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增殖示踪揭示利福平在小鼠区域性肝损伤中诱导肝再生
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摘要: 本研究利用细胞增殖示踪技术 (ProTracer) 探索利福平 (rifampicin, RIF) 在小鼠区域性肝损伤模型中促进

肝再生的作用。ProTracer系统可以记录体内细胞增殖情况, 将发生增殖的细胞标记为GFP绿色荧光。构建四氯化

碳 (carbon tetrachloride, CCl4) 损伤模型或胆管结扎 (bile duct ligation, BDL) 损伤模型, 给予RIF和溶剂处理, 检测血

清谷草转氨酶 (aspartate aminotransferase, AST)、谷丙转氨酶 (alanine aminotransferase, ALT)、总胆汁酸 (total bile 

acids, TBA)、总胆红素 (total bilirubin, TBIL) 和直接胆红素 (direct bilirubin, DBIL) 评估肝功能; H&E染色评估肝脏

损伤面积 ; 肝组织整体荧光成像评估肝再生情况 ; 免疫荧光共染定量增殖肝细胞数量、细胞类型和区域分布 ; 

RNA‑Seq定位关键差异表达基因和信号通路, Western blot进行蛋白水平验证。在HepG2肝细胞系进行体外验证。

结果显示, RIF组显著降低CCl4肝损伤中小鼠血清ALT、AST水平和BDL损伤中TBA、TBIL、DBIL水平, 有效减小

肝脏损伤面积。整体荧光显示RIF处理组小鼠肝脏GFP信号增强, 发生增殖的细胞增加。免疫荧光染色的结果显

示, RIF主要促进肝细胞的增殖, 肝小叶 2区增殖细胞显著增加 (≈2.5倍), 1区、3区亦有提升。RNA‑Seq和Western 

blot显示Mcm家族、Ccnd1、Ccna2、Mki67等细胞周期和增殖基因上调, 富集 cell cycle通路。体外细胞实验发现, RIF

处理后HepG2细胞活力增强, 增殖标志物Ki67阳性细胞比例增加。综上, RIF可通过激活细胞周期信号通路促进肝

细胞增殖, 促进区域性肝损伤后肝细胞再生。本研究动物实验得到滨州医学院动物伦理委员会的批准 (批准号: 

2025-2018)。
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Abstract: Based on the cellular proliferation tracing technique (ProTracer), this study explored the role of 

rifampicin (RIF) in promoting liver regeneration in a mouse model with zone-specific liver injury. The ProTracer 

system enables in vivo recording of cell proliferation by labeling proliferating cells with GFP fluorescence. Carbon 

tetrachloride (CCl4) -induced injury and bile duct ligation (BDL) models were established, followed by RIF or 

vehicle treatment. Liver function was assessed by measuring serum levels of aspartate aminotransferase (AST), 

alanine aminotransferase (ALT), total bile acids (TBA), total bilirubin (TBIL), and direct bilirubin (DBIL). Liver 

injury area was evaluated by H&E staining, while whole-tissue fluorescence imaging was used to assess liver 
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regeneration. Immunofluorescence co-staining was performed to quantify proliferating hepatocytes, identify cell 

types, and analyze zonal distribution. RNA sequencing was conducted to identify key differentially expressed genes 

and signaling pathways, with Western blot used for protein-level validation. In vitro validation was performed 

using the HepG2 hepatocyte cell line. Results showed that RIF significantly reduced serum ALT and AST levels in 

CCl4-induced liver injury and decreased TBA, TBIL, and DBIL levels in the BDL-induced liver injury, effectively 

reducing the area of liver damage. Whole-tissue fluorescence imaging revealed enhanced GFP signals and increased 

proliferating cells in the RIF-treated group. Immunofluorescence analysis indicated that RIF primarily promoted 

hepatocyte proliferation, with a marked increase in proliferating cells in zone 2 of the liver lobule (approximately 

2.5-fold), and also significant increased in zones 1 and 3. RNA-Seq and Western blot analyses demonstrated 

upregulation of cell cycle and proliferation-related genes such as the Mcm family, Ccnd1, Ccna2, and Mki67, with 

enrichment in the cell cycle pathway. In vitro experiments showed that RIF treatment enhanced HepG2 cell viability 

and increased the proportion of Ki67-positive cells. In conclusion, RIF promotes hepatocyte proliferation and 

enhances liver regeneration following zone-specific liver injury by activating cell cycle signaling pathways. Animal 

experiments were conducted with approval from the Animal Ethics Committee of Binzhou Medical University 

(approval number: 2025-2018).
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肝脏的结构与功能完整性是维持机体健康的核

