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　　［摘要］　目的　采用ＳＤＳＤ大鼠原位肝移植模型，观察ＮＢＤ多肽预处理供肝对术后肝脏缺血再灌注损伤（ｉｓｃｈｅｍｉａ
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＩＲＩ）的影响，并探讨其可能的保护机制。方法 　１０５只 ＳＤ大鼠采用抽签法随机分为３组，ＮＢＤ预处理
组（２４对动物，供体术前２ｈ经腹腔注射８ｍｇ／ｋｇ的ＮＢＤ多肽并建立原位肝移植模型）、移植组（２４对动物，注射同体积的
生理盐水作为对照）和假手术组（９只动物）。术后３、６、２４ｈ分别处死动物，检测３组中 ＡＬＴ水平，ＥＬＩＳＡ检测血清中
ＴＮＦα含量。取ＮＢＤ预处理组和移植组肝脏组织，ＨＥ染色观察肝脏病理学改变。采用 ＴＵＮＥＬ检测肝细胞凋亡，ＥＭＳＡ
检量ＮＦκＢ转录活性，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｐＩＫＫ２和ＩκＢα在肝组织的表达。结果　ＮＢＤ预处理组和移植组术后各时间点
的ＡＬＴ水平、ＴＮＦα含量均明显高于假手术组。ＮＢＤ预处理组中 ＡＬＴ水平、ＮＦκＢ活性、ｐＩＫＫ２表达、ＴＮＦα含量较移
植组均明显降低（Ｐ＜０．０５）；ＩκＢα表达则较移植组明显增强（Ｐ＜０．０５）；术后６ｈ，ＮＢＤ预处理组中病理损伤、凋亡细胞较
移植组明显减轻。结论　 ＮＢＤ多肽预处理供体可通过抑制供肝中ＮＦκＢ活性，有效改善肝移植ＩＲＩ。
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１６３．ｃｏｍ

　　肝移植是治疗终末期肝病的有效手段，但缺血再
灌注仍然无法避免，移植肝的缺血再灌注损伤（ｉｓｃｈｅｍｉａ
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＩＲＩ）是造成植入肝脏功能不良或无
功能的原因，从而最终导致移植失败［１］。ＩＲＩ是一个
复杂的过程，其中包括微循环障碍、激活炎症细胞、钙

超载、能量代谢障碍等多种现象［１］，但研究认为过度

的炎症反应是 ＩＲＩ发生、发展的重要原因［２］。作为炎

症因子的调控枢纽，核因子 ＫａｐｐａＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ
κＢ，ＮＦκＢ）在缺血再灌注过程中被激活，进而导致下
游炎症因子的产生。大量的研究证明，抑制 ＮＦκＢ的
活性能改善肝脏 ＩＲＩ［３－５］。而如何有效地干扰 ＮＦκＢ
的转录活性仍待解决。

　　ＮＦκＢ的活化需受 ＩＫＫ复合物（ＩκＢｋｉｎａｓｅｃｏｍ
ｐｌｅｘ）调控。无活性的 ＮＦκＢ和抑制蛋白 ＩκＢ结合在
一起，广泛存在于真核细胞的细胞质。ＩＫＫ复合物可
抑制蛋白ＩκＢ被磷酸化而降解，这样活化后的 ＮＦκＢ
进入细胞核，结合靶基因的启动序列，从而进一步调控

下游因子的表达。ＩＫＫ复合物由３个亚基组成：ＩＫＫα、
ＩＫＫβ、ＮＦκＢ必须调节器（ＮＦκＢｅｓｓｅｎｔｉａｌｍｏｄｕｌａｔｏｒ，
ＮＥＭＯ），其中ＮＥＭＯ无催化活性，而ＩＫＫα、ＩＫＫβ具有
磷酸化活性。ＩＫＫα和 ＩＫＫβ的 Ｃ端通过６个氨基酸
的ＮＢＤ区域（ＮＥＭＯｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ，ＮＢＤ），即 ＩＫＫα
（Ｌ７３８Ｌ７４３）和 ＩＫＫβ（Ｌ７３７Ｌ７４２）区域，与 ＮＥＭＯ结
合，且两者序列完全一致，均为 ＬＤＷＳＷＬ。ＮＢＤ多肽
（氨基酸序列：ＴＡＬＤＷＳＷＬＱＴＥ）是针对这一区域设计
的小分子多肽，能有效进入细胞，从而抑制 ＮＥＭＯ与
ＩＫＫα、ＩＫＫβ结合，干扰 ＩＫＫ复合物的形成，进一步抑
制ＮＦκＢ的激活［６］。对慢性结肠炎、急性胰腺炎及类

