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小鼠肝再生过程中 ROS及线粒体代谢变化规律的研究 *
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摘要目的：肝脏是维持人体发挥功能的重要器官，同时肝脏再生能力十分强大。本文通过部分肝切除术后小鼠肝再生模型，观察

肝再生过程中氧化应激及线粒体代谢变化规律，以期为将来的调控肝再生提供新的干预靶点。方法：选择雄性健康体重均匀的

Balb/c小鼠，采用经典 70 %肝切除模型，随机分为假手术对照组（Sham组）以及 70%肝切除组（70 % PH组）。肝切除术后 6 h、1

d、2 d、3 d、5 d、7 d不同时间点取肝组织，制备冰冻切片检测活性氧（ROS）水平，Western blot分别检测细胞增殖相关蛋白 PCNA、

CyclinD1；氧化应激相关蛋白 SOD1、SOD2、CAT、GPX1；以及线粒体代谢相关蛋白 PGC-1琢、Nrf1、TFAM、Drp1、Fis1、Mfn1、Mfn2、

OPA1的表达并分析其变化规律。结果：70%肝切除术后小鼠肝脏增长迅速，细胞增殖关键蛋白 PCNA和 CyclinD1表达显著增

加；在此过程中细胞 ROS水平呈现先升高后降低的变化，细胞主要抗氧化酶 SOD1、SOD2、CAT、Gpx1与 ROS相一致出现先升

高后降低的变化。线粒体生物合成调控因子 PGC-1琢、Nrf1、TFAM呈现先降低后升高的趋势，而线粒体分裂蛋白 Drp1和 Fis1呈

现先降低后显著升高的趋势，线粒体融合相关蛋白Mfn1、Mfn2和 OPA1总体为先降低后恢复至正常水平。结论：在小鼠 70 %肝

切除再生过程中，存在着明显的氧化应激，线粒体生物合成增加，线粒体分裂 /融合平衡偏向分裂，并且这些变化呈现具有一定的

时间变化规律，这些变化及规律很可能作为将来调控肝再生的重要的潜在干预靶点。
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Study on the Metabolic Changes of ROS and Mitochondria
during the Process of Liver Regeneration in Mice*

The liver plays an important role in human body. At the same time, the liver has strong ability of

regeneration. In the present study, we observed the changes of reactive oxygen species (ROS) and mitochondrial metabolism during liver

regeneration after liver partial hepatectomy in order to provide new targets for future regulation of liver regeneration. Using the

classic mouse 70 % partial hepatectomy model, the male healthy Balb/c mice were randomly divided into Sham group and 70 % partial

hepatectomy group (70 % PH). The liver tissues were harvested at 6h, 1d, 2d, 3d, 5d and 7d. The frozen sections were used to detect the

level of ROS. The expression of the cell proliferation-related proteins PCNA, CyclinD1; the cell antioxidant enzymes related proteins

SOD1, SOD2, CAT, GPX1, and the mitochondrial biogenesis and dynamics regulators PGC-1琢, Nrf1, TFAM, Drp1, Fis1, Mfn1, Mfn2,

OPA1 were determinated by Western blot respectively. The liver of mice regenerated rapidly after 70 % hepatectomy, and the

expression of the cell proliferation-related proteins PCNA and Cyclin D1 increased significantly. During the process, the level of ROS

firstly increased and then decreased. The protein levels of antioxidant enzymes SOD1, SOD2, CAT, and Gpx1 were consistent with the

change of ROS level. The mitochondrial biogenesis regulatory factors PGC-1琢, Nrf1 and TFAM firstly decreased and then increased. The

mitochondrial fission protein levels of Drp1 and Fis1 decreased firstly and then increased significantly with the mitochondrial fusion

protein levels of Mfn1, Mfn2 and OPA1 decreased and then restored to the normal level during the regeneration process. In

the regeneration process after 70 % liver hepatectomy in mice, the ROS level increased accompanied with the high levels of antioxidant

proteins. The mitochondrial biogenesis increased while the mitochondrial fission/fusion balance moved towards fission. These changes

are likely to be important potential intervention targets for the regulation of liver regeneration in the future.
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前言

