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环氧合酶２在大鼠肝移植缺血再灌注
损伤中的作用

李玉民　朱晓亮　李汛　周文策　李斌　石斌

　　【摘要】　目的　探讨环氧合酶２（ＣＯＸ２）在大鼠肝移植缺血再灌注损伤中的表达及其作用机制。
方法　５４只雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠按随机数字表法分为３组：正常对照组（６只）；肝移植组（２４只）；干预组
（２４只）。ＲＴＰＣＲ法检测 ＣＯＸ２ｍＲＮＡ的表达；免疫组织化学染色显示 ＣＯＸ２阳性细胞的分布情况；
ＥＬＩＳＡ法检测血清ＴＮＦα和ＩＬ１０的含量。采用单因素方差检验分析各检测指标结果。结果　各组血清
学检测指标和ＴＮＦα表达变化与移植肝的组织学损伤相一致。ＣＯＸ２ｍＲＮＡ的表达为肝移植缺血再灌注
损伤机制所必需，抑制其表达可加重移植物缺血再灌注损伤。结论　ＣＯＸ２参与了肝移植缺血再灌注损
伤，并且是重要效应分子，可能起到了降低移植物缺血再灌注损伤的保护性作用。

　　【关键词】　肝移植；　环氧合酶２；　缺血再灌注损伤；　大鼠
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　　环氧合酶２（ｃｙｃｌｏｏｘｙｅｎａｓｅ２，ＣＯＸ２）作为一种
与损伤关系密切的活性蛋白酶，在肝移植缺血再灌

注损伤中发挥何种作用尚不清楚。本研究建立大鼠

肝移植的动物模型，检测并分析 ＣＯＸ２在大鼠肝移
植缺血再灌注损伤中的表达及其作用机制。

１　材料与方法
１．１　动物分组及模型制作
　　取清洁级健康雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠５４只，由兰州大
学实验动物中心提供。体质量２５０～３００ｇ。按随机
数字表法分为３组：（１）正常对照组（６只）：麻醉后
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开腹，采血并取部分肝组织。（２）肝移植组（２４只）：
采用改良二袖套法原位全肝移植［１］，移植物缺血再

灌注后３、６、１２、２４ｈ肝上下腔静脉采血及肝中叶固
定部位取部分肝组织。（３）干预组（２４只）：受体无
肝期开始前２ｈ按１０μｇ／ｇ腹腔注射硝基苯甲基磺
胺（ＮＳ３９８）［２］，其余步骤同肝移植组。
１．２　实验试剂
　　ＮＳ３９８购自美国 Ｃａｙｍａｎ公司；ＣＯＸ２一抗、
ＴＮＦα／ＩＬ１０ＥＬＩＳＡ试剂盒购自武汉博德生物工程
有限公司；ＰＣＲ引物及相关试剂盒购自上海生工生
物工程技术服务有限公司。

１．３　标本采集及检测
　　乙醚麻醉后肝上下腔静脉采血，取血清待测。
肝中叶中部固定部位取部分肝组织，称取１００ｍｇ放
入－８０℃低温冰箱供 ＲＴＰＣＲ检测；另取大小约
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１ｃｍ×１ｃｍ×１ｃｍ肝组织 ２块，一块供病理检查
和免疫组织化学染色，一块供透射电镜检查。（１）
ＲＴＰＣＲ检测 ＣＯＸ２ｍＲＮＡ水平：ＣＯＸ２上游引物
５′ＣＴＧＴＡＴＣＣＣＧＣＣＣＴＧＣＴＧＧＴ３′，下游引物５′ＧＡ
ＧＧＣＡＣＴＴＧＣＧＴＴＧＡＴＧＧＴ３′，扩增产物长度２８７ｂｐ。
β肌动蛋白上游引物５′ＧＡＴＧＧＴＧＧＧＴＡＴＧＧＧＴＣＡＧ
ＡＡ３′，下游引物５′ＣＴＡＧＧＡＧＣＣＡＧＧＧＣＡＧＴＡＡＴＣ３′，
扩增产物长度８３９ｂｐ。ＲＴ反应条件为：４２℃６０ｍｉｎ，
７０℃ １０ｍｉｎ；ＰＣＲ反应条件为：９４℃预变性３ｍｉｎ，
以９４℃３０ｓ，５０℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ共３０个循环，
７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物用ＥＢ染色的２％
琼脂糖凝胶电泳（９０ｍＶ／５０ｍＡ，４０ｍｉｎ），紫外灯下
检测后用凝胶成像分析系统测量灰度值，比较 ＰＣＲ
产物相对量。（２）采用 ＥＬＩＳＡ法检测 ＴＮＦα和
ＩＬ１０的表达。（３）用日立７０２０型全自动生化分析
仪检测血清 ＡＬＴ和 ＡＳＴ的表达。（４）石蜡切片一
半进行ＨＥ染色，光镜下观察其病理改变情况；另一
半进行免疫组织化学染色，光镜下观察 ＣＯＸ２阳性
细胞分布情况。（５）ＴＥＭ１２３０型透射电镜观察肝
脏超微结构改变。