心[1]。对于哺乳动物而言, 维持相对恒定的肝脏体积与

重量至关重要[2]。肝脏具备显著的自身调节能力, 能够

响应多种生理及病理刺激以调整其大小[3]。然而, 当遭

遇肝损伤时, 大量肝细胞的坏死或凋亡会破坏这一稳

态, 此时, 迅速启动肝细胞增殖以补充损失细胞, 成为

修复的关键。肝小叶是肝脏的基本结构和功能单元, 经

典理论将其划分为三个不同的代谢区[4]。本研究中对

这些区域的定义如下: 门静脉周围区 (zone 1), 以E-钙

黏蛋白 (E-cadherin, E-CAD) 为标志 , 环绕门静脉; 中

央静脉周围区 (zone 3), 以谷氨酰胺合成酶 (glutamine 

synthetase, GS) 为标志, 紧邻中央静脉, 以及一个介于

zone 1 和 zone 3 之间的中间区 (zone 2), 其特征为 E-

CAD与GS均不表达 (E-CAD-GS-)[5]。四氯化碳 (carbon 

tetrachloride, CCl4) 作为一种经典的肝毒性物质, 其代

谢产物可通过自由基攻击, 特异性地损伤肝小叶中央

静脉周围的肝细胞, 是广泛使用的中央静脉区域肝损

伤模型[6]。胆管结扎 (bile duct ligation, BDL) 所致胆汁

酸蓄积引发的细胞毒性, 则主要损害门静脉周围区域

的肝细胞[7], 并伴随显著的炎症反应与纤维化进程, 是

常见的门静脉区域肝损伤模型[8]。肝脏固有的再生能

力是实现自我修复的基础; 然而, 当肝脏受到区域性损

伤时, 小分子化合物能否通过促进损伤区肝细胞的增

殖来进行肝修复再生, 在领域内还研究尚浅。探索能

够有效调控并促进肝再生的外部干预策略, 具有重大

的研究价值。

利福平 (rifampicin, RIF) 是一种经典的抗结核药

物, 在临床上应用多年, 其核心机制在于抑制细菌RNA

聚合酶[9]。近年来, 随着对药物多效性研究的深入, RIF

在肝脏生理与病理过程中的作用逐渐被揭示。已知

RIF能够减轻胆汁酸的细胞毒性[10]; 同时, 其抗氧化应

激能力也对肝脏具有保护作用[11], 这些特性均提示

RIF在调控肝细胞功能方面具备潜在价值。然而, RIF

能否通过促进肝细胞增殖以修复肝损伤, 以及其在区

域性肝损伤模型中的作用, 仍有待阐明。

在肝脏再生研究中, 精准追踪肝细胞的增殖过程

是解析再生核心机制的关键。传统检测细胞增殖的方

法, 如Ki67免疫染色和 EdU掺入实验, 虽能有效捕获

特定时间点的细胞增殖活性, 但难以实现对增殖细胞

及其子代细胞的长期、动态追踪。为此, 细胞增殖示踪

系统 (proliferation tracer, ProTracer) 应运而生, 该系统

基于Dre-Rox与Cre-LoxP双重同源重组, 在他莫昔芬

诱导下, 可使发生增殖的细胞及其后代永久性地表达

荧光蛋白, 从而实现对体内增殖细胞的精准、长效标

记[12]。ProTracer为本研究深入探究RIF对小鼠肝细胞

增殖的调控作用提供了关键的技术支撑。

本研究利用ProTracer探讨RIF在区域性肝损伤中

对肝脏细胞增殖的促进作用。首先, 通过CCl4诱导的

小鼠中央静脉区的区域性肝损伤模型, 结合血清生化

指标、组织病理学评估及增殖标志物检测, 初步确认

RIF 对肝脏的修复作用; 采用 ProTracer 精准刻画 RIF

在 CCl4所致区域性损伤中对肝细胞增殖动态及其空

间分布的影响; 并通过高通量RNA测序技术, 探索其

潜在的分子调控机制; 最后, 在BDL诱导的胆汁淤积

性门静脉区域性肝损伤模型中, 验证RIF对区域性肝

损伤后肝细胞增殖的促进作用, 并评估对肝非实质细

胞增殖的影响, 从而全面揭示RIF在区域性肝损伤模

式下促进肝再生的作用。利用HepG2细胞确定RIF对
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人源细胞增殖的促进作用, 为RIF促进肝再生提供了

体外实验的证据。

材料与方法

细胞株与实验动物 HepG2细胞来源于中国科学

院上海细胞库, passage 3。选用 6～8周雄性C57小鼠, 

体重 18～22 g, 购买自山东艾茂达康生命科学有限公

司, 许可证号: SCXK (鲁) 20230010。饲养于 12 h光照

和 12 h黑暗环境中, 标准饲料喂养。本研究 ProTracer

系统所用的 R26-DreER、Ki67-2A-CrexER 和 R26-GFP

三个小鼠品系来自中国科学院分子细胞科学卓越创新

中心周斌课题组, 饲养于滨州医学院 SPF级动物饲养

中心。本研究获得滨州医学院动物伦理委员会批准 

(批准号: 2025-2018)。

细胞造模及给药 使用传代稳定的HepG2细胞, 

稀释至每毫升 1.0×105个细胞, 均匀铺在 96孔板中, 每

孔 100 μL, 在 37 ℃含 5% CO2的培养箱中培养 12 h, 去

除含血清的培养基, 将RIF用无血清培养基稀释至 1、

5、10、20、40、60、80 μmol·L-1 加入 96 孔板中 , 每孔

100 μL。对照组加入含 0.1% DMSO的培养基。待细

胞与 RIF 共培养 24 h 后, 使用 CCK8 按照说明书检测

细胞存活情况及对细胞进行Ki67免疫荧光染色, 每孔

进行6次重复。

ProTracer 该系统主要由转基因工具小鼠构成, 

包括R26-DreER[13]、Ki67-2A-CrexER[12]和R26-GFP[14]三

个转基因小鼠品系。通过小鼠繁配获得 R26-DreER;