肝脏作为人体重要的代谢器官，在维持正常生理功能方面

发挥着重要作用，肝脏功能紊乱被认为与众多代谢性疾病发生

发展密切相关[1]。同时肝脏也是机体少有的再生能力超强的器

官。各种内外损伤因素引起的肝脏损伤的恢复期常常伴随着肝

再生。比如部分肝切除(PHx)后，肝会在短时间内再生恢复至与

原肝相当的重量和体积。其中比较经典的是 1931年由 Higgins

和 Anderson建立的肝脏 2/3（大约 70 %）切除模型[2]。但需要指

出的是肝部分切除后并不会出现肝叶的再生，而是剩余肝叶内

的细胞增殖引起的肝体积的恢复[3]。在此过程中细胞的增殖发

挥了重要的作用，但具体调节细胞增殖从而调控肝再生的机制

目前仍不清楚。

虽然肝脏具有非常强的再生能力，但在正常生理状况下，

绝大多数肝脏细胞均处于静息状态，并不表现出分裂增殖的活

性，而只有受到应激损伤时才会被激活进入细胞周期[4]。众多内

外因素应激均可以激活细胞周期，其中活性氧（ROS）对细胞周

期的调控作用越来越受到关注[5]。ROS是一类性质活泼的主要

由含氧自由基及其产物组成的一大类分子，既有正常生理剂量

下的信号转导及调控作用，也有大剂量下氧化应激损伤作用[6]。

我们前期研究发现过氧化氢（H2O2）参与了细胞周期的激活[7]，

但在肝再生过程中 ROS水平及可能的氧化应激规律及机制仍

不清楚。而正常情况下线粒体是细胞 ROS产生的最主要部位，

线粒体的代谢状态能够直接调控 ROS水平[8]。本研究采用小鼠

70 %肝切除模型，系统动态观察在肝再生过程中氧化应激及线

粒体代谢规律的变化，为后续的靶点干预研究提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物

SPF级健康雄性 Balb/c小鼠 21只，体重 18~22 g，动物及

饲料均来源于空军军医大学实验动物中心。动物自由饮水饮

食，实验环境温度为 (24± 2)℃，相对湿度为 50 %± 10 %，12

h/12 h交替照明和避光。

1.2 主要试剂及仪器

PCNA兔单抗、CyclinD1兔单抗、SOD2兔单抗、Mfn1兔单

抗、Mfn2兔单抗、OPA1兔单抗、SOD1兔单抗、CAT兔单抗均

购自 Abcam公司；Nrf1兔单抗和 PGC-1琢兔单抗购自 NOVUS

公司；TFAM 兔单抗和 Drp1 兔单抗购自 Cell Signaling 公司；

Fis1兔单抗购自 Thermo Fisher公司；Actin兔单抗购自北京博

奥森生物技术有限公司；RIPA裂解液购自碧云天生物科技有

限公司；Hoechest、DHE 染料、DTT、Protease Inhibitor Cocktail

购自 Sigma公司；BCA蛋白定量分析试剂盒购自 Thermo Fish-

er公司；R510-11 JJsoflurane小动物麻醉机、吸收过滤器及麻醉

剂 Isoflurane均为 RWD公司产品；SCIENTZ-48高通量组织研

磨器为 SCIENTZ新芝公司产品；Universal HoodⅡ凝胶成像系

统，Mini-PROTEAN电泳系统，蛋白半干转装置，均为 Bio-Rad

公司产品；BX51正置荧光显微镜及 fluoFV10i激光共聚焦显

微镜为 Olympus公司产品；全自动高速冷冻离心机为 SIGMA

公司产品；Infinite M200 PRO全波段酶标仪为 Tecan产品。

1.3 实验方法

1.3.1 动物分组和处理 将实验小鼠随机分为 7组，每组 3

只，动物分组与处理如下：假手术组和 6个不同时间点的 70 %

肝切除术组。其中，假手术组只打开腹腔并不进行肝切除；肝切

除术组行 70 %肝切除术，术后继续喂养，分别于术后 6 h、1 d、2

d、3 d、5 d、7 d后处死取肝组织用于相关检测。

1.3.2 动物造模 小鼠置于小动物麻醉机中使用异氟烷吸入

麻醉，参考 Higgins and Aderson的大鼠肝切除模型对各组小鼠

进行肝部分（70 %）手术切除(Partial Hepatectomy PHx)。小鼠麻

醉后备皮，酒精消毒，取上中腹切口，逐层入腹，用手轻轻将小

鼠肝左侧叶挤出，再缓慢将肝脏中叶旋出，小心离断肝脏周围

