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［摘要］　目的：观察血管紧张素转换酶２（ＡＣＥ２）在大鼠移植肝中的表达及其与移植后保存性损伤（ＰＩ）的相关性，初步探讨

局部肾素血管紧张素系统（ＲＡＳ）在肝移植ＰＩ中的可能作用。方法：根据供体肝冷保存时间将移植大鼠分为冷保存（ＣＰ）组

及未进行冷保存（ＮＣＰ）组，未进行肝移植的假手术组作对照；组织学检查观察肝脏保存性损伤程度，实时定量ＲＴＰＣＲ、蛋白

质印迹、免疫组化法分别检测术后１、２４、４８ｈ肝组织ＡＣＥ２的ｍＲＮＡ、蛋白水平表达及其组织定位，哌莫硝唑免疫组化染色检

测组织缺氧程度。结果：肝移植后存在不同程度组织损伤，ＣＰ组更明显；与假手术组相比，肝移植组术后ＡＣＥ２ｍＲＮＡ及蛋

白水平均显著升高（Ｐ＜０．０１或Ｐ＜０．０５），且ＣＰ组明显高于ＮＣＰ组（Ｐ＜０．０５）；免疫组化染色显示移植组在肝静脉周围呈阳

性表达，染色阳性程度与ＡＣＥ２ｍＲＮＡ表达明显正相关（ｒ＝０．７８，Ｐ＜０．００１）。结论：ＡＣＥ２表达与冷保存导致的移植肝保

存性损伤的组织缺氧密切相关，局部ＲＡＳ可能参与了移植肝保存性损伤。

［关键词］　血管紧张素转换酶２；肝移植；器官保存；保存性损伤

［中图分类号］　Ｒ６５７．３　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２００９）０７０７５７０５

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ２ｉｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｄｕｒｉｎｇｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎｉｎｊｕｒｙｏｆｌｉｖｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｉｎｒａｔｓ

ＸＩＡＣｈｕｎｙａｎ１，ＬＩＵＨｕｉｍｉｎ１，ＬＩＬｉｎｇ２，ＳＨＩＸｉａｏｍｉｎ３，ＸＵＹｉ１，ＣＯＮＧＷｅｎｍｉｎｇ４

１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰａｔｈｏｌｏｇｙ，ＣｈａｎｇｚｈｅｎｇＨｏｓｐｉｔａｌ，ＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００００３，Ｃｈｉｎａ

２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ，ＳｃｈｏｏｌｏｆＰｈａｒｍａｃｙ，ＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００４３３

３．ＣｅｎｔｅｒｏｆＯｒｇａｎＴｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，ＣｈａｎｇｚｈｅｎｇＨｏｓｐｉｔａｌ，ＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００００３

４．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰａｔｈｏｌｏｇｙ，ＥａｓｔｅｒｎＨｅｐａｔｏｂｉｌｉａｒｙＨｏｓｐｉｔａｌ，ＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００４３８

［收稿日期］　２００９０３０５　　　　［接受日期］　２００９０４１７
［基金项目］　上海市卫生局科研课题基金（２００７０８１）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｓｅａｒｃｈＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＳｈａｎｇｈａｉＨｅａｌｔｈＢｕｒｅａｕ（２００７０８１）．
［作者简介］　夏春燕，博士，讲师、主治医师．Ｅｍａｉｌ：ｘｉａｃｙｓｑ＠ｙａｈｏｏ．ｃｎ
通讯作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２１８１８７５１９１，Ｅｍａｉｌ：ｗｍｃｏｎｇ＠ｓｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

［ＡＢＳＴＲＡＣＴ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｌｏｃａｌａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ２（ＡＣＥ２）ｉｎｒａｔｌｉｖｅｒａｎｄｉｔｓｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ
ｗｉｔｈｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎｉｎｊｕｒｙ（ＰＩ）ａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，ｓｏａｓｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｐｏｓｓｉｂｌｅｒｏｌｅｏｆｌｏｃａｌｒｅｎｉｎａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｓｙｓｔｅｍ（ＲＡＳ）ｉｎＰＩ

