
作者简介$毕华强$

$(-(;

%#副主任医师#硕士#主要从事肝胆*胰腺的外科治疗与肿瘤治疗+

!

#

!

通信作者#

4.<H#L

!

$'%-(101

$`̀

&K"<

+

!论
!!

著!

!!

!"#

!

$%&'()(

"

*

&#++,&$)-$./'0/&1%$-&')&%%1

过氧化物酶体增殖物
7AV.$

%

对肝缺血再灌注损伤的保护作用研究

毕华强!李晓武!刘
!

辉!张
!

曦#

"陆军军医大学西南医院肝胆外科!重庆
0%%%'/

#

!!

"摘要#

!

目的
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探讨过氧化物酶体增殖物受体
&

共激活因子
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"

7AV.$
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#对肝缺血再灌注损伤的保护作用$方法
!

构建大

鼠肝缺血再灌注损伤模型!恢复灌注后
$1I

!以蛋白免疫印迹"

dF+GFO,PL"G

#检测
7AV.$

%

表达情况!并检测肝脏活性氧%三磷酸

腺苷"

?@7

#水平及血丙氨酸氨基转移酶"

?W@

#活性变化!评估肝功能情况$另一方面!构建
7AV.$

%

慢病毒过表达载体!并在大

鼠缺血再灌注前转染!于缺血再灌注后!再以
dF+GFO,PL"G

检测
7AV.$
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表达!肝脏活性氧%
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水平和血肝酶活性变化!评估

7AV.$
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表达对肝缺血再灌注损伤的保护作用$结果
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缺血再灌注肝脏
7AV.$
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表达较假手术组及对照组"未手术#明显降低"均
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#!同时肝脏活性氧族水平及
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活性显著升高!而肝
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产生减少"均
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#$

7AV.$
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慢病毒过表达载体转染显

著上调缺血再灌注肝脏
7AV.$
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表达!同时肝脏活性氧族水平及
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活性较未转染组显著降低!而肝
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产生增加"均
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7AV.$
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表达有利于保护肝缺血再灌注损伤$
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肝缺血再灌注损伤是肝移植及肝切除术后急性肝功能损

伤的主要原因&

$.1
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+研究发现肝缺血再灌注后#肝脏线粒体融

合蛋白
1

$

CJ,1

%表达显著降低#且与肝功能损害程度相关+进

一步研究表明
CJ,1

作为下游靶蛋白#受过氧化物酶体增殖物

受体
&

共激活因子
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%调节#同时过氧化物酶体增殖物

受体
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激动剂罗格列酮也可减轻肝缺血再灌注损伤&
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#提示

7AV.$

%

可能对肝缺血再灌注损伤具有保护作用+本研究建立

大鼠肝缺血再灌注模型#观察
7AV.$

%

的表达变化与肝功能损

伤间的关系#并构建
7AV.$

%

的清蛋白启动子慢病毒过表达载

体#使
7AV.$

%

在肝脏特异性过表达#观察
7AV.$

%

过表达后#

对缺血再灌注肝功能的影响#探讨
7AV.$

%

对肝缺血再灌注损

伤的保护作用+
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材料与方法

B&B

!

动物与材料
!

体质量
15%

#
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雄性
63

大鼠购自陆军

军医大学动物实验中心+慢病毒包装颗粒购自上海吉凯生物

技术有限公司#

7AV.$

%

一抗及血丙氨酸氨基转移酶$

?W@

%活

性检测试剂盒购自美国
?PKH<

公司+

'

.HKG#,

一抗和二抗购自

美国
6H,GHVOTQ

生物公司+活性氧检测试剂盒购自南京凯基

生物技术有限公司#三磷酸腺苷$

?@7

%检测试剂盒*

4VW

发光

试剂盒购自南京碧云天生物科技有限公司+

B&C
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方法

B&C&B
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7AV.$
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慢病毒过表达载体构建
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聚合酶链反应
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+#",,"&>C

