
第１７卷第１０期
２００８年１０月

中国普通外科杂志

ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＧｅｎｅｒａｌＳｕｒｇｅｒｙ
Ｖｏｌ．１７　Ｎｏ．１０
Ｏｃｔ．　２００８

收稿日期：２００８－０３－１８；　修订日期：２００８－０９－２５。

作者简介：张信来，男，内蒙古医学院第一附属医院副主任医师，主要从事乳腺肿瘤、肠道肿瘤方面的研究。

通讯作者：张信来　Ｅｍａｉｌ：ｘｉｎｌａｉｚｈａｎｇ＠ｓｏｈｕ．ｃｏｍ

　　文章编号：１００５－６９４７（２００８）１０－０９９３－０５
·基础研究·

β七叶皂苷钠对大鼠肠缺血再灌注损伤
的保护作用
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　　摘要：目的　研究 β七叶皂苷钠 （βａｅｓｃｉｎ，βＡ）对大鼠缺血再灌注 （Ｉ／Ｒ）后肠黏膜的保护作
用，并探讨其作用机制。方法　８８只健康雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，随机分为 ２组：Ｉ／Ｒ对照组和 Ｉ／ＲβＡ预处
理组，每组按 Ｉ／Ｒ不同时点（０，１，２ｈ），观察组织病理损害，Ｈａｇｌｕｎｄ评分，肠含水率，肠毛细血管通透
性，肠黏膜上皮细胞调亡率，血清 ＴＮＦα，ＩＬ６含量变化及生存率。结果　与对照组比较，预处理组的
肠黏膜组织病理损害，肠含水率，毛细血管通透性，血清 ＴＮＦα，ＩＬ６水平（Ｐ＜０．０１）及肠黏膜细胞
凋亡率均明显降低 （Ｐ＜０．０５），而且生存率明显提高（Ｐ＜０．０５）。结论　βＡ对肠 Ｉ／Ｒ后肠黏膜
具有保护作用；其机制可能与抑制炎症细胞因子，降低 Ｉ／Ｒ后毛细血管通透性及降低肠黏膜细胞调
亡率有关。 ［中国普通外科杂志，２００８，１７（１０）：９９３－９９７］
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　　肠道是缺血再灌注损伤（ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ
ｉｎｊｕｒｙ，Ｉ／Ｒ，ＩＲＩ）最敏感的组织之一［１－２］，在严重感

染、创伤、休克、重要器官功能不全等疾病的病理

演变过程中起着重要的作用。心、肝、脑、肾疾病

中的 ＩＲＩ研究已取得了不少进展，而有关肠 ＩＲＩ及
其对多器官衰竭影响方面的研究报道较少，因而

近年来越来越受到重视，其发生发展机理及防治

措施的研究也成为外科领域的重点课题之一。娑

罗子是药典收载的中药，七叶皂甙钠系由娑罗子

提取的一种皂甙制成。药理研究证明具有对抗炎

性介质，维持细胞膜稳定性、抗渗出、恢复毛细血

管正常通透性、改善微循环的作用［３］。本文旨在

研究 β七叶皂甙钠（βａｅｓｃｉｎ）对肠 Ｉ／Ｒ后肠黏膜
的保护作用，并通过观察 ＩＬ６和 ＴＮＦα的变化及
肠黏膜的细胞调亡率初步探讨其作用机制。

１　材料和方法

１．１　药品、试剂和仪器
βａｅｓｃｉｎ由山东绿叶制药有限公司提供粉剂，

用蒸馏水溶解配成 ０．５ｇ／ｍＬ。甲酰胺分析纯由天
津光复精细化工研究所提供。大鼠 ＩＬ６，ＴＮＦα，
免疫酶联吸附试验（ＥＬＩＳＡ）试剂盒由武汉博士德
生物工程有限公司提供。伊文蓝（Ｅｖａｎ′ｓｂｌｕｅ）粉
剂购自上海国药集团化学试剂有限公司（为进口

