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缺血后处理对缺血再灌注大鼠肝细胞即刻

早期基因 ｃｆｏｓ和 ｃｊｕｎ表达的影响
朱云祥１，牛英２，倪庆１，李强１，叶启发２
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　　摘要：目的　观察缺血后处理对大鼠肝脏缺血再灌注损伤的影响。方法　１２０只 Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机
分为缺血再灌注组（ＩＲＩ），缺血后处理组（ＩＰＯ）和假手术组（Ｓ），于复灌后 ０，０．５，１，２，４，８，１２，２４ｈ

取材，应用 ＲＴＰＣＲ法检测各组 ｃｆｏｓ，ｃｊｕｎｍＲＮＡ的表达。结果　（１）在 ＩＲＩ组再灌注后 ０．５～２ｈ，

ｃｆｏｓ和 ｃｊｕｎ的表达均增高，１ｈ达高峰；４ｈ后仅 ｃｊｕｎ有持续较高的表达，ｃｆｏｓ的表达开始下降；（２）

ＩＰＯ组各时点 ｃｆｏｓｍＲＮＡ的表达均较 ＩＲＩ组低，但无统计学差异（Ｐ＞０．０５）；（３）与 ＩＲＩ组相比，ＩＰＯ组

ｃｊｕｎｍＲＮＡ在 ０．５，１ｈ和 ２ｈ组明显降低（Ｐ＜０．０５）。结论　缺血后处理能有效地保护肝脏免受缺

血再灌注造成的损伤，这种保护效应的机制可能与影响即早基因的转录有关。

［中国普通外科杂志，２００８，１７（７）：６４５－６４９］
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　　近几年来，有关缺血／再灌注（ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒ

