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大鼠肝脏冷缺血再灌注损伤后 Ｂ７表达的研究
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　　摘要：目的　探讨 Ｂ７１和 Ｂ７２在大鼠肝脏冷缺血再灌注损伤时的表达及其免疫学意义。

方法　将３０只大鼠随机分为 ３组：Ａ组为假手术组（对照组）；Ｂ组为冷缺血 ２０ｍｉｎ再灌注 ２４ｈ组；Ｃ组

为冷缺血 ３０ｍｉｎ再灌注 ２４ｈ组。分别取各组之肝脏，采用实时反转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测肝

组织中 Ｂ７１和 Ｂ７２ｍＲＮＡ的表达。结果　Ｂ７１ｍＲＮＡ在 Ｂ，Ｃ组表达为 ０．５２９±０．０８９和 ０．６１８±

０．０７４，均较 Ａ组（０．１３１±０．０１２）明显增高（Ｐ＜０．０１）。Ｂ７２ｍＲＮＡ在 Ｂ，Ｃ组表达为 ０．４７４±０．１３２

和 ０．６８２±０．０９５，均较 Ａ组（０．１６３±０．０５４）明显增高（Ｐ＜０．０１）。并且 Ｂ７１和 Ｂ７２在 Ｃ组表达

明显高于 Ｂ组（Ｐ＜０．０５）。结论　冷缺血再灌注时肝脏 Ｂ７１和 Ｂ７２表达上调，增加了肝脏的免疫

原性。
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　　低温灌注技术是肝脏移植手术中的重要环
节，其在切除位于肝门区或微侵袭下腔静脉等处

肿瘤时的运用也日益增多［１］。研究发现，Ｔ淋巴
细胞共刺激通路参与了肾脏缺血再灌注（Ｉ／Ｒ）损
伤［２］，共刺激分子在器官冷 Ｉ／Ｒ损伤中的表达已
引起广泛关注。本实验原位模拟肝脏冷 Ｉ／Ｒ，采
用逆转录 －聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）法检测共刺
激分子 Ｂ７在肝组织中的表达，分析其变化规律，
以期进一步揭示低温灌注与急性排斥反应的联

系，探讨冷 Ｉ／Ｒ时移植器官损害的机制。

１　材料和方法

１．１　模型建立、动物分组及取材
雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠３０只，体重２００～２５０ｇ，由山

东大学动物实验中心提供。随机分为 ３组，每组
１０只。Ａ组为假手术组（对照组）；Ｂ组为冷缺血
２０ｍｉｎ再灌注 ２４ｈ组；Ｃ组为冷缺血 ３０ｍｉｎ再灌注
２４ｈ组。动物模型参照胡建平［３］的方法：脾静脉

插管作为肝脏冷 Ｉ／Ｒ的流入道，右肾上腺静脉作
为肝灌注液流出道。向肝脏灌注 ２ｍＬ含肝素常
温生理盐水，使全肝处于无血流状态；夹闭肝上、

下下腔静脉，活结结扎肝动脉、幽门静脉，使全肝

处于血流阻断状态，以 ２０ｃｍＨ２Ｏ压力（１ｃｍＨ２Ｏ＝
０．０９８ｋＰａ）经导管持续滴 ４℃冷灌注液，冷灌注时
间为２０ｍｉｎ和３０ｍｉｎ。停止灌注后，结扎右肾上腺
静脉流出道，切除脾脏，随即恢复肝脏血流，恢复

肝血流 ２４ｈ后切取肝脏。
１．２　肝脏组织 Ｂ７１和 Ｂ７２ｍＲＮＡ表达水平的

检测

肝脏组织总 ＲＮＡ提取及 ｃＤＮＡ合成：采用 Ｔｒ
ｉｚｏｌ试剂盒（加拿大 ＢＢＩ公司产品）提取组织标本
总 ＲＮＡ；取 ０．５μＬＲＮＡ产物，用 ＲＴＰＣＲ试剂盒
（Ｒｏｃｈｅ公司）将其逆转录为互补 ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）。
（２）ＰＣＲ反应：以 βａｃｔｉｎ作为内参对照。Ｂ７１，
Ｂ７２及 βａｃｔｉｎ引物由山东省医学科学院合成。

βａｃｔｉｎ上游引物为 ５′ＡＴＧＧＡＲＴＣＣＴＧＴＧＧＣＡＴＣＣＡ
３′，下游引物为 ５′ＣＧＣＴＣＡＧＧＡＧＧＡＧＣＡＡＴＧＡＴ３；
Ｂ７１上游引物为５′ＧＧＣＡＴＴＧＣＴＧＴＣＣＴＧＴＧＡＴＴＡＣ
３′，下游引物为 ５′ＡＣＴＣＡＧＴＴＡＴＧＴＴＧＧＧＧＧＴＡＧＧ
３′；Ｂ７２上游引物为 ５′ＧＣＴＣＧＴＡＧＴＡＴＴＴＴＧＧＣＡＧ
ＧＡＣＣ３′，下 游 引 物 为 ５′ＣＧＧＧＴＡＴＣＣＴＴＧＣＴ
ＴＡＧＡＴＧＡＧＣ３′。１％琼脂糖凝胶电泳 ＰＣＲ产物，
ＥＢ染色，ＡｌｐｈａＩｍａｇｅｒＴＭ２２００凝胶成像系统观察
电泳条带存入图像。以系统的 ＳＰＯＴＤＥＮＳＩＴＹ软
件分别测量内参照和 Ｂ７１，Ｂ７２基因扩增条带
的灰 度。结 果 以 Ｂ７１／βａｃｔｉｎ及 Ｂ７２／βａｃｔｉｎ
ｍＲＮＡ的灰度比值表示。
１．３　统计学处理

