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Abstract
AIM: To analyze the expression patterns of tumor 
necrosis factor-α (TNF-α) and c-fos mRNA in 
immature rats after gut ischemia/reperfusion (I/
R) injury.

METHODS: The left laparotomy was performed 
and the superior mesenteric artery (SMA) was 
occluded by artery clamp to establish the model 
of gut I/R injury. The expression of TNF-α and 
c-fos mRNA were detected by reverse transcrip-
tion polymerase chain reaction (RT-PCR)�.

RESULTS: In comparison with sham operation 
group, an increase in TNF-α mRNA was detect-
ed after 30-min ischemia (1.55 ± 0.33 vs 1.07 ± 0.08, 
P < 0.05) and the maximal increase was detected 
after 30-min reperfusion (3.05 ± 0.11). TNF-α 
mRNA expression after 60-min reperfusion (2.02 

± 0.10) remained above the control level. The 
expression of c-fos mRNA in the intestinal tis-
sues was rapidly induced by ischemia, and it in-
creased obviously 30 min after ischemia as com-
pared with that in sham operation group (0.95 
± 0.13 vs 0.12 ± 0.02, P < 0.05). The expression of 
c-fos mRNA also reached the peak level 30 min 
after reperfusion (1.53 ± 0.11), and it declined 
markedly 60 min after reperfusion. After 90-min 
reperfusion, c-fos mRNA expression returned to 
the normal level.

CONCLUSION: Gut I/R induces the mRNA 
expression of both TNF-α and c-fos, suggesting 
that there is possibly a correlation between the 
expression of c-fos and TNF-α.
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摘要
目的: 观察幼鼠肠缺血/再灌注损伤(I/R)不同
时点肠组织内肿瘤坏死因子α(TNF-α)、c-fos 
mRNA表达模式, 探讨肠I/R的机制. 

方法:  分离幼鼠肠系膜上动脉 ,  制作动物
模型 ,  应用RT-P C R半定量法分析肠组织
TNF-α、c-fos  mRNA表达. 

结果: 与假手术组相比 ,  肠组织内T N F-α 
mRNA缺血30 min显著升高(1.55±0.33 vs 
1.07±0.08, P <0.05), 再灌注30 min达峰值(3.05
±0.11), 再灌注后60, 90 min逐渐下降; c-fos 
mRNA表达于缺血30 min后升高(0.95±0.13 
vs  0.12±0.02, P <0.05), 再灌注30 min达峰值
(1.53±0.11), 再灌注后60 min迅速下降, 再灌
注后90 min达基线水平.

结论: 幼鼠肠I/R损伤介导肠组织内TNF-α和
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■背景资料
缺血/再灌注损伤
(I/R)的病理过程
直接与缺血后乏
氧和循环重建相
关 ,  在 这 一 过 程
中同时存在生理
的、化学的、分
子的反应. 就分子
反应而言 ,  I/R被
分为三个阶段: 再
灌注即刻反应, 磷
脂酶激活、钙离
子内流、脂质分
子活化、蛋白激
酶和一氧化碳合
酶 活 化 等 ;  再 灌
注早期反应, 炎性
细胞因子的蛋白
表达, 启动下游信
号通路, 活化核内
转录因子, 继续炎
性 反 应 ;  再 灌 注
晚期反应, 抗炎性
因 子 的 出 现 ,  如
IL-10、晚期黏附
分子等.

■研发前沿
目前, 信号通路研
究是缺血/再灌注
损伤研究的热点
和重点. 几个主要
的分子信号通路, 
如MAPKs, JNK, 
IKK, ROS, 相互
“交谈”, 构成复
杂的信号网络, 在
缺血/再灌注的不
同阶段介导损伤
及修复.



c-fos  mRNA的表达模式. c-fos  mRNA表达伴
随TNF-α mRNA表达, 提示二者间可能存在
关系.
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0  引言

肠缺血/再灌注损伤(ischemia/reperfusion, I/R)是
小儿外科常见的组织器官损伤. 不仅表现在肠

梗阻、肠移植等肠道疾病的发展过程中, 同时

也是创伤、感染、失血性休克等疾病的关键性

病理过程, 所以在幼鼠模型上进行I/R机制的研

究是指导临床治疗的要求. 在I/R复杂的病理过

程中同时存在生理的、化学的、分子的反应[1], 
TNF-α和活化蛋白1(AP-1)家族蛋白都是其关

键性的因子. 在肝I/R中, TNF-α作为多功能蛋白

与其他信号通路相互作用, 介导细胞反应如细

胞的增殖和凋亡及炎性介质产生[2]. 在脑I/R研

究中, 中和TNF-α可以降低缺血造成的脑水肿[3]. 
在肝[4]、脑[5]、肾[6]I/R研究中, I/R启动了即刻

早基因c-fos基因、c-jun基因的表达, 且与细胞

的增殖和凋亡相关. 在本实验, 我们建立幼龄鼠

的肠I/R模型, 观察肠组织的TNF-α、c-fos基因

mRNA表达模式, 探讨幼龄鼠的肠I/R机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 动物模型: 采用♂Wistar大白鼠(体质

