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青藤碱对大鼠原位肝移植缺血再灌注损伤的保护作用
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［摘要］　目的：探讨青藤碱对大鼠原位肝移植缺血再灌注损伤的保护作用。方法：采用Ｋａｍａｄａ’ｓ“二袖套法”建立ＳＤ→ＳＤ
大鼠原位肝移植模型，随机分为假手术组、对照组、低剂量（４０ｍｇ／ｋｇ）和高剂量（８０ｍｇ／ｋｇ）青藤碱组，分别观察移植术后１周

存活率，检测术后２、６、１２、２４ｈ血清 ＡＬＴ，ＴＵＮＥＬ法检测肝细胞凋亡指数（ＡＩ），ＲＴＰＣＲ检测肝脏组织中的 ＴＮＦα、ＩＬ１β
ｍＲＮＡ的含量，并观察移植肝脏病理学改变。结果：与对照组比较，青藤碱低剂量、高剂量组术后１周存活率显著提高（７５％、

７５％ｖｓ１２．５％，Ｐ＜０．０１）；在各个时间点，青藤碱治疗组的 ＡＬＴ水平明显低于对照组（Ｐ＜０．０１），肝组织中的ＴＮＦα、ＩＬ１β
ｍＲＮＡ表达与对照组相比均显著降低（Ｐ＜０．０１），肝脏病理学形态也明显改善。结论：青藤碱可以通过抑制ＴＮＦα、ＩＬ１β等

炎症性细胞因子合成，抑制肝细胞凋亡，减轻肝细胞及肝窦内皮细胞的损伤，达到保护肝移植缺血再灌注损伤的效果。
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　　缺血再灌注引起的肝脏损伤是在肝脏短暂缺氧
并再氧合时触发，是一个连续不断的过程，并最终导
致肝细胞损伤［１］。缺血再灌注损伤是肝移植过程中
不可避免的、多因素参与的复杂病理生理过程。如
何减少缺血再灌注损伤，提高边缘性供肝的利用率

一直是肝移植领域的研究焦点。然而，到目前为止
仍没有可以预防缺血再灌注损伤的有效方法。研
究［２］表明，肝窦内皮细胞（ＥＣ）、Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞（ＫＣ）及
中性粒细胞（ＰＭＮ）在缺血再灌注损伤发病机制中起
了重要作用。
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　　青藤碱（ｓｉｎｏｍｅｎｉｎｅ，ＳＮ）是一种从来源广泛的
中草药清风藤中提取的生物碱单体，具有抗炎、抗氧
化、免疫抑制、保肝等作用，分子式为Ｃ１９Ｈ２３ＮＯ４，相
对分子质量为３２９．３８，具有抗炎、免疫抑制、镇痛等
药理作用［３］。本研究采用ＳＤ大鼠建立原位肝移植
模型，探讨青藤碱是否具有减轻肝移植缺血再灌注
损伤的作用，为临床缺血再灌注损伤的治疗提供新
思路。

１　材料和方法

１．１　实验动物及大鼠原位肝移植模型制备　选用
清洁级雄性１０～１２周ＳＤ大鼠（由第二军医大学实
验动物中心提供），体质量２２０～２５０ｇ。动物于第二
军医大学免疫学教研室动物实验室，按标准饮食，分
笼饲养。采用 Ｋａｍａｄａ’ｓ“二袖套”［４］法建立肝移植
模型。受体肝上下腔静脉重建采用缝合法，肝下下
腔静脉、门静脉采用套管法，胆总管采用插管法，肝
动脉不予重建。

１．２　主要试剂和实验仪器　ＲＴＰＣＲ试剂：ＴＲＩｚｏｌ
总ＲＮＡ快速抽提试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），ＲＮＡＰＣＲＫｉｔ
（ＡＭＶ）Ｖｅｒ３．０（ＴａＫａＲａ）；青藤碱盐酸盐粉剂（纯
度９９．３％）由湖南正清制药股份有限公司提供；

