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BNIP3在rhEPO促进大鼠部分肝切除后肝再生中的作用
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[bookmark: OLE_LINK9][bookmark: OLE_LINK10][bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK2]【摘要】目的 由BNIP3介导的线粒体动态平衡在肝脏的脂肪代谢及糖代谢中起重要作用，而肝再生与线粒体代谢密切相关。有研究表明EPO可促进肝脏再生，但具体机制不明。研究重组人促红细胞生成素（rhEPO）对大鼠部分肝切除后肝功能及肝再生的影响，以及BNIP3和TNF-αmRNA在再生肝组织中的表达。 方法 36只Wistar大鼠随机分为rhEPO组和空白组，建立大鼠70%肝切除，肝切除后经门静脉注射3000IU/kg rhEPO，空白组注射等剂量生理盐水。术后1d、3d、5d各处死6只大鼠采集血清及肝脏标本，全自动生化分析仪测定血清谷丙转氨酶（ALT），免疫组织化学染色法检测Ki-67表达，ELISA法检测血清TNF-α、IL-6，荧光定量PCR检测肝组织BNIP3和TNF-α mRNA。 结果 肝切除术后1d rhEPO组的谷丙转氨酶（ALT）显著低于空白组（P<0.05）。肝切除术后1、5d rhEPO组Ki-67标记率显著高于空白组（P<0.05）。肝切除术后1d rhEPO 组TNF-α显著高于空白组（P<0.05），肝切除术后1d 3d rhEPO 组IL-6显著高于空白组。肝切除术后1d 3d rhEPO 组BNIP3和TNF-αmRNA显著高于空白组（P<0.05）。结论 门静脉注射rhEPO具有肝保护和明显的促肝再生作用，其机制可能与BNIP3和TNF-α有关。
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BNIP3 involves in the process of erythropoietin promoting liver regeneration after partial hepatectomy in rat.
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[bookmark: OLE_LINK11][bookmark: OLE_LINK12][bookmark: _GoBack][Abtract] Objective BNIP3 mediate mitochondrial dynamic equilibrium in liver fat metabolism and glucose metabolism. Mitochondrial metabolism plays an important role in liver regeneration. Some studies have shown that EPO may promote liver regeneration, but the exact mechanism is remained to be elucidate. To study the effect of recombinant human erythropoietin (rhEPO) on liver function and liver regeneration after partial hepatectomy in rats, as well as the expression of BNIP3 and TNF-αmRNA in regenerating liver tissue. Methods 36 Wistar rats were randomly divided into the rhEPO group and blank group, and were submitted to 70% hepatectomy. The rhEPO group received 3000IU/kg of rhEPO throught portal vein injection and the blank control group received normal saline. Parameters of liver function and liver regeneration were assessed 1，3，5 days after 70% hepatectomy by means of automatic biochemical analyzer，immunohistochemical staining，ELISA assay and real-time PCR. Results 1 day after hepatectomy alanine aminotransferase (ALT) were significantly lower in rhEPO group than the blank group (P <0.05). 1,5 day after hepatectomy Ki-67 labeling rate in rhEPO group were significantly higher than the blank group (P <0.05). 1day after liver resection serum TNF-α in rhEPO group were significantly higher than the blank group (P <0.05), 1,3d ays after hepatectomy serum IL-6 in rhEPO group were significantly higher than the blank group(P <0.05). 1,3days after liver resection, BNIP3 and TNF-α mRNA in rhEPO group were significantly higher than the blank group (P <0.05). Conclusions Portal vein injection of rhEPO can protect liver function and promote liver regeneration, the mechanism may be related to BNIP3 and TNF-α.
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肝切除和部分肝移植是目前治疗肝脏肿瘤的最重要手段，而多数肝癌发现较晚，其R0切除易导致余肝体积较小，甚至不足以代偿功能需要而出现小肝综合症，如何保护肝功能、促进术后肝再生是影响预后的关键问题。肝再生与线粒体代谢密切相关，由BNIP3介导的线粒体动态平衡在肝脏的脂肪代谢及糖代谢中起重要作用。最近的研究表明促红细胞生成素（Erythropoietin，EPO）除了其原有的促进红细胞生成作用之外，还对心脏、神经、肾脏等组织器官具有抗氧化、抗凋亡、促新生血管生成、促细胞增殖等作用[1]。部分研究提示EPO对肝缺血再灌注具有保护作用[2,3]，而EPO对肝再生的研究较少，机制不明，且结论不一致[4,5]。本研究探讨重组人促红细胞生成素（rhEPO）对大鼠部分肝切除后肝功能及肝再生的影响，以及BNIP3和TNF-αmRNA在再生肝组织中的表达。
1 材料和方法
1.1实验动物SPF级雌性Wistar大鼠36只，体重180-240g，由南方医科大学实验动物中心提供（SCXK粤2011-0015），大鼠饲养于恒温、恒湿，12小时光/黑暗循环标准实验鼠笼中，自由饮水及进食。大鼠随机分成空白组（18只）和rhEPO预处理组（18只），每组再分为1d、3d、5d共3个时相点，每个时相点6只。实验于2011-03/2012-2在南方医科大学附属南方医院神经外科实验室完成。整个实验过程严格遵守南方医科大学实验动物操作规定，符合伦理委员会要求。
1.2试剂与仪器
	试剂及仪器
	来源

