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　　摘要：为探讨潘生丁对兔肝缺血再灌注损伤保护作用及作用机制。笔者将 ３０只体重 ２．２～３．０
ｋｇ的健康新西兰长耳大白兔随机分成 ３组：对照组（Ａ组），阿霉素预处理组（Ｂ组），潘生丁预处理

组（Ｃ组），每组 １０只。实验前 ３ｄ起 Ｂ组从耳缘静脉注入阿霉素 １ｍｇ／ｋｇ，２次／ｄ；Ｃ组从耳缘静脉

注入潘生丁 ０．２ｍｇ／ｋｇ，２次／ｄ；Ａ组从耳缘静脉注入等量的生理盐水。采用 Ｐｒｉｎｇｌｅ，ｓ方法建立肝脏

缺血再灌注模型，留取肝脏标本和下腔静脉血比较 ３组大白兔肝门阻断前（Ｔ１），肝门阻断 ３０ｍｉｎ后

（Ｔ２），再灌注 ２ｈ后（Ｔ３）的血小板聚集率（ＰＡＧＴ）、肝功能（ＡＳＴ和 ＡＬＴ）、肝组织的抗氧化能力

（ＳＯＤ）、脂质过氧化产物丙二醛（ＭＤＡ）含量、肝指数（湿重／干重％）、组织形态学变化。结果示，在

不同时相，与 Ａ，Ｂ组比较，Ｃ组的血小板聚集率下降（Ｐ ＜０．０５）；与 Ａ组比较，Ｂ，Ｃ组的肝组织水

肿程度较轻（Ｐ＜０．０５）、肝组织出现较轻的病理学改变，肝功能损害轻、肝组织匀浆超氧化物歧化

酶含量高和丙二醛含量减少（Ｐ＜０．０５）；与 Ｂ组比较，Ｃ组的血小板聚集率下降（Ｐ＜０．０５）、肝

组织水肿程度较轻（Ｐ＜０．０５），Ａ，Ｂ两组各项指标之间无显著差异（Ｐ ＞０．０５）。提示潘生丁对

兔肝缺血再灌注损伤有保护作用，且其作用比阿霉素预处理对肝缺血再灌注损伤的保护作用强。
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　　 肝移植中供肝热缺血和低温保存时的冷缺血

后的再灌注损伤是原发性移植物无功能（ＰＮＦ）的
重要因素。临床肝脏手术时，为减少术中出血，常

规应用肝门阻断，肝脏缺血再灌注损伤也是导致术

后急性肝功能衰竭的重要原因。目前国内外研究

表明，应用合理的缺血预处理能有效地减轻缺血再

灌注损伤，保护肝脏的作用［１］。由于我国肝移植绝

大多数是尸体供肝，无法实行缺血预处理。而药物

预处理既能模拟缺血预处理启动内源性保护机制，

又能针对患者实行个体化处理，更具有广阔的应用

前景。国内外较多应用阿霉素预处理［２－３］已取得

较好的临床和实验效果，本实验通过与阿霉素预处

理对照研究旨在探讨潘生丁预处理对肝脏缺血再
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灌注损伤中保护作用及可能的作用效果。

１　材料和方法

１．１　实验材料与方法

１．１．１　动物及分组　健康的新西兰大白兔 ３０

只，雌雄不拘，体重 ２．２～３．０ｋｇ，随机分成对照组

（Ａ组），阿霉素预处理组（Ｂ组），潘生丁预处理

组（Ｃ组）。

１．１．２　药品、试剂、仪器　注射用的潘生丁购于

吉林威威药业有限公司；注射用的阿霉素购于深圳

万乐药业有限公司；丙二醛（ＭＡＤ）、超氧化物歧化

酶（ＳＯＤ）、谷草转氨酶（ＡＳＴ）、谷丙转氨酶（ＡＬＴ）

测试盒购自南京建成生物工程研究所；ＷＴＴＩＩＩ型

双通道血小板聚集率测定仪由中国人民解放军九

七五七工厂生产，由湖南师范大学医学院血液检测

学教研室提供。

１．２　干预处理

实验 前 ３ｄ起，Ｂ组 从 耳 缘 静 脉 注 入 阿 霉 素
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１ｍｇ／ｋｇ，浓度 ０．５ｍｇ／ｍＬ，２次／ｄ；Ｃ组从耳缘静脉

