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围手术期肠内免疫营养对肝硬化肝切除大鼠

肝再生的影响
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　　摘要：目的　探讨围手术期内使用肠内免疫营养支持对肝硬化肝切除大鼠肝再生功能的影响。
方法　４８只肝硬化大鼠随机均分为两组。Ａ组为标准肠内营养组，Ｂ组为肠内免疫营养组。依标本
采集时间的先后，Ａ，Ｂ组再各分为 ４个亚组。两组大鼠用等热量肠内营养剂喂养 ８ｄ后行 ６８％肝切
除术，术后再喂养至取标本时间。分别于术前、术后 １，４和 ８ｄ取相应亚组大鼠肝组织标本，检测肝细
胞有丝分裂指数（ＭＩ）和增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）阳性细胞数。结果　两组大鼠肝切除术后残肝表现
出一定的再生能力。Ｂ组肝细胞 ＭＩ和 ＰＣＮＡ阳性细胞计数在术后 ４ｄ和 ８ｄ显著高于 Ａ组（Ｐ＜０．０５）。
结论　围手术期肠内免疫营养支持较之标准肠内营养支持更能增强肝硬化肝切除大鼠残肝再生能
力，使肝再生在术后较长时间内保持高水平。 ［中国普通外科杂志，２００７，１６（３）：２５８－２６０］
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第３期 郭跃华，等：围手术期肠内免疫营养对肝硬化肝切除大鼠肝再生的影响
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　　在标准肠内营养配方基础上添加精氨酸、核
苷酸和 ω３脂肪酸等免疫调节素后即形成肠内免
疫营养制剂。已知肠内免疫营养具有纠正机体蛋

白质———能量营养不良和增强免疫力的功能［１－２］，

现对其新功能的研究也在不断深入。研究［３－４］提

示，精氨酸和核苷酸有促进肝细胞再生的功能。

本研究以大鼠为对象，探讨含有上述营养素的肠

内免疫营养制剂茚沛（Ｉｍｐａｃｔ），对肝硬化肝切除
机体的促肝再生作用。

１　材料与方法

１．１　大鼠肝硬化模型的制备
ＳＤ雄性大鼠，体重 ２２０～２５０ｇ（购于南方医

科大学实验动物中心）。制模前 ２周，每周 ２次腹
腔注射 ４０％ ＣＣｌ４花生 油溶液 〔０．１５ｍＬ／１００ｇ
&

体重
'

〕；第 ３周开始，按个体化原则每一大鼠
根据自身体重变化增减剂量，共 ７周成模，成模率
８１．８％ ［５］。制模过程中大鼠自由进食及饮水。

大鼠成模后恢复 ２周开始实验。
１．２　动物分组

根据随机化原则，将 ４８只肝硬化大鼠分为两
组。Ａ组 ２４只，为标准肠内营养组，围手术期内
用标准肠内营养制剂能全素 （Ｎｕｔｒｉｓｏｎ）喂养。Ｂ
组 ２４只，为肠内免疫营养组，围手术期内用肠内
免疫营养制剂 Ｉｍｐａｃｔ喂养。根据标本采集时间的
先后，两组再各自分为术前（Ａ０和 Ｂ０）、术后 １ｄ
（Ａ１和 Ｂ１）、术后 ４ｄ（Ａ４和 Ｂ４）和术后 ８ｄ（Ａ８
和 Ｂ８）亚组；每一亚组动物 ６只。
１．３　肠内营养制剂的配方和用量及标本采集时间

标准肠内营养制剂采用荷兰 Ｎｕｔｒｉｃｉａ公司的
Ｎｕｔｒｉｓｏｎ；肠内免疫营养制剂采用瑞士 Ｎｏｖｒｔｉｓ公司
的 Ｉｍｐａｃｔ。两种制剂的配方见表 １。两组大鼠每
日给予肠内营养液的热量相等，即 ６９０ｋＪ／［ｋｇ（体
重）

(

ｄ］［６］，分 ４次灌胃。各组大鼠实验过程中
均自由饮水。Ａ０和 Ｂ０组用不同肠内营养制剂喂
养 ８ｄ，第 ９天上午称体重后麻醉开腹，从肝右叶
切取 １ｃｍ×１ｃｍ×０．３ｃｍ肝组织标本，然后自腹
主动脉放血处死。术后各亚组，均根据组别术前

