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论著

用乌 司他丁抑 制炎症反应减轻大鼠移植肝再灌注损伤的实验研究

林 峰、 周 志 军 、张晨虹 、 刘 芳 ， 郭 闻 渊 ，
魏若 菡 陈 慧 、 丨 台 州 市第 一人 民 医 院 ， 浙江 台 州 第

二军医 大学附属长征 医 院器官移植科 ， 上海

摘要 目 的 研究乌 司 他丁 （ ， 对移植肝再灌注损伤的保 护作用 及相关机制 。 方法 建 立

同 系 大鼠肝移植 （
模型

，
受体分为 组 ，

每组 只 大 鼠 ：假手术组 、对照 组 和乌 司 他丁组 。 假手术 组大 鼠仅 接受麻醉 、

开腹 、肝周韧带 游离及 关腹操作 ；乌 司他 丁组 及对照组大 鼠建立 模型 ， 门静脉开放后 ， 乌 司 他丁组 大鼠经尾静脉 注射乌 司

他丁 ， 对照组大 鼠注射等量生理盐水 。 再灌注后 及 每组分别处死 只大 鼠
，
获取下腔静脉血标本及肝脏标

本 。 检测各组大 鼠血清 水平 及肝组织形态学变化 、肝细胞 凋亡情 况
；
用免疫组化方 法检测肝脏 细胞浸润 ， 用荧光

定量 检测肝脏肿 瘤坏死因 子 （
、 白细胞介素 （

， 、 及单核细 胞趋化蛋

白 （ 表 达水平 ，用酶联免疫吸附试验检测受体血清 内 上述炎症介 质含 量
；
用蛋 白

质 印迹技术检测肝脏内 核因 子 （ 亚单位 磷酸化水平 。 结果 与对照组 相比
，
在 同 一时点检测乌 司

他丁组大鼠 血清 水平明 显降低 （
尸 肝脏组织学损 伤情况 明 显改善

（
尸

，肝细胞凋亡 明显 减少 （

肝脏 内 、
、

、 的 表达降低 （
尸

，血 清内 上述炎症 介质含量 明 显降低 （
； 磷酸化

水平 明 显下降 。 结论 乌司 他丁能够减轻大 鼠移植肝再灌注损伤 其机制可能与其抑制再灌注后 炎症反应有关 。
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随着外科手术水平 的提高 、器官保存技术的发
基金项 目 上海市科委医学引导项 目 （ 浙江省台州 市科

局项 目
展以及新型免疫抑制剂 的应用

，
器官移植 已经进人
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而言 ，其 已成 为各种终 末期肝 冰箱过夜后 以 离心 分离并

