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SP600125对大鼠肝缺血再灌注损伤的保护作用*★ 

仇爱刚1，徐三荣2，李  杰2，张海鸣2，顾小海1 

Protective effect of SP600125 on hepatic ischemia/reperfusion injury in rats 
 

Qiu Ai-gang1, Xu San-rong2, Li Jie2, Zhang Hai-ming1, Gu Xiao-hai1 

 
Abstract 
BACKGROUND: As JNK kinase inhibitor, SP600125 can specific and selective block JNK signal transduction pathways. 
However, it is poorly understood the role of SP600125 on hepatic ischemia/reperfusion (IR) injury. 
OBJECTIVE: SP600125 was used to interfere in hepatic IR injury and to analyze the mechanism of JNK signaling pathway in 
this process.  
METHODS：Thirty normal male Sprague-Dawley rats were randomly divided into sham operation group, IR group and JNK 
inhibitor SP600125 group. The left medius lobe was blocked in the IR group. At half hour before operation, 15 mg/kg 
SP600125 were injected into rats in the SP600125 group. All rats were killed at 2 hours after reperfusion. Routine assays 
were performed for testing the levels of alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST); the 
pathological changes in the liver was evaluated with hematoxylin-eosin staining and contents of maleicdialdehyde (MDA) and 
myeloperoxidase (MPO) in liver tissues were detected by colorimetric method.  
RESULTS AND CONCLUSION: Compared to the IR group, the levels of serum ALT, AST, contents of MPO and MDA, as well 
as expression of p-JNK in hepatic tissues decreased significantly in the SP600125 group. The pathological changes of hepatic 
IR injury could be alleviated obviously. The activation of JNK signal pathway plays a pivotal role in hepatic IR injury, which can 
be alleviated by SP600125 treatment. 
 
Qiu AG, Xu SR, Li J, Zhang HM, Gu XH. Protective effect of SP600125 on hepatic ischemia/reperfusion injury in rats. Zhongguo 
Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(53): 9977-9981.      [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 
 
摘要 

背景：SP600125作为 JNK激酶抑制剂，可特异性阻断 JNK细胞转导通路，对肝脏缺血再灌注又起到怎样的作用，目前尚
无相关研究。 
目的：应用 SP600125对肝脏缺血再灌注进行干预，分析 JNK信号转导通路在该病理生理过程中的作用。 
方法：将 30只雄性 SD大鼠按随机数字表法分为 3组，假手术组、缺血再灌注组及 SP600125组各 10只。假手术组仅行
进腹手术；缺血再灌注组行进腹手术，阻断肝左中叶的血供；SP600125组于术前半小时腹腔注射 SP600125 15 mg/kg，
其他操作同缺血再灌注组。于复灌后 2 h取材，分别测定各组血清肝功能酶活性，通过苏木精-伊红切片染色观察肝组织结
构的病理变化，运用免疫组织化学法检测肝组织中 p-JNK表达并进行半定量分析，以比色法检测肝脏丙二醛含量及髓过氧
化物酶活性。 
结果与结论：相对于缺血再灌注组，SP600125组血清肝功能酶活性明显下降，肝脏 p-JNK表达较低，肝脏髓过氧化物酶
活性以及丙二醛含量下降，病理损伤有所缓解。提示 JNK细胞信号转导通路在肝缺血再灌注损伤过程中被广泛激活，应用
JNK抑制剂 SP600125对缺血再灌注损伤有保护作用。 
关键词：缺血再灌注损伤；肝脏；JNK；SP600125；信号转导；保护 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2010.53.024 
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0  引言 

 

