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　　［摘要］　目的　探讨氯离子通道２型（ｔｙｐｅ２ｃｈｌｏｒｉｄｅｃｈａｎｎｅｌ，ＣｌＣ２）及其阻断剂４，４二异硫氰基
芪２，２’二磺酸（４，４’ｄｉｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎｏｓｔｉｌｂｅｎｅ２，２’ｄｉｓｕｌｆｏｎｉｃａｃｉｄ，ＤＩＤＳ）在肝缺血再灌注损伤中的作用。
方法　成年ＳＤ大鼠以经典法建立肝缺血再灌注模型。采用ｑＰＣＲ技术对缺血再灌注后肝组织中ＣｌＣ２
的表达进行检测，采用肝功能血生化分析、活性氧浓度检测、ＥＬＩＳＡ及流式细胞技术观察缺血再灌注及
应用ＤＩＤＳ后对肝功能、氧自由基水平、炎性细胞因子及细胞周期等方面的影响。结果　缺血再灌注后
肝组织中ＣｌＣ２ｍＲＮＡ表达显著升高（Ｐ＜０．０５），并伴随有活性氧浓度升高（Ｐ＜０．０５）、谷丙及谷草转氨
酶升高（Ｐ＜０．０５）和炎性细胞因子浓度升高。术后即时使用ＤＩＤＳ组相比缺血再灌注组在ＣｌＣ２表达、转
氨酶浓度、活性氧水平及炎性因子表达方面均有所逆转（Ｐ＜０．０５），术后８ｈ应用ＤＩＤＳ组相比缺血再灌
注组在ＣｌＣ２表达、转氨酶浓度及 ｉＮＯＳ（一氧化氮合酶）表达方面有显著差异（Ｐ＜０．０５），而预用 ＤＩＤＳ
１ｈ组相比缺血再灌注组未观察到统计学差异。结论　ＤＩＤＳ可以对肝缺血再灌注损伤引起的肝实质损
害、炎性反应及氧化应激起保护作用。
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　　肝脏缺血再灌注（ｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，Ｉ／Ｒ）是涉
及多种常见临床疾病的重要病理生理过程。越来越多

的证据表明，除了众所周知的钙离子（Ｃａ２＋）超载，内皮
细胞受损，一氧化氮和中性粒细胞方面的作用机制外，

其还与膜离子通道的功能调节有关［１－２］。由于肝脏外

科手术经常需要阻断肝门血流，不可避免地会造成缺

血再灌注损伤，从而影响肝脏功能恢复。

　　研究发现缺血缺氧损伤会导致氯离子（ｃｈｌｏｒｉｄｅ，
Ｃｌ）通道的过度开放，影响细胞的正常生理活动［３］。其

中氯离子通道 ２型（ｔｙｐｅ２ｃｈｌｏｒｉｄｅｃｈａｎｎｅｌ，ＣｌＣ２）主
要参与细胞容积和渗透压调节，尤其在细胞损伤早期

常与 凋 亡 性 细 胞 皱 缩 （ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄｖｏｌｕｍｅ
ｄｅｃｒｅａｓｅｓ，ＡＶＤ）的发生密切相关，对早期凋亡的启动
和发展有重要影响［４］。ＣｌＣ２发挥其生理调节功能主
要是通过调控激酶、转录因子及通道阻滞剂等来实

现［５－７］。４，４二异硫氰基芪２，２’二磺酸（４，４’
Ｄｉｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎｏｓｔｉｌｂｅｎｅ２，２’ｄｉｓｕｌｆｏｎｉｃａｃｉｄ，ＤＩＤＳ）是一
种非选择性氯离子通道阻滞剂，可以减轻Ｃｌ通道的开
放程度，抑制心肌细胞被诱导的 ＡＶＤ，保护缺血再灌
注后受损的心脏功能［８－１０］。由于氧自由基能诱导缺血

再灌注肝组织炎性反应和肝细胞凋亡，同时肝脏作为

机体的生化代谢中心也是对过氧化损伤最敏感的器官

之一。本文旨在探讨 ＤＩＤＳ在肝缺血再灌注损伤中的
作用。

１　材料和方法

１．１　实验动物与模型建立
　　清洁级标准健康成年 ＳＤ大鼠７５只雌雄不限，体
质量２２０～２５０ｇ，购自陆军军医大学实验动物中心。
动物模型采用肝脏热缺血再灌注模型［１１］，健康成年