风湿性关节炎的研究发现，ＮＢＤ多肽可抑制ＮＦκＢ的
激活，减轻炎症反应［７－９］。本实验采用大鼠原位肝移

植模型，观察预处理ＮＢＤ多肽能否改善肝移植ＩＲＩ，并
探讨其可能的机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物及主要试剂
　　健康雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠，鼠龄１２～１４周，体质
量２００～２５０ｇ，购于重庆医科大学实验动物中心。供体质量略
轻于受体（＜１０％）。纯度 ９５％的 ＮＢＤ多肽（氨基酸序列：
ＴＡＬＤＷＳＷＬＱＴＥ）购于西安联美生物公司；大鼠 ＴＮＦαＥＬＩＳＡ
检测试剂盒购于北京四正柏生物公司；ＥＭＳＡ试剂盒购于凯基
生物公司；ＴＵＮＥＬ试剂盒购于凯基生物公司；ＮＦκＢｐ６５生物
素标记探针 ＮＦκＢｐ６５生物素标记探针（５′ＡＧＴＴＧＡＧＧＧ
ＧＡＣＴＴＴＣＣＣＡＧＧＣ３′３′ＴＣＡＡＣＴＣＣＣＣＴＧＡＡＡＧＧＧＴＣＣＧ５′）购
于碧云天生物公司；ＩＫＫ１（Ｓｅｒ１８０）／ＩＫＫ２（Ｓｅｒ１８１）一抗、ＩκＢα一
抗购于ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。

１．２　实验分组
　　采用抽签法随机分为３组：①ＮＢＤ预处理组：共２４对大
鼠，以８ｍｇ／ｋｇ的ＮＢＤ多肽术前２ｈ经腹腔注射预处理供体，
再行原位肝移植手术；②缺血再灌注损伤组（移植组）：共２４对
大鼠，供体经腹腔注射相同体积的生理盐水作为对照；③假手
术组：共９只动物，麻醉后仅行开关腹。术后３、６、２４ｈ，ＮＢＤ预
处理组和移植组各处死受体动物８只，假手术组处死动物３只。

１．３　动物模型的建立
　　大鼠原位肝移植模型的建立采用 Ｋａｍａｄａ两袖套法［１０］。

①供肝的获取：依次分离肝下下腔静脉、门静脉、肝动脉及胆
管，经肝动脉灌注供肝后，连同以上血管一起切取供肝。在

０℃ ＵＷ液中完成门静脉、肝下下腔静脉袖套的套入、胆管内
支架插管；②植入供肝：切除受体肝脏，原位植入供肝，连续缝
合肝上下腔静脉，袖套套入法吻合门静脉，结束无肝期，开始再

灌注。完成肝下下腔静脉袖套吻合，肝动脉结扎不吻合，插入

胆管内支架完成胆道重建。供肝于０～４℃的 ＵＷ液中保存
１８ｈ，无肝期时间控制在２５ｍｉｎ以内。

１．４　肝功能检测
　　采用ＢｅｃｋｍｎａＣＸ７全自动生化分析仪测定肝移植后３、６、
２４ｈ血清中丙氨酸氨基转移酶（ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｍｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）
水平。
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１．５　ＨＥ染色
　　获取移植术后６ｈ肝脏组织，１０％甲醛溶液内固定 ２４ｈ
后，切片行ＨＥ染色，观察肝脏病理学变化。

１．６　ＴＮＦα水平测定
　　采用ＥＬＩＳＡ检测试剂盒（北京四正柏生物公司）检测肝移
植后３、６、２４ｈ血清中ＴＮＦα水平。

１．７　ＴＵＮＥＬ染色检测切片中凋亡细胞
　　空白切片脱蜡及水合，加入蛋白酶 Ｋ工作液室温反应
３０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗后浸入封闭液中，室温封闭１０ｍｉｎ；每个样本
滴加５０μＬＴｄＴ酶反应液，置于湿盒内３７℃避光反应６０ｍｉｎ，
根据试剂盒说明书进行显色。

１．８　ＥＭＳＡ检测移植肝组织中ＮＦκＢ转录活性
　　按照试剂盒说明书提取组织核蛋白并配制４％的聚丙烯酰
胺凝胶并加样进行结合反应。以 １０Ｖ电压电泳，温度低于
３０℃，等蓝色染料移至凝胶下缘时结束电泳。转膜结束后，距
离膜５～１０ｃｍ，以紫外灯照射３～１５ｍｉｎ。交联结束后，化学发
光检测标记的探针，具体步骤参照说明书进行。