ｃａｕｓｅｄｂｙｔｈｅｃｏｌｄｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎｉｎｌｉｖｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：Ｔｈｅｄｏｎｏｒｌｉｖｅｒｇｒａｆｔｓｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｃｏｌｄｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ（ＣＰ）ａｎｄ

ｎｏｎｃｏｌｄｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ（ＮＣＰ）ｇｒｏｕｐｓ；ｗｅａｌｓｏｉｎｃｌｕｄｅｄａｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｗｉｔｈｏｕｔｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ．ＴｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆ

ＡＣＥ２ｉｎｔｈｅｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄｌｉｖｅｒｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｓｓａｙ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｌｏｃａｔｉｏｎｏｆ

ＡＣＥ２ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｐｉｍｏｎｉｄａｚｏｌｅｉｎｌｉｖｅｒｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ．Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｅｖａｌｕａｔｉｏｎｗａｓａｐｐｌｉｅｄｔｏ

ｖｅｒｉｆｙｔｈｅｅｘｔｅｎｔｏｆｌｉｖｅｒｄａｍａｇｅ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｉｎｊｕｒｉｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｇｒｅｅｓｅｘｉｓｔｅｄａｆｔｅｒｌｉｖｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ；ｔｈｅｉｎｊｕｒｙｗａｓｍｏｒｅ

ｏｂｖｉｏｕｓｉｎｔｈｅＣＰｇｒｏｕｐ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＣＥ２ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄａｆｔｅｒｌｉｖｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０５ｏｒＰ＜０．０１），ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅＣＰｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｔｈｅ

ＮＣＰｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｐｉｍｏｎｉｄａｚｏｌｅｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｐｏｓｉｔｉｖｅａｒｏｕｎｄｔｈｅｈｅｐａｔｉｃｖｅｉｎｓｉｎｔｈｅｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓ，ａｎｄｔｈｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆ

ｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＣＥ２ｍＲＮＡ（ｒ＝０．７８，Ｐ＜０．００１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＩｔｉｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔＡＣＥ２

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｓｃｌｏｓｅｌｙａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｉｓｓｕｅｈｙｐｏｘｉａｄｕｒｉｎｇｃｏｌｄｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄＰＩ，ａｎｄｌｏｃａｌＲＡＳｍａｙｐｌａｙａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｏｌｅｉｎＰＩ

ｄｕｒｉｎｇｌｉｖｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ．
［ＫＥＹＷＯＲＤＳ］　ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ２；ｌｉｖｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ；ｏｒｇａｎｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ；ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎｉｎｊｕｒｉｅｓ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００９，３０（７）：７５７７６１］



·７５８　　 · 第二军医大学学报　２００９年７月，第３０卷

　　移植肝保存性损伤（ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＰＩ）在
肝移植手术中普遍存在，这主要是由手术过程中的
冷保存引起，而之后的温缺血及再灌注等多个环节
又可加重ＰＩ。严重的ＰＩ可引起多种术后并发症，包
括早期肝失功、胆道损伤、排斥反应的发生率升高及
移植肝长期存活率下降等严重后果，是目前肝移植
领域亟待解决的问题。肾素血管紧张素系统（ｒｅ
ｎｉｎａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｓｙｓｔｅｍ，ＲＡＳ）是最重要的体循环调
节体系，其局部效应逐渐为人们所认识，其重要组分
血管紧张素转换酶（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ，

ＡＣＥ）及血管紧张素Ⅱ对某些脏器（心、脑、胰及肝
等）的局部血流有调节作用［１２］，并与局部组织的炎
症反应及细胞增殖等密切相关［３４］。

　　血管紧张素转换酶２（ＡＣＥ２）是 ＡＣＥ的同系
物［５６］，在ＲＡＳ系统中起负向调节作用［７１０］。ＡＣＥ２
主要分布于肾脏、心脏和睾丸的血管内皮及肠道，在
肝脏中仅微量分布［１１１２］，与组织缺氧密切相关［１３］。
缺血缺氧是肝移植 ＰＩ中发生的早期事件，提示

