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缺血预处理对大鼠肝缺血再灌注损伤后 ｃｆｏｓ
和 ｃｊｕｎ蛋白表达的影响
牛英１，叶启发２，肖建生１，张毅１，鲁力１，周进学１
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　　摘要：为观察缺血预处理（ＩＰ）对大鼠肝脏热缺血再灌注（Ｉ／Ｒ）损伤后 ｃｆｏｓ和 ｃｊｕｎ蛋白表达
的影响，以探讨 ＩＰ对 Ｉ／Ｒ肝损伤的保护作用及其机制。笔者将 ９６只 ＳＤ大鼠随机分成 Ｉ／Ｒ组及 ＩＰ

组，于复灌后 ０，０．５，１，２，４，８，１２，２４ｈ取材，通过免疫组化技术结合图像分析定量检测再灌注后各

时间点 ｃｆｏｓ和 ｃｊｕｎ蛋白的表达。结果示 Ｉ／Ｒ损伤早期可使损伤区肝实质细胞核内大量表达 ｃｆｏｓ

和 ｃｊｕｎ蛋白。与 Ｉ／Ｒ组相比，ＩＰ组中损伤早期（０．５，１，２ｈ）ｃｆｏｓ和 ｃｊｕｎ蛋白表达均低于 Ｉ／Ｒ组

（Ｐ＜０．０５）。提示 ＩＰ可以减轻再灌注对肝脏的损伤，其机制可能与调节即刻早期基因 ｃｆｏｓ和 ｃ

ｊｕｎ的表达有关。
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　　近年来，有关缺血再灌注（ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，

Ｉ／Ｒ）损伤过程中的细胞内外信号传导机制成为研

究热点。有研究表明，包括 ｃｆｏｓ和 ｃｊｕｎ基因在内

的许多即刻早期基因在 Ｉ／Ｒ损伤过程早期被激活，

参与调节细胞、组织对损伤刺激的信号传导及应

答［１］。而缺血预处理（ｉｓｃｈｅｍｉａｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎ，ＩＰ）是常

用的保护器官缺血再灌注损伤的方法之一。本研

究以大鼠肝脏原位 Ｉ／Ｒ损伤模型结合 ＩＰ方法，通

过免疫组化及图像分析技术研究 ＩＰ对即刻早期基

因 ｃｆｏｓ和 ｃｊｕｎ蛋白产物表达的影响，旨在探讨 ＩＰ

对 Ｉ／Ｒ肝脏损伤的保护效果及其可能机制。

１　材料和方法

１．１　实验动物及分组

纯种雄性 ＳＤ大鼠 ９６只，普通喂养，自由进食，

体重 ２００～２５０ｇ，由中南大学湘雅医学院实验动物

研究中心提供。动物随机分为 １６组：首先划分缺

血 １ｈ（Ｉ／Ｒ）组和缺血预处理（１０～１０ｍｉｎ）＋缺血
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１ｈ（ＩＰ）组，然后从 Ｉ／Ｒ组与 ＩＰ组各分 ８小组，每

组 ｎ＝６，分别于复流 ０，０．５，１，２，４，８，１２，２４ｈ时

定点取材。实验前动物禁食 １２ｈ，自由饮水。室内

严格光线控制，给予 １２ｈ的亮暗间隔。

１．２　实验方法

１．２．１　 大鼠肝脏 Ｉ／Ｒ损伤模型的制备 　 参照

Ｏｈｍｏｒｉ［２］报道的方法制作 ７０％的部分肝脏 Ｉ／Ｒ模

型：乙醚吸入麻醉，取腹壁正中切口入腹，分离肝十

二指肠韧带，充分暴露肝门部，仔细游离出支配肝

左、中叶的门静脉，肝动脉以及胆管，以无损伤小动

脉夹阻断 ６０ｍｉｎ，开放再灌注后于各时间点取肝中

叶组织置于液氮保存待检测。ＩＰ组则在 Ｉ／Ｒ前先

分别阻断 －开放血流 １０ｍｉｎ，而后重复 Ｉ／Ｒ组的各

操作。

１．２．２　肝组织的病理学检查　取大鼠左肝组织，

用 １０％中性福尔马林溶液固定，石蜡包埋，行 ＨＥ

染色。

１．２．３　ｃｆｏｓ及 ｃｊｕｎ免疫组织化学检测　兔抗 ｃ

ｆｏｓ，ｃｊｕｎ多克隆抗体、ｃｆｏｓ，ｃｊｕｎ免疫组化试剂盒

均购自北京中山生物试剂有限公司。按常规 ＡＢＣ

法进行染色：肝组织用 １０％中性福尔马林溶液固

定，常 规 切 片 ３μｍ，脱 蜡 至 水，然 后 用 ＰＢＳ水 化

１０ｍｉｎ；用 含 ０．５％ Ｈ２Ｏ２ 的 甲 醇 溶 液 室 温 孵 育
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３０ｍｉｎ后，ＰＢＳ洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ；滴加正常血清封

