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［摘　要］目的：观察气腹预处理后大鼠肝组织中磷脂酰肌醇－３激酶／蛋白激酶Ｂ（ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ）信号通路的变
化。方法：健康ＳＤ大鼠３０只，随机均分为假气腹组、气腹组和气腹预处理组；气腹组大鼠脐旁插入气腹针并连
接ＳＮ／ＲＥＦ气腹机充入二氧化碳（ＣＯ２）建立气腹模型（腹压保持在１５ｍｍＨｇ，持续９０ｍｉｎ后解除气腹），气腹预
处理组在建立气腹前先进行预处理（充气５ｍｉｎ，放气５ｍｉｎ，重复２次），其余同气腹组；假气腹组大鼠脐旁插入
气腹针但不充入ＣＯ２气体；实验结束后处死大鼠；取同一部位肝组织，采用 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测肝脏中 Ａｋｔ、ｐＡｋｔ
蛋白的表达，采用ＴＵＮＥＬ法检测肝细胞凋亡。结果：与假气腹组比较，气腹组大鼠肝脏中Ａｋｔ及ｐＡｋｔ的表达显
著减少，而肝细胞凋亡率则显著增加，差异具有统计学意义（Ｐ＜００１）；与气腹组比较，气腹预处理组大鼠肝脏
中Ａｋｔ及ｐＡｋｔ的表达显著增高，而肝细胞凋亡率则明显较少，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ信号通路可能参与了气腹预处理对大鼠肝组织的保护作用。
［关键词］模型，动物；气腹，人工；预处理；蛋白激酶Ｂ；大鼠，ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ
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　　近年来，腹腔镜手术过程中建立二氧化碳
（ＣＯ２）气腹所导致的腹腔脏器病理生理改变及其
对脏器功能的影响正日益引起关注［１］。ＣＯ２气腹
自身的压力会造成腹腔脏器组织缺血损伤，气腹缺

血预处理对提高组织缺血耐受性的作用虽受到重

视，但其保护作用的具体机制尚不清楚［２］。磷脂

酰肌醇３激酶－蛋白激酶 Ｂ（ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ）信号通路
是体内调节细胞生长、分化、凋亡的关键信号通路

之一，ＰＩ３Ｋ可通过激活其下游效应分子 Ａｋｔ，抑制
促凋亡蛋白 Ｂａｄ、Ｂａｘ和 ｃａｓｐａｓｅ的形成，从而达到
抑制细胞凋亡的目的［３－４］。本研究通过模拟临床

腹腔镜手术的操作环境，通过建立 ＣＯ２气腹及气
腹预处理动物模型，初步探讨 ＣＯ２气腹预处理对
大鼠肝组织中ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路的影响及其对肝
组织的保护作用。

１　材料与方法

１１　动物、仪器与试剂
健康成年雄性 ＳＤ大鼠３０只，８～１２周龄体，

质量２２０～２６０ｇ，购自贵州医科大学实验动物中
心；ＳＮ／ＲＥＦ气腹机（美国 Ｓｔｒｙｋｅｒ公司）；戊巴比妥
钠购自上海西塘生物科技有限公司；兔抗大鼠

Ａｋｔ、ｐＡｋｔ抗体购自北京博奥森生物技术有限公
司；ＰＶＤＦ膜及 ＥＣＬ化学发光试剂盒购自美国
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；十二烷基硫酸钠、甘氨酸、丙烯酰
胺、三羟甲基氨基甲烷及过硫酸铵购自北京鼎国公

司；细胞凋亡检测试剂盒购自南京碧云天生物科技

有限公司。

１２　方法
１２１　分组及模型复制　３０只 ＳＤ大鼠随机分为
假气腹组、气腹组和气腹预处理组，每组各１０只。
采用１％戊巴比妥钠按４０ｍｇ／ｋｇ体重腹腔注射麻
醉后，取仰卧位固定。脐周采用７５％酒精消毒灭
菌，参照文献［５］建立气腹模型。气腹组大鼠在脐
旁插入气腹针并连接 ＳＮ／ＲＥＦ气腹机充入 ＣＯ２建
立气腹动物模型，腹压维持在 １５ｍｍＨｇ，持续
９０ｍｉｎ后解除气腹；气腹预处理组在建立气腹前先
进行预处理（ＣＯ２充气５ｍｉｎ、腹压维持在１５ｍｍ
Ｈｇ、放气５ｍｉｎ，重复２次）后建立 ＣＯ２气腹，方法
同气腹组；假气腹组仅在脐旁插入针头但不充入

