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　　摘要：目的　研究缺血预处理（ＩＰＣ）后大鼠移植小肠基因表达谱的变化，探讨 ＩＰＣ保护移植物的
机制。方法　大鼠随机分为假手术组（Ｓ组）、小肠移植组（ＳＢＴ组）和缺血预处理后小肠移植组（ＩＳＢＴ
组）。移植肠冷保存／再灌注 １ｈ后，抽提各组小肠总 ＲＮＡ并纯化 ｍＲＮＡ；逆转录合成 ｃＤＮＡ荧光探针，
与 ｃＤＮＡ芯片杂交。洗片后扫描芯片荧光信号图像，将 ＳＢＴ组和 Ｓ组杂交结果与 ＩＳＢＴ组和 Ｓ组杂交结
果行生物信息学分析。结果　在 ４０９６条基因中，正常小肠与 ＩＳＢＴ组差异表达基因共有 ２９７条，已报
道有 ＧｅｎｅＢａｎｋ（基因库）登录号的基因 ８４条。其中表达下调的基因共 １８条，表达上调基因共 ６６条，
这些差异表达基因与 ＩＰＣ保护效应有关。结论　ＩＰＣ通过调节细胞黏附相关基因、细胞能量和物质代
谢相关基因及细胞信号转导相关基因的表达，发挥移植物细胞保护效应。
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　　缺血预处理（ｉｓｃｈｅｍｉｃｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ，ＩＰＣ）作
为机体内源性的一种保护效应，具有生物种属的

普遍性［１］。小肠黏膜是对缺血再灌注十分敏感的

组织，笔者以往的研究发现，ＩＰＣ对大鼠移植小肠
上皮细胞和细胞外基质的基底膜均有早期保护作

用。从细胞水平来看，ＩＰＣ减轻上皮细胞线粒体
损伤维持细胞能量代谢稳定，抑制冷保存／再灌注
时移植小肠上皮凋亡可能是其保护移植小肠上皮

的机制之一［２］。然而从基因和分子水平看，短暂

的 ＩＰＣ对移植小肠基因表达模式的影响目前并不
甚明了。因此，本研究采用具有快速高效率的

ｃＤＮＡ微矩阵基因芯片的方法，分析 ＩＰＣ对大鼠移植
小肠基因表达谱的作用，初步筛选与 ＩＰＣ保护效应
相关的基因。旨在为临床实践 ＩＰＣ奠定实验基础。

１　材料和方法

１．１　实验动物和实验设计
供、受体均为健康雄性 ＳＤ大鼠，体重（２８０±

２０）ｇ，购自本校医学实验动物中心。混合性饲料
适应性饲养 １周后用于手术，实验期间照明与黑
暗 １２ｈ交 替。大 鼠 随 机 分 为：（１）假 手 术 组
（Ｓ组，ｎ＝６），接受麻醉、剖腹术和左肾切除术。
（２）大鼠异位节段小肠移植组（ＳＢＴ组，ｎ＝１２），
供、受体移植配对时体重相近。（３）缺血预处理
加大鼠异位节段小肠移植组（ＩＰＣ＋ＳＢＴ，ＩＳＢＴ组，
ｎ＝１２），供体移植肠切取前实施 ＩＰＣ（用无损伤显
微外科动脉夹，夹闭肠系膜上动脉 １０ｍｉｎ，松夹再
灌注 １０ｍｉｎ），余操作同 ＳＢＴ组切取移植肠。
１．２　异位节段小肠移植

参照文献方法［３－５］并加以改进。术前供、受体

禁食 １２ｈ，自由饮水。２％戊巴比妥钠 ３５ｍｇ／ｋｇ
腹腔内注射麻醉。原位冷灌注，灌洗液为含肝素

１００Ｕ／ｍＬ的 ４℃乳酸林格液。Ｔｒｅｔｉｚ韧带下 ５ｃｍ
切取带有腹主动脉柱和门静脉的节段小肠，４℃乳
酸林格液保存 １ｈ。游离受体左肾静脉及腹主动
脉，切除左肾。血管重建采用供体腹主动脉柱与