分装）。Ｅｐｉｃｓ－ＸＬⅡ型流式细胞仪为美国 Ｂｅｃｋ
ｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司生产。ＶＩＣＴＯＲ３ＴＭ １４２０多功能
检测 仪 购 自 美 国 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公 司。Ｂｅｃｋｍａｎ
ＤＵ６４０核酸蛋白分析仪购自美国 Ｂｅｃｋｍａｎ公司。
１．２　动物分组

８８只健康雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，鼠龄 ６～８周，体
重 ２５０～２８０ｇ（内蒙古大学动物实验中心提供）。
动物随机分为 ２组：缺血再灌注（Ｉ／Ｒ）对照组和
Ｉ／Ｒβ七叶皂苷钠（βＡ）药物处理组（βＡ组）。
每组按缺血后再灌注不同时点分为 ３个亚组，即
Ｉ／Ｒ０，１，２ｈ亚组，βＡ０，１，２ｈ亚组，各亚组
ｎ＝８；另 ２０只随机分为 ２组设为 Ｉ／Ｒ和 βＡ组
行生存率比较；（编者提示：另 ２０只应该在这里
作交待，否则总数不对）。

１．３　动物模型的制备
大鼠均置实验室适应性饲养 １周，实验前禁

食 １２ｈ，自由饮水。５％氯胺酮（１００ｍｇ／ｋｇ）腹腔
注射麻醉后无菌条件下取上腹部正中切口。采用

无创伤血管夹夹闭肠系膜上动脉（ＳＭＡ）根部，见
肠系膜血管搏动消失，小肠缺血痉挛、变白；暂时

关腹前腹腔注射生理盐水 ２ｍＬ。两组均行肠缺血

９０ｍｉｎ。９０ｍｉｎ后原切口开腹松夹，ＳＭＡ恢复搏
动、肠系膜血管恢复搏动，肠管变红，示复制肠Ｉ／Ｒ
模型［４］成 功，关腹。２组分别于松夹再灌注前
３０ｍｉｎ阴茎背静脉注射１％伊文思蓝溶液２ｍＬ／ｋｇ。
βＡ药物处理组：Ｉ／Ｒ缺血前 ３０ｍｉｎ及再灌注前
３０ｍｉｎ予 βａｅｓｃｉｎ１．８ｍｇ／ｋｇ，阴茎背静脉注射，
对照组同前法给予等量生理盐水。两组分别在恢

复血供 ０，１，２ｈ时进行组织采样备检。毛细血管
通透性只观察 １ｈ点（并 ｎ＝１０）。再灌注 １ｈ后
进行组织采样。

１．４　检测指标及方法
１．４．１　光学显微镜检查　按实验要求于不同时
点活杀动物。取距 Ｔｒｅｉｔｚ韧带 １０ｃｍ处小肠 ６ｃｍ，
剔除系膜及外膜脂肪组织，肠腔灌洗干净，分为

３，２，１ｃｍ３段。取 ３ｃｍ段置于 １０％甲醛中固定
２４ｈ，再分 ３段每段常规石蜡包埋各作 １切片，苏
木素 －伊红（ＨＥ）染色，，５μｍ切片，在 ４００倍
（ＨＰ）镜下观察 ６个视野／每张切片。采用Ｈａｇｌｕｎｄ
法评分［５］，以评价肠黏膜损伤程度。Ｈａｇｌｕｎｄ评分
标准：０分为正常绒毛和腺体；１分为部分绒毛顶
部上皮轻度受损；２分为上皮下腺体轻度受损；
３分为上皮下间隙扩大，毛细血管充血；４分为上
皮与固有层中度分离，腺体受损；５分为部分绒毛
顶部脱落；６分为绒毛脱落明显，毛细血管扩张；
７分为固有层绒毛脱落，腺体受损明显；８分为固
有层开始消化分解；９分为出血、溃疡。
１．４．２　肠黏膜细胞凋亡率　取上述 ２ｃｍ段小
肠，置于７０％乙醇中固定２ｈ；剥取绿豆大小黏膜
置 ７０％乙醇中送河北医科大学肿瘤研究所采用
ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司生产的 Ｅｐｉｃｓ－ＸＬⅡ型流式细
胞仪检测肠黏膜细胞凋亡率。

