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冷保存对肝内胆管 ＧＡＴＡ因子表达的影响
刘巍　田峰　江鹏　王曙光

　　【摘要】　目的　探讨冷保存对大鼠肝内胆管ＧＡＴＡ因子表达的影响。方法　用酶消化辅助机械分离
方法获得１５只ＳＤ大鼠肝内胆管组织，将所得胆管片断培养于鼠尾胶原溶液中４８ｈ后进行实验。将ＳＤ大
鼠按照随机数字表法分为冷保存１ｈ组、冷保存１２ｈ组和对照组，每组５只。采用ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测ＧＡＴＡ因子的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平。正态分布的计量资料采用 珋ｘ±ｓ表示。３组比较采用方差
分析，两两比较采用 ＬＳＤ检验。结果　对照组胆管表达 ＧＡＴＡ３、ＧＡＴＡ４、ＧＡＴＡ６ｍＲＮＡ，不表达 ＧＡＴＡ１、
ＧＡＴＡ２、ＧＡＴＡ５ｍＲＮＡ。冷保存１ｈ组、冷保存１２ｈ组和对照组 ＧＡＴＡ４ｍＲＮＡ的表达水平分别为０７２±
００８、０５６±００７和０９６±００６，３组比较，差异有统计学意义（Ｆ＝３８．９８１，Ｐ＜０．０５）。冷保存１２ｈ组
ＧＡＴＡ４ｍＲＮＡ的表达水平显著低于冷保存１ｈ组和对照组（Ｐ＜０．０５），冷保存１ｈ组ＧＡＴＡ４ｍＲＮＡ的表达
水平显著低于对照组（Ｐ＜００５）。冷保存１ｈ组、冷保存１２ｈ组和对照组ＧＡＴＡ６ｍＲＮＡ的表达水平分别
为０８３±００７、０６８±０１２和０９８±０１２，３组比较，差异有统计学意义（Ｆ＝１０１７５，Ｐ＜００５）。冷保存
１２ｈ组ＧＡＴＡ６ｍＲＮＡ的表达水平显著低于冷保存１ｈ组和对照组（Ｐ＜０．０５），冷保存１ｈ组ＧＡＴＡ６ｍＲＮＡ
的表达水平显著低于对照组（Ｐ＜００５）。冷保存１ｈ组、冷保存１２ｈ组和对照组 ＧＡＴＡ３ｍＲＮＡ的表达水
平变化不明显，分别为０９２±００６、０８９±００５和０９８±０１１，３组比较，差异无统计学意义（Ｆ＝１．６７４，
Ｐ＞００５）。冷保存１ｈ组、冷保存１２ｈ组和对照组 ＧＡＴＡ４蛋白的表达水平分别为０７８±００７、０６４±
００６和０９９±０１０，３组比较，差异有统计学意义（Ｆ＝２４２１１，Ｐ＜００５）。冷保存１２ｈ组 ＧＡＴＡ４蛋白的
表达水平显著低于冷保存１ｈ组和对照组（Ｐ＜０．０５），冷保存１ｈ组ＧＡＴＡ４蛋白的表达水平显著低于对照
组（Ｐ＜００５）。冷保存１ｈ组、冷保存１２ｈ组和对照组ＧＡＴＡ６蛋白的表达水平分别为０９０±００４、０７５±
００６和０９８±０１１，３组比较，差异有统计学意义（Ｆ＝１１６５１，Ｐ＜００５）。冷保存１２ｈ组 ＧＡＴＡ６蛋白的
表达水平显著低于冷保存１ｈ组和对照组（Ｐ＜００５）。结论　长时间冷保存后大鼠肝内胆管 ＧＡＴＡ４和
ＧＡＴＡ６的表达显著降低，提示ＧＡＴＡ４和ＧＡＴＡ６参与了冷保存后胆管的病理生理改变过程。
　　【关键词】　缺血性胆道病变；　冷保存；　ＧＡＴＡ因子；　肝内胆管
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　　【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　Ｉｓｃｈｅｍｉｃｔｙｐｅｂｉｌｉａｒｙｌｅｓｉｏｎｓ；　Ｃｏｌｄｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ；　ＧＡＴＡ；　Ｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃｂｉｌｅｄｕｃｔ

　　缺血型胆道病变（ｉｓｃｈｅｍｉｃｔｙｐｅｂｉｌｉａｒｙｌｅｓｉｏｎｓ，
ＩＴＢＬ）是肝移植术后难以处理的胆道并发症之一，
其发病机制尚不清楚［１］。胆管损伤是 ＩＴＢＬ早期主
要病理改变。继往研究结果表明：长时间冷保存后，

