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白藜芦醇在缺氧／复氧诱导的肝细胞损伤中的保护作用及与ＴＬＲ４／ＮＦκＢ通路的关系

何　雕，张国庆，郑道峰，魏续福，刘　锐，吴忠均　　（４０００１６重庆，重庆医科大学附属第一医院肝胆外科）

　　［摘要］　目的　探讨白藜芦醇（ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ，ＲＥＳ）在缺氧／复氧（ｈｙｐｏｘｉａｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ，Ｈ／Ｒ）诱导的
大鼠肝细胞损伤中的保护作用及其相关分子机制。方法　建立 ＢＲＬ３Ａ细胞（大鼠肝细胞株）Ｈ／Ｒ模
型。建模前分别用ＲＥＳ和ＴＬＲ４抑制剂（ＨＴＡ１２５）预处理细胞。建模完成后，检测细胞存活率及细胞凋
亡，观察细胞形态变化，检测细胞培养液中谷丙转氨酶（ａｌａｎｉｎｅｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ，ＡＬＴ）及炎症因子含量，检
测细胞ＴＬＲ４、ＮＦκＢｐ６５基因ｍＲＮＡ及蛋白水平表达及ＮＦκＢｐ６５入核情况。结果　Ｈ／Ｒ条件使细胞
存活率明显降低，细胞凋亡率增加（Ｐ＜００１），受损细胞明显增多，ＡＬＴ、ＩＬ１β含量增多（Ｐ＜００１），
ＴＬＲ４和ＮＦκＢｐ６５表达水平显著提高（Ｐ＜００１），ｐ６５入核细胞比例提高（Ｐ＜００１）。经 ＲＥＳ及
ＨＴＡ１２５预处理后，细胞存活率显著提高，细胞凋亡比例显著缩小（Ｐ＜００１），受损细胞减少，ＡＬＴ、ＩＬ１β
含量降低（Ｐ＜００１），ＴＬＲ４和ＮＦκＢｐ６５表达水平明显降低（Ｐ＜００１），ｐ６５入核细胞比例下降（Ｐ＜
００１）。结论　ＲＥＳ可以减轻Ｈ／Ｒ诱导的 ＢＲＬ３Ａ肝细胞损伤，该作用可能与抑制 ＴＬＲ４／ＮＦκＢ信号
通路有关。
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　　肝脏缺血再灌注损伤（ｈｅｐａｔｉｃｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ
ｉｎｊｕｒｙ，ＨＩＲＩ）是指各种原因导致的肝血流中断或不足
使肝缺血一段时间，在重新恢复肝脏血供之后肝功能

不仅得不到恢复，反而进一步加重的现象。在ＨＩＲＩ过
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程中，炎症反应的产生是其中一个重要因素［１－２］。研

究报道 ＴＬＲ４（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４）／ＮＦκＢ（ｎｕｃｌｅａｒ
ｆａｃｔｏｒκＢ）信号通路是细胞内重要的炎症信号通路，在
诱导细胞产生炎症反应、释放炎症因子过程中发挥重

要作用，阻断细胞 ＴＬＲ４／ＮＦκＢ信号通路的传导能够
有效抑制细胞炎症反应的发生［３］。白 藜 芦醇

（ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ，ＲＥＳ）是植物体内一种天然的多酚类化合
物质，广泛存在于葡萄籽、虎杖等植物中［４］。因为其

具有抗癌、抗氧化损伤和抗炎等作用［５］，被称为植物

抗毒素并受到广泛关注。但目前少见 ＲＥＳ在肝脏保
护方面的报道。Ｗａｎｇ等［６］提出缺氧／复氧（ｈｙｐｏｘｉａ
ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ，Ｈ／Ｒ）处理对肝细胞造成的损伤是肝缺
血再灌注损伤的有效体外实验模型。本实验建立

