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蜂胶促进小鼠肝再生的作用和机制研究

宫善文,李宗泽,徐瑶,苗秀莲,玄红专

(聊城大学
 

农业与生物学院,山东
 

聊城
 

252059)

摘要 在探讨蜂胶对小鼠肝再生过程中肝功能指标及肝细胞增殖进程的影响。将C57BL/6雌性小鼠随机

分为假手术组、模型组和蜂胶处理组,蜂胶处理组饮用蜂胶-黄蓍胶溶液,假手术组和模型组饮用纯净水,连
续饲喂10

 

d,然后通过2/3肝切除术(partial
 

hepatectomy,
 

PHx)建立肝再生模型。术后第4
 

d收集血清检

测谷丙转氨酶(ALT)及谷草转氨酶(AST)活性,收集小鼠肝脏,检测肝脏大小变化并计算肝再生率,HE染

色评估小鼠肝组织的形态学变化,免疫组织化学法检测肝组织中增殖细胞核抗原(Ki67)的表达,RT-qPCR
分析促炎因子及细胞周期相关基因的表达。结果表明,蜂胶处理组小鼠的肝重体重比及肝再生率显著高于

模型组,血清ALT和AST活性降低至假手术组水平。蜂胶处理组小鼠肝脏中Ki67显著高于模型组和假

手术组。蜂胶处理显著上调促炎因子Il-6和Tnf-α的基因转录,明显促进细胞增殖标志基因Pcna和细胞

周期相关基因Cdk1,
 

Cdc25,
 

Ccnd1,
 

Ccne1的表达水平。研究表明,蜂胶能通过调控促炎因子的分泌及细胞周

期相关蛋白的表达促进肝再生过程和肝功能的恢复,是一种潜力的促进肝再生的天然蜂产品。
关键词 蜂胶;部分肝切除术;肝再生;促炎因子;细胞周期
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Abstract To
 

illustrate
 

the
 

effect
 

of
 

propolis
 

on
 

liver
 

function
 

indexes
 

and
 

hepatocyte
 

proliferation
 

during
 

liver
 

regeneration,
 

C57BL/6
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

three
 

groups:
 

sham
 

group,
 

model
 

group,
 

and
 

ethanol
 

extracts
 

of
 

propolis
 

(EEP)
 

treatment
 

group.
 

Both
 

sham
 

and
 

model
 

group
 

were
 

given
 

pure
 

wa-
ter,

 

while
 

EEP
 

group
 

received
 

propolis-tragacanth
 

solution
 

for
 

10
 

days.
 

And
 

then
 

the
 

liver
 

regeneration
 

model
 

was
 

established
 

by
 

partial
 

hepatectomy
 

(PHx).
 

After
 

successful
 

modeling
 

by
 

PHx,the
 

mice
 

were
 

sacrificed
 

the
 

4th
 

day
 

and
 

the
 

liver
 

was
 

collected
 

to
 

measure
 

the
 

changes
 

in
 

size
 

and
 

the
 

liver
 

regeneration
 

rate
 

of
 

each
 

group.
 

HE
 

staining
 

were
 

used
 

to
 

evaluate
 

the
 

histomorphologic
 

changes;
 

serum
 

alanine
 

amin-
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otransferase
 

(ALT)and
 

aspartate
 

aminotransferase
 

(AST)
 

were
 

measured
 

to
 

evaluate
 

the
 

changes
 

in
 

liver
 

function;
 

immunohistochemical
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

measure
 

the
 

expression
 

of
 

proliferating
 

cell
 

nuclear
 

Ki67;
 

quantitative
 

real-time
 

PCR
 

were
 

used
 

to
 

measure
 

the
 

expression
 

of
 

pro-inflammatory
 

factors
 

and
 

cell
 

cycle
 

related
 

genes.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

liver-to-body
 

weight
 

ratio
 

and
 

liver
 

regeneration
 

rate
 

of
 

mice
 

in
 

the
 

EEP-treated
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

model
 

group,
 

while
 

serum
 

ALT
 

and
 

AST
 

activities
 

were
 

reduced
 

to
 

the
 

levels
 

observed
 

in
 

the
 

sham-operated
 

group.
 