受体腹主动脉 ９０无损伤尼龙线端侧连续吻合，
供体门静脉与受体左肾静脉行袖套式吻合。受体

自身小肠不作处理。移植肠置于左侧腹腔，近侧

段关闭，远侧端左下腹外置。移植肠平均热缺血

时间 ＜１ｍｉｎ，移植肠冷缺血时间 ＜６０ｍｉｎ。
１．３　基因芯片制备

ｃＤＮＡ芯片所用的 ４０９６个靶基因克隆系由上
海博星基因有限公司提供。使用通用引物，多聚

酶链反应（ＰＣＲ）扩增靶基因，并采用标准方法纯
化 ＰＣＲ产物。通过琼脂糖凝胶电泳监测 ＰＣＲ质

量。将上述制备的靶基因溶解于 ３×标准柠檬酸
盐（ＳＳＣ）点样液中，用 Ｃａｒｔｅｓｉａｎ７５００点样仪（美
国 Ｃａｒｔｅｓｉａｎ公司）点于硅烷化的玻片（美国 Ｔｅｌｅｃｈ
ｅｍ公司）上。点样后，玻片经水合（２ｈ）、室温干
燥（０．５ｈ）、紫外线（ＵＶ）交联，分别用０．２％十二
烷基硫酸钠（ＳＤＳ）、水及 ０．２％ 硼氢化钠处理

１０ｍｉｎ，凉干备用。
１．４　荧光探针制备

ＳＢＴ组和 ＩＳＢＴ组在移植物血管重建成功再灌
注 １ｈ后与 Ｓ组在相同的解剖位置切取 ３ｃｍ小肠
组织，迅速置液氮中冻存。一步法抽提各组标本

总 ＲＮＡ。ＵＶ灯和电泳分析显示纯化的 ＲＮＡ质量
好。用 ＯｌｉｇｏｔｅｘｍＲＮＡＭｉｄｉＫｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ公司）纯化
ｍＲＮＡ。参照 Ｓｃｈｅｎａ等的方法逆转录标记 ｃＤＮＡ探
针并 纯 化。用 Ｃｙ３ｄＵＴＰ标 记 Ｓ组 小 肠 组 织
ｍＲＮＡ，用 Ｃｙ５ｄＵＴＰ分别标记 ＳＢＴ组和 ＩＳＢＴ组移
植小肠组织 ｍＲＮＡ。乙醇沉淀后，分别将 Ｓ组和
ＳＢＴ组，Ｓ组和 ＩＳＢＴ组探针混合溶解在 ２０μＬ５×
ＳＳＣ＋０．２％ ＳＤＳ杂交液中。
１．５　杂交和洗涤

将基因芯片和杂交探针分别在 ９５℃水浴中
变性 ５ｍｉｎ；将探针加在基因芯片上，用盖玻片封
片，置 ６０℃杂交 １５～１７ｈ。然后揭开盖玻片，分
别用 ２×ＳＳＣ＋０．２％ ＳＤＳ，０．１％ ×ＳＳＣ＋０．２％
ＳＤＳ和 ０．１％ ×ＳＳＣ洗涤 １０ｍｉｎ，室温晾干。
１．６　荧光扫描和分析

