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Abstract
AIM: To study the effect of OFR (oxygen-derieved free
radicals) and calcium on the activation of p38 MAPK in
isolated rabbit liver during cold preservation and reperfusion
period.

METHODS: Based on the cold preservation-reperfusion
model of isolated rabbit liver, isolated livers were divided
into 4 groups according to the concentration of allopurinol
or verapamil in the preservation solution. Liver tissue
samples were harvested at the time points of before cold
preservation, at the end of cold preservation, and during
reperfusion period (5 min, 10 min, 60 min, 120 min). The
phosphorylation level of p38MAPK and its activity in liver
tissue were detected by Western-Blotting and immuno-
precipitation respectively. The content of OFR and con-
centration of intracellular calciumion ([Ca2+]i) were also
measured by the corresponding method.

RESULTS: The content of OFR was increased to its peak
value at 5 min during reperfusion period, the difference
among the four groups was significant (groups A, B, C, D:
2.32±0.22, 1.82±0.15, 1.63±0.11, 1.29±0.10, P <0.05,
t =2.57). At 10 min during reperfusion period, the phos-
phorylation level and its activity of p38MAPK reached its
peak value, and there was significant difference among
the four groups (Groups A, B, C, D: p38MAPK phospho-
rylation level (76.2±7.0, 61.4±5.9, 47.3±2.5, 37.7±3.0, P <0.05,

t =2.61.Groups A, B, C, D: p38MAPK activity) 82.7±6.8,
69.7±5.2, 54.5±5.5, 41.2±3.1, P <0.05, t =2.61. Groups A,
E, F,G: p38MAPK phosphorylation level (80.3±8.7, 63.3±4.2,
50.4±5.6, 39.2±5.7, P <0.05, t =2.61. Groups A, E, F, G:
p38MAPK activity (80.8±8.9, 66.7±4.2, 53.7±4.1, 39.4±5.5,
P <0.05, t =2.61). The peak value of OFR content and
[Ca2+]i was significantly and positively correlated with the
peak value of p38MAPK phosphorylation level and activity
(P <0.05, ROFR=0.976, RCa=0.970).

CONCLUSION: Allopurinol can significantly inhibit the OFR
content of isolated liver tissues while verapamil can signifi-
cantly inhibit the overload of Ca2+ concentration of isolated
liver cells. The OFR content and overload of intracellular
calciumion concentration are closely related with p38MAPK
activation during cold preservation and reperfusion period.
So activation of p38MAPK signal pathway may be an im-
portant mechanism of OFR and Ca2+ , which play a critical
role in the ischemia-reperfusion injury of donor liver.
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摘要

目的: 了解离体肝脏缺血再灌注期间氧自由基及钙离子超载

是否是激活 p38MAPK的因素之一 为进一步揭示肝脏缺

血再灌注损伤的信号转导机制打下基础.

方法: 通过自行建立的兔离体肝脏缺血再灌注模型 根据

冷保存液中别嘌呤醇浓度的不同分为A B C D 4组; 根

据冷保存液中维拉帕米浓度的不同又分为E F G H 4组;

分别于离体前 冷保存末及再灌注5 min 10 min 60 min

120 min获取离体肝组织 分别应用免疫映迹杂交(western-

blot)和免疫沉淀法测定磷酸化p38MAPK的表达及活性水

平; 并进行肝组织内氧自由基(oxygen free radicals OFR)含

量的测定(A B C D组); 用Fura-2/AM负载法进行肝细

胞内钙离子浓度测定(A E F G 组).

