
  

· 论 著·

SIRT1-NLRP3 轴介导的细胞焦亡在瑞芬太尼抗肝脏
缺血-再灌注损伤中的作用研究

李秀芳　郝泉水　高雄　游丽娟　秦玲　吴耀华　张喜华

【摘要】　目的　 探讨沉默信息调节因子 1（SIRT1）-NOD 样受体蛋白 3（NLRP3）轴在瑞芬太尼抗大鼠肝

脏缺血-再灌注损伤（IRI）中的作用及机制。方法　 将 SD 大鼠随机分为假手术组（sham 组）、IRI 组、IRI+瑞芬

太尼预处理组（IRI+RPC 组）、IRI+SIRT1 抑制剂 EX-527 组（IRI+EX-527 组）和 IRI+RPC+EX-527 组，每组

8 只。检测各组大鼠血清丙氨酸转氨酶（ALT）、天冬氨酸转氨酶（AST）和乳酸脱氢酶（LDH）、白细胞介素

（IL）-1β 和 IL-18 水平；观察肝组织病理；检测大鼠肝细胞凋亡率；检测大鼠肝组织 SIRT1、NLRP3、裂解的半

胱氨酸天冬氨酸蛋白酶（Cleaved Caspase-1）和 Gasdermin D（GSDMD）蛋白表达。结果　  与 sham 组比较，

IRI 组大鼠肝组织病理评分及肝细胞凋亡率升高，血清 ALT、AST、LDH、IL-1β、IL-18 水平升高，肝组织

SIRT1 蛋白相对表达量降低，NLRP3、Cleaved Caspase-1、GSDMD 蛋白相对表达量升高（均为 P<0.05）。与

IRI 组比较，IRI+RPC 组肝组织病理评分及肝细胞凋亡率下降，血清 ALT、AST、LDH、IL-1β、IL-18 水平降低，

肝组织 SIRT1 蛋白相对表达量升高，NLRP3、Cleaved Caspase-1、GSDMD 蛋白相对表达量降低；IRI+EX-527
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组肝组织病理评分及肝细胞凋亡率升高，ALT、AST、LDH、IL-1β、IL-18 水平升高，肝组织 SIRT1 蛋白相对

表达量下降，NLRP3、Cleaved Caspase-1、GSDMD 蛋白相对表达量升高（均为 P<0.05）。与 IRI+RPC 组比较，

IRI+RPC+EX-527 组肝组织病理评分及肝细胞凋亡率升高，ALT、AST、LDH、IL-1β、IL-18 水平升高，肝组织

SIRT1 蛋白相对表达量下降，NLRP3、Cleaved  Caspase-1、GSDMD 蛋白相对表达量升高（均为 P<0.05）。

结论　 SIRT1 可通过抑制 NLRP3 介导的细胞焦亡参与调节瑞芬太尼抗大鼠肝脏 IRI。
【关键词】　缺血-再灌注损伤；肝脏；瑞芬太尼；细胞焦亡；沉默信息调节因子 1；NOD 样受体蛋白 3；炎

症因子；炎症小体
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Study  on  SIRT1-NLRP3  axis-mediated  pyroptosis  in  the  role  of  remifentanil  against  liver  ischemia-reperfusion  injury
Li  Xiufang*, Hao  Quanshui, Gao  Xiong, You  Lijuan, Qin  Ling, Wu  Yaohua, Zhang  Xihua. *Department  of  Anesthesiology,
Huanggang Central Hospital Affiliated to Yangtze University, Huanggang 438000, China
Corresponding author: Zhang Xihua, Email: 420536483@qq.com

