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　　摘要：目的　探讨三七总皂甙预处理对大鼠移植肝缺血再灌注损伤的保护作用。方法　建立大
鼠原位肝移植模型，然后分为三七预处理组（Ｐ组）、对照组（Ｎ组）和假手术组（Ｓ组）３组，取血检查

ＡＬＴ，ＡＳＴ；用免疫组化法检测 ｃａｓｐａｓｅ３和 ＴＮＦα的表达，ＴＵＮＥＬ法检测肝细胞凋亡，行肝组织病理检

查。结果　鼠肝移植模型 Ｎ组的血 ＡＬＴ，ＡＳＴ数值、肝细胞中 ｃａｓｐａｓｅ３和 ＴＮＦα的表达及肝细胞的凋

亡均明显高于 Ｐ组，差异均有显著意义（Ｐ ＜０．０５）。结论　肝细胞凋亡加重移植肝缺血再灌注损

伤，三七总皂甙预处理对大鼠肝移植缺血再灌注损伤有保护作用。
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　　肝移植目前已被广泛接受，是为治疗终末期肝
病的惟一手段，目前，原发性移植肝无功能已成为

继排异反应之后导致再移植的第二大原因。同时

还有移植后移植肝出现原发性功能紊乱。产生这
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种并发症的主要原因之一是缺血再灌注（ｉｓｃｈｅｍｉａ

ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＩＲ）损伤。过去认为 ＩＲ损伤只出现细胞

坏死。随着研究的深入，发现细胞凋亡和坏死早期

存在部分相似和共有的某些机制 。本研究观察移

植肝 ＩＲ损伤中 ｃａｓｐａｓｅ３和 ＴＮＦα的表达，三七总

皂甙（ｐａｎａｘｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇｓａｐｏｎｉｎｓ，ＰＮＳ）是否可以保护

移植肝 ＩＲ损伤及可能的作用途径，企为治疗移植

肝 ＩＲ损伤提供新的保护方法。
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１　材料和方法

１．１　药物与试剂
三七总皂甙购于昆明制药集团股份有限公司。

ｃａｓｐａｓｅ３和 ＴＮＦα免疫组化抗体均来自武汉博士
得公司。细胞凋亡检测试剂盒购于德国宝灵曼公

司。

１．２　实验动物及分组
雄性 ＳＤ大鼠购于中南大学实验动物中心，体

重为 ２５０～３００ｇ，分别用作供、受体，术前禁食
１２ｈ。将动物随机分为 ３组：（１）生理盐水对照组
（Ｎ组，１８只），切取供肝前 １ｈ经阴茎背静脉注射
生理盐水（ＮＳ）２ｍＬ；（２）三七总皂甙预处理组（Ｐ
组，１８只），切取供肝前 １ｈ静脉注射 ＰＮＳ（５０ｍｇ／
ｋｇ）＋ＮＳ共 ２ｍＬ；（３）假手术对照组（Ｓ组，６只），
打开腹腔，仅游离肝脏，结扎左膈下静脉及右肾上

腺静脉。

１．３　大鼠原位肝移植术（ＯＬＴ）模型建立
采用 Ｋａｍａｄａ′ｓ袖套法［１］，即用袖套法吻合肝下

下腔静脉和门静脉，肝上下腔静脉的吻合采用对端

缝合，以内置支撑管吻合胆管，不吻合肝动脉。供

体手术选用乙醚半开放麻醉，解剖胆总管时将长

４ｍｍ的塑料管的一半插入胆总管后结扎固定。将
切除的供肝置于 ４℃生理盐水保存液中。袖套管由
聚乙烯制成。血管袖套的准备在保存液中完成，

血管袖套和袖套柄的长度均为 ２ｍｍ。受体手术也
用乙醚半开放麻醉，切除受体肝脏后，供肝置入原

位，用 ７０线对端吻合肝上下腔静脉，供肝门静脉
套管插入受体门静脉，结扎固定，恢复供肝血供，结

束无肝期。将供体肝下下腔静脉套管及胆总管支

撑管插入受体肝下下腔静脉和胆总管，结扎固定。

供肝的热缺血时间为 ０～１ｍｉｎ，冷缺血时间为 ２ｈ，
无肝期平均为（１９．２５±２．２７）ｍｉｎ（１６～２３ｍｉｎ）。
１．４　标本获取

Ｎ组、Ｐ组于供肝再灌注后 ２，６，２４ｈ各时点处
死，Ｓ组于术后同样时点处死。从下腔静脉采集血
标本，送检丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）、天门冬氨酸转氨
酶（ＡＳＴ）；取肝中叶，右半部分置 －８０°Ｃ保存，左
半部分用 １０％的福尔马林溶液固定，石蜡包埋待
用。

