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中 文 摘 要

目的 建立大鼠双重动脉血供联合部分肝切除手术模型，探究双重动脉血供联合部分肝

切除术后线粒体功能变化及其与肝再生之间的关系。

方法 1、随机将 54只 6-8周雄性清洁级 SD大鼠划分为 3组，分别为 68%部分肝切除组

（partial hepatectomy，PH）组、假手术（sham operation group，SO）组、68%肝切除结

合肝脏双重动脉血供（liver dual arterial blood supply，LDABS）组。造模成功后分别在

术后 0、12、24、72、120和 168h取材。Western blot检测细胞增殖抗原 Ki-67、动力蛋

白相关蛋白 1（dynamin-related protein1，Drp1）、线粒体融合蛋白 1（mitochondrial fusion

protein 1，MFN1）及微管相关蛋白 1轻链 3 (microtubule- associated protein1 light chain 3，

LC3)的表达。2、使用 SPSS 27.0，x±s描述计量资料，统计方法采用单因素方差分析，

方差齐时，多组间均数的两两比较使用 LSD检验；若方差不齐，则使用 Brown-Forsythe

检验，P<0.05时，认为存在统计学差异，具有显著性意义。

结果 （1）相比于 SO组，PH组及 LDABS组术后细胞增殖指标呈高表达状态，其中在

术后 72-120h时间段内，LDABS与 PH组的 Ki67表达量均高于 SO组（P＜0.05），具

有显著性差异；而 LDABS组与 PH组相比，虽表达量皆有所升高，但并无显著性差异。

（2）与 SO组相比，LDABS组及 PH组线粒体分裂相关蛋白 Drp1表达均呈先上升后下

降的趋势，其中术后 120h具有显著性差异（P＜0.05），而在其余时间点，LDABS组

表达量虽高于其余两组，但并无显著性差异。（3）术后 12h，PH与 LDABS组线粒体

融合相关蛋白MFN1的表达量均低于 SO组，且具有显著性差异（P＜0.05）；术后 24h，

LDABS组MFN1表达量高于 PH组，具有显著性差异（P＜0.05）；术后 168h，LDABS

组与 PH组MFN1表达量均高于 SO组，具有显著性差异（P＜0.05）。其余时间点 LDABS

组线粒体融合水平虽升高，但并无显著差异。（4）术后 24-120h，LDABS组线粒体自

噬相关指标 LC3 的表达量低于其余两组，其中在术后的 24h-120h 存在显著性差异（P

＜0.05）；术后 168h，LDABS和 PH 组 LC3表达量均高于 SO组，存在显著性差异（P

＜0.05）；其余时间点 LC3表达水平均无显著性差异。

结论 LDABS 后的肝再生水平并未显著提高，与 PH组相比，LDABS 线粒体分裂水平

增加，线粒体融合及自噬水平均呈先降低后增高的趋势。
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Changes in mitochondrial fission fusion autophagy and its

relationship with liver regeneration in a rat model of dual arterial

blood supply combined with partial hepatectomy

ABSTRACT

Objective ： Establish a rat model of dual arterial blood supply combined with partial

hepatectomy to explore the effects and patterns of dual arterial blood supply on liver

regeneration and mitochondrial function changes after partial hepatectomy.

Methods:：1. 54 6-8 week male clean grade SD rats were randomly divided into three groups:

68% partial hepatectomy (PH group), sham operation group (SO group), and 68% liver

resection combined with dual arterial blood supply (LDABS group). After successful

modeling, samples were taken at 0, 12, 24, 72, 120, and 168 hours postoperatively. Western

blot was used to detect the expression of cell proliferation antigen Ki-67, dynamic related

protein 1 (Drp1), mitochondrial fusion protein 1 (MFN1), and microtubule associated protein

1 light chain 3 (LC3).2. Use SPSS 27.0, x ± s to describe the quantitative data, and use

one-way analysis of variance. When the variance is homogeneous, use LSD test for pairwise

comparison of multiple group means. If the variance is not homogeneous, use Brown

Forsythe test. When P<0.05, statistical differences are considered significant and significant.

Results：(1) Compared with the SO group, the postoperative cell proliferation indicators in the

PH group and LDABS group were highly expressed. During the postoperative period of

72-120 hours, the Ki67 expression levels in LDABS and PH groups were significantly higher

than those in the SO group (P<0.05), indicating a significant difference; Compared with the

PH group, the LDABS group showed an increase in expression levels, but there was no

significant difference.(2) Compared with the SO group, the expression of mitochondrial

division related protein Drp1 in both the LDABS group and the PH group showed a trend of

first increasing and then decreasing. There was a significant difference at 120 hours after

surgery (P<0.05), while at other time points, although the expression level of the LDABS
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group was higher than the other two groups, there was no significant difference.(3) After 12

hours of surgery, the expression levels of mitochondrial fusion related protein MFN1 in the

PH and LDABS groups were lower than those in the SO group, and there was a significant

difference (P<0.05); 24 hours after surgery, the expression level of MFN1 in the LDABS

group was higher than that in the PH group, with a significant difference (P<0.05); 168 hours

after surgery, the expression levels of MFN1 in the LDABS group and the PH group were

both higher than those in the SO group, with significant differences (P<0.05). At other time

points, although the mitochondrial fusion level in the LDABS group increased, there was no

significant difference.(4) At 24-120 hours post surgery, the expression level of mitochondrial

autophagy related indicator LC3 in the LDABS group was lower than that in the other two

groups, with a significant difference observed between 24 hours and 120 hours post surgery

(P<0.05); After 168 hours of surgery, the expression levels of LC3 in the LDABS and PH

groups were higher than those in the SO group, with significant differences (P<0.05); There

was no significant difference in the expression level of LC3 at other time points.

Conclusions：The level of liver regeneration after LDABS did not significantly improve.

Compared with the PH group, the mitochondrial division level of LDABS increased, and the

levels of mitochondrial fusion and autophagy showed a trend of first decreasing and then

increasing.

KEYWORDS：Liver regeneration，Liver dual arterial blood supply，Mitochondrial division，

fusion， and autophagy，Partial hepatectomy
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双重动脉血供联合部分肝切除大鼠模型中线粒体分裂融合自噬的

变化规律及其与肝再生的关系

正常生理情况下，肝脏的血供由门静脉与肝动脉共同组成，肝动脉将含氧丰富的血

液输入肝脏，门静脉则把来自消化道富含营养成分的血液输入肝脏，这是维持肝脏正常

功能的基础。双重动脉血供（liver dual arterial blood supply，LDABS）是指在保持肝固

有动脉血供前提下，肝外门静脉部分或者全部通过动脉血灌注，即为肝脏双重动脉血供

技术。门静脉供血占肝脏总供血的 75%，当出现门静脉受损、急性肝衰竭、门静脉血栓

形成及肝移植等特殊状况时，应用 LDABS可能会实现理想的效果[1-3]。

由于 LDABS改变了正常的解剖结构，门静脉的血液成分及血流动力学发生了改变，

使得 LDABS后的肝再生机制与常规的部分肝切除术（partial hepatectomy，PH）不同。

课题组前期对 PH大鼠以及 LDABS 结合 PH大鼠的肝组织进行测序发现，与线粒体分

裂有关的一种蛋白：动力蛋白相关蛋白 1(dynamin-relatedprotein 1, Drp1）的表达量出现

了显著上升。Drp1是调控线粒体分裂的核心蛋白，越来越多的研究证实，有效抑制线

粒体分裂可保护各种组织免受应激性损伤 [4-5]。肝再生增强因子（augmenter of liver

regeneration，ALR）可通过 Drp1 抑制线粒体分裂并促进线粒体内膜的融合从而减轻线

粒体损伤[6]。以上研究结果表明，Drp1可能通过调节线粒体动力学来影响肝细胞再生能

力。此外，前期预实验对 LDABS术后大鼠线粒体自噬水平进行检测，发现在术后早期，

线粒体自噬水平呈先下降后上升的趋势。Drp1 介导的线粒体分裂与线粒体自噬是可以

相互影响，共同作用的，Drp1的线粒体招募是启动线粒体自噬的关键步骤[7]，这个过程

是非常复杂的，探究其与 LDABS后肝再生的相关性有助于发现新的促进肝再生的方式

以及完善 LDABS理论成果。

课题组前期研究了 LDABS 对肝再生线粒体能量代谢的影响[8]及 LDABS 对肝再生

氧化应激的影响[9]，发现 LDABS 术后肝再生氧化应激水平与 PH组相比并未产生不利

影响，与 SO组相比能够促进细胞凋亡相关蛋白 Bcl-2（B-cell lymphoma 2）的表达。同

时 LDABS在肝再生的能量代谢发挥重要作用，可通过提高能量代谢的方式来促进肝再
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生。但 LDABS是否影响线粒体分裂、融合及自噬尚未报道。为研究 LDABS 对 PH 后

