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［摘要］　目的：研究ＰＩ３ＫＡｋｔ信号转导系统成员Ａｋｔ１、Ｂａｄ在大鼠肝缺血再灌注（ＩＲ）后的激活规律，探讨该通路在ＩＲ损伤

中的作用。方法：将６０只ＳＤ雄性大鼠随机分成４组：空白对照组（Ｓｈａｍ）、缺血再灌注组（ＩＲ）、溶剂对照组（ＤＭＳＯ）、阻断剂

组（ＬＹ），于复灌０、０．５、１、２、４ｈ各不同时间点取材，应用免疫组化和免疫印迹法测定肝组织中 Ａｋｔ１、ｐＡｋｔ１等信号蛋白的表

达；ＨＥ染色观察肝组织显微结构；同时测定血清肝功酶水平。结果：ＩＲ组大鼠在各复灌时间点上都显示明显肝细胞损伤，

并随复灌时间延长加重；肝细胞胞质内有ｐＡｋｔ１（Ｔｈｒ３０８）表达，并在复灌０．５ｈ达到高峰。应用 ＰＩ３Ｋ 特异性阻断剂

ＬＹ２９４００２后，大鼠ｐＡｋｔ１（Ｔｈｒ３０８）表达在复灌０．５ｈ较ＩＲ组明显减少（Ｐ＜０．０１），但血清肝功酶指标在复灌４ｈ才明显升

高（Ｐ＜０．０１）；同时，ＬＹ２９４００２使Ａｋｔ１下游底物Ｂａｄ（Ｓｅｒ１３６）磷酸化水平降低、细胞损伤加重。结论：在缺血再灌注过程中

ＰＩ３ＫＡｋｔ信号转导通路的激活对肝脏起到了一定的保护作用。
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　　肝缺血再灌注（ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＩＲ）损伤是肝脏外

科常见的病理生理过程。以往的研究显示，多种信号通路参

与或介导了ＩＲ对肝细胞的损伤过程。而ＰＩ３ＫＡｋｔ作为一

个独立于其他信号转导通路的全新信号系统，被认为与细胞

存活直接相关［１］。该信号系统家族成员 Ａｋｔ作为该通路中

的核心分子，在抗凋亡、促进细胞存活的过程中是一个重要

的媒介［２］。本研究通过大鼠肝ＩＲ模型观察ＩＲ对肝细胞中

ＰＩ３ＫＡｋｔ信号系统部分成员磷酸化的影响，旨在探讨该信

号转导通路在大鼠肝脏ＩＲ过程中的作用。

１　材料和方法

１．１　动物分组　清洁级雄性ＳＤ大鼠６０只，体质量２５０～

２８０ｇ，由徐州医学院实验动物中心提供。将大鼠随机分成

空白对照组（Ｓｈａｍ，ｎ＝６）、ＩＲ组、溶剂二甲亚砜（ＤＭＳＯ）对

照组、阻断剂组（ＬＹ）４组，其中，ＩＲ组按复灌时间０、０．５、１、

２、４ｈ再分为５个亚组；ＤＭＳＯ、ＬＹ组选择复灌０．５、４ｈ分为

２个亚组，每个亚组ｎ＝６。大鼠术前禁食１２ｈ，自由饮水。

采用Ｏｈｍｏｒｉ法［３］制备大鼠肝ＩＲ模型。ＬＹ组和ＤＭＳＯ组

分别于缺血前３０ｍｉｎ经阴茎背静脉注射溶解于 ＤＭＳＯ的

ＬＹ２９４００２（１．５ｍｇ／ｋｇ）及相应体积的ＤＭＳＯ。

１．２　肝功能测定　于不同复灌时间点取下腔静脉血２ｍｌ
存于事先分装有肝素的 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，离心取上清置