大鼠移植肝胆管和体外组织培养的胆管黏蛋白

Ｍｕｃ１和Ｍｕｃ３Ａ表达明显降低，加重胆管损伤，促进
ＩＴＢＬ发生［２］。而其上游调控机制尚不清楚。既往

关于小肠和肺上皮细胞的研究结果提示：ＧＡＴＡ转
录因子是黏蛋白潜在的上游调控分子［３－４］，其包括

６名成员（ＧＡＴＡ１～ＧＡＴＡ６）。由于ＧＡＴＡ因子表达
具有组织特异性，胆管组织表达何种 ＧＡＴＡ因子以
及肝移植后Ｍｕｃ１、Ｍｕｃ３Ａ下调受何种ＧＡＴＡ因子调
控目前尚不清楚。本研究拟在体外培养的大鼠胆管

组织中，观察冷保存处理对ＧＡＴＡ因子的影响，筛选
黏蛋白Ｍｕｃ１、Ｍｕｃ３Ａ下调的潜在调控分子。

１　材料与方法
１．１　实验动物
　　健康ＳＤ大鼠１５只［实验动物许可证号：ＳＹＸＫ
（渝）２００７００１０］，体质量 ２００～２５０ｇ，由第三军医
大学大坪医院动物中心提供。术前禁食１２ｈ，不禁
水。实验方法符合动物伦理学所规定的要求。

１．２　肝内胆管分离培养
　　参考前期研究中肝内胆管分离方法［３］。ＳＤ大
鼠腹腔注射０．３％戊巴比妥溶液（５０μｇ／ｇ），麻醉成
功后，酒精消毒皮肤表面，使用８％Ｎａ２Ｓ脱毛，腹上
区横切口逐层进腹。肝素化下腔静脉，门静脉处使

用２２Ｇ留置针穿刺置管后结扎固定。采用ＤＨａｎｋ′ｓ
液灌注冲洗肝脏，迅速剪开下腔静脉，肝脏变为土黄

色。持续灌注５ｍｉｎ后，使用预热的３７℃胶原酶灌
注液（ＤＨａｎｋ′ｓ液含０．０５％Ⅳ型胶原酶）继续灌注
以消化胶原等结缔组织。灌注 １０ｍｉｎ后，肝脏软
化，包膜开始脱离，迅速移出肝脏置于胆管细胞生长

培养基中（含 ＤＭＥＭ／Ｆ１２＝１∶１基础培养基中加入
１０％胎牛血清、１００Ｕ／Ｌ青链霉素双抗、４００μｇ／Ｌ
地塞米松、１０ｇ／Ｌ胰岛素、２５μｇ／Ｌ表皮生长因子），
钝性分离以去除肝实质及肝静脉，剩余肝内胆管树部

分。将其剪成小于１ｍｍ片段，悬于裂解液（ＤＨａｎｋ′ｓ
液含０．０２％Ⅳ型胶原酶和０．０３２％透明质酸酶）中，
３７℃水浴３０ｍｉｎ，１０００ｒ／ｍｉｎ（离心半径１５ｃｍ）离
心５ｍｉｎ。弃上清液，沉淀悬于１ｍＬ１．５ｇ／Ｌ鼠尾胶
原溶液（用基础培养基配置），铺于３５ｍｍ培养皿
中，置３７℃孵育箱３０ｍｉｎ，待胶原溶液凝固后加入
４ｍＬ胆管细胞生长培养基，置 ３７℃孵育箱（５％
ＣＯ２、９５％％空气），２４ｈ换液１次，４８ｈ后按照下述
分组方法及处理方案进行后续实验。

１．３　实验分组
　　将１５只 ＳＤ大鼠按照随机数字表法分为３组，
每组５只，分别为（１）冷保存１ｈ组：去除培养基，加
入３ｍＬ４℃ ＵＷ液，保存１ｈ后去除ＵＷ液，ＰＢＳ清
洗３次，加入４ｍＬ培养基，放置３７℃孵育箱培养
２４ｈ；（２）冷保存１２ｈ组：３ｍＬ４℃ ＵＷ液保存１２ｈ，
余同冷保存１ｈ组；（３）对照组：将胆管细胞放置于
３７℃孵育箱培养２４ｈ。
１．４　ＲＮＡ提取和ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ检测
　　采用 ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ提取总 ＲＮＡ，ＰｒｉｍｓｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ
ｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ逆转录，ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅢ试剂盒
行ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ，引物序列和产物长度见表１。反
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表１　ＰＣＲ引物序列和扩增片段长度

