组大鼠用３％异戊巴比
妥麻醉后，按经典方法切除全肝的７０％（肝左叶和
中叶）；假手术组只麻醉和开腹，不切肝；对照组不做
任何处理。

１．３　蛋白样品的制备　将动物麻醉，取肝组织，于
液氮中迅速冻结后，－８０℃冻存。称取约１５０ｍｇ肝
组织，加入１ｍｌＰＢＳ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．４），同时加
入１０μｌ蛋白酶抑制剂，冰上匀浆；４℃离心１５００×

ｇ１０ｍｉｎ，取上清，１００００×ｇ 离心１０ｍｉｎ，取上清；
按Ｂｒａｄｆｏｒｄ蛋白定量试剂盒说明书，进行蛋白浓度
测定，并将样品蛋白浓度统一调整为３ｍｇ／ｍｌ。

１．４　Ｃａｓｐａｓｅ３和ｃａｓｐａｓｅ９活性检测　根据酶促
反应动力学原理，通过测定单位时间内产物生成量，
检测酶的活性。按试剂盒说明书，直接在预冷的标
准ｏｐａｑｕｅ板上加样，蛋白溶液５０μｌ、反应缓冲液５０

μｌ（含１０ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ）和底物５μｌ，轻轻吹打混
匀。同时，以ＰＢＳ替代蛋白溶液，设空白对照。在
荧光检测仪上，设定反应温度为３７℃，激发波长和
发射波长分别为４００ｎｍ和５０５ｎｍ。每５ｍｉｎ读数

１次，反应总时间６０ｍｉｎ。反应结束后，所得直线的
斜率即为各样本中酶活性的相对值。

１．５　肝组织ＧＳＨＰｘ活性和ＮＯ含量检测　按试
剂盒说明书进行操作，反应结束后，蒸馏水调零，分
别测５０５ｎｍ（ＧＳＨＰｘ）和４１２ｎｍ（ＮＯ）处光密度
值。将光密度值代入公式分别计算酶的活力（活力
单位）和ＮＯ含量。

１．６　统计学处理　组间比较用ｔ检验。

２　结　果

２．１　Ｃａｓｐａｓｅ３和９的活性　如图１所示，与假手

术组相比，模型组ｃａｓｐａｓｅ３和９的活性在术后３ｈ
和６ｈ均显著增高（Ｐ ＜０．０１）。其中，３ｈ组的活性
高于６ｈ组（Ｐ＜０．０１）。

图１　肝再生早期肝细胞ｃａｓｐａｓｅ３（Ａ）和

ｃａｓｐａｓｅ９（Ｂ）的活性变化
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２．２　ＧＳＨＰｘ活力　如图２所示，与假手术组相
比，模型组ＧＳＨＰｘ的活力在手术后３ｈ、６ｈ和２４
ｈ显著下降（Ｐ＜０．０１）。

图２　肝再生早期肝细胞ＧＳＨＰｘ活力改变
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ｐｈａｓｅｏｆｌｉｖｅｒｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｉｎｒａｔｓ
ｎ＝５，珚ｘ±ｓ；Ｐ＜０．０１ｖｓｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎ

ｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．３　ＮＯ含量　如图３所示，与假手术组相比，模
型组组织 ＮＯ含量在手术后３ｈ和６ｈ显著增高
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（Ｐ＜０．０１）。２４ｈ时却低于假手术组（Ｐ＜０．０１）。

图３　肝再生早期肝细胞ＮＯ含量变化

Ｆｉｇ３　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｈｅｐａｔｉｃＮＯｃｏｎｔｅｎｔｄｕｒｉｎｇ
ｅａｒｌｙｐｈａｓｅｏｆｌｉｖｅｒｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｉｎｒａｔｓ

ｎ＝５，珚ｘ±ｓ；Ｐ＜０．０１ｖｓｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎ

ｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　在引起线粒体膜通透性增高的诸多因素中，氧
化应激是最常见的原因。ＲＯＳ的增加可直接或间
接损伤线粒体膜，造成膜电位下降［４］。膜电位的下
降直接导致膜通透性增高，线粒体膜间腔的ＣｙｔＣ释
放入胞质［５６］。当机体在内、外源性因素刺激下产生
的自由基超出抗氧化系统的清除能力时，就发生氧
化应激。ＮＯ是自由基的一种，谷胱甘肽过氧化物
酶（ＧＳＨＰｘ）是细胞内重要的抗氧化剂。通过检测

ＮＯ的含量及 ＧＳＨＰｘ的活性，可以检测机体是否
处于氧化应激状态。

　　凋亡的激活对肝切除后的肝再生过程具有重要
意义，机体通过适当激活凋亡可以抑制肝细胞过度
增生，使肝脏在体积和组织结构恢复到正常时即停
止增生。对肝再生调控分子机制的研究表明，肝细
胞内凋亡执行酶ｃａｓｐａｓｅ３的活性在肝切除术后早
期即有明显升高［１］，可能对肝再生的启动具有调控
功能，但其在肝再生过程中激活的机制和途径等问
题仍不清楚。

　　近年来的研究［３，７８］发现，线粒体膜通透性转换
对肝再生过程中凋亡酶的激活十分重要。大鼠肝部
分切除后１ｄ内，线粒体膜通透性增高，同时在细胞
液中检测到由线粒体释放的蛋白质分子。有文献报
道在肝再生早期，肝线粒体氧化磷酸化下降，自由基
水平则显著升高［９］，而自由基的产生与术后应激和
线粒体膜的通透性增高又存在一定关系。这些结果
提示，线粒体的膜通透性增高后，通过释放凋亡相关
因子，最终激活ｃａｓｐａｓｅ９和ｃａｓｐａｓｅ３。氧化应激可
能也参与并促进了这一过程。

　　我们的实验发现，在肝再生早期（即术后３ｈ和６

ｈ），ｃａｓｐａｓｅ３和ｃａｓｐａｓｅ９的活性与对照组相比均显
著增高，二者的变化趋势较为一致。同时，ｃａｓｐａｓｅ３
的变化幅度远大于ｃａｓｐａｓｅ９，符合酶促级联反应放大
的特性。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。结合我们以前的研究结果［１０］，即

ｃａｓｐａｓｅ８在肝再生早期并未被激活，从而推测线粒体
介导的内源性途径是凋亡酶ｃａｓｐａｓｅ３激活的主要原
因。同时，对细胞氧化应激状态的检测发现，在肝再
生早期，细胞抗氧化酶ＧＳＨＰｘ活性下降，而ＮＯ含
量显著增高，说明细胞抗氧化能力降低，氧自由基含
量增高，肝组织处于氧化应激状态。

　　根据目前的研究结果和文献资料，我们推测在
肝再生早期，氧化应激和线粒体通透性增高两方面
的因素共同促进了凋亡酶的激活。而对于凋亡酶的
激活与肝再生启动等问题的关系，还有待于进一步
深入研究。
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