结果: 于再灌注5 min各组离体肝组织的氧自由基水平升高

至峰值 但各组两两之间存在显著性差异(A B C D

组: 2.32 0.22 1.82 0.15 1.63 0.11 1.29 0.10 

P <0.05 t =2.57); 于再灌注 10 min 供肝组织 p38MAPK

磷酸化水平及活性均升高至峰值 但各组两两之间存在显著

性差异(A B C D 组 p38MAPK 磷酸化水平: 76.2 7.0

61.4 5.9 47.3 2.5 37.7 3.0 P <0.05 t =2.61; A

B C D 组 p38MAPK 活性水平: 82.7 6.8 69.7 5.2



54.5 5.5 41.2 3.1 P <0.05 t =2.61; A E F

G 组 p38MAPK 磷酸化水平: 80.3 8.7 63.3 4.2 50.4

5.6 39.2 5.7 P <0.05 t =2.61; A E F G 组

p38MAPK 活性水平: 80.8 8.9 66.7 4.2 53.7 4.1

39.4 5.5 P <0.05 t =2.61); 再灌注 5 min 时氧自由

基及[Ca2 ]i 越高的离体肝 则再灌注 10 min时离体肝组织

p38 活性峰值越高 二者之间呈显著性相关关系. (P <0.05

ROFR=0.976 RCa=0.970)

结论: 别嘌呤醇能显著性抑制离体肝缺血再灌注期间肝组织

内OFR水平 而维拉帕米能显著性抑制离体肝缺血再灌注

期间肝细胞内钙离子浓度超载; 而且OFR水平及钙离子与

离体肝组织p38MAPK的激活密切相关.
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0   引言

目前已发现 p38 MAPK 能被致炎细胞因子 砷盐 热

休克 高渗 氧自由基 放射线 抗肿瘤药物等物理和

化学应激激活[1-3]; 并参与了许多的疾病过程 如在急性

胰腺炎[4] 肿瘤生长[5]及炎症反应[6]中均起重要作用; 供

肝缺血再灌注期间也存在众多的应激因素: 缺血 缺

氧 细胞胞质内游离钙离子超载[7]; 能量耗竭[8]; 微循环紊

乱[9]等 有关 p38MAPK 在肝脏缺血再灌注期间能否被

却鲜见报道[10]. 而在以上应激因素中氧自由基及钙离子

在启始缺血再灌注损伤中起重要作用 因此本实验将

重点研究氧自由基及钙离子对 p38 激酶的表达及活性

的影响.

1   材料和方法

1.1 材料  高速冷冻离心机(Beckman GS-15R) 紫外分

光光度仪(Beckman) 电泳仪 垂直电泳槽 转移槽及

紫外凝胶分析系统均为 Bio-Rad 公司. 羊抗小鼠 p38 抗

体 抗羊 IgG/HRP 生物素 Marker 及抗生物素 IgG/HRP

(Santa-Cruz 公司) 兔抗小鼠 p38 磷酸化抗体 羊抗小

鼠 p38 非磷酸化抗体 抗兔 IgG/HRP及 p38 激酶活性测

定试剂盒(BioLab) PVDF 膜与化学发光试剂(NEN) 别

嘌呤醇 丙二醛(MDA)及超氧化物歧化酶(SOD)测试盒

(南京建成生物工程研究所) 维拉帕米 RPMI-1640

(GIBCO 公司) Fura-2/AM(中国医学科学院药物研究

所) 乙二醇双( - 氨基乙基)醚四乙酸(EGTA) L-

谷氨酰胺(EMK 进口分装)

1.2 方法  (1)动物分组健康成年新西兰大耳白兔84只 (由

四川省医药实验动物中心提供) 雌雄不限 体重 2.2-

2.7 kg 随机均分为供体组(n =42)和受体组(n =42). 根

据原位灌注液及保存液中别嘌呤醇的浓度或维拉帕米

的浓度 再将供体组分为 7 组. A 组(n =6)对照组

Euro-collins 液中不加别嘌呤醇及维拉帕米; B 组(n =6);

Euro-collins 液中加入别嘌呤醇 浓度为 1 mmol/L; C 组

(n =6): 别嘌呤醇浓度 5 mmol/L. D 组(n =6): 别嘌呤醇浓

度为 10 mmol/L. E 组(n =6): Euro-collins 液中加入维拉

帕米 浓度为 0.6 mg/100 ml; F 组(n =6): 维拉帕米浓度为

1.2 mg/100 ml. G 组(n =6): 维拉帕米浓度为 1.8 mg/100 ml.