病唯
一

、有效的治疗手段 。 然而 ，仍有一些难题困扰 收集血清 ， 置 冰箱保存 ， 用于检测转氨酶及

着 的快速发展 ，
移植肝再灌注所激发 的 炎症反 细胞 因子 部分肝脏标本经液氮迅速冰冻后 ， 冻存于

应就是其中之一 。

一

方 面 ，再灌 注后炎症反应会诱 ，
用于提取核酸或蛋 白 ；

另取部分肝脏标本用

导肝细胞凋亡
、
坏死

，
加重移植肝功能障碍 ，甚至造 甲 醛 （ 福马 林 ） 溶液 固定用于组织学检查 ，

部分

成原发性供肝无功 能 ， 对于合 并脂肪变性或心脏死 肝组织冻存 于 保存液 内 用于免疫组 化

亡供体肝而言 ，这种损害可能更加严重 ；
另
一方面

，
检测

；各组实验均完成后 ，对标本集 中进行检测 。

这种炎症反应也会造成远隔 器官 （ 如肺 、 肾 ） 的功能 实 时 荧 光 定量逆转 录聚合酶链反应 （

损害 。 因此
，
寻求减轻移植肝再灌注后 炎症反 应 的 肝 组织 内 、 、

干预措施或治疗药物 ， 是 目 前肝脏外科及器官移植 、 的 表 达水平 采用荧 光定量

领域的研究热点之
一

。 方法检测
⋯

。 建立 逆转录 反应体系 ，
总 量

乌 司他丁 （ 是从人尿液 中提取 、 。 所用 引 物 序 列 如 下 ：
上 游 引 物 ：

精制 的
一种糖蛋 白 水解酶抑制 剂 ， 目 前 已 广泛应用

‘

，
下游引物

于急性胰腺炎 、感染等临床领域 ，
显示 了 良好的抑 制 ； 上游 引

全身性炎症反应 的作 用 。 然而 ， 乌 司他 丁对移植肝 物

再灌注所激发 的炎症是否有 明显 的 抑 制作 用 ， 目 前 下游 引 物 ：

国 内外相关报道较少 。 本课题拟在建立大 鼠同 系肝 上 游 引 物
：

脏移植模型基础 上 ， 研究乌 司 他丁 对移植肝再灌 注 ， 下 游引 物 ：

后炎症反应的影 响 及机制 。
；

上 游引 物 ：

下游 弓 物 ：

材料与方法
； 上 游 弓 物 ：

实 验动物 及试剂 周 龄的雄性
‘

，
下游 弓 丨 物 ：

大 鼠 ， 体重 购于上 海必凯 。 条件 如

实验动物有限公司 ， 无特殊病原体环境饲养 ，
自 由 进 下 ： 预变性 弋

°

循环 （

食 、饮水 。 乌 司他丁 购 自 广 东天普生化 医药股份有 个 ） ， 所用仪器 为

限公 司 （ 丨 支 ，
生产批号 丨

。 原位凋 亡 实 时 荧光 定 量 仪 （

检测 试 剂盒购 自 美 国 公 。 目 的 基因 表达水平 以相应标

司 ， 兔抗大鼠 单克 隆抗体及 蛋 白 印迹用 抗体 本 内 为基准采 用 方法

购 自 美 国 公 司
，
大 鼠 肿 瘤 坏 死 因 子 计算 并将假手术组标本内 目 的基 因 表达水平设

、 白 细 胞介素 （ 为 ， 对其他组标本 内 目 的 基 因 表达水平进行标准

、
、单核细胞 趋化蛋 白 （ 化计算 （所得结果为 的倍数 ）

丨 酶联免疫吸 附试验 蛋 白 质 印迹 用 冷裂解液 匀浆 化肝组织 ，
然

，
试剂 盒 后 向 裂 解 物 内 加 人 等 体 积 含 十 二 焼 基 硫 酸 钠

购 自 美 国 公 司 ， 、
、

、 （ 的蛋 白 质缓 冲 液 ， 水浴锅 内 煮沸 于

引物 由 上海生工生物有限公司合成 。 、 丨 离心 收 集 上 清 并采 用

模型 、 分组及标本采 集 受体大鼠术前禁 蛋 白 质分析试剂 盒测 定蛋 白 质浓 度 。 用

食 自 由 进水 ，供体大 鼠不 禁 食 。 同 系大 鼠 聚 丙 烯 酰胺 凝胶 电 泳分 离 蛋 白 质
（

泳

非动脉化 模型按照 我们实验室 已 经完 善 的 方 道 ） ， 用 转 膜 系 统将 蛋 白 质转 移 至 硝 酸 纤维 素 膜

法建立
⑴

。 实验大鼠随机分为 组 ，
每组 只 ：

假 手 上 ， 常温下用 含 脱脂奶粉 的

术组 、对照组和 乌 司 他 丁组 。 假手术 组 大 鼠仅接 受 ， 含 封 闭 。 经

麻醉 、开腹 、
肝周 韧带游离 及关腹操 作 ； 乌 司 他丁组 清洗 次 后

， 加 人适 当 稀 释 的 第
一抗 体

及对照组大 鼠接受同系原位肝移植 ，
门静脉开放后 ， 孵育过夜 。 加人辣根过 氧化物 酶偶联 的第 二抗体

乌 司 他 丁组经尾静 脉 注射乌 司 他 丁 孵育 ，最后加 人底物并曝光 、

显影 。

对照组 大 鼠经尾静脉注射等量生理盐水 。 再灌注后 检 测 再灌注 后血 清 、

和 每组分别处死 只 大 鼠 ，
获取下腔静脉 、 、 含量的测 定是采用 相应 的 试

血 标 本及肝脏标 本 。血标 本 恒 温箱静置 剂盒
，
并按照说明 书操作进行检测 。
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病 理 及 免 疫组 化 检 测 肝组 织标本 保存于 进行操作 。 计数 高 倍视野下 阳性细