ｆｕｓｉｏｎ，Ｉ／Ｒ）损伤过程中的细胞内外信号传导机制

成为研究热点。ＭＡＰＫ是细胞外信号引起核反应

的细胞信息传递的共同通路，ＭＡＰＫ的作用之一

就是激动转录因子 ｃｊｕｎ和 ｃｆｏｓ，两者结合组成

激活蛋白１（ＡｃｔｉｖａｔｏｒＰｒｏｔｅｉｎ１，ＡＰ１）复合体［１］，

在细胞内广泛参与多种刺激引起的胞内信号传导

过程。有研究表明，包括 ｃｆｏｓ和 ｃｊｕｎ基因在内

的许多即刻早期基因（ＩｍｍｅｄｉａｔｅＥａｒｌｙＧｅｎｅｓ，ＩＥＧｓ）

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［２］，进而发挥包

括增殖、修复或凋亡的生理功能［３］。

缺血后处理（ｉｓｃｈｅｍｉｃｐｏｓｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇＩＰＯ）是

近年发现的一种重要内源性保护机制。本课题以

大鼠肝脏在体原位 Ｉ／Ｒ损伤模型，研究 ＩＰＯ对

ＭＡＰＫ细胞信号传导途径中 ｃｆｏｓ和 ｃｊｕｎ蛋白产物

表达的影响，旨在探讨 ＩＰＯ对 Ｉ／Ｒ肝脏损伤的保护

效果及其可能机制，为 Ｉ／Ｒ防治提供新的方法。

１　材料与方法

１．１　实验动物

健康成年、雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠 １２０只，体重 ２２０

～２５０ｇ，由中南大学湘雅医学院动物实验中心提

供，动物均通过检疫合格。普通喂养，自由进食，

严格的光线控制，给予 １２ｈ的亮暗间隔。

１．２　主要试剂

鼠 ｃｆｏｓ，ｃｊｕｎ多克隆抗体，ＳＡＢＣ（鼠）试剂

盒，ＤＡＢ显色试剂盒等购自上海生工生物工程技

术服务有限公司。

１．３　大鼠动物模型的建立

（１）Ｉ／Ｒ模型（４８只）：参照 Ｎａｕｔａ法［４］进行，

大鼠气管内乙醚吸入麻醉，经阴茎背静脉注入肝

素钠 ２００Ｕ／ｋｇ，使实验鼠肝素化。正中剖腹，分

离肝十二指肠韧带，暴露第一肝门部，游离出支配

肝中叶、左叶的肝蒂，包括门静脉，肝动脉及胆

管，用无创小血管夹阻断中叶、左肝叶血流，造成

７０％肝脏缺血，但不阻断右肝叶血流。热缺血时

间控制在 ３０ｍｉｎ。（２）ＩＰＯ模型（４８只）：于肝脏

３０ｍｉｎ热缺血后，长时间灌注开始前，首先开放支

配肝中叶、左叶的门静脉、肝动脉及胆管 ３０ｓ，再

夹闭 ３０ｓ，（３０ｓＲ～３０ｓＩ）重复 ３次（共 ３ｍｉｎ），

然后完全放开恢复肝脏血流。（３）假手术组（Ｓ

组）模型（２４只）：进腹后仅分离肝十二指肠韧

带，不行其它操作。ＩＲＩ组与 ＩＰＯ组分别于复流

０，０．５，１，２，４，８，１２，２４ｈ时各处死 ６只取材。

１．４　标本收集及处理

取大鼠的肝中叶组织，立即于冰 ＰＢＳ中清洗

剔除血块，用 ＤＥＰＣ水浸泡过的无菌冻存管封装

后立即置于液氮罐中保存备用。取肝左叶组织，

用 １０％中性福尔马林固定，石蜡包埋，切片后行

免疫组化检测。

１．５　ＲＴＰＣＲ检测肝组织 ｃｆｏｓ和 ｃｊｕｎｍＲＮＡ

Ｔｒｉｚｏｌ法提取肝组织总 ＲＮＡ，逆转录合成 ｃＤＮＡ

（ＲＴ）。大鼠 ｃｆｏｓ，ｃｊｕｎ和 βａｃｔｉｎ基因序列分别查

自 ＮＣＤＩ基因库。ｃｆｏｓ，ｃｊｕｎ及βａｃｔｉｎ的ＰＣＲ引物

均由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

ｃｆｏｓ引物序列为：

ＣｆｏｓＲＴＦ５′ＣＧＧＧＧＡＣＡＧＣＣＴＴＴＣＣＴＡＣＴ３′

ＣｆｏｓＲＴＲ５′ＣＣＴＴＣＧＧＡＴＴＣＴＣＣＧＴＴＴＣＴ３′

ｃｆｏｓ扩增产物长度为 ３６４ｂｐ。

ｃｊｕｎ引物序列为：

ＪＵＮＲＴＦ５′ＣＧＣＣＡＡＣＣＴＣＡＧＣＡＡＣＴＴＣＡ３′

ＪＵＮＲＴＲ５′ＡＧＣＴＧＴＧＣＣＡＣＣＴＧＴＴＣＣＣＴ３′

ｃｊｕｎ扩增产物长度为 ４２３ｂｐ。

内参照 β肌动蛋白（ａｃｔｉｎ）：

５′ＧＣＧＣＧＧＣＴＡＣＡＧＣＴＴＣＡ３′（正义链）

５′ＣＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣ３′（反义链）

βａｃｔｉｎ扩增产物长度为 ６８ｂｐ。目的基因和

βａｃｔｉｎ的 ＰＣＲ扩增反应均在 Ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒｇｒａｄｉｅｎｔ

ＰＣＲ仪 （德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）上进行逆转录和扩

增，每份标本重复检测 ３次，取平均值。

扩增条件 ９４℃ ３ｍｉｎ，９４℃ ３０ｓ，６０℃

３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，３６个循环，７２℃保温 １０ｍｉｎ。

扩增产物经 １．２％琼脂糖凝胶电泳，拍照。

ｍＲＮＡ电泳采用凝胶电泳，电泳电压４Ｖ／ｃｍ，电

泳时间 ２ｈ，将凝胶放置于凝胶成像扫描系统进行

分析，以 ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ为 ＤＮＡｍａｒｋｅｒｓ，以出

现 ４９６ｂｐ，３６７ｂｐ和 ２７７ｂｐ分别表示为 ｃｆｏｓ，

ｃｊｕｎ和 βａｃｔｉｎｍＲＮＡ阳性结果，紫外线灯下观察

结果并拍照。

６４６



第７期 朱云祥，等：缺血后处理对缺血再灌注大鼠肝细胞即刻早期基因ｃｆｏｓ和ｃｊｕｎ表达的影响

１．６　半定量分析
用 Ｓｙｎｇｅｎｅ凝胶成像系统测量各产物的光密

度，以曲线下峰面积作为 ＰＣＲ产物含量，用 ｃｆｏｓ，
ｃｊｕｎ和 βａｃｔｉｎｍＲＮＡ积分值之比，表示该基因
ｍＲＮＡ相对表达水平。得出相对值，进行统计学
处理。

