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落新妇苷通过促进ＩＬ１０表达保护小鼠缺血再灌注损伤肝脏

慕　宁１，王海梁１，傅　宏１，林　峰１，施晓敏１，邹绍武１，王全兴２，傅志仁１

１．第二军医大学长征医院全军器官移植研究所，上海２００００３

２．第二军医大学基础部免疫学教研室，免疫学研究所，上海２００４３３

［摘要］　目的：观察落新妇苷对肝脏热缺血再灌注损伤的保护作用，对其机制进行初步探讨。方法：Ｃ５７ＢＬ／６小鼠随机分为４组：

假手术组（Ｓｈａｍ）、模型组（Ｉ／Ｒ）、落新妇苷小剂量（１０ｍｇ／ｋｇ）干预组和落新妇苷大剂量（４０ｍｇ／ｋｇ）干预组。缺血前２４ｈ和１ｈ干预组

小鼠腹腔注射分别给予１０或４０ｍｇ／ｋｇ的落新妇苷，建立肝左、中叶７０％部分肝缺血再灌注模型，模型组和假手术组给予同样体积的

生理盐水。小鼠肝脏左叶缺血９０ｍｉｎ、再灌注６ｈ后各实验组采集血液和肝脏组织样本。检测血清中丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）的活性作

为肝功能损伤的指标，同时用ＥＬＩＳＡ检测肝组织中ＭＰＯ含量。观察肝脏组织病理学改变。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测肝组织中ＩＬ１０蛋白含

量，半定量ＲＴＰＣＲ检测ＩＬ１０ｍＲＮＡ表达情况。结果：落新妇苷干预能有效降低部分肝脏热缺血再灌注小鼠血清ＡＬＴ水平，能有

效降低缺血肝脏中ＭＰＯ含量，改善肝组织病理表现。干预组肝组织中ＩＬ１０蛋白表达与Ｉ／Ｒ模型对照组比较均渐次升高，与半定量

ＲＴＰＣＲ结果相符（小剂量干预组Ｐ＜０．０５；大剂量干预组Ｐ＜０．０１）。结论：落新妇苷干预能减轻小鼠肝脏热缺血再灌注损伤后的炎

症反应，有效改善肝功能和肝脏病理损害；机制可能在于其能促进缺血再灌注损伤肝组织中ＩＬ１０的高表达。

［关键词］　肝；再灌注损伤；落新妇苷；丙氨酸转氨酶；髓过氧化物酶；白细胞介素１０
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　　肝脏是对缺血再灌注损伤最敏感的器官之一。
肝窦内皮细胞、Ｋｕｐｆｅｒ细胞和中性粒细胞的活化以及

氧自由基的产生在缺血再灌注损伤的病理过程中具

有重要作用［１］。在肝脏缺血再灌注损伤的早期，白细
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胞的聚集、活化和黏附进一步促进活性氧簇生成，分
泌前炎性细胞／化学因子，补体激活，血管细胞黏附分
子激活等过程［２３］，并最终导致肝细胞的进一步损
伤［４６］。ＩＬ１０是已知较强的抑炎症细胞因子，研究者
在包括肝脏［６］的许多缺血再灌注损伤模型中都能观

察到ＩＬ１０的抑制炎症、保护组织的作用［７９］。落新妇
苷（ａｓｔｉｌｂｉｎ）是从土茯苓的乙醇提取液中分离得到的３
种二氢黄酮醇苷之一。其具有利尿、镇痛、抗炎［８］及

减轻心肌细胞缺血再灌注损伤［９］的作用。本研究采
用小鼠部分肝脏热缺血再灌注损伤模型，观察落新妇
苷在肝脏热缺血再灌注损伤中的保护效果，并通过观
察落新妇苷对ＩＬ１０蛋白和ｍＲＮＡ表达的影响，初步
探讨落新妇苷肝脏ＩＲＩ保护作用的机制。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　分析纯落新妇苷粉剂由杭
州华东医药有限责任公司提供。实验中落新妇苷粉
剂首先用二甲亚砜溶解（４０ｍｇ／ｍｌ），使用时用生理
盐水稀释至所需浓度。戊巴比妥钠（上海国药集团
化学试剂有限公司）；髓过氧化物酶（ＭＰＯ）测定试
剂盒（南京建成生物工程研究所）；抗小鼠ＩＬ１０单
抗（ＳＢＡ）；抗βａｃｔｉｎ抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ）；羊抗鼠ＩｇＧ
二抗（ＫＰＬ）；ＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌＷｅｓｔＦｅｍｔｏ超敏底物
（Ｐｉｅｒｃｅ）；ＢＣＡ法蛋白浓度检测试剂盒（凯基公司）；

ＴＲＩｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ （Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；ＲＮＡ ＰＣＲ ｋｉｔ
（ＡＭＶ）Ｖｅｒ３．０试剂盒（ＴａＫａＲａ）；ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ
（大连宝生物工程有限公司）。

１．２　动物分组及处理　清洁级雄性Ｃ５７ＢＬ／６小
鼠，体质量２２～２５ｇ（第二军医大学实验动物中心提
供）。动物分笼饲养于第二军医大学基础部免疫学
教研室，提供标准饮食。动物实验遵守学校及实验
室相应的动物实验有关规定。随机分为４组（每组

８只）：假手术组（Ｓｈａｍ）、模型组（Ｉ／Ｒ），落新妇苷小
剂量（１０ｍｇ／ｋｇ）干预组、落新妇苷大剂量（４０ｍｇ／

ｋｇ）干预组。于缺血前２４ｈ和１ｈ，分别给落新妇苷
干预组小鼠腹腔注射１０或４０ｍｇ／ｋｇ的落新妇苷，
模型组和假手术组给予同样体积生理盐水。再灌注
时干预组经尾静脉注射第３次给药，模型组和假手
术组给予同样体积生理盐水。

１．３　动物模型建立　采用７０％部分肝脏缺血再灌
注损伤模型，按Ｚｈａｉ等［１０］报道的方法操作。小鼠经
戊巴比妥钠（６０ｍｇ／ｋｇ，腹腔注射）麻醉后，沿腹部
中线切开，游离肝脏，剪除韧带或系膜，在肝蒂中小
心分离出进入左叶、中叶的管道，用小血管夹钳夹后
造成左、中叶肝脏缺血，钳夹９０ｍｉｎ后松开血管夹

使血液复流进行再灌注，松开血管夹后观察１ｍｉｎ，
观察肝脏颜色是否发生变化，若复流不畅则终止实
验。假手术组（Ｓｈａｍ）按同样步骤游离肝脏，只是不
钳夹阻断血流。手术后每只鼠腹腔内补充生理盐水

０．８ｍ１，用４０线分两层缝合腹部切口。

１．４　肝功检测　缺血９０ｍｉｎ，再灌注６ｈ后，采集
小鼠血液０．３～０．５ｍｌ于１．５ｍｌＥＰ管中，３０００×ｇ
离心５ｍｉｎ，小心吸取上层血清装于干净ＥＰ管中，
送长海医院临床检验科检测丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）的
活性。

１．５　肝脏组织样品准备及检测　缺血９０ｍｉｎ，再灌
注６ｈ后各实验组小鼠左叶肝组织取样，分为３部
分。一部分固定于４％多聚甲醛溶液，切片用于组
织病理学检测（ＨＥ染色）；另一部分肝组织制成匀
浆，按试剂盒说明检测 ＭＰＯ；第三部分肝组织于液
氮中保存，用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹及ＲＴＰＣＲ分析。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测肝组织ＩＬ１０表达　取各组
冻存肝组织１００ｍｇ，用研钵粉碎组织块，按照３ｍｌ／

ｇ加入ＲＩＰＡ缓冲液及苯甲基磺酰氟，以１２０００×

ｇ，４℃高速离心３０ｍｉｎ，小心收集上清，按照凯基公
司ＢＣＡ法蛋白浓度检测试剂盒说明书进行蛋白定
量，空白对照采用 ＲＩＰＡ。调整各组样品蛋白浓度
至一致，常规电泳、转膜、封闭。按说明书要求加入
一抗、二抗，将 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹发光检测试剂中的 Ａ
液和Ｂ液等体积混匀，室温孵育５ｍｉｎ，于凝胶成像
分析检测仪上进行检测。

１．７　半定量ＲＴＰＣＲ检测肝组织ＩＬ１０ｍＲＮＡ 表
达　取各组冻存的小鼠肝脏组织１００ｍｇ，按ＴＲＩｚｏｌ
试剂说明书抽提 ｍＲＮＡ，应用 ＴａＫａＲａ公司 ＲＴ
ＰＣＲ扩增试剂盒扩增目的基因。各基因引物序列：

ＩＬ１０正义 ５′ＧＣＴ ＣＴＴ ＡＣＴ ＧＡＣ ＴＧＧ ＣＡＴ
ＧＡＧ３′，反义５′ＧＧＣＣＴＴＧＴＡＧＡＣＡＣＣＴＴＧ
ＧＴ３′；βａｃｔｉｎ正义５′ＡＧＴＧＴＧＡＣＧＴＴＧＡＣＡ
ＴＣＣＧＴ３′，反义５′ＧＣＡＧＣＴＣＡＧＴＡＡＣＡＧ
ＴＣＣＧＣ３′；引物由上海生工生物技术公司合成。
反应条件：９４℃预变性２ｍｉｎ后，９４℃变性３０ｓ、