,

%%()50
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载体#然后将此载

体插入慢病毒颗粒的
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和
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限制性酶切位点间#

以替代原慢病毒
AV

启动子#再将大鼠
7AV.$
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基因$

AF,2H,:

HKKF++#",,"&>C

,

%'$'0-&$

%克隆至上述慢病毒载体中#使其

位于清蛋白启动子下游+将此慢病毒颗粒包装入质粒
R
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R

.
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#应用脂质体
1%%%

转染入
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细胞#应用实时定量

7V=

证实功能性病毒滴度后#以亲和色谱浓缩*纯化上述慢病

毒颗粒+

B&C&C

!

大鼠慢病毒过表达载体转染及肝缺血再灌注模型建

立
!

将
1g$%

-
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的
7AV.$
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慢病毒或空载体慢病毒重悬入
$
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培养基#并经尾静脉注射+

1

周后#麻醉大

鼠#开腹#以无损伤血管夹阻断供应肝中叶及肝左叶的肝动脉

和门静脉血流
(%<#,

#然后开放血管夹恢复血供#建立肝缺血

再灌注损伤模型$模型组%

&

0

'

+以不阻断肝血供的假手术模型

$假手术组%作为对照+动物实验经陆军军医大学动物实验伦

理委员会批准+

B&C&D

!

蛋白免疫印迹$

dF+GFO,PL"G

%

!

肝血供恢复后
$1I

处

死大鼠#取
$

9

肝组织匀浆后#加入蛋白裂解液提取总蛋白+

煮沸变性后按
'%

"

9

"孔上样#经
$%\

十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯

酰胺凝胶电泳$

636.7?A4

%后转移至聚偏氟乙烯$

7c38

%膜#

以
5\

脱脂奶粉封闭
)%<#,

#加入
7AV.$

%

一抗$

$Y$%%%
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0^

孵育过夜#二抗室温孵育
$I

后#

4VW

发光#曝光显影+

B&C&E
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肝活性氧检测
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将
$
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肝组织匀浆后应用清洁液漂

洗#再以
'%%O

"

<#,

离心
5<#,

+将组织沉淀依据试剂盒说明

书处理后#用荧光分光光度计检测活性氧水平+

B&C&H
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肝
?@7

检测
!

将
1%<

9

肝组织用组织裂解液裂解后#

以
$1%%%O

"

<#,

离心
$%<#,

#收集上清液+上清液依据试剂盒

说明书处理后#用荧光分光光度计检测
?@7

水平+

B&C&I

!
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活 性 检 测
!

大 鼠 处 死 后#收 集 血 液#以

'%%%O

"

<#,

离心
$%<#,

获取血清#血清依据试剂盒说明书处

理后#用酶标仪检测
?W@

活性+

B&D

!

统计学处理
!

采用
6766$$&%

统计软件进行分析#计量

资料以
2]<

表示#两组间差异比较采用
8

检验#以
!

$
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为

差异有统计学意义+
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!

结
!!

果

C&B

!

肝
7AV.$

%

表达与缺血再灌注损伤
!

dF+GFO,PL"G

检测

显示#肝脏缺血再灌注
$1I

后#模型组
7AV.$

%

表达水平较正

常肝脏$未手术组%及假手术组肝脏明显降低$图
$

%+同时模

型组肝脏活性氧水平较假手术组及未手术组显著升高#而

?@7

产生明显减少#

?W@

活性也显著上升$均
!

$

%&%5

%#见图

1

+

!!
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dF+GFO,PL"G
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!定量分析图)

H

!
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#与模型组比较

图
$

!!

各组大鼠肝脏
7AV.$

%

的表达比较

!!

?

!肝活性氧)

2

!肝
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V
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#与模型组比较+

图
1

!!

各组大鼠肝功能性损伤检测结果比较

C&C

!

7AV.$

%

慢病毒过表达载体转染保护缺血再灌注肝
7AV.

