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　　［摘要］　目的　探讨ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶（ｐ３８ＭＡＰＫ）在小鼠胃缺血再灌注损伤中的作用。方法　Ｃ５７ＢＬ／６小
鼠随机分为３组：假手术组、模型组和ＣＮＩ１４９３预处理组，ＣＮＩ１４９３预处理组于术前１ｈ腹腔注射ｐ３８ＭＡＰＫ 抑制剂ＣＮＩ

１４９３（２ｍｇ／ｍｌ）溶液１０ｍｌ／ｋｇ。通过夹闭小鼠腹腔动脉３０ｍｉｎ后松开动脉夹再灌注１ｈ制作胃缺血再灌注损伤模型。再灌

注１ｈ后取胃标本，甲醛固定后铺平拍照，计算胃黏膜出血面积百分比。应用蛋白质印迹法检测并比较各组磷酸化及总ｐ３８、

ＪＮＫ、ＥＲＫ，磷酸化ＮＦκＢｐ６５以及分裂型Ｃａｓｐａｓｅ３的表达水平。结果　与假手术组比较，模型组胃黏膜出血面积明显增大
（Ｐ＜０．０５），ｐ３８、ＪＮＫ以及ＥＲＫ明显激活（Ｐ＜０．０５），磷酸化 ＮＦκＢｐ６５以及促凋亡蛋白激活型Ｃａｓｐａｓｅ３表达明显增多

（Ｐ＜０．０５）。ＣＮＩ１４９３预处理能明显逆转上述改变（Ｐ＜０．０５）。结论　ＭＡＰＫ／ＮＦκＢ通路活化在胃缺血再灌注损伤中起到
重要作用，ｐ３８ＭＡＰＫ抑制剂ＣＮＩ１４９３能抑制 ＭＡＰＫ／ＮＦκＢ通路活化、减少凋亡蛋白表达，减轻胃缺血再灌注引起的黏膜

出血。
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　　胃缺血再灌注（ｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，Ｉ／Ｒ）损
伤可能比我们以往认识到的更为普遍，其不仅发生

于危重患者［１２］，常见的应激性溃疡患者发病机制中
包含了交感神经兴奋，引起胃黏膜持续性血供不足
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以及血流恢复引起的再灌注［３４］。因此，应激性溃疡
与胃缺血再灌注损伤的发病机制是否重叠越来越
受到研究人员的关注，对两种损伤分子机制研究，可
望为临床防治应激性溃疡和胃缺血再灌注损伤提
供新的治疗靶点。

　　近来本实验室对应激性溃疡的发病机制进行了
深入的研究，发现丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）／核
因子（ＮＦ）κＢ信号通路在应激性溃疡发病过程中发
挥关键作用［５６］。为了探讨ＭＡＰＫ／ＮＦκＢ信号通路
是否在胃缺血再灌注损伤中也发挥重要作用，本研
究建立了Ｃ５７ＢＬ／６小鼠胃缺血再灌注损伤模型，并
应用ｐ３８ＭＡＰＫ抑制剂ＣＮＩ１４９３进行干预，观察
了小鼠胃黏膜出血损伤以及 ＭＡＰＫ／ＮＦκＢ信号通
路、Ｃａｓｐａｓｅ３促凋亡通路活化的变化，现报告如下。

１　材料和方法

１．１　实验动物及主要试剂　健康雄性Ｃ５７ＢＬ／６小
鼠，ＳＰＦ级，８～１２周龄，由第二军医大学实验动物中
心提供，动物合格证号：ＳＣＸＫ（沪）２００７０００３。ＣＮＩ
１４９３购自 ＣｙｔｏｋｉｎｅＰｈａｒｍａＳｃｉｅｎｃｅｓ公司；ＢＣＡ 蛋
白定量试剂盒为Ｔｈｅｒｍｏ公司产品；全细胞裂解液，
兔抗小鼠磷酸化ｐ３８（ｐｐ３８）和非磷酸化ｐ３８（ｐ３８）、
磷酸化ＪＮＫ（ｐＪＮＫ）和非磷酸化ＪＮＫ（ＪＮＫ）、磷酸
化ＥＲＫ（ｐＥＲＫ）和非磷酸化ＥＲＫ（ＥＲＫ）、磷酸化