ＢＲＬ３Ａ细胞Ｈ／Ｒ损伤模型，探讨ＲＥＳ是否在Ｈ／Ｒ状
态下对 ＢＲＬ３Ａ细胞发挥保护作用，以及这种保护作
用与ＴＬＲ４／ＮＦκＢ信号通路之间的关系。

１　材料与方法

１．１　主要试剂和药品
　　ＢＲＬ３Ａ肝细胞株购于中国科学院细胞库；ＲＥＳ
（纯度 ＞９８％），ＤＭＳＯ试剂购于美国 Ｓｉｇｍａ公司；
ＣＣＫ８试剂购自日本同仁化学研究所；谷丙转氨酶
（Ａｌａｎｉｎｅｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ，ＡＬＴ）试剂盒购于南京建成生
物工程研究所；ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＥ细胞凋亡试剂盒购于凯
基生物公司；ＥＬＩＳＡ试剂盒购自深圳欣博盛生物科技
有限公司；ＴＲＩｚｏｌ、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＲｅａｇｅｎｔＫｉｔ及 ＳＹＢＰ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ试剂购于ＴａＫａＲａ宝生物工程（大连）有
限公司；ＲＩＰＡ裂解液、ＢＣＡ蛋白浓度检测试剂盒、ＥＣＬ
发光液、免疫荧光染色试剂盒及抗荧光淬灭封片液购

于碧云天生物研究所；小鼠抗大鼠 ＴＬＲ４抗体及 ＴＬＲ４
抑制剂（ＨＴＡ１２５）购于英国Ａｂｃａｍ公司；兔抗大鼠ＮＦ
κＢ购于北京中杉金桥生物技术有限公司。
１．２　细胞培养及药物配置
　　ＢＲＬ３Ａ细胞株培养在含 １０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基中。ＲＥＳ溶于 ＤＭＳＯ中配制成母
液，于－２０℃避光保存，使用时用 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液
将母液稀释到相应浓度（确保 ＤＭＳＯ含量 ＜０．１％），
将ＨＴＡ１２５稀释至１０μｇ／ｍＬ。
１．３　实验分组及Ｈ／Ｒ模型
　　①空白对照组：不接受任何处理；②ＲＥＳ实验组
（ＲＥＳ）：加入ＲＥＳ并在正常培养箱中培养；③Ｈ／Ｒ模
型组（Ｈ／Ｒ）：接受 Ｈ／Ｒ处理；④ＲＥＳ处理组（Ｈ／Ｒ＋
ＲＥＳ）：在接受Ｈ／Ｒ处理２ｈ前加入与 ＲＥＳ组等量的
ＲＥＳ；⑤ＴＬＲ４抑制剂处理组（Ｈ／Ｒ＋ＨＴＡ１２５）：在接受
Ｈ／Ｒ处理２ｈ前加入１０μｇ／ｍＬＨＴＡ１２５。Ｈ／Ｒ模型
建立：待传代细胞生长２４ｈ后进行细胞换液，加入不
含血清培养基，将细胞置于三气培养箱（１％ Ｏ２，５％

ＣＯ２，９４％ Ｎ２）中缺氧培养１２ｈ，经缺氧处理后将细胞
移至正常培养箱（９５％空气，５％ ＣＯ２）中复氧４ｈ。
１．４　ＣＣＫ８检测细胞存活率
　　将细胞接种于３块９６孔板（标记为１、２、３号板），
每孔中接种５×１０３个细胞。１、２号板分别设置空白
组、５μｍｏｌ／ＬＲＥＳ组、１０μｍｏｌ／ＬＲＥＳ组、２０μｍｏｌ／Ｌ
ＲＥＳ组；３号板设置空白组、１０μｇ／ＬＨＴＡ１２５组；每组
各设３个平行孔，同时设除零组（只加入培养基，不接
种细胞，以消除培养基对光密度影响）。待细胞生长