	重组人促红细胞生成素注射液（rhEPO）
	麒麟鲲鹏（中国）生物药业有限公司

	兔抗鼠Ki-67单克隆抗体（ab16667）。
	Abcam公司

	免疫组化检测试剂盒(PV-9001)、DAB显色液
	北京中杉金桥生物技术有限公司

	TNF-α、IL-6 ELISA试剂盒
	北京达科为生物技术有限公司

	TRIzol、引物
	Invitrogen公司

	RT-PCR试剂盒
	TaKara公司

	荧光定量PCR试剂盒
	Roche公司


1.3实验方法：
1.3.1 建立70%肝切除模型
大鼠随机分为两组：rhEPO组合空白组，大鼠术前禁食12小时，自由饮水。分析纯乙醚间断吸入麻醉大鼠，按Higgins和Anderson方法建立大鼠70%肝切除模型，肝切除后经门静脉注射3000IU/kg rhEPO，空白组注射等剂量生理盐水。术后白炽灯复温30分钟，自由饮食。
1.3.2 标本处理
切除的70%肝脏组织取部分液氮冻存，待检测mRNA。肝切除术后1d、3d、5d每组各处死6只大鼠采全血及肝脏标本。全血离心后采集血清（1500rpm*15min），-80℃冻存备用。术后处死的大鼠肝组织分两部分保存，一份用10%中性甲醛固定，石蜡包膜，制成4μm切片，用于免疫组织化学染色检测Ki-67，另一份于液氮保存待检测mRNA。
1.3.3 实验室检测
1.3.3.1血清谷丙转氨酶（ALT）测定
采用全自动生化分析仪测定ALT。
1.3.3.2免疫组织化学染色法检测Ki-67表达
固定的肝脏组织常规石蜡包埋、切片（4um/片），脱蜡、水化，PBS冲洗2min*3次，枸橼酸钠微波热修复20min后自然冷却，PBS冲洗2min*3次，3%H2O2去离子水孵育10分钟阻断内源性过氧化物酶，PBS冲洗2min*3次，加入1:75浓度的Ki-67单克隆抗体，于湿盒中4℃过夜， PBS冲洗2min*3次，滴加Polymer Helper，37℃孵育20min，PBS冲洗2min*3次，滴加poly-HRP anti-Rabbit IgG，PBS冲洗2min*3次，DAB染色，自来水冲洗5min，苏木素复染，1%盐酸酒精分化，自来水冲洗3min，脱水、透明、封片。PBS代替一抗做阴性对照。细胞核呈现棕黄色颗粒为阳性细胞。每张切片随机取5个高倍视野（400倍）计数100个细胞中的阳性细胞数，取平均值。Ki-67标记指数=阳性细胞数/细胞总数*100%。
1.3.3.3 ELISA法检测血清TNF-α、IL-6
将-80℃冻存的血清4℃解冻，按ELIAS试剂盒说明书进行操作。酶标仪检测各样品孔的吸光度值。根据标准品的浓度和相对应的吸光度值计算出标准曲线的直线回归方程，根据样品孔的吸光度值在回归方程上计算出样品孔对应的样品浓度。
1.3.3.4荧光定量PCR检测肝组织BNIP3和TNF-α mRNA
用TRIzol法提取肝脏组织总RNA，操作步骤按产品说明书进行，提取总RNA后计算其浓度和纯度，按逆转录试剂盒说明书操作将总RNA逆转录为cDNA。BNIP3的引物序列为：上游5’-ATCCCGTGTCGCCTGGCCTC -3’下游5’-TCCCCGCTCTGCGACATGGT -3’；TNF-α的引物序列为：上游5’-TGGGTCCAACTCCGGGCTCA -3’下游5’-TGGAATCCTTGCCGGTGGCG-3’；β-actin的引物序列为：上游5’-AGCCATGTACGTAGCCATCC-3’，下游5’-ACCCTCATAGATGGGCACAG-3’。 采用SYBER Green嵌合荧光法检测目的基因和内参基因。按照Roche荧光定量试剂盒说明加样如下：Master Mix（2×）10μl、PCR Primer（10×）2μl、cDNA 5μl、dH2O 3μl，总体积20μl。反应程序采用3步法：第一步预变性95℃ 5min；第二步扩增95℃ 10sec，60 ℃ 20 sec ，72℃ 10sec，45个循环；第三步溶解95℃ 5sec，65℃ 1min。采用2-△△CT法比较mRNA表达的差异，计算各样本平均CT（threshold cyclenumber）值和△CT值（△CT=CT目的基因-CT内参基因），计算2-△△CT（△△CT=△CT术后肝脏-△CT建模切除的肝脏），其值代表的是术后肝脏组织表达的目的基因较建模切除的肝脏表达目的基因升高的倍数。
