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　　［摘要］　目的　观察丹参多酚酸盐预处理供肝对受体大鼠肝移植术后胆道损伤的影响，探讨其可能的作用机制。方
法　根据供体肝脏保存方法，受体大鼠随机分为ＵＷ液组、丹参多酚酸盐预处理组（ＵＷ 液＋０．４ｍｇ／ｍｌ丹参多酚酸盐）、生
理盐水对照组（ＵＷ液＋等量生理盐水）。大鼠行胆道持续外引流肝动脉化原位肝移植，观察移植术后１、６、２４ｈ胆汁流量及胆

汁酸盐分泌量。大鼠行肝动脉化大鼠原位肝移植，移植术后２周检测各组大鼠血清碱性磷酸酶、胆汁酸盐及总胆红素水平，观

察胆道并发症发生率；采用实时荧光定量ＰＣＲ、蛋白印迹法分别检测肝脏移植物内胆汁酸盐输出泵（ｂｉｌｅｓａｌｔｅｘｐｏｒｔｐｕｍｐ，

ＢＳＥＰ）基因及蛋白的表达。结果　与ＵＷ液组及生理盐水对照组相比，丹参多酚酸盐预处理组大鼠术后早期胆汁流量及胆
汁酸盐分泌量明显增加（Ｐ＜０．０５）；术后２周血清碱性磷酸酶、胆汁酸盐及总胆红素水平明显降低（Ｐ＜０．０５），胆汁淤积等胆

道并发症发生率明显降低（Ｐ＜０．０１）；肝脏移植物内ＢＳＥＰｍＲＮＡ及蛋白表达均升高（Ｐ＜０．０５）。结论　ＵＷ 液内加入丹参
多酚酸盐保存供肝可明显减轻受体大鼠肝移植术后胆道损伤，降低术后胆道并发症的发生，可能与其促进移植肝内ＢＳＥＰ表

达有关。
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第２期．宋少华，等．供肝丹参多酚酸盐预处理减轻受体大鼠肝移植术后胆道损伤 ·１３７　　 ·

　　肝脏移植术后胆道并发症的发生率可高达

２２％～６４％［１］，包括胆漏、吻合口狭窄、胆汁淤积、肝

内胆管狭窄（ｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃｂｉｌｉａｒｙｓｔｒｉｃｔｕｒｅｓ，ＩＨＢＳ）

等，严重影响肝移植术后患者的生活质量及长期存

活率［２］。胆道并发症的高危因素包括移植术后肝动

脉栓塞、供肝保存时间过长、ＡＢＯ血型不匹配、移植

肝血管内皮细胞损伤及胆道损伤等，其中，肝脏及胆

道组织缺血再灌注（ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＩＲ）损伤

与胆道并发症发生最密切［３４］。丹参多酚酸盐是从传

统中药丹参中提取的水溶性有效成分，具有抗氧化、

抗氧自由基、抗血栓、抗血小板聚集及免疫调节作用，

能够扩张冠状动脉、改善心肌血流量和降低心肌ＩＲ
损伤［５６］。因此，本研究将其应用于肝移植术前供肝

的保存，观察受体移植术后胆道损伤情况，探讨其对

移植术后胆道损伤的影响及可能的作用机制。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　丹参多酚酸盐购自上海绿

