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　　［摘要］　目的　探讨乙酰肝素酶（ＨＰＳＥ）调控大鼠肝再生的机制。方法　设计合成ＨＰＳＥ小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ），以犻狀

狏犻狏狅ｊｅｔＰＥＩＧａｌ为载体转染７０％肝切除大鼠，转染后免疫组化检测大鼠肝组织肝细胞生长因子（ＨＧＦ）和血管内皮生长因子

（ＶＥＧＦ）蛋白的表达，蛋白质印迹法检测肝组织基质金属蛋白酶（ＭＭＰ）２和 ＭＭＰ９蛋白的表达，Ⅷ因子免疫组化检测肝组

织微血管密度（ＭＶＤ）。结果　使用ｓｉＲＮＡ干扰ＨＰＳＥ后，大鼠肝组织中ＨＧＦ、ＶＥＧＦ蛋白的表达降低，ＭＶＤ降低，ＭＭＰ２

和ＭＭＰ９表达降低，差异均有统计学意义（犘＜０．０１）。结论　ＨＰＳＥ可通过释放激活细胞外基质（ＥＣＭ）中的ＨＧＦ促进肝

细胞增殖、增加ＶＥＧＦ的表达加速血管生成以及上调ＭＭＰ２和ＭＭＰ９的表达等途径调控大鼠肝再生。
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　 　 在 外 科 实 践 中，部 分 肝 切 除 术 （ｐａｒｔｉａｌ

