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缺血预处理对大鼠缺血再灌注肝组织 NF-κB 表达、

炎症及氧化应激反应的影响
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摘   要	 目的：探讨缺血预处理（IP）减轻大鼠肝缺血再灌注（I/R）损伤的作用及机制。
方法：将 15 只雄性 SD 大鼠随机均分为假手术组、I/R 组、IP+I/R 组，采用 Pringle 法制作肝 I/R 模型

（缺血 30 min+ 再灌注 3 h），IP 采用 I/R 前肝缺血 10 min+ 再灌注 10 min 诱导。各组大鼠于再灌注 3 h

后处死取材，行肝组织病理学、血请谷草转氨酶（AST）、谷丙转氨酶（ALT）检测，同时检测肝组织

NF-κB 蛋白的表达，以及炎性细胞因子 IL-1β、TNF-α 与氧化应激指标丙二醛（MDA）、髓过氧化

物酶（MPO）水平。

结果：除假手术组外，I/R 组与 IP+I/R 组大鼠肝组织均出现肝损伤是病理学改变，IP+I/R 组的损伤程

度明显轻于 I/R 组；与假手术组比较，I/R 组与 IP+I/R 组大鼠血清 AST、ALT 水平明显升高，肝组织

NF-κB 蛋白表达、IL-1β 与 TNF-α 水平、MDA 与 MPO 浓度均明显升高（均 P<0.05），但 IP+I/R 组

的各指标的升高幅度均明显小于 I/R 组（均 P<0.05）。

结论：IP 减轻大鼠肝 I/R 损伤的作用与抑制 NF-κB 活性，从而减轻炎症与氧化应激反应有关。
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Influence of ischemic preconditioning on NF- B expression, and 
inflammatory and oxidative stress responses in rat liver tissue 
following ischemia-reperfusion

TAO Lide, XUE Tongmin, ZHANG Jie, ZHANG Peijian

(Institute of General Surgical Research, Second Affiliated Hospital, Yangzhou University, Yangzhou 215000, China)

Abstract	 Objective: To investigate the alleviation effect of ischemic preconditioning (IP) on hepatic ischemia-reperfusion 

(I/R) injury in rats and the mechanism.
Methods: Fifteen male SD rats were equally randomized into sham operation group, I/R group and IP plus I/
R group, respectively. I/R injury model was created by Pringle maneuver (30-min hepatic ischemia followed by 
3-h reperfusion), and IP was induced by 10-min hepatic ischemia followed by 10-min reperfusion prior to I/R. 
Rats in each group were sacrificed and samples were collected after 3-h reperfusion, liver specimen pathological 
examination and measurement of serum aspartate aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT) 
were performed, and meanwhile, the NF-κB protein expression, and the levels of inflammatory cytokines (IL-
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肝 大 部 分 切 除 或 肝 移 植 中 供 肝 不 可 避 免 的 要