ＴＵＮＥＬ试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公
司。

１．３　动物分组　将１９６只ＳＤ大鼠随机分为４组，
假手术组为２８只，其余３组每组２８对大鼠，具体分
组如下。假手术组：进腹后进行肝移植受体肝脏游
离，不作肝切除。青藤碱低剂量组：受体术前２４ｈ
和术前１ｈ经尾静脉给予青藤碱４０ｍｇ／ｋｇ。青藤碱
高剂量组：同法给予青藤碱８０ｍｇ／ｋｇ。对照组同法
给予生理盐水０．２ｍｌ／只。供肝使用４℃乳酸林格液
冷保存５ｈ。

１．４　标本获取　各组８只用于观察１周存活率，其
余大鼠于再灌注后２、６、１２、２４ｈ各取５只麻醉后，经
下腔静脉采血４ｍｌ，离心后取上清－７０℃低温冰箱
保存。同时采集相应时间点的大鼠肝脏右叶中间部
分，置于１０％的中性甲醛溶液固定，部分组织保存于

－７０℃冰箱中。

１．５　观察指标

１．５．１　１周存活率　各组分别取８只大鼠观察１周
存活率。

１．５．２　肝功能测定　采用直接活力测定法在Ｂｅｃｋ
ｍａｎＣＸ７全自动生化分析仪上，测定各组大鼠术后
不同时相的血清丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）。

１．５．３　移植肝脏的病理学检查　将大鼠各时间点

采集的肝组织切成０．５ｃｍ×０．５ｃｍ，送病理科制成
病理切片，作常规 ＨＥ染色检查。

１．５．４　ＴＵＮＥＬ法检测肝细胞凋亡　切片常规脱
蜡至水；微波修复抗原；３％Ｈ２Ｏ２封闭内源性的过氧
化物酶；滴加１１０的ＴｄＴ标记缓冲液湿盒内３７℃
１ｈ（ＰＢＳ代替 ＴｄＴ作阴性对照）；ＤＡＢ显色，室温

３～５ｍｉｎ；苏木精复染室温８ｍｉｎ，依次脱水、透明、
中性树胶封片。根据凋亡细胞的形态学特征，病理
科医师光镜下单盲阅片，每张切片随机选择５～１０
高倍视野，用百分数表示凋亡指数（ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｅｘ，

ＡＩ）［５］。ＡＩ＝凋亡细胞数／１０００个细胞×１００％。

１．５．５　ＲＴＰＣＲ 检测肝脏组织中 ＴＮＦα、ＩＬ１β
ｍＲＮＡ的表达水平　按 ＴＲＩｚｏｌ试剂说明书进行

ＲＮＡ抽提。取０．５μｇＲＮＡ产物，用ＲＴＰＣＲ试剂
盒将其逆转录为ｃＤＮＡ，－７０℃保存待用。以β肌
动蛋白（βａｃｔｉｎ）作为内参照，ＴＮＦα、ＩＬ１β和βａｃ
ｔｉｎ引物由上海生工生物工程技术公司合成。βａｃｔｉｎ
引物：上游５′ＡＧＴＧＴＧＡＣＧＴＴＧＡＣＡＴＣＣＧＴ
３′下游５′ＧＣＡＧＣＴＣＡＧＴＡＡＣＡＧＴＣＣＧＣ３′
（扩增产物５０１ｂｐ）；ＩＬ１β引物：上游５′ＴＣＡＧＧＣ
ＡＧＧＣＡＧＴＡＴＣＡＣ３′，下游５′ＴＴＡＣＡＣＡＧＧ
ＡＣＡＧＧＴＡＴＡＧＡＴＴＣ３′（扩增产物３９０ｂｐ）；

ＴＮＦα引物：上游５′ＧＴＣＧＴＡＧＣＡＡＡＣＣＡＣ
ＣＡＡＧ３′，下游５′ＴＧＡ ＣＴＣＣＡＡ ＡＧＴ ＡＧＡ
ＣＣＴＧ３′（扩增产物４０４ｂｐ）。ＰＣＲ循环条件为：

