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腺苷 Ａ２受体激动剂对大鼠肝脏缺血再灌注
损伤时细胞凋亡的影响

宋少伟，刘永锋

（中国医科大学附属第一医院 普通外科教研室，辽宁 沈阳 １１０００１）

　　摘要：目的　研究腺苷 Ａ２受体激动剂对大鼠缺血再灌注损伤（Ｉ／Ｒ）时肝细胞凋亡的影响。方法
　通过门静脉插管，分别用 ６０ｍＬ４℃ ＨＴＫ保存液和含有腺苷 Ａ２受体激动剂 ＣＧＳ２１６８０（３０μｇ／
１００ｍＬ）ＨＴＫ保存液灌注大鼠肝脏，然后切取肝脏 ４℃ ＨＴＫ液中保存 ２４ｈ，ＫｒｅｂｓＨｅｎｓｅｌｅｉｔ缓冲液常温
连续再灌注 ４５ｍｉｎ。检测灌注期间丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）和谷氨酸乳酸脱氢酶（ＧＬＤＨ）及门静脉压
力（ＰＶＰ）的变化。灌注结束时检测灌洗液中细胞凋亡、脂质过氧化物（ＬＰＯ）和胆汁分泌量的变化。结
果　与对照组相比，ＣＧＳ２１６８０组大鼠灌注液中 ＡＬＴ，ＧＬＤＨ和 ＰＶＰ明显降低（均 Ｐ＜０．０１），胆汁分泌
量明显增加 （Ｐ＜０．０１），ＬＰＯ含量明显降低（Ｐ＜０．０５），细胞凋亡明显减少（Ｐ＜０．０５）。结论　腺
苷 Ａ２受体激动剂可减轻离体大鼠肝脏 Ｉ／Ｒ损伤和细胞凋亡的发生率，其作用机制可能与氧自由基的
减少有关。 ［中国普通外科杂志，２００８，１７（７）：７０９－７１１］
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　　肝脏缺血再灌注（Ｉ／Ｒ）损伤是造成移植物
无功能的主要原因。腺苷通过其受体可以防止肝

脏 Ｉ／Ｒ损伤。越来越多的研究表明，细胞凋亡和
氧自由基在器官 Ｉ／Ｒ损伤中发挥重要作用，其影
响冷热缺血后移植器官的活性。本实验观察腺苷

Ａ２受体激动剂 ＣＧＳ２１６８０对大鼠肝脏 Ｉ／Ｒ损伤
时细胞凋亡的影响，旨在探讨腺苷受体激动剂对

肝 Ｉ／Ｒ损伤是否有保护作用。

１　材料与方法

辽宁省生物医药科技发展战略研究及药物创

新技术、品种研究资助课题，编号是 ２００６２２６０３１
－２１６
１．１　实验动物分组

雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠（２５０～３００ｇ），随机分成对
照组和实验组（均为 ｎ＝６）。腹部大“十”字切
口。游离肝脏周围韧带后，胆总管插管以便再灌

注时收取胆汁。对照组门静脉插管后用 ６０ｍＬ
４℃ ＨＴＫ液灌注肝脏；试验组灌注液为 ＨＴＫ液中
含有 Ａ２受体激动剂 ＣＧＳ２１６８０（３０μｇ／１００ｍＬ）

（美国 Ｓｉｇｍａ公司）。灌注结束后快速切取肝脏置
于 ４℃ ＨＴＫ液保存 ２４ｈ后，体外经门静脉 Ｋｒｅｂｓ
Ｈｅｎｓｅｌｅｉｔ缓冲液 （９５％ Ｏ２／５％ ＣＯ２）３７℃再灌
注 ４５ｍｉｎ。再灌注 ５，１５，３０，４５ｍｉｎ留取灌注液
检测。

