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热休克蛋白 70 保护肝缺血再灌注损伤的研究进展
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摘   要 肝缺血再灌注（IR）损伤是引起肝脏损害的重要因素，已成为研究的热点和难点。近年来研究发

现 HSP70 在组织、器官的 IR 损伤中起了重要的保护作用，笔者就其在肝 IR 损伤中的作用作一综

述，并重点阐述其作用机制，如调控炎症因子、抗细胞凋亡以及抗氧化作用等。
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ABSTRACT Hepatic ischemia-reperfusion (IR) injury is a major cause of liver damage, and has become a hot and difficult 
field of study. Recent investigations reveal that heat shock protein 70 (HSP70) plays a critical role in protection 
of tissues and organs against IR injury. This paper overviews the actions of HSP70 in liver IR injury, which 
puts a special emphasis on the mechanisms underlying its protective effect such as regulation of inflammation 
factors, and anti-apoptotic and antioxidative effect.
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在 肝 脏 外 科 手 术 中， 肝 脏 热 缺 血 再 灌 注

（ischemia reperfusion，IR）损伤是导致术后残

余肝功能异常，甚至肝衰竭的重要因素之一 [1]，

直接影响肝脏手术成败。肝切除术中常采用肝血

流阻断方式防止大量出血，这一技术历经改良，

取得了良好止血效果，但常导致部分肝组织不同

程度地产生肝 IR 损伤。为减轻肝 IR 损伤，学者

们长期以来尝试了短暂预缺血、药物、热应激等

各种干预措施 [2-5]，其中热休克蛋白（heat shock 

protein 70，HSP70）因可被多种干预措施诱导，

并产生调控炎症因子释放、抑制细胞凋亡、抗氧

化 及 发 挥 分 子 伴 侣 等 细 胞 保 护 作 用 [6-9]， 因 而 越

来越受到专家们的重视。现就近年来研究发现的

HSP70 在肝 IR 损伤中的作用综述如下。
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1　HSP70 概述