２４ｈ后换液，１号板每孔分别加入含对应浓度 ＲＥＳ的
培养基１００μＬ；２号板每孔分别加入含对应浓度 ＲＥＳ
但不含血清的细胞培养基；３号板每孔加入含ＨＴＡ１２５
但不含血清的培养基。２ｈ后，将２、３号板置于三气培
养箱中缺氧１２ｈ，再移至正常培养箱中复氧４ｈ，１号
板则一直在正常培养箱中培养。４ｈ后３块板每孔分
别加入１０μＬＣＣＫ８试剂，继续在正常培养箱中培养
２ｈ，酶标仪检测４５０ｎｍ波长下光密度值［Ｄ（４５０）］。
按以下公式计算细胞存活率，以１号板空白组作为对
照组，其他各组皆作为实验组。细胞存活率 ＝
［Ｄ（４５０）实验组－Ｄ（４５０）除零组］／［Ｄ（４５０）空白组 －
Ｄ（４５０）除零组］×１００％。
１．５　细胞ＨＥ染色
　　将细胞消化离心后（８００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），用培养基
调整细胞数为１×１０５／ｍＬ，滴加于盖玻片上，放入正常
培养箱中培养，待细胞生长２４ｈ后建模，取出细胞爬
片，ＰＢＳ洗涤 ３次。样品固定：４％多聚甲醛固定
３０ｍｉｎ，后ＰＢＳ洗涤２次；染核：苏木精染色１５ｍｉｎ，双
蒸水洗涤２次；染细胞质：伊红染色５ｍｉｎ，双蒸水洗涤
２次。晾干爬片，中性树胶封片，显微镜下观察细胞形态。
１．６　检测ＡＬＴ活力
　　取经建模处理后各组细胞上清液，测定 ＡＬＴ活
力。操作按照ＡＬＴ检测试剂盒说明书进行。
１．７　流式细胞术检测细胞凋亡
　　用０．２５％胰酶将经建模处理后的各组细胞消化，
８００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后收集细胞，按ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＥ细
胞凋亡试剂盒说明书操作，用流式细胞仪检测细胞凋

亡情况。

１．８　实时荧光定量ＰＣＲ检测ｍＲＮＡ表达
　　采用ＴＲＩｚｏｌ法提取细胞总 ＲＮＡ，并用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＲＴＲｅａｇｅｎｔＫｉｔ试剂盒将总 ＲＮＡ反转录成 ｃＤＮＡ。反
转录条件：４２℃孵育３０ｍｉｎ，９５℃灭活３ｍｉｎ。取反转
录合成的ｃＤＮＡ进行荧光定量ＰＣＲ，检测ＴＬＲ４及ＮＦ
κＢ的ｍＲＮＡ表达水平，并以ＧＡＰＤＨ作为内参。ＴＬＲ４
引物序列（１４０ｂｐ）：上游 ５′ＧＧＡＧＴＡＣＡＡＡＡＣＴＣＴＧ
ＣＧＣＣ３′，下游 ５′ＡＣＴＴＣＣＴＴＧＴＧＣＣＣＴＧＴＧＡＧ３′；ＮＦ
κＢｐ６５引物序列（１３５ｂｐ）：上游 ５′ＣＡＴＡＣＧＣＴＧ
ＡＣＣＣＴＡＧＣＣＴＧ３′，下游 ５′ＴＴＴＣＴＴＣＡＡＴＣＣＧＧＴＧＧ

９９３１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１２）



ＣＧＡ３′；ＧＡＰＤＨ引物序列（２５２ｂｐ）：上游 ５′ＡＣＡＧ
ＣＡＡＣＡＧＧＧＴＧＧＴＧＧＡＣ３′，下游 ５′ＴＴＴＧＡＧＧＧＴＧＣ
ＡＧＣＧＡＡＣＴＴ３′。ＰＣＲ反应体系：ＳＹＢＲｇｒｅｅｎ５μＬ、上
下游引物各０．３μＬ、ｃＤＮＡ１μＬ、ＮａｓｅｆｒｅｅＨ２Ｏ３．４μＬ；
反应条件：９５℃预变性５ｍｉｎ，９５℃变性３０ｓ，５９℃退
火３０ｓ（ＴＬＲ４，ＮＦκＢ）／５７℃退火 ３０ｓ（ＧＡＰＤＨ），
７２℃ 延伸１ｍｉｎ，反应４０个循环。循环结束后，７２℃
延伸５ｍｉｎ。
１．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测蛋白表达
　　按照ＲＩＰＡ试剂盒说明书提取处理后各组细胞总
蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白浓度。每孔上样５０μｇ，按浓缩
胶８０Ｖ、分离胶１００Ｖ电压下分离，再用２５０ｍＡ恒流
将凝胶上的蛋白湿转至ＰＶＤＦ膜上，５％脱脂奶粉封闭
１ｈ后，分别加入小鼠抗大鼠ＴＬＲ４抗体（１∶１０００）、兔
抗大 鼠 ＮＦκＢ抗 体、小 鼠 抗 大 鼠 βａｃｔｉｎ抗 体
（１∶１０００），４℃孵育过夜；次日用 ＴＢＳＴ充分洗膜后，
加入辣根过氧化物标记的羊抗小鼠 ＩｇＧ（１∶５０００）、山
羊抗兔ＩｇＧ（１∶５０００），室温孵育１ｈ。ＥＣＬ显色，曝光
显影，行灰度值扫描分析。

