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PXR所致小鼠肝增大的肝细胞动态变化研究

田佳宁, 王锐敏, 杨 潇, 杨 洁, 张翼飞, 黄 民, 毕惠嫦*

(中山大学药学院, 药物代谢与药动学实验室, 广东 广州 510006)

摘要: 孕烷X受体 (pregnane X receptor, PXR) 是核受体超家族成员, 在内外源物质代谢、内分泌平衡和细胞增

殖等过程中发挥重要调控作用。本课题组前期研究表明, 给予PXR鼠源激动剂孕烯醇酮 16α-腈 (pregnenolone 16α-

carbonitrile, PCN) 可致小鼠肝增大, 并发现此过程肝细胞的变化具有区域性分布的特征: 中央静脉 (central vein,

CV) 区肝细胞增大, 而门静脉 (portal vein, PV) 区肝细胞增殖。本研究旨在评估PXR所致肝增大过程肝细胞动态变

化的特点。雄性C57BL/6小鼠给予PCN后 1、2、3、5天后采集血清及肝脏样本进行生化和病理检测, 此动物实验经

由中山大学动物伦理委员会批准。结果表明, 随着给药时间的延长, 小鼠CV区肝细胞体积逐渐增大, PV区肝细胞

增殖增加; 同时肝细胞增大相关因素如PXR下游细胞色素P450 (cytochrome P450, CYP450) 代谢酶和转运体的表达

以及肝脏甘油三酯 (triglyceride, TG) 含量均逐渐增加, 而肝细胞增殖的增殖相关蛋白的上调以及细胞周期抑制蛋白

的下调则在给药初期即有显著变化, 提示在PXR所致小鼠肝增大过程中肝细胞增殖的发生早于肝细胞增大。本研

究阐明了PXR所致肝增大过程中肝细胞增大与增殖的动态变化, 为PXR促进肝增大的研究提供新数据和新观点。
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Dynamic change of hepatocyte during PXR-induced liver enlargement
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Abstract: Pregnane X receptor (PXR), a member of nuclear receptor superfamily, plays an important role in

xenobiotic and endogenous metabolism, endocrine balance, and cell proliferation, etc. Previous study has shown

that pregnenolone 16α -carbonitrile (PCN), a mouse PXR agonist, could induce liver enlargement. And we found

that the change in hepatocytes exhibits regional distribution characteristics: hepatocyte enlargement occurs around

the central vein (CV) area, while hepatocyte proliferation occurs around the portal vein (PV) area. In this study, the

dynamic changes of hepatocytes during PXR-induced liver enlargement were determined. Serum and liver samples

from male C57BL/6 mice were collected for biochemical and pathological analysis after PCN treatment for 1, 2, 3,

5 days, respectively. The animal experiment was approved by theAnimal Ethics Committee of Sun Yat-Sen University.

The results showed that with the increase in the PCN treatment days, the feature of this regional change of hepatocyte

around the CV and PV areas became more and more obvious. At the same time, the factors related to hepatocyte

enlargement, such as the expression of PXR downstream genes and the hepatic content of triglyceride (TG), has

gradually increased. The upregulation of proliferation-related proteins and downregulation of cyclin-dependent

kinases inhibitor proteins were observed in the early stage of PCN treatment, suggesting that hepatocyte proliferation

occurs earlier than hepatocyte enlargement during PXR-induced liver enlargement. This study reveals the dynamic
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change of hepatocytes during PXR-induced liver enlargement and provides a new insight in liver enlargement

promoted via PXR activation.
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肝脏是机体重要的代谢器官, 负责多种生理过程。