１．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测组织中ＩκＢα和ｐＩＫＫ２的表达
　　根据说明书提取总蛋白，按照说明配制８％ ＳＤＳＰＡＧＥ分
离胶１５ｍＬ，在各泳道中分别加入 Ｍａｒｋｅｒ５μＬ和样本２０μＬ。
以１２０Ｖ电压，待染料到达胶下部，终止电泳。转膜后分别加
入ＩＫＫ１（Ｓｅｒ１８０）／ＩＫＫ２（Ｓｅｒ１８１）一抗（１∶１００）和 ＩκＢα一抗
（１∶１００），４℃过夜。以 ＴＢＳＴ洗涤数次后加入羊抗兔二抗（均
为１∶１０００）室温孵育１ｈ。加入 ＤＡＢ显色。采用软件 Ｉｍａｇｅ
ＰｒｏＰｌｕｓ６．０分析目的条带和内参ＩＯＤ参数比值。

１．１０　统计学分析
　　以 珋ｘ±ｓ表示实验所得数据，采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行
分析，组间比较行方差分析检验。

２　结果

２．１　移植术后ＡＬＴ的变化
　　移植组和 ＮＢＤ预处理组的 ＡＬＴ值明显高于假手术组
（Ｐ＜０．０５），且两组的 ＡＬＴ值均于术后３ｈ开始明显增高，于
６ｈ达峰值，至２４ｈ明显回落；但与移植组相比，ＮＢＤ预处理组
各时间点的ＡＬＴ值明显降低（Ｐ＜０．０５，图１）。
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ｃ：Ｐ＜０．０５，与移植组比较

图１　各组大鼠肝移植后各时相点血清ＡＬＴ水平比较

２．２　移植术后血清中ＴＮＦα的含量
　　实验结果显示，移植组和 ＮＢＤ预处理组的 ＴＮＦα值明显
高于假手术组（Ｐ＜０．０５），两组的 ＴＮＦα水平于术后６ｈ达峰
值；但与移植组相比，ＮＢＤ预处理组各时间点的 ＴＮＦα值明显
降低（Ｐ＜０．０５，图２）。
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图２　各组大鼠肝移植后各时相点血清中ＴＮＦα的含量比较

２．３　ＨＥ染色结果
　　从ＡＬＴ值的变化可看出，肝移植术后６ｈ肝功能损害最为
严重，故取移植术后６ｈ比较移植组和ＮＢＤ预处理组移植肝脏
组织形态学变化。结果发现移植组肝细胞条索萎缩；肝细胞边

界形态不清，轮廓模糊，胞质内见大量空泡，嗜酸性增加，细胞

核固缩明显；肝血窦扩张充血明显，肝小叶界板处见较多炎症

细胞浸润。而ＮＢＤ预处理组肝细胞条索形态结构存在；肝细
胞略肿胀，局灶肝细胞内见空泡；肝血窦扩张不明显，肝小叶内

见少量炎症细胞浸润（图３）。
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Ａ：移植组；Ｂ：ＮＢＤ预处理组

图３　ＨＥ染色观察肝移植６ｈ后各组肝组织病理学变化　（×４００）
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２．４　ＴＵＮＥＬ染色
　　取术后６ｈ移植组和ＮＢＤ预处理组移植肝脏进行比较，移
植组中可见较多棕黄色染色的凋亡细胞，而 ＮＢＤ预处理组中
凋亡细胞明显减少（图４）。
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Ａ：移植组；Ｂ：ＮＢＤ预处理组　↑：示阳性细胞

图４　ＴＵＮＥＬ染色观察肝移植６ｈ后各组肝组织病理学变化　（×４００）

２．５　ＥＭＳＡ检测组织中ＮＦκＢ活性
　　实验结果显示，移植组和 ＮＢＤ预处理组中 ＮＦκＢ转录活
性于术后６ｈ达峰值，至２４ｈ明显回落；但与移植组相比，ＮＢＤ
预处理组各时间点的ＮＦκＢ活性明显降低（图５）。
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１～３：移植组术后３、６、２４ｈ；４～６：ＮＢＤ预处理组术后３、６、２４ｈ

图５　ＥＭＳＡ检测各组大鼠术后各时相点肝组织ＮＦκＢ转录活性

２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｐＩＫＫ２及ＩκＢα的表达
　　ＩＫＫβ的磷酸化在激活ＮＦκＢ经典通路的过程中发挥着重
要作用［６］，其磷酸化的主要位点是Ｓｅｒ１８１［７］。结果显示，移植组
和ＮＢＤ预处理组中ｐＩＫＫ２表达于术后６ｈ达峰值；ＮＢＤ预处
理组较移植组各时间点均明显降低（Ｐ＜０．０５）；相反，ＩκＢα的

表达于术后６ｈ达最低值；ＮＢＤ预处理组较移植组各时间点均
明显增高（Ｐ＜０．０５，图６）。
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１～３：移植组术后３、６、２４ｈ；４～６：ＮＢＤ预处理组术后３、６、２４ｈ