ＮＦκＢｐ６５（ｐＮＦκＢｐ６５）以及激活型 Ｃａｓｐａｓｅ３
（ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３）单克隆抗体购自美国ＣｅｌｌＳｉｇ
ｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；辣根过氧化物酶标记β肌
动蛋白（βａｃｔｉｎ）的兔抗小鼠ＩｇＧ抗体购自美国Ｓｉｇ
ｍａ公司，辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔ＩｇＧ抗
体、化学发光（ＥＣＬ）试剂盒为美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司
产品。

１．２　动物分组　适应性饲养１周后，将动物随机分
为３组：假手术组（ｓｈａｍ＋ｖｅｈｉｃｌｅ）、模型组（溶剂＋
手术，Ｉ／Ｒ＋ｖｅｈｉｃｌｅ）、ＣＮＩ１４９３预处理组（Ｉ／Ｒ＋
ＣＮＩ１４９３），每组１０只小鼠。

１．３　模型制备及标本采集　手术前小鼠禁食１２ｈ，
自由饮水。假手术组和模型组于术前１ｈ腹腔注射
溶剂０．９％ＮａＣｌ１０ｍｌ／ｋｇ，ＣＮＩ１４９３预处理组术前

１ｈ腹腔注射２ｍｇ／ｍｌ的ＣＮＩ１４９３溶液１０ｍｌ／ｋｇ。

Ｉ／Ｒ手术方法参照文献［７］，１％戊巴比妥钠（５０ｍｇ／

ｋｇ）腹腔注射麻醉，打开腹腔寻找并夹闭腹腔动脉，

３０ｍｉｎ后松开动脉夹形成再灌注。假手术组操作相
同但不夹闭腹腔动脉。于再灌注１ｈ深麻醉后处死
动物取材。随号抽取４只动物用作大体观察拍照分
析出血面积，６只用作分子生物学指标检测。用于大
体观察和拍照的胃标本甲醛固定５ｍｉｎ后沿纵轴大

弯侧剖开漂洗内容物后平铺拍照［７］，用于分子生物
学检测的胃组织立即置于冰生理盐水中，剖开后用
冰生理盐水漂洗去除胃内容物，置８０℃冷冻保存。

１．４　胃黏膜出血面积分析　参照 Ｗａｄａ等［７］的描

述，用ＩｍａｇｅＪ１．４图像分析软件对各组胃黏膜出血
面积（整个照片中的红色区域）进行识别计算，结果
以出血面积所占全胃黏膜的百分比表示。

１．５　胃组织蛋白提取及蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ）分析　全细胞裂解液提取胃组织总蛋白方
法同文献［５］，ＢＣＡ法定量蛋白浓度后，置８０℃保
存。取１００μｇ样品加样后进行聚丙烯酰胺凝胶电
泳，将蛋白分子半干法电转至ＰＶＤＦ膜上，用含５％
脱脂奶粉的０．０６％ Ｔｗｅｅｎ２０的三羟甲基氨基甲烷
溶液（ＴＢＳＴ）封闭４０ｍｉｎ后洗膜，加入相应抗体
（１１０００）４℃ 过夜孵育，将膜漂洗后加入兔抗小鼠

ＩｇＧ抗体（１１０００）于室温孵育１ｈ，最后加入ＥＣＬ
化学发光试剂暗室曝光底片。底片扫描后用Ｉｍａｇｅ
Ｊ１．４软件进行蛋白条带的光密度值分析。ｐｐ３８、ｐ
ＪＮＫ、ｐＥＲＫ分别以ｐ３８、ＪＮＫ、ＥＲＫ表达水平为参
照，ｐＮＦκＢ和ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３则以βａｃｔｉｎ表达
水平为内参照。

