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　　摘要：目的　研究大鼠肝脏缺血预处理保护效应中蛋白激酶 Ｃ（ＰＫＣ）的活性改变及细胞内信号
可能的转导机制。方法　通过建立大鼠肝脏缺血预处理模型，应用 ＰＫＣ抑制剂、激动剂，检测 ＰＫＣ和

Ｐ４４／４２ＭＡＰＫｓ磷酸化水平的变化，同时观察光镜下细胞形态学损害。结果　与缺血再灌注（ＩＲ）组比

较，预处理（ＩＰ）组和 ＰＫＣ激动剂组的 ＰＫＣ磷酸化水平显著提高（Ｐ＜００１），Ｐ４４／４２ＭＡＰＫｓ磷酸化水

平、ＨＳＰ７０表达量明显增加，肝细胞结构改变较小。与 ＩＰ组相比，ＰＫＣ抑制剂组相应指标呈相反变化，

ＰＫＣ磷酸化水平显著降低（Ｐ＜００１），肝组织细胞结构出现较明显的改变。结论　体内缺血预处理保

护作用中，ＰＫＣ的激活对 Ｐ４４／４２ＭＡＰＫｓ通路激活起重要作用，ＰＫＣ对 Ｐ４４／４２ＭＡＰＫｓ起正性调控作用，

ＨＳＰ７０表达受 Ｐ４４／４２ＭＡＰＫｓ的调控。 ［中国普通外科杂志，２００７，１６（３）：２４５－２４７］
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　　组织、器官经受一次或数次短暂的缺血再灌

