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　　【摘要】　目的　探讨甲状腺素对大鼠肝脏缺血再灌注后血红素加氧酶唱１（ＨＯ唱１）表达的影响及
其对肝脏的保护作用与机制。 方法　建立 ７０％大鼠肝脏缺血再灌注损伤模型（缺血 １ ｈ，再灌注
６ ｈ），将 ３０只雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ唱Ｄａｗｌｅｙ大鼠随机分为假手术组、对照组、处理组三组，每组 １０ 只。 处理方
法为于缺血 ４８ ｈ前 ０畅１ ｍｇ／ｋｇ 的 Ｔ３ 腹腔注射。 测定再灌注末血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ 和肝脏组织丙二醛
（ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）的变化，ＨＥ染色光镜下肝组织学观察。 应用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 及 ＲＴ唱ＰＣＲ
检测肝脏ＨＯ唱１的表达。 结果　与假手术组相比，对照组细胞上清液中 ＡＬＴ、ＡＳＴ和ＭＤＡ含量明显较
高（P ＜０畅０５），ＳＯＤ明显较低（P ＜０畅０５）；肝细胞坏死严重，排列紊乱。 处理组的 ＡＬＴ、ＡＳＴ和 ＭＤＡ显
著低于对照组（P ＜０畅０５），ＳＯＤ明显高于对照组（P＜０畅０５）；肝细胞坏死减轻，排列相对整齐。 假手术
组有少量 ＨＯ唱１表达，处理组 ＨＯ唱１表达高于对照组，差异有统计学意义（P＜０畅０５）。 结论　甲状腺素
能上调 ＨＯ唱１的表达以减少肝细胞坏死，减轻大鼠肝脏缺血再灌注损伤，从而对肝脏有保护作用。
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【Abstract】　Objective　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｙｒｏｉｄ ｈｏｒｍｏｎｅ ｏｎ ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ唱１（ＨＯ唱１）
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｌｉｖｅｒ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｒａｔ．Methods　Ａｎ ｉｓｃｈｅｍｉａ唱ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ（ Ｉ唱Ｒ）ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ
１ ｈ ｉｓｃｈｅｍｉａ ａｎｄ ｔｈｅｎ ６ ｈ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｉｎ ｍａｌｅ Ｓｐｒａｇｕｅ唱Ｄａｗｌｅｙ ｒａｔ．Ｔｈｅ ３０ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ
ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ；ｓｈａｍ唱ｏｐｅｒａｔｅｄ，ｃｏｎｔｒｏｌ，ｔｒｅａｔｍｅｎｔ．Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ０畅１ ｍｇ／ｋｇ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ｏｆ Ｔ３ ａｔ ４８ ｈ ｂｅｆｏｒｅ ｉｓｃｈｅｍｉｃ．Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡＬＴ，ＡＳＴ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ （ＭＤＡ）ａｎｄ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅ（ＳＯＤ） ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ａｔ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｆｏｒ ６ ｈｏｕｒｓ．Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＯ唱１ ｗｅｒｅ
ｅｘａｍｉｎｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ＲＴ唱ＰＣＲ．Results　Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＨＯ唱
１ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＡＬＴ，ＡＳＴ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ ＭＤＡ ｉｎ
ｌｉｖｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （P＜０畅０５）ａｎｄ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
ＳＯＤ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ （P ＜０畅０５）．Ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ ｓｈｏｗｅｄ ａｎ ｓｅｖｅｒｅ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｗａｓ
ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ．Conclusions　Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ ｔｈｙｒｏｉｄ ｈｏｒｍｏｎｅ ｕｐ唱ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＯ唱１ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ．
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　　肝脏缺血再灌注（ Ｉ唱Ｒ）损伤是肝叶切除、严重
肝外伤以及肝脏移植手术中经常遇到的问题和导

