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　　摘要：目的　研究趋化因子巨噬细胞炎性蛋白 －２（ＭＩＰ２）在肝缺血／再灌注损伤中（Ｉ／Ｒ）的作
用。方法　３２只大鼠随机分为 ４组，每组 ８只。即假手术（对照）组，部分肝脏缺血 ９０ｍｉｎ再灌注 ３，
９，２４ｈ组。用 ＲＴＰＣＲ法检测肝组织中 ＭＩＰ２的 ｍＲＮＡ表达，ＥＬＩＳＡ法测定血浆中 ＭＩＰ２蛋白表达，
萘酚 ＡＳＤ氯醋酸盐酯酶特染技术检测肝组织内中性粒细胞浸润，并测定丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）。结
果　缺血再灌注肝组织中 ＭＩＰ２ｍＲＮＡ表达高于非缺血肝组织（Ｐ＜０．０１），９ｈ组高于 ３ｈ组（Ｐ＜
０．０１），２４ｈ组高于 ９ｈ组（Ｐ＜０．０１）；ＭＩＰ２血浆蛋白表达、肝内中性粒细胞浸润、ＡＬＴ也与 ＭＩＰ２
ｍＲＮＡ呈一致性的变化。ＭＩＰ２ｍＲＮＡ表达、血浆 ＭＩＰ２蛋白水平与肝组织中性粒细胞浸润呈正相
关，（ｒ＝０．８８和 ０．８３，Ｐ＜０．０１）。结论　ＭＩＰ２在大鼠肝缺血／再灌注损伤中作为中性粒细胞的
趋化因子之一起着重要的上调作用。
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　第２期　　　　　 梁法生，等：趋化因子ＭＩＰ２在大鼠肝缺血／再灌注损伤后的表达

　　中性粒细胞在肝缺血／再灌注（Ｉ／Ｒ）损伤中起

重要作用。以往认为肿瘤坏死因子 －α（ＴＮＦα）是

中性粒细胞的趋化因子，但近年的研究证实它不能

直接作用于中性粒细胞，而是通过趋化因子起作

用。趋化因子巨噬细胞炎性蛋白 －２（ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｉｎ

ｆｌａｍｍａｔｏｒｙｐｒｏｔｅｉｎ２，ＭＩＰ２）对中性粒细胞具有趋化

作用［１］，本实验研究 ＭＩＰ２在肝 Ｉ／Ｒ后的表达，旨

在了解 ＭＩＰ２在肝 Ｉ／Ｒ损伤中是否起调节作用。

１　材料与方法

１．１　动物与分组

Ｗｉｓｔａｒ大鼠 ３２只，雄性，体重 ２００～３８０ｇ，随机

分为 ４组，每组 ８只，即假手术对照组及缺血再灌

注 ３，９，２４ｈ组，并将 Ｉ／Ｒ各组未行 Ｉ／Ｒ的肝脏作

为自身对照。

１．２　模型建立

动物用混合麻醉，即肌注氯胺酮 １００ｍｇ／ｋｇ，吸

入少量乙醚维持，由阴茎背静脉注入肝素 ２００Ｕ／

ｋｇ，切开腹部，将供应肝中叶、左叶、左外侧叶的肝

动脉、门静脉、胆管用微血管夹阻断，而不阻断供应

肝右叶、右外侧叶及尾状叶的动、静脉及胆管。待

肝叶缺血达 ９０ｍｉｎ后再次开腹移去血管夹后关腹，

并给予乳酸林格液 ２０ｍｌ／ｋｇ，以补充液体的丢失，

假手术组术前肝素化，未结扎血管，余操作相同；于

再灌注 ３，９，２４ｈ分别处死动物取血及肝组织标

本。

１．３　观察指标和方法

１．３．１　血浆 ＭＩＰ２蛋白表达　用酶联免疫吸附试

验 （ＥＬＩＳＡ）法（试剂盒采用 ＢｉｏｓｏｕｒｃｅＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＩｍ

ｍｕｎｏａｓｓａｙＫｉｔＲａｔＭＩＰ２）

１．３．２　肝组织中 ＭＩＰ２ｍＲＮＡ表达　用逆转录 －

多聚酶联反应（ＲＴＰＣＲ）半定量法。ＭＩＰ２和 （

ａｔｉｎ引物由北京赛百盛生物工程公司合成，ＰＡＧＥ纯

化。采用异硫氰酸胍一步法提取 ＲＮＡ；引物序列：

ＭＩＰ２： Ｍ１ 下 游 引 物 ５′ＧＧＣＡＣＡＴＣＡＧＧ

ＴＡＣＧＡＴＣＣＡＧ３′；Ｍ２ 上 游 引 物 ５′ＡＣＣＣＴＧＣ

ＣＡＡＧＧＧＴＴＧＡＣＴＴＣ３′；扩增片段大小为 ２８７ｂｐ。β

ａｔｉｎ：Ｍ１ 下 游 引 物 ５′ＣＴＣＡＴＡＧＡＴＧＧＧＣＡＣＡＧＴＧＴＧ

３′；Ｍ２ 上 游 引 物 ５′ＡＡＣＣＧＧＴＣＣＧＣＣＡＴＧＴＧＣＡＡＧ

３′；扩增片段大小为 ４７１ｂｐ。

逆转录完成后用 ＰＣＲ扩增，条件为 ９４℃ １ｍｉｎ，

７２℃ １ｍｉｎ，５５℃ １ｍｉｎ，２９个循环最后延伸５ｍｉｎ，

将 ＰＣＲ产物行 ２％琼脂糖凝胶电泳，ＥＢ染色后照

相，将照相底片在 ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒＶＤＳ（一次成像摄录

系统）行密度测定，ＭＩＰ２的值用其扫描密度值与

βａｔｉｎ扫描密度值之比来表示。

１．３．３　肝组织的中性粒细胞浸润　采用萘酚 ＡＳ

Ｄ氯醋酸盐酯酶技术（试剂盒采用 Ｓｉｇｍａ公司，表示

方法为 ＰＭＮ′ｓ／５０ＨＰＦ）。

１．３．４　血清丙氨酶转氨酶测定　采用日立全自

动生化仪检测。

１．４　统计学处理

所有数据以 ｘ±ｓ表示，自身对照用 ｔ检验；多

组比较用方差分析 Ｆ检验，并行直线相关分析。统

计软件为 ＳＰＳＳ。

２　结　果

２．１　血浆 ＭＩＰ２蛋白表达

缺血再灌注 ３ｈ后 ＭＩＰ２开始明显升高，９ｈ组

是 ３ｈ组的 １．４７倍，２４ｈ组是 ３ｈ组的 ２．６９倍

（附表）。

２．２　肝组织中 ＭＩＰ２ｍＲＮＡ表达

缺血再灌注 ３ｈ缺血组 ＭＩＰ２ｍＲＮＡ开始升高，

９ｈ和 ２４ｈ组继续升高；缺血组明显高于非缺血组

（附表）。

２．３　肝组织的中性粒细胞浸润

缺血再灌注 ３ｈ缺血组中性粒细胞是非缺血组

的 ２．４倍，９ｈ和 ２４ｈ组继续升高，２４ｈ缺血组是

３ｈ缺血组的 ３．８倍（附表）。

２．４　ＡＬＴ测定

假手术组及 ３，９，２４ｈ组 ＡＬＴ值分别为（１３６．１３

±１４．６２），（２６１６．３７±２６２．３８），（３５６７．３７±

２７８．５２）和（４６３２．１３±９４．５５）Ｕ／Ｌ。３ｈ组高于对

照组（Ｐ＜０．０１），９ｈ组高于 ３ｈ组（Ｐ＜０．０１），

２４ｈ组高于 ３，９ｈ组（Ｐ＜０．０１）。

２．５　缺血肝组织中 ＭＩＰ２ｍＲＮＡ表达与血浆 ＭＩＰ

蛋白表达的相关性

缺血肝组织中 ＭＩＰ２ｍＲＮＡ表达与血浆 ＭＩＰ蛋

白表达呈正相关（ｒ＝０．８３，Ｐ＜０．０１）；且二者分

别与中性粒细胞浸润呈正相关（分别为 ｒ＝０．８８，

０．８３，Ｐ＜０．０１）。

５０１



中国普通外科杂志　　　　　 　 　　　　　　　　　　　第１３卷

附表　肝组织中 ＭＩＰ２ｍＲＮＡ、中性粒细胞及血浆 ＭＩＰ２蛋白比较（ｘ±ｓ）

组别 大鼠数
ＭＩＰ２ｍＲＮＡ

缺血组织 非缺血组织

中性粒细胞（数／５０ＨＰＦ）

缺血组织 非缺血组织

血浆ＭＩＰ２

（ｐｇ／ｍｌ）

假手术 ８ ０．１９２±０．０２５ ０．１９１±０．０２４ １４．８７５±７．５６８ １４．８７５±７．５６７ ０．３２９±０．０８２

Ｉ／Ｒ３ｈ ８ ０．５９１±０．０７５１）４） ０．２１７±０．０３１ ７０．５００±３５．７５３１）４） ２９．６２５±１８．４０８１） ７８．９８６±０．４４５１）