１．４　统计学分析
　　应用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，多组间采
用单因素方差分析，两两比较行ＬＳＤ检验。Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

２　结果
２．１　大鼠肝移植术各期时间的比较
　　由同一术者对肝移植组和干预组大鼠进行肝移
植，供体手术时间、灌注时间、修肝时间、受体手术时

间、无肝期时间和总手术时间比较，差异均无统计学

意义。

２．２　大鼠缺血再灌注后各时相点肝组织 ＣＯＸ２
ｍＲＮＡ检测情况
　　采用 ＲＴＰＣＲ法检测各时相点肝组织 ＣＯＸ２
ｍＲＮＡ表达结果，见图１。

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：正常对照组；２～５：肝移植组（分别为３、６、
１２、２４ｈ）；６～９：干预组（分别为３、６、１２、２４ｈ）
图１　大鼠缺血再灌注后各时相点肝组织ＣＯＸ２ｍＲＮＡ表

达结果

２．３　缺血再灌注后各指标的变化
２．３．１　ＣＯＸ２ｍＲＮＡ：肝移植组缺血再灌注后３ｈ

ＣＯＸ２ｍＲＮＡ相对表达量较正常对照组明显升高，
随缺血再灌注时间延长逐渐下降；干预组缺血再灌

注后３、６ｈ与正常对照组比较，差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５），至１２、２４ｈ表达水平有升高趋势（Ｐ＜
０．０５）。见表１。
２．３．２　ＴＮＦα：肝移植组３ｈＴＮＦα与正常对照组
比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），６ｈ达组内峰
值后下降，２４ｈ与正常对照组比较，差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５）；干预组６ｈ时显著高于组内其他各
时相点（Ｐ＜０．０１），２４ｈ时与正常对照组比较，差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见表１。
２．３．３　ＩＬ１０：肝移植组在缺血再灌注后３ｈＩＬ１０
已达组内峰值（Ｐ＜０．０１），以后逐渐下降，至２４ｈ时
与正常对照组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；
干预组中ＩＬ１０表达亦于缺血再灌注后３ｈ达组内
峰值（Ｐ＜０．０１），渐降至２４ｈ时与正常对照组比较，
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见表１。
２．３．４　ＡＬＴ和ＡＳＴ：肝移植组中，缺血再灌注后３ｈ
ＡＬＴ、ＡＳＴ升高，６ｈ达组内峰值（Ｐ＜０．０１），于１２～
２４ｈ逐渐下降，至２４ｈ时与正常对照组比较，差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；干预组 ＡＬＴ、ＡＳＴ表达
６～１２ｈ维持在组内较高水平，２４ｈ降低。见表１。
２．４　ＣＯＸ２阳性细胞分布情况
　　缺血再灌注后，ＣＯＸ２阳性细胞主要分布于以
肝血窦和汇管区为中心区域的血管内皮细胞、肝实

质细胞和库普弗细胞，并形成中央染色重、外周逐渐

递减的浓度梯度。肝移植组缺血再灌注后３ｈ，移植
物即有明显的 ＣＯＸ２阳性细胞表达并维持至６ｈ，
可见有较明显的浓度梯度，缺血再灌注后１２～２４ｈ，
阳性细胞表达率及浓度下降，但仍高于正常对照组

并有一定浓度梯度。干预组缺血再灌注后３～１２ｈ，
肝组织中极少有ＣＯＸ２阳性细胞表达且染色较淡，
直至缺血再灌注后２４ｈ才见明显的阳性细胞表达
及浓度梯度，与ＣＯＸ２ｍＲＮＡ表达规律较符合。这
说明ＮＳ３９８对ＣＯＸ２的完全抑制作用不足以维持
超过２４ｈ。见图２。
２．５　移植肝脏病理和电镜检查结果
　　大体上干预组损伤变化基本同肝移植组但较后
者稍重。肝移植组和干预组损伤最常见于肝血窦的