Ki67-2A-CrexER;R26-GFP三基因阳性雄鼠, 在小鼠成

年时进行他莫昔芬的诱导, 开启记录体内细胞增殖时

间的开关。其基本作用原理是 , 经他莫昔芬诱导后 , 

R26-DreER 上的同源重组酶 Dre 进入细胞核并识别

Ki67-2A-CrexER 中的 Rox 位点 , 触发 Dre-Rox 同源重

组, 切除两个 Rox中间的 ER序列, 使 Ki67-2A-CrexER

重组为Ki67-2A-Cre。当细胞发生增殖时, Ki67激活表

达, 并驱动同源重组酶Cre的表达, 重组酶Cre进一步

识别 R26-GFP 报告基因上的 LoxP 位点 , 切除两个

LoxP之间的 Stop序列, 启动GFP表达, 最终使发生增

殖的细胞及其后代永久标记为GFP绿色荧光 (图 1A), 

该系统如同摄像机一样可以持续记录体内细胞的增殖

活性 (图 1B), 可通过GFP信号定性和定量体内细胞增

殖情况。

仪器 精密电子天平 (ML04T) 购自瑞士 Mettler 

Toledo公司; 超声仪 (SN-QX-20) 购自上海尚仪仪器设

备有限公司; 全自动生化分析仪 (BM6010/C) 购自日

本 Sysmex 公司 ; 酶标仪 (SpectraMax M2e) 购自美国

Molecular Devices 公司 ; 超纯水系统 (Direct-Pure UP 

UV 10) 购自上海乐枫生物科技有限公司; 多功能凝胶

图像分析系统 (MINI Space 1000)、数显式稳压稳流电

泳仪 (EPS-300)、多功能水平电泳槽 (HE-120) 购自上

海天能科技有限公司 ; PCR 仪 (Mastercycler® nexus 

X2)、小型台式冷冻离心机 (R5425R)、台式大型冷冻离

心机 (R5810R) 购自德国 Eppendorf公司; 凝胶成像系

统 (ChemiDoc MP) 购自美国 Bio-Rad 公司; 二氧化碳

培养箱 (371GP) 购自美国 Thermo 公司 ; 冷冻切片机 

(Cryostar NX50) 购自美国 Epredia 公司 ; 石蜡切片机 

(HistoCore BIOCUT)、摊烤片一体机 (HistoCore Water 

Bath M) 购自德国 Leica公司; 荧光显微镜 (BX53)、激

光共聚焦显微镜 (FV3000) 购自日本Olympus公司; 宏

观变倍体视显微镜 (Axio Zoom.V16) 购自德国 Zeiss

公司。

试剂耗材 CCl4 (≥ 99.5%, G65805A)、75% 乙醇

(G73537O)、二甲苯 (G20641B)、无水乙醇 (73537AW)、

95% 乙醇 (G73537C)、浓盐酸 (81788CJ)、蔗糖 (G66841B)、

SDS (25701P)、2 mol·L-1 Tris-HCl (G82997B) 购自泰坦

科技探索平台 ; 玉米油购自多力公司 ; RIF (≥ 97%, 

R105455)、1%氨水 (A291790) 购自上海阿拉丁生化科

技股份有限公 ; DMEM 培养基 (BL304A)、trypsin 

0.25% EDTA (25200072) 购自美国 Gibco 公司 ; 血清 

(ST200303) 购自德国 PAN-Biotech公司; 青霉素−链霉

素溶液 100× (C0222)、RIPA 裂解液 (P0013B)、蛋白酶

抑制剂 (P1005)、磷酸酶抑制剂 (P1082)、SDS-PAGE蛋

白上样缓冲液 (P0015L)、0.5 mol·L-1 EDTA (C0196)、

1 mol·L-1 Tris-HCl (pH 7.4, ST774) 购自上海碧云天生

物科技有限公司; CCK8 (A311-02)、2× Taq mix (P213) 

购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司 ; DMSO 

(D8371)、苏木精 (H8070)、伊红 (G1100)、中性树脂 

(G8590) 购自北京索莱宝科技有限公司; 谷草转氨酶 

(AST) 试剂盒 (KH1002)、谷丙转氨酶 (ALT) 试剂盒 

Figure 1　 Gene lineage tracing for cell proliferation and fate 

mapping. A: Strategy figure showing genetic lineage tracing cell 

proliferation in liver; B: Schematic showing a Ki67 fate map. Fate 

mapping of Ki67 records cell proliferation events from T1 to Tn. 

Each green square denotes a Ki67+ cell and progeny

·· 1701



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2026, 61(5): 1699−1711

(KH1001) 购自浙江强盛生物工程有限公司 ; 总胆红

素 (TBIL) 试剂盒 (C019-1-1)、直接胆红素 (DBIL) 试

剂盒 (C019-2-1)、总胆汁酸 (TBA) 试剂盒 (E003-2-1) 

购自南京建成生物工程研究所 ; 20× PBS 缓冲液 

(B548117-0500) 购自生工生物工程 (上海) 股份有限

公司; 蛋白酶K (3115852001) 购自瑞士Roche公司; 他

莫昔芬 (T5648)、Triton X-100 (93443)、PFA (P6148-

500G) 购自德国 Sigma 公司 ; Normal Donkey Serum 

(017-000-121) 购自美国 Jackson 公司 ; DAPI (H-1200) 

