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Abstract
AIM: To explore the expression of the CXC 
chemokine receptor 3 (CXCR3) and its ligands 
(IP-10, Mig) in the livers of ischemia/reperfusion 
(I/R) injured rats. 

METHODS: Thirty-two Wistar rats were ran-
domly divided into four groups, with 8 rats in 
each group: sham operation (SO) and 6-, 12- and 
24-hour I/R groups. The level of tumor necrosis 
factor (TNF)-α in liver tissue was measured by 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). 
The expression levels of CXCR3 and its ligands 
(IP-10, Mig) were assessed by semi-quantitative 
reverse transcription polymerase chain reaction 
(RT-PCR). The serum levels of alanine transami-
nase (ALT) and aspartate transaminase (AST) 
were also analyzed. 

RESULTS: Low expression levels of CXCR3, 
IP-10 and Mig mRNAs were observed in the 

SO group. The expression levels of CXCR3 and 
IP-10 mRNAs in the ischemic tissues of I/R 
animals were significantly higher than those in 
SO animals (CXCR3: 0.925 ± 0.109, 0.786 ± 0.074, 
0.606 ± 0.082 vs 0.125 ± 0.028, all P < 0.01; IP-10: 
0.863 ± 0.091, 0.680 ± 0.075, 0.543 ± 0.284 vs 0.128 
± 0.027, all P < 0.01). The expression levels of 
CXCR3 and IP-10 mRNAs in the ischemia tissues 
of 6-hour I/R animals were higher than those 
in the ischemic tissues of 12-hour I/R animals  
(P < 0.01). There was no difference in the level of 
Mig mRNA between the I/R group and the SO 
group. Compared with the SO group, the level 
of TNF-α was significantly increased in the I/R 
groups (154.88 ± 14.35 ng/L, 258.88 ± 13.73 ng/L, 
182.87 ± 10.95 ng/L vs 23.63 ± 4.00 ng/L, all P < 
0.01), reaching a peak at 12 hours after reperfu-
sion.  

CONCLUSION: The expression levels of mRNAs 
for CXCR3 and its ligand IP-10 are rapidly up-
regulated in liver ischemia/reperfusion tissue, 
suggesting that CXCR3 plays an important role 
in liver injury induced by I/R. 
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摘要
目的: 探讨CXC趋化因子受体3(CXCR3)及其
配体IP-10和Mig在大鼠肝脏缺血/再灌注(I/R)
损伤中的表达及作用. 

方法: 32只Wistar大鼠随机分成4组, 每组8
只. 即假手术组, 部分肝脏缺血再灌注6, 12和
24 h组. 应用酶联免疫吸附实验(ELISA)法检
测肝组织肿瘤坏死因子(TNF)-α水平. 应用半
定量聚合酶链式反应(RT-PCR)法测定肝组织
CXCR3及其配体IP-10, Mig mRNA的表达. 同
时检测血清丙氨酸转氨酶(ALT)及天冬氨酸
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■背景资料
肝缺血再灌注损
伤是肝切除术、

肝移植和低血容
量休克中影响肝
脏功能的一个主
要因素, 这一损伤
主要是急性炎症
性应答的结果. 趋
化因子是一类控
制免疫细胞定向
迁移的细胞因子, 
其中CXC趋化因
子受体3(CXCR3)
及其配体是介导
炎症反应的主要
趋化因子, 因此可
能在肝脏I/R损伤
中起调节作用.



转氨酶(AST)的含量. 

结果:  假手术组肝组织中C X C R3, I P-10, 
Mig mRNA低表达. 缺血再灌注各组肝组织
中CXCR3和IP-10 mRNA表达水平均明显
高于假手术组(CXCR3: 0.925±0.109, 0.786
±0.074, 0.606±0.082 vs  0.125±0.028, 均
P <0.01; IP-10: 0.863±0.091, 0.680±0.075, 
0.543±0.284 vs  0.128±0.027, 均P <0.01), 6 h
组高于12 h组(P <0.01), 12h组与24h组无明显
差别(P >0.05). Mig mRNA水平较假手术组相
比，无显著差异(P >0.05). 缺血再灌注各组
TN F-α水平较假手术组明显升高(154.88±
14.35 ng/L, 258.88±13.73 ng/L, 182.87±10.95 
ng/L vs  23.63±4.00 ng/L, 均P <0.01), 再灌注
12 h达高峰.