１．４．３　肠含水率检查　取上述 １ｃｍ段小肠，分
析天平称湿重，然后置于 １１０℃烤箱烘烤 ２４ｈ恒
重后称量干重，计算肠组织含水率（ＩＷＣ），公式：
含水率 ＝（湿重 －干重）／湿重 ×１００％。
１．４．４　毛细血管通透性检查　参照 Ｌｕ等［６］的改

良伊文思蓝渗出法进行测定，先用蒸馏水溶解伊文

思蓝制取 ０．２５μｇ／ｍＬ，０．５μｇ／ｍＬ，１．０μｇ／ｍＬ，
２．０μｇ／ｍＬ，４．０μｇ／ｍＬ，０．２５μｇ／ｍＬ，５．０μｇ／ｍＬ，
８．０μｇ／ｍＬ，１０μｇ／ｍＬ，２０μｇ／ｍＬ，各浓度标准溶
液，用 ＢｅｃｋｍａｎＤｕ６４０核酸蛋白分析仪 ６２０ｎｍ处
测各浓度的 ＯＤ值（光密度值）并绘制标准曲线。
取距回盲部 ６ｃｍ小肠约 １ｃｍ（先行 ＳＭＡ及肠腔
生理盐水灌洗干净），置于甲酰胺３ｍＬ中３７℃萃
取 ４８ｈ后，测萃取液 ＯＤ值，并根据标准曲线换算

４９９
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出浓度，肠管浸洗后置 １１０℃电热鼓风干燥箱中
烘烤 ２４ｈ至恒重后用分析天平称重，进一步计算
肠干重含量，进行差异比较。含量 ＝浓度 ×３ｍＬ／
干重。

１．４．５　血清 ＩＬ６及 ＴＮＦα浓度测定　游离颈动
脉采血 ３ｍＬ，４℃下静置 ２ｈ，２５００ｒ／ｍｉｎ离心
１５ｍｉｎ后取血清置于 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管内，放入 －７０℃
冰箱冻存备用。取标本后严格按 ＩＬ６及 ＴＮＦ
αＥＬＩＳＡ试剂盒操作规程说明书检测。经反应后
酶标 板 用 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ１４２０多 功 能 检 测 仪 在
４５０ｎｍ测定标准品及样本 ＯＤ值。根据标准品 ＯＤ
值经曲线专家 １．３软件处理并绘制标准曲线，根
据样品的 ＯＤ值计算出对应的浓度。
１．４．６　生存率比较　两组大鼠行生存率比较。
１．５　统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１１．５统计分析软件处理，计量资料
采用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较采用单

因素方差分析（ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ）；生存率比较采
用对数秩检验（ｌｏｇ－ｒａｎｋｔｅｓｔ）。Ｐ＜０．０５为差异
具有统计学意义。

２　结　果

２．１　肠黏膜组织病理学变化
Ｉ／Ｒ组各时段亚组肠黏膜均有损害；表现为

绒毛肿胀、脱落明显，大量淋巴细胞和单核细胞浸

润，上皮下间隙扩大，上皮与固有层分离，毛细血

管扩张，腺体受损明显，并出现固有层消化分解；

１，２ｈ组重于 ０ｈ组。βＡ各时段组肠黏膜亦有
损害；表现为部分绒毛顶部脱落、少量淋巴细胞

和单核细胞浸润，毛细血管充血，腺体受损较 Ｉ／Ｒ
组明显减轻（图 １－２）。Ｈａｇｌｕｎｄ评分 Ｉ／Ｒ各亚组
明显高于对应 βＡ各亚组 Ｉ／Ｒ组，Ｉ／Ｒ０ｈ亚组
评分低于 １ｈ和 ２ｈ亚组（Ｐ＜０．０５），而 βＡ３个
亚组间差异无统计学意义（Ｐ＜０．０５）（表 １）。

