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参附注射液对大鼠移植肝脏缺血再灌注损伤的保护作用 

张义彬，涂 兵，龚建平，刘长安，陈蓁臻，郝荣涛 

(重庆医科大学附属第二医院肝胆外科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究参附注射液(Shenfu injection，sF)对大鼠移植肝脏在缺血再灌注损伤中的保护作用及其具体机制。方法：选 

用体重 200～230g的雄性 sD大鼠48只，随机分为对照组和 sF组，进行肝脏移植。分别于肝移植完成后 2、4、6h测定大鼠的胆 

汁分泌量，血清丙氨酸转移酶(ALT)和肿瘤坏死因子 一 ( F_ )水平，肝脏组织中核因子(NF_K B)的表达，以及肝脏组织的 

形态学观察(光镜、电镜)。结果：在各个时间点，sF组的胆汁分泌量明显高于对照组( 0．05)，ALT、 rNF一 含量明显低于对照 

组( 0．05)，肝脏组织中NF—K B的表达较对照组明显减弱( 0．05 o光镜和电镜下，sF组各时间点肝组织的损伤均较对照组 

明显减轻。结论：sF能明显减轻移植后肝脏结构和功能上的破坏，提高机体耐受缺血再灌注损伤的能力。 

【关键词】参附注射液；肝脏移植；缺血再灌注损伤 
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Investigation of protective role of Shenfu injection in ischemia-reperfusion 

injury of transplanted livers in rats 
zHANG Yi-bin。et al 

(Department of Hepatobiliary Surgery，the Second Affiliated Hospital，Chongqing Medical Univers ) 

【Abstract】Objective：To investigate the protective role of Shenfu injection(SF)in ischemia-reperfusion injury of transplanted 

livers in rats．Methods：48 male SD rats，weighted 200~23Og，were selected an d divided into control group an d SF group at 

random．All of them were performed liver tran splantation．2h，4h and 6h after the transplantation，they were analyzed for level of 

biliation，sel-um alanine aminotransferase，tumor necrosis factor一0【(TNF一0【)，NF—K B expression in hepatic tissue and the 

morphological observation of hepatic tissue under light／electron microscope．Results：At each phase，biliation in SF group was 

significantly higher than in control group(P<0．05)；serum levels of A and TNF-0【，NF-K B expression in hepatic tissue of 

SF group were significantly lower than in control group(P<0．05)．At each phase，hepatic injury in SF group was significantly 

lighter than in control group under light／electron microscope．Conclusion：Shenfu injection can significantly palliate the injury of 

liver structure and function after liver transplantation，and enhance the tolerance of organism to ischemia-reperfusion injury． 

【Key words】SF injection；Liver transplantation；Ischemia—reperfusion injury 

近年来 ，肝脏移植作为治疗良性终末期肝病和 

部分恶性肝脏病变的主要手段已经得到确认。而移 

植后患者的存活率及生活质量既与免疫因素有关， 

又与非免疫因素有关。在众多非免疫因素中，肝脏 

缺血再灌注损伤占有极其重要的地位。 

sF为中医“回阳救逆”参附汤的中药配方，其主 

要成分是人参皂苷和乌头类生物碱。其基本药理作 

用为增加冠脉血流及血管灌注量，延长动物耐缺氧 

时间，保护缺血心肌等。 

作者介绍：张义彬(1982一 )，女，硕士， 

研究方向：肝脏移植。 

通讯作者：涂 兵，男，副教授，E—mail：bing．_tu@163．corn。 

迄今为止 ，关于 SF在器官缺血再灌注损伤方 

面的保护作用有一些报道。主要涉及心、脑、肾、肺、 

胃肠、骨骼肌等。但是关于sF在肝脏缺血再灌注损 

伤方面的保护作用，目前还少见报道。因此，本实验 

通过建立大鼠原位肝移植模型，探讨 SF是否能够 

保护移植肝脏，提高其耐受缺血再灌注损伤的能 

力 ，从而为临床应用 SF，进一步提高肝移植的质量 

提供一条新的途径。 

1 材料和方法 

1．1 实验动物及所用试剂 
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健康雄性 sD大鼠，体重 200～230g，购于重庆医科大学 