Ｉ／Ｒ９ｈ ８ ０．８３６±０．０４７１）２）４） ０．２８６±０．０８０１） １０９．３７５±１７．７９２１）２）４） ３６．１２５±１３．８０９１） １１５．９３７±６．６７９１）２）

Ｉ／Ｒ２４ｈ ８ １．２７５±０．２２９１）２）３）４）０．２９４±０．０９１１） ２６９．８７５±１８．６９６１）２）３）４） ４７．８７５±１３．８５１１）２） ２１２．９１９±５５．４７４１）２）３）

　　注：１）与假手术组比较Ｐ＜０．０１；２）与３ｈ组比较Ｐ＜０．０１；３）与９ｈ组比较Ｐ＜０．０１；４）与非缺血组比较Ｐ＜０．０１

３　讨　论

肝的 Ｉ／Ｒ损伤分为两个阶段，再灌注 １～３ｈ时

为第一阶段，再灌注 ４～２４ｈ为后一阶段。早期阶

段主要是 Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞激活后释放氧自由基等介质，

后期则与肝内中性粒细胞浸润密切相关［２，３］。现认

为 ＴＮＦα是通过趋化因子诱导中性粒细胞的趋化。

趋化因子分为 α，β和 γ亚家族，除少数成员外，α
亚家族的成员是中性粒细胞的趋化因子，ＭＩＰ２是

其中一个成员，它主要由巨噬细胞、免疫细胞及非

免疫细胞产生［４］。

本研究结果显示，在大鼠缺血肝组织中 ＭＩＰ

２ｍＲＮＡ呈高的表达，高于非缺血组织。在 Ｉ／Ｒ各组

中 ＭＩＰ２ｍＲＮＡ均呈高表达，且随再灌注时间的延

长而增高（均 Ｐ ＜０．０１）。血浆 ＭＩＰ２的蛋白表达

也呈相似变化。肝组织中的中性粒细胞浸润在再

灌注损伤后期明显高于初期，且与 ＭＩＰ２的变化呈

正相关（Ｐ＜０．０１）；血清 ＡＬＴ在再灌注损伤后期

亦明显高于初期，说明 ＭＩＰ２在 Ｉ／Ｒ损伤中起重要

的上调作用。在 Ｌｅｎｔｓｃｈ［１］的研究中，小鼠肝 Ｉ／Ｒ损

伤肝组织中的 ＭＩＰ２ｍＲＮＡ表达升高，用 ＭＩＰ２抗

体预先处理后，显著地减轻了肝组织的损伤。Ｃｏｌｌｅ

ｔｔｉ等［４］证实了同类趋化因子 ＥＮＡ７８在大鼠 Ｉ／Ｒ

损伤中对中性粒细胞的趋化作用。本文的结果与

上述结果相符。关于 ＭＩＰ２使中性粒细胞趋化的机

制，有研究［５］认为 ＭＩＰ２可以增加黏合素在中性粒

细胞上的表达，因而增加了微血管内皮细胞和中性

粒细胞的相互作用。关于中性粒细胞对肝组织损

伤的机制可能有：（１）激活的中性粒细胞可以释放

氧自由基和蛋白酶以破坏组织；（２）激活的中性粒

细胞释放许多炎性介质，如细胞因子、花生四烯酸

等代谢产物和氧化反应物，上述介质直接嵌塞在微

血管；（３）正常的中性粒细胞必须变形才能通过组

织中的毛细血管，包括肝窦状隙，而激活后的中性

粒细胞减少了其变形的能力，增加了在毛细血管中

的堵塞；（４）激活的中性粒细胞增加了细胞表面黏

附分子的表达，因而增加了中性粒细胞 －内皮细胞

间的黏附［６］。

本研究显示，ＭＩＰ２在大鼠 Ｉ／Ｒ后的高表达，在

Ｉ／Ｒ损伤中起重要的上调作用。本研究可能为防治

肝 Ｉ／Ｒ损伤提供新的思路和方法。
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