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谷氨酰胺和精氨酸对大鼠肝纤维化的影响

陈波１，何生２

（１．湖北省妇幼保健院 乳腺外科，湖北 武汉４３００７０；２．四川大学华西医院 普通外科，四川 成都６１００２１）

　　摘要：目的　研究谷氨酰胺（Ｇｌｎ）和精氨酸（Ａｒｇ）对大鼠肝纤维化的影响。方法　ＣＣｌ４诱导 Ｗｉｓｔ
ａｒ大鼠 ６周建立肝纤维化动物模型，共 ３０只动物随机分为对照组、Ｇｌｎ处理组和 Ａｒｇ处理组，每组 １０

只。至 ８周结束时观察各组大鼠肝脏大体观、胶原蛋白含量和肝纤维化的程度。结果　大鼠肝纤维化

模型至 ８周结束时，无 １例死亡。Ｇｌｎ组肝脏纤维化最严重，对照组次之，Ａｒｇ组最轻。结论　Ｇｌｎ加重

了大鼠肝纤维化，而 Ａｒｇ明显减轻大鼠肝纤维化。

［中国普通外科杂志，２００８，１７（９）：８８３－８８６］
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　　近年来，免疫增强型肠内营养（ｉｍｍｕｎｅｅｎｈａｎ
ｃｉｎｇｄｉｅｔｓ，ＩＥＤｓ）成为外科营养支持研究的热点问
题［１］。谷氨酰胺（ｇｌｕｔａｍｉｎｅ，Ｇｌｎ）和精氨酸（ａｒｇｉ
ｎｉｎｅ，Ａｒｇ）是目前研究及应用较多的免疫营养物
质。大量前瞻性随机对照临床研究认为，ＩＥＤｓ可
降低择期手术、创伤及重症监护室（ＩＣＵ）患者感
染性并发症的发生率，缩短住院时间，降低病死

率。肝病患者均存在程度不同的蛋白质———能量

营养不良。目前对 ＩＥＤｓ研究的焦点在于肠道黏
膜结构和功能的维护和机体细胞免疫功能的提

高，对肝脏影响的研究较少。本研究通过动物实

验，初步探讨 Ｇｌｎ和 Ａｒｇ在大鼠肝纤维化中可能产
生的作用。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　Ｗｉｓｔａｒ纯系雄性大鼠 ４０只，
８周龄，体重 １８０～２３０ｇ，购自四川大学华西医学
中心实验动物中心。

１．１．２　试剂 　四氯化碳（ＣＣｌ４）（分析纯）购自
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成都市联合化工试剂研究所，含量≥９９．５％（批
号 ２００５０３１５）；市售中性菜籽油；羟脯氨酸测试
盒、总蛋白（考马斯亮蓝）检测盒购自南京建成生

物工程研究所；Ｇｌｎ和 Ａｒｇ购自成都景田生物药业
有限公司。

１．２　实验方法
１．２．１　肝纤维化动物模型的建立　４０只大鼠
诱导前适应性饲养 １周。随后按 ０．３ｍＬ／１００ｇ
（体重）予双后肢皮下交替注射 ５０％ ＣＣｌ４中性菜
籽油溶液，每周 ２次，持续 ６周。２，４，６周末随机
处死 ３只大鼠观察肝脏成模情况（图 １）。

图 １　肝硬化大鼠成模 ６周时肝组织的变化（ＨＥ×
２００）　肝内弥漫性纤维组织增生，肝小叶结构

紊乱，并形成不典型假小叶

１．２．２　实验动物分组　将成模大鼠随机分为
３组：对照组、Ｇｌｎ处理组和 Ａｒｇ处理组，每组 １０
只。

１．２．３　肝纤维化大鼠干预方法　动物成模后继
续按 ０．３ｍＬ／１００ｇ（体重）予双后肢皮下交替注
射 ５０％ ＣＣｌ４中性菜籽油溶液，每 ５天 １次。Ｇｌｎ
组每 天 按 ０．５ｇ／ｋｇ剂 量 灌 胃，Ａｒｇ组 每 天 按
０．５ｇ／ｋｇ只剂量灌胃，对照组予等容量生理盐水灌
胃，至 ８周结束。
１．２．４　标本采集　予 １％戊巴比妥钠 ０．５ｍＬ／
１００ｇ腹腔注射麻醉，剖腹。先观察鼠肝大体情
况，尔后整个肝脏取下，备用。

１．２．５　肝组织胶原蛋白含量的测定　（１）标本
处理：肝叶称重后组织匀浆，取上清液 ０．１ｍＬ加
入生理盐水 ０．４ｍＬ，稀释成 ２％组织匀浆。（２）
标本消化：组织匀浆中加入试剂盒中的消化液，

３７℃水浴 １ｈ。（３）羟脯氨酸测定：按试剂盒说
明，向待测液中加入测定试剂，混匀，６０℃水浴
１５ｍｉｎ，冷却后 ３５００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ；取上清液
在 ５５０ｎｍ处，１ｃｍ光径测定各管吸光度（ＯＤ）；