ｈｅｐａｔｅｃｔｏｍｙ，ＰＨｘ）后肝再生有利于恢复肝功能，

预防肝衰竭［１２］。本课题组在前期实验中发现细胞

外基质降解酶———乙酰肝素酶（ｈｅｐａｒａｎａｓｅ，ＨＰＳＥ）

对大鼠ＰＨｘ后肝再生具有正向调控作用
［３］，但其机

制目前仍不清楚。为此，本研究以７０％肝切除大鼠

为肝再生模型，运用小干扰ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ

ＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）抑制 ＨＰＳＥ表达，以探讨其调控肝再

生的作用机制。
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１　材料和方法

１．１　大鼠肝再生模型制备　ＳＰＦ级雄性ＳＤ大鼠，

体质量２５０～３００ｇ，由第二军医大学实验动物中心

提供［动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（沪）２０１３００１６］。

按照Ｈｉｇｇｉｎｓ和Ａｎｄｅｒｓｏｎ
［４］的方法行７０％肝切除。

１．２　ＨＰＳＥｓｉＲＮＡ的制备和转染　实验用ＨＰＳＥ

ｓｉＲＮＡ序列为：ｓｅｎｓｅ５′ＡＧＣ ＵＵＣ ＧＵＡ ＣＣＵ

ＵＧＧＣＣＡＧＴＴ３′，ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′ＣＵＧＧＣＣＡＡＧ

ＧＵＡＣＧＡＡＧＣＵＴＴ３′（上海吉凯基因化学技术

有限公司）；转染试剂为犻狀狏犻狏狅ｊｅｔＰＥＩＧａｌ（法国

Ｐｏｌｙｐｌｕｓ公司）。试剂制备和转染方法同文献［３］。

１．３　实验分组　将实验大鼠分为５组：对照组

（Ｃｏｎｔｒｏｌ组，无手术操作）、假手术组（Ｓｈａｍ组，仅开

关腹）、７０％肝切除组（ＰＨｘ组，仅行７０％肝切除）、

空载体组（ＰＨｘ＋ｖｅｃｔｏｒ组，于７０％肝切除后立即从

尾静脉注射不含ｓｉＲＮＡ的犻狀狏犻狏狅ｊｅｔＰＥＩＧａｌ溶液

１ｍＬ／鼠）和ｓｉＲＮＡ干扰组（ＰＨｘ＋ｓｉＲＮＡ组，于

７０％肝切除后立即从尾静脉注射犻狀狏犻狏狅ｊｅｔＰＥＩ

ＧａｌｓｉＲＮＡ复合物１ｍＬ／鼠）。每组６只大鼠。肝

切除后２４ｈ处死所有大鼠，分别取肝组织进行相关

检测。

１．４　免疫组化检测肝组织肝细胞生长因子

（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＨＧＦ）和血管内皮生长

因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）蛋

白的表达　将各组大鼠肝组织标本制成石蜡切片，

按照厂家操作说明以ｅｎＶｉｓｉｏｎ法（试剂盒购于丹麦

ＤＡＫＯ公司）检测 ＨＧＦ和 ＶＥＧＦ蛋白的表达，

ＨＧＦ抗体和 ＶＥＧＦ抗体购于美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公

司；二抗染色后，在光镜下连续观察１０个高倍视野，

分别计数阳性细胞数；然后计算每１００个细胞中的

阳性细胞数；最后将各组数据以对照组为参照进行

标准化，结果以各组与对照组的比值表示。

１．５　蛋白质印迹法检测肝组织基质金属蛋白酶

（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＭＰ）２和ＭＭＰ９蛋白的

表达　检测按文献［３］方法进行，ＭＭＰ２抗体和

ＭＭＰ９抗体购于美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，最后以

ＦｌｕｏｒＳ多功能成像系统及ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件（美

国ＢｉｏＲａｄ公司）对发光条带进行扫描拍照和定量

分析（以ＧＡＰＤＨ为内参）。

１．６　肝组织微血管密度（ｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌｄｅｎｓｉｔｙ，

ＭＶＤ）检测　以Ⅷ因子免疫组化染色（方法同１．４

项，一抗为Ⅷ因子抗体，购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）

标识肝组织微血管，然后进行计数：先用４０倍光镜

扫视整个切片，寻找高血管密度区域，然后在此区域

内以２００倍光镜随机取５个视野，计数每个视野中

染成棕色的微血管数目，取其平均值。各组数据以

对照组为参照进行标准化，结果以各组与对照组的

比值表示。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１４．０软件进行数据

处理。数据以珔狓±狊表示，独立样本狋检验用于两样

本间均数的比较，单因素方差分析用于多个样本间

均数的比较。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＨＰＳＥｓｉＲＮＡ对大鼠肝组织中ＨＧＦ蛋白表

达的影响　免疫组化结果（图１）显示，ＰＨｘ组和

ＰＨｘ＋ｖｅｃｔｏｒ组大鼠肝组织中 ＨＧＦ蛋白表达较

Ｃｏｎｔｒｏｌ组和Ｓｈａｍ组增高（犘＜０．０５），而ＰＨｘ＋

ｓｉＲＮＡ组ＨＧＦ蛋白的表达较其他组均降低（犘＜

０．０１），提示ＨＰＳＥ对大鼠肝组织中ＨＧＦ蛋白的表

达有正向调控作用。

图１　各组大鼠肝组织中犎犌犉蛋白的表达（免疫组化）

犉犻犵１　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犎犌犉犻狀狉犪狋犾犻狏犲狉（犻犿犿狌狀狅犺犻狊狋狅犮犺犲犿犻狊狋狉狔）
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ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ＨＧＦ：Ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ；ＰＨｘ：Ｐａｒｔｉａｌｈｅｐａｔｅｃｔｏｍｙ；ｓｉＲＮＡ：ＳｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

（ＡＥ）．犘＜０．０５，犘＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｓｈａｍｇｒｏｕｐｓ；△△犘＜０．０１ｖｓＰＨｘａｎｄＰＨｘ＋ｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐｓ．狀＝６，珔狓±狊

２．２　ＨＰＳＥｓｉＲＮＡ对大鼠肝组织中ＶＥＧＦ蛋白表 达的影响　免疫组化结果（图２）显示ＰＨｘ组和

·０６４１·



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第１２期．张友磊，等．乙酰肝素酶调控大鼠肝再生机制探讨

ＰＨｘ＋ｖｅｃｔｏｒ组大鼠肝组织中ＶＥＧＦ蛋白的表达较

Ｃｏｎｔｒｏｌ组和Ｓｈａｍ组增高（犘＜０．０５），而ＰＨｘ＋

ｓｉＲＮＡ组ＶＥＧＦ蛋白的表达较其他组均降低（犘＜

０．０１），提示ＨＰＳＥ对大鼠肝组织中ＶＥＧＦ蛋白的

表达有正向调控作用。

图２　各组大鼠肝组织中犞犈犌犉蛋白的表达（免疫组化）

犉犻犵２　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犞犈犌犉犻狀狉犪狋犾犻狏犲狉（犻犿犿狌狀狅犺犻狊狋狅犮犺犲犿犻狊狋狉狔）

