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梗阻性黄疸对心肌的损伤及乌司他丁保护

作用的研究
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　　摘要：目的　观察胆道梗阻后心肌损伤及乌司他丁（ＵＴＩ）的保护作用。方法　动态观测胆道梗
阻大鼠的心肌组织丙二醛（ＭＤＡ）和超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、血清总胆红素（ＴＢＩＬ）、碱性磷酸酶

（ＡＬＰ）、肌酸激酶同工酶（ＣＫＭＢ）、内毒素（ＥＴ）、肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα）含量；取左心室心肌行光

电镜检查，并应用 ＡＢＣ免疫组化染色法，定位 ＴＮＦα在心肌组织中的表达和分布。结果　胆道梗阻

后，血清 ＴＢＩＬ，ＡＬＰ，ＣＫＭＢ，ＥＴ，ＴＮＦα的水平逐渐升高；心肌组织 ＭＤＡ含量逐渐升高，ＳＯＤ含量逐渐

减少，心肌 ＴＮＦα表达升高；各 ＵＴＩ治疗组与同时相梗阻组比较，血清 ＴＢＩＬ，ＡＬＰ，ＣＫＭＢ，ＥＴ，ＴＮＦα水

平及心肌组织 ＭＤＡ含量减少，ＳＯＤ含量升高，心肌 ＴＮＦα表达下降；光电镜下可见随胆道梗阻时间延

长，心肌损害加重，各 ＵＴＩ治疗组与同时相梗阻组比较，心肌损害减轻。结论　ＵＴＩ通过对抗自由基

损伤、内毒素血症、ＴＮＦα的综合作用，对胆道梗阻所致心肌损伤有明显保护作用。
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　　梗阻性黄疸可引起心肌损害，导致心脏功能受