再按试剂盒说明测定标本蛋白含量，代入公式计

算胶原蛋白含量［ｍｇ／ｇ（蛋白）］。
１．２．６　病理切片染色方法
１．２．６．１　常规 ＨＥ染色　石蜡切片脱蜡至水→
自来水洗→苏木素染色 １０ｍｉｎ→自来水洗→１％
盐酸乙醇分化 ３０ｓ→自来水洗→氨水返蓝 ３０ｓ→
自来水洗→伊红染色 ２ｍｉｎ→自来水洗→８０％，
９５％乙醇脱水各 １ｍｉｎ，无水乙醇 Ｉ，ＩＩ各 ５ｍｉｎ→
二甲苯透明，中性树胶封片。

１．２．６．２　肝纤维化 Ｍａｓｓｏｎ染色　（１）石蜡切片
３μｍ，脱蜡至水洗；（２）用固定液 Ｚｅｎｋｅｒ液 ６０℃
温箱内 ０．５ｈ或室温数小时；（３）依次用自来水
至蒸馏水洗，用 Ｗｅｉｇｅｌｔ铁苏木素染液 ５ｍｉｎ；（４）
充分水洗后用盐酸乙醇分化，水返蓝后镜检至胞

核呈蓝色间质无色入蒸馏水洗；（５）用 Ｍａｓｓｏｎ丽
春红酸性复红染色 ５～１０ｍｉｎ；（６）以 ０．２％冰醋
酸水溶液浸洗片刻，用 １％磷钼酸水溶液分化处
理 ３～５ｍｉｎ；（７）不经水洗，直接用亮绿液染色
５ｍｉｎ；（８）以 ０．２％冰醋酸水溶液浸洗片刻，９５％
乙醇溶液及无水乙醇脱水，二甲苯透明，中性树胶

封固。

１．２．７　胶原纤维增生的分级　参照 Ｐｉｌｅｔｔｅ等报
道的胶原增生分级标准［２］，由同一名有经验的病

理研究人员评定胶原增生等级。分级标准：０级
为正常肝脏或无明显胶原增生；１级为胶原纤维
增生，中央静脉和汇管区有少量纤维索放散蔓延，

但无间隔形成；２级为胶原明显增生，中央静脉和
汇管区结缔组织变厚，由此向四周延伸出纤维索，

形成不完全纤维隔；３级为胶原大量增生，有个别
菲薄的完全间隔形成（假小叶）或较厚的不完全

间隔，即将形成假小叶；４级为完全间隔较厚、假
小叶大量形成。

１．３　统计分析
实验数据采用 ＳＰＳＳ（１２．０）统计分析软件处

理。计量资料采用 ｘ±ｓ表示。各组数据采用单
因素方差分析。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　３组肝纤维化大鼠肝脏大体观
对照组大鼠可见肝脏颜色苍白，缩小，表面有

针尖大小凹陷。Ｇｌｎ组肝脏颜色苍白，明显缩小，
表面凹陷较对照组深而大。Ａｒｇ组大鼠肝脏颜色
苍白，略缩小，表面凹陷不明显，为 ３组中之最
轻者。

４８８
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２．２　各组大鼠肝组织胶原蛋白含量
Ｇｌｎ组含量最高，对照组次之，Ａｒｇ组最低，

