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摘要 目的 研究白细胞介素 17A( IL-17A) 对小鼠肝部分

切除后肝脏再生的调控作用。方法 对小鼠进行肝切除手

术，在手术后的不同时间点取肝脏组织匀浆检测肝脏中 IL-
17A 的表达水平。给予小鼠 anti-IL-17A 中和抗体后进行肝

切除手术，检测手术后小鼠肝脏重量和肝重体重比，分离血

清检测并比较在有无 anti-IL-17A 中和抗体的条件下白细胞

介素 6( IL-6) 的水平，分离肝实质细胞检测并比较在有无 an-
ti-IL-17A 中和抗体的条件下肝实质细胞中信号传导与转录

激活因子 3( STAT3) 的磷酸化水平和细胞周期蛋白 D1 ( cy-
clinD1) 的表达水平。结果 小鼠肝切除后肝脏中的 IL-17A

水平显著升高( P ＜ 0. 01) ，给予 anti-IL-17A 中和抗体可以显

著抑制肝脏再生、减少 IL-6 水平和阻止肝细胞增殖信号活

化。结论 肝切除后肝脏中升高的 IL-17A 促进 IL-6 表达和

肝脏再生，该研究对肝切除后肝脏再生的治疗具有重要意

义。
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肝脏有超强的再生功能，小鼠经 2 /3 肝切除后

7 ～ 10 d 的时间即可恢复至原有肝重［1］。肝脏经部

分肝切除后，肝脏微环境中的信号会刺激肝实质细

胞增殖至正常的肝重体重比，最终恢复肝脏的生理

功能。肝脏再生过程可分为启动、增殖和终止 3 个

阶段，此过程受到肝实质细胞内外多种信号的精确

调控，但目前尚未完全明了。肿瘤坏死因子 α ( tu-
mornecrosis factor α，TNF-α) 和白细胞介素 6 ( inter-
leukin 6，IL-6) 激活 G0 期肝细胞启动肝脏再生，肝

细胞生长因子和转化生长因子 α 激活细胞周期蛋

白依赖激酶促进肝细胞增殖，而转化生长因子 β 则

负责终止肝脏再生，其中 IL-6 是肝脏再生的关键调

控信号［2］。IL-6 激活肝实质细胞中的 STAT3 启动

肝脏再生，IL-6 缺失小鼠其肝脏再生受到显著抑

制［3］。IL-17A 在自身免疫性疾病、感染性疾病和肿

瘤中发挥重要作用［4］，但在肝脏再生中的作用及机

制尚未阐明。该研究探讨 IL-17A 在肝脏再生中的

作用及机制对肝脏相关疾病的治疗具有重要意义。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 小鼠 SPF 级、8 周龄、雄性 C57BL /6 小鼠，

20 ～22 g，由上海斯莱克斯公司提供。小鼠的饲养环

境为室温 18 ～ 23 ℃、湿度 40% ～ 60%、12 h 白天 /12
h 黑夜的 SPF 级动物房，每笼 5 只，自由摄食饮水。
1． 1． 2 试剂 Anti-IL-17A 中和抗体及其对照抗体

( 美 国 eBioscience 公 司 ) ; 细 胞 周 期 蛋 白 D1
( cyclinD1 ) 抗 体、信 号 传 导 与 转 录 激 活 因 子 3
( STAT3) 抗体、磷酸化 STAT3( pSTAT3) 抗体、β-ac-
tin 抗体( 美国 CST 公司) ; BSA ( 上海生工公司) ;