(2) 模型制备参照 Jamieson et al [11]介绍的方法进行离体

组兔肝的原位灌注及切取. 将切取的离体肝称重后 立

即置于盛有 200 ml 4  Euro-collines 液无菌器皿内

冷保存 6 h 后 再按下面方法再灌注 2 h.

       受体兔麻醉后(戊巴比妥钠 30 mg/kg 体重 自耳

缘静脉注入) 自正中线切开腹壁进入腹腔. 解剖 游

离左肾动 静脉. 将一根长 12.0 cm 内径 1.0 mm的硅胶

管由左肾动脉插入腹主动脉内; 将另一根长 12.0 cm 内

径为 3.0 mm 的硅胶管自左肾静脉插入下腔静脉内 钳

夹游离端备用. 将待灌注的离体肝门静脉及肝下下腔静

脉分别与受体兔的左肾动脉 左肾静脉插管相连接(供

肝的肝动脉 肝上下腔静脉已结扎) 解除插管钳夹

恢复供肝血流. 有关上述兔肝保存 再灌注模型制备的

具体方法详见文献[12]报道.

       分别于离体前 保存末 再灌注 5 min 10 min

60 min 及 120 min 时 自供肝左侧叶前缘获取适量组织

标本立即存放于液氮中备用 待后进行氧自由基相关

指标 磷酸化 p38MAPK 表达及活性检测. (3) 检测指标

及方法: (a) 离体肝组织氧自由基相关指标测定  A B

C D 组进行氧自由基相关指标测定 具体操作方法

按南京建成生物工程研究所提供的试剂盒说明书进行.

(b) 离体肝细胞内[Ca2+] i 测定 A E F G 组离体肝

细胞[Ca2+]i的测定根据Fura-2/AM负载法进行. 具体操作

方法按文献[3]报道进行. (c) 磷酸化 p38MAPK 的表达及

活性测定提取离体肝组织总蛋白并进行蛋白定量; 然后

用 Western blot 方法测定 p38MAPK 表达水平; 用免疫沉

淀法测定p38MAPK 活性. 所得图片经Bio-Rad图像分析

仪进行分析. 以相应蛋白条带的平均光强度值(mean

value intensity MVI)来表示 p38MAPK 表达及活性的相

对强度.

       统计学处理  数据均采用采用均数 标准差形式

Microsoft Excel 2000 统计软件进行 t 检验 P <0.05 为

差异显著; P <0.01 为差异非常显著.

2   结果

2.1 离体肝组织SOD活性  离体前及冷保存末四组离体

肝组织 SOD 活性间 无显著性差异. 再灌注 5 min 时 各

组离体肝 SOD 活性显著下降 而后逐渐恢复 于再灌

注 120 min 时 除 A 组外 其余三组 SOD 活性均基本恢

复至正常水平. 再灌注期间各组离体肝组织SOD水平均

表现为 D>C>B>A 各时相点 B C D 组均显著性高于

A 组(表 1).

2.2 离体肝组织 MDA 含量  四组离体肝组织 MDA 含量

于离体前和冷保存末相较均无显著性差异(P >0.05). 再
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灌注 5 min 时 各组离体肝 MDA 含量显著升高 而后

逐渐下降 于再灌注 120 min 时 除 A 组外 其余三组

SOD活性均基本下降至正常水平. 再灌注期间各组离体

肝组织 MDA 水平均表现为 D<C<B<A 各时相点 B C

D 三组均显著性低于 A 组(表 2).

2.3 离体肝细胞[Ca2 ]i 变化四组离体肝细胞的[Ca2 ]i 于

离体前和冷保存末彼此间无显著性差异(P >0.05); 再灌

注期间 离体肝细胞[Ca2 ]i 于各时相点均有 A>E>F>G

组 同时相点 A 组[Ca2 ]i 水平显著高于其他三组(P <0.05

或 P <0.01); 各组离体肝细胞的[Ca2 ]i 水平均于再灌注

5 min 升到峰值 而后逐渐下降 到再灌注 120 min 时

C D 组[Ca2 ]i 恢复至正常水平(表 3).

