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脂联素预处理对大鼠肝脏热缺血再灌注胆管损伤的保护作用

夏　洋，龚建平　　（４０００１０重庆，重庆医科大学附属第二医院肝胆外科）

　　［摘要］　目的　观察脂联素对肝脏热缺血再灌注胆管损伤的保护作用及其对细胞凋亡的影响，探讨其中可能的保护
机制。方法 　将３６只大鼠按随机数字表法分为３组：空白组、缺血再灌注组、脂联素处理组，每组１２只。术后３、６、１２、２４ｈ
采取血清及肝组织，采用ＥＬＩＳＡ法分别测定血液中 ＩＬ６浓度及 ＴＮＦα浓度；ＰＣＲ法测胆管组织 ＩＬ１０及 ＴＮＦαｍＲＮＡ；
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组ｃａｓｐａｓｅ３蛋白含量；ＴＵＮＥＬ法测定各组胆管细胞凋亡情况；测定血清谷丙转氨酶（ＡＬＴ）、碱性磷
酸酶（ＡＬＰ）浓度、总胆红素（ＴＢＩＬ），并进行肝脏组织病理学检查。结果　 再灌注６ｈ后缺血再灌注组血清 ＡＬＴ、ＡＬＰ、
ＴＢＩＬ、ＴＮＦα和ＩＬ６水平为（３２１５．００±１０９．１２）、（３２６．６７±３０．５５）、（９．４７±０．７６）、（２５２．１０±１０．５６）、（６６．７２±２．７９），脂
联素处理组相应水平为（２３９７．００±４３０．１９）、（２６４．３３±２７．０６）、（５．２３±０．９１）、（９５．９６±５．６５）、（２９．２２±１．３３），两组间
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。再灌注６ｈ后，脂联素处理组组织炎症因子ＴＮＦαｍＲＮＡ明显低于缺血再灌注组［（１．９３±
０２８）、（２．７７±０．３０）］，ＩＬ１０ｍＲＮＡ明显增高［（３．０３±０．２７）、（１．６５±０．２０）］，胆管细胞凋亡明显减少（Ｐ＜０．０５）。缺血
再灌注组与脂联素处理组的ｃａｓｐａｓｅ３相对蛋白表达水平分别为 （７３．２６±７．２１）和（４２．４８±３．３７），胆管细胞凋亡指数的
水平差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　 大鼠肝脏缺血再灌注后胆管损伤加重，脂联素降低炎症反应，减少胆管细胞
凋亡，对缺血再灌注后胆管损伤有一定保护作用。
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　　［中图法分类号］　Ｒ３２２．４７；Ｒ３６４．１２；Ｒ６５７．４　　 ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　重庆市卫生局自然科学基金（２０１１ＣＣ０５１０）

［通信作者］　龚建平，Ｅｍａｉｌ：ｇｏｎｇｊｉａｎｐｉｎｇ１１＠１２６．ｃｏｍ

［优先出版］　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／５１．１０９５．Ｒ．２０１４０４２８．１７４８．００２．ｈｔｍｌ（２０１４０４２８）

Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇｏｎｂｉｌｅｄｕｃｔｉｎｊｕｒｙｉｎｒａｔｓａｆｔｅｒ
ａｃｕｔｅｗａｒｍｈｅｐａｔｉｃｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ
ＸｉａＹａｎｇ，ＧｏｎｇＪｉａｎｐｉｎｇ（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＨｅｐａｔｏｂｉｌｉａｒｙＳｕｒｇｅｒｙ，ＳｅｃｏｎｄＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌ，ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，
４０００１０，Ｃｈｉｎａ）

