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炎症性细胞因子致肝脏缺血再灌注损伤

和丹参单体的保护作用!
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内容提要 目的：探讨肿瘤坏死因子!（*!+!）和白细胞介素 ,（-./,）在肝脏缺血再灌注损伤中的变化以

及水溶性丹参单体 01/(（简称 01/(）的作用。方法：建立人肝窦内皮细胞体外低温缺氧再氧化模型和大鼠离

体肝脏缺血再灌注损伤模型，以台盼蓝染色观察细胞损伤情况，用放免法分析透明质酸吸收率来反映肝窦内

皮细胞的功能，用 2.-34 方法检测肝窦内皮细胞产生的 *!+!和 -./, 水平，以胆汁流出速率和 4.*、43*、.56
的变化反映肝脏功能。结果：低温缺氧再氧化期间，肝窦内皮细胞的死亡率随着时间的增加而增加，*!+!和

-./, 的释放也随之增加，但肝窦内皮细胞的功能下降；肝窦内皮细胞死亡率分别与 *!+!和 -./, 的释放呈正

相关（ ! 7 %8)9)，" : %8%; 和 ! 7 %8,)’，" : %8%;）。加入 *!+!抗体低温缺氧再氧化 <= 的内皮细胞死亡率降

低；重组 *!+!处理的肝窦内皮细胞死亡率明显增加；离体大鼠肝脏的功能随低温保存和再灌注时间的增加

而降低；01/( 能明显降低人肝窦内皮细胞的死亡率及 *!+!和 -./, 的释放，同时可以减轻离体大鼠肝脏的缺

血再灌注损伤。结论：*!+!直接参与肝窦内皮细胞的缺血再灌注损伤，01/( 可能通过抑制 *!+!和 -./, 的

途径来减轻肝脏缺血再灌注损伤。
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肝移植手术后最严重的一种并发症是原发性移植 肝脏功能障碍，产生这种并发症的主要原因是缺血再

灌注损伤，其中肝窦内皮细胞是肝脏缺血再灌注损伤

的主要靶细胞（(）。丹参作为一种重要的活血化瘀药，

在缺血再灌注损伤中清除自由基、拮抗钙离子、保护线

粒体功能等作用虽有很多报道，但在肝脏缺血再灌注
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损伤中丹参制剂与肿瘤坏死因子!（!"#!）和白细胞介

素$%（&’$%）的关系国内外尚未见报道。本研究观察肝

脏缺血再灌注损伤中 !"#!和 &’$% 是否发生变化，水

溶性丹参单体 ()$*（简称 ()$*）是否可以保护肝脏缺

血再灌注损伤及可能的作用途径。

材料和方法

* 动物 健康 +, 雄性大鼠（- 级）-. 只，体重

（--. / -0）1，购自北京实验动物中心。

- 药品与试剂 ()$* 由中国医学科学院血液病

研究所刘杰文研究员提供；’)+ 为 +2134 产品；5)(&$
*67. 干粉为 829:; 产品；人重组 !"#!和抗人 !"#!抗

体为 5<, 产品（-*.$!=$.*. 和 (=>6*.）。

? 肝窦内皮细胞缺血再灌注实验模型制备及分

组

?@* 人肝窦内皮细胞系 由本所娄晋宁博士提

供。此细胞系经 %. 次以上的传代，仍保留有肝窦内皮

细胞特有的形态和功能特征（-），这种细胞系与原代肝

窦内皮细胞一样，对缺血再灌注损伤的敏感性很高。

?@- 实验分组 将肝窦内皮细胞接种在 -7 孔培

养板中，细胞长满后，换用无胎牛血清、无酚红的培养

液，内含透明质酸 *A1 B 3C。实验设阴性对照组（简称 5
组）、低温缺氧组（简称 D 组）、复温再氧化组（简称 D$5
组），其中 D$5 组按再氧化时间的不同又分为 -、7、6E
的 ? 个亚组（简称 D$5 -E 组、D$5 7E 组、D$5 6E 组）以