【Abstract】 Objective  To investigate the role and mechanism of silent information regulator 1 (SIRT1)-NOD-like
receptor  protein  3  (NLRP3)  axis  in  the  effect  of  remifentanil  against  ischemia-reperfusion  injury  (IRI)  in  rat  livers.
SD rats were randomly divided into sham operation group (sham group), IRI group, IRI+remifentanil pretreatment group
(IRI+RPC group),  IRI+SIRT1 inhibitor EX-527 group (IRI+EX-527 group) and IRI+RPC+EX-527 group, with 8 rats in
each group. The levels of serum alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), lactate dehydrogenase
(LDH), interleukin (IL)-1β and IL-18 of rats in each group were detected. The liver tissue pathology was observed. The
apoptosis rate of hepatocytes in rats was detected. The expressions of SIRT1, NLRP3, cleaved cysteinyl aspartate specific
proteinase-1  (Cleaved  Caspase-1)  and  Gasdermin  D  (GSDMD)  proteins  in  rat  liver  tissue  were  detected. Results
 Compared with the sham group, the liver tissue pathological score and hepatocyte apoptosis rate of rats in the IRI group
were  increased,  the  serum  ALT,  AST,  LDH,  IL-1β,  and  IL-18  levels  were  increased,  the  relative  expression  of  SIRT1
protein  in  liver  tissue  was  decreased,  and  the  relative  expression  of  NLRP3,  Cleaved  Caspase-1,  and  GSDMD proteins
were increased (all P<0.05). Compared with the IRI group, the liver tissue pathological score and hepatocyte apoptosis rate
of  rats  in  the IRI+RPC group were decreased,  the serum ALT, AST, LDH, IL-1β,  and IL-18 levels  were decreased,  the
relative expression of SIRT1 protein in liver tissue was increased, and the relative expression of NLRP3, Cleaved Caspase-
1,  and  GSDMD proteins  were  decreased;  the  liver  tissue  pathological  score  and  hepatocyte  apoptosis  rate  of  rats  in  the
IRI+EX-527 group were increased, the ALT, AST, LDH, IL-1β, and IL-18 levels were increased, the relative expression of
SIRT1  protein  in  liver  tissue  was  decreased,  and  the  relative  expression  of  NLRP3,  Cleaved  Caspase-1,  and  GSDMD
proteins  were  increased  (all  P<0.05).  Compared  with  the  IRI+RPC  group,  the  liver  tissue  pathological  score  and
hepatocyte apoptosis rate in the IRI+RPC+EX-527 group were increased, the levels of ALT, AST, LDH, IL-1β, and IL-18
were  increased,  the  relative  expression  of  SIRT1  protein  in  liver  tissue  was  decreased,  and  the  relative  expression  of
NLRP3, Cleaved Caspase-1,  and GSDMD proteins were increased (all P<0.05). Conclusions   SIRT1 may participate in
the regulation of remifentanil against rat liver IRI by inhibiting NLRP3 mediated cell pyroptosis.

【Key words】 Ischemia-reperfusion injury; Liver; Remifentanil; Pyroptosis; Silent information regulator 1; NOD-
like receptor protein 3; Inflammatory factor; Inflammasome

 

肝 脏 缺 血 -再 灌 注 损 伤 （ ischemia-reperfusion

injury，IRI）是肝脏外科手术中常见的一种临床病理

生理过程，影响肝脏手术后的肝功能恢复，严重者可

引发休克、感染甚至肝衰竭 [1-2]。近年来研究发现，

药物预处理能有效改善肝脏 IRI，于术前给予合适药

物干预对预防肝脏 IRI 具有重要意义[3-5]。既往研究表

明，肝脏发生 IRI 时，各种焦亡相关因子通过识别受

体感知肝脏内的刺激信号，引发过度的肝细胞焦亡，

最终导致炎症因子大量产生加重肝损伤，提示抗焦亡

可能是治疗肝脏 IRI 的一个潜在途径[6-8]。沉默信息调

节因子 1（silent information regulator 1，SIRT1）-NOD

样受体蛋白 3（NOD-like receptor protein 3，NLRP3）

轴已被证实在肝细胞焦亡中发挥作用，激活 SIRT1

可 抑 制 NLRP3 活 化 半 胱 氨 酸 天 冬 氨 酸 蛋 白 酶
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（ cysteinyl  aspartate  specific  proteinase，Caspase） -1
介导的细胞焦亡过程，显著减少油酸和胆固醇联合诱