结论: CXCR3及其配体IP-10在肝脏缺血再灌
注早期表达上调, 在缺血再灌注损伤中起重要
的作用.

关键词: 肝移植; 再灌注; 趋化因子受体
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0  引言

肝缺血再灌注(ischemia/reperfusion, I/R)损伤是

肝切除术、肝移植和低血容量休克中影响肝

脏功能的一个主要因素, 他导致局部和广泛的

细胞损伤和器官功能下降. 这一损伤主要是急

性炎症性应答的结果. 炎症性应答由炎性介质

的级联反应诱导, 引起白细胞聚集于缺血后组

织, 导致间质细胞损伤. 内源性调节机制试图控

制这种炎症应答. 炎症性反应在缺血再灌注损

伤中起重要作用[1]. 趋化因子是一类控制免疫

细胞定向迁移的细胞因子, 对白细胞的发育、

分化、定位具有重要的调节作用[2-3]. 我们研究

CXC趋化因子受体3(CXCR3)及其配体IP-10、
Mig在肝脏I/R损伤时的表达, 了解他们在I/R损
伤中是否起调节作用.

1  材料和方法

1.1 材料 TRIzol试剂、IP-10、Mig、CXCR3和
β-actin引物购自大连宝生物工程公司. TNF-α检
测用ELISA试剂盒购自北京邦定泰克生物技术

有限公司.
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1.2 方法 
1.2.1 模型建立  ♂Wi s t a r大鼠32只 ,  体质量

200-250 g, 每组8只, 即假手术组(Sham operation, 
SO)及I/R 6 h, 12 h, 24 h组.  并将I/R各组未行I/R
的肝脏作为自身对照. 术前禁食12 h, 不禁水. 乙
醚吸入麻醉, 由阴茎背静脉注入肝素200 U/kg ,
腹部正中切口入腹, 将供应肝中叶、左叶的肝

动脉、门静脉、胆管用微血管夹阻断, 而不阻

断供应肝右叶、右外侧叶及尾状叶的动、静脉

及胆管[4]. 待肝叶缺血达90 min, 再次开腹移去血

管夹后关腹, 并给予乳酸林格液20 mL/kg, 以补

充液体的丢失. SO组术前肝素化, 未结扎血管, 
余操作相同. 在灌注6, 12, 24 h分别处死动物取

静脉血及肝组织标本.
1.2.2 CXCR3及其配体mRNA水平检测[5] 采用逆

转录-多聚酶链反应(RT-PCR)半定量法检测. 采
用异硫氰酸胍一步法提取RNA. 取1.5 µg RNA
逆转录合成cDNA. 引物序列: IP10: 5'-ccgcgcctat
cgccaatgagctgcgc-3', 5'-cttggggacaccttttagcatcttttg
g-3'; Mig: 5'-gaactcagctctgccatgaa-3', 5'-ttgccgagtc
cggatctagg-3'; CXCR3: 5'-tcatcttcctgtcagccagc-3', 
5'-caccaccaccaccaccacta-3'; β-actin: 5'-gcgacgaggc
ccagagcaagagaggc-3', 5'-gctaggagccagggcagtaatct
cc-3'. 扩增条件: 首先95℃ 2 min, 56℃ 30 s, 72℃ 
1 min, 之后95℃ 30 s, 56℃ 30 s, 72℃ 1 min, 33
次循环. 扩增产物上样于10 g/L琼脂糖凝胶电

泳, EB染色20 min, 凝胶成像分析系统测定DNA
光密度. β-actin作为内参照. 以各实验组各电泳

条带密度与相对的内参照密度之比表示相对表 
达量. 
1.2.3 肝组织TNF-α水平和血清ALT, AST测定检

测 肝组织应用超声粉碎仪粉碎后, 离心, 留取上

清, 应用ELISA试剂盒, 酶标仪测定450 nm吸光

度检测. 血清ALT, AST测定采用日立全自动生

化仪检测.
统计学处理 所有数据均通过SPSS13.0软件

处理. 以mean±SD表示, 采用One-Way ANOVA
方法检验, P <0.05认为有统计学意义.