购自美国 Vector Laboratories 公司 ; 组织包埋剂 OCT 

(4583) 购 自 日 本 SAKURA 公 司 ; 黏 附 载 玻 片 

(188105W)、标准级盖玻片 (10212450C) 购自江苏世泰

实验器材有限公司 ; Ki67 抗体 (Ab15580)、GS 抗体 

(Ab49873)、诱 导 型 一 氧 化 氮 合 酶 (inducible nitric 

oxide synthase, iNOS) 抗体 (ab178945)、α-平滑肌肌动

蛋 白 (alpha-smooth muscle actin, αSMA) 抗 体 

(Ab5694) 购 自 英 国 Abcam 公 司 ; β-catenin 抗 体 

(610153)、血 小 板 内 皮 细 胞 黏 附 分 子 1 (platelet 

endothelial cell adhesion molecule 1, CD31) 抗 体 

(553370) 购自美国 BD-Pharmingen 公司 ; GFP 抗体 

(04404-84) 购自日本Nacalai Tesque公司; 肝细胞核因

子 4α (hepatocyte nuclear factor 4 alpha, HNF4α) 抗体 

(3113S) 购自美国Cell Signaling Technology公司; 白细

胞共同抗原 (leukocyte common antigen, CD45) 抗体 

(48-0451-82)、甘露糖受体 C 型 1 (mannose receptor C-

type 1, CD206) 抗体 (12-2061-82) 购自美国 Invitrogen

公司; 上皮钙黏蛋白 (epithelial cadherin, E‑cadherin) 抗

体 (AF748)、血小板衍生生长因子受体 α (platelet-

derived growth factor receptor α, PDGFRα) 抗 体 

(AF1062) 购自美国 R&D Systems 公司 ; 细胞角蛋白

19 (cytokeratin 19, CK19) 抗体 (Troma-III-C) 购自美国

DSHB 公司 ; 微染色体维持蛋白 2 (minichromosome 

maintenance complex component 2, MCM2) 抗 体 

(A20699) 购自武汉爱博泰克生物科技有限公司; 细胞

周期蛋白 D1 (cyclin D1, CCND1) 抗体 (60186-1-Ig)、

细胞周期蛋白 A2 (cyclin A2, CCNA2) 抗体 (18202-1-

AP)、β-actin 抗体 (66009-1-Ig)、HRP 标记的山羊抗小

鼠 (RGAM001) 和抗兔 IgG (RGAR001) 购自武汉三鹰

生物技术有限公司。

动物模型 CCl4 诱导的肝损伤模型 :小鼠按照

1  µL·g-1体重单次腹腔注射CCl4, CCl4以玉米油 1∶3稀

释。BDL 肝损伤模型:以含 2% 异氟醚的氧气对成年

小鼠进行吸入麻醉, 术中保温。备皮后, 沿腹正中线切

口, 暴露肝门区胆管, 使用 5-0丝线进行双重结扎, 随

后缝合腹腔 , 待小鼠恢复自主呼吸后移至保温笼中

复苏。

整体荧光显微镜观察 组织样本经 PBS漂洗后, 

于 4% PFA中 4 ℃固定 1 h。再次漂洗, 置于琼脂糖凝

胶板中, 随后在 PBS浸润下使用Zeiss Axio Zoom V16

体视显微镜进行全视野或荧光成像。

血清肝功能检测 采集小鼠眼眶血样于抗凝管

中, 4 ℃静置 1 h后, 于 4 ℃、15 000 r·min-1条件下离心

15 min, 收集血清。采用全自动生化分析仪测定血清

ALT 和 AST 水平 , 并通过微板法检测 TBIL、DBIL 及

TBA含量。

肝组织切片苏木精和伊红 (H&E) 染色 肝脏组

织经 4% PFA 固定 24 h后, 委托武汉赛维尔生物科技

有限公司进行石蜡包埋, 4 μm切片经脱蜡、苏木精染

色、伊红染色、脱水及封片后 , 使用 Olympus BX53 荧

光显微镜采集图像 , 并采用 Image J 软件进行图像

分析。

组织包埋与免疫荧光染色 肝组织经 4% PFA固

定、蔗糖脱水及OCT包埋后冻存。10 μm切片经通透、

封闭后, 依次进行一抗 (4 ℃, 过夜) 与荧光二抗 (室温, 

30 min) 孵育 , DAPI 染细胞核 , 封片。图像采集使用

Olympus FV3000 共聚焦显微镜 , 分析使用 Image J

软件。

Western blot 于肝脏组织中加入 RIPA、蛋白酶

抑制剂和磷酸酶抑制剂进行研磨 , 在 12 000 r·min-1、

4 ℃条件下离心获取上清蛋白样品, BCA法检测蛋白

浓度, 加入 loading buffer在 100 ℃金属浴煮样。随后

SDS-PAGE电泳、转膜、封闭 (5%脱脂牛奶), 一抗过夜

孵育、二抗孵育、ECL显色后, 使用 Image J软件进行灰

度定量分析。

RNA-Seq 分析 随机选取 CCl4模型下 RIF 组与

溶剂组小鼠肝脏组织各 3例, 速冻后委托擎科生物进

行高通量 RNA 测序。通过华大 DNBSEQ-T7 基因测

序仪进行高通量测序 , 测序深度控制在每个样本

38 000 000～53 000 000条 raw reads, 以保障基因表达

检测的覆盖度与准确性。使用 Fastp (版本 fastp-

V0.20.1) 去除接头序列和低质量序列。将高质量读数

比对到小鼠参考基因组 GRCm39.112, 使用 StringTie

软件 (版本 stringtie-1.3.4d.Linux_x86_64) 对基因或转

录本进行初组装, 将所有样本的初组装结果进行合并, 

基因计数和归一化表达值。使用 Ballgown 包提供文

件输入进行 FPKM定量。使用DEseq2 (版本为 1.260) 

对样本进行显著差异分析, 将差异倍数 fold change > 2

倍且P-value < 0.05的基因定义为差异基因, 绘制聚类

热图, 并对其进行GO和KEGG富集分析。

统计学分析 本研究使用 GraphPad Prism 9.0 软
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件进行统计分析。实验数据使用平均值 ± 标准误 

(mean ± SEM) 进行表示。两组间比较采用双侧 students' 

