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雷帕霉素对肝脏缺血再灌注中线粒体ＤＮＡ损伤及修复机制的影响
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　　［摘要］　目的　探讨大鼠肝缺血再灌注损伤中线粒体 ＤＮＡ的损伤和修复机制及雷帕霉素的干预作用。方法　 建
立大鼠全肝缺血再灌注损伤模型，分为４组：Ａ组：缺血３０ｍｉｎ组；Ｂ组：缺血５０ｍｉｎ组；Ｃ组：术前雷帕霉素灌胃，缺血
５０ｍｉｎ组；Ｄ组：假手术组。术后２４ｈ，第３、５天分别处死各组动物，测定血清 ＡＳＴ、ＡＬＴ；取出肝脏作病理学检测；ｍｔＤＮＡ
Ｄｌｏｏｐ区扩增测序，查找变异位点；ＲＴＰＣＲ检测肝组织内线粒体 ＤＮＡ聚合酶 γｍＲＮＡ的表达情况。结果　 术后早期
（２４ｈ），Ａ、Ｂ、Ｃ３组 ＡＳＴ、ＡＬＴ均升高，肝组织病理学变化较重，线粒体 ＤＮＡ聚合酶 γｍＲＮＡ表达量均升高，其中 Ｃ组
ＡＳＴ、ＡＬＴ及肝组织病理学改变和线粒体ＤＮＡ聚合酶γｍＲＮＡ表达量明显低于Ｂ组（Ｐ＜０．０１）；２４ｈ后３组ＡＳＴ、ＡＬＴ均
降低，Ａ、Ｂ２组线粒体ＤＮＡ聚合酶γｍＲＮＡ表达量逐渐降低，Ｃ组则较Ａ、Ｂ２组为低（Ｐ＜０．０１），且术后一直维持在同一
水平；Ｃ组ｍｔＤＮＡＤｌｏｏｐ区ＤＮＡ突变率明显低于Ｂ组（Ｐ＜０．０１）。结论　 肝脏缺血再灌注损伤存在ｍｔＤＮＡＤｌｏｏｐ区突
变，雷帕霉素可减轻大鼠肝脏缺血再灌注的病理损害，降低ｍｔＤＮＡ的突变率，抑制线粒体ＤＮＡ聚合酶γｍＲＮＡ表达量的
过度升高，从而对线粒体ＤＮＡ的氧化损伤起保护作用。
　　［关键词］　 肝；缺血再灌注损伤；线粒体ＤＮＡ；雷帕霉素；大鼠
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　　肝脏缺血再灌注损伤（ｈｅｐａｔｉｃｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ
ｉｎｊｕｒｙ，ＨＩＲＩ）是一个重要的临床问题，休克、感染、肝
脏外伤、肝叶切除及肝移植所致的肝脏功能损害及肝

功能衰竭都与之有关。如何延长肝脏缺血耐受时间，

减少缺血再灌注损伤，保护肝功能，防止肝功能衰竭有

重要的临床意义。众多研究表明，肝细胞线粒体 ＤＮＡ
（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡ，ｍｔＤＮＡ）的损伤在肝脏缺血再灌
注损伤中起重要作用［１］。本研究通过建立大鼠全肝

缺血再灌注损伤模型，探讨 ｍｔＤＮＡ常见变异位点、线
粒体ＤＮＡ聚合酶 γ（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅγ）
表达与ｍｔＤＮＡ受损后的修复机制，以及雷帕霉素对线
粒体ＤＮＡ可能的保护机制。

１　材料与方法

１．１　材料
　　健康清洁级雄性ＳＤ大鼠（ｎ＝６０），体质量２００～２５０ｇ，购
自第三军医大学实验动物中心，术前１２ｈ禁食，自由饮水。雷
帕霉素购自上海晶昕生物科技有限公司，临用前以灭菌药用蓖

麻油溶解成终浓度为０．３４５ｍｇ／ｍＬ的溶液。

１．２　分组、造模和给药
　　５４只大鼠分为３组，Ａ组：肝脏缺血３０ｍｉｎ组；Ｂ组：肝脏缺
血５０ｍｉｎ组；Ｃ组：术前３ｄ及术后雷帕霉素［１．５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］
灌胃，肝脏缺血５０ｍｉｎ组；剩余６只作为假手术对照组（Ｄ组）。
Ａ、Ｂ组术前３ｄ及术后以灭菌药用蓖麻油１ｍＬ灌胃。各组大
鼠均采用乙醚麻醉，参照Ｐｒｉｎｇｌｅ’ｓ［２］法建立大鼠全肝缺血再灌
注模型，上腹正中切口后以无创血管夹将肝动脉、门静脉及胆