ＡＣＥ２可能与ＰＩ有关，但目前缺乏相关证据。因
此，本研究以肝移植大鼠为研究对象，通过延长冷保
存时间导致肝ＰＩ，检测移植后肝组织ＡＣＥ２的表达
情况，分析其与组织缺氧的相关性，初步探讨局部

ＲＡＳ系统在肝移植ＰＩ中的可能价值。

１　材料和方法

１．１　动物分组及处理　同基因型雄性Ｓｐｒａｇｕｅ
Ｄａｗｌｅｙ大鼠购自第二军医大学实验动物中心。供
体鼠体质量１５０～２００ｇ，受体鼠体质量１９０～２５０ｇ，
术前禁食１２～１５ｈ，供体采用氯胺酮１００ｍｇ／ｋｇ肌
内注射麻醉，受体术前３０ｍｉｎ肌内注射阿托品０．１
ｍｇ／ｋｇ，术中扣戴面罩乙醚吸入麻醉。大鼠随机分
为３组，包括：（１）冷保存（ｃｏｌｄｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，

ＣＰ）组（ｎ＝１５），供肝在４℃ ＵＷ 保存液内浸泡２４ｈ
后进行肝移植；（２）未进行冷保存（ｎｏｎｃｏｌｄｐｒｅｓｅｒ
ｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，ＮＣＰ）组（ｎ＝１５），供肝取下后，不进行
特别的冷保存，但因修肝及受体手术，供肝在４℃
ＵＷ 保存液内浸泡约１ｈ；（３）假手术组（ｎ＝１５），不
进行移植手术。ＣＰ、ＮＣＰ组大鼠按改良Ｋａｍａｄａ“二
袖套法”法进行原位肝移植。

１．２　样本的获取及处理　各实验组在术后１、２４、４８
ｈ各处死５只大鼠，取肝组织，部分保存在液氮罐内
备用，部分经甲醛溶液固定，常规石蜡包埋。为显示
肝细胞缺氧的状况，在动物处死前１ｈ，麻醉后开腹，
经髂腰静脉注入０．９％生理盐水盐酸化哌莫硝唑
（ｐｉｍｏｎｉｄａｚｏｌｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，Ｃｈｅｍｉｃｏｎ Ａｕｓｔｒａｌｉａ

Ｐｔｙ公司），剂量为８０ｍｇ／ｋｇ，之后继续给予麻醉，１
ｈ后放血处死大鼠，取肝标本。

１．３　实时定量ＲＴＰＣＲ检测基因的表达

１．３．１　总ＲＮＡ提取及ｃＤＮＡ合成　总ＲＮＡ来自
肝移植术后大鼠肝脏组织，按 ＴＲＩｚｏｌ试剂（Ｌｉｆｅ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司）说明提取。采用紫外分光光度
法测定ＲＮＡ浓度和纯度，计算样品总 ＲＮＡ浓度。
用１％琼脂糖凝胶电泳测定ＲＮＡ的完整性，根据总

ＲＮＡ合成ｃＤＮＡ。

１．３．２　引物设计　根据ＧｅｎＢａｎｋ中同源基因的序
列报道进行寡核苷酸引物设计合成，具体引物序列：

ＡＣＥ２（ＡＹ８８１２４４），正义链 ５′ＧＡＡ ＴＧＣ ＧＡＣ
ＣＡＴ ＣＡＡ ＧＣＧ３′，反 义 链 ５′ＣＡＡ ＧＣＣ ＣＡＧ
ＡＧＣ ＣＴＡ ＣＧＡ３′，扩 增 产 物 长 度 ２２８ ｂｐ；

βａｃｔｉｎ（Ｖ０１２１７）：正义链５′ＡＡＧ ＴＣＣＣＴＣＡＣＣ
ＣＴＣＣＣＡ ＡＡＡＧ３′，反义链５′ＡＡＧＣＡＡＴＧＣ
ＴＧＴＣＡＣＣＴＴＣＣＣ３′，扩增产物长度９７ｂｐ。