１．５　标本检测
１．５．１　ＡＬＴ，ＡＳＴ的检测　于各时点下腔静脉采
血，用日立 ７１７０Ｓ全自动生化分析仪检测。
１．５．２　组织学检查　石蜡包埋的肝组织行 ５μｍ

连续切片，ＨＥ染色，普通光学显微镜下观察。
１．５．３　 免疫 组化检 测 移 植 肝 组 织 ｃａｓｐａｓｅ３和
ＴＮＦα的表达　（１）ｃａｓｐａｓｅ３／ＴＮＦα免疫组化实
验步骤：组织用 １０％中性福尔马林固定常规切片
３μｍ，脱蜡至水，然后用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）水化
１０ｍｉｎ；用含 ０．５％Ｈ２Ｏ２的甲醇溶液室温孵育 ３０
ｍｉｎ后，ＰＢＳ洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ；滴加正常血清封闭
液，室温孵育 ３０ｍｉｎ后，甩去多余液体，不洗；滴加
小 兔 抗 人 ｃａｓｐａｓｅ３／ＴＮＦα 多 克 隆 抗 体 （滴 度
１∶５０），４℃孵育过夜；ＰＢＳ洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ；滴加
生物素标记的羊抗兔 ＩｇＧ，于 ３７℃孵育 ３０ｍｉｎ后，
ＰＢＳ洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ；滴加 ＳＡ／ＨＲＰ工作液，于
３７℃孵育 ３０ｍｉｎ后，ＰＢＳ洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ；在 ０．
０５％ＤＡＢ溶液中加入 Ｈ２Ｏ２至终浓度为 ０．０３％，以
此作为显色液，镜下控制显色；显色满意后，用梯度

乙醇脱水，二甲苯透明，中性树胶封片。（２）免疫
组化结果判定：阳性细胞评定标准以细胞浆染色成

棕黄色为阳性细胞。

１．５．４　ＴＵＮＥＬ法检测肝细胞凋亡　操作按说明书
进行，在末端脱氧核酸转移酶（ＴｄＴ）介导下，使生
物素化的三磷酸脱氧尿苷（ｄＵＤＰ）标记至 ＤＮＡ断裂
后形成的 ３′ＯＨ末端，借助生物素与亲和素的特异
结合，使过氧化物酶连接至 ＤＮＡ断点，加入底物，
最后常规二氨基联苯胺液显色，苏木精复染。阳性

对照采用试剂盒所带阳性片，阴性对照用 ＰＢＳ替代
ＴｄＴ。镜下观察细胞核中棕黄着色的凋亡细胞。凋
亡细胞的形态须符合以下 ４点：单个细胞，周围无
炎症反应及坏死，胞膜皱缩，胞核致密深染呈棕黄

色颗粒或碎片。每例切片计数 ５个 ４００倍视野，细
胞凋 亡 指 数 （ＡＩ）＝ 凋 亡 细 胞 数／总 细 胞 数 ×
１００％［２］。
１．６　统计学处理

数值均采用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。用
ＳＡＳ软件分别对各组数据进行方差分析及两两组
间 ｔ检验。

２　结　果

２．１　血清 ＡＬＴ，ＡＳＴ水平
２．１．１　血清 ＡＬＴ水平　供肝再灌注后 ２，６，２４ｈ
时点，大鼠肝移植模型 Ｎ组及 Ｐ组均较 Ｓ组明显升
高（Ｐ ＜０．０１），Ｎ组较 Ｐ组明显升高，差异有显
著意义（Ｐ＜０．０１）（表 １）。
２．１．２　血清 ＡＳＴ水平　Ｎ及 Ｐ组较 Ｓ组明显升高
（Ｐ＜０．０１），Ｎ组较 Ｐ组明显升高，差异有显著