１．１０　免疫荧光检测ＮＦκＢｐ６５核转录
　　细胞爬片及建模处理同１．５，将处理后的各组细
胞按照标准免疫荧光染色步骤进行固定、穿透、封闭、

抗体孵育、ＤＡＰＩ染核及封片［７］。ＮＦκＢ抗体稀释浓度
为（１∶５０），荧光二抗稀释浓度为（１∶１００），荧光显微镜
下观察ｐ６５入核情况。
１．１１　ＥＬＩＳＡ法检测ＩＬ１β含量
　　取经建模处理后的各组细胞上清液，采用 ＥＬＩＳＡ
技术检测ＩＬ１β含量，操作过程按照 ＥＬＩＳＡ试剂盒说
明书进行。每组标本设置３个平行孔，结果取平均值。
１．１２　统计学分析
　　实验至少重复３次，采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件及
Ｇｒａｐｈｐａｄｐｒｉｓｍ５．０，计量资料用珋ｘ±ｓ表示，多样本均数
比较采用单因素方差分析，其两两比较采用ＬＳＤｔ法。

２　结果

２．１　ＣＣＫ８实验
　　在１号板中，空白组、５μｍｏｌ／ＬＲＥＳ组、１０μｍｏｌ／Ｌ
ＲＥＳ组及２０μｍｏｌ／ＬＲＥＳ组存活率比较差异无统计学
意义（Ｆ＝０．９５８，Ｐ＝０．４３６），说明 ＲＥＳ浓度为５、１０、
２０μｍｏｌ／Ｌ时对细胞的存活率没有明显影响。在２号
板中，５μｍｏｌ／ＬＲＥＳ组与空白组相比存活率有提升
（Ｐ＝００４５），１０、２０μｍｏｌ／Ｌ组存活率均较空白组有显
著提升（Ｐ＜００１），且细胞存活率在 ＲＥＳ浓度为
２０μｍｏｌ／Ｌ时达到最高（表 １）。因此，我们选取
２０μｍｏｌ／ＬＲＥＳ进行后续实验。
　　在 ３号板中，空白组细胞存活率（６０．４４±
５５６）％ 相对于对照组（１００．００±０．００）％明显降低

（Ｐ＜００１），但应用 ＨＴＡ１２５预处理细胞后，细胞存活
率显著升高［（８１．６５±７．６８）％，Ｐ＜００１］。

表１　不同浓度ＲＥＳ对ＢＲＬ３Ａ细胞存活率的影响　
（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ，％）

组别 正常培养 Ｈ／Ｒ培养
空白组 １００．００±０．００ ５７．５９±５．２９
５μｍｏｌ／ＬＲＥＳ组 １００．６０±３．１３ ６７．９２±６．７１ａ

１０μｍｏｌ／ＬＲＥＳ组 １０１．５０±３．０９ ７３．１２±８．２４ｂ

２０μｍｏｌ／ＬＲＥＳ组 ９８．８４±２．４４ ７８．７９±８．２１ｂ

ａ：Ｐ＜００５，ｂ：Ｐ＜００１，与空白组比较

２．２　ＨＥ染色观察细胞形态学变化
　　显微镜下观察，空白组与ＲＥＳ组细胞生长状态良
好，形状规则，呈梭形或多角形。与空白组细胞相比，

Ｈ／Ｒ组细胞胞体缩小、皱缩，呈不规则状；细胞核固
缩、碎裂，培养液中有较多的细胞碎片。与 Ｈ／Ｒ组细
胞相比，Ｈ／Ｒ＋ＲＥＳ组细胞形态较规则，受损细胞明显
减少。见图１。