The
 

level
 

of
 

Ki67
 

in
 

the
 

liver
 

of
 

the
 

EEP-treated
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

model
 

group
 

and
 

the
 

sham-
operated

 

group.
 

EEP
 

treatment
 

significantly
 

upregulated
 

the
 

gene
 

transcription
 

of
 

pro-inflammatory
 

fac-
tors

 

Il-6
 

and
 

Tnf-α
 

and
 

markedly
 

promoted
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

cell
 

proliferation
 

marker
 

gene
 

Pcna
 

and
 

cell
 

cycle-related
 

genes
 

Cdk1,
 

Cdc25,
 

Ccnd1,
 

and
 

Ccne1.
 

The
 

study
 

suggests
 

that
 

propolis
 

can
 

pro-
mote

 

liver
 

regeneration
 

and
 

the
 

recovery
 

of
 

liver
 

function
 

by
 

regulating
 

the
 

secretion
 

of
 

pro-inflammatory
 

factors
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

cell
 

cycle-related
 

proteins,
 

making
 

it
 

a
 

potential
 

natural
 

bee
 

product
 

for
 

en-
hancing

 

liver
 

regeneration.
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0 引言

蜂胶(propolis)是由蜜蜂采集植物树脂等分泌物,并与其上颚腺、蜡腺等分泌物混合形成的胶粘性物质,
具有广谱抗菌、抗炎、抗氧化及抗肿瘤特性[1-4],可通过降低血糖和血脂水平改善肥胖和糖尿病[5],能够提高

免疫力,保护肝脏、促进伤口愈合及组织再生[6-
 

7],目前已被广泛应用于食品、药品、保健品等领域,对于预防

疾病、促进人体健康起重要作用[8]。
肝脏是人体的主要代谢器官,具强大的再生能力。当肝脏受到外伤、感染、中毒、切除等刺激后,肝细胞

会迅速有序地分裂,显示出超强的再生能力和强大的代偿功能[9]。肝脏强大的再生能力对肝脏疾病康复具

有重要意义。部分肝切除术(partial
 

hepatectomy,
 

PHx)后的顺利恢复主要取决于残余肝的迅速再生及肝

功能的快速恢复[10-11]。PHx后,除残余成熟肝细胞迅速进入细胞有丝分裂进行增殖外,肝干细胞也迅速分

化为肝细胞和胆管上皮细胞,参与肝再生[12]。然而,由于大面积肝组织受损,有时肝脏再生能力不足以恢复

到正常水平,往往导致术后肝功能衰竭[13]。药物是治疗肝脏肝脏疾病的重要手段,临床上常用促肝脏细胞

生长素治疗肝脏疾病,但因其属活性多肽物质,服用后可能会出现发热、皮疹、过敏样反应等不良症状反

应[14]。一些小分子药物、中草药提取物等亦具有促进肝再生的作用[15]。
 

蜂胶中含有丰富的具药理活性的成分,然而目前有关蜂胶对肝脏再生的贡献鲜有报道[16]。此外,蜂胶

的给药方式多以按照体重通过灌胃进行,这一方式适用于模型构建前的干预,显然不适合肝脏切除后蜂胶的

持续给与和作用。基于此,本研究给予蜂胶-黄蓍胶溶液代替日常饮水,建立小鼠部分肝切除术肝再生模型

直至实验结束,来探讨饮食持续补充蜂胶对小鼠肝再生的影响,为进一步明确肝脏损伤后蜂胶促进组织的修

复及再生功效的机制提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料

10~11周龄动物雌性健康C57BL/6小鼠,体重18~20
 

g,购于济南朋悦实验动物繁育有限公司,动物

许可证号:SCXK(鲁)20190003,饲养于温度20~24
 

℃、相对湿度40%~70%、12
 

h
 

光照/12
 

h黑暗循环环

境中。本实验经聊城大学实验动物伦理委员会审查(批准编号:AP2024101001)。
谷丙转氨酶(ALT)、谷草转氨酶(AST)试剂盒购自北京索莱宝科技有限公司;RNA提取试剂盒购自北

