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　　摘要：目的　探讨红花注射液对大鼠肝热缺血再灌注损伤（ＩＲＩ）的保护作用及其机制。方法　
选用雄性 ＳＤ大鼠，随机分成 ４组，每组 ６只。Ｓ组为假手术组。缺血再灌注组（Ｉ／Ｒ组）及红花预处理

组（ＳＰＣ组）在缺血前 ３０ｍｉｎ分别经肠系膜静脉注射生理盐水或红花注射液 ２ｍＬ／ｋｇ，而缺血预处理

组（ＩＰＣ组）缺血前 ３０ｍｉｎ阻断血流 ５ｍｉｎ。再灌注后 ２４ｈ检测血清谷丙转氨酶（ＡＬＴ）、谷草转氨酶

（ＡＳＴ）水平；肝组织行 ＨＥ染色，观察病理组织学改变及评分（根据 Ｓｕｚｕｋｉ标准）；ＴＵＮＥＬ法检测肝细胞

凋亡；ＲＴＰＣＲ检测肝组织肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα）、巨噬细胞炎性蛋白２（ＭＩＰ２）及细胞黏附因子１

（ＩＣＡＭ１）ｍＲＮＡ的水平；Ｗｅｒｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ测定核转录因子 κＢ（ＮＦκＢ）蛋白的表达。结果　再灌注

２４ｈ后，与 Ｉ／Ｒ组比较，ＳＰＣ和 ＩＰＣ组血清 ＡＬＴ，ＡＳＴ水平、肝组织病理学半定量评分、肝细胞调亡指数、

肝组织中 ＴＮＦα，ＭＩＰ２，ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ水平及 ＮＦκＢ蛋白的表达均降低，差异均有显著性（Ｐ＜０．０５）；

ＳＰＣ组与 ＩＰＣ组比较，上述各项指标差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　红花注射液通过下调前

炎性因子 ＴＮＦα，ＭＩＰ２及 ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ的水平及抗细胞凋亡作用，可减轻移植肝 ＩＲＩ。
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　　肝脏的缺血再灌流损伤 （ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ
ｉｎｊｕｒｙ，ＩＲＩ）是是肝脏外科和肝移植仍未解决的一
个重要临床问题。肝脏 ＩＲＩ防护常用的方法有缺
血预处理（ｉｓｃｈｅｍｉａｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ，ＩＰＣ）和药物预
处理。ＩＰＣ即在长时间的缺血前行几次短暂的缺
血再灌注，调动机体内源性抗损伤机制，使肝脏耐

受更长时间的缺血，减轻肝损伤。药物预处理是

指利用某些活性物质的直接或间接药理作用以达

到类似 ＩＰＣ的保护作用。研究证实［１］，一些活血

化瘀中药（如红花）对脏器 ＩＲＩ具有保护作用。目
前，红花对 ＩＲＩ的研究主要集中在心肌、脑、肺等
方面［１］，而在肝 ＩＲＩ的研究和应用则报道较少。本
实验探讨红花预处理（ＳＰＣ）对于肝脏 ＩＲＩ的防治
效果，并与 ＩＰＣ相比较，以为临床应用提供理论
基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　药物及试剂　红花注射液（山西安特生
物制药股份有限公司），ｄＵＴＰ原位缺口末端标记
技术（ＴＵＮＥＬ）细胞凋亡试剂盒（武汉博士德生物
技术公司），ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ（１０ｍＬ）及 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭ
ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄＣｄｎａＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｄ试剂盒（美国 ＭＢＩ公
司），ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ（美国 Ｇｉｂｃｏ公司），焦磷酸二乙
酯（ＤＥＰＣ）（北京鼎国生物技术公司），６×Ｌｏａｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ（日本 ＴａＫａＲａ公司），多克隆兔抗鼠抗体
ＮＫκＢ（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），ＴａｑＤＮＡ聚合酶
（北京鼎国生物技术公司）。

