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脂多糖预处理对大鼠肝移植缺血再灌注期肝脏 NF-K B活性 

和ICAM一1／LFA一1分子表达的影响 

李 洋，朱继芳，刘作金，龚建平 

(重庆医科大学附属第二医院普外科，重庆 400010) 

【摘 要】目的：探讨脂多糖(Lipopolysaccharide，LPS)~处理对大鼠肝移植缺血再灌注(Ischemia／Reperfusion，PR)损伤中肝脏核 

因子 一K B(Nu clear facto卜K B，NF—K B)活性和细胞间粘附分子 一l／淋巴细胞功能相关抗原(Intercellular adhension molecule-I／ 

Lvmphocytefunctionassociatedantingen一1，ICAM一1／LFA一1)分子表达的影响及意义。方法：雄性 sD大鼠，分为假手术组(Sham组)、原 

位肝移植组(OLT组)和原位肝移植 +LPS预处理组(LPs组 o Sham组只开腹分离肝十二指肠韧带，OLT组和 LPS组按两袖套法 

进行肝移植。Sham组于分离肝十二指肠韧带后0、60、180 min、OLT组和LPS组于门静脉血流恢复后 0、60、180 min分别测定各 

时相点肝组织 NF—K B活性、ICAM一1／LFA一1分子表达及血清 A 、AST水平。结果：再灌注后0、60、180min，OLT组与 LPS组的 

NF—K B活性 、ICAM一1几FA一1分子表达均高于 Sham组 (P<O．01)；再灌 注后 0 min，OLT组与 LPS组的 NF—K B活性 、 

ICAM—l几FA一1分 子表达和 A 、AST水平差异无统计学 意义 (19>0．05)；再灌 注 60、180 min，OLT组的 NF—K B活性 ， 

ICAM—l几FA一1分子表达，Ä 、AST水平均明显高于LPS组(P<0．O1)。结论：大鼠肝移植再灌注期内毒素信号转导通路的NF—K B 

活性增强，上调ICAM一1／LFA一1分子表达对移植肝造成损害；脂多糖预处理可有效抑制大鼠肝移植 I／R中肝脏 NF—K B活性、下调 

ICAM一1／LFA一1分子表达，对大鼠移植肝的缺血再灌注损伤有明显保护作用。 
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Effects of lipOpOIySaccha ride preCOnditiOning on the activities of nuclear factor 

kappa-B and the expression of intercellular adhension molecule-I／lymphocyte 

function associated antigen-1 in rats graft with liver ischemia／repeffusion injury 
LIYang，et al 

(Department ofGeneral Surgery，the SecondAffiliated Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract J Objective：To study the effects and significances of lipopolysaccharide preconditioning on the activities of NF_K B and the 

expression of ICAM-1／LFA-1 in rats graft liver ischemia／reperfusion injury．Methods：Male Sprague—Dawley rats were divided into three 

groups：sham operation group (Sham group)，orthotopic liver transplantation group (OLT group)and LPS preconditioning group(LPS 

group)．Only dissecting hepatoduodenal ligament was perfomed in Sham group．Experiments of OLT were performed by two-cuff method in 

OLT group and LPS group．The activities of NF～K B and the expression of ICAM一1，l FA一1 in hepatic tissue，the levels of AIJT，AST in 

inferior caval vein blood were detected at 0，60，1 80 min after dissecting of hepatoduodenal ligament in Sham  group and after portal vein 

reperfusion in OLT group and LPS group．Results：Compared with those in Sham group at the different time points respectively，the 

activities of NF-K B and the expression of ICAM一1／LFA一1 were higher in OLT group and LPS group(／9<0．01)．Although the activities of 

NF-K B．the expression of ICAM一1／LFA一1 and the levels of AIJT and AST had no significant difference between OLT group and LPS 

group (P>0．05)at 0 min after reperfusion，they were evidently higher in OLT group than in LPS group (P<O．01)at 60 min and 180 min 

after reperfusion．Conclusion：The activities of NF—K B were enhanced and the expression of ICAM-1／LFA-1 was upgraded in 

endotoxin signaling pathways during ischemia／reperfusion injury caused by liver transplantation in rat，resulting in rats graft liver 

isehemia／reperfusion injury．Lipopolysaccharide preconditioning can protect the rats graft liver against ischemia／reperfusion injury by 

sign ificantly decreasing the activities ofNF—K B and degrading the expression ofICAM一1／】 FA一1． 
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肝缺血再灌注损伤(Ischemia／reperfusion injury， 