HSP 家 族 成 员 按 分 子 质 量 可 以 分 为：

HSP100s，HSP90s，HSP70s，HSP60s， 小 分 子

质量 HSPs（small HSPs，sHSPs）等亚家族 [10]。

其中，HSP70 被认为是最重要、最保守的一类蛋

白质，在大多数生物中含量最多，在细胞应激后

生成最显著，具有多种生物学功能。HSP70 亚家

族包括相对分子质量 72~80 kD，共有 21 种。人

类 HSP70 家族的部分基因定位于第 1，5，6，9，

14 和 21 号等染色体上。HSP70 是生物细胞在不

利环境下，受到各种刺激时发生应激反应而高效

表 达 的 一 簇 蛋 白， 其 结 构 具 有 高 度 的 保 守 性，

因 最 先 在 热 应 激 反 应 中 被 发 现 而 得 名。 此 外，

HSP70 还能被其他应激因素如缺血、缺氧、感染、

低温等诱导合成 [11]，机体相应的适应能力如耐热、

耐 低 温、 抗 感 染 等 能 力 明 显 增 加。 有 研 究 [12] 证

明，HSP70 的一级结构由 2 个功能域组成，近氨

基端为 45 kD 大小 ATP 结合的结构域，近羧基端 

25 kD 大小功能域可再细分为 1 个 15 kD 大小的

β- 夹层结构亚区和 1 个 10 kD 大小的 α- 螺旋

结构亚区。

2　HSP70 的保护作用机制

已有 文 献 [9,12-14] 报 道，HSP70 对 肝 组 织、脾

脏、肌肉、肾脏、脑组织及心肌细胞均有一定的

保护作用。其主要功能机制有如下表现。⑴ 分子

伴侣作用：在各种应激中，HSP70 通过伴随蛋白

质分子在线粒体、内质网等细胞器间转运，稳定

胞浆内蛋白质多肽链，阻止受损蛋白质的凝集，

加速发生折叠紊乱的蛋白重新折叠，参与合成新

的蛋白而取代那些破坏严重不可修复的蛋白；同

时通过阻碍变性蛋白疏水区的聚集、增强其溶解

性等方式促使其恢复或加速其降解和清除，从而

提高了细胞对应激的耐受作用 [12, 15]。⑵ 抗炎作用：

HSP70 能 抑 制 中 性 粒 细 胞（polymorph nuclear 

leukocyte,PMN） 浸 润 [16]，下 调 促 炎 细 胞 因 子 的

表达，参与调控如白细胞介素 1（IL-1），肿瘤坏

死因子 α（TNF-α）等多种炎症因子释放，调节

一氧化氮（NO）的生成 [17]，防止炎症反应过度地

对组织造成二次损伤，引导机体炎症反应趋于稳

定及缓和。⑶ 免疫调节作用：HSP70 可在抗原提

呈、免疫细胞分化及免疫球蛋白的组装等环节中

参与免疫调节。HSP 在细胞内与蛋白降解产物形

成二肽复合物，当细胞出现应激或细胞坏死时，

HSP 二肽复合物暴露在细胞表面或释放入细胞外

环境中 , 被周围的抗原提呈细胞摄取，并通过独

特的 MHC I 类途径交叉呈递到细胞表面，激活机

体产生免疫应答 [18]，协助清除受损严重难以修复

的细胞。⑷ 抑制细胞凋亡：现已知 HSP70 能通过

抑 制 Jun 氨 基 末 端 激 酶（JNK）、半 胱 氨 酸 天 冬

氨酸 蛋白酶（caspase-3）活化、阻 碍 Fas 蛋白信

号及调控 Bcl-2 蛋白家族成员 [19-21] 等多种途径抑

制应激诱发的细胞凋亡。⑸ 抗氧化作用：HSP70

抑制氧自由基产生，提高或保持内源性超氧化物

歧化酶（SOD）活性，减轻机体的氧化应激 [22]。

3　HSP70 在肝 IR 中的诱导表达

关于 HSP70 在肝 IR 中的诱导表达情况各家

报 道 不 一。 较 早 前 国 内 动 物 实 验 研 究 [23] 发 现，

HSP70 mRNA 的于肝缺血 60 min 末即启动转录，

再 灌 注 2 h 开 始 升 高， 持 续 时 间 >5 h， 再 灌 注 

15 h 后消失。HSP70 在再灌注 3 h 时主要在细胞

核被检测到，表达的高峰时间段为 48~72 h，96 h 

后开始消失。肝缺血 120 min 后引起细胞不可逆

损 伤， 而 导 致 细 胞 坏 死。 编 码 HSP70 基 因 转 录

在缺血 60 min 和 120 min 时都出现增强，区别在

于前者基因转录维持时间较长。另有学者研究表 

明 [24]，长时间（90~120 min）单纯肝缺血并不能

激活 HSP70 基因，仅在约 60 min 时肝 IR 区才发

现 HSP70 mRNA 有表达，而在非缺血区则无表达。

提示肝 IR 损伤主要发生在再灌注期。有报道 [25]

在 应 用 Pringle 法 阻 断 第 一 肝 门 行 肝 段 切 除 术 的

研 究 中 发 现： 正 常 肝 组 织 几 乎 无 HSP70 mRNA

表 达； 而 在 术 中 肝 IR 的 早 期［（24.4±5.68）

min］肝组织中 HSP70 mRNA 即出现表达，且随

再灌注时间的延后呈上升趋势。虽然目前的报道

有关 IR 后 HSR70 诱导出现的时间、变化规律及

分布有所不同，但均提示 HSP70 与肝 IR 损伤的

发生和发展有一定关系。

4　HSP70 在肝 IR 中的作用及其机制

随 着 研 究 的 深 入， 多 数 报 道 偏 向 于 认 为

HSP70 在肝 IR 中发挥保护作用。某些学者 [26-27]

在早前的实验中观察到，经高温预处理显著诱导
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HSP70 表 达 后， 在 动 物 肝 热 IR 后， 肝 细 胞 坏 死

程 度、 微 循 环 障 碍、7 d 存 活 率、 炎 性 细 胞 浸 润

的观察指标均明显优于对照组。最近的研究 [4] 认

为 HSP70 高 表 达 是 不 同 缺 血 预 处 理 对 肝 硬 化 兔

肝 IR 损 伤 的 保 护 作 用 的 可 能 机 制。 一 般 认 为，

HSP70 在 肝 脏 手 术 中 出 现 的 IR 能 调 整 应 激 过 程

中细胞的存活功能，保护细胞免受损伤，有利于

细胞结构、功能的恢复，进而维持内坏境的稳定。

其主要可能的具体作用机制如下。

4.1  HSP70 在调控炎症因子中的作用

肝 IR 后， 促 炎 症 因 子 TNF-α，IL-1β， 黏

附 分 子， 诱 导 型 一 氧 化 氮 合 酶（iNOS） 等 介 质

的激活、表达启动并放大了炎症反应，是导致肝

细胞二次损伤的重要因素。上述介质和细胞因子

在 基 因 转 录 水 平 受 到 核 转 录 因 子 κB（nuclear 

factor kappa B，NF-κB）的调控 [28]。有研究 [28-31]

