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Ｔｍｕｂ１沉默对大鼠肝部分切除术后肝细胞增殖的影响

马德宾１，沈雁兵１，王保林２，陈　平１　　（４０００４２重庆，第三军医大学大坪医院野战外科研究所肝胆外科１；８４１７００新疆 马
兰，中国人民解放军第５４６医院外科２）

　　［摘要］　目的　探讨Ｔｍｕｂ１蛋白在肝再生过程中的作用及其在肝再生过程中对 Ｓｅｃｕｒｉｎ蛋白的影响。方法　５４只
大鼠随机分为３组即Ｔｍｕｂ１ＲＮＡｉ慢病毒组、空载慢病毒组及正常对照组，其中Ｔｍｕｂ１ＲＮＡｉ慢病毒组、空载慢病毒组注射
相应病毒颗粒（３×１０７ＴＵ），对照组未行注射，２ｄ后行肝部分切除术（ｐａｒｔｉａｌｈｅｐａｔｅｃｔｏｍｙ，ＰＨ），每组分为６个亚组：ＰＨ术
后０、２、６、１２、２４、４８ｈ，每亚组３只大鼠，术后提取原代肝细胞、留取肝脏组织标本，利用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
慢病毒干扰效果及Ｔｍｕｂ１沉默后对 Ｓｅｃｕｒｉｎ蛋白的影响。ＭＴＴ实验、流式细胞仪检测原代肝细胞的增殖情况。结果　
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ表明实验组 Ｔｍｕｂ１ｍＲＮＡ和蛋白被有效抑制；Ｔｍｕｂ１沉默后 ｓｅｃｕｒｉｎｍＲＮＡ表达无明显变
化，而Ｇ２／Ｍ期ｓｅｃｕｒｉｎ蛋白量明显减少。ＭＴＴ实验表明Ｔｍｕｂ１沉默可明显上调ＰＨ术后６～２４ｈ肝细胞的增殖速率；流式
细胞分析结果显示实验组处于Ｇ２／Ｍ期的肝细胞比例明显增高。结论　 Ｔｍｕｂ１蛋白在肝再生过程中对肝细胞增殖进程
发挥负向调控作用，而该作用可能与其在蛋白质水平影响了Ｓｅｃｕｒｉｎ的表达密切相关。
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　　临床上，部分肝切除术（ｐａｒｔｉａｌｈｅｐａｔｅｃｔｏｍｙ，ＰＨ）
是目前治疗各种肝脏良恶性疾病最有效的方法。然而

术后体内残肝是如何增殖补偿机体肝脏功能的呢？目

０５８
第３５卷第９期
２０１３年５月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．９
Ｍａｙ１５　２０１３



前普遍认为：①成熟的肝细胞具有无限的增殖能力，肝
切除术后仅需 １％的肝细胞就能完全恢复至原肝大
小［１］；②肝再生是通过残存的成熟肝细胞复制增殖实
现的，包括肝实质细胞、窦状内皮细胞、胆管上皮细胞、

枯否氏细胞和肝星状细胞等［２］；③肝干细胞仅在肝再
生被完全抑制或慢性肝损害时才被激活分化为成熟肝

细胞［３］。肝再生涉及了复杂的分子机制，这引起了广

泛的关注。Ｔｍｕｂ１（ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅａｎｄｕｂｉｑｕｉｔｉｎｌｉｋｅ
ｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１）蛋白于２００５年首次报道，
其在肝再生过程中发挥了重要作用［４］。Ｔｍｕｂ１蛋白
是一种核浆穿梭蛋白，全长２４６个氨基酸，它有几个特
别的功能区：１个脯氨酸富集区域；３个亮氨酸富集区
形成的 α螺旋结构；１个位于氨基端的出核信号区
（ｎｕｃｌｅａｒｅｘｐｏｔｒｓｉｇｎａｌ，ＮＥＳ）；１个类似泛素结构的区
域（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｌｉｋｅｄｏｍａｉｎ，ＵＢＬ；１２１－１７５ａａ），该区域内
包含有与 ＵＣＨ、Ｅ２和 ＣＵＥ的反应位点