注后，能提高对随后较长时间缺血再灌注损伤的

耐受能力，这种现象称为缺血预处理（ｉｓｃｈｅｍｉａＰｒｅ

ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ，ＩＰ）。ＩＰ对肝脏缺血性损伤的保护作

用已得到证实［１－２］。对于保护效应的细胞内信号

转导机制的研究主要局限在心肌细胞方面［３－４］。

而对肝脏 ＩＰ保护效应的细胞内信号转导机制目

前尚报道较少，本实验旨在初步探讨大鼠肝脏 ＩＰ

保护效应的细胞内信号转导机制。

１　材料与方法

１．１　动物和材料

清洁 级 雄 性 ＳＤ 大 鼠，９～１２周 龄，体 重

２２０～２３０ｇ，购自南方医科大学（原第一军医大学）动

物所；豆蔻酸佛波酰乙脂（ＰＭＡ），ＰＫＣ激动剂，购自

ＧＩＢＣＯＢＲＬ公司；白屈菜季铵碱（ｃｈｅｌｅｒｙｔｈｒｉｎｅｃｈｌｏｒｉｄｅ，

ＣＨＥ），ＰＫＣ抑制剂，购自Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ公司。

１．２　 实验方法

１．２．１　实验动物分组　３０只大鼠随机分成 ５

组（每组 ６只）。（１）假手术组；（２）缺血再灌注

组（ｉｓｃｈｅｍｉｃｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＩＲ组）；（３）缺血预处理

组（ｉｓｃｈｅｍｉｃｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎ，ＩＰ组）；（４）ＩＲ＋ＰＭＡ

组；（５）ＩＰ＋ＣＨＥ组。

１．２．２　模型制备　均采用乙醚开放吸入麻醉，

建立静脉通道，上腹横切口进腹，分离肝十二指

肠韧带，充分暴露肝门部，假手术组仅分离肝十

二指肠韧带，不阻断肝门，不行其他干预处理。ＩＲ

组在第一肝门用小血管夹阻断尾状叶及左肝叶血

流 ４０ｍｉｎ松开血管夹肝脏再灌注 ３ｈ，再灌注开始

后关腹。ＩＰ组先行 ３个循环的 ＩＰ，阻断第一肝门

１０ｍｉｎ，开放再灌注 １０ｍｉｎ为 １个循环，随后操作

同 ＩＲ组。ＩＲ＋ＰＭＡ组按 ４μｇ／ｋｇ共 ５ｍＬＰＭＡ溶

液，于肝门阻断前，经静脉通道缓慢推注，推注

１０ｍｉｎ，推 注 后 等 待 １０ｍｉｎ，余 处 理 同 ＩＲ 组。

ＩＰ＋ＣＨＥ组于肝门阻断前按 ５ｍｇ／Ｋｇ共 ５ｍＬＣＨＥ溶

液，用 １０ｍｉｎ经静脉通道缓慢推注，推注后等待

１０ｍｉｎ，其余处理同 ＩＰ组。

１．２．３　检测指标　（１）检测血清谷草转氨酶

（ＡＳＴ）和血清谷丙转氨酶（ＡＬＴ）活性：各组于肝

脏再灌注结束后 ３ｈ后再次进腹，于肝下下腔静脉

采血检测血清 ＡＳＴ和 ＡＬＴ活性。（２）检测肝组织

ＰＫＣ活力：按以上方法分组处理后，按 ＰＫＣ活性

测定试剂盒操作步骤检测。（３）Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ免疫

印迹法检测肝组织磷酸 Ｐ４４／４２ＭＡＰＫｓ：按以上

方法分组处理后，按 Ｐ４４／４２ＭＡＰＫｓ活性测定试

剂盒操作步骤检测。（４）细胞形态学检查：按以

上各组描述方法分组处理后，各实验组动物于肝

脏再灌注 ３ｈ后再次进腹，按光镜要求取材、制片

进行细胞形态学观察。

１．３　统计学处理

各组数据用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。统

计使用 ＳＡＳ６１１２统 计 软 件 包 进 行 方 差 检 验。

Ｐ＜０．０５表示统计学存在差异。

２　结　果

２．１　ＡＬＴ及 ＡＳＴ的活性变化

与假手术组比较，ＩＲ组血清 ＡＬＴ，ＡＳＴ显著增

高（Ｐ＜０．０１）；与 ＩＲ组比较，ＩＰ组和 ＩＲ＋ＰＭＡ

组的 ＡＬＴ，ＡＳＴ减低，有显著性差异（Ｐ＜０．０１）；

ＩＲ组和 ＩＰ＋ＣＨＥ组之间无明显差异（Ｐ＞０．０５）

（表 １）。

表１　ＡＬＴ及ＡＳＴ的活性变化的比较（ｘ±ｓ）

组别 ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ） ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ）

假手术组 ９９．３±１３．２ 　６１．９±１２．１

ＩＲ ８２０．９±１１１．３１） ７６２．８±１３０．５１）

ＩＰ＋ＣＨＥ ６７８．６±１３６．５１） ６４５．６１±９０．４１）

ＩＰ ４０７．７±７３．７２） 　 ２８１±３５．６２）

ＩＲ＋ＰＭＡ ５５３．２±５８．６７２） ３５４．３７±５３２）

　　注：１）与假手术组比较Ｐ＜０．０１；２）与ＩＲ组比较Ｐ＜０．０１。

２．２　肝组织 ＰＫＣ磷酸化活性的变化
ＩＲ组、ＩＰ ＋ＣＨＥ组与假手术组 ＰＫＣ活性比

较，差异无显著性（Ｐ＞０．０５）。与 ＩＲ组比较，ＩＰ
组和 ＩＲ＋ＰＭＡ组 ＰＫＣ活性明显升高（Ｐ＜０．０１）。

表２　肝组织ＰＫＣ磷酸化活性的变化的比较（ｘ±ｓ）

组别 ＰＫＣ磷酸化活性［ｆｍｏｌ／（ｍｇ·ｍｉｎ）］

假手术组 ３６．２８±３．８

ＩＲ ４２．７８±２．２２

ＩＰ＋ＣＨＥ ３４．０７±２．７７

ＩＰ １１２．６１±４．８６

ＩＲ＋ＰＭＡ １６５．４７±２７．２５

　　注：与ＩＲ组比较，Ｐ＜０．０１；

２．３　肝组织 Ｐ４４／４２ＭＡＰＫｓ的活性变化

在分子质量为 ６０ｋＤ附近仅可观察到假手术

６４２
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组少量 Ｐ４４／４２ＭＡＰＫｓ。与假手术组比较，其在