量130±15 g), 采用盐酸氯胺酮经腹腔注入麻

醉, 取右侧卧位, 经腹膜后入路, 分离肠系膜上

动脉. 实验分组: 48只♂Wistar大白鼠分成6组(n 
= 8): 假手术组(shame group, SG), 缺血30 min
组(I 30 min G), 缺血30 min/再灌注30 min组(I 
30 min/R 30 min G), 缺血30 min/再灌注60 min
组(I 30 min/R 60 min G), 缺血30 min/再灌注

90 min组(I 30 min/R 90 min), 缺血120 min组(I 
120 min G).
1.2 方法 肠组织TNF-α、c-fos基因RT-PCR半

定量分析. 用总RNA提取试剂(Promega公司)
按说明书操作 ,  提取总R N A. 逆转录后分别

扩增T N F-α和c-f o s 基因. T N F-α引物序列上

游5'AGAACTCCAGGCGGTGTCTGTG3', 下
游5'GTGGCAAATCGGGT GACGGTGT3', 
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扩增片段415  b p .  c -f o s 基因引物序列上游

5'AT G AT G T T C T C G G G T T T C A A3', 下游

5'TGACATGGTCTTCACCAC TC3', 扩增片段

348 bp. 用b-actin作内对照(650 bp). TNF-α、
b-act in、c-fos扩增产物经2%的琼脂糖凝胶电

泳后, 紫外灯下观察照相, 100 bp DNA Ladder 
(New England Biolabs公司)为分子质量标准, 用
凝胶成像分析系统(Kodak Digital Science 1D)扫
描扩增带, 以内参照值标准化TNF-α, c-fos的相

对含量.
统计学处理 TNF-α, c-fos基因相对含量用

mean±SD表示, 样本均数作t检验, 显著差异设为

95%.

2  结果

肠组织TNF-α, c-fo s  mRNA表达: 肠组织内

TNF-α mRNA缺血期升高, I 30 min/R 30 min 
G达峰值, I 30 min/R 60 min G、I 30 min/R 
90 min G时逐渐下降; c-fos  mRNA表达于缺血

期升高, I 30 min/R 30 min G达峰值, I 30 min/R 
60 min G迅速下降, I 30 min/R 90 min G达基线

水平(图1, 表1).

3  讨论

TNF-α与受体结合启动下游的多个信号通路, 如
MAPK, JNK通路, 是介导炎性反应, 凋亡等细

胞反应的主要因子[7]. 而即刻早基因编码的蛋

白也调节损伤后的细胞反应, 与组织的修复和

细胞的凋亡相关[4,8-9]. 在休克的模型中, 研究者

观察到TNF-α, AP-1的异常活化[10]. 在脑的暂时

性缺血研究中, TNF-α表达与c-fos的瞬时表达

相关[11]. 我们在幼龄鼠的肠I/R模型, 在mRNA
水平同时检测TNF-α, c-fos表达. 随着I/R时间

的变化, TNF-α, c-fos  mRNA表达发生变化, 而

www.wjgnet.com

图  1  TNF-α, c-fos  mRNA表达. M: DNA标准; 1: SG b-actin; 

2: I 30 min G b-actin; 3: I 30 min/R 30 min G b-actin; 4: 

SG TNF-a; 5: I 30 min G TNF-a; 6: I 30 min/R 30 min G 

TNF-a; 7: SG c-fos ; 8: I 30 min G c-fos ; 9: I 30 min/R 30 

min G c-fos .

  M    1     2    3    4     5     6    7     8    9

650 bp
415 bp
348 bp

■创新盘点
本研究选择幼鼠
作动物模型, 得到
实验结果对小儿
外科的临床较具
有指导意义. 在肠
I/R中 ,  同时观察
TNF-α和c-fos 的
报道较少, 且本文
观察到的c-fos 表
达变化与以往报
道不尽相同.
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且表达模式不同: c-fos  mRNA在缺血30 min升
高, 再灌注30 min时继续升高, 再灌注60 min迅
速下降; TNF-α mRNA在缺血30 min升高, 再灌

注30 min达峰值, 再灌注60, 90 min逐渐下降, 
提示幼鼠肠I/R损伤特异性启动TNF-α, c-fos转
录. 在Shima et al [12]的研究中, c-fos同样在肠缺血

30 min后转录上升, 再灌注30 min达峰值, 但在

再灌注120-180 min回到基线水平, 这与本实验

观察到的c-fos  mRNA在再灌注60 min迅速下降

结果不同. 分析造成不同的原因之一, 可能是实

验所选择动物的周龄和体质量不同. 在肝脏的

I/R研究中, 研究者发现缺血预处理的保护效应

与c-fos和c-jun的转录水平相关[13]. 此外, c-fos在
细胞受到各种刺激时可以增强细胞的增殖. 那
么, 上面的不同结果可能提示, 在相同的处理条

