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磷脂酰肌醇-3激酶（PI3K）和细胞外信号调节激酶

1/2（ERK1/2）是细胞内两个重要的信号激酶，参与了细

胞生长、代谢、炎症反应和凋亡等多种生物学事件。近

年来发现它们也是缺血再灌注损伤保护措施的重要信

号传导途径。缺血后处理（ischemic postconditioning,

IPO），即在长时间缺血恢复再灌注前，短时间内给予反

复短暂再灌注/缺血处理，可以明显减轻缺血组织的缺

血再灌注损伤（ischemia reperfusion injury, IRI）。IPO

首先发现于心肌中［1］，随后在肝脏中也被证实同样有效［2］。

已有研究证实PI3K和ERK1/2活化是心肌 IPO作用的

重要条件［3］，它们在肝脏 IPO中是否也有相似作用尚未

见有报道。本研究拟通过观察 IPO对大鼠肝缺血再灌

注损伤后PI3K、ERK1/2活性的影响，探讨肝脏 IPO的

细胞内信号转导机制。

1 资料与方法

1.1 实验动物和主要试剂

本实验选用无特异性病原菌级别（SPF）成年、健

康、雄性Sprague-Dawley大鼠，体质量220~260 g，购于

西安交通大学医学院实验动物中心。普通喂养，自由进

食，给予12 h亮暗间隔。LY294002(PI3K抑制剂)、PD
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摘要：目的观察缺血后处理对肝缺血再灌注后磷脂酰肌醇-3激酶（PI3K）和细胞外信号调节激酶1/2（ERK1/2）表达的影响，探讨

肝缺血后处理的作用机制。方法 采用大鼠70%肝缺血再灌注损伤模型，进行3次循环的再灌注1 min-阻断1 min的缺血后处

理，观察假手术（S）组、LY294002+假手术（LY+S）组、PD98059+假手术（PD+S）组、缺血再灌注（IR）组、缺血后处理（IPO）组、

LY294002+缺血后处理（LY+IPO）组和PD98059+IPO（PD+IPO）组的肝功能、细胞凋亡、Akt和ERK1/2磷酸化程度的变化。结

果 缺血后处理能明显减轻缺血再灌注造成的肝功能损害，增加Akt和ERK1/2的磷酸化程度，应用LY294002或PD98059后都

可以取消IPO的作用。结论 缺血后处理可能通过激活PI3K和ERK1/2减轻肝缺血再灌注损伤。
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Abstract: Objective To observe the effect of ischemic postconditioning on phosphatidylinositol-3-OH kinase (PI3K) and
extracellular signal-regulated protein kinase 1/2(ERK1/2) in rats after hepatic ischemia reperfusion in rats and investigate the
mechanism of ischemic postcoditioning of the liver. Methods Three cycles of 1 min-off-1 min-on ischemic postconditioning
regime were used in a rat model of 70% hepatic ischemia-reperfusion injury. The changes in the liver function, hepatocyte
apoptosis, phosphorylation of Akt and ERK1/2 were assessed in rats treated with sham operation, LY294002+sham operation
(LY + S), PD98059 + sham operation (PD + S), ischemia reperfusion (IR), ischemic postconditioning (IPO), LY294002 + ischemic
postconditioning (LY+IPO), or PD98059+ischemic postconditioning (PD+IPO). Results Ischemic postconditioning significantly
alleviated hepatic ischemia-reperfusion-induced liver function injury and hepatocyte apoptosis and increased phophorylation
of Akt and ERK1/2. LY294002 and PD98059 antagonized the effects of ischemic postconditioning in the liver. Conclusion
Activation of PI3K and ERK1/2 may mediate the protective effect of ischemic postconditioning against hepatic ischemia-
reperfusion injury in rats.
Key words: ischemia reperfusion injury; ischemic postconditioning; liver; phosphatidylinositol-3-OH kinase; extracellular
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98059(MAPKK抑制剂)（江苏碧云天生物技术研究所）；