甲 醛缓冲液 内
，
检 测时切成 薄 片 ，

行 胞数
，
每组 只小鼠

，
结果 以均数 ±标准差表示 。

染色 ，并按 评分方法分析肝病理损伤程度 。 统计 学 处理 计量资料用均数 ± 标准差表示
，

将包埋于 的冰冻标本切成 薄片并 多组样本均数之间 比 较采用单 因 素 方差分析 ， 各 组

用 多聚 甲 醛 固定 ，
丨 牛血清清蛋 白 封闭 ，

加 人 间 的两两 比 较采 用 最小显 著性差异法 （ 检验 ） ，

兔抗大 鼠 第
一抗体 孵育过夜

，
加人 数据应用 统计软件分析 ， 当 尸 时

，

过氧化氢孵育 清 除 内 源性过 氧化酶 。 加 人 则认 为差异有统计学意义 。

辣根过氧化酶偶联 的羊抗兔第 二抗体 ， 并加 入底 物

二氨基联苯显色 。 计数 高倍 视野 （

‘

下 阳性细胞数 ，
每组 只小 鼠

，
结 乌 司 他 丁 对 移 植肝 功 能 及 病 理 学损 害 的 影

果 以均数 ±标准差 （ 表示 。 响 再灌注 和 ， 血清 水平见表 对照组

细胞 凋 亡检测 采 用 原位末端脱氧核苷酸转 水平较假手术组均 明显升高 （ 而 同时

移酶介导 的 缺 口 末端标记法 （ 对肝脏 间点乌 司 他丁组 水平较对照组 明显 降低 （

凋亡 细胞进行检测 。 按细胞凋 亡检测试剂盒说明 书 。

表 再灌 注 和 各组 大 鼠血清 水 平及肝组织 评分
（

±

‘

再灌注 再灌 注
仝日“

评分 评分

假手术组 ± ±

对 照组 ± ± ± ±

乌司 他丁组 ± ± ± ±

， 与 假手术组比 较 ； ， 与对照组 比较

■ ■
假手术组 对照组 乌 司他丁组

图 再 灌注 各组大 鼠肝病理学变化 （

假手术组 ； 对照组 ； 乌 司 他丁组

再灌 注 ， 各组小 鼠肝病理学检查结果如 图 。 肝细胞凋亡较对照组 明显减少 （ 。

假手术组肝细胞排列 整齐 结构完 整 ，
无明显病变 ；

对 乌 司 他丁对移植肝 细胞浸润 的 影 响 采

照组标本 肝细胞排列紊乱 ，
肝细胞肿 胀明显 ，

胞浆 疏 用免疫组化的方法检测肝标本 内 阳性

松化 ， 呈气球样变性 ，
部分肝细胞溶解坏死

，
肝小叶结 浸润情况 结果见表 。 与 假手术组相 比 ， 对照组标

构不完整 ， 肝窦 内 见大量 红细胞瘀积 ；乌 司他 丁组 标 本 细 胞浸 润数量 明 显增 多 （ 而同

本肝细胞损伤较对照组明 显减轻 ，
肝组织结构破坏较 时 间点乌 司他丁组 细 胞浸 润 数量较对照 组

轻 仅部分肝细胞肿胀呈气球样 变 。 各组肝脏标本组 明显减少 （ 。

织损伤 评分结果 见表 。 结果 表 明乌 司他 丁 表 再灌 注 和 各组大鼠肝细胞凋亡情况
（

±

可 以显著减轻肝再灌注后肝功能及肝组织害 。

‘

细胞凋 亡 数
徂 另

乌 司 他丁 对 移植肝细胞凋 亡影 响 细 胞凋亡 是 二 再灌 注 再灌注

程序性细胞死亡过程 。 各组标本肝细 胞调亡情况 见

表 。 与假手术组相 比 ，对照组再灌注 及 肝细 乌 司 他丁组 ± ±

胞凋亡 明 显增多 （ 尸 而同 时间点 乌 司他丁组 与假手术组 比较 ； 与对照组 比较
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表 再灌注 及 各 组大 鼠 肝组 织 内 灌 注 各 组 大 鼠 血 清 内 、 、 、