管一并夹闭，阻断肝门３０、５０ｍｉｎ时开放血流，形成肝缺血再灌
注，Ｄ组麻醉后仅开腹翻动肝脏后即关腹。

１．３　测定
　　各组大鼠术后２４ｈ、３、５ｄ分别处死各组动物。①股动脉
取血２ｍＬ，３０００ｒ／ｍｉｎ，１５ｍｉｎ取血清测定ＡＳＴ、ＡＬＴ；②取部分
肝脏组织（１．５ｃｍ×１．５ｃｍ×０．３ｃｍ）固定于１０％中性福尔马
林溶液中，石蜡包埋后行 ＨＥ染色，光镜观察肝脏损伤程度；
③ＲＴＰＣＲ检测肝组织内线粒体ＤＮＡ聚合酶γｍＲＮＡ的表达：
取肝脏组织１５ｍｇ，按试剂盒说明提取总 ＲＮＡ，合成 ｃＤＮＡ，取
２μＬｃＤＮＡ进行ＰＣＲ反应，线粒体ＤＮＡ聚合酶γｍＲＮＡ引物：
上游引物 ５′ＴＣＡＡＧＧＡＡＧＴＣＡＣＧＡＴＧＧ３′；下游引物 ５′ＡＧ
ＧＣＡＣＴＧＧＴＣＡＡＴＧＴＣＴＡＣ３′，扩增片段长度 ４７０ｂｐ；内参

βａｃｔｉｎ引物由上海生工提供：扩增片段长度１６５ｂｐ。扩增条
件：９４℃预变性３ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延
伸６０ｓ，反应３０个循环。７２℃延伸５ｍｉｎ。制备２０ｇ／Ｌ琼脂凝
胶，取５μＬＰＣＲ产物与 １μＬ上样缓冲液混合后点样，选用
１００～１０００ｂｐＭａｒｋｅｒ５μＬ，１２０Ｖ４０ｍｉｎ电泳，后紫外灯下观
察并拍照。用Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ４．６生物图像分析软件测定各电泳
条带面积光密度值，计算与其相应 βａｃｔｉｎ面积光密度比值；
④肝细胞ｍｔＤＮＡＤｌｏｏｐ区提取、扩增、测序：取肝脏组织１５ｍｇ，
按试剂盒说明提取肝脏组织基因组ＤＮＡ，取２μＬ基因组 ＤＮＡ
溶液进行ＰＣＲ反应，ｍｔＤＮＡＤｌｏｏｐ区引物：上游引物５′ＡＣＡＴ
ＴＡＡＡＴＴＡＴＴＴＴＣＣＣＣＡＡＧＣＡ３′；下游引物 ５′ＴＴＧＧＴＧＴＡＴＧＴＧ
ＧＡＡＴＴＴＴＣＴＧＡ３′，扩增片段长度８５０ｂｐ，扩增条件与线粒体
ＤＮＡ聚合酶γｍＲＮＡＰＣＲ反应相同，取５μＬＰＣＲ产物进行电
泳，电泳条件亦同前，拍照证明扩增目的条带成功，取 ＰＣＲ产
物纯化后送上海生工测序，并对测序结果与 ＮＣＢＩＧｅｎＢａｎｋ参
考序列对比查找变异位点。

１．４　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ１９．０软件进行数据处理，测序样本率用 χ２检
验，其余检验数据均以 珋ｘ±ｓ表示，使用单因素方差分析进行不
同时间点与组间差异性检验。

２　结果

２．１　各组大鼠成活率
　　Ａ组大鼠术后成活率１８／１８（１００％），Ｂ组大鼠成活率１８／
４５（４０％），为保证动物模型标本量，补充造模至最终成活１８只，
而Ｃ组大鼠成活率 １８／２４（７５％），亦补充造模至最终成活
１８只。大鼠死亡均出现在开放肝脏血流再灌注后２～５ｍｉｎ。