５６℃退火３０ｓ、７２℃延伸１ｍｉｎ，共３５个循环，最后

７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＩＬ１０扩增片段４４２ｂｐ。ＰＣＲ产
物用ＧｅｌＰｒｏＩＭＡＧＥＲ６０２５１７型成像分析系统进
行分析，测定各条带Ｄ 值，计算各产物与βａｃｔｉｎ的

Ｄ值比值，即为目的ＲＮＡ的相对表达量。

１．８　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。多组
间比较采用完全随机方差分析，ＳＮＫ法分析组间差
异，检验水准α＝０．０５。
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２　结　果

２．１　落新妇苷对血清中 ＡＬＴ的影响　假手术组
（Ｓｈａｍ）小鼠血清中 ＡＬＴ含量为（１４２±２５）Ｕ／Ｌ，
经过９０ｍｉｎ热缺血和６ｈ再灌注，模型组未干预小
鼠血清中 ＡＬＴ含量急剧上升，达到（３５２１±２７０）

Ｕ／Ｌ。１０、４０ｍｇ／ｋｇ落新妇苷干预组血清 ＡＬＴ含
量分别为（１７６６±１７９）、（１０６７±１０１）Ｕ／Ｌ，与模型
组相比均明显下降（Ｐ＜０．０１），大剂量干预组（４０

ｍｇ／ｋｇ）较小剂量组更明显（Ｐ＜０．０１）。

２．２　落新妇苷对肝脏形态学的影响　Ｓｈａｍ组肝脏
组织结构正常，脉管系统形态结构正常，血管内皮完
整，肝细胞形态结构正常，肝窦内皮完整（图１Ａ）。缺
血９０ｍｉｎ，再灌注６ｈ后，肝脏组织结构明显异常：肝
细胞水肿，形态结构异常，血管和胆管周围淋巴细胞
浸润加重，血管腔内可见淤血（图１Ｂ）。落新妇苷大剂
量干预后（４０ｍｇ／ｋｇ），血管和胆管周围淋巴细胞浸润
减轻，肝细胞形态结构相对正常（图１Ｃ）。

图１　落新妇苷对肝组织形态学的影响

Ｆｉｇ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｓｔｉｌｂｉｎ（Ａ）ｏｎｌｉｖｅｒｈｉｓｔｏｌｏｇｙ（ＨＥ）

Ａ：Ｈｅｐａｔｉｃｈｉｓｔｏｌｏｇｙｏｆｓｈａｍｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＨｅｐａｔｉｃｈｉｓｔｏｌｏｇｙｏｆＩ／Ｒｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｈｅｐａｔｉｃｈｉｓｔｏｌｏｇｙｏｆａｓｔｉｌｂｉｎｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ（４０ｍｇ／ｋｇ）．Ｏｒｉｇｉ

ｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

２．３　落新妇苷对肝组织 ＭＰＯ表达的影响　Ｓｈａｍ
组肝组织匀浆中 ＭＰＯ活性为（０．５±０．１）Ｕ／ｍｇ
ｐｒｏｔ，与Ｓｈａｍ组相比，肝脏缺血再灌注导致 ＭＰＯ
活性明显上升，达到（１．２±０．２）Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ。１０、４０
ｍｇ／ｋｇ干预组 ＭＰＯ 活性分别为（０．７±０．１）、
（０．４±０．１）Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ，与模型组比较均明显下降
（Ｐ＜０．０１），大剂量干预组（４０ｍｇ／ｋｇ）较小剂量组
更明显（Ｐ＝０．００２）。

２．４　落新妇苷对肝组织ＩＬ１０蛋白表达的影响　
结果显示：与Ｉ／Ｒ对照组比较，落新妇苷小、大剂量
干预后，ＩＬ１０表达渐次增强（图２）。

图２　落新妇苷对肝组织ＩＬ１０蛋白的影响

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆａｓｔｉｌｂｉｎｏｎＩＬ１０

ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓ
１：Ｓｈａｍ；２：Ｉ／Ｒ；３：Ｉ／Ｒ＋ａｓｔｉｌｂｉｎ（１０ｍｇ／ｋｇ）；４：Ｉ／Ｒ＋ａｓｔｉｌｂｉｎ（４０

ｍｇ／ｋｇ）

２．５　落新妇苷对肝组织ＩＬ１０ｍＲＮＡ 表达的影
响　半定量结果显示，Ｓｈａｍ组ＩＬ１０ｍＲＮＡ表达
较低（０．４３±０．０７），与Ｉ／Ｒ 模型组比较（０．９６±

０．０８），落新妇苷小剂量干预能上调ＩＬ１０ｍＲＮＡ表
达（１．１１±０．１７，Ｐ＜０．０５），大剂量则明显增强ＩＬ
１０ｍＲＮＡ表达（１．４７±０．０８，Ｐ＜０．０１，图３）。