经 历 缺 血 再 灌 注 的 过 程 ， 而 缺 血 再 灌 注 损 伤 一 直

是 影 响 肝 移 植 效 果 的 重 要 因 素 之 一 ， 如 何 减 轻 肝

缺血再灌注（I/R）损伤是迫切需要解决的问题。

肝 脏 缺 血 预 处 理 （ I P ） 是 指 一 次 或 多 次 短 暂 性 肝

脏 缺 血 再 灌 注 后 ． 诱 导 肝 脏 组 织 产 生 内 源 性 保 护

机 制 ， 使 其 对 以 后 较 长 时 间 的 缺 血 性 损 伤 产 生 显

著的耐受。然而IP减轻肝I/R损伤相关机制并不清

楚。本实验旨在观察IP减轻大鼠肝脏I/R损伤的作

用，以及对肝组织NF -κB、炎性细胞因子、氧化

应激指标的影响。

1　材料与方法

1.1 材料

1.1.1  实验动物　健康雄性 SD 纯系大鼠，15 只，

鼠龄 10~12 周，体质量 250~300 g，由扬州大学动

物实验中心提供。

1.1.2  实验试剂　NF-κB 抗体（Santa Cruz 公司）；

β-actin（Santa Cruz 公 司）；ELISA 检 测 试 剂 盒

（Bio-Swamp）；2% 戊 巴 比 妥 钠（ 北 京 普 博 斯 生

物 科 技 有 限 公 司）； 丙 二 醛（MDA）、 髓 过 氧 化

物 酶（MPO） 检 测 试 剂 盒（ 南 京 凯 基 生 物 科 技 发

展有限公司）。 

1.2  实验方法

将 SD 大 鼠 随 机 均 分 为 假 手 术 组、I/R 组、

IP+I/R 组。 所 有 动 物 术 前 12 h 禁 食， 自 由 进

水， 采 用 戊 巴 比 妥 麻 醉， 固 定 动 物， 常 规 脱 毛

消 毒。 取 上 腹 部 正 中 直 切 口 约 3 cm， 进 腹 后 找

到 肝 十 二 指 肠 韧 带。 各 组 大 鼠 处 理： ⑴ 假 手 术

组 仅 行 麻 醉、 剖 腹， 只 牵 拉 分 离 肝 十 二 指 肠 韧 带

后 关 腹， 保 持 开 腹 时 间 与 I/R 组 相 同。 ⑵ I/R 组 

游离肝周韧带，解剖肝门，完成 Pringle 法，用无

创血管夹夹闭第一肝门，完全阻断入肝血流，持续

30 min 后撤除血管夹，恢复入肝血流，记时间点，

逐层关腹，术后自由饮食。⑶ IP+I/R 组在 I/R 前先

阻断肝左、叶血流 10 min，然后开放血流 10 min，

其余步骤同 I/R 模型组。各组均在灌注 3 h 后取材

检测。

1.3 检测指标

1.3.1  肝组织病理学学观察　取鼠肝右叶约 5 mm× 

10 mm×3 mm 大小组织置于 10% 中性甲醛溶液中

固定 , 常规石蜡包埋，片厚 6 μm 连续切片，HE 染色，

光镜下观察肝组织形态学改变。

1.3.2  血 清 酶 检 测　 取 血 后 送 扬 州 大 学 第 二 临

床 医 院 检 验 科， 采 用 生 化 分 析 仪 检 测 谷 草 转 氨 酶

（AST）、谷丙转氨酶（ALT）水平。

1.3.3  Western blot 法检测肝组织 NF-κB 表达　

取各组大鼠肝组织 100 mg，充分剪碎，低温液氮

研 磨 后， 加 入 含 PMAF 的 裂 解 液 中， 匀 浆 后 充 分

裂解，4 ℃ 13 000 r/min，离心 10 min，弃除沉淀，

采用 Bradford 法蛋白定量测定法对上清液进行蛋白

定量。样品分装，贮存于 -70 ℃中备检。取 70 μg

蛋白样品，经 SDS-PAG 电泳，湿电转移，PVDF 膜

在 5% 脱脂奶粉封闭液中封闭过夜（4 ℃）。用一

抗 NF-κB（1:10 000），4 ℃孵育过夜，TBST 漂

洗 滤 膜 4 次， 每 次 10 min。 加 入 辣 根 过 氧 化 物 酶

标记的二抗（羊抗兔 IgG 1:5 000）室温下摇荡孵育

2 h，洗脱，染色，脱色，最后进行显影和图像分析，

洗片机中显影、洗像。调整曝光时间，直至出现最

佳条带。结果用 Image Tool 进行分析，测量阳性面

积和灰度值。灰度值代表蛋白表达的多少。计算各

组的净灰度值，并计算阳性灰度积。净灰度值 = 阳

性平均灰度 − 背景灰度，阳性灰度积 = 净灰度值 ×

1β and TNF-α) as well as oxidative stress indexes that included malondialdehyde (MDA) and myeloperoxidase 
(MPO) in the liver tissues were determined.
Results:  Except in sham operation group, the liver tissues from either I/R group or IP plus I/R group showed 
pathological changes of liver injury, but the injury was milder in IP plus I/R group than that in I/R group. In both 
I/R group and IP plus I/R group compared with sham operation group, the serum AST and ALT levels, and liver 
tissue levels of NF-κB protein expression, IL-1β, TNF-α, MDA and MPO were all significantly increased (all 
P<0.05), but the increasing amplitudes of all these parameters in IP plus I/R group were significantly less than 
those in I/R group (all P<0.05).
Conclusion: IP lessens hepatic I/R through inhibiting NF-κB activity, and thereby reduces inflammatory and 
oxidative stress responses.  