１．２　检测指标及方法
１．２．１　检测灌洗液中谷丙转氨酶（ＡＬＴ）和谷氨
酸乳酸脱氢酶（ＧＬＤＨ）　采用分光光度计（德国
Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ公司）检测。灌注结束时检测灌洗液中
细胞凋亡的变化和脂质过氧化物（ＬＰＯ）及胆汁分
泌量，以 μＬ／（ｇ·４５ｍｉｎ）表示。
１．２．２　门静脉的压力　通过门静脉插管监测门静
脉的压力（ＰＶＰ），以 ｃｍＨ２Ｏ（１ｃｍＨ２Ｏ＝０．０９８ｋＰａ）
表示。

１．２．３　ＬＰＯ检测　取 ０．２ｍＬ灌洗液与 １／１２
ｍｏｌ／Ｌ硫酸混合，滴加 １０ｇ／ｄＬ钨酸钠 ０．５ｍＬ，
剧烈振荡后离心 ２０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ；弃上清液
在沉淀中加 １／１２ｍｏｌ／Ｌ硫酸 ２ｍＬ和 １０ｇ／ｄＬ钨
酸钠 ０．３ｍＬ，混匀再离心１０ｍｉｎ，取沉淀加２ｍＬ
蒸馏水和 ５ｇ／Ｌ硫代巴比妥酸（ＴＢＡ）０．５ｍＬ，
煮沸 ６０ｍｉｎ，冷却后加 １５∶１的正丁醇液 ２ｍＬ，
离心取上清液比色，波长 ５３５ｎｍ。
１．２．４　灌洗液中细胞凋亡检测　采用酶联免疫
吸附实验（ＥＬＩＳＡ）法测定与组蛋白相关的 ＤＮＡ片
段（德国 ＢｏｅｈｉｎｇｅｒＭａｎｎｈｅｉｍＧｍｂｈ）。方法如下：
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将 １／２０体积的抗 ＤＮＡ过氧化酶 ＋１／２０体积的
抗组蛋白生物素 ＋１８／２０体积的反应缓冲液制成
免疫反应剂后，向包被链霉亲合素的培养孔板中

加入标本 ２０μＬ／孔。再加入 ８０μＬ／孔的免疫反
应剂。将培养板置入震荡器中（５００ｒｐｍ／ｍｉｎ）室
温下反应 ２ｈ。吸取上清液，用缓冲液 ２５０μＬ反
复冲洗 ３次。加底物显色液 １００μＬ／孔，反应
１０～２０ｍｉｎ后，在酶标仪上作比色分析，检测波长
为 ４０５ｎｍ。聚集值（ＡｒｂｉｔｒａｒｙＵｎｉｔＡＵ）＝标本的
吸光率 －空白对照吸光率／阴性对照的吸光率 －
空白对照吸光率。

１．３　统计学处理
结果以平均数 ±标准误（ｘ±ｓ）表示。样本间

均数比较采用 ｔ检验，Ｐ＜０．０５为有统计学意义。

２　结　果

与对照组比较，再灌注过程中实验组 ＰＶＰ明
显降 低 （Ｐ＜０．０１）；ＡＬＴ和 ＧＬＤＨ 明 显 降 低
（Ｐ＜０．０５）（表 １）。再灌注结束时实验组胆汁分
泌量为（７．７４±０．８８）μＬ／（ｇ·４５ｍｉｎ）较对照
组的（４．１１±０．１９）μＬ／（ｇ·４５ｍｉｎ）明显增加
（Ｐ＜０．０１）；灌洗液中细胞凋亡 ＡＵ（０．３２±
０．２６）较对照组（０．５５±０．０８）明显减少，差异有
显 著 性 （Ｐ＜０．０５）。实 验 组 中 ＬＰＯ的 含 量
［（５．５１±１．３８）μｍｏｌ／Ｌ］较之对照组［（７．２５±
１．１５）μｍｏｌ／Ｌ］明显减少 （Ｐ＜０．０１）。

