
移植物的缺血再灌注（ischemia⁃reperfusion，IR） 损伤是肝移植领域的重要问题，IR损伤能够促进早

期及晚期移植物功能丧失［1-2］。氧化应激是 IR损伤

的重要机制之一，因此提高细胞的抗氧化能力、减少

细胞内的活性氧簇（reactive oxyen species，ROS）能够

成纤维细胞生长因子21减轻小鼠肝脏缺血再灌注损伤
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［摘 要］ 目的：探讨成纤维细胞生长因子 21（fibroblast growth factor 21，FGF21）对小鼠肝脏缺血再灌注（ischemia⁃ reperfu⁃
sion，IR）损伤的保护作用，并进一步研究其可能机制。方法：30只C57BL/6小鼠，随机分为3组：假手术组（sham组）小鼠仅接受

开腹及关腹操作；对照组（IR+NS组）小鼠术前 30 min尾静脉注射生理盐水（NS）2 mL/kg体重，制成肝脏 IR损伤模型；实验组

（IR+FGF21组）小鼠术前30 min尾静脉注射重组小鼠成纤维细胞生长因子21（rmFGF21）2 mL/kg体重，并制成肝脏 IR损伤模

型。再灌注后12 h处死小鼠，获取静脉血及肝脏组织。检测各组小鼠血清丙氨酸转氨酶（ALT）和天冬氨酸转氨酶（AST）水平；

苏木素⁃伊红（HE）染色及TUNEL染色观察肝脏组织损伤情况；检测各组小鼠肝脏内丙二醛（MDA）、超氧化物歧化酶（SOD）、谷
胱甘肽（GSH）、活性氧（reactive oxyen species，ROS）含量。结果：与 IR+NS组相比较，IR+FGF21组肝组织病理损伤情况明显改

善，血清ALT及AST值较低（P＜0.01），肝组织MDA和ROS水平明显下降（P ＜0.01），SOD和GSH含量明显上升（P＜0.01）。结

论：FGF21能减轻小鼠肝脏缺血再灌注损伤，其机制可能与抑制肝缺血再灌注后的氧化应激反应有关。
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Fibroblast growth factor 21 alleviates liver ischemia⁃reperfusion injury
Cao Shouji，Li Guoqiang*
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［Abstract］ Objective：To explore the protective effect of fibroblast growth factor 21（FGF21）on liver ischemia ⁃ reperfusion（IR）
injury in mice and the possible mechanisms. Methods：Thirty C57BL/6 mice were randomly divided into 3 groups：sham⁃ operated
group，IR+NS group（mice were injected with 2 mL/kg saline by tail vein just before ischemia induction）and IR+FGF21 group（mice
were injected with 2 mL/kg FGF21 before operation）. The mouse partial liver model of IR injury was established. Twelve hours after
reperfusion，the mice were sacrificed and the serum and liver samples undergoing IR injury were collected. The ALT and AST levels in
serum were determined. Liver histological damage was evaluated with hematoxylin⁃eosin（HE）staining and TUNEL detection. Levels of
malondialdehyde（MDA），superoxide dismutase（SOD），glutathione（GSH）and reactive oxygen species（ROS）in liver tissue were also
determined. Results：Liver tissues in IR+FGF21 group were more slightly damaged than those in IR+NS group（P < 0.01）. The ALT
and AST levels in IR+FGF21 group were significantly lower than those of IR+NS group（P < 0.01）. The levels of plasma MDA and ROS
contents in IR+FGF21 group were significantly lower than those of IR+NS group（P < 0.01）. The levels of plasma SOD and GSH in IR+
FGF21 group were higher than those of IR + NS group（P < 0.01）. Conclusion：FGF21 can alleviate liver IR injury probably by
inhibiting oxidant stress in mice.
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有效减轻 IR损伤［3］。成纤维细胞生长因子21（fibro⁃
blast growth factor 21，FGF21）是一种主要由肝细胞