在机体代谢改变或疾病等外界环境刺激下, 肝脏能够

迅速调整自身大小以维持肝脏功能[1,2]。如某些疾病

的影响导致机体结构和功能发生变化, 肝脏体积会变

小[3]。而许多促进肝脏生长和功能需求的刺激, 如激

素影响、外源物诱导和细菌感染等则会使肝脏重量增

加[4]。肝增大 (liver enlargement) 又称作肝肥大 (liver

hypertrophy)、肝肿大 (hepatomegaly) 或肝增生 (liver

hyperplasia), 包括肝细胞平均大小的增加 (hepatocyte

enlargement) 以及肝细胞的增殖增加 (hyperplasia)[5]。

肝脏基本的结构单位是肝小叶, 肝小叶大致呈六边

形, 其中心是中央静脉, 称为中央静脉区 (central vein

area, CV area, 也称作perivenous/pericentral/centrilobular

zone); 六边形的每个角均为门静脉、胆管以及肝动脉

组成, 称为门静脉区 (portal vein area, PV area, 也称作

periportal zone)[6]。肝脏的结构虽然是均匀构成的, 但

在功能上却具异质性。目前认为, 肝脏的CV区主要

负责外源物的代谢、糖酵解以及脂质胆汁酸等内源物

质的合成, PV区主要负责氧气运输、糖异生、脂肪氧化

和尿素生成等[7]。

孕烷X受体 (pregnane X receptor, PXR) 是核受体

超家族成员之一, 主要表达于肝脏中, 在机体内外源物

质代谢中发挥重要作用[8]。PXR能够诱导外源物氧化

(Ⅰ期)、结合 (Ⅱ期) 以及转运 (Ⅲ期) 相关基因的表达, 从

而调控糖、脂和药物等内外源物质的代谢。1972年首

次报道 PXR 鼠源激动剂孕烯醇酮 16α-腈 (pregneno‐

lone 16α-carbonitrile, PCN) 能够增加大鼠肝脏重量, 诱

导药物代谢酶的活性和滑面内质网的增殖[9]。最初认

为 PXR促进肝增大是由于水潴留导致肝细胞大小增

加[10], 但最近的研究表明, PXR能够增加增殖细胞核

抗原 (proliferating cell nuclear antigen, PCNA) 阳性细

胞数, 说明PXR亦可以促进肝细胞增殖[11]。同时, PXR

还可以通过与叉头盒蛋白 O (forkhead box protein O,

FOXOs) 相互作用抑制其下游细胞周期抑制蛋白, 促

进肝细胞增殖[12]。本课题组前期的研究也证明, 鼠源

和人源 PXR激动剂激活 PXR后均显著促进小鼠肝增

大, 并发现 PXR是通过作用于 yes相关蛋白 (yes-asso‐

ciated protein, YAP) 信号通路从而促进肝细胞增大或

增殖, 该作用是 YAP依赖性的[13]。有趣的是, 作者还

发现 PXR所致肝细胞增殖与增大呈显著的区域性分

布: 肝细胞增大主要发生在肝小叶的CV区, 而肝细胞

增殖则主要发生在 PV区。但是这种区域性分布的动

态变化规律尚不清楚。

因此 , 本研究旨在阐明 PXR 所致肝增大过程中 ,

影响肝细胞增大/增殖的相关因子的动态变化, 为PXR

促进肝增大的基础研究提供科学数据。

材料与方法

药品和试剂 PCN, 纯度 = 98% (美国 APExBIO

公司); 玉米油, 药用级 (上海阿拉丁公司); 通用型组织固

定液和苏木素-伊红 (H&E) 染液 (武汉塞维尔生物科技

公司); BCA法蛋白定量试剂盒和预染蛋白marker (美

国 Thermo Fisher Scientific 公司); Trizol 细胞裂解液

(日本Takara公司); 去除基因组DNA试剂盒和预混型

qPCR试剂盒 (湖南艾科瑞生物工程有限公司); RIPA

裂解液 (上海博彩生物科技有限公司); loading buffer

(杭州弗德生物科技有限公司); 通用型抗体稀释液 (苏

州新赛美生物科技有限公司); Immobilon Western化学

发光HRP底物 (美国Merck Millipore公司); 甘油三酯

(triglyceride, TG) 试剂盒 (南京建成生物工程研究所);