件下, 幼鼠的肠组织较成年鼠更早地受到I/R损

伤, c-fos在此病理过程的保护性作用时间较短. 
Kwon et al [14]通过人、小鼠、兔、大鼠TNF-α基
因顺序的比较研究, 发现大鼠TNF-α基因内存

在着AP-1、AP-2、CTF、IFN、NF-kB、Ybox
多个潜在的转录因子的结合位点. AP-1是细胞

内强化结合蛋白, 具有调节转录活性. 而AP-1
恰由FOS-JUN的异物二聚体构成, 而后者正是

由即刻早基因c-fos的表达产物FOS与c-jun的
产物JUN形成. Wang et al [15]在大脑中动脉阻塞

160 min后解除阻塞的大鼠模型中, 同时观察到

短暂局部缺血后脑皮质内TNF-α mRNA、c-fos  
基因mRNA表达升高; 且c-fos  mRNA比TNF-α 

mRNA较早的高表达, 说明c-fos基因mRNA表达

可能调控TNF-α转录. 我们也在本实验中观察到

c-fos转录伴随TNF-α转录. 尽管在本实验, 我们

不能证明c-fos基因转录翻译成蛋白构成AP-1活
化TNF-α转录, 但至少提示在肠I/R损伤中c-fos
早表达基因伴随TNF-α表达, 可能与其正向调节

后者的转录相关. 反之, 仅就本实验而言, 我们

不能排除TNF-α活化AP-1的可能, 所以尚需进一

步的实验证明. 
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■应用要点
在 肠 的 I / R 中 , 
TNF-α和c-fos 在
转录水平随I/R进
程变化而变化, 此
将提示如果将二
者作为治疗I/R的
靶点, 治疗干预的
时间点是至关重
要的, 同时可以作
为选择干预方式
(RNA干涉或抗体
阻断)的参考依据.

     

表  1  肠组织TNF-α和c-fos  mRNA半定量测定

                             SG	               I 30 min G        I 30 min/R 30 min G    I 30 min/R 60 min G    I 30 min/R 90 min G    I 120 min G

TNF-α	    1.07±0.08      1.55±0.33a           3.05±0.11a                2.02±0.10a              1.09±0.07           2.85±0.12a

c-fos 	    0.12±0.02      0.95±0.13a	         1.53±0.11a                0.60±0.22a              0.22±0.11	       0.18±0.08

aP<0.05 vs  SG.
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■名词解释
转 录 因 子 A P - 1
是同源二聚体或
异二聚体蛋白复
合物, 来源于Fos
和 J u n 家 族 ,  包
括c -Fos ,  FosB , 
Fra-1, Fra-2, c-Jun, 
J u n B 和 J u n D . 
AP-1异二聚体可
与DNA的5'-TGA 
(C/G)TCA-3序列
结合.

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2006年版权归世界胃肠病学杂志社

                                                                                                                                                                                               •  消息 •

第六届全国消化道恶性病变介入治疗研讨会第二轮通知

本刊讯 第六届全国消化道恶性病变介入治疗研讨会于2006-09-15/18在浙江省杭州市举行. 本届会议由上海同

仁医院和浙江省中医院联合主办, 中华放射学杂志、中华消化内镜杂志、世界华人消化杂志和介入放射学杂

志共同协办. 会议将邀请众多著名专家围绕消化疾病介入诊治新热点及消化道内支架治疗的热门技术和疑难

问题进行专题演讲和实例操作, 并就消化道支架治疗中的疑难病例和出现问题以沙龙形式深入研讨. 参会代表

可获国家级继续教育Ⅰ类学分12分. 

1 会议主要议题

消化疾病诊治进展、消化内镜治疗新技术应用、化疗药物应用新进展、上消化道吻合口梗阻和瘘的综合治

疗、胸腔胃穿瘘的支架封堵技术、肠道支架临床应用、肝门部胆道梗阻的内支架治疗、食管及胃肠道支架难

点研讨以及其他介入新技术应用等.

 

2 征文内容

征集消化道恶性病变内镜治疗、介入放射治疗、外科治疗、肿瘤化学治疗、生物治疗及免疫治疗等方面的论

著、文献综述、临床经验、个案报告等稿件. 欢迎消化、介入放射、肿瘤、普外胸外及、肝胆外科等相关学科

医师投稿参会.

3 投稿要求

专题讲座由组委会约稿. 论著需1000字以内的标准论文摘要, 包括目的、方法、结果与结论四要素. 经验交流、

短篇报道等全文限1000字以内. 所有稿件一律要求电脑打印用E-mail投稿, 邮寄者需附WORD格式软盘(请自留

稿底, 恕不退稿).

4 报名地址及要求

联系地址: 杭州市邮电路54号(浙江省中医院)吕宾 收, 邮编: 310006, 电话: 0571-87032028, 手机: 13906515409, 

E-mail: lvin@medmail.com.cn; 上海市愚园路786号(上海同仁医院)茅爱武  收 ,  邮编:  200050, 电话: 

021-62524259-3397, 手机: 13371936559, E-mail: maoaw@sohu.com. 会议收费800元, 提前注册收费700元, 截稿日

期: 2006-08-15.


