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　　摘要：目的　探讨大鼠肝缺血再灌注损伤早期肝内载脂蛋白 ＭｍＲＮＡ（ａｐｏＭｍＲＮＡ）及血浆 ａｐｏＭ
的表达。方法　建立大鼠肝脏缺血再灌注损伤模型。健康雄性 ＳＤ大鼠 ４０只随机分成 ５组，每组 ８

只：假手术组（对照组）；ＩＲ１组（灌注 ０．５ｈ）；ＩＲ２组（灌注 １．０ｈ）；ＩＲ３组（灌注 ２．０ｈ）；ＩＲ４组（灌注

３．０ｈ）。缺血再灌注组的缺血时间统一为 １．０ｈ。检测血浆谷丙转氨酶水平（ＡＬＴ）、肝组织病理变

化、血浆 ａｐｏＭ蛋白及肝组织 ａｐｏＭｍＲＮＡ。结果　血浆 ＡＬＴ的水平随着灌注时间的延长而升高，肝组

织损伤随着灌注时间的延长而逐渐加重。肝组织 ａｐｏＭｍＲＮＡ的表达则先有一过性下降（灌注 ０．５ｈ

组），此后随着灌注时间的延长其表达明显增强。血浆 ａｐｏＭ蛋白有相同的变化趋势，但其表达在灌

注 ２．０ｈ才有上升。结论　在肝缺血再灌注损伤过程中，肝脏 ａｐｏＭｍＲＮＡ的表达和血浆蛋白水平有

迅速、明显的变化，提示 ａｐｏＭ可能具有急性时相反应蛋白的特性。
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　　人类载脂蛋白 Ｍ（ａｐｏＭ）由 Ｘｕ和 Ｄａｈｌｂａｃｋ［１］于
１９９９年从富甘油三酯脂蛋白（ＴＧＲＬＰ）中分离出
来。组织学检测发现 ａｐｏＭ主要在肝脏和肾脏中表
达，这表明 ａｐｏＭ有高度的器官特异性，同时也强烈
地提示其生理功能肯定与肝肾相关［２，３］。Ｘｕ［４］报
道转化生 长 因 子 β（ＴＧＦβ）和肝细胞生长因子
（ＨＧＦ）明显抑制 ＨｅｐＧ２细胞中 ａｐｏＭ 的表达，同时
血小板活化因子（ＰＡＦ）可以刺激细胞 ａｐｏＭｍＲＮＡ
的转录和 ａｐｏＭ蛋白的表达。近来发现 ｌｅｐｔｉｎ和 ｌｅｐ
ｔｉｎ受体是 ａｐｏＭ 合成的基础［５］。不 过，迄今为止
ａｐｏＭ在体内的生理功能并不清楚。本研究通过大
鼠肝缺血再灌注模型，观察了缺血再灌注对 ａｐｏＭ
表达的影响。

１　材料和方法

１．１　动物模型
雄性 ＳＤ大鼠（购自上海中科院实验动物中心）

２００～２５０ｇ，术前禁食 １４ｈ，不禁水。参照以前的
文献［６］建立肝脏缺血再灌注模型：钝性游离进入肝

左叶、尾状叶的门静脉、肝动脉和胆管，以无损伤小

血管夹夹闭 ６０ｍｉｎ后松开，再灌注 ０．５～３．０ｈ。
１．２　实验设计

４０只 ＳＤ大鼠随机分成 ５组，每组 ８只：（１）对
照组，进腹后仅分离肝十二指肠韧带，不阻断血流；

（２）ＩＲ１组，肝脏缺血 ６０ｍｉｎ，随后再灌注 ３０ｍｉｎ；
（３）ＩＲ２组，肝脏缺血 ６０ｍｉｎ，再灌注 ６０ｍｉｎ；（４）
ＩＲ３组，肝脏缺血 ６０ｍｉｎ，再灌注 １２０ｍｉｎ；（５）ＩＲ４
组，肝脏缺血 ６０ｍｉｎ，再灌注 １８０ｍｉｎ。各组在相应
的灌注时间结束后立即活杀大鼠，自肝下下腔静脉

