
缺血-再灌注损伤（IRI）是肝移植术后的急性和慢

性排斥反应的一种重要风险因素，是目前肝移植方面最

具挑战性的的问题［1-3］。缺血再灌注将导致一系列复杂

的事件，包括活性氧家族和危险信号的释放，信号转导

级联的激活，炎性细胞因子和趋化因子的产生以及粘附

分子的上调对肝脏造成明显损害，导致肝细胞坏死，凋

亡［4-5］。丝氨酸羟甲基转移酶2 (SHMT2) 能将丝氨酸转

化为甘氨酸，是细胞的线粒体中甘氨酸的重要来源［6-7］。

研究证明SHMT2在一部分胶质瘤细胞中升高，促进新

陈代谢的变化，使细胞在缺血性肿瘤微环境中存活［8］。

c-Jun氨基末端激酶（JNK）是MAPK家族重要成员之

一，由于它可以调控细胞内外不同的应激反应，因此也

被称为应激激活蛋白激酶。激活后的JNK信号通路可

通过磷酸化不同的底物，如核蛋白和非核蛋白，对细胞

的生存、活动和其他信号通路进行调控，从而发挥促进

Protective effect of serine methyltransferase against hepatic ischemia-reperfusion injury
in mice
JIANG Yu1, WANG Ankang1, BAI He2, YE Mingxin1

1Department of Hepatobiliary Surgery, The Affiliated Hospital of Southwest Medical University, Luzhou 646000, China; 2Department of
General Surgery, First Affiliated Hospital of Xi'an Medical College, Xi'an 710000, China

摘要：目的 探索丝氨酸羟甲基转移酶2（SHMT2）在小鼠肝脏缺血再灌注损伤的表达及作用。方法 SPF级C57BL/6小鼠60

只，分为正常组（sham）、生理盐水对照组（NS）、空载腺相关病毒组（AVV-GFP）、及腺相关病毒沉默组（AAV-SHMT2），每组15

只。建模前2周尾静脉给予注射腺相关病毒及生理盐水，建立小鼠肝脏70%缺血再灌注模型。收集缺血再灌注模型小鼠的血

清及肝组织。采用qPCR、Western blot、免疫荧光和免疫组化检测各组AST/ALT的浓度、SHMT2、JNK、NF-κB、Caspase-3及下

游炎症因子表达水平的变化。并利用HE染色观察各组肝组织病理损伤，TUNEL法检测细胞凋亡。结果 肝脏缺血再灌注后

SHMT2表达随时间升高，在24 h达最高（相对表达量为1.5，P<0.05）。肝脏缺血再灌注24 h后，AAV-SHMT2组AST/ALT水平

含量（588/416 U/L）均明显高于对照组（416/345 U/L），空载组（387/321 U/L）（P<0.05）。AAV-SHMT2组与对照组和空载组相

比，SHMT2水平明显降低（相对表达量为0.24，P<0.05），p-JNK，p-p65水平明显升高（相对表达量为0.80，0.97，P<0.05），炎症因

子水平TNF-α、IL-1β与其保持一致升高（相对表达量为1.6，1.2，P<0.05）。空载组和对照组比较无统计性差异（P>0.05）。结论

SHMT2在肝脏缺血再灌注中有可能通过抑制JNK通路激活来缓减肝细胞的凋亡以及抑制NF-κB通路过度激活来减轻肝脏缺

血再灌注的损伤。
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Abstract: Objective To investigate the protective effect of serine hydroxymethyl transferase 2 (SHMT2) against hepatic
ischemia-reperfusion injury in mice. Methods Sixty C57BL/6 mice were divided equally into sham-operated group, saline
control group (NS), empty adeno-associated virus group (AVV-GFP), and adeno-associated virus silencing group
(AAV-SHMT2). The adeno-associated virus and normal saline were injected into the tail vein of the mice 2 weeks before
establishment of a 70% ischemia-reperfusion model in the liver. qPCR, Western blotting, immunofluorescence and
immunohistochemistry were used to detect the changes of AST/ALT concentration, SHMT2, JNK, NF-κB, caspase-3 and
downstream inflammatory factors in the mice, and HE staining was used to observe the pathological damage of the liver tissue
in each group; the cell apoptosis in the liver was detected using TUNEL assay. Results The expression of SHMT2 increased
with time after hepatic ischemia-reperfusion and reached the highest level at 24 h (the relative expression was 1.5, P<0.05). At
24 h after hepatic ischemia-reperfusion, the levels of AST/ALT in AAV-SHMT2 group (588/416 U/L) were significantly higher
than those in the control group (416/345 U/L) and the empty vector group (387/321 U/L) (P<0.05). Compared with those in the
control group and the empty vector group, the level of SHMT2 was significantly decreased in AAV-SHMT2 group (with a
relative expression of 0.24, P<0.05), the levels of p-JNK and p-p65 were significantly increased (relative expression of 0.80 and
0.97, respectively, P<0.05), and the levels TNF-α and IL-1β were consistently elevated (relative expression levels of 1.6 and 1.2,
respectively, P<0.05). No significant differences were found in these parameters between the empty vector group and the
control group (P>0.05). Conclusion SHMT2 may alleviate liver cell apoptosis in mice with hepatic ischemia-reperfusion injury
by inhibiting the activation of JNK pathway and excessive activation of NF-κB pathway to reduce hepatic damage.
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丝氨酸羟丝氨酸羟甲基转移酶对小鼠肝脏缺血再灌注的影响甲基转移酶对小鼠肝脏缺血再灌注的影响
蒋 禹 1，王安康 1，白 赫 2，叶明新 1