anti-β-catenin (CTNNB1) (美国BD公司); anti-KI67 (美

国Abcam公司); anti-cytochrome P450 2B10 (CYP2B10)、

anti-cytochrome P450 3A11 (CYP3A11) 和 anti-cyclin-

dependent kinase inhibitor 1B (CDKN1B) (武汉艾博泰

克生物科技有限公司); anti-P-glycoprotein (P-gp)、anti-

FOXO1 和 anti-cyclin-dependent kinase inhibitor 1A

(CDKN1A) (美国 Santa Cruz 公司); anti-organic anion

transporting polypeptide 2 (OATP2) (美国 Affinity Bio‐

sciences 公司); anti- β -actin、anti-cyclin D1 (CCND1)、

anti-proliferating cell nuclear antigen (PCNA)、anti-rabbit

IgG-HRP 和 anti-mouse IgG HRP (美国 Cell Signaling

Technology 公 司); anti-retinoblastoma-like protein 2

(RBL2) (上海生工生物工程股份有限公司)。

仪器 AE260 电子天平 (美国 Mettler Toledo 公

司); URIT-8021A全自动生化分析仪 (桂林优利特医疗

电子公司); 5417R低温高速离心机、微量移液器和普通

PCR仪 (德国Eppendorf公司); CX43正置显微镜 (日本

Olympus 株式会社); Precellys 24 组织匀浆器 (法国

Bertin Technologies公司); 全波长读数仪和Nanodrop超

微量紫外分光光度计 (美国Thermo Fisher Scientific公
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司); 电泳系统和电转系统 (美国 Bio-Rad Laboratories

公司); ImageQuant LAS 4000 显像仪 (美国 General

Electric公司)。

实验动物 C57BL/6雄性小鼠, SPF级, 购买于江

苏集萃药康生物科技有限公司, 6周龄, 动物生产许可

证号: SCXK (苏) 2018-0008, 实验单位使用许可证号:

SYXK (粤) 2016-0112。饲养于中山大学 (实验动物中

心东校区), 饲养条件: 湿度条件 55%～60%, 温度条件

22～24 ℃, 室内模拟昼夜交替各 12 h, 换气次数维持

在每小时 10～20次, 小鼠自由摄取水和 SPF级小鼠饲

料。动物实验经由中山大学伦理委员会批准, 批准号

是东-C2020-0302XS。

动物分组与给药 精密称取 PCN 200 mg, 加入

20 mL玉米油, 充分涡旋混合后超声 30 min使其充分

溶解, 制备成 10 mg·mL-1 PCN溶液, 每次使用前均涡

旋并超声处理。

小鼠随机分成 8组, 每组 6只, 分别命名为 1 d-对

照组、1 d-PCN组、2 d-对照组、2 d-PCN组、3 d-对照组、

3 d-PCN组、5 d-对照组和 5 d-PCN组。PCN组每天腹

腔注射 PCN溶液, 剂量为 100 mg·kg-1·d-1, 对照组每天

腹腔注射玉米油溶液, 每次注射前均称量小鼠体重, 按

照 0.01 mL·g-1的标准注射对应体积的溶液。按组别命

名连续给药相应天数, 在最后一次给药24 h后, 摘除眼

球取血于 1.5 mL离心管中, 然后脱臼处死小鼠, 分离

肝脏, 称重并拍照。

血清生化指标检测 小鼠血液收集到 1.5 mL离

心管后, 室温静置 30 min, 以 3 000 ×g的速度在 4 ℃条

件下离心 15 min, 吸取上清 200 μL 至 1.5 mL 离心管

中, 送样至广东省医学实验动物中心生化检测室, 检测

小鼠血清谷丙转氨酶 (alanine transaminase, ALT)、天

冬氨酸转氨酶 (aspartate transaminase, AST) 和碱性磷

酸酶 (alkaline phosphatase, ALP) 水平。

组织病理学检测 肝脏组织在通用型组织固定液

中固定 24 h以上, 送样至武汉塞维尔生物科技公司进

行石蜡切片的制备。切片进行脱蜡、抗原修复、伊红-苏

木素染色、封片步骤后, 于CX43正置显微镜下观察。

CTNNB1和KI67免疫组化染色 对石蜡切片依

次进行脱蜡、抗原修复、淬灭、封闭、孵育抗体、显色、苏

木素复染及封片, 最终晾干切片后在CX43正置显微

镜下观察。

实时荧光定量 PCR检测 按照前期建立方法提

取肝脏样本总RNA[14], 根据逆转录及PCR试剂盒说明

分别进行RNA逆转录及RT-qPCR反应。所使用引物

序列见表1。

TG 含量检测 根据试剂盒说明, 利用 GPO-PAP

法检测肝脏中总TG含量。

Western blot 检测 按照前期所述方法[13], 提取

肝脏总蛋白后使用BCA蛋白定量试剂盒调整蛋白浓

度至同一水平 , 100 ℃加热 15 min 使蛋白变性 , 经过

SDS-PAGE电泳和电转、5%脱脂牛奶封闭、孵育一抗

及二抗, 最后通过 ImageQuant LAS4000系统曝光显影。

数据统计 本研究中的数据均用平均值 ± 标准

差 (mean ± SD) 表示。首先使用 Image J 软件对免疫

组化及蛋白表达结果进行量化 , 然后使用 GraphPad

Prism 8.3.0软件对定量后的数据进行统计学分析并制

作图表, 采用Unpaired Student's t-test检验 (two-tailed)