ＳＤ大鼠称量备皮后消毒腹部皮肤，采用戊巴比妥钠
（５０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉，待达到麻醉要求后，取上
腹正中切口开腹，充分游离肝脏左、中叶肝蒂，用无创

血管夹夹闭肝左、中叶门静脉和肝动脉，使约 ７０％的

肝脏缺血，关腹，９０ｍｉｎ后重新开腹去除血管夹，恢复
肝血流１８０ｍｉｎ。
１．２　实验动物分组
　　共分为 ５组（１５只／组）：假手术组、缺血再灌注
组、缺血再灌注后即时ＤＩＤＳ治疗组、缺血再灌注后８ｈ
ＤＩＤＳ治疗组、预用 ＤＩＤＳ１ｈ后缺血再灌注组。ＤＩＤＳ
（Ｓｉｇｍａ公司）采用腹腔注射，用量为５０ｍｇ／ｋｇ体质量。
１．３　取材
　　分别于缺血再灌注手术后即时、１ｄ、５ｄ时处死动
物，行下腔静脉取血，并切取肝左叶。将血液保存于

４℃待测生化指标，将获取的肝左叶用预冷生理盐水
冲洗后，保存于－８０℃待测氧化指标等。
１．４　ｑＰＣＲ技术检测ＲＮＡ表达量
　　按总ＲＮＡ提取试剂盒的说明提取 ＲＮＡ，核酸浓
度测量仪检测各样本总 ＲＮＡ浓度。逆转录反应后置
混合液于热循环仪中：３７℃ １５ｍｉｎ、８５℃ ５ｓ、４℃保
存。荧光定量后上机行４０个循环（９５℃ １ｍｉｎ、９５℃
１０ｓ、６０℃３０ｓ），最后绘制融解曲线。引物序列如下：
ＣｌＣ２：５′ＡＧＡＣＡＡＴＣＣＣＴＡＣＡＣＣＣＴＴＣＡＡ３′，５′ＴＧＴＣ
ＧＧＴＡＧＡＡＣＡＣＣＴＴＧＴＣＡＣ３′；βａｃｔｉｎ：５′ＧＡＧＡＣＣＴＴ
ＣＡＡＣＡＣＣＣＣＡＧＣＣ３′，５′ＴＣＧＧＧＧＧＡＴＣＧＧＡＡＣＣＧＣ
ＴＣＡ３′。
１．５　活性氧浓度检测
　　取１ｍＬ组织蛋白提取液，依据活性氧检测试剂盒
说明加入ＤＣＦＨＤＡ１μＬ，３７℃避光孵育３０ｍｉｎ，加入
１μＬＲｏｓｕｐ阳性对照刺激细胞，２５ｍｉｎ后分光光度计
在５２５ｎｍ激发波长下读数。
１．６　炎性细胞因子检测
　　按 ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书配制蛋白标准品，梯度稀
释，取标准品及待测上清１００μＬ加入待测孔中，并分
别设置复孔。室温孵育２ｈ后倒掉孔内液，洗板，每孔
加入４００μＬ洗涤液，洗涤４次后在滤纸上印干。每孔
加入２００μＬ酶标检测抗体，室温孵育２ｈ后倒掉孔内
液，洗板，每孔加入４００μＬ洗涤液，洗涤４次后在滤纸
上印干。每孔加入 ２００μＬ显色底物，室温避光孵育
３０ｍｉｎ。每孔加入终止液５０μＬ，于酶标仪４５０ｎｍ波
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长处测量吸光度值。