２．２　各组大鼠术后一般表现
　　各组大鼠术后第１天均精神差，可饮水，但未见进食鼠料，
皮毛凌乱，毛色暗淡，活动量明显减少，随时间推移以上表现逐

渐恢复，观察到Ａ组大鼠在术后２～３ｄ、Ｂ组大鼠在术后４～
５ｄ、Ｃ组大鼠在术后３～４ｄ皮毛恢复光泽，饮食、活动量与正
常大鼠无明显差异，Ｄ组大鼠在手术当日即可恢复术前状态。

２．３　各组大鼠ＡＳＴ、ＡＬＴ变化
　　Ａ、Ｂ、Ｃ３组大鼠ＡＳＴ、ＡＬＴ早期（２４ｈ）升高明显，３ｄ后开
始降低（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５），至术后５ｄ各组间比较已无统计
学差异（Ｐ＞０．０５），Ａ、Ｂ、Ｃ３组组内比较，术后第１、３天 Ａ、Ｃ
组ＡＳＴ、ＡＬＴ较Ｂ组明显降低（Ｐ＜０．０１），术后第５天各组间无
统计学差异（Ｐ＞０．０５）。见表１。
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Ａ：Ａ组；Ｂ：Ｂ组；Ｃ：Ｃ组
图１　术后２４ｈ大鼠肝脏组织病理变化　（ＨＥ×２００）

表１　各组大鼠不同时间点血清ＡＬＴ、ＡＳＴ变化（Ｕ／Ｌ，ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）
组别　　 ＡＬＴ ＡＳＴ
Ａ组
　２４ｈ ４１６．５０±１４５．８７ｃ ５５９．６７±１２４．６８ｃ
　３ｄ ４７．１４±７．３１ｂｃ ７４．５０±５．１７ｂｃ
　５ｄ ３５．００±５．２９ ６２．６７±８．１４
Ｂ组
　２４ｈ ９０２．３３±１０７．２１ １５９２．６７±２４５．７２
　３ｄ １３５．５０±２３．９２ｂ ３７３．１７±４６．７９ｂ
　５ｄ ６１．５０±１３．４７ １０９．００±１３．８３ａ
Ｃ组
　２４ｈ ６１２．８３±１３０．１８ｃ １０１１．８３±２１７．４０ｃ
　３ｄ ８５．００±９．７８ｂ ２２９．１７±３８．５２ｂ
　５ｄ ５９．６７±８．３１ ９２．５０±９．９５
Ｄ组
　２４ｈ ４１．００±１．４１ ６５．５０±３．５４
　３ｄ ３７．５０±２．１２ ６０．５０±２．１２
　５ｄ ３２．５０±３．５０ ６０．００±２．８０

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与组内前一时间点比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与Ｂ组比较

２．４　各组大鼠肝脏组织病理变化
　　Ａ组术后２４ｈ肝小叶结构清晰，中央静脉周围肝细胞水肿
变性明显，少许肝细胞空泡样变，未见坏死，汇管区少量炎性细

胞浸润（图１Ａ）；Ｂ组术后２４ｈ肝细胞大面积坏死，并且细胞形
态消失，可见较多炎性细胞浸润（图１Ｂ）；Ｃ组术后２４ｈ见肝细
胞部分坏死（图１Ｃ，左上侧为坏死组织，右下侧为正常组织），
但肝细胞索仍存在，并有炎性细胞浸润，较Ｂ组明显减轻；Ｄ组
为正常组织。

２．５　肝脏组织ｍｔＤＮＡＤｌｏｏｐ区ＰＣＲ产物扩增结果
　　各组大鼠肝脏组织ｍｔＤＮＡＤｌｏｏｐ区ＰＣＲ产物扩增于琼脂
凝胶中电泳，均在８５０ｂｐ左右出现大小清晰单一的条带（图２）。
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Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１～６：分别为术后５ｄＡ、Ｂ、Ｃ３组各２个条带；８～１３：分
别为术后３ｄＡ、Ｂ、Ｃ３组各２个条带；１５～２０：分别为术后２４ｈＡ、
Ｂ、Ｃ３组各２个条带；７、１４、２１：分别为Ｄ组术后５、３ｄ、２４ｈ条带