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｓｈａｍｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＰＨｘｇｒｏｕｐ；Ｄ：ＰＨｘ＋ｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ；Ｅ：ＰＨｘ＋ｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐ；Ｆ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｏｍｐａｒｅｄｔｏ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ＶＥＧＦ：Ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ；ＰＨｘ：Ｐａｒｔｉａｌｈｅｐａｔｅｃｔｏｍｙ；ｓｉＲＮＡ：ＳｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：

×４００（ＡＥ）．犘＜０．０５，犘＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｓｈａｍｇｒｏｕｐｓ；△△犘＜０．０１ｖｓＰＨｘａｎｄＰＨｘ＋ｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐｓ．狀＝６，珔狓±狊

２．３　ＨＰＳＥｓｉＲＮＡ对大鼠肝组织中 ＭＶＤ的影

响　实验结果（图３）显示ＰＨｘ组和ＰＨｘ＋ｖｅｃｔｏｒ

组大鼠肝组织中 ＭＶＤ较Ｃｏｎｔｒｏｌ组和Ｓｈａｍ组增

高（犘＜０．０５），而ＰＨｘ＋ｓｉＲＮＡ组的 ＭＶＤ较其他

组均降低（犘＜０．０１），提示ＨＰＳＥ对大鼠肝组织中

的ＭＶＤ有正向调控作用。

２．４　ＨＰＳＥｓｉＲＮＡ对大鼠肝组织中 ＭＭＰ２和

ＭＭＰ９蛋白表达的影响　ＰＨｘ组和ＰＨｘ＋ｖｅｃｔｏｒ

组大鼠肝组织中 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９蛋白表达较

Ｃｏｎｔｒｏｌ组和Ｓｈａｍ组增高（犘＜０．０１），而ＰＨｘ＋

ｓｉＲＮＡ组ＭＭＰ２和ＭＭＰ９蛋白的表达较其他组

均降低（犘＜０．０１，图４），提示ＨＰＳＥ对大鼠肝组织

中ＭＭＰ２和ＭＭＰ９的表达有正向调控作用。

图３　各组大鼠肝组织中的犕犞犇（免疫组化）

犉犻犵３　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犕犞犇犻狀狉犪狋犾犻狏犲狉（犻犿犿狌狀狅犺犻狊狋狅犮犺犲犿犻狊狋狉狔）

ＭＶＤ：Ｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌｄｅｎｓｉｔｙ；ＰＨｘ：Ｐａｒｔｉａｌｈｅｐａｔｅｃｔｏｍｙ；ｓｉＲＮＡ：

ＳｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ．犘＜０．０５，犘＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｓｈａｍ

ｇｒｏｕｐｓ；△△犘＜０．０１ｖｓＰＨｘａｎｄＰＨｘ＋ｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐｓ．狀＝６，珔狓±狊

图４　各组大鼠肝组织中犕犕犘２（犃）和犕犕犘９（犅）表达

犉犻犵４　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犕犕犘２（犃）犪狀犱犕犕犘９（犅）犻狀狉犪狋犾犻狏犲狉

ＭＭＰ：Ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎ；ＰＨｘ：Ｐａｒｔｉａｌｈｅｐａｔｅｃｔｏｍｙ；ｓｉＲＮＡ：ＳｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ．犘＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｓｈａｍｇｒｏｕｐｓ；△△犘＜

０．０１ｖｓＰＨｘａｎｄＰＨｘ＋ｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐｓ．狀＝６，珔狓±狊
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３　讨　论