损。本研究采用大鼠胆道梗阻模型，经腹腔注入蛋

白酶抑制剂乌司他丁（ＵＴＩ），通过动态检测胆道梗

阻前后不同时相心肌组织内丙二醛（ＭＤＡ）和超氧

化物歧化酶（ＳＯＤ）含量及血清总胆红素（ＴＢＩＬ）、碱

性磷酸酶（ＡＬＰ）、肌酸激酶同工酶（ＣＫＭＢ）、内毒

素（ＥＴ）、肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα）水平，观察自由

基损伤、内毒素血症、ＴＮＦα在胆道梗阻所致心肌

损害过程中的作用，了解 ＵＴＩ对心肌损伤的保护作

用，为临床治疗提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　动物模型制备与分组

ＳＤ雄性大鼠 ５０只（第一军医大学实验动物中

心提供），体重（２２０±３０）ｇ，术前禁食 １２ｈ，３％戊

巴比妥钠 ３０ｍｇ／ｋｇ腹腔注射麻醉，自上腹正中切口

入腹，分离、暴露胆总管，其中 ４０只大鼠胆总管用

４号丝线双重结扎，中间离断，逐层关腹，模型制备

后，随机分为 ４组，每组 １０只：（１）ＢＤＬ１组（胆道

梗阻 １周组）；（２）ＢＤＬ２组（胆道梗阻 ２周组）；

（３）ＵＴＩ１组（胆道梗阻 ＋ＵＴＩ治疗 １周组）；（４）

ＵＴＩ２组（胆道梗阻 ＋ＵＴＩ治疗 ２周组）。另外 １０只

设为假手术组（ＳＯ组），ＳＯ组入腹后除不结扎胆总

管外，其它操作均相同。各 ＵＴＩ组术后腹腔注射乌

司他丁 ２．５万 Ｕ／（ｋｇ·ｄ）（配制成 ２ｍＬ，广东天普

制药公司生产），ＳＯ组及各 ＢＤＬ组腹腔注射相同容

积生理盐水。各组到梗阻时间后，心脏穿刺取血，

迅速开胸取左室心肌。

１．２　检测项目及方法

１．２．１　心肌组织 ＭＤＡ含量　用硫代巴比妥酸反

应法测定［１］（ＭＤＡ试剂盒，南京建成生物工程研究

所）。

１．２．２　心肌组织 ＳＯＤ含量 　 用羟胺法测定［２］

（ＳＯＤ试剂盒，南京建成生物工程研究所）。

１．２．３　血清 ＴＢＩＬ，ＡＬＰ，ＣＫＭＢ含量　采用美国

ＢＥＣＫＭＡＮ公司 ＣＸ７全自动生化分析仪测定。

１．２．４　血清 ＥＴ　用偶氮显色法定量检测［３］（鲎

试剂盒，上海伊华公司）。

１．２．５　血清 ＴＮＦα　用 ＥＬＩＳＡ法测定（试剂盒由

第四军医大学免疫室提供），操作按试剂盒说明书

进行。

１．２．６　心肌形态学观察　心肌组织光镜标本以

１０％福尔马林固定，常规石蜡包埋、ＨＥ染色，切片

以 Ｏｌｙｍｐｕｓ光镜观察；电镜标本以 ３％戊二醛 －１％

锇酸双重固定，环氧树脂包埋，超薄切片，醋酸铀和

柠檬酸铅电子染色，切片行透射电镜观察。

１．２．７　 心肌组织中 ＴＮＦα的表 达和分 布 　 用

ＡＢＣ免疫组化染色法［４］（ＡＢＣ试剂盒，上海华美生

物工程公司）。染色模式均为细胞膜／细胞浆，胞

核无着色。（１）定性分析：根据染色强度分为阳性

（棕黄色），弱阳性（浅黄色），阴性（不着色）。（２）

定量分析：各组切片均采用 Ｔｉｇｅｒ图像分析系统对

免疫组化染色阳性反应产物进行定量分析；具体操

作为取切片在光学显微镜下以相同倍数（４０×１０）

随机选用 ５～１０个视野取平均值，利用 Ｔｉｇｅｒ图像

分析系统选取阳性区域及空白区进行光密度定标，

图像分析系统自动处理得出平均光密度值（ａｖｅｒａｇｅ

ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＡＯＤ），以 ＡＯＤ值大小代表阳性产物

表达的多少。

１．３　统计学方法

采用 ＳＰＳＳ１０．０统计软件建立数据库，均数比

较用完全随机设计资料的方差分析，组间两两比较

用 ＳＮＫ法。Ｐ＜０．０５为差异有显著性意义。

２　结　果

２．１　 心 肌 组 织 ＭＤＡ，ＳＯＤ 和 血 清 ＴＢＩＬ，ＡＬＰ，

ＣＫＭＢ，ＥＴ，ＴＮＦα含量变化

各 ＢＤＬ组心肌组织内 ＭＤＡ含量及血清 ＴＢＩＬ，

ＡＬＰ，ＣＫＭＢ，ＥＴ，ＴＮＦα含量均较 ＳＯ组明显升高，

并随胆道梗阻时间的延长而加重（均 Ｐ ＜０．０５）；

心肌 ＳＯＤ含量则下降，梗阻时间愈长，ＳＯＤ下降愈

明显（Ｐ ＜０．０５）。ＵＴＩ１，２组与 ＳＯ组比较，也有

同样的趋势，但各项指标的变化程度相对较小，

ＵＴＩ１组部分指标与 ＳＯ组差异不显著。各 ＵＴＩ治疗

组与同时相 ＢＤＬ组比较，心肌 ＭＤＡ含量及血清

ＴＢＩＬ，ＡＬＰ，ＣＫＭＢＥＴ，ＴＮＦα含量明显减少；心肌

ＳＯＤ含量增加（表 １，２）。

５２
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表 １　 大鼠胆道梗阻后血清 ＴＢｉｌ，ＡＬＰ，ＣＫＭＢ，ＥＴ，ＴＮＦα含量变化（ｘ±ｓ）

组别 ＴＢＩＬ（μｍｏｌ／Ｌ） ＡＬＰ（ＩＵ／Ｌ） ＣＫＭＢ（ＩＵ／Ｌ） ＥＴ（ｎｇ／Ｌ） ＴＮＦα（ｎｇ／ｍＬ）
ＳＯ ２．８６±０．３２ ２２．１７±９．７５ ２０９．１５±２４．５４ １．５４±０．６２ １．０６±０．１５
ＢＤＬ１ ３２．０３±０．１３２） １４７．４２±５．４５２） １０３２．１５±５２．４８２） １０．８８±１．０６２） １．４２±０．２１１）