图２　各组大鼠肝脏组织ｍｔＤＮＡＤｌｏｏｐ区ＰＣＲ产物扩增凝胶成像结果

２．６　各组大鼠肝脏组织ｍｔＤＮＡＤｌｏｏｐ区核苷酸突变
情况

　　肝脏组织ｍｔＤＮＡＤｌｏｏｐ区ＰＣＲ扩增产物测序结果与ＮＣＢＩ

ＧｅｎＢａｎｋ参考序列对比后共发现６２个变异位点（部分图示见
图３），包括点突变、点缺失、插入及片段缺失，其中有７个位点
Ｄ组与参考序列对比发现突变，我们考虑为ｍｔＤＮＡＤｌｏｏｐ区的
多态性，而其余与参考序列及Ｄ组对比所发现的突变我们考虑
为ＨＩＲＩ所致，其中Ｂ组发现突变位点５４个，突变率为６．４％，
Ａ组发现突变位点３１个，突变率为３．６％，与 Ｂ组比较差异有
统计学意义（χ２＝６．５５１，Ｐ＝０．０１），Ｃ组发现突变位点３３个，
突变率为３．９％，与 Ｂ组比较差异有统计学意义（χ２＝５．３４２，
Ｐ＝０．０２１），见表２。以上突变多为点突变，片段缺失主要发生
在Ｂ组，且Ｂ组突变率明显高于Ａ、Ｃ组。

第１５３、１６４位点为多态性改变，１７４位点为点突变
图３　部分ｍｔＤＮＡＤｌｏｏｐ区测序结果

２．７　肝脏组织线粒体ＤＮＡ聚合酶γｍＲＮＡ表达量的
变化

　　各组 ＲＮＡ提取以及 ＰＣＲ扩增产物电泳上样量都是相同
的，排除了因上样量不同而造成的假阳性或假阴性。线粒体

ＤＮＡ聚合酶 γｍＲＮＡ及 βａｃｔｉｎＰＣＲ产物分别为 ４８０ｂｐ和
１６５ｂｐ（图４），经Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ４．６生物图像分析软件分析得出
各条带面积光密度值，与其相应 βａｃｔｉｎ面积光密度比值做统
计学分析。Ａ、Ｂ、Ｃ３组肝脏组织线粒体 ＤＮＡ聚合酶 γｍＲＮＡ
表达量早期均升高（２４ｈ），Ｂ组升高最为显著（Ｐ＜０．０１）；术后
３ｄ各组表达量仍较高，以 Ｂ组为显著（Ｐ＜０．０１），至术后５ｄ
Ａ、Ｂ组较前一时间点明显降低（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５），而Ｃ组在
术后２４ｈ、３、５ｄ均无明显差异（Ｐ＞０．０５），见表３。
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Ｍ：ｍａｒｋｅｒ；１～６：分别为术后５ｄＡ、Ｂ、Ｃ３组各２个条带；８～１３：分
别为术后３ｄＡ、Ｂ、Ｃ３组各２个条带；１５～２０：分别为术后２４ｈＡ、
Ｂ、Ｃ３组各２个条带；７、１４、２１：分别为Ｄ组术后５、３ｄ、２４ｈ条带

图４　ＲＴＰＣＲ检测线粒体ＤＮＡ聚合酶γｍＲＮＡ表达
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表２　各组大鼠肝脏组织ｍｔＤＮＡＤｌｏｏｐ区核苷酸突变情况