ＣＯ２。手术结束后 ２４ｈ（再灌注 ２４ｈ后）处死大
鼠，每只大鼠取相同部位肝组织于４％中性甲醛溶
液中固定４８ｈ，剩余肝组织储存在 －８０℃低温冰

箱，统一进行ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测。
１２２　肝组织 Ａｋｔ、磷酸化蛋白激酶 Ｂ（ｐＡｋｔ）蛋
白表达　采用 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法检测，取０１ｇ肝组
织提取总蛋白，经垂直电泳分离蛋白质后，采用全

湿电转移进行转膜，将ＰＶＤＦ膜置于封闭缓冲液中
２ｈ。洗膜缓冲液洗膜３次，将 ＰＶＤＦ膜与一抗稀
释液（Ａｋｔ１∶１０００，ｐＡｋｔ１∶５００）４℃孵育过夜。次
日用洗膜缓冲液洗膜３次，ＰＶＤＦ膜与二抗稀释液
（１∶３０００）在室温下孵育１ｈ，洗膜缓冲液洗膜３
次。加入增强化学发光试剂，暗室中反应１ｍｉｎ后
将ＰＶＤＦ膜迅速封入保鲜膜中，Ｋｏｄａｋ胶片进行显
影、定影，并用清水冲洗晾干。

１２３　肝细胞凋亡检测　采用 ＴＵＮＥＬ法检测肝
细胞凋亡，严格按照试剂盒说明书操作。

１３　统计学处理
数据采用ＳＰＳＳ１５０统计软件处理，计量资料

以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间采用方差分析，
两两比较采用 ｔ检验，Ｐ＜００５为差异有统计学意
义。

２　结果

２１　肝脏组织中Ａｋｔ、ｐＡｋｔ蛋白表达
各组大鼠肝脏组织中 Ａｋｔ、ｐＡｋｔ蛋白表达如

表１、图１所示，与假气腹组比较，气腹组大鼠肝组
织中Ａｋｔ、ｐＡｋｔ的表达均显著减少（Ｐ＜００１）；与
气腹组比较，气腹预处理组大鼠肝脏组织中Ａｋｔ、ｐ
Ａｋｔ的表达均显著增加（Ｐ＜００５）。
２２　肝细胞凋亡

ＴＵＮＥＬ法检测肝细胞凋亡结果如表１、图２所
示，假气腹组大鼠肝脏内仅有少量肝细胞发生凋

亡，而气腹组大鼠肝细胞凋亡率较假气腹组明显增

加（Ｐ＜００１）；经气腹预处理组大鼠肝组织中细胞
凋亡率较气腹组显著减少（Ｐ＜００５）。

表１　大鼠肝脏组织中总Ａｋｔ、ｐＡｋｔ水平及
肝细胞凋亡率（ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

Ｔａｂ．１　ＴｏｔａｌｌｅｖｅｌｏｆＡｋｔａｎｄｐＡｋｔｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
ｒａｔｓ＇ｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅａｎｄｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓ

组别 Ａｋｔ／βａｃｔｉｎ ｐＡｋｔ／βａｃｔｉｎ 凋亡率（％）

假气腹组 ２０１±０６３ １１２±０２４ ００９±００３
气腹组 ０７５±０２１（１） ０４７±０１５（１） ０３１±００７（１）

气腹预处理组 １３２±０１９（２） １０７±０３０（２） ０１４±００５（２）

（１）与假气腹组比较，Ｐ＜００１；（２）与气腹组比较，Ｐ＜００５
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注：１假气腹组；２气腹组；３气腹预处理组

图１　３组大鼠肝脏组织中Ａｋｔ、ｐＡｋｔ
表达（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）

Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡｋｔａｎｄｐＡｋｔｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅ
ｏｆ３ｇｒｏｕｐｓｏｆｒａｔｓ（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）