2.4 离体肝组织磷酸化 p38 蛋白的表达及活性  磷酸化

p38的表达及活性于离体前和冷保存末无显著性差异; 而

再灌注早期各组 p38 磷酸化水平均显著升高 于 10 min

达到峰值; 60 min 及 120 min 时明显下降; 于再灌注期

间 A B C D  4 组内( 或 A E F G 4 组内)

两两间存在显著性差异 表现为 A>B>C>D (P <0.05 或

P <0.01)或 A>E>F>G (P<0.05 或 P <0.01) (表 4 5).

2.5 离体肝组织 p38MAPK 活性与氧自由基相关指标

(SOD MDA)及钙离子浓度的相关性分析  再灌注 5 min

及 10 min MDA 含量与再灌注 10 min 肝组织 p38 活性呈

显著性正 相关(R5 = 0.984 P <0.05; R10 =0.976 P <0.05);

而 p38 活性与 SOD 活性呈显著性负相(R5 =-0.995

P <0.05; R10 =-0.97 P <0.05 ).

       再灌注5 min时[Ca2 ]i 越高的离体肝 则再灌注10 min

时离体肝组织 p38MAPK 活性峰值越高 二者间呈显著性

相关关系(R5 =0.990 P <0.05 ; R10 =0.971 P <0.05 ).

表 1  三组离体肝缺血再灌注期间 SOD 活性变化 (NU/mg-1/pr-1)

   再灌注 (min)
组别     离体前 冷保存末

        5        30        60       120
A 101.5 16.2 89.6 15.5 38.5 5.5 46.5 8.6 68.5 9.7 78.1 9.7
B 100.2 13.5 92.9 13.6 53.7 6.9a 62.3 8.1a 82.2 8.8a 96.9 14.1a

C 100.9 15.0 94.2 13.7 68.5 9.6ab 79.6 6.4ab 90.4 10.4a 99.6 6.6a

D  98.5 8.1 95.8 11.1 83.0 8.7abc 92.7 10.9abc 97.8 8.1ab            101.9 17.5a

aP <0.05 vs 同时相点 A 组; bP <0.05 vs 同时相点 B 组; cP <0.05 vs 同时相点 C 组.

表 2  三组离体肝缺血再灌注期间 MDA 含量变化(nmol/mg-1/pr-1)

   再灌注 (min)
组别    离体前 冷保存末

        5        30        60       120
A 1.12 0.09 1.11 0.10 2.32 0.22 1.86 0.18 1.57 0.14 1.46 0.13
B 1.09 0.10 1.07 0.10 1.82 0.15a 1.61 0.12a 1.35 0.11a 1.23 0.14a

C 1.08 0.13 1.11 0.10 1.63 0.11ab 1.46 0.10ab 1.27 0.07a 1.14 0.11a

D 1.12 0.10 1.08 0.08 1.29 0.10abc 1.21 0.18abc 1.15 0.13ab 1.09 0.07ab

aP <0.05 vs 同时相点 A 组; bP <0.05 vs 同时相点 B 组; cP <0.05 vs 同时相点 C 组.

表 3  四组离体肝细胞缺血再灌注期间[Ca2 ]i 变化(nmol/L-1)

   再灌注 (min)
组别    离体前 冷保存末

            5         10         60         120
A 127.1 18.3 134.6 13.9 297.3 31.9 262.5 17.1 215.2 14.6 187.1 19.2
E 127.3 20.4 135.7 19.3 208.1 21.6a 182.9 26.8a 165.7 24.9a 147.6 8.0a

F 125.8 19.1 135.8 18.3 174.3 14.6ae 149.2 10.5ae 136.5 21.0ae 128.2 11.3ae

G 127.1 13.9 134.9 19.2 140.6 17.0aef 127.8 14.8aef 127.2 13.4aef 126.6 13.1ae

aP <0.05 vs 同时相点 A 组; eP <0.05 vs 同时相点 E 组; fP <0.05 vs 同时相点 F 组.