采血 ４ｍＬ，送检血谷丙转氨酶（ＡＬＴ）、ａｐｏＭ 蛋白，
同时在肝左叶同一部位取下 ０．５ｃｍ×０．５ｃｍ大小
肝组织作病理切片和 ＰＣＲ检测。

１．３　检测项目及方法
１．３．１　ＡＬＴ的检测　采用全自动生化分析仪按标
准步骤检测。

１．３．２　组织学检查　４％福尔马林固定肝组织，
石蜡包埋后切成 ４ｍｍ厚的切片，按标准步骤行苏
木素 －伊红染色。
１．３．３　血浆 ａｐｏＭ 蛋白的测定［５］　采用 Ｄｏｔｂｌｏｔ
ｔｉｎｇ法：室温融化冰冻血浆，取 ３ｍＬ点样于 ｈｙｂｏｎｄｃ
膜（ＡｍｓｈａｍＬｉｆｅｓｃｉｅｎｃｅ公司），室温下干燥，以含 ＢＳＡ
及 Ｔｗｅｅｎ的 ＴＢＳ（ＴＢＳ∶ＢＳＡ∶Ｔｗｅｅｎ２０＝１００∶３∶４）
４℃封闭膜过夜，加入兔抗人 ａｐｏＭ多克隆抗体（瑞
典隆德大学临床化学部，ＴＢＳ∶一抗 ＝５００∶１），室
温 ２ｈ后，ＴＢＳ洗膜 ４次，每次 １０ｍｉｎ，加入碱性磷酸
酶标记的羊抗兔的二抗（ＤＡＫＯ公司，ＴＢＳ∶二抗 ＝
２０００∶１）室 温 ２ｈ后，依 次 以 ＴＢＳ，ＴＢＳ＋２％
Ｔｗｅｅｎ２０，ＴＢＳ＋２％Ｔｗｅｅｎ２０，ＴＢＳ洗膜，每次 １０ｍｉｎ，
加入显色剂 ＮＣＢＴ／ＢＣＩＰ显色，以凝胶成像仪及 Ｐｒｏ
ｔｅｉｎｑｕａｎｔｉｔｙＩ软件分析（ＢＩＯＲＡＤ公司）。
１．３．４　实时（Ｒｅａｌｔｉｍｅ）ＲＴＰＣＲ　ａｐｏＭｍＲＮＡ的检
测参照笔者以前的方法［４］，探针和引物见表 １（上
海晶美生物技术有限公司）。βａｃｔｉｎ作内参照，
ＰＣＲ操作分两步：第一步是逆转录，在一个４０μＬ的
反应体系里完成 ，其中包括１ｍｇ寡核苷酸，１８．２μｇ
ＲＮＡ，４μＬ１０ｍＭｄＮＴＰ以及 ４００Ｕ逆转录酶 Ｒｅｖｅｒ
ｔＡｉｄＭＭｕＬＶ（瑞典荣德大学临床化学部实验室提
供）；第二步是实时 ＰＣＲ扩增，在一个 ２０μＬ的反
应体系里完成，内含 ２μＬｃＤＮＡ，２２．５ｐｍｏｌ前引物
和后引物，５ｐｍｏｌ探针，２μＬ１０ｍＭｄＮＴＰ和 １ＵＴａｇ
ＤＮＡ聚合酶。循环温度条件如下：９５℃ １ｍｉｎ激活
Ｔａｑ聚合酶，随后是 ４５个循环的 ＰＣＲ（９５℃ ５ｓ，
６０℃ １０ｓ，７２℃ １０ｓ），扩增样本均复管，所有 ＰＣＲ
均在 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ仪（Ｒｏｃｈｅ公司生产）上进行。