９４℃２ｍｉｎ，５０℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，３５个循环，７２℃延
长１０ｍｉｎ。退火温度：βａｃｔｉｎ５０℃，ＴＮＦα５１℃，ＩＬ
１β５５℃。用１．５％琼脂糖凝胶电泳ＰＣＲ产物，溴化
乙啶染色，凝胶成像系统和图像分析系统观察并半
定量计算ＰＣＲ产物的相对表达量，结果以目的基因
与βａｃｔｉｎｍＲＮＡ的灰度值比值表示。

１．６　统计学处理　实验数据以珚ｘ±ｓ表示。采用

ＳＳＰＳ１０．０软件进行所有数据的统计学处理。各组

１周存活率的比较用 χ
２检验。其余用 ＯｎｅＷａｙ

ＡＮＯＶＡ分析。检验水准α＝０．０５，Ｐ＜０．０５为差异
具有统计学意义。

２　结　果

２．１　１周存活率　假手术组１周存活率为１００％。
对照组术后仅１只大鼠存活时间超过１周，其余动
物在术后３ｄ左右死亡，１周存活率为１２．５％，而两
青藤碱组术后存活时间多在１周以上，两组的１周
存活率均为７５％，１周生存时间明显长于对照组
（Ｐ＜０．０１）；低剂量青藤碱组与高剂量青藤碱组术后

１周存活率比较无统计学差异（表１）。
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表１　各组大鼠肝移植术后１周存活率比较

Ｔａｂ１　ＯｎｅｗｅｅｋｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｓｏｆｒａｔｓａｆｔｅｒＯＬＴ
（ｎ＝８）

Ｇｒｏｕｐ Ｓｕｒｖｉｖａｌｔｉｍｅｔ／ｄ Ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｓ（％）

Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎ ＞７，＞７，＞７，＞７，＞７，＞７，＞７，＞７ １００．００

Ｃｏｎｔｒｏｌ １，３，３，２，４，３，２，＞７ １２．５０
ＳＮ４０ｍｇ／ｋｇ ４，＞７，＞７，＞７，＞７，＞７，５，＞７ ７５．００

ＳＮ８０ｍｇ／ｋｇ ＞７，＞７，＞７，＞７，６，４，＞７，＞７ ７５．００

　Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．２　肝移植术后外周血清ＡＬＴ水平的改变　与假
手术组比较，对照组和两青藤碱组的移植术后ＡＬＴ
水平在术后２ｈ即迅速升高，６ｈＡＬＴ水平达到高
峰，随后逐渐下降，但对照组下降缓慢。青藤碱预处
理后的 ＡＬＴ水平显著低于对照组（Ｐ＜０．０１）。低
剂量组和高剂量组术后各个时间点 ＡＬＴ也有显著
差异（Ｐ＜０．０５）。肝移植术后各组大鼠血清 ＡＬＴ
水平见图１。

２．３　肝脏组织病理学检查　假手术组的肝小叶结
构完整，无肝细胞损伤表现（图２Ａ）。对照组肝细胞

索状排列紊乱，肝细胞明显肿胀，空泡样变性较重，
肝小叶中央静脉周围中性粒细胞浸润明显，出现点
状或灶状肝细胞坏死区域，这种病理改变在术后６ｈ
最明显（图２Ｂ）。而青藤碱治疗后肝脏组织的肝小
叶结构较为完整，肝细胞肿胀程度较轻微，散在中性
粒细胞浸润，肝细胞坏死区域较少，各个对应时间点
的病理变化较对照组明显减轻，低剂量组的肝脏形
态学改变较高剂量更为明显（图２Ｃ、２Ｄ）。

图１　各组大鼠肝移植术后各时相的血清ＡＬＴ水平改变

Ｆｉｇ１　ＳｅｒｕｍＡＬＴｌｅｖｅｌｏｆｒａｔｓａｆｔｅｒＯＬＴ
Ｐ＜０．０５ｖｓＳｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