t-test分析, P < 0.05 认为差异具有统计学意义。

结果

1　RIF 改善 CCl4 诱导的小鼠急性肝损伤并促进肝

增大

实验如图 2A所示分组:正常对照组、CCl4 + 溶剂

组、CCl4 + RIF给药组 (60、80、100、120 mg·kg-1)。血清

生化检测显示, RIF各剂量组的AST、ALT水平呈剂量

依赖性下降, 100  mg·kg-1组降至最低, 在120 mg·kg-1时

升高 (图 2B)。H&E染色结果表明, RIF显著减轻CCl4

导致的肝组织损伤, 尤以 100 mg·kg-1剂量肝损伤改善

效果最为明显 (图 2C、D)。此外, RIF组的肝脏体积和

肝重比随剂量升高 (图 2E、F), 提示RIF可能促进肝脏

再生。进一步在 100  mg·kg-1 剂量下进行 Ki67 和

β‑catenin 免疫染色, 发现 RIF 显著提升肝脏细胞增殖

活性并增大细胞体积 (图 2G、H)。综上实验结果提示, 

RIF可能通过增强肝脏细胞增殖能力和诱导细胞体积

扩大, 促进CCl4诱导的肝损伤中肝脏修复再生。

2　细胞增殖示踪显示RIF促进CCl4诱导的区域性肝

损伤的肝细胞增殖

为探索RIF是否通过促进肝细胞增殖来进行肝损

伤修复, 本研究引入了 ProTracer[12]。CCl4诱导的肝损

伤具有显著的区域特异性, 其主要损伤位置为肝小叶

3区 (中央静脉区), 该区域肝细胞因对 CCl4代谢产物

的高敏感性而发生显著坏死, 是区域性肝损伤的核心

特征[15]。成年雄性ProTracer小鼠经他莫昔芬处理 1周

后, 为确保在CCl4诱导肝损伤发生时, RIF达到并维持

有效的体内浓度, 本研究在损伤前对小鼠进行了 3天

RIF预处理。损伤后继续给药以维持药物暴露, 保持

RIF在肝损伤发生时的全程效应。第 4天通过腹腔注

射CCl4, 特异性诱导 3区的区域性肝损伤。损伤后小

鼠继续接受 RIF (100 mg·kg-1·d-1) 灌胃两次 , 损伤后

3天处死小鼠并进行取样分析, 只给予溶剂作为对照

组 (图 3A)。血清AST、ALT水平显示, RIF处理可改善

CCl4诱导损伤后的肝功能 (图 3B)。此外, H&E染色表

明, RIF给药组损伤面积较溶剂组显著缩小, 提示小鼠

Figure 2　 Rifampicin (RIF) improves carbon tetrachloride (CCl4) -induced acute liver injury and promotes liver enlargement. A: 

Experimental design for assessing the therapeutical effect of RIF in CCl4-induced acute liver injury. Groups setting was shown on the right; 

B: Serum biochemical indexes including aspartate aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT); C: Hematoxylin and eosin 

(H&E) staining of liver sections; D: Quantification of the injury area of H&E staining; E: Whole-mount bright-field image of liver tissues; 

F: Quantification of the liver weight coefficient; G: Immunostaining for Ki67 on liver sections, quantification was shown on the right; H: 

Immunostaining for β -catenin on liver sections, quantification was shown on the right. Scale bars: 2 mm (E, yellow), 100 µm (C, G, H, 

white). n = 5−6 (B, D, F, G), n = 60 (H), mean ± SEM. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. ns: Not significant
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肝修复再生加速 (图 3C)。小鼠肝脏组织整体荧光成

像显示, RIF组小鼠呈现显著的GFP信号, 肝重比增加 

(图 3D)。对肝脏切片进行GFP和HNF4α免疫染色后, 

证实RIF组中GFP+HNF4α+肝细胞数量显著增多, 统计

分析结果证实该发现 (图 3E)。肝小叶分区免疫荧光

染色显示 , GFP+细胞主要分布于第 2 区 (E-CAD-GS-) 

(图 3F)。与此同时, CCl4诱导损伤后 1区和 3区也观察

到 GFP+肝细胞数量增加 , 表明该区域增殖能力提升 

(图 3G)。综上 , 利用 ProTracer 示踪系统实验结果表

明, RIF能显著增强CCl4诱导的区域性肝损伤后肝细

胞增殖再生。

3　基于高通量RNA测序相关增殖相关基因的研究

为解析RIF促进CCl4诱导肝损伤后肝细胞增殖的

分子机制, 本研究对 CCl4处理模型中 100 mg·kg-1 RIF

组与溶剂组的肝组织样本进行高通量 mRNA 测序分

析, 每组设置 3个生物学重复。分析结果显示, 多个细

Figure 3　RIF promotes liver regeneration after acute CCl4 injury. A: Experimental design for genetic lineage tracing cell proliferation after 

acute CCl4 injury; B: Serum AST and ALT levels in R26-DreER;Ki67-2A-CrexER;R26-GFP mice with or without RIF treatment in acute 

CCl4 model; C: H&E staining of liver sections from R26-DreER;Ki67-2A-CrexER;R26-GFP mice with or without RIF treatment in acute 

CCl4 model, quantification of injury area was shown on the right; D: Whole-mount fluorescence images of liver from R26-DreER;Ki67-2A-

CrexER;R26-GFP mice with or without RIF treatment in acute CCl4 model, quantification of the liver weight coefficient was shown on the 

right; E: Immunostaining for GFP and HNF4α on liver sections from R26-DreER; Ki67-2A-CrexER; R26-GFP mice with or without RIF 

treatment in acute CCl4 model, quantification of GFP+ cells was shown on the right; F: Immunostaining for GFP, E-cadherin (E-CAD, zone 1 

marker) and glutamine synthetase (GS, zone 3 marker) on liver sections from R26-DreER;Ki67-2A-CrexER;R26-GFP mice with or without 

RIF treatment in acute CCl4 model; G: Quantification GFP+ cells in three liver zones. Scale bars: 2 mm (D, yellow), 100 µm (C, E, F, white). 

n = 5−6, mean ± SEM. *P < 0.05, ***P < 0.001
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胞周期核心基因在RIF组显著上调, 包括推动G1/S期

转换的关键调控因子 Ccnd1和 Ccna2, 以及执行 DNA

复制的核心组分 Mcm2～7 家族基因与增殖标志物

Mki67 (图 4A)。这些基因的协同上调提示, RIF能同步

激活细胞周期推进DNA复制进程。KEGG分析显示, 

cell cycle 和 DNA replication 通路被显著富集 (图 4B); 