I／RI)是导致肝移植术后原发性移植物无功能的重 

要原因之一 。核因子一KB(Nuclear factor～KB。NF—KB) 

作为一种转录因子，可调节多种炎症相关蛋白基因 

的表达，参与 I／RI的炎症反应。细胞间粘附分子一1 

(Intercellular adhension molecule一1，ICAM一1)及淋巴 

细胞功能相关抗原一1(Lymphocyte function associat— 

ed antigen—l，LFA—1)均受 NF—KB调控1”，在 I／RI时 

介导 白细胞粘附到 内皮细胞引起组织损害起到 了 

很重要的作用 。研究表明，机体或培养的单核巨 

噬细胞预先接受小剂量脂多糖(Lip0polysacchride， 

LPS))~U激后 ，和 LPS的相关信号转导蛋白及下游的 

NF—KB活性受抑~lJ141，再次受致死剂量 LPS刺激时， 

应答炎症反应明显减弱，这一现象称为内毒素耐受 

(Endotoxin tolerance，ET)。我们采用大鼠原位肝移 

植模型，观察 LPS预处理对肝移植再灌注期肝脏 

NF—KB活性变化、ICAM—l、LFA一1分子表达的影响 

以及血清 ALT、AST水平的改变，以探讨 LPS预处 

理对大鼠肝移植再灌注期肝脏的保护作用及机制。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

健康雄性 sD大鼠，鼠龄 10～l2周 ，体重 240～280 g，购 自 

重庆医科大学实验动物中心；LPS(Escherichia coli O111：B4， 

美国 Sigma公司)；核蛋白抽提试剂盒(NO．40010)、TransAm 

TMNF—KB(NO．40096)购自美国Activemotif公司；免疫组化 

所用小鼠抗大鼠 |CAM一1单克隆抗体(IA29)购 自Immuno— 

kontact公司，小鼠抗大鼠LFA一1单克隆抗体(CD1la)购自 

Pharmingen公司，免疫组化 sP法试剂盒购 自武汉博士德公 

司。 

1．2 方法 

1．2．1 大鼠原位肝移植模型的建立及分组 SD大鼠，随机 

分为假手术组(Sham组 )、原位肝移植组 (OLT组)和原位肝 

移植 +LPS预处理组(LPS组)，每组各 30只。Sham组只开腹 

分离肝十二指肠韧带 ；LPS组供体第 1 d经尾静脉给予 LPS 

0．1 mg／kg，第 2、3、4、5 d给予 0．5 mg／kg；OLT组给予等体积 

0．5 ml无菌 PBS液。第 8 d，OLT组和 LPS组以未予任何处理 

的正常 SD大鼠为受体，参照本实验室改进的 Kamada两袖 

套法进行大鼠原位肝移植151，受体门静脉阻断时间为(19．2± 

2．5)min。 sham组于分离肝十二指肠韧带后 0、60、180 min， 

OLT组和 LPS组于移植肝门静脉恢复再灌注后 0、60、180 

min 3个时段(每组每时段 1O只)抽取下腔静脉血 2 ml并切 

取肝左外叶组织备检。 

1．2．2 肝组织 NF—KB活性测定 采用 Active Motif公司提供 

的 NF—KB p65 ELISA检测试剂盒检测 NF—KB活性。根据试 

剂盒说明，提取不同时相的肝组织核蛋 白，经蛋 白质定量 

后 ，按 5 IXg核蛋白／-fL／Jn人预先处理的 96孔酶联板(已包被 

含 NF—KB结合位点的寡聚核苷酸)，野生型及突变型寡核苷 

酸同源序列为对照，置 100 r／rain低速摇床室温孵育 1 h；用 

200 IXl，孔清洗缓冲液洗涤 3次后 ，加入 100 1／孔 1：1 000 

的抗 NF—KB p65亚单位的抗体，静置室温孵育 1 h；洗涤3 

次后，再加入 100 1／孔 1：10000的辣根过氧化物酶标记的 

二抗，静置室温孵育 1 h；每孔加入显色液 1130 l，避光反应 

10min后，再以 100 l／孔加入终止液(0．5 mol／L的 H2s0 )， 

5 min内用全 自动酶标 仪在 450 nm波长下测定 OD值 ， 

NF—KB活性以OD值表示。 

1．2．3 肝组织 ICAM一1、LFA一1分子表达的测定 取肝组织 

一 快立即放入液氮中，然后将肝组织制成6 m厚的冰冻切 

片，冷丙醛固定 10 min后取出，在空气中干燥 20 min。采用免 

疫组化 SP法测定 ICAM一1、LFA一1分子表达 。ICAM一1和 

LFA一1的阳性染色为棕黄色颗粒，定位于细胞膜或胞浆。其 

结果判断：在 400倍光镜下 ，用 HPIAS一1000型医学彩色图 

像分析系统测量光密度值 ，每组选 20个视野(每组 10只大 

鼠各取 1张片，每张切片取 2个视野)分别测量，然后计算光 

密度值的均值作为此组的代表值。 