及 ()$* 组（给 ()$* ?."1 B 3C），另外 D$5 组换用的培养

液中加入 !"#!的抗体（*"1 B 3C），以便验证 !"#!在冷

缺血再灌注损伤中的作用。在 5 组加入重组人 !"#!
（0..F1 B 3C），观察 !"#!对肝窦内皮细胞的毒性作用。

5 组继续在 ?GH温箱内培养 ?.E；其他组则进入低温

缺氧和再氧化条件（将培养板转入 7H冰箱内密闭的

干燥器中，利用烛火耗尽氧气以造成低温缺氧环境并

维持 -7E，取出培养板后立即转入 ?GH，通有 I0JK-、

0JLK- 的培养箱来模拟再灌注条件）。实验结束后，

取培养上清分别用于 !"#!和 &’$% 以及透明质酸的检

测，另取培养上清 0.."C 用于粒细胞游走实验。

7 肝窦内皮细胞损伤的观察和功能测定

7@* 内皮细胞损伤的观察 用 .@0J台盼蓝染色

来区别细胞的死活，死亡细胞被染成蓝色，而存活细胞

不被染色，032A 后镜下计数。

7@- 内皮细胞的功能测定 透明质酸广泛分布

在全身结缔组织中，代谢产生的透明质酸可以特异性

地被肝窦内皮细胞摄取并利用（利用这一特点，可以用

透明质酸吸收率很好地反映肝窦内皮细胞的功能），采

用上海海军医学研究所提供的透明质酸及其放免试剂

盒检测透明质酸的浓度，严格按说明书进行，用 ’M>
*-G- 型#计数仪进行检测。透明质酸吸收率（F1·3CN *

·EN *）O（实验前透明质酸浓度 N 实验后透明质酸浓

度）B培养时间。

0 !"#!和 &’$% 的测定 使用 5<, 公司的 P’&+=
试剂盒，按说明书进行测定，用 (!)$?- 酶标仪检测各

组的 K, 值。

6 粒细胞游走实验 取健康成人外周血，以明胶

沉降红细胞，按密度梯度离心方法分离粒细胞，混杂的

红细胞用注射用水来破坏，最后用培养液悬起粒细胞

并计数。台盼蓝染色证明粒细胞存活率大于 I0J；

?GH、0J LK- 培养 ?E 未见存活率的降低；82Q3R4 染色

鉴定粒 细 胞 的 纯 度 大 于 I.J。取 各 组 培 养 上 清 各

.@03C 加入 -7 孔板，然后将滤膜孔径为 ?"3 的细胞培

养插入器（L;RS4T）放入 -7 孔板，再将 - U *.0 的粒细胞

接种到细胞培养插入器，?GH、0J LK- 培养 *E 后，取

出 -7 孔板内的所有培养液，离心后计数各孔内粒细胞

的数量。

G 离体大鼠肝脏缺血再灌注实验

G@* 肝脏的获得和实验分组 实验大鼠随机分

为缺血再灌注对照组（简称对照组）和 ()$* 处理组（简

称 ()$* 组），每组 *. 只。腹腔注射戊巴比妥钠 0.31 B
V1 麻醉大鼠后，按常规方法（?）分离肝脏，小心获得大鼠

肝脏并称重。对照组的离体肝脏直接以 MD> 缓冲液

来保存和灌流；()$* 组则在实验前 ? 天连续每天腹腔

注射 ()$* %.31 B V1，实验中将 ()$* 加入 MD> 缓冲液

至 ?."1 B 3C，用于低温保存和再灌注。

G@- 肝脏的低温保存和复温再灌注 离体大鼠

肝脏在含有或不含有 ()$* 的 7H MD> 缓冲液内保存

-7E，然后移入 ?GH温箱中，用 I0JK- 和 0JLK- 饱和

的 MD> 缓冲液 *...3C，以非循环方式经门静脉灌注

（*3C·1N *·32AN *）；复温再灌注期间分别于 ?. 和 6.32A
取灌流液 *3C，用 D&!=LD& G*G.= 自动生化分析仪检测

谷丙转氨酶（=’!）、谷草转氨酶（=+!）及乳酸脱氢酶

（’,D）的变化。在灌注液剩余 *..3C 时，加入台盼蓝，

并继续灌注。实验结束后，迅速以福尔马林固定，用于

形态学检查。

% 统计学方法 各组均数差异的显著性用 +SW$
XQAS 双尾 ! 检验。两组数据进行 )Q4TR;A 相关分析。

结 果

* 人肝窦内皮细胞缺血再灌注损伤的变化以及

()$* 的保护作用
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!"! 各组肝窦内皮细胞死亡情况 见表 !。肝