IL-17A 和 IL-6 ELISA 检测试剂盒 ( 北京达科为公

司) ; ＲIPA 裂解液( 上海碧云天公司) ; 其他试剂均

为国药集团市售分析纯。
1． 2 方法

1． 2． 1 实验模型建立 将 20 只 C57BL /6 小鼠用

于肝切除手术组，小鼠在超净台中麻醉后对腹部皮

肤消毒，打开小鼠腹腔游离肝叶，用无菌手术线结扎

门脉区的静脉后切除肝叶( 切除整个肝脏的 2 /3 ) ，

缝合腹腔并给予抗生素处理，待小鼠苏醒后放回饲

养笼内，观察小鼠状态并继续后续实验，不同的时间

点检测 IL-17A 的含量变化。将 70 只 C57BL /6 小鼠

分为 anti-IL-17A 中和组和同型对照组，每组 35 只，

按照 100 μg /只的剂量给予小鼠 anti-IL-17A 的中和

抗体或对照抗体 24 h 后进行肝切除手术，手术完成

后进行后续检测实验。
1． 2． 2 肝重检测 在肝切除后的不同时间点称量

小鼠的体重，收集小鼠的肝脏并称量肝重，计算对应

小鼠的肝重体重比，并同对照组比较。
1． 2． 3 ELISA 法检测 按照 ELISA 检测试剂盒说
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明书进行操作。将组织匀浆或小鼠血清和标准品分