用不同肠内营养制剂喂养 ８ｄ，第 ９天上午行肝切
除术，术后再用肠内营养制剂喂养，分别于术后

１，４ｄ和 ８ｄ将相应亚组大鼠再次称重、麻醉后开
腹取肝组织标本。

表１　Ｉｍｐａｃｔ和Ｎｕｔｒｉｓｏｎ营养液配方

营养指标 Ｉｍｐａｃｔ Ｎｕｔｒｉｓｏｎ

热量（ｋＪ／Ｌ） ４１８４ ４１８４

糖类（ｇ／Ｌ） １３０ １２３

蛋白质（ｇ／Ｌ） ５６ ４０

脂肪（ｇ／Ｌ） ２８ ３９

精氨酸（ｇ／Ｌ） １４ －

ＲＮＡ（ｇ／Ｌ） １．２７ －

ω３脂肪酸（ｇ／Ｌ） １．６８ －

１．４肝切除方法
采用氯胺酮（１５０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉，术前

背部皮下注射生理盐水 ４ｍＬ。沿腹部正中线进
腹，游离肝左叶和中叶，以丝线结扎根部后切除；

切除的肝叶约占全肝的 ６８％。彻底止血后关腹。
术后将大鼠置代谢笼内，予自由饮水，６ｈ后进行
肠内营养制剂灌胃。

１．５检测指标及测定方法
１．５．１　肝细胞有丝分裂指数　（ｍｉｔｏｔｉｃｉｎｄｅｘ，
ＭＩ）肝组织标本石蜡切片行 ＨＥ染色，由不参与
实验分组的病理科医生在 ４０×１０倍显微镜视野
下计数 １０００个肝细胞中处于有丝分裂前、中期
的肝细胞数，并以百分数表示。

１．５．２　肝细胞增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌ
ｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）　试剂：小鼠抗大鼠增殖细
胞核抗原单克隆抗体和 ＰｉｃＴｕｒｅＴＭ通用型二步法
免疫组织化学检测试剂均为美国 Ｚｙｍｅｄ公司产
品，购于北京中山生物技术有限公司。方法：肝组

织标本石蜡切片按 ＰｉｃＴｕｒｅＴＭ通用型二步法免疫
组化染色后计数 ＰＣＮＡ阳性肝细胞数。ＰＣＮＡ阳
性肝细胞是指细胞核内见棕黄色细颗粒状物质，

而胞浆未着色的肝细胞。由不参与实验分组的病

理科医生在 ４０×１０倍显微镜视野下，计数 １０００
个肝细胞中 ＰＣＮＡ阳性染色细胞数，并以百分数
表示［７］。

１．６　统计学处理
采用 ＳＰＳＳ１０．０统计学软件进行统计分析。

Ｐ＜０．０５为差异有显著性。Ａ，Ｂ组内各亚组间的
比较用单因素方差分析，术后各亚组与术前亚组

间的两两比较用最小显著差法；Ａ，Ｂ组间相应亚
组的比较用成组 ｔ检验。

９５２
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２　结　果

２．１　实验动物肝大体及显微所见
Ａ组和 Ｂ组大鼠开腹后均见肝脏缩小，质硬，

肝表面呈结节状。光学显微镜下可见有完整纤维

分隔的假小叶形成，假小叶内肝细胞部分脂肪变

性，纤维隔和汇管区炎性细胞浸润。病理提示两

组动物肝硬化模型成立。两组大鼠在肝切除后

４ｈ即完全清醒，能自由活动，均存活至取标本时。

２．２　两组肝细胞 ＭＩ和 ＰＣＮＡ阳性细胞计数的
变化

Ａ组和 Ｂ组术后４，８ｄ亚组 ＭＩ的值较术前亚
组均显著升高（Ｐ＜０．０５），ＭＩ均在术后第 ４天达
高峰。两组术后 １，４和 ８ｄ亚组 ＰＣＮＡ阳性细胞
计数的值比术前亚组均显著升高（Ｐ＜０．０５），
ＰＣＮＡ阳性细胞计数在术后第 １天达高峰。Ｂ组术
后 ４，８ｄ亚组 ＭＩ和 ＰＣＮＡ阳性细胞计数的值较 Ａ
组相应亚组显著升高（Ｐ＜０．０５）。