图２　肝脏组织病理学检查

Ｆｉｇ２　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙｏｆｌｉｖｅｒ
Ａ：Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＳＮ４０ｍｇ／ｋｇｇｒｏｕｐ；Ｄ：ＳＮ８０ｍｇ／ｋｇｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

２．４　ＴＵＮＥＬ检测肝脏细胞凋亡　各组在各个时
间点的标本中，均有细胞凋亡的发生。与假手术组比
较，对照组和两青藤碱组的ＡＩ值在术后随着时间延
长，凋亡数增加。但是青藤碱预处理后的ＡＩ值显著
低于对照组（Ｐ＜０．０１）。低剂量青藤碱组和高剂量组
之间ＡＩ值在不同时间点也存在明显差异（图３）。

２．５　ＲＴＰＣＲ检测肝脏组织中ＴＮＦα、ＩＬ１βｍＲ
ＮＡ的表达水平

２．５．１　各组肝组织 ＴＮＦαｍＲＮＡ表达水平　假
手术组肝脏组织中 ＴＮＦαｍＲＮＡ 的表达水平极
低，而对照组 ＴＮＦαｍＲＮＡ的表达水平在再灌注
后６ｈ达到高峰，１２ｈ后开始下降。青藤碱两治疗

组ＴＮＦαｍＲＮＡ的表达水平也在再灌注后６ｈ最
高，但与对照组相比各个时间点的 ＴＮＦαｍＲＮＡ
表达量显著降低（Ｐ＜０．０１）。高剂量青藤碱组

ＴＮＦαｍＲＮＡ 表达水平低于低剂量治疗组（Ｐ＜
０．０５，图４）。

２．５．２　各组肝组织ＩＬ１βｍＲＮＡ表达水平　假手
术组肝脏组织中的ＩＬ１βｍＲＮＡ呈平稳的低水平表
达；各移植组ＩＬ１βｍＲＮＡ在移植术后２ｈ即达到
最高，在随后的各个时间点呈逐渐下降趋势。两青
藤碱处理组ＩＬ１βｍＲＮＡ的表达水平在各个时间点
明显低于对照组（Ｐ＜０．０１）；但青藤碱两治疗组之
间比较无显著差异（图５）。
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图３　ＴＵＮＥＬ检测结果

Ｆｉｇ３　ＴＵＮＥＬｒｅｓｕｌｔｓ
Ａ：Ｓｈａｍｏｐｅｒｔｉｏｎｇｒｏｕｐ２４ｈ；Ｂ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ２４ｈ；Ｃ：ＳＮ４０ｍｇ／ｋｇｇｒｏｕｐ２４ｈ；Ｄ：ＳＮ８０ｍｇ／ｋｇｇｒｏｕｐ２４ｈ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００．Ｅ：

Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｅｘ（ＡＩ）ｏｆｌｉｖｅｒｃｅｌｌｓａｆｔｅｒＯＬＴｉｎｒａｔｓ．Ｐ＜０．０５ｖｓＳｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

图４　术后各组不同时间点ＴＮＦαｍＲＮＡ表达

Ｆｉｇ４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＮＦαｍＲＮＡａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒＯＬＴｉｎｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ
Ａ：Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＳＮ４０ｍｇ／ｋｇｇｒｏｕｐ；Ｄ：ＳＮ８０ｍｇ／ｋｇｇｒｏｕｐ；Ｅ：ＳｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＴＮＦαｍＲＮＡ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ．Ｐ＜０．０５ｖｓＳｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

图５　术后各组不同时间点ＩＬ１βｍＲＮＡ的表达
Ｆｉｇ５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＬ１βｍＲＮＡａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒＯＬＴｉｎｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ

Ａ：Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＳＮ４０ｍｇ／ｋｇｇｒｏｕｐ；Ｄ：ＳＮ８０ｍｇ／ｋｇｇｒｏｕｐ；Ｅ：ＳｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＩＬ１βｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎｉｎｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ．Ｐ＜０．０５ｖｓＳｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ｎ＝５，珚ｘ±ｓ