2  结果

2.1 各组肝功能变化 SO组及6, 12, 24 h I/R组ALT 
值分别为97.38±8.83 U/L, 1486.88±196.45 U/L, 
2272.63±208.50 U/L和3517.13±235.04 U/L. SO
组及6,12, 24 h I/R组AST值分别为86.75±8.60 
U/L, 1221.63±105.93 U/L, 1984.38±104.27 U/L
和2942.88±202.93 U/L. I/R组, 随着再灌注时间

的延长, ALT、AST逐渐升高, 于24 h达最高, 各
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■研发前沿
肝缺血再灌注损
伤与细胞因子的
关系是目前研究
的热点之一, 但相
关研究报道较少.
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时段间比较, 差异显著(P <0.01). 同假手术组比

较, 缺血再灌注组各时段ALT、AST均显著升高

(P <0.01, 表1).
2.2 TNF-α水平 SO组、6 h, 12 h, 24 h I/R组

TNF-α分别为23.63±4.00 ng/L, 154.88±14.35 
ng/L, 258.88±13.73 ng/L, 182.87±10.95 ng/L, 
再灌注后肝组织TNF-α水平升高, 12 h达高峰, 
同6 h相比, 差异显著(P <0.01), 至24 h下降,但仍

明显高于假手术组(P <0.01). SO组、6 h、12 h、
24 h I/R组未缺血肝组织TNF-α水平为21.13±
4.05 ng/L, 25.63±4.60 ng/L, 23.63±4.57 ng/L, 
24.63±4.98n g/L, 各组之间比较无明显差别 
(表2).
2.3 CXCR3及其配体mRNA水平 实验组再灌注

后, 肝组织CXCR3和IP-10 mRNA表达水平明显

升高, 再灌注6 h达高峰, 6 h, 12 h, 24 h同SO组比

较, 差异显著(P <0.01). 实验组再灌注12 h同6 h
相比, CXCR3和IP-10 mRNA表达水平明显下降

(P <0.01), 而同24 h相比, 无统计学差异(P >0.05). 
Mig mRNA在再灌注后有所升高, 但同对照组比

较, 无明显差别(P >0.05)(表2). 

3  讨论

肝缺血再灌注损伤是复杂的肝切除、肝外伤和

肝移植等手术中不可避免的病理过程[6]. 由缺血

再灌注引起的肝损伤的确切生化机制非常复杂, 
至今仍未完全清楚. 研究显示MCP-1、MIP-1、
2在缺血再灌注损伤中表达明显升高[7-8], 他们主

要作用于中性粒细胞. 近年研究表明, 急性炎症

性应答在这一过程中起重要的作用. 免疫抑制

剂引起的全身性免疫抑制可以减轻缺血再灌注

损伤, 而且无胸腺小鼠的肝脏缺血再灌注损伤

下降, 这些都提示T淋巴细胞在其中可能起重要

的作用[9-10]. 多种途径参与淋巴细胞的活化, 趋化

因子受体途径是其中的重要途径. 最近研究结

果也显示淋巴细胞在缺血再灌注损伤中起重要

的作用[11]. 实验发现淋巴细胞在再灌注早期在肝

脏窦周聚集, 从而损伤组织. 
趋化因子是一类控制免疫细胞定向迁移的

细胞因子, 对白细胞的发育、分化、定位具有

调节作用. 其属于小分子的分泌蛋白超家族, 根
据N端半胱氨酸残基的数目和排列方式, 将趋化

因子分为CXC、CC、C、CX3C 4个亚家族. 其
中CXC趋化因子受体3(CXC chemokine receptor 
3, CXCR3)及其配体IP-10、Mig与T细胞应答密

切相关[12]. 我们实验结果显示缺血再灌注后随

着再灌注时间延长, 血清ALT、AST不断升高, 
显示出肝细胞损害加重. 同时, 我们检测了缺血

再灌注时CXCR3及其配体IP-10、Mig mRNA
在肝脏中的表达, 发现缺血区肝组织再灌注后

CXCR3、IP-10 mRNA表达增加, 于再灌注后6 h
达最高峰, 之后表达水平逐渐下降, 6 h和12 h比
较, 差异显著(P<0.01), 而12 h和24 h之间无明显

差别. 未缺血肝组织CXCR3、IP-10 mRNA水平

无明显升高. 这表明CXCR3、IP-10在再灌注的

早期即参与了肝脏损伤. Mig mRNA的表达水平

在缺血肝组织虽有升高, 但与未缺血肝组织比

较, 无显著差异(P>0.05), 表明Mig在缺血再灌注

bP<0.01 vs  SO; dP<0.01 vs  6 h组; eP<0.01 vs  非缺血组.