■ 细船曼 闰 情况 （

±

含量见表 。 与 假手术组 相 比 ， 对照 组大 鼠

组 别 彳
叩 ““ 细胞浸

被吐
血清 内上述炎 症介质表达 明显 升高 （

尸 】
） ， 而

再灌注 再灌注

假手术组 ± ± 乌 司他丁组大 鼠血清 内上述炎症介质含量显著降低

对照组 ± ±

乌司 他丁组 ±
”

±

，与假手术组 比较 ；
，与对照组比较 屮

丄
）

乌 司 他丁 对肝组 织 内 炎症介质 表达 的

影 响 再灌注 各 组肝标本 内 、 、

、 的 相对表达水平见 图 。 与假手术
英

组相 比
，
对照组肝标本 内 上述炎症介 质 表达 明显 升 口

高 （ ， 而乌 司他 丁组上述炎 症介质 图 再 灌 注 肝标本 内 、 、

水平显著降低 （
尸 。 、 相对 表 达水平

乌 司 他 丁 对血 清 内 炎 症介质 含量 的 影响 再 与 假手术组 比较 ’ 与对照组 比较

表 再 灌注 各组 大 鼠血清 内 丁 卩
、
丨 丨 译、 、 含量 （

±

组别

假手术组 ± ± ± ±

对照组 ±
丨 ）

± ±
丨 ）

±

乌 司他 丁组 ± ±
、

± ±

与假手术组 比较 ， 与对照组 比较

乌 司 他丁 对肝组织 内 转 录 因 子 活化 的 伤 、休 克的治疗过程发生 ，往往 具有较高 的发病率及

影 响 再灌注 各组肝标本内 活性亚单 病死率 ， 是 困扰 临床 医生 的重 要难题之
一

。 近 年

位 磷酸化水平见 图 。 与 假手术组 相 比 ， 对照 来
，
大量的研究显示 ，

以 固有免疫为主 的 炎症反应包

组肝组织 内磷酸化 表 达 水平 明显升 高 ； 而 乌 司 括炎症 细胞浸润 、炎 性介 质表达 以 及 炎性相关转 录

他丁组磷酸化 表达 水平较对照组 明 显降低 。 半 因 子活化等在肝缺血再灌 注损 伤尤其是移植肝缺血

定量灰度分析结果 见图 。 再灌注 损 伤 中具 有重 要 的 致病 作 用
、

。 因 此 ， 靶

向抑 制移植肝再灌注后 的炎症反应是减轻移植肝缺

碟酸化 血再灌 注损伤 的重要途径之一 。

肌动蛋白 乌 司他丁 又 名尿抑 制素 ， 是一种从健康成 年男

假手术组 对照组 乌司他丁组 性新鲜尿液 中分 离纯化 出 来糖蛋 白
，
由 个氨基

酸组成 ，相对分子量约 为 。 临 床研究显示 ，

图 再 灌注 各组肝标本 内 碳酸化水平 乌 司他丁对急性胰腺炎 、重症感染等全 身性炎症反

应具有 明 显 的抑制 作用 ， 其机制 包括抑 制 中性粒细

胞释放弹性蛋 白 酶 、组织 蛋 白 酶
，
并抑 制 中 性粒 细

■ 胞 、单核 巨 噬细 胞释 放 、 等 炎 性 细胞 因

子
，

、

凊除氧 自 由 基 ， 稳 定 溶 体 ， 减少 溶 体膜破

—— —— —— 裂释放造成 的组织损伤等
⋯

。 本课题 中 我们首先

研究 了 乌 司他丁对移植肝 缺血再灌 注损 伤 的影 响 ，

图 半定量分 析各 组肝标本 内 磷酸化 水 平
结果 显 乌司 他丁 可 以 减轻肝再摧 注损 伤 ， 表现 为

与假 手术組 比较， 丨
， 与对 照组 比较 降低 血清 等生化酶水平

，
减轻移植肝组织病理

学损 害程度并减 轻肝细胞凋亡 。

鉴于 炎症反应在移植肝缺血再灌注损伤 中 的核

肝缺血再灌 注 （ 损 伤
心 作 用 ’ 笔者研究 了乌 司 他丁对肝再灌注后 炎症反

常于肝外科手术 如肝部分切 除 术 、肝移 植术 以 及创
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，