谷制药有限公司，用生理盐水配制成８ｍｇ／ｍｌ溶液

备用；大鼠胆汁酸盐输出泵（ｂｉｌｅｓａｌｔｅｘｐｏｒｔｐｕｍｐ，

ＢＳＥＰ）蛋白免疫印迹试剂盒购自Ａｂｃａｍ公司（Ｃａｍ

ｂｒｉｄｇｅ，ＵＫ）；ＢＣＡ 蛋白浓度分析试剂盒购自美国

Ｐｉｅｒｃｅ公司；ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ荧光定量试剂盒

购自日本ＴａＫａＲａ公司。

１．２　动物来源及分组　雄性４～６周龄Ｓｐｒａｇｕｅ

Ｄａｗｌｅｙ大鼠，体质量２００～２５０ｇ，购自上海必凯实

验动物有限公司，无特殊病原体（ｓｐｅｃｉｆｉｃｐａｔｈｏｇｅｎ

ｆｒｅｅ，ＳＰＦ）环境饲养，自由进食、饮水。根据供体肝

脏保存方法，受体大鼠随机分为ＵＷ 液组、丹参多酚

酸盐预处理组（ＵＷ 液＋０．４ｍｇ／ｍｌ丹参多酚酸

盐）、生理盐水对照组（ＵＷ 液＋等量生理盐水）。

ＵＷ 液组供肝于４℃ ＵＷ 液中保存１０ｈ，丹参多酚

酸盐预处理组供肝置于含０．４ｍｇ／ｍｌ丹参多酚酸盐

的４℃ ＵＷ 液中保存１０ｈ，生理盐水对照组供肝置

于含有与丹参多酚酸盐组等量生理盐水的４℃ ＵＷ
液中保存１０ｈ。

１．３　移植术后胆汁分泌量的观察　各组受体大鼠

（ｎ＝４，Ｎ＝１２）行胆道持续外引流肝动脉化大鼠原位

肝移植［７］，收集术后１、６、２４ｈ胆汁进行胆汁流量检

测，并采用３α羟脱氢酶法［８］检测胆汁酸盐分泌量。

１．４　移植术后胆道损伤相关指标的检测　各组受

体大鼠（ｎ＝２０，Ｎ＝６０）行动脉化大鼠原位肝移植，

观察术后２周各组受体存活率、胆道并发症发生率，

同时采用自动化分析仪（ＢｅｃｋｍａｎＣｏｒｐ，ＣＡ，ＵＳＡ）

检测血清碱性磷酸酶、胆汁酸盐及总胆红素水平，以

及肝组织内ＢＳＥＰ的ｍＲＮＡ及蛋白表达变化。

１．５　移植术后肝组织内ＢＳＥＰ基因及蛋白表达的

变化　取原位肝移植大鼠术后２周肝组织，采用实

时定量ＲＴＰＣＲ和蛋白质印迹法分别检测肝组织

ＢＳＥＰ基因及蛋白表达情况。

１．５．１　实时定量ＲＴＰＣＲ检测　取冻存组织标本

约１０ｍｇ，研磨器研磨，ＴＲＩｚｏｌ试剂抽提总ＲＮＡ，建

立ＲＴＰＣＲ反应体系。引物序列如下，ＢＳＥＰ上游

引物：５′ＣＣＡＡＧＣＴＧＣＣＡＡＧＧＡＴＧＣＴＡ３′，

下游 引 物：５′ＣＣＴ ＴＣＴ ＣＣＡ ＡＣＡ ＡＧＧ ＧＴＧ

ＴＣＡ３′；βａｃｔｉｎ上游引物：５′ＣＧＧＡＡＣＣＧＣＴＣＡ

ＴＴＧ ＣＣ３′，下游引物：５′ＡＣＣＣＡＣ ＡＣＴ ＧＴＧ

ＣＣＣＡＴＣＴＡ３′。引物由上海生工生物工程技术

服务有限公司采用 ＡＢＩＳｔｅｐＯｎｅＴＭｒｅａｌｔｉｍｅＲＴ

ＰＣＲ仪（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＵＳＡ）合成。目的基

因ｍＲＮＡ表达水平以相应标本内βａｃｔｉｎｍＲＮＡ为

基准，采用２－△△Ｃｔ法计算［９］，并将ＵＷ液组标本内目

的基因表达水平设为１，对其他组标本内目的基因表

达水平进行标准化。

１．５．２　蛋白质印迹检测　用冷裂解液匀浆化肝组

织，４℃离心１０ｍｉｎ，收集上清并采用ＢＣＡ蛋白分析

试剂盒测定蛋白浓度，然后向裂解物内加入含十二

烷基硫酸钠（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｐｈａｔｅ，ＳＤＳ）的蛋白

缓冲液，水浴锅内煮沸１０ｍｉｎ。用１２％ＳＤＳ聚丙烯

酰胺凝胶电泳分离蛋白质（每泳道３０μｇ蛋白），用

转膜系统（ＢｉｏＲａｄ，Ｈｅｒｃｕｌｅｓ，ＣＡ）将蛋白转移至硝

酸纤维素膜，常温下用含５％脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ
（ｔｒｉｓｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ｐＨ７．６，含０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０）

封闭２ｈ。经ＴＢＳＴ清洗２次后，加入１１０００稀释

的第一抗体，４℃孵育过夜。加入辣根过氧化物酶偶

联的第二抗体孵育１ｈ，最后加入底物并曝光、显影。

采用灰度分析系统半定量计算目的蛋白与βａｃｔｉｎ
之比。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件，计量

资料以珚ｘ±ｓ表示，组间比较采用单向方差分析，组

间多重比较采用ＬＳＤ法，Ｐ＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　果

２．１　受体术后早期胆汁及胆汁酸盐分泌量变化　
结果（表１）表明：与 ＵＷ 液组及生理盐水对照组相
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比，丹参多酚酸盐预处理组受体大鼠术后早期胆汁 分泌量、胆汁酸盐分泌量均明显增加（Ｐ＜０．０５）。