用 ＳｃａｎＡａｒｒａｙ４０００扫描仪（美国 ＧｅｎｅｒａｌＳｃａｎ
ｎｉｎｇ公司）扫描芯片，获得芯片 Ｃｙ３和 Ｃｙ５扫描结
果。用 ＩｍａＧｅｎｅ３．０软件（美国 ＢｉｏＤｉｓｃｏｖｅｒｙ公司）
分析所得 Ｃｙ５／Ｃｙ３图像文件，获取基因表达的荧
光信号值。用管家基因对 Ｃｙ３和 Ｃｙ５的原始信号
进行均衡，得到 Ｃｙ３和 Ｃｙ５两种荧光信号的强度
和比值。用以下 ２个条件作为判定基因差异的标
准：（１）Ｃｙ５／Ｃｙ３的自然对数的绝对值 ＞０．６９或
Ｃｙ５／Ｃｙ３比值 ＞２．０或 ＜０．５；（２）Ｃｙ３或 Ｃｙ５荧
光信号强度 ＞８００。

２　结　果

２．１　总 ＲＮＡ抽提和 ｍＲＮＡ纯化
３组提取的总 ＲＮＡ紫外分析 ＯＤ２６０／ＯＤ２８０

值为 １．９６７～１．９８６。琼脂糖凝胶电泳结果分析
总 ＲＮＡ，可见 １８ＳｒＲＮＡ和 ２８ＳｒＲＮＡ条带清晰，两
者比例约为 １∶２。ＲＮＡ７０℃保温试验（ＲＮＡ７０℃
保温后行琼脂糖凝胶电泳分析）合格，说明所提

取的总 ＲＮＡ完整性好，保证了可获得高纯度的
ｍＲＮＡ。
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２．２　表达谱芯片杂交体系验证
基因芯片上点有 ４０９６种不同的大鼠 ｃＤＮＡ

全长或片段。本实验结果完全符合质量控制标准

（即有 ２０个管家基因必须阳性，１６个植物基因为
阴性对照必须阴性，１９个点样液为空白对照也必
须阴性），说明研究过程中无污染。

２．３　基因芯片杂交信号散点图
基因表达谱的双色荧光杂交信号强度散点图

中，每一点代表一个基因。大多数点分布于 ４５°

对角线附近。黄色点分布于远离 ４５°对角线，表
明 Ｓ组和 ＳＢＴ组（图 １），Ｓ组和 ＩＳＢＴ组（图 ２）存
在差异表达的基因。表达上调的基因分布于 ４５°
对角线的上部，表达下调的基因分布于 ４５°对角
线的下部。红色点代表 Ｓ和 ＩＳＢＴ组，Ｓ组和 ＳＢＴ
组差异无显著性表达的基因，表达比值为 ０．５～
２．０。无显著差异表达的基因分布在 ４５°对角线
的附近。
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图１　Ｓ组，ＳＢＴ组基因表达分布散点图 图２　Ｓ组，ＩＳＢＴ组基因表达分布散点图

２．４　基因芯片杂交结果的生物信息学分析
Ｓ组和 ＳＢＴ组的基因芯片杂交结果扫描生成

双色荧光标记图（图 ３）。该图反映每个基因在
两种相比较的组织中的表达差异。黄色点代表

该基因表达丰度在两种组织中无显著差异，绿色

点表明该基因在正常小肠中表达高于再灌注后

的移植小肠，红色点反映该基因在移植小肠中表

达高于正常小肠。Ｓ组和 ＳＢＴ组差异表达基因共
有 ８２条。有 ＧｅｎＢａｎｋ登录号的基因共３１条，其中
表达下调的基因 １７条，表达上调的基因１４条。

Ｓ组和 ＩＳＢＴ组的基因芯片杂交结果扫描生成
双色荧光标记图（图 ４）。该图反映每个基因在
正常小肠和 ＩＰＣ后移植小肠中的表达丰度和差
异。黄色点代表该基因表达在两种组织中无显

著差异，绿色点表明该基因在正常小肠中表达高

于 ＩＰＣ后的移植小肠，红色点反映该基因在 ＩＰＣ
后移植小肠中表达高于正常小肠。Ｓ组和 ＩＳＢＴ
组差异表达基因共有 ２９７条。有 ＧｅｎｅＢａｎｋ登录
号的 基 因 共 ８４条。其 中 表 达 下 调 的 基 因 共
１８条，表达上调基因共 ６６条。

