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摘要
肝移植缺血再灌注是一个复杂的、多因子参
与的病理生理过程, 包括活性氧、细胞因子、

枯否细胞和中性粒细胞的激活. 氧化应激是许
多肝病的主要发病机制, 在肝脏移植中是缺血
再灌注引起肝损伤的主要原因. 氧分子和活性
氧簇(reactive oxygen species, ROS)的化学、

生理功能, 以及促氧化物和抗氧化物之间的平
衡对正常的线粒体和细胞功能是至关重要的. 
ROS的主要来源是肝脏中的线粒体和细胞色
素P450酶, 以及库氏细胞和中性粒细胞, 其在
缺血再灌注和缺血预处理过程中对损伤的决
定性作用存在争议.
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0  引言

氧本身就是一个弱氧化剂 ,  细胞内存在氧和

ROS感受器并有利用氧的系统, 而氧化酶使氧

的利用更为有效. 在细胞凋亡和程序性线粒体

破坏中均可观察到线粒体嵴的断裂, 这可能与

ROS的参与有关. 氧化应激是ROS的产生和细

胞抗氧化能力的失衡引起的[1], 他将影响细胞

大多数成分, 如脂质, 蛋白质和DNA. ROS是外

源性氧化剂或细胞内有氧代谢过程中产生的具

有很高生物活性的含氧化合物的总称, 其中最

常见的有超氧化物, 过氧化氢, 单线态氧, 氢氧

根阴离子等[2]. 正常状态下体内存在抗氧化物质

(氧化还原系统如还原型谷胱甘肽, 维生素, 白
蛋白和球蛋白, 游离脂肪酸, 特别是不饱和脂肪

酸等)抵御过多的ROS. 促氧化物质和抗氧化物

质处于动态平衡状态, 使得促氧化物质处于某

种稳定水平, 这对正常的细胞功能是重要的[3]. 
ROS的产生和细胞抗氧化能力的失衡引起氧化

应激, 这一现象和许多疾病联系密切, 包括心血

管疾病, 糖尿病, 癌症, 神经变性疾病[4-5]和几乎

全部肝脏疾病[6-9]. 各种损伤的发展如肝脏缺血

再灌注期间的损伤, 也与短时间暴露于高浓度

的ROS下有关[10-11]. 已知过多促氧化剂造成氧化

应激导致不良后果(衰老和死亡), 同样, 过多的

抗氧化剂也会导致致命的后果[12]. 值得强调的

是, ROS的相互转变(超氧化物通过歧化作用转

变为过氧化氢, 再通过Fenton反应转变为氢离

子)导致ROS中某些成分的氧化电位发生明显

改变. 这种相互转变也能导致ROS作用的改变: 
从抗氧化转变为促氧化[13]. 

除产生细胞损伤外, ROS还作为细胞内的第

二信使发挥作用, 在特定的细胞反应中细胞因

子、激素、生长因子和其他可溶性介质(如细胞

外ATP)均能触发ROS生成[14]. 

