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褪黑素对大鼠肝脏缺血再灌注损伤的保护
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　　摘要：探讨褪黑素（ＭＥＬ）对肝脏缺血再灌注损伤（ＩＲＩ）的保护作用，在大鼠肝脏热缺血再灌注
模型缺血前 ３０ｍｉｎ腹腔注射 ＭＥＬ（１０ｍｇ／ｋｇ），缺血 ４５ｍｉｎ后恢复血流灌注，并于灌注 ２ｈ，２４ｈ后心

腔取血测定血清天冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、碱性磷酸酶（ＡＫＰ），同时取

肝组织行病理组织学检查及细胞凋亡检测。结果缺血再灌注组（ＩＲ组）ＡＳＴ，ＡＬＴ，ＡＫＰ及肝细胞凋亡

数均明显高于正常对照组（Ｎ组）（Ｐ＜０．０１），褪黑素预处理组（ＭＥＬ组）则明显低于 ＩＲ组（Ｐ ＜０．

０５），而高于 Ｎ组（Ｐ＜０．０１或 ０．０５）。ＭＥＬ组肝脏病理组织学改变明显轻于 ＩＲ组，重于 Ｎ组。提

示 ＭＥＬ对肝缺血再灌注损伤具有保护作用。
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　　肝脏缺血再灌注损伤（ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕ
ｒｙ，ＩＲＩ）是直接影响肝脏外科手术成败的关键因素
之一。因此寻求保护肝脏，防止或减轻肝 ＩＲＩ的方
法成为研究焦点。褪黑素（ｍｅｌａｔｏｎｉｎ，ＭＥＬ）是松果
体分泌的神经内分泌激素，具有抗氧化、抗毒性、抗

应激及抗炎作用［１，２］。ＭＥＬ对脑、心肌、肾脏、视网
膜等的 ＩＲＩ具有保护作用。本实验旨在研究 ＭＥＬ
对肝脏 ＩＲＩ的保护作用，并探讨其可能的作用机
制，试图为临床寻求对肝脏 ＩＲＩ有效的保护方法提
供实验依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组
健康 Ｗｉｓｔａｒ大鼠４８只，体重（２８０±３０）ｇ（由内

蒙古大学动物实验中心提供）。随机均分为（１）正
常对照组（Ｎ组）；（２）缺血再灌注组（ＩＲ组）；（３）
褪黑素预处理组（ＭＥＬ组）。每组 １６只，并按缺血
再灌注时相 ２ｈ、２４ｈ分为 ２个亚组，各 ８只。

　　收稿日期：２００４－０５－２４；　修订日期：２００５－０１－２９。

　　作者简介：张笑春（１９７４－），女，内蒙古锡盟人，内蒙古医学院第一

附属医院硕士研究生（现在内蒙古包头市中心医院），主要从事肝移植方

面的研究。

　　通讯作者：张笑春　电话：０４７２－６９５５２１０；Ｅｍａｉｌ：ｘｉａｏｃｈｕｎｚｈａｎｇ２０

０１＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ。

１．２　药品及试剂

ＭＥＬ纯品购自 Ｓｉｇｍａ公司。天冬氨基转氨酸

（ＡＳＴ），丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ），碱性磷酸酶（ＡＫＰ）

测定试剂盒购自南京建成生物工程研究所。

１．３　动物模型的制备

乙醚吸入维持麻醉。建立尾静脉输液通道，各

组动物尾静脉注射 ２ｍＬ肝素生理盐水（１００Ｕ／Ｌ）。

ＭＥＬ组于缺血前 ３０ｍｉｎ皮下注射褪黑素 １０ｍｇ／ｋｇ。

Ｎ组和 ＩＲ组皮下注射等量生理盐水。打开腹腔，

游离肝蒂；ＭＥＬ组和 ＩＲ组分别用无创血管夹夹闭

肝蒂，并开始计时。肝蒂夹闭后肝脏颜色逐渐变

深、肿胀、质地变硬；４５ｍｉｎ后，松开血管夹恢复血

供，肝脏颜色逐渐恢复至缺血前状态，关腹。Ｎ组

仅行肝蒂骚扰，不夹闭。于恢复血流 ２ｈ、２４ｈ后心

腔取血，３０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，留取血浆分成 ３

份，置 －２０℃ 冰箱中待检。同时切取肝组织，分别

以 １０％甲醛溶液、７０％酒精固定备检。

１．４　检测指标及方法

（１）血清 ＡＳＴ，ＡＬＴ和 ＡＫＰ按试剂盒说明书进

行检测。（２）所取肝组织行常规石蜡包埋、切片、

ＨＥ染色，置光镜下观察肝脏病理变化。（３）细胞

凋亡采用流式细胞技术检测。

１．５　统计学处理
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数据均用（ｘ±ｓ）表示。组间比较采用单因素