ＩＳＢＴ组移植小肠受到 ＩＰＣ和冷缺血／再灌注
两个处理因素的作用，ＳＢＴ组与 Ｓ组的基因芯片
杂交结果可显示冷保存／再灌注对移植肠基因表
达模式的作用变化，将 ＳＢＴ组和 Ｓ组杂交结果与
ＩＳＢＴ组和 Ｓ组杂交结果比较分析，可得知 ＩＰＣ对
移植小肠基因表达谱的影响。

采用判定基因表达差异的标准分析显示，调

节细胞黏附、细胞能量和糖代谢及细胞信号转导

相关基因的表达在 ＳＢＴ组和 ＩＳＢＴ组间存在差异
（表 １）。

图３　Ｓ组，ＳＢＴ组基因芯片杂交信号叠加图 图４　Ｓ组，ＩＳＢＴ组基因芯片杂交信号叠加图
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表１　在ＳＢＴ组和ＩＳＢＴ组筛选的部分差异表达基因

基因库编号 　　　　　　定义 ＳＢＴ组表达丰度 ＩＳＢＴ组表达丰度

ＮＭ０１７２１１ 　　　　黏附分子选择素家族 上调 下调

ＮＭ０５３３７２ 　　　　白细胞分泌性蛋白酶抑制剂 上调 下调

ＮＭ０５３２９７ 　　　　丙酮酸激酶 下调 上调

ＮＭ０１７００８ 　　　　３磷酸甘油醛脱氢酶 下调 上调

ＮＭ０１３０９８ 　　　　葡萄糖６磷酸酶 下调 上调

ＮＭ０１２５０４ 　　　　Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶 下调 上调

ＮＭ０１７０７３ 　　　　谷氨酰胺合成酶 下调 上调

ＮＭ０３０８２６ 　　　　谷胱甘肽过氧化物酶 下调 上调

ＡＢ０７３７２１ 　　　　酪氨酸激酶相关蛋白 正常 上调

ＮＭ０３１６２２ 　　　　丝裂原活化蛋白激酶 正常 上调

ＡＦ１８７８１８ 　　　　表皮生长因子受体相关蛋白 正常 上调

ＮＭ０３２６１２ 　　　　信号转导和转录激活因子 正常 上调

３　讨　论

生理情况下，微血管内皮细胞与多形核白细

胞有相互排斥作用，这是保证微循环灌注的重要

条件。选择素依赖的多形核白细胞沿内皮细胞

的滚动是建立与内皮牢固黏附的必需前提。本

实验发现，ＳＢＴ组移植肠冷缺血／再灌注 １ｈ后，
黏附分子选择素家族表达上调，诱发多形核白细

胞黏附至内皮细胞的级联反应，这是造成移植物

再灌注损伤的关键因素［６］。而在 ＩＳＢＴ组黏附分
子选择素家族表达下调，即有可能减缓多形核白

细胞沿内皮细胞的滚动，阻抑黏附的级联反应，

减轻对微血管的机械性阻塞，使多形核白细胞释

放至组织中的蛋白水解酶和氧自由基减少，使组

织中蛋白水解酶及其抑制剂重新达到新的平衡

状态。如表１所示白细胞分泌性蛋白酶抑制剂的
表达亦下调。因此，ＩＰＣ通过调节多形核白细胞
与微血管内皮细胞的黏附行为，对移植物产生保

护效应。

高能磷酸化合物（ＡＴＰ）耗竭／缺乏被认为是
引起再灌注损伤的重要原因。黏附级联反应介

导的微血管损伤使得移植物在再灌注过程中处

于相对缺氧状态，葡萄糖的生物氧化以糖酵解为

主，但糖酵解反应中的关键酶丙酮酸激酶和 ３磷
酸甘油醛脱氢酶在 ＳＢＴ组表达下调，阻碍糖酵解
使 ＡＴＰ合成受抑制，糖异生反应中的关键酶葡萄
糖６磷酸酶表达亦下降，抑制糖异生反应。而在
ＩＳＢＴ组丙酮酸激酶、３磷酸甘油醛脱氢酶和葡萄
糖６磷酸酶表达上调，促进糖异生和糖酵解，生