导的肝细胞焦亡[9-10]。瑞芬太尼是一种具有起效快、

作用时间短、体内无积蓄等优点的新型镇痛药，在临

床上被广泛应用于外科手术中或术后镇痛。既往研究

报道，瑞芬太尼对脑、心脏和肝脏等器官 IRI 均有改

善作用[11-14]。廖瑶等[15] 研究结果显示，瑞芬太尼可通

过抑制 NLRP3 炎症小体介导的细胞焦亡改善椎间盘

退变模型大鼠的椎间盘退变。然而，瑞芬太尼是否可

以通过调控 SIRT1-NLRP3 轴介导的细胞焦亡途径改

善肝脏 IRI，目前尚未见报道。因此，本研究通过建

立大鼠肝脏 IRI 模型，探讨 SIRT1-NLRP3 轴介导的

细胞焦亡在瑞芬太尼抗肝脏 IRI 中的作用，旨在为瑞

芬太尼在肝脏 IRI 中的临床应用提供更多依据。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

无特定病原体级雄性 SD 大鼠，8 周龄，体质量

220~240 g，购自华中农业大学动物实验中心，生产

许可证号：SCXK（鄂）2020-0019。使用普通辐照饲

料 饲 养 于 恒 温 恒 湿 （ 温 度 22~24 ℃ ， 湿 度 40%~
70%）环境中，每笼饲养动物数量不超过 4 只。

主 要 试 剂 包 括 注 射 用 盐 酸 瑞 芬 太 尼 （ 江 苏

恩 华 药 业 股 份 有 限 公 司 ） ， SIRT1 抑 制 剂 EX-
527（美国 Sigma 公司），丙氨酸转氨酶（alanine
aminotransferase， ALT） 、 天 冬 氨 酸 转 氨 酶

（ aspartate  aminotransferase，AST） 、 乳 酸 脱 氢 酶

（lactate dehydrogenase，LDH）检测试剂盒（南京建

成生物工程研究所），苏木素-伊红（hematoxylin-
eosin，HE）染色试剂盒（上海吉至生化科技有限公

司），白细胞介素（interleukin，IL）-1β、IL-18 酶

联 免 疫 吸 附 试 验 （ enzyme-linked  immune  absorbent
assay，ELISA）检测试剂盒（武汉菲恩生物科技有限

公司），脱氧核糖核酸末端转移酶介导的 dUTP 缺口

末 端 标 记 （ terminal  deoxynucleotidyl  transferase-
mediated dUTP nick-end labeling，TUNEL）细胞凋亡

检 测 试 剂 盒 （ 武 汉 赛 维 尔 生 物 科 技 有 限 公 司 ） ，

SIRT1 抗体、NLRP3 抗体、Gasdermin D（GSDMD）

抗 体 、 甘 油 醛 -3-磷 酸 脱 氢 酶 （ glyceraldehyde-3-
phosphate  dehydrogenase， GAPDH） 抗 体 （ 英 国