在肝脏外科疾病中肝缺血再灌注损伤是常

见的病理生理过程。在肝脏外科手术中，术中

为减少出血量，目前临床上主要采取各种方法

以阻断肝脏血流，虽然肝脏血流的阻断可有效

地控制出血，但是肝脏再灌注后所造成的肝脏

损伤成为术后严重的并发症。目前研究认为它

是多种机制共同作用，相互影响的结果
[1-2]
。已

有大量研究表明多种信号转导通路参与了缺血

再灌注的发生和发展，介导了相关基因的激活，

炎性症递质的释放，细胞的凋亡多个过程。而

JNK 细胞信号转导通路就是其中重要的一个亚

型，其在缺血再灌注中的作用越发引起相关的

关注。SP600125作为 JNK激酶抑制剂，可特

异性阻断 JNK 细胞转导通路[3]
，对肝脏缺血再

灌注又起到怎样的作用，目前尚无相关的研究。

本文旨在应用 SP600125 对肝脏缺血再灌注进

行干预，探讨 JNK信号转导通路在该病理生理

过程中的具体作用。 

 

1  材料和方法 

 

设计：随机对照动物实验。 

时间及地点：于 2009-04/11在江苏大学附
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属医院中心实验室完成。 

材料：健康雄性清洁级 SD大鼠 30只，体

质量 250~300 g，由江苏大学动物实验中心提

供，实验动物机构许可证号：SCX (苏 ) 