证 明，HSP70 主 要 通 过 抑 制 NF-κB 的 活 化 而 实

现 抑 制 炎 症 反 应。正 常 情 况 下 NF-κB 在 细 胞 浆

中与其抑制蛋白 IκB 结合处于无活性状态，而活

化 的 NF-κB 被 认 为 在 细 胞 的 炎 症 应 答 中 扮 演 始

动角色 [32]。在肝 IR 时，Kupffer 细胞中的 NF-κB

和 IκB 解离后转移至细胞核内，转录激活下游炎

性 细 胞 因 子 的 基 因，释 放 TNF-α 和 IL-1 等 大 量

促炎性因子 [33-34]；细胞因子可激活肝窦内皮细胞

和肝细胞，诱导趋化因子和黏附因子（ICAM-1）

表达。ICAM-1 可介导白细胞和肝窦内皮细胞的黏

附，至少可引发下列两方面的病理变化：⑴ 机械

性阻塞肝窦腔，引起再灌注后微循环障碍；⑵ 滞 

留的白细胞被激活并释放大量的损伤介质，进一

步损伤肝组织 [35]。Yoshidom 等 [33] 研究发现，在肝

IR 2~3 h，NF-κB 与其特异调节基因序列的结合

活性最高，且 NF-κB 的激活程度与肝组织损伤有

着良好的相关性。Karin 等 [36] 研究表明，在肝 IR

损伤中发挥作用的一个重要转录因子是 NF-κB。 

陈 皓 等 [28] 应 用 亚 砷 酸 钠 预 处 理，诱 导 大 鼠 肝 脏

产 生 HSP72 表 达 后 肝 脏 部 分 热 缺 血 90 min，细

胞核内 NF-κB 活性显著降低，7 d 存活率、肝功

能生化指标及病理改变程度均明显优于对照组。

同时还认为 HSP72 抑制 NF-κB 的激活及细胞核

内 NF-κB 与 DNA 的结合，中断其下游炎症因子

的基因转录；通过下调炎性细胞因子抑制了炎症

反 应 的 扩 大，使 肝 脏 减 轻 了 IR 损 伤。已 有 的 研

究 [29,31] 推测 HSP70 抑制 NF-κB 活化可能的机制 

为： ⑴ HSP70 可 与 IκB 激 酶（IKK） 的 亚 单 位

IKKγ 结 合 抑 制 其 活 性，阻 碍 IκB 降 解；⑵ 热

休克反应可增强细胞胞浆内游离 IκB 的数量从而

干 扰 激 活的 NF-κB 向细 胞 核内 移 位；⑶ HSP70

与 NF-κB 竞争核膜孔通道，阻碍 NF-κB 向细胞

核内转移而阻碍其功能发挥。

ICAM-1 是 细 胞 黏 附 分 子 超 家 族 的 成 员 之

一，可由多种刺激因素介导在单核细胞、内皮细

胞及激活的淋巴细胞等多种类型细胞中表达，主

要作用是促进细胞之间和细胞与组织间的黏附。

Casillas-Ramírez 等 [37] 认为在肝 IR 时，内毒素、

化学介质及多种细胞因子等刺激 ICAM-1 异常表

达，介导白细胞与肝窦内皮细胞黏附，进而引发

IR 损伤。有 报 道 [38] 应 用中药 藜 芦 碱 提 取 液 预 处

理 大鼠，显 示 藜 芦 碱 可 能 通 过 抑 制 ICAM-1 减 少

炎症反应而改善肝 IR 损伤。安冬艳等 [16] 通过热

应激预处理诱导 HSP70 高表达能明显降低 IR 后

肝细胞 ICAM-1 的表达，减轻 PMN 的浸润程度。

并认为可能与 HSP70 促进机体内源性抗氧化物触

酶的产生，同时可通过抑制生成氧自由基的关键

酶 —NADPH 氧 化 酶， 减 少 活 性 氧 物 质（radical 

oxygen species，ROS）产生有关。

另外，HSP70 还可能参与调控 NO[17]，IL-6，

IL-8，IL-10，C3 等多种炎症相关蛋白及因子参与

的组织损伤作用 [30-31]。

4.2  HSP70 在抗细胞凋亡中的作用

随 着 对 IR 损 伤 机 制 的 深 入 研 究 发 现，除 肝

细胞坏死以外，还存在细胞凋亡这一重要病理特

征，并且与器官功能不全密切相关 [39]。有学者 [40]

