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乌司他丁对大鼠原位肝脏移植供肝的保护作用
江翰，王子豪，李永盛，边睿，施伟斌

（上海交通大学医学院附属新华医院 普通外科，上海 200092）

                                                                                                                                                                                                                                                                                  

摘   要 目的：探讨乌司他丁对大鼠原位肝脏移植供肝的保护作用及机制。
方法：分别用单纯 UW 液（模型组）或含乌司他丁（乌司他丁组）、HO-1 诱导剂 CoPP（CoPP 组）、

HO-1 抑制剂 ZnPP（ZnPP 组）的 UW 液灌注切取的供体大鼠肝脏并保留灌注液 1 h 后，原位移植受

体大鼠。移植后 24 h 取移植肝脏与受体大鼠血标本，行肝脏病理学检查及评分；分别用 real -time 

PCR 和 Western bolt 法检测肝组织 HO-1 mRNA 与蛋白的表达；用 Elisa 法检测大鼠血清中 IL-2 和

IL-10 的含量。

结果：与模型组比较，乌司他丁组与 CoPP 组供肝的损伤明显减轻、Suzuki 评分降低，而 ZnPP 组损

伤加重、Suzuki 评分升高（均 P<0.05）；乌司他丁组与 CoPP 组 HO-1 mRNA 与蛋白的表达明显上调，

而 ZnPP 组明显下调（均 P<0.05）；乌司他丁组与 CoPP 组大鼠血清中 IL-2 水平明显降低、IL-10 水

平明显升高，而 ZnPP 组 IL-2 水平明显升高、IL-10 水平明显降低（均 P<0.05）。

结论：乌司他丁可能通过上调移植大鼠肝脏的 HO-1 水平，减轻再灌注损伤、抑制排斥反应而发挥保

护作用。                                                                       [ 中国普通外科杂志 , 2014, 23(1):53-57]
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ABSTRACT Objective: To investigate the protective effect of ulinastatin on the liver grafts in rats with orthotopic liver 
transplantation and tis mechanism.
Methods: The livers removed from the donors were respectively perfused with UW solution alone (model group) 
or UW solution containing ulinastatin (ulinastatin group), heme oxygenase 1 (HO-1 group) inducer CoPP (CoPP 
group) or HO-1 inhibitor ZnPP (ZnPP group), with perfusate reservoired for 1 h, and then were orthotopically 
transplanted into the recipient rats. The liver grafts and blood samples were harvested from the recipient rats at 24 
h after transplantation, the pathological examination and scoring for the liver was performed, the HO-1 mRNA 
and protein expressions in the liver grafts were determined by real-time PCR and Western bolt respectively, and 
the serum levels of IL-2 and IL-10 were detected by Elisa assay.
Results: Compared with model group, the injuries in the liver grafts were remarkably alleviated and Suzuki 
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移植组织本身存在着的保护性基因（protective 

