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芍药苷预处理对肝缺血再灌注大鼠肝功能及线粒体损伤的影响*
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  摘 要:目的 探讨芍药苷预处理对肝缺血再灌注大鼠肝功能及线粒体损伤的影响。方法 健康雄性SD
大鼠64只,按照随机区组设计法分为假手术组(S组)、肝缺血再灌注组(I-R组)、芍药苷组(PF组)和生理盐水

组(NS组),每组16只。I-R组、PF组和NS组采用肝脏缺血60
 

min进行再灌注的方法制备70%肝脏缺血再

灌注损伤模型。PF组于模型制备前7
 

d通过尾静脉连续注射芍药苷30
 

mg/(kg·d),共7
 

d;NS组于模型制备

前7
 

d通过尾静脉连续注射0.9%
 

Nacl注射液30
 

mg/(kg·d),共7
 

d。于再灌注6
 

h后经心脏采集血液标本

测定血清丙氨酸氨基转移酶(ALT)和天门冬氨酸氨基转移酶(AST)水平;取肝组织测定肝细胞凋亡情况,计算

肝细胞凋亡指数(AI);制备肝细胞单细胞悬液,测定线粒体膜电位(△Ψm);提取肝组织线粒体,测定线粒体三态

呼吸速率和四态呼吸速率(氧浓度降低值/实际时间),计算呼吸控制率(三态呼吸速率/四态呼吸速率)和磷氧比。
  

结果 与S组比较,I-R组和PF组大鼠AI、ALT、AST和四态呼吸速率水平明显升高,三态呼吸速率、呼吸控制

率、磷氧比和△Ψm水平明显降低,差异有统计学意义(P<0.05);与I-R组比较,PF组大鼠AI、ALT、AST和

四态呼吸速率水平明显降低,三态呼吸速率、呼吸控制率、磷氧比和△Ψm水平明显升高,差异有统计学意义

(P<0.05)。结论 芍药苷预处理可减轻大鼠肝缺血再灌注损伤,其机制可能与保护线粒体有关。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

paeoniflorin
 

pretreatment
 

on
 

hepatic
 

function
 

and
 

mito-
chondrion

 

induced
 

by
 

hepatic
 

ischemia-reperfusion
 

in
 

rats.Methods A
 

total
 

of
 

64
 

adult
 

SD
 

rats
 

were
 

random-
ized

 

divided
 

into
 

4
 

groups,16
 

rats
 

in
 

each
 

group,including
 

sham
 

operation
 

group
 

(group
 

S),ischemia-reperfu-
sion

 

group
 

(group
 

I-R),paeoniflorin
 

group
 

(group
 

PF)
 

and
 

normal
 

saline
 

group
 

(group
 

NS).The
 

rats
 

were
 

anesthetized
 

with
 

intraperitoneal
 

ketamine.A
 

rat
 

model
 

of
 

70%
 

hepatic
 

ischemia-reperfusion
 

injury
 

was
 

pro-
duced

 

by
 

occlusion
 

of
 

the
 

liver
 

for
 

60
 

min
 

followed
 

by
 

6
 

h
 

reperfusion
 

in
 

group
 

I-R,group
 

PF
 

and
 

group
 

NS.
Group

 

PF
 

received
 

resveratrol
 

intravenously
 

at
 

30
 

mg/(kg·d)
 

for
 

7
 

days
 

before
 

modelling,while
 

0.9%
 

Nacl
 

30
 

mg/(kg·d)
 

was
 

given
 

in
 

group
 

NS.Blood
 

samples
 

were
 

taken
 

from
 

the
 

rat
 

at
 

6
 

h
 

of
 

reperfusion
 

for
 

meas-
urement

 

of
 

serum
 

alanine
 

aminotransferase
 

(ALT)
 

and
 

aspartate
 

aminotransferase
 

(AST).The
 

liver
 

tissues
 

were
 

obtained
 

to
 

detect
 

the
 

liver
 

cell
 

apoptosis.Apoptotic
 

index
 

(AI)
 