1  氧自由基及其衍生物

非吞噬细胞中线粒体是产生细胞内ROS的主要

场所. 氧化磷酸化期间, 正常细胞和组织产生低

水平潜在毒性的氧代谢产物[15]. 正常水平的ROS
参与细胞的许多生理功能, 包括基因表达、信

号转导和抵御病原体的侵入. 据估计, 在正常状

态下, 高达1%的线粒体电子流主要作用是使氧

分子单价还原形成超氧阴离子. 这一过程通过

酶(如NADP(H)氧化酶或黄嘌呤氧化酶)介导, 或
通过非酶(如线粒体电子传递链的半辅酶Q)的氧

化还原复合物介导完成. 电子传递链的干扰能

明显增加超氧化物的生成. 在细胞内超氧化物

歧化酶(SODs)的作用下超氧化物迅即被转化为

H2O2和O2. H2O2能进一步生成对细胞损害性更

大的活性羟基分子. H2O2可被过氧化氢酶或谷

胱甘肽过氧化物酶转化为水. 在谷胱甘肽过氧

化物酶反应中, 谷胱甘肽可被氧化为二硫化谷

胱甘肽, 后者可在谷胱甘肽还原酶作用下消耗
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■背景资料
肝移植技术已经
取得了快速的发
展, 目前的矛盾是
供肝短缺和日益
增多的需要肝移
植的患者, 该项技
术中关键的问题
是如何防止肝脏
的缺血再灌注损
伤. 目前已经提出
了很多保护机制, 
例如从实践上可
分为3种: 术中干
预、药物方法和
基因治疗. 其中药
物方法中除了在
器官保存液中加
入抗氧化剂外, 还
没有将抑制氧化
应激的药物方法
应用于临床的常
规 工 作 中 ,  部 分
原因是因为对肝
移植中活性氧的
作用机制了解不
多. 肝移植缺血再
灌注是一个复杂
的、多因子参与
的病理生理过程, 
包括活性氧、细
胞因子、枯否细
胞和中性粒细胞
的激活. 氧化应激
是许多肝病的主
要发病机制, 在肝
脏移植中是缺血
再灌注引起肝损
伤的主要原因. 氧
分子和活性氧簇
的化学、生理功
能, 以及促氧化物
和抗氧化物之间
的平衡对线粒体
和细胞功能至关
重要.



NADPH还原为谷胱甘肽.

2  氧化应激反应

ROS存在于细胞和组织中的量很微弱, 但可测

得, 其大小取决于ROS的产生和不同抗氧化酶及

复合物清除ROS的比例. 氧化应激时, 多种蛋白

的功能发生改变[16-18], 特别是作为ROS直接作用

位点的氨基酸(如色氨酸, 酪氨酸, 组氨酸和半胱

氨酸)改变引起的蛋白质修饰[19]. ROS介导的蛋

白质修饰可影响蛋白质的结构, 功能及其稳定

性. 已知, ROS能影响细胞信号传导机制并最终

影响细胞基因表达[20]. 越来越多的研究证明, 哺
乳动物细胞可以通过激活氧化还原敏感性转录

因子(如Egr-1, NF-kB, AP-1和G蛋白)和通过激活

细胞激酶(如细胞分裂素活化蛋白激酶(MAPK)
家族 )来调整蛋白质表达模式以适应氧化应

激[21]. 这种氧化依赖的细胞信号途径的改变常会

导致肝细胞的凋亡. 目前, 可检测到对H2O2和其

他ROS特异的多肽感受器, 但对生物大分子调节

ROS诱导的细胞效应的早期作用仍知之甚少. 
氧化应激可能引起敏感性蛋白的可逆或不

可逆的改变. 可逆的改变常发生在半胱氨酸残

基. ROS诱导的不可逆性改变, 如酪氨酸丢失, 蛋
白质铰链或赖氨酸和精氨酸羰基化, 将引起蛋

白质功能的永久性丧失, 导致受损蛋白的降解

或过多聚集形成细胞质内含物.
2.1 肝细胞内氧化还原敏感性作用点的重要作

用 1992年, Xanthoudakis et al [22]从Hela细胞中纯

化得到转录因子AP-1的胞内还原因子, 命名为

氧化原还因子-1(redox factor-1, Ref-1), 并克隆

得到其全长cDNA, 测序结果表明Ref-1其实就是

1991年Robson和Hickson克隆的人无嘌呤/嘧啶

核酸内切酶1(Ape1). 由此拉开了这个具有多功

能蛋白在细胞氧还调控中所起作用的序幕. 作
为DNA无嘌呤嘧啶核酸位点(DNA氧化诱导损

伤引起)碱基切除修复的主要参与者和许多重要

的转录因子(如NF-kB, AP-1, HIF-1a和Pax蛋白)
活性的氧化还原调节剂[23-25], Ref-1蛋白在ROS
诱导的细胞效应中起重要作用. 氧化应激状态