淤血。这种变化可能是内环境及血流／压力变化造
成的肝细胞水肿导致的肝小叶中央静脉流出道阻塞

所致。肝移植组与干预组比较，干预组一直未见明

显的炎性细胞浸润。见图３，４。
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表１　大鼠缺血再灌注后各时相点的血清学检查指标变化（珋ｘ±ｓ）

组别 ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ） ＴＮＦα（ｎｇ／Ｌ） ＩＬ１０（ｎｇ／Ｌ）
正常对照组 ８３．３±１３．２ １７８．３±４８．２ ８．７±１．４ １４．０±７．２
肝移植组

　３ｈ ４７８．０±５４．８ａ １１０１．３±１１１．０ａ １９．３±２．９ａ １５９３．２±２９．３ａ

　６ｈ ８８３．０±１２３．９ａ １９３６．０±９５．７ａ ２５．８±２．９ａ ９７３．２±２９．３ａ

　１２ｈ ４５４．７±１３７．２ １０１７．３±２９１．７ａ １８．３±２．９ａ ２６５．２±２９．３ａ

　２４ｈ ３２１．３±２９．０ ６３５．０±１５４．６ １４．３±２．９ ４６．２±２９．３
干预组

　３ｈ ５３４．０±８４．９ａ １２７２．３±１６５．４ａ ２３．３±２．９ａ ３０４４．２±２９．３ａｂ

　６ｈ ８７０．３±１１８．２ａ ２７９１．０±２４７．０ａｂ １８７．３±２．９ａｂ １５５９．２±２９．３ａｂ

　１２ｈ １２４２．７±２３３．７ａｂ ２５５９．７±２１４．９ａｂ ２６．３±２．９ａｂ ８０３．２±２９．３ａｂ

　２４ｈ ６１５．０±１１５．３ａｂ ２０１３．０±２９７．６ａｂ １３．８±２．９ ４９．７±８．５

　　注：ａＰ＜０．０５，与正常对照组比较；ｂＰ＜０．０５，与肝移植组比较

图２　肝移植组和干预组免疫组织化学染色结果　ＤＡＢ×４００　ａ：肝移植组缺血再灌注后３ｈ；ｂ：肝移植组缺血再灌注后６ｈ；ｃ：肝移植组缺

血再灌注后１２ｈ；ｄ：干预组缺血再灌注后２４ｈ

图３　肝移植组和干预组病理检查结果　ＨＥ×１００　ａ：肝移植组缺血再灌注后６ｈ；ｂ：肝移植组缺血再灌注后２４ｈ；ｃ：干预组缺血再灌注后

６ｈ；ｄ：干预组缺血再灌注后２４ｈ

图４　肝移植组和干预组电镜检查结果　ａ：肝移植组缺血再灌注后６ｈ　×２００００；ｂ：肝移植组缺血再灌注后２４ｈ　×１５０００；ｃ：干预组缺

血再灌注后６ｈ　×１２０００；ｄ：干预组缺血再灌注后２４ｈ　×１２０００

３　讨论
　　本研究中，各组 ＡＬＴ、ＡＳＴ与 ＴＮＦα表达变化
与移植肝的组织学损伤相一致。ＴＮＦα在肝移植缺

血再灌注损伤中仍然是损伤产生的上游因子［３］。

ＩＬ１０作为损伤保护因子，其表达在缺血再灌注初期
即达到了组内峰值，至２４ｈ时已降至正常水平。表
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达未受抑制时，ＣＯＸ２与 ＩＬ１０具有类似的表达变
化趋势，即于缺血再灌注初期（３ｈ）已达组内峰值，
而后随缺血再灌注时间延长逐渐下降；当 ＣＯＸ２表
达受抑制后，ＡＬＴ、ＡＳＴ与 ＴＮＦα呈现高表达，ＩＬ１０
亦明显升高。这说明在肝移植缺血再灌注损伤过程