方差分析、相关分析及 ｔ检验，检验水准 α＝０．０５。

２　结　果

２．１　血清 ＡＳＴ，ＡＬＴ及 ＡＫＰ检测结果

ＩＲ组 ３种 酶 学 指 标 均 显 著 高 于 Ｎ组 （Ｐ ＜

０．０１）；ＭＥＬ组上述指标均高于 Ｎ组 （Ｐ＜０．０５），

但明显低于 ＩＲ组（Ｐ＜０．０５）（表 １）。

表 １　各组大鼠 ＡＳＴ，ＡＬＴ及 ＡＫＰ浓度（ｘ±ｓ）

　　组别 再灌注时间（ｈ） 例数 　ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ） 　ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） 　ＡＫＰ（Ｕ／Ｌ）

　　ＩＲ组 ２ ８ １５１．１９±１３．９８ ３３９．０７±３３．５６ １０５．８６±１３．３６

２４ ８ １８５．３３±１８．６７ ４８４．９８±２８．８３ １３７．５７±１５．４２

　　ＭＥＬ组 ２ ８ １２８．３０±１４．５６１），２） ２８６．８４±３２．４８１），３） ８６．７２±１２．０４１），３）

２４ ８ １５７．４４±１３．０４１），３） ４３７．１３±３２．４６１），３） １１４．３８±１６．８８１），３）

　　Ｎ组 ２ ８ ２９．０３±６．２９ ７７．９１±１６．０８ ３０．９９±３．１９

２４ ８ ２９．４２±６．２７ ７８．２３±１４．３０ ３０．４７±３．８１

　　　　注：与Ｎ组同一时点比较，１）Ｐ＜０．０１；与ＩＲ组同一时点比较，２）Ｐ＜０．０１，３）Ｐ＜０．０５

２．２　病理组织学改变

光镜下见 Ｎ组，肝组织结构清楚，汇管区、小叶

中央静脉、肝细胞索及肝窦结构清晰，肝细胞排列

正常，肝细胞无变性、坏死、窦内皮清楚。ＩＲ组 ２ｈ

及 ２４ｈ后肝脏组织呈明显弥漫性水肿，并出现广泛

点状坏死、灶状坏死及小片状坏死。ＭＥＬ组主要为

散在点状及灶状坏死，各时相细胞水肿及坏死程度

均较 ＩＲ组为轻（图 １，２）。

图 １　 ＩＲ组 ２４ｈ光镜（ＨＥ×４００） 图 ２　 ＭＥＬ组 ２４ｈ光镜（ＨＥ×４００）

２．３　肝细胞凋亡

ＭＥＬ组与 ＩＲ组比较，２ｈ及 ２４ｈ细胞凋亡率和

ｂａｘ蛋白表达量明显降低（Ｐ ＜０．０５），而 Ｂｃｌ２蛋

白表达量明显增高（Ｐ ＜０．０５）；ＭＥＬ组与 Ｎ组比

较细胞凋亡率和 ｂａｘ蛋白表达量明显增高（Ｐ ＜

０．０５），Ｂｃｌ２蛋白表达量明显降低（Ｐ ＜０．０５）。

ＩＲ组的 ２ｈ，２４ｈ两时点肝脏组织的 Ｂｃｌ２与 ｂａｘ蛋

白表达量明显负相关（ｒ分别为 －０．８８４和 －０．

８４２，均为 Ｐ＜０．０５）（表 ２，图 ３，４）。

表 ２　再灌注 ２ｈ及 ２４ｈ肝细胞凋亡百分率、Ｂｃｌ２及 ｂａｘ基因表达量（ｘ±ｓ）

　组别
再灌注２ｈ

凋亡率（％） Ｂｃｌ２ ｂａｘ
再灌注２４ｈ

凋亡率（％） Ｂｃｌ２ ｂａｘ

　Ｎ组 １．８１±０．３１ ５．６１±０．８５ ２．８３±０．６７ １．７６±０．３２ ５．６５±０．７７ ２．７６±０．７０

　ＭＥＬ组 ４．１３±０．３０１），３） ４．５０±０．７１），２），３） ４．４９±０．５７１），４） ５．５１±０．２４１），４） ３．５１±０．５４１），３） ６．０１±１．０４１），３）