［４］。然而，

Ｔｍｕｂ１蛋白是如何在肝细胞增殖周期中发挥作用，其
分子机制还需进一步研究。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　实验动物与病毒株　　 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｙ大鼠由第三军医
大学大坪医院野战外科研究所实验动物中心提供；Ｔｍｕｂ１ＲＮＡｉ
慢病毒购自上海比昂生物有限公司，滴度为３×１０８ＴＵ／ｍＬ。
１．１．２　实验试剂与仪器　　ＤＭＥＭ培养基、ＬＢ培养基、胎／小
牛血清、ＤＨａｎｋｓ液购自 ＧＩＢＣＯ公司；胰蛋白酶、Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ／
Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ、ＰＢＳ购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；胶原酶购自 ＰｒｉｍａＣｅｌｌ
公司；０．４％台盼蓝染液购自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司；ａｎｔｉＴｍｕｂ１购自
ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；ａｎｔｉｓｅｃｕｒｉｎ购自 Ａｂｃａｍ公司；ｄＮＴＰＳ、Ａｇａｒｏｓｅ
ＧｅｌＤＮＡＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔＶｅｒ２．０、ＴｏｔａｌＲＮＡ提取试剂、ＲＴＰＣＲ
反转录试剂盒购自 ＴａＫａＲａ公司；Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自 ＮＥＢ公
司；１ｋｂ／１００ｂｐＬａｄｄｅｒ购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；ＴｒｉｐｕｒｅＲＮＡＩｓｏｌａ
ｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ购自Ｒｏｃｈｅ公司；ＭＴＴ试剂盒购自Ｒｏｃｈｅ公司；２％
戊巴比妥钠溶液购自北京鼎国昌盛生物公司；肝素钠盐溶液

购自北京华迈科生物公司。

１．２　实验方法
１．２．１　实验分组　　实验条件：雄性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｙ大鼠，体
质量２００～３００ｇ，置于标准条件下：１２ｈ白昼交替，保持室温恒
定，并能自由接触水和食物，保证各组间大鼠的体质量及生活

习惯无明显差别。将 ５４只大鼠随机进行分组，其中 Ｔｍｕｂ１
ＲＮＡｉ实验组、空载慢病毒组分别通过盲肠静脉注射相应病毒
颗粒（慢病毒每０．１ｍＬ为一个注射单位，约３×１０７ＴＵ病毒量。
每次注射前可用ＰＢＳ稀释至 １０倍，行体内实验时注射稀释液
１ｍＬ即可），对照组未行注射操作，２ｄ后行 ＰＨ术。每组分为
６个亚组：ＰＨ术后０、２、６、１２、２４、４８ｈ，且每亚组含有３只大鼠。
术后留取肝脏组织标本、利用原位组织消化法提取的原代肝细

胞。在实验中我们严格遵守国际通用实验室动物使用指南及

第三军医大学动物实验管理使用规定。Ｔｍｕｂ１ＲＮＡｉ实验组、

空载慢病毒组分别通过盲肠静脉注射Ｔｍｕｂ１ＲＮＡｉ慢病毒及其
空载体，对照组未行注射操作，２ｄ后行ＰＨ术。
１．２．２　建立大鼠ＰＨ术动物模型　　慢病毒转染２ｄ后将大
鼠按分组行ＰＨ术。实验前大鼠均禁食４ｈ以上。２％ 戊巴比
妥钠按 ４５ｍｇ／ｋｇ腹腔内注射麻醉。脱毛剂脱去腹部毛，并用
强力碘消毒腹壁，铺自制无菌洞巾。自剑突下纵形剪开腹壁长

约３ｃｍ，用自制的腹部拉钩牵拉腹腔，充分显露大鼠肝脏，并且
游离肝脏周围的韧带，轻轻挤压两侧腹壁可使肝叶充分外露，

在切口上缘放置１号丝线，用棉签向上拨起肝脏，显露左叶根
部，用１号丝线结扎，同样方法结扎肝脏中叶根部，剪去肝左
叶、中叶。将余肝放回腹腔，注意观察有无出血，必要时给予双

重结扎，连续缝合腹部切口。术后将大鼠置于灯光下可促其苏

醒，并给予自由进食水，必要时还应保暖，观察其生存情况。

１．２．３　原位肝细胞分离与原代肝细胞培养　　按实验分组于
ＰＨ术后０、２、６、１２、２４、４８ｈ分别留取大鼠１０ｇ左右肝脏组织，
原位消化肝脏，提取原代肝细胞，台盼蓝染色测定细胞总数及