京CarryHelix有限公司;Prime
 

Script
 

TM
 

RT
 

Master
 

Mix逆转录试剂盒和
 

TB
 

Green􀅹
 

Premix
 

Ex
 

TaqTM
 

II
 

试剂盒购自TaKaRa公司;所有引物合成于上海生工有限公司。Ki67抗体、山羊小鼠二抗来自塞

维尔生物科技有限公司。
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蜂胶购自安徽宣城,杨属型,批次编号CP22082601。实验中所用到的蜂胶属于成品蜂胶。蜂胶中主要

的化合物属于酚酸类和黄酮类,每批蜂胶来源于同一地理区域、同一收集季节的蜂胶,提取工艺经过乙醇提

取,超声提取,减压过滤,冷冻干燥,通过同一来源和同一提取工艺来确保蜂胶的一致性。

1.2 方法

1.2.1 总黄酮测定方法。参照国标GB/T
 

20574-2006测定蜂胶乙醇提取物中总黄酮的含量。(1)
 

芦丁标

准曲线测定:精密吸取芦丁标准品工作液0、40、80、120、160、200、240
 

㈭L于离心管中,再分别加入600、560、

520、480、440、400、360
 

㈭L无水乙醇。随后,在每个离心管中,依次加入40
 

㈭L硝酸铝(100
 

g/L)溶液、40
 

㈭L
醋酸钾(9.8

 

g/L)溶液、1.32
 

mL水,混匀静置1
 

h,在415
 

nm波长处测定吸光值。以芦丁质量(mg)为横坐

标,吸光值为纵坐标绘制标准曲线,线性工作范围0~0.048
 

mg。(2)
 

蜂胶乙醇提取物样品测定:按标准曲

线的测定方法,测定样品吸光度值,计算蜂胶乙醇提取物样品中的总黄酮含量,总黄酮含量表示为mg芦丁

当量RE/g。

1.2.2 总酚酸测定方法。采用Folin-Ciocalteu法测定蜂胶样品中的总酚酸含量。(1)
 

没食子酸标准曲线

测定:在没食子酸标准品溶液(1
 

mg/mL)中加入无水乙醇,逐级稀释至100、80、60、40、20、10、0
 

㈭g/mL,各
吸取125

 

㈭L于离心管中,依次加入125
 

㈭L
 

Folin-Ciocalteu试剂,125
 

㈭L碳酸钠(1
 

mol/L)溶液,375
 

㈭L水,
混匀,避光静置1

 

h后,8
 

000
 

r/min离心5
 

min,取上清在760
 

nm波长处测定吸光值。以没食子酸质量

(mg)为横坐标,吸光值为纵坐标绘制标准曲线,线性工作范围0~0.012
 

5
 

mg。(2)
 

蜂胶乙醇提取物样品测

定:按标准曲线的测定方法,测定样品吸光度值,计算蜂胶乙醇提取物样品中的总酚酸含量,总酚酸含量表示

为mg没食子酸当量GAE/g。

1.2.3 蜂胶溶液的制备。蜂胶乙醇提取物的制备用95%
 

乙醇提取蜂胶,经过超声粉碎、减压过滤后在40
 

℃
 

下进行旋转蒸发至恒重,4
 

℃
 

储存。使用时取适量蜂胶溶于无水乙醇,加入0.5%
 

的黄蓍胶溶液,配制

7.5
 

mg/mL的蜂胶溶液,置于4
 

℃冰箱待用。

1.2.4 动物分组与模型的构建。首先进行预实验,用液体饲喂瓶给与小鼠7.5
 

mg/mL的蜂胶溶液,7
 

d后

进行肝切手术。预实验结果显示饲喂蜂胶溶液的给药方式可行,小鼠术后伤口愈合快,肝脏增殖明显。正式

实验将小鼠随机分为3组,每组6只,假手术组(Sham组)正常饮食和饮水,腹部做约2
 

cm的伤口后立刻进

行缝合。模型组(Model组)正常饮食,用液体饲喂瓶饲喂0.5%黄蓍胶溶液10
 

d,自由取食,不提供饮水,进
行2/3肝脏切除建立肝再生模型。蜂胶处理组(EEP组)自由取食,不提供饮水,饲喂蜂胶溶液10

 