韧带，4-0线置于肝蒂根部并结扎肝蒂，然后切除肝脏左侧叶及

肝脏中叶，剪断线头，此过程为 70 %肝切除术。检查无活动性

出血后缝合切口，复温待动物苏醒。

1.3.3 动物处死 在异氟烷麻醉条件下处死动物，迅速摘取小

鼠肝组织，保存于 -80℃备用。

1.3.4 肝组织 ROS水平检测 取新鲜肝叶，使用切片机制备

厚度均匀的组织冰冻切片，以 PBS为溶剂在避光条件下按 1:1

比例配置染料 10 滋mol/L DHE及 10 滋mol/L Hoechst共 1 mL，

快速在切片上滴加适量染料均匀覆盖在组织上，将切片置于湿

盒中，迅速放入 37℃孵箱中并计时，避光条件孵育 30 min，之

后置于摇床上使用 PBS洗 1 min/次，共 3次后吸干水分，使用

防猝灭封片胶封片，尽快于激光共聚焦显微镜下观察结果、采

集图像并进行荧光定量以及统计分析。

1.3.5 肝组织蛋白提取及定量 将中等强度的 RIPA裂解液，

蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂按 100:1:1的比例配制，在冰上

充分混匀；每个样品肝组织各称取 100 mg，分别加入 1 mL配

制好的裂解液于 4 mL EP管中，每管放置 3颗小钢珠，于 SCI-

ENTZ-48高通量组织研磨器中充分研磨，之后肝匀浆液在 4℃

离心机中离心 2次，每次 14000× g/20 min，上清为肝组织总蛋

白。取 10 滋L蛋白用蒸馏水 10倍稀释后混合均匀，按照 BCA

蛋白定量试剂盒给定的说明书，于透明 96孔板中加样，之后

放入 37 ℃孵箱中，计时 30 min，之后使用全波段酶标仪测定

蛋白浓度，根据测定浓度制作标准曲线，并按稀释比例计算蛋

白含量。

1.3.6 Western Blot检测 设置总上样量为 20-30 滋g 肝组织
总蛋白，根据分子量的大小，分别采用浓度 7%、10%及 12%的

分离胶进行蛋白电泳，恒压 150 V电泳 60 min。裁剪适当大小

的滤纸和 PVDF膜分别浸泡在 TB和甲醇中，之后使用 BioRad

转膜仪转膜 30 min将蛋白转移到 PVDF膜上。将脱脂奶粉用

TBST按比例配成 5 %的封闭液，将条带浸泡在封闭液中，室温

摇床上封闭 2 h，之后弃封闭液，TBST洗膜 5 min /次共 3次。

用一抗稀释液将一抗按相应的比例配好，使条带均匀覆盖在一

抗中，4℃摇床低速孵育过夜。用 TBST洗膜 3次。5 %脱脂牛

奶稀释相应的辣根酶二抗，室温摇床上低速孵育 2 h，TBST洗

膜 4次。发光液均匀覆盖膜后，使用凝胶成像系统观测并进行

拍照，之后使用 Quantity One软件对其进行定量分析。

1.4 统计学分析

数据采用平均数± 标准差表示，数据进行方差齐性检验后

采用 One-way ANOVA进行组间分析，两两比较采用 Dunnet-t
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A:DHE staining of liver tissue slices at different time points after hepatectomy;

B: Quantitative analysis of ROS level (fluorescence intensity) at different time points.

图 2小鼠肝再生过程中 ROS水平的变化

Fig.2 Changes of ROS level in the process of liver regeneration in mice

Note: Data are expressed as Mean± SD, n=3. *P< 0.05, compared with group Sham.

图 1小鼠肝再生过程中 PCNA和 Cyclin D1的变化

Fig.1 Changes of PCNA and Cyclin D1 during the process of liver regeneration in mice

Note: Data are expressed as Mean± SD, n=3. *P< 0.05, compared with group Sham.