实验数据以 ｘ±ｓ表示，所有数据应用 ＳＰＳＳ
１３．０软件进行分析。样本均数比较采用方差分
析。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　Ｂ７１，Ｂ７２ｍＲＮＡ的表达水平
Ｂ７１ｍＲＮＡ在 Ａ组几乎不表达，而在 Ｂ组和

Ｃ组则明显表达（Ｐ＜０．０１）；Ｂ７２ｍＲＮＡ在 Ａ组
几乎 不 表 达，而 在 Ｂ组 和 Ｃ组 则 明 显 表 达
（Ｐ＜０．０１）。Ｂ组 Ｂ７１，Ｂ７２ｍＲＮＡ的表达水平
显著低于 Ｃ组，差异均有显著性 （Ｐ＜０．０５）
（图１－２）（表 １）。

表 １　各组 Ｂ７１和 Ｂ７２表达水平的比较（ｎ＝１０，ｘ±ｓ）

　分组 Ｂ７１ Ｂ７２

　Ａ组 　　　０．１３１±０．０１２ 　　　０．１６３±０．０５４

　Ｂ组 　　　０．５２９±０．０８９１） 　　　０．４７４±０．１３２１）

　Ｃ组 　　　０．６１８±０．０７４１），２） 　　　０．６８２±０．０９５１），３）

　　注：１）与Ａ比较，Ｐ＜０．０１；２）与Ｂ组比较，Ｐ＜０．０５；３）与Ｂ组比

较，Ｐ＜０．０１
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图１　Ｂ７１ｍＲＮＡ的表达 图２　Ｂ７２ｍＲＮＡ的表达
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３　讨　论

Ｉ／Ｒ损伤是肝脏移植过程中不可避免的病理
过程，它存在于肝脏的切取、保存以及移植手术

的各个环节。Ｉ／Ｒ损伤影响移植物术后的功能，
更为严重的是与原发性无功能有密切关系，并且

增加了发生急性排斥反应的几率［４－５］。Ｔ细胞介
导的免疫反应在急性排斥反应中起主要作用。Ｔ
细胞活化与增殖依赖于双信号。一是抗原呈递

细胞呈递的抗原肽 －ＭＨＣ复合体，此信号对 Ｔ细
胞活化是必需的，但不引起 Ｔ细胞增殖和分泌细
胞因子。二是共刺激信号，即第二信号，为 Ｔ细
胞抗原特异性激活所必需；它们启动、维持并调

节活化级联反应。其中主要的共刺激因子是 Ｂ７
家族成员（Ｂ７１和 Ｂ７２）。

本实验模型包含冷灌注、再复流过程，较好地

模拟肝移植供肝灌注及移植后的复流过程。其

特点在于：利用门静脉和腔静脉固有分支作为灌

注液流入和流出道，避免了在门静脉和腔静脉壁

上切开和修补，保持了门静脉和腔静脉主干结构

的完整性；术后无狭窄或栓塞发生；手术创伤小，

动物成活率高，较好地模拟出大鼠肝脏的冷 Ｉ／Ｒ
过程。

ＤｅＧｒｅｅｆ［６］运用肾脏 Ｉ／Ｒ损伤模型发现 Ｂ７分
子表达增加。在大鼠肝脏冷 Ｉ／Ｒ模型中，笔者观
察到实验组共刺激分子 Ｂ７１，Ｂ７２ｍＲＮＡ表达较
假手术组明显上调，并且随着缺血时间的延长，

Ｂ７１，Ｂ７２水平进一步增高。说明发生了冷 Ｉ／Ｒ
损伤，与采用肾脏模型观察到的结果［７］一致。明

英姿［８］观察到 Ｉ／Ｒ损伤导致主要组织相容性抗
原复合物（ＭＨＣ）表达增高，进而增加了供肝的免
疫原性。本研究结果表明，供肝的免疫原性在经

过冷 Ｉ／Ｒ打击后还可通过 Ｂ７１和 Ｂ７２表达上
调而增高。

故笔者认为在肝脏移植过程中，可通过检测

Ｂ７１，Ｂ７２的表达来预测 Ｉ／Ｒ损伤的程度，对排
斥反应的监测有一定帮助。另一方面 Ｂ７１和
Ｂ７２可能成为抑制与肝移植相关的肝脏 Ｉ／Ｒ损
伤后早期排斥反应的新靶点。
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本刊决定采用汉语拼音姓名的新写法

编辑学报 ２００７年第 ５期刊登了我国台湾省留美学者许仲平教授提出的中国人汉语拼音姓名写法的建
议：姓在前，名在后，姓的字母全大写，名只首字母大写，双名间不加连接号，名字不缩写。

例如：“杨为民”写作“ＹＡＮＧＷｅｉｍｉｎ”，不写作“ＹａｎｇＷｅｉｍｉｎ”或“ＹＡＮＧＷｅｉ－ｍｉｎ”或“ＹＡＮＧＷ Ｍ”或
“ＹＡＮＧＷ”。这是一个有助于解决西方人对中国人姓名误解的好建议。

这一建议符合中国人的姓名习惯，与现行有效的国家标准的规范也基本一致，差别只在于建议的姓字

母全大写，而国家标准仅规定姓的首字母大写，而这样做确实便于西方人清楚区别中国人的姓和名。目前

本刊实行的是姓字母全大写，双名间加连接号。经慎重研究，决定从 ２００８年起采用姓的字母全大写、双名
间不加连接号的建议。

中国普通外科杂志编辑部
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