表  2  肝组织中CXCR3、IP-10、Mig mRNA及TNF-α比较(mean±SD, n  = 8)

     
组织	                                                        SO                           I/R 6 h                           I/R 12 h                      I/R 24 h

CXCR3 mRNA   缺血组织	        0.125±0.028	       0.925±0.109be	        0.786±0.074bde	       0.606±0.082be

                          非缺血组织	        0.133±0.041	       0.159±0.046	        0.155±0.057	        0.161±0.043

IP-10 mRNA     缺血组织	        0.128±0.027	       0.863±0.091be	        0.680±0.075bde	       0.543±0.284be

                          非缺血组织	        0.128±0.041	       0.140±0.040	        0.136±0.037	        0.128±0.047

Mig mRNA        缺血组织	        0.105±0.024	       0.104±0.023	        0.123±0.020	        0.114±0.025

                          非缺血组织	        0.104±0.033	       0.111±0.032	        0.124±0.034	        0.114±0.025

TNF-α(ng/L)    缺血组织	        23.63±4.00	     154.88±14.35b	      258.88±13.73bd	      182.87±10.95b

                          非缺血组织	        21.13±4.05	       25.63±4.60	        23.63±4.57	        24.63±4.98

■应用要点
CXCR3趋化因子
受体及其配体若
在肝缺血再灌注
损伤中起促进作
用, 此趋化因子受
体途径可作为阻
断靶位和减轻缺
血再灌注损伤的
新途径. 

表  1  肝脏缺血再灌注损伤后血清ALT、AST含量变化
(U/L, mean±SD)

     
分组                                ALT                                AST

SO组                  97.38±8.83                86.75±8.60

I/R 6 h组         1486.88±196.45b       1221.63±105.93b

I/R 12 h组       2272.63±208.50bd      1984.38±104.27bd

I/R 24 h组       3517.13±235.04be      2942.88±202.93be

bP<0.01 vs  SO组; dP<0.01 vs  6 h组; eP<0.01 vs  12 h组.
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损伤中无明显作用. 在实验中, 我们应用ELISA
监测各时段肝脏TNF-α水平. 结果显示, 缺血再

灌注后TNF-α水平升高, 再灌注12 h达最高峰, 
之后逐渐下降, 各时段比较差异显著(P <0.01). 
本实验显示CXCR3、IP-10 mRNA表达高峰早

于TNF-α, 表明在缺血再灌注损伤早期T细胞即

起了一定的作用. 这与Khandoga et al [11]提出的

淋巴细胞在再灌注早期即在肝脏窦周聚集, 从
而损伤肝组织的研究结果一致. 本研究发现趋

化因子受体途径参与了肝脏缺血再灌注早期T
细胞活化, 继之引起TNF-α等细胞因子的释放, 
导致肝组织进一步受损伤, 但确切作用机制还

需进一步探讨. 
由此可见, 趋化因子IP-10及其受体CXCR3

促进了淋巴细胞在缺血再灌注损伤中的作用, 
若阻断此作用途径, 可能减轻早期肝脏缺血再

灌注损伤.
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■同行评价
本 文 研 究 得 出
CXCR3及其配体
IP-10在I/R早期表
达 上 调 ,  方 法 成
熟, 设计合理, 数
据可信, 对临床研
究有一定的参考
价值. 
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世界华人消化杂志在线办公系统

本刊讯 自2005-12-15起, 世界华人消化杂志正式开通了在线办公系统(http://www.wjgnet.com/wcjd/ch/index.

aspx), 所有办公流程一律可以在线进行, 包括投稿、审稿、编辑、审读，以及作者、读者、编者之间的信息

反馈交流. 凡在在线办公系统注册的用户, 将可获得世界华人消化杂志最新出版消息. 