检验，以 琢=0.05为检验标准，当 P<0.05时认为差异有统计学
意义。

2 结果

2.1 肝再生过程中细胞增殖相关蛋白 PCNA 和 CyclinD1 的

变化

PCNA和 Cyclin D1是调节细胞周期和增殖的两个重要蛋

白[9,10]，但二者在本肝再生实验中的变化并不完全相同。PCNA

的表达水平在肝切除发生后先显著明显上升后下降，而 Cyclin

D1的表达水平则随着肝切除时间点的变化逐步上调，至肝切

除后第 7天仍处于非常高的水平，如图 1所示。

2.2 肝再生过程中氧化应激状态的变化

检测 70 %肝切除后不同时间点的 ROS水平发现，在肝切

除后 6 h无明显变化，第 1 d开始 ROS显著增加，一直持续至

第 3 d（P均<0.05），第 5 d开始 ROS水平降低，一直持续至第 7

d，恢复至正常水平，与对照组（Sham 组）无统计学差异（P>
0.05）。ROS荧光图和 ROS水平量化统计结果如图 2所示。
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图 3小鼠肝再生过程中 SOD1、SOD2、CAT和 Gpx1的变化

Fig.3 Changes of Changes of SOD1, SOD2, CAT and Gpx1 during the process of liver regeneration in mice

Note: Data are expressed as Mean± SD, n=3. *P< 0.05, compared with group Sham.

图 4小鼠肝再生过程中 TFAM、Nrf1和 PGC-1琢的变化
Fig.4 Changes of Changes of TFAM, Nrf1 and PGC-1琢during the process of liver regeneration in mice

Note: Data are expressed as Mean± SD, n=3. *P< 0.05, compared with group Sham.

肝切除后抗氧化防御体系中的重要抗氧化蛋白水平也在

肝再生过程中发生了显著的变化，SOD1、SOD2、CAT和 Gpx1

的蛋白水平均出现了随着 ROS水平升高而升高，随着 ROS水

平降低而降低的大体一致的变化趋势，其中 SOD2变化最为显

著，如图 3所示。

2.3 肝再生过程中线粒体生物合成的变化

线粒体生物合成主要直接受 TFAM的调节[11]，在本实验中

肝切除后 6 h的 TFAM水平有个短时间下降，而后显著升高。

而在 TFAM上游又依次受 Nrf1 和 PGC-1琢 的调控[12]，在本实

验中，Nrf1和 PGC-1琢的蛋白水平变化与 TFAM基本一致，在

急性期的短暂降低后明显持续升高，如图 4所示。

2.4 肝再生过程中线粒体分裂融合的变化

线粒体在生物合成之后，还不断进行着分裂和融合，以调

整线粒体自身形态和功能[13]。在本实验中，调控线粒体分裂的

主要蛋白 Drp1 和 Fis1 在肝再生初期特别是 1 d时有一定下

降，而后显著升高，至第 7天又有所降低。而Mfn1，Mfn2，OPA1

作为调控线粒体融合的主要蛋白，其表达水平则在肝再生整个

过程中主要以降低为主要变化趋势，至再生第 7天时有一定的

恢复，如图 4所示。

3 讨论

肝脏强大的再生能力，不仅对于严重肝损伤，如各种因素

引起的肝坏死，肝脏外科手术等的后期肝脏功能的恢复至关重

要，而且对于研究成体脏器再生具有重要的理论和实际应用价

值。肝脏部分切除很早就被作为研究肝再生的重要模型，其中

70 %的肝切除模型应用最为广泛。研究发现，肝切除术后肝脏

经历了早期的一个体积膨胀的时期后进入肝脏细胞分裂增殖

期，至大约一周可恢复原来肝的重量[14]。因此我们选择术后 6

小时开始连续观察至 7天。细胞周期由众多周期调控因子依次

作用协调工作，其中 PCNA和 Cyclin D1是常被用于检测细胞

增殖状态的关键蛋白[9,10]。在本实验中，PCNA和 Cyclin D1在手

术后 1天开始明显上调，表明肝细胞分裂增殖及肝再生的开

始。特别是 Cyclin D1已经被证明与 CDK4和 CDK6结合促进

Rb蛋白磷酸化是启动细胞增殖周期的最关键步骤[15]。而至术

后第 7天肝再生基本结束时 PCNA的水平又恢复至正常水平，

而CyclinD1维持高水平，其中的具体机制有待进一步深入研究。

ROS能够调控细胞周期已经被很多文献报道。ROS可以

通过上调细胞周期的促进因子如 Cyclin D1和 CDKs，下调周

期抑制因子 CKIs如 p27、p21、p16，以及调控泛素化蛋白降解

系统调控细胞周期及增殖[16,17]。因此，为了探讨肝切除过程中

ROS对肝再生的作用，我们对比观察了再生过程中 ROS水平

的变化规律，结果发现与 Cyclin D1相吻合，ROS水平在术后 1

天有一个显著的上升，提示 ROS很可能在 Cyclin D1的激活中
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图 5小鼠肝再生过程中 Fis1、Drp1、Mfn1、Mfn2和 OPA1的变化