比较两组间的差异, 当 P < 0.05时认为两组数据之间

的差异具有统计学意义。

结果

1 PCN促进小鼠肝增大

在不同天数给予雄性C57BL/6小鼠PCN或玉米油,

如图1A所示, 给予PCN后小鼠肝脏明显增大, 并且随着

给药天数的增加, 肝脏大小逐渐增加。与对照组相比, 给

予PCN 1天后, 小鼠的肝重比由5.11%上升至5.94%, 给

予PCN 5天后, 肝重比增加至6.93% (图1B)。

2 PXR所致小鼠肝增大为生理性肝增大

本研究进一步检测了小鼠血清中ALT、AST和ALP

水平以及促炎细胞因子表达水平, 以判断PXR所致肝增

大是否有肝损伤。H&E染色结果显示并未出现炎症细

胞浸润的明显特征 (图2A), 说明肝脏不存在损伤性病理

变化。血清中ALT、AST和ALP的含量变化可以反映肝

脏急性损伤程度。如图 2B所示, 在给予小鼠 PCN后,

血清AST和ALP水平与对照组无明显升高, 给予PCN

5天后小鼠血清ALT水平上升至 41.2 U·L-1, 但仍在小

鼠ALT正常参考值水平内 (49.53 ± 11.05) U·L-1 [15]; 同

时, 促炎细胞因子Tnfα、Ifnγ和 Il6的表达与对照组相比

同样没有显著性变化 (图 2C)。以上结果表明, PCN促

进小鼠肝增大过程中并未出现急性肝损伤, PXR激动

Table 1 Primer sequence of pro-inflammatory cytokines genes.

Tnfα : Tumor necrosis factor alpha; Ifnγ : Interferon gamma; Il6:

Interleukin 6; Gapdh: Glyceraldehyde 3 phosphate dehydrogenase

Gene
Tnfα

Ifnγ

Il6

Gapdh

Species
Mouse

Mouse

Mouse

Mouse

Primer sequence
Forward 5'-CAGGCGGTGCCTATGTCTC-3'

Reverse 5'-CGATCACCCCGAAGTTCAGTAG-3'
Forward 5'-ATGAACGCTACACACTGCATC-3'

Reverse 5'-CCATCCTTTTGCCAGTTCCTC-3'
Forward 5'-TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC-3'

Reverse 5'-TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC-3'
Forward 5'-AGGTCGGTGTGAACGGATTTG-3'

Reverse 5'-GGGGTCGTTGATGGCAACA-3'
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后所致肝增大表现为生理性肝增大。

3 PXR所致CV区肝细胞增大的动态变化

CTNNB1 主要表达于细胞膜上 , 本研究通过对

CTNNB1进行免疫组化染色以勾勒肝细胞的形态, 并

由此观察肝细胞体积的变化。如图3A所示, 给予PCN

1天后, 肝脏CV区的肝细胞与对照组相比没有明显变

化 (438.7 ± 31.7) μm2, 但给予PCN 2天后, 肝细胞大小

增加到 (477.3 ± 21.1) μm2, 并在 5 天后达到 (552.4 ±

15.0) μm2; 而 PV区的肝细胞虽有轻微的变大趋势, 但

在给予 PCN 5 天后 , 肝细胞大小 [(431.4 ± 15.8) μm2]

与对照组相比仍无显著性差异 (图 3B)。同时, PCN致

CV区肝细胞增大的幅度随给药时间的延长不断增加,

Figure 2 PCN treatment induces physiological liver enlargement. A: H&E staining of liver section; B: Serum alanine transaminase (ALT),

aspartate transaminase (AST), and alkaline phosphatase (ALP) levels in different groups; C: RT-qPCR analysis of pro-inflammatory cyto‐

kines Tnfα, Ifnγ, Il6 in different groups. Data are presented as mean ± SD (n = 5 or 6). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs the vehicle group