１．６　统计学处理　数据结果以珚ｘ±ｓ表示，使用

ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行数据分析，多组间比较采
用方差分析，两两比较采用ＳＮＫ检验。Ｐ＜０．０５表
示差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　胃黏膜出血面积比较　结果如图１所示，假手
术组胃黏膜出血不明显，模型组出血面积约占全胃
面积的（２２．１３±５．３７）％，与假手术组相比明显增
加，且差异有显著统计学意义（Ｐ＝０．００１４）；，ＣＮＩ
１４９３预处理组胃黏膜出血面积 约 为 （８．４６±
１．３１）％，与模型组相比明显减少，两组差异有显著
统计学意义（Ｐ＝０．００２６）。

２．２　各组胃组织磷酸化 ＮＦκＢｐ６５和激活型

Ｃａｓｐａｓｅ３表达　结果如图２所示，模型组 ＮＦκＢ
ｐ６５磷酸化明显高于假手术组（Ｐ＝０．００７），与模型
组相比ＣＮＩ１４９３预处理组磷酸化 ＮＦκＢｐ６５表达
明显下降（Ｐ＝０．０３１）；模型组ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３表
达明显高于假手术组（Ｐ＝０．０１４），与模型组相比

ＣＮＩ１４９３预处理组ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３表达明显降
低（Ｐ＝０．００２）。

２．３　胃组织中 ＭＡＰＫ信号蛋白的活化　结果如图

３所示，模型组磷酸化 ＭＡＰＫ信号蛋白与假手术相
比表达均明显升高，差异有统计学意义（ｐｐ３８，Ｐ＝
０．００２；ｐＪＮＫ，Ｐ＝０．０１８；ｐＥＲＫ，Ｐ＝０．００１），表明
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ＭＡＰＫ通路活化；与模型组相比，ＣＮＩ１４９３预处理
组上述蛋白的表达水平均明显降低，差异有统计学
意义（ｐｐ３８，Ｐ＝０．００１；ｐＪＮＫ，Ｐ＝０．０１４；ｐＥＲＫ，

Ｐ＝０．００１），表明其活性受到抑制。

图１　各组胃黏膜出血面积比较

Ｆｉｇ１　Ｇａｓｔｒｉｃｍｕｃｏｓａｌｂｌｅｅｄｉｎｇａｒｅａｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
ｎ＝４，珚ｘ±ｓ

图２　各组胃组织中磷酸化ＮＦκＢ以及

分裂型Ｃａｓｐａｓｅ３表达水平比较

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｈｏｓｐｈｏＮＦκＢａｎｄ
ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３ａｎａｌｙｚｅｄａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｓｈａｍ＋ｖｅｈｉｃｌｅｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，
△△Ｐ＜０．０１ｖｓＩ／Ｒ＋ｖｅｈｉｃｌｅｇｒｏｕｐ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　ＭＡＰＫ 途径对缺血缺氧敏感，其活化后引起

ＮＦκＢ的转录活性增加，使炎症因子表达及细胞凋

亡增加［８９］。大量的研究已经表明，ｐ３８ＭＡＰＫ抑制

剂在抑制急、慢性刺激因素引起 ＭＡＰＫ信号通路活

化同时降低核因子转录活性，从而减轻 ＮＦκＢ转录

活性增加造成的炎症因子表达、凋亡等引起的组织

损伤［１０１１］。本实验室以往对应激性溃疡研究证实，

ＭＡＰＫ通路在应激性溃疡发病过程中发挥关键作

用，ｐ３８ＭＡＰＫ抑制剂能够明显减轻应激性溃疡
［５］；

也有研究发现，ｐＪＮＫ和ｐｐ３８ＭＡＰＫ在大鼠胃缺

血再灌注损伤后被激活［１２］。ＭＡＰＫ通路是不是胃

应激性溃疡和胃缺血再灌注损伤存在的共同分子

机制？ｐ３８ＭＡＰＫ抑制剂能否同样减轻胃缺血再

灌注损伤？本研究对 ＭＡＰＫ通路及ｐ３８ＭＡＰＫ抑

制剂在小鼠胃缺血再灌注损伤中的作用进行了探

讨。

图３　免疫印迹法检测缺血再灌注后

各组胃组织 ＭＡＰＫ信号蛋白水平

Ｆｉｇ３　ＲｅｌａｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＭＡＰＫｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｓｈａｍ＋ｖｅｈｉｃｌｅｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，
△△Ｐ＜０．０１ｖｓＩ／Ｒ＋ｖｅｈｉｃｌｅｇｒｏｕｐ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