ＩＲ组的表达量轻度升高；ＩＰ组较 ＩＲ组升高显著；

ＩＰ＋ＣＨＥ组较 ＩＰ组明显降低；ＩＲ＋ＰＭＡ组表达

量较 ＩＲ组明显升高（图 １）。

２．４　肝组织、细胞结构的改变

假手术组肝脏无明显变性、坏死，库普弗细胞

无明显增生，汇管区基本正常（图 ２Ａ）。ＩＲ组可

见肝小叶细胞明显浊肿，偶见气球样改变，较之对

照组库普弗细胞增多、肥大，易见点状、灶状坏死

区，汇管区明显扩大、水肿，存在炎症单个核细胞

浸润（图 ２Ｂ）。ＩＰ组和 ＩＲ＋ＰＭＡ组均可见细胞轻

度浊肿，无坏死，库普弗细胞少量增生，汇管区基

本正常（图 ２ＣＤ）。ＩＰ ＋ ＣＨＥ组可见肝细胞浊

肿，库普弗细胞增生活跃，见点状、灶状坏死区，

汇管区扩大，病理改变基本类似 ＩＲ组（图 ２Ｅ）。

! "#"$"$%#&'"#%!()

图 １　Ｐ４４／４２ＭＡＰＫｓＷｅｓｔｅｒｎ免疫印迹法表达量变化

图２　肝细胞结构的改变（ＨＥ×２００）　Ａ：假手术组；Ｂ：ＩＲ组；Ｃ：ＩＰ组；Ｄ：ＩＲ＋ＰＭＡ组；Ｅ：ＩＰ＋ＣＨＥ组

３　讨　论

众所周知，ＩＰ对机体器官对抗缺血性损伤具
有保护作用。近年的研究普遍认为，ＩＰ的细胞保
护机制为多种因素综合作用的结果［５－６］，主要与

ＰＫＣ的激活及蛋白酪氨酸激酶 （ｐｒｏｔｅｉｎｔｙｒｏｓｉｎｅ
ｋｉｎａｓｅ，ＰＴＫ）有关［７－９］，本实验通过建立大鼠体内

肝脏缺血预处理模型，使用 ＰＫＣ抑制剂、激动剂
以观察其对预处理的影响及机制。

本实验发现，缺血预处理可以明显减轻缺血

再灌注引起的肝脏损伤，运用 ＰＫＣ激动剂也可以
减轻未经 ＩＰ处理的大鼠肝组织损伤，还发现
ＭＡＰＫ家族中的 Ｐ４４／４２ＭＡＰＫｓ表达量明显上升；
而用 ＰＫＣ抑制剂则消除了 ＩＰ的保护作用，ＰＫＣ的
活性明显降低，Ｐ４４／４２ＭＡＰＫｓ表达量也明显下
降，从而证明了 ＰＫＣ在 ＩＰ中的作用。

ＰＫＣ的活化是缺血预处理保护机制的中间环
节，ＰＫＣ的活化，引起其下游众多的信号通路的
激活，使得细胞外刺激信号向核内传递，产生内

源性保护效应。因此笔者认为，ＰＫＣ信号通路的
激活在 Ｉ／Ｒ中对细胞的保护发挥了至关重要的
作用，Ｐ４４／４２ＭＡＰＫｓ信号通路的激活是细胞保护
效 应 的 一 个 重 要 环 节；在 该 保 护 过 程 中，

Ｐ４４／４２ＭＡＰＫｓ随着 ＰＫＣ活性增加而升高，故认为
Ｐ４４／４２ＭＡＰＫｓ处在 ＰＫＣ下游参与 ＩＰ的保护作用。
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