３组间差异均有显著性（均 Ｐ＜０．０５）（表 １）。

表１　各组肝组织胶原蛋白含量［ｍｇ／ｇ（蛋白）］

组别 动物数 胶原蛋白含量［ｍｇ／ｇ（蛋白），ｘ±ｓ］

对照 １０ ８．７８±０．７８１）

Ｇｌｎ １０ １０．３５±０．６８

Ａｒｇ １０ ６．９０±０．６４１），２）

　　注：１）与Ｇｌｎ组比较，Ｐ＜０．０５；２）与对照组比较，Ｐ＜０．０５

２．３　常规 ＨＥ染色结果
对照组大鼠肝脏有明显纤维间隔形成，假小

叶形成明显；Ｇｌｎ组大鼠肝脏假小叶较多，几乎充
满了整个视野，纤维间隔粗大；Ａｒｇ组大鼠肝脏未
形成假小叶，纤维间隔细小，主要集中在汇管区

（图 ２－４）。
２．４　肝纤维化 Ｍａｓｓｏｎ染色结果

Ａｒｇ组大鼠肝脏增生属 １级，对照组肝脏增生
属 ３级，Ｇｌｎ组肝脏增生属 ４级（图 ５－７）。

图２　Ａｒｇ组大鼠肝脏组织形态学改变
（ＨＥ×２００）　未形成假小叶，纤
维间隔细小，主要集中在汇管区

图３　Ｇｌｎ组大鼠肝脏组织形态学改变
（ＨＥ×１００）　假小叶较多，几乎
充满了整个视野，纤维间隔粗大

图４　对照组大鼠肝脏组织形态学改变
（ＨＥ×２００）　有明显纤维间隔形
成，假小叶形成明显

图５　Ａｒｇ组胶原纤维的改变（ｍａｓｓｏｎ染
色×２００）　胶原纤维增生，中央
静脉和汇管区有少量纤维索放散

蔓延，但无间隔形成

图６　对照组胶原纤维的改变（ｍａｓｓｏｎ
染色×２００）　胶原大量增生，有
个别菲薄的完全间隔形成（假小

叶）或较厚的不完全间隔，已形成

假小叶

图７　Ｇｌｎ组肝脏纤维间隔及假小叶形
成（ｍａｓｓｏｎ染色 ×２００）　可见完
全间隔较厚及大量假小叶

３　讨　论

Ｇｌｎ是人体内含量最为丰富的游离氨基酸，
是重要的氮运载体和供体，在机体对氨的解毒作

用中发挥重要功能［３－５］。同时，Ｇｌｎ是体内快速分
化细胞（如肠道上皮细胞、淋巴细胞）的主要能量

来源，有助于维持肠道的形态和免疫系统功能。

Ｇｌｎ还是嘌呤、嘧啶、蛋白质、核苷酸以及抗氧化
剂谷胱甘肽（ＧＳＨ）等物质的前体。肝脏是机体
内具有多种代谢功能的重要器官。Ｇｌｎ既可作为
糖异生的底物又可作为“氨”的来源进入鸟氨酸

循环，同时，肝组织内含有谷氨酰胺合成酶（ＧＳ）
和谷氨酰胺酶（ｇｌｕｔａｍｉｎａｓｅ），既能合成又能分解
Ｇｌｎ，在 Ｇｌｎ的代谢中具有重要作用。
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Ａｒｇ是一种半必需氨基酸，但在某些病理状态
下，则为必需氨基酸。其代谢产物为多胺、核酸、

一氧化氮（ＮＯ）和氧化氮等。前两者为细胞分裂
所必需的物质，而后两者为血管扩张、肝细胞合

成蛋白质和肝细胞线粒体电子传递的重要介质，

具有促生长与维持机体平衡的作用。Ａｒｇ在代谢
应激状态下属必需氨基酸，能对免疫系统产生影

响，主要通过细胞免疫产生作用，而对机体体液

免疫则无显著影响。Ａｒｇ在肠内吸收后的转化途
径有三条，即生成 ＮＯ、参与某些蛋白质的生成及
在精氨酸酶的作用下转化为鸟氨酸［６］。研究表

明，ＮＯ具有活跃而广泛的生物化学性质，可消除
活性氧自由基，抑制中性粒细胞及血小板的黏附

聚集，并拮抗血小板活化因子及前列腺素类的血

管收缩作用，改善肝脏微循环。

肝纤维化是慢性肝病重要的病理特征，进一

步发展则引起肝小叶的破坏和改建，假小叶和结

节形成，进入肝硬化阶段甚至恶性转变。临床

上，乙型肝炎患者肝脏由于受到病毒的慢性损

伤，几乎 １００％合并有程度不同的肝纤维化，部分
患者甚至发展为肝硬化、肝癌。肝癌患者 ８０％以
上合并有肝硬化。这些患者同时又存在不同程

度的免疫抑制状态［７－８］。由于受到 ＩＥＤｓ研究的影
响，临床医生主张对这部分患者应用 ＩＥＤｓ制剂。
本研究发现，在肝纤维化造模过程中，无论从大

体还是常规 ＨＥ染色，Ｇｌｎ组大鼠肝纤维化程度均
明显重于对照组和 Ａｒｇ组，其中 Ａｒｇ组为最轻。
利用定量检测胶原含量评估肝纤维化程度，无论

是胶原蛋白含量，还是 Ｍａｓｓｏｎ染色胶原增生分

级，均显示以 Ｇｌｎ组为最重，而 Ａｒｇ组为最轻，差
异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。提示 Ｇｌｎ可加重
大鼠肝纤维化，而 Ａｒｇ明显减轻大鼠肝纤维化。

因此笔者认为，临床上肝病患者在应用添加

Ｇｌｎ的免疫增强营养制剂时应采取慎重态度，而
Ａｒｇ的应用则对患者有益。至于其具体机制尚不
明了，有待研究。
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本刊２００９年各期重点内容安排

本刊２００９年各期重点内容安排如下，欢迎赐稿。

第１期 肝脏肿瘤 第７期 肝脏外科

第２期 胆道外科 第８期 胆道微创外科

第３期 胰腺外科 第９期 胰腺外科

第４期 胃肠道外科 第１０期 胃肠道微创外科

第５期 乳腺、甲状腺外科 第１１期 甲状腺、乳腺外科

第６期 血管外科及门静脉高压症 第１２期 血管外科及其他
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