2002-0045。p-JNK单克隆抗体购自 Sata Cruz

公司，JNK 抑制剂(SP600125)购自 Sigma 公

司，DAB 购自北京中山试剂公司，丙二醛和

MPO 检测试剂盒购自南京建成生物工程研究

所。 

方法： 

实验分组：将 30 只 SD 大鼠按随机数字表

法分为 3 组，假手术组、缺血再灌注组及

SP600125组每组 10只。 

模型制作：其中假手术组仅行进腹手术，分

离暴露肝十二指肠韧带，不做结扎；缺血再灌

注组行进腹手术，分离肝门部血管，无损伤血

管夹阻断肝左中叶的血供；SP600125 组于术

前半小时腹腔注射 SP600125 15 mg/kg，其他

操作同缺血再灌注组。术前 12 h大鼠禁食可自

由饮水，戊巴比妥钠(40 mg/kg)腹腔注射麻醉。

固定后，常规消毒，铺无菌巾，取腹部正中切

口，暴露肝脏，分离肝门部血管，用无损伤血

管夹夹闭肝左叶、中叶的血管。肝叶颜色暗红

色变为苍白，说明阻断成功。1 h后松血管夹，

恢复肝叶血供。于复流 2 h后取肝脏组织标本，

下腔静脉取血。 

肝功能酶活性检测：下腔静脉采血 5 mL，   

3 000 r/min 离心 10 min，制成血清运用日本

Olympus Au2700 全自动生化分析仪检测下腔

静 脉 血 中 丙 氨 酸 转 氨 酶 (alanine 

aminotransferase,ALT)、天冬氨酸转氨酶

(aspartate aminotransferase,AST)活性。 

苏木精-伊红染色的组织学检查：肝脏标本用

100 g/L多聚甲醛固定，石蜡包埋，切片厚度为

4 μm，苏木精-伊红染色后显微镜下观察肝脏病

理变化。 

免疫组织化学测定：取石蜡切片，p-JNK 抗

体稀释浓度为 1∶100，常规二甲苯脱蜡，梯度

乙醇水化，先用体积分数 0.3%H2O2室温作用

10 min，三蒸水冲洗 5 min，后浸入柠檬酸/柠

檬酸钠中，95 ℃ 20 min后，滴加正常山羊封

闭血清，室温孵育 1 h，PBS洗 3次后滴加一

抗放入 4 ℃冰箱过夜，吸去一抗，PBS冲洗 3

次，滴加生物素标记的二抗，37 ℃温箱孵育 1 h，

PBS冲洗 3次，吸干周围水分，滴加 SABC复

合物，放入 37 ℃温箱孵育 20 min。三蒸水洗

5 min，3次，DAB显色，脱水、透明、封固。

阳性反应为胞浆和胞核染色，为棕黄色。图像

分析：在光镜下随机挑选 10 个高倍视野

(×400)，用 HPIAS-1000 型全自动医学彩色图

像分析系统测定肝细胞内棕黄色颗粒的平均吸

光度(A)值，对 p-JNK进行半定量分析。 

肝脏丙二醛含量以及髓过氧化物酶活性检测：

肝组织中的髓过氧化物酶采用髓过氧化物酶测

试盒进行检测, 具体操作按试剂盒说明书进

行。 

主要观察指标：①肝功能 ALT，AST活性。

②肝脏苏木精-伊红染色常规病理变化。③肝脏

p-JNK 的表达及半定量分析结果。④肝脏丙二

醛含量及髓过氧化物酶活性。 

统计学分析：所有数据由第一作者均以x
_

±s

表示，用 SPSS 17.0软件检验方差齐性，组间

比较采用单因素方差分析及 LSD-t 检验，P < 

0.05为差异有显著性意义。 

 

2  结果 

 

2.1  实验动物数量分析  将 30 只 SD 大鼠分

为 3 组，全部进入结果分析，如模型制作过程

中出现死亡，则续用另外大鼠，保持组数和数

量不变。 

2.2  血清肝功酶指标的变化  见表 1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 1 可见，与假手术组相比，缺血再灌注

组和 SP600125组血清 ALT、AST活性均升高

(P < 0.01)；SP600125组则明显低于缺血再灌

注组(P < 0.05)。 

2.3  肝脏病理学变化  假手术组呈正常肝脏

组织，无明显病理改变，见图 1a。缺血再灌

注组正常肝小叶结构严重破坏，轮廓模糊不

清，肝细胞以及肝窦部血管内皮细胞高度水

肿，变形，同时伴有少量炎性细胞的浸润，见

图 1b。SP600125组肝细胞肿胀，肝小叶结构

模糊，肝脏呈淤血改变，肝细胞坏死不明显，

见图 1c。
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   表 1  各组肝功能酶活性比较 
Table 1  Contents of serum alanine 

aminotransferase (ALT) and aspartate 
aminotransferase (AST) in each group   

(x
_

±s, n=10, μkat/L) 

Group               ALT    AST  

Sham operation 
Ischemia/reperfusion 
SP600125 

 1.17±0.10 
32.78±3.07a 
21.20±2.25ab 

 2.79±0.41 
41.62±4.25a 
30.38±3.21ab 

   aP < 0.01, vs. sham operation group; bP < 0.05, vs. 
ischemia/reperfusion group 
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2.4  免疫组织化学变化  假手术组肝脏 P-JNK基本无

明显表达，见图 2a。 

缺血再灌注组 P-JNK 在肝细胞浆和胞核中有大量

表达，且染色较深，见图 2b。 

SP600125组仅在细胞浆中表达，染色较缺血再灌

注组浅，见图 2c。 

假手术组、缺血再灌注组及 SP600125组 A值分别

为 0.18±0.03，0.54±0.12，0.33±0.05，假手术组显著

低于缺血再灌注组(P < 0.05)。 

2.5  肝脏丙二醛含量和髓过氧化物酶活性变化  见表

2。 

表 2 可见，与假手术组相比，缺血再灌注组和

SP600125组丙二醛含量及髓过氧化物酶活性均显著升

高(P < 0.01)；SP600125 组则明显低于缺血再灌注组 

(P < 0.05)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

自 20 世纪中后期肝移植的问世以来，肝移植技术

的发展拓宽了肝脏治疗的范畴及领域、极大地推动了肝

脏外科技术的飞跃。随着技术的日趋成熟，肝脏移植已

经成为治疗肝脏终末期疾病惟一有效的治疗手段。然而

Figure 1  Pathological changes in each group 
(Hematoxylin-eosin staining, ×400) 

    图 1  各组肝脏病理切片(苏木精-伊红染色，×400) 

a: Sham operation group 

c: SP600125 group 

Figure 2  Expression of P-JNK in liver tissure by 
immunohistochemistry in each group (×400) 