表１　各组受体大鼠肝移植术后早期（１、６、２４ｈ）胆汁及胆汁酸盐分泌量

Ｔａｂ１　Ｂｉｌｅｆｌｏｗｏｆｌｉｖｅｒｇｒａｆｔａｎｄｂｉｌｅｓａｌｔｓｅｃｒｅｔｉｏｎｉｎｒｅｃｉｐｉｅｎｔｒａｔｓａｔ１，６，ａｎｄ２４ｈｐｏｓｔｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ
（ｎ＝４）

Ｇｒｏｕｐ
Ｂｉｌｅｆｌｏｗｏｆｌｉｖｅｒｇｒａｆｔ（μｌ·ｍｉｎ－１·ｇ－１）

１ｈ ６ｈ ２４ｈ
Ｂｉｌｅｓａｌｔｓｅｃｒｅｔｉｏｎ（μｍｏｌ·ｍｉｎ－１·ｇ－１）

１ｈ ６ｈ ２４ｈ

ＵＷｓｏｌｕｔｉｏｎ ０．０２０±０．００４ ０．０３０±０．００６ ０．０４５０±０．００８ １０．３±２．６ １６．４±３．７ ２０．４±３．５

Ｓａｌｖｉａｎｏｌａｔｅ ０．０４０±０．００６ ０．０６０±０．０１０ ０．０８０±０．０１５ ２５．６±５．７ ３５．９±６．１ ４１．２±８．６

Ｓａｌｉｎｅｃｏｎｔｒｏｌ ０．０２５±０．００５ ０．０３５±０．００８ ０．０４０±０．０１０ １５．８±３．３ ２０．２±４．３ ２２．６±５．９

　Ｐ＜０．０５ｖｓＵＷｓｏｌｕｔｉｏｎｇｒｏｕｐｏｒｓａｌｉｎｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅｐｏｉｎｔ

２．２　受体术后２周胆道损伤相关指标的变化　结果

（表２）表明：与ＵＷ液组及生理盐水对照组相比，丹参

多酚酸盐预处理组受体大鼠术后２周血清碱性磷酸酶、

胆汁酸盐及总胆红素水平明显降低 （Ｐ＜０．０５）。

表２　受体大鼠术后２周胆道损伤相关指标的变化

Ｔａｂ２　Ｓｅｒｕｍｍａｒｋｅｒｓｏｆａｓｓｏｃｉａｔｅｄｂｉｌｅｄｕｃｔｉｎｊｕｒｙ
ｉｎｒｅｃｉｐｉｅｎｔｒａｔｓｔｗｏｗｅｅｋｓｐｏｓｔｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

（ｎ＝２０）

Ｇｒｏｕｐ
Ａｌｋａｌｉｎｅ

ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ
ｚＢ／（Ｕ·Ｌ－１）

Ｂｉｌｅｓａｌｔ
ｃＢ／（μｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｔｏｔａｌ
ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ

ρＢ／（ｍｇ·Ｌ－１）

ＵＷｓｏｌｕｔｉｏｎ ２０３．４±４５．６ １２．７±３．６ ４７±１４

Ｓａｌｖｉａｎｏｌａｔｅ １１３．５±２５．３ ６．５±２．３ ２１±８

Ｓａｌｉｎｅｃｏｎｔｒｏｌ ２３３．４±５５．８ １３．１±４．７ ５１±１８

　Ｐ＜０．０５ｖｓＵＷｓｏｌｕｔｉｏｎｇｒｏｕｐｏｒｓａｌｉｎｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．３　受体术后２周胆道并发症发生率　ＵＷ 液组
受体术后２周存活率为７０％（１４／２０），其中４只死于
胆漏和胆总管梗阻，８只出现肝叶片状黄染甚至累
及整个肝脏，胆道并发症发生率为６０％ （１２／２０）；生
理盐 水 对 照 组 受 体 术 后 ２ 周 存 活 率 为 ７５％
（１５／２０），其中３只死于胆漏和胆总管梗阻，１０只出
现肝叶片状黄染甚至累及整个肝脏，胆道并发症发
生率为６５％ （１３／２０）；丹参多酚酸盐预处理组受体
术后２周生存率为９５％（１９／２０），其中１只死于术后
出血，６只出现肝叶片状黄染甚至累及整个肝脏，胆
道并发症发生率为３０％ （６／２０）。与 ＵＷ 液组及生
理盐水对照组相比，丹参多酚酸盐预处理组受体大
鼠术后２周胆道并发症发生率明显降低，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０１）。