Figure 1 The dynamic change of pregnenolone 16α-carbonitrile (PCN)-induced liver enlargement in mice. A: Morphological pictures of

livers of the vehicle mice and the PCN-treated mice; B: Liver/body weight ratios. Data are presented as mean ± SD (n = 5). *P < 0.05, **P <

0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1 vs the vehicle group
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并且在第5天增加了19.9% (图3C)。

4 PXR所致PV区肝细胞增殖的动态变化

KI67是一种与细胞增殖密切相关的蛋白, 它在细

胞分裂各期均能被检测到, 而在静息期 (G0期) 无表

达。利用KI67免疫组化染色判断肝细胞的增殖情况。

图 4A表明给予 PCN 1天后, 肝细胞即出现增殖, 且主

Figure 4 Hepatocyte proliferation around the PV area was promoted after PCN treatment. A: Immunohistochemical of KI67 around the

CV and PV area; B: Quantification of the KI67 positive cells (n = 6). Data are presented as mean ± SD. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs

the CV area of the PCN group

Figure 3 Hepatocyte size around the central vein (CV) area was gradually increased after PCN treatment. A: Immunohistochemical of

β-catenin (CTNNB1) around the CV and portal vein (PV) area; B: Quantification of hepatocyte size. The yellow dashed line represents the

average of hepatocyte size of the vehicle group; C: Proportion of hepatocyte size increased compared to the vehicle group. Data are presented

as mean ± SD (n = 6). **P < 0.01, ****P < 0.000 1 vs the CV area of the vehicle group; #P < 0.05, ##P < 0.01, ####P < 0.000 1 vs the PV area of

the PCN group

·· 1364



田佳宁等: PXR所致小鼠肝增大的肝细胞动态变化研究

要集中在 PV区, KI67阳性细胞比例为 3.32% (图 4B),

CV区肝细胞也出现少量增殖, KI67阳性细胞比例为

0.95%; 给予 PCN 5天后, 这种区域分布的现象更加明

显, PV 区 KI67阳性细胞比例为 2.54%, 而 CV区 KI67

阳性细胞仅为0.13%。

5 PXR下游靶蛋白表达及TG水平的动态变化

根据以上结果, 作者推测 PXR诱导肝脏CV区肝

细胞增大可能是由于具有中央静脉偏倚的 PXR下游

代谢酶/转运体表达增加和/或糖脂等物质积聚所致 ,

因此, 本研究检测了 PXR下游代谢酶/转运体以及TG

的动态变化。如图 5A所示, PXR激动后, 下游Ⅰ相代谢

酶 CYP2B10 (人 CYP2B6) 和 CYP3A11 (人 CYP3A4)

