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　　［摘要］　目的　探讨ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶（ｐ３８ＭＡＰＫ）在小鼠肠缺血再灌注肺损伤的作用。方法　１０周龄健康
雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠随机分为假手术组、缺血再灌注组和缺血再灌注＋ＳＢ２３９０６３处理组（ＳＢ２３９０６３组），ＳＢ２３９０６３组于术前１

ｈ腹腔注入ｐ３８ＭＡＰＫ抑制剂ＳＢ２３９０６３（３ｍｇ／ｋｇ），另两组注入等量生理盐水。采用夹闭Ｃ５７ＢＬ／６小鼠肠系膜前动脉４５ｍｉｎ
后再灌注６ｈ的方法造成肠缺血再灌注损伤模型。处死小鼠取肺标本，蛋白质印迹法检测肺组织磷酸化ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白水

平，ＲＴＰＣＲ检测肺组织ＴＮＦα和ＩＬ１βｍＲＮＡ表达，ＨＥ染色观察肺组织病理学改变。结果　肠缺血再灌注导致明显肺
损伤，肺组织ｐ３８ＭＡＰＫ活化明显增加，ＴＮＦα和ＩＬ１β基因表达水平明显升高（与假手术组比较Ｐ＜０．０１）；ＳＢ２３９０６３可抑

制肺组织ｐ３８ＭＡＰＫ活化，减轻小肠缺血再灌注引起的肺损伤，并下调肺组织ＴＮＦα和ＩＬ１βｍＲＮＡ表达（与缺血再灌注组

比较Ｐ＜０．０５）。结论　ｐ３８ＭＡＰＫ在小鼠肠缺血再灌注肺损伤中起重要作用，抑制ｐ３８ＭＡＰＫ活化可减轻肠缺血再灌注肺
损伤。

　　［关键词］　小肠；再灌注损伤；ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶；肺损伤；ＳＢ２３９０６３
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第３期．郑德义，等．ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶在小鼠肠缺血再灌注肺损伤中的作用 ·２５５　　 ·

　　肠缺血再灌注（ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，

ＩＩ／Ｒ）损伤常见于严重创（烧）伤、休克、坏死性肠炎
及危重病患者。肠缺血再灌注可促进肠道细菌和内
毒素移位，产生炎性介质如ＴＮＦα、ＩＬ１β等，除引起
肠道局部损伤外，还可导致全身远隔器官特别是肺
损伤［１］，临床上常表现为急性呼吸窘迫综合征，有极
高的发病率及病死率。

　　ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶（ｐ３８ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａ
ｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ｐ３８ＭＡＰＫ）属于 ＭＡＰＫ家族成
员，在损伤、感染和氧化应激等多种条件下发生磷酸
化（活化），参与炎症、细胞凋亡及细胞生长等过
程［２］。有研究表明，ｐ３８ＭＡＰＫ参与了大鼠肠缺血
再灌注损伤过程，抑制ｐ３８ＭＡＰＫ可减轻大鼠肠道
炎性反应，减轻肠上皮细胞损害［３４］，也能有效防治
脓毒症及严重烧伤后肺损伤［５６］，但是有关 ｐ３８
ＭＡＰＫ在肠缺血再灌注后肺损伤中的作用目前尚
不清楚。本研究以Ｃ５７ＢＬ／６小鼠为实验对象，探讨

ｐ３８ＭＡＰＫ在肠缺血再灌注后肺损伤中的可能作用
及其机制。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及药物　ＴＲＩｚｏｌ试剂为Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司产品，ＢＣＡ蛋白定量试剂盒为美国Ｔｈｅｒｍｏ公
司产品，全细胞裂解液、兔磷酸化ｐ３８ＭＡＰＫ（ｐｈｏｓ
ｐｈｏｐ３８ＭＡＰＫ）（Ｔｈｒ１８０／Ｔｙｒ１８２）单克隆抗体和
兔ｐ３８ＭＡＰＫ多克隆抗体购自美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔

ＩｇＧ抗体、电化学发光（ＥＣＬ）试剂盒为美国Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公 司 产 品。ｐ３８ ＭＡＰＫ 特 异 性 抑 制 剂