Key words	 Liver; Reperfusion Injury; Ischemic Preconditioning; NF-κB
CLC number: R657.3
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阳性面积。最后用各组的阳性灰度积与对应的内参

灰度积相比得到目标蛋白的相对表达。

1.3.4  IL-1β、TNF-α、MDA、MPO 测 定　 取

各组组织约 0.1 g 加入 800 μL 裂解液 匀浆后，充

分 裂 解。 离 心：4 ℃，13 000×g，10 min。 将 上

清分装。其余步骤按照试剂说明书进行。

1.4  统计学处理

计量资料以均数±标准差（x±s）表示，采用

SPSS l5 .0进行单因素方差分析。P<0.05为差异有

统计学意义。

2　结　果

2.1  肝组织理学变化

光 镜 下 观 察 肝 组 织 结 构 术 后 变 化 ， 假 手 术 组

见 肝 细 胞 及 肝 窦 内 皮 细 胞 无 明 显 变 性 、 坏 死 ， 中

央静脉、汇管区结构清晰（图1A）；I/R组肝细胞

明 显 肿 胀 ， 细 胞 核 轮 廓 改 变 ， 肝 血 窦 明 显 淤 血 ，

炎 性 细 胞 侵 润 ， 可 见 肝 脏 结 构 破 坏 （ 图 1 B ） ；

I P + I / R 组 见 肝 脏 淤 血 较 I / R 组 减 轻 ， 肝 小 叶 结 构

基 本 正 常 ， 肝 血 窦 淤 血 明 显 减 轻 ， 肝 窦 索 结 构 清

晰，肝细胞轻度肿胀（图1C）。

2.2  血清 AST、ALT 水平 

与 假 手 术 组 比 较 ， I / R 组 与 I P + I / R 组 大 鼠 血

清 A L T 、 A S T 水 平 均 明 显 升 高 （ 均 P < 0 . 0 5 ） ，

但 I P + I / R 组 两 者 的 升 高 幅 度 明 显 小 I / R 组 （ 均

P<0.05）（表1）。

2.3  各组大鼠 NF-κB 蛋白表达

与 假 手 术 组 比 较 ， I / R 组 与 I P + I / R 组 大 鼠 肝

组 织 N F - κ B 蛋 白 表 达 明 显 增 加 。 以 β - 肌 动 蛋 白

为内参照，统计分析结果显示，各组NF -κB蛋白

相对表达量差异有统计学意义（P<0.05）；I/R组

与IP+I/R组NF -κB蛋白相对表达量均高于假手术

组，但IP+I/R组低于I/R组，差异均有统计学意义

（均P<0.05）（图2）。

表 1　各组血清 AST、ALT 水平比较（n=5）
Table 1　Comparison of the serum AST and ALT levels (n=5)

　组别 ALT（U/L） AST（U/L）
假手术组 59.8±18.9 224.1±25.9
I/R 组 1 498.9±198.81) 1 732.1±94.81)

IP+I/R 组 973.1±123.91),2) 1 363.1±176.11),2)

注：1）与假手术组比较，P<0.05；2）与 I/R 组比较，
P<0.05

Note: 1) P<0.05 vs. sham operation group; 2) P<0.05 vs. I/R 
group

图 1　各组肝脏病理学改变（HE×400）　　A：假手术组；B：I/R 组；C：IP+I/R 组
Figure 1　Pathological changes of liver tissues of each group (HE×400)　　A: Sham operation group; B: I/R group; C: IP+I/R group

A B C
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图 2　各组大鼠肝组织 NF-κB 蛋白表达情况　　A：Western blot 检测 NF-κB 蛋白表达；B：各组 NF-κB 蛋白相对表达量
Figure 2　NF-κB protein expression in the liver tissues of each group of rats　　A: NF-κB protein expression detected byWestern blot 

analysis; B: NF-κB protein relative expression levels of each group
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3　讨　论