以及转运体 P-gp和OATP2的表达均随着给药时间的

延长而不断上调。其中, CYP3A11和CYP2B10在 5天

分别上调了 3.7倍和 2.6倍, 而 P-gp和OATP2则在 3天

表达达到峰值, 分别上调了 1.7倍和 1.6倍 (图 5B); TG

合成从给予 PCN 1天时开始增加, 并在 5天达到最大

(0.010 3 mmol·g-1组织) (图 5C)。以上结果说明, PXR

可以使诱导代谢酶及转运体的表达逐渐增加, 同时使

TG合成增加。

6 细胞增殖相关蛋白和细胞周期抑制蛋白的动态

变化

本研究进一步检测了与肝细胞增殖相关的细胞增殖

相关蛋白和细胞周期抑制蛋白的动态变化。如图6所示,

给予PCN 1天后, 细胞增殖相关蛋白PCNA和CCND1

立刻上调, 分别上调了 2.2倍和 1.48倍; 而 CDKN1B、

CDKN1A和RBL2等细胞周期抑制因子的表达显著下

调 (图 6A), 说明给予PCN后肝细胞出现显著增殖。有

趣的是, CDKN1A在给予PCN 1天后的表达水平最低,

下调了 49%, 而 RBL2 和 CDKN1B 则是在第 5 天表达

最低 , 分别下调了 47% 和 59% (图 6B)。以上结果说

明, PCN激动 PXR后通过上调细胞增殖相关蛋白、下

调细胞周期抑制因子, 从而显著促进肝细胞增殖。

讨论

肝脏是机体重要的代谢器官, 负责多种生理过程。

肝脏能够根据外界环境的改变或机体生理病理状态

迅速调节自身大小, 从而维持肝脏功能的稳态[16]。本

课题组前期研究发现 , 给予小鼠 PXR 激动剂 PCN

(100 mg·kg-1·d-1) 5天可导致显著肝增大, 并伴随有肝

细胞增大与肝细胞增殖出现[13]。导致肝增大的原因众

多, 根据是否伴随肝损伤的发生, 肝增大可以分为良性

与病理性两类。在本研究中, 反映肝脏急性损伤的指

标血清 AST 和 ALP 均无显著变化 , 血清 ALT 水平在

给予PCN 5天后上升了约1.6倍, 而ALT水平至少上升

2倍才提示肝脏发生损伤[5]。据报道, C57BL/6雄性小

Figure 5 Dynamic change of PXR downstream genes and triglyceride (TG) after PCN treatment. A: Western blot analysis of PXR down‐

stream metabolizing enzymes of the vehicle and the PCN groups; B: Quantification of proteins mentioned above (n = 3). The yellow dashed

line represents the average expression level in the vehicle groups; C: The hepatic TG content of the vehicle and the PCN group at different

time point. Data are presented as mean ± SD. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1 vs the vehicle group. P-gp: P-glycoprotein;

OATP2: Organic anion transporting polypeptide 2; CYP3A11: Cytochrome P450 3A11; CYP2B10: Cytochrome P450 2B10
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鼠血清ALT水平正常参考值为 (49.53 ± 11.05) U·L-1 [15],

本研究中血清ALT水平均处于正常值范围内, 说明给

予 PCN 5天后的 ALT水平升高可能是由于活动和饮

食而造成的[17]。同时, 促炎细胞因子Tnfα、Ifnγ和 Il6的

表达同样没有明显变化, H&E染色亦未发现明显的病

理损伤。这些结果表明, PXR所致小鼠肝增大是生理

性 (良性) 肝增大。

肝增大从组织学上表现为肝细胞增大以及肝细胞

增殖, 本研究发现, 在给予 PCN后, 小鼠肝脏CV区的

肝细胞表现为体积增大, 并且随着给药时间的延长, 肝

细胞大小也在不断增加; 而 PV区肝细胞的大小没有

增大, 主要以增殖为主。研究表明, 肝脏重量至少增加

20%才能够在组织学上观察到肝细胞增大[5]。本研究

中, 给予PCN 5天使小鼠肝脏增重近 30%, 对比肝细胞

增大和增殖的程度可以发现, CV区肝细胞尺寸增加近

20%, 而 KI67＋肝细胞占比仅在 4%左右, 这表明肝细

胞增殖对于肝脏重量的贡献度可能不占主导地位。据

报道, 肝细胞增大的分布位置与酶诱导剂的剂量有密

切关系, 高剂量可能会导致中心区域甚至整个小叶出

现肝细胞增大的现象, 这可能与代谢酶分布、血流等差

异有关。从结果中可以看出, KI67+肝细胞分布在紧邻

PV区附近 (图 3A), 而PV区肝细胞的大小呈现上升的

趋势 (图 2C), 说明肝细胞增大的范围比较弥散。据此

推测, CV区肝细胞增大可能对 PXR所致肝增大贡献

更大, 但后续还需要更直观的实验进一步证明, 例如检

测肝脏DNA含量的变化等。

研究表明, 肝细胞增大也可能是由于水、糖原和脂

质等物质的累积或是亚细胞器的增殖所导致的, 酶诱导

导致的肝细胞增大体现在蛋白质合成增加或细胞器数目

增加[4]。过氧化物酶体增殖物激活受体 α (peroxisome

proliferator activated receptor α, PPARα) 激动引起的肝

细胞增大是由过氧化物酶体和内质网的增殖造成的,

并伴随着CYP4A的特异性表达上调[18]; 组成型雄甾烷

受体 (constitutive androstane receptor, CAR) 激动剂苯

巴比妥诱导的肝细胞增大同样发生在CV区, 并且诱

导内质网显著增殖[19], 这提示核受体激活导致的肝细

胞增大可能与内质网增殖相关。同时, PXR可以促进

脂质合成以及代谢酶的表达, 而大多数CYP450均表

达于CV区附近[20], 因此肝细胞增大可能由于PXR诱导

CYP450 表达增加和内质网的增殖所致。本研究中 ,

给予 PCN后, PXR下游代谢酶CYP3A11、CYP2B10的

表达随着给药天数的增加而不断增加, 并在 5天时达

到峰值, 而转运体 P-gp和 OATP2则在 3天达到峰值。

同样地, TG的合成也随着给药天数增加而增加, 以上

Figure 6 Dynamic changes of proliferation-related protein and cyclin-dependent kinases inhibitor protein after PCN treatment. A: Western