突变数（例）
核苷酸位点 ＧｅｎＢａｎｋ 测序结果 变异性质

Ａ组 Ｂ组 Ｃ组 Ｄ组
６３ ３ Ｃ Ｇ 点突变

６９ ３ ３ Ｇ Ａ 点突变

７０ ３ ３ Ｃ Ｔ／Ｇ 点突变

７２ ６ Ｔ Ｇ 点突变

７３ ６ Ａ Ｇ／Ｔ 点突变

７４ ６ Ｔ Ａ 点突变

７５ ３ １２ ６ Ａ Ｔ／Ｃ／Ｇ 点突变

７６ ５ １２ ８ Ａ Ｃ／Ｔ／Ｇ 点突变

７７ ３ Ｇ Ｃ／Ａ 点突变

７８ ４ ６ ４ Ｃ Ａ／Ｇ 点突变

７９ ５ ９ ４ Ａ Ｃ／Ｇ／Ｔ 点突变

８０ ６ １２ ６ Ｔ Ｇ／Ｃ／Ａ 点突变

８１－８２ ３ （－） ＧＴ 插入

８１ ６ １２ ９ Ｇ Ｃ／Ａ 点突变

８２ ４ １５ １０ Ｔ Ｇ／Ａ 点突变

８３ ３ １３ ７ Ａ Ｔ／Ｇ 点突变

８５ ５ ４ Ｔ Ａ 点突变

８６ ３ ３ ３ Ａ Ｔ 点突变

９０ ３ Ａ Ｇ 点突变

９２ １２ １５ １０ Ｔ Ｃ 点突变

９２－９３ ２ （－） Ｇ 插入

９３ ６ ６ ３ Ｔ Ｃ／Ｇ 点突变

９４ ６ ７ ６ Ａ Ｔ 点突变

９４－９５ １ （－） ＴＡ 插入

１１６ ３ Ａ Ｔ 点突变

１１８ ３ Ｃ Ｇ 点突变

１２１ ３ Ａ Ｇ 点突变

１２３ ２ Ｃ （－） 缺失

１３１ ４ Ｔ Ｇ 点突变

１３４     Ｔ Ｃ 多态性

１５３     Ｇ Ａ 多态性

１５６ ３ Ｔ Ａ 点突变

１６０ ４ １ Ｔ Ｃ 点突变

１６１－１６７ １ ＴＡＡＡＡＴＡ （－） 片段缺失

１６４     Ａ Ｇ 多态性

１７４ ２ １０ ６ Ａ Ｇ 点突变

１８６ １ Ｔ Ａ 点突变

１８７ ２ ５ ３ Ｇ Ｃ 点突变

２４７     Ｔ （－） 多态性

３１９ ６ ９ ５ Ａ Ｔ 点突变

４００     Ｔ Ｃ 多态性

５８７     Ａ Ｔ 多态性

６６７－６６８ ５ ３ （－） Ｃ 插入

６７８ ２ ９ ６ Ｃ （－） 缺失

８４６     Ｔ Ｃ 多态性

８５７ １ １ Ｃ Ｔ 点突变

８７４ ４ ８ ４ Ｃ Ｔ 点突变

８８３ １２ １２ ９ Ａ Ｔ 点突变

８８４ ３ ３ ２ Ｔ Ｃ／Ａ 点突变

８８５ ９ ９ ６ Ｔ Ａ／Ｇ／Ｃ 点突变

８８５－８８６ ２ ＴＣ （－） 片段缺失

８８６ ３ ４ ４ Ｃ Ａ 点突变

８８６－８８７ ２ （－） Ａ 插入

８８７ ７ ９ ８ Ｃ Ａ 点突变

８８８ ２ ３ ３ Ａ Ｃ 点突变

８８８－８８９ １ （－） Ｔ 插入

８８９ １２ １５ ９ Ｃ Ａ／Ｔ 点突变

８８９－８９０ ２ ２ １ （－） Ａ／Ｔ 插入

８９１ ８ ９ ８ Ｔ Ｃ 点突变

８９３－８９４ １ １ （－） Ａ 插入

８９６ ４ ８ ３ Ｃ Ａ 点突变

８９７ １ １ Ａ Ｃ 点突变

９００ ６ ８ ４ Ｇ Ａ 点突变

：所有标本测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ均不一致；－：相对于 ＧｅｎＢａｎｋ

或测序位点为核苷酸缺失

表３　各组大鼠术后不同时间肝脏组织线粒体ＤＮＡ聚合酶

γｍＲＮＡ表达量的变化（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 ２４ｈ ３ｄ ５ｄ
Ａ组 ３．１６±０．１９ｃ ２．９１±０．０９ｃ １．９８±０．０８ａｃ

Ｂ组 ３．８０±０．１４ ３．３７±０．１０ ３．０２±０．１５ｂ

Ｃ组 ２．４３±０．１４ｃ ２．３９±０．１７ｃ ２．３６±０．２１ｄ

Ｄ组 １．６６±０．０７ １．５１±０．０７ １．８２±０．１０

ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５，与组内前一时间点比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，ｄ：Ｐ＜
０．０５，与Ｂ组比较

３　讨论

　　肝脏缺血再灌注损伤的机制尚未完全明了，线粒
体功能受损、能量代谢障碍被认为是重要原因之

一［３－４］。线粒体是一个结构和功能复杂而敏感的重要

细胞器，在细胞能量代谢中起重要作用。缺血缺氧可

引起线粒体结构和功能异常，而线粒体异常往往会引

起其他细胞器和整个细胞的变化，同时，在 ＨＩＲＩ中活
性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）的产生可通过氧化
修饰和核酸内切酶介导的 ＤＮＡ片段化引起 ＤＮＡ损
伤，而ｍｔＤＮＡ比核ＤＮＡ更容易发生突变，它的损伤直
接影响细胞的能量代谢过程，导致 ＡＴＰ生成减少，进
而加剧细胞损伤［１，４］。目前国内外对 ＨＩＲＩ从基因水
平的研究甚少，本研究从调控能量代谢的线粒体 ＤＮＡ
入手，探讨了肝缺血再灌注损伤中线粒体ＤＮＡ的损伤
和修复机制及雷帕霉素的干预作用。