原 发 性 肝 癌 是 我 国 肿 瘤 相 关 死 亡 的 主 要 病 因

之一[1]。现今肝癌的治疗方法多种多样，然而肝切

除仍然是原发性和转移性肝癌主要的治疗方法[2]。

肝 脏 手 术 过 程 中 不 可 避 免 的 要 进 行 肝 脏 血 流 的 阻

断 ， 常 伴 随 着 肝 脏 的 缺 血 再 灌 注 ， 常 导 致 部 分 剩

余 肝 组 织 不 同 程 度 地 产 生 肝 I / R 损 伤 。 研 究 发 现

I/R损伤的机制可能与氧自由基 [3]、炎性损伤、钙

超 载 、 细 胞 凋 亡 等 多 种 因 素 有 关 [ 4 - 5 ]， 在 全 身 炎

性反应综合征（SIRS）和多器官功能障碍综合征

（MODS）发病中发挥重要作用 [5-6]。因此，如何

减轻肝脏I/R肝功能的损害是目前亟待解决的问题

之一。

肝 脏 I P 是 指 一 次 或 多 次 短 暂 性 肝 脏 缺 血 再 灌

注 后 ， 诱 导 肝 脏 组 织 产 生 内 源 性 保 护 机 制 ， 使 其

对以后较长时间的缺血性损伤产生显著的耐受[7]。

相关实验和临床研究表明，IP在防止肝I/R损伤发

展 方 面 有 较 好 的 作 用 [ 8 ]， 但 机 制 目 前 仍 不 十 分 清

楚 ， 研 究 表 明 耐 受 是 涉 及 递 质 、 受 体 、 通 道 、 基

因 表 达 、 蛋 白 质 合 成 的 多 环 节 调 控 的 复 杂 生 物 学

过程[9]。进一步了解IP相关保护机制，将促进其在

肝切除、肝移植等治疗方面的应用[10]。

细胞核因子NF -κB与肝细胞损伤的关系一直

是肝脏疾病研究中的热点，NF -κB是一种广泛存

在 于 体 内 多 种 细 胞 的 核 转 录 因 子 ， 参 与 多 种 疾 病

的 病 理 生 理 过 程 ， 在 机 体 的 免 疫 和 炎 症 反 应 及 凋

亡调控等方面发挥着重要作用 [11]。NF -κB是一种

多 极 性 基 因 调 控 蛋 白 ， 它 能 影 响 细 胞 因 子 、 炎 症

趋 化 因 子 、 细 胞 黏 附 分 子 、 急 性 期 蛋 白 及 抗 菌 肽

的基因表达从而控制它们的生物合成 [ 12]。研究证

实急性肝损伤时伴随着NF -κB的活化，其活化可

通 过 N F - κ B 依 赖 性 通 路 激 活 肝 脏 内 的 K u p f f e r 细

胞 ， 从 而 造 成 F a s 、 T N F - α 、 I L - 1 基 因 的 表 达 上

调 ， 导 致 肝 细 胞 炎 症 ， 诱 发 肝 细 胞 凋 亡 ， 造 成 肝

功能损害 [13]。在肝脏缺血再灌注中，NF -κB被激

活后,转移到细胞核内进而激活靶基因转录，促进

T N F -α、IL -1β等大量促炎性因子的释放，并相

互诱生，进一步放大炎症反应，导致肝内白细胞募

集 、 浸 润 ， 加 重 微 循 环 障 碍 ； 释 放 活 性 氧 产 物 和

蛋 白 酶 ； 增 加 血 管 通 透 性 ， 引 起 组 织 水 肿 等 机 制

引起肝组织损伤[14]。研究表明在肝脏I/R后2~3 h，

NF -κB与其特异调节基因序列的结合活性最高，

表明NF-κB确实参与肝脏I/R时一些细胞因子的表

达 调 控 ， 其 特 异 调 控 基 因 序 列 的 结 合 活 性 与 肝 脏

缺血再灌注时损伤程度有直接关系。

本研究对各组各进行了NF -κB蛋白的检测，

结果显示，I/R组较假手术组肝组织中NF-κB表达

活性明显增强，而IP+I/R组与I/R相比表达减低，

表明IP预处理可以减低NF -κB蛋白的表达。同时

可 观 察 到 ， 与 假 手 术 组 比 较 ， I / R 组 中 T N F - α 、

I L - 1 β 的 表 达 明 显 增 强 ， 同 样 的 I P + I / R 组 表 达 较 