１．１．２　实验动物与分组　雄性 ＳＤ大鼠（中南大
学湘雅医学院动物实验中心）２４只，体重 ２２０～
２５０ｇ。动物随机分成 ４组：Ｓ，Ｉ／Ｒ，ＩＰＣ组及 ＳＰＣ
组，每组 ６只。
１．２　实验方法
１．２．１　实验动物模型制备　大鼠实验前禁食
１２ｈ，自由饮水。乙醚吸入麻醉后，取腹部正中切

口。Ｓ组仅解剖肝十二指肠韧带；余 ３组解剖肝
门后用无损伤血管夹阻断肝左叶及肝中叶门静脉

和肝动脉血流 ６０ｍｉｎ，Ｉ／Ｒ和 ＳＰＣ组在阻断血流
前 ３０ｍｉｎ经肠系膜静脉分别注射生理盐水或红
花注射液２ｍＬ／ｋｇ，ＩＰＣ组在阻断血流前 ３０ｍｉｎ先
阻断 ５ｍｉｎ。再灌注 ２４ｈ后，收集标本。
１．２．２　标本的收集　麻醉开腹后立即从下腔静
脉采 ３ｍＬ血送检血清谷丙转氨酶（ＡＬＴ），谷草转
氨酶（ＡＳＴ）测定。同时切取肝左叶，用 １０％甲醛
溶液固定，石蜡包埋后备病理组织学及 ＴＵＮＥＬ法
测定细胞凋亡。取左叶肝组织保存于 －８０℃超
低温冰箱内备用，通过逆转录多聚酶链式反应

（ＲＴＰＣＲ）检测 ＴＮＦαｍＲＮＡ、细胞黏附因子１
（ＩＣＡＭ１）ｍＲＮＡ及巨噬细胞炎性蛋白２（ＭＩＰ２）
ｍＲＮＡ的表达。同时切取肝脏中叶，置入液氮保
存，备行蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）检测。
１．２．３　实验室指标测定与方法
１．２．３．１　ＡＬＴ和 ＡＳＴ的测定　用全自动生化分
析仪（日立 ７１７０型）检测。
１．２．３．２　病理切片制作及肝 ＩＲＩ病理诊断标准
　取肝左叶小块组织，于 １０％福尔马林溶液中固
定 ２４ｈ，逐级乙醇脱水，二甲苯浸泡，浸蜡、石蜡
包埋、切片、附贴，ＨＥ染色。肝 ＩＲＩ病理损伤的严
重程度用 Ｓｕｚｕｋｉ标准［２－３］评定（表 １），由 ２位有经
验的病理学医生采用双盲法对每个标本进行评分。

表１　肝脏ＩＲＩ损伤的Ｓｕｚｕｋｉ′ｓ病理学评分标准

评分 瘀血（％） 空泡样变（％） 坏死（％）

０ 无 无 无

１ 极轻微（１０） 极轻微（１０） 单个细胞坏死

２ 轻度（１１～３０） 轻度（１１～３０） 轻度（＜３０）

３ 中度（３１～６０） 中度（３１～６０） 中度（３１～６０）

４ 重度（＞６０） 重度（＞６０） 重度（＞６０）

９５６
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１．２．３．３　 ＴＵＮＥＬ法检测肝细胞凋亡 　 操作
ＴＵＮＥＬ试剂盒按说明书进行。用不含末端脱氧核
酸转移酶的反应磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）作阴性对
照，用 ＤＮＡ酶Ⅰ处理的组织切片作阳性对照。光
学显微镜下观察细胞核呈棕黄色着色者为凋亡细

胞。每例切片随机计数 １０个 ４００倍视野，平均每
１００个 细 胞 中 凋 亡 细 胞 数 为 细 胞 凋 亡 指 数
（ＡＩ）［４］。
１．２．３．４　ＲＴＰＣＲ检测　Ｔｒｉｚｏｌ法提取肝组织的
总 ＲＮＡ，采用 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄＣｄｎａＳｙｎｔｈｅｓｉｓ
试剂盒逆转录合成 ｃＤＮＡ，ＰＣＲ扩增，目的基因吸
光度值与 βａｃｔｉｎ吸光度值的比值为目的基因
ＴＮＦαｍＲＮＡ，ＣＡＭ１ｍＲＮＡ及 ＭＩＰ２ｍＲＮＡ的相
对表达水平。用 Ｓｙｎｇｅｎｅ凝胶成像系统测定各产
物的光密度，得出相对值。ＴＮＦα，ＩＣＡＭ１，ＭＩＰ