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎｏｎｌｉｖｅｒｗａｒｍｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ
ｉｎｊｕｒｙ（ＩＲＩ）ａｎｄｏｎｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｂｉｌｅｄｕｃｔｃｅｌｌｓｉｎｒａｔｓ，ａｎｄｃｌａｒｉｆｙｉｔｓｐｏｓｓｉｂｌｅｍｅｃｈａｎｉｓｍ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＳＤ
ｒａｔｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ３ｇｒｏｕｐｓ（ｎ＝１２ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ），ｓｈａｍｇｒｏｕｐ，ＩＲＩｇｒｏｕｐａｎｄａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ
ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ（６０μｇ／ｋｇｂｅｆｏｒｅＩＲＩ）．Ｂｌｏｏｄａｎｄｈｅｐａｔｉｃｔｉｓｓｕｅｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｈａｒｖｅｓｔｅｄａｔ３，６，１２ａｎｄ
２４ｈａｆｔｅｒｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ．Ｓｅｒｕｍｌｅｖｅｌｓｏｆｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα（ＴＮＦα）ａｎｄｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６（ＩＬ６）ｗｅｒｅ
ｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＥＬＩＳＡ．ＴｈｅｉｒｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｉｎｂｉｌｅｄｕｃｔｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＰＣＲ．ＴＵＮＥＬｔｅｃｈｎｉｑｕｅｗａｓ
ｃａｒｒｉｅｄｏｕｔｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｂｉｌｅｄｕｃｔｔｉｓｓｕｅｓ．Ｃａｓｐａｓｅ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓ．Ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｓｅｒｕｍａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ（ＡＬＰ），ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（ＡＬＴ）ａｎｄｔｏｔａｌ
ｂｉｌｉｒｕｂｉｎｗｅｒｅｄｅｔｅｉｔｅｄ，ａｎｄｔｈｅｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｈｅｐａｔｉｃｔｉｓｓｕｅｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａｆｔｅｒ
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ６ｈ，ｓｅｒｕｍｌｅｖｅｌｓｏｆＡＬＴ，ＡＬＰ，ＴＢＩＬ，ＴＮＦαａｎｄＩＬ６ｗｅｒｅ３２１５．００±１０９．１２，３２６．６７±
３０５５，９．４７±０．７６，２５２．１０±１０．５６，ａｎｄ６６．７２±２．７９ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎＩＲＩｇｒｏｕｐａｎｄ２３９７．００±４３０．１９，
２６４．３３±２７．０６，５．２３±０．９１，９５．９６±５．６５，ａｎｄ２９．２２±１．３３ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅｒｅｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎ２ｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｂｕｔａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎｏｂｖｉｏｕｓｌｙｒｅｄｕｃｅｄＴＮＦαｍＲＮＡ（１．９３±０．２８ｖｓ２．７７±０．３０，Ｐ＜０．０５），ｉｎｃｒｅａｓｅｄＩＬ１０ｍＲＮＡ
（３．０３±０．２７ｖｓ１．６５±０．２０，Ｐ＜０．０５），ａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｄａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｓｉｎｂｉｌｅｄｕｃｔｔｉｓｓｕｅｓｗｈｅｎｃｏｍｐａｒｅｄ

７７５１
第３６卷第１５期
２０１４年８月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．１５
Ａｕｇ．１５　２０１４



ｗｉｔｈＩＲＩｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆｃａｓｐａｓｅ３（７３２６±７．２１
ｖｓ４２．４８±３．３７，Ｐ＜０．０５）ａｎｄａｐｏｐｔｏｔｉｃｉｎｄｅｘｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＩＲＩｇｒｏｕｐａｎｄａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ
（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＨｅｐａｔｉｃＩＲＩｅｎｈａｎｃｅｓｔｈｅｉｎｊｕｒｙｏｆｂｉｌｅｄｕｃｔｓｉｎｒａｔｓ．Ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅ，ａｔｔｅｎｕａｔｅｓｂｉｌｅｄｕｃｔｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ａｎｄｐｌａｙｓａｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｉｎｔｈｅｂｉｌｅ
ｄｕｃｔｉｎｊｕｒｙａｆｔｅｒＩＲＩ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ；ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ；ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ；ｂｉｌｅｄｕｃｔｃｅｌｌｓ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＰｒｏｊｅｃｔｏｆＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｕｎｉｃｉｐａｌＨｅａｌｔｈＢｕｒｅａｕ（２０１１ＣＣ０５１０）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＧｏｎｇＪｉａｎｐｉｎｇ，Ｅｍａｉｌ：