１．３．３　ＰＣＲ 反应　ＲＴＰＣＲ 分析根据 Ｑｕａｎｔｉ
ＴｅｃｔＴＭＳＹＢＲＲ○ ＧｒｅｅｎＰＣＲ（Ｑｉａｇｅｎ）试剂盒说明完
成。各引物的标准曲线都根据从样本中提取的ｍＲ
ＮＡ扩增所得的Ｃｔ值来绘制。相对 ＡＣＥ２的 ｍＲ
ＮＡ丰度值以２－ΔΔＣｔ表示：ΔＣｔ＝ Ｃｔ目的 －Ｃｔβａｃｔｉｎ，

ΔΔＣｔ＝ΔＣｔ目的－ΔＣｔ对照。

１．４　蛋白质印迹法检测蛋白的表达　大鼠肝组织
加入１ｍｌＲＩＰＡ，提取蛋白。制备６０ｇ／Ｌ分离胶和

５０ｇ／Ｌ积层胶，每孔上样量为２５μｌ，进行ＳＤＳ聚丙
烯酰胺凝胶电泳，转移至ＰＶＤＦ膜上，以５０ｇ／Ｌ脱
脂牛奶封闭后，依次滴加１２５０的羊抗 ＡＣＥ２抗
体（购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，ｓｃ１２１８７）或１２０００的

ＧＡＰＤＨ（４℃过夜）及鼠抗羊ＩｇＧ（室温孵育１ｈ），以

Ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ（ＥＣＬ）系统和ＥＣＬＨｙｐｅｒｆｉｌｍ
（ＡｍｅｒｓｈａｍＰｈａｒｍａｃｉａＢｉｏｔｅｃｈ）进行蛋白测定，并以
与内参照ＧＡＰＤＨ的比值作为半定量指标。

１．５　组织病理学观察　大鼠肝组织经固定、脱水、
透明、浸蜡后，切成３～４μｍ薄片，常规 ＨＥ染色，
显微镜下观察组织损伤情况。

１．６　免疫组织化学染色

１．６．１　ＡＣＥ２免疫组化染色　ＡＣＥ２抗体购自Ｓａｎ
ｔａＣｒｕｚ公司，５μｍ厚石蜡切片６５℃烘烤，脱蜡、水化
后微波修复抗原，继以ＳＰ法检测，操作步骤按ＳＰ试
剂盒说明书进行，ＤＡＢ显色，苏木精复染，封固。

１．６．２　哌莫硝唑免疫组化染色　哌莫硝唑是外源
性的缺氧标志物，给药后，在组织氧分压降低部位，
可与缺氧细胞胞质蛋白形成不可逆的复合物ＰＡＲａ
Ｐｉ（ｐｒｏｔｅｉｎ ａｄｄｕｃｔｓ ｏｆｒｅｄｕｃｔｉｖｅｌｙａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｉ
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ｍｏｎｉｄａｚｏｌｅ），针对此复合物的单克隆抗体 Ｈｙ
ｐｏｘｙｐｒｏｂｅ１Ｍａｂ１（购 自 Ｃｈｅｍｉｃｏｎ ＡｕｓｔｒａｌｉａＰｔｙ
Ｌｔｄ．，Ｎｏ．９０２０４），可检测出缺氧组织中的 ＰＡＲａ
Ｐｉ［１４１５］。具体步骤：５μｍ石蜡切片６５℃烘烤，脱蜡、
水化后微波修复抗原，一抗稀释浓度为１５０，继以