分泌的代谢激素，能够调节机体代谢，对糖脂平衡有

多种作用［4］。研究表明，FGF21能够通过上调相关基

因的表达提高小鼠肝脏细胞的抗氧化能力，减轻由

氧化应激导致的肝损伤［5-6］。本文拟研究FGF21对小

鼠 IR损伤的保护作用及其机制。

1 材料和方法

1.1 材料

健康雄性 C57BL/6小鼠 30只，6~8周龄，体重

15~20 g（南京青龙山动物房），无特殊病原体（SPF）
环境下饲养，自由进食、饮水。所有动物实验都按

照NIH实验动物护理和使用指南实施。

1.2 方法

1.2.1 小鼠肝脏 IR损伤模型的建立

参照 Asakawa 等［7］的方法进行。术前 12 h 禁

食、不禁饮。5%水合氯醛 0.08 mL/10 g体重麻醉小

鼠后，取中线开腹，无损伤血管夹夹闭通往肝左叶

及肝中叶（约占整个肝脏质量的 70％）的肝蒂。包

括门静脉、肝动脉和胆道（此时可见肝左叶及肝中

叶颜色变为暗灰色）。缺血 60 min后，撤离无损伤

血管夹恢复血流（可见缺血肝叶颜色由暗灰色变为

暗红色），开始再灌注，逐层关腹。再灌注后12 h，再
次麻醉小鼠，获取下腔静脉血及肝脏左叶、中叶样

本。血液样本于 37 ℃恒温箱中静置 1 h，于 4 ℃冰

箱过夜后以 2 000 g离心 10 min，分离并收集血清，

置于-80 ℃冰箱中保存，用于后续检测。取部分肝

脏组织，用体积分数 10％福尔马林溶液固定后制

备石蜡切片；另取部分肝组织迅速置入液氮中，置

于-80 ℃冰箱中保存，用于后续检测。

1.2.2 动物分组

用随机数字表法将实验小鼠分为 3组，每组

10只。假手术组（sham组）小鼠仅接受开腹及关腹

操作；对照组（IR+NS组）小鼠术前 30 min尾静脉注

射生理盐水2 mg/kg体重，按上述方法制成肝脏 IR损

伤模型；实验组（IR+FGF21组）小鼠术前 30 min尾

静脉注射重组小鼠成纤维细胞生长因子（rmFGF21）
2 mg/kg体重，并制成肝脏 IR损伤模型。

1.2.3 检测项目

肝脏功能的检测：采用江苏省人民医院的自动

化分析仪检测血清丙氨酸转氨酶（ALT）和天冬氨酸

转氨酶（AST）含量。

肝组织病理学检测：取部分肝组织，用 10%的

福尔马林溶液固定，常规切片，HE染色，光镜下观

察肝小叶结构变化、肝细胞坏死及水肿的情况。行

TUNEL染色检测细胞凋亡情况。TUNEL染色使用

购于武汉赛维尔生物科技有限公司的TUNEL染色

试剂盒按说明进行。操作步骤为：①用免疫染色固定

液4%多聚甲醛固定细胞30~60 min；②PBS洗涤2次，

每次 10 min；③加入免疫染色强力通透液室温孵

育 5 min；④PBS洗涤 2次，每次 10 min；⑤在样品上

加 50 μL TUNEL检测液，37 ℃避光孵育 60 min；⑥
PBS洗涤 3次；⑦用抗荧光淬灭封片液封片后荧光

显微镜下观察并拍照。

1.2.4 肝组织内ROS含量测定

取冷冻保存的肝组织，使用 ROS检测试剂盒

（武汉赛维尔生物科技有限公司）按说明书进行检

测，Image⁃pro plus 6.0（Media Cybernetics公司，美国）

软件行定量分析。简要操作过程：①取组织，用PBS
或生理盐水冲洗1遍；②按照1∶200用无血清培养液

稀释二氢溴化乙啶（DHE），24孔板每孔加入约3 mL
（以能完全浸没组织为准）。37 ℃细胞培养箱内孵

育20 min；③用无血清细胞培养液（或 PBS）洗涤细

胞 3次，以充分去除未进入组织内的DCFH⁃DA；④用

荧光显微镜进行观察和拍照。荧光显微镜下，用蓝光

或绿光激发，观察和拍摄细胞红色发射图像，ROS阳
性细胞在整个核区被染成红色；用紫外光激发时，胞

浆中未氧化的二氢乙啶可发出蓝色荧光；⑤软件分

析：每组内每张切片随机挑选至少3个200倍视野进

行拍照。拍照时尽量让组织充满整个视野，保证每

张照片的背景光一致。应用 Image⁃Pro Plus 6.0软件

将绿色/红色荧光单色照片转换为黑白图片然后选

取相同的黑色作为判断所有照片阳性的统一标准，

对每张照片进行分析得出每张照片阳性的累积光

密度值（IOD）。
1.2.5 肝 脏 组 织 内 丙 二 醛（MDA）、谷 胱 甘 肽

（GSH）、超氧化物歧化酶（SOD）含量的检测

分别使用相应的MDA、GSH、SOD试剂盒（武汉

赛维尔生物科技有限公司）按说明进行检测。检测

方法类似，取冷冻保存的样本按说明制备上清液，

在 96孔板的空白孔、标准孔、测定孔中分别加入相

应试剂或上清液，测定各孔的光密度（OD）值，由说

明书中的公式计算出各样本待测指标的浓度。

1.3 统计学方法

应用 SPSS统计软件（20.0版）分析，计量资料

用均数±标准差（x ± s）表示，两组间比较采用 t检

验，P ≤ 0.01为差异有统计学意义。
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A、B：小鼠血清ALT、AST水平（两组比较，*P＜0.01，n =10）；C：再灌注后12 h各组肝脏样本的HE染色代表性图片（×200）；D：再灌注12 h
后各组肝脏样本TUNEL染色代表性图片（×200）。