! "

# $

Ａ：空白组；Ｂ：ＲＥＳ组；Ｃ：Ｈ／Ｒ组；Ｄ：Ｈ／Ｒ＋ＲＥＳ组
图１　显微镜观察各组ＢＲＬ３Ａ细胞形态学变化　（ＨＥ×１００）

２．３　ＡＬＴ活力检测
　　ＲＥＳ预处理，Ｈ／Ｒ组ＡＬＴ活力较空白组明显升高
（Ｐ＜００１）；与 Ｈ／Ｒ组相比，Ｈ／Ｒ＋ＲＥＳ组 ＡＬＴ活力
显著降低（Ｐ＝０．００２，图２Ａ）。ＨＴＡ１２５预处理，Ｈ／Ｒ
组ＡＬＴ活力较空白组明显升高（Ｐ＜００１）；与Ｈ／Ｒ组
相比，Ｈ／Ｒ＋ＨＴＡ１２５组 ＡＬＴ活力显著降低（Ｐ＝
０００８，图２Ｂ）。
２．４　流式细胞术检测细胞凋亡
　　空白组、ＲＥＳ组、Ｈ／Ｒ组、Ｈ／Ｒ＋ＲＥＳ组细胞凋亡
率分别为（６．５３±１．０７）％、（７．６４±１．２６）％、（３７．２５±
５２１）％、（２２．４９±４．８７）％。Ｈ／Ｒ组细胞凋亡率较空
白组明显升高（Ｐ＜００１）；与Ｈ／Ｒ组相比，Ｈ／Ｒ＋ＲＥＳ
组细胞凋亡率显著降低（Ｐ＝０００１，图３）。

００４１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：ＲＥＳ预处理；Ｂ：ＨＴＡ１２５预处理　ａ：Ｐ＜００１，与空白组
比较；ｂ：Ｐ＜００１，与Ｈ／Ｒ组比较

图２　ＲＥＳ和ＨＴＡ１２５对细胞ＡＬＴ活力的影响

２．５　实时荧光定量ＰＣＲ检测
　　Ｈ／Ｒ组ＴＬＲ４、ＮＦκＢｐ６５ｍＲＮＡ表达水平均较空
白组升高（Ｐ＜００１）；与 Ｈ／Ｒ组相比，Ｈ／Ｒ＋ＲＥＳ组
ＴＬＲ４、ＮＦκＢｐ６５ｍＲＮＡ表达水平均显著降低（Ｐ＝
０００１，表２）。

表２　ＲＥＳ对ＴＬＲ４、ＮＦκＢｍＲＮＡ表达的影响 （ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
组别 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ ＮＦκＢｐ６５ｍＲＮＡ

空白组 １．０００±０．０００ １．０００±０．０００
ＲＥＳ组 １．０６７±０．０３７ １．０５０±０．０３７
Ｈ／Ｒ组 １．８７０±０．１４９ａ １．９２４±０．１７３ａ