ＢＤＬ２ ６８．１３±４．１１２） １９７．１４±２．１１２） １８１３．５０±１３４．６３２） １８．２９±６．２４２） １．８１±０．１２１）

ＵＴＩ１ １２．９０±０．１２１），４） ７０．８４±１１．３２２），３） ４８２．５１±５６．５１１），３） ３．１８±０．６１４） １．１３±０．１３３）

ＵＴＩ２ ４３．０４±２．１２２），３） ９７．１２±１２．３１２），４） ７３６．８３±９６．１２１），４） ８．６３±０．７１２），４） １．３３±０．１１１），３）

　　　　注：与ＳＯ组比较，１）Ｐ＜０．０５，２）Ｐ＜０．０１；与ＢＤＬ组比较，３）Ｐ＜０．０５，４）Ｐ＜０．０１。

２．２　ＴＮＦα在心肌组织中的表达和分布

２．２．１　定性分析结果　ＢＤＬ１组为弱阳性，ＢＤＬ２

组为阳性；ＵＴＩ１组为阴性，ＵＴＩ２组为弱阳性；ＳＯ组

为阴性（图 １～４）。

图 １　ＢＤＬ１组心肌 ＴＮＦα（×２００） 图 ２　ＢＤＬ２组心肌 ＴＮＦα（×２００）

图 ３　ＵＴＩ１组心肌 ＴＮＦα（×２００） 图 ４　ＵＴＩ１组心肌 ＴＮＦα（×２００）

２．２．２　定量分析结果　心肌 ＴＮＦα阳性物质的
表达在 ＢＤＬ１，２组和 ＵＴＩ１，２组都有随梗阻时间延
长而增加的趋势。但 ＵＴＩ１组与 ＳＯ组比较差异无
统计学意义，其余各组与 ＳＯ组比较均有显著性差
异。各 ＵＴＩ组与 ＢＤＬ组比较，心肌 ＴＮＦα的表达明
显下降（表 ２）。
表 ２　 各组大鼠心肌组织 ＭＤＡ，ＳＯＤ含量和 ＴＮＦα表达

的定量分析结果（ｘ±ｓ）

组别 ＭＤＡ（ｎｇ／ｍｌ） ＳＯＤ（Ｎｕ／ｍｇＰｒ） ＴＮＦα（ＡＯＤ值）
ＳＯ １９．６３±０．８８ ８．４９±０．６６ ０．００５４±０．００６５
ＢＤＬ１ ３２．３０±０．４４１） ３．４３±１．２２２） ０．０８３６±０．０１１６２）

ＢＤＬ２ ４６．０２±３．１５２） ２．７３±０．２５２） ０．２０６５±０．０１９３２）

ＵＴＩ１ ２３．３４±１．２８３） ７．０２±２．１２３） ０．０１５４±０．００６２４）

ＵＴＩ２ ３５．３２±２．８９１，３） ６．１４±０．２３１，３） ０．１１０８±０．００４１２，３）

　　注：与ＳＯ组比较，１）Ｐ＜０．０５，２）Ｐ＜０．０１；与同时相的 ＢＤＬ组比
较，３）Ｐ＜０．０５，４）Ｐ＜０．０１。

２．３　病理学改变
２．３．１　心肌组织光镜观察　ＢＤＬ组胆道梗阻 １周
时心肌细胞浊肿，白细胞浸润；２周时心肌细胞浊肿
加重，间质血管扩张，肌束结构稀疏，排列紊乱，有

少许心内膜下心肌发生出血、坏死。ＵＴＩ治疗组较
同时相的 ＢＤＬ组白细胞浸润少，同时细胞浊肿轻
微，间质充血较轻，肌束排列尚有序，未见有心肌细

胞出血及坏死（图 ５～８）。
２．３．２　心肌组织电镜观察　电镜下见 ＢＤＬ１组线
粒体肿胀、嵴模糊；ＢＤＬ２组线粒体减少、变形、外膜
不清，核糖体脱颗粒，嵴减少或消失，排列紊乱，肌

丝结构稀疏断裂，核膜破裂，细胞基质稀少。ＵＴＩ１
组病变较同时相的 ＢＤＬ１组轻，ＵＴＩ２组线粒体肿胀
较轻，膜尚完整，嵴略稀疏，部份线粒体破坏，排列

仍规则，肌丝结构排列尚规则（图 ９～１２）。
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图 ５　ＢＤＬ１组心肌光镜照片（×４００） 图 ６　ＢＤＬ２组心肌光镜照片（×４００）

图 ７　ＵＴＩ１组心肌光镜照片（×４００） 图 ８　ＵＴＩ２组心肌光镜照片（×４００）

图 ９　ＢＤＬ１组心肌电镜照片（×１２０００） 图 １０　ＢＤＬ２组心肌电镜照片（×１００００）

图 １１　ＵＴＩ１组心肌电镜照片（×１００００） 图 １２　ＵＴＩ２组心肌电镜照片（×８０００）
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３　讨　论

