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　　摘要：目的　 研究牛磺酸对大鼠小肠 Ｉ／Ｒ后肝、肾损伤的保护作用。方法　雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠随

机分为 ３组：假手术对照组（Ｓ组）、生理盐水对照组（Ｉ／Ｒ组）和牛磺酸保护组（Ｔ组）。Ｔ组术前

３０ｍｉｎ经鼠阴茎背静脉注射 ２％的牛磺酸 ２００ｍｇ／ｋｇ。采用肠系膜上动脉根部阻断 １ｈ后复流行再灌

注的方法制作肠 Ｉ／Ｒ模型。除 Ｓ组外，其余 ２组分别于再灌注 １．５，３，６，１２ｈ抽血测定 ＡＬＴ，ＡＳＴ，

ＢＵＮ及 Ｃｒ值，评定肝、肾功能。肝、肾切片行 ＨＥ染色，比较组织病理学差异。用原位末端标记

（ＴＵＮＥＬ）法测定肝、肾细胞凋亡百分率，评定平均光密度值。结果　Ｉ／Ｒ组与 Ｓ组相比，血清 ＡＬＴ，

ＡＳＴ，ＢＵＮ及 Ｃｒ值均明显升高（Ｐ＜０．０５），３ｈ最高，以后开始下降，１２ｈ仍高于 Ｓ组；肝、肾病理损

伤 Ｉ／Ｒ组也相应严重，肝、肾细胞 ＴＵＮＥＬ阳性表达率、平均光密度值明显增加 （Ｐ ＜０．０５）。Ｔ组与

Ｉ／Ｒ组相比，前者血清 ＡＬＴ，ＡＳＴ，ＢＵＮ及 Ｃｒ水平明显减低 （Ｐ＜０．０５），病理损伤也相应较轻；肝、肾

细胞 ＴＵＮＥＬ阳性表达率、平均光密度值明显减少（Ｐ＜０．０５）。结论　牛磺酸对大鼠小肠 Ｉ／Ｒ后肝、

肾损伤具有明显的保护作用。
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　　既往研究［１］表明，创（烧）伤、休克后的肠 Ｉ／Ｒ