Abcam 公 司 ） ， Cleaved  Caspase-1 抗 体 （ 美 国

ImmunoWay  Biotechnology 公 司 ） 。 主 要 仪 器 包 括

R500IE 小动物呼吸麻醉机（深圳市瑞沃德生命科学

有限公司），GFM-580 荧光显微镜（上海光密仪器

有限公司），DNM-9 606 酶标仪（北京普朗新技术有

限公司），Gel DocTM EZ 全自动成像系统（美国 Bio-
Red 公司）。 

1.2    实验分组与处理

将 40 只 SD 大鼠随机分为假手术组（sham 组）、

IRI 组 、 IRI+瑞 芬 太 尼 预 处 理 组 （ IRI+RPC 组 ） 、

IRI+SIRT1 抑 制 剂 EX-527 组 （ IRI+EX-527 组 ） 和

IRI+RPC+EX-527 组，每组 8 只。其中 IRI+RPC 组、

IRI+EX-527 组 和 IRI+RPC+EX-527 组 大 鼠 于 术 前

30 min 静脉滴注瑞芬太尼 2 μg/（kg·min） [16]，持续

15 min，IRI+EX-527 组和 IRI+RPC+EX-527 组在给予

瑞芬太尼处理前 5 min 静脉注射 EX-527 1 μg/kg[17]，
sham 组和 IRI 组大鼠给予等剂量溶剂干预，瑞芬太

尼停药 10 min 后造模。参考文献 [18] 建立大鼠肝脏

IRI 模型，120 min 后对大鼠进行取材，sham 组大鼠

开腹腔后立即缝合，不进行肝脏缺血操作。本研究符

合动物实验医学伦理要求，已通过长江大学医学部伦

理委员会审批（批号：202 201 014）。 

1.3    研究内容与方法 

1.3.1   肝损伤标志物检测　麻醉大鼠后经腹主动脉取

血，1 500×g 离心 10 min 分离血清，按照试剂盒说明

书，检测各组大鼠血清 ALT、AST、LDH 水平。 

1.3.2   炎症因子检测　按照 ELISA 试剂盒说明书，检

测各组大鼠血清 IL-1β、IL-18 水平。 

1.3.3   组织病理学检查　取各组大鼠肝大叶于 4% 多

聚甲醛中固定 24 h，石蜡包埋并作连续切片，脱蜡水

洗后进行 HE 染色，于显微镜下观察各组大鼠肝组织

病理学改变。选取 5 个视野进行病理学改变评分，观

察项目包括细胞核固缩、空泡形成、细胞质染色消

失、细胞核消失红细胞淤积、炎性细胞浸润，根据所

占视野百分比分别计 0~3 分并累加，评分为 5 个视野

的平均分，得分越高则肝组织损伤越严重[19]。 

1.3.4   细胞凋亡检测　各组大鼠肝组织石蜡切片经二

甲苯和梯度乙醇脱蜡至水，去掉样本周围多余液体

后，使用组化笔标记样本范围，通透处理后滴加末端

脱氧核苷酸转移酶与含荧光素核苷酸混合液避光孵

育 1 h，随后置入苏木素中染色 5 min，清洗后去除多

余液体，滴加抗荧光淬灭封片剂封片，显微镜下观察

细胞染色情况，计算阳性细胞百分比。 

1.3.5   肝组织蛋白表达检测　取各组大鼠肝组织匀
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浆，提取蛋白，对蛋白进行定量。凝胶电泳分离蛋

