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大鼠肝脏缺血再灌注合并肝部分切除诱导肝再生模型中

文章编号
: 1仪叉工5 4( 碎 ( 2田 1 ) 08 刁叭妈-03

E G皿及 e y c u心
,

的表达

载 强
,

董家鸿
,

陈 平 (第三军医大学附属西南医院全军肝胆外科研究所
、

西南肝胆外科医院
,

重庆 中厌幻3 8)

提 要
:

目的 观察大鼠肝脏缺血再灌注合并肝再生诱导模型中 E C FR 及 Ccy ll nD
,

的表达情况
。

方法 采用预先保留门静脉

转流肝叶 (约占全肝 70 % )
,

阻断部分肝叶 (约占全肝 30 % )血供
,

到预定观察终点后重新开放血供灌注缺血肝叶
,

同时切除门静脉转

流肝叶 ( 70 % 肝切除 )模型
,

通过 R T
~

代R 和免疫组化法分析 E GF R及 Ccy il nD
,

在大鼠肝脏缺血再灌注对肝细胞再生功能影响过程中

的变化
。

结果 大鼠术后 12
、

24 h c yc hnD
m RN A 及此后相应的蛋白表达水平随着缺血时间的延长而显著降低

。

术后 12 h 内 E C f R

蛋白表达水平随着缺血时间的延长而显著降低
。

结论 术后 E GF卫 以及 Cyc h心
,

表达降低可能是肝脏缺血再灌注影响大鼠肝再生

的原因之一
。
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以往有关缺血再灌注肝损伤及其保护的研究已做

了大量的工作
,

近来有研究表明肝再生能力的高低也

是缺血再灌注肝损伤后肝功能恢复的关键环节
。

为进

一步了解缺血再灌注肝损伤程度与术后肝细胞再生功

能的关系
,

本研究欲通过预先保留门静脉转流肝叶 (约

占全肝 70 % )
,

阻断部分肝叶 (约占全肝 30 % )血供
,

到

预定观察终点后重新 开放血供灌注缺血肝叶
,

同时切

除门静脉转流肝叶 ( 70 % 肝切除 )这一动物模型来分析

血清 EG FR 及 C cy iln D
;

在大鼠肝脏缺血再灌注对肝细

胞再生功能影响过程 中的变化
。

1 材料与方法

1
.

1 实验动物及分组

健康雄性 2 月龄 W ist ar 大鼠 (第三军医大学实验动物中心

提供 )40 只
,

体重 ( 200
* 20 ) g

,

随机分为 5 组
:

① os
:

不阻断肝

门
,

不切除肝叶
,

关腹
。

该组可作为阴性对照组
。

② N
一

PH
:

行

左
、

中叶切除
,

关腹
。

该组可作为阳性对照组
。

③ 30
’

PH
:
阻断

作者简介
:

哉 强 ( 1 97 2
一

)
,

男
,

四川省简阳市人
,

硕 上
,

医师
,

主要从事缺血

再灌注肝损伤及肝再生等方面的研究
。

电话
:
(沮 3) 65 427 100

收稿 日期
: 2。 〕l

一

02
一

20
;修回日期

: 200 1
一

05
一

30

右
、

尾叶血供 30 im
n
后复流

,

行左
、

中叶切除
,

关腹
。

④印
’

PH
:

阻断右
、

尾叶血供 印 im
n
后复流

,

行左
、

中叶切除
,

关腹 ⑤叨
’

PH
:

阻断右
、

尾叶血供 卯 im
n
后复流

,

行左
、

中叶切除
,

关腹
。

所有实验动物术前禁食 24 h
,

不禁饮
。

术后腹腔注射 5 %

G S S 时
,

自由进食水
。

1
.

2 EG F R及 C yc hnD
}

免疫组化染色试剂

由武汉博士德生物工程有限公司提供
,

采用 A B C 法
,

染色

过程严格按试剂盒说明书
。

1
.

3 俘
一

ac t in 和 Cy e li n D
,

扩增引物

由本校分子生物教研室提供
。

1
.

3
,

l 仔ac itn 产物片段长度为 281 b p
。

22 P LJ S
’ 一

A C C A C A GC T G AG AC C 〔; A A AT C -G 3
’

23 P D S
’ 一

AG A C C T CC r 飞
,

AC ( X ; A T (了f (几气气 CG 3
’

1
.

3
.

2 Ccy h nD
,

产物片段长度为 4 28 饰
。

2 I P〔 5
’ 一

A TG C C A ACC T〔: C l℃A ACG AC C
一

3
’

2 1 Pl ) 5
’ ~

T GG C八C A AG AG G C AA C〔; A A《艾弘3
’

1
.

4 检侧指标
1

,

4
.

1 观察肝脏大体变化及病理改变 (包括缺血再灌注损伤

及肝细胞增生状况描述 )
。

1
.

4
.