1．2．4 肝功能检测 各组均取下腔静脉血 1 ml，以 Beckman 

CX7型全 自动生化分析仪测定 A ( 丙转氨酶)、AST(谷草 

转氨酶)。 

1．2．5 统计学处理 数据以 ±S表示。采用 SPSSIO．0软件 

进行方差分析，两组之间比较用 LSD—t检验 ，P<0．05认为差 

异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 LPS预处理对肝移植再灌注后肝脏 NF—KB活 

性的影响 

ELISA结果表明：再灌注后 0 min．LPS组与 OLT 

组的肝脏 NF—KB活性差异无统计学意义(P>0．05)， 

但均明显高于 Sham组；OLT组的 NF—KB活性于再 

灌注后 60 min显著升高达到高峰，180 min稍下降 

但仍保持在较高的状态，并明显高于同时点的 LPS 

组，且180 min时 LPS组已迅速下降，再灌注后 60、 

180 min，LPS组与 OLT组比较差异有统计学意义 

(P<0．01)，见图 l。 

2．2 LPS预处理对肝移植再灌注后肝脏 ICAM—l、 

LFA一1分子表达的影响 

ICAM一1 Sham组肝组织基本无表达(部分内皮 

细胞和 Kupffer细胞有低水平的 ICAM一1分子表 

达)；而 OLT组、LPS组再灌注后0、60、180 min于肝 
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细 胞 、 内皮 细 胞 和 K u p ff e r 细 胞 呈 阳 性 表 达 ． 以 灌 注

后 6 0 m i n 表 达 最 强 。 再 灌 注 后 0 、 6 0 、 1 8 0 m i n ， O L T

组 、 L P S 组 分 别 与 S h a m 组 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义

(P < 0 ． 0 1 ) ；但 再 灌 注 后 0 ra i n L P S 组 与 O L T 组 比 较

差 异 无 统 计 学 意 义 (P > O ． 0 5 ) ；再 灌 注 后 6 0 、 1 8 0 m i n
，

L P S 组 与 O L T 组 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义 (P < 0 ． 0 1 ) ，

见 图 2 、 图 4 。

L F A — l S h a m 组 肝 组 织 K u p f f e r 细 胞 、 肝 窦 及 门

管 区 有 较 弱 的 L F A 一 1 表 达 ；而 O L T 组 、
L P S 组 再 灌

注 后 0 、 6 0 、 1 8 0 m i n 于 肝 窦 、 门 管 区 及 K u p f f e r 细 胞

呈 阳 性 表 达 ， 以 灌 注 后 6 0 m i n 表 达 最 强 。 再 灌 注 后

0 、 6 0 、 1 8 0 m i n ， O L T 组 、 L P S 组 分 别 与 S h a m 组 比 较

差 异 有 统 计 学 意 义 ( P < O． 0 1 ) ；但 再 灌 注 后 0 m i n L P S

组 与 O L T 组 比 较 差 异 无 统 计 学 意 义 ( P > 0 ． 0 5 ) ；再 灌

注 后 6 0 、
1 8 0 m i n ， L P S 组 与 O L T 组 比 较 差 异 有 统 计

学 意 义 (P < 0 ． 0 1 ) ， 见 图 3 、 图 5 。
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★ P > 0 ． 0 5 冉 灌 注 后 0 m i n O L T 组 与 L P S 组 比较 ； ▲ P < 0 ． 0 1

再 灌 注 后 6 0 、 1 8 0 m i n ， O L T 组 与 L P S 组 比较

图 2 L P S 预 处 理 对 肝 移 植 再 灌 注 后 肝 脏 I C A M 一 1 分 子

表 达 的 影 响

2 ． 3 L P S 预 处 理 对 肝 移 植 再 灌 注 后 肝 功 能 的 影 响

A L T 、 A S T 于 再 灌 注 后 0 m i n 开 始 升 高 ， 再 灌 注

后 6 0 、 1 8 0 m i n 迅 速 上 升 ， 但 O L T 组 上 升 幅 度 较 大 。

L P S 组 上 升 幅 度 较 小 。 再 灌 注 后 0 、 6 0 、 1 8 0 ra i n ， O L T

组 、 L P S 组 分 别 与 S h a m 组 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义