９０５
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意义（Ｐ＜０．０５）（表 １）。
２．２　组织学变化

光镜下观察，Ｓ组大鼠肝组织结构未见明显异
常；而 Ｎ组及 Ｐ组大鼠的肝组织可见不同程度的肝
窦充血和肝细胞肿胀，且 Ｐ组肝组织的损害程度明
显减轻。

２．３　免疫组化图像分析及数据处理结果

在物镜 ４０倍视野下，每组随机选取 ２０个视
野，用 ＨＰＩＡＳ１０００型全自动彩色图像分析系统测
定肝细胞内棕黄色颗粒的平均吸光度（Ａ）值。Ｓ
组各时点肝细胞中仅见极少量 ｃａｓｐａｓｅ３和 ＴＮＦα
的表达，供肝再灌注后 ２ｈＮ组 ｃａｓｐａｓｅ３和 ＴＮＦα
的表达明显高于 Ｐ组，差异有非常显著性（Ｐ ＜
０．０１）（表 ２）。

表 １　大鼠移植肝再灌注后各时点血清 ＡＬＴ及 ＡＳＴ水平（Ｕ／Ｌ）

组别 ｎ
ＡＬＴ

２ｈ ６ｈ ２４ｈ

ＡＳＴ

２ｈ ６ｈ ２４ｈ

Ｓ ６ ５９．７５±７．７５ ６３．５０±７．７２ ６０．７５±６．０８ １４８．７５±２３．０３１） １５０．２５±１４．０８ １４１．２５±１３．５２

Ｎ ６ １０３９．５０±１４６．３９１） １５７８．６７±２６６．４３ ４６３．６７±１３１．３９１） １１２４．１７±１６５．０９１） １７４２．００±３０７．２３１） ６２２．８３±１７８．４６１）

Ｐ ６ ５２６．８３±１６５．８６１），２） １０７９．１７±９３．６０１），２） １８７．６７±３９．６３１），２） ５１１．８３±１３１．０１１），２） １２３２．６７±１９４．７５１），２） ４０８．３３±５７．５０１），３）

　　　　注：１）与Ｓ组比较均为Ｐ＜０．０１；２）与Ｎ组比较Ｐ＜０．０１；３）与Ｎ组比较Ｐ＜０．０５

表２　免疫组化显示各组ｃａｓｐａｓｅ３和ＴＮＦα情况的表达１）

组别
ＡＬＴ

２ｈ ６ｈ ２４ｈ

ＡＳＴ

２ｈ ６ｈ ２４ｈ

Ｓ ０．１４０１±０．０６９８ ０．１４７８±０．０５４２ ０．１５２１±０．０６４３ ０．１１８３±０．０２５３ ０．１１９８±０．０２３２ ０．１２６７±０．０２７４

Ｎ ０．５０８８±０．１８７４ ０．４９０６±０．０９８２ ０．３９３０±０．０７４８ ０．３３４９±０．０３７５ ０．３０７６±０．０３５６ ０．２２７７±０．０３４０

Ｐ ０．３１７９±０．０９９４ ０．３０１１±０．０８６５ ０．３５１９±０．０５８８２） ０．２７７２±０．０２０２ ０．２４４６±０．０２１３ ０．２１６４±０．０４５８２）

　　　　 注：１）结果以平均吸光度值表示；２）与Ｎ组比较Ｐ＞０．０５，其它各组间比较Ｐ＜０．０１

２．４　各组肝组织细胞的 ＡＩ

Ｓ组大鼠各时点肝组织中仅见极少量凋亡细

胞。供肝再灌注后 ２，２４ｈＮ组 ＡＩ明显高于 Ｐ组，

差异有显著意义（Ｐ＜０．０５）；供肝再灌注后 ６ｈ肝

细胞凋亡最严重，Ｎ组 ＡＩ明显高于 Ｐ组，差异有非

常显著性（Ｐ＜０．０１）（表 ３）。

表 ３　大鼠移植肝再灌注后各时点肝组织的 ＡＩ（％）变

化

组别 鼠数 ２ｈ ６ｈ ２４ｈ

Ｓ ６ ３．４５±０．５７１） ３．７２±０．７１１） ３．６５±０．６４１）

Ｎ ６ ２６．８３±５．７１ ３８．３３±４．９３ ３３．３３±６．０９