２及 βａｃｔｉｎ引物序列及反应条件见表 ２。
１．２．３．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ测定 ＮＦκＢ蛋白　取湿
重约 ０．３～０．５ｇ肝脏组织，置于冰浴的匀浆器中
匀 浆；即 时 加 入 ＰＭＳＦ 和 ｃｏｃｋｔａｉｌ储 存 液 各
１０μＬ／ｍＬ，混匀；匀浆中加细胞裂解液 ０．５ｍＬ，摇
动冰浴 ３ｍｉｎ加入 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中。抗体稀释液稀
释 ＮＦκＢ工作浓度为 ２μｇ／ｍＬ，加入一抗体反应，
室温摇床轻摇 １ｈ；再加入相应的二抗（工作浓度
为 ４μｇ／ｍＬ），室温摇床轻摇 １ｈ；加入 ＥＣＬ液反应
５ｍｉｎ，暗室曝光，显影定影。
１．３　统计学处理

应用 ＳＰＳＳ１５．０统计软件进行统计分析。所
有数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。组间差异
应用单因素方差分析及 ＬＳＤｔ检验，Ｐ＜０．０５为
差异有显著性。

表２　ＴＮＦα，ＩＣＡＭ１，ＭＩＰ２及βａｃｔｉｎ引物序列及反应条件

ｍＲＮＡ ＰＣＲ产物（ｂｐ） 上、下游引物 ＰＣＲ反应条件

ＴＮＦα ５５５ 正向５′ＴＡＴＧＧＣＴＣＡＧＧＧＴＣＣＡＡＣＴＣ３′ ９４℃５ｍｉｎ，９４℃４５ｓ，５８℃３０ｓ，

反向５′ＴＧＧＴＣＡＣＣＡＡＡＴＣＡＧＣＧＴＴＡ３′ ７２℃６０ｓ，３０ｃｙｃｌｅｓ；７２℃１０ｍｉｎ

ＩＣＡＭ１ ４８５ 正向５′ＣＴＣＴＧＣＴＣＣＴＧＧＴＣＣＴＧＧＴ３′ ９４℃５ｍｉｎ，９４℃４５ｓ，６２℃３０ｓ，

反向５′ＣＧＴＧＡＡＴＧＴＧＡＴＣＴＣＣＴＴＧＧ′３′ ７２℃６０ｓ，３２ｃｙｃｌｅｓ；７２℃１０ｍｉｎ

ＭＩＰ２ ６４４ 正向５′ＣＣＴＣＡＡＣＧＧＡＡＧＡＡＣＣＡＡＡＧ３′ ９４℃５ｍｉｎ，９４℃４５ｓ，６０℃３０ｓ，

反向５′ＣＡＡＧＡＣＡＣＧＡＡＡＡＧＧＣＡＴＧＡ３′ ７２℃６０ｓ，３０ｃｙｃｌｅｓ；７２℃１０ｍｉｎ

βａｃｔｉｎ ２５３ 正向５′ＣＴＣＴＴＣＣＡＧＣＣＴＴＣＣＴＴＣＣＴ３′ ９４℃５ｍｉｎ，９４℃４５ｓ，６２℃３０ｓ，

反向５′ＴＡＧＡＧＣＣＡＣＣＡＡＴＣＣＡＣＡＣＡ３′ ７２℃６０ｓ，２８ｃｙｃｌｅｓ；７２℃１０ｍｉｎ

２　结　果

２．１　血清 ＡＬＴ及 ＡＳＴ水平
Ｉ／Ｒ，ＩＰＣ及 ＳＰＣ组血清 ＡＬＴ，ＡＳＴ在再灌注后

２４ｈ较 Ｓ组明显升高（Ｐ＜０．０５）；ＩＰＣ，ＳＰＣ组血
清 ＡＬＴ，ＡＳＴ较 Ｉ／Ｒ组明显降低，差异均有显著
性（Ｐ＜０．０５）；ＩＰＣ与 ＳＰＣ组间差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）。

