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　　摘　要：目的　探讨普罗布考不同预处理疗程对大鼠硬化肝脏缺血再灌注（Ｉ／Ｒ）损伤保护作用及其机制。方法　３０只 Ｗｉｓｔ

ａｒ雄性成年肝硬化大鼠随机分为５组（狀＝６），假手术组（Ａ组）、对照组（Ｂ组）以及普罗布考不同预处理组（Ｃ、Ｄ、Ｅ组）。模型建立

后测定血清丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、天冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）及碱性磷酸酶（ＡＫＰ）的水平；测定肝组织

中超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、丙二醛（ＭＤＡ）、髓过氧化物酶（ＭＰＯ）含量，并进行组织学观察。结果　Ｉ／Ｒ术前１ｄ各组大鼠血清学

检测指标无明显差异。再灌注２、４ｈ，普罗布考不同预处理组血清转氨酶及肝组织ＳＯＤ、ＭＤＡ、ＭＰＯ均优于Ｂ组（犘＜０．０５）。在

光镜下及电镜下观察各组肝组织及细胞微结构时，Ａ组损伤最为轻，其次是Ｅ组，Ｂ组损伤最重。结论　普罗布考对大鼠肝脏Ｉ／

Ｒ的保护作用可能与增加内源性抗氧化剂、减少氧自由基及提高肝细胞抗缺氧能力等因素有关。
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　　普罗布考（Ｐｒｏｂｕｃｌ）具有较强的抗氧化剂作用，除了具有

减少氧自由基、丙二醛（ＭＤＡ）、氧化性低密度脂蛋白（ｏｘ

ＬＤＬ）及肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）的合成与释放，以及降低超

氧化物歧化酶（ＳＯＤ）的过度消耗之外，新近研究还表明，其对

心、肾、脑等脏器的缺血再灌注（ｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，Ｉ／Ｒ）损

伤有保护作用［１２］。本研究选择普罗布考预处理肝硬化大鼠，

观察其不同预处理疗程对硬化肝脏Ｉ／Ｒ损伤的保护作用及探

讨其可能机制，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　实验动物　健康雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠５０只，６～８周龄，体质

量（２２０±２０）ｇ，购于湖北省实验动物研究中心。

１．２　药品和试剂　普罗布考片（齐鲁制药厂），分析纯ＣＣｌ４，

橄榄油。血清学检测，于三峡大学第一临床医学院临床检验中

心检测。ＳＯＤ、ＭＤＡ、髓过氧化物酶（ＭＰＯ）试剂盒（南京建成

生物工程研究所）。

１．３　模型建立及分组
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１．３．１　肝硬化模型的建立　Ｗｉｓｔａｒ大鼠自购回后适应性喂

养１周，给予单因素法ＣＣｌ４橄榄油溶液腹腔注射法肝硬化造

模。具体方法为：首次腹腔注射４０％ＣＣｌ４橄榄油溶液２．５

ｍＬ／ｋｇ，后每３天腹腔注射ＣＣｌ４橄榄油溶液２．０ｍＬ／ｋｇ，共用

药８周死亡率为２０％，剩余４０只，随机选择１０只病理切片证

实肝硬化成模率１００％。

１．３．２　实验分组　取剩余３０只肝硬化大鼠随机分为５组

（狀＝６）。（１）假手术组（Ａ组），不进行任何药物处理，开腹后不

阻断肝门；（２）对照组（Ｂ组），同剂量生理盐水（１ｍＬ／１００ｇ体

质量）灌胃处理，再进行肝门阻断；（３）短期预处理组（Ｃ组），术

前１０日每天普罗布考生理盐水溶液灌胃给药，再进行肝门阻

断；（４）中期预处理组（Ｄ组），术前２０ｄ每天普罗布考生理盐

水溶液灌胃给药，再进行肝门阻断。（５）长期预处理组（Ｅ组），

术前３０ｄ，每天普罗布考生理盐水溶液灌胃给药，再进行肝门

阻断。

１．３．３　普罗布考预处理　参照文献［３］普罗布考大鼠灌胃剂

量为５００ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１，使用前用生理盐水配成２５ｍｇ／ｍＬ

溶液，给予大鼠１ｍＬ／１００ｇ灌胃处理，２次／日。

１．３．４　大鼠肝脏Ｉ／Ｒ模型的建立　术前禁食８ｈ，自由饮水，

３％戊巴比妥那（３０～５０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉，常规消毒铺

巾，上腹正中切口进腹，参照Ｐｒｉｎｇｌｅ法建立大鼠７０％肝脏Ｉ／Ｒ

模型［４］，以无菌橡皮筋缠绕肝门做肝门阻断，阻断肝门３０ｍｉｎ

后，恢复入肝血流２、４ｈ。

１．４　标本处理及检测指标　分别于术前１ｄ及再灌注２ｈ时，

在大鼠颈静脉体外穿刺采血１．５ｍＬ，再灌注４ｈ时将各组大

鼠迅速处死，下腔静脉采血２ｍＬ后，随即切取肝脏标本，部分

用于检测ＳＯＤ、ＭＤＡ、ＭＰＯ；部分用于普通光学显微镜下观

察；部分用于电镜下观察。所采血液标本均常温下放置６０

ｍｉｎ，以３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上层血清，进行血清学

检测。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计分析。数据

以狓±狊表示，采用单因素方差分析，组间两两比较，方差齐时

用ＬＳＤ法和ＳＮＫ法进行，方差不齐时用Ｔａｍｈａｎｅ′ｓＴ２检验。

以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　各组大鼠手术前后各时间点血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＬＤＨ 及