１．７　流式细胞术检测细胞周期
　　分离的组织细胞离心沉淀后用３００μＬ含１０％小
牛血清的ＰＢＳ悬浮，移入１．５ｍＬＥＰ管中，加入７００μＬ
无水乙醇，置－２０℃固定细胞２４ｈ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心细
胞３０ｓ，弃上清，１ｍＬＰＢＳ重悬细胞，再次离心洗涤细
胞，弃上清。沉淀细胞用１００μＬ１ｍｇ／ｍＬＲＮａｓｅＡ悬
浮，３７℃孵育３０ｍｉｎ后加入４００μＬ５０μｇ／ｍＬＰＩ，置
暗处１０ｍｉｎ后上机检测。
１．８　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ１８．０软件进行统计分析。计量资料均
进行正态性检验，两组间样本均数的比较采用ｔ检验，
多组间比较采用单因素方差分析。均以 Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　肝脏缺血再灌注对ＣｌＣ２ｍＲＮＡ表达的影响
　　缺血再灌注１ｈ后，ＣｌＣ２ｍＲＮＡ表达较假手术组
明显增强（Ｐ＜０．０５），且在损伤后 １ｄ达到高峰（Ｐ＜
０．０５），５ｄ后仍然保持较高水平（Ｐ＜０．０５，图１Ａ）。术
后１ｄ时间点时，结果显示缺血再灌注手术后即时和
手术后８ｈ应用ＤＩＤＳ治疗组的ＣｌＣ２ｍＲＮＡ表达水平
均较缺血再灌注组明显降低，其中术后即时应用ＤＩＤＳ
组降低更为显著（Ｐ＜０．０５）。预用ＤＩＤＳ１ｈ后缺血再
灌注组 ＣｌＣ２ｍＲＮＡ表达与缺血再灌注组未见统计学
差异（图１Ｂ）。
２．２　ＤＩＤＳ在肝缺血再灌注损伤中对肝功能的影响
　　肝功能血生化分析结果显示缺血再灌注组的转氨
酶指标较假手术组显著升高（Ｐ＜０．０５），且谷丙转氨酶
（ＡＬＴ）升高幅度较谷草转氨酶（ＡＳＴ）更加明显。术后

应用ＤＩＤＳ治疗组转氨酶指标较手术组有较大幅度回
落（Ｐ＜０．０５），且这一现象在术后即时应用 ＤＩＤＳ治疗
组中更加显著。取材时间节点方面，术后１日取材时
各组转氨酶指标差异较术后即时及术后 ５日更加明
显。碱性磷酸酶（ＡＬＰ）指标总体均在正常范围内，各
组间无显著差异。

２．３　ＤＩＤＳ在肝脏缺血再灌注损伤中对活性氧及炎性
细胞因子的影响

　　我们使用分光光度法对各样本进行了活性氧
（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）浓度测定。结果显示术
后即时取材的各组中，缺血再灌注后８ｈ应用ＤＩＤＳ治
疗组的活性氧浓度较其余４组明显升高（Ｐ＜０．０５），其
余４组间活性氧浓度无统计学差异。术后 １ｄ取材
时，缺血再灌注组较对照组活性氧浓度显著升高（Ｐ＜
０．０５），术后即时应用ＤＩＤＳ处理可以有效减轻活性氧
升高的程度（Ｐ＜０．０５），但术后８ｈ应用 ＤＩＤＳ处理组
相较缺血再灌注组则无明显差异。术后５天取材时，
缺血再灌注组较对照组活性氧浓度仍然明显升高（Ｐ＜
０．０５），但其余各组已无明显差异（图３Ａ）。
　　我们采用ＥＬＩＳＡ法对术后１ｄ取材的各样本进行
ｉＮＯＳ、ＴＮＦα表达水平检测。结果显示缺血再灌注组
较对照组炎性细胞因子浓度显著升高（Ｐ＜０．０５），尤其
以ｉＮＯＳ升高幅度更为明显。应用 ＤＩＤＳ后可以有效
减轻炎性细胞因子升高的程度（Ｐ＜０．０５），其中以术后
即时使用ＤＩＤＳ效果最为明显，预用 ＤＩＤＳ组与缺血再
灌注组相较无统计学差异。值得注意的是术后８ｈ应
用ＤＩＤＳ组与缺血再灌注损伤组相比，在 ｉＮＯＳ表达上
有统计学差异（Ｐ＜０．０５），而在 ＴＮＦα表达上无统计
学差异（图３Ｂ、Ｃ）。
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４：缺血再灌注术后５ｄ组，ａ：Ｐ＜０．０５，与假手术组比较；Ｂ：缺血再灌注及不同时间 ＤＩＤＳ治疗的肝组织在术后 １ｄ取材时的
ＣｌＣ２ｍＲＮＡ表达情况，１：假手术组，２：缺血再灌注组，３：缺血再灌注后即时 ＤＩＤＳ治疗组，４：缺血再灌注后 ８ｈＤＩＤＳ治疗组，
５：预用ＤＩＤＳ１ｈ后缺血再灌注组，ａ：Ｐ＜０．０５，与缺血再灌注组比较

图１　缺血再灌注术后肝组织中ＣｌＣ２ｍＲＮＡ表达变化
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图３　ＤＩＤＳ在肝脏缺血再灌注损伤中对活性氧及炎性细胞因子的影响