表 4  别嘌呤醇对再灌注 10 min 时各组离体肝 p38 磷酸化及活性水平的影响

组别 正常对照          A          B          C          D
磷酸化水平(MVI) 6.1 0.9 76.2 7.0a 61.4 5.9ab 47.3 2.5abcd 37.7 3.0abcd

活性水平(MVI) 8.1 1.2 82.7 6.8a 69.7 5.2ab 54.5 5.5abc 41.2 3.1abcd

aP <0.05 vs 正常对照组; bP <0.01 vs A 组; cP <0.05 vs B 组; dP <0.05 vs C 组.

表 5  维拉帕米对再灌注 10 min 时离体肝 p38 磷酸化及活性水平的影响

组别 正常对照          A          E          F          G
磷酸化水平(MVI) 5.5 1.7 80.3 8.7a 63.3 4.2ab 50.4 5.6abc 39.2 5.7abcd

活性水平(MVI) 9.1 3.5 80.8 8.9a 66.7 4.2ab 53.7 4.1abc 39.4 5.5abcd

aP <0.05 vs 正常对照组; bP <0.01 vs A 组; cP <0.05 vs E 组; dP <0.01 vs F 组.
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3   讨论

在肝移植研究领域 既往大量的研究已证实肝细胞内

钙离子超载及氧自由基(OFR)过量产生是供肝低温保

存 - 再灌注过程中组织细胞坏死性变化的两个基本病

理机制[13-16]. OFR 可直接与细胞膜发生脂质过氧化反

应 造成膜通透性障碍; 还可直接作用于 DNA 使其

断裂 引发细胞凋亡[17]. 钙超载可激活细胞内磷脂酶

蛋白酶等 导致膜性结构破坏; 促进氧自由基产生 线

粒体钙超载使其呼吸功能受损; 激活内源性核酸内切酶

引起DNA断裂[18]. 而且钙超载被认为是缺血-再灌注损

伤的始动因素[19]. 但这二者造成组织细胞损伤的机制还

未完全清楚. 已证实 别嘌呤醇能抑制 OFR 的产生 而

维拉帕米是细胞钙通道阻滞剂 能阻断细胞内钙离子

水平的升高; 这二者常用在研究中来阐明OFR及钙离子

作用机制. 本部分实验用别嘌呤醇和维拉帕米的目的在

于通过其抑制供肝组织OFR及钙离子水平 来探讨OFR

及钙离子对 p38 磷酸化及活性的影响.

       目前发现能激活 p38 的因素较多 如 LPS 茴香霉

素 TNF 热休克 紫外线及高渗环境等[20, 21]. 一些

研究显示[22-25] 氧自由基可激活 p38 通路 参与靶细

胞的损伤过程 如用 H2O2 刺激多种培养细胞系如 Hela

Ratl NIH3T3 及 PC12 等均能激活 p38. Zhu et al [26]发现

用柔红霉素处理新生小鼠培养心肌细胞 可导致心肌

细胞 p38 激活 用 OFR 清除剂或钙离子拮抗剂后 p38

活化受到明显抑制 提示 OFR 与钙离子参与了 p38 的

激活. Vereker  et al [27]发现 用 IL-1β 进行大鼠脑室内

注射可引起海马区脑组织 OFR 升高和 p38 活性增高

用抗氧化剂维生素 E 和维生素 C 喂食后 p38 活性增

高被抑制. 这些结果提示 OFR 具有激活 p38 的作用. 本

部分实验发现 供肝组织OFR含量与再灌注期间p38活

性峰值间呈显著性正相关关系 用别嘌呤醇抑制 OFR

的产生后 供肝 p38 活性则显著下降 提示冷保存再灌

注期间供肝组织OFR能够上调p38活性 供肝组织OFR

含量越高 则 p38 活性也越高.