ｇｏｎｇｊｉａｎｐｉｎｇ１１＠１２６．ｃｏｍ

　　肝移植是治疗终末期肝脏疾病的最佳治疗手段，
移植术后出现各种并发症仍然是阻碍移植肝脏存活的

重要因素。其中胆道并发症是最常见并发症之一，发

病率为１５％ ～４０％［１］。肝动脉血栓、热缺血再灌注、

冷缺血再灌注和免疫排斥被认为与胆道并发症有关，

其中热缺血再灌注被认为是引起胆管早期病变的最主

要原因［２］。研究胆道缺血再灌注损伤的发生，降低其

对胆管损伤的作用，对提高移植物的存活率和移植患

者生存率具有重要意义。

　　脂联素（ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ）是一种脂肪细胞分泌的细胞
因子，首先被认为在内分泌中发挥调节能量代谢的作

用［３］。近年，越来越多的研究发现其在消炎和抗凋亡

中的重要作用［４］。在心脏缺血再灌注损伤研究中发

现，脂联素对心脏缺血再灌注具有保护作用［５］。但对

于胆道损伤的作用，尚少见研究报道。本研究通过建立

大鼠缺血再灌注模型，用脂联素预处理方式观察脂联素

对缺血胆道病变的影响，探讨其可能的作用机制，以期

为肝移植术后胆道功能的恢复提供可能的药物治疗。

１　材料与方法

１．１　实验器材
　　脂联素购自Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司（编号：３１５２６），兔抗鼠ｃａｓｐａｓｅ
３多克隆抗体购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，ＴＵＮＥＬ细胞凋亡检测试剂
盒购自Ｒｏｃｈｅ公司，总蛋白提取试剂购自碧云天生物技术有限
公司，ＴＮＦα及 ＩＬ６ＥＬＩＳＡ试剂盒购自浙江联科公司，ＴＲＩｚｏｌ
购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＳｙｂｅｒＧｒｅｅｎＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ试剂盒购自
ＴａＫａＲａ公司。ＩＬ１０上游引物：５′ＣＴＴＴＣＡＣＴＴＧＣＣＣＴＣＡＴＣＣ
３′，下游引物：５′ＡＣＡＡＡＣＡＡＴＡＣＧＣＣＡＴＴＣＣＣ３′，扩增产物
２６５ｂｐ。ＴＮＦα上游引物：５′ＣＣＡＧＡＣＣＣＴＣＡＣＡＣＴＣＡＧＡＴＣＡ
３′，下游引物：５′ＧＧＡＧＧＣＴＧＡＣＴＴＴＣＴＣＣＴＧＧＴＡ３′，扩增产物
２９０ｂｐ。βａｃｔｉｎ上游引物：５′ＡＴＴＧＴＡＡＣＣＡＡＣＴＧＧＧＡＣＧ３′，
下游引物：５′ＴＡＴＣＣＡＧＧＧＡＧＧＡＡＧＡＧＧ３′，扩增产物４９０ｂｐ。

１．２　动物模型与分组
　　健康雄性ＳＤ大鼠３６只，体质量２２０～２５０ｇ，由重庆医科
大学实验动物中心提供，按随机数字表法分为３组（ｎ＝１２）：空
白组：仅行开关腹术，不行缺血再灌注手术；缺血再灌注组和脂

联素处理组：建立肝脏７０％缺血９０ｍｉｎ恢复灌注模型。脂联
素处理组：在行缺血再灌注术前门静脉注射人工合成脂联素

６０μｇ／ｋｇ。各组分别于３、６、１２、２４ｈ后取材待测，每组取１２只。

１．３　建立大鼠肝脏缺血再灌注模型
　　参照Ｐｅｒａｌｔａ等［６］建立７０％大鼠肝脏缺血再灌注模型：采
用乙醚麻醉，取上腹部正中切口进入腹腔，暴露肝门部，无创血

管夹钳夹肝左、中门静脉以及肝动脉，造成 ７０％的热缺血，
９０ｍｉｎ后松开血管钳恢复血流即行再灌注，于再灌注３、６、１２、
２４ｈ后抽取腹主动脉血标本。同时迅速取出相同部位肝组织标
本，一部分置液氮中保存，送－７０℃冰箱保存备用；另一部分组
织置于１０％中性福尔马林溶液固定１６～１８ｈ后，石蜡包埋。