实验动物中心。sv(批号 031001)由雅安三九药业有限公司 

提供。ELISA检测试剂盒、免疫组化染色试剂盒(StreptA— 

vidin—Biotin Complex。SABC)、DAB显色试剂盒均购 自武汉 

博士德生物工程有限公司。 

1．2 大鼠原位肝移植模型制备 

方法参照 Kamada二袖套法【l】。在 1组连续 39例行原位 

肝移植的大鼠，无肝期在 20min以内，供肝冷保存时间在 

60min以内，1周存活率达到 95％(37／39)以后，进入实验阶 

段。采用成组设计，取 48只雄性健康 SD大鼠，随机分成对照 

组和 sF组(植入肝脏的血流再通以后即刻经大鼠的尾静脉 
一 次性注射，以注射 sF为 sF组 ，注射生理盐水者为对照组， 

剂量均为 2ml／100g)，每组 12对 ，分别在移植肝脏完成再灌 

注 2、4、6h后取受体的血清和肝组织做检查。 

1．3 胆汁分泌量的测定 

恢复移植肝脏门静脉血流 2h、4h、6h后，分别测量内径为 

0．7ram的胆总管插管中在 5min内所分泌的胆汁量。 

1，4 血清学检测 

各组大鼠分别于肝脏再灌注 2、4、6h后经下腔静脉抽血 

5ml，血样离心(4℃，4 O00r／min，10min)，取上清液置于 一70~C 

冰箱保存待后备测。血清 AIJT的测定 ：使用全 自动生化分析 

仪(BECKMAN CX7)检测 AIJT。血清 TNF— 的测定：本试剂 

盒检测采用的是典型的夹心法酶联免疫吸附(Enzyme Linked 

— Immuno—Sorbent Assay)，预报被抗体和检测相抗体皆为多 

克隆抗体，检测抗体经生物素(biotin)标记。主要操作程序按 

说明书进行。 

1，5 组织学检测 

各组大鼠分别于肝脏再灌注 2,4、6h后取左肝叶组织 ， 

分别用作如下检测。 

1，5，1 HE染色 将保存于 10％的甲醛液中的肝脏组织进行 

石蜡包埋，制成 4“m厚的切片，HE染色 ，由重庆医科大学 

基础医学院组织胚胎学教研室行光镜观察。 

1，5，2 电镜观察 将保存于 3％的戊二醛液中的肝脏组织取 

出，制备染色后，H一600型透射电镜观察并拍照，由第三军医 

大学电镜教研室完成。 

1，5，3 肝脏组织中 NF—K B的表达的测定 采用免疫组织 

化学染色(SABC)法测定 NF—K B的表达。主要操作程序按 

说明书进行。 

1．6 统计学处理 

全部数据以 -I-s表示，组间均数的两两 比较用 t检验， 

组内均数的两两比较用 口检验。全部数据采用 SPSS10．0软 

件进行处理，以P<0，05为差异有显著性。 

2 结 果 

2．1 胆 汁分泌量 

SF组移植肝脏再灌注后各时间点的胆汁分泌 

量均高于对照组，差异有显著性(P<0．05)。其中，又 

以再灌注 2h后的胆汁分泌量最多(P<0．05)，再灌注 

4h和 6h后的胆汁分泌量并没有明显差别(P<0．05) 