成 ＡＴＰ，充足的 ＡＴＰ储备可以使细胞内环境和功
能稳定。

Ｎａ＋Ｋ＋泵是以多种形式存在于细胞膜上的
Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶。其生理意义在于：形成和保持
细胞内外 Ｎａ＋Ｋ＋不均匀分布，建立一种势能贮
备，为其他物质如氨基酸葡萄糖进行跨膜转运提

供能源。ＳＢＴ组移植物再灌注时 Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶
表达下调，Ｎａ＋潴留于细胞内，使胞内渗透压升
高，大量水分积聚于细胞内，使细胞和细胞器水

肿。而在 ＩＳＢＴ组，Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶表达水平上
调，同时细胞又可通过氧化磷酸化和底物水平磷

酸化生成 ＡＴＰ，提供能量储备，这样使细胞内过多
的 Ｎａ＋被转移至细胞外，恢复正常情况时细胞内
高 Ｋ＋细胞外高 Ｎａ＋的不平衡分布，减轻细胞水肿
和细胞内的高渗状态，恢复细胞的正常体积和形

态。

目前，困扰临床小肠移植的关键问题之一是

术后的多源性感染［７］。其中部分原因是移植物在

经历冷保存／再灌注后，其肠上皮细胞受到明显
损伤，小肠黏膜屏障遭到破坏，通透性增大诱发

肠道细菌移位。谷氨酰胺合成酶可促使谷氨酰

盐和氨合成谷氨酰胺。它对维持小肠黏膜细胞

的增殖分化和上皮细胞结构完整具有重要作用。

在 ＳＢＴ组冷缺血／再灌注后小肠上皮细胞内的谷
氨酰胺很快耗竭，同时谷氨酰胺合成酶表达下

调，致小肠黏膜屏障功能受损。而在 ＩＳＢＴ组 ｃＤ
ＮＡ微矩阵芯片结果显示谷氨酰胺合成酶表达丰
度上调，使谷氨酰胺合成增多，因此可修复由冷

缺血／再灌注所致小肠黏膜屏障损伤，阻止细菌／
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内毒素移位［８］；调节炎性／抗炎性因子平衡，阻抑
冷保存／再灌注过程中过度的炎症反应［９］。故认

为 ＩＰＣ后，谷氨酰胺合成增多可通过多种途径对
小肠上皮细胞产生保护效应。

短暂的 ＩＰＣ产生的细胞外信号如何通过跨膜
信号转导引起上述细胞黏附相关基因和能量与

代谢基因表达水平的改变呢？ｃＤＮＡ微矩阵芯片
结果显示：ＩＰＣ后与细胞信号转导途径相关的蛋
白激酶和因子表达丰度均比其在 ＳＢＴ组的水平
上调。如：酪氨酸激酶相关蛋白、丝裂原活化蛋

白激酶、表皮生长因子受体相关蛋白、信号转导

和转录激活因子等表达丰度升高。在转录水平

使核内特定的基因转录活性升高，在翻译水平可

诱导一些内源性保护蛋白，如谷胱甘肽过氧化物

酶的表达丰度升高。作为氧自由基消除系统的

酶类可有效清除源于多形核白细胞与内皮细胞

介导的黏附级联反应中释放的氧自由基，对移植

物产生保护效应。

综上所述，ｃＤＮＡ微矩阵基因芯片发现，ＩＰＣ
通过调节细胞黏附相关基因、细胞能量和物质代

谢相关基因及细胞信号转导相关基因的表达，发

挥细胞保护效应。
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