d建立肝

再生模型
 

。Model组和EEP组每天称重,计算每只小鼠摄入液体的量。肝再生模型的构建:使用异氟烷进

行吸入式气体麻醉,将小鼠固定在自制的泡沫鼠板上。进行腹部正中切口,使用安尔碘消毒3遍,切口长约

2
 

cm。打开腹腔,使用自制腹腔小拉钩暴露肝脏,采用1-0手术丝线对左外侧叶肝蒂进行集束结扎,并切除

左外侧叶和中叶。完成肝部结扎和切除后,检查无出血,使用0号手术线迅速缝合腹部切口。术后小鼠苏醒

后正常进食、进水。蜂胶处理组继续饲喂蜂胶溶液,定时观察小鼠生存情况。

1.2.5 测定血清肝功能指标。肝切手术后4
 

d,摘眼球采集血液,常温条件静置1
 

h,4
 

℃冰箱静置3
 

h,然后

4
 

℃、4
 

000
 

r/min离心15
 

min,吸取上清即为血清液待测。按照试剂盒说明书测定血清中 ALT和

AST活性。

1.2.6 计算肝再生率。参照Zupa
 

A贝克尔公式计算肝再生率:η肝再生率(%)=100×[C-(A-B)]/A,
 

其

中A 为接受PHx小鼠的平均估计全肝质量,B 为接受PHx后小鼠切除的肝组织质量,C 为相应时间点肝

再生后的残肝湿重。

1.2.7 肝组织形态学检测。固定的肝组织用梯度乙醇、二甲苯脱水、浸蜡,包埋成石蜡块后切片,取各组织

用二甲苯透明、梯度乙醇逐级复水,依次用苏木精-伊红染液染色,之后梯度乙醇逐级脱水、二甲苯透明、封
片,置于显微镜下观察并拍照。

1.2.8 肝组织免疫组织化学检测。石蜡切片,用10%山羊血清室温封闭1
 

h,然后用抗Ki67
 

(Abcam,
 

1∶
200)抗体孵育,抗兔二抗孵育、显色,染色后用Olympus

 

IX-73显微镜观察并拍照。Image-Pro
 

Plus
 

6.0进

行定量分析。
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1.2.9 RNA提取和荧光实时定量PCR分析。将肝组织研磨为匀浆,用Trizol法按照试剂供应商提供的说

明提取肝组织中总RNA并储存于-80
 

℃。通过逆转录试剂盒对总RNA进行逆转录,使用TB
 

Green􀅹
 

Premix
 

Ex
 

TaqTM
 

II试剂盒对基因转录物进行实时荧光定量
 

PCR。采用2-ΔΔCt
 

法进行数据分析,用β-actin
作为内参基因归一化目的基因的表达。引物序列见表1。

表1 qRT-PCR引物序列

Tab.
 

1 Primer
 

sequences
 

for
 

qRT-PCR

基因名称 引物序列(5'-3')
 

Cdk1 F:
 

ACTCCAGGCTGTATCTCAT R:
 

CACTOGTATCGGTATTCCAA

Cdc25 F:
 

TGACGTCTATAGCCCCACC R:
 

TAAGCGGAGAGGCAGACATC

Pcna F:
 

TGCTCTGAGGTACCTGAACT R:
 

TGCTTCCTCATCTTCAATCT

Ccnd1 F:
 

GTTCATTTCCAACCCACCCTC R:
 

AGAAAGTGCGTTGTGCGGTAG

Ccne1 F:
 

ACAGCAGGTCTTCGTGCAGATC R:
 

CTGAAGCAGCCACATCCAG

Ccna2 F:
 

TTGCTCCTCTTAAGGACCTTCC R:
 

ATTTAACCTCCATTTCCCTAAGGT

Il-6 F:
 

TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC R:
 