图１　Ｉ／Ｒ对照组肠组织（ＨＥ×１００） 图２　βＡ组肠组织（ＨＥ×１００）

表１　再灌注各时间段大鼠肠黏膜损害Ｈａｇｌｕｎｄ法评分比较

组别 ｎ
再灌注各时间段Ｈａｇｌｕｎｄ法评分

０ｈ １ｈ ２ｈ

Ｉ／Ｒ（对照） ８ ５．７７±１．７１ ６．４９±１．３４１） ６．２４±１．７１１）

βＡ（治疗） ８ ３．９０±１．６３２） ４．１４±１．５８２） ３．８９±１．５３２）

　　注：１）与Ｉ／Ｒ０ｈ亚组比较，Ｐ＜０．０５；２）与同时点 Ｉ／Ｒ组比较，

Ｐ＜０．０５

２．２　肠黏膜细胞调亡率比较
３个时 点凋亡率 Ｉ／Ｒ组分别为 （２１．４５±

５．９８）％，（２５．８９±３．５２）％ 和 （２０．４４±
７．０１）％，βＡ组 分 别 为 （１０．４４±２．８３）％，
（１１．１１±２．９５）％和（８．１２±２．２２）％，βＡ组各
时段肠黏膜细胞凋亡率明显低于同时段 Ｉ／Ｒ组
（Ｐ＜０．０１），同时 Ｉ／Ｒ组各时段细胞调亡率 １，２

ｈ高于 ０ｈ组，βＡ（治疗）组各时点肠黏膜细胞
凋亡率，差异无统计学意义（表 ２）。

表２　再灌注各时间点肠黏膜细胞凋亡率

组别 ｎ
再灌注各时间段肠黏膜细胞凋亡率（

&

，ｘ±ｓ）

０ｈ １ｈ ２ｈ

Ｉ／Ｒ（对照） ８ ２１．４５±５．９８ ２５．８９±３．５２１） ２０．４４±７．０１１）

βＡ（治疗） ８ １０．４４±２．８３２）１１．１１±２．９５２） ８．１２±２．２２２）

　　注：１）与Ｉ／Ｒ０ｈ亚组比较，Ｐ＜０．０５；２）与同时点Ｉ／Ｒ组比较，

Ｐ＜０．０５

２．３　肠含水率比较
尽管同一组不同个体大鼠的肠含水率有一定

差异；但 Ｉ／Ｒ组大鼠各组含水量明显高于各对应

βＡ 组，βＡ 组 各 时 点 肠 含 水 率 明 显 降 低

５９９



中国普通外科杂志 第１７卷

（Ｐ＜０．０１）；同时 Ｉ／Ｒ组 １，２ｈ肠含水率高于 ０ｈ
组（表 ３）。

表３　再灌注各时段肠含水率比较

组别 ｎ
再灌注各时段肠含水率（％，ｘ±ｓ）

０ｈ １ｈ ２ｈ

Ｉ／Ｒ（对照） ８ ８４．８±１３．２４ ８７．７２±１７．７８１） ８８．３８±２９．８２１）

βＡ（治疗） ８ ８２．４±１６．２２２） ８２．３８±２８．７８２） ８２．７０±１９．６２２）

　　注：１）与Ｉ／Ｒ０ｈ亚组比较，Ｐ＜０．０５；２）与同时点Ｉ／Ｒ组比较，Ｐ＜０．０５

２．４　毛细血管通透性比较
小肠 Ｉ／Ｒ后伊文氏蓝渗透于肠组织中呈阶段

性分布，以近回盲部小肠明显。Ｉ／Ｒ组肠组织伊
文思蓝含量为（４５１．４７±５１．９６）μｇ／ｇ，βＡ组为
（２５６．７２±２１．９０）μｇ／ｇ（Ｐ＜０．０１），表明 βＡ