线粒体分裂、融合及自噬的变化规律及其与肝再生的关系，进行本实验。通过建立

LDABS联合 PH手术模型，检测细胞增殖抗原 Ki-67、线粒体分裂相关蛋白 Drp1、线粒

体融合蛋白 1（mitochondrial fusion protein 1，MFN1）及微管相关蛋白 1 轻链 3

(microtubule- associated protein1 light chain 3，LC3)的表达，来探究 LDABS 对 PH 后线

粒体分裂、融合及自噬的变化规律及其与肝再生的关系。该实验结果能够增加 LDABS

研究的全面性，为临床实践提供一定的理论基础，以下为具体报告。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物

准备 54只体重为 200-300g、周龄为 6-8周、雄性、清洁级 SD大鼠，全部购自北京

维通利华公司，动物许可证号：SCXK（京）2021-0006。将实验动物放入实验室笼盒内，

接受 1w的常规自由饲喂，期间温度与湿度设定各是 22±3℃、55±5%。随机把所有实验

动物划分成下述 3组：SO组（n=18）、PH组（n=18）、LDABS组（n=18）。分别于

术后 0、12、24、72、120、168 h每个时间点随机选择 3只实验动物处死，将所提取的

标本置入-80摄氏度冰箱内短期存放。此项研究各项操作都全部遵守《关于善待实验动

物的指导性意见》（2006版）。此项实验研究得到呼和浩特市第一医院伦理准可（No：

IRB2021001）

1.1.2 主要实验试剂、材料和仪器

1.1.2.1 主要实验试剂与材料

伊诺肝素钠注射液 苏州二叶制药有限公司

硫酸阿托品注射液 河南润弘制药股份有限公司

碳酸氢钠注射液 上海现代哈森（商丘）药业有限公司

0.9%氯化钠注射液 石家庄四药有限公司

5%葡萄糖注射液 石家庄四药有限公司

10-0非可吸收医用缝合线 扬州富达医疗器械有限公司

4-0非可吸收医用缝线 扬州市金环医疗器械厂

医用纱布敷料 河南亚都实业有限公司

蛋白提取液 北京百奥思科生物医学技术有限公司
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BCA蛋白浓度测定 kit 北京百奥思科生物医学技术有限公司

蛋白分子量 marker 苏州博奥龙科技有限公司

蛋白酶抑制剂 北京百奥思科生物医学技术有限公司

二抗 北京百奥思科生物医学技术有限公司

蛋白裂解液 碧云天生物

SDS-PAGE 制胶套装 北京百奥思科生物医学技术有限公司

KI67 江苏亲科生物研究中心有限公司

PCNA 江苏亲科生物研究中心有限公司

LC3B 江苏亲科生物研究中心有限公司

DRP1 江苏亲科生物研究中心有限公司

MFN1 江苏亲科生物研究中心有限公司

Mitofusin 2 江苏亲科生物研究中心有限公司

NC膜（0.22μm） 北京北方同正生物技术有限公司

3MM 滤纸 沃特曼中国

1.1.2.2 主要实验仪器

脱色摇床仪器 海门其林贝尔仪器制造公司

电泳仪 北京百晶生物技术有限公司

离心机 北京兰杰柯科技有限公司

SDS-PAGE电泳仪器 伯乐生命医学产品有限公司

凝胶成像系统 上海峰志仪器有限公司

化学发光成像系统 上海勤翔科学仪器有限公司

微量加样器 上海大龙生物科技有限公司

电热恒温水浴槽 上海一恒科学仪器有限公司

-80℃超低温冰箱 海尔生物医疗有限公司

4℃冷藏冰箱 赛默飞世尔科技有限公司

连续变倍体式显微镜 上海彼爱姆光学仪器制造有限公司

便携式小动物气体麻醉呼吸机 深圳瑞沃德生命科技股份有限公司

小动物实验用显微器械 上海医疗器械(集团)有限公司

肾动脉与肝门静脉处连接用聚乙烯管 上海超高工程塑料有限公司
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1.2 实验方法

1.2.1 实验模型制备

LDABS组：本组大鼠模型的制备采用本团队前期研究肝 LDABS模型的建立与理

论应用[10]一文中的模型制备。

1）大鼠术前至少 12小时禁食，不限饮水；

2）术前 2小时皮下注射肝素钠；

3）将大鼠放入小动物气体麻醉剂，使用异氟烷与纯氧混合麻醉，异氟烷浓度 5%诱

导，1.5%面罩维持，氧气流量 3L/min；

4）称重；

5）将大鼠放在试验台上，备皮，消毒；

6）取腹部正中切口 5cm左右，上至胸骨剑突 0.5cm，逐层进腹；

7）4-0医用丝线绑住胸骨剑突并向上提起，自制拉钩左右暴露视野；

8）使用显微剪剪下大鼠镰状韧带、肝胃韧带；

9）4-0医用丝线包绕肝左外叶及肝中叶肝蒂，向上轻拉提起，打结，注意打结时不

要损伤下腔静脉，可见肝脏颜色变化如图 1；

10）显微剪剪下肝左外叶及肝中叶，生理盐水冲洗，切除的肝组织如图 2，剩余肝

组织如图 3；

11）用生理盐水浸润的洁净纱布将肠道包裹住，同时置于腹腔外部，术中助手向纱

布不定时注入生理盐水，使纱布呈湿润状态；

12）在连续变倍体式显微镜下，显微镊游离下腔静脉，近肝侧放置 4-0 医用丝

线备用；

13）显微镊游离门静脉，在门静脉靠近肝门处放置 4-0医用丝线备用；

14）游离右肾静脉，放置 4-0丝线备用；

15）在下腔静脉左侧游离肾动脉，如图 4；

16）在肾动脉下方放置两根 4-0医用丝线备用；

17）生理盐水充分冲洗大鼠腹腔，纱布吸净多余的生理盐水；

18）血管夹夹闭右肾动脉；

19）备用丝线在距离血管夹 1.5cm处打结做提拉用，如图 5；

20）结扎右肾静脉；
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21）于提拉丝线下方斜行剪开一小口，插入聚乙烯管，如图 6；