能导致炎症介质释放、肠麻痹以及细菌、毒素移位，

进而诱发炎性反应综合征（ＳＩＲＳ）、多器官功能障碍

综合征（ＭＯＤＳ），甚至多器官衰竭（ＭＯＦ）。Ｉ／Ｒ为

ＳＩＲＳ，ＭＯＤＳ始动因素之一。因此，如何预防、治疗

Ｉ／Ｒ后诱发的 ＳＩＲＳ，ＭＯＤＳ是目前临床研究的重点

之一。牛磺酸（Ｔａｕｒｉｎｅ，Ｔａｕ）对抗心、肝、肾等器官

Ｉ／Ｒ已有研究［２－４］，但其对抗肠 Ｉ／Ｒ所致的 ＳＩＲＳ，

ＭＯＤＳ国内外鲜有报道。本实验观察牛磺酸对抗肠

Ｉ／Ｒ损伤的肝、肾细胞凋亡，了解其作用效果及保

护机制。为临床预防、治疗 ＳＩＲＳ，ＭＯＤＳ提供理论依

据。

１　材料与方法

１．１　试剂及动物

健康雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠 ５４只，体重（２５０±２０）ｇ，

由哈尔滨医科大学第一临床医学院动物中心提供。

Ｔａｕ注射剂购自 Ｓｉｇｍａ公司；细胞凋亡 ＴＵＮＥＬ检测试

剂盒购自美国 Ｒｏｃｈｅ公司；ＴＵＮＥＬ检 测 蛋 白 酶 Ｋ

（ＰＫ）自美国 ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｅｓ公司；ＤＡＢ显色剂购自

福州迈新生物技术开发有限公司。

１．２　实验方法

动物随机分为假手术对照组（Ｓ组，ｎ＝６）、生

理盐水对照组（Ｉ／Ｒ组，ｎ＝２４，各时点均 ６只）、

Ｔａｕ保护组（Ｔ组，ｎ＝２４，各时点均 ６只）。术前

１２ｈ禁食，自由饮水。１％戊巴比妥钠（３０ｍｇ／ｋｇ）

腹腔注射麻醉；满意后切皮开腹，探查各脏器无病

变后游离肠系膜上动脉，用无损伤血管夹夹闭根

部；１ｈ后放开血管夹行再灌注，制作小肠热 Ｉ／Ｒ动

物模型。Ｉ／Ｒ组术前 ３０ｍｉｎ给予等量生理盐水。Ｔ

组成模术前 ３０ｍｉｎ于大鼠阴茎背静脉缓慢推注 ２％

Ｔａｕ（２００ｍｇ／ｋｇ）。Ｓ组仅切皮开腹，游离肠系膜上

动脉而不阻断。各组动物分别于再灌注 １．５，３，６，

１２ｈ从腹主动脉各采血 ５ｍＬ，注入离心管，然后立

即活杀取材。血液离心 １５ｍｉｎ（３０００ｒ／ｍｉｎ）后抽取

上清液，－７０℃保存，备作生化检查。切取肝左叶

及右肾 浸 泡 于 体 积 分 数 ４％ 的 多 聚 甲 醛 溶 液 中

２４ｈ，进行石蜡包埋、切片，苏木素 －伊红（ＨＥ）染

色和原位末端标记（ＴＵＮＥＬ）。

１．３　观察指标及检查方法

１．３．１　肝、肾功能测定　血清送本院生化室，由日

本 ＯＬＹＭＰＵＳＡＵ５４００型全自动生化仪检测丙氨酸

转氨酶 （ＡＬＴ）、天冬氨酸转氨酶（ＡＳＴ）、尿素氮

（ＢＵＮ）及肌酐（Ｃｒ）。

１．３．２　病理形态学检查　常规石蜡包埋、切片、

ＨＥ染色。

１．３．３　细胞凋亡的检测　常规石蜡包埋、切片，

原位末端标记（ＴＵＮＥＬ）法检测凋亡。按照试剂盒

说明书操作，细胞核被染成棕黄色并有凋亡特性者

为阳性细胞。显微镜下（×４００）随机采集 １０个视

野，应用人工计数结合数码图像分析系统，以百分

率（％）表示凋亡阳性细胞百分数，以平均光密度值

（Ｄ）表示染色强度，对凋亡肝、肾细胞进行定量分

析。

１．４　统计学处理

数据用 ｘ±ｓ表示。采用 ＳＰＳＳ１１．０软件进行方

差分析、ｔ检验。以 Ｐ＜０．０５为差异有显著性。

２　结　果

２．１　各组肝、肾功能的改变

随着 Ｉ／Ｒ时间的延长，Ｉ／Ｒ组的 ＡＬＴ，ＡＳＴ，ＢＵＮ

及 Ｃｒ值逐渐生高，３ｈ达高峰，以后开始下降，１２ｈ

仍高于 Ｓ组（各时点均 Ｐ ＜０．０５）；Ｔ组与 Ｉ／Ｒ组

相比，前者各时点均明显降低（Ｐ＜０．０５）（表 １）。
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表 １　各组动物不同时点 ＡＬＴ，ＡＳＴ，ＢＵＮ及 Ｃｒ值变化（ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别 时点（ｈ） ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ） ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ＢＵＮ（ｍｍｏｌ／Ｌ） Ｃｒ（ｍｍｏｌ／Ｌ）
Ｓ组 术后１．０ １００±３５ ４５±１２ ７．２±１．１ ２９．８±５．６
Ｉ／Ｒ组 Ｉ／Ｒ１．５ ２６０±６４２） １０５±２３２） １０．８±２．６ ４３．５±８．２１）

Ｉ／Ｒ３．０ ６３４±１１６２） １６５±４４２） １５．９±２．１２） ５７．９±１１．３２）

Ｉ／Ｒ６．０ ２９５±７８２） １０５±４５１） １２．５±２．０２） ４０．８±１１．０
Ｉ／Ｒ１２．０ １５０±３２１） ６２±２６ ８．８±０．９１） ３０．５±８．２

Ｔ组 Ｉ／Ｒ１．５ １６０±４３４） ７５±１７３） ８．４±０．８ ３２．５±５．８３）

Ｉ／Ｒ３．０ ４６８±８９３） ２１８±４９４） １２．６±１．５３） ４１．７±１０．１３）

Ｉ／Ｒ６．０ １９４±５９４） １００±３４ ９．１±０．８４） ３４．６±９．６
Ｉ／Ｒ１２．０ １１４±１５３） ５６±１４ ８．３±１．０ ３０．１±６．９

　　　　注：与Ｓ组比较：１）Ｐ
"

０．０５，２）Ｐ
"

０．０１；与Ｉ／Ｒ组同时点比较：３）Ｐ
"

０．０５，４）Ｐ
"