细胞活力，并将肝细胞培养于培养瓶中，以便后期 ＭＴＴ实验及
流式细胞术分析细胞增殖周期。

１．２．４　ＲＴＰＣＲ法检测Ｔｍｕｂ１ｍＲＮＡ、ｓｅｃｕｒｉｎｍＲＮＡ水平　　
根据 ＧｅｎＢａｎｋ数据库提供的 Ｔｍｕｂ１、ｓｅｃｕｒｉｎ编码氨基酸的
ｃＤＮＡ序列，用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计 Ｔｍｕｂ１、ｓｅｃｕｒｉｎ特
异的ＰＣＲ引物及βａｃｔｉｎ特异性引物，将引物交由上海 Ｓａｎｇｅｒ
生物公司合成。Ｔｍｕｂ１特异性 ＰＣＲ引物上游：５′ＴＣＴＧＴＣＧ
ＧＡＧＡＡＡＣＴＴＡＧＧＡ３′；下游：５′ＴＣＴＧＧＡＧＧＴＧＴＴＧＡＴＧＣＴＧ３′。
βａｃｔｉｎ特异性引物上游：５′ＣＧＴＴＧＡＣＡＴＣＣＧＴＡＡＡＧＡＣＣ３′；下
游：５′ＡＡＣＡＧＴＣＣＧＣＣＴＡＧＡＡＧＣＡＣ３′。ｓｅｃｕｒｉｎ特异性 ＰＣＲ引
物上游：５′ＧＣＴＧＣＧＣＣＴＧＣＧＣＣＴＧＴＧＡＴＧ３′；下游：５′ＴＧＴＧ
ＧＣＧＴＣＴＧＧＡＧＣＧＣＧＴＴＧＡ３′。βａｃｔｉｎ特异性引物与 Ｔｍｕｂ１检
测时所使用的一致。按Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒说明书提取细胞 ＲＮＡ，紫
外分光光度计测定ＲＮＡ含量和纯度。按照逆转录试剂盒说明
书将ＲＮＡ反转录为 ｃＤＮＡ。用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ嵌合荧光法进
行ＰＣＲ扩增。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测Ｔｍｕｂ１蛋白、ｓｅｃｕｒｉｎ蛋白表达情况
　　采用ＰＨ术后２、１２、２４ｈ组肝脏组织标本。ＲＩＰＡ裂解液
裂解细胞提取细胞内蛋白，ＢＣＡ法进行蛋白质定量，用 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ进行电泳分离，转ＰＶＤＦ膜。５％脱脂奶粉室温封闭２ｈ，
分别加 Ｔｍｕｂ１和 ｓｅｃｕｒｉｎ蛋白一抗（１∶５００），４℃孵育过夜，
ＴＢＳＴ洗膜３次，加辣根过氧化物酶标记二抗（１∶２０００），室温孵
育１ｈ，ＴＢＳＴ洗３次，用ＥＣＬ显色并曝光显影。
１．２．６　噻唑蓝（ＭＴＴ）试验检测各组肝细胞增殖情况　　将
１２３方法提取的原代肝细胞分别进行 ＭＴＴ实验。结果分析
以大鼠ＰＨ术后提取肝细胞的时间为横坐标（Ｘ轴），经修正的
吸光值为纵坐标（Ｙ轴）绘制细胞增殖生长曲线图。
１．２．７　用流式细胞仪观察各组细胞周期　　将１．２．３方法中
２４ｈ组提取的原代肝细胞进行固定处理（４℃预冷的７０％乙醇
固定后加入ＲＮＡ酶和ＰＩ）后上机检测（重庆医科大学分子生物
学实验中心流式细胞室）。上机前标本４℃保存。

１．３　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，数据以 珋ｘ±ｓ表示，组
间差异比较用ｔ检验。
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２　结果