下Ref-1不只是作为ROS清除剂来影响细胞功

能[26]. Ref-1包含2个不同的功能域. 氨基末端功

能域含有对氧化还原活性必要的核定位序列, 
而核酸内切酶活性的控制点位于羧基末端功能

域. Ref-1可在翻译水平和翻译后水平被调节. 关
于翻译水平的调节, ROS对Ref-1的诱导已有较

多的研究. 目前的研究表明, 氧化因子(如H2O2)
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和ROS产生的损伤促进了Ref-1 mRNA的迅速诱

导表达, 这与其核酸内切酶和氧化还原活性的

增加有关. 目前尚不知道氧化应激时Ref-1基因

表达的始动因素以及其活化的信号途径[27]. 由
于Ref-1的表达是氧化应激的分子标志, 所以, 研
究Ref-1在ROS诱导的细胞反应中作用的信号途

径有重要意义. 翻译后Ref-1活性的调节似乎存

在两种机制, 即亚细胞定位和磷酸化程度. 一方

面, 不同细胞中的Ref-1在ROS作用下由细胞质质

向核移位[28]; 另一方面, 至少在体外, 磷酸化和乙

酰化似乎在决定蛋白质功能方面有重要作用. 然
而, 氧化损伤中Ref-1基因表达诱导的分子机制

和翻译后修饰在体外对Ref-1功能的影响都还不

清楚. 最近有研究称, Akt (PKB)抗氧化, 抗凋亡

的机制是: Akt使Rac-1磷酸化而失活, 并减少在

氧合肝细胞中Rac-1诱导的ROS产物, 抑制低氧

/再氧合诱导的细胞凋亡[29-30]. 研究Ref-1水平与

肝脏氧化应激病理之间的联系, 不仅对于了解

Ref-1在这些病理起始和发展中的作用机制, 而
且对寻找诊断标志和治疗方法都是至关重要的. 
2.2 线粒体膜通透性转运孔和ROS在细胞凋亡

和线粒体凋亡中的作用 线粒体在细胞凋亡中起

重要作用, 各种因素诱导的细胞凋亡均出现线

粒体功能紊乱, 尤其是线粒体跨膜电位(△Ψm)
的破坏. 目前已清楚, 造成△Ψm下降的原因是

线粒体膜通透转运孔(mitochondrial permeability 
transition, MPT)的开放. MPT位于线粒体内、外

膜之间, 由一组蛋白复合体构成. 许多因素可影

响MPT的开关, 其中, 线粒体内膜的腺嘌呤核苷

酸转位蛋白(ANT)起重要作用. ANT构象的改变

影响MPT的开关: 当相邻的巯基氧化为二硫键

或类似于二硫键的交联复合物时, MPT开放, 反
之, MPT关闭[31]. 因此MPT的开放及△Ψm的破

坏与细胞的氧还状态, 如巯基氧化、细胞GSH减

少及ROS的堆积密切相关. 关于ROS诱导MPT开
放作用的研究有对立之处. 已知在离体线粒体, 
即使在很低的氧分压下钙离子也可诱导MPT开
放[32-33]. 另一方面, 在大鼠心肌细胞中ROS可原