表１　再灌注期间ＰＶＰ，ＡＬＴ，ＧＬＤＨ的变化（ｘ±ｓ）

再灌注时间（ｍｉｎ）
ＰＶＰ（ｃｍＨ２Ｏ）

对照组 实验组 Ｐ值
ＡＬＴ（ＩＵ）

对照组 实验组 Ｐ值
ＧＬＤＨ（ＩＵ）

对照组 实验组 Ｐ值
５ ５．９±０．９ ３．５±０．９ ＜０．０１ １７．２±１．３ １３．０±３．１ ＜０．０５ ３．４±０．９ ０．４±０．３ ＜０．０５
１５ ４．３±０．３ ３．０±１．１ ＜０．０１ ２８．２±４．０ １３．８±３．０ ＜０．０５ ５．１±１．３ １．４±０．６ ＜０．０５
３０ ４．０±０．４ ２．５±０．８ ＜０．０１ ４０．２±６．０ １５．８±３．３ ＜０．０５ ７．４±２．０ ２．７±１．２ ＜０．０５
４５ ４．０±０．４ ２．４±０．９ ＜０．０１ ５０．０±７．６ １９．０±３．７ ＜０．０５ ９．４±２．２ ５．０±２．７ ＜０．０５

　　注：１ｃｍＨ２Ｏ＝０．０９８ＫＰａ

３　讨　论

细胞凋亡在移植后再灌注的早期即可发生，

细胞凋亡是造成肝脏 Ｉ／Ｒ损伤的主要机制之
一［１］。移植物再灌注过程即是氧自由基产生的过

程；大量氧自由基可以通过直接损伤 ＤＮＡ膜、脂
质过氧化和上调凋亡基因导致细胞凋亡的发

生［２］。氧自由基除直接损害外，还可以间接激活

细胞内核酸内切酶，导致 Ｉ／Ｒ时的细胞凋亡。研
究表明，再灌注时氧自由基对腺粒体的损害可产

生凋亡诱导因子［３］。本实验发现对照组再灌注结

束时，脂质过氧化物生成增多，而细胞凋亡也随

之增加。说明氧自由基与肝脏 Ｉ／Ｒ损伤时的细
胞凋亡密切相关。

腺苷及其受体在 Ｉ／Ｒ损伤防治中的作用是目
前研究的热点［４］。腺苷受体分为 Ａ１，Ａ２Ａ，Ａ２Ｂ和
Ａ３４种，其中 Ａ１和 Ａ２在 Ｉ／Ｒ损伤中发挥重要
作用。肝脏缺血后，细胞内 ＡＴＰ大量消耗，并在
５′核苷酸酶的作用下，形成腺苷，致使细胞外的
腺苷浓度增加。腺苷可兴奋 Ａ２受体刺激一氧化
氮合酶（ＮＯＳ）使肝组织内一氧化氮（ＮＯ）水平上
升；组织内的腺苷和 ＮＯ水平提高后，可通过多种
方式对抗 Ｉ／Ｒ损伤，如强烈抑制再灌注后血管收
缩因子内皮素的生成，抑制 Ｋｕｆｆｅｒ细胞释放肿瘤
坏死因子，同时抑制黄嘌呤氧化酶的活性，减少

各种活性氧自由基的生成［５］。本资料中实验组

ＬＰＯ明显减少，说明腺苷受体激动剂有抗氧自由

基的生成的作用，利于缺血组织的保护。腺苷受

体激动剂的作用如同缺血预处理的机制［６］。本实

验发现在缺血前灌洗液中加入腺苷 Ａ２受体激动
剂 ＣＧＳ２１６８０明显减少了再灌注时细胞凋亡的发
生。这可能是通过腺苷 Ａ２受体激活，阻止肝窦
内皮 细 胞 ＮＯ 合 成 酶 下 调，下 调 凋 亡 基 因
ｃａｓｐａａｓｅ３，Ｂａｘ活性和上调了抑制细胞凋亡基因
ｂｃｌ２的结果［７］。