２．１　Ｔｍｕｂ１ＲＮＡｉ干扰效果
　　在预实验中我们使用带 ＧＦＰ荧光探针的 Ｔｍｕｂ１ＲＮＡｉ慢
病毒经大鼠盲肠静脉肝脏转染，经激光共聚焦显示转染效果良

好。在本实验中，我们首先检测了提取的各个实验组细胞中

Ｔｍｕｂ１的ＲＮＡ干扰效果。结果表明，实验组 Ｔｍｕｂ１ｍＲＮＡ和
蛋白表达均被有效抑制（图１、２），统计分析结果显示，Ｔｍｕｂ１
ＲＮＡｉ实验组与对照组和空载慢病毒组相比Ｔｍｕｂ１表达显著降低
（Ｐ＜０．０５），实验结果与预实验中的激光共聚焦结果基本一致。
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Ａ：ＲＴＰＣＲ结果　１～３：对照组２、１２、２４ｈ；４～６：空载慢病毒组２、
１２、２４ｈ；７～９：Ｔｍｕｂ１ＲＮＡｉ实验组２、１２、２４ｈ
Ｂ：Ｔｍｕｂ１ｍＲＮＡ相对表达量　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组同时间点比较
图１　ＲＴＰＣＲ鉴定Ｔｍｕｂ１ＲＮＡｉ慢病毒大鼠体内肝脏转染后

Ｔｍｕｂ１ｍＲＮＡ的表达
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果　１～３：对照组２、１２、２４ｈ；４～６：空载慢病毒
组２、１２、２４ｈ；７～９：Ｔｍｕｂ１ＲＮＡｉ实验组２、１２、２４ｈ
Ｂ：Ｔｍｕｂ１蛋白相对表达量　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组同时间点比较
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｔｍｕｂ１ＲＮＡｉ慢病毒大鼠体内肝脏转染后

Ｔｍｕｂ１蛋白相对表达

２．２　Ｔｍｕｂ１沉默后对肝细胞增殖的影响
　　平均每克鼠肝可获取 ８．３×１０６个肝细胞，平均活率
９１３％。接种２４ｈ后（绝大多数肝细胞贴壁），收集肝细胞，用

于后续实验。

　　ＭＴＴ实验结果显示（图３），于 ＰＨ术后６、１２、２４ｈ提取的
肝细胞经过相同培养时间后，Ｔｍｕｂ１ＲＮＡｉ实验组细胞明显较
另两组细胞量多，间接反映增殖速率快。上述结果证明，Ｔｍｕｂ１
沉默后可明显上调ＰＨ术后６～２４ｈ肝细胞的增殖速率。流式
细胞分析结果（表１）表明实验组处于Ｇ２／Ｍ期的肝细胞比例明
显高于对照组。
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ＰＨ术后６～２４ｈ肝细胞的增殖速率明显上调，ａ：Ｐ＜００５，与同时
间点对照组比较

图３　ＭＴＴ实验检测Ｔｍｕｂ１沉默后肝细胞增殖速率

表１　各组ＰＨ术后２４ｈ原代肝细胞细胞周期分布（％，珋ｘ±ｓ）
组别 Ｇ１期 Ｓ期 Ｇ２／Ｍ期
对照组 ７２．６５±２．８７ ２４．５９±２．５３ ２．７７±０．３５
实验组 ７９．９１±１．３８ ８．２１±２．０８ １１．８８±１．６６ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

２．３　Ｔｍｕｂ１沉默后对ｓｅｃｕｒｉｎｍＲＮＡ及其蛋白表达的
影响

　　为了探讨出现上述结果的原因，我们查阅相关文献，肝细胞
增殖Ｇ２／Ｍ期主要事件是染色体分离，其主要调控蛋白之一是
ｓｅｃｕｒｉｎ蛋白。因此，我们检测了Ｔｍｕｂ１ＲＮＡｉ实验组、空载慢病
毒组及对照组的 ｓｅｃｕｒｉｎ表达情况（图 ４、５）。结果发现，在
Ｔｍｕｂ１沉默后，ｓｅｃｕｒｉｎｍＲＮＡ表达无明显变化，而 Ｇ２／Ｍ期
ｓｅｃｕｒｉｎ蛋白量明显降低。这说明 Ｔｍｕｂ１的沉默未影响 ｓｅｃｕｒｉｎ
蛋白的基因转录（即未影响 ｓｅｃｕｒｉｎ蛋白的合成），而是加速了
ｓｅｃｕｒｉｎ蛋白的降解。
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Ａ：ＲＴＰＣＲ结果　１～３：对照组２、１２、２４ｈ；４～６：空载慢病毒组２、
１２、２４ｈ；７～９：Ｔｍｕｂ１ＲＮＡｉ实验组２、１２、２４ｈ
Ｂ：ｓｅｃｕｒｉｎｍＲＮＡ相对表达量