(P < 0 ． 0 1 ) ；但 再 灌 注 后 0 m i n L P S 组 与 O L T 组 比 较 差

异 无 统 计 学 意 义 (P > 0 ． 0 5 ) ；再 灌 注 后 6 0 、 1 8 0 m i n ，

L P S 组 与 O L T 组 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义 ( P < 0 ． 叭 ) ，

见表 1 。
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图 5 A 、 B 分 别 为 再 灌 注 6 0 m i n O L T 组 与 L P S 组 肝 脏 L F A 一 1 分 子 表 达 ( H E 染 色 。 x 4 0 0 )
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a ：P > 0 ． 0 5 再 灌 注 后 0 m i n O L T 组 与 L P S 组 比 较 ；}】：P < O ． 【) l 再 灌 注后 6 0 、 1 8 0
。

m i n ， 阱 汀 组 与 L P S 组 比较

3 讨 论

I ／R I 仍 是 导 致 移 植 肝 功 能 不 良或 无 功 能 、 进 而

造 成 移 植 失 败 ， 机 体 死 亡 的 重 要 原 因 之 一

， 对 此 ， 目

前 仍 无 有 效 的 治 疗 对 策 。 许 多 研 究 证 实 ， K u p f f e r 细

胞 ( K u p f f e r c e l l s ，
K C s ) 过 度 激 活 导 致 N F — K B 活 性 增

加 ， T N F — O t
、 I C A M 一 1 等 炎 症 介 质 大 量 释 放 是 引 发 肝

脏 I ／R I 的 关 键 因 素 。 因 此 ， 克 服 K C s 在 缺 血 ／再 灌 注

期 的 过 度 激 活 已 成 为 肝 移 植 外 科 必 须 面 对 的 挑 战

之 -- I。I
。

N F — K B 具 有 多 亚 基 、 多 向性 调 节 作 用 ， 对 再 灌 注

期 间 诱 导 表 达 的 诸 多 炎 症 介 质 编 码 基 因 具 有 转 录 调

控 作 用 ， 可 能 是 一 个 共 同 的 转 录 主 通 道 和 防 治 新 靶

位用
。 目前 比较 明 确 的 受 N F — K B 调 控 的靶 基 因 包 括 细

胞 因 子 、 急 性 期 反 应 蛋 白 、 粘 附 分 子 等[8 1
。 肝 移 植 期 间

细 胞 因 子 、 粘 附分 子 等 炎 症 介 质 的诱 导 表 达 是 供 肝 的

冷保 存 损 伤 在 再 灌 注 阶段 迅 速 放 大 的 重 要 环 节 ， 这 些

炎 症 介 质 编 码 基 因 的 调 控 区 域 多 含 有 K B 位 点 ， 并

受 N F —

K B 的转 录 调 控 。 研 究 表 明 ， 供 肝 组 织 中 的 N F —

K B 在 移 植 后 再 灌 注 早 期 迅 速 被 诱 导 激 活 ， 伴 有 炎 症

介 质 如 T N F — d
、 I C A M ～ l 等 的转 录 表 达 ， 并 且 N F — K B

的 激 活 程 度 与 供 肝 组 织 的 损 伤 有 着 良好 的 相 关 性 H
；

抑 制 N F — K B 活 性 可 以 下 调 T N F 一 仅 、 I C A M 一 1 等 的 转

录 表 达 ， 对 再 灌 注 早 期 供 肝 损 伤 具 有 保 护 作 用 0̈ 』
。

I C A M — l 、 L F A — 1 分 别 属 于 细 胞 粘 附 分 子 中 的

免 疫 球 蛋 白 超 家 族 和 整 合 素 家 族 ， 均 受 N F — K B 调

控 。 本 研 究 证 实 ：在 正 常 肝 组 织 ， 内皮 细 胞 和 K C s 有

低 水 平 的 I C A M 一 1 分 子 表 达 ， K C s 有 较 弱 的 L F A 一 1

分 子 表 达 ( L F A 一 1 主 要 表 达 于 外 周 血 白 细 胞 表 面 ) ；

在 缺 血 再 灌 注 6 0 、
1 8 0 ra i n

， 内 皮 细 胞 、
K C s 和 肝 细 胞