       最近的文献表明 p38 的激活与钙离子也密切相

关[28-31]. Conrad et al [30] 发现 缺氧能引起 PC12 细胞 p38

的激活; 通过进一步的研究 发现去除培养基中的钙离

子或应用钙调蛋白拮抗剂 W13 后 缺氧环境中 PC12

细胞 p38 激活被阻断 提示钙离子参与了缺氧引发的

p38 激活过程 且在 p38 的上游起调节作用. Lee et al [32]

发现 在 PC12 培养细胞 细胞内钙离子浓度升高后

5 min 内 p38 即被活化 这种钙离子对 p38 的激活能被

钙调蛋白特异性拮抗剂 W13 或 calmidazolium 所抑制

提示钙离子激活 p38 具有钙调蛋白依赖性. 本部分实验

结果显示 供肝细胞[Ca2 ]i 与再灌注期间 p38活性峰值

呈显著性正相关关系 用维拉帕米降低供肝细胞的

[Ca2 ]i 水平后 供肝 p38 活性即显著降低 提示冷保

存再灌注期间供肝细胞内钙离子能够上调 p38 活性

且钙离子浓度越高 p38 活性越高.

        本部分实验结果发现 OFR 及钙离子对磷酸化p38

的表达水平也有显著性影响 OFR 及钙离子能上调磷

酸化 p38 蛋白的表达 而 p38 的磷酸化是其产生底物酶

活性的必要条件 提示 OFR 及钙离子上调供肝 p38 活

性的作用至少发生在磷酸化水平 因此说明 OFR 及钙

离子对冷保存再灌注期间供肝 p38 具有激活作用.
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总编:

   我的英文稿件 编号为 888 也从大宗病例阐述了门脉高压不同手术方式的适应证 对临床有指导意义 这是国内著名专家

多年临床经验的总结. 对于此稿件的退稿 我很遗憾和难过. 但是 我接受现实 也对贵刊严格要求表示钦佩. 这毕竟是国内影响

因子最高的著名医学期刊 需要全体同仁的精心呵护.

    我在第三军医大学毕业后留在了西南医院肝胆外科中心 前后共跟随导师蔡景修教授 董家鸿教授 何振平教授工作了 8 a

获得了博士学位. 主要从事门脉高压 肝硬化的临床和实验研究 为蔡景修教授做了许多临床统计和实验研究 因此 蔡景修教授

申请的军队医疗成果二等奖也有我的署名. 此稿件的翻译曾经争得了他的同意. 他老人家还同意我以后将我所做的文章在北京申报

科技成果奖.

    贵刊登载有关门脉高压症的手术治疗的文章太少. 而我国是肝炎大国 也是肝硬化门静脉高压病的大国 此类手术非常多 手术

适应证的掌握有待于研讨.  而此篇 888 号英文稿件 侧重于临床适应证的总结 有助于国外同行了解中国同仁的经验. 适当增加

临床文章或者紧密结合临床的实验文章 也能够增加杂志的可读性. 国外类似的杂志也登载了不少临床文章及紧密结合临床的实验

文章. 如果觉得我作为第一作者不合适 可以将蔡景修教授作为第一作者. 或者我再把人民医院的类似病例加进去 增加病例数量

完善文章结构 仔细斟酌语言 然后再投 如何

    我是第一次投WJG  所以 有不妥之处敬请见谅. 但是我不知道我的那篇文章内容在扩充病例 仔细修改或者更换蔡景修教授为

第一作者之后 还可不可以投稿. 也就是此文章的内容是否能够接受 在百忙之中可否简单答复

    另有一点建议及想法. 目前 医务工作者发文章很艰难 主要是研究生年年扩招 而杂志没有增加几个 以至于核心期刊只能刊

登来稿的几分之一 甚至连国家资助的研究项目也经常被拒稿. 您若能乘借此两种杂志的成功 再创办呼吸 循环等类的杂志 形

成系列 岂不很好 如不妥 权当笑谈. (徐新保 2003-10-08)
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