TTGGTCCTTAGCCACTCCTTG

Tnf-α F:
 

CCCTCACACTCAGATCATCTTCT 
 

R:
 

GCTACGACGTGGGCTACAG

β-actin F:
 

CACTGCCGCATCCTCTTCCTCCC R:
 

CAATAGTGATGACCTGGCCGT

1.3 统计学方法

所有实验数据均至少进行三次重复,不同处理之间通过GraphPad
 

Prism
 

8.0软件进行数据分析,多组

间采用单因素方差分析(One-way
 

ANOVA),组组间两两比较通过Duncan法检验。统计分析的结果以平

均数±标准误差(SEM)表示,p<0.05表示不同处理间显著具差异性。

2 结果与分析

2.1 蜂胶中总黄酮和总酚酸含量

对实验所用蜂胶参照国标GB/T
 

20574-2006和Folin-Ciocalteu法,分别测定了总黄酮和总酚酸含量,
结果见表2。

表2 蜂胶乙醇提取物中总黄酮和总酚酸的含量

Tab.
 

2 Contents
 

of
 

total
 

flavonoids
 

and
 

total
 

phenolic
 

acids
 

in
 

ethanol
 

extract
 

of
 

propolis
 

(n=3)

变量 单位 含量

黄酮 mg
 

RE/g 207.05±10.06

酚酸 mg
 

GAE/g 264.21±25.98

2.2 蜂胶促进小鼠肝切除后再生

蜂胶处理期间,各组小鼠的体重均略有上升。液体饲喂瓶饲喂小鼠蜂胶溶液,1
 

d小鼠摄入液体的量较

少,且个体差异较大,平均每只小鼠的摄入量为1.71±1.25
 

mL/d,之后维持在3.71±0.68
 

mL/d,这与正常

小鼠每天饮用纯水的量基本相当。PHx术后1
 

d,平均每只小鼠饮用蜂胶液体的量降低至0.64±0.34
 

mL/

d,术后2
 

d逐渐恢复正常。
研究表明,PHx手术后2~4

 

d为肝再生的高峰期,于PHx手术后4
 

d计算肝重体重比及肝再生率,结
果显示,EEP组的肝重体重比及肝再生率显著高于Model组(p<0.05)。Ki67是一种核蛋白,全称为“细胞

核抗原Ki67”。Ki67蛋白的表达水平与细胞的增殖状态密切相关,当细胞处于增殖阶段时,Ki67的表达显

著增加。IHC染色结果显示,增殖细胞主要分布在肝实质细胞中,并呈血管周围点状分布。Sham组、Model
组和EEP组肝组织Ki67平均光密度值分别为(0.30±0.05)%、(1.00±0.13)%、和(4.01±0.13)%,与

Model组相比,EEP组肝脏组织中Ki67阳性面积极显著增加(p<0.001,图1(a)和(d))。以上结果提示蜂

胶具明显促进小鼠肝再生的作用。
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  注:(a)
 

肝组织形态及Ki67染色;
 

(b)
 

肝重体重比;
 

(c)
 

肝再生率;
 

(d)
 

Ki67阳性面积(比例尺为1∶10
 

㈭m)
 

平均数±标准误差,n=6,*p<0.05,**p<0.01,***p<0.001。

图1 蜂胶促进小鼠肝脏再生,不同组之间比较

Fig.1 Propolis
 

promotes
 

liver
 

regeneration
 

vs
 

each
 

group

  注:(a)
 

and
 

(b)
 

PHx术后血清中AST和ALT活性;
 

(c)
 

肝组织H&E染色(比例尺为1∶10
 

㈭m)。黑色箭头所

示为肝脏中炎症细胞聚集形成轻微炎性病灶。

图2 肝功能指标及HE染色

Fig.2 Liver
 

function
 

indicators
 

and
 

HE
 

staining

2.3 蜂胶有利于PHx后小鼠肝功能恢复

ALT和AST是肝功能检查最常用的检查指标,也是提示肝脏损害最敏感的检测指标。PHx后4
 

d,检
测血清中ALT和AST活性。与Sham组相比,EEP组小鼠的ALT和AST水平无显著差异,而Model组
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显著升高,见图2(a)和(b)。PHx术后肝功能受损,ALT和AST升高,但小鼠在继续饮用蜂胶后ALT和