ＡＫＰ的水平　术前１ｄ各组大鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＬＤＨ 及

ＡＫＰ的水平差异无统计学意义。再灌注２ｈ，Ｂ、Ｃ、Ｄ组ＡＬＴ、

ＡＳＴ及ＬＤＨ水平均明显高于 Ａ组（犘＜０．０１），Ａ、Ｃ、Ｄ、Ｅ组

ＡＬＴ及ＬＤＨ水平均明显低于Ｂ组（犘＜０．０５）；ＡＫＰ水平Ｂ

组高于Ａ、Ｅ组（犘＜０．０５）。再灌注４ｈ，Ｂ、Ｃ、Ｄ组 ＡＬＴ、ＡＳＴ

及ＬＤＨ水平均明显高于 Ａ组（犘＜０．０５），Ａ、Ｄ、Ｅ组 ＡＬＴ、

ＡＳＴ、ＬＤＨ 及 ＡＫＰ水平均明显低于 Ｂ 组（犘＜０．０１），见

表１～４。

２．２　各组大鼠再灌注４ｈ后肝组织中ＳＯＤ、ＭＤＡ及 ＭＰＯ的

活性测定　Ｂ、Ｃ、Ｄ组ＳＯＤ活性均明显低于 Ａ组（犘＜０．０１），

Ａ、Ｅ组ＳＯＤ活性均明显高于Ｂ组（犘＜０．０１）；Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ组

ＭＤＡ活性均明显高于 Ａ组（犘＜０．０１），Ａ、Ｄ、Ｅ组 ＭＤＡ及

ＭＰＯ活性均明显低于Ｂ组（犘＜０．０１）；Ｂ、Ｃ组 ＭＰＯ活性均明

显高于Ａ组（犘＜０．０１），见表５。

２．３　病理组织学改变　ＨＥ染色后切片光镜下观察，各组大

鼠肝组织均呈典型肝硬化表现。Ａ组：假小叶形成，炎性反应

轻微，胆管增生，未见明显肝细胞坏死区；Ｂ组：假小叶形成，炎

性反应非常明显，并且出现炎性反应带，肝细胞大量坏死，肝索

排列紊乱；Ｃ组：假小叶形成，脂肪变性，炎性反应稍轻，肝窦充

血扩张和点状肝细胞肿胀变性及坏死；Ｄ组：假小叶形成，肝细

胞核固缩，炎性反应轻微；Ｅ组：较Ｂ、Ｃ、Ｄ组的损害程度为轻

（封２图１、封３图２）。

表１　　各组大鼠手术前后各时间点血清ＡＬＴ水平

　　　（狓±狊，Ｕ／Ｌ，狀＝６）

组别 术前１ｄ ２ｈ ４ｈ

Ａ组 １３６．１７±４３．５９ １３５．５０±４３．３９▲ １５６．５０±４９．４０▲

Ｂ组 １３４．８３±３７．６９ ７３３．１７±１６８．６２＃ １０３５．１７±１８５．１４＃

Ｃ组 １３５．００±３３．８８ ４１０．００±３２．７９＃△ ７１０．６７±８３．９１＃

Ｄ组 １２８．５０±３６．４８ ２８０．５０±３１．７１＃△ ３９３．５０±８１．９６＃▲

Ｅ组 １３７．３３±４１．２１ ２２８．１７±７３．５４▲ ３０５．３３±３４．６７▲

　　＃：犘＜０．０１，与Ａ组比较；△：犘＜０．０５，▲：犘＜０．０１，与Ｂ组比较。

表２　　各组大鼠手术前后各时间点血清ＡＳＴ水平

　　　（狓±狊，Ｕ／Ｌ，狀＝６）

组别 术前１日 ２ｈ ４ｈ

Ａ组 ２７１．１７±５８．９７ ２７４．８３±６１．９８▲ ２７７．８３±６１．１３▲

Ｂ组 ２７１．５０±３８．５６ １０６６．６７±２３９．９３＃ １２５３．８３±２５８．２７＃

Ｃ组 ２６０．８３±５８．９６ ６８０．６７±１５１．０５＃ ８０８．５０±１５９．５９＃

Ｄ组 ２９７．５０±２１．５３ ４３９．００±５０．５６＃△ ５６３．５０±８４．８４＃▲

Ｅ组 ２６１．００±４６．８１ ３９２．１７±７３．０５▲ ４８０．５０±１０７．８９▲

　　＃：犘＜０．０１，与Ａ组比较；△：犘＜０．０５，▲：犘＜０．０１，与Ｂ组比较。

表３　　各组大鼠手术前后各时间点血清ＬＤＨ水平

　　　（狓±狊，Ｕ／Ｌ，狀＝６）

组别 术前１日 ２ｈ ４ｈ

Ａ组 ６４４．００±７７．８４ ６５０．５０±９１．９７▲ ６５４．５０±９０．５４▲

Ｂ组 ６５６．５０±５４．６７ ２８３６．５０±５４９．６９＃ ３５２８．００±５４８．３８＃