别加入反应孔中，37 ℃孵育 2 h 后洗板; 加入一抗，

37 ℃孵育 1 h 后洗板; 再加入二抗，37 ℃孵育 1 h 后

洗板; 加入反应底物，根据颜色变化适时终止显色，

通过酶标仪检测吸光度值。
1． 2． 4 Western blot 法检测 在肝切除 0、1、3 h 的

时间点通过二步灌流法分离小鼠的肝实质细胞，用

ＲIPA 冰上裂解后12 000 r /min 离心 5 min，取上清

液检测蛋白质浓度。加入样品缓冲液沸水浴 8 min，

12 000 r /min 离心 5 min 后取上清液，上样电泳再进

行转膜，转膜结束后加 5% BSA 室温封闭 1 h，一抗

4 ℃孵育过夜，洗膜去非特异性结合，二抗 4 ℃室温

孵育 2 h，洗膜后加底物显色并拍照。以 β-actin 作

为内参，用 Image J 图形分析软件进行相对定量分析

以判断蛋白量的差异。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 软件进行分析，

数据以 珋x ± s 表示。组间差异采用 t 检验法进行分

析，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 肝切除后肝脏中 IL-17A 水平 在肝切除后

0、1、3、24 h 4 个时间点取肝组织制备肝组织匀浆液

( n = 5) ，测量匀浆液中的总蛋白，再用 ELISA 试剂

盒检测肝组织匀浆液中的 IL-17A 水平，最后用每毫

克总蛋白中 IL-17A 的含量来表示 IL-17A 的浓度。
检测结果表明，肝切除手术后 0 h 的肝脏中检测不

到 IL-17A，但肝切除手术后 1 h 肝脏中 IL-17A 浓度

升高，3 h 开始下降，手术后 24 h 肝脏中 IL-17A 的

浓度明显降低但仍处于较高水平，见图 1。此结果

说明肝切除后 IL-17A 水平迅速升高，提示 IL-17A
在肝脏再生的早期启动阶段就可能发挥作用。
2． 2 IL-17A 对肝切除后的肝脏再生的影响 为判

断 IL-17A 对肝脏再生的具体作用，本研究用 anti-
IL-17A 中和抗体经尾静脉注射到小鼠体内阻断体

内 IL-17A 的作用，同型抗体作为对照。中和抗体处

理 24 h 后进行肝切除手术，手术后 24、48、72、96 h
称量小鼠体重和肝重，计算肝重体重比。检测结果

显示，在各个时间点 IL-17A 中和组小鼠的肝重体重

比低于对照组小鼠，在 96 h 的时间点差距最为显著

( n = 5，t = 9. 072，P = 0． 000 8) ，见图 2A。同时在肝

切除后 96 h 的时间点，IL-17A 中和组小鼠的肝重明

显小于对照小鼠( n = 5，t = 6. 777，P = 0. 001 0 ) ，见

图 2B。此结果说明 IL-17A 可以有效地促进肝脏的

再生。

图 1 肝切除后不同时间点小鼠肝脏中的 IL-17A 浓度变化

图 2 IL-17A 中和组和对照组小鼠

不同时间点的肝重 /体重比和肝重比较

A: 肝重 /体重比; B: 肝重; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊ P ＜

0. 01

2． 3 IL-17A 对肝脏再生中 IL-6 表达的影响 为

探究 IL-17A 促进肝脏再生的机制，本研究首先探索

了 IL-17A 对 IL-6 表达的影响。用 anti-IL-17A 中和

抗体处理小鼠 24 h 后进行肝切除手术，同型抗体作

为对照。手术 3 h 后分离小鼠血清，用 ELISA 法检

测小鼠血清中 IL-6 的浓度。结果显示，中和 IL-17A
会显著 减 少 小 鼠 血 清 中 IL-6 的 水 平 ( n = 5，t =
4. 330，P = 0. 002 5 ) ，见图 3。此结果说明 IL-17 可

以诱导 IL-6 的产生从而促进肝脏的再生，中和 IL-
17A 会减少 IL-6 且抑制肝脏再生。
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图 3 IL-17A 中和组和对照组小鼠血清中 IL-6 的浓度

与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 4 IL-17A 对肝实质细胞中 pSTAT3 和 cyclinD1
的水平的调控 为进一步研究 IL-17A 对肝脏再生

的调控作用，用 anti-IL-17A 中和抗体处理小鼠 24 h
后进行肝切除手术，同型抗体作为对照。手术 0、1、
3 h 后分离小鼠肝实质细胞，采用 Western blot 法检

测肝实质细胞中细胞周期调控因子 cyclinD1 的表达

和 IL-6 信号调控蛋白 STAT3 的活化。肝切除后 3
h，anti-IL-17A 中和抗体会明显抑制 cyclinD1 的上

调，差异有统计学意义( n = 5，t = 6. 290，P = 0. 003
4) ; 同时 anti-IL-17A 中和抗体会抑制 STAT3 的磷酸

化，差异有统计学意义( n = 5，t = 8. 050，P = 0. 001
3) ; 但是 anti-IL-17A 中和抗体对总 STAT3 的表达无

影响。此结果说明，IL-17A 可上调肝实质细胞中

cyclinD1 的表达并活化 STAT3。见图 4。

3 讨论

肝脏有强大的再生功能，其再生过程受到肝脏

中多种细胞和分子的协同调控，确保肝脏恢复至原

有水平。本研究结果显示 IL-17A 在肝脏再生中发

挥重要的促进作用。经肝切除手术后，肝脏中的

γδT 细胞分泌 IL-17A。IL-17A 诱导 IL-6 产生，活化

肝实质细胞中的 STAT3 启动肝脏再生。
肝脏再生显著发生于肝脏切除手术和肝脏损伤

后的修复阶段，剩余肝细胞快速增殖或肝脏中的干

细胞分化成肝细胞都可以实现肝脏再生［5］。在小

鼠 2 /3 肝切除手术中，剩余肝细胞增殖是肝脏再生

的主要途径。肝实质细胞占肝脏的 80%，非实质细

胞占肝脏的 20%，非实质细胞又包括肝窦内皮细

胞、肝星状细胞及免疫细胞［6］。因此，肝脏再生包

括肝实质细胞的再生也包括非实质细胞的再生，从

肝脏再生的启动阶段开始，肝实质细胞和非实质细

图 4 Western blot 法检测 IL-17A 中和组和对照组小鼠肝实质细胞中

cyclinD1、pSTAT3 和 STAT3 的水平

A: cyclinD1; B: pSTAT3; C: STAT3; 与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