AST水平恢复至Sham组水平,表明蜂胶处理能有助于肝再生过程中肝功能的恢复。

2.4 蜂胶对PHx术后肝脏组织形态的影响

不同处理组小鼠的肝脏组织HE染色发现,Sham组小鼠的肝细胞排列紧密规则,胞质着色均匀,中央

静脉和门管区结构完整。Model组与EEP组小鼠的肝细胞之间肝血窦明显变宽,肝门管区可见大量炎性细

胞浸润,且伴有轻微水肿。EEP组的炎性细胞浸润区域明显高于模型组,肝细胞形态及肝窦更趋于正常〔图

2
 

(c)〕。

2.5 蜂胶处理对PHx小鼠肝组织中TNF-a
 

以及IL-6
 

mRNA相对表达的影响

TNF-a
 

以及IL-6
 

在肝脏再生的启动过程中发挥着十分重要的作用,在启动过程中,它们促使着处于G0
期的肝脏细胞向G1期转变。在肝切除术第4d,EEP组与Model组相比显著上调了Il-6和Tnf-α的基因

水平,表明蜂胶处理可能通过促进Il-6和Tnf-α的mRNA表达促进肝细胞的快速增殖(图3)。

图3 促炎因子Tnf-α、Il-6的mRNA表达
 

Fig.3 The
 

mRNA
 

expression
 

of
 

pro-inflammatory
 

factors
 

Tnf-α
 

and
 

Il-6
 

in
 

liver
 

tissue

2.6 蜂胶处理促进细胞周期相关基因的表达

肝脏部分切除后,肝脏体积和重量急剧下降,干细胞数量迅速减少,肝切除术这一刺激作为信号被反馈

至残余的肝脏细胞,因此剩余的处于G0期的肝细胞在信号刺激后,进入肝细胞快速增殖阶段,促使残存肝

脏快速恢复其原有的体积和重量。基于此,我们检测了蜂胶处理对肝细胞细胞周期相关基因表达的影响。
与Sham组相比,Model组和EEP组中的细胞增殖的关键因子Cdk1和Ccna2及细胞增殖的标志基因Pcna
的表达显著升高,表明PHx后细胞周期相关蛋白快速启动肝再生的过程。此外,蜂胶组中Cdc25,Ccnd1和

Ccne1基因的表达水平均显著高于模型组,表明蜂胶在肝细胞增殖过程中促进细胞周期相关基因的表达〔图
3(a~f)〕,加速肝脏的恢复和重建。

3 讨论

肝切除术后肝脏的修复和再生对于肝脏患者是极为重要的。术后的药物治疗往往也是影响肝脏再生状

况的重要因素。蜂胶是一种天然蜂产品,在传统医学中被广泛用于治疗伤口愈合、外伤、癌症、感染等[17]。
因此,本研究通过PHx构建小鼠肝再生模型,在术前术后给予小鼠饮用蜂胶溶液,以探讨蜂胶在小鼠肝再生

过程的作用与机制。
肝再生的发生由肝实质细胞和非实质细胞(包括肝窦内皮细胞、Kupffer细胞和卫星细胞等)共同参与,

两者协同参与了PHx后的肝再生过程[18-19]。再生初期(0~2
 

d)以成熟肝实质细胞的增殖为主,晚期阶段(4
~8

 

d)有内皮细胞、Kupffer细胞等多种非实质细胞共同参与增殖,说明PHx后2~4
 

d为重要时间的节点,
肝实质细胞和其他细胞可能在这一时间段扮演着不同角色,共同参与并加速肝再生的发生[20]。本实验发

现,饮食中添加蜂胶后促进PHx后小鼠肝再生率与肝重体重比显著增加,血清ALT和AST的水平显著降

低,说明蜂胶有一定的保护肝脏的功效,并且肝再生的速度及肝功能的恢复,这与蜂胶对由药物性肝损伤、酒
精性肝损伤、四氯化碳及氨基半乳糖等所致肝损伤的作用一致[21-22]。蜂胶含有丰富的生物活性物质,如黄