表 １　ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ的引物和探针

ａｐｏＭ βａｃｔｉｎ

　　前引物 ５′＞ＡＣＡＡＡＧＡＧＡＣＣＣＣＡＧＡＧＣＣＣ＜３′ ５′＞ＡＣＧＧＣＣＡＧＧＴＣＡＴＣＡＣＴＡＴＴＧ＜３′

　　后引物 ５′＞ＴＣＣＡＴＧＧＴＧＧＧＡＧＣＣＧ＜３′ ５′＞ＣＡＡＧＡＡＧＧＡＡＧＧＣＴＧＧＡＡＡＡＧＡ＜３′

　　探针 ５′＞ＡＣＣＴＧＧＧＣＣＴＧＴＧＧＴＡＣＴＴＴＡＴＴＧＣＴＧＧ＜３′ ５′＞ＣＡＡＣＧＡＧＣＧＧＴＴＣＣＧＡＴＧＣＣＣＴ＜３′

（ＭＯＤＩＦＹ：５′ＦＡＭ，３′ＴＡＭＲＡ） （ＭＯＤＩＦＹ：５′ＦＡＭ，３′ＴＡＭＲＡ）

　　长度（ｂｐ） ６６ ６６

２０５
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１．４　统计方法

采用 ＳＰＳＳ１０．０医学统计软件，ＡＬＴ用非参数

检验（ｗｉｌｃｏｘｏｎ检验），其余指标采用 ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ

检验和 ＮｅｗｍａｎＫｅｕｌｓ多重比较检验，Ｐ＜０．０５为有

统计学差异。

２　结　果

２．１　ＳＡＬＴ水平的变化

结果显示，灌注时间越长，ＡＬＴ水平越高（表

２）。统计分析发现各组数据方差不齐，故采用 ｗｉｌｃ

ｏｘｏｎ检验，各组的值用中位数表示。结果 ＩＲ１组和

ＩＲ２组 ＡＬＴ水平明显高于对照组（Ｐ ＜０．０５），而

ＩＲ３组和 ＩＲ４组明显高于 ＩＲ１，ＩＲ２组（Ｐ ＜０．０５）及

对照组（Ｐ＜０．０１）。

表 ２　肝脏缺血再灌注损伤中ＡＬＴ的变化

指标 对照组 ＩＲ１组 ＩＲ２组 ＩＲ３组 ＩＲ４组

灌注时间（ｈ）

ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ）

０

６９．６

０．５

２５１．２１）

１．０

３７７．０１）

２．０

４９１．８１），２），３）

３．０

６９８．７１），２），３）

　　　　注：１）与对照组相比Ｐ＜０．０５；２）与对照组相比Ｐ＜０．０１；３）与ＩＲ１组和ＩＲ２组相比Ｐ＜０．０５。

２．２　组织学检查

肝脏病理切片提示缺血再灌注后，光镜下可见

肝血窦和中央静脉瘀血，内皮细胞及肝细胞水肿变

性，这些变化随着灌注时间的延长而逐渐加重，至

灌注 ３ｈ后可见弥漫性肝细胞水肿变性及明显的肝

细胞坏死。而对照组未见有上述病理变化。

２．３　血浆 ａｐｏＭ 蛋白水平

血浆 ａｐｏＭ蛋白水平在灌注初期轻度下降，至灌

注 １ｈ时与对照组相比下降明显（Ｐ ＜０．０１），灌注

２ｈ后开始上升，到灌注 ３ｈ时其水平已明显高于对

照组（Ｐ＜０．０５）（表 ３）。因此，ａｐｏＭ蛋白在肝缺

血再灌注损伤早期的变化是先降后升，而肝脏病理

切片提示肝损伤随着灌注时间的延长而逐步加重，

表明 ａｐｏＭ蛋白的变化与肝损伤的程度并不呈正相

关。

表 ３　肝缺血再灌注损伤时各组血浆ａｐｏＭ蛋白水平

指标 对照组 ＩＲ１组 ＩＲ２组 ＩＲ３组 ＩＲ４组

灌注时间（ｈ）

ａｐｏＭ蛋白

０

２．１２２±．１８５

０．５

１．５７６±０．４２８

１．０

１．４２１±０．１２１１）
２．０

１．８３５±０．３７７

３．０

２．６０４±０．１４９２）

　　　　注：与对照组相比１）Ｐ＜０．０５；２）Ｐ＜０．０１

２．４　肝组织 ａｐｏＭｍＲＮＡ的表达

肝组织 ａｐｏＭｍＲＮＡ的表达与血浆 ａｐｏＭ 蛋白水

平的变化略有不同，在灌注 ０．５ｈ时，其水平较对照

组有所下降，但它在灌注 １．０ｈ时即已开始上升，在

灌注 ３ｈ时已明显高于 ＩＲ１（Ｐ＜０．０１）和 ＩＲ２组（Ｐ

＜０．０５），但与对照组相比 尚无 明显 差异 （Ｐ ＞

０．０５）（表 ４）。

表 ４　肝缺血再灌注损伤时各组肝组织ａｐｏＭｍＲＮＡ的表达

组别

指标
对照组 ＩＲ１组 ＩＲ２组 ＩＲ３组 ＩＲ４组

灌注时间（ｈ）

ａｐｏＭｍＲＮＡ

０

０．９９５±０．１３８

０．５

０．８２４±０．１２４

１．０

０．８７２±０．１２５

２．０

１．４０３±０．１２２

３．０

１．６４５±０．６１１１），２），３）

　　　　注：１）与ＩＲ１组相比Ｐ＜０．０５；２）与ＩＲ２组相比Ｐ＜０．０１；３）与对照组比较，Ｐ＞０．０５

３０５
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３　讨　论

在急性炎症和损伤过程中，血浆中许多蛋白的

浓度会发生改变，如 Ｃ反应蛋白、脂蛋白（α）和

α１－酸化糖蛋白等，称之为急性时相反应蛋白（ａ
ｃｕｔｅｐｈａｓｅｒｅａｃｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＰＰ）［７］。目前对这些蛋