Ｈ／Ｒ＋ＲＥＳ组 １．４８３±０．１０３ｂ １．４７７±０．１２５ｂ

ａ：Ｐ＜００１，与空白组比较；ｂ：Ｐ＜００１，与Ｈ／Ｒ组比较

２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　ＲＥＳ预处理，Ｈ／Ｒ组 ＴＬＲ４、ＮＦκＢｐ６５蛋白表达
水平均较空白组升高（Ｐ＜００１）；与 Ｈ／Ｒ组相比，Ｈ／
Ｒ＋ＲＥＳ组ＴＬＲ４、ＮＦκＢｐ６５蛋白表达水平均显著降
低（Ｐ＜００１，图４Ａ、Ｂ）。
　　ＨＴＡ１２５预处理，Ｈ／Ｒ组 ＴＬＲ４、ＮＦκＢｐ６５蛋白
表达水平均较空白组升高（Ｐ＜００１）；与 Ｈ／Ｒ组相
比，Ｈ／Ｒ＋ＨＴＡ１２５组ＴＬＲ４、ＮＦκＢｐ６５蛋白表达水平
均显著降低（Ｐ＝０００１，图４Ｃ、Ｄ）。
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Ａ：空白组；Ｂ：ＲＥＳ组；Ｃ：Ｈ／Ｒ组；Ｄ：Ｈ／Ｒ＋ＲＥＳ组
图３　流式细胞术检测各组细胞凋亡情况
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Ａ、Ｂ：ＲＥＳ预处理的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测及半定量分析　１：空白组，２：ＲＥＳ组，３：Ｈ／Ｒ组，４：Ｈ／Ｒ＋ＲＥＳ组；Ｃ、Ｄ：ＨＴＡ１２５预处理的
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测及半定量分析　１：空白组，２：Ｈ／Ｒ组，３：Ｈ／Ｒ＋ＨＴＡ１２５组；ａ：Ｐ＜００１，与空白组比较；ｂ：Ｐ＜００１，与Ｈ／Ｒ组比较

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＬＲ４、ＮＦκＢ蛋白的表达

１０４１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１２）
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图５　免疫荧光检测ＮＦκＢｐ６５入核情况　（×４００）

２．７　免疫荧光检测
　　荧光显微镜观察空白组、ＲＥＳ组、Ｈ／Ｒ组、Ｈ／Ｒ＋
ＲＥＳ组 ｐ６５入核细胞比例分别为（９．４４±２．２５）％、
（９．１８±２．３８）％、（８９．５５±６．４０）％、（４４．６０±
４２９）％。Ｈ／Ｒ组 ｐ６５入核比例较空白组急剧升高
（Ｐ＜００１）；与 Ｈ／Ｒ组相比，Ｈ／Ｒ＋ＲＥＳ组入核细胞
比例显著降低（Ｐ＜００１，图５）。
２．８　ＥＬＩＳＡ检测
　　Ｈ／Ｒ组（２０１．１０±３０．０１）ｐｇ／ｍＬＩＬ１β含量显著
高于空白组［（５２．８５±８．８１）ｐｇ／ｍＬ，Ｐ＜００１］；与
Ｈ／Ｒ组细胞相比，Ｈ／Ｒ＋ＲＥＳ组 ＩＬ１β含量明显降低
［（１３４．８０±１６．９４）ｐｇ／ｍＬ，Ｐ＝０００２］。

３　讨论

　　ＨＩＲＩ是目前复杂肝切除术、肝移植术等临床手术
中经常涉及到的病理生理过程，也是引起术后肝功能

恶化甚至丧失肝功能的重要原因［８－９］。研究表明

ＨＩＲＩ的发生可能与钙超载线粒体通透转换孔道、氧化
应激反应、炎症反应、一氧化氮等有关［２］。作为肝脏

复杂手术中不能避免的问题，如何进一步了解ＨＩＲＩ机
制，以及运用合适的方法来防治ＨＩＲＩ仍然是研究的热
点。由于ＲＥＳ具有抗炎和抗氧化损伤等作用，其对心

脏缺血再灌注损伤的保护已有报道［１０］，而 ＲＥＳ对
ＨＩＲＩ的保护作用在国内却鲜见报道，所以本实验以
Ｈ／Ｒ处理ＢＲＬ３Ａ细胞模拟肝脏缺血再灌注模型，着
重从抑制炎症反应方面探讨ＲＥＳ对ＨＩＲＩ的影响及其
潜在的分子机制。本研究发现：①当 ＲＥＳ浓度为 ５、
１０、２０μｍｏｌ／Ｌ时，对 ＢＲＬ３Ａ细胞造成的毒性作用可
以忽略不计；②ＲＥＳ和 ＴＬＲ４抑制剂都能够缓解 Ｈ／Ｒ
诱导的细胞损伤及凋亡；③ＲＥＳ能下调由Ｈ／Ｒ诱导造
成的细胞 ＴＬＲ４、ＮＦκＢｐ６５ｍＲＮＡ及蛋白水平的表
达；④ＲＥＳ能抑制ＮＦκＢｐ６５入核；⑤ＲＥＳ能够减少由
Ｈ／Ｒ诱导的炎症因子（ＩＬ１β）的释放。本实验证明
ＲＥＳ能够通过抑制 Ｈ／Ｒ诱导的 ＢＲＬ３Ａ细胞炎症反
应从而发挥对细胞的保护作用，而这种保护作用可能