８７３２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



! "##

! $##

%##

&##

#

'
(
)
*
+
,

# -# "# .# !$# !/#

假手术组

%##

"##

&##

$##

#

'
(
)
*
+
,

# $# &# "# %# !## !$#

缺血再灌注损伤组

! ###

%##

"##

&##

$##

#

'
(
)
*
+
,

# $# &# "# %# !## !$#

缺血再灌注损伤后即时应用
0102

治疗组

%##

"##

&##

$##

#

'
(
)
*
+
,

# $# &# "# %# !## !$#

34566+789:;$!<=

! ###

%##

"##

&##

$##

#

'
(
)
*
+
,

# $# &# "# %# !## !$#

预用
0102 ! 4

后缺血再灌注损伤组

!##

%#

"#

&#

$#

#

百
分
比
9
>
=

! $ - & /

缺血再灌注损伤后
% 4

应用
0102

治疗组

34566+789:;$!<=

34566+789:;$!<=

?#@?!

?$@A

2

34566+789:;$!<=34566+789:;$!<=

< B

3

0 C :

Ａ～Ｅ：假手术组、缺血再灌注组、缺血再灌注后即时ＤＩＤＳ治疗组、缺血再灌注后８ｈＤＩＤＳ治疗组及预用ＤＩＤＳ１ｈ后缺血再灌
注组在术后１ｄ取材时的流式细胞周期检测结果。Ｆ：上述各组的流式细胞周期检测百分比，１：假手术组，２：缺血再灌注组，
３：缺血再灌注后即时ＤＩＤＳ治疗组，４：缺血再灌注后８ｈＤＩＤＳ治疗组，５：预用ＤＩＤＳ１ｈ后缺血再灌注组

图４　ＤＩＤＳ在肝缺血再灌注中对肝细胞周期的影响

２．４　ＤＩＤＳ在肝缺血再灌注中对肝细胞周期的影响
　　流式细胞检测结果显示缺血再灌注组中 Ｇ０／Ｇ１
期细胞比例为２１．６５％，明显低于假手术组的７７．０８％
（Ｐ＜０．０５）。术后即时使用 ＤＩＤＳ组 Ｇ０／Ｇ１期细胞比
例为４６．３１％，较缺血再灌注组明显升高（Ｐ＜０．０５），但
仍低于假手术组。提示缺血再灌注损伤后应用 ＤＩＤＳ
阻断ＣｌＣ２异常高表达可以稳定肝脏细胞正常细胞周
期，同时也提示缺血再灌注后的肝脏细胞将更多地被

刺激进入细胞周期循环。然而，缺血再灌注损伤后

８ｈ应用 ＤＩＤＳ治疗组以及预用 ＤＩＤＳ１ｈ后缺血再灌
注组的Ｇ０／Ｇ１期细胞比例较缺血再灌注组无明显差
异，提示 ＤＩＤＳ是时间敏感型药物，如无法在恰当的时
间进入体循环将影响其功能（图４）。

３　讨论

　　在本研究中我们分析了肝缺血再灌注对 ＣｌＣ２的
表达影响以及损伤后应用 ＤＩＤＳ后对肝脏的多方面影
响。本研究表明肝缺血再灌注损伤将刺激 ＣｌＣ２的过
表达，损伤后早期使用 ＤＩＤＳ能够明显抑制 ＣｌＣ２过表
达，降低炎性因子浓度、活性氧水平，并维护正常的细

