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白术多糖对自体肝移植大鼠缺血再灌注损伤的影响
张培建1金成2郎 洁1 卜 平1张杰1 苏辉1孟中良1

摘要 目的探讨白术多糖(atractylodes macrocephalaon polysaccharide，AMP)对自体肝移植大鼠肝

脏缺血再灌注损伤(ischemia．reperfusion i．jury，IRI)的干预作用。方法SD大鼠随机分为假手术组、模

型组和白术多糖组，采用大鼠自体肝移植诱导IRI模型。造模后，给药组分别灌服相应的受试药物，假手

术组和模型组灌服等量的生理盐水。分别于术后1、6、24 h取血测定大鼠血清丙氨酸转氨基酶(ALT)、

天门冬氨酸转氨基酶(AST)、总胆红素(TBIL)、直接胆红素(DBIL)含量；ELISA法测定大鼠血清

丙二醛(MDA)、超氧化物歧化酶(SOD)含量；取固定部位肝组织做病理组织学检查；免疫组化方法

检测肝组织中NF．K B的表达。结果模型组NF．K B蛋白表达增强，白术多糖组与模型组比较明显减弱

(P<O．05)；白术多糖能明显提高SOD的含量，并降低大鼠血清中ALT、AST、TBIL、DBIL及MDA含量；

病理组织学检查结果显示白术多糖组肝脏淤血、肿胀程度明显轻于模型组；肝细胞变性坏死程度，汇管

区炎症细胞浸润程度也明显轻于模型组。结论 白术多糖可减轻自体肝移植大鼠肝脏IRI，其作用机制可

能与其抑制NF．K B表达、干扰氧自由基对肝细胞膜的破坏，促进降酶及减轻形态学损伤有关。
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ABSTRACT Objective To explore the effect of atractylodes macrocephalaon polysacchaddes(AMP)intervention

for reducing liver ischemia／reperfusion(I／R)injury in rats after orthotopic liver autotransplantation．Methods SD陷tI，

R injured model was established by liver autotransplantation．SD rats were randomly divided into three groups：the

model group。the AMP group and the sham-operated group．They were infused with saline。AMP and saline respectively

after operation，and killed in batches at different time points(1，6 and 24 h after operation)，for determining blood levels

of alanine aminotransferase(ALT)，total bilirubin(TBIL)，direct bilirubin(OBIL)，aspartate aminotransferase(AST)，

superoxide dismutase(SOD)and maIondiaIdehyde(MDA)，and detecting the expression of nuclear factor kappa—B

(NF-KB)in liver tissue by immunohistochemical method．The pathological examination of liver was performed as

well．Results Compared with the model group，in the AMP group at any time points after operation，the serum levels

of ALT，AST,DBIL，TBIL and MDA were lower and of SOD were higher(P<O．05)i the elevated expression of NF-KB

was weakened(P<O．05)，and the pathologic changes(1iver congestion。swelling，hepatocyte necrosis and portal area

inflammation celI infiltration)were Iessened．Conclusion AMP could reduce the post-transplantation Iiver I／R injury in

rats，which might be associated with its effects on inhibiting NF-KB expression，intervening membrene destruction of liver

cells by free oxygen radicals。suppressing enzyme，and alleviating morphological damages of liver．

KEYWCIRD atractylodes macrocephalaon poIysaccha r．des：ischemia／reperfusion injury；liver；Chinese drug；

nuclear factor kappa-B

中医学认为，肝藏血，心行血，人动则血运于
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诸经，人静则血归于肝脏。现代医学认为，肝脏是对

缺血缺氧极为敏感的器官，肝血流阻断后，肝细胞和

肝内各种细胞的能量很快耗尽，肝组织在缺血状态

下发生的这种损伤即缺血性损伤，当肝脏血流恢复灌

注后，就会发生直接影响肝脏活力的更为严重的再

灌注损伤，对临床肝移植患者的肝实质损伤影响非

常大。寻找有效方法减轻这种再灌注损伤一直是肝脏

外科领域的研究热点。白术性温，．具有健脾益气、燥
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湿利水、止汗安胎等功效[1】，白术多糖(atractylodes