　　ｍｔＤＮＡ其仅有的非编码区或控制区被称作 Ｄ
ｌｏｏｐ区，大鼠 ｍｔＤＮＡＤｌｏｏｐ区长度为９０１ｂｐ，包含复
制和翻译的重要遗传信息，其含有复制的起始位点和

转录的启动子，对 ｍｔＤＮＡ复制和转录具有调控作
用［５］，ｍｔＤＮＡＤｌｏｏｐ区的突变可能会影响 ｍｔＤＮＡ的
复制速度，从而改变其拷贝数，且该片段存在较高的突

变率，是ｍｔＤＮＡ突变的热点区域［６］，因此我们选择 Ｄ
ｌｏｏｐ区作为我们研究的突变位点。本实验中，ＨＩＲＩ早
期，在长度为８５０ｂｐ的测序长度中，共发现６２个变异
位点，且每例大鼠均出现变异，反映了线粒体 ＤＮＡＤ
ｌｏｏｐ的高度突变性，对缺血缺氧的耐受性差，随着肝脏
血流阻断时间的延长，突变率明显升高，并且血清

ＡＬＴ、ＡＳＴ明显升高，光镜肝组织细胞形态学观察显示
肝组织损伤较重，表明在 ＨＩＲＩ早期肝细胞线粒体
ＤＮＡＤｌｏｏｐ损伤，并发生突变，可能导致 ｍｔＤＮＡ复制
和转录的异常，随之相应的线粒体呼吸链蛋白表达异

常，致使肝组织受损。

　　在线粒体 ＤＮＡ损伤修复机制中，碱基切除修复
（ＢＥＲ）起主要作用，线粒体ＤＮＡ聚合酶γ是迄今为止
唯一被证实存在于脊椎动物线粒体的ＤＮＡ聚合酶，对
ｍｔＤＮＡ的复制、合成与修复起着独一无二的作用［７］。

线粒体ＤＮＡ的复制过程由 ＤＮＡ聚合酶 γ催化，一旦
ＤＮＡ聚合酶γ的结构发生变化，线粒体 ＤＮＡ的复制
将受到影响；在其修复过程 ＢＥＲ途径中，被氧化或损
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伤的碱基由一种特定的脱嘌呤嘧啶核酸内切酶切割此

位点５’的磷酸二酯主链，形成一段悬浮的脱氧核糖核
酸片段，由ＤＮＡ聚合酶 γ来填充这一个碱基空隙，并
由ＤＮＡ连接酶封闭缺口，完成修复［８］。本实验中各组

实验动物线粒体ＤＮＡ聚合酶 γｍＲＮＡ表达在再灌注
早期升高，表达强度与肝脏受损相一致，表明线粒体

ＤＮＡ聚合酶γ在线粒体受损早期即以启动修复，随着
线粒体ＤＮＡ的修复，肝功能及肝脏组织结构逐渐恢复
正常，线粒体ＤＮＡ聚合酶 γｍＲＮＡ表达也随之降低。
另外，尽管Ｂ组术后早期（２４ｈ）线粒体ＤＮＡ聚合酶γ
ｍＲＮＡ表达明显增高，但可能由于线粒体内存在较高
浓度的ＲＯＳ，影响线粒体ＤＮＡ聚合酶γ活性。并且近
年来的研究表明，ｍｔＤＮＡ修复酶的过高表达亦会引起
恶性病理变化［９］，线粒体 ＤＮＡ聚合酶 γ的过度升高，
可能会打破线粒体ＤＮＡ修复系统的动态平衡，更加加
重ＤＮＡ的损伤，这就可以解释为何Ｂ组线粒体ＤＮＡ聚
合酶γｍＲＮＡ表达高，而大鼠肝功能损害重这一现象。
　　雷帕霉素最初是从吸水链霉菌中分离出来作为抗
真菌药物，其可通过抑制细胞周期 Ｇ０期和 Ｇ１期，阻断
Ｇ１进入 Ｓ期而发挥作用，从而抑制淋巴细胞的增
殖［１０］，最新研究表明线粒体是雷帕霉素的靶点，对线