基因 上游引物 下游引物 产物长度（ｂｐ）

ＧＡＴＡ１ ＣＡＧＣＡＴＣＴＴＣＣＴＣＣＡＣＴＴＣ ＣＴＧＧＧＡＴＴＣＣＣＴＣＣＡＴＡＣ １３８

ＧＡＴＡ２ ＡＴＧＴＣＴＣＣＣＡＧＡＴＣＡＴＴＣＣ ＧＴＡＴＴＴＡＣＡＧＧＧＧＴＣＣＡＡＣＴ １０５

ＧＡＴＡ３ ＴＴＣＣＴＧＴＧＣＧＡＡＣＴＧＴＣＡＧＡＣＣＡ ＣＣＴＴＴＴＴＧＣＡＣＴＴＴＴＴＣＧＡＴＴＴＧＣＴＡ １８８

ＧＡＴＡ４ ＴＣＡＡＡＣＣＡＧＡＡＡＡＣＧＧＡＡＧＣ ＧＣＡＴＣＴＣＴＴＣＡＣＴＧＣＴＧＣＴＧ １４３

ＧＡＴＡ５ ＣＣＡＣＡＡＣＣＴＡＣＣＣＡＧＣＡＴＡ ＧＧＡＡＣＴＣＣＴＣＣＡＡＧＡＡＧＴＣＡ １５３

ＧＡＴＡ６ ＧＴＡＧＡＡＡＣＧＣＴＧＡＧＧＧＴＧＡ ＧＧＡＡＧＴＴＧＧＡＧＴＣＡＴＡＧＧＡＡＣ １８２

βａｃｔｉｎ ＡＴＡＴＣＧＣＴＧＣＧＣＴＣＧＴＣ ＧＴＣＴＣＴＴＧＣＴＣＴＧＧＧＣＣＴＣＧＴＣ １７４

应条件及试剂均参照说明书进行。根据电泳结果确

保所得产物，采用制作标准曲线的方法得到数据。

１．５　胆管组织蛋白提取和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　胆管组织蛋白的提取参照文献［５］。提取蛋白
置于－８０℃保存。应用ＢＣＡ试剂盒检测蛋白浓度。
每孔道上样 ５０μｇ，８％ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳 ２０Ｖ，
２ｈ后８０Ｖ持续３ｈ。２００ｍＡ转膜２ｈ至ＰＶＤＦ膜，
５％脱脂奶粉封闭过夜，室温下孵育一抗（ＧＡＴＡ４，
Ａｂｃａｍ，１∶２００；ＧＡＴＡ６，Ａｂｃａｍ，１∶２００；βａｃｔｉｎ，Ａｂｃａｍ，
１∶１０００）、二抗２ｈ，应用发光试剂显影及Ｘ胶片成像。
扫描胶片后应用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件进行灰度测定。
１．６　统计学分析
　　应用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行分析。正态分布
的计量资料采用 珋ｘ±ｓ表示。３组比较采用方差分
析，两两比较采用 ＬＳＤ法检验。Ｐ＜０．０５为差异有
统计学意义。

２　结果
　　ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ检测结果显示：对照组大鼠胆管
组织表达ＧＡＴＡ３、ＧＡＴＡ４、ＧＡＴＡ６ｍＲＮＡ，而不表达
ＧＡＴＡ１、ＧＡＴＡ２、ＧＡＴＡ５ｍＲＮＡ。冷保存１ｈ组、冷
保存１２ｈ组和对照组ＧＡＴＡ４ｍＲＮＡ的表达水平分
别为０．７２±０．０８、０．５６±０．０７和０．９６±０．０６，３组
比较，差异有统计学意义（Ｆ＝３８．９８１，Ｐ＜０．０５）。
冷保存１２ｈ组ＧＡＴＡ４ｍＲＮＡ的表达水平显著低于
冷保存１ｈ组和对照组（Ｐ＜０．０５），冷保存１ｈ组
ＧＡＴＡ４ｍＲＮＡ的表达水平显著低于对照组（Ｐ＜
００５）。冷保存 １ｈ组、冷保存 １２ｈ组和对照组
ＧＡＴＡ６ｍＲＮＡ的表达水平分别为０８３±００７、０６８±
０１２和０９８±０１２，３组比较，差异有统计学意义
（Ｆ＝１０１７５，Ｐ＜００５）。冷保存 １２ｈ组 ＧＡＴＡ６
ｍＲＮＡ的表达水平显著低于冷保存１ｈ组和对照组
（Ｐ＜０．０５），冷保存１ｈ组 ＧＡＴＡ６ｍＲＮＡ的表达水
平显著低于对照组（Ｐ＜００５）。冷保存１ｈ组、冷
保存１２ｈ组和对照组ＧＡＴＡ３ｍＲＮＡ的表达水平变