第１２期．林　峰，等．青藤碱对大鼠原位肝移植缺血再灌注损伤的保护作用 ·１４３７　 ·

３　讨　论

　　目前已有多种青藤碱制剂应用于临床治疗类风
湿性关节炎等自身免疫性疾病，取得较好疗效，且副
作用小［６］。但青藤碱在肝移植缺血再灌注损伤中的
作用在国内外的研究中未见报道，我们通过建立大
鼠肝移植模型来研究青藤碱对缺血再灌注损伤的保

护作用。文献［７］报道大鼠肝脏在４℃乳酸林格液中
保存的安全时限为２～４ｈ，为探讨青藤碱对供肝冷
缺血再灌注损伤是否具有保护性作用，我们采用将
供肝于移植术前置于４℃乳酸林格液中保存５ｈ。

　　肝脏缺血再灌注后 ＫＣ被大量激活，释放一系
列的致炎性损伤因子，导致肝窦内皮细胞损伤及肝
功能受损，引起肝脏细胞凋亡［８］。我们将青藤碱预
用于冷保存前，观察青藤碱对大鼠肝移植术后１周
存活率及肝细胞形态及功能改变的影响。实验结果
表明，青藤碱对移植肝脏有明显的保护作用，显著提
高了大鼠移植术后１周的存活率，并改善大鼠肝功
能。对照组大鼠术后１周存活率为１２．５％，而两青
藤碱治疗组大鼠术后１周存活率均达到７５％，差异
具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。对照组大鼠镜下检查
发现肝细胞明显肿胀，胞质内脂肪及空泡样变性较
重，肝小叶结构破坏严重，出现点状或灶状肝细胞坏
死，符合移植术后原发性移植肝功能不全的表现。
此外，与对照组相比，两青藤碱治疗组大鼠移植术后
肝功能指标ＡＬＴ在各个时间点上显著降低。

　　在肝脏缺血再灌注期间，ＫＣ细胞活化后产生
并释放ＴＮＦα和ＩＬ１β

［９］，ＴＮＦα和ＩＬ１β是肝脏
缺血再灌注损伤过程中起着关键性作用的细胞因

子。鉴于ＴＮＦα在肝脏缺血再灌注损伤中的核心
作用，阻断该介质能减轻肝脏的损伤。ＩＬ１主要是
由白细胞合成分泌的一种炎症细胞因子，ＩＬ１β是其
主要的分泌形式。ＩＬ１β能够刺激 ＴＮＦα的产
生［１０］，亦能促进中性粒细胞产生氧自由基［１１］。

ＴＮＦα和ＩＬ１β均能明显上调中性粒细胞黏附分
子１和内皮细胞ＩＣＡＭ１的表达，促使这些细胞在
肝脏脉管系统内聚集［１２］。

　　在我们的实验研究中发现，对照组缺血再灌注
后ＴＮＦα和ＩＬ１的分泌分别于术后６、２ｈ达到高
峰，而经青藤碱预处理后，虽然ＴＮＦα和ＩＬ１β的表
达水平也在相同时间点达到高峰，但是上升幅度明
显受到抑制。提示青藤碱通过抑制ＫＣ细胞和内皮
细胞的活化，减少了ＴＮＦα、ＩＬ１β等细胞因子的分
泌，减少了中性粒细胞与内皮细胞的黏附、游走和损
伤性酶类、氧自由基的释放，使肝细胞凋亡减少，提

高术后存活率，改善了肝功能，达到保护缺血再灌注
损伤的效果。在我们的实验中发现青藤碱对大鼠肝
移植缺血再灌注损伤保护作用具有剂量依赖性，高
剂量的青藤碱具有更好的效果，但是低剂量青藤碱
的病理形态学改变较高剂量更加明显，提示剂量的
增加对肝细胞和肝窦内皮细胞的保护作用并没有增

强，可能随着剂量增加其对肝脏的毒副作用亦增加，
这需要我们作进一步的研究。
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