致术后肝功能衰竭的重要原因。 甲状腺素（ ｔｈｙｒｏｉｄ
ｈｏｒｍｏｎｅ）作为人体正常生长发育所必需一种激素，

在能量代谢机体发育等过程中起着非常重要的作

用。 大鼠注射一定量的甲状腺激素能够通过增强
能量代谢及肝脏 Ｋｕｐｆｆｅｒ 细胞作用引起大鼠肝脏的
一过性氧化应激而对大鼠肝功能无明显损害

［１唱２］ 。
本实验通过建立 ７０％大鼠肝脏 Ｉ唱Ｒ 损伤模型（缺血
１ ｈ，再灌注 ６ ｈ），以血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ及肝脏病理变化
水平变化反映肝脏受损程度，用甲状腺素干预，探
讨其对大鼠肝脏 Ｉ唱Ｒ损伤的保护作用。
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材料和方法

一、材料
１．实验动物：雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ唱Ｄａｗｌｅｙ 大鼠 ３０ 只，

体重 ２００ ～２５０ ｇ，由上海斯莱克动物实验中心提供。
术前 １２ ｈ禁食，自由饮水。 ＳＤ 大鼠随机分成假手
术组、对照组、处理组三组。 参照 Ｋｏｂａｙａｓｈｉ 方法建
立大鼠 ７０％肝脏 Ｉ唱Ｒ损伤模型。 （１）假手术组只行
开腹分离肝十二指肠韧带后关腹；（２）处理组在缺
血 ４８ ｈ 前腹腔注射 ０畅１ ｍｇ／ｋｇ 的 Ｔ３ （Ｔ３ 溶解于
０畅１ ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液） ［３］ ；（３）对照组进腹 ４８ ｈ
前给予与 Ｔ３ 等量的溶剂氢氧化钠溶液，其余操作
同处理组。 待处理组灌注６ ｈ，各组于相同时间点直
接穿刺下腔静脉取血 ２ ｍｌ，离心（３０００ ｒ／ｍｉｎ）取血
清用于检测肝功能指标丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）和天冬
氨酸转氨酶（ＡＳＴ）。 随即处死大鼠，迅速切下被阻
断的肝叶，剪取 ０畅５ ｃｍ ×０畅５ ｃｍ 大小的组织块，以
４％的中性甲醛固定，待制常规切片。 余肝组织用
０畅９％ ＮａＣｌ冲洗后置液氮保存。

２．试剂：甲状腺素（ｔｈｙｒｏｉｄ ｈｏｒｍｏｎｅ）（北京四环
生物制药公司）；血红素加氧酶唱１（ＨＯ唱１）单克隆抗
体（美国 ａｂｃａｍ 公司）； ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ
Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ 反转录试剂盒（日本 ＴａＫａＲａ 公
司）；Ｔｒｉｚｏｌ及 ＨＯ唱１引物（英国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）；２ ×
Ｐｒｅ唱ｍｉｘ（Ｂｉｏｗｏｒｌｄ 生物公司）；ＰＣＲ Ｍａｒｋｅｒ（ＤＬ５００，
ＴａＫａＲａ，大连宝生物工程有限公司）；５ ×非变性蛋
白上样缓冲液（北京 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ 公司）。
二、检测项目
１．ＲＴ唱ＰＣＲ测定肝组织ＨＯ唱１ ｍＲＮＡ的表达：采

用 ＲＴ唱ＰＣＲ 法；ＨＯ唱１ 序列如下：上游：５′唱ＣＡＧＡＡＣ唱
ＣＣＡＧＴＣＴＡＴＧＣＣ唱３′； 下 游： ５′唱ＧＣＴＣＧＧＧＡＡＧＧＴ唱
ＧＡＡＡＡＧＡＰＤＨ唱３′； ＧＡＰＤＨ 上 游： ５′唱ＣＡＴＣＡＡＣ唱
ＧＡＣＣＣＣＴＴＣＡＴＴＧ唱３′；下游 ５′唱ＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴ唱
ＧＧＧＴＴＴＣＣ唱３′。 按照 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂盒操作提取组织
总 ＲＮＡ，并测定各组 ＲＮＡ 浓度。 各取 ２ μｌ，按照
ＴａＫａＲａ公司 ＲＴ唱ＰＣＲ 试剂盒操作要求添加反应体

系，剩余 ＲＮＡ －２０ ℃保存以备后续使用。 反应条
件为：９４ ℃ ３ ｍｉｎ，９４ ℃变性 ３０ ｓ，６０ ℃退火 ３０ ｓ，
７２ ℃延伸 ４５ ｓ，３０ 个循环，最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。
ＰＣＲ反应结束后，取扩增产物 １０ μｌ 进行琼脂糖凝
胶电泳，电泳结果用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 软件进行灰度
分析。

