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N一乙酰半胱氨酸对小鼠肝部分缺血／再灌注后 

肝肺损伤的保护作用 

吴河水 金鑫 田元 张景辉 王春友 

【摘要】 目的 研究抗氧化剂 N一乙酰半胱氨酸(NAC)对肝脏部分缺血／再灌注(I／R)后肝、肺损伤的 

保护作用及对 Toll样受体 2／4(TLR2／4)表达的影响。方法 以BALB／c小鼠复制肝脏部分 I／R损伤模型，将 

小鼠随机分为假手术组、I／R组和NAC干预组(NAC组)，每组 1O只。于再灌注后 1 h和3 h取门静脉血测定 

血清肿瘤坏死因子一a(TNF—a)浓度，取眼动脉血测定血浆丙氨酸转氨酶(ALT)水平 ；同时取受损肝、肺组织 

行逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)和蛋白质免疫印迹法(Western blotting)观察 TLR2／4表达的变化。结果 

I／R后受损肝叶和肺组织内出现 TLR2／4 mRNA和蛋白的高表达，NAC干预可抑制其表达水平(尸<O．05或 

P<O．01)。I／R损伤后血中TNF—a和ALT水平均较假手术组明显升高；NAC干预后各时间点 TNF—a和 

ALT均较 I／R组明显下降(尸<O．05或 尸<O．01)。结论 小鼠肝部分 I／R后，TLR2／4不仅在受损肝组织内 

有表达，在远隔器官肺内也有表达。NAC可通过调整氧化还原状态 ，抑制再灌注后 TLR2／4的活化和细胞因 

子 TNF—a的表达，从而减轻肝、肺组织的损伤。 

【关键词】 N一乙酰半胱氨酸； 缺血／再灌注损伤，肝； 肝损伤； 肺损伤； Toll样受体 
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[Abstract] Objective To investigate the changes in Toll—like receptor 2／4(TLR2／4)gene expression 

in liver and lung in ischemia／reperfusion(I／R)injury with or without preconditioning of N —acetyl—L— 

cysteine(NAC)．Methods BALB／c mice were used in a model of partial hepatic I／R injury and randomly 

divided into sham —injury control group (SH group)，hepatic I／R group and hepatic I／R with NAC 

pretreatment group (NAC group)，each n一 10．The level of tumor necrosis factor—a(TNF—a)in portal 

vein and plasma alanine aminotransferase(ALT)were measured at 1 hour and 3 hours respectively after 

reperfusion．the expressions of TLR2／4 mRNA and protein in liver and lung were observed with reverse 

transcription—polymerase chain reaction (RT ～PCR )and W estern blotting at the same time points．Results 

Compared with I／R group，the expressions of TLR2／4 mRNA and protein in liver and lung in NAC group 

were decreased at same time points(尸< 0．05 or P< 0．01)．The level of TNF—a in portal vein and plasma 

ALT increased continually in I／R group at 1 hour and 3 hours after reperfusion compared with SH group， 

however，they were significantly lowered in the group pretreated by NAC (尸 < 0．05 or P < 0．01)． 

Conclusion TLR 2／4 is activated in liver and lung in the process of partial hepatic I／R injury．NAC can 

inhibit the activation of TLR 2／4 and the induction of TNF—a resulted from I／R injury via modulating the 

state of redox process；thus it might mitigate liver and lung injury following partial hepatic I／R in mice． 
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肝脏的全部或部分缺血／再灌注(I／R)常见于 

肝脏移植、创伤性休克等多种临床外科情况，I／R损 

伤不仅严重影响了肝脏本身的功能，对远隔器官也 

同样造成了一定的损伤，但其发生机制复杂，目前认 

为是与内毒素、氧自由基等引起的核转录因子一加 
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(NF一 B)的活化 以及 细胞 因子 的大量释放有关 。 

N一乙酰半胱氨酸(NAC)可进入体内合成大量还原 

型谷胱甘肽(GSH)，改变细胞氧化还原状态。故我 

们采用小 鼠肝脏部分 I／R模型复制无内毒素的损 

伤环境，观察在此状态下 NAC对肝、肺损伤的保护 

作用及 Toll样受体 2／4(TLR2／4)表达的变化。 

1 材料与方法 

1．1 主要试剂：NAC购自Sigma公司；肿瘤坏死因 

子一a(TNF—a)酶联免疫吸附法(ELISA)试剂盒， 

聚合酶链反应(PCR)试剂均购 自深圳晶美生物公 
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司；RNA提取试剂(Trizo1)、DNA酶 I均购 自Invi— 