ＳＢ２３９０６３ 为 德 国 Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ 公 司 产 品 （货 号

５５９４０４）。

１．２　动物分组及给药　１０周龄健康雄性Ｃ５７ＢＬ／６
小鼠，体质量２２～２６ｇ，购于第二军医大学实验动物
中心，动物合格证号ＳＣＸＫ（沪）２００７０００３。适应性
饲养１周后用于本实验。随机分为假手术组、缺血
再灌 注 组 和 缺 血 再 灌 注 ＋ＳＢ２３９０６３ 处 理 组
（ＳＢ２３９０６３组），每组６只。术前禁食２４ｈ，自由饮
水。ＳＢ２３９０６３组于术前１ｈ腹腔注射ＳＢ２３９０６３（３
ｍｇ／ｋｇ），另２组注入等量生理盐水，药物配制及用
药剂量参照文献［７］。

１．３　肠缺血再灌注模型制备及标本的采集　小鼠
腹腔注射１％戊巴比妥钠（５０ｍｇ／ｋｇ）麻醉，仰卧位
固定置于电热保温毯上，常规０．５％碘伏消毒，经腹
壁中线切口入腹腔，外置肠襻以温盐水纱布覆盖，暴
露左侧腹腔，钝性分离并用无创动脉夹夹闭肠系膜
前动脉，假手术组不夹闭，暂时关闭腹腔，皮下注入

生理盐水０．５ｍｌ，缺血４５ｍｉｎ松开动脉夹，恢复肠
道血供，缝线关闭腹腔，自由饮水。再灌注６ｈ后麻
醉处死小鼠，立即取部分肺组织于冰盐水中漂洗，置

－８０℃深低温冰柜保存，用于ＲＴＰＣＲ和蛋白质免
疫印迹检测；取右上肺叶以１０％多聚甲醛固定，用于
病理学检查。

１．４　ＲＴＰＣＲ 方法检测肺组织 ＴＮＦα和ＩＬ１β
ｍＲＮＡ转录水平　用ＴＲＩｚｏｌ提取肺组织总ＲＮＡ，
逆转录合成ｃＤＮＡ，经ＰＣＲ扩增目的基因。ＲＮＡ引
物由上海生工生物工程服务有限公司合成，ＴＮＦα
上游 引 物 ５′ＧＡＧ ＴＣＣ ＧＧＧ ＣＡＧ ＧＴＣ ＴＡＣ
ＴＴＴ３′，下游引物５′ＣＡＧ ＧＴＣＡＣＴ ＧＴＣＣＣＡ
ＧＣＡＴＣＴ３′，产物２３５ｂｐ；ＩＬ１β上游引物５′ＧＧＣ
ＴＧＧＡＣＴ ＧＴＴ ＴＣＴ ＡＡＴ ＧＣ３′，下游引物５′
ＡＴＧＧＴＴＴＣＴＴＧＴＧＡＣＣＣＴＧＡ３′，产物１３４
ｂｐ；βａｃｔｉｎ上游引物５′ＣＣＴＣＴＡＴＧＣＣＡＡＣＡＣ
ＡＧＴＧＣ３′，下游引物 ５′ＧＴＡ ＣＴＣ ＣＴＧ ＣＴＴ
ＧＣＴＧＡＴＣＣ３′，产物２１１ｂｐ。将ＰＣＲ扩增产物
行１％琼脂糖凝胶电泳后，紫外线下拍照，用Ｑｕａｎｔｉ
ｔｙｏｎｅ图像分析软件（美国ＢｉｏＲａｄ公司）处理，记录
光密度值，以目的基因与βａｃｔｉｎ光密度值的比值计
算其相对表达量。

１．５　蛋白质印迹方法检测肺组织ｐ３８ＭＡＰＫ 和

ｐｈｏｐｈｏｐ３８ＭＡＰＫ表达　参照Ｊｉａ等［７］方法进行。
使用全细胞裂解液提取肺组织总蛋白，ＢＣＡ法定量
蛋白浓度后，置－８０℃保存。取７５μｇ样品常规进
行十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳后，电转移
至ＰＶＤＦ膜上，用含５％脱脂奶粉的０．０５％Ｔｗｅｅｎ
２０的三羟甲基氨基甲烷溶液（ＴＢＳＴ）封闭后，加入