酮类化合物、酚酸类物质、萜烯类及芳香族化合物,能通过降低肝酶的水平抑制肝细胞的死亡[23],特别是蜂
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胶中的主要功效组分如咖啡酸苯乙酯、槲皮素、白杨素、松属素等,这些物质对于促进肝细胞再生,降低感染,
可能发挥重要作用[24]。

图4 蜂胶处理对肝再生过程中细胞周期相关基因表达的影响

Figure
 

4 Effect
 

of
 

propolis
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

cell
 

cycle
 

related
 

genes
 

during
 

liver
 

regeneration

蜂胶处理促进小鼠肝再生的机制可能与调控细胞周期蛋白有关。肝再生增殖期,细胞周期蛋白发挥着

关键的作用,如Cyclin
 

D1,Cyclin
 

E,Cyclin
 

A和Cyclin
 

B。细胞周期蛋白依赖性激酶1(CDK1)是一个高度

保守的Ser/Thr蛋白激酶,在细胞周期循环中起着重要作用。CDK1与细胞周期蛋白形成复合物磷酸化一

系列的目标底物,从而导致细胞周期循环的发生[25]。从G1期到S期主要通过Cyclin
 

D1-CDK4/6复合物

调控。Cyclin
 

D1-CDK4/6与pRb-E2F复合物相互作用,导致肿瘤抑制蛋白视网膜母细胞瘤蛋白(pRb)磷
酸化,触发重要的细胞周期相关基因的转录,主要包括Cyclin

 

A和Cyclin
 

D,Cdc25和Cdk2基因,而CC-
NE1蛋白是细胞周期由G1期向S期转变的关键调节因子[26]。此外,Cyclin

 

D1-CDK4可以隔离CDK相互

作用蛋白/激酶抑制蛋白(Cip/Kip)家族p21和p27,从而激活CDK1和CDK2,进而CDK2与Cyclin
 

E结

合形成介导G1/S过渡的Cyclin
 

E-CDK
 

2复合物。CDK2的激活还与CCNA2周期蛋白相关,CCNA2蛋

白的升高往往标志着细胞增殖的发生,从而促进干细胞向G1/S期过渡[27]。当肝细胞进入S期时,Cyclin
 

A
替代Cyclin

 

E并产生Cyclin
 

A-CDK2复合体,从而控制S期发生的DNA复制等事件[26]。此外,细胞核抗

原Ki67和细胞周期蛋白增殖细胞核抗原(Pcna)在DNA复制过程中发挥了关键的作用,在S期表达量最

高,是细胞增殖的标志性蛋白。在S期后期,CDK1与Cyclin
 

A结合,形成Cyclin
 

A-CDK1复合物,有助于

将细胞转移到G2期。在G2期后期,Cyclin
 

B形成B-CDK1复合物,这个过程使肝细胞在通过G2-M检查

点时起到了关键作用[28]。在本研究中,与Model组相比,EEP组细胞核抗原Ki67的表达、肝细胞中Cdk1,
 

Ccne1,Cdc25和Ccnd1等基因的表达均显著升高,表明蜂胶处理促进细胞周期的顺利进行和细胞周期

循环。
肝再生的起始阶段,炎症反应影响了肝细胞的增殖和分化。这一过程中,炎症因子TNF-α和IL-6的增

多是炎症标志发生的重要标志。大多情况下,炎症因子的增多被认为是促进炎症发生的关键因素,但在肝脏

恢复与再生过程中,炎症因子IL-6的增多会促进血管生成、细胞增殖和代谢,并且抑制细胞凋亡和氧化应激

的发生。研究表明,IL-6缺陷小鼠肝切除术后,其肝再生功能受损,表现为肝衰竭或肝坏死、肝细胞DNA合

成减慢及G1期异常[29]。与此同时,TNF信号通路也是影响干细胞增殖的关键因素,TNF诱导NF-κB的核

易位,触发IL-6
 

的产生并随后激活信号转导及转录激活蛋白3
 

(STAT3)[30-31]。另一方面,TNF-α可以通过
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磷酸化JNK来诱导靶基因的转录,其中包括细胞分裂周期相关蛋白CDC2和CDK1[32]。本研究发现,在肝