trogen公司；一抗 TLR2／4多克隆抗体购 自Santa 

Cruaz公司；二抗兔抗羊单克隆抗体购自博士德公 

司；其他各种化学试剂均为进口或国产分析纯。 

1．2 动物模型的复制：BALB／c品系小鼠购于华中 

科技大学同济医学院实验动物中心，6～8周龄，体 

重 20～25 g，雄性。所有动物均于实验前禁食 24 h， 

自由饮水。按随机数字表法分为 3组，每组 10只。 

①假手术组：仅行开腹及解剖肝门手术，不夹闭血 

管；②I／R组：用质量分数为 1 的异戊巴比妥钠麻 

醉，上腹部正中切 口开腹，充分显露肝门区，解剖肝 

门，分离支配肝中叶、左叶的门静脉及肝动脉，并于 

此处置无创血管夹，缝合关闭腹腔，1 h后再次开 

腹，取血管夹，恢复小鼠中叶、左叶的血供，再次缝合 

关闭腹腔；③NAC干预组(NAC组)：术前 30 min 

腹腔注射 NAC 150 mg／kg，再进行 I／R处理。所有 

动物分别于再灌注后 1 h和 3 h处死。 

1．3 血 中指标检测：于各时间点取小鼠门静脉血 

o．6 ml，静置 12 h后 4℃下 4 000 r／min(离心半径 

20 cm)离心 lO min，分离血清，按 TNF—a ELlSA 

试剂盒说明书操作，读取波长 450 nm处的吸光度 

)值，并根据标准曲线计算各组 TNF—a含量。另 

复制模型，在同时间点经眼动脉取血 0．8～1．0 ml， 

分离血浆 0．3 ml，检测丙氨酸转氨酶(ALT)水平。 

1．4 TLR2／4 mRNA水平检测：用逆转录一聚合酶 

链反应(RT～PCR)于各时间点取受损肝、肺组织各 

100 mg，按Trizol试剂盒操作步骤提取总RNA。以 

总RNA为模板，寡聚脱氧胸腺苷酸~Oligo(dT)]为 

引物逆转录合成 cDNA，PCR检测肝、肺组织 中 

TLR2／4 mRNA表达。用B—actin为内参照，各引物 

序列如下 ：TLR2上游 5，_TTTGCTCCTGCGAAC 

TCCTA一3 ，下 游 5 一GCTTTCTTGGGCTTCCT 

CTT一3 ；TLR4上 游 5 一GGGTCAAGGAACAG 

AAGCA一3 ，下游 5 一TGAAGGCAGAGGTGAA 

AGC一3 ；口一actin上 游 5 一GCTACAGCTTCA 

CCACCACAG一3 ，下游 5L GGTCTTTACGGAT 

GTCAACGTC一3 。反应条件 ：94℃预变性 5 min， 

94℃变性 30 S，60℃退火 30 S，72℃延伸 30 S，共 

50个循环；最后 72℃延伸 10 min。PCR产物在质 

量分数为 1．5 的琼脂糖凝胶上电泳，置凝胶于成 

像分析仪(JS一300，上海培清科技有限公司)上进行 

图像扫描分析，分析 TLR2、TLR4及B—actin的灰 

度值 ，并 以 TLR2／13一actin及 TLR4／t3一actin的比 

值分别表示TLR2／4 mRNA的表达。 
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1．5 蛋白质免疫印迹法(Western blotting)测定 

TLR2／4蛋白表达：提取肝、肺组织(100 mg)膜蛋白 

[1×磷酸盐缓冲液(PBS)，体积分数为 1 的NP4O， 

质量分数为 o．5 的去氧胆酸钠和 0．1 的十二烷 

基硫酸钠(SDS)，临用前加入 10 g／L苯甲基磺酰氟 

(PMSF)、Aprotinin(30 ml／L)，1 mol／L (10 ml／L) 

Sodium Orthovandate]，定量后煮沸样品，用质量分 

数为 6 的SDS一聚丙烯酰胺变性凝胶电泳分离，电 

转移至硝酸纤维素膜，与一抗、二抗反应后用免疫印 

迹化学发光法 (ECL)显色 ，扫描后 用 Bandscan 5．0 

分析系统定量，计算积分光密度值(IOD)。 

1．6 统计学方法：数据资料用 SPSS12．0统计软件 

包进行处理，各组间比较用独立样本 t检验，指标以 

均数±标准误( ± )表示，P<O．05为差异有统计 

学意义。 

2 结 果 

2．1 不同时间点肝 、肺组织 TLR2／4 mRNA 表达 

(表 1，表 2)：假手术组肝、肺组织 TLR2／4 mRNA 

几乎不表达。I／R后 TLR2／4 mRNA表达量迅速上 

升，1 h和3 h均观察到 TLR2／4 mRNA大量表达， 

且在再灌注早期(即 1 h)时有强表达，与 3 h比较差 

异均有显著性(尸均<O．05)。加入 NAC干预后，各 

时间点肝、肺组织 TLR2／4 mRNA表达较 I／R组均 

有下降(P<0．05或 P<O．01)，但组内比较差异无 

显著性(P均>0．05)。 

表 1 各组肝组织 TLR2／4 mRNA表达 比较 ( 土 ) 