Fig.5 Changes of Changes of Fis1, Drp1, Mfn1, Mfn2 and OPA1 during the process of liver regeneration in mice

Note:Data are expressed as Mean± SD, n=3. *P< 0.05, compared with group Sham.

扮演了重要角色。为了进一步验证 ROS的变化规律，我们检测

了几种主要的抗氧化酶的蛋白水平，结果发现 SOD1、SOD2、

CAT和 Gpx1水平与 ROS水平变化相一致，整体出现先升高

后降低的趋势。这些结果表明肝切除后肝再生过程中存在着明

确 ROS和抗氧化防御体系的规律变化，这种变化与肝细胞增

殖变化规律相一致，提示 ROS很可能是调控肝再生的重要因

素和潜在的调控靶点。

众多研究表明，细胞内源性 ROS主要是由线粒体正常氧

化呼吸产能过程中产生的[8]。我们上面的抗氧化酶检测结果中，

也发现线粒体特有的抗氧化酶 SOD2变化最为显著，其变化规

律与 ROS匹配得更好，提示线粒体来源的 ROS在肝再生的重

要作用。而线粒体自身的代谢也能够显著影响 ROS的水平[18]。

首先线粒体数量是影响 ROS的一个重要因素，而线粒体数量

主要依赖于线粒体最主要的生物合成因子 TFAM的水平，而

在 TFAM上游，主要受 PGC-1琢调控的 Nrf1通路调控[11,12]。本

研究中肝切除后，TFAM在很短时间内 6 h出现一个短暂的降

低后显著升高，相应的其上游的 Nrf1和 PGC-1琢变化趋势与
TFAM相吻合，表明在肝切除后再生的过程中，线粒体数量和

生物合成由短暂的降低后主要是一个持续增加的过程，线粒体

生物合成的增加一方面为后续的细胞分裂做准备，另一方面很

可能发挥着调控 ROS激活细胞增殖的作用。生物合成后的线

粒体并不是一成不变，而是不断地进行着分裂和融合动态变

化，被称为线粒体动力学。其中线粒体分裂过程主要受蛋白

Fis1和 Drp1调节，而线粒体融合过程主要受Mfn1和 Mfn2的

调控，此外，OPA1也参与了其过程[19]。在本研究中，肝切除后线

粒体分裂蛋白 Fis1和 Drp1水平也是先有一个下降的过程，然

后出现明显的上升，而至第 7天又有明显的回落。另一方面线

粒体融合蛋白Mfn1、Mfn2和 OPA1水平在肝切除后的再生过

程中主要是以下降趋势为主，至肝再生基本完成的第 7天又恢

复至大致正常水平，这些结果表明线粒体分裂融合动态变化在

肝再生过程中出现明显的偏移，分裂增加，融合减少。这些变化

一方面可能为后续的细胞增殖分裂做准备，同时可能也是调节

ROS的一种重要方式，因为有文献报道，Drp1高表达或者Mfn1

敲低都可以引起 ROS水平升高[20,21]，但在肝再生过程中线粒体

分裂融合的偏移与 ROS的因果调控关系有待进一步研究。

综上所述，通过小鼠部分肝切除术后的肝再生模型，我们

系统观察了肝再生过程中的 ROS和抗氧化系统以及线粒体代

谢的动态变化，发现了在肝再生过程中在 ROS和关键抗氧化

酶出现规律性的先升高再降低的过程，线粒体生物合成增加，

线粒体动态变化向分裂过程偏移，这些规律性的变化与肝再生

过程中的细胞增殖密切相关，很可能作为潜在的靶点和靶分

子，作为将来调控肝再生过程和效率的干预对象和手段，具有

重要的理论和实际应用价值。
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