化不明显，分别为０９２±００６、０８９±００５和０９８±
０１１，３组比较，差异无统计学意义（Ｆ＝１．６７４，Ｐ＞
００５）。
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：冷保存１ｈ组、冷保
存１２ｈ组和对照组大鼠胆管组织中ＧＡＴＡ４蛋白的
表达水平分别为０７８±００７、０６４±００６和０９９±
０１０，３组比较，差异有统计学意义（Ｆ＝２４２１１，Ｐ＜
００５）。冷保存１２ｈ组 ＧＡＴＡ４蛋白的表达水平显
著低于冷保存１ｈ组和对照组（Ｐ＜００５），冷保存
１ｈ组ＧＡＴＡ４蛋白的表达水平显著低于对照组（Ｐ＜
００５）。冷保存 １ｈ组、冷保存 １２ｈ组和对照组
ＧＡＴＡ６蛋白的表达水平分别为０９０±００４、０７５±
００６和０９８±０１１，３组比较，差异有统计学意义
（Ｆ＝１１６５１，Ｐ＜００５）。冷保存１２ｈ组 ＧＡＴＡ６蛋
白的表达水平显著低于冷保存１ｈ组和对照组（Ｐ＜
００５）。

３　讨论
３．１　ＩＢＴＬ的病理学机制
　　ＩＴＢＬ是肝移植术后难以处理的胆道并发症之
一，因缺乏有效治疗手段，约５０％ＩＴＢＬ患者最终死
亡或接受再次肝移植［６］。虽然 ＩＴＢＬ准确的发病机
制目前尚不清楚，但近１０年来国内外相关的临床和
基础研究结果提示：ＩＴＢＬ的发生是多因素共同作用
的结果，胆管损伤是ＩＴＢＬ的早期病理学改变。目前
研究结果表明：ＩＴＢＬ的发生与缺血相关性损伤、免
疫相关性损伤以及疏水性胆盐导致的损伤相关［１］。

前期研究成果提示胆管上皮细胞在生理情况下处于

保护措施（血供、胆盐转运蛋白、黏蛋白等）和损伤

因素（疏水性胆盐、细菌毒素等）两者相对平衡的微

环境中，这种平衡是维持胆管结构和功能的重要前

提［２，５，７－１１］。在缺血相关性损伤的研究中发现，供肝

长时间冷保存使保护因素下降，胆管上皮细胞所处

的微环境发生变化，加重胆管损伤，这是促进 ＩＴＢＬ
发生的主要原因之一［２，５，８，１２－１３］。
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３．２　黏蛋白在冷保存后胆管损伤中的作用
　　黏蛋白是一类大分子量的糖蛋白，包括跨模型
黏蛋白（Ｍｕｃ１、Ｍｕｃ３Ａ、Ｍｕｃ４等）和分泌型黏蛋白
（Ｍｕｃ２、Ｍｕｃ５ＡＣ、Ｍｕｃ６等）。其主要表达于消化道、
呼吸道和泌尿生殖道等黏膜组织，对黏膜上皮细胞

起保护和润滑作用［１４］。正常胆管上皮细胞存在黏

蛋白的表达，对胆管细胞起到保护作用，同时维持胆

管细胞微环境的稳定［１５］。长时间冷保存后，体外培

养胆管和移植肝胆管黏蛋白Ｍｕｃ１和Ｍｕｃ３Ａ表达显
著降低，减弱了其对胆管上皮细胞的保护作用，加重

胆管损伤；另外胆管上皮细胞损伤同样加剧了黏蛋白

Ｍｕｃ１和 Ｍｕｃ３Ａ的表达下调，促进 ＩＴＢＬ的发生［２］。

而黏蛋白表达的下调受何种分子机制调控目前尚不

清楚。

３．３　ＧＡＴＡ在冷保存后胆管损伤中的作用
　　ＧＡＴＡ是一类进化保守的转录因子家族，包括
６名成员（ＧＡＴＡ１～ＧＡＴＡ６），每名成员都含有两个
锌指结构的高度保守的ＤＮＡ结合区域（Ａ／Ｔ）ＧＡＴＡ
（Ａ／Ｇ）［１６］。ＧＡＴＡ１～ＧＡＴＡ３主要表达于造血系统细
胞，参与调控造血细胞中基因的表达［１７］。ＧＡＴＡ４～
ＧＡＴＡ６主要表达于心脏组织，在心脏发育和心肌细
胞分化过程中，参与调控基因的表达［１８－１９］。ＧＡＴＡ
因子主要与基因启动子区 ＧＡＴＡ模序结合，调控转
录活性，并且在细胞的增殖及定向分化方面有重要