(表 1)。 

2．2 血清学检测 

2．2．1 血清 ALT 随着肝移植后再灌注时间的延 

长，两组ALT呈进行性升高(P<0．05)，提示在再灌 

注的早期，移植肝脏所受到的损伤会随着再灌注时 

间的延长而加重。但是在sF组，ALT的同期指标均 

较对照组明显下降，差异有显著性(P<0．05)(表 1)。 

2．2．2 血清 TNF—Ot 从实验中可以看出，TNF—O／． 

在移植肝脏再灌注 2h后即达到峰值，而后逐渐下 

降，但仍然维持在一个较高的水平。SF组在各个时 

间点的 TNF—O／．值明显低于对照组，差异有显著性 

(P<0．05)(表 1)。 

2．3 组织学检测 

2．3．1 HE染色 随着再灌注时间的延长，肝脏组 

织的损伤呈进行性加重，但 sF组各时间点肝组织 

的损伤均较对照组轻。其中，再灌注 2h后 SF组的 

肝脏组织小叶结构基本正常，肝细胞仅见轻微的肿 

胀 ，再灌注 4h及 6h后 ，可见逐渐增多的肝细胞浊 

肿、空泡变性，少量的肝细胞坏死，肝血窦变窄、淤 

血。再灌注 2h后对照组的肝脏组织即可见到肝细 

胞的浊肿及轻微的空泡样变，再灌注 4h及 6h后 ， 

表 1 对照组和 SF组胆汁分泌量、血清 ALT、血清 TNF— 、NF—KB表达的比较 

注 ：组问同期比较，1．P<0．05；与再灌注 4h、6h比较，2．P<0．05；与再灌注 6h比较，3．P>0．05；组内不同时点前后比较，4． ： 

0．05；与再灌注2h比较 ，5． 0．05；与再灌注 4h比较，6 P<0．05 
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图 l 对 照 组 ( 2 h ) ， I I E 染 色 ， x 4 0 0

图 3 对 照 组 ( 4 h ) ， 电镜 ， x 4 2 0 0

痫 变进 一 步 』J11重 ， 肝 细 胞 的 坏 死 也 增 多 ( 刚 l 、 2 ) 。

2 ． 3 ． 2 电 镜 再 灌 注 后 的各 个 时 间 点 l i ， s Ir 组 肝 细

胞 和 S E C 的损伤 与 对 照 组 相 [
-

L # I~HJ J 娃 减 轻 。 再 灌 注

后 2 h ， S F 组 S E ( ：仅 见轻 度肿 胀 ， 肝 细 胞线 粒 体肘，胀

较 轻 ， I仉窦 Ⅱ土维 持 比 较 好 的 轮 廓 ；对 照 组 的 S E C 和

肝 细 胞 的 肿 胀 也 世加 明 显 ， 线 粒 体 呈 辑 巾 度 肿 胀 。

再 灌 注 4 h J5
-

( 冈 3 、 4 ) ， S F 组 S E ( ：肿 胀 加 重 ， J r 川
‘

址

帅t 性粒 细 胞 与 S E C 的 粘 附 ， 肝 细 胞 内 的线 粒 体 和 内

质 I州的 肿 胀 、 扩 张 更 叫 娃 ；Ⅲ 对 照 组 的 组 织 损 伤 则

较 之 更 严 重 ， 可 见 散 在 的 fJl
：

t l~t 胞 坏 死 ．． 阿灌 注 6 h

后 ， 除 了 i ，』述 的 一 些 表 现 以 外 ， S F t l 【可 见 到 部 分 m

赛 的 S E C 消 失 ， 肝 细 胞 大 部 分 膜 结 构 的 破 坏 ， A 接

完 全 暴露 的 肝 细 胞 坏 死 ， 埘 照 组 的损 伤 更 为 严 承 。
、

2 ． 3 3 肝 脏 组 织 中 N F 一 ．c B 的表 达 在 各相 应 的 时

川 点 ， s F 组 N F — K B 的 活 忡 均 明 砸 低 于 对 照 绀 ， 差

异 仃 显 著性 ( P < O． 0 5 ) 。 其 巾 ， 冉 灌 注 2 h 后 ， s F 组 仪

表 现 为 巾央 静 脉 周 ⋯ 少 量 细 胞 胞 质 的 着 色 ， 而 对 照

组 已 经 可 见 有 少 量 的 细 胞 核 着 色 ；再 灌 注 4 h 后 ， 2

组 N F — K B 的 活 性 均 较 本 组 再 灌 注 2 h 后 明 品 增 强

( P < O ． 0 5 ) ， 同时 可 见 肝 血 安 细 胞 着 色 加 深 ；f a 是 再 灌

图 2 s F ( 2 11 ) ， 11r 染 色 ， x 4 0 0

图 4 S F ( 4 11 ) ， 电镜 。 x 4 2 0 0

} i：6 h 后 ， 存 S F 纠【卡『】对 照 组 ， N |
、

一 K B 的 },
t i,

-

忡 较 小；H

阿灌 注 4 h 并 没 有 进 一 步 的 增 强 ( P > O ． 0 5 ) ( 表 l ， H

5 ～ 10 ) ．

3 讨 论

『1前 ， 如何 提 高 肝 移 机 患 者 术后 乍 仃 率 翻I 牛 存

质 量 ， 成 为 J
’