粒体有保护作用［１１］，ＶｉｌｌａＣｕｅｓｔａ等［１２］研究发现雷帕

霉素可以通过提高缺氧线粒体的琥珀酸脱氢酶的活性

和降低过氧化氢的产生从而增强线粒体的呼吸作用，

Ｐａｎ等［１３］应用雷帕霉素预处理的方法，可以减轻乳胞

素引起的细胞变性凋亡，亦可减轻线粒体损伤。Ｄａｉ
等［１４］研究发现雷帕霉素可以治疗线粒体ＤＮＡ突变的
相关疾病。

　　本实验研究发现，雷帕霉素治疗组（Ｃ组）突变率
明显下降，肝脏病理损害明显减轻，大鼠肝生存率高于

Ｂ组，表明雷帕霉素能够减轻肝脏缺血再灌注损伤。
其机制可能是雷帕霉素降低线粒体ＤＮＡ的突变；增强
线粒体的呼吸作用，利于细胞对缺氧环境的适应；另外

亦可增强细胞自噬，为细胞修复及能量系统重建提供

能量和原材料，促进受损细胞的恢复。另外，Ｃ组术后
各个时间点线粒体 ＤＮＡ聚合酶 γｍＲＮＡ表达量均有
所升高，说明大鼠肝脏缺血再灌注损伤后，ｍｔＤＮＡ的
碱基脱落、断裂、减少直接导致线粒体 ＤＮＡ聚合酶 γ
的表达增加，修复受损的 ＤＮＡ片段。但 Ｃ组线粒体
ＤＮＡ聚合酶γｍＲＮＡ表达量较Ｂ组为低，且术后各时
间点其表达量均维持在同一水平，表明雷帕霉素可以

抑制ＨＩＲＩ中线粒体 ＤＮＡ聚合酶 γｍＲＮＡ的过度表
达，更利于修复受损的 ｍｔＤＮＡ；且可通过减少 ＤＮＡ突
变，降低线粒体ＤＮＡ聚合酶γｍＲＮＡ的表达，通过这２
种机制维持线粒体的正常功能，从而减轻肝脏的缺血再

灌注损伤，为ＤＮＡ聚合酶γ奠定良好的修复环境。
　　综上所述，肝脏缺血再灌注过程中ｍｔＤＮＡ出现基
因突变和缺失，导致呼吸链功能异常，继而线粒体能量

代谢障碍，肝功能损害。ＤＮＡ聚合酶γ是线粒体ＤＮＡ
修复的关键因子，线粒体ＤＮＡ聚合酶γｍＲＮＡ的表达
与线粒体 ＤＮＡ损伤程度相一致。雷帕霉素对肝脏缺
血再灌注损伤有保护作用，其机制可能是：通过增强细

胞在缺氧环境下的适应能力，抑制淋巴细胞增殖，减轻

肝脏炎症反应，减少ｍｔＤＮＡ碱基的损伤，降低ＤＮＡ突
变率，维持线粒体的功能；同时雷帕霉素还能抑制线粒

体ＤＮＡ聚合酶γ过度升高所致的进一步病理损害，从
而改善ＨＩＲＩ后肝脏的能量代谢，维持 ｍｔＤＮＡ复制、
翻译、转录的稳定进行，对ＨＩＲＩ后肝功能的恢复有积
极作用。

参考文献：

［１］张莹，别平，石承先．线粒体ＡＴＰ酶６、８基因及编码蛋白表达改
变对移植肝脏能量代谢的影响［Ｊ］．中华医学杂志，２０１０，９０
（１０）：７０８－７１１．

［２］ＰａｎｎｅｎＢＨ，ＡｌＡｄｉｌｉＦ，ＢａｕｅｒＭ，ｅｔａｌ．Ｒｏｌｅｏｆｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎｓａｎｄｎｉ
ｔｒｉｃｏｘｉｄｅｉｎｈｅｐａｔｉｃｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙｉｎｔｈｅｒａｔ［Ｊ］．Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ，
１９９８，２７（３）：７５５－７６４．