再灌注后血管阻力的增加代表了器官保存早

期改变，并可导致移植器官的活力丧失。本研究

采用离体再灌注模型，排除了由于红细胞堵集及

白细胞间相互作用和微血栓形成所造成血管阻

力增加的因素。表明非实质性细胞———肝窦内皮

细胞的损害是再灌注后血管阻力的增加因素，肝

窦内皮细胞凋亡是肝移植 Ｉ／Ｒ损伤造成移植物
失功的主要原因。本实验中实验组再灌注期间

ＰＶＰ和 ＧＬＤＨ的降低说明腺苷 Ａ２受体激动剂可
减轻肝窦内皮细胞的损伤。再灌注后胆汁分泌

量是肝细胞损伤非常敏感的指标［８］，它代表离体

再灌注肝脏的活性。胆汁产生极易受冷热缺血

损伤的影响，是能量依赖性的过程。本文结果显

示，实验组胆汁分泌量明显增加，其机制可能与

腺苷 Ａ２受体激活后使一磷酸腺苷（ＣＡＭＰ）增加，
利于离体大鼠肝脏的保存有关［９］。

本实验提示腺苷 Ａ２受体激动剂可减轻离体
大鼠肝脏 Ｉ／Ｒ损伤和细胞凋亡的发生，其作用机
制可能与氧自由基的减少有关。

０１７
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肝癌组织中 Ｌｉｖｉｎ蛋白的表达及其与临床病理
特征的关系

崔东旭，魏晰麟，刘宝林，孙韶龙，刘臻，张小薄

（中国医科大学附属盛京医院 肝胆胰肿瘤外科，辽宁 沈阳 １１０００４）

　　摘要：目的　探讨 Ｌｉｖｉｎ蛋白在肝癌组织中的表达及其意义。方法　采用免疫组化 ＳＰ法检测
７８例肝癌及 ３３例肝血管瘤旁正常肝组织中 Ｌｉｖｉｎ蛋白的表达；光镜下计数阳性细胞数并根据不同临床

特征进行统计学分析。结果　肝癌组织中 Ｌｉｖｉｎ蛋白的表达明显高于正常肝组织（Ｐ＜０．００１）；Ｌｉｖｉｎ

蛋白的表达与患者的性别、年龄以及是否患有乙肝、丙肝、ＴＮＭ临床分期均无明显关系，而与肝癌是否

发生转移有明显关系；肝癌发生转移者 Ｌｉｖｉｎ蛋白的表达率明显高于未转移者（Ｐ＜０．０５）。结论　

Ｌｉｖｉｎ蛋白的过度表达可能在肝癌的发生、发展中起重要作用，并与肝癌的转移密切相关。

［中国普通外科杂志，２００８，１７（７）：７１１－７１３］

关键词：癌，肝细胞；Ｌｉｖｉｎ蛋白；细胞凋亡
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　　Ｌｉｖｉｎ是人类抑制凋亡蛋白（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆａｐｏｐｔｏ
ｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎ，ＩＡＰ）家族的新成员，最初从人类胚肾
ｃＤＮＡ文库中克隆获得，故曾称 ＫＩＡＰ（ｋｉｄｎｅｙｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

　　收稿日期：２００８－０２－２２；　修订日期：２００８－０５－１２。

　　作者简介：崔东旭，男，中国医科大学附属盛京医院肝胆胰肿

瘤外科副教授，主要从事肝胆胰肿瘤外科及器官移植的临床及实验

方面的研究。

　　通讯作者：崔东旭　Ｅｍａｉｌ：ｃｕｉｄｏｎｇｘｕ＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

ｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎ）［１］。由于该基因在黑色素瘤细
胞高度表达，故又称 ＭＬ－ＩＡＰ（ｍｅｌａｎｏｍａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎ）［２］。其特异性高表达于肿瘤组
织如黑色素瘤、宫颈癌、结肠癌、膀胱癌、前列腺

癌、白血病、淋巴瘤以及肺癌等［３－６］，而受到广泛

关注。然而目前 Ｌｉｖｉｎ在肝癌组织中表达的相关
研究尚少。本研究旨在进一步探讨肝癌组织中

Ｌｉｖｉｎ蛋白的表达及其与临床病理特征的关系。
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