注入潘生丁 ０．２ｍｇ／ｋｇ，浓度 ０．１ｍｇ／ｍＬ，２次／ｄ；

Ａ组组从耳缘静脉注入等量生理盐水，２次／ｄ。

１．３　动物实验方法及标本采集

实验前动物禁食１２ｈ，禁水４ｈ，称重后按３％戊

巴比妥钠 １ｍｇ／ｋｇ经耳缘静脉注入麻醉。采用 Ｐｒｉｎ

ｇｌｅ，ｓ法建立缺血再灌注模型，阻断 ３０ｍｉｎ后再灌

注 ２ｈ。各组分别于解剖肝门后阻断前、再灌注时、

及再灌注后 ２ｈ采集血标本和肝组织标本。采血时

从肝下下腔静脉抽取 ４ｍＬ静脉血，２ｍＬ置入非抗凝

管，静置，待血液凝固后以 ３５００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，

分离 血 清，置 入 －７０℃ 冰 箱 中 保 存，备 肝 功 能

（ＡＬＴ，ＡＳＴ）检测；２ｍＬ置入枸橼酸钠抗凝管中，

８００ｒ／ｍｉｎ离 心 １０ｍｉｎ，分 离 ＰＲＰ（富 含 血 小 板 血

浆），２ｈ内做血小板聚集率检测。取少量肝脏组织

置液氮罐中冷藏，留做 ＭＡＤ、ＳＯＤ检测；取少量肝组

织置入 １０％的福尔马林中保存，１周内制成组织切

片，留做组织形态学检查；切取肝左叶，称出即刻湿

重，置入 ６０℃烤箱 ４８ｈ，称出干重。

１．４　检测指标和方法

１．４．１　血小板聚集率测定　采用透光度和吸光

度的变化，判断血小板的聚集程度。以富含血小板

的血浆为透光度为 ０％和吸光度为 １００％，乏血小

板的血浆为透光度为 １００％和吸光度为 ０％，通过

血小板聚集仪测定各血浆标本的透光度和吸光度

的变化来计算血小板的聚集率。

１．４．２　组织匀浆的制备　取肝组织块（０．２～

１ｋｇ）在冰冷的生理盐水中漂洗，除去血液，滤纸拭

干，称重；用移液管量取预冷的生理盐水，其体积总

量为组织块重量的 ９倍，置入相应的试管中，用眼

科剪尽量剪碎肝组织块。用捣杆上下转动研磨，充

分研碎，使组织匀浆化。将制备好的 １０％匀浆用

离心机 ３５００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ，将离心好的匀浆留

上清液弃下面沉淀备用。

１．４．３　ＳＯＤ测定　采用黄嘌呤氧化酶法。应用比

色法通过分光光度计测定其吸光度，定义每克组织

蛋白在 １ｍＬ反应液中超氧化物歧化酶抑制率达

５０％时 所 对 应 的 ＳＯＤ 量 为 １个 ＳＯＤ活 力 单 位

（Ｕ）。通过公式计算求出被测样品中的 ＳＯＤ活力。

公式为：组织匀浆中超 ＳＯＤ活力 ＝［（对照管吸光

度 －测定管吸光度）×反应液总体积］／［对照管吸

光度 ×组织中蛋白含量 ×取液量］。

１．４．４　ＭＤＡ测定　采用 ＭＤＡ试剂盒测试原理

（ＴＢＡ法）：利用 ＭＤＡ可与硫代巴比妥酸（ＴＢＡ）缩

合，形成红色产物，在 ５３２ｎｍ处有最大吸收峰，通

过分光光度计测定其吸光度值来计算出样品中

ＭＤＡ含量。公式为：组织匀浆中 ＭＤＡ含量（ｎｍｏｌ／

ｍｇｐｒｏｔ）＝［（测定管吸光度 －测定空白管吸光度）

×标准品浓度］／［（标准管吸光度 －标准空白管吸

光度）×肝组织中蛋白含量］。

１．４．５　ＡＳＴ、ＡＬＴ测定　采用安泰医疗仪器有限

公司的安泰 ７３８半自动生化分析仪，采用 ＡＳＴ，ＡＬＴ

测试盒连续检测。

１．４．６　肝水肿程度评价———肝指数（Ｗ／Ｄ）测定

　将切取的左半肝即刻称出湿重（Ｗ）后置入 ６０℃

的恒温烤箱中 ４８ｈ，称出干重（Ｄ）；计算出湿重干

重比，得出 Ｗ／Ｄ％，即为肝指数，描述肝水肿程度。

１．４．７　肝细胞形态学观察　将肝组织甲醛固定，

石蜡包埋切片，ＨＥ染色，光镜下观察，并采用病理

分级标准对肝组织损伤程度进行分级判断。

１．５　统计学方法

采用 ＳＰＳＳ１１．５统计软件包进行统计分析，所

有数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较采

用方差分析，两样本均数间的比较采用 Ｔ检验分析

结果。Ｐ＜０．０５为差异有显著性。

２　结　果

２．１　血小板聚集率（ＰＡＧＴ）测定

与 Ａ组比较，不同时相的 Ｂ，Ｃ组血液中血小板

的聚集率都明显降低（Ｐ＜０．０５）；与 Ｂ组比较，不

同时相 Ｃ组血液中血小板的聚集率更低 （Ｐ ＜

０．０５）（表 １－２）。

２．２　肝组织中超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活力、丙二

醛（ＭＤＡ）、肝功能血浆谷草转氨酶（ＡＳＴ）和

血浆谷丙转氨酶（ＡＬＴ）测定

Ｔ１时相三组间均无显著性差异（Ｐ ＞０．０５）；

Ｔ２，Ｔ３时相，与 Ａ组比较，Ｂ，Ｃ组肝组织中超氧化

物歧化酶活力明显升高（Ｐ ＜０．０５），丙二醛活力

明显降低（Ｐ＜０．０５），血浆谷草转氨酶和谷丙转

氨酶均明显降低（Ｐ＜０．０５）；而 Ｂ，Ｃ组之间差异

无显著性（Ｐ＞０．０５）（表 １－２）。

２．３　肝水肿程度评价———肝指数（Ｗ／Ｄ％）

Ｔ３时相，与 Ａ组比较，Ｂ，Ｃ组肝水肿程度评价

———肝指数（Ｗ／Ｄ％）明显降低（Ｐ ＜０．０５）；与 Ｂ

３２６
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组比较，Ｃ组更低（Ｐ＜０．０５）（表 １－２）。

