
大鼠肝缺血再灌注后Fas及FasL蛋白表达变化及缺血预处理的保护机制  

    为观察缺血预处理对大鼠肝缺血再灌注损伤致凋亡的影响，我们建立缺血再灌注损伤及缺血预处理模

型，应用Westen blot法检测凋亡通路上游蛋白Fas及FasL表达的变化，以及肝功能血清学指标变化，旨在探

讨缺血预处理对缺血再灌注致肝细胞凋亡时细胞保护作用的可能机制。 

    

1  材料与方法 

    1.1  材料 

    10-12周龄、健康SD大鼠24只，雌雄各半，体质量240-280 g，由南方医科大学动物实验中心提供。

Western LumiGlo试剂盒(美国 Biolabs公司), BECKMAN自动生化检测仪(美国BECKMAN公司)；小鼠抗大鼠

Fas及FasL抗体(美国Sigma公司)；辣根过氧化物酶偶联的山羊抗小鼠IgG(美国Santa Cruz公司)。 

    1.2  模型制作及分组  

    采用乙醚开放吸入麻醉，随机分3组(每组8只)：(1)未进行缺血再灌注组(control，c组)：开腹后不分

离肝十二指肠韧带，不阻断肝门，不施行缺血再处理和缺血再灌注等处理；(2)缺血再灌注组(IR组)：大鼠成

功麻醉，从尾静脉推注1 ml的肝素(50 U/ml)盐水。开腹后，确认第一肝门后，用无损伤血管阻断夹阻断左肝

以及尾状叶的血管，40 min，再灌注120 min。(3)缺血预处理+缺血再灌注组(IP+IR组)：先行3个循环的缺

血预处理(阻断第一肝门10 min，再开放10 min 为1个循环)，随后同IR组。 

    1.3  Fas及FasL Western bolt 印迹分析  

    术后6 h进腹，取供肝组织约0.3 g, 加入细胞裂解液匀浆并裂解，用Sigma蛋白定量试剂作BSA蛋白定

量，稀释各样品使蛋白含量在相同水平。取10 μl样品上清液(含蛋白量100 μg)，进行SDS-PAGE电泳，随后

电转移至硝酸素膜，分别与小鼠抗大鼠Fas及FasL抗体和辣根过氧化物酶偶联的山羊抗小鼠IgG反应，按

Western LumiGlo 显影系统试剂盒手册操作，X线胶片曝光、显像。 

    1.4  肝组织DNA-Ladder观察 

    称取100 mg肝组织，冰浴研碎，加消化液2 ml消化10 min，1000 r/min离心5 min;弃上清，用2 ml冰

冷PBS重悬，1000 r/min离心5 min，弃上清，重复1次；加等体积消化液重悬，50 ℃振荡孵育12 min，2×

PBS重悬，1000 r/min离心5 min，弃上清，加等体积酚/氯仿/异戊醇抽提，12 000 r/min离心15 min，加

等体积的乙酸铵及2体积的无水乙醇，10 000 r/min离心5 min；用70%乙醇洗涤,凉干,重悬于TE缓冲液中；

加0.4%SDS和1 μg/ml Rnase, 37 ℃孵育1 h，重复抽提1次；用浓度为1.5%琼脂糖凝胶电泳，紫外灯下照

相。 

    1.5  生化指标检测和细胞电镜形态学观察  

    术后6 h进腹，于肝下下腔静脉采血，采用速率法在BECKMAN自动生化检测仪上检测血清ALT、AST活性。

取肝组织后切成1 mm3小块。2.5%戊二醛前固定，1%锇酸后固定。常规漂洗，脱水，渗透和包埋。超薄切片，

醋酸钠和柠檬酸铅双染色。JEM- 1200EX透射电镜观察和摄片。 
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    1.6  统计学处理 

    采用SPSS 10.0 统计软件包进行t检验。 

    

2  结果 

    2.1  IR组Fas及FasL蛋白 Western blot 

    印迹检测表达，明显高于IP+IR及正常组(图1、2)。 

    图1  Fas蛋白 Western blot 印迹检测 

    图2  FasL蛋白 Western blot 印迹检测 

    2.2  血清ALT、AST及LDH变化 

    大鼠肝功能检测结果如表1所示，IR组血清ALT、AST水平与IP+IR组及对照组比较，显著升高，P<0.01；

而IP+IR组血清ALT、AST水平与对照组比较，P<0.05。 

    2.3  肝组织细胞DNA梯度带形成观察 

    I/R组DNA电泳可见明显的梯度带形成。而NADH+I/R组及对照组则不明显。说明IR损伤后可导致肝组织细

胞发生的明显的凋亡，而NADH+I/R及对照组肝组织细胞凋亡现象不明显，NADH可预防由I/R损伤引起的肝组织

细胞的凋亡(图3)。 



    图3  IP对IR损伤大鼠肝细胞后DNA-ladder形成的影响 

    2.4  大鼠肝细胞透射电镜观察 

    透射电镜观察结果：IR组，电镜下可见：内质网、线粒体扩张,线粒体嵴紊乱、空泡化、结构不清，内质

网囊泡化,胞膜出现破损,微胆管扩张,微绒毛脱落，染色体边聚并可见凋亡小体的形成。c组及IP+IR组的肝细

胞线粒体、内质网轻度扩张,细胞核膜结构基本完整。细胞核染色体未出现边聚。凋亡小体形态不明显(图

4)。 

    图4  IP对I/R损伤大鼠肝细胞后肝细胞电镜观察(×5500) 

    

3  讨论 

    凋亡是一种受基因调控的细胞主动性自杀过程，是疾病发生发展的一个共同的特征，它与细胞增殖共同

维持机体细胞群的稳定。在内外环境多种损伤因素的作用下，细胞内促凋亡基因及抑制凋亡表达的变化，可引

起细胞凋亡。缺血再灌注损伤临床上不仅可导致原发性移植肝功能不全或衰竭，而且在肝脏大手术肝门阻断后

也可引起肝功能不全或衰竭[1]，[2]。在对肝缺血再灌注损伤机制的研究初步表明，肝细胞凋亡是早期肝缺

血再灌注损伤中肝细胞死亡的一种方式[3],[4]。而缺血预处理可降低缺血再灌注对肝细胞的损伤。其机理可

能与抑制促细胞凋亡相关蛋白表达有关。有研究表明缺血预处理可通过上调抗凋亡蛋白Bcl-2的表达而减轻缺

血再灌注引起的肝细胞凋亡[5][6][7]。Fas及FasL是介导细胞凋亡的重要通路。Fas及FasL相结合后可相继



激活caspase-8、caspase-3，从而完成指令性凋亡信息的传递。本研究旨在研究缺血预处理对缺血再灌注损

伤后凋亡蛋白Fas及FasL的变化，观察Fas通路在缺血预处理抗缺血再灌注损伤细胞凋亡中的作用。 

    本研究发现，缺血再灌注损伤可上调肝细胞Fas及FasL蛋白表达，这与肝细胞凋亡和血清ALT及AST的变

化相一致，电镜结果也表明肝细胞超微结构的破坏程度与Fas及FasL蛋白表达相一致。缺血预处理可明显减轻

缺血再灌注损伤导致的肝细胞凋亡，可能与下调缺血再灌注损伤时Fas及FasL的表达有关。 
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