Ｐ ６ １９．８３±３．６６３） ２６．３３±６．６８２） ２４．１７±４．８８３）

　　 注：１）与Ｎ组及Ｐ组比较Ｐ＜０．０１；２）与Ｎ组比较Ｐ＜０．０１；３）与Ｎ

组比较Ｐ＜０．０５

图１　再灌注６ｈＰ组大鼠肝组织ＨＥ染色（×４００） 图２　再灌注６ｈＮ组大鼠肝组织ＨＥ染色（×４００）

３　讨　论

对于移植肝而言，ＩＲ损伤是不可避免的。再

灌注损伤一方面可加重缺血引起的细胞坏死，另

一方面又可导致细胞凋亡，而早期以细胞凋亡为

主。肝脏 ＩＲ后细胞凋亡的启动是由一系列受体

０１５



　第７期　　　　　 李远明，等：三七总皂甙对大鼠移植肝缺血再灌注损伤的保护作用

被激活而触发的，其中 ＴＮＦ受体基因家族编码的

蛋白质 在 此过程中起了重 要 的 作 用［３－５］，Ｆａｓ与

ＦａｓＬ系统是细胞凋亡中最主要的途径之一，通过

ｃａｓｐａｓｅ途径、核转录因子 ＮＦｋＢ途径调控细胞凋

亡［６－９］。其中 ｃａｓｐａｓｅ３是细胞凋亡蛋白酶级联反

应的必经之路，也是凋亡的关键酶和执行者。在

正常组织中，ｃａｓｐａｓｅ３以酶原（ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ３）的形

式存在，主要分布于胞浆，少量在线粒体、细胞核

内，并不具有生物学功能，激活后才能发挥其生物

学功能。ｃａｓｐａｓｅ３是细胞凋亡的效应分子，它在

各种生理和病理因素刺激下，通过其家族成员的

级联放大，实施细胞的凋亡［１０－１２］。ＩＲ损伤时细胞

凋亡相关基因的调控可通过以下方式：（１）受凋

亡促进基因和凋亡抑制基因的双重调控，（２）受

细胞凋亡与细胞增殖的双重调控，（３）受细胞周

期的调控［１３－１５］。本研究结果证实，在供肝再灌注

后 ６ｈ肝细胞凋亡最明显，该时点的凋亡指数明显

高于其它时点。免疫组化检测肝组织中的 ｃａｓｐａｓｅ

３和 ＴＮＦα表达的结果显示，供肝再灌注后早期

（２ｈ）ｃａｓｐａｓｅ３和 ＴＮＦα的表达高于后期（２４ｈ）。

血清酶学检测也提示供肝再灌注后 ６ｈ转氨酶最

高，因为肝细胞与其它细胞不同，凋亡的肝细胞胞

浆内的酶（如转氨酶）会释放到血循环中。这说

明肝细胞凋亡在肝移植后再灌注早期即可发生，

并可能参与肝移植后 ＩＲ早期损伤过程，ｃａｓｐａｓｅ３

和 ＴＮＦα是促进细胞凋亡的基因，移植肝组织中

ｃａｓｐａｓｅ３和 ＴＮＦα的表达与肝细胞凋亡正相关。

大鼠肝移植是研究移植肝 ＩＲ损伤和免疫排斥

最基本的模型。本实验首先建立大鼠移植肝 ＩＲ

模型，在切取供肝前用 ＰＮＳ预处理，通过其拮抗钙

离子、减少自由基的产生，保护线粒体的功能等以

达到阻遏或延迟细胞凋亡的发生，保护移植肝的

功能。

许多疾病的发生与细胞凋亡失控有关。细胞

凋亡功能亢进将导致组织损伤和器官衰竭，尽管

ｃａｓｐａｓｅ在调控细胞凋亡方面的重要性已被确认，

但凋亡过程中蛋白水解酶被激活的实例大多是通

过抑制剂和底物裂解的研究所得出的，直接的生

化证据很 少。相信随着 对 ｃａｓｐａｓｅ研究 的 不 断 深

入，细胞凋亡信号转导的机制会更加清楚，也必将

推动细胞凋亡有关疾病的治疗取得新的进展。
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