２．４　受体术后２周移植物内 ＢＳＥＰ 表达的变

化　结果（图１）表明：与 ＵＷ 液组及生理盐水对照

组相比，丹参多酚酸盐预处理组受体大鼠术后２周

肝脏移植物内ＢＳＥＰ的 ｍＲＮＡ及蛋白水平明显升

高（Ｐ＜０．０５）。

图１　受体大鼠术后２周肝脏移植物内

ＢＳＥＰｍＲＮＡ（Ａ）及蛋白（Ｂ）表达情况

Ｆｉｇ１　ＢＳＥＰｍＲＮＡｌｅｖｅｌ（Ａ）ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌ（Ｂ）

ｉｎｌｉｖｅｒｇｒａｆｔｔｗｏｗｅｅｋｓｐｏｓｔｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ
Ｐ＜０．０５ｖｓＵＷｓｏｌｕｔｉｏｎｇｒｏｕｐｏｒｓａｌｉｎｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝２０，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　胆汁淤积等胆道并发症常出现于经历冷ＩＲ损
伤的肝移植受者或因创伤、肿瘤切除及各种休克而
发生肝脏热ＩＲ损伤的患者［１０１２］。就无心跳供体肝
移植而言，随着器官保存技术和外科手术技术的提
高，其发病率及病死率明显降低，而胆汁淤积、胆道
狭窄等胆道并发症已成为严重威胁肝移植患者生命

的最主要并发症［１３１４］。近年来，随着活体供肝移植
（ｌｉｖｉｎｇｄｏｎｏｒｌｉｖｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，ＬＤＬＴ）技术的
进步，活体肝移植受体及移植物的存活率明显提高，
但术后高发的胆道并发症已成为困扰该技术广泛应

用的主要障碍之一［１５］。因此，胆道并发症是当前肝
脏移植研究领域亟待解决的难题。

　　由于缺乏合适的肝移植术后胆道并发症动物模
型，目前胆道并发症相关研究甚少。考虑到供体冷
保存时间是术后胆道并发症发生的主要危险因素之

一，本研究尝试采用延长供体在４℃ ＵＷ 液内保存
时间的方法建立胆道并发症的动物模型；鉴于胆道
系统主要血供来源于肝动脉，本研究所有肝脏移植
模型均行动脉吻合，恢复供体肝动脉血供。研究结
果表明该方法建立的大鼠肝脏移植模型术后２周胆
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汁淤积等胆道并发症发生率高（约为６０％～７０％），
且结果稳定、可靠，可以广泛应用于胆道并发症相关
研究。

　　肝脏移植术中肝细胞、胆道细胞再灌注损伤促
进胆汁淤积等胆道并发症发生可能与以下因素有

关：（１）再灌注损伤干扰了正常的胆汁形成过程；（２）
再灌注损伤导致胆汁酸盐转运子的表达或功能发生

变化；（３）炎症介质等损伤了胆汁分泌反应；（４）迅速
发生的胆道纤维炎症阻塞。细胞内胆汁酸盐淤积本
身可进一步加强炎症反应，促进胆汁淤积并诱导胆
小管增生，促进胆道损伤［１６］。

　　胆汁形成依赖于肝细胞基底膜侧及微胆管膜侧
胆汁转运系统的正常工作［１７］。其中，微胆管膜侧胆
汁酸盐输出泵是肝细胞向小胆管内主动分泌胆汁酸

的重要蛋白，属于ＡＴＰ结合盒转运子的Ｂ型亚家族
成员，仅表达于肝细胞。其表达及功能异常将导致
肝脏胆汁分泌代谢异常，造成肝细胞内胆汁淤积、血
清胆汁酸盐浓度升高等［１８］。人类ＢＳＥＰ基因突变
将会引起家族性进展性肝内胆汁淤积综合征（ｐｒｏ
ｇｒｅｓｓｉｖｅ ｆａｍｉｌｉａｌ ｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃ ｃｈｏｌｅｓｔａｓｉｓ， ＰＦ
ＩＣ）［１９２１］。上述研究提示ＢＳＥＰ可能对肝移植术后
胆道并发症的发生具有重要意义。本研究结果也显
示当保存液内加入丹参多酚酸盐后，肝移植术后移
植物内ＢＳＥＰ的表达水平较ＵＷ液组及生理盐水对
照组明显升高，受体术后早期胆汁流量及胆汁酸盐
分泌量明显升高，术后２周血清碱性磷酸酶、胆汁酸
盐、总胆红素及胆道并发症发生率明显降低。

　　综上所述，本研究结果初步表明供肝保存液内
加入丹参多酚酸盐可以明显减轻受体肝移植术后胆

道损伤，降低术后胆道并发症的发生率，可能与其缓
解冷ＩＲ损伤导致的移植肝内ＢＳＥＰ表达降低有关。
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