1.4 主要观察指标
血清ALT、TNF-α、IL-6水平，肝脏组织Ki-67阳性率，肝脏组织BNIP3、TNF-αmRNA表达情况。
1.5 统计学分析
采用SPSS13.0软件进行统计学处理，数据以均值±标准差表示，rhEPO和空白组之间的数据进行两独立样本t检验，P＜0.05为差异有显著性意义。
2  结果
2.1各组大鼠血清ALT水平   
术后两组ALT均呈下降趋势，各观察时间点rhEPO组ALT均低于对照组，其中1d差异有统计学意义（P<0.05）。3d、5d两组ALT水平均接近术前水平无统计学差异（P＞0.05）。
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aP<0.05,b P＞0.05,vs. control group
Figure 1 Liver function tests 1day，3day and 5day after 70%PH（n=6）
图1 肝切除术后1d、3d、5d的肝功能比较（n=6）
2.2肝脏Ki-67的表达
在增生的肝细胞中，细胞核呈现棕黄色颗粒为阳性细胞，见图2。两组Ki-67标记率均于术后3d达到高峰，各观察时间点rhEPO组Ki-67标记率均高于对照组，其中术后1、5d差异有统计学意义（P<0.05），3d两组Ki-67标记率无统计学差异（P＞0.05），见图3。
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Figure 2 Ki-67 expression in proliferation liver cells at day3 after 70% PH.A rhEPO group，B Control group.
图2 Ki-67在70%肝切除后3d再生肝脏组织中的表达，A图为rhEPO组，B图为空白对照组
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aP<0.05,b P＞0.05,vs. control group
Figure 3 Ki-67 proliferation index after 70% PH.
图3 肝切除术后Ki-67标记率
2.3 血清TNF-α、IL-6的表达   
 rhEPO和空白组血清TNF-α在肝切除后1d达到高峰，随后下降，其中1d的差异具有统计学意义（P<0.05），3d、5d两组TNF-α水平无统计学差异（P＞0.05）,如图4。rhEPO和空白组血清IL-6在肝切除后3d达到高峰，其中1d、3d的差异具有统计学意义（P<0.05），5d两组IL-6水平均无统计学差异（P＞0.05），如图5。
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aP<0.05,b P＞0.05,vs. control group
Figure 4 Expression of Serum TNF-α after 70% PH.
图4肝切除术后TNF-α的表达
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aP<0.05,b P＞0.05,vs. control group
Figure 5 Expression of Serum IL-6 after 70% PH.
图5肝切除术后IL-6的表达
2.4 BNIP3mRNA和TNF-αmRNA在肝脏组织中的表达    
rhEPO组和空白组均可检测出BNIP3mRNA和TNF-αmRNA表达，且均于d1表达最高，d3表达次之，d5表达最低。采用2-△△CT法比较mRNA表达的差异，d1、d3rhEPO组BNIP3mRNA和TNF-αmRNA表达均比空白组高，差异具有统计学意义（P<0.05）。d5两组BNIP3mRNA和TNF-αmRNA表达差异无统计学意义（P＞0.05）。

表1 BNIP3和TNF-αmRNA在肝脏组织中的表达（X±SD）
Table 1 Expression of BNIP3mRNA and TNF-αmRNA in liver tissue（X±SD）
	
	
	BNIP3
	
	
	