能减轻损伤后毛细血管对伊文氏蓝通透性，减少

组织渗透，减轻肠组织 Ｉ／Ｒ损伤（表 ４）。

表４　βＡ对大鼠肠毛细血管通透性比较影响（ｘ±ｓ）

组别 ｎ 肠组织伊文氏蓝含量（μｇ／ｇ，ｘ±ｓ） Ｐ值

Ｉ／Ｒ（对照） １０ ４５１．４７±５１．９６ ＜０．０１

βＡ（治疗） １０ ２５６．７２±２１．９０

２．５　血清 ＩＬ６和 ＴＮＦα浓度的变化
各时点 βＡ组血清 ＩＬ６，ＴＮＦα浓度低于对

应时点 Ｉ／Ｒ各组。Ｉ／Ｒ各组血清 ＩＬ６和 ＴＮＦα，
０ｈ组低于 １ｈ和 ２ｈ时点组，差异有统计学意
义。βＡ组血清 ＩＬ６和 ＴＮＦα水平，０ｈ组低于
１ｈ和 ２ｈ时点组，差异无统计学意义（表 ５）。

表５　血清ＩＬ６和ＴＮＦα浓度比较

组别 ｎ
大鼠血清ＩＬ６浓度 （ｘ±ｓ）

０ｈ １ｈ ２ｈ

大鼠血清ＴＮＦα浓度（ｘ±ｓ）

０ｈ １ｈ ２ｈ

Ｉ／Ｒ（对照） ８ １５２．６４±５４．２５ ２２６．１７±５７．５４１） ２３６．７８±５１．０６１） １０９．９７±１０．９４ １７９．９９±２５．９２１） １８２．８６±３１．７８１）

βＡ（治疗） ８ ７３．０３±３５．９２２） ８８．７０±３７．２５２） ９３．３６±４１．５８２） ６７．４７±８．２５２） ６９．３８±７．４１２） ７５．２４±１５．３０２）

　　注：１）与Ｉ／Ｒ０ｈ亚组比较，Ｐ＜０．０５；２）与同时点Ｉ／Ｒ组比较，Ｐ＜０．０５

２．６　生存率比较
绘制 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存曲线，可见 Ｉ／Ｒ组的曲

线较 βＡｅｓｃｉｎ组的陡峭，说明 βＡｅｓｃｉｎ组的生存
率高于 Ｉ／Ｒ组（Ｐ＜０．０５）。说明给予 βＡｅｓｃｉｎ
可以提高生存率（图 ３）。
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图３　两组大鼠生存曲线

３　讨　论

肠 ＩＲＩ是一个十分复杂的过程，Ｉ／Ｒ损伤的
病理生理机制尚未完全明了，但多认同氧化应激

损伤、钙超载、代谢障碍，以及近年来研究较多的

细胞因子和细胞凋亡等学说［７］。新近研究证实，

肠上皮细胞异常凋亡是缺血再灌注期间肠粘膜

损伤的主要机制［８－９］。肠道的 Ｉ／Ｒ不仅可引起肠
局部组织损伤，肠内细菌毒素移位等还可导致肠

源性的炎症介质和细胞因子释放，引起 ＳＩＲＳ以及
ＭＯＤＳ［１０－１１］甚至死亡。因此肠 Ｉ／Ｒ防护研究便成
为创伤和休克的综合治疗以及小肠移植的热点

内容。本研究试图采用具有广泛应用前景的

βａｅｓｃｉｎ来处理 ＩＲＩ。
ＩＬ６和 ＴＮＦα是一组单核巨噬细胞、内皮细

胞产生的细胞因子，具有激活诱导 Ｔ，Ｂ细胞分
化，增强自然杀伤（ＮＫ）细胞杀伤靶细胞，促进
吞噬等功能。这些介质可出现＂瀑布样＂级联反
应，介质网络和免疫功能紊乱是机体炎症反应和