１．７　统计学处理
实验数据采用均数 ±标准差 （ｘ±ｓ）表示，用

ＳＰＳＳ１３．０统计软件分析处理，采用二元方差分析
与 ｔ检验，Ｐ＜０．０５表示统计学有显著性差异。

２　结　果

２．１　Ｉ／Ｒ组和 ＩＰＯ组肝细胞 ｃｆｏｓｍＲＮＡ的表达
Ｓ组 ｃｆｏｓｍＲＮＡ表达为０．４１±０．１１。Ｉ／Ｒ组

和 ＩＰＯ组两组于再灌注后 ０．５～２ｈ其 ｃｆｏｓ的表
达均增高，１ｈ达高峰；４ｈ后 ｃｆｏｓ的表达开始下
降，两组变化相似（表 １）（图 １）。虽 ＩＰＯ组 ｃｆｏｓ
表达比 Ｉ／Ｒ组低，但各时点均无统计学差异。

表１　Ｉ／Ｒ组和ＩＰＯ组不同时间点肝细胞ｃｆｏｓｍＲＮＡ的表达

变化（ｘ±ｓ）

时点 Ｓ组 Ｉ／Ｒ组 ＩＰＯ组

０ｈ ０．４１±０．１１ ０．４２±０．１５ ０．４０±０．０６

０．５ｈ － ０．７６±０．０９ ０．７１±０．０４

１ｈ － ０．９７±０．１２ ０．８２±０．０５

２ｈ － ０．６８±０．１０ ０．６３±０．１１

４ｈ － ０．４５±０．１１ ０．５１±０．０８

８ｈ － ０．３４±０．１３ ０．３２±０．０７

１２ｈ － ０．２１±０．０７ ０．１９±０．０２

２４ｈ － ０．１４±０．０５ ０．２３±０．０４
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图１　Ｉ／Ｒ组和ＩＰＯ组不同时间点肝细胞ｃｆｏｓｍＲＮＡ的表达

折线分析图（ｘ±ｓ）

２．２　 Ｉ／Ｒ组和 ＩＰＯ 组肝细胞 ｃｊｕｎｍＲＮＡ的
表达

Ｓ组 ｃｊｕｎｍＲＮＡ的表达为 ０．６０±０．１３。Ｉ／Ｒ
组和 ＩＰＯ组再灌注后 ０．５～２ｈｃｊｕｎｍＲＮＡ的表
达均增高，１ｈ达高峰；４ｈ后 ｃｊｕｎ有持续较高的
表达，ＩＰＯ组在 ０．５，１，２ｈ时点较 Ｉ／Ｒ组明显降
低，两组间比较有统计学差异（Ｐ＜０．０５）（表 ２）
（图 ２）。

表２　Ｉ／Ｒ组和 ＩＰＯ组不同时间点肝细胞 ｃｊｕｎｍＲＮＡ的表

达变化（ｘ±ｓ）

时点 Ｓ组 Ｉ／Ｒ组 ＩＰＯ组

０ｈ ０．６０±０．１３ ０．６４±０．１１ ０．６１±０．０９

０．５ｈ － １．５５±０．１６ １．０３±０．０７１）

１ｈ － １．８１±０．１４ １．２２±０．１６１）

２ｈ － １．４７±０．１３ １．１０±０．１２１）

４ｈ － １．２２±０．０８ ０．９０±０．１０

８ｈ － １．１３±０．１２ １．０３±０．１４

１２ｈ － ０．８６±０．１０ ０．８４±０．０５

２４ｈ － ０．９８±０．１７ ０．８７±０．１３

　　注：１）与Ｉ／Ｒ组比较，Ｐ＜０．０５
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　图２　ＩＰＯ组和Ｉ／Ｒ组ｃｆｏｓｍＲＮＡ蛋白电泳结果　Ａ：ＩＰＯ组；Ｂ：Ｉ／Ｒ组
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　图３　ＩＰＯ组和Ｉ／Ｒ组ｃｊｕｎｍＲＮＡ蛋白电泳结果　Ａ：ＩＰＯ组；Ｂ：Ｉ／Ｒ组
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３　讨　论

肝脏移植和肝脏手术中，Ｉ／Ｒ损伤是一个不
可避免的一个过程，其机制十分复杂。近几年

来，有关 Ｉ／Ｒ损伤过程中的细胞内外信号传导机
制成为研究热点，ＩＥＧｓ因其活化后可参与调节细
胞、组织对损伤刺激的信号传导及应答而越来越

受到重视［５］。

ＥＲＫ１／２途径是经典的 ＭＡＰＫ途径，能被生长
因子、血清、缺血再灌注等强 烈 激 活，活 化 的

ＥＲＫ１／２包含一个 Ｔｈｒ和 Ｔｙｒ磷酸化的 ＴｈｒＧｌｕ
Ｔｙｒ基序，可以将 ｃｆｏｓ，ｃｊｕｎ等磷酸化。激活的
ｆｏｓ和 ｊｕｎ基因族所表达的蛋白产物是组成转录
激活蛋白 ＡＰ１的必须元素，ＡＰ１是 ＥＲＫ１／２下
游重要的转录因子之一。与 ＥＲＫ１／２相同的是，
ＡＰ１也是 ＪＮＫ通路中重要的转录因子，但是在该
通路中，ＪＮＫ主要活化 ＡＰ１中的 ｃＪｕｎ和活化转
录因子（ａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２，ＡＴＦ２）两种
组成成分。ＪＮＫ信号传导通路在多种疾病状态下
可被激活，如癌症、休克、炎症等［６］。