I/R组降低，减轻肝脏的炎症反应。光镜下观察肝

组织结构术 后 变 化 ， I / R 组 肝 细 胞 明 显 肿 胀 ， 细

胞 核 轮 廓 改 变 ， 肝 血 窦 明 显 淤 血 ， 炎 性 细 胞 侵

润 ， 可 见 肝 脏 结 构 破 坏 ， I P + I / R 组 见 肝 脏 淤 血

较 I / R 组 减 轻 ， 肝 小 叶 结 构 基 本 正 常 ， 肝 血 窦 淤

血 明 显 减 轻 ， 肝 窦 索 结 构 清 晰 ， 肝 细 胞 轻 度 肿

胀 ， 肝 损 伤 明 显 减 轻 。 M P O 是 中 性 粒 细 胞 的 功

能 标 志 和 激 活 标 志 ， 外 界 刺 激 可 导 致 中 性 粒 细

胞 聚 集 ， 释 放 M P O [ 1 5 ]， 中 性 粒 细 胞 浸 润 在 I / R 损

伤 中 起 重 要 作 用 [ 1 6 - 1 7 ]， I /R后MPO、MDA活性明

显增加 [18-19]。MPO的作用是通过把H 2O 2和Cl -转换

为 次 氯 酸 ， 并 形 成 氧 自 由 基 ， 进 而 造 成 细 胞 和 组

2.4  各组大鼠肝组织 IL-1β、TNF-α、MDA、

MPO 水平

与假手术组比较，I/R组与IP+I/R组大鼠肝组

织IL -1β、TNF -α及MDA、MPO水平均明显升高

（均P<0 .05），但IP+I /R组各指标的升高幅度均

明显小I/R组（均P<0.05）（表2）。

表 2　各组炎性细胞因子及氧化应激指标比较（n=5）
Table 2　Comparison of the inflammatory cytokine levels and oxidative stress indexes (n=5)

组别 TNF-α（pg/mg） IL-1β（pg/mg） MDA（nmol/mg 蛋白） MPO（U/g）
假手术组 31.21±2.98 14.96±1.59 1.35±0.30 0.087±0.009
I/R 组 72.90±3.021) 39.97±2.271) 7.67±0.131) 0.354±0.0651)

IP+I/R 组 39.28±1.981),2) 20.89±3.331),2) 5.11±0.561),2) 0.221±0.0171),2)

注：1）与假手术组比较，P<0.05；2）与 I/R 组比较，P<0.05
Note: 1) P<0.05 vs. sham operation group; 2) P<0.05 vs. I/R group
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织损害。MPO活性的高低，可间接反映组织损伤

程度。MDA含量可以反映机体内脂质过氧化的程

度 ， 间 接 反 映 细 胞 损 伤 的 程 度 [ 2 0 - 2 2 ]。 本 研 究 结 果

显示，IP能够使大鼠肝I/R损伤后肝脏组织MDA含

量和MPO活性增加的幅度减少。I/R组的血清ALT

和AST水平在术后高于假手术组、IP+I/R组。以上

结果提示肝脏组织的IP可明显降低肝组织NF -κB

转录激活，同时抑制了下游的炎症因子TNF -α、

IL -1β的表达，降低MDA含量和MPO活性增加的

幅度，最终减轻了肝组织的损伤。 

综上，IP可以抑制肝脏I/R损伤后NF-κB蛋白

的 表 达 ， 降 低 炎 症 介 质 的 释 放 ， 减 轻 肝 切 除 或 肝

移 植 后 肝 功 能 的 损 伤 。 这 些 有 助 于 进 一 步 了 解 I P

的 作 用 机 制 ， 且 对 于 寻 找 肝 缺 血 再 灌 注 损 伤 后 肝

功 能 保 护 的 有 效 途 径 具 有 积 极 意 义 ， 其 机 制 值 得

进一步研究。
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