２．Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测肝组织中 ＨＯ唱１ 蛋白的表
达：取肝脏组织约 ５０ ｍｇ，加入蛋白裂解液 ５００ μｌ进
行蛋白提取，用 ＢＣＡ法定量，１００ ℃加热变性等，调
整蛋白浓度后进行 ＳＤＳ唱聚丙烯酰胺凝胶电泳分离
及转膜，５％脱脂牛奶 ４ ℃封闭 １ ｈ，ＨＯ唱１ 单克隆抗
体 ４ ℃孵育过夜，用 １％ Ｔｗｅｅｎ唱ＴＢＳＴ 液洗膜三次，
每次 １５ ｍｉｎ，二抗 ３７ ℃孵育 １ ｈ洗膜后 ＤＢＡ显色。
内参用 ＧＡＰＤＨ抗体孵育（１∶１０ ０００）过夜，洗膜后
显色。 结果进行图像扫描分析。

３．其他检测：按试剂盒说明书测定肝组织匀浆
丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）含量和超氧化物歧
化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）活性，应用全自动
生化分析仪测血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ。 组织学检测：取 ４％
的中性甲醛固定的肝组织标本，常规石蜡切片，ＨＥ
染色做常规病理学检查。
三、统计学分析
运用 ＳＰＳＳ １５畅０ 软件进行分析，计量资料以均

数±标准差（珋x ±s）表示。 组间均数比较采用方差
分析。 P ＜０畅０５ 认为差异有统计学意义。

结　　果

１．各组肝脏组织 ＨＯ唱１ ｍＲＮＡ 表达量的变化
（图 １）：假手术组肝组织中有少量 ＨＯ唱１ ｍＲＮＡ 表
达，处理组中肝组织 ＨＯ唱１ ｍＲＮＡ 的表达明显高于
对照组，差异有统计学意义（P ＜０畅０５）。

２．各组肝脏组织 ＨＯ唱１ 蛋白表达量的变化（图
２）：假手术组肝组织中有少量 ＨＯ唱１蛋白表达，与对
照组相比处理组中肝组织 ＨＯ唱１ 蛋白的表达明显增
加，差异有统计学意义（P ＜０畅０５）。

３．各组血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ及肝组织中 ＭＤＡ、ＳＯＤ
表 1　各组血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ及肝组织中 ＭＤＡ、ＳＯＤ比较（珋x ±s）

组别 ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ） ＭＤＡ（ｎｍｏｌ／ｍｇ ｐｒｏ） ＳＯＤ（ｎｍｏｌ／ｍｇ ｐｒｏ）
假手术组 ６６   畅３２ ±１３ %畅２６ １５２ 鼢鼢畅６７ ±２４  畅６８ ２ 换换畅４８ ±０ �畅７６ ２１２   畅５６ ±１３ *畅６８

对照组 １３２４   畅００ ±９７ %畅２３ ａ １９８４ 舷舷畅００ ±１６４  畅３４ ａ ７ 换换畅２３ ±１ �畅０９ ａ １５１   畅７４ ±９  畅５６ ａ

处理组 ８４５   畅２６ ±７４ %畅７５ ｂ １１７９ 舷舷畅００ ±１２７  畅６７ ｂ ５ 换换畅０４ ±０ �畅９７ ｂ １７６   畅４５ ±７  畅８７ｂ

　　注：与假手术比较，ａP ＜０畅０５；与对照组比较，ｂP ＜０畅０５
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变化（表 １）：与假手术组相比，对照组血清 ＡＬＴ、
ＡＳＴ水平较高，ＭＤＡ水平较高，ＳＯＤ 水平较低（P ＜
０畅０５）；而处理组血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ及ＭＤＡ水平与对照
组相比较低， ＳＯＤ 水平较高，差异有统计学意义
（P ＜０畅０５）。

４．各组肝脏组织学改变（图 ３）：假手术组肝细
胞排列正常，未见明显水肿。 对照组肝细胞严重坏
死，肝细胞排列紊乱；而处理组肝细胞坏死减少，肝
细胞排列相对整齐。