兔抗 p-Akt 和 Akt 多克隆抗体和兔抗 p-ERK1/2 和

ERK1/2单克隆抗体（美国Cell Signalling）；山羊抗兔二

抗（北京中杉金桥生物技术有限公司）；TUNEL凋亡试

剂盒（江苏碧云天生物技术研究所）。

1.2 实验分组

56只大鼠随机分为7组，每组8只，分别为假手术

（S）组、LY294002+假手术（LY+S）组、PD98059+假手术

（PD +S）组、缺血再灌注（IR）组、缺血后处理（IPO）组、

LY294002+缺血后处理（LY+IPO）组和PD98059+IPO

（PD+IPO）组

1.3 模型制备

SD大鼠术前12 h禁食，自由饮水。术前30 min肌

注阿托品0.05 mg/kg，采用氯胺酮（120 mg/kg）腹腔内

注射麻醉，左颈静脉插管用于补液或取血。IR组参照

Nauta等［4］的方法略做改进制备大鼠肝缺血再灌注模

型。大鼠麻醉后，经阴茎背静脉注入肝素钠200 U/kg

进行肝素化，正中剖腹。分离肝十二指肠韧带，充分暴

露第一肝门部，游离出支配肝中叶、左叶的肝蒂，包括门

静脉，肝动脉及胆管。用无创小血管夹阻断中叶及左肝

叶血流，造成70%肝脏缺血，但不阻断右肝叶血流。热

缺血时间控制在60 min，再灌注时间6 h。S组按上述方

法仅行肝门游离后不阻断血管，然后关腹；LY+S和PD+

S组分别在完成手术后关腹前经静脉给予LY294002

0.3 mg/kg和PD98059 5 mg/kg；IPO组在 IR组的基础

上，于完全再灌注开始前，进行3次循环的再灌注1 min-

阻断1 min的处理（共6 min），然后进行254 min再灌

注。LY+IPO和PD+IPO组在再灌注开始时经颈静脉分

别给予LY294002 0.3 mg/kg和PD98059 5mg/kg，然后

进行IPO和再灌注。各组手术结束缝合伤口，术后白炽

灯照保暖至大鼠活动自如，术后2 h起恢复饮水，环境温

度保持在22 ℃左右。

1.4 标本收集

各组分别在缺血前和再灌注6 h两个时点，经左颈

静脉插管取血1 ml。再灌注6 h断颈处死动物，取相同

部位肝左叶新鲜组织。

1.5 检测指标

1.5.1 血清丙氨酸转氨酶（ALT）和谷草转氨酶（AST）

缺血后常温下4000 r/m，离心10 min，取血清，用全自动

生化分析仪测定。

1.5.2 细胞凋亡指数（AI） 取新鲜肝左叶组织，按

TUNEL细胞凋亡检测试剂盒说明进行染色，光镜下凋

亡细胞胞核显棕黄色颗粒或碎片，每例标本的切片随机

选取5个400倍视野，计算出平均每100个细胞中的凋

亡细胞数，并以百分数表示作为凋亡指数(AI)。

1.5.3 蛋白激酶B（Akt）和ERK1/2蛋白和磷酸化程度

表达检测 采用Western blot法，所取肝组织按3 μl/mg

加入组织裂解液，冰浴中制组织匀浆，14 000 g离心1 h，

取上清液，BCA法测定蛋白浓度。取已定量的上清液

进行上样，上样量为100 μg/孔。SDS-聚丙烯酰胺凝胶

电泳(SDS-PAGE)，电压80 V。过浓缩胶，电压改为120 V，

至溴酚蓝到达分离胶底部时停止电泳。取出凝胶，将与

PVDF膜置于4层滤纸(上下各2层)中间进行转膜，丽

春红染色8 min，TBST反复清洗至无色。将PVDF膜

放入平皿中，加入封闭液封闭。一抗分别采用抗Akt多

克隆抗体(1∶1000)、P-Akt、ERK多克隆抗体(1∶1000)、

P-ERK多克隆抗体(1∶1000)，二抗采用辣根过氧化物

酶（HRP）标记的羊抗兔 IgG。分别以1∶500封闭液稀

释，加入显色底物进行X线曝光，底片经图像信号采集

与分析系统进行结果分析。分别以 p-Akt/Akt 和

p-ERK1/2/ERK光密度（Dλ值）的百分比表示二者的磷

酸化程度。

1.6 统计学处理

采用SPSS 14.0统计学软件进行分析，计量资料以

采用均数±标准差表示，组内比较采用重复测量设计的

方差分析，组间比较采用单因素方差分析，P<0.05为差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组不同时点血清ALT和AST的变化