白，转膜后脱脂奶粉封闭，1∶1  000 稀释的一抗

（ SIRT1、 NLRP3、 Cleaved  Caspase-1、 GSDMD、

GAPDH）孵育过夜，洗涤后加入二抗室温孵育 1 h，

洗涤后进行显影。采用 Image J 软件分析条带灰度

值，计算蛋白相对表达量。 

1.4    统计学方法

采用 SPSS 26.0 软件进行统计学分析，符合正态

分布的计量资料用均数±标准差表示，多组间数据比

较采用单因素方差分析，两组间比较采用 LSD-t 检

验。P< 0.05 为差异有统计学意义。 

2    结　果
 

2.1    各组血清肝损伤标志物及炎症因子表达水平

与 sham 组比较，IRI 组ALT、AST、LDH、IL-1β、

IL-18 水平升高；与 IRI 组比较，IRI+RPC 组 ALT、

AST、LDH、IL-1β、IL-18 水平降低，IRI+EX-527 组

ALT、 AST、 LDH、 IL-1β、 IL-18 水 平 升 高 ； 与

IRI+RPC 组 比 较 ， IRI+RPC+EX-527 组 ALT、AST、

LDH、IL-1β、IL-18 水平升高（均为 P<0.05，表 1）。 

2.2    各组大鼠肝组织病理学改变及病理评分

sham 组大鼠肝组织细胞形态正常，胞质胞核染

色均匀，未见炎症细胞浸润；IRI 组和 IRI+EX-527 组

大鼠肝组织细胞核固缩明显，空泡大量形成，胞质胞

核染色不均，伴随大量炎症细胞浸润；IRI+RPC 组

和 IRI+RPC+EX-527 组大鼠肝组织细胞核固缩及空泡

情况有所改善，炎症细胞浸润减少；IRI+RPC+EX-
527 组大鼠肝组织损伤较明显（图 1）。

sham 组 、 IRI 组 、 IRI+RPC 组 、 IRI+EX-527 组

及 IRI+RPC+EX-527 组大鼠肝组织病理评分分别为

（2.6±0.9）分、 （11.9±1.6）分、 （4.9±1.3）分、 （14.0±1.1）分

和 （ 7.0±1.2） 分 ， 组 间 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义

（F=118.323，P<0.001）。与 sham 组比较，IRI 组评

分 升 高 ； 与 IRI 组 比 较 ， IRI+RPC 组 评 分 降 低 ，

IRI+EX-527 组 评 分 升 高 ； 与 IRI+RPC 组 比 较 ，

IRI+RPC+EX-527 组评分升高（均为 P<0.05）。 

2.3    各组大鼠肝细胞凋亡率

sham 组 、 IRI 组 、 IRI+RPC 组 、 IRI+EX-527 组

及 IRI+RPC+EX-527 组 大 鼠 肝 细 胞 凋 亡 率 分 别

为（3.5±1.0）%、（41.3±3.0）%、（10.6±1.2）%、

（60.3±4.4）% 和（28.6±2.4）%，组间比较差异有统

计学意义（F=581.859，P<0.001，图 2）。与 sham
组比较， IRI 组细胞凋亡率升高；与 IRI 组比较，

IRI+RPC 细胞凋亡率降低，IRI+EX-527 组细胞凋亡
 

表 1    各组大鼠血清学指标比较

x̄Table 1    Comparison of serological index of rats among different groups (   ±s)

组别 n ALT（U/L） AST（U/L） LDH（U/L） IL-1β（pg/mL） IL-18（pg/mL）

sham组 8 182±14 256±22 208±16 26.1±2.1 63±5

IRI组 8 325±22a 476±35a 524±31a 87.6±6.3a 174±10a

IRI+RPC组 8 198±15b 249±20b 236±14b 30.1±2.4b 75±6b

IRI+EX-527组 8 366±26b 547±41b 616±42b 124.5±7.9b 191±12b

IRI+RPC+EX-527组 8 281±20c 382±34c 415±30c 69.5±5.2c 137±9c

　　注：与sham组比较，aP<0.05；与IRI组比较，bP<0.05；与IRI+RPC组比较，cP<0.05。
 

注：A 图为 sham 组；B 图为 IRI 组；C 图为 IRI+RPC 组；D 图为 IRI+EX-527 组；E 图为 IRI+RPC+EX-527 组。

图 1    各组大鼠肝组织病理学变化（HE，×200）

Figure 1    Pathological changes of liver tissues of rats in each group
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率升高；与 IRI+RPC 组比较，IRI+RPC+EX-527 组细

胞凋亡率升高（均为 P<0.05）。 

2.4    各组大鼠肝组织蛋白表达水平

与 sham 组比较，IRI 组 SIRT1 蛋白相对表达量

降低，NLRP3、Cleaved Caspase-1、GSDMD 蛋白相

对表达量升高；与 IRI 组比较，IRI+RPC 组 SIRT1 蛋

白 相 对 表 达 量 升 高 ，NLRP3、Cleaved  Caspase-1、

GSDMD 蛋白相对表达量降低，IRI+EX-527 组 SIRT1

蛋白相对表达量降低，NLRP3、Cleaved Caspase-1、

GSDMD 蛋 白 相 对 表 达 量 升 高 ； 与 IRI+RPC 组 比

较， IRI+RPC+EX-527 组 SIRT1 蛋白相对表达量降

低，NLRP3、Cleaved Caspase-1、GSDMD 蛋白相对

表达量升高（图 3，均为 P<0.05）。 

3    讨　论

IRI 过程中由于代谢紊乱和炎症信号通路激活等

原因，肝脏组织受多种炎症因子浸润，导致肝细胞损

伤，ALT、AST 和 LDH 是主要存在于肝组织内的酶

类，当其被大量释放入血时提示有肝实质损伤[20-22]。

近年来，瑞芬太尼对肝脏 IRI 的保护作用引起人们的

关注。Liu 等[23] 研究表明，瑞芬太尼可通过调节 IL-

18 与其结合蛋白平衡和抑制 IL-18 信号传导，减轻炎

症损伤，发挥减轻肝脏 IRI 的作用。Yang 等[24] 研究

发现，瑞芬太尼可通过调节 Toll 样受体 4（Toll-like

receptor 4，TLR4）介导的炎症反应的负性调节因子

β-arrestin2，抑制 TLR4 表达，通过减少细胞死亡，

改善肝脏 IRI。本研究结果显示，瑞芬太尼可降低

IRI 大鼠血清中 ALT、AST 和 LDH 水平，改善肝组

织细胞空泡化和坏死，减少肝组织中炎症细胞浸润，

其机制可能是通过激活 SIRT1 抑制 NLRP3 炎症小体

介导的细胞焦亡。

细胞焦亡是机体的一种天然免疫反应，是由

 