讨　　论

近年来，肝血管瘤、肝癌、肝硬化等疾病日益增
多。 肝叶切除、肝移植是治疗上述疾病最有效的方
法。 肝脏 Ｉ唱Ｒ损伤在肝脏外科手术中是不可避免的
病理生理过程。 Ｉ唱Ｒ损伤对术后恢复和预后有重要
影响。 因此减轻肝脏 Ｉ唱Ｒ损伤始终是临床实践和临
床研究的一个重要课题。

Ｐａｎｔｏｓ等［４］
研究显示甲状腺激素预处理可能通

过改善心肌能量代谢、抑制氧自由基形成、抑制细
胞凋亡以及保护心肌的超微结构促进 Ｉ唱Ｒ后心室功
能的恢复。 Ｌｉ 等［５］研究发现在肾脏 Ｉ唱Ｒ 损伤中，甲
状腺素处理能够通过上调 ＨＯ唱１ 表达，从而减轻肾
脏组织损伤。 在肝脏 Ｉ唱Ｒ 中，甲状腺素能够通过抑
制 ＮＦ唱κＢ的表达减轻肝脏损伤［６］ ，但具体机制仍不
十分明确

［７］ 。 本研究利用大鼠肝脏 Ｉ唱Ｒ 模型，通过
对大鼠进行甲状腺素处理组和对照组比较发现，甲
状腺素可显著降低血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ，减少肝脏坏死，
并且上调了 ＨＯ唱１的表达。
血红素加氧酶（ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ，ＨＯ）属微粒体

酶系，是血红蛋白分解代谢的限速酶。 ＨＯ 有 ３ 种
同工酶，分别是 ＨＯ唱１、ＨＯ唱２ 和 ＨＯ唱３。 其中，ＨＯ唱２
为结构型，主要参与信号转导；ＨＯ唱１ 为诱导型酶，是
参与血红蛋白代谢的主要亚型，其催化血红蛋白在
机体内氧化分解，生成胆绿素、一氧化碳（ＣＯ）和
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Ｆｅ２ ＋，这些产物及本身均有明确的保护作用［８］ 。
ＨＯ唱１ 在肝内广泛表达，并在肝 Ｉ唱Ｒ时表达升高。 研
究发现通过多种因素诱导 ＨＯ唱１ 过表达可减轻肝
脏、心脏、脑组织等 Ｉ唱Ｒ损伤［９唱１１］ 。 本研究发现甲状
腺素处理组 ＨＯ唱１ 表达水平明显增高，提示甲状腺
素可能诱导 ＨＯ唱１的表达。

ＭＤＡ是检测氧化应激反应和脂质过氧化反应
的良好指标，在多种器官的 Ｉ唱Ｒ损伤过程中 ＭＤＡ均
会出现升高，ＳＯＤ则是检测器官组织抗氧化状态的
指标

［１２］ 。 有研究发现在肝脏 Ｉ唱Ｒ模型中，增加 ＳＯＤ
活性可以减轻脂质氧化，从而减轻肝脏组织损
伤［１３唱１４］ 。 本研究显示，处理组中 ＭＤＡ 含量较对照
组减少，而 ＳＯＤ较对照组增多。 此结果提示甲状腺
素预处理能减轻肝脏 Ｉ唱Ｒ损伤的氧化应激。 在处理
组中甲状腺素能明显上调 ＨＯ唱１ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表
达。 有研究显示 ＨＯ唱１ 主要是在细胞应激情况下被
激活，被认为是细胞损伤时在维持抗氧化和氧化的
内环境稳定方面起重要作用

［１５唱１６］ 。 因此，从本次实
验可以推测，甲状腺素预处理可以减轻肝脏 Ｉ唱Ｒ 损
伤，这一过程可能是通过上调肝脏组织中 ＨＯ唱１ 的
表达，继而减轻体内氧化反应，加强抗氧化作用，从
而起到保护作用。
综上所述，甲状腺素除是生长发育必要的一种

激素外，也是一种肝脏 Ｉ唱Ｒ损伤保护剂，相信随着对
甲状腺素作用及其机制的深入研究，甲状腺素及其
衍生物可能成为保护肝脏，减轻 Ｉ唱Ｒ 损伤的一条新
途径。
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