	
	TNF-α
	

	
	Day1
	Day3
	Day5
	
	
	Day1
	Day3
	Day5

	rhEPO
	5.29±0.25a
	3.39±0.20a
	1.38±0.13b
	6.41±0.27a
	5.03±0.27a
	1.46±0.39b

	Control 
	4.14±0.28
	2.77±0.35
	0.65±0.25
	5.09±0.19
	4.34±0.32
	1.39±0.35


aP<0.05,b P＞0.05,vs. control group
3  讨论
促红细胞生成素（EPO）是1948年由Bonsdor和Jslsvisto首先发现的细胞因子，主要由肾脏皮质及外髓部肾小管周围的毛细血管内皮细胞生成，通过与位于骨髓红系祖细胞表明的特异性EPO受体（EPOR）结合发挥促进骨髓红系祖细胞生长、增殖、分化和成熟的生物学功能。1984年重组人红细胞生成素研制成功并开始在临床上广泛用于治疗慢性肾衰贫血、化疗后贫血等，其安全性确切。近期研究表明，EPO受体除了在红系祖细胞有表达外，还广泛分布于心脏、肾脏、神经甚至肝脏组织[1]，进一步的研究表明，EPO可改善心梗后心功能，可促进脊髓损伤后再生[6]。
本研究结果提示，术后两组ALT均呈下降趋势，各观察时间点rhEPO组ALT均低于对照组，其中1d差异有统计学意义（P<0.05），提示了EPO具有保护肝功能的作用。两组Ki-67标记率均于术后3d达到高峰，各观察时间点rhEPO组Ki-67标记率均高于对照组，其中术后1、5d差异有统计学意义（P<0.05），提示了EPO具有促进肝再生的作用。rhEPO和空白组血清TNF-α在肝切除后1d达到高峰，随后下降，其中1d的差异具有统计学意义（P<0.05）。rhEPO和空白组血清IL-6在肝切除后3d达到高峰，其中1d、3d的差异具有统计学意义（P<0.05），提示了TNF-α和IL-6参与了肝再生的过程。rhEPO组和空白组均可检测出BNIP3mRNA和TNF-αmRNA表达，且均于d1表达最高，d3表达次之，d5表达最低，d1、d3rhEPO组BNIP3mRNA和TNF-αmRNA表达均比空白组高，差异具有统计学意义（P<0.05），提示了BNIP3和TNF-α从转录水平上参与了肝再生的调控。
[bookmark: OLE_LINK7][bookmark: OLE_LINK8][bookmark: OLE_LINK5][bookmark: OLE_LINK6]   肝再生是一个多细胞因子、多种细胞参与的过程，对肝损伤后的肝功能维持和代偿至关重要。研究发现肝细胞生长因子（HGF）、肿瘤坏死因子α（TNF-α）、白细胞介素6（IL-6）以及内皮生长因子（EGF）等在肝再生的启动中起重要作用。肝卵圆细胞、小肝细胞样前体细胞、表达CD133的肝星状细胞以及骨髓间充质干细胞等干细胞参与了肝再生[7]。HGF和EGF可激活NF-κB、STAT3、PI3K并最终激活Akt引起肝细胞增殖，并且该过程为TNF依赖性[8]。Shingo等[9]发现EPO亦可通过激活NF-κB刺激神经干细胞增殖最终促进神经修复。 Jing 等[10]发现EPO可显著增加神经干细胞的存活而不影响其分化和迁移。EPO对肝再生的促进作用是否与NF-κB及肝干细胞增殖有关值得进一步探讨。肝再生的过程伴随着新生血管的生成，而内皮细胞上有EPO受体表达，Lee等[11]研究表明EPO具有促内皮细胞生长作用， Heeschen 以及Bahlmann等[12,13]发现EPO可动员骨髓内皮祖细胞到循环，Holstein等[14]发现EPO具有促进新生血管化生成的作用，这些发现提示EPO的促血管生成作用可能参与了促肝再生过程。
BNIP3是Bcl-2家族成员，主要定位于线粒体的外膜，是TNF-α调控的下游因子之一[15]。线粒体是真核细胞能量产生的场所，研究表明线粒体直接参与了肝再生的过程[16,17]。最近的研究表明BNIP3可调控的线粒体新陈代谢的动态平衡，在肝脏的脂肪代谢及糖代谢中起重要作用[18]。饥饿应激可使小鼠肝脏的BNIP3表达增高，同时BNIP3基因缺陷的小鼠肝细胞线粒体肿胀、膜不稳定、氧化能力下降，肝脂肪变增加，肝脏输出糖原的能力下降[18]。在我们的研究中，rhEPO促进肝再生的过程伴随着BNIP3及其上游调控基因TNF-α表达的升高，提示了BNIP3可能是EPO促进肝再生的重要分子之一。
综上所述，促红细胞生成素作为一安全性确切的临床常用药物，其促红细胞生成以外的多器官、组织保护和促再生功能越来越受到重视，初步研究提示了其在肝保护和促肝再生方面有良好的效果。BNIP3作为线粒体的调控分子之一，参与了EPO促肝再生的过程。具体机制尚有待进一步研究。
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