was
 

calculated
 

and
 

the
 

single
 

liver
 

cell
 

suspension
 

was
 

prepared
 

to
 

determine
 

△Ψm,three
 

state
 

respiration
 

rate,four
 

state
 

respiration
 

rate
 

of
 

mito-
chondria,respiratory

 

control
 

rate
 

and
 

P/O
 

ratio.Results Compared
 

with
 

group
 

S,the
 

level
 

of
 

ALT,AST,AI
 

and
 

four
 

state
 

respiration
 

rate
 

in
 

the
 

group
 

I-R
 

and
 

group
 

PF
 

increased,the
 

level
 

of
 

three
 

state
 

respiration
 

rate,respiratory
 

control
 

rate,P/O
 

ratio
 

and
 

△Ψm
 

decreased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

group
 

I-R,the
 

level
 

of
 

ALT,AST,AI
 

and
 

four
 

state
 

respiration
 

rate
 

in
 

the
 

group
 

PF
 

decreased,the
 

level
 

of
 

three
 

state
 

respiration
 

rate,respiratory
 

control
 

rate,P/O
 

ratio
 

and
 

△Ψm
  

increased
 

(P<0.05).Conclusion Paeoniflorin
 

pretreat-
ment

 

could
 

improve
 

hepatic
 

function
 

induced
 

by
 

hepatic
 

ischemia-reperfusion
 

in
 

rats,and
 

protecting
 

mitochon-
drion

 

might
 

be
 

involved
 

in
 

the
 

mechanism.
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  肝缺血再灌注是肝移植、肝部分切除术等多种肝

脏手术的必经程序。研究证明,肝脏手术围术期肝缺

血再灌注容易诱发线粒体结构完整性的破坏,导致呼

吸链、内外膜及基质蛋白功能和ATP合成的抑制,从
而诱发肝细胞的凋亡[1-2]。轻者致患者术后肝代谢、
解毒功能降低,重者致肝衰竭乃至全身多脏器功能障

碍,明显增加了手术并发症的发生率和病死率[3]。芍

药苷作为一类中药,可通过多种机制改善脑缺血再灌

注损伤[4],但其在肝脏缺血再灌注肝功能及线粒体损

伤中的作用尚不清楚。因此,本研究拟评价芍药苷预

处理对肝脏缺血再灌注大鼠肝功能及线粒体损伤的

影响,为临床研究提供参考。
1 材料与方法

1.1 实验动物 健康雄性SD大鼠64只,6~8周

龄,体质量250~300
 

g,由南昌大学动科部提供。采

用随机区组设计法分为假手术组(S组)、肝缺血再灌

注组(I-R组)、芍药苷组(PF组)和生理盐水组(NS
组),每组16只。
1.2 方法 按照参考文献[5]采用Nauta法构建大

鼠70%肝脏缺血再灌注模型。腹腔注射氯胺酮麻醉,
由上腹正中线切开进腹,暴露肝脏,分离韧带和系膜,
显露第一肝门。I-R

 

组用无创血管夹夹闭肝十二指肠

韧带致肝缺血60
 

min后松开血管夹恢复血流。操作

过程中,夹闭血管时肝叶很快由鲜红色转变为暗红

色,松开血管夹后缺血的肝脏很快恢复成鲜红色,说
明肝脏缺血再灌注制备成功,遂关闭腹腔。S组仅解

剖肝十二指肠韧带,遂关闭腹腔;PF组于模型制备前

7
 

d通过尾静脉连续注射芍药苷30
 

mg/(kg·d),共7
 

d,其余处理同I-R组;NS组于模型制备前7
 

d通过尾

静脉连续注射0.9%
 

NaCl注射液30
 

mg/(kg·d),共
7

 

d,其余处理同I-R组。
各组大鼠于再灌注6

 

h后再次麻醉,经心脏采血

5
 

mL,不加抗凝剂,静置10
 

min,离心后取上层血清

经日立全自动生化分析仪检测丙氨酸氨基转移酶

(ALT)和天门冬氨酸氨基转移酶(AST)。取大鼠肝

右叶组织,采用DNA
 

断裂的原位末端标记(TUNEL)