－２０℃冰箱保存，用日本 ＯｌｙｍｐｕｓＡＵ１０００型全自动生化分

析仪同批检测血清天冬氨酸转氨酶（ＡＳＴ）、丙氨酸转氨酶

（ＡＬＴ）、乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）水平。

１．３　免疫印迹　于预定时间点快速切除肝左外叶，用锐利

刀片切取肝组织块（小于１ｃｍ×１ｃｍ），以下操作均在冰水浴

中进行：匀浆，４℃下８００×ｇ离心１５ｍｉｎ，小心移取上清液。
以牛血清白蛋白（ＢＳＡ，ｆｒａｃｔｉｏｎⅤ）为标准蛋白，用比色法测

定蛋白含量。取等量蛋白样品经ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳

（ＳＤＳＰＡＧＥ）分离后，转膜，３％ ＢＳＡ 封闭，加入一抗，４℃过

夜。洗膜后加入羊抗兔ＩｇＧＡＰ（二抗），３７℃反应２ｈ，洗膜。

以ＮＢＴ／ＢＣＩＰ显色，水洗终止反应。以ＩｍａｇｅＪ分析软件

（Ｖｅｒｓｉｏｎ１．３０ｖ；ＷａｙｎｅＲａｓｂａｎｄ，ＮＩＨ，ＵＳＡ）进行半定量分

析处理。

１．４　免疫组化　如上切取小块肝组织，置于４％复合甲醛中

固定。石蜡包埋切片，常规二甲苯脱蜡，梯度乙醇水化，先用

０．３％ Ｈ２Ｏ２室温作用６～８ｍｉｎ，消除内源性辣根过氧化物酶

活性，后浸入配制好的柠檬酸／柠檬酸钠中，９５℃水浴１５

ｍｉｎ。ＰＢＳ洗后用血清封闭，室温１ｈ后ＰＢＳ洗３次，上一抗

置于４℃４８～７２ｈ。然后吸去一抗，ＰＢＳ洗３次，以后的操作

按ＶｅｃｔＡＢＣ试剂盒进行，镜检。

１．５　ＨＥ染色　各组大鼠肝组织标本均作常规 ＨＥ染色，

光镜下观察病理变化。

１．６　统计学处理　所有数据以珚ｘ±ｓ表示。采用Ｓｉｇｍａ
ＳＴＡＴ３．２统计软件包进行单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），多

个实验组与１个对照组比较用最小显著差法（ＬＳＤ），实验组

之间比较采用ｑ检验（Ｎｅｗｍａｎｋｅｕｌｓｔｅｓｔ）。

２　结　果

２．１　血清肝功酶指标的变化　与Ｓｈａｍ组比较，ＩＲ组大鼠
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血清ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＬＤＨ 水平随复灌时间延长而升高（Ｐ＜
０．０１）。与ＩＲ组比较，ＬＹ组大鼠的血清肝功酶指标在复灌