图３　落新妇苷对肝组织ＩＬ１０ｍＲＮＡ表达的影响

Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆａｓｔｉｌｂｉｎｏｎＩＬ１０ｍＲＮＡ

ｌｅｖｅｌｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｓｈａｍ；２：Ｉ／Ｒ；３：Ｉ／Ｒ＋ａｓｔｉｌｂｉｎ（１０ｍｇ／ｋｇ）；４：Ｉ／Ｒ＋

ａｓｔｉｌｂｉｎ（４０ｍｇ／ｋｇ）

３　讨　论

　　缺血再灌注损伤是肝移植不可避免的过程，可
导致急性炎症反应并由此引起器官的严重损伤和功

能丧失。最大限度地减轻ＩＲＩ不但可以增加适当的
供体，也可以使更多的患者从肝移植手术中康复。
落新妇苷具有利尿、镇痛、抗炎［８］及减轻心肌细胞缺
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血再灌注损伤［９］的作用。本课题进一步研究落新妇
苷在肝脏热缺血再灌注损伤中预期的保护作用及机

制。模型对照组缺血９０ｍｉｎ再灌注６ｈ后，血清

ＡＬＴ水平较假手术组显著升高，病理切片显示肝细
胞水肿，形态结构异常，血管和胆管周围淋巴细胞浸
润加重，血管腔内可见淤血，说明该模型能反映出较
明显的缺血再灌注损伤。落新妇苷干预组 ＡＬＴ水
平较模型对照组显著下降。病理切片也可看出相同
趋势。以上结果说明落新妇苷对缺血再灌注损伤后
的肝功能和组织形态学具有较明显的保护作用。

　　缺血直接导致组织缺氧、再灌注时中性粒细胞
活化、血小板与血管内皮的黏附，导致肝窦充血和微
循环失调。非实质细胞如肝窦内皮细胞（ＥＣ）、

Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞等对缺血再灌注损伤比肝细胞更为敏
感。Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞活化后可产生多种细胞因子，如

ＩＬ１、ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＦＮγ以及氧自由基，直接损伤
血管内皮细胞和肝细胞，导致血管内皮细胞、肝细胞
和中性粒细胞膜受体的改变，产生趋化因子，活化其
他的Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞和中性粒细胞。活化的中性粒细
胞又可释放出氧自由基而导致肝细胞损伤。ＭＰＯ
与中性粒细胞激活程度之间存在极显著的相关性，
可作为中性粒细胞的活化标志物［１１］。本课题中，落
新妇苷干预可显著降低肝脏缺血再灌注导致的

ＭＰＯ活性上升。这说明落新妇苷能够减轻肝缺血
再灌注损伤后中性粒细胞的聚集和活化，从而减轻
炎症反应。

　　ＩＬ１０是公认的抑炎症细胞因子，可抑制单核细
胞依赖性Ｔｈ细胞增生，并抑制Ｔｈ１类细胞因子的合
成及其活性。尤其抑制ＩＦＮγ的产生，对ＩＬ２、ＴＮＦ
α、ＩＬ１α、ＩＬ１β、ＩＬ６、细胞黏附分子的产生也有不同程
度的抑制作用。在许多缺血再灌注损伤模型中都能
观察到ＩＬ１０的抑制炎症、保护组织的作用［１２１３］，Ｄｉ
ｎａｎｔ等［１４］用重组大鼠ＩＬ１０在大鼠肝缺血再灌注损
伤模型中观察到明显的保护作用，同时发现ＩＬ１０能
促进部分肝切除后的肝再生；Ｋｅ等［１５］利用腺病毒转

染病毒ＩＬ１０基因，干扰ＴＬＲ４和ＨＯ１信号通路，在
小鼠ＩＲＩ模型观察到损伤明显减轻，ＴＬＲ４和ＮＦκＢ
表达明显受抑制，抗氧化剂 ＨＯ１和抗凋亡的Ｂｃｌ２／

ＢｃｌｘＬ表达得到加强。受到上述研究成果的启示，本
课题研究中观察到落新妇苷干预能够明显上调小鼠

部分热缺血再灌注损伤肝脏组织中ＩＬ１０在蛋白和

ｍＲＮＡ水平的表达，说明落新妇苷可能通过上调ＩＬ
１０表达产生抑制炎症反应的作用。

　　综上所述，本研究发现落新妇苷干预能有效改
善小鼠肝脏热缺血再灌注损伤引起的肝功能和肝脏

病理损害，其机制可能是落新妇苷干预能够减轻小
鼠肝脏热缺血再灌注损伤后中性粒细胞的聚集、浸
润和活化，促进缺血再灌注损伤肝组织中ＩＬ１０蛋
白及ｍＲＮＡ的高表达，从而起到抑制炎症的作用。
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