ＡＢＣ法检测，操作步骤按 ＡＢＣ试剂盒说明书进行，

ＤＡＢ显色，苏木精复染，封固。哌莫硝唑染色结果
以其阳性细胞占肝小叶的面积进行半定量分析。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件包，计量资
料以珚ｘ±ｓ表示，多组间的均数比较采用方差分析，
以Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数进行双变量的相关性分析，Ｐ＜
０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　大鼠肝组织ＡＣＥ２ｍＲＮＡ的表达情况　结果
（图１）表明：与假手术组相比，肝移植组术后ＡＣＥ２
ｍＲＮＡ升高显著（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），术后１ｈ
ＣＰ及ＮＣＰ组分别升高２３倍和８倍，且 ＣＰ组较

ＮＣＰ组升高更显著（Ｐ＜０．０５）。ＡＣＥ２ｍＲＮＡ升
高在术后１ｈ时最明显，后随着时间的推移逐渐下
降，但至术后４８ｈ时ＣＰ组仍有一个较高水平。

图１　各组术后不同时间点ＡＣＥ２ｍＲＮＡ的动态表达

Ｆｉｇ１　ＡＣＥ２ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｔ

ｄｅｓｉｇｎａｔｅｄｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅｐｏｉｎｔｓ
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＮＣＰｇｒｏｕｐ；

ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

２．２　大鼠肝组织ＡＣＥ２蛋白蛋白质印迹检法测结
果　蛋白质印迹检测结果（图２）显示：假手术组大鼠
肝组织仅表达微量ＡＣＥ２蛋白，移植组大鼠移植后
肝组织蛋白表达明显增加，术后２４ｈＣＰ及ＮＣＰ组
分别升高１４倍和５倍（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。

图２　术后２４ｈ时间点ＡＣＥ２蛋白电泳图

Ｆｉｇ２　ＡＣＥ２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｔ２４ｈａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎ

２．３　大鼠肝组织移植后不同时间点的组织学表
现　术后１ｈ，ＣＰ组表现为肝窦充血及混合大、小空
泡变性；ＮＣＰ组表现为中央静脉周散在小泡性变性。
术后２４～４８ｈ肝组织病理学显示：ＣＰ组有显著的
气球样变，同时伴随小灶坏死及中性粒细胞浸润（图

３Ｂ）；ＮＣＰ组出现较多中小泡变性及肝小叶中性粒
细胞增多（图３Ａ）。

２．４　大鼠肝组织免疫组化染色结果

２．４．１　ＡＣＥ２蛋白染色结果　结果（图４Ａ、４Ｂ、

４Ｃ）表明：假手术组大鼠肝组织，ＡＣＥ２仅在肝静脉
周围的肝窦边缘见少量淡染的痕迹；移植组 ＡＣＥ２
着色明显增强，分布于肝静脉周围较大范围的肝窦
边缘，ＣＰ组汇管区小静脉内皮亦见有阳性着色。

２．４．２　哌莫硝唑染色结果　结果（图４Ｄ、４Ｅ、４Ｆ）表
明：假手术组大鼠肝组织哌莫硝唑染色阴性；肝移植
后ＮＣＰ组显示以肝静脉为中心呈辐射状的较广泛
肝细胞胞质浅棕色染色阳性，阳性细胞占肝小叶面
积为（８．７±２．３）％；ＣＰ组肝组织则显示弥漫性的深
棕色染色阳性，肝静脉周围更为明显，阳性细胞占肝
小叶面积为（３４．０±４．５）％。哌莫硝唑染色结果与

ＡＣＥ２ｍＲＮＡ表达显著正相关（ｒ＝０．７８，Ｐ＜０．００１）。

３　讨　论

　　ＡＣＥ２基因相关研究目前主要集中在心血管系
统。Ｃｒａｃｋｏｗｅｒ等［３］发现高血压动物模型中 ＡＣＥ２
水平降低，敲除小鼠心肌 ＡＣＥ２基因后，其心脏功
能明显受损，提示ＡＣＥ２可能是心功能的重要调节
因子。Ｔｉｋｅｌｌｉｓ等［１２］研究发现糖尿病动物模型中