表３　大鼠肝脏移植再灌注２４ｈ血清ＡＬＴ和ＡＳＴ水平（ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ）

Ｓ ６ ４９．６８±７．１４ １０７．３４±１０．１５

Ｉ／Ｒ ６ １２３８．９７±１６３．６５１） ２３２１．８７±３１２．８３１）

ＩＰＣ ６ ７５４．７０±９２．１２１），２） １２５８．２２±１７０．６８１），２）

ＳＰＣ ６ ７６９．５２±１０３．８０１），２） １３０８．２０±１８３．８７１），２）

　　注：１）与Ｓ组比较，Ｐ＜０．０５；２）与Ｉ／Ｒ组比较，Ｐ＜０．０５

２．２　病理组织学改变及 ＡＩ
Ｉ／Ｒ组的病理学评分总分及其中的瘀血、坏

死评分较 ＩＰＣ及 ＳＰＣ组评分升高，差异有显著性
（Ｐ＜０．０５）；空泡样变性 ３组无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。ＩＰＣ和 ＳＰＣ组的 ＡＩ较 Ｉ／Ｒ组明显降低，
差异均有显著性（Ｐ＜０．０５）；ＩＰＣ组与 ＳＰＣ组病
理学改变及 ＡＩ无显著性差异（Ｐ＞０．０５）（表 ４）
（图 １）。
２．３　各组大鼠肝组织中 ＴＮＦα，ＩＣＡＭ１，ＭＩＰ

２ｍＲＮＡ及 ＮＦκＢ蛋白的表达
Ｉ／Ｒ，ＩＰＣ及 ＳＰＣ组血清 ＴＮＦα，ＩＦＮγ，ＭＩＰ２

ｍＲＮＡ 及 ＮＦκＢ 蛋 白 均 较 Ｓ 组 明 显 升 高

（Ｐ＜０．０５）；与 Ｉ／Ｒ组比较，ＩＰＣ及 ＳＰＣ组 ＴＮＦα，
ＩＦＮγ，ＭＩＰ２ｍＲＮＡ及 ＮＦκＢ蛋白显著降低，差
异均有显著性（Ｐ＜０．０５）；ＩＰＣ与 ＳＰＣ组比较无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）（表 ５）（图 ２－５）。
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图１　手术后２４ｈ肝细胞凋亡（苏木素染色×４００）　Ａ：Ｓ组；Ｂ：Ｉ／Ｒ组；Ｃ：ＩＰＣ组；Ｄ：ＳＰＣ组

表４　再灌注２４ｈ的Ｓｕｚｕｋｉ′ｓ评分及ＡＩ（ｘ±ｓ）

组别 ｎ 瘀血 空泡样变 坏死 总分 ＡＩ

Ｉ／Ｒ ６ ２．５０±０．５５ ２．３３±０．５２ ２．６７±０．５２ ７．５０±０．５５ ３２．０５±５．３６

ＩＰＣ ６ １．４３±０．７５１） ２．０７±０．５２ １．０７±０．５２１） ４．５７±１．１７１） １５．３４±２．６７１）

ＳＰＣ ６ １．５０±０．５５１） ２．１７±０．４１ ０．８３±０．４１１） ４．３３±１．０３１） １４．８７±２．３０１）

　　注：１）与Ｉ／Ｒ组比较，Ｐ＜０．０５

表５　再灌注２４ｈ后移植肝ＴＮＦα、ＩＦＮγ、ＭＩＰ２ｍＲＮＡ以及ＮＦκＢ蛋白的表达值（ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＴＮＦαｍＲＮＡ ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ ＭＩＰ２ｍＲＮＡ ＮＦκＢ