位诱导MPT开放[34]. 很可能是当位于其他诱导

物上游时, ROS调节基序被忽略, 或者是存在诱

导途径的重叠, 当一种途径缺失时不排除其他

诱导途径. 目前, 认为MPT在许多情况下是肝细

胞凋亡级联反应中不可缺少的要素[35-38]. MPT诱
导最可能的危害是线粒体ROS过度生成, 称之为

ROS诱导的ROS释放[20], 他是一种线粒体的ROS他是一种线粒体的ROS是一种线粒体的ROS
级联放大反应, 机制仍不清楚. 因此, ROS既是
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■研发前沿
肝移植缺血再灌
注损伤的机制相
当复杂 ,  近年来 , 
活性氧簇在缺血
再灌注损伤中的
作用受到重视, 其
中氧化应激中蛋
白 酶 ( 如 黄 嘌 呤
氧化酶和超氧化
物 歧 化 酶 等 ) 和
线粒体功能的研
究 成 为 热 点 ,  尽
管活性氧自由基
在许多肝病中的
作用被广为接受, 
但其确切的机制
尚 存 在 争 议 .  自
Xanthoudakis et al
于 1 9 9 2 年 发 现
Ref-1在细胞氧化
还原中的重要作
用以来 ,  Ref-1成
为研究细胞氧化
还原状态的一个
新 的 突 破 点 ,  然
而 ,  氧 化 损 伤 中
Ref-1基因表达诱
导的分子机制和
翻译后修饰在体
外对Ref-1功能的
影响目前还不清
楚 ,  氧 化 应 激 时
Ref-1基因表达的
始动因素以及其
活化的信号途径
了解不多 .  另外 , 
ROS作为第二信
使在细胞凋亡和
恶性肿瘤发生、

发展中起一定的
作用.
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促发和加速MPT开放的重要因素, 又是MPT开
放的产物, 这种正反馈机制使MPT开放具有自

我放大效应和“全”或“无”的特点. 线粒体

大的通道和MPT诱导的同一性提示: 大通道的

开放(可能由于过多的ROS产生)是程序性线粒

体死亡的一个信号[39-40], 这将为解决线粒体及细

胞溶解这一问题提供理论基础. 这一观念被Sku-
lachev进一步发展为所谓的线粒体凋亡, Zorov 
et al [34]证明了线粒体凋亡概念的正确性. 作为生

命系统中结构组织死亡级联反应的起始相, 这
一级联反应从线粒体凋亡, 细胞凋亡到机体衰

亡(phenoptosis), 贯穿有机体死亡全过程[41]. 机体

衰亡以及ROS在机体衰亡中的作用有待进一步

证实. 另外, ROS在凋亡中的作用和凋亡调控蛋

白Bcl-2有关[42]. Bcl-2基因所编码的蛋白质属于

胞内膜整合蛋白, 他对大多数因素诱导的细胞他对大多数因素诱导的细胞对大多数因素诱导的细胞

凋亡具有负性调节作用. 近来在对Bcl-2作用机

制研究中发现Bcl-2抑制细胞凋亡作用可能涉及

Bcl-2对凋亡过程中ROS产生的影响[43-44]. Hoch-
man et al [45]认为Bcl-2蛋白是一种ROS清除剂, 能
有效清除超氧阴离子等氧自由基, 抑制过氧化

物产生及ROS对细胞的损伤. 有研究称Bcl-2并
不能降低氧化应激引起的ROS产生, 但能阻止线

粒体△Ψm的下降[46]. 另外, 在酵母和植物的细

胞凋亡中也涉及ROS的参与, 提示氧化还原敏感

性凋亡信号通路可能并不依赖于Bcl-2[44]. 总之,总之,, 
Bcl-2可能并不能抑制凋亡诱导因子引起的细胞

内初次ROS的产生, 但Bcl-2能够阻断第2次大量

ROS的产生(主要是由线粒体功能改变引起的

ROS产生).