ＡＣＥ２基因及蛋白水平降低，与ＡＣＥ的表达水平相
平行。研究还显示 ＡＣＥ２的功能与 ＡＣＥ相伴随，
它们共同对血管紧张素肽的产生和降解起调节作

用，而ＡＣＥ２基因敲除小鼠的血管紧张素Ⅱ的水平
明显升高［３，１５］。这些结果提示 ＡＣＥ２与 ＡＣＥ的作
用可能是互相拮抗的。Ｂｕｒｒｅｌｌ等［１７］研究发现ＡＣＥ
２在缺血心肌中呈反应性升高。Ｃｒａｃｋｏｗｅｒ等［３］研

究发现，ＡＣＥ２基因敲除小鼠心肌组织中血管紧张
素Ⅱ的升高与低氧诱导基因表达的上调有关，认为

ＡＣＥ２可能与维持局部组织的血流灌注及供氧有
关，并以此抵消血管紧张素Ⅱ介导的血管收缩作用。

　　本研究采用敏感度较高的定量ＲＴＰＣＲ方法检
测大鼠肝组织ＡＣＥ２ｍＲＮＡ表达，结果发现正常大
鼠肝组织 ＡＣＥ２ｍＲＮＡ处于低水平，与文献［１１］基

本一致。进一步的研究结果表明，正常肝组织ＡＣＥ
２仅在中央静脉周围的肝窦有少量表达，而移植后保
存性损伤大鼠肝组织则以中央静脉为中心有较大的
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阳性着色面积，染色加深，在ＣＰ组的阳性染色还包
括汇管区小静脉的内皮细胞。ＮＣＰ组哌莫硝唑染色
阳性分布在中央静脉周围，这个区域氧分压相对低，
因此在组织缺氧时最先受累，并且随着ＰＩ严重程度
增加，阳性染色区域呈弥漫扩大，相关性分析显示

ＡＣＥ２ｍＲＮＡ与哌莫硝唑染色显著正相关。以上
结果表明在肝移植ＰＩ中ＡＣＥ２表达增加与肝组织
缺氧密切相关，ＡＣＥ２与肝移植ＰＩ有较密切的相关
性。ＤｅｒＳａｒｋｉｓｓｉａｎ等［１８］研究发现ＡＣＥ２高表达对

心肌梗死心脏有保护功能；而Ｌｏｖｒｅｎ等［１９］则发现内

皮细胞高表达 ＡＣＥ２可刺激内皮细胞的迁移及管
腔形成，并限制单核细胞及细胞黏附分子的表达。
这些证据提示缺氧可能是导致 ＡＣＥ２高表达的诱
因，而ＡＣＥ２表达上调可能是机体的一种自我保护
措施，升高组织中ＡＣＥ２的表达水平可能成为防治
肝移植ＰＩ的一个新途径，但其确切机制仍待进一步
研究。

图３　肝移植术后２４ｈ时间点ＰＩ组织学表现

Ｆｉｇ３　ＨｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆＰＩ２４ｈａｆｔｅｒｌｉｖｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ
Ａ：ＴｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｓｍａｌｌａｎｄｍｏｄｅｒａｔｅｖａｃｕｏｌａｒｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓｉｎｌｉｖｅｒｌｏｂｕｌｅｓｉｎＮＣＰｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｈｙ

ｄｒｏｐｉｃｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄｗｉｔｈｓｍａｌｌｆｏｃａｌｎｅｃｒｏｓｉｓａｎｄｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｏｆｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓｉｎＣＰｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×３００

图４　大鼠肝组织ＡＣＥ２（Ａ、Ｂ、Ｃ）和哌莫硝唑（Ｄ、Ｅ、Ｆ）免疫组化染色结果

Ｆｉｇ４　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆＡＣＥ２（Ａ，Ｂ，Ｃ）ａｎｄｐｉｍｏｎｉｄａｚｏｌｅ（Ｄ，Ｅ，Ｆ）

Ａ：ＴｒａｃｅｌｉｇｈｔｃｏｌｏｒｅｄｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＡＣＥ２ｉｓｏｎｌｙｓｅｅｎｉｎｔｈｅｐｅｒｉｐｈｅｒｙｏｆｔｈｅｈｅｐａｔｉｃｓｉｎｕｓａｒｏｕｎｄｔｈｅｈｅｐａｔｉｃｃｅｎｔｒａｌｖｅｉｎｉｎｎｏｒｍａｌｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅ；