０．５ｈ无显著性差异，但在复灌４ｈ则显著升高（Ｐ＜０．０１，表

１）。

表１　各组血清肝功酶的变化
［ｎ＝６，珚ｘ±ｓ，ｚＢ／（Ｕ·Ｌ－１）］

组别 丙氨酸转氨酶 天冬氨酸酶 乳酸脱氢酶

空白对照组 ４９．００±１１．６９ １４１．００±２３．１２ １８３．００±３２．１５
肝缺血再灌注组

　　０ｈ ２６８．７５±４０．４３ ４８５．２５±７５．６５ ８８４．６３±１２６．３８

　　０．５ｈ ２７９．２５±４３．９９ ６７４．２５±９６．６５ １２６８．５７±１７６．６５

　　１ｈ ５１３．７５±８６．５４ ８２４．６５±１１４．００ １６６３．４８±１９８．２４

　　２ｈ ７８９．２５±１０８．５６ １２６４．５４±１７３．４２ ２５６４．２４±３１９．２６

　　４ｈ １１９１．００±１３４．５５ １５０４．５２±１８７．７４ ３２１８．２５±３６７．７４

二甲亚砜对照组

　　０．５ｈ ２８２．５６±４５．２３ ７０１．６８±９８．４３ １２３１．８６±１６９．５１

　　４ｈ １１２１．３６±１４６．４３ １４８９．７２±１７６．９６ ３３０９．７５±３７４．１５

ＬＹ２９４００２阻断剂组

　　０．５ｈ ３５５．３９±４９．４８ ７８６．３６±１１５．１５ １４０３．６４±１８１．３５

　　４ｈ １９０４．３３±２１３．８５△△ ２５４６．６７±２４６．１３△△ ４１６２．３５±３２４．３６△△

　Ｐ＜０．０１与空白对照组比较；△△Ｐ＜０．０１与肝缺血再灌注４ｈ组比较

２．２　Ａｋｔ１磷酸化水平的变化　由表２可见，与Ｓｈａｍ组比

较，单纯缺血１ｈ后大鼠肝细胞质中 Ａｋｔ１（Ｔｈｒ３０８）磷酸化

水平降低，但ＩＲ组在复灌０．５、１、２ｈ磷酸化水平均增强

（Ｐ＜０．０１），并于０．５ｈ达到高峰，至复灌４ｈ基本降至Ｓｈａｍ
组水平（Ｐ＞０．０５）；但 Ａｋｔ１的表达没有变化。在复灌０．５ｈ

时，ＬＹ组大鼠肝细胞中的ｐＡｋｔ１（Ｔｈｒ３０８）表达较ＩＲ组明

显降低（Ｐ＜０．０１）；但在复灌４ｈ，其表达较ＩＲ组却无明显差

异（Ｐ＞０．０５）。免疫组化显示，ｐＡｋｔ１的表达主要位于肝小叶

汇管区附近的肝细胞质中（图１）。

表２　各组大鼠Ａｋｔ１和Ｂａｄ磷酸化水平的变化
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ）

组别 Ａｋｔ１ ｐＡｋｔ１ Ｂａｄ ｐＢａｄ

肝缺血再灌注组

　　０ｈ １．０８±０．０５ ０．８９±０．１２ １．０８±０．０８ ０．７７±０．０３

　　０．５ｈ １．１２±０．０７ １．９５±０．２２ １．０９±０．０９ ０．７９±０．０４

　　１ｈ １．１０±０．０５ １．４３±０．２１ １．０９±０．１０ １．０２±０．０６

　　２ｈ １．０４±０．０６ １．３６±０．２０ １．０７±０．０８ １．１０±０．０８

　　４ｈ １．０５±０．０４ １．１２±０．１５ １．００±０．０２ １．５７±０．１５

二甲亚砜对照组

　　０．５ｈ １．１４±０．０８ １．８７±０．３４ １．１０±０．０９ ０．８２±０．０４

　　４ｈ １．０９±０．０５ １．１５±０．１２ ０．９８±０．０３ １．５５±０．１４

ＬＹ２９４００２阻断剂组

　　０．５ｈ １．１５±０．０８ １．２６±０．１５△△ １．０４±０．１５ １．０１±０．０２

　　４ｈ １．０３±０．０３ １．０４±０．０９ １．０６±０．０５ １．１２±０．０８△△

　Ｐ＜０．０１与空白对照组比较；△△Ｐ＜０．０１与同时间点肝缺血再灌注组比较．各组表达量以Ｄ值与空白对照组Ｄ 值的比值表示

２．３　Ａｋｔ１下游底物的变化　由表２可见ＩＲ组在复灌２ｈ
后ｐＢａｄ（Ｓｅｒ１３６）蛋白开始表达，并呈现随复灌时间延长而

逐渐增强的趋势；与ＩＲ组比较，ＬＹ组大鼠肝组织中ｐＢａｄ
（Ｓｅｒ１３６）蛋白表达在复灌４ｈ有明显下降（Ｐ＜０．０１）；而总

Ｂａｄ的表达在各组之间并无差异（Ｐ＞０．０５）。

２．４　肝组织形态学改变　大鼠肝脏缺血后复灌０、０．５、１、２、

４ｈ，组织形态学可见明显的肝损伤，而且损伤程度随复灌时

间延长而加重。复灌４ｈ后，在ＩＲ组可见明显的细胞质空泡

形成、血窦扩张淤血，肝细胞萎缩，细胞索紊乱，部分肝细胞

坏死，核消失。ＬＹ组大鼠损伤更为严重，４ｈ时可见肝血窦

内淤血，近汇管区肝细胞可见大片凝固性坏死，部分细胞呈

核固缩表现（图２）。
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图１　肝缺血再灌注０．５ｈ组（Ａ）与ＬＹ２９４００２阻断剂