１．４　血清谷丙转氨酶（ＡＬＴ）、谷草转氨酶（ＡＬＰ）、总
胆红素（ＴＢＩＬ）浓度测定

　　使用全自动生化分析仪测定不同时间点血清 ＡＬＰ、ＡＬＴ及
ＴＢＩＬ浓度，作为肝缺血再灌注术后胆道损伤的标志。

１．５　血清ＴＮＦα及ＩＬ６水平测定
　　采用ＥＬＩＳＡ法检测血清样本中 ＴＮＦα及 ＩＬ６水平，步骤
按试剂盒说明书进行。

１．６　胆管组织ＴＮＦα及ＩＬ１０ｍＲＮＡ水平测定
　　采用 ＲＴＰＣＲ法检测胆管组织样本中 ＴＮＦα及 ＩＬ１０
ｍＲＮＡ，参照试剂说明书操作，在 ＰＣＲ仪中，ＩＬ１０和 ＴＮＦα反
应条件：９４℃ ５ｍｉｎ预变性后，９４℃ ３０ｓ，６２℃ ３０ｓ，７２℃
３０ｓ，共３个循环后，再于７２℃延伸７ｍｉｎ。根据各基因的实
时扩增曲线和熔解曲线，取Ｃｔ值。

１．７　ＴＵＮＥＬ测量肝内胆管细胞凋亡水平
　　采用ＴＵＮＥＬ凋亡试剂盒检测各组胆管组织中的凋亡细
胞，步骤按试剂盒说明书进行。光学显微镜下观察凋亡细胞，

细胞核呈棕黄色为阳性细胞。每张切片随机选取５个高倍镜
视野（×４００）进行观察，计算凋亡指数（ＡＩ）。计算公式：ＡＩ＝
凋亡细胞数／总细胞数×１００％。

１．８　胆管上皮细胞内ｃａｓｐａｓｅ３水平检测
　　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测定分离再灌注 ６ｈ后胆管组织
ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达，作为衡量细胞凋亡程度的指标。细胞裂
解液裂解组织蛋白，蛋白提取盒提取组织蛋白，加热变性蛋白，

聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白质，电转膜至 ＰＶＤＦ膜，ＢＳＡ封
闭兔抗鼠ｃａｓｐａｓｅ３（１∶３００）、βａｃｔｉｎ多克隆抗体及二抗孵育，化
学发光剂显色。ＧｅｌＩｍａｇｉｎｇＳｙｓｔｅｍ（ＢｉｏＲａｄ）进行灰度分析。
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１．９　胆管组织形态学观察
　　取再灌注２４ｈ后包埋组织经过脱蜡、水化、染色、脱水、透
明、封片，光学显微镜下观察肝脏组织形态学变化，采集图像。

１．１０　统计学方法
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示。多组均
数间的比较采用单因素方差分析，组间比较采用单因素方差分

析和方差分析中均数的两两比较（ｑ检验和ＬＳＤ法）。

２　结果

２．１　血清酶学指标
　　除空白组外，缺血再灌注组和脂联素处理组血清 ＡＬＴ、
ＡＬＰ、ＴＢＩＬ浓度在不同的时间点不同。同一组内，在再灌注３ｈ
后ＡＬＴ、ＴＢＩＬ含量升高，再灌注６ｈ后达到最高，１２ｈ后下降，
２４ｈ后达到最低值；ＡＬＰ在１２ｈ后达到高峰。同一时相内，缺
血再灌注组和脂联素处理组 ＡＬＴ、ＡＬＰ、ＴＢＩＬ含量均高于空白
组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。与缺血再灌注组比较，脂
联素处理组ＡＬＴ、ＡＬＰ、ＴＢＩＬ含量明显降低，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。见表１。

２．２　ＴＮＦα及ＩＬ６水平
　　与空白组比较，缺血再灌注组和脂联素处理组各时点血清
ＴＮＦα及ＩＬ６的表达增高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。缺
血再灌注组组内ＴＮＦα及ＩＬ６的表达也随着再灌注时间的延
长而升高，并在６ｈ达到高峰，随后下降。脂联素处理组各时点
ＴＮＦα及ＩＬ６的表达较缺血再灌注组明显下降，差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。见表２。