白生理功能的了解并不十分明确。肝脏缺血再灌

注损伤可以引起全身性的炎症反应，也可以在损

伤部位出现局部的炎症应答，通常过度的炎症应

答被认为是再灌注损伤的关键［８，９］，因此，有多种

ＡＰＰ参与该过程。
ａｐｏＭ 是一种新型的人体脂蛋白，它主要在肝

脏和肾脏中表达，而且以往的研究表明一些细胞

因子如 ＰＡＦ，ＴＧＦ，ＥＧＦ和 ＨＧＦ能调节其在肝脏中
的表达。因此，肝脏缺血再灌注损伤可能会影响

ａｐｏＭ在肝脏中的表达，并导致其血浆浓度的改变。
本研究发现随着再灌注时间的延长，ＡＬＴ水平

越来越高，病理切片也提示肝损伤越来越重。但

是，血浆 ａｐｏＭ蛋白的表达与肝损伤的趋势并不一
致，ａｐｏＭ蛋白在灌注 ０．５ｈ和 １ｈ时呈下降趋势，
此后开 始 逐 渐 上 升，在 灌 注 ３ｈ时 超 过 对 照 组。
ａｐｏＭ蛋白这种先降后升的变化趋势显然有别于 Ｃ
反应蛋 白 和 脂 蛋 白 （α），后 两 者 为 典 型 的 阳 性
ＡＰＰ，在炎症和损伤的急性期呈持续上升趋势［１０］。
笔者推测灌注早期血浆 ａｐｏＭ蛋白的下降有两种可
能：（１）该蛋白的半衰期较短，缺血再灌注损伤过
程中肝脏的合成功能下降，同时血浆中的 ａｐｏＭ蛋
白大量降解，但目前尚无资料提到 ａｐｏＭ蛋白的半
衰期；（２）血流开放以后，ａｐｏＭ蛋白大量沉积至肝
脏，导致血浆中的含量减少。这种减少的确切机

制还有待于进一步研究。随后 ａｐｏＭ蛋白的增加则
是 ａｐｏＭｍＲＮＡ表达的上调，促进机体合成更多的
ａｐｏＭ 蛋白所致。显然，在缺血再灌注损伤早期，
ａｐｏＭ 有迅速而明显的变化，据此，笔者认为 ａｐｏＭ
具有急性时相反应蛋白的特征。

ＡＰＰ在肝内的合成和释放由炎症介质来调节，
这些炎症介质包括 ＩＬ６和 ＩＬ１型细胞因子，以及
糖皮质激素和生长因子，其中细胞因子主要刺激

ＡＰＰ基因的表达，它与肝细胞表面特异性受体结
合后，通过信号转导在转录水平上调节 ＡＰＰ基因
的表达［１１～１３］。本研究表明肝脏 ａｐｏＭｍＲＮＡ的表达
模式也是先降后升，但其上升的时间要早于 ａｐｏＭ
蛋白，显然蛋白的合成相对滞后于 ｍＲＮＡ的上调。
肝缺血再灌注损伤后，可以产生大量的炎症介质

如 ＴＮＦα，ＩＬ１α，ＴＧＦβ和 ＰＡＦ［１４，１５］。研 究表 明
ＴＧＦβ和 ＰＡＦ可以影响 ＨｅｐＧ２细胞 ａｐｏＭｍＲＮＡ的
转录和 ａｐｏＭ蛋白的表达，且与浓度相关。但在本
研究中，类似作用尚不明确。

综上所述，肝缺血再灌注损伤过程早期，ａｐｏＭ
有明显的变化，表明其具有急性时相反应蛋白的

特征。导致 ａｐｏＭｍＲＮＡ上调的机制、ａｐｏＭ 蛋白在
整个缺血再灌注损伤过程中的变化趋势以及相应

的生理学意义有待于进一步研究。
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