Table 1 Comparison of expression of TLR2／4 mRNA 

in ischemic hepatic tissue in each group(x~s；) 

注：与本组 1 h比较：☆P<O．05；与 I／R组同时间点比较： 

△P< O．05，▲P< O．01 

表 2 各组肺组 织 TLR2／4 mRNA表达 比较( ± ) 

Table 2 Comparison of expression of TLR2／4 mRNA 

in ischemic lung tissue in each group( ± i) 

注：与本组 1 h比较： P<O．05；与 I／R组同时间点比较 

Ap< 0．05，Ap< 0．01 
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2．2 不同时间点肝、肺组织 TLR2／4蛋 白表达 

(表 3，表 4)：I／R后肝组织 TLR2／4蛋白表达量迅 

速上升，1 h和 3 h均有 TLR2／4蛋白的大量表达， 

且在再灌注早期(即 1 h)表达最强，与 3 h比较差异 

有显著性(P均<O．05)，与肝组织 TLR2／4 mRNA 

表达的变化一致。加入 NAC干预后同时间点肝组 

织 TLR2／4蛋白表达较 I／R组均有下降，且组内比 

较差异也有显著性(P<O．05或 P<o．O1)，即 3 h 

较 1 h下降显著。 

受损肺组织中 TLR2／4蛋白表达亦增强，且逐 

步上升，3 h较 1 h显著升高(P均<o．05)，与肝组 

织 TLR2／4 mRNA表达的变化不同。NAC干预后 

同时间点肺组织 TLR2／4蛋白表达较 I／R组均有 

下降(P<O．05或 P<O．01)，且组内比较差异也有 

显著性(P均<O．05)，即 3 h表达仍强于 1 h。 

表 3 各组肝组织 TLR2／4蛋白表达t 较( ± ) 

Table 3 Comparison of expression of TLR2／4 protein in 

ischemic hepatic tissue in each group(x+s~) 

注：与假手术组比较： P<o．Ol；与本组 1 h比较： P<O．05； 

与 I／R组同时间点比较： P<o．05，‘P<o．O1 

表 4 各组肺组织TLR2／4蛋白表达t 较( 士 ) 

Table 4 Comparison of expression of TLR2／4 protein in 

ischemic lung tissue in each group(x+s；) 

注 ：与假手术组 比较 ： P<o．Ol；与本组 1 h比较 ： P<o．05； 

与 I／R组同时间点比较： P<O．05， P<o．Ol 

2．3 各组不同时间点门静脉血 TNF—a和 ALT 

水平 比较(表 5)：假手术组 中 TNF—a水平极低 

(<15 ng／L)。I／R 1 h后 TNF—a表达明显升高 

(P<O．01)，3 h后仍维持在高水平，但与 1 h比较 

差异无显著性(P>0．05)。NAC干预后同时间点 

TNF—a水平较 I／R组均显著降低(P均<o．05)， 

组内比较差异无显著性(P>o．05)。血浆 ALT在再 

灌注后即开始升高，且 3 h较 1 h时显著升高，差异 

有显著性(P<O．01)。NAC干预后 ALT水平均显 

著下降 均<O．01)。 

表 5 

Table 5 

各组血中TNF—a和ALT水平比较 士 ) 

Comparison of levels of TNF —a and ALT in 

portal vein in each group(x+s~) 