macrocephalaon polysaccharide，AMP)是从白术根茎中

提取的多糖类物质，是白术的主要活性成分之一。既

往实验表明白术多糖具有抗氧化、减轻病毒性肝损伤

的功效12，31。本研究通过自体肝移植模型建立移植肝的

再灌注损伤(IRI)状态，以探讨白术多糖减轻移植肝

实质损伤的具体功效。

材料与方法

1 白术多糖的制备取生白术粉末(生白术饮

片，产地：浙江，批号：0705 l 6，购自安徽丰原铜

陵中药饮片有限公司。将其粉碎成粉末状，过20目

筛)，‘JJn5倍量的75％乙醇90℃回流提取，沸腾后30

min后调水浴锅温度至80℃，提取2 h，弃去提取液，

重复2次。残渣挥干至无醇味。将回流提取过的粉末以

5倍水煎煮，武火煮沸后15 min改文火30 rain，收集水

煎液，重复2次。合并3次水煎液，过滤水提液，水浴

锅80℃浓缩至含药材1 g／mL。再加乙醇至乙醇浓度为

75％醇沉2次，每次静置12 h，过滤，收集沉淀。60℃

真空干燥箱内干燥，即得多糖。400 g生白术粉末得粗

多糖浸膏96．875 g。

2动物及分组清洁级SD大鼠72只(扬州大学

动物实验中心提供)，雌雄不拘，鼠龄8．10周，体重

250—300 g，随机分为3组，每组24只。模型组于术前2

周持续蒸馏水灌胃，第15天行自体肝移植手术；白术

多糖组于术前2周持续给予白术多糖0．4 g／(kg·d)灌

胃【21，第15天行自体肝移植手术；假手术组仅行开腹，

分离肝门部即关腹。

3 动物模型制备 动物模型采取本研究室改良

而成的经门静脉灌注法大鼠自体肝移植模型14—1，手

术步骤如下：腹部正中切口进腹后逆时针方向游离肝

脏，在肝动脉、肠系膜上静脉和脾静脉汇合处上微血

管夹，用4号针头刺入门静脉(PV)，输入肝素盐水

(30 U／mL)5 mL，驱使肝内血液进入体循环。开始冷

灌注前，分别在肝上下腔静脉(SHVC)和肝下下腔静

脉(IHVC)上微血管夹，并在IHVC血管夹稍上方静脉

壁剪开约1 mm作灌注液流出道。微电脑静脉输液泵以

1．5 mL／min的速度缓慢持续灌注；经PV穿刺处灌注乳酸

林格液20 mL，灌注的同时用冰林格液浇注肝脏表面以

降温，供肝全部变为土黄色示灌注完成。灌注后拔出

穿刺针，9-0无损伤血管缝合线(prolene线)修SbPV穿

刺点，用8—0prolene线修卒bIHVC流出道，检查确认修

补成功后，分别松开各处微血管夹，结束无肝期，同

时用温热生理盐水浇注肝脏快速复温。正式取血取材

前由实验组成员配对练习该模型，稳定制备该模型时

间需1个月。

4观测指标及方法各组大鼠分别在术后l、6、

24 h处死，选取门静脉进行静脉采血，检测丙氨酸转氨

基酶(ALT)、天门冬氨酸转氨基酶(AST)、总胆红

素(TBIL)、直接胆红素(DBIL)；ELISA法测定血

清丙二醛(MDA)、超氧化物歧化酶(SOD)含量。取

肝脏左外叶置于10％甲醛溶液中固定，常规石蜡包埋，

切片(片厚6¨in)，HE染色，普通光学显微镜下观察

组织形态学改变。

5 NF．K B免疫组织化学检查SABC法，试剂购

自武汉博士德公司，以镜下细胞膜／细胞浆中有棕黄色

颗粒为阳性，以透光度比值大小代表染色强度，比值越

小，表达强度越强。

6统计学处理实验数据以孑±s表示，采用方

差分析及两两比较的q检验；采用SPSS 11．0统计软件包

进行分析，以R 0．05为差异有统计学意义。

结 果

l各组不同时段血清ALT和AST水平比较(表1)