22）丝线绑定聚乙烯管，放开血管夹，可见动脉血充盈聚乙烯管，证明插管成功，

迅速再次夹闭血管夹；

23）在脾静脉上方紧贴脾静脉处，血管夹夹闭门静脉；

24）显微镊暂时夹闭门静脉近肝侧，斜行将门静脉半剪开，将聚乙烯管插入，通过

备用丝线加以绑定，再将显微镊和肾动脉血管夹放开；

25）查看肝脏颜色及聚乙烯管通常情况；

26）于切口处剪断门静脉；

27）生理盐水冲洗腹腔；

28）血管夹夹闭下腔静脉远端，备用丝线活结绑定下腔静脉近肝侧；

29）下腔静脉剪一鱼口状切口，10-0线吻合门静脉与下腔静脉，按照血管外-内-内-

外的顺序进行吻合，吻合口上下两端使用“拐角褥式水平缝合”方法进行吻合。

30）缝合至末针时，先不打结，将门静脉和下腔静脉的血管夹短暂放开，使高凝血

流出，同时用 1ml注射器注入大量肝素水对下腔静脉进行冲洗；

31）打结最后一针，检查吻合口有无渗血及狭窄，吻合后腹腔情况如图 7；

32）检查腹腔有无其他出血，足量生理盐水冲洗，吸净后关腹。

造模注意事项：

1）在进行 PH时，剪除镰状韧时注意不要损伤到下腔静脉，见韧带出现细小分叉时

即可，结扎时向上提起可避免结扎到部分下腔静脉，导致狭窄；

2）门静脉周围血运丰富，并有伴行血管，游离时应小心操作，注意避免损伤门静

脉或其他血管导致失血过多；

3）游离肾静脉时，应注意与其下方的肾动脉分开游离，以防止损伤血管；

4）在游离肾动脉时，如出现小分支，应在分支处打一活结，插管位置应高于分支

部位并靠近肾脏；

5）肾动脉插入聚乙烯管时，插管深度不宜超过分支处，以避免影响血运；

6）聚乙烯管应修剪为合适长度，并术前充满肝素水，经课题组反复实验，聚乙烯

管长度 22±2mm为宜；

7）在游离肾动脉、下腔静脉及门静脉后，应用足量生理盐水冲洗腹腔并吸净，防

止细小脂肪组织、纱布碎屑及细小棉絮进入血管内，影响造模成功率；
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8）在游离门静脉时，游离门静脉长度及分支静脉长度应尽量长，以防止门腔端侧

吻合时张力过大，导致吻合口或分支静脉受损；

PH组：

1）大鼠术前至少 12小时禁食，不限饮水；

2）术前 2小时皮下注射肝素钠；

3）将大鼠放入小动物气体麻醉剂，使用异氟烷与纯氧混合麻醉，异氟烷浓度 5%诱

导，1.5%面罩维持，氧气流量 3L/min；

4）称重；

5）将大鼠放在试验台上，备皮，消毒；

6）取腹部正中切口 5cm左右，上至胸骨剑突 0.5cm，逐层进腹；

7）4-0医用丝线绑住胸骨剑突并向上提起，自制拉钩左右暴露视野；

8）使用显微剪剪下大鼠镰状韧带、肝胃韧带；

9）4-0医用丝线包绕肝左外叶及肝中叶肝蒂，向上轻拉提起，打结，注意打结时不

要损伤下腔静脉；

10）显微剪剪下肝左外叶及肝中叶，生理盐水冲洗，

11）检查有无活动性出血，关腹。

SO组：术前准备及麻醉同 LDABS 及 PH 组相同，只剪除镰状韧带、肝胃韧带

后关腹。

图 1 结扎后肝组织颜色对比
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图 2 切除的肝组织

图 3 残余的肝组织
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A：肾动脉

图 4 游离肾动脉

图 5 提起肾动脉
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图 6 肾动脉插管

图 7 门静脉腔静脉端侧吻合

A.实验大鼠肝脏；B.右肾动脉与门静脉通过聚乙烯管连接；C.实验大鼠门静脉；

D.实验大鼠门静脉与腔静脉端侧吻合口；E.结扎后的肾静脉；F.下腔静脉；G.肾动脉
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1.2.2 动物处死

将大鼠放置在小动物气体麻醉机中，在异氟烷麻醉条件下处死大鼠, 迅速摘取大鼠

肝组织, 生理盐水灌洗后保存于-80℃备用。

1.2.3 Western Blot检测 Ki-67及线粒体分裂、融合及自噬相关指标 Drp1、MFN1、LC3。

1.2.3.1 蛋白提取

1)在肝脏组织加入液氮，实施匀浆处理。

2)添加 1毫升 PBS，实施 5分钟离心处理，转速为 500g。

3)将残留的所有 PBS吸除掉，放入肝组织样本 5倍量的裂解液，彻底混合。

4)于冰上对细胞实施 3遍超声震荡处理，功率为 20%，每遍用时 10秒。

5)实施 15分钟离心处理（12000rpm、4℃），收集上清放入新的离心管中。

6)蛋白上样Buffer把蛋白定量成 4mg/ml，存储于-20℃下，待用。不可多次重复冻融。

1.2.3.2 蛋白浓度测定

1)对牛血清白蛋白（BSA）标准品行梯度稀释处理。

2)完成 BCA工作液的制备。

3)向试管或微孔板内放入待检蛋白质样品与不同浓度蛋白质标准品，各自再放入

BCA工作液，彻底混合。

4)密封，置于 37℃环境下保温（30-60min）。

5)使温度下降至室温水平，对照采用空白标准样品，于 562nm波长处对待检蛋白质

样品吸光值展开测定。

6)计算吸光值。

1.2.3.3 SDS-PAGE电泳

1)制备 SDS-PAGE 凝胶

A.先将玻璃板洗净，再晾干，接着固定，对制作下层胶液面的标志线加以明确（与

样品梳子最下方相距大概 0.5-1.0cm ）；

B.制备 8ml的 10%分离胶（具体配置见下表），再迅速且精准地向玻璃槽注入，液

面应与标志线相齐（灌注期间需要控制不要有气泡形成）；

C.快速放入去离子水，将胶面覆盖（用以隔绝空气，对凝胶聚合有所帮助），于室

温中静置 40min左右的时间，待分离胶彻底凝固；

D.制备 4ml浓缩胶（浓度为 5%）。
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E.将覆盖液清除掉，通过吸水纸将残留的所有液体吸除掉；

F.再次垂直放入凝胶板，低速注入 5%浓缩胶（灌注期间应控制不要有气泡形成），

再将样品梳插入，室温中凝胶大概 40min。

G.轻轻去除梳子，使电泳槽与玻璃板的“凹”面紧密相连，专用夹子固定。

SDS-PAGE 凝胶配比表

总体积
10%分离胶 5%浓缩胶

8mL 4mL 4mL 2mL

30%丙烯酰胺 2.67mL 1.33mL 0.66mL 0.33mL

1.5M Tris-cl (PH 8.8) 2.0mL 1.0mL / /

1.0M Tris-cl (PH 6.8) / / 0.5mL 0.25mL

10%SDS 0.08mL 0.04mL 0.04mL 0.02mL

10%AP 0.08mL 0.04mL 0.04mL 0.02mL

TEMED 3.2μl 1.6μl 4μl 2μl

2)电泳

A.取出样品并快速置入冰内；

B.根据蛋白定量结果，放入样品以及缓冲液（5×），充分混合，再于 95℃下变性

10min，迅速插至冰内，备用；

C.向凝胶孔内加样，80V电泳，使样品通过浓缩胶和分离胶

D.待染料跑到下层胶适宜区域，停止电泳；

E.接着用转移电泳的方式使蛋白条带向 NC膜上转印。

1.2.3.4 Western Blot

1)转膜

A.先把 NC膜移至 100%MT内浸泡（2-3min），再水漂洗两遍，2分钟/遍，接着通

过电转液进行两遍漂洗，2分钟/遍，最后移至电转液内，待用；

B.对滤纸进行合理剪裁，放入缓冲液中浸泡，待用；

C.放平电泳板，取出垫片，取下玻璃板，裁剪多余凝胶，电转液漂洗；

D.完成膜、样品胶、转膜夹板的安装，自阴极起，先是海绵垫片，之后为滤纸层（3

层）接着为滤纸，再是样品胶，其后依次是 NC膜、滤纸层（3 层），最后是海绵垫片，

将转膜夹板扣紧，移至转移电泳槽（内含转膜缓冲液）内；
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E.在 100v恒压下转膜 60分钟。