gene）在肝移植中的作用已经被人们所认识 [1-3]。

在保护性基因中，最有效的、研究最多的是血红素

加 氧 酶 1（heme oxygenase 1，HO-1）[4-5]。HO-1

可促进 T 细胞增殖和 IL-2 分泌的功能，但不影响

IL -10 的分泌 [6]，其靶细胞是机体最强的抗原递呈

细 胞， 树 突 状 细 胞（dendrt ic  cel l，DC） [7]。 之

前已有实验 [8-9] 提示乌司他丁（ulinastat in）调节

机 体 免 疫 也 表 现 为 抑 制 IL -2 分 泌， 不 影 响 IL -10

分泌。那么乌司他丁的这种免 疫 调 节 作 用 是 否 是

通 过 调 控 HO - 1 表 达 来 实 现 的 呢？ 为 此 本 实 验 通

过 建 立 大 鼠 原 位 肝 移 植 模 型 来 进 一 步 研 究 乌 司 他

丁对肝脏保护效应的机制。

1　材料与方法

1.1  材料

1.1.1  动物　供体雄性 Wistar 大鼠，46 只，体质量

150~200 g；受体雄性 SD 大鼠，体质量 300~350 g，

均购于中科院上海分院实验动物中心。 

1.1.2  药物　乌司他丁购自广东天普生化医药公

司， 生 理 盐 水 购 自 广 东 大 冢 制 药， 低 分 子 肝 素 购

自 葛 兰 素 史 克，RT-PCR 试 剂 盒 购 自 TaKaRa。 兔

抗鼠 HO-1 多克隆抗体购自 Santa Cruz，辣根过氧

化物酶（HRP）标记的羊抗兔 IgG 抗体购自 Sigma

公司。UW 液购自美国 DuPont Critical Care 公司，

其他试剂均为国产分析纯试剂。IL-2，IL-10 酶联

免疫试剂盒（购自上海岳阳生物技术公司）。

1.2  方法

1.2.1  PV 和 IVC 套 管 和 胆 道 支 架 管 的 制 作 [10]

　PV 和 IVC 套 管 由 硬 质 塑 胶 管 制 成， 套 管 壁 刻

槽，套管长 2 mm，套管柄长 2 mm。PV 套管外径 

2.0 mm，内径 1.8 mm；IVC 套管外径 3.0 mm，内

径 2.8 mm。胆道支架管由硬膜外导管制成，直径 

0.8 mm，长 4 mm。 

1.2.2  实验分组　 模 型 动 物 随 机 分 为 4 组： 模 型

组（UW 液 ）、 乌 司 他 丁 组（5 万 U/kg）、CoPP

组（HO-1 诱导剂 CoPP 5 mg/kg）和 ZnPP 组（HO-1

抑制剂 ZnPP 20 mg/kg），每组 10 只。

1.2.3  手 术 方 法　 大 鼠 麻 醉 采 用 戊 巴 比 妥 钠 腹

腔 注 射 麻 醉， 原 位 肝 移 植 手 术 方 法 采 用 改 良 的

Kamada 二袖套法 [11]。

1.2.3.1  供体手术　术前 12 h 禁食，戊巴比妥钠

腹腔注射麻醉，上腹部反“L”切口进腹，游离肝

脏 左 叶， 游 离 门 静 脉 左 支、 肝 左 动 脉、 肝 左 静 脉

和 左 肝 管， 钳 夹 右 正 中 裂 离 断 肝 实 质， 结 扎 断 面

的 细 小 血 管、 胆 管 分 支。 经 门 静 脉 左 支 插 入 灌 注

管， 左 肝 动 脉 近 心 端 近 分 叉 处 插 入 动 脉 灌 注 管 进

行灌注，灌注液为 4 ℃的 UW 液（含低分子肝素

10 U/mL） 经 左 肝 管 断 端 插 管 冲 洗 胆 道， 至 流 出

液 清 澈 无 血， 肝 脏 冷 却 后， 离 断 肝 周 血 管， 切 取

左半肝，称重，置 4 ℃的 UW 液中修整。清洗腹腔，

关腹。

1.2.3.2  保留灌注　供 体 手 术 中 将 相 应 药 物 溶 解

于 灌 注 液 若 干 ， 实 施 保 留 灌 注 。 肝 左 动 静 脉 插

管 后 ， 以 含 药 物 的 灌 注 液 灌 洗 至 肝 叶 冷 却 ， 切

出 的 供 肝 修 整 结 束 后 ， 再 从 动 静 脉 灌 入 含 药 灌

注 液 （ 模 型 组 以 UW 代替），夹闭血管以保留灌

注液时间 为 1  h 。 等 移 去 受 体 肝 脏 时 ， 开 放 供 肝

血 管 ， 用 4 ℃ 的 UW 液 冲 洗 后 放 入 供 体 腹 腔 完

成 吻 合 。

1.2.3.3  受体手术　麻醉及手术切口同供体手术。

游离肝脏：游离肝上及肝下下腔静脉；游离左右门

静脉分支；离断胃十二指肠动脉，游离肝动脉及胆

scores were significantly decreased in ulinastatin group and CoPP group, while the liver injury was aggravated and 
Suzuki score was significantly increased in ZnPP group (all P<0.05); the HO-1 mRNA and protein expressions in 
the liver grafts were significantly up-regulated in ulinastatin group and CoPP group, but were significantly down-
regulated in ZnPP group (all P<0.05); the IL-2 levels were decreased and IL-10 levels were increased significantly 
in ulinastatin group and CoPP group, while the IL-2 level was increased and IL-10 level was decreased 
significantly in ZnPP group (all P<0.05).
Conclusion: The protective effect of ulinastatin on the liver grafts in rats may probably be associated with its up-
regulating HO-1 expression and thereby reducing the reperfusion injury and inhibiting the rejection reaction.