窦内皮细胞死亡率随低温缺氧和再氧化时间的增加而

增加，呈明显的时间依赖性。#$%! 组内皮细胞死亡率

显著降低（与 &%’ () 组比较，! * +"+!）。

!", 各组肝窦内皮细胞功能（以透明质酸吸收率

表示）的测定结果 见表 !。肝窦内皮细胞的透明质

酸吸收率在低温缺氧保存时即开始降低，复温再氧化

期间更加明显。#$%! 组透明质酸吸收率明显提高（与

&%’ () 组比较，! * +"+-）。

!". 各组肝窦内皮细胞中 /01!和 23%4 测定结果

见表 !。低温缺氧再氧化以时间依赖的方式诱导肝

窦内皮细胞释放 /01!和 23%4。#$%! 组 /01!和 23%4
的释放明显减少（与 &%’ () 组比较，! * +"+-）。

内皮细胞死亡率的平均数分别与 /01!和 23%4 释

放的平均数之间呈正相关（ " 5 +"676，! * +"+- 和 " 5
+"46,，! * +"+-，见图 ! 和图 ,）。

!"7 各组粒细胞游走数量的测定结果 见表 !。

’ 组跨膜游走的粒细胞数量很少，&%’ 各时间段组游

走的粒细胞随时间的增加而增加（! * +"+-），#$%! 组

游走的粒细胞显著减少（与 &%’ () 组比较，! * +"+-）。

!"- /01!在肝窦内皮细胞缺血再灌注损伤中的

作用 加入抗人 /01!单克隆抗体后 &%’ () 组的细胞

死亡率由（8-". 9 6",）:降低到（.("- 9 -",）:，两者比

较差异有显著性（! * +"+!）。重组人 /01!（-++;< = >?）
可使 48:的肝窦内皮细胞死亡。

, 离体大鼠肝脏缺血再灌注损伤和 #$%! 的保护

作用

,"! 各组离体大鼠肝脏损伤的病理形态 对照

图 ! /01!释放的平均数与肝窦内皮细胞死亡率关系

图 , 23%4 释放的平均数与肝窦内皮细胞死亡率关系

组肝组织损伤严重，肝窦内皮细胞脱落明显，肝细胞水

样变性和小叶周边区的肝细胞脂肪变性明显，少部分

区域出现肝板破坏，肝细胞坏死，死亡的肝窦内皮细胞

和肝细胞数量较 #$%! 组明显增多。#$%! 组的肝组织

结构保存良好，部分内皮细胞变圆，少数发生脱落，每

个高倍视野中的内皮细胞数量高于对照组（图略）。

,", 两组离体大鼠肝脏功能的测定结果 见表

,。#$%! 组的 @A/、@3/ 和 3B& 释放量明显低于同期

对照组（! * +"+- 或 ! * +"+!）。(+>CD 时胆汁流出速

率 #$%! 组明显高于同期对照组（! * +"+-）。

,". 两组大鼠灌流液 /01!和 23%4 测定结果 见

表 ,。#$%! 组的灌流液中 /01!和 23%4 含量明显低于

同期对照组（! * +"+- 或 ! * +"+!）。

表 ! 各组肝窦内皮细胞缺血再灌注损伤的变化和 #$%! 的保护作用 （!# 9 $）

组别 % 内皮细胞死亡率
（:）

透明质酸吸收率
（;<·>? E !·)E !）

内皮细胞 /01!
（FB 值）

内皮细胞 23%4
（FB 值）

游走的粒细胞数
（ G !+7）

’ !+ 7"4 9 ,". !+"( 9 +"( +"-! 9 +"+( +"(6 9 +"+8 +"4! 9 +",,

& !+ 7!"+ 9 (","" 4"4 9 +"6" +"(6 9 +"!- +"4. 9 +"+- ."78 9 !"+("

&%’ ,) !+ (,"4 9 6"!"" 4", 9 +"6" +"8! 9 +"!. +"64 9 +"!!" 7".. 9 !"84"

&%’ 7) !+ (6"- 9 8"-"" 4"7 9 +"6" +"4( 9 +"!(" !".. 9 +"!," -"(- 9 !"6."