在正常未受刺激的细胞内 ＩＥＧｓ的表达水平
相对较低［７］，而当细胞受到胞外信号刺激，如加

入生长因子、热应激、缺血再灌注损伤等，则其转

录在很短时间之内 （通常为数分钟）被激活［８］。

ｃｆｏｓ基因产物既控制增殖也控制分化，而且直接
参与细胞周期的调控。其活化产物对细胞修复

和凋亡进行双重调控，ｃｆｏｓ和 ｃｊｕｎ不同的表达
比率可能影响 ＡＰ１同源型和异源型二聚体的比
例［９］。

ｃｆｏｓ和 ｃｊｕｎ作为核转录因子，是调控器官
和组织对刺激应答合成效应蛋白的重要开关之

一，肝脏遭受 Ｉ／Ｒ损伤时，组织受损不仅来自 Ｉ／
Ｒ的直接作用，同时凋亡机制的启动与放大后造
成的组织坏死同样也参与了肝组织的损伤过

程［１０］。在大多数的细胞中，ｃｆｏｓ原癌基因转录活
性一般在刺激后 ５ｍｉｎ内出现，持续 １５～２０ｍｉｎ，
此时 ｍＲＮＡ积累达峰值，刺激过后约 ３０～４５ｍｉｎ
表达降低，半衰期为 ２ｈ，此过程不需要蛋白合
成［１１］。本实验观察到，在 Ｉ／Ｒ组和 ＩＰＯ组早期
（４ｈ内），ｃｆｏｓ和 ｃｊｕｎ蛋白均呈高表达状态，且
ＩＰＯ组各时点均比 Ｉ／Ｒ组表达低；中期（４～１２
ｈ）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。本研究结
果提示 ｃｆｏｓ和 ｃｊｕｎ共表达的发生可能与缺血再

灌注后肝脏早期重塑介导的组织修复过程有关，

而 ｃｊｕｎ的持续高表达与随后细胞凋亡的发生有
关。ＩＰＯ组 ｃｆｏｓ和 ｃｊｕｎ基因表达下降，表明 ＩＰＯ
可以保护肝组织的再灌注损伤。ｃｆｏｓ和 ｃｊｕｎ在
不同时间点的表达差异性，可能与基因自身特点

及其功能有关。

ＩＰＯ是一种重要的对 Ｉ／Ｒ损伤的内源性保护
机制，它可能与抑制氧自由基堆积、中性粒细胞

黏附、心肌细胞凋亡和细胞内钙超载等有关。

Ｄｅａｎ等［１２］利用 ｃｆｏｓ和 ｃｊｕｎＤＮＡ进入细胞核后与
ｃｆｏｓ和 ｃｊｕｎｍＲＮＡ翻译起始部分特异结合，形
成 ＲＮＡ和 ＤＮＡ复合物，通过空间抑制效应使 ｃ
ｆｏｓ和 ｃｊｕｎｍＫＮＡ翻译受阻。在缺血再灌注后，
ｃｆｏｓ基因转录及 Ｆｏｓ蛋白又可使多种晚期基因激
活，进而发挥包括增殖、修复或凋亡的生理功

能［３］。在本实验中，ＩＰＯ组 ｃｆｏｓ、ｃｊｕｎｍＲＮＡ转
录的特征与 Ｉ／Ｒ组一样。虽然 ＩＰＯ组各时间点
ｃｆｏｓ表达与 Ｉ／Ｒ组比较无统计学差异；但 ＩＰＯ组
ｃｊｕｎ的表达在 ０．５，１，２ｈ组较 Ｉ／Ｒ组明显降低
（Ｐ＜０．０５），说明 ＩＰＯ在再灌注损伤的早期（４ｈ
内）可以保护肝组织的再灌注损伤。其机制可能