法测定肝细胞凋亡数,操作步骤按照试剂盒说明书进

行。光镜下进行观察,每张切片随机选取5个高倍镜

视野(×400),计算总细胞和凋亡细胞,细胞凋亡指数

(AI)=凋亡细胞计数/总细胞计数×100%,取其平

均值。
另取部分肝组织,制备细胞悬浊液,过滤、洗涤、

离心,制备单细胞悬液,利用荧光染料罗丹明123
(Rh123)作为线粒体膜电位(△Ψm)的标记物,采用

流式细胞仪测定△Ψm。
余下部 分 肝 组 织 提 取 肝 组 织 线 粒 体 后,采 用

Clark
 

氧电极法检测线粒体呼吸功能(jieoulian
 

63),
分别测算线粒体三态呼吸速率和四态呼吸速率(氧浓

度降低值/实际时间),计算呼吸控制率(三态呼吸速

率/四态呼吸速率)和磷氧比。
1.3 统计学处理 采用SPSS17.0统计软件进行数

据处理及统计分析。呈正态分布的计量资料以x±s
表示,多组间比较采用方差分析,多组间中的两组比

较采用SNK-q 检验,以 P<0.05为差异有统计学

意义。
2 结  果

2.1 4组大鼠肝AI、AST及ALT的比较 与S组

比较,I-R组、PF组、NS大鼠 AI、ALT和 AST水平

明显升高,差异有统计学意义(P<0.05);I-R组与

NS组大鼠AI、ALT和AST水平差异无统计学意义

(P>0.05);与I-R组及 NS组比较,PF组大鼠 AI、
ALT和AST水平明显降低,差异有统计学意义(P<
0.05)。见表1。

表1  4组大鼠肝AI、AST及ALT的比较(x±s)

组别 n AI(%) ALT(U/L) AST(U/L)

S组 16 3.2±0.7 73±12 148±26

I-R组 16 9.6±2.1* 356±68* 812±109*

PF组 16 5.8±1.4*#△ 156±39*#△ 425±78*#△

NS组 16 9.3±2.4* 347±82* 776±125*

  注:与S组比较,*P<0.05;与I-R组比较,#P<0.05;与 NS组

比较,△P<0.05。

表2  4组大鼠线粒体呼吸速率、呼吸控制率、磷氧比及△Ψm的比较(x±s)

组别 n
三态呼吸速率

[nmol/(min·mg)]
四态呼吸速率

[nmol/(min·mg)]
呼吸控制率 磷氧比

△Ψm
(%)

S组 16 75±6 20.6±3.2 3.6±0.6 2.39±0.08 96±3
I-R组 16 42±3*△ 32.7±7.2*△ 1.3±0.3*△ 1.48±0.07*△ 76±4*△

PF组 16 60±6*#△ 25.1±6.0*#△ 2.5±0.7*#△ 1.87±0.09*#△ 85±4*#△

NS组 16 76±8 19.8±8.5 3.8±0.7 2.44±0.09 97±4

  注:与S组比较,*P<0.05;与I-R组比较,#P<0.05;与NS组比较,△P<0.05。

2.2 4组大鼠线粒体呼吸速率、呼吸控制率、磷氧比

及△Ψm的比较 与S组比较,I-R组和PF组大鼠三

态呼吸速率、呼吸控制率、磷氧比和△Ψm 水平明显

降低,四态呼吸速率明显升高,差异有统计学意义(P
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<0.05);与S组比较,NS组大鼠三态呼吸速率、呼吸