Ｂ：ＬｉｇｈｔｂｒｏｗｎＡＣＥ２ｓｔａｉｎｉｎｇｉｓｓｅｅｎｉｎｔｈｅｂｌｏｏｄｓｉｎｕｓａｒｏｕｎｄｔｈｅｈｅｐａｔｉｃｃｅｎｔｒａｌｖｅｉｎｉｎＮＣＰｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＤａｒｋｂｒｏｗｎＡＣＥ２ｓｔａｉｎｉｎｇｉｓｓｅｅｎｉｎ

ｔｈｅｂｌｏｏｄｓｉｎｕｓａｒｏｕｎｄｔｈｅｈｅｐａｔｉｃｃｅｎｔｒａｌｖｅｉｎｉｎＣＰｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ｐｉｍｏｎｉｄａｚｏｌｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｔｈｅｎｏｒｍａｌｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｉｓｎｅｇａｔｉｖｅ；Ｅ：Ｌｉｇｈｔｂｒｏｗｎｐｏｓｉ

ｔｉｖｅｐｉｍｏｎｉｄａｚｏｌｅｓｔａｉｎｉｎｇｉｓｓｅｅｎｅｘｔｅｎｓｉｖｅｌｙｉｎｔｈｅｈｅｐａｔｉｃｃｙｔｏｐｌａｓｍａａｒｏｕｎｄｔｈｅｈｅｐａｔｉｃｃｅｎｔｒａｌｖｅｉｎｉｎａｓｔｅｌｌａｔｅｍａｎｎｅｒｉｎＮＣＰｇｒｏｕｐ；Ｆ：Ｄａｒｋ

ｂｒｏｗｎｐｏｓｉｔｉｖｅｐｉｍｏｎｉｄａｚｏｌｅｓｔａｉｎｉｎｇｉｓｍｏｒｅｅｖｉｄｅｎｔａｒｏｕｎｄｔｈｅｈｅｐａｔｉｃｃｅｎｔｒａｌｖｅｉｎｉｎＣＰｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×３００

　　此外，由于在实际工作中，相对于肝移植后的其
他并发症，ＰＩ的临床表现及实验室指标均无特异
性，早期诊断存在较大的困难，因此寻找诊断特异性
标志物对早期诊断肝移植后缺血再灌注损伤（ＩＲＩ）
也十分重要，而 ＡＣＥ２可能成为肝移植ＰＩ早期诊
断的一个潜在的标志物。另一方面，一些关于肝缺
血再灌注损伤保护的研究［２０２２］发现，肝组织内ＲＡＳ

系统中的一些重要组分，如肾素、血管紧张素原，在
基因和蛋白水平的表达均有明显升高，而血管紧张
素Ⅱ受体阻滞剂和ＡＣＥ抑制剂可明显改善组织损
伤。因此，肝移植ＰＩ中 ＡＣＥ２表达水平升高有可
能是对此时肝组织中高水平血管紧张素Ⅱ或 ＡＣＥ
的一种负向调节，以此来改善局部组织的缺氧状况，
但这种推测有待更多的研究来证实。
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　　综上所述，本研究结果表明ＡＣＥ２与大鼠肝移
植保存性损伤密切相关，其表达升高一方面可能由
肝组织缺氧所诱导，另一方面可能是肝脏局部ＲＡＳ
系统自身反馈调节的结果。肝移植保存性损伤是组
织缺血再灌注损伤的一种类型，肝脏局部ＲＡＳ系统
在肝脏各种因素导致的损伤中起重要作用，关于局
部ＲＡＳ系统各组分的作用机制及相互关系需要进
一步研究阐明，这将有助于对肝移植ＰＩ发生机制的
进一步了解，并为寻找防治ＰＩ的方法提供新途径。
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