肝 胆 外科 医 生 越 来 越 火 汁 的 问 题 往

影 响 肝 移 植 预 后 的 各 种 『六1素 t h 缺 IIiH ~ 灌 注 损 伤作

为非 免 疫 ll夫J 素 的 一 种 ， 对 移 植 肝 脏 有 着 不 口f 忽 }吧的

负 面 作 川 。 ， 『太1此 如 f II』减 轻肝 叭 缺 m 『耳灌 注 拟 fj j 从 ⋯j

改 善肝 移 植 患 者 的 术 后 情 况 ， 已 逐 渐 成 为 日 前 研 究

的 一 个热 点 。
j

s F 为 rfl 陕
“

同 阳救 逆
”

参 附 汤 的 巾药 刚 方 ， } 要

成分 是 人 参 鬯 f 1
：

和 乌 头 类 生 物 喊 。 其基 本药 删 fi
-

J 14

为 增 JJlI冠 脉 m 流 及 m 管 灌 汴 量 ， 延 K 动 物 耐 缺 氰 『11f

M ， 保 护 缺 m —C, ~J L等 。 人 参 电苷 还 l l J
‘

明 显 减 少 细 胞

内 游 离 钙 浓 度 ， 防 止
“

钙 超 载
”

发 生 ， 同 时 降 低 雌 灌

注 时 增 h l i 的 (：a
。’ 的 内 向 电 流 ， 具 有 钙 通 道 阳 断 作

f {】l2 1
．

?
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图 5 对 照 组 ( 2 t1 ) ， 免 疫 组 化 ( S A B C )

染 色 ， x 4 0 0

图 8 S F ( 4 11 ) ， 免 疫 组 化 ( S A B C )染

色 ， x 4 0 0

图 6 S t
、

组 ( 2 11 ) ， 免 疫 组 化 ( S A B C )

染 色 ， x 4 0 0

图 9 对 照 组 ( 6 h ) ， 免疫 组 化 ( S eX B C )

染 色 ， x 4 0 0

关 丁 s F 任组 织 器 官缺 血 阿灌 注 损 伤 的保 护 作

用 有 较 多 卡R关 报 道 ， 手 要 涉 及 心 、 脑 、 肾 、 H市、 胃肠 、

骨 骼 肌 等 ， 其作用 机 制 主要 为促 进 B ( q 一 2 表 达 ⋯ 爿和

B a x 与 r
一 ‰ 表 达 下 调 ， 使 细 胞 免 于 凋 亡 而 K 期 仃

活 13 1
；清 除 氧 『1 m 基 ， 提 高 组 织 一1_，趟 氧 化 物 歧 化 陋

( S O D )活 性 ， 提 高 机 体 的抗 氧化 能 力 I。I
；减 少 T N F — d

卡̈ N F — x B 的 表 达 ， 抑 制 血 柃 烷 A 2 的 生 成 ， 降低 外

周 m 管 阻 力15
,

6 I等 ． 但 目前 _火 j
：

S F 存 肝 脏 的 作川 还

缺 乏 相 天 研 究 一

本 实 验 通 过 建 寸：大 鼠肝 移 植 模 斯j 来 探 讨 讣 对

肝 脏 缺 m 再 灌 汁 损 伤 的 保 护 作 用 ， 所 选 取 的 各 个 时

间 ，l 、¨ J．反 应 肝 脏 损 伤 逐 渐 加 甭 达 到 峰值 ， 而 后 保持

平 衡状 态 的 过 程 ，． 由 于 片f 功 酶学 l卡11月口汁分 泌 量 是 计

价 急 件 划 肝 脏 功 能 受 扬! 的 重 要 指 标 ， 因 此 取 受 体 的

m 清 和 盯 组 织 进 行 相 应 测 定 可 以 反 应 肝 脏 受 损 情

况 我 f『J发 现 随 着 盯 移 植 后 再 灌 注 叫
‘

问 的 延 K ， 对

照 组 和 s F 组 A L』T 呈 进 行 忡 升 高 ， 胆 汁 分 泌 量 逐 渐

降 低 ， 提 示 存 观 察 期 内 ， 缺 m n 灌 注 对 片f 脏 的 损 害

进 行性 加 重 一 但 S F 纰 A L T 的 同期指 标均 较 对 照 组

叫j 娃 下 ， m 日． 在 各 时 问 点 卧 组 胆 汁 分 泌 量 均 明 显

高 】
：

对 照 组 ， 同nlf ， 通 过 对 肝 脏 组 织 的 形 态 学 观 察 ，

发 现 s F 组 在 各 时 问 点 肝 组 织 的 损 伤 均 较 埘 照 纰

轻 ， 损 伤 的 1人J皮 细 胞 电较 少 ， 说 明 s F 可 以 显 著 减 轻

缺 血 冉 灌 注 对 片f 脏 的损 伤刀：延 缓 其 进 程 、

图 7 对 照 组 ( 4 11 ) ， 免 疫 组 化 ( S A B ( ：)