２．３　组织ＴＮＦα及ＩＬ１０ｍＲＮＡ表达
　　与空白组比较，缺血再灌注组各时点血清ＴＮＦα的表达增
高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。在缺血再灌注组 ＴＮＦα的
表达也随着再灌注时间的延长而升高，并在６ｈ达到高峰，随后
下降，ＩＬ１０表达则相反。脂联素处理组各时点ＩＬ１０的表达较
缺血再灌注组明显升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见表３。

２．４　组织凋亡相关蛋白ｃａｓｐａｓｅ３的表达
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示，空白组、缺血再灌注组和脂联素处
理组 ｃａｓｐａｓｅ３相对蛋白表达水平分别为（８．１１±１．４４）、
（７３２６±７．２１）和（４２．４８±３．３７）。缺血再灌注组与脂联素处
理组 ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达较空白组上调，而脂联素预处理可明
显降低ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达（图１），差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。
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１：空白组；２：缺血再灌注组；３：脂联素处理组
图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测再灌注６ｈ各组大鼠胆管组织ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达

２．５　胆管细胞凋亡水平
　　空白组胆管凋亡细胞罕见。除空白组外，缺血再灌注组和
脂联素处理组组内不同时相点胆管组织细胞 ＡＩ值随时间延长
而增高，于再灌注６ｈ达到最高，２４ｈ达到最低值，与空白组相
比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。缺血再灌注组各时相点（除
２４ｈ时相点）ＡＩ值均高于脂联素处理组，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。见图２和表４。

表１　不同时相点３组大鼠ＡＬＴ、ＡＬＰ、ＴＢＩＬ表达的比较（Ｕ／Ｌ，ｎ＝１２，珋ｘ±ｓ）

ＡＬＴ ＡＬＰ ＴＢＩＬ
时相点

空白组 缺血再灌注组 脂联素处理组 空白组 缺血再灌注组 脂联素处理组 空白组 缺血再灌注组 脂联素处理组

３ｈ ３７．６７±１５．０４ １９６０．００±２０６．１６ａ１７９８．６７±２１７．２４ａ ９５．６７±４．１６ ２２６．６７±４７．２６ａ ２０８．６７±１８．７７ａｂ ０．３０±０．１０ ２．７０±０．４６ａ １．９３±０．１５ａ

６ｈ ３５．００±８．１９ ３２１５．００±１０９．１２ａ２３９７．００±４３０．１９ａｂ ８２．００±３．００ ３２６．６７±３０．５５ａ ２６４．３３±２７．０６ａｂ ０．１０±０．０６ ９．４７±０．７６ａ ５．２３±０．９１ａｂ

１２ｈ ４２．００±９．８５ ２０９３．３３±１７７．１１ａ１４６７．００±１６３．３７ａｂ ８４．３３±３．０６ ４１６．６７±４０．４１ａ ３５７．６７±３６．５６ａｂ ０．３０±０．１７ ３．７２±０．３４ａ ２．９０±０．２０ａｂ

２４ｈ ５２．００±１４．５３ ７８５．３３±１１０．１８ａ ５１５．００±５５．４４ａ ８５．６７±１．５３ ３８３．３３±２０．８２ａ ２９１．３３±２５．３２ａｂ ０．２０±０．０６ ２．０３±０．３１ａ １．６７±０．１５ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与空白组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与缺血再灌注组比较

表２　不同时相点３组大鼠ＴＮＦα、ＩＬ６表达的比较 （ｎｇ／Ｌ，ｎ＝１２，珋ｘ±ｓ）

ＴＮＦα ＩＬ６
时相点

空白组 缺血再灌注组 脂联素处理组 空白组 缺血再灌注组 脂联素处理组

３ｈ ７．３８±１．１１ １０４．６０±５．２０ａ ７６．２０±６．４９ａｂ ８．６７±３．３８ ４１．１４±５．７８ａ １９．４５±０．５６ａｂ

６ｈ ８．４３±１．１３ ２５２．１０±１０．５６ａ ９５．９６±５．６５ａｂ ７．６４±０．８０ ６６．７２±２．７９ａ ２９．２２±１．３３ａｂ

１２ｈ ６．２６±１．３１ １３３．３０±１１．４４ａ ７２．６１±１５．８１ａｂ ９．６９±０．９７ ３７．２０±３．８３ａ ２０．７８±０．９５ａｂ

２４ｈ ７．２９±１．９３ ４３．６３±２．８２ａ ３０．３１±０．９２ａ ９．７７±１．２７ ２４．００±１．９７ａ １３．５９±１．００ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与空白组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与缺血再灌注组比较