梗阻性黄疸可影响患者心脏功能及血流动力学

改变［５］，术中可发生心跳骤停且死亡率很高，梁全

义［６］报道 ４８０例梗阻性黄疸患者术中 ９例发生心
跳骤停，死亡 ４例，死亡率高达 ４４．４％。心血管系
统受损导致的血容量不足也是梗阻性黄疸患者围手

术期易发生肾功能衰竭的重要原因之一［７］。因此

应当高度重视梗阻性黄疸患者的心脏保护。

梗阻性黄疸造成心肌损伤主要机理是：（１）ＥＴ
对心肌的损害。胆道梗阻后，由于肠黏膜屏障功能

障碍和 Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞吞噬和清除功能的下降，血清中
ＥＴ含量增高，可以直接或间接地损害心肌的线粒
体、肌浆网、肌膜和收缩蛋白等，使心肌细胞膜受

损，ＡＴＰ的产生和利用异常而发生心肌坏死。ＥＴ也
可使儿茶酚胺、５羟色氨、心肌抑制因子（ＭＤＦ）的
释放增多，导致小动脉和小静脉痉挛性收缩，毛细

血管扩张、淤血、通透性增高，致心肌受损，心肌收

缩力下降，使血液动力学发生变化［８］。ＥＴ作用于单
核巨噬细胞，诱导细胞产生活性自由基、以及释放

溶酶体酶等方式使心肌细胞受损［９］。（２）胆红素的
细胞毒性作用。胆红素能降低组织呼吸商，抑制

（ＮＡＤＨ）氧化作用，并通过分解线粒体破坏氧化磷
酸化，损害细胞的线粒体结构和功能，使细胞内的

ＡＴＰ合成减少，使心肌细胞受损，从而损害心肌的正
性肌力反应［１０］。（３）氧自由基的损害。胆道梗阻
后，胆红素血症及内毒素血症影响系统血液循环，

从而影响到心肌的血液供应，心肌细胞由于缺血缺

氧而致氧自由基生成增加，而机体主要的自由基清

除剂 ＳＯＤ含量下降。（４）ＴＮＦα对心肌的损害。
ＴＮＦα主要是通过氧自由基脂质过氧化造成胆道梗
阻后的心肌损害［１１］。

ＵＴＩ是一种蛋白酶抑制剂，具有很广的抑酶谱和
抑酶活性，能抑制胰蛋白酶、α糜蛋白酶、巯基酶、
纤溶酶等多种蛋白酶；ＵＴＩ也是一种溶酶体膜稳定
剂，能抑制溶酶体酶的释放；此外，ＵＴＩ还能抑制
ＭＤＦ的 产 生、清 除 自 由 基 及 抑 制 炎 性 介 质 的 释
放［１２］。已有研究［１３］表明，ＵＴＩ对心脏手术体外循
环时心肌的缺血再灌注损伤有明显的保护作用。本

研究结果表明，ＵＴＩ对胆道梗阻后的心肌损害也有
明显的保护作用。ＵＴＩ能使血浆中 ＥＴ含量明显降
低，胆红素量相对减少，从而减轻 ＥＴ和胆红素对心
肌的损害；ＵＴＩ能够降低心肌组织内 ＭＤＡ生成，使
ＳＯＤ含量增加，说明 ＵＴＩ具有对抗氧自由基的作用。

动物实验［１４，１５］也表明 ＵＴＩ有清除氧自由基的作用。
ＵＴＩ还能有效降低血清中 ＴＮＦα的含量，从而防止
心肌受损。Ｍａｓｕｄａ等［１６］的动物试验表明：失血性休
克大鼠心肌线粒体氧化磷酸化受损、ＡＴＰ含量下降，
应用 ＵＴＩ后恢复较快，说明 ＵＴＩ能减轻线粒体功能
障碍，促进心肌能量代谢的恢复，本实验中电镜下

所见心肌超微结构改变也说明 ＵＴＩ能保护梗阻性黄
疸对心肌线粒体的损害。在应用 ＵＴＩ的情况下，仍
可看到这种趋势，可见防止心肌损害的有效方法是

及时解除胆道梗阻。在胆道梗阻未解除的情况下，

ＵＴＩ对胆道梗阻大鼠心肌损害的保护作用是有限
的，并不能使血清中 ＴＢＩＬ，ＡＬＰ，ＣＫＭＢ等及心肌形
态维持或恢复到正常状态，但能起到延缓损害的作

用。
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