却 出 现 I C A M 一 1 的 强 表 达 ， 门 管 区 大 量 浸 润 的 炎 症

细 胞 L F A — l 染 色 阳 性 。 目前 ， 多 数 学 者 认 为 ， 肝 脏 的

缺 血 再 灌 注 损 伤 的 核 心 仍 然 是 炎 症 反 应 ， 主 要 由 炎

症 细 胞 介 导 。 肝 脏 缺 血 再 灌 注 后 ， 激 活 K C s N F — K B

活 性 ， 释 放 炎 性 细 胞 因 子 ( 如 T N F —

d ) ， 细 胞 因 子 激

活 窦 内 皮 细 胞 和 肝 细 胞 ，

一 方 面 使 它 们 在 细 胞 膜 表

面 表 达 I C A M 一 1 ：另 一 方 面 使 其 释 放 白 细 胞 激 活 因

子 ( 如 I L 一 1 、 血 小 板 激 活 因 子 P A F ) ， 后 者 诱 导 中 性

粒 细 胞 表 达 L F A 一 1 。 I C A M — l 通 过 与 其 配 体 L F A 一 1

结 合 ， 启 动 细 胞 粘 附 和 活 化 ， 使 中 性 粒 细 胞 牢 固 地

粘 附 于 血 管 壁 ：I C A M 一 1 还 介 导 中 性 粒 细 胞 通 过 内

皮 细 胞 全 层 ， 迁 移 至 肝 实 质 细 胞 ， 释 放 蛋 白 酶 和 反

应 性 氧 原 子 ， 造 成 肝 细 胞 损 伤 I⋯
。．

已 证 实 L P S 是 肝 脏 再 灌 注 时 K C s 过 度 激 活 ， 进

而 导 致 I／R I 瀑 布 效 应 的 重 要 原 因之 一

。 肝 移 植 再 灌

注 期 ， 大 量 肠 源 性 内毒 素 进 入 门 静 脉 血 流 ， 血 循 环 中

的 L P S 经 内 毒 素 信 号 转 导 通 路 激 活 K C s N F — K B 活

性 。 产 生 T N F — O t
、 I C A M 一 1 等 炎 症 介 质 ， 诱 导 粘 附 因

子 产 生 、 补 体 激 活 、 触 发 中性 粒 细 胞 过 氧 化 呼 吸 爆 发

反 应 等 造 成 肝 脏 损 害 。 但 用 4 ' N 量 ( 亚 致 死 剂 量 )L P S
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预处理后，机体或培养的单核巨噬细胞在再次LPS刺 

激时，炎症应答反应明显减弱 ，这一现象被称为ET。 

ET是机体对损伤刺激产生的一系列复杂的反向调 

节性适应反应．就本质而言。ET并非机体的应答耗 

竭 。而是通过下调 NF—KB、TNF一 ，IL一6和 NO的表 

达等，体现了一种重要的调节机制 。Lush等【l1]的研 

究表明。内毒素耐受的单核细胞、巨噬细胞、内皮细 

胞的NF—s：B不能转位人核；体外的实验也表明，LPS 

预处理可抑制小鼠巨噬细胞 I—KB(NF—KB的抑制蛋 

白)的降解及LPS再次刺激时NF—KB的激活㈦。刘贵 

明等【】31研究大鼠内毒素血症肺损伤时，发现 LPS预 

处理可显著抑制 ICAM一1的产生，从而减少中性粒 

细胞的浸润，且这种抑制作用是发生在转录前水平。 

本实验结果表明，在缺血期(再灌注0 min)，LPS 

组和 OLT组 的 NF—KB活性 、ICAM一1／LFA一1分子 

表达、ALT和AST水平均明显高于Sham组，显然门 

静脉血流阻断还诱导 KCs的 LPS胞内信号转导通 

路的NF—KB活性增强、产生炎性介质和粘附分子以 

及缺血氧化应急反应等机制造成肝脏损害；再灌注 

60、180 min，0LT组的 NF—KB活性 、ICAM一1／LFA一1 

分子表达、ALT和 AST水平迅速升高，说明供肝组 

织中的 NF—s：B在移植后再灌注早期迅速被诱导激 

活，上调 ICAM一1／LFA—1分子表达，介导中性粒细 

胞粘附和活化对肝脏造成损害；而再灌注 60、180 min 

LPS组的上述指标虽然也有所升高，但较 OLT组有 

明显下降，说明LPS预处理可通过抑制 NF—KB活 

性 ，下调 ICAM一1／LFA—i分子表达途径来减轻大 鼠 

肝移植再灌注早期肝损伤，对临床肝移植保护肝 I／ 

RT具有重要意义。 
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