一系列病理生理过程中的重要因素。生理浓度

６９９
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下（含量极微），它们具有调节免疫应答、维持内

环境稳定的作用；当创伤、感染等应激状态下

ＩＬ６和 ＴＮＦα浓度异常增高时，可导致组织炎
症。在 Ｉ／Ｒ损伤反应中，活化的巨噬细胞是 ＴＮＦ
的主要来源。近来认识到小肠黏膜固有层有大

量的巨噬细胞存在，因而小肠有产生 ＴＮＦ的巨大
潜力。本实验结果显示，肠 Ｉ／Ｒ后ＩＬ６和 ＴＮＦα
水平明显升高（Ｐ＜０．０１），与 Ｌａｎｅ［１２］，王鹏程
等［１３］的结果一致；而给予 βＡ处理后，Ｉ／Ｒ后血
清 ＴＮＦα，ＩＬ６水平较 Ｉ／Ｒ组明显降低（Ｉ／Ｒ组与
βＡ组对应时点比较，Ｐ＜０．０１）。提示 βＡ可
抑制小肠 Ｉ／ＲＴＮＦα，ＩＬ６的表达，抑制其促炎作
用对组织器官的损害以及防止 ＳＩＲＳ。

细胞凋亡又称细胞程序性死亡，是由基因控

制的细胞主动死亡过程；它不同于细胞坏死的死

亡方式。本实验证实小肠 Ｉ／Ｒ后肠黏膜上皮细
胞凋亡率明显增加（Ｐ＜０．０５），给予 βＡ处理
后，各时点凋亡率明显降低（Ｐ＜０．０１），表明βＡ
可抑制小肠 Ｉ／Ｒ所致的肠黏膜上皮细胞凋亡，而
起到维护小肠功能、促进 Ｉ／Ｒ后小肠修复的作
用。ＴＮＦα是由单核巨噬细胞分泌的具有多种生
物学活性的多肽调节因子，是目前已知能通过受

体途径特异性地引起细胞凋亡的细胞因子［１４］。

本实验结果发现，βＡ可明显抑制 ＴＮＦα的水平
（Ｐ＜０．０１）。但 βＡ是否能影响凋亡基因的调
控，还需进一步实验证明。

本实验还发现，给予 βＡ可有效降低小肠
Ｉ／Ｒ损伤。βＡ处理组各亚组肠组织病理损害、
Ｈａｇｌｕｎｄ积分、肠含水率以及毛细血管通透性均显
著低于相应 ＩＲ组各时点亚组（均为 Ｐ＜０．０１），
而 且 ＴＮＦα，ＩＬ６ 水 平 也 显 著 低 于 ＩＲ 组

（Ｐ＜０．０１）。提示 βＡ有效地抑制了肠源性细胞
因子以及其刺激肠外组织炎性细胞因子的表达，

从而减轻其对小肠的损伤。其机制可能是由于

βＡ减轻肠黏膜上皮细胞的异常凋亡，减轻小肠
的进一步损伤，促进小肠功能恢复，有效地保护

小肠粘膜屏障；改善微循环、降低毛细血管通透

性，从而降低肠管的炎性水肿，减少内源性细菌

易位以及细胞因子和其他炎症介质连锁反应及

其引起的 ＳＩＲＳ和 ＭＯＤＳ。因此改善肠道血流，减
轻炎症反应，恢复肠道功能是防治肠 Ｉ／Ｒ损伤及
远隔器官损害的关键。本研究结果显示 βＡ可
提高肠 Ｉ／Ｒ损伤大鼠生存率（Ｐ＜０．０５）。

本研究还发现，βＡ虽具有对肠 Ｉ／Ｒ损伤的
预防作用（Ｐ＜０．０５），但尚不能说明 βＡ抗 Ｉ／Ｒ

与剂量、给药时间的关系。本实验提示其可作为

小肠移植的预防性用药，但对此尚有待进一步实

验证明。
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