研究表明肝脏再生与细胞外基质（ＥＣＭ）密切

相关，ＥＣＭ降解重塑一方面能够为再生细胞提供排

列骨架，另一方面能够促进肝细胞增殖［５］。ＨＰＳＥ

是一种特异性糖苷内切酶，其降解底物是硫酸乙酰

肝素，后者是ＥＣＭ中的重要成分。ＨＰＳＥ能够通过

参与ＥＣＭ的降解和重塑、释放活化ＥＣＭ中的各类

生长因子、激活信号转导等多种机制在胚胎发育、组

织修复等过程中发挥重要作用［６］。Ｃａｒｍｅｌ等
［７］研

究证实ＨＰＳＥ能够促进肝再生过程中肝细胞和内

皮细胞的增殖。

ＨＧＦ已被证实是最强有力的促肝细胞分裂原，

也是启动肝再生的关键因子［８９］。本研究发现

ＨＰＳＥ能够显著增加 ＨＧＦ活性蛋白的表达，提示

ＨＰＳＥ可能通过 ＨＧＦ通路调控肝再生。Ｃａｒｍｅｌ

等［７］报道 ＨＰＳＥ不能增加肝切除后的犎犌犉ｍＲＮＡ

表达水平，提示ＨＰＳＥ主要在蛋白质水平调控ＨＧＦ

的表达。其可能机制为正常ＥＣＭ中绑定有大量无

活性的ＨＧＦ前体蛋白，ＨＰＳＥ表达增加后，特异性

水解ＥＣＭ，将ＨＧＦ前体蛋白释放，并对其进行剪切

活化，使活性ＨＧＦ蛋白大量增加
［６］，从而在肝切除

后启动肝细胞再生过程中发挥作用。

血管生成是肝再生的重要条件之一［１０１１］，

ＶＥＧＦ是强效促血管生长因子。本研究发现，

ＨＰＳＥ能够明显促进大鼠残肝ＶＥＧＦ的表达和增

高ＭＶＤ，提示ＨＰＳＥ可能通过促进血管生成调控

肝再生。ＨＰＳＥ可通过３条途径促进血管生成：途

径１是与 ＨＰＳＥ水解酶活性相关的经典途径，即

ＨＰＳＥ通过水解ＥＣＭ释放和活化其中储存的各种

生长因子，如 ＶＥＧＦ 和碱性成纤维生长因子

（ｂＦＧＦ）等，从而刺激血管内皮细胞增殖和迁移，促

进血管生成［１２１３］。途径２是ＨＰＳＥ通过激活蛋白激

酶Ｂ（Ａｋｔ）途径刺激内皮细胞迁移，促进血管生

成［１４］；另有研究发现ＨＰＳＥ能够通过激活ｐ３８磷酸

化促进内皮细胞迁移和血管生成［１５］。途径３是

ＨＰＳＥ通过上调ＶＥＧＦ表达促进血管生成，研究发

现无酶活性的ＨＰＳＥ能够上调ＶＥＧＦｍＲＮＡ和蛋

白表达，其调控作用是通过激活Ｓｒｃ家族成员的磷

酸化实现的，给予Ｓｒｃ磷酸化抑制剂可有效阻断这

一通路［１５１６］。途径２和途径３均是新近发现的不依

赖于ＨＰＳＥ水解酶活性的新的通路，也是目前研究

的热点。

已有实验证实 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９在肝再生中

发挥重要作用，其表达增加能够促进肝再生［１７］。本

研究发现 ＨＰＳＥ表达减少能够下调 ＭＭＰ２和

ＭＭＰ９的表达，提示 ＨＰＳＥ可能通过 ＭＭＰ２和

ＭＭＰ９通路调控肝再生。Ｐｕｒｕｓｈｏｔｈａｍａｎ等
［１８］研

究发现，ＨＰＳＥ能够通过丝裂原活化蛋白激酶／细胞

外信号调节蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ

ｋｉｎａｓｅ／ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕａｒ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，

ＭＡＰＫ／ＥＲＫ）路径在ｍＲＮＡ水平调控 ＭＭＰ２和

ＭＭＰ９的表达，上调ＨＰＳＥ表达可促进ＥＲＫ磷酸

化，ＥＲＫ磷酸化后ＭＭＰ２和ＭＭＰ９表达增加；而

给予ＭＡＰＫ／ＥＲＫ通路抑制剂阻断ＥＲＫ磷酸化能

够抑制ＭＭＰ２和ＭＭＰ９的表达；ＨＰＳＥ还能够促

进尿激酶型纤维蛋白酶原激活剂及其受体

（ｕｒｏｋｉｎａｓｅｔｙｐｅｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｏｒ／ｕｒｏｋｉｎａｓｅ

ｔｙｐｅｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ｕＰＡ／ｕＰＡＲ）

的表达，后者对ＭＭＰ２和ＭＭＰ９的基质降解功能

有协同作用，可共同促进肝再生。

综上所述，ＨＰＳＥ可能通过以下机制调控肝再

生：（１）释放激活ＥＣＭ中的ＨＧＦ等生长因子，促进

肝细胞增殖；（２）促进血管生成；（３）上调ＭＭＰ２和

ＭＭＰ９的表达，促进肝再生。当然，肝再生是一个

非常复杂的生物过程，其调控机制仍有待进一步深

入探讨。
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