１２０００稀释的抗ｐｈｏｓｐｈｏｐ３８ＭＡＰＫ或１４０００
稀释的抗ｐ３８ＭＡＰＫ抗体，４℃ 过夜孵育，洗膜后加
入１５０００稀释的二抗于室温孵育１ｈ，最后加入

ＥＣＬ试剂显色。经过电脑扫描成像（ＴＩＦ格式），采
用Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件分析，记录相应蛋白条带的光
密度值，以ｐ３８ＭＡＰＫ表达水平为内参照。

１．６　病理学检查　右上叶肺组织常规病理切片，Ｈ
Ｅ染色，光镜下观察肺组织病理变化。

１．７　统计学处理　数据结果以珚ｘ±ｓ表示，使用

ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行单因素方差分析，Ｐ＜０．０５
表示差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　肠缺血再灌注后肺组织ｐ３８ＭＡＰＫ活化　结
果如图１所示，肠缺血后再灌注６ｈ小鼠肺组织磷酸
化ｐ３８ＭＡＰＫ明显增多，与假手术组比较差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０１），说明肠缺血再灌注后ｐ３８
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ＭＡＰＫ活化水平明显升高；而ＳＢ２３９０６３能明显抑 制肺组织ｐ３８ＭＡＰＫ活化（Ｐ＜０．０５）。

图１　蛋白质印迹法检测各组肺组织ｐ３８ＭＡＰＫ活化水平

Ｆｉｇ１　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ３８ＭＡＰＫａｎｄｐｈｏｓｐｈｏｐ３８ＭＡＰＫｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ
ＩＩ／Ｒ：Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｉｓｃｈｅｍｉｃ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ．Ｐ＜０．０１ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜０．０５ｖｓＩＩ／Ｒｇｒｏｕｐ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

２．２　肠缺血再灌注后肺组织的病理变化　结果如
图２所示，假手术组肺组织正常；肠缺血再灌注６ｈ
造成明显肺损伤，病理表现为肺泡壁明显增厚，肺间
质和肺泡出血水肿，炎性细胞浸润；而ＳＢ２３９０６３组
与肠缺血再灌注组相比肺病理损伤程度较轻。

２．３　肠缺血再灌注后肺组织ＴＮＦα和ＩＬ１β基因

表达的变化　ＲＴＰＣＲ结果如图３所示，可见肠缺
血再灌注组 ＴＮＦα和ＩＬ１β基因表达水平明显升
高，与假手术组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
使用ｐ３８ＭＡＰＫ抑制剂ＳＢ２３９０６３可明显减少肺组
织炎症介质基因表达水平（与缺血再灌注组比较，

Ｐ＜０．０５）。

图２　各组肺组织病理改变

Ｆｉｇ２　ＰｕｌｍｏｎａｒｙｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃｃｈａｎｇｅａｆｔｅｒＩＩ／Ｒｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ）

Ａ：Ｓｈａｍｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＩＩ／Ｒｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＳＢ２３９０６３ｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图３　各组肺组织ＴＮＦα和ＩＬ１β基因表达的变化

Ｆｉｇ３　ＴＮＦαａｎｄＩＬ１βｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅａｆｔｅｒＩＩ／ＲｂｙＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓ

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ；２４：ＩＩ／Ｒ ｇｒｏｕｐｓ；５７：ＳＢ２３９０６３

ｇｒｏｕｐｓ．Ｐ＜０．０５ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＩＩ／Ｒｇｒｏｕｐ；ｎ＝６，

珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　肠缺血再灌注引起局部及全身远隔器官、特别
是肺炎症反应，在启动全身炎症反应综合征及多器
官功能衰竭中起重要作用。目前的研究认为其发病
机制与以下因素有关：肠损伤后肠黏膜屏障受损及
功能下降促使肠道细菌及内毒素移位，中性粒细胞
活化、氧自由基和各种促炎性细胞因子或化学因子
的合成及释放［８］，但其发病的分子机制尚未完全阐
明。