０．５ｈ组（Ｂ）大鼠肝组织中ｐＡｋｔ１（Ｔｈｒ３０８）的表达

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图２　肝缺血再灌注４ｈ组（Ａ）与ＬＹ２９４００２阻断剂

４ｈ组（Ｂ）大鼠肝组织ＨＥ染色结果

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

３　讨　论

　　本研究结果显示，大鼠肝脏经１ｈ缺血后分别复灌０、

０．５、１、２、４ｈ，从肝脏酶学指标到组织形态学均提示有明显的

肝脏损伤，而且损伤程度随复灌时间延长而加重，再次证实

了ＩＲ对肝细胞损伤的规律。同时本实验发现，ＩＲ组大鼠肝

组织中Ａｋｔ１在缺血１ｈ后即明显活化，并在复灌０．５ｈ迅速

达到高峰，其后随复灌时间延长磷酸化水平即开始下降。

　　在对Ａｋｔ１下游底物Ｂａｄ的检测中发现：ｐＢａｄ在复灌２

ｈ开始表达，复灌４ｈ进一步增加。显示ＩＲ中 Ａｋｔ１的磷酸

化相对比较短暂，也提示了Ａｋｔ１对ＩＲ损伤的调节主要是通

过对下游底物的调控而起作用的。这与 Ｈａｒａｄａ等［４］报道的

Ａｋｔ１于复灌９０～１８０ｍｉｎ后持续激活，并于１２０ｍｉｎ达到高

峰有所不同。

　　本研究还发现，与同时间点ＩＲ组大鼠比较，ＬＹ组大鼠

在应用阻断剂ＬＹ２９４００２后，肝细胞中ｐＡｋｔ１、ｐＢａｄ的表达

降低、肝功酶升高、肝细胞损害加重。由此可以推测，ＰＩ３Ｋ

Ａｋｔ信号通路系统在大鼠肝ＩＲ损伤种起到一定的调节作用。

其可能的调节机制为［５］：ＩＲ中产生的损伤刺激信号使ｐＢａｄ
去磷酸化并从１４３３蛋白中释放出来，游离的Ｂａｄ可与Ｂｃｌ

ＸＬ结合形成异二聚体，ＢｃｌＸＬ就丧失了维持线粒体外膜完整

的功能，从而引起细胞损伤。但与之同时，ＩＲ也刺激了某些

类生长因子信号的产生，首先通过细胞膜上的相关受体激活

ＰＩ３Ｋ，产生的带有磷酸根的多磷酸肌醇脂，后者随即使 Ａｋｔ１
的Ｔｈｒ３０８磷酸化并活化［６］。活化的ｐＡｋｔ１进一步使下游

底物中Ｂａｄ的Ｓｅｒ１３６磷酸化，后者继而被胞液中的１４３３
蛋白隔离并灭活。无活性的ｐＢａｄ解除了对Ｂｃｌ２、ＢｃｌＸＬ等

抗凋亡蛋白的结合，游离的ＢｃｌＸＬ则维持了细胞膜的完整

性，促进了细胞存活。

　　因此，我们推测在ＩＲ损伤中，肝细胞内同时存在损伤和

促存活两种力量的对抗，而该信号转导通路的激活显然对促

进细胞存活有重要的作用。如何有效利用这种机制，提高该

信号转导通路在促进肝细胞存活中的作用，将是减轻肝ＩＲ
损伤十分有效的途径之一。
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