GO 分析显示 , cell cycle 和 cell division 等生物学过程

及 cytoplasm、nucleus等细胞组分与增殖密切相关 (图

4C)。为验证转录组结果, 本研究通过 Western blot检

测了核心增殖相关蛋白的表达 (图 4D)。定量分析实

验结果证实 , RIF 处理显著上调了 CCND1、CCNA2、

MCM2及Ki67的蛋白水平 (图 4E)。CCND1的上调是

驱动细胞通过 G1 期限制点的关键起始信号 ; 随后 , 

CCNA2的表达增加对于 S期的进入与进程维持至关

Figure 4　Study on proliferation-related genes based on high-throughput RNA sequencing. A: Cluster heatmap showing the expression of 

differentially expressed genes; B: KEGG pathway analysis; C: GO pathway enrichment analysis; D: Protein levels of Ki67, cyclin A2 

(CCNA2), minichromosome maintenance complex component 2 (MCM2) and cyclin D1 (CCND1) were analyzed by Western blot; E: 

Quantification of the protein expression levels of Ki67, CCNA2, MCM2, and CCND1 in the RIF group relative to the vehicle group in acute 

CCl4 model. n = 3, mean ± SEM. *P < 0.05
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重要; 而MCM2作为DNA复制许可的关键因子, 其表

达上调确保了DNA复制起始能力的准备; 最终, Ki67

的广泛表达标志着细胞群体活跃地进入了增殖周期。

揭示了 RIF 可能通过协同增强 G1/S 期转换调控与

DNA复制许可机制推动肝细胞完成细胞增殖周期。

4　利福平促进小鼠胆管结扎损伤中肝细胞增殖

以上研究表明, RIF可以在CCl4诱导的肝小叶3区 

(中央静脉区域) 损伤中促进肝细胞增殖。接下来, 本

研究采用 BDL建立损伤肝小叶 1区 (门静脉区域) 区

域性肝损伤模型。通过结扎胆总管, 阻断胆汁向肠道

的流动, 导致胆汁酸在肝内滞留并产生细胞毒性[15-17]。

胆汁酸及其他成分的积聚损伤门静脉周围区域的肝细

胞, 导致肝细胞凋亡或坏死, 进而诱发炎症反应、组织

纤维化和胆管细胞异常增殖[18]。成年雄性 ProTracer

小鼠经他莫昔芬处理后, 为确保在BDL诱导肝损伤发

生时, RIF已达到并维持有效的体内浓度, 在损伤前对

小鼠进行了 3天的RIF预处理。损伤后继续给药以维

持药物暴露 , 保持 RIF 在肝损伤发生时的全程效应。

第 4天诱导建立BDL模型, 特异性诱导 1区的区域性

肝损伤, 随后小鼠接受RIF (100 mg·kg-1·d-1) 灌胃两次, 

损伤后 3天处死小鼠并进行取样分析, 只给予溶剂作

为对照组 ( 图 5A)。通过测定血清 TBA、TBIL 及

DBIL, RIF可改善胆管结扎损伤后的肝功能 (图 5B)。

整体荧光成像显示, RIF组小鼠肝脏呈现显著的 GFP

Figure 5　RIF promotes liver regeneration after bile duct ligation (BDL) injury. A: Experimental design for genetic lineage tracing cell 

proliferation after BDL injury; B: Serum total bile acids (TBA), total bilirubin (TBIL) and direct bilirubin (DBIL) levels in mice from R26-

DreER;Ki67-2A-CrexER;R26-GFP mice with or without RIF treatment in BDL model; C: Whole-mount fluorescence images of liver from 

R26-DreER; Ki67-2A-CrexER; R26-GFP mice with or without RIF treatment in BDL model, quantification of the liver weight coefficient 

was shown on the right; D: Immunostaining for GFP and HNF4α on liver sections from R26-DreER;Ki67-2A-CrexER;R26-GFP mice with 

or without RIF treatment in BDL model, quantification of GFP+ cells was shown on the right; E: Immunostaining for GFP, E-CAD (zone 1 

marker) and GS (zone 3 marker) on liver sections from R26-DreER;Ki67-2A-CrexER;R26-GFP mice with or without RIF treatment in BDL 

model; F: Quantification GFP+ cells in three liver zones. Scale bars: 2 mm (C, yellow), 100 µm (D, E, white). n = 5−8, mean ± SEM. *P < 

0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001
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信号 , 且肝脏与体重之比升高 ( 图 5C)。 GFP 和

HNF4α的免疫染色证实 , RIF 组中 GFP+HNF4α+肝细

胞数量更高 , 统计分析支持该结果 (图 5D)。肝小叶

分区免疫荧光染色显示 , GFP+细胞主要分布于肝小

叶 2 区 (E-CAD-GS-) (图 5E)。且 RIF 组小鼠肝小叶 1

区也观察到GFP⁺肝细胞数量增加, 高于溶剂组, 表明

小鼠给予 RIF后, 肝小叶 1区 (门静脉区) 细胞增殖能

力得到提升 (图 5F)。综上所述, 细胞增殖示踪研究证

实RIF能显著促进胆管结扎诱导门静脉区域肝损伤后

肝细胞增殖。

5　利福平对小鼠肝脏非实质细胞的增殖的影响

肝脏中除肝细胞外, 还存在很多肝非实质细胞, 这

些细胞在肝脏受到损伤后也会响应损伤应激。上述实

验主要对RIF促进小鼠肝细胞增殖情况探究, 肝非实

质细胞在区域性肝损伤后增殖情况如何还是未知。为

回答这一问题, 本研究评估了经CCl4和BDL诱导区域

性损伤的小鼠肝脏中肝非实质细胞的增殖情况。通过

对肝脏切片进行 GFP 与肝非实质细胞标记物的免疫

染色细胞共定位及定量分析表明, 在CCl4诱导的区域

性损伤中, RIF处理的小鼠肝脏组织, CD45+巨噬细胞

的增殖显著减少; CK19+胆管细胞的增殖无显著差异; 