闭液，室温孵育 ３０ｍｉｎ后，甩去多余液体，不洗；滴

加兔抗人 ｃｆｏｓ／ｃｊｕｎ多克隆抗体（滴度 １∶５０），

４℃孵育过夜；ＰＢＳ洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ；滴加生物素

标记的羊抗兔 ＩｇＧ，于 ３７℃孵育 ３０ｍｉｎ后，ＰＢＳ洗 ３

次，每次 ５ｍｉｎ；滴加 ＳＡ／ＨＲＰ工作液，于 ３７℃孵育

３０ｍｉｎ后，ＰＢＳ洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ；在 ０．０５％ＤＡＢ溶

液中加入 Ｈ２Ｏ２至终浓度为 ０．０３％，以此作为显色

液，镜下控制显色；显色满意后，用梯度乙醇脱水，

二甲苯透明，中性树胶封片。

１．２．４　ｃｆｏｓ及 ｃｊｕｎ免疫组化阳性产物定量分析

　于物镜 ２０倍视野下，每张切片随机选取 ５个视

野，用 ＨＰＩＡＳ１０００型彩色图像分析系统测定指标

ｃｆｏｓ／ｃｊｕｎ的表达情况，结果用阳性细胞率来显

示。阳性细胞率（％）＝视野中阳性细胞数／视野

中总细胞数 ×１００％。

１．２．５　统计学方法　所有数据以 ｘ±ｓ表示，以

ＳＡＳ统计软件包分析处理，组间比较用 ｔ检验。

２　结　果

２．１　病理检查

光镜下见 Ｉ／Ｒ组于复灌早期（复灌后 １，２ｈ）肝

细胞肿胀，有的呈气球样变性，尚未见明显坏死。

随着再灌注时间的延长，肝细胞肿胀加剧，结构紊

乱，排列不整齐，肝小叶见点状坏死，可见出血、炎

症细胞浸润，以中心静脉周围为著（复灌后 ４ｈ）。

复灌后 １２ｈ肝小叶坏死加剧，炎症细胞浸润更明

显。与 Ｉ／Ｒ组相比，ＩＰ组的肝细胞肿胀较轻，肝细

胞坏死范围较小。

２．２　免疫组化染色

Ｉ／Ｒ组大鼠 ｃｆｏｓ，ｃｊｕｎ免疫组化阳性产物 ｃ

ｆｏｓ蛋白及 ｃｊｕｎ蛋白均位于靠近中央静脉区的肝

实质细胞的胞核内，呈棕黑色。Ｉ／Ｒ组和 ＩＰ组 ｃ

ｆｏｓ，ｃｊｕｎ免疫组化阳性细胞率见表 １，２。Ｉ／Ｒ组

损伤早期（０．５，１，２ｈ）肝细胞核内 ｃｆｏｓ，ｃｊｕｎ的

表达阳性细胞率明显高于 ＩＰ组的相同时点，差异

均有显著性（Ｐ＜０．０５）。损伤中、后期（４ｈ以上）

两组 ｃｆｏｓ，ｃｊｕｎ阳性细胞率无显著统计学差异（Ｐ

＞０．０５）。

表 １　ＩＰ组与 Ｉ／Ｒ组复灌后肝细胞 ｃｆｏｓ蛋白的表达（％，ｘ±ｓ）

　　组别 ｎ
复灌时点（ｈ）

０ ０．５ １ ２ ４ ８ １２ ２４

　　Ｉ／Ｒ ６ ４．５±０．５ ５．１±１．０ ５．９±１．４ ５．０±１．６ ６．１±０．８ １．６±０．８ ０．９±０．６ ０．３±０．１

　　ＩＰ ６ ４．７±０．４ １．４±０．５ １．４±０．６ ２．６±０．７＋ ５．８±１．５ １．２±０．６ ０．９±０．６ ０．４±０．２

　　Ｐ值 ＞０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５

表２　ＩＰ组与Ｉ／Ｒ组复灌后肝细胞ｃｊｕｎ蛋白的表达（％，ｘ±ｓ）

　　组别 ｎ
复灌时点（ｈ）

０ ０．５ １ ２ ４ ８ １２ ２４

　　Ｉ／Ｒ ６ ７．６±１．０ ９．９±０．６ １０．１±１．８ ５．９±１．１ ６．２±０．８ ６．９±０．４ ６．１±１．０ ３．５±０．７