　ＩＲ组 ４．６３±０．３９ ３．５５±０．５３ ５．７８±０．８１ ６．６６±０．５８ ２．８９±０．４６ ７．３８±０．９７

　　　　注：与Ｎ组比较，１）Ｐ＜０．０１，２）Ｐ＜０．０５；与ＩＲ组比较，３）Ｐ＜０．０５，４）Ｐ＜０．０１

９３５
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图３　 再灌注２ｈ及２４ｈ时点的调亡率 图４　 Ｂｃｌ２与ｂａｘ的相关关系

３　讨　论

迄今对于肝脏 ＩＲＩ的发病机理尚不完全清楚。
细胞凋亡在其中起着重要作用［３］。肝脏 ＩＲＩ后细
胞凋亡的发生是一个多因素、多环节、多途径的复

杂过程。一方面缺血缺氧所致的氧自由基的爆发

性形成及继发内毒素、肿瘤坏死因子等因素的损

害是诱发细胞凋亡的关键因素［４，５，６］。尤其是氧化

性最强、毒性最大的羟自由基。羟自由基既可直

接损伤 ＤＮＡ诱导细胞凋亡，也可以攻击蛋白质尤
其是具有酶活性的蛋白质，使其功能丧失从而诱

导细胞凋亡，还可能通过影响核基因转录、改变细

胞的表型特征、诱发凋亡。此外，羟自由基可能作

用于细胞膜，诱发脂质过氧化，从而影响细胞的信

号传递系统，激发有关的调控基因导致细胞凋亡。

另一方面凋亡调控基因的异常表达也能导致细胞

凋亡的发生［７］。本实验表明，ＩＲ组各时相 Ｂｃｌ２
（抑凋亡基因）与 ｂａｘ（促凋亡基因）呈明显负相
关；Ｂｃｌ２基因蛋白表达异常下调，而 ｂａｘ基因蛋白
表达异常上调也证实了这一点。此外，还与细胞

因子［８，９］、钙 超 载、线 粒 体 功 能 障 碍、氧 自 由 基、

ＮＯ［１０］及 ＴＸＡ２／ＰＧＩ２值失衡等多种因素有关。以
上众多因素又互为因果，共同参与引发肝 ＩＲＩ的病
理生理过程，最终导致肝实质细胞凋亡增加，肝细

胞总数减少，肝组织结构破坏和肝功能损害。

已有报道，ＭＥＬ可抑制脑、肾、心肌 ＩＲＩ中细胞
凋亡的发生，能拮抗脑、肾、心肌组织结构破坏，且

可不同程度地减轻肾、心肌、脑功能的损害。本研

究结果显示，ＩＲ组肝脏缺血 ４５ｍｉｎ后，再灌注各时
相有不同程度的酶学指标升高，肝细胞凋亡增加，

线粒体结构破坏，肝细胞变性坏死。ＭＥＬ组 ３种
酶的释放和肝细胞凋亡减少，且肝细胞病理损伤

程度减弱。提示在肝 ＩＲＩ中 ＭＥＬ同样可以发挥其
抑制细胞凋亡、拮抗组织结构破坏、减轻功能损害

的作用。ＭＥＬ组和 ＩＲ组各时相的肝功能及肝细
胞凋亡的差异均有显著性（Ｐ ＜０．０５），这充分说
明 ＭＥＬ对再灌注不同时间大鼠肝脏具有保护作
用。推测其保护作用的发挥可能通过以下途径实

现：（１）抗凋亡。已有报道 ＭＥＬ具有清除氧自由
基，增强 Ｃａ２＋ＡＴＰ酶活性，减轻细胞内钙超载等
作用。这可能是其抗凋亡的机制之一。ＭＥＬ作用
于抑制基因 Ｂｃｌ２，诱导基因 ｂａｘ使二者异常表达；
其拮 抗 细 胞 凋 亡 的 发 生 已 在 心 肌 ＩＲＩ得 到 证
实［１１］，本实验结果与之一致。（２）保护肝功能和
维持肝脏组织结构的完整性。可能机制为：ＭＥＬ
抑制肿瘤坏死因子的产生和诱导型一氧化氮合酶

（ｉＮＯＳ）的表达，从而抑制 ＮＯ的过度产生而保护
肝功能及肝细胞活力；ＭＥＬ抑制细胞间黏附分子
及 Ｐ－选择素的表达从而减少 ＩＲＩ时中性粒细胞
的浸润；ＭＥＬ还可能通过直接清除自由基，提高体
内还原型谷光甘肽（ＧＳＨ）含量和增强抗氧化酶的
活力，使生物大分子如脂质和核酸免受自由基损