F.以 marker为对照，对膜进行合理裁剪（应参照目标条带分子量水平）。

2)抗体孵育

A.封闭：将转移膜移至封闭液内，置于室温下摇床封闭一小时。

B.一抗反应：稀释一抗，将膜分别置入对应一抗工作液内，4℃过夜

C.洗膜：把反应膜置于平皿内，TBST（1×）洗涤 3遍，将没有结合的一抗都清洗

掉。

D.二抗反应：TBST（1×）将二抗稀释 300倍；一抗膜置于二抗工作液内，室温低

速摇动 1小时，期间注意遮光。

E.洗膜：通过 TBST（1×）洗膜，将游离二抗清洗掉。

1.2.3.5 显色及成像

1)按 1：1（v/v），对 ECL试剂盒内 2类液体进行混合。

2)向 NC膜表面均匀铺布上述混合液体，室温静置 1分钟后放入化学发光成像系统

成像。

1.3主要观察指标

造模结束后，记录 SO组、PH组及 LDABS组的手术用时与其门静脉阻断时间；观

察 3组实验动物对刺激的反应、精神状态、活跃度与毛发情况等；观察 3组实验动物术

后 3d生存状况；记录大鼠死亡数量；Western Blot检测 Ki-67、PCNA以及线粒体分裂、

融合及自噬相关指标 Drp1、MFN1、LC3。

1.4 统计学方法

使用 SPSS 27.0，
—

x±s 描述计量资料，统计方法采用单因素方差分析，方差齐时，多

组间均数的两两比较使用 LSD检验；若方差不齐，则使用 Brown-Forsythe检验。P<0.05

时，认为存在统计学差异，具有显著性意义。

2 结果

2.1 各组大鼠术中及术后情况

3 组实验动物皆建模成功，在 LDABS 组，大鼠手术用时为 90±10 min，门静脉开

放时间在 5秒以内，门腔吻合口用时 15±5min。空白对照组及部分肝切除组大鼠手术平

均用时为 30±5 min，门静脉阻断时间为 10分钟。3 组动物术后皆可正常活动，精神也

无异常，毛发 6小时回归顺滑状态，同时进食良好。LDABS组大鼠术后 72h成活率 61%
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（11/18），其中肝坏死 3只，肠道坏死 2只，吻合口出血 1只，吻合口狭窄 1只。补齐

死亡的大鼠。术后 CG 组和 PH 组生存率 100%。

2.2 Western blot检测 Ki-67及线粒体分裂、融合及自噬相关指标 Drp1、MFN1、LC3。

分别提取每个组实验动物的肝脏组织总蛋白，并用 Western blot 方法检测 Ki-67及

线粒体分裂、融合及自噬相关指标 Drp1、MFN1、LC3蛋白表达情况，结果见下图。
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2.2.1 肝组织 Ki67结果测定

对肝组织 Ki67表达水平进行测定，结果表明：相比于 SO组，PH组及 LDABS组

术后细胞增殖指标呈高表达状态，其中在术后 72-120h 时间段内，LDABS 与 PH 组的

Ki67表达量均高于 SO组（P＜0.05），具有显著性差异；而 LDABS组与 PH组相比，

虽表达量皆有所升高，但并无显著性差异。

2.2.2 肝组织 Drp1结果测定

对肝组织 Drp1表达水平进行测定，结果表明：与 SO组相比，LDABS组及 PH组

线粒体分裂相关蛋白 Drp1表达均呈先上升后下降的趋势，其中术后 120h具有显著性差

异（P＜0.05），而在其余时间点，LDABS组表达量虽高于其余两组，但并无显著性差异。
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2.2.3 肝组织MFN1结果测定

对肝组织MFN1表达水平进行测定，结果表明：术后 12h，PH与 LDABS组线粒

体融合相关蛋白 MFN1 的表达量均低于 SO组，且具有显著性差异（P＜0.05）；术后

24h，LDABS组MFN1 表达量高于 PH组，具有显著性差异（P＜0.05）；术后 168h，

LDABS组与 PH组MFN1表达量均高于 SO组，具有显著性差异（P＜0.05）。其余时

间点 LDABS组线粒体融合水平虽升高，但并无显著差异。

2.2.4 肝组织 LC3结果测定

对肝组织 LC3 表达水平进行测定，结果表明：术后 24-120h，LDABS组线粒体自
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噬相关指标 LC3 的表达量低于其余两组，其中在术后的 24h-120h 存在显著性差异（P

＜0.05）；术后 168h,LDABS和 PH 组 LC3 表达量均高于 SO组，存在显著性差异（P

＜0.05）；其余时间点 LC3表达水平均无显著性差异。

3 讨论

肝脏是人体内再生能力很强的器官，当部分肝切除术后或肝脏暴露于病原体、病毒、

化学物质和毒素中时，肝脏可以在短时间内修复损伤。肝切除术是治疗多种肝脏疾病的

有效手段之一，如占位性疾病、炎症性疾病、外伤以及先天性异常等。但如果肝切除术

后残余的肝脏太小或质量太低，无法维持正常的器官功能，就很容易出现并发症[11-13]。

促进肝再生是治疗慢性肝病、部分肝切除术后和肝移植的潜在策略[14]。因此，寻找有效

的促进肝脏再生手段是临床上提升肝切除术预后水平的主要目标[15]。

由于 LDABS改变了正常的肝脏生理解剖关系，门静脉的血液成份与血流动力学发

生了变化，其肝再生机理与经典的 PH后肝再生机理不尽相同，探寻 LDABS后肝再生

的机理成为了重要的研究方向。本研究结果显示 LDABS与 PH后肝再生水平均高于 SO

组，但 LDABS与 PH组相比，可在一定程度上促进肝脏再生，但效果并不明显。

线粒体是细胞的“发电站”，为无数细胞产生必要的能量。线粒体同时也是一种一直

处于动态变化中的细胞器，能够不断进行融合和分裂循环，使得线粒体大小、形态与位

置时刻处于变化中，此生理活动即为线粒体动力学[16]。线粒体动力学由于其与线粒体功

能的密切联系，引起了越来越多的关注。线粒体动力学过程受线粒体蛋白的调控，其中
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动力蛋白相关蛋白 1(Drp1)是主要的促分裂蛋白，而两个有丝分裂蛋白(MFN1和MFN2）