图1 FGF21预处理减轻小鼠肝缺血再灌注损伤

Figure 1 Pretreatment of FGF21 reduces hepatic ischemia reperfusion injury

2 结 果

2.1 FGF21预处理减轻小鼠肝脏缺血再灌注损伤

取各组小鼠再灌注12 h后的静脉血，测定血清

ALT、AST水平。与 sham组相比，IR+NS组血清ALT
和AST水平明显升高（P < 0.01）；与 IR+NS组相比，

IR+FGF21 组血清 ALT 和 AST 水平明显降低（P <
0.01）。再灌注12 h后，取肝脏标本行HE染色观察，

sham组肝脏组织结构清晰，无明显异常改变；IR+NS
组可见肝小叶结构紊乱、大面积肝细胞水样变性；

IR+FGF21组病理损伤较 IR+NS组明显减轻，部分肝

细胞水样变性。TUNEL染色可见 IR+NS组肝细胞

凋亡数量较 sham组明显增加；IR+FGF21组肝细胞

凋亡数量较 IR+NS组明显减少（图1）。以上结果表

明小鼠 IR后肝脏损伤明显，而FGF21预处理能显著

减轻这一损伤。

2.2 FGF21预处理能提高缺血再灌注小鼠的抗氧

化损伤能力

取各组肝脏标本并测定组织内 SOD和GSH的

含量，可见与 sham 组相比，IR+NS 组肝脏标本内

SOD和GSH含量明显下降（P ＜0.01）；与 IR+NS组

相比，IR+FGF21组肝脏标本内 SOD和GSH含量明

显增加（P ＜0.01，图2）。表明 IR导致小鼠肝脏内抗

氧化分子SOD和GSH含量下降，而FGF21预处理能

够减少SOD和GSH下降的程度，提高小鼠的抗氧化

损伤能力。

2.3 FGF21预处理能减少 IR小鼠肝脏组织内ROS
的累积，减轻脂质过氧化损伤

取冷冻保存的肝脏标本，用相应的试剂盒检测

组织内ROS、MDA的含量，与 sham组相比，IR+NS组
肝脏标本内ROS、MDA含量均明显升高（P < 0.01）；

与 IR+NS组相比，IR+FGF21组肝脏标本内 ROS、
MDA含量均明显下降（P < 0.01，图3）。ROS含量直

接反映了 IR后组织内活性氧的累积情况，而MDA
是脂质过氧化的产物，其含量反映了组织的氧化应

激水平和程度。

3 讨 论

近年来，随着肝血管瘤、肝内胆管结石、肝硬

化、肝癌等疾病日益增多，行肝叶切除、肝移植等根

治性手术治疗的患者也明显增加。而肝脏缺血再

灌注损伤是肝脏外科手术中无法避免的病理生理

过程，也是引起术后肝功能不全或肝功能衰竭的主

要原因。因此，减轻肝脏缺血再灌注损伤的相关实

验性研究始终有着极其重要的临床治疗指导价值

的。先前大量文献表明涉及肝脏缺血再灌注损伤

的机制主要包括以下几个方面：①氧自由基的损伤

作用；②钙超载的损伤作用；③ Kupffer 细胞激活及

中性粒细胞聚集造成的损伤；④细胞炎症因子的损

伤作用。其中氧自由基的损伤作用是引起缺血再

灌注损伤的重要机制之一。组织缺血再灌注时，黄

嘌呤氧化酶增多、中性粒细胞激活、线粒体内氧单

电子还原增多等各种原因导致细胞内氧自由基大

量产生，大量的自由基会破坏细胞膜、DNA、蛋白质
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A：肝脏标本内SOD水平；B：肝脏标本内GSH水平。两组比较，
*P＜0.01，n=10。
图 2 FGF21预处理能提高缺血再灌注小鼠的抗氧化损伤

能力

Figure 2 Pretreatment of FGF21 can improve the anti⁃ox⁃