２．４　肝病理形态学变化

光镜下观察：Ａ组均有形态学改变，肝血窦明

显变窄，其中有 ４例肝细胞呈点状溶解坏死或灶性

坏死，胞浆崩解，胞核消失，空泡变性明显，７例肝

脏明显淤血。Ｂ组亦均有形态学改变，但较 Ａ组

轻，其中 ２例肝血窦变窄；２例肝细胞呈点状溶解

坏死，胞浆崩解，胞核消失；２例肝脏淤血（图 １）。

与 Ａ，Ｂ组比较，Ｃ组肝血窦基本正常，肝细胞轻度

水肿，肝细胞坏死程度亦较轻，肝脏淤血不明显

（图 ２）。
表 １　Ｔ１时相不同组标本的各项实验结果

项目
对照组

（Ａ组）

阿霉素预

处理组（Ｂ组）

潘生丁预

处理组（Ｃ组）

ＳＯＤ １５２．９６±８．５１ １５７．３９±１０．１８ １５４．０９±１１．１３

ＭＤＡ ３．５０±１．３９ ３．５６±０．６３ ３．３４±０．５１

ＡＬＴ ４３．００±７．３９ ４６．９０±１１．６８ ４０．２０±１０．８７

ＡＳＴ ７０．９０±４７．５２ ７３．．９０±１４．０５ ６９．．３０±１３．２１

ＰＡＧＴ ４６．．２３±６．２１ ４３．．３８±４．９７ ３６．．２６±２．４９

　　注：１）与Ａ组比较，Ｐ＜０．０５；２）与Ｂ组比较，Ｐ＜０．０５

表２　Ｔ２，Ｔ３时相不同组标本的各项实验结果

项目
对照组（Ａ组）

Ｔ２ Ｔ３

阿霉素预处理组（Ｂ组）

Ｔ２ Ｔ３

潘生丁预处理组（Ｃ组）

Ｔ２ Ｔ３

ＳＯＤ １１９．４０±７．６０ １０８．５０±４．８２ １２５．１０±９．８９１） １１９．５３±４．１６１） １２５．６４±９．９９１） １２３．６０±９．６２１）

ＭＤＡ ５．３８±２．１６ １１．００±５．８１ ４．１２±０．８９１） ４．２５±０．７７１） ４．１０±０．７１１） ４．３１±０．８８１）

ＡＬＴ １４８．２０±３９．８６ １７３．９０±４３．６４ １１６．１０±１８．２１１） １２９．１０±２２．７０１） １００．９０±２８．４２１） １２０．４０±２８．５１１）

ＡＳＴ ２１７．００±６８．６１ ２４５．８０±４０．８５ １０９．６０±１１．４４１） １４０．００±２６．９２１） ８６．００±２５．８８１） １２２．９０±２５．０９１）

ＰＡＧＴ ５０．３４±４．１８ ５７．７６±３．３６ ４７．６６±４．１７１） ５１．７７±３．５８１） ４０．３２±２．８９１），２） ４５．５３±３．２６１），２）

Ｗ／Ｄ％ － ４．３５±０．６７ － ３．６１±０．２６１） － ３．２３±０．４５１），２）

　　　　注：１）与Ａ组比较，Ｐ＜０．０５；２）与Ｂ组比较，Ｐ＜０．０５

图１　阿霉素处理组 图２　潘生丁处理组

３　讨　论

缺血再灌注损伤无疑是为多因素参加，其包括

多种机制［４－６］：氧自由基损伤，能量衰竭，微循环

衰竭，钙离子异常，中性粒细胞浸润，内毒素作用，