　　本研究发现小鼠胃缺血再灌注损伤与 Ｗａｄａ
等［７］报道的大鼠胃缺血再灌注损伤情况基本一致，

胃缺血３０ｍｉｎ再灌注１ｈ后引起大面积胃黏膜出血

糜烂，提前给予ｐ３８ＭＡＰＫ抑制剂ＣＮＩ１４９３干预，

可以明显减少胃黏膜糜烂出血面积。蛋白质免疫印

迹检测结果显示，胃缺血再灌注后，胃组织ｐｐ３８、

ｐＪＮＫ、ｐＥＲＫ、磷酸化 ＮＦκＢｐ６５ 以及激活型

Ｃａｓｐａｓｅ３表达均明显升高，ＣＮＩ１４９３预处理后上

述蛋白表达明显被抑制。上述结果提示，ＭＡＰＫ／



第３期．王建明，等．ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶在小鼠胃缺血再灌注损伤中的作用 ·２５３　　 ·

ＮＦκＢ通路活化在胃缺血再灌注损伤中起到重要

作用，用 ＣＮＩ１４９３抑制ｐ３８ＭＡＰＫ可明显减轻胃

缺血再灌注引起的黏膜糜烂出血。

　　Ｃａｓｐａｓｅ３是凋亡通路的关键蛋白，是凋亡的最

终执行者，受多条上游信号的调节。既往研究发现，

在大鼠应激性溃疡模型中，应用ｐ３８ＭＡＰＫ抑制剂

阻断 ＭＡＰＫ信号通路或 ＮＦκＢ特异性抑制剂阻断

ＮＦκＢ活化，均可减轻应激造成的胃黏膜细胞凋

亡［５６］。在本研究中，应用ｐ３８ＭＡＰＫ抑制剂ＣＮＩ

１４９３干预 小 鼠 胃 缺 血再 灌 注 损 伤，观 察 到 的

ＭＡＰＫ信号通路活化及其下游ＮＦκＢ表达被抑制，

同时凋亡关键蛋白激活型Ｃａｓｐａｓｅ３表达下降，提示

ＣＮＩ１４９３减少胃黏膜出血与激活型 Ｃａｓｐａｓｅ３促凋

亡蛋白表达下调有关。

　　综上所述，胃缺血再灌注损伤能激活 ＭＡＰＫ
通路，ｐ３８ ＭＡＰＫ 抑 制 剂 ＣＮＩ１４９３ 能 够 抑 制

ＭＡＰＫ／ＮＦκＢ通路活化、减少凋亡蛋白表达，减轻

胃缺血再灌注引起的黏膜糜烂出血；提示 ＭＡＰＫ／

ＮＦκＢ通路活化可促进胃缺血再灌注损伤，ｐ３８

ＭＡＰＫ抑制剂类对于防治胃缺血再灌注损伤具有

潜在的临床应用价值。
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ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｉｎｃｅｒｅｂｒａｌｆｏｃａｌｉｓｃｈｅｍｉａ［Ｊ］．ＭｅｄＲｅｓＲｅｖ，

２００１，２１：１２９１４５．
［１２］ＬｉＬ，ＺｈａｎｇＹＭ，ＱｉａｏＷＬ，ＺｈａｎｇＪＦ，ＷａｎｇＬ．Ｒｏｌｅｏｆｍｉｔｏ

ｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓｉｎｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｐａｒａｖｅｎｔｒｉｃｕ

ｌａｒｎｕｃｌｅｕｓｔｏｇａｓｔｒｉｃｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｉｅｓ［Ｊ］．Ｃｈｉｎ

ＭｅｄＪ（Ｅｎｇｌ），２００７，１２０：１０８２１０８７．
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