则负责线粒体膜的融合[17]。它们的活性受到严格控制，以确保维持线粒体分裂融合的动

态平衡以及满足细胞不断变化的代谢和能量需求[18]。针对许多细胞功能，线粒体分裂与

融合稳态起着非常关键的作用，包括 ATP的产生、线粒体 DNA (mitochondrial DNA，

mtDNA)的分布、钙信号传导、线粒体呼吸活动、细胞凋亡以及细胞存活。当线粒体动

力学失衡时会导致线粒体结构改变和功能障碍，线粒体分裂不充分可使其失活，并造成

受损线粒体积聚，而线粒体未充分融合可引发线粒体碎裂，从而影响细胞的正常功能。

线粒体分裂使得线粒体可以运输到不同的细胞位置，从而分离受损线粒体，以便通

过线粒体自噬的方式清除受损线粒体并重新融合线粒体，因此可以作为一种修复机制[19]。

而 LDABS作为一种独特的手术方式，对于术后肝再生与线粒体分裂融合及自噬的影响

目前仍不清楚，本实验可以探究其相关性并完善 LDABS理论成果。

当发生线粒体分裂时，Drp1 从细胞质中被招募到线粒体外膜上，以二聚体或四聚

体的形式形成螺旋寡聚体，包裹线粒体外膜并将其分裂[7]。有研究表明，Drp1是肝脏和

心脏缺血再灌注损伤（ischemia-reperfusion injury，IRI）过程中发挥作用的关键蛋白，

有效抑制线粒体分裂可以保护各种组织免受应激性损伤，如 IRI[20]。而线粒体功能障碍，

如线粒体跨膜电位丧失、ATP生成减少和线粒体分裂融合异常，会加速肝纤维化、肝硬

化和肝细胞性肝癌的发展[21-23]。肝再生增强因子可通过 Drp1抑制线粒体分裂并促进线

粒体内膜的融合从而减轻线粒体损伤[24]。从慢性酒精暴露的小鼠模型中发现，Drp1 的

表达量增加和MFN1的表达降低与线粒体功能受损有关。在人类中，重度酒精性肝炎患

者的肝组织显示 Drp1转录上调，表明线粒体损伤可以通过线粒体动力学的改变或线粒

体自噬修复[25]。在对裸鼠模型的研究发现，Drp1 表达的上调使线粒体分裂增加，而这

与肝细胞性肝癌的肝内和远处转移有关[26]。MFN1的下调则与肝细胞性肝癌组织中血管

侵犯和预后相关[27]。由此可见，线粒体动力学与肝细胞再生存在相关性。本研究结果显

示：LDABS术后肝脏线粒体分裂活跃度高于其余两组，并呈先上升后下降的趋势，其

中术后 24h达到最高点，120h同其余两组有显著差异。LDABS组线粒体融合水平则在

术后 24h较 PH组存在显著差异。

线粒体自噬是防止细胞死亡和促进细胞恢复的一种关键保护机制，在活性氧

(reactive oxygen species，ROS)含量增加、能量不足、细胞衰老等外部因素作用下，可使

细胞内 mtDNA突变并不断累积，同时可导致细胞内线粒体膜电位下降，并发生去极化
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损伤。为了使线粒体处在健康的动态平衡中，从而避免受损线粒体对细胞造成伤害，自

噬体会特异性吞噬不健康的线粒体并与溶酶体融合，我们称之为线粒体自噬。可简单理

解为：线粒体自噬是一种通过特异性清除细胞质中功能损伤的线粒体，从而维持线粒体

功能完整性和细胞内环境稳态的一种选择性自噬方式。在敲除自噬相关蛋白 7

（recombinant autophagy related protein 7，Atg7）或用氯喹预处理的模型中，通过抑制自

噬导致 PH后肝脏生长和肝细胞增殖降低，并可以减缓肝脏损伤早期的细胞再生[28]。通

过研究自噬相关蛋白 5敲除（recombinant autophagy related protein 5 knockoutAtg5 KO，

Atg5 KO）后的转基因小鼠发现，在 90% PH模型中，大约 50%的对照组小鼠存活，而

所有 Atg5 KO小鼠在 24小时后死亡。这表明自噬的活跃程度对调节肝细胞蛋白质和细

胞器的合成至关重要。同时，肝切除术后增殖型肝细胞自噬的激活可能影响了细胞存活

和肝脏再生[29]。在化学性肝损伤方面，线粒体自噬在对乙酰氨基酚诱导的肝细胞损伤的

恢复阶段发挥重要作用[30]。肝脏再生/修复是一个能量消耗的过程，通过清除肝脏自噬

活性区的受损线粒体，可以提供能量帮助肝损伤后的细胞恢复[31]。这都表明了自噬在调

控肝再生和肝损伤中发挥了重要的保护作用。本研究结果显示：LDABS后 24-120h，线

粒体自噬水平均低于其余两组，具有显著性差异。

4 结论

本研究显示：与 PH相比，LDABS术后 Ki67表达水平虽持续性高表达，但并无显

著差异；Drp1、MFN1表达水平在部分时间段内显著高于 PH组，而 LC3表达水平则明

显低于 PH组。LDABS相比与传统的肝切除术，手术时间长，造成创伤大，且改变了

原有的解剖结构，使得肝脏门静脉由肾动脉血液灌注；而较长时间阻断门静脉也会导致

缺血/再灌注损伤，进而加重肝组织的损伤。线粒体分裂水平的降低可造成受损线粒体的

积聚，线粒体融合水平降低会引发线粒体碎裂，从而影响细胞的正常功能。根据本研究

结果推测：LDABS术后早期，线粒体分裂融合水平增加，可以减少受损线粒体的积累；

而线粒体自噬水平受到抑制，则有助于机体在解剖结构发生变化后，残余肝脏仍然可以

进行自我修复，从而增加肝脏线粒体能量代谢水平，对肝再生产生了一定程度的促进，

但效果并不显著。

综上所述，LDABS 后的肝再生水平并未显著提高，与 PH组相比，LDABS 线粒体

分裂水平增加，线粒体融合及自噬水平均呈先降低后增高的趋势。LDABS作为一种非常

规的手术方式，导致机体内发生一系列复杂的生理生化过程，虽然已经取得了一定的成果，
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但仍需不断深入研究。
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文献综述

肝损伤后肝再生与自噬的关系

摘要：自噬是一种生物体内的分解代谢过程，通过溶酶体降解消除细胞内无用的物质，

来维持细胞内的稳态，并同时可以为生物提供营养和能量。肝脏具有很强的再生能力，在

受到损伤后，会进行修复与再生，以恢复肝脏的正常功能，肝损伤后的再生情况与自噬有

很强的相关性。本文综述了自噬与肝损伤后肝再生之间的关系，并阐述了线粒体在相关疾

病中的作用。

关键词：肝再生，肝损伤，自噬

The relationship between liver regeneration and autophagy after

liver injury

ABSTRACT：Autophagy is a metabolic process in organisms that involves the degradation of

useless substances by lysosomes to maintain cellular homeostasis, while also providing nutrients

and energy for living organisms. The liver has a strong regenerative ability, and after being

damaged, it will undergo repair and regeneration to restore normal liver function. The

regeneration after liver injury is strongly correlated with autophagy. This article reviews the

relationship between autophagy and liver regeneration after liver injury, and elucidates the role of

mitochondria in related diseases.

KEY WORDS：Liver regeneration, liver injury, autophagy

肝脏是人体内再生能力很强的器官，当部分肝切除术后或肝脏暴露于病原体、病毒、

化学物质和毒素中时，肝脏可以在短时间内修复损伤。研究表明，肝脏疾病的发展与肝细

胞凋亡和增殖的反复循环有关[1]。肝再生是一个复杂的过程，不同的信号通路协调不同阶

段的进展，包括肝细胞退出静止期，进入细胞周期，细胞分裂的停止，最后肝细胞重新进

入到静止期[2]。自噬是生物体内的一种分解代谢方式，溶酶体通过降解掉无用的细胞内物

质，来维持细胞内稳态，并可以提供营养和能量[3]。自噬不仅是一种大量的、非选择性的

降解机制，还可以选择性地消除某些细胞组分，比如受损的线粒体，以促进线粒体的转换，

这一过程被称为“线粒体自噬”。近些年来的研究表明，自噬可能与各种肝脏疾病的发病机

制有密切联系，如各种原因导致的肝损伤，部分肝切除术后的肝再生、肝脂肪变性、肝癌、
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肝硬化、病毒性肝炎等[4]。当处于正常生理状态时，自噬活动呈正常表现；然而当处于饥