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：各组中ｐＩＫＫ２的灰度值变化；Ｃ：各组

中ＩκＢα的灰度值　ａ：Ｐ＜０．０５，与移植组比较

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组大鼠术后各时相点肝组ｐＩＫＫ２和

ＩκＢα的表达

３　讨论

　　目前改善肝脏 ＩＲＩ的研究包括舒张肝血窦，改善
微循环障碍；抑制Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞、内皮细胞的激活；减轻
中性粒细胞、血小板的浸润和聚集；减轻 ＴＮＦα、ＩＬ１
等细胞因子的释放，抑制活性氧族、活性氮族的产生

等［１］。但由于肝脏ＩＲＩ发生、发展的复杂性，尚未取得
理想的效果。研究发现 ＮＢＤ多肽通过抑制 ＮＦκＢ经
典途径的激活，减轻炎症因子的释放，可改善脑组织、

肺组织的ＩＲＩ［１１－１２］。本研究以 ＮＢＤ多肽预处理肝脏
供体可显著改善肝移植后 ＩＲＩ。肝功能检测结果显
示：肝移植后血清 ＡＬＴ水平于术后３ｈ开始增高，６ｈ
达峰值，２４ｈ明显回落，表明肝脏ＩＲＩ是一急性损伤过
程，而各个时间 ＮＢＤ预处理组的 ＡＬＴ水平明显低于
移植组水平。ＨＥ染色也同样证实，ＮＢＤ多肽预处理
可明显减轻术后肝脏组织损伤程度。作为 ＩＲＩ最终的
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转归方式之一，ＮＢＤ多肽明显减少了移植肝脏组织中
细胞的凋亡。以上结果说明预处理 ＮＢＤ多肽对移植
肝脏ＩＲＩ具有保护作用。
　　我们在实验中观察到，与ＡＬＴ变化趋势大致相同
的是移植组和ＮＢＤ预处理组中ＮＦκＢ活性于术后３ｈ
明显增高，６ｈ达峰值，２４ｈ明显回落。而预处理 ＮＢＤ
多肽明显抑制了术后各时间点ＮＦκＢ的活性。ＴＮＦα
是肝脏ＩＲＩ过程中的重要促炎因子，其产生受 ＮＦκＢ
转录调控。增高的 ＴＮＦα一方面与肝细胞表面 ＴＮＦ
受体（ＴＮＦｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＮＦＲ）结合，诱导产生活性氧
（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）和趋化因子上皮中性粒
细胞活化肽７８（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌａｃｔｉｖａｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ
７８，ＥＮＡ７８）；另一方面通过正反馈作用，激活ＮＦκＢ、
丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，
ＭＡＰＫ）及 ｃＪｕｎ氨基末端激酶 （ｃＪｕｎＮｔｅｒｍｉｎａｌ
ｋｉｎａｓｅ，ＪＮＫ）［１３］，增强细胞间黏附分子（ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ
ａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅｓ１，ＩＣＡＭ１）、血管细胞黏附分子
（ｖａｓｃｕｌａｒｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１，ＶＣＡＭ１）以及Ｐ选
择素（Ｐｓｅｌｅｃｔｉｎ）的表达［１４－１５］。通过以上分子机制，

激活并诱导中性粒细胞向损伤肝组织浸润，进而放大

炎症级联效应，与 ＨＥ染色中移植组肝小叶界板处见
较多炎症细胞浸润相符合。而在ＮＢＤ预处理组中，由
于ＮＦκＢ活性受抑制，各时间点血清中ＴＮＦα水平均
明显降低，肝小叶内见少量炎症细胞浸润。

　　ＮＦκＢ的转录活性受ＩＫＫ复合物的调控。ＩＫＫα、
ＩＫＫβ、ＮＥＭＯ三者形成 ＩＫＫ复合物后，在磷酸化作用
下，降解抑制蛋白ＩκＢ，从而使无活性的ＮＦκＢ从细胞
质进入细胞核，参与靶基因的转录调控。其中催化亚

单位ＩＫＫβ的磷酸化对ＮＦκＢ经典途径的激活起着重
要作用［６］。实验中我们观察到，与 ＮＦκＢ活性相对
应，移植组和ＮＢＤ预处理组中 ｐＩＫＫ２的表达于术后
第６小时达峰值，２４ｈ明显降低；相反，ＩκＢα蛋白的表
达于术后６ｈ达最低值，２４ｈ明显增强。两组相比较，
预处理ＮＢＤ多肽通过抑制ＩＫＫ复合物磷酸化，降低了
ＩκＢα的降解。
　　综上所述，我们采用 ＮＢＤ多肽预处理供体肝脏，
通过抑制 ＩＫＫ复合物对 ＩκＢ被磷酸化降解，进而抑制
了ＮＦκＢ的活性及其下游炎症因子ＴＮＦα的产生，可
有效改善肝移植ＩＲＩ。如能进一步探索预处理ＮＢＤ多
肽的最佳剂量及药代动力学，将为临床改善肝脏 ＩＲＩ
提供新的治疗思路。
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