blot analysis of proliferation-related protein and cyclin-dependent kinases inhibitor protein of the vehicle and the PCN groups; B: Quantifica‐

tion of proteins mentioned above (n = 3). The yellow dashed line represents the average expression level in the vehicle groups. Data are

presented as mean ± SD. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs the vehicle group
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结果与CV区肝细胞增大的动态变化规律相吻合。

肝细胞从静息期转换至增殖期需要细胞周期蛋白

依赖性激酶 (cyclin-dependent kinases, CDKs) 的参与[21]。

CDKs本身无活性, 需要与一个正调节亚基结合组成二

元复合物才能发挥作用, 这个正调节亚基即细胞周期蛋

白 (cyclins), 其中 CCND1与 CDK4/6结合共同调控细

胞的G1进程[22]。此外, CDKs的激活作用还受到CDK

抑制因子 (CDK inhibitors, CKIs) 的负调控作用, CKIs

的失活或下调能促进细胞增殖[23,24]。FOXOs家族在细

胞增殖、凋亡和炎症等多个方面均有重要的调控作用,

其中 , FOXOs 对细胞周期进程的影响主要体现在对

CKIs的表达调控, FOXO的激活可以导致多种CKIs的

表达上调从而阻滞细胞周期[25]。有研究者发现, PXR

通过与FOXOs相互作用, 从而抑制CKIs的表达, 最终

促进肝细胞增殖[12]。本研究中, FOXO1及其下游细胞

周期抑制蛋白RBL2、CDKN1A、CDKN1B的表达在给

予PCN后立刻被抑制, 与前述PXR促进肝细胞增殖结

果一致。

值得注意的是, 在给予 PCN 1天后, CV区肝细胞

没有显著性增大, 而PV区肝细胞则已开始增殖。而且

CCND1在前期的表达高于后期, 同时, 细胞周期 S期

的增殖蛋白标志物 PCNA也具有同样的表达趋势, 这

提示在 PXR致小鼠肝增大过程中可能存在肝细胞变

化的先后性, 即PV区肝细胞增殖早于CV区肝细胞增

大出现, 这与前述肝细胞动态变化结果相一致。

本研究表明激动 PXR能够促进小鼠生理性肝增

大, 本课题组前期研究还发现护肝中药五味子中主要

活性成分五味子醇乙能够通过激动 PXR促进良性肝

增大[26], 通过激动 PXR抵抗胆汁淤积性肝损伤[27], 通

过激动 PXR促进部分肝切除后肝再生与修复[28]。这

些研究结果提示, PXR具有促进肝损伤后再生和修复

的重要作用。通常情况下, 肝脏增大与肝细胞癌的发

生发展有密切关系。在一项为期两年的慢性致癌研究

中, 认定肝细胞增大和肝细胞坏死是预测肝癌发生的

最佳指标[29], 但有研究表明, 长期激动 PXR不仅不会

导致肝癌的发生, 还能够通过抑制肝癌细胞的上皮-间

质转化减缓核受体 CAR 介导的肝癌的发生发展[30]。

本研究中PXR所致肝增大能够上调CYP450及转运体

从而增强肝脏外源物代谢功能, 同时近年的研究还指

出PXR在调节类固醇激素稳态、肝脏脂肪变性和炎症

性肠病等发挥重要防治作用[31]。因此, PXR有望成为

抵抗肝脏疾病的极具潜力和前景的靶点。

综上所述, 本研究证明PXR所致小鼠生理性肝增

大表现为CV区肝细胞增大以及PV区肝细胞增殖, 并

阐明了在 PXR所致小鼠肝增大过程中肝细胞增大与

肝细胞增殖的动态变化以及肝细胞增大/增殖相关因

素的动态变化特征, 为PXR促进肝增大的基础研究提

供了新数据和新观点。
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