在大鼠肝脏缺血 20 min，再灌注 22 h IR 损伤时

观察到凋亡细胞分布的特点：包膜下区凋亡指数

（AI）较中央静脉区和汇管区高；坏死区 AI 高于

其他区；并认为这可能与血液循环障碍严重程度

有关。有报道 [41] 发现在临床应用 Pringle 法阻断

肝门的肝脏切除术中，肝门阻断开放时肝细胞的

AI 高于关腹前，HSP70 表达与凋亡呈明显负相关。

目前，比较公认的肝细胞凋亡途径有线粒体途径

和死亡受体途径，HSP70 主要在前者的各个环节

中产生抗凋亡作用。在外界各种应激刺激下，线

粒体外膜破坏可导致细胞色素 C 渗出，诱导凋亡

活化因子自身多聚化，形成多聚物后与 caspase-9

前 体 形 成 凋 亡 体（apoptosome）； 在 dATP 的 存

在 下，导 致 caspase-9 构 象 改 变 而 活 化，可 进 一

步激活 caspase-3，形成级联放大反应诱导细胞凋

亡。HSP70 可能通过加强线粒体完整性或间接作
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用于其他途径而降低线粒体外膜的通透性，从而

抑 制 细 胞 色 素 C 的 释 放，阻 断 caspase 途 径 的 活

化 [19]。HSP70 也可通过竞争性结合凋亡活化因子

阻止细胞色素 C 与凋亡活化因子复合体的形成，

抑 制 caspase-9 的 活 化，而 保 护 细 胞 免 于 凋 亡。

HSP 还可以在凋亡诱导因子（apoptosis inducing 

factor，AIF）通 过 非 依 赖 caspase 的 方 式 直 接 诱

导 细 胞 凋 亡 中 发 挥 抑 制 作 用 [42]。 有 证 据 表 明，

HSP70 在三磷酸腺苷酶（ATP）存在的情况下与

HSP40 协 同，阻 止 Bax 向 线 粒 体 移 位，对 抗 NO

诱 导 的 细 胞 凋 亡 [43]。Gabai 等 [44] 实 验 证 明， 在

TNF 诱导的细胞凋亡中，突变型 HSP70 和野生型

HSP70 均可抑制 caspase-8 和 Bcl-2 家族成员促凋

亡蛋白 Bid 活化，产生抗凋亡效应。Beere[20] 的研

究提示，HSP70 在 Fas 蛋白信号替代路径中可以

抑制调节激酶（ASK-1）从而影响细胞凋亡的发生。

早有报道指出，细胞内 HSP70 水平增高可以阻断

应激酶（jun N-teriminal kinase，JNK）信号通路，

抑制应激诱导的 JNK 激活，阻碍该路径的细胞凋

亡。最近的研究 [45-46] 表明 HSP70 减轻了肝 IR 损

伤时内质网持续应激导致的细胞凋亡，并认为与

其发挥分子伴侣作用有关。

4.3  HSP70 在抗氧化中的作用

缺血肝脏主要通过黄嘌呤氧化酶系统、吞噬

细胞系统、线粒体呼吸链三条途径激发产生大量

氧自由基 [47]。氧自由基既可通过损伤蛋白、酶类、

核酸、细胞骨架、细胞膜及脂质类超氧化物而对

肝细胞产生直接损伤，也可破坏细胞器膜的完整

性，引起溶酶体、微粒体及线粒体破裂，还能引

起血小板和白细胞在微血管中黏附和聚集，造成

微循环障碍 [48-49]。目前已证实 SOD 是细胞内天然

的氧自由基清除剂，对机体氧化及抗氧化平衡起

着至关重要的作用，能明显减轻肝 IR 损伤。已有

的研究 [22, 50] 认为，HSP70 一方面能促进机体内源

性 抗 氧 化 物 触 酶 的 产 生，抑 制 NADPH 氧 化 酶，

反馈性地减少 ROS 的产生；另一方面通过直接释

放、增加内源性 SOD 水平，并提高或保持其活性

以减轻机体的氧化应激。国内学者 [51] 在研究中发

现，经缺血预处理的硬化肝脏组织在 IR 后 3 h，

还原剂谷胱甘肽（GSH）的升高与 HSP70 合成增

加具有一致性，故推测 HSP70 可能增加或提高自