1西南医科大学附属医院肝胆外科，四川 泸州 646000；2西安医学院附属第一医院普外科，陕西 西安710000

收稿日期：2019-08-08

基金项目：西南医科大学应用基础研究基金（16XYJC0161）

作者简介/通信作者：蒋 禹，硕士，医师，E-mail: 415943914@qq.com

doi 10.12122/j.issn.1673-4254.2020.04.09 J South Med Univ, 2020, 40(4): 506-512·· 506



凋亡及促进炎症损伤的作用［9-10］。丝氨酸羟甲基转移酶

2（SHMT2）是调节丝氨酸分解代谢的中心酶，其代谢的

甘氨酸在线粒体功能中起着重要作用。有研究表明，在

缺氧条件下，体内的 SHMT2 通过抑制丙酮酸激酶

（PKM2）和减少氧消耗来保证机体重要的功能细胞发

挥作用［11-12］。目前绝大多数研究主要以研究SHMT2在

肿瘤发生发展及侵袭转移的作用。SHMT2在很多肿瘤

中经研究证实可以看作是一个有意义的及独立的预后

因素，在肝癌，胆管癌，胃癌等被看作癌症的一个潜在的

治疗靶点［13-14］。也有近年来关于SHMT2的研究不局限于

肿瘤，渐渐地在代谢，免疫方面有陆续的研究报道［15-16］。

目前在SHMT2在缺血再灌注中的作用研究较少，而对

SHMT2在肝脏缺血再灌注损伤的研究未见报道。本文

研究以腺相关病毒为载体沉默肝脏内SHMT2基因，观

察其下游JNK、p-JNK、p65、p-P65的影响以及对肝脏缺

血再灌注损伤的保护作用，发现随着时间的增加，

SHMT2表达逐渐升高。我们推测在缺血缺氧环境下

SHMT2的表达可能存在一些变化，并发挥着重要作用，

其中诱导原因可能包含缺氧和缺血，并进一步验证

SHMT2可以通过抑制JNK通路来抑制凋亡并抑制NF-κB

通路的激活炎症的发生。

1 材料和方法

1.1 动物实验及主要试剂

SPF级雄性C57BL/6小鼠60只，5~6周龄，体质量

18~21 g，由重庆医科大学动物中心提供。SHMT2

（Cat: ab180786）、P65、p-P65、GAPDH（Cat:ab8245）抗

体（Abcam），JNK、p-JNK（Cat：9255）抗体（CST）。SHMT2

基因引物：上游：5'-TGGCAAGAGATACTACGGAGG-3'，

下游：5'-GCAGGTCCAACCCCATGAT-3'。β-actin 基

因上游引物：5'-CCTGGCACCCAGCACAAT-3'，下游

引物：5'- GCCGATCCACACGGAGTACT- 3'（生工）。

使用RNeasy 96 kit(TaKaRa)提取小鼠肝组织总RNA，

并将mRNA逆转为cDNA，qPCR试剂盒（DBI）。逆转

录试剂盒和 SYBR Green PCR Master MIXPCR试剂

盒，含有针对AAV-SHMT2的纯化滴度为1×1012 PFU

腺相关病毒（ABM）。TUNEL检测试剂盒（罗氏）。

1.2 实验分组及动物模型的建立

采用抽签法随机分为4组：（1）正常组：共15只小

鼠，不做任何处理建立缺血再灌注模型；（2）生理盐水对

照组：共15只小鼠，肝缺血再灌注术前14 d尾静脉注射

100 μL的生理盐水作为对照；（3）AAV-SHMT2组：共15

只小鼠，肝缺血再灌注术前14 d尾静脉注射100 μL 1×

1012 PFU腺相关病毒；（4）空载组：肝缺血再灌注术前14 d

尾静脉注射100 μL 1×1012PFU空载腺相关病毒。术后