S、LY+S和PD+S组再灌注6 h和缺血前血清ALT

和AST无显著性差异（P>0.05），组间相比亦无显著性

差异（P>0.05）；IR、IPO、LY+IPO和PD+IPO组再灌注后

血清ALT和AST较缺血前都明显升高（P<0.05），也高

于同时点的S组（P<0.05）；但与 IR组再灌注6 h相比，

IPO组的ALT和AST水平都明显下降（P<0.05），LY+

IPO和PD+IPO组则无显著性差异（P>0.05），而 LY+

IPO和PD+IPO组都明显高于IPO组（P<0.05，表1）。

2.2 各组细胞凋亡指数的变化

S、LY+S和PD+S组均无明显细胞凋亡(分别为

4.69±0.63；5.82±1.37；5.27±2.12)，组间相比无显著性差

异（P>0.05）；IR、IPO、LY+IPO和PD+IPO组的凋亡指数

（分别为37.23±7.62；14.58±3.59；29.58±9.14和27.47±

8.79）较S组比都明显升高（P<0.05）；与 IR组相比，IPO

组的凋亡指数显著降低（P<0.05），而LY+IPO和PD+

IPO组无显著性差异（P>0.05）；LY+IPO和PD+IPO组

和 IPO组相比，凋亡指数也显著升高（P<0.05），而二者

之间相比无显著性差异（P>0.05）。

2.3 各组Akt和ERK1/2磷酸化程度的变化

LY+S组Akt磷酸化程度与S组相比无明显差异

（P>0.05）；再灌注后各组Akt磷酸化程度都有所增高，

但 IPO组的Akt磷酸化程度明显高于 IR组(89.56±9.43

vs 30.37±3.12)（P<0.05），而应用LY294002后，Akt磷酸

化程度明显受到抑制（19.5±2.5），与 IPO相比有显著性

··678



朱宇麟,等.缺血后处理对肝缺血再灌注损伤后磷脂酰肌醇-3激酶和细胞外信号调节激酶的影响和意义第5期

差异（P<0.05，图1）。

PD+S组ERK1/2磷酸化程度与S组相比无明显差

异（P>0.05）；再灌注后IR和IPO组ERK1/2磷酸化程度

都高于S组，IPO组的ERK磷酸化程度明显高于 IR组

（79.3±6.2 vs 37.3±3.6），应用PD98059后，PD+IPO组的

ERK的磷酸程度明显降低（24.5±1.4），与S组相比无显

著性差异（17.2±1.5）（P>0.05，图2）。

3 讨论

本研究显示肝缺血再灌注损伤（HIRI）后出现转氨

酶升高和肝细胞凋亡增多，与以往的研究结果一致［5］，提

示肝缺血再灌注模型制备成功。

本研究结果显示 3 次循环的再灌注 1 min-阻断

1 min的 IPO处理能减轻60 min 70%肝缺血再灌注引

起的转氨酶升高和肝细胞凋亡作用，提示 IPO对HIRI

有保护作用，这与以往的研究结果一致［2］。

细胞凋亡在HIRI后肝细胞死亡的主要方式之一［6］，

但IPO通过何种途径抑制HIRI后肝细胞凋亡的机制还

不清楚。在心肌的研究中提示，IPO在再灌注早期激活

再灌注损伤挽救激酶途径，最后在线粒体水平或

p70S6K发挥心肌保护作用［7］。在心脏、神经组织和肾

脏的研究中也提示，PI3K和ERK1/2在 IPO中都起着

重要的调节作用［8］。本研究显示再灌注后即出现Akt和

ERK1/2的磷酸化现象，而IPO使Akt和ERK1/2的磷酸

化程度更高。分别在再灌注开始应用 P13K 抑制剂

组别

假手术组

LY294002+假手术组

PD98059+假手术组

缺血再灌注组

缺血后处理组

LY294002+假手术组

PD98059+缺血后处理组

ALT
AST

ALT

AST

ALT

AST

ALT
AST

ALT

AST

ALT

AST

ALT

AST

缺血前

61.25±12.35
129.38±31.23

70.21±17.23

136.48±39.75

63.92±13.47

146.46±50.69

68.37±9.49
141.32±45.46

62.84±15.79

137.37±47.69

62.84±15.79

143.58±54.24

58.48±8.25

147.25±55.63

再灌注6 h

70.25±14.63
138.03±28.51

74.61±11.64

147.48±34.82

69.30±9.22

160.35±65.51

1035.75±453.37 ab

1275.38±305.05 ab

414.27±189.37 abc

526.62±350.37 abc

1138.36±396.53 abd

1456.62±546.25 abd

1187.56±452.23 abd

1446.25±435.46 abd

表1 各组ALT和AST的变化
Tab.1 Changes of ALT and AST in each group (U/L, Mean±SD, n=8)