的调控作用［２０－２１］。既往在肺和小肠上皮细胞中的

研究结果提示：ＧＡＴＡ因子是黏蛋白潜在的上游调
控分子［３－４］。由于 ＧＡＴＡ表达具有组织特异性，胆
管上皮细胞中ＧＡＴＡ因子表达情况及肝移植后黏蛋
白Ｍｕｃ１和Ｍｕｃ３Ａ下调受哪个ＧＡＴＡ因子调控目前
尚不清楚［２２］。笔者在前期研究中分别采用大鼠肝

移植模型和体外胆管组织培养模型均发现：冷保存

后大鼠胆管 Ｍｕｃ１和 Ｍｕｃ３ＡｍＲＮＡ表达降低，提示
其表达的下调主要受转录水平的调控。既往文献报

道在人肝胆管上皮细胞存在ＧＡＴＡ４的表达，并且证
实Ｍｕｃ１和Ｍｕｃ３Ａ基因启动子区域存在ＧＡＴＡ因子
的结合位点［２３－２５］。有研究结果证实：长时间冷保存

后，大鼠移植肝胆管ＧＡＴＡ４和ＧＡＴＡ６ｍＲＮＡ表达显
著降低，并且参与了肝移植后胆管病理生理改变

的过程［２］。本研究结果表明：正常胆管组织表达

ＧＡＴＡ３、ＧＡＴＡ４、ＧＡＴＡ６ｍＲＮＡ，不表达ＧＡＴＡ１、
ＧＡＴＡ２、ＧＡＴＡ５ｍＲＮＡ；冷保存后，胆管组织中
ＧＡＴＡ４、ＧＡＴＡ６ｍＲＮＡ和蛋白表达水平显著降低，
且冷保存１２ｈ组 ＧＡＴＡ４、ＧＡＴＡ６ｍＲＮＡ和蛋白表
达显著低于冷保存１ｈ组。因此，冷保存后大鼠胆

管组织中ＧＡＴＡ４、ＧＡＴＡ６可能与Ｍｕｃ１和Ｍｕｃ３Ａ启
动子区ＧＡＴＡ模序结合，调控其转录活性，从而下调
Ｍｕｃ１和Ｍｕｃ３Ａ的表达，加重胆管损伤。由于各实
验组ＧＡＴＡ３ｍＲＮＡ的表达水平比较，差异无统计学
意义，故本研究未对ＧＡＴＡ３蛋白的表达水平进行进
一步检测分析。本次研究采用体外胆管组织培养模

型，其结果与前期动物实验结果一致，提示体外胆管

组织培养是研究ＧＡＴＡ因子调控黏蛋白较理想的体
外模型，这便于今后开展相关机制研究。

　　综上所述，长时间冷保存导致大鼠肝内胆管组
织中ＧＡＴＡ４和 ＧＡＴＡ６表达显著降低，提示 ＧＡＴＡ４
和ＧＡＴＡ６参与了冷保存后的胆管病理生理改变过
程，可能是黏蛋白Ｍｕｃ１和Ｍｕｃ３Ａ下调的调控分子。
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（收稿日期：２０１５０５２７）
（本文编辑：王雪梅）
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　　孤立性肠系膜上动脉夹层的诊断与治疗策略 李文岗　刘斌　陈福真
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

　　腹主动脉瘤腔内修复与开腹手术治疗的临床疗效 唐佃俊　张健　辛世杰等
!!!!!!!!!!!!!!!!!!

　　脾动脉瘤的介入治疗 袁福康　张志华　陆信武等
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

　　腔内介入治疗在急性肠系膜上动脉缺血中的应用价值 李凤贺　赵渝　代远斌等
!!!!!!!!!!!!!!!!

　　肿瘤累及肾上段下腔静脉的手术治疗 冯翔　宋超　张雷
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

　　肝血管瘤大小与手术风险的关系 肖年军　余强　段伟东等
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

　　单源双能ＣＴ最佳单能量成像技术对直肠癌供血动脉血管成像质量的价值 田士峰　刘爱连　陈安良等
!!!!!!!

　　联合血管切除重建的胰十二指肠切除术治疗胰头癌 张雷达　陈曦　王槐志等
!!!!!!!!!!!!!!!!!

　　门静脉病变的多排螺旋ＣＴ检查诊断 任小军　潘高争　王霞等
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

　　异位辅助性肝移植门静脉动脉化的研究进展 李军　任建军　张俊晶等
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
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