4、8、16、20、24 h，处死模型动物，收集肝脏、血清标本。

实验分组及模型制备［7］：戊巴比妥钠（60 mg/kg）腹

腔注射麻醉后，取腹部正中切口，分离肝脏左叶、中叶肝

蒂，以无损伤血管夹阻断肝脏左叶及中叶的血流，造成

70%的肝脏缺血。肝脏缺血期间用4-0丝线单层连续缝

合关闭腹腔，并皮下注射0.4 mL 0.9%得NaC1溶液以

补充术中体液丢失。缺血75 min后再次开腹取出血管

夹形成再灌注，双层连续缝合关闭腹腔。假手术组仅行

麻醉、开腹和关腹，不阻断肝脏血流。

1.3 肝功能检测

丙氨酸转氨酶（ALT）和谷草转氨酶（AST）各组取

血800 μL，离心力1200 g，离心10 min，分离上层血清，

自行检测ALT和AST。

1.4 qPCR检测

采用RNEASY 96 KIT分别提取4组肝组织的总

RNA，反转录制备cDNA，按照说明书步骤操作。取样

本 cDNA，加入SYB R GreenⅠ进行定量qPCR反应。

反应条件：预变性95 ℃ 5 min，95 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s循

环40次。95 ℃ 15 s，60 ℃ 30 s，95 ℃ 15 s。

1.5 Western blot 检测

收集4组小鼠缺血再灌注肝组织，加入PIPA裂解

液裂解组织，匀浆器研磨。加入样本进行SDS-PAGE电

泳，转膜，封闭，再加入一抗过夜。第2天TBST洗涤3次

后，后加入二抗常温孵育1 h。TBST清洗后，加入显影

液拍照。

1.6 免疫荧光检测

取标本冰冻切片，PBS洗片3×5 min。消除非特异

性背景染色：滴加正常山羊血清封闭液（PBS稀释）室温

20 min后甩去液体，PBS洗片3×5 min。滴加一抗：4 ℃过

夜，之后37 ℃复温30 min或37 ℃孵育1 h，PBS洗片3次，

每次5 min。滴加荧光素标记的二抗 37 ℃孵育60 min。

PBS洗片3次，每次5 min。抗荧光淬灭剂封片，镜检。

1.7 TUNEL法检测肝细胞凋亡水平

按照说明书指导进行TUNEL实验，检测各组肝组

织中肝细胞凋亡程度。细胞固定：（1）用新制备的4%多

聚甲醛溶液固定，室温30 min。（2）细胞的通透：PBS洗

片，与通透液（0.1% Triton® X-100溶于0.1%枸橼酸钠

溶液中）在冰浴中孵育2 min；（3）标记：PBS冲洗2次，擦

干样品周围的水，滴加50 μL的TUNEL反应混合溶液，

在湿盒中37 ℃孵育60 min。PBS冲洗3次。（4）信号转

化和分析：擦干样品周围的水分，加入 50 μL转化剂-

POD，在湿盒中37 ℃孵育30 min。PBS冲洗3次，加入

50~100 μL DAB底物溶液，室温孵育10 min，PBS冲洗

3次。封片，在荧光镜下分析结果。在显微镜下，观察各

组肝细min染色的情况，以细胞核呈棕色为TUNEL阳

性细胞，统计高倍镜下阳性细胞数目，评估各组肝细胞

凋亡水平。
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1.8 统计学方法

结果以均数±标准差表示实验所得数据，采用

SPSS20.0统计软件进行分析，组间比较行方差分析检

验。P<0.05认为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 Western blot、免疫荧光和组化检测肝脏缺血再灌注