2 图像分析 将免疫组化染色后未作任何复染的肝组

织切片于 创y m p u s
显微镜 200 倍下放大

,

输人 肠ger 920 型图像

分析系统中
,

每只大鼠采用 3 张切片
,

每张切片随机选择 5 帧
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下降
,

心输出量减少
,

全身血液动力血改变及生理机能

紊乱 ;其次严重的失代偿性酸中毒
一 ’

一

;再次肠粘摸屏障

功能障碍
,

内毒素血症
LZ ; 。

上述因素在肝脏复流后可

加重肝脏再灌注损害
。

本研究所利用的动物模型具有

以下特点
:①无门静脉淤血

。

预先保留 70 % 肝叶转流

门静脉血能有效地防止小肠及肠系膜血液淤滞
,

从而

排除全肝人肝血流阻断引起的肠粘膜损伤
、

通透性增

高
、

肠道内毒素和细 菌移位
。

②由于大鼠特殊的肝叶

分叶结构
,

所以 30 % 肝叶缺血较易进行
,

70 % 肝叶切

除后断面小
、

无出血
、

胆漏
,

炎症反应较轻
。

③大鼠肝

脏左
、

中叶切除后能显迅速地启动肝再生 : ’ :
。

飞 aF 与 EGF 作为参与肝再生的两大重要生长因

子具有较大的同源性
,

且共用同一种受体 E G皿
,

具有

互补作用
,

当肝再生启动后
,

一方面大量的生长因子参

与进来
,

另一方面肝细胞表面迅速表达 E GFR产
。

作为

配体的生长因子 EGF
、

GT aF 在肝细胞
一

再生周期内与受

体 E G皿结合后
,

可诱导受体膜外区的构象改变
,

使其

二聚化
,

形成活性的受体二聚体
,

并且使受体胞内区的
P l

,

K 激活
。

激活 的 P】
,

K 先使受体自身的 酪氨酸残基

( Tvr) 发生磷酸化
,

这些磷酸化的残基分别识别带有

S二
-

hi 姐 n o l卿 的多肤复合物
,

受体与靶蛋白结合后
,

其
P l

,

K 可催化靶蛋白分子 中的场 磷酸化
,

由此调节靶

蛋白的活性
。

这些靶蛋白中含有的 pyT
r
序列 又可被

其它 S HZ 或 SH 3 蛋白所识别
,

通过这种识别和结合的

方式可同时启动几条信号传导通路
,

并经过磷酸化的

瀑布反应
,

将信号逐级放大
,

最终导致细胞的增殖与分

化冬
’ j

。

可见 E C 下l飞的表达水平能间接反映肝再生 的

能力
。

另外
,

肝细胞进人 G
;

后期
,

导致 c yc iln D ; /cd k4 或

ed k6 将 bR 磷酸化
,

形成超磷酸化形式的 bR
,

从而释放

出 EZ F 发挥转录活性
,

产生编码功能蛋 白基因
,

其功

能蛋 白对细胞进 入 S 期起关键作用
,

导致 DNA 合

成
、

` 一 ’ 。 。

因此 c y山
。 D ,

表达水平也是反映肝再生的

重要指标
。

总之
,

大鼠术后 24 h 内 c y’e h nD
l l l侣 NA 及蛋 白表达

水平随着缺血时间的延长而显著降低
。

大 鼠术后 24 h

内 E GFB 蛋白表达水平随着缺血时间的延长而显著降

低
。

这种术后 E G FR 以及 C邪h nD
,

表达降低可能是肝脏

缺血再灌注影响大鼠肝再生的原因之一 ; 而肝细胞膜上

EG FR表达降低可能直接影响 C cy hnD
:

的表达
。
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抗原水平
,

这些个体属稀有 址雨
、
血稀有人群 , 二

结果还提示

血清 C1A 9
一

9含量在黄疽病人中升高也很明显 (尸 < 0
.

05 )
,

有人

认为这可能是 由于肝胆系统的良性炎症和胆囊纤维化所致
。

胃癌病人的血清 CA
19

一

9 水平敏感性高于血清
4 ,

因胃液取材

困难
,

本实验未进一步研究
,

但血清 C1A 9
一

9 水平的检测与报道

相符久
。

由于肠道肿瘤标本量少
,

无法说明问题
,

未对此进行

研究
。

以正常人对照组的上限 (无 + 5

) 37
.

4 UI 耐 为切割值
,

经

统计学处理
,

胰腺癌和原发性肝癌患者血清 以 19
一

9 升高率分

别为 84
.

4% 和75
.

0%
。

结果亦显示
,

对于胰腺癌患者的鉴别诊

断也具有一定的指导意义
。

关键词
:

C1A -9 9 ;肿瘤相关抗原 ; IRM A ;胰腺癌

中图法分类号
:

7R 30
.

45 文献标识码
:

B
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一
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