中对ＣＯＸ２的抑制可使ＴＮＦα和ＩＬ１０的表达呈负
反馈性升高，最终损伤因素大于抗损伤因素，进一步

加重移植物的缺血再灌注损伤，故 ＣＯＸ２在肝移植
缺血再灌注损伤中所扮演的角色与 ＩＬ１０类似，具
有保护作用［４］。

　　实验结果显示，运用 ＮＳ３９８从转录水平抑制
ＣＯＸ２的表达后，干预组与肝移植组比较，损伤性肝
酶和细胞因子表达的增加，造成组织损伤的进一步

加重。这说明 ＣＯＸ２的表达为肝移植缺血再灌注
损伤机制所必需，缺血再灌注损伤引起 ＣＯＸ２较高
水平的表达，但抑制其表达同样可加重缺血再灌注

损伤，提示ＣＯＸ２在肝移植缺血再灌注损伤中起到
了阻止损伤进一步加重的保护性作用。本研究同时

发现，ＮＳ３９８对ＣＯＸ２的抑制作用不足以维持超过
２４ｈ，此结果与 ＲＴＰＣＲ检测结果相一致，说明
ＣＯＸ２表达与ＣＯＸ２ｍＲＮＡ表达相一致，无延迟性
表达。

　　所有结果显示，ＣＯＸ２是包含在损伤后复杂调
节网络中的重要效应物，其作用结果可能依赖于其

下游产物在促损伤抗损伤间的比例关系。
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　　ＡＦＰ　　 甲胎蛋白

　　Ａｌｂ　 白蛋白
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　　ＡＴＰ　 腺苷三磷酸

　　ＡＲＤＳ　 急性呼吸窘迫综合征

　　ＣＥＡ　 癌胚抗原

　　ＣＴ　 Ｘ线计算机断层摄影术
　　ＤＡＢ　 二氨基联苯胺

　　ＤＢｉｌ　 直接胆红素

　　ＤＭＳＯ 二甲基亚砜
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　　ＥＳＴ　 内镜乳头括约肌切开

　　ＥＵＳ　 内镜超声

　　ＧＡＰＤＨ ３磷酸甘油醛脱氢酶

　　ＧＧＴ　　 γ谷氨酰转移酶
　　ＨＡＶ　 甲型肝炎病毒

　　Ｈｂ　 血红蛋白

　　ＨＢＶ　 乙型肝炎病毒

　　ＨＢｅＡｇ　 乙型肝炎ｅ抗原
　　ＨＢｓＡｇ　 乙型肝炎表面抗原

　　ＨＣＶ　 丙型肝炎病毒

　　ＨＥ　 苏木素伊红
　　ＨＩＦＵ　 高强度聚焦超声
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　　ＩＦＮ　 干扰素

　　ＩＬ　 白细胞介素

　　抗ＨＢｃ　 乙型肝炎核心抗体
　　抗ＨＢｅ　 乙型肝炎ｅ抗体
　　抗ＨＢｓ　 乙型肝炎表面抗体
　　ＬＣ　 腹腔镜胆囊切除术

　　ＬＤＨ　 乳酸脱氢酶

　　ＭＡ　 微波消融

　　ＭＲＣＰ　 磁共振胆胰管造影

　　ＭＲＩ　 磁共振成像

　　ＭＯＤＳ　 多器官功能障碍综合征

　　ＭＴＴ　 四甲基偶氮唑蓝

　　ＮＫ细胞　自然杀伤细胞
　　ＰａＣＯ２　　动脉血二氧化碳分压
　　ＰａＯ２　 动脉血氧分压

　　ＰＢＳ　 磷酸盐缓冲液

　　ＰＣＲ　 聚合酶链反应

　　ＰＥＩ　 经皮酒精局部注射疗法

　　ＰＬＴ　 血小板

　　ＰＴ　 血浆凝血酶原时间

　　ＰＴＣ　 经皮肝穿刺胆道造影

　　ＰＴＣＤ　 经皮经肝胆管引流

　　ＲＢＣ　 红细胞

　　ＲＦＡ　 射频消融

　　ＲＴＰＣＲ　 逆转录聚合酶链反应
　　ＴＡＣＥ　 经探管（肝）动脉栓塞化疗

　　ＴＢｉｌ　 总胆红素

　　ＴＣ　 总胆固醇

　　ＴＧ　 甘油三酯

　　ＴＧＦ　 转化生长因子

　　ＴＮＦ　 肿瘤坏死因子

　　ＴＰ　 总蛋白

　　ＷＢＣ　 白细胞

　　ＶＥＧＦ　 血管内皮生长因子
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