表３　不同时相点３组大鼠ＴＮＦα、ＩＬ１０ｍＲＮＡ表达的比较 （ｎ＝１２，珋ｘ±ｓ）

ＴＮＦαｍＲＮＡ ＩＬ１０ｍＲＮＡ
时相点

空白组 缺血再灌注组 脂联素处理组 空白组 缺血再灌注组 脂联素处理组

３ｈ １．０４±０．１０ １．６３±０．１４ａ １．５２±０．１３ １．０４±０．２０ １．９９±０．１７ａ ２．２８±０．１４ａｂ

６ｈ １．０１±０．０６ ２．７７±０．３０ａ １．９３±０．２８ａｂ １．０１±０．２３ １．６５±０．２０ａ ３．０３±０．２７ａｂ

１２ｈ １．０６±０．１６ １．９９±０．２６ａ １．６４±０．１２ａｂ １．０２±０．２３ １．２９±０．３０ ３．５４±０．１９ａｂ

２４ｈ １．０２±０．１０ １．８２±０．１６ａ １．５５±０．１４ａ １．０７±０．１０ ０．７５±０．１８ａ ３．８９±０．３４ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与空白组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与缺血再灌注组比较
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Ａ：空白组；Ｂ：缺血再灌注组；Ｃ：脂联素处理组

图２　光学显微镜观察再灌注６ｈ后３组大鼠胆管细胞凋亡变化　（ＴＵＮＥＬ×４００）
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Ａ：空白组；Ｂ：缺血再灌注组；Ｃ：脂联素处理组

图３　再灌注２４ｈ３组大鼠肝脏病理组织学变化　（ＨＥ×２００）

表４　３组大鼠再灌注不同时相点胆管细胞ＡＩ值变化 ［ｎ＝１２，（珋ｘ±ｓ）％］

组别 ３ｈ ６ｈ １２ｈ ２４ｈ
空白组 ０ ０ ０ ０

缺血再灌注组 １５．９２±５．５９ａ ３８．４９±１．５４ａ ２０．５４±２．０３ａ ８．８５±１．９３ａ

脂联素处理组 ９．７５±０．９１ａｂ ２３．７４±１．４４ａｂ １５．４９±０．８７ａｂ ６．００±０．４４ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与空白组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与缺血再灌注组同时间点比较