控制率、磷氧比、△Ψm和四态呼吸速率差异无统计

学意义(P>0.05);与I-R组比较,PF组大鼠三态呼

吸速率、呼吸控制率、磷氧比和△Ψm水平明显升高,
四态呼吸速率明显降低,差异有统计学意义(P<0.
05)。与NS组比较,I-R组和PF组大鼠三态呼吸速

率、呼吸控制率、磷氧比和△Ψm水平明显降低,四态

呼吸速率明显升高,差异有统计学意义(P<0.05)。
见表2。
3 讨  论

肝脏缺血再灌注损伤是临床常见的病理过程之

一,各种原因引起的休克、肝脏大手术时的肝门阻断、
肝移植等均可以引起肝脏缺血再灌注损伤。肝脏缺

血再灌注既可以引起肝细胞凋亡,也可以引起肝细胞

坏死。本研究采用国内外广泛认可的 Nauta法构建

70%肝脏缺血再灌注模型[6],结果显示,与S组比较,
I-R组血清ALT和AST的水平明显升高,光镜下肝

组织病理学损伤明显,肝AI明显升高,提示肝脏缺血

再灌注损伤模型制备成功。
ALT主要存在于肝细胞质内,其细胞内水平高

于血清中1
 

000~3
 

000倍,是反映肝脏细胞功能最敏

感的指标[7]。AST主要存在于肝细胞线粒体内,当肝

脏发生严重坏死或破坏时,肝细胞线粒体受到损伤

时,AST从线粒体中释放出来,才能引起AST在血清

中水平偏高[7]。肝AI是肝细胞凋亡数与肝细胞总数

的比值,反映肝细胞的凋亡情况。本研究结果证明肝

脏缺血再灌注会造成肝功能的下降及肝细胞的凋亡,
而经芍药苷预处理后,肝功能的下降和肝细胞的凋亡

明显得到好转。
线粒体通路在细胞凋亡中起着重要作用。线粒

体呼吸速率是线粒体功能的一项指标,线粒体四态呼

吸是当线粒体内 ADP耗竭,点子传递线粒体的耗氧

量下降的呼吸状态,若此时加入 ADP后线粒体的点

子传递得以顺利进行,耗氧量增加,即为三态呼吸,因
此,可以通过这两个阶段线粒体呼吸状态的耗氧率的

比值来描述线粒体呼吸功能的强弱[8]。而磷氧比是

线粒体在每消耗1
 

g原子氧的同时能够产生ATP的

量,是表现线粒体氧化磷酸化耦联程度的指标,能够

体现线粒体的能量转化效能。本研究结果证明肝缺

血再灌注将造成肝细胞线粒体功能受损,而芍药苷预

处理能改善此种情况。
△Ψm是衡量线粒体功能的重要指标之一,能够

最直接地反映线粒体的能量状态,和线粒体的Ca2+摄

取、ATP生成、蛋白质和代谢物的转运及 ROS的生

成密切相关[9]。△Ψm降低诱导肝细胞凋亡,近年来

引起密切关注。当 PTP开放时,相对分子质量<
1.5×103 的物质即可通过,内膜两侧离子梯度消失,
△Ψm崩溃和电子传递脱耦联,线粒体膜通透性升

高,释 放 促 凋 亡 因 子,可 通 过 激 活 caspase-9 及

caspase-3引起级联反应。核酸内切酶彻底破坏细胞

生命活动所必需的全部基因,caspase会导致细胞结

构的全面解体,完成细胞凋亡[10]。因此,△Ψm的崩

溃是细胞凋亡的早期事件。研究表明,与荧光分光光

度法及激光共聚焦显微镜检测方法相比,流式细胞术

可更准确地测定△Ψm,且操作简便[2]。
综上所述,芍药苷预处理能在一定程度上改善肝

缺血再灌注造成的肝功能及线粒体损伤,相关具体机

制及信号通路本研究团队正在进行下一步的研究。
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