染 色 ， x 4 0 0

图 10 s F
、

( 6 11 ) ， 免 疫 组 化 ( s 1、l{ L：)

染 色 ， x 4 0 0

N F — K B 是 盯 细 胞 损 伤 过 程 巾 的 } 受 介 质 ， 通

过 对 十日火靶 荩 1人1的 转 录 测 柠 而 参 Lj 机 体 的 饱 疫 眨

直 和 炎症 反 应 ? 住 I：游 I引子 ＆n l L — l 、 T N F 一 仪 等作 川

卜， N F — K B 的诱 导激 酶 N I K 被 激 活 ， 激 活 的 N I K 通

过 卡几应 途 径 释 放 并 活 化 N F —

K B j 而 N 卜 K B 的 防

导 激 活 义 呵 以 L 渊 诸 多 细 胞 I大l 子 7』11 T N r — d 的 表

达 I� s I
。

T N F — d 是 一 种单 中炙⋯ 了 ， 主 霞 m 单十乏细 胞 f 『1

口 噬 细 胞 产 十 ，
n J

‘

以 损 伤 m 管 内 歧 细 胞 ， 造 成 m 1’
：

功 能 系 乱 和 m 栓 彤 成 、： N F —

K B 和 T N F 一

仪 卡H i I?作

』II ， 可 造 成 缺 m 冉 灌 汁 时 肝 脏 拟 伤 的心 性 循 环 lu I

本 实 验 运 川 免 疫 细 胞 化 学 染 色 法 测 定 N l ? 一 x I{

的 表 达 ， 发 脱 任 各 相 心 的 时 间 。

tj、i ， S F 组 N F — K B 的

活 性 均 明 显 低 于 对 照 组 ． ． 同时 ， 通 过 E L I S A 法 检 洲

T N }
、

一 O／_ 含量 ， 发现 s }
、

组 矗i 各 个 时 问点 的 T N 卜 d 水

平 均 ⅢJ !Il；_低 于 对 照 组 ， 提 爪 S F 可 能 通 过 存 HT脏 拟 伽

f I、J_}巾市lj 卜 噬 ；【{I胞 分 泌 T N F — d
， 』5H断 N F — K I{ 的 激 活

过 程 ， 同 叫
‘

抑 制 N F — K B ⋯ 爿T N F — d 的 表 达 ， 从 ⋯

减 轻 刖
：
脏 的损 伤 ．

、

闪 此 ， 我 ff J得 ⋯ ， S F 对 肝 脏 缺 』⋯ 1f 灌 注 损 伤 仃

明 渺 的 保 护 作 川 ， 能 减 少 炎 症 ⋯ 子 和 炎 症 介 质 的 分

泌 ， 减 轮 肝 实 质 细 胞 和 内 皮 细 胞 的 拟 伤 ， 渺 酱 延 缓

币̈改 善 卅
：脏 结 构 l币【I功 能 上 的 破 坏 、

S F 住 临 J术JJT移 1：IIf

的 麻 用 ， 将 为 防 治 移 植 术后 盯 功 能 吖i 令 ， 提 高 术 再
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能不同网。作为免疫反应的第一道防线，腹膜巨噬细 

胞(PM0)和多核中性粒细胞(PMNs)在保护机体不 

受微生物侵袭方面有重要作用。实验表明，开腹手 

术组的PMNs较 CO 气腹组的多，且凋亡率下降，巨 

噬细胞的比例相对低㈣。 

3．3 结论 

在裸 鼠体内，CO 气腹有促进卵巢肿瘤细胞 

SKOV，生长的作用 ，且该效应随压力的增高而明显 

增强。其原因可能是 CO 气腹通过破坏宿主的腹膜 

结构，干扰了局部微环境的抗瘤机能。因此，在恶性 

肿瘤根治手术时，术者应具备熟练的操作技术，以 

减少气腹作用时间，并避免采用高气腹压力，从而 

减少肿瘤转移的发生。 
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