ALT: 血清丙氨酸转氨酶, AST: 谷草转氨酶; 与缺血前相比, aP<0.05; 与假手术组相比, bP<0.05; 与缺血再

灌注组相比, cP<0.05; 与缺血后处理组相比, dP<0.05
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图2 各组ERK1/2磷酸化程度比较
与S组相比, aP<0.05; 与 IR组相比, bP<0.05; 与 IPO组相比,
cP<0.05

Fig.2 Comparison of phosphorylation level of ERK1/2
between the groups.
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图1 各组Akt磷酸化程度比较
S: 假手术组; IR: 缺血再灌注; IPO: 缺血后处理, 与S组相比, aP<0.05;

与IR组相比, bP<0.05; 与IPO组相比, cP<0.01

Fig.1 Comparison of the phosphorylation level of Akt between
the groups.
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LY294002和ERK1/2抑制剂PD98059，不但使 IPO引

起的Akt和ERK1/2的磷酸化现象受到抑制，IPO对IRI

的保护作用也消失，说明PI3K和ERK1/2的两个激酶的

活化是肝脏对HIRI的自我保护机制，而保护程度的大

小与磷酸化水平有关。研究也证实单纯 IR时造成的

Akt和ERK1/2活化并不足以提供心肌保护作用，必须

使用药物或其它刺激使其加强［9-10］。Izuishhi等［11］发现

肝脏缺血预处理使Akt1磷酸化的水平更高、时程延长，

而Wortmannin和LY294002则在阻断 P13K-Akt信号

系统的活化的同时，也完全抑制了缺血预处理的肝脏保

护作用，由于 IPO与缺血预处理具有很高的相似性，有

理由推测PI3K-Akt可能也在肝脏IPO中发挥作用。

由于LY294002和PD98059本身具有一定细胞毒

性作用，本研究设置的药物对照组（LY294002 + S；

PD98059+S）并没有出现明显的肝细胞损伤情况，提示

本研究应用的剂量下所发生的肝功能等变化不是由

LY294002和PD98059造成的。

本研究发现阻断PI3K和ERK1/2两个酶通路中的

任何一条均能取消IPO的保护作用，提示肝IPO的作用

需要两条酶通路的共同参与。但在心肌的研究中发现

不同的研究对PI3K和ERK1/2在 IPO中的作用不尽相

同，Darling等［12］认为是ERK1/2，而不是PI3K参与 IPO

的信号转导途径，也有研究认为RISK途径的活化与致

死性心肌 IRI 保护并无因果关系［13］。至于 PI3K 和

ERK1/2两条通路之间的关系，目前的研究结果也不尽

相同。Yao等［14］发现七氟醚后处理后PI3K和ERK1/2

两条通路相互独立，阻断其中一条并不影响另一条的活

化，而另一项研究却发现缺血预处理中PI3K和ERK1/2

之间存在相互“串话”现象，即抑制 PI3K 可以引起

ERK1/2活化，反过来亦然［15］。这种互相矛盾的结果尚

难解释，可能与后处理的方法及所选动物种属不同有

关。肝脏中是否也存在这种现象，需要更多的研究去证

实。至于PI3K和ERK1/2激活后如何产生保护作用，目

前还不十分清楚。有研究提示线粒体膜通透性转换孔

（MPTP）可能是多种信号转导途径的终末效应器［16］。我

们也发现IPO通过抑制MPTP开放起到减轻HIRI的作

用［17］。PI3K和ERK1/2在肝脏中是否也通过MPTP产

生作用需进一步研究证实。

综上所述，IPO对70%大鼠肝缺血再灌注损伤具

有保护作用，这种作用可能通过激活PI3K和ERK1/2

产生。
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