３　讨论

腹腔镜手术过程中通常采用 ＣＯ２气腹技术来

获得充分的操作空间。在建立 ＣＯ２气腹的过程
中，由于腹腔压力快速增加，压迫内脏血管，使肝动

脉、门静脉等血管阻力增加，血液灌流不足，从而导

致肝脏的缺血损伤［６］；当手术结束解除气腹后由

于腹腔内压骤降，内脏血管阻力消除，肝脏血液灌

流得以恢复。因此气腹过程实质上相当于肝脏缺

血再灌注过程，其所引起的肝脏损伤已被大量研究

所证实［７］。近年来有研究表明，气腹预处理有类

似缺血预处理的作用，能有效减轻腹腔镜术中气腹

假气腹组　　　　　　　　　　　气腹组　　　　　　　　　　　气腹预处理组

图２　３组大鼠肝细胞凋亡（ＴＵＮＥＬ，×２００）
Ｆｉｇ．２　Ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆ３ｇｒｏｕｐｓｏｆｒａｔｓ

所致的肝脏损伤。Ａｔｅｓ等［８］报道在建立大鼠 ＣＯ２
气腹前，给予５ｍｉｎ的充气（１５ｍｍＨｇ）和５ｍｉｎ的
放气可显著改善术中长时间气腹产生的缺血／再灌
注损伤。ＰＩ３ｋ／Ａｋｔ信号通路中的 ＰＩ３Ｋ是生长因
子受体超家族中的重要成员，而其下游效应分子

Ａｋｔ为 ＰＫＡ和 ＰＫＣ家族成员［９］。ＰＩ３ｋ活化后使
Ａｋｔ转位到细胞膜，催化其自身的Ｓｅｒ１２４和Ｔｈｒ４５０
发生磷酸化而激活；此外 Ａｋｔ和 ＰＤＫ１同时定位
在细胞膜上，ＰＤＫ１能进一步催化 Ａｋｔ的 Ｓｅｒ４７３
和Ｔｈｒ３０８发生磷酸化，从而使 Ａｋｔ完全活化［１０］。

磷酸化的Ａｋｔ（ｐＡｋｔ）可以传递抗凋亡信号到其下
游的效应分子，从而发挥对抗细胞凋亡，促进细胞

生长增殖的作用［１１］。

本研究通过模拟临床腹腔镜手术的操作环境，

建立 ＣＯ２气腹及气腹预处理动物模型，观察各组
大鼠肝脏组织中总 Ａｋｔ及 ｐＡｋｔ的表达情况。结
果表明，气腹组大鼠肝组织中总 Ａｋｔ及 ｐＡｋｔ的表
达较假气腹组显著减少，同时肝组织内细胞凋亡率

显著增加，提示 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路的抑制可能参
与了ＣＯ２充气和放气造成的肝组织缺血／再灌注

损伤。而气腹预处理组大鼠肝组织中总 Ａｋｔ及 ｐ
Ａｋｔ的表达较气腹组明显增多，同时肝组织内细胞
凋亡率较气腹组有所减少，这充分表明气腹预处理

能通过激活ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路减少肝细胞凋亡来
发挥减轻肝组织缺血－再灌注损伤的作用。
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部位的小细胞癌 ＰＡＸ５蛋白，发现其阳性率为
７９２％。本研究采用 ＳＰ法检测 ５６例 ＮＥＮ中
ＰＡＸ５蛋白表达情况，分析 ＰＡＸ５表达与本组病例
部分临床病理特征的关系；结果发现 ＰＡＸ５表达与
肿瘤大小无明显关系（Ｐ＞００５），而与 Ｋｉ６７指数
及肿瘤临床分期密切相关（Ｐ＜００５）；ＰＡＸ５的阳
性表达在 Ｋｉ６７＞２０％的 ＮＥＮ病例高于 Ｋｉ６７≤
２０％的病例；在晚期ＮＥＮ病例高于早期病例，这与
Ｐａｎｚｕｔｏ等［１０］的研究结果基本一致。在 ＮＥＮ的诊
断中，国际公认的最可靠的标记是 ＣｇＡ、Ｓｙｎ和
ＣＤ５６等［１１］。本研究结果表明，ＰＡＸ５在ＮＥＮ中有
一定程度表达，表达与肿瘤增殖活性（Ｋｉ６７表达
率）、ＴＮＭ分期有关。提示 ＰＡＸ５阳性表达可能是
ＮＥＮ病理诊断的重要补充。关于 ＰＡＸ５表达对
ＮＥＮｓ临床病理特征和预后的影响的机制有待于
进一步的深入研究。
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