CD31+内皮细胞的增殖增加; PDGFRα+成纤维细胞的

增殖无显著性差异 (图 6A、B)。在BDL诱导的区域性

损伤中, RIF处理组 PDGFRα+成纤维细胞增殖数量减

少, CK19+胆管细胞和CD31+内皮细胞的增殖无明显影

响; CD45+巨噬细胞数量减少 (图 6C、D)。为进一步解

析非实质细胞功能变化对肝再生微环境的重塑作用, 

本研究同时检测了巨噬细胞的极化表型, 在CCl4模型

中 , RIF 处理可增加 CD206 ⁺ M2 型巨噬细胞 , 抑制

iNOS+ M1 型巨噬细胞 (图 6E、F); 而在 BDL 模型中 , 

RIF处理则降低了 iNOS+ M1型巨噬细胞的数量, 同时

使CD206⁺ M2型巨噬细胞的数量显著上调 (图 6G、H)。

此外, 成纤维细胞活化状态的检测结果显示, 在 BDL

模型中, RIF处理组 αSMA 的表达减少 (图 6G、I)。以

上研究结果提示, RIF可能通过调控巨噬细胞的极化

和成纤维细胞的活化重塑肝再生微环境, 说明RIF不

仅直接促进肝细胞的细胞周期进程, 还通过差异化地

调控非实质细胞, 为肝脏的再生与修复创造更为有利

的微环境条件。

6　利福平安全性测试

为明确 100 mg·kg-1 RIF处理对小鼠器官是否存在

炎症或肿瘤发生的影响, 本研究选用研究背景一致的

小鼠, 随机分为 RIF (100 mg·kg-1) 组与溶剂组。处死

后取肝、脾、肺、肾、肠及胰腺组织行H&E染色, 观察组

织学结构。结果显示, 肝脏肝细胞索排列整齐, 无炎症

浸润、坏死或异常增殖灶; 脾脏红髓与白髓分界清晰, 

淋巴滤泡结构正常, 无异常细胞聚集; 肺组织肺泡完

整, 支气管上皮无脱落, 间质无水肿及炎症; 肾脏肾小

球形态规则, 肾小管上皮无变性, 间质无纤维化; 肠道

黏膜层绒毛排列整齐, 肌层结构清晰, 无黏膜糜烂; 胰

腺腺泡细胞与胰岛结构正常, 无腺泡萎缩或胰岛细胞

异常增生 (图 7)。综上, 100 mg·kg-1 RIF连续灌胃 5次

后, 对小鼠的器官均无明显组织学损伤, 提示RIF在本

实验条件下具有良好的器官安全性, 为其用于肝再生

药物研究提供了实验证据。

7　RIF促进HepG2细胞的增殖

以上研究结果均是基于小鼠实验, 为验证 RIF能

否促进人肝细胞的增殖 , 本研究利用人类肝细胞系

HepG2 细胞进行验证。如图 8A 所示 , HepG2 细胞接

种并贴壁 12 h 后 , 分别给予浓度 0、1、5、10、20、40、

60、80 μmol·L-1 RIF 处理 24 h, 随后进行细胞功能检

测。细胞存活检测结果显示, 随RIF浓度升高, 细胞活

力呈浓度依赖性上升; 20 μmol·L-1及以上浓度组与溶

剂组相比差异极显著, 低浓度组差异较小 (图 8B)。基

于此, 本研究选取 20～80 μmol·L-1 RIF处理组, 进一步

通过免疫荧光染色检测细胞增殖标志物 Ki67的表达 

(图 8C), 并进行定量分析 (图 8D)。结果显示, 溶剂对

照组中Ki67阳性细胞比例极低; 而经 20～80 μmol·L-1 

RIF处理后, Ki67阳性细胞比例均显著升高。综上, 本

研究在人类肝细胞系HepG2中证实, RIF能够以浓度

依赖的方式显著增强细胞活力并促进细胞增殖, 进一

步支持了前期在小鼠模型中取得的研究结论。

讨论

尽管肝脏具有一定的再生能力[19], 但近年来肝损

伤研究的主流范式仍相对单一, 过度聚焦于对损伤本

身的缓解与修复。事实上, 肝脏的功能性恢复不仅是

抑制细胞死亡或减轻炎症, 而是一个由多种生命过程

精密协同驱动的、重建组织结构和功能的积极再生程

序[20]。该程序涉及损伤信号的启动、细胞周期的重新

激活、血管新生, 以及最终的组织架构与代谢功能的完

全恢复[21]。小分子化合物在药物开发方面占据重要地

位, 尤其是在组织再生方面应用广泛, 本研究采用细胞

增殖示踪技术证实了RIF通过促进小鼠肝细胞增殖来

修复肝脏损伤。前期在急性CCl4模型下确认RIF剂量

时, RIF对CCl4诱导的急性肝损伤的影响呈现剂量依

赖性, 在 60～100 mg·kg-1范围内, 血清 AST 与 ALT 水

平随剂量增加而显著降低, 表现出明确的肝保护效应; 

然而当剂量增至 120 mg·kg-1时, 肝酶指标却意外回升, 

提示其保护作用发生逆转。低剂量保护, 高剂量保护
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Figure 6　Exploring cell proliferation in liver by ProTracer mice during acute CCl4 and BDL injury. A: Immunostaining for GFP and other 

cell lineage markers, cytokeratin 19 (CK19), platelet endothelial cell adhesion molecule 1 (CD31), leukocyte common antigen (CD45), 

platelet-derived growth factor receptor α (PDGFRα) on liver sections from R26-DreER;Ki67-2A-CrexER;R26-GFP mice with or without 

RIF treatment in acute CCl4 injury model; B: Quantification GFP+ cells in acute CCl4 injury model; C: Immunostaining for GFP and other 

cell lineage markers, CK19, CD31, CD45, PDGFRα on liver sections from R26-DreER;Ki67-2A-CrexER;R26-GFP mice with or without 