    图 2  各组 p-JNK的表达(免疫组织化学法，×400) 

a: Sham operation group 

c: SP600125 group 

   表 2  各组肝脏丙二醛含量及髓过氧化物酶活性比较 
Table 2  Contents of maleicdialdehyde (MDA) and 

myeloperoxidase (MPO) in each group (x
_

±s, n=10) 

Group              MDA (μmol/g) MPO (nkat/g) 

Sham operation 
Ischemia/reperfusion 
SP600125 

1.84±0.32 
4.75±1.56a 
3.17±1.06ab 

  3.33±0.83 
24.17±3.00a 

 14.50±1.00ab 
   aP < 0.01, vs. sham operation group; bP < 0.05, vs. ischemia/ 

reperfusion group 

b: Ischemia/reperfusion group b: Ischemia/reperfusion group 
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由缺血再灌注导致的不良反应甚至急性供肝衰竭也被

证明是一个影响移植器官长期存活的重要临床风险因

素。 

缺血再灌注损伤最早是于 1960 年由 Jenings首先

提出，缺血一定时间的组织和器官，在重新恢复血液供

应之后，不仅不能使组织器官的功能得到恢复和改善，

反而加重了功能代谢障碍以及组织结构的破坏，甚至其

他组织器官的损伤。其损伤因素包括两个阶段的病理过

程：一是缺血缺氧本身对组织的损伤，二是再灌注早期，

产生化学物质对组织、细胞的损害。此后学者们对缺血

再灌注损伤进行了大量的研究和报道，目前大家一致认

为：缺血再灌注损伤是一个由多种因素，多种机制交互

式作用，相互影响而导致的极其复杂的病理生理过程。

缺血再灌注损伤的发生可能和以下机制有关：巨噬细胞

和淋巴细胞的激活，中性粒细胞的浸润，炎性细胞因子

的释放，细胞内的钙超载，活性氧自由基的大量生成和

破坏，微循环障碍，内源性的保护物质生成减少等
[4-10]
。 

近年来研究发现缺血再灌注损伤与丝裂原活化蛋

白激酶信号转导通路密切相关
[11-12]
。丝裂原活化蛋白激

酶是细胞内的一种丝/苏氨酸蛋白激酶,它受到刺激后磷

酸化而活化。活化前的丝裂原活化蛋白激酶位于胞浆，

一旦活化即进入核内激活靶基因。而 JNK/SAPK是哺乳

类细胞中丝裂原活化蛋白激酶中极为重要一个亚类，逐

渐引起普遍的关注。已有大量研究表明 JNK 信号通路

可被应激刺激(如紫外线、热休克、高渗、缺血再灌注等)、

细胞因子(肿瘤坏死因子 α、白细胞介素 1)、生长因子及

某些 G 蛋白偶联受体激活。JNK 细胞信号转导途径和

心，肾脏，脑等组织缺血再灌注损伤有密切联系
[13-15]