Ｓ ６ ０．３０５±０．０２９ ０．２０９±０．０１８ ０．２３０±０．０３８ ０．０８２±０．００７

Ｉ／Ｒ ６ ２．６０２±０．２７０１） １．９１０±０．２００１） １．０１９±０．０８３１） ０．４０９±０．０３６１）

ＩＰＣ ６ １．５０３±０．１９２１），２） ０．８７３±０．１０５１），２） ０．７０３±０．０８６１），２） ０．２１０±０．０２３１），２）

ＳＰＣ ６ １．４７７±０．２１０１），２） ０．９１４±０．０６６１），２） ０．６９４±０．０５７１），２） ０．１９７±０．０１７１），２）

　　注：１）与Ｓ组比较，Ｐ＜０．０５；２）与Ｉ／Ｒ组比较，Ｐ＜０．０５
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图２　各组肝组织ＴＮＦαｍＲＮＡ的表达 图３　各组肝组织ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ的表达 图４　各组肝组织ＭＩＰ２ｍＲＮＡ的表达
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图５　各组肝组织ＮＦκＢ的表达

３　讨　论

肝脏的 ＩＲＩ分为两个阶段：急性期和亚急性

期。急性期发生在再灌流后 ３～６ｈ，这一阶段枯

否（Ｋｕｐｆｆｅｒ）细胞被激活释放活性氧簇 （ｒｅａｃｔｉｖｅ

ｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）和 前 炎 性 细 胞 因 子 （包 括

ＴＮＦα）［５－６］。虽然这些产物可以直接损伤肝实

质细胞，但对肝脏功能的影响有限。亚急性期以

大量中性粒细胞聚集为主要特征，发生在再灌注

后 １８～２４ｈ。急性期的产物 ＴＮＦα上调黏附分
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子以及 ＣＸＣ型趋化因子的表达［７－８］，后两者协同

作用可以导致大量中性粒细胞聚集于肝脏。聚

集的中性粒细胞通过释放蛋白酶及大量活性氧

介质损伤肝实质细胞及内皮细胞，同时还堵塞毛

细血管而导致肝脏的灌注不足，致使肝组织损伤

及功能障碍 ［９－１０］。本实验结果显示，与 Ｉ／Ｒ组相
比，ＩＰＣ，ＳＰＣ组细胞因子 ＴＮＦα，ＣＸＣ型趋化因子
ＭＩＰ２以及黏附分子 ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ的水平均有
显著下降，从而减轻急性期和亚急性期肝脏的

ＩＲＩ，ＳＰＣ与 ＩＰＣ有相似作用机制。
ＮＦκＢ是前炎性因子（如 ＴＮＦα，ＩＦＮγ，ｃｈｅ

ｍｏｋｉｎｅｓ和 ＩＣＡＭ１）基因的诱导性核转录因子，而
前炎性因子在调节炎症和免疫系统中起重要作

用；抑制 ＮＦκＢ，可以导致前炎性因子转录下
降［１１－１３］。ＩＰＣ已 被 证 明 对 肝 脏 ＩＲＩ有 保 护 作
用［１４－１５］。最近研究表明，ＩＰＣ系通过抑制 ＮＦκＢ
的激 活 以 及 抑 制 ＴＮＦα 的 产 生 而 起 保 护 作
用［１６－１７］，本实验结果与之相符。本实验中，红花

注射液也抑制 ＮＦκＢ的激活，笔者认为，红花注
射液可以减轻肝脏的 ＩＲＩ，至少部分是通过抑制
ＮＦκＢ，从而下调前炎性因子 ＴＮＦα，ＭＩＰ２和
ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ的表达这一途径实现的，ＳＰＣ的作
用机制与 ＩＰＣ相似。而药物预处理［１８］具有相对

安全、方便及易于控制等优点。特别是中药预处

理因操作简单、作用环节多、效果好，具有非常广

阔的应用前景。因此，笔者认为，ＳＰＣ比 ＩＰＣ可能
更适合于临床应用。
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