[Chinese Journal of General Surgery, 2014, 23(1):53-57]
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总管，在近肝实质处离断肝管分支，离断肝短静脉

将下腔静脉与肝尾叶分离，游离肝右、肝中和肝左

静脉主干并离断，结扎肝右静脉，移除受体肝脏，

妥 善 修 整 各 血 管 断 端， 肝 静 脉 成 型。 将 供 肝 置 入

受 体 动 物 腹 腔， 连 续 缝 合 吻 合 肝 静 脉 成 型 口 和 供

肝 肝 左 静 脉， 吻 合 门 静 脉 和 供 肝 门 静 脉 左 支， 恢

复 肝 脏 血 流。 供 肝 肝 左 动 脉 和 受 体 肝 总 动 脉 对 端

吻合重建肝动脉。胆总管和供肝左肝管对端吻合。

清洗腹腔，关腹。术后供、受体均单笼饲养，24 h

后开始进食 [12]。

1.2.4  样 本 留 取 及 检 测 指 标　 各 组 于 术 后 24 h

取 外 周 血 及 肝 脏。 检 测 肝 脏 组 织 形 态 学 变 化，

用 Suzuki 评 分 来 评 价 肝 脏 移 植 后 肝 再 灌 注 损 伤

程 度； 用 real - t ime  PCR 检 测 移 植 肝 组 织 中 的

HO - 1  mRNA 的 表 达；Weste rn  bo l t 法 检 测 移 植

肝 组 织 中 的 HO - 1 蛋 白 表 达；IL - 2，IL - 10 的 检

测方法按照试剂盒说明书采用双抗体夹心 ELISA

法检测。

1.3  统计学处理

采 用 SPSS 18.0 软 件 进 行 统 计 学 分 析， 计

量 资 料 以 均 数 ± 标 准 差（x±s） 表 示， 比 较 采

用 单 因 素 方 差 分 析，P<0.05 为 差 异 具 有 统 计 学 

意义。

2　结　果

2.1  动物模型的建立

围 手 术 期 大 鼠 因 麻 醉 死 亡 2 只，大 鼠 肝 原 位

肝移植成功 40 只，死亡 4 只，成功率 87.0%（40/46）

（图 1）。

图 1　成功的大鼠原位肝移植 
Figure 1　Successful orthotopic liver transplantation

2.2  各组移植肝脏形态学变化

模 型 组 有 明 显 的 再 灌 注 损 伤 病 理 改 变，与 模

型组比较，乌司他丁组和 CoPP 组肝组织损伤减轻，

而 ZnPP 组肝组织损伤加重（图 2）。各组移植肝

组织 Suzuki 评分差异有统计学意义（均 P<0.05）

（表 1）。

表 1 各组肝损伤 Suzuki 评分比较
Table 1 Suzuki scores for liver injury in each group

组别 评分
模型组 2.83±0.75

乌司他丁组 1.33±0.521)

CoPP 组 1.66±0.821)

ZnPP 组 3.33±0.581)

注：1）与模型组比较，P<0.05
Note: 1) P<0.05 vs. model group

2.3  各组移植肝脏 HO-1 mRNA 的表达

与 模 型 组 比 较， 乌 司 他 丁 组 和 CoPP 组 肝 组

织 HO-1 mRNA 表达明显升高，而 ZnPP 组肝组织

HO-1 mRNA 表达明显降低（均 P<0.5）（图 3）。

2.4  各组移植肝脏 HO-1 蛋白的表达

各组肝组织 HO-1 蛋白的表达改变与 HO-1 mRNA

表达改变趋势一致（图 4）。

2.5  各组受体大鼠血清 IL-2 水平 

与 模 型 组 IL-2 水 平（34.2 pg/mL） 比 较， 乌

司他 丁 组 与 CoPP 组 大鼠 术 后 24 h 血 清中 IL-2 水

平 明 显 降 低，分 别 为 20.1 pg/mL 和 19.8 pg/mL，

而 ZnPP 组 IL-2 水平明显升高，达 45.5 pg/mL，差

图 2　肝移植术后 24 h 肝脏病理切片（HE ×200）　　A：模型组；B：乌司他丁组；C：CoPP 组；D：ZnPP 组
Figure 2　Graft tissue sections at 24 h after liver transplantation (HE ×200)　　A: Model group; B: Ulinastatin group; C: CoPP group;  

D: ZnPP group

A B C D
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异均有统计学意义（均 P<0.05）（图 5）。