。

而其与肝脏缺血再灌注的关系，报道相对较少。Shinoda

等
[16]
在大鼠肝脏缺血再灌注模型中，JNK的活性在再灌

注 60 min时较缺血前高 12.4倍。国内周正[17]
以及肖建

生等
[18]
的研究均表明，在缺血再灌注损伤过程中 JNK

被活化，p-JNK及其 mRNA表达均显著升高。 

髓过氧化物酶与缺血再灌注损伤的关系：中性粒细

胞在肝脏缺血再灌注损伤的早期聚集到肝脏微循环系

统中被活化，加重再灌注损伤。中性粒细胞的聚集外侵

需要肝窦内皮细胞和中性粒细胞之间的相互作用，通过

中性粒细胞和内皮细胞表面黏附分子的上调使得两者

的结合更加紧密，从而使中性粒细胞进一步越过内皮细

胞,转入肝脏实质，产生炎症反应[19]
。髓过氧化物酶是中

性粒细胞所特有，即使在有强吞噬作用的巨噬细胞中也

极少或完全没有这种酶。它在每个细胞中所含的量是一

定的，约占细胞干质量的 5%，该酶具有使过氧化氢还

原的能力，利用这一特点可以分析该酶的活力，并定量

测定中性白细胞的数目。因此，组织髓过氧化物酶是中

性粒细胞的标志酶，其升高程度间接反映了肝脏中中性

粒细胞的浸润程度。 

丙二醛与缺血再灌注损伤的关系：在机体缺血再灌

注损伤过程中，通过酶系统和非酶系统产生大量氧自由

基，后者能攻击生物膜中的多不饱和脂肪酸，引发脂质

过氧化作用，并因此形成脂质过氧化物。如醛基、酮基、

轻基、氢过氧基，以及新的自由基等。氧自由基不但通

过生物膜中的多不饱和脂肪酸过氧化引起细胞损伤，而

且还能通过脂质过氧化物的分解产物引起细胞损伤
[20]
。

因而测试丙二醛的量常常可反映机体内脂质过氧化的

程度，间接反映出细胞损伤的程度。通过对肝脏髓过氧

化物酶和丙二醛含量的检测，可以分别为肝缺血再灌注

损伤中肝脏中性粒细胞的浸润程度，氧自由基的产生数

量提供客观依据，并以此作为一项肝损伤的评价标准。 

本实验通过应用 JNK 细胞信号转导通路抑制剂

SP600125对肝脏缺血再灌注损伤进行干预，通过观察

其对肝功能酶、肝脏病理学、P-JNK表达、肝脏丙二醛

和髓过氧化物酶等指标，来进一步探究 JNK 细胞信号

转导通路在肝缺血再灌注损伤中的机制，从而为临床上

肝脏外科手术中(特别是肝移植)出现的缺血再灌注损伤

提供新的治疗措施。 

经本实验证实，应用 SP600125对缺血再灌注干预

后，由于此细胞转导通路被阻断，肝脏 p-JNK较缺血再

灌注组明显下降，血清肝功能酶水平则显著降低，病理

损伤缓解，肝脏丙二醛和髓过氧化物酶活性下降。由此

推测缺血再灌注的损伤与 JNK 的激活密切相关，

SP600125对缺血再灌注起保护作用。其可能的机制为：

当作为应激源的缺血再灌注可迅速激活 JNK 信号转导

通路，JNK活化后，磷酸化原癌基因 c-fos和 c-jun，从

而启动和提高 AP-1 的转录，进一步促进 p53、Bax、

FasL、肿瘤坏死因子等促凋亡蛋白的表达[21]
。此外 JNK

的活化使肿瘤坏死因子的表达上调，而肿瘤坏死因子可

以加剧肝脏微循环的障碍和细胞凋亡，引起严重的肝脏

损伤
[22]
。SP600125 是一种非常有效的选择性抑制

JNK-l，2，3的抑制剂，通过可逆性地竞争 ATP从而抑

制 JNK的磷酸化，降低 p-JNK的水平，达到抑制 JNK

细胞转导通路的作用。SP600125通过抑制 JNK活化，

抑制炎性因子环氧化酶 2、白细胞介素 2、γ-干扰素、
肿瘤坏死因子表达，减轻组织的炎性反应，缓解肝细胞

的凋亡
[23]
。另外有学者发现已经应用 JNK 激酶基因敲

除的小鼠发现血红素氧化酶 1过度表达，从而对肝脏缺

血再灌注起到保护作用。由此也可以推断 JNK 的激活

与血红素氧化酶 1的表达可能也存在着一定的联系。 
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前针对肝缺血再灌注损伤机制的研究和报道很多，但是其

分子机制却并不十分清楚。课题创新性地将缺血再灌注损

伤的研究深入至分子水平，定位于细胞信号转导通路的研

究上，为进一步阐明该损伤的机制提供了实验基础，可以

为临床肝脏外科中(特别是肝移植)过程中出现的缺血再灌

注损伤提供新的治疗方法和思路。 