$

%

表达
!

于术前
1

周#经尾静脉注射转染含清蛋白启动子的

7AV.$

%

慢病毒过表达载体#

1

周后行缺血再灌注手术#恢复再

灌注
$1I

后#转染组缺血再灌注肝脏
7AV.$

%

表达水平较未转

染组及转染空载体组显著升高#见图
'

+

C&D

!

保护肝
7AV.$

%

表达减轻缺血再灌注损伤
!

经转染含清

蛋白启动子的
7AV.$

%

慢病毒过表达载体#保护肝脏
7AV.$

%

表达后#缺血再灌注肝活性氧水平较未转染组及空载体组显著

降低#而
?@7

产生明显增加#

?W@

活性也显著下降$均
!

$

%&%5

%#见图
0

+

!!
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dF+GFO,PL"G

)

2

!定量分析图)

H

!
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#与转染组比较+

图
'

!!

各组大鼠肝
7AV.$

%

水平比较
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!肝活性氧)
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#与转染组比较+

图
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肝
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表达对肝缺血再灌注损伤的影响
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肝缺血再灌注损伤造成的肝功能异常显著增加肝移植术

患者*肝切除术患者及肝创伤患者的病死率&

$.1

#

5

'

+防止缺血

再灌注损伤是防止肝脏术后肝功能异常#改善患者生存率的重

要策略+肝细胞线粒体形态*功能损伤是肝缺血再灌注损伤的

主要超微病理特征&

).-

'

+近来研究发现
7AV.$

%

是热源性的转

录共激活因子#通过调节线粒体的形态和呼吸功能而参与细胞

能量代谢#

7AV.$

%

的表达缺失将导致生理刺激产生的
?@7

减

少&

/.(

'

+因此探讨
7AV.$

%

在缺血再灌注损伤中的作用#对于

开发防治缺血再灌注损伤策略具有重要意义+

本研究发现#肝缺血再灌注后#肝脏
7AV.$

%

表达明显降

低#而肝脏活性氧水平显著升高#

?@7

产生减少#提示
7AV.$

%

表达与缺血再灌注后肝细胞线粒体功能障碍显著相关+有研

究表明#肝缺血再灌注后#

7AV.$

%

低表达可造成肝细胞活性氧

水平显著增加#而活性氧对线粒体的能量代谢呼吸链具有显著

损伤*破坏及毒性作用#进而导致线粒体肿胀#

?@7

能量产生

障碍#最终使得肝细胞死亡&

'
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+肝细胞死亡使得肝酶释放入

血#进而造成
?W@

等活性增加#提示肝功能损害+因此#

7AV.
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的表达与肝细胞线粒体损伤和肝功能损害呈负相关+而转

染含清蛋白启动子的
7AV.$

%

慢病毒过表达载体#可使
7AV.

$

%

在清蛋白启动子调控下在缺血再灌注后的肝脏特异性表

达+当
7AV.$

%

表达逆转后#肝脏
?@7

的产生明显增加#活性

氧水平显著下降#

?V@

活性降低#提示
7AV.$

%

的表达对于肝

缺血再灌注损伤具有显著保护作用+

本研究提示
7AV.$

%

可能是肝缺血再灌注损伤的重要调

节因子+罗格列酮作为过氧化物酶体增殖物受体
&

激动剂#可

促进
7AV.$

%

表达而减轻肝缺血再灌注损伤+因此#研发新的

7AV.$

%

表达诱导剂#有助于更有效防治缺血再灌注损伤+同

时研究发现#

7AV.$

%

对线粒体形态功能的保护调节作用#依赖

于下游线粒体融合蛋白
CJ,1

的表达#

7AV.$

%

通过调节
CJ,1

表达减轻线粒体形态功能损伤&

'

'

#因此#研发
7AV.$

%

"

CJ,1

通

路激活剂#可能是防治肝缺血再灌注损伤的又一新策略+
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