2.6  各组受体大鼠血清 IL-10 水平

与 模 型 组 IL-10 水 平（65.7 pg/mL） 比 较， 乌

司 他 丁 组 与 CoPP 组 大 鼠 术 后 24 h 血 清 IL-10 水

平 明 显 升 高， 分 别 为 89.8 pg/mL 和 92.1 pg/mL， 

而 ZnPP 组 水 IL-10 平 明 显 降 低（40.2 pg/mL），

差异均有统计学意义（均 P<0.05）（图 6）。

3　讨　论

抑 制 宿 主 免 疫 系 统 对 移 植 物 的 排 异 反 应， 是

维护移植物功能的最主要的因素 [13]。由于特异性

免疫耐受的机制尚未能弄清，而器官克隆、干细胞

移植到临床实际应用尚需经历漫长的道路，因此，

移植后的免疫调 节依然是免疫抑制为主 [14-16]。但

是，免疫抑制剂的长期乃至终生应用会引发了一系

列的毒副作用，包括过敏反应、肝肾毒性、神经毒

性、 过 度 免 疫 抑 制 继 发 感 染 及 恶 性 肿 瘤 的 发 生 等

等，同时患者还需承担高额的费用，这些都给移植

受体带来了十分不利的影响 [17-19]。因此，寻找有效、

低毒而且价廉的免疫抑制制剂，一直都是学者们在

移植后抑制宿主免疫排异方面努力的方向。

乌 司 他 丁 是 从 人 尿 液 中 分 离 出 的 一 种 尿 胰 蛋

白酶抑制剂。有研究 [20-21] 发现，乌司他丁对炎症

细 胞 因 子 以 及 溶 酶 体 酶 的 释 放 具 有 一 定 的 抑 制 作

用。同时也能清除氧自由基，降低血液黏滞度，减

图 3　各组移植后 24 h 肝脏组织中 HO-1 mRNA 表达　　 

1）与模型组比较，P<0.05
Figure 3　HO-1 mRNA expressions in the liver grafts in each 

group at 24 h after transplantation　　1) P<0.05 vs. 
model group
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图 4　各组移植后 24 h 肝脏组织中 HO-1 蛋白表达　　1）与模
型组比较，P<0.05

Figure 4　HO-1 protein expression in the liver grafts in each 
group at 24 h after transplantation　　1) P<0.05 vs. 
model group
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图 5　各组移植术后 24 h 血清 IL-2 含量　　1）与模型组比
较，P<0.05

Figure 5　The serum IL -2 levels in each group at 24 h after 
transplantation　　1) P<0.05 vs. model group
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图 6　各组移植术后 24 h 血清 IL-10 含量　　1）与模型组
比较，P<0.05

Figure 6　The serum IL-10 levels in each group at 24 h after 
transplantation　　1) P<0.05 vs. model group
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少缺血再灌注损伤，并对肝、肾功能有一定的保护

作用。 

血 红 素 氧 合 酶（hemeoxygenase，HO） 是 血

红素分解代谢的限速酶，主要包括 HO-l、HO-2、

HO-3 等 同 工 酶。 研 究 显 示 HO-1 除 了 固 有 的 降 解

血红素外，还能通过多种调控机制产生抗氧化、抗

炎症、抗凋亡等一系列生物学效应 [4]。

本 研 究 结 果 显 示， 乌 司 他 丁 供 肝 保 留 灌 注 移

植物可以上调肝组织的 HO-1 表达，同时降低受体

大 鼠 IL-2 水 平、 升 高 其 IL-10 水 平， 提 示 乌 司 他

丁 可 能 具 有 抑 制 移 植 后 急 性 免 疫 排 异 和 减 轻 缺 血

再灌注损伤的双重保护作用，从而保护了移植物的

功 能。 通 过 本 次 实 验， 验 证 了 肝 移 植 术 后 同 时 发

挥上调保护性基因 HO-1，并抑制宿主免疫排异的

肝 脏 保 护 的 双 重 效 应 理 论 的 可 行 性， 为 活 体 肝 移

植（LDLT）术后肝脏保护综合治疗提供新的思路，

也为乌司他丁成为该综合治疗方案中的新型有效、

低 毒、 价 廉 药 物 的 应 用 前 景 提 供 实 验 支 持， 最 终

为 LDLT 在临床上的广泛应用发展和肝移植质量的

提高提供理论指导和实验支持。
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