胞增殖分化周期，降低肝细胞受损程度。提示肝缺血

再灌注后早期应用ＤＩＤＳ能够对肝组织起保护作用。
　　氯离子通道（ＣｌＣｓ）是细胞膜上氯离子或少数其
他阴离子的一种渗透性通道蛋白，是最重要的阴离子

转运通道［１２］。ＣｌＣ２是一种双孔均聚、电压门控的氯
离子通道［１３］。其可被超极化、细胞肿胀、细胞外低张

性和细胞外酸化所激活。因此，ＣｌＣ２具备调节细胞容
积、控制肿胀反应、调节突触后反应等重要生理功

能［４］。最新的研究结果表明氯离子通道在心肌缺血

再灌注中扮演了重要角色，缺血再灌注损伤所导致的

缺血缺氧环境刺激了氯离子通道的大量开放，从而成

为心肌细胞受损的重要环节之一［１４］。ＤＩＤＳ可通过抑
制红细胞中超氧化物阴离子的产生来保护氧化性肺损

伤，保护应激引起的胃部病变［１５］，纠正大鼠心肌缺血

再灌注引起的心律失常［１６］，并在缺氧刺激下挽救神经

元细胞的早期死亡［１７］。关于调控ＣｌＣ２表达的分子机
制，既往有文献报道刺激条件下应激产生的糖皮质激

素诱导激酶（ＳＧＫ）可明显促进 ＣｌＣ２的表达［１８］，也有

文献认为Ｊａｎｕｓ激酶２和３可以下调ＣｌＣ２的活化并抵
消氯离子的过度外流［１９］。转录因子方面，Ｓｐ１和 Ｓｐ３
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能够调控基因的转录速率，减少Ｓｐ１或Ｓｐ３与ＣｌＣ２启
动子之间的相互作用可导致肺上皮细胞中 ＣｌＣ２表达
的降低［２０］。但缺血再灌注导致的ＣｌＣ２过表达具体机
制仍需进一步研究。

　　肝脏作为人体生化代谢中心，本身存在着复杂的
抗氧化系统，但高强度的缺血再灌注损伤势必会影响

氧化抗氧化系统的平衡。动物实验和临床研究均证
实了严重氧化应激导致的氧自由基过度产生可引起脂

质过氧化和肝细胞膜损伤，进而加重缺血再灌注肝功

能损伤程度［２１－２２］。活性氧浓度的升高是抗氧化系统

失衡的重要标志之一［２３］。我们发现缺血再灌注后肝

组织中活性氧浓度显著升高，提示肝脏抗氧化能力在

短期内无法有效代偿，肝细胞暴露在高浓度的活性氧

中，这将带来一系列不良后果，诸如氯离子通道过度开

放、细胞膜通透性增加、促凋亡蛋白的释放等。同时，

我们也在术后１ｄ时观察到了术后即时使用 ＤＩＤＳ组
的活性氧浓度较单纯缺血再灌注组有明显的下降，提

示ＤＩＤＳ有维护氧化抗氧化系统平衡的作用。在术后
即时取材时，仅术后８ｈ应用 ＤＩＤＳ组表现出明显的活
性氧浓度升高，其余各组均无显著差异，考虑主要是由

于其余各组的取材时间距离缺血再灌注时间过短，活

性氧物质尚未充分形成所导致。然而在术后 ５ｄ时，
包括术后即时使用 ＤＩＤＳ组在内的所有使用了 ＤＩＤＳ
的各组相较于缺血再灌注组的活性氧浓度均无明显差

异，这表明课题中 ＤＩＤＳ使用量偏低或者单次注射无
法维护中长期有效药物浓度。

　　除此之外，既往文献证据表明 ＤＩＤＳ可通过调控
炎性细胞因子的产生来维护抗氧化系统平衡［２４］。炎

症或感染刺激将导致肝细胞产生一连串病理生理改

变，其所释放的炎性细胞因子被认为是破坏抗氧化系

统平衡的又一关键因素［２５］。在本课题中，我们对典型

的炎性细胞因子诸如 ＴＮＦα、ｉＮＯＳ进行了研究，实验
结果与既往ＤＩＤＳ在心肌缺血再灌注中作用研究的结
果相符合，再次证明了 ＤＩＤＳ通过抑制阴离子通道的
过度开放可以抑制炎性细胞因子的释放，从而维护其

抗氧化活性。

　　细胞周期的改变也是抗氧化系统失衡的一个重要
表现［２６］。肝细胞正常情况下属于稳定细胞，仅在一定

条件刺激下才进入细胞周期成为分裂细胞。我们的研

究发现缺血再灌注损伤将大大降低 Ｇ０／Ｇ１期细胞比
例，提示更多的肝细胞进入了细胞周期中，而术后即时

使用ＤＩＤＳ可以显著逆转这种改变。值得注意的是术
后８ｈ及术前１ｈ预用药时无法明确观察到这种保护

作用，提示 ＤＩＤＳ是时间敏感性药物，但仍需要更多更
深入的药代动力学基础研究。

　　综上所述，缺血再灌注对肝脏的损伤以及 ＤＩＤＳ
对其的保护作用能够从 ＣｌＣ２ｍＲＮＡ表达、活性氧浓
度、转氨酶水平、炎性细胞因子释放及细胞周期改变等

多方面得到验证。本课题从氯离子通道入手进行研

究，展示了其可能的肝脏缺血再灌注损伤干预靶点，并

初步探索了ＤＩＤＳ的保护作用。但未来仍需更深入的
研究来进一步阐明氯离子通道在肝缺血再灌注中的作

用机制。
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