3  缺血, 再氧合和缺血预处理

肝脏可发生3种缺血再灌注的损伤: 分别为冷、

热、复热3型, 冷缺血几乎只发生在肝移植的手

术中, 该术中有意的降低肝移植物的代谢, 从而

延长器官存活时间[47-48]. 热缺血主要发生于肝移

植、肝损伤、休克、创伤及肝手术. 复热型缺

血主要发生在肝移植的操作过程或是在将移植

物移植到受体的过程中. 冷缺血的损伤主要发

生于窦状上皮细胞[48], 窦状上皮细胞分离, 失去

细胞质变成圆形, 脱离细胞外基质和细胞骨架

而进入窦腔中. 内皮细胞壁的破坏会导致白细

胞和血小板的黏附, 从而导致微循环障碍[49-51]. 
同冷缺血相比, 热缺血的耐受性更差, 很快导致

细胞的死亡. 再灌注时, 库氏细胞被激活, 同时

再灌注早期因子与相应受体结合和氧自由基的

释放启动凋亡导致肝细胞的死亡[50]. 再灌注后, 
白细胞快速地与裸露的窦细胞相结合导致损伤. 
激活的库氏细胞释放的TNF-α和IL-1, 导致了

CD11B在白细胞的表达上调并聚集这些细胞到

窦细胞, 损伤的机制是活性氧的释放. 复热型对

于肝结构的完整性和这种类型的损伤机制还不

清楚, 可能是冷和热损伤的合并. 
ROS产生于缺血组织再灌注后早期, 引起

的氧化应激是细胞损伤的主要因素. 缺血期, 黄
嘌呤脱氢酶转变成黄嘌呤氧化酶. 再灌注时, 黄
嘌呤氧化酶与分子氧反应产生ROS. 因此, 缺血

再灌注期间主要的氧化爆发发生在恢复氧供后. 
在肝细胞中, 许多炎症介质如TNF-α, IL-1或干

扰素可以导致活性氧自由基的合成, 库氏细胞

表面的Toll-like受体(TLR)可能触发缺血再灌注

损伤前期炎症反应[52], 提示阻断TLR下游信号通

路是有效防止移植肝缺血再灌注损伤的一种方

法. 尽管活性氧自由基在许多肝病中的作用被

广为接受, 但其确切的机制尚存在争议. 在肝细

胞中, 活性氧被认为参予了肝细胞和内皮细胞

的死亡, 一个原因是氧化应激导致了线粒体膜

的通透性的提高, 而这是一个细胞死亡前的重

要事件[24], 另一个潜在的靶位可能是半胱天冬酶

(caspase), 半胱天冬酶可被低剂量的氢氧自由基

激活, 然而大剂量的氢氧自由基反而会抑制他, 
因此活性氧是促进还是抑制细胞凋亡依赖于氧

化应激发生的程度[53]. 但是, 缺血再灌注中细胞

反应的分子机制尚不完全清楚. 肝中的Ref-1和
NF-kB蛋白可能起主要作用, 在小鼠模型中, 通
过腺病毒载体介导的Ref-1高表达可抑制再灌注

氧化应激[54]. 在氧含量正常的情况下线粒体能量

供应是由呼吸提供的, 然而低氧情况下, 线粒体

通过ATP酶反应的逆反应仍保持能量供应[55]. 这
就会使蓄积的ATP在需氧期造成浪费, 也造成无

氧期的糖酵解. 很明显, 当线粒体膜电位这最后

一道防线瓦解后细胞死亡在所难免. 在心肌细

胞, 星形胶质细胞中, 用可渗透入线粒体的荧光

染料染色并用中等强度的激发光照射后, 可观

察到线粒体内光促作用下的ROS的产生, 表现为

这部分线粒体膜电位的长时间的波动[56], 但最后

细胞也会死亡. 在常态下有人观察到线粒体膜

电位类似的波动[57]. 毫无疑问, 这种线粒体膜电

位的波动作为一种病理状态对细胞将产生致命

影响, 但这种波动可被细胞ATP缓冲. 低氧本身

对细胞极端危险, 在神经组织中, 轻微的低氧很

快就引起大量谷氨酸释放[58], 由于酪氨酸甲酯的

■创新盘点
缺血再灌注损伤
的报道已有许多, 
以往多侧重于细
胞因子和转录因
子方面以及组织
结构形态学改变
的阐述, 其中活性
氧簇作用的综述
文献目前很少. 本
文首次结合肝脏
移植, 综述再灌注
损伤中活性氧簇
的作用机制.
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作用导致神经元不可逆死亡. 在其他组织如心