由基清除剂的产生和活性，从而清除大量产生的

自由基，减轻脂质过氧化。

5　肝脏手术中 IR 损伤的发生机制

在肝脏外科手术中，有效控制术中出血成为

顺利完成手术的重要前提。实施肝门血流阻断作

为减少肝断面失血量的一项重要技术而被广泛应

用，很大程度上提高了肝脏手术的安全性，促进

了复杂肝脏手术的开展。目前临床已应用的肝血

流阻断方式主要有：Pringle 法、全肝血流阻断法、

半肝血流阻断法及保留半肝血供的入肝血流阻断

法、肝段血流阻断法等。然而，这些阻断方法大

多 经 历 了 IR 过 程， 不 可 避 免 地 会 使 残 余 肝 脏 在

代谢、功能及结构上产生一系列不同程度的损伤，

甚 至 出 现 肝 衰 竭。 因 此 对 肝 IR 损 伤 病 理 生 理 过

程和具体机制进行深入研究，寻找有效的预防干

预措施，减少术后肝衰竭的发生，对促进患者恢

复意义重大。

肝 IR 损伤的组织病理学改变包括细胞肿胀、

空泡形成、内皮细胞破裂、PMN 浸润等。其具体

机制错综复杂，研究报道甚多，发病机制尚未完

全阐明。比较传统的研究理论主要包括：pH 悖论、

钙超载、氧自由基损伤、线粒体受损、内皮素和

一氧化氮的浓度失衡、 微循环功能障碍、普弗细

胞和 PMN 活化以及细胞因子的网络协同作用等。

数十年来，一些学者研究发现病理生理过程大致

为：肝脏缺血缺氧期，肝脏供氧和底物不足妨碍

了细胞间能量代谢和酶的功能及代谢产物聚集引

起肝细胞损害。组织缺血 30 min 后，线粒体即出

现基质颗粒消失的形态改变 [52]。随后 2~4 h 内，

细胞明显肿胀，线粒体膜通透性突然增大，粗面

内质网破裂。随着缺氧时间的延长，线粒体出现

不可逆性损伤。氧供应停止，细胞的代谢产物却

不断积累，线粒体氧化磷酸化受阻，依赖 ATP 的

细胞膜上 Na+-K+ 泵活性降低，细胞内 Na+ 上升，

水分进入细胞内出现细胞肿胀 [53]。细胞内高 Na+

迅速激活 Na+/Ca2+ 交换蛋白，加速 Na+ 向细胞外

转运。同时将大量 Ca2+ 运入胞内，出现钙超载。

之后溶酶体肿胀破裂释放各种蛋白水解酶，导致

细胞不可逆性死亡。在再灌注早期，内皮细胞肿

胀，NO、内皮因子失衡 [54] 导致血管收缩、白细

胞嵌顿，血小板聚集虽不能完全阻塞管腔，但对

肝的微循环造成了严重损害而引起微循环障碍。

肝脏微循环被损害后，使再灌注开始后的缺血时

间延长。细胞膜主动转运障碍，能量供给障碍造

成细胞水肿，而细胞水肿造成内皮细胞和普弗细
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胞肿胀。随后普弗细胞的活化释放多种炎性因子，

如 TNF，血小板活化因子（PAF），白三烯（LT），

IL 等，引起白细胞聚集、黏附、渗出。白细胞尤

其 是 PMN 从 血 管 内 渗 出 到 组 织 中， 进 而 通 过 释

放氧自由基、蛋白水解酶以及过氧化物酶，进一

步损伤肝细胞结构和造成功能代谢障碍 [47]。上述

损伤最终可导致肝细胞死亡，包括坏死或凋亡两

种不同病理特征的转归 [55]。

综 上 所 述， 肝 IR 损 伤 的 机 制 异 常 复 杂， 通

过各种预处理方法启动内源性保护作用以增强肝

脏 自 身 的 耐 受 性 是 减 轻 肝 IR 损 伤 的 理 想 方 法 之

一，并在肝脏外科中得到了有效的应用。HSP70

作为具有保护作用并可被诱导产生内源性物质，

进 一 步 深 入 研 究 其 在 肝 IR 损 伤 中 的 作 用 机 制，

将 有 助 于 寻 找 可 靠 而 有 效 的 防 治 方 法 干 预 肝 IR

损伤，为保护残肝功能提供新的治疗手段，为复

杂肝脏外科手术的开展提供安全保障。
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