伤，从而维持肝细胞及线粒体结构和功能的完整

性；ＭＥＬ促进 ＴＸＡ２和 ＰＧＩ２平衡的恢复，改善肝微
循环，减轻肝组织水肿与缺血。

总之，ＭＥＬ在一定程度上能抑制 ＩＲＩ所致的肝
细胞凋亡，拮抗肝组织结构破坏，减轻肝功能的损

害，对大鼠肝 ＩＲＩ具有保护作用。因此，临床预防
性应用 ＭＥＬ有望减轻肝脏 ＩＲＩ。
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１　病例报告　

例 １　女，７７岁。患者入院前 ３ｄ无
明显诱因突发全腹疼痛，并解暗褐色水

样便 ２次，以后未再有肛门排气排便。
原有冠心病、房颤史。予以抗感染及对

症治疗无缓解，并出现发热。体查：体

温 ３８．０℃，脉搏 ９０次／ｍｉｎ，房颤心律，
呼吸 ２１次／ｍｉｎ，血压 ９０／６０ｍｍＨｇ。痛
苦面容。腹部膨隆，全腹压痛（＋），反
跳痛（＋），肌卫（＋）。血白细胞 １４．６
×１０９／Ｌ，中性 ０．９０。立位腹部平片见
大量气液平面。拟诊为“急性肠梗阻、

腹膜炎”，行剖腹探查术。术中见腹腔

内血性渗液约 １０００ｍＬ，自屈氏韧带以
下 １２０ｃｍ处至距回盲部 １０ｃｍ处小肠发
黑坏死，肠系膜上动脉全程栓塞僵硬增

粗无搏动，取一段肠系膜上动脉远侧段

剖开证实为血栓。予以坏死小肠切除，

标本病理报告为：小肠透壁缺血性坏

死，“肠系膜上动脉壁”纤维组织增生伴
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玻璃 样 改 变。术 后 出 现 大 便 次 数 增

多、稀薄、进食不久即有排便等短肠综

合征表现。予以饮食调节、口服及肠

外营养支持后有所好转。术后 ２８ｄ出
院，可进半流质饮食，大便 ５～６次 ／ｄ，
稀糊状。随访至今 １年无复发。

例 ２　男，５７岁。因中上腹隐痛 ２
周，加重 ４ｄ收治入院。入院前晚出现
呕吐及解糊状便，隐血（＋＋＋＋）。原
有房颤及 ＩＩ。 Ｉ型房室传导阻滞。腹部
平片及 ＣＴ均提示 “小肠不 完 全 性 梗
阻”。体查：体温 ３６．８℃，脉搏 １１０次
／ｍｉｎ，呼 吸 ２５ 次 ／ｍｉｎ，血 压 １３０／
８０ｍｍＨｇ。急 病 面 容。中 上 腹 压 痛 明
显，反跳痛（＋），肌卫（＋），肠鸣音减
弱，移动性浊音（±），腹穿得 ２ｍＬ血
性液体。急诊行剖腹探查术，术中见

腹腔内血性渗液约 ７００ｍＬ，距屈氏韧
带 ５０ｃｍ 以 下 约 １５０ｃｍ 小 肠 发 黑 坏
死，肠系膜增厚，其肠系膜静脉内大量

血栓形成，行小肠部分切除术。病理

报告为：小肠出血性坏死表现。术后

１２ｄ痊愈出院，随访 ９个月情况良好，
无复发。

２　讨　论　

急性 肠 系 膜 缺 血 （ａｃｕｔｅｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ

ｉｓｃｈｅｍｉａ，ＡＭＩ）属肠系膜缺血性疾病范
畴，约占肠系膜血管性疾病的 ３０％ ～
３５％。

ＡＭＩ最常发生于年龄大于 ５０岁、
有慢性房颤的患者。早期病人的疼痛

与体检所见明显不符，但当梗死发生

时，腹部压痛，并出现肌卫、反跳痛时

则表明肠生机进行性丧失、出现了透

壁性坏死。立位腹部平片多只表现为

非特异性的肠腔积气液平的肠梗阻表

现。多普勒超声和 ＣＴ是重要的检查
手段，并可籍此鉴别动脉和静脉血栓

形成。目前选择性动脉造影成为诊断

ＡＭＩ的主要方法，同时还可经动脉注
射罂粟碱、肝素或加用溶栓剂等进行

介入治疗。

少数无肠梗死体征且通过多普勒

超声、ＣＴ、血管造影等确诊的患者，可
试用肝素和链激酶进行保守治疗。大

多数患者因弥漫性腹膜炎需要立即进

行剖腹探查术，以切除梗死和可疑的

肠管。但如果全部或大部分小肠或部

分右半结肠发生明显的梗死，切除所

有受累的肠管后必然引起短肠综合征

等，因此，应注意术后处理。
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