与抑制ＴＬＲ４／ＮＦκＢ信号通路的传导有关。
　　细胞存活率和 ＡＬＴ活力通常被看作细胞损伤指
标。本研究发现，在Ｈ／Ｒ状态下 ＢＲＬ３Ａ细胞的存活
率显著降低及细胞上清液中ＡＬＴ活力明显提高，提示
ＢＲＬ３Ａ细胞受到了严重损伤。但是 ＲＥＳ（５、１０、
２０μｍｏｌ／Ｌ）和ＨＴＡ１２５（１０μｇ／ｍＬ）能够显著提高Ｈ／Ｒ
状态下 ＢＲＬ３Ａ细胞的存活率及降低细胞上清液中
ＡＬＴ活力，提示ＲＥＳ可能对ＢＲＬ３Ａ细胞产生保护作用。
　　本研究还发现，ＴＬＲ４和 ＮＦκＢｐ６５在 Ｈ／Ｒ模型
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中的表达上调，而ＲＥＳ和ＨＴＡ１２５能够抑制Ｈ／Ｒ诱导
的ＴＬＲ４和ＮＦκＢｐ６５过表达。已有研究证明，ＴＬＲ４
在肝缺血再灌注过程中表达上调，从而激活下游信号

通路，进而引起一系列连锁反应［１１］，而在由 ＴＬＲ４调
控的细胞炎症反应相关的信号通路中，ＮＦκＢ又是其
中一个重要的转录因子［１２－１３］。本研究发现，在 Ｈ／Ｒ
诱导的ＴＬＲ４过表达状态下，ＮＦκＢ也表达上调，且促
进ｐ６５入核，进而 ＩＬ１β分泌增多；应用了 ＲＥＳ及
ＨＴＡ１２５之后，由Ｈ／Ｒ诱导的ＢＲＬ３Ａ细胞ＴＬＲ４、ＮＦ
κＢ的表达都明显下降，ｐ６５入核细胞比例下降。综合
以上结果说明，ＴＬＲ４／ＮＦκＢ通路可能在缺氧／复氧诱
导的肝细胞损伤中发挥重要作用，而ＲＥＳ很可能是通
过抑制ＴＬＲ４／ＮＦκＢ信号通路的传导来抑制炎症反应
的发展，从而发挥对细胞的保护作用。

　　ＴＬＲ４信号通路由 ＭｙＤ８８依赖途径、ＭｙＤ８８非依
赖途径或两者共同传导来激活 ＮＦκＢ，进而刺激炎症
因子的释放。ＮＦκＢ在静息状态下与其抑制性蛋白
（ＩκＢ）以三聚体的形式结合，此时 ＮＦκＢ功能被抑制
并以失活状态存在于细胞质中。在接到上游信号分子

的刺激之后，ＩκＢ激酶（ＩＫＫ）复合体诱导 ＩκＢ磷酸化，
使其变性降解，因此ＩκＢ对 ＮＦκＢ的抑制作用减弱甚
至消失，ＮＦκＢ逐渐活化并向细胞核移位，从而调控炎
症因子的释放［１４］。本实验证明 ＲＥＳ能降低 ＴＬＲ４、
ＮＦκＢ的表达，并抑制ｐ６５入核，其作用机制可能是抑
制ＴＬＲ４的活化或者降低 ＩＫＫ复合体的活性，使其不
能诱导ＩκＢ磷酸化，那么 ＮＦκＢ仍以失活状态存在于
细胞质，不能入核参与炎症因子的表达。

　　综上所述，我们建议将ＲＥＳ的应用作为防治ＨＩＲＩ
的新策略。在后续的实验中，我们也将继续增加动物

实验，以探究 ＲＥＳ在治疗 ＨＩＲＩ过程中的确切机制以
及其他潜在的保护作用。
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