&%’ () !+ 8-". 9 6","" 4", 9 +"6" +"46 9 +"!-" !".8 9 +"!("" 8"-+ 9 !",!"

#$%! !+ !6". 9 -",## 6"6 9 !".# +"(7 9 +"!.# +"86 9 +"!!# !"!8 9 +"!("#

注：与 ’ 组比较，"! * +"+-，""! * +"+!；与 &%’ () 组比较，#! * +"+-，##! * +"+!
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表 ! 两组离体大鼠肝脏功能的变化及灌流液中 !"#!和 $%&’ 测定结果比较 （!! ( "）

组别 #
胆汁流出速率

（")·*+ ,·-./+ ,）

01! 0%! %23
（4 5 %）

灌流液中 !"#! 灌流液中 $%&’
（62 值）

对照 ,7 87-./ 79,: ( 797, ;,98 ( ’9< =;9, ( =98 ,7798 ( ’9, 79=’ ( 797> ,9=> ( 798,
=7-./ 797’ ( 797, ’;9? ( ;98 ’89> ( =9: ’,79? ( >’98 79’? ( 79,; ,9>: ( 798’

@A&, ,7 87-./ 79,> ( 7978 <>9: ( 89=" 8>9’ ( ;9<" :,9; ( ?9="" 79:< ( 797?" ,9,8 ( 79,="

=7-./ 79,? ( 797<" :’9; ( =9<" :,9’ ( ?9=" 8>89= ( ;=9>"" 79?, ( 797>"" ,98< ( 79<,"

注：与对照组同期比较，"$ B 797?，""$ B 797,

讨 论

微血管内皮细胞有一定的组织特异性，以往用脐

静脉内皮细胞来笼统地替代各种组织的内皮细胞进行

研究缺乏特异性，因此利用特定的微血管内皮细胞来

研究特定组织或器官的病变有独特的优势。

肝脏的枯否氏细胞是 !"#!产生的主要来源，但

缺血再灌注损伤可以诱导内皮细胞释放 !"#!，!"#!
一方面通过受体直接介导细胞的损伤，另一方面会进

一步诱导内皮细胞表达 $%&’ 和多种粘附分子，从而有

利于白细胞与内皮细胞的粘附和跨膜游走。$%&’ 作为

重要的趋化因子，它几乎可以趋化任何可游走的免疫

细胞。

中性粒细胞表面经常表达一定数量的选择素，借

助这些分子，中性粒细胞随血液流动时可以和活化的

内皮细胞粘附，但由于结合松弛和血流的冲击，粒细胞

边滚动边移行；在缺血再灌注期间，活化的内皮细胞通

过受体与 $%&’ 结合，中性粒细胞与结合 $%&’ 的内皮细

胞接触，进一步表达淋巴细胞功能抗原和巨噬细胞表

面抗原等粘附分子，这些粘附分子与相应的配体细胞

间粘附分子 , 牢固结合，使中性粒细胞停止滚动，这时

在趋化因子的作用下，粒细胞便可穿过内皮细胞进入

趋化因子表达区域。本灌注实验中虽然没有中性粒细

胞的参与，但在实际肝脏移植过程中，就很可能因为

$%&’ 的趋化作用使粒细胞游走到相应部位，并在局部

释放基质蛋白酶和丝氨酸蛋白酶以及自由基而加重肝

组织的损伤。

本实验结果显示：!"#!和 $%&’ 释放是肝脏缺血再

灌注损伤的重要因素，加入 !"#!的单克隆抗体，可见

内皮细胞死亡率明显地下降，而重组人 !"#!可促使

内皮细胞死亡，说明 !"#!是导致缺血再灌注损伤的

直接原因之一。抑制 !"#!和 $%&’ 的表达或释放将成

为减轻肝脏缺血再灌注损伤的重要靶点。水溶性丹参

单体 @A&, 通过抑制 !"#!和 $%&’ 的释放来减轻肝脏

缺血再灌注损伤。

（致谢：感谢娄晋宁博士提供的人肝窦内皮细胞系及刘杰

文研究员的鼎立相助）
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