为：ＩＰＯ干预可能激活 ＭＡＰＫ信号传导通路，从而
启动了内源性保护机制。本研究结果与牛英

等［１３］报道的 ＩＰＣ具有相似的作用。说明 ＩＰＯ与
ＩＰＣ在组织细胞保护及信号转导机制具有同样的
作用。

本实验的结果说明，ＩＰＯ在大鼠肝缺血再灌
注中的保护作用可能与 ＩＥＧｓ有关，但其确切的作
用机制还有待于进一步证实。随着对 Ｉ／Ｒ引起
的细胞损伤分子机制研究的不断深入，从 ＭＡＰＫ
细胞信号转导通路的角度探索有效方法，必将为

肝 Ｉ／Ｒ引起细胞损伤的防治提供新的思路。
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ｏｆｈｕｍａｎｔｕｍｏｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓｉｎｎｕｃｌｅｍｉｃｅｂｙａｎａｎｔｉｓｅｎｓｅｏｆｏｌ
ｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣａｌｐｈａｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，１９９６，５６：３４９９－３５０７．

［１３］牛英，叶启发，肖建生，等．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［Ｊ］．中
国普通外科杂志，２００５，５（１４）：３８８－３９０．

本刊启用远程稿件处理系统

　　为了提高办公效率，《中国普通外科杂志》编辑部将于 ２００８年 １月 １日起正式启用“网络编辑管理系统”。请
作者登陆网站 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｚｐｗｚ．ｎｅｔ按照以下步骤进行在线投稿。
投稿步骤
１．　选择“作者投稿”一栏，进入“作者投稿”界面。
如果是第一次投稿，需要先注册本系统：点“注册”进入注册流程，按照系统提示进行注册，请注意，“”选项

为用户必填项！

２．　点“作者投稿”，选择左边的“我要投稿”一栏，按照投稿向导的提示进行。
（１）输入稿件中文文题和英文文题。
（２）输入作者。若所投稿件为多人撰写，在作者信息下添加该文的合作作者，合作作者可以只添加姓名即可。

此处需注意，如该文为 ｎ位作者撰写，需在填写完 ｎ位作者后，再点一下“继续添加作者”后方可点“下一步”，否则
最后一个作者本系统将不会显示。

（３）第三步“学科类型”、“专业类型”、“创作类型”、“投稿栏目”、“文章分类号／ＰＡＣＳ码”可以不选。
如果该文有基金支持，请在“基金类型”下的长条框中输入（包括基金号）；如果有多个，请用分号分开。输完以

后点“下一步”。

（４）输入关键词。请注意各词之间一定要用分号隔开。然后点击“添加”。再点“下一步”。
（５）输入中英文摘要后再单击“下一步”
（６）根据系统提示在相应的栏目中输入你要回避或 ｆ推荐的专家，也可以不写。单击“下一步”，检查稿件的基

本信息，如有需要修改的地方，点击“修改”；再确认无误后，单击“下一步”进入稿件上传步骤。

（７）在“稿件上传操作区”点“浏览”，选中要上传的稿件后，点击右边的“上传稿件”。待弹出“稿件上传完毕，
请继续下一步”的对话框时，点“确定”，再点“下一步”继续投稿。请注意，这一步可能因您的网速和稿件的大小，所

需时间略有不同，请耐心等待，如果长时间仍没有弹出“稿件上传完毕，请继续下一步”的对话框，可重新尝试，确保

稿件上传方可进行下一步。

（８）核对完所投稿件的信息后请点“下一步”。如果您对编辑部有什么特别的要求或说明，请在“给编辑部留
言”框中留下您的意见，点“立即提交”，系统会提示“同志：非常感谢您对本刊物的支持！您的来稿《》
我们已经收到，请等待编辑部通知。查询请登录编辑部网站 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｚｐｗｚ．ｎｅｔ或咨询编辑部邮箱：ｐｗ４３２７４００＠
１２６．ｃｏｍ”。
友情提示

网上投稿后，请邮寄 １份纸质稿（题名页与正文页均需用 Ａ４纸 ４号字隔行打印）、单位介绍信（注明材料真实
可靠，无一稿多投和无科研机密资料泄密）及 ６０元稿件处理费至本编辑部。

为防作者上传稿件不成功，请作者 Ｅｍａｉｌ致本编辑部，信中请注明投稿时间、文题、作者姓名，并将稿件以附件
形式发过来。

编辑部地址：湖南省长沙市湘雅路 ８７号中国普通外科杂志编辑部
Ｅｍａｉｌ：ｐｗ４３２７４００＠１２６．ｃｏｍ；ｊｃｇｓｘｙｃｈ＠１２６．ｃｏｍ。联系电话 ０７３１－４３２７４００。

中国普通外科杂志编辑部

９４６