胞之间就存在着相互作用，最终实现肝脏的生理性

重构［7］。
肝脏再生的启动是肝脏再生的关键阶段。目前

对启动肝脏再生机制的研究处于探索阶段，门静脉

压力和肝窦内压力上升会诱导肝窦内皮细胞产生

IL-6 等，同时肝切除导致的炎症反应也会促进肝脏

非实质细胞产生 TNF-α 和 IL-6 等［8］。IL-6 已被证

实是肝脏再生最重要的启动因子。IL-6 与肝实质细

胞上的受体结合活化 JAK1，活化的 JAK1 继而磷酸
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化 STAT3，pSTAT3 进入核内激活多种基因表达，促

进细胞增殖［9］。TNF-α 对肝脏再生的启动也非常重

要，TNF-α 受体缺陷小鼠肝脏再生受损，补充 IL-6
可以恢复其肝脏再生功能，因此 TNF-α 借助 IL-6 发

挥启动肝脏再生作用［10］。本研究结果表明，肝切除

后肝脏中的 IL-17A 水平迅速升高后逐渐下降，因

此，可以推测 IL-17A 在肝脏再生的启动阶段发挥作

用。中和小鼠体内的 L-17A 会显著抑制肝脏再生，

同时明显降低小鼠血清中 IL-6 的水平。因此，推测

IL-17A 也是通过诱导 IL-6 来启动肝脏再生。中和

IL-17A 显著抑制肝实质细胞中 STAT3 磷酸化，证实

了以上的推断。另外，IL-17A 已被证明通过 IL-6-
STAT3 通路促进肝癌细胞的增殖［11］。同时，不排除

IL-17A 直接对肝实质细胞发挥作用的可能，这需要

检测肝实质细胞是否表达 IL-17A 的受体以及通过

IL-17A 体外刺激实验证实两者的直接关系。
IL-17A 与其受体结合活化激活 NF-κB、MAPK 、

C /EBPs 等信号通路［12］。研究［4］证实 IL-17A 在自

身免疫性疾病及癌症的发生发展方面起到推动作

用，同 时 IL-17A 参 与 机 体 防 御 病 原 体 感 染。研

究［13］显示 IL-17A 与 FGF2 协同诱导肠道上皮层中

相关基因的表达从而修复受损的肠道。本研究揭示

了 IL-17A 在肝脏修复再生过程中的重要作用。虽

然 CD4 + T 细胞是 IL-17A 的主要来源，但是其他免

疫细胞也逐渐被发现可以产生 IL-17A［14］。因此，在

肝脏再生过程中分泌 IL-17A 的细胞还需要深入研

究。
本研究证实了 IL-17A 通过诱导 IL-6 在肝脏再

生的启动过程中发挥重要作用，为调控肝脏再生基

础研究提供新的机制，同时为肝脏疾病治疗和修复

再生提供新靶点和新方案。
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IL-17A induces IL-6 and promotes
liver regeneration after partial hepatectomy

Liang Xi1，Zhang Xiuhong2，Li Jing2

( 1Clinical Insitute of Pediatric，Anhui Medical University，Anhui Provincial Children's Hospital，Hefei 230051;
2Faculty of Biology，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To investigate the effect of interleukin 17A( IL-17A) on liver regeneration after partial hepa-
tectomy in mice． Methods The levels of IL-17A in the liver at indicated time points after partial hepatectomy were
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measured by ELISA． Mice were divided into two groups including anti-IL-17A neutralization antibody-treated mice
and isotype control antibody-treated mice． After partial hepatectomy，the liver weight was measured and the liver
weight /body weight ratio was calculated． The interleukin 6( IL-6) levels in the sera were measured by ELISA． The
levels of phosphorylated signal transducer and activator of transcription 3( STAT3) and cyclinD1 in the hepatocytes
were measured by Western blot． Ｒesults The levels of IL-17A in the liver significantly increased after partialhepa-
tectomy( P ＜ 0. 01) ． Neutralization of IL-17A not only reduced the live weight and the liver weight /body weight ra-
tio，but also decreased the IL-6 levels in the sera and the levels of phosphorylated STAT3 and cyclinD1 in the hepa-
tocytes． Conclusion The increasing IL-17A induces IL-6 production and promoteshepatocyte proliferation，which
plays an important role in the liver regeneration after partial hepatectomy．
Key words IL-17A; IL-6; liver regeneration
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CyPA 及 p - EＲK1 /2 在动脉粥样硬化大鼠血管内皮中的表达
李 敏1，2，黎红华1，2，骆文静1，易 娟1，吴晓飞1