图４　ＲＴＰＣＲ检测再生肝细胞中ｓｅｃｕｒｉｎｍＲＮＡ表达
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果　１～３：对照组２、１２、２４ｈ；４～６：空载慢病毒
组２、１２、２４ｈ；７～９：Ｔｍｕｂ１ＲＮＡｉ实验组２、１２、２４ｈ
Ｂ：ｓｅｃｕｒｉｎ蛋白相对表达量　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组２４ｈ时间点比较
图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测再生肝细胞中ｓｅｃｕｒｉｎ蛋白相对表达

３　讨论

３．１　Ｔｍｕｂ１蛋白可能在肝细胞增殖周期 Ｇ２／Ｍ期发
挥重要作用

　　Ｔｍｕｂ１蛋白是一种含有泛素样结构域的核胞浆
穿梭蛋白。正常情况下，它微量存于细胞核中，而在肝

再生过程中则会大量表达，并于胞核胞质之间穿
梭［４－９］。Ｔｍｕｂ１蛋白在细胞核中的量会随着肝细胞增
殖周期的进展而变化，特别在肝细胞增殖后期，Ｔｍｕｂ１
蛋白几乎全部聚集于细胞核内［４］，这提示 Ｔｍｕｂ１蛋白
可能参与调控肝细胞增殖的有丝分裂进程。Ｔｍｕｂ１沉
默后会导致异常中心体、异常纺锤体及多核细胞形

成［５］，这提示Ｔｍｕｂ１蛋白可能与 Ｇ２／Ｍ期的染色体分
离事件有关。而我们的 ＭＴＴ实验及流式细胞分析结
果提示Ｔｍｕｂ１沉默后肝细胞增殖加速且主要发生于
Ｇ２／Ｍ期。综上，Ｔｍｕｂ１蛋白在细胞核内可能参与调
控肝细胞有丝分裂进程。该作用主要发生于 Ｇ２／Ｍ
期，通过影响染色体分离抑制肝再生。然而 Ｔｍｕｂ１蛋
白在肝再生过程中却是高表达，所以 Ｔｍｕｂ１蛋白在细
胞核内的功能可能是在肝再生过程中抑制肝细胞过

速、过度增殖，使肝再生过程有序有控。甚至，该功能

的失常与肝脏肿瘤的发生有关［８］。

３．２　Ｔｍｕｂ１蛋白在肝再生过程中发挥重要作用可能与
其在蛋白质水平影响了ｓｅｃｕｒｉｎ的表达密切相关

　　ｓｅｃｕｒｉｎ蛋白是调控细胞增殖周期中 Ｍ期染色体
分离的重要因子，该蛋白的降解方式是在胞核内经泛

素蛋白酶体通路降解，其过程受到类泛素化分子的调
控［１０－１２］。Ｔｍｕｂ１蛋白含有一种特殊的 ＵＢＬ结构域，
而我们的实验结果表明 Ｔｍｕｂ１的沉默在蛋白水平使
ｓｅｃｕｒｉｎ蛋白的表达量降低。因此，Ｔｍｕｂ１蛋白在肝再

生过程中可能影响了 ｓｅｃｕｒｉｎ蛋白经泛素蛋白酶体通
路降解过程中的某一环节，这种影响可能是通过与ｓｅ
ｃｕｒｉｎ蛋白直接作用产生，亦可能是通过与该过程的某
一关键酶相互作用而产生（其作用机制可能与ＵＢＬ结
构域相关），从而影响染色体分离，对肝细胞增殖进程

发挥负向调控作用，使肝再生过程有序有控。

　　总之，本研究探讨了Ｔｍｕｂ１蛋白沉默后对大鼠肝
部分切除术后肝细胞增殖的影响，希望通过对 Ｔｍｕｂ１
蛋白的研究，阐明肝细胞增殖及肝再生分子调控的新

机制，为研究肝细胞增殖的自身调控机制提供一条新

思路，从而为临床上治疗肝功能衰竭、促进残肝再生提

供新方法。
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