RIF treatment in BDL injury model; D: Quantification GFP+ cells in BDL injury model; E: Immunostaining for macrophage markers, 

CD206, inducible nitric oxide synthase (iNOS) on liver sections from mice with or without RIF treatment in acute CCl4 injury model; F: 

Quantification of CD206+ and iNOS+ cells in acute CCl4 injury model; G: Immunostaining for macrophage markers, CD206, iNOS, and 

activated fibroblast marker alpha-smooth muscle actin (αSMA) on liver sections from mice with or without RIF treatment in BDL injury 

model; H: Quantification of CD206+ and iNOS+ cells in BDL injury model; I: Quantification of αSMA+ area in BDL injury model. Scale 

bars: 100 µm. n = 5−6, mean ± SEM. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001
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作用减弱的非线性剂量反应关系, 符合药理学中治疗

窗的核心特征[22], 表明 RIF的保护效应存在一个明确

的最佳剂量范围 (60～100 mg·kg-1)。针对高剂量下效

应逆转的现象, 认为这可能源于多种因素的平衡改变, 

高剂量 RIF本身可能产生代谢负担[23], 从而在已有损

伤背景下抵消其保护收益; 其介导的细胞保护信号通

路可能存在过度激活或反馈失调的风险[11]。这一发现

不仅确定了RIF在本模型中的有效剂量窗口, 更揭示

了在体药物效应的复杂性, 并强调了在肝损伤干预策

略中进行多剂量探索的必要性。在CCl4和BDL两种

经典的区域性肝损伤模型中, RIF处理不仅显著改善

了血清肝功能指标 (AST、ALT、TBA、TBIL、DBIL) 和

组织病理损伤, 更重要的是, 通过 ProTracer细胞增殖

示踪技术, 本研究直接观察并证实了RIF能够显著增

加GFP+HNF4α+的肝细胞数量, 这表明RIF增强了损伤

后肝细胞本身的增殖能力, 而非仅仅是保护其免于死

Figure 7　Organ safety testing. Tissues from the liver, spleen, lung, kidney, intestine, and pancreas were subjected to H&E staining. Scale 

bars: 100 µm

Figure 8　Effects of RIF on viability and proliferation of human hepatocellular carcinoma cell line HepG2. A: Experimental design; B: Cell 

viability detection of HepG2 cells treated with various concentrations of RIF; C: Immunostaining for Ki67 and DAPI in HepG2 cells treated 

with vehicle or RIF; D: Quantification of Ki67+ cells in HepG2 cells after treatment with different concentrations of RIF. Scale bars: 

100 µm. n = 3−6, mean ± SEM. *P < 0.05, *** P < 0.001 vs vehicle
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亡。RNA测序数据和Western blot检测结果进一步为

这一现象提供了分子机制层面的支持, 显示RIF上调

了包括Mcm家族、Ccna2、Ccnd1在内的细胞周期核心

调控基因的表达, Ki67的上调标志着细胞群体活跃地

进入了增殖周期。因此, RIF可能是通过调控细胞周

期网络, 促进了肝细胞在急性损伤后的增殖, 从而加速

肝脏修复。体外的细胞实验证明 , RIF 也促进了

HepG2细胞的增殖, 这为RIF在肝再生领域的临床转

化提供了重要的实验基础。

本研究发现也与既往关于RIF具有肝脏保护作用

的报道相符[10,11,24,25]。如研究表明RIF能减轻胆汁淤积

性肝损伤中的胆汁酸毒性 , 缓解胆汁淤积性肝病[26]。

然而, 以往研究多聚焦于RIF的保护机制, 如其抗氧化

应激或抗炎特性, 而关于其促进肝细胞再生缺乏系统

探究[11]。本研究利用细胞增殖示踪技术, 在两种区域

性损伤模型中直接追踪并证实了RIF对肝细胞增殖的

促进作用, 这是对现有知识的重要补充。此外, 本研究

发现 RIF减少了 GFP+CD45+巨噬细胞的数目, 这与已

知的RIF抗炎作用一致, 并提示其在促进再生的同时, 

可能通过减轻炎症微环境为肝细胞增殖创造有利

条件。

传统研究表明, RIF的肝脏获益主要归因于其对

肝药酶的诱导和外源物清除[27]。本研究结果从传统的

解毒和保护, 拓展到了主动的促进再生。提出了 RIF

可能通过 cell cycle 和 DNA replication, 干预细胞周期

进程 , 从而扮演了肝再生助推器的作用。本研究为

RIF开辟了新的潜在应用价值, 也成功展示了细胞增

殖示踪技术在精准解析药物对特定细胞群体增殖影响

方面的强大能力, 为未来肝脏再生研究及其他器官的

再生学研究设立了新的技术手段。在药物研发领域, 

本研究发现强调了“老药新用”策略的价值, 提示应对

现有药物库进行系统性筛选, 以发现那些具有未被认

识的促再生潜力的药物 , 从而加速新治疗方案的

开发。

本研究采用的 ProTracer谱系示踪技术, 虽在短期

区域性肝损伤模型中成功实现了肝细胞增殖的精准追

踪与定性分析, 但He等[12]的研究证实, 该技术在快速

增殖器官的长期干预模型中存在局限性, 随着增殖细

胞的大量累积, 难以实现增殖细胞群体的精准定量分

析。这也导致本研究在长期肝损伤修复模型中的相关

探究存在空白。因此, 未来研究可进一步探索适宜的

细胞增殖追踪技术, 并延长药物给药周期, 动态监测肝

脏功能学指标、纤维化相关标志物及肝细胞增殖活性

的时序性变化。本研究不仅为小分子化合物在肝再生

领域的机制研究与应用开发提供了全新研究范式, 更

凸显了细胞增殖示踪技术在精准解析药物靶向性细胞

增殖效应中的独特优势, 相关研究结果为器官再生学

领域的机制探索与技术创新提供了重要参考。
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