idative damage ability of mice that had experi⁃
enced ischemic reperfusion injury
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等重要结构引起细胞损伤［8］。因此增强机体的抗氧

化能力，清除过量的氧自由基可以有效减轻缺血再

灌注损伤。

FGF21 是 FGFs 家族的成员，属于 FGF19 亚

族。FGF21 主要在肝脏表达，在骨骼肌、胰腺 β 细

胞和脂肪组织也有表达。近年来对 FGF21的研究

主要集中在其对糖脂代谢的调节功能上，而FGF21
在肝脏缺血再灌注损伤中的作用还未见相关报道。

本研究采用 70%小鼠肝脏缺血再灌注模型，术

前尾静脉注射 rmFGF21，与注射生理盐水的对照组

比较，术后 12 h血清ALT、AST含量明显下降；肝组

织的病理分析和TUNEL染色显示 IR+FGF21组样本

病理损伤较轻，说明 rmFGF21的预处理能减轻小鼠

肝脏缺血再灌注损伤。SOD和GSH对机体的氧化

与抗氧化平衡起着关键作用，能加速清除体内自由

基和过氧化物，减轻其对细胞和组织的损伤［9］。

MDA是非饱和脂质过氧化的终产物，而非饱和脂质

是细胞膜的重要组成成分，因此组织内MDA含量是

氧化应激反应程度及水平的敏感指标。本实验结

果显示，肝脏 IR损伤后肝组织内ROS、MDA含量明

显增加，SOD、GSH含量明显下降，而用 rmFGF21预
处理小鼠能减少这一改变，说明FGF21能够提高机体

的抗氧化能力，减少细胞内的ROS含量、减轻脂质过

氧化，进而减轻肝脏的缺血再灌注损伤。

FGF21是通过何种途径提高机体抗氧化能力、

降低组织的ROS水平的，其机制有待进一步研究。

然而既往研究显示，在对乙酰氨基酚过量摄入引起
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A：再灌注后 12 h各组肝脏样本内ROS含量（以 sham组为基准的倍数值）；B：再灌注后 12 h各组肝脏样本内MDA含量（两组比较，*P＜

0.01）；C：再灌注12 h后各组肝脏标本二氢乙锭染色代表性图片（×200）。
图3 FGF21预处理减少缺血再灌注小鼠肝脏组织ROS内含量，减轻脂质过氧化损伤

Figure 3 Pretreatment of FGF21 reduces the contents of ROS in liver tissue and reduces the damage of lipid peroxidation
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的小鼠肝脏损伤中，FGF21可以通过促进过氧化物

酶体增殖物激活受体共激活剂蛋白1α（PGC⁃1α）的

表达激活Nrf2，导致下游抗氧化相关基因的表达，提

高细胞抗氧化能力［10-11］。这一机制在小鼠缺血再灌

注损伤模型中或许同样适用。

目前尚未见到关于 FGF21在肝脏缺血再灌注

中作用研究的报道，本研究发现FGF21对小鼠肝脏

缺血再灌注损伤具有保护作用，其机制可能与抑制

肝缺血再灌注后的氧化应激反应有关，提示FGF21
有可能在肝脏外科领域中有其应用价值。当然这

仍需要大量的基础及临床试验验证，其具体机制也

需要进一步研究探索，但本研究为临床上应对肝脏

手术后的缺血再灌注损伤提供了一个新线索。
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