表２　不同肠内营养组围手术期内肝细胞ＭＩ和ＰＣＮＡ阳性细胞计数的变化（ｘ±ｓ）

Ａ组（标准肠内营养组）

Ａ０组 Ａ１组 Ａ４组 Ａ８组

Ｂ组（肠内免疫营养组）

Ｂ０组 Ｂ１组 Ｂ４组 Ｂ８组

ＭＩ（％） ０．１３±０．０５ ０．１３±０．０４ ０．３±０．１３１） ０．２２±０．０８１） ０．１２±０．０４ ０．２１±０．１３ ０．９５±０．５２），３） ０．４３±０．１２２），３）

ＰＣＮＡ（％） １５．８７±２．９９ ６８．６５±８．１２１） ４３．３２±５．１３１） ２６．６３±４．５２１） １５．２７±２．８ ７１．５３±７．３５２） ５２．６５±７．６２２），３） ３６．０３±６．０２２），３）

　　　　注：１）与Ａ０组相比，Ｐ＜０．０５；２）与Ｂ０组相比，Ｐ＜０．０５；３）与相应时点的标准肠内营养组比，Ｐ＜０．０５

３　讨　论

ＰＣＮＡ存在并合成于核内。静止细胞中 ＰＣＮＡ
含量很少；大部分 Ｇ０～Ｇ１期细胞无明显的 ＰＣＮＡ
表达，至 Ｇ１晚期表达量增加，Ｓ期达高峰，Ｇ２～Ｍ
期下降。ＰＣＮＡ含量和表达强弱的变化与 ＤＮＡ合
成及 ＤＮＡ复制的活跃程度一致。肝脏具有较强
的再生能力，但肝硬化后肝再生潜能被明显削

弱［８］。结果导致肝硬化肝切除的患者由于肝再生

功能低下和残肝功能不全，术后并发症发生率居

高不下，恢复缓慢，甚至部分患者因顾忌于此而

不能行根治性肝切除术。

近年研究发现，某些免疫营养素如精氨酸、核

苷酸具有促进肝再生的作用。精氨酸是体内合

成一氧化氮（ＮＯ）的惟一底物。其促进肝再生的
机制有：（１）肝切除后残肝血流量增加使血管的
剪力升高，产生 ＮＯ，从而引发了肝再生的级链反
应［９］。（２）ＮＯ能下调细胞内 Ｓ腺苷蛋氨酸水平，
从而促进肝再生［３］。核苷酸作为 ＤＮＡ和 ＲＮＡ合
成的底物，能增强肝切除术后肝再生功能。其机

制有：（１）增加肝切除术后肝细胞 ＤＮＡ和 ＲＮＡ的
合成［４］。（２）增 加 肝 切 除 术 后 细 胞 蛋 白 质 合
成［１０］。（３）提高肝切除术后肝细胞线粒体磷酸化
率，使 ＡＴＰ的合成增加。

本研究显示，肝切除术后两组大鼠 ＰＣＮＡ阳
性细胞计数在第 １天时即达高峰，术后 １，４和
８ｄ均显著高于术前；肠内免疫营养组在术后 ４ｄ
和 ８ｄ时显著高于标准肠内营养组。两组大鼠肝
细胞 ＭＩ的变化与 ＰＣＮＡ相近，只是前者在术后
４ｄ才达到高峰。以上结果说明，肝硬化肝切除后
残肝具有再生能力。由于肝细胞数大量减少，刺

激残留肝细胞迅速进入增殖期；术后第１天 ＰＣＮＡ

阳性细胞计数即达高峰，随后又逐渐下降，但 Ｂ
组下降显著慢于 Ａ组。因此，笔者认为，围手术
期给予富含精氨酸和核苷酸的肠内免疫营养制

剂支持，较标准肠内营养制剂支持，更能增强肝

硬化肝切除大鼠残肝再生能力，使肝再生在术后

较长时间内保持高水平。
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