［３］冷玉芳，胡文胜，顾俊明，等．缺血后处理对大鼠肝缺血再灌注时
肝细胞线粒体损伤的影响［Ｊ］．中华麻醉学杂志，２００９，２９（４）：
３５６－３５８．

［４］张莹，范伟，张玉，等．移植肝冷保存再灌注过程中线粒体Ⅴ复
合体蛋白表达与肝细胞凋亡的关系［Ｊ］．第三军医大学学报，
２０１２，３４（１２）：１２４７－１２４９．

［５］马佳，陈治文，梅传忠，等．淋巴瘤组织中线粒体ＤＮＡ突变的研究
［Ｊ］．华中科技大学学报：医学版，２０１０，３９（２）：２０２－２０６，２１１．

［６］ＧｕｏＷ，ＹａｎｇＤ，ＸｕＨ，ｅｔａｌ．ＭｕｔａｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅＤｌｏｏｐｒｅｇｉｏｎａｎｄｉｎ
ｃｒｅａｓｅｄｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡｉｎｈｕｍａｎｌａｒｙｎｇｅａｌｓｑｕａ
ｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＭｏｌＢｉｏｌＲｅｐ，２０１３，４０（１）：１３－２０．

［７］ＨｏｌｔＩＪ，ＲｅｙｅｓＡ．ＨｕｍａｎｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｃｏｌｄ
ＳｐｒｉｎｇＨａｒｂＰｅｒｓｐｅｃｔＢｉｏｌ，２０１２，４（１２）：ａ０１２９７１．

［８］丁一宗，李稻．ＤＮＡ聚合酶γ基因突变研究进展［Ｊ］．医学综述，
２０１２，１８（３）：３４４－３４７．

［９］侯伊玲，薄海，刘子泉，等．白藜芦醇下调线粒体ＤＮＡ修复酶对
重症急性胰腺炎大鼠胰腺腺泡细胞凋亡的影响［Ｊ］．世界华人消化
杂志，２００９，１７（２８）：２８９２－２８９８．

［１０］陈广顺，司中洲，李杰群，等．雷帕霉素对大鼠肝脏缺血再灌注
损伤的保护作用［Ｊ］．西安交通大学学报：医学版，２０１４，３５（１）：
８５－８８．

［１１］ＭｃＣｏｒｍｉｃｋＭＡ，ＴｓａｉＳＹ，ＫｅｎｎｅｄｙＢＫ．ＴＯＲａｎｄａｇｅｉｎｇ：ａｃｏｍ
ｐｌｅｘｐａｔｈｗａｙｆｏｒａｃｏｍｐｌｅｘｐｒｏｃｅｓｓ［Ｊ］．ＰｈｉｌｏｓＴｒａｎｓＲＳｏｃＬｏｎｄＢ
ＢｉｏｌＳｃｉ，２０１１，３６６（１５６１）：１７－２７．

［１２］ＶｉｌｌａＣｕｅｓｔａＥ，ＨｏｌｍｂｅｃｋＭＡ，ＲａｎｄＤＭ．Ｒａｐａｍｙｃｉｎｉｎｃｒｅａｓｅｓ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｂｙｍｔＤＮＡｄｅｐｅｎｄｅｎｔｒｅｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇｏｆｍｉｔｏ
ｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｉｎＤｒｏｓｏｐｈｉｌａ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＳｃｉ，２０１４，１２７（Ｐｔ
１０）：２２８２－２２９０．

［１３］ＰａｎＴ，ＲａｗａｌＰ，ＷｕＹ，ｅｔａｌ．Ｒａｐａｍｙｃｉｎｐｒｏｔｅｃｔｓａｇａｉｎｓｔｒｏｔｅｎｏｎｅ
ｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｔｈｒｏｕｇｈａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ，
２００９，１６４（２）：５４１－５５１．

［１４］ＤａｉＹ，ＺｈｅｎｇＫ，ＣｌａｒｋＪ，ｅｔａｌ．Ｒａｐａｍｙｃｉｎｄｒｉｖｅｓｓｅｌｅｃｔｉｏｎａｇａｉｎｓｔａ
ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｈｅｔｅｒｏｐｌａｓｍｉｃｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡｍｕｔａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＨｕｍＭｏｌ
Ｇｅｎｅｔ，２０１４，２３（３）：６３７－６４７．

（收稿：２０１４０６０２；修回：２０１４０９１７）

（编辑　邓强庭）

５９１２
第３６卷第２１期
２０１４年１１月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．２１
Ｎｏｖ．１５　２０１４