细胞凋亡，枯否氏细胞、黏附因子、核转录因子的

参与等等。其中微循环障碍是肝脏缺血再灌注的

病理基础［７］。肝脏微循环障碍致肝窦内皮细胞、

肝细胞缺血缺氧后水肿、坏死，肝窦变窄，其表面

受体与其下组织结构暴露，致血小板黏附和聚集，

血管内凝血形成微血栓，堵塞肝窦，进一步加重微

循环障碍，出现肝恢复血流再灌注时“无血再灌

注”，肝缺血缺氧仍在继续，从而激活一系列的细

胞因子、组织因子的释放、炎性细胞的浸润，进一

步加重肝脏的损伤［８］。目前阿霉素预处理对肝脏

缺血再灌注损伤的保护作用已被国内外学者广泛

认可，其作用机制可能是阿霉素预处理可以使肝

细胞热休克蛋 白 ７０（ＨＳＰ７０）表 达 明 显 增 加［３］，

ＨＳＰ７０在应激状态下作为保护性因子在保护细胞

内蛋白、稳定细胞及细胞内结构中发挥重要作用，
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另外阿霉素可能在体内介导生成活性氧簇，介导

细胞氧化应激反应，发挥抗氧化损伤作用有关［９］，

从而减轻肝脏的缺血再灌注损伤。

本实验发现，与对照组（Ａ组）及阿霉素预处

理组（Ｂ组）比较，潘生丁预处理组血小板的聚集

率明显降低（Ｐ ＜０．０５）。病理切片显示其肝窦

基本正常，肝细胞水肿、变性、坏死较对照组及阿

霉素预处理组轻，肝功能显示肝脏损伤亦较轻，证

实了潘生丁能够有效的改善缺血再灌注时肝脏的

微循环状况，可能是通过抑制红细胞和血管内皮

细胞对腺苷的摄取和代谢，增高血浆中腺苷的浓

度，激活腺苷环化酶促进前列环素（ＰＧＩ２）产生，减

少血栓素（ＴＸＡ２）的生成［１０］，抑制血小板的聚集、

增加微循环的血量，改善组织的缺血缺氧情况，改

善组织的能量代谢，从而达到抑制炎性细胞的活

化，减少组织因子及细胞因子的释放，达到保护肝

脏缺血再灌注损伤。

本实验阿霉素预处理组与潘生丁预处理组的

肝组织中超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活力、肝组织中

丙二 醛 （ＭＤＡ）含 量、肝 功 能 血 浆 谷 草 转 氨 酶

（ＡＳＴ）、谷丙转氨酶（ＡＬＴ）等均无显著性差异（Ｐ

＞０．０５）。证实了潘生丁预处理具有与阿霉素预

处理同样减少氧自由基产生，提高组织的抗氧化

能力，从而达到保护肝脏缺血再灌注损伤的作用。

且病理学显示潘生丁组肝细胞水肿、变性、坏死较

轻，肝水肿程度评价—肝指数（Ｗ／Ｄ％）明显降低

（Ｐ ＜０．０５），血 小 板 的 聚 集 率 明 显 降 低 （Ｐ ＜

０．０５），且均有显著性差异，因此，笔者认为潘生丁

的保护效果比阿霉素更好。
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