后SHMT2随时间的表达变化

取正常组肝脏组织应用Western blot检测肝脏在

缺血再灌注第4、8、16、20、24 h时SHMT2的表达。发现

SHMT2在肝缺血再灌注后明显升高，并在24 h达到最

大值。（P<0.01，图1A、B）我们取肝脏缺血再灌注24 h后

及对照组标本切片进行SHMT2的免疫荧光检测，发现

在24 h SHMT2荧光表达最为明显。（图1C）在相应时段

采用qPCR检测SHMT2的表达，发现同样的变化，第24

小时时SHMT2的mRNA表达量较假手术组明显升高

（P<0.01，图1D）。进一步验证之前的结果。实验结果

显示肝脏缺血再灌注24 h后SHMT2明显被激活，因此

在后续实验中我们采用缺血再灌注24 h为实验时间点。

2.2 注射SHMT2沉默腺相关病毒后SHMT2表达变化

小鼠尾静脉注射腺相关病毒后14 d，取各组假手术

小鼠的肝组织，通过Western blot验证病毒干扰的效

果。实验结果发现通过腺相关病毒干扰后 SHMT2

在肝组织内表达明显降低。Western blot 检测发现

AAV-SHMT2组SHMT2的表达明显降低（P<0.01，图
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图1 小鼠肝脏缺血再灌注后SHMT2的表达水平变化
Fig.1 Changes in SHMT2 expression after liver ischemia-reperfusion in mice. A, B: Western blotting; C, D: Immunofluorescence
assay (Original magnification: ×100), SHMT2: Red fluorescence (cytoplasm); DAPI: Blue fluorescence (nucleus); Merge:
Superimposed; E: qPCR detection of mRNA expression level. *P<0.01.
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图2 腺相关病毒沉默后SHMT2的蛋白水平变化
Fig.2 Changes in SHMT2 protein levels after adeno-
associated virus silencing. *P<0.05.
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图3 各组AST/ALT水平变化
Fig.3 Changes in AST/ALT levels in each group. A: The level of ALT in each group; B: The level of AST in each group.
*P<0.01.

2A、B）；qPCR检测SHMT2的表达，发现同样的变化，沉

默组 SHMT2的mRNA表达量较对照组组明显降低

（P<0.05，图2C）。

2.3 肝脏缺血再灌注后 3、6、12、24 h 小鼠血清 ALT、

AST水平变化

之前的实验结果证明在24 h时SHMT2表达最高，

因此我们进行观察各组3、6、12、24 h时AST/ALT的水

平。结果显示每个时间点腺相关病毒沉默组AST/ALT

水平明显高于对照组和空载组（P<0.01，图3A、B）。

2.4 HE染色肝脏组织病理变化

检测各组24 h各组的肝脏组织病理变化。光镜下

观察到腺相关病毒沉默组出现肝细胞水肿、肝窦淤血、

炎症细胞浸润等，与对照组及空载组相比，腺相关病毒

组的肝脏损伤更严重（图4A）。以Suzuki评分体系量化

肝组织损伤程度，腺相关病毒组的肝脏损伤明显高于空

载组和对照组（P<0.01，图4B）。

2.5 TUNEL染色及Western blot检测Caspse-3的激活

表达

取缺血再灌注24 h的肝脏进行比较，TUNEL结果

显示AAV-SHMT2组比对照组、空载组中可见更多的棕

黄色染色的凋亡细胞。（P<0.01，图4A、B）Western blot

结果显示AAV-SHMT2组中cleaved-casepse3比对照组

和空载组明显升高（P<0.01，图4C、D）。
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2.6 Western blot检测检测SHMT2、JNK、P65、TNF-α、

IL-1表达

检测各组肝脏中 SHMT2、JNK、p- JNK、P65、p-

P65、TNF-α、IL-1的表达水平。结果显示在肝脏缺血再

灌注24 h的腺相关病毒沉默组的p-JNK、p-P65明显高

于对照组、空载组（P<0.01）。继续检测下游的炎症因子

发现，腺相关病毒沉默组TNF-α、IL-1β表达明显高于对

照组（P<0.01，图5）。且空载组和对照组比较无统计学

差异。
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图4 各组病理组织学的变化HE（×200）及Suzuki评分
Fig.4 Histopathological changes of each group (× 200) and
Suzuki score. A: HE staining results in control group, saline
group, no-load group, and silent group; B: Suzuki score
results. *P<0.01.
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图5 各组在24 h的Suzuki评分，caspase-3的蛋白表达变
化及肝组织凋亡形态学
Fig.5 Suzuki score, caspase-3 protein expression and liver
tissue apoptosis morphology (TUNEL × 200). A, B: TUNEL
staining to observe liver cell apoptosis (× 200) and count at
24 hours after operation in each group; C, D: The protein
level of Cleaved-aspase-3. *P<0.01.
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3 讨论