２．６　ＨＥ染色观察
　　光镜下空白组肝小叶结构规则，肝细胞、肝血窦正常，汇管
区胆管结构完整，无炎细胞聚集。缺血再灌注组肝内胆管可见

上皮细胞脱落，周围肝组织均有不同程度病理改变，如肝窦扩

张、瘀血及肝细胞肿胀变性等，部分肝小叶结构紊乱，中央静脉

周围出现大片的肝细胞坏死，汇管区内有中性粒细胞浸润。脂

联素处理组病理改变较缺血再灌注组明显减轻，肝小叶结构较

完整，肝细胞变性程度减轻，汇管区炎性浸润较轻，胆管上皮连

续完整，炎细胞浸润少。见图３。

３　讨论

　　近几十年来，移植领域的研究突飞猛进，但移植后
胆道并发症仍然是影响移植失败病死率的重要因素。

在众多胆道并发症中缺血性胆道疾病最为严重。胆道

的缺血再灌注损伤主要集中表现在对肝内胆管及其胆

管细胞的损伤［７］，其损伤发生和发展的机制尚未阐

明。目前有研究表明炎症因子在缺血再灌注损伤中具

有重要作用［８］。缺血再灌注期间和随后的炎性反应

是组织和器官受损的重要影响因素［９－１０］。缺血再灌

注中，由于血流阻断和代谢物堆积，可刺激并诱导炎性

细胞因子释放，从而导致ＴＮＦα、ＩＬ６等细胞因子为代
表的多种炎性介质表达继而导致组织和器官的损伤。

　　脂联素是一种有广泛生物功能的脂肪因子。越来
越多的研究表明其在不同的靶组织有不同的生物学效

应，能调节糖脂代谢、抑制肝糖产出和增加肝和骨骼肌

的胰岛素敏感性，具有抗炎及抗凋亡作用。Ｊｅｎｋｅ
等［１１］已经证明脂联素处理可以明显改善心肌缺血再

灌注的炎症反应。Ｃｈｅｎｇ等［１２］发现脂联素在肾缺血

再灌注中，对下调炎性因子分泌、减少细胞凋亡有重要

作用。而对于其在胆管损伤方面的作用，尚未被证明。

本研究显示，热缺血引起胆管损伤能致使胆管细胞内

ＩＬ６及 ＴＮＦα表达水平增加，经脂联素处理后，ＩＬ６、
ＴＮＦα表达均明显受到抑制，证明脂联素可显著减少
ＴＮＦα和 ＩＬ６的表达，在缺血再灌注中发挥抗炎作
用，保护缺血再灌注损伤的胆管。

　　ＩＬ１０是一种重要的抗炎因子。已有研究表现，上
调ＩＬ１０可以减少心肌的缺血再灌注损伤［１３］。本实验

检测胆管组织 ＴＮＦα和 ＩＬ１０ｍＲＮＡ表达，发现脂联
素处理组ＴＮＦαｍＲＮＡ明显下调，而 ＩＬ１０ｍＲＮＡ显
著上升。由此可以推测，脂联素通过促进 ＩＬ１０，抑制
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ＴＮＦα等炎症因子释放，达到抗炎作用。
　　本研究发现的胆道损伤主要表现为胆管细胞肿
胀、脱落及坏死，血清ＡＬＰ和ＴＢＩＬ明显升高。缺血再
灌注可影响胆管周围血运，削弱胆管分泌胆汁功能，导

致胆汁滞留或漏入间质内，引起胆汁淤积，加上坏死脱

落的细胞碎片易阻塞小胆管，造成肝功能持续损伤，这

可能是本研究中ＡＬＴ持续升高的主要原因。
　　本实验中ＴＵＮＥＬ检测显示，缺血再灌注损伤引起
大量胆管细胞凋亡，而脂联素预处理可以明显减少凋

亡细胞。缺血再灌注所致胆管细胞凋亡的增加显然不

利于再灌注后肝功能的恢复，而且随着再灌注时间的

延长，凋亡细胞有可能进一步引发肝细胞坏死性改变，

是肝功能不全的主要原因。研究表明，肝脏缺血再灌

注损伤可刺激肝非实质细胞产生 ＴＮＦα，从而诱导细
胞凋亡［１４］。Ｔａｎｇ等［１５］认为炎症因子 ＴＮＦα的产生
及浸润对诱导细胞凋亡的关键的效应酶 ｃａｓｐａｓｅ３的
产生起着重要作用，引起凋亡的级联反应致使组织功

能损伤。ｃａｓｐａｓｅｓ是哺乳动物细胞凋亡的启动者和执
行者，其中ｃａｓｐａｓｅ３直接导致凋亡细胞解体，并包裹
形成凋亡小体。ｃａｓｐａｓｅ３表达的高低直接反映了胆
管细胞的凋亡程度。本研究表明：脂联素预处理后，与

缺血再灌注损伤组相比，相应时间点的血清 ＴＮＦα水
平下降，胆管组织 ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达下降，病理形态
学及ＴＵＮＥＬ检测均显示胆管组织损伤减轻，胆管细胞
凋亡率下降。提示脂联素可以有效地抑制胆管细胞凋

亡，对胆管损伤有显著的保护作用。

　　缺血再灌注损伤是多因素参与的复杂的病理过
程。本研究提示 ＩＬ６和 ＴＮＦα参与胆管损伤的一系
列过程，且表达的时间存在一定差异。脂联素能有效

抑制炎症反应，显著改善肝脏功能，减少胆管组织细胞

凋亡及其病理组织的改变，有效地保护胆管及肝脏组

织。这对胆管再生、胆道功能以及移植物功能的恢复

具有重要意义，有望为肝移植后缺血性胆管并发症提

供新的治疗方式。
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