摘要 目的 观察动脉粥样硬化( AS) 大鼠血管内皮功能以

及亲环素 A( CyPA) 和磷酸化细胞外信号调节激酶 1 /2 ( p-
EＲK1 /2) 的表达变化。方法 将 30 只雄性 Wistar 大鼠随机

分为 3 组( 每组 10 只) : 对照组、AS 12 周组，AS 16 周组。对

照组给予基础饲料喂养 + 腹腔注射等量生理盐水; AS 组给

予高脂饲料喂养 + 维生素 D3 注射液 60 万 IU /kg 一次性腹

腔注射。对应不同造模时间处死大鼠，分离腹主动脉，观测

离体腹主动脉环对乙酰胆碱的舒张反应; HE 染色、免疫组化

法检测动脉血管壁 CyPA 及 p-EＲK1 /2 的表达。结果 与对

照组比较，AS 12 周、AS 16 周组血管内皮功能下降，3 组差异

有统计学意义( P ＜ 0. 05) ; HE 染色显示对照组大鼠血管壁

呈正常结构，AS 12 周组大鼠内皮细胞破坏、平滑肌细胞增

生，AS 16 周组粥样钙化斑块形成; 免疫组化分析显示 3 组

大鼠血管壁内 CyPA 及 p-EＲK1 /2 表达逐渐升高，差异有统

计学意义( P ＜ 0. 05 ) 。结论 随着 AS 程度加重，大鼠血管

内皮依赖性舒张功能明显下降，动脉粥样钙化斑块严重，

CyPA 及 p-EＲK1 /2 表达显著增加。CyPA、p-EＲK1 /2 信号机

制参与加重血管动脉粥样硬化进展，可能是促进 AS 进展的

途径之一。
关键词 动脉粥样硬化; 亲环素 A; 磷酸化细胞外信号调节

激酶 1 /2; 内皮依赖性舒张功能
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动脉粥样硬化( atherosclerosis，AS) 是以内皮细

胞功能障碍为起始事件，慢性炎性反应相互作用的

病理过程，是导致血管性疾病的主要致病因素［1］。
在长期高脂高糖作用下产生大量活性氧自由基，诱

导机体处于氧化应激状态，促进血管内皮炎性反应，

损伤 内 皮 完 整 性［2］。亲 环 素 A ( cyclophilin A，

CyPA) 作为一种重要的氧化应激诱导因子与 AS 病

变的关系成为近年研究热点［3］，磷酸化细胞外信号

调节激酶 1 /2( phosphorylated extracellular signal reg-
ulated kinase，p-EＲK1 /2) 是细胞信号转导机制中重

要的信号调节酶，将信号从细胞膜表面受体转导至

细胞核，诱导炎性细胞增殖、迁移，促炎性反应［4］。
但是 CyPA 是否参与 AS 进展，与 AS 严重程度关系

尚未见报道。该实验通过高脂喂养诱导大鼠血管动

脉斑块病变，观察血管内皮功能变化以及血管内皮

细胞 CyPA、p-EＲK1 /2 的表达，探讨动脉硬化发生发

展的机制。

1 材料与方法

1． 1 实验材料

1． 1． 1 实验动物 SPF 级健康雄性 Wistar 大鼠 30
只，180 ～ 200 g，购自湖北省实验动物研究中心。饲

养于 12 h 明暗交替的 SPF 环境中，提供充足饮水、
饲料，维持室内温度( 22 ± 1) ℃，湿度( 60 ± 10) %。
1． 1． 2 主要实验药剂 维生素 D3 注射液( 上海通
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