肝脏缺血再灌注损伤是肝胆外科手术中经常遇到

的病理生理过程，尤其是在肝移植手术中不可避免，造

成早期的肝脏功能缺失，严重影响手术疗效和患者预

后。但由于肝脏缺血再灌注发生发展的复杂性，目前治

疗手段尚未取得理想的效果。研究发现SHMT2通过

对线粒体内的丝氨酸，甘氨酸的调节作用来影响下游凋

亡及炎症通路来缓解肝脏缺血再灌注［8, 17］。在本实验中

的正常组中我们发现随着缺血再灌注的时间加长，

SHMT2 的表达也在明显升高，并在 24 h 升到最高。

Ye等［18］证明SHMT2在低氧条件下表达会升高，以产生

甘氨酸和ME-THF，从而增加了NADPH的合成，在缺

血缺氧环境下有利于适应对抗氧化应激。Marina等［19］

证明SHMT2的缺失能够在细胞中诱发强烈的凋亡信

号。Bethany等［20］证明甘氨酸在抑制细胞凋亡中发挥着

重要的作用，其中SHMT2起着主要调节作用。因此本

研究探究了SHMT2的缺失与JNK通路的激活的关系,

并发现在SHMT2沉默组中的p-JNK表达明显升高，腺

相关病毒沉默组与对照组和空载组相比，肝功能损伤更

严重，AST/ALT明显高于对照组。蛋白水平的检测发

现caspase3在腺相关病毒沉默组明显升高，TUNEL检

测发现腺相关病毒沉默组有着更高的凋亡。，表明

SHMT2被干扰后，肝脏在缺血再灌注后凋亡明显被激

活。这说明SHMT2对保护肝脏缺血再灌注后的凋亡

有着不可或缺的作用。

先前的研究表明NF-κB的激活是促进炎症进一步

发展扩大的关键因子，在肝脏缺血再灌注中起着重要作

用［21-23］。研究表明［24-25］肝脏缺血再灌早期JNK磷酸化水

平升高，JNK在肝脏缺血再灌注中发挥有害作用，而

JNK抑制剂可降低损害［26］。JNK短时间活化可促进细

胞生存，但是JNK长时间处于活化状态引起促凋亡和抗

凋亡蛋白表达改变，激活细胞死亡通路［27］。Hyo-Yeon

等［28］发现缺血/再灌可显著增加肝细胞内JNK1和JNK2

的表达，引起肝细胞凋亡，通过抑制JNK活性，则可以减

少肝细胞凋亡发挥保护作用。Yun-Chen等［29］证明在

JNK被激活的情况下的情况下可导致NF-κB活性增强

加重炎症反应。本实验中我们发现在相同24 h的缺血

再灌注的肝脏组织中的 AAV- SHMT2 组中，随着

SHMT2被沉默，JNK出现明显激活，并伴随着NF-κB的

蛋白水平表达增高，p-JNK、p-P65明显表达高于空载组

及对照组。从而增加了损伤性炎症因子的释放。实验

中我们还观察到，在AAV-SHMT2组中缺血再灌注24 h

后p-P65的表达随着p-JNK表达升高也随之升高，继续

检测其下游的炎症因子，发现TNF-α、IL-1β也随之升

高，形成炎症因子的级联放大体系，导致缺血再灌注的

肝脏肝细胞水肿、肝窦淤血、炎症细胞浸润等急性再灌

注损伤。本实验通过构建肝脏缺血再灌注模型，并通过

沉默SHMT2的方法说明在肝脏缺血再灌注中SHMT2

是对肝脏起保护作用。在沉默SHMT2的情况下肝脏

缺血再灌注后明显激活了JNK通路，JNK活性增强，使

得下游的caspase-3进一步激活，从而促进了凋亡。通

过对组织切片的观察我们发现沉默SHMT2后炎症细

胞浸润明显增加。Western blot实验验证发现SHMT2

的缺失介导了NF-κB的激活，增加了其下游损伤性炎症因

子TNF-α、IL-1β的激活，使得肝脏缺血再灌注损伤加重。

综上所述，本实验初步探究了SHMT2在JNK通路

和NF-κB通路介导的肝脏缺血再灌注损伤中的不可或

缺的作用。本实验沉默SHMT2基因后会导致 JNK通

图6 各组的Western blot检测结果
Fig.6 Western blot results of each group. A-E: Western blot results of SHMT2, JNK pathway, NF-κB pathway and downstream
inflammatory factors in each group at 24 hours. *P<0.01.
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路的过度激活，进一步介导NF-κB通路激活，促进了肝

脏缺血再灌注后的凋亡及损伤性炎症因子的释放。证

明了在肝脏缺血再关注中SHMT2的存在是不可或缺

的。这可能为肝脏缺血再灌注的早期损伤带来新的基

因治疗靶点。
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