　　ＩＰ ６ ７．３±０．９ ６．１±１．５ ５．６±１．４ ４．２±０．５ ６．１±０．９ ７．０±０．４ ６．８±１．３ ３．５±０．８

　　Ｐ值 ＞０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５

３　讨　论

实验表明，多种实质器官在 Ｉ／Ｒ早期均伴有

ｃｆｏｓ和 ｃｊｕｎ基因的高表达。本实验观察到，在

Ｉ／Ｒ损伤发生后 ２４ｈ的不同时点 ｃｆｏｓ和 ｃｊｕｎ蛋

白的表达量有差别。Ｉ／Ｒ早期（４ｈ内）ｃｆｏｓ和 ｃ

ｊｕｎ蛋白均呈高表达状态；中期（４～１２ｈ）ｃｆｏｓ蛋

白表达呈逐步衰减趋势，而 ｃｊｕｎ蛋白则持续高表

达；晚期（１２ｈ以上）ｃｆｏｓ表达极少，而 ｃｊｕｎ蛋白

则仍有一定水平的表达。造成此种表达差异性的

原因可能与基因自身特点及功能有关：（１）ｃｊｕｎ

基因可被 ｃｊｕｎ蛋白自身激活表达，ｃｆｏｓ基因表

达则可被 ｃｆｏｓ蛋白抑制。（２）ｃｆｏｓ蛋白只能与

９８３
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ｃｊｕｎ蛋白结合成异二聚体，而 ｃｊｕｎ蛋白除能与

ｃｆｏｓ蛋白结合外，还可自身结合为同二聚体，参与

更多基因转录［３，４］。有 关 Ｉ／Ｒ损伤时 ｃｆｏｓ和 ｃ

ｊｕｎ基因被诱导表达的机制复杂，目前仍未完全明

了，Ｉ／Ｒ损伤时氧自由基，大量炎症因子（如白细

胞介素 －１，６及肿瘤坏死因子等）及胞内钙超载

均可刺激 ｃｆｏｓ及 ｃｊｕｎ基因的表达。ｃｆｏｓ，ｃｊｕｎ

原癌基因均属于核内转录因子类，其表达产物 ｃ

ｆｏｓ蛋白和 ｃｊｕｎ蛋白结合形成转录激活蛋白 ＡＰ１

后发挥刺激转录的作用［５］，参与调节细胞内诸多

下游基因的转录。研究证明，某些减轻 Ｉ／Ｒ损伤

的方法，如添加超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）等可下调

ｃｆｏｓ和 ｃｊｕｎ基因的表达［６］；而应用微注射 ｃｆｏｓ

蛋白或 ｃｊｕｎ蛋白中和抗体的方法，可抑制小鼠成

纤维细胞对血清中生长因子刺激的细胞增生反

应［７］。因此，ｃｆｏｓ和 ｃｊｕｎ的转录增强提示细胞

受损较为严重。ＡＰ１复合物可增强转化生长因子

β、白细胞介素 ２、内源性抗氧化酶等的表达，并可

促进血管壁内皮细胞增生，以对抗 Ｉ／Ｒ损伤。ｃ

ｆｏｓ和 ｃｊｕｎ的高表达既是再灌注损伤的结果，亦

可看作是衡量组织损伤水平的标志。

本实验结果发现在 Ｉ／Ｒ早期损伤区肝实质细

胞可大量表达 ｃｆｏｓ及 ｃｊｕｎ蛋白，此变化可被 ＩＰ

显著抑制，与 Ｉｓｈｉｉ及胡国璜等［８～１０］前期研究结论

相符合。ｃｆｏｓ和 ｃｊｕｎ基因在 ＩＰ组中表达下降证

明 ＩＰ可以保护肝组织的再灌注损伤。本实验观察

到 ＩＰ对再灌注损伤时 ｃｆｏｓ和 ｃｊｕｎ表达的抑制作

用主要集中在再灌注损伤的早期（４ｈ以内），提示

ＩＰ在再灌注早期对损伤有明显抑制作用。此外，

研究证明 ｃｆｏｓ，ｃｊｕｎ基因表达增强亦可上调血

管内皮细胞膜表面分子 ＩＣＡＭ１的表达［１１］，提示

早期 ｃｆｏｓ和 ｃｊｕｎ表达的下调在后期可减轻中性

粒细胞的黏附，这亦可能是 ＩＰ发挥对 Ｉ／Ｒ损伤

“延迟性”保护作用的机制。
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