０．０１

２．２　肝、肾组织形态学改变

Ｓ组肝、肾组织形态正常。Ｉ／Ｒ组肝细胞索排

列紊乱，细胞浊肿，间质大量炎性细胞浸润，尤以中

央静脉周围损伤最重；肾细胞肿胀，肾小管管腔结

构消失，部分细胞溶解，尤以皮、髓质交界和髓质损

伤明显。Ｔ组病理改变明显轻于 Ｉ／Ｒ组（ＨＥ３ｈ，

图１）。

２．３　肝、肾的细胞凋亡

Ｓ组偶见肝、肾细胞凋亡。Ｔ组凋亡细胞散在、

零星分布。Ｉ／Ｒ组细胞凋亡分布广泛，明显多于 Ｓ

组和 Ｔ组（ＴＵＮＥＬ３ｈ，图 ２）。同一时点各组肝、肾

ＴＵＮＥＬ阳性细胞率、平均光密度值相比差异均有显

著性（Ｐ ＜０．０５）（各组肝、肾 ＴＵＮＥＬ阳性细胞率

３ｈ，图 ３）。

ａ．Ｔ组肝 ｂ．Ｉ／Ｒ组肝 ｃ．Ｔ组肾 ｄ．Ｉ／Ｒ组肾

图 １　Ｔ组和 Ｉ／Ｒ组肝、肾组织的形态学改变（ＨＥ×４００）

ａ．Ｔ组肝 ｂ．Ｉ／Ｒ组肝 ｃ．Ｔ组肾 ｄ．Ｉ／Ｒ组肾

图 ２　Ｔ组和 Ｉ／Ｒ组肝、肾组织的细胞凋亡情况（ＴＵＮＥＬ×４００）
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ａ．阳性细胞率 ｂ．阳性细胞吸光度值

图 ３　３ｈ各组肝、肾 ＴＵＮＥＬ阳性细胞率及阳性细胞吸光度值

３　讨　论

肠 Ｉ／Ｒ后的损伤累及多个脏器，严重时可导致

ＭＯＤＳ或 ＭＯＦ的发生。其机制十分复杂，有多种因

素参与，主要包括氧化代谢产物、炎症介质、白细胞

黏附、一氧化氮代谢障碍及三磷酸苷（ＡＴＰ）下降

等，其中炎症反应是导致 ＭＯＤＳ的重要因素［５］。因

此，如何对抗肠 Ｉ／Ｒ后诱发的 ＳＩＲＳ，ＭＯＤＳ至关重

要。

Ｔａｕ分子式为 ＮＨ２ＣＨ２ＣＨ２ＳＯ３Ｈ，是一种含硫的

β－氨基磺酸，易溶于水，为游离氨基酸。其细胞保

护作用表现为：维持机体细胞内外渗透压平衡，调

节膜稳定作用，调节细胞钙稳态，清除氧自由基，抗

脂质过氧化损伤［６］。Ｔａｕ对抗心、肝、肾等器官 Ｉ／Ｒ

损伤已有过报道［２－４］，基于此，本实验观察其对抗

肠 Ｉ／Ｒ所致多脏器损伤是否有保护作用。结果证

实 Ｔａｕ可明显保护肠源性 Ｉ／Ｒ对肝、肾细胞的损

伤。

肝、肾功能可反应肠 Ｉ／Ｒ后 ＭＯＤＳ或 ＭＯＦ的程

度［７］。本实验发现，肠 Ｉ／Ｒ后不但小肠本身损伤，

而且，肝、肾等多脏器受累。Ｉ／Ｒ组的 ＡＬＴ，ＡＳＴ，

ＢＵＮ及 Ｃｒ值明显高于 Ｓ组，差异均具有显著性（Ｐ

＜０．０５），再灌注 ３ｈ时达高峰，１２ｈ仍高于 Ｓ组。

组织形态学显示 Ｉ／Ｒ组肝细胞、间质，肾实质细胞、

肾小管形态结构严重受损。肝、肾细胞凋亡率也明

显增加（Ｐ ＜０．０５）。Ｔ组与 Ｉ／Ｒ组比较，前者各

项损伤指标均明显减轻（Ｐ＜０．０５）。

本文结果表明，Ｔａｕ可通过对抗细胞凋亡发挥

对肠 Ｉ／Ｒ后肝肾损伤的可靠的保护作用。依据本

结果并复习文献，笔者推测，Ｔａｕ对抗肠 Ｉ／Ｒ损伤可

能通过如下机制：（１）调节 Ｂａｘ基因表达，抑制凋

亡，保护肝、肾细胞免受调亡［８］；（２）保护细胞 ＤＮＡ

免受损伤，促进肝、肾细胞进入细胞周期［９］。
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