饿、激素缺乏、低氧、生长因子缺乏、高温、胞内压力等情况时，自噬水平短时间内大幅

度增加，用来应对细胞中 ATP 的不足[5-6]。研究自噬与肝再生之间的关系有助于我们优化当前

治疗和干预肝脏疾病的策略。

1 部分肝切除术后肝再生与自噬的关系

肝切除术是治疗多种肝脏疾病的有效手段之一，但如果残余的肝脏太小或质量太低，

无法维持足够的器官功能，术后就很容易出现并发症[7-9]。促进肝再生是治疗慢性肝病、部

分肝切除术后和肝移植的潜在策略[10]。因此，寻找有效的肝脏再生手段是临床上提升肝切

除术后预后的主要目标[11]。

有研究报道，部分肝切除术（partial hepatectomy，PH）后肝细胞的自噬水平呈先下降

后升高的趋势[12]。Chih-Wen Lin 等通过对 70%肝切除的啮齿动物模型的研究发现，LC3-Ⅱ

蛋白水平在 PH术 6h后显著增加，至 72h达到峰值，并在 120h恢复到基准水平。而通过在

电镜下对自噬体的观察发现，自噬体数量在 PH 后显著增加，24h-72h 达到峰值，在 168h

后恢复到基准水平。在敲除 Atg7或用氯喹预处理的模型中，通过抑制自噬导致 PH后肝细

胞增殖降低，并可以降低肝脏损伤早期的细胞再生能力。这都表明了自噬在 PH后调控肝再

生和肝损伤中发挥了重要的保护作用[11]。

Takeo Toshima等使用 Atg5 KO小鼠来研究自噬相关通路在 PH后肝脏再生中的作用。

通过建立 90% PH的小鼠模型，发现 90% PH后，大约 50%的对照组小鼠存活，而所有 Atg5

KO小鼠在 24小时后死亡。这表明自噬的活跃程度对调节肝细胞蛋白质和细胞器的合成至

关重要。同时，肝切除术后，增殖型肝细胞自噬的激活可能影响了细胞存活和肝脏再生[13]。

自噬还可以调节肝脏再生过程中的细胞衰老，在 p21 激活的衰老过程中，自噬相关基因与

肝脏再生呈负相关。此外，抑制自噬增强了衰老基因的表达，包括与衰老相关的 IL-6和 IL-8

的分泌。结果表明，自噬在肝细胞再生过程中通过蛋白质快速转换维持肝细胞质量，负调

控衰老表型[13]。

通过对大鼠 2/3肝切除模型的研究发现，在术后的 6-36h中，自噬相关通路 p53 减弱，

mTOR，AMPK，PI3K /AKT和 Hedgehog有不同程度的激活[14]。在大鼠肝切除术术后 6小

时内，ATP含量不断减少[15]，而肝细胞的再生依赖于大量能量，所以和能量相关的 AMPK

信号通路激活，用来应对低 ATP状态并且可以提供更多能量。此研究还发现，直接参与自

噬的溶酶体膜蛋白以及大量酸性水解酶呈高表达现象，线粒体内膜相关蛋白含量增加，由

此可推断线粒体的功能未发生较大变化。对此可提出假说：溶酶体与线粒体能够共存。待

溶酶体融合自噬体后，不会将所有线粒体都消化掉，线粒体内膜和溶酶体外膜形成了一种

共存的状态，以此来快速提供能量[14]。由此可见，肝部分切除术后，自噬可以一定程度调
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节肝脏再生，修复细胞损伤。

2 非酒精性脂肪性肝病中肝再生与自噬的关系

非酒精性脂肪性肝病（non alcoholic fatty liver disease，NAFLD）是导致肝功能异常的

最常见病因，它包括了多种情况下的肝脏损伤，如肝脂肪变性、非酒精性脂肪性肝炎(non

alcoholic steatohepatitis，NASH)、肝硬化和肝细胞癌[16]。肝脏缺血本身会导致肝损伤和肝再

生障碍[17]，而在 NAFLD 的情况下，脂肪变性会进一步加重肝脏对缺血性损伤的敏感性，还

会在肝脏修复过程中削弱肝脏的再生能力[18]。

已有多项研究表明自噬在 NAFLD 的发病中起到重要作用[19]，细胞内脂质的增加可以改

变自噬小体和溶酶体的内膜脂质组成，从而降低了自噬小体和溶酶体结合的能力，导致自

噬减少[20]。在 NAFLD 和 NASH小鼠的模型中，肝脏的自噬被抑制，而通过过表达 Atg7增

强自噬的方式，有效改善了高脂饮食小鼠模型的肝脏脂肪变性[21]。

另外在高脂饮食小鼠模型的肝脏中发现，高脂饮食可影响肝脏自噬，进而调控 NAFLD

的进展。在饥饿状态下，活跃的自噬导致脂肪分解和游离 FA的产生，提供额外的能量来源。

在肝脏中脂肪堆积过多的情况下，自噬下调导致肝脏中脂肪堆积的额外增加[22]。

3 化学性肝损伤与自噬

急性肝损伤（acute liver injury，ALI）所指当病人在没有慢性肝脏疾病的情况下，由各

类因素所致的急性肝脏功能与结构异常。诸多因素都会导致 ALI，其中主要有感染、放射性

损伤、药物、肝脏外伤、过度摄入乙醇、摄入或接触毒性物质等。

3.1 对乙酰氨基酚

对乙酰氨基酚(acetaminophen，APAP)是最常用的镇痛和退热剂。但过量使用 APAP可

引起肝毒性，这在许多发达国家中是引起急性肝功能衰竭的主要原因[23]。近年来，许多研

究发现自噬参与了 APAP诱导的肝损伤[24]，这一过程涉及自噬小体降解受损或功能失调的

细胞成分。而最近，这被证明是一种细胞适应机制，通过促进自噬来抵消 APAP诱导的肝毒

性[24]。胡婷等人在对 ALR通过促进自噬保护 APAP诱导对小鼠急性肝损伤的研究中发现，

自噬可以通过选择性地清除受损的线粒体，来保护线粒体损伤引起的氧化应激和坏死细胞

死亡[25]。氧化应激是 APAP导致肝损伤的一个主要因素，它通过谷胱甘肽（glutathione，GSH）

耗竭和 ROS的产生来破坏肝细胞防御机制[26]。此外，线粒体可以放大氧化应激信号通路，

参与 APAP诱导的肝损伤的发病机制[27]。

Hong-Ming Ni等的研究发现，在肝脏自噬活性区外的区域中，大部分细胞的增殖指标

(PCNA)呈阳性。而肝脏的自我修复能力可以在 APAP诱导的肝细胞损伤[28]的恢复阶段发挥

重要作用，而肝脏再生/修复是一个能量消耗的过程，有可能通过清除肝脏自噬活性区的受

损线粒体，来提供能量帮助肝损伤的修复[29]。对于 APAP导致的肝损伤，诱导自噬/线粒体
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自噬可能有助于限制坏死区域，促进肝脏再生和恢复。因此，调节自噬/自噬通路可能为治