再生过程中,蜂胶处理明显促进Tnf-α和Il-6的基因表达水平,表明在PHx后蜂胶引起的炎症反应在肝再

生的起始阶段发挥关键作用。
尽管本研究首次证实了蜂胶能够促进PHx后的肝脏再生,并初步阐明了其主要作用机制,但我们也认

识到研究存在一定局限性。一方面,本研究仅测定了蜂胶乙醇提取物中的总黄酮和总酚酸含量,尚未借助液

质联用技术对提取物中具体的活性成分及其含量进行分析。另一方面,在肝再生早期,细胞因子和细胞周期

蛋白相关基因的
 

mRNA
 

水平通常率先改变,随后才反映在蛋白质层面。这种转录水平的变化是细胞对刺

激快速响应的敏感指标,已在多项研究中被证实与蛋白水平变化高度相关。而本研究主要聚焦于基因水平

对炎症因子和细胞周期因子表达的检测,尚未开展蛋白水平的检测工作。再者,本研究仅关注了蜂胶对肝脏

术后第4天的影响,并未延长术后观察时间,以进一步评估蜂胶在更长时段内对肝脏术后恢复的作用。
针对本研究存在的局限性,未来研究的重点方向及重要性体现在以下几个方面:(1)

 

尽管现有文献表明

蜂胶在雌雄小鼠中展现出相似生理效应,但在特定条件下,性别差异仍可能对其作用产生不同影响。因此,
在后续研究中,应当系统对比蜂胶在雌雄小鼠体内的生物学效应,以此全面评估其作用机制,为蜂胶的应用

提供更具普适性的理论依据。(2)
 

后续研究将运用液质联用技术(如UPLC-MS/MS),对蜂胶乙醇提取物中

的具体活性成分及其含量展开精确分析。该技术能够提供精准的成分鉴定与定量数据,助力深入探究蜂胶

的生物学效应及作用机制,为解析其药理特性夯实基础。(3)
 

为更全面地揭示炎症因子和细胞周期因子的

作用机制,后续研究将采用蛋白免疫印迹、免疫组织化学、酶联免疫吸附等方法,对目标蛋白的表达水平进行

检测。通过多维度的蛋白水平分析,弥补基因水平研究的不足,从而更深入地理解相关因子在蜂胶作用过程

中的调控机制。(4)
 

未来研究将借助组学分析手段(如转录组学、蛋白质组学、代谢组学),从系统生物学视

角全面剖析蜂胶的作用机制。这种全方位的研究方式能够在分子水平和通路水平提供更深入的证据,为揭

示蜂胶的复杂作用网络提供有力支撑。(5)
 

尽管先前研究已经表明,PHx之后第四天为肝脏增值高峰期,
此段时间分析样本能够更好地反映药物对肝脏术后增殖的影响。然而,肝脏再生是一个动态的过程,仅观察

早期阶段可能无法全面反映蜂胶对肝再生的整体影响。在后续研究中,我们将把实验观察时间延长至术后

7天、14天甚至更长时间点,通过在不同时间节点采集样本,系统分析肝组织形态学、肝功能指标、细胞增殖

及相关分子标志物的变化情况,从而全面揭示蜂胶在肝再生中的作用及其潜在机制,为临床应用提供更具时

效性和完整性的理论指导。

4 结论

本研究通过PHx建立肝再生模型,探讨蜂胶处理对小鼠肝再生的影响。在PHx术前和术后持续补充

蜂胶,显著促进肝功能的恢复,促进肝细胞再生,其主要作用机制与蜂胶调控细胞周期蛋白、促进促炎因子

IL-6和TNF-α的表达密切相关。总之,饮食中补充蜂胶有助于肝切除术后肝脏的再生,促进肝功能的恢复。
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