　　丝裂原活化蛋白激酶是包括ｐ３８ＭＡＰＫ、细胞
外信号调节激酶和ｃＪｕｎ氨基末端调节激酶一类丝
氨酸／苏氨酸蛋白激酶家族，其中ｐ３８ＭＡＰＫ信号
通路在调节机体应激和炎症反应方面具有重要作

用，损伤、感染和氧化应激等多种因素激活 ｐ３８
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ＭＡＰＫ进入细胞核直接作用或者进一步活化细胞
核内ＮＦκＢ，启动细胞内ｐ３８ＭＡＰＫ信号转导通路
活化，参与炎症反应和组织损伤［９］。缺血再灌注肠
损伤同样产生大量脂多糖、氧自由基和炎性细胞因
子，推测这些因素随全身血液循环进入肺组织可能
导致ｐ３８ＭＡＰＫ被过度激活，造成肺组织炎症反应
及组织损伤。本实验结果证实，肠缺血再灌注６ｈ，
肺组织ｐ３８ＭＡＰＫ活化水平明显升高。

　　为进一步探讨ｐ３８ＭＡＰＫ活化在肠缺血再灌
注肺损伤的作用机制，本实验使用新型的第２代

ｐ３８抑制剂 ＳＢ２３９０６３，它比常用的 ＳＢ２０３５８０和

ＳＢ２０２１９０特 异 性 及 活 性 更 强，其 作 用 原 理 是

ＳＢ２３９０６３与ｐ３８ＭＡＰＫＡＴＰ位点结合竞争性抑制

ｐ３８激酶，从而 使其失 去 活 性，但 是 高 浓 度 的

ＳＢ２３９０６３也能非特异性抑ＪＮＫ 等其他蛋白激
酶［１０］，使用较低剂量的ＳＢ２３９０６３（１～３ｍｇ／ｋｇ）能
有效抑制ｐ３８ＭＡＰＫ活性而不影响ＪＮＫ活化［７］。
本实验选择术前１ｈ使用ＳＢ２３９０６３（３ｍｇ／ｋｇ），蛋
白印迹结果表明该剂量可有效抑制肠缺血再灌注后

肺组织ｐ３８ＭＡＰＫ活化，同时减轻肺损伤，以上试
验结果初步表明，ｐ３８ＭＡＰＫ活化参与了肠缺血再
灌注后肺损伤的发生。

　　ＴＮＦα、ＩＬ１β被认为是激活细胞级联反应的主
要促炎性介质，它们在参与炎症反应及组织损伤的
病理生理过程中起重要作用。既往研究表明，在脓
毒症、严重烧伤引起的肺损伤［５６］，应激性胃溃疡［７］，
肠、脑及肝缺血再灌注损伤［３４，１０１１］等多种活体动物

实验中，虽然使用ｐ３８ＭＡＰＫ抑制剂的剂型、剂量
各有不同，但抑制ｐ３８ＭＡＰＫ活化确实能明显减少
全身或局部组织炎症因子如 ＴＮＦα、ＩＬ１β等的产
生，对脏器有确切的保护作用。本实验结果显示，

ＳＢ２３９０６３预处理可明显降低肠缺血再灌注６ｈ后
肺脏ＴＮＦα和ＩＬ１β基因转录水平，与以上文献报
道基本一致，说明抑制ｐ３８ＭＡＰＫ信号转导通路从
基因水平减轻肠缺血再灌注肺组织促炎细胞因子合

成，可能进一步降低中性粒细胞活化［７］，继而预防肺
组织过度炎症反应及减轻肺损伤。

　　本实验初步阐明ｐ３８ＭＡＰＫ信号活化在肠缺
血再灌注肺损伤中的作用，抑制ｐ３８ＭＡＰＫ降低肺
部分促炎性细胞因子基因转录水平，减轻肠缺血再

灌注引起的肺损伤。至于肠缺血再灌注如何导致肺
组织ｐ３８ＭＡＰＫ信号转导通路活化有待于进一步
研究。
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