疗 APAP导致的肝损伤提供一种新的治疗途径[29]。

3.2 CCl4

四氯化碳（carbon tetrachloride,CCL4）是导致化学性肝损伤的常见原因之一，由 CCL4

导致的ALI也是目前常用的肝损伤模型，有研究表明，经腹腔注射浓度为 0.1%CCL4溶液即可

引起ALI[30]。胡晨霞等的研究发现，CCl4通过上调缺氧诱导转录因子-1α(HIF-1α)的表达和激活

TLR4/NF-κB途径诱导肝组织氧化应激、炎症、坏死和凋亡[31]。在CCl4诱导的ALF模型中，KLF6

的表达通过诱导ATG7和Beclin-1以 p53依赖的方式增强自噬和肝再生[32]。这表明，自噬的激活

有助于保护CCl4诱导的肝损伤后的修复与再生。

韩佳佳等在对 CCl4急性肝损伤模型的研究中发现，ALR+CCl4干预组的自噬相关蛋白

LC3、Becln-1、Atg7在实验中的表达水平均高于 CCl4诱导的急性肝损伤组，推测 ALR 通

过对自噬通路的控制来促进CCl4诱导的急性肝损伤后的肝再生，而当敲除自噬相关基因后，

ALR无法促进 CCl4诱导的急性肝损伤后的肝再生[33]。

此外，有报道称，在 CCl4诱导的大鼠急性肝损伤模型中，CCl4处理 24小时后，自噬

相关标志物的表达显著上调，而细胞因子如 TNF-a和 IL-1b的表达仅轻度上调，表示此阶段

细胞自噬活跃，炎症反应远低于 D-gal/LPS组。D-gal/LPS处理引发了强烈的细胞因子风暴，

导致肝细胞严重坏死、凋亡，抑制自噬和再生，使得在肝再生恢复阶段，自噬活跃的 CCl4

组 PCNA和 cyclin D1表达明显升高，促进肝再生和修复[34]。

4 酒精性肝病肝再生与自噬

酒精性肝病(alcoholic liver disease，ALD)是指酒精滥用(大于每天 20 g乙醇)引起的肝损

伤，如脂肪变性、酒精性脂肪性肝病(alcoholic fatty liver disease，AFLD)、酒精性肝炎及酒

精性肝硬化[35]。

酒精性肝病(ALD)每年在世界范围内造成约 200万人死亡[36]。酒精介导的肝损害种类包

括肝脏脂肪变性、肝脏纤维化、酒精性肝炎、肝硬化和肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，

HCC）。当摄入酒精后，乙醇被乙醇脱氢酶(alcohol dehydrogenase，ADH)转化为乙醛，或

被 CYP2E1代谢产生 ROS。而 ROS可以使细胞内酶失活或使蛋白质变性，引起膜结合脂质

过氧化，破坏膜完整性，引起 DNA突变，并最终导致线粒体和肝细胞损伤。ALR可能通过

促进线粒体自噬来保护酒精性肝病后的肝损伤并促进肝再生。在体内和体外，ALR过表达

可以上调 Atg5 和 beclin-1的表达，并增加了乙醇刺激后 Parkin向线粒体的易位。这些结果

表明，ALR增强了自噬和线粒体自噬，以应对乙醇诱导的肝损伤[37]。

在酒精性脂肪性肝病(AFLD)中，乙醇可以抑制线粒体自噬，而自噬水平的上升在肝损

伤恢复过程中发挥了重要作用。FoxO3a诱导的线粒体自噬可以预防肝脏脂肪变性和线粒体
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结构破坏，通过激活 AMPK-FoxO3a 通路，使受到抑制的线粒体自噬功能得到恢复[35]。此

外，有报道称，帕金森依赖和非帕金森通路均可调控线粒体自噬，并可能为乙醇过度摄入[38]

后导致的肝脏疾病提供新的治疗靶点。由此可见，对酒精性肝病后自噬的研究可以帮助我

们进一步了解其与肝再生的关系，并为之后的临床治疗提出新的思路。

5 肝癌与自噬

肝细胞癌的病死率在全世界区域内位居第 3，每年因其死亡的人数在 70万以上[39-40]。

作为一种高死亡率的癌症，HCC 病情的发展与许多疾病存在相关性，如乙型肝炎病毒

(hepatitis B virus，HBV)感染、丙型肝炎病毒(hepatitis C virus，HCV)感染、酒精性肝病(ALD)

以及非酒精性脂肪性肝病（NAFLD）。在导致 HCC发病的高危因素中，已证实肝自噬水平

下降会增加 NAFLD、ALD、HBV与 HCV肝炎的发生风险[41-46]。如此可见，自噬水平下降

和 HCC的发展机制可能有关。通过对肿瘤不同阶段的病理学特性进行研究发现，自噬可能

在其中起着双重功能。自噬可以在正常细胞向肿瘤细胞转化前对肿瘤细胞的增殖进行抑制，

但其同时也会促进已转化的肿瘤细胞向恶性发展[47]。在癌症中自噬所表现的复杂双重效能

极具研究价值，因为其对于肿瘤的防治有着积极作用。例如，可使自噬水平提升的药物对

于肿瘤发生具有预防功能，而对自噬存在抑制作用的药物对于进展期癌症具有治疗作用。

在对肿瘤的抑制或促进方面，自噬具有环境依赖性特点。在肿瘤的初期阶段，自噬以

清理受损细胞器的方式抑制肿瘤细胞的发展。而当肿瘤进展到后期时，癌细胞利用自噬可

以获取更多能量，从而提高自身生存机会。NAFLD、ALD 以及病毒感染都能够引发自噬水

平降低，进而诱发 HCC。故而，在防治 HCC方面，可以尝试通过不同的途径来控制自噬，

以预防肿瘤的发生。

Beth Levine博士小组的研发结果显示，老年 beclin1杂合小鼠体内许多组织（含肝脏）

都存在自发性肿瘤的现象[48-49]，同时 beclin1表达的降低也与 HCC分级相关。肝脏特异性

Atg5（或 Atg7）KO小鼠体内也会出现自发性肝脏肿瘤，可见自噬与肝脏肿瘤的发生有关。

此项功能和自身能够清除受损细胞器可能有关，若受损细胞器未能及时被清除，就会导致

氧化和代谢应激增加的级联反应，最终导致细胞向恶性转化[50-54]。

Yap是 Hippo信号途径的主要构成部分，同时发挥着转录共激活因子作用。Lee等学者

观察到，肝脏特异性 Atg7 KO小鼠的肝脏细胞质与细胞核内，存在大量 Yap蛋白积聚，使

得 Yap蛋白靶基因的表达上调。另外，若自噬受到抑制，则会上调 Yap蛋白的表达量，由

此可见 Yap蛋白可能在自噬过程中扮演着重要的角色。通过观察肝脏特异性 Atg7 KO小鼠

的肝细胞发现，Yap蛋白表达量下降会导致肝细胞变小、纤维化及肝脏炎症的产生。而在

Yap/Atg7双 KO小鼠内，显示肝脏肿瘤大小与肿瘤细胞数量皆会下降[55]。

雷帕霉素机械靶蛋白(mammalian target of rapamycin,mTOR)通过调节细胞合成及代谢，
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从而满足细胞增殖所需的能量。因癌细胞增殖率较高，故而包括肝细胞性肝癌在内的 1/2左