制 中华 实验外科杂志 ，
，

丨

兰海霞 ， 博晓真 ，新 燕 ， 等 粒细 胞 巨 唾细胞 集落刺激 因 子

的研究进展 临床儿科 杂志 ， ，
：

邱学文 ，王 甲汉 ， 杨 磊 ，等 重组 人粒细 胞 巨 噬细胞集 落刺 收稿 日 期 修回 日 期

激因 子治疗 烧 伤后 残余 创 面 实用 医学 杂 志 ， 丨 ， 本文编辑 李睿旻

：

上接第 页 ）

应的影响 。 已 有研究显示 ， 细胞在肝缺血再
如

她 次 产 ⋯ 士 曰 亡 壬 面在 、
、 ⑴

； 分
：

灌汪所激发 炎症反应 中具有 重要 义 既任

的研究也显示 ，再灌注时 细胞浸润至肝激发
。

并加重炎症反应 ，促进组织损伤 ，
而抑制 细

胞功能减轻肝缺 血再灌 注损伤 。 本实验结 果显 。
，

示
，乌 司他丁对肝再灌注后 细胞浸润有 明显

⑷

的抑制作用 。 细胞产生并加重肝缺血再灌
：

注损伤与下列机制 有关 。 再灌 注初 始阶段 ， 。

细胞产生形态变化并 突人肝窦 内
，
因而阻碍窦腔 内 。

血流加重微循 环障碍 细胞 活 化后 释放 ：

大量炎性介质如 、 、 等 ’

一方面 炎性
’ 丨 ’

介质可 以 直接造成组织损伤 ，
另
一方面 ，

炎性介质可
：

促进 中性粒细胞 向 损伤部位浸润 。

，

、 、 、 是 细胞 因 子 网 络 中

非常重要的炎症介质 ，
可 由 巨 噬细胞 、单 核细胞 、 中 。

，

性粒细胞 、 内 皮细胞等释放 ， 能够激发并加重炎症反

应
，
进而加重肝缺血再灌注损伤

‘

乌 司他丁能够
「

炎的经济学评价 药学餓杂志 ’ 誦 ，

明 显抑 制肝再灌注后上述炎症介质的表达 。 这些 炎
。

症介质导致肝损伤的机制 主要包括 ： 直接诱导肝 细

胞凋亡
、
坏死

；促进肝窦 内形成 微血栓 ，造成血运障 ⑶ ⑷

碍 ；进一步放大炎症介质级联瀑布反应 ；
促进巨 噬细

胞 、 中性粒细胞等炎症细胞 向损伤部位聚集 加重炎
—

，

症反应及组织损 伤 。 最后 ，
检测 了 乌 他丁对肝再

灌注后组织 内转录 因子 活化 的影响 。

主要 和 两个亚单位组成 ， 是其活性亚 —

单位 ， 活化 日 发生磷酸化并与 分离 ，

丨 郭 滕 ， 宋，华 ， 等

进入細核内促进多种炎症介质細转录 。 实验结
胞活化减轻肝脏再灌 注损 伤 ± ：

果显示 ’ 乌 司他丁能够明显抑 制 活化
’
这一

机制可 以部分解释乌 司 他丁抑制移植肝再灌 注后

、
、 、 表达的作用 。 〖 ， ：

综上所述 ，本研究表明乌 司 他 丁对移植肝再灌
丨

， ’ ’

注损伤有保护作用 ， 这种保护作用 与抑制 再灌注后
― ° °

炎症反应有关 。

⑸
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