脏和肾脏, 低氧本身并不引起细胞溶解, 而是在

组织再氧合时造成ROS爆发性产生[59]. 可见, 由
低氧到正常氧供这一过程比低氧本身对细胞会

造成更大的损伤. 
大体而言, 细胞可通过短期的低氧然后短

期的再氧合, 也就是所谓的缺血预处理, 来应对

这种由低氧到再氧合的变化. 尽管肝缺血预处

理的益处已经在先期的临床研究被阐述, 但其

分子机制仍不清楚. 许多的介质如腺苷、NO、

氧应激、某些心脏抑制因子、TNF-α、血红素

加氧酶等被认为在保护途径中起关键作用[52]. 尽
管短周期的缺血可启动保护机制, 也可能产生

损伤分子(如氧化应激和CO), 这种损伤的作用

可能会超过他的保护作用, 从这一点上讲, 非特

异性的缺血预处理可能不是最有效的治疗方法, 
进一步的研究应着重于缺血预处理肝内机制的

研究, 发现能够阻止缺血预处理损伤作用的药

物, 这些药物可以特异诱导保护作用, 同时可抵

消短期的缺血预处理的副作用. 肝移植是目前

终末期肝病的有效治疗方法, 移植肝缺血再灌

注损伤是原发性移植物无功能或功能低下的主

要原因. 另外, 老年供肝和伴有中到重度肝硬化

的供肝更易受到缺血再灌注的损伤. 因此, 阐明

移植后早期缺血再灌注损伤的的分子机制, 将
有利于寻找保护移植物的方法, 改善移植效果, 
并可拓展供体器官的选择标准. 

总之, 由于氧化应激是多种肝脏疾病的共

同发病机制, 因此, 在氧化损伤早期鉴别分子结

构的改变将有助于监测疾病的进展程度并可早

期识别. 为定位这一重要的作用位点, 就要辨别

那些表达和功能被氧化应激直接改变的基因. 
基因表达的改变可以通过两种方法检查. 一种

方法是研究已知的氧化应激作用的单个候补基

因的表达, 如c-jun[29]和NF-kB[60]. 但是, 已知氧化

应激的生物反应是通过复杂的基因排列的改变

介导的[61], 因此, 研究单个候补基因不足以阐明

基于氧化应激的肝病复杂机制. 另一种方法包

括DNA微阵列、差异显示和蛋白组学, 能够同

时检测许多基因产物的改变. 目前, 对肝细胞氧

化应激时参与的蛋白质类了解不多, 因为以往

的大部分研究多是在RNA水平. 蛋白组学的出

现, 使得研究各种细胞单个蛋白的基因表达成

为可能[62]. 应用蛋白组学技术, 最近研究了人类

上皮细胞氧化应激早期分子作用位点[63]. 这一研

究表明, 蛋白组学方法有望检出氧化应激早期

分子标记物. 氧化还原基因治疗已证明能够解

决肝移植后与缺血再灌注期间氧化损伤的有关

问题[64], 而蛋白组学技术正好满足了这一治疗方

法对于最佳作用位点识别的需求. 
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■同行评�价
组织再灌注损伤
的机制研究是个
老课题, 结合肝移
植的再灌注损伤
具有一定的临床
意义; 再灌注损伤
的分子机制很复
杂, 活性氧簇的研
究是个较新的切
入点.
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第八届中西医结合实验医学研讨会

本刊讯 第八届中西医结合实验医学研讨会将于2006-10在南京举行, 现将征文通知公布如下:

 
1  截稿日期

 2006-08-31截稿

2  联系方式 

南京中山东路305号南京军区总医院 齐名; 邮编: 210002; 电话: 025-52926620.