右的人类癌症，皆存在 mTOR异常激活现象。mTOR的缺失减少了幼龄(2个月大)Atg5 KO

小鼠的肝肿大、炎症与细胞死亡，但未发现对肝纤维化产生影响。对于处于 6-12个月大的

Atg5/mTOR敲除小鼠而言，上述影响逐渐消失，原因在于此类小鼠都会在 12个月大时形成肿瘤

[56]。1/2以上的Atg5/mTOR敲除小鼠出现自发性肿瘤，而Atg5 KO小鼠在 6个月左右大时无肿

瘤形成。综上所述，Yap和mTOR都参与了自噬缺陷肝脏肿瘤的发生。

通过对肝特异性 Atg5或 Atg7 KO小鼠的研究发现，这些肝自噬缺陷小鼠大部分都不会

出现恶性 HCC，这表明，在肿瘤进展晚期，自噬可能参与了良性肿瘤的恶化[57]。不断有新

的研究结果证实，诸多肿瘤细胞（含肝癌细胞）面对饥饿、药物、生长因子剥夺、蛋白酶

体抑制与缺氧等诸多应激因素的刺激，会显著激活自噬，进而将毒性氧自由基或者错误折

叠蛋白清理掉，使线粒体可保持正常功能，能够继续进行代谢，避免肿瘤朝良性发展。这

是促进癌细胞生存的重要机制[58-63]。

总之，在肝癌的进展过程中，自噬存在着复杂的双重功能。在肿瘤形成初期，自噬可

以抑制肿瘤细胞的增殖，但同时也可促进肿瘤的进展及恶化。对肝癌发展过程中自噬的研

究有助于我们详细了解其影响机制，并为肝癌治疗的方法提供新的思路。

6 病毒性肝炎与自噬

乙型肝炎病毒(HBV)和丙型肝炎病毒(HCV)是慢性肝脏感染的两种主要肝炎病毒，并与

肝纤维化进展为 HCC 相关[64]。Chen 等人探索了 miR-155 在 HBV 复制中的作用，并证明

miR-155通过增强 SOCS1/Akt/mTOR轴促进自噬来增强 HBV的复制[65]。越来越多的证据表

明，HBV和 HCV感染都会影响自噬过程，导致自噬水平降低[66]。HBV基因组或乙型肝炎

病毒 X蛋白(hepatitis B virus x protein，HBx)的过度表达可诱导自噬体的增加。在机制上，X

蛋白和磷脂酰肌醇 3-激酶（Phosphatidylinositide 3-kinases，PI3K）直接结合，提升后者活性，

使得肝细胞内自噬表达量提高[67]。自噬除了可对 HBV 的复制加以促进，同时对 HBV 相关

肿瘤的形成可能具有抑制作用。

而 HCV感染同样可提高自噬的活跃水平，使得自噬体无法正常融合溶酶体，引发自噬

水平下降，之后的研究明确指出 HCV所致自噬水平下降的时间变化特点。HCV感染可导致

自噬水平变化，在初期时 HCV对自噬水平的影响较低，然而进入后期时影响较大[68-69]。HCV

可以通过多种机制调节肝细胞的自噬水平，受到 HCV 非结构多蛋白（Hepatitis C Virus

non-structural protein NS-3/NS5B，HCV NS3-NS5B）表达的影响，自身自噬体生成量提高。

免疫相关 GTPase 家族 M 蛋白 (Immunity-Related GTPase Family M Protein， IRGM)属于

GTPase小家族，它可以和 Atg5、Atg10协同作用，从而对自噬进行调节。实验证实，HCV

NS3和 IRGM互相作用，进而间接诱导自噬水平的提高[70]。另外，作为一类 RNA聚合酶，



内蒙古医科大学硕士研究生学位论文（2024） 33

NS5B对 RNA具有依赖性，同时是 HCV复制复合体的构成部分，其和 Atg5进行协同作用，

以提高自噬水平[71]。除了对自噬的直接影响外，HCV感染还可以通过内质网应激和氧化应

激增加等间接机制诱导自噬[72]。除了常见的自噬种类，HCV 与 HBV 同时能够上调 Parkin

与 Pink1的表达，以及促进 Drp1相关的线粒体分裂，从而增加线粒体自噬水平。

综上所述，在病毒性肝炎中 HBV 及 HCV通过诱导自噬的方式来促进肝炎的发展，并

阻止肝再生。

7 缺血再灌注损伤与自噬

肝组织的短暂缺血和再灌注可以在体内诱导肝缺血再灌注组织损伤(IRI)和炎症反应。

肝 IRI 可分为暖性 IRI 和冷性 IRI，在啮齿类动物和 IRI 患者中，以细胞凋亡、坏死和自噬

三种主要类型为特征。在肝切除术、肝窦阻塞综合征（sinusoidal obstruction syndrome，SOS）、

出血性休克、心脏骤停、外伤的病人或动物模型中，当通过夹闭血管从而减少肝组织正常

的血液灌注时，会出现暖性 IRI。而冷 IRI是一种仅影响肝移植(liver transplantation,LT)患者

的疾病，是在进入暖性 IRI阶段之前将捐献的肝脏保存在低温环境中引起的。

短期饥饿对肝 IRI损伤有保护作用，通过观察小鼠模型发现，其能够下调血清转氨酶以

及肝细胞凋亡水平，同时使肝脏的病理损伤得到改善。另外，饥饿会使 IRI 肝组织内肝细胞

的自噬表达量大幅上调。研究者通过使用血管钳夹闭小鼠门静脉，使门静脉周围肝组织短

暂缺血(10-15 分钟)，然后取下血管钳引起短暂缺血再灌注发现，缺血预处理(ischemia

preconditioning,IP)可以减少氨基转移酶和炎症细胞因子释放并显著增加自噬水平，从而保护

肝组织免受 IRI 诱导的损伤。远端缺血预处理(remote ischemic preconditioning,RIPC)已被证

明通过诱导有丝分裂活化蛋白激酶依赖性自噬来保护肝脏免受 IRI损伤[73]。尽管各种实验研

究体现了肝手术中 IP 的显著益处，但一项分析却显示 IP 未能改善肝切除术或 lT后患者的

预后[74-75]，所以肝脏手术中 IP预处理是否可以改善患者的预后水平暂无定论。

一些研究表明，自噬抑制基因的表达可加重肝损伤，而自噬增强可防止 IRI损伤。Atg 7

基因敲除可加重肝脏 IRI损伤，并通过破坏自噬小体和线粒体来抑制肝脏再生[76]。在肝 IRI

模型中，通过对 Parkin 敲除的方式可以抑制线粒体自噬并增加肝细胞的凋亡，导致 DNA

受损加剧，使得肝细胞的存活率下降[77]。然而，有学者却发现，自噬的激活会加重肝 IRI

损伤，而自噬的抑制可以防止 PH诱导的损伤。在动物模型中，MIR-17的过表达增强了自

噬水平，随后加重了肝脏 IRI损伤[78]。而在 70%PH小鼠模型中，通过敲除 p53凋亡刺激蛋

白 2（apoptosis stimulating protein 2 of p53，ASPP2）发现，mTORC1 途径诱导的自噬水平

出现下降，并显著增强了 70% PH后小鼠肝脏的再生[79]。

一般来说，自噬的激活被认为是一种保护肝脏免受 IRI 损伤的机制，而过度自噬则被认

为是具有加速肝细胞和/或肝非实质细胞凋亡的作用。尽管暖性/冷性肝 IRI损伤的发病机制
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与自噬、坏死和细胞凋亡的复杂相互作用有关，但人们普遍认为，刺激自噬一般能促进肝

脏再生。自噬是提高暖性/冷性 IRI 后患者肝细胞存活率的潜在机制，因为它降解细胞内多

余成分并消除受损细胞器和错误折叠的蛋白。然而，在暖性/冷性肝脏 IRI 过程中，有关自

噬调节作用的研究结果仍然不一致。部分研究表明，自噬水平的降低可以抑制炎症、细胞

凋亡和坏死从而保护肝脏免受热或冷 IRI损伤。而在部分动物模型中，自噬的增强则会加重

肝脏 IRI的损伤。自噬的双重作用提示上调或下调自噬水平可能是抑制肝损伤的有效治疗策

略。在动物模型中，通过基因修饰的方法可以调节自噬水平，可以作为一种潜在方法来影

响自噬蛋白的表达，因此在肝 IRI 模型中被认为是一种有效的保护肝功能的治疗方法。而此

种方法是否可以应用于临床治疗，则有待进一步研究

小结

肝脏作为具有强大再生能力的器官，兼顾了代谢、解毒、免疫和凝血等功能，在肝脏

受到不同情况的损伤后，会发挥出强大的再生能力，通过促进自噬来调节蛋白质和细胞质

合成、提供能量、清除受损的细胞和细胞器以及促进肝细胞的增殖，由此来改善肝脏损伤

后的恢复情况。在部分肝切除术后的肝损伤中，自噬通过促进肝细胞增殖与调控肝细胞衰

老基因表达来促进肝脏再生，从而帮助部分肝切除后肝损伤的修复；在化学性肝损伤中，

肝脏通过选择性的清除受损线粒体、提供能量及 ALR来促进自噬，以此来保护受损细胞并

增强肝再生的能力；在 NAFLD 中，细胞内脂质的增加抑制了自噬，进而对肝再生功能产生

影响；在 HCC的发展中，自噬发挥着复杂的双重功能。肿瘤形成初期，其具抑制功能，但

同时对肿瘤的进展以及恶变具有促进作用；在病毒性肝炎中 HBV 及 HCV 通过诱导自噬的

方式来促进肝炎的发展，并阻止肝再生；在肝 IRI模型中，自噬被认为是一种有效的保护肝

功能的治疗方法。因此，通过正确的方式增强或抑制自噬，可以为不同情况下肝损伤的治

疗方案提供新的临床思路。
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