模型组血清ALT和AST于术后1 h开始升高，均明显高于

假手术组，差异有统计学意义(P<0．05)；白术多糖组

血清ALT和AST皆明显低于模型组，差异有统计学意义

(P<0．05)。

2各组不同时段血清TBIL及DBIL水平比较(表

2)模型组血清TBIL和DBIL术后l h开始升高，明显高

于假手术组，差异有统计学意义(P<O．05)。白术多糖

组血清TBIL和DBIL皆明显低于模型组，于6 h时两者差

异最为显著，差异有统计学意义(P<0．05)。

3各组不同时段MDA和SOD的含量表达比较

表1各组不同时段ALT及AST水平比较(U／L，i±s)

组别 刀———————————型墨————————————一———————————!翌二—————————一I h 6h 24 h 1 h 6 h 24 h

假手术 8 52．50±7．09 54．504-8．94 55．00±7．45 140．75±15．32 143．504-16．57 141．134-13．67

模型8 619．75±28．84。 1032．38 4-29．02’ 546．13士27．75’828．13士35．53’ 1247．88 4-41．16‘ 791．75 4-30．44‘

白术多糖8 347．38±27．274 984．134-28．500 172．254-20．23a 582．13±28．360 1017．504-38．514 548．504-44．490

，值 1 188．249 4203．13l 1279．175 1530．124 2360．40 838．612
一

注：与假手术组同期比较。’P<0．05；与模型组同期比较，oP<0．05
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表2各组不同时段TBIL及DBIL水平比较(斗mol／L，孑士s)

组别 口

假手术8 2．03±0．18 2．08±0．15 2．08±0．14 1．16±0．17 1．20 4-0．13 1．21±0．19

模型 8 3．62±O．18‘ 4．71±O．24‘ 3．90±O．16’ 2．59±O．15’ 3．46±O．21+ 2．71 4-0．20‘

白术多糖 8 2．47±0．18△ 2．94 4-O．19△ 2．34±0．21△ 1．58．4-0．21△ 2．03±0．16凸 1．45±0．18凸

，值 159．370 360．401 258．061 136．342 370．941 144．170

注：与假手术组同期比较，≯<0．05；与模型组同期比较，6P<0．05

表3各组不同时段MDA和SOD水平比较(U，L，i±s)

组别 n

假手术 8 1．72 4-0．18 1．72±o．18 1．72±0．18 494．79士110．17 494．79±110．17 494．79±110．17

模型 8 10．94 4-4．18’ 9．71±3．24’ 9,90±3．16‘ 314．35．±80．15+ 325．46±82．21+ 334．71±81．20’

白术多糖 8 6．56±2．18△ 6．94±2．19△ 6．09±2．21
ZX

443．68±97．21A 452．03±98．16zx 455．45 4-98．18△

注：与假手术组同期比较，’P<0．05；与模型组同期比较，oP<0．05

(表3) 模型组MDA自术后1 h起皆明显高于假手术

组，差异有统计学意义(P<0．05)。白术多糖组血清

MDA皆低于模型组，差异有统计学意义(P<0．05)。

模型组SOD明显低于假手术组，差异有统计学意义

(P<0．05)；白术多糖组血清SOD高于模型组，差异有

统计学意义(P<0．05)。

4各组不同时段NF．K B表达比较(表4)模型组

与假手术组比较，NF-K B表达明显增加，差异有统计

学意义(P<0．05)。白术多糖组与模型组比较，NF．K B

表达明显减少，差异有统计学意义(P<0．05)。

表4各组不同时段NF—K B的表达比较(i±s)