图 2    各组大鼠肝细胞凋亡水平（TUNEL，×200）

Figure 2    Apoptosis level in liver cells of rats in each group
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GSDMD 介导的细胞程序性死亡，又称细胞炎症坏

死，但病理过程中细胞过度焦亡则会导致组织损伤，

参与心肌、脑组织等多种器官 IRI 过程[25-27]。细胞焦

亡发生的特征是 NLRP3 炎症小体形成，NLRP3 通过

剪切活化 Caspase-1 并使其裂解下游的 GSDMD 蛋白

释放 N-末端结构域，在细胞膜中形成孔洞，使细胞

肿胀、胞质流出，引起细胞膜破裂焦亡，进而促使

IL-1β、IL-18 等炎症因子大量释放，导致肝脏发生更

严重的炎症损伤 [28-30]。Wang 等 [31] 研究表明，调控

Caspase-1/GSDMD 轴可下调 IL-1β 和 IL-18 水平，通

过抑制细胞焦亡改善小鼠肝脏 IRI。本研究结果显

示，瑞芬太尼干预后，IRI 大鼠肝细胞凋亡率显著降

低，肝组织中 NLRP3、Cleaved Caspase-1 和 GSDMD

蛋白表达水平显著降低，同时血清中 IL-1β 和 IL-

18 水平显著降低，表明瑞芬太尼是通过抗细胞焦亡

途径抑制炎症因子反应，从而改善大鼠肝脏 IRI。

SIRT1 是一种高度保守的蛋白去乙酰化酶，通过

对组蛋白的去乙酰化作用参与细胞代谢、DNA 修

复、凋亡、应激反应等调节过程 [32-33]。既往研究发

现，SIRT1 可通过调控核因子（nuclear factor，NF）-

κB 等核转录因子，减轻炎症反应和氧化应激反应，

起到对肝脏的保护作用 [34-36]。Zhou 等 [37] 研究表明，

SIRT1 通过靶向调控 NF-κB，抑制 NLRP3 炎症小体

和 NLRP3 的免疫上游调节因子 IL-18 活化，在各种

神经系统炎性疾病中发挥脑保护作用。孙琳琳等[38]

研究结果显示，SIRT1 通过抑制过氧化物酶体增殖物

激 活 受 体 γ 共 激 活 因 子 （ peroxisome  proliferator-

activated  receptor-γ  coactivator，PGC） -1α 乙 酰 化 使

其转录因子与核因子 E2 相关因子 2（nuclear factor

E2-related  factor  2， Nrf2） 基 因 结 合 ， 进 而 抑 制

NLRP3 介导的细胞凋亡途径，减轻小鼠肾 IRI。本研

究果显示，经瑞芬太尼干预后，肝组织中 SIRT1 蛋

白表达水平显著升高，NLRP3 蛋白表达水平显著降

低，然而，经 SIRT1 抑制剂干预后，NLRP3 蛋白表

达水平明显回升，且瑞芬太尼对 IRI 大鼠肝脏损伤的

保护作用被逆转，表明瑞芬太尼可能是通过激活

SIRT1 抑制 NLRP3 介导的细胞焦亡改善肝脏 IRI。

综上所述，本研究通过建立肝脏 IRI 大鼠模型，

验证了瑞芬太尼对肝脏 IRI 的改善作用，其机制可能

是通过激活 SIRT1 抑制 NLRP3 炎症小体介导的细胞

焦亡。这为瑞芬太尼临床治疗肝脏 IRI 提供了新的数

据支持。

 

注：与 sham 组比较，aP<0.05；与 IRI 组比较，bP<0.05；与 IRI+RPC 组比较，cP<0.05。

图 3    各组大鼠肝组织蛋白表达情况

Figure 3    Protein expression in liver tissue of rats in each group
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