注：与假手术组比较： P<O．Ol；与本组 1 h比较；★P<o．Ol； 

与I／R组同时间点比较： P<O．05， P<O．O1 

3 讨 论 

由于肝脏部分 I／R模型只阻断肝脏中叶及左 

叶的肝动脉、门静脉血流，保留了小鼠肝脏右叶及尾 

状叶的动脉血供和门静脉回流，可以防止腹腔脏器 

(尤其是肠道)的淤血，从而避免内毒素血症的发 

生。 以及由此而激活 TLR信号通路所导致的肝脏 

和肺脏损伤 。我们前期的实验已证明缺血肝组织 

TLR2／4受体激活与内毒素无关。“ 。因此，在本模 

型 中I／R引起的活性氧(ROS)生成过多是造成组 

织病理损伤的主要因素 。肝缺血阶段，ATP过度 

消耗导致嘌呤代谢物堆积，在随后的再灌注时，血氧 

可使这些产物被嘌呤氧化酶催化生成大量的超氧负 

离子和过氧化氢 。中性粒细胞是 I／R损伤的主要 

效应细胞，参与了肝实质细胞和肝外远隔器官的损 

伤 。在分子水平上，ROS可加强各种来 自细胞膜 

受体的信号转导，包括 C—Jun氨基末端蛋 白激酶 

(JNK)、p38丝裂素活化蛋白激酶(p38 MAPK)及激 

活蛋白一1(AP一1)在内的多种信号因子对氧化还原 

的调节非常敏感 ；而ROS对 NF一媚；的激活作用 

早已得到证实，在多种细胞类型中有促进或放大的 

激活效应 。 

本实验结果显示：假手术组小鼠肝、肺组织中均 

有极少量 TLR2／4 tuRNA表达。I／R组 1 h肝组织 

TLR2／4 mRNA表达急剧增高，3 h有所下降，蛋白 

表达与其一致，同时血中ALT水平显著上升，标志 

着肝功能严重受损。肺组织TLR2／4 mRNA表达趋 

势与肝内表达同步，但蛋白表达并不一致。同时，血 

TNF—a含量显著增高。由此推测：I／R时，肝组织 

TLR2／4 mRNA表达明显上调 ，诱导各种促炎症细 

胞因子过量合成与释放。促炎症细胞因子的释放不 

仅加剧了肝损伤，释放入血还可以导致中性粒细胞 

的黏附、聚集和激活，而中性粒细胞在肺组织中的聚 

集和对肺组织的损害作用已经得到多个研究的证 

实。可见 TLR2／4的表达在 I／R肺损伤中起着十分 
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重要的作用，其在此非内毒素环境下的激活机制可 

能有赖于大量积聚的ROS对其信号通路下游分子 

和NF— B的活化以及后继细胞因子“瀑布式”反应 

的正反馈作用0 。 

清除细胞内固有的ROS，抑制 ROS生成主要 

依赖于胞浆中GSH的抗氧化作用。体外抗氧化剂种 

类繁多，NAC是其中用途较广的一种，它是左旋半 

胱氨酸的天然衍生物，具有还原二硫化物的功能。作 

为外源性 GSH的前体，NAC既可直接与ROS中间 

体反应而灭活，维护抗氧化酶体系结构完整和活性 

功能恢复。 ；又可通过脱乙酰基作用透过胞膜，提 

高细胞内GSH浓度，诱导GSH向细胞内聚集，从而 

促进抗氧化作用，提高胞内去毒性能力，减少氧自由 

基释放，因此，阻断了ROS对关键信号因子的氧化 

激活和NF— B核转录的启动，继而减少细胞因子 

的释放。本实验结果证实，NAC干预后各时间点血 

中TNF—a较 I／R组明显减少，对减轻肺损伤起到 

了一定的调节作用。此外，NAC进入中性粒细胞后， 

转化为胞内生理活性物质，灭活胞内氧 自由基。 ， 

提高中性粒细胞的吞噬作用，减少“呼吸爆发帕 。 

从本实验结果中还可以看到，NAC在各时间点上对 

TLR2／4表达均有一定的抑制作用，这进一步证明 

了 NAC在炎性氧化状态下对膜上受体的调节作 

用。与ROS水平升高密切相关的病理改变说明信号 

转导和基因表达的失调，而 NAC直接或间接通过 

调整ROS水平参与了机体复杂的免疫应答反应。 
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补体 C5a通过 p38丝裂素活化蛋白激酶途径激活单核细胞 

最近美国学者对多器官功能障碍综合征(MODS)发病时 C5a如何激活单核细胞 (PBWCs)引起炎症失控的机制进行了研 

究。他们从健康志愿者外周血中分离PBWCs，用CSa(100／~g／L)预处理 1 h，然后用脂多糖(LPS)10 btg／L刺激 20 h。由于C5a 

可能通过 3种丝裂素活化蛋白激酶(MAPK)途径激活 PBWCs，所以在加入 C5a前 1 h加入 3种促 MAPK抑制剂，然后测定 

PBWCs受 LPS刺激后产生的白细胞介素一6(IL一6)和肿瘤坏死因子一a(TNF—a)水平。结果显示，加入 c—Jun氨基末端激酶 

和细胞外信号调节激酶抑制剂对 LPS刺激后 PBWCs产生的IL一6和 TNF—a水平无显著影响 ；而加入 p38 MAPK特异性抑 

制剂可以抑制C5a激活的反应。根据上述结果，研究者认为C5a激活了 LPS刺激后的 PBMCs产生IL一6和 TNF—a，这一作 

用是通过 p38 MAPK途径实现的，细胞外信号调节激酶和 c—Jun氨基末端激酶介导的途径对于 LPS诱导产生的 IL一6和 

TNF—d无作用或仅有很小的作用。 耿世佳，编译 自《Shock》，2007，27(6)：623—630；胡森，审校 

维普资讯 http://www.cqvip.com 
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