注：与假手术组同期比较。?P<0．05；与模型组同期比较，△P<0．05

5肝组织显微结构的变化(图1)光镜下，术后

1h可见自体肝移植组中央静脉周围肝细胞明显淤血、

肿胀，肝血窦变窄，未见明显肝细胞变性坏死，汇管区

细胞肿胀较中央静脉周围为重，可见急性淋巴细胞浸润

(图A)；白术多糖组自体肝移植中央静脉周围肝细胞

轻度水肿，汇管区肝细胞未见明显变性，肝窦内可见残

存血细胞(图B)。6 h可见自体肝移植组中央静脉周围

肝细胞中重度水肿，局部可见气球样变性，肝血窦明显

变窄、淤血，汇管区周围肝细胞重度水肿，可见炎性细

胞浸润(图C)，白术多糖组自体肝移植肝细胞轻度水

肿，未见明显肝细胞变性、坏死(图D)。24 h后自体肝

移植组可见肝小叶结构基本完整，肝细胞淤血水肿较比

l、6 h好转，可见部分肝细胞发生凝固性坏死，汇管区

未见纤维组织增生(图E)，白术多糖组自体肝移植肝

细胞形态基本正常，肝细胞仅表现轻度水肿(图F)。

注：A为肝移植组术后l h．肝细胞中度水肿淤血；B为白术多糖组术后1 h，肝细胞轻度水肿；C为肝移

植组术后6 h，肝细胞重度水肿；D为白术多糖组术后6 h，肝细胞轻度水肿；E为肝移植组术后24 h，肝细胞

凝固性坏死；D为白术多糖组术后24 h。肝细胞轻度水肿

图1各组大鼠肝细胞图像(HE，×400)
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讨 论

肝血流阻断后，肝细胞的能量很快被耗尽，肝组

织在缺血状态下发生的这种损伤即缺血性损伤，当肝脏

血流恢复灌注后，就会发生直接影响肝脏活力的更为严

重的再灌注损伤。中医学认为，对血的运行作用最为关

键的是心、肝、脾三脏，心主行血，主导血液的运行，

肝主藏血，具有涵养肝气，调节血量的作用，脾主统

血，具有统摄血液运行脉内的作用。在上述病理生理过

程中，缺血造成心血运行不畅，继而影响肝对血液、精

微、湿浊的正常代谢，即藏血不利、疏泄不及，继发精

血不足而湿浊太过，肝病及脾，脾失健运，统摄失司。

待血流再灌注后即心阳过亢，引动肝疏泄太过，继发湿

浊化热，或痰浊凝滞。表现为腹胀、恶心等一般消化系

统症状及肝功能损害、黄疸等，甚至出血、腹水、肝性

脑病等。故在治疗上当循医圣仲景之言： “见肝之病，

知肝传脾，当先实脾”。

IRI所引起的氧自由基急剧升高是其诱发肝损伤的

主要病理学基础，它可引起细胞生物膜不饱和脂肪酸发

生脂质过氧化反应，从而导致肝损伤。SOD可以清除氧

自由基，保护细胞免受损伤，对机体的氧化与抗氧化平

衡起着至关重要的作用161。MDA则是脂质过氧化反应的

最终产物，可以间接反映机体细胞受自由基攻击的严重

程度i71。通过本研究，我们发现自术多糖能明显提高肝

脏中SOD的表达含量，并降低MDA水平，在一定程度上

抑制了氧自由基对肝细胞膜的破坏，从而减弱了IRI对

肝组织的侵袭力。

NF-K B作为一种重要的核转录因子，它能影响白

细胞介素一1(IL一1)，肿瘤坏死因子-仅(TNF-d)，细

胞黏附分子．1(ICAM．1)等细胞因子及黏附分子的基

因表达Is]。而后者可使中性粒细胞在病灶局部的聚集造

成肝脏的炎症性损伤。本研究结果显示肝脏缺血再灌注

时，NF．K B的表达明显增强，表明NF．K B的确参与了

肝脏IRI时一些细胞因子的表达调控，而白术多糖正是

通过减弱肝组织NF．K B表达，从而削弱了其下游炎性

细胞因子对肝脏IRI的作用。

纵观古今方剂中，健脾妙药当属一味白术。白术

之功，在于既能利湿以助气，又可健脾以补血，在中

医药治疗领域，白术历来有很好的保肝作用，对各型

病毒肝炎引起的酶学升高均有较好的促降作用【91。本研

究发现IRI后的肝功能于术后1 h开始升高，6 h达到顶

峰，随后下降；而应用AMP处理后的肝酶指标则明显

降低，说明其对IRl也具有明显的降酶实效。近年来，

还有一些学者发现AMP可以发挥对实验性肝损伤的保

护作用口I，我们借鉴了其实验经验，将形态学的对比应

用到实验中，发现模型组的肝组织在光镜下的形态学

表现均严重于白术多糖组，从酶学和形态学上也说明

白．术多糖可以减轻自体肝移植后的肝IRI。本实验对白

术护肝药用的研发以及对肝脏1RI的治疗提供了一定的

实验依据。
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