Ｃ组 ６６７．３３±５８．０７ ２０１２．３３±２５２．３０＃▲２５１６．５０±３８８．８０＃

Ｄ组 ６６６．３３±６８．３１ １３４０．００±１７８．７１＃▲１７３７．６７±１７０．９４＃▲

Ｅ组 ６６０．８３±６４．３４ １０１２．００±３７１．９８▲ １２５９．３３±４３４．５２▲

　　＃：犘＜０．０１，与Ａ组比较；▲：犘＜０．０１，与Ｂ组比较。

表４　　各组大鼠手术前后各时间点血清ＡＫＰ水平

　　　（狓±狊，Ｕ／Ｌ，狀＝６）

组别 术前１日 ２ｈ ４ｈ

Ａ组 １４４．５０±２９．３０ １４４．００±４０．４３△ １４８．６７±３９．０８▲

Ｂ组 １５６．６７±２４．９５ １８８．８３±３８．９７ ２３９．３３±３７．４２＃

Ｃ组 １６５．００±２９．０３ １７９．５０±２６．３６ ２２７．８３±３５．６１＃

Ｄ组 １５０．８３±１４．２０ １５８．００±１６．４９ １７２．００±１８．７８▲

Ｅ组 １４１．００±２６．２５ １４５．５０±３０．８０△ １５８．３３±３１．４３▲

　　＃：犘＜０．０１，与Ａ组比较；△：犘＜０．０５，▲：犘＜０．０１，与Ｂ组比较。

２．４　各组大鼠肝脏细胞电镜下超微结构改变　Ａ组线粒体轻

微肿胀，嵴清晰，粗面内质网结构尚可，未见扩张；与 Ａ组相
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比，Ｂ组线粒体结构模糊，嵴断裂消失，粗面内质网数量大量减

少，脱颗粒明显，胞质内水肿严重；Ｃ、Ｄ组线粒体与内质网较Ｂ

组形态为好，粗面内质网有脱颗粒现象；Ｅ组形态趋于 Ａ组形

态，线粒体肿胀明显减轻，嵴较少断裂，内质网轻度扩张，见

图３。

表５　　各组大鼠再灌注４ｈ后肝组织中ＳＯＤ，ＭＤＡ及

　　ＭＰＯ的含量测定（狓±狊，狀＝６）

组别 ＳＯＤ（ｎｍｏｌ／ｍｇＰｒｏｔ） ＭＤＡ（ｎｍｏｌ／ｍｇＰｒｏｔ） ＭＰＯ（Ｕ／ｇ）

Ａ组 ２３０．３３±４２．６１＃ １．３２±０．１８＃ １．０４±０．１６＃

Ｂ组 １３９．６７±３０．８５ ２．３８±０．２６ １．５５±０．２０

Ｃ组 １５６．５０±３７．９９ ２．２２±０．１５ １．３８±０．１９

Ｄ组 １７２．００±１８．７８ １．８２±０．１３＃ １．２０±０．１２＃

Ｅ组 ２０４．００±３９．３５＃ １．７５±０．１６＃ １．１７±０．１２＃

　　：犘＜０．０１，与Ａ组比较；＃：犘＜０．０１，与Ｂ组比较。

　　Ａ：Ａ组；Ｂ：Ｂ组；Ｃ：Ｃ组；Ｄ：Ｄ组；Ｅ：Ｅ组。

图３　　透射电子显微镜下各组肝细胞超微结构（×２０ｋ）

３　讨　　论

如何防治硬化肝脏Ｉ／Ｒ损伤是处理各种肝脏切除、肝移植

术后一系列后续问题的关键所在。目前肝脏Ｉ／Ｒ损伤机制还

不明确，缺乏特异性防治措施，目前最为有效的手段就是药物

预处理。

通过对Ｉ／Ｒ损伤发病机制的不断研究发现，Ｉ／Ｒ损伤过程

中的肝脏处于相对缺氧的微环境，从而导致内源性抗氧化剂的

缺失和氧化应激反应［５６］。抗氧化剂已经被明确证实，可以通

过改善内源性亲氧化剂与抗氧化剂之间的平衡，削弱氧化应激

反应梯度，降低Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞线粒体内源性活性氧的生产，减

少肝细胞的炎性反应及凋亡［７８］。实验证明，抗氧化剂在防治

Ｉ／Ｒ损伤的作用越来越受到重视，而普罗布考是目前可用于临

床的抗氧化作用最强的人工合成抗氧化剂，其在大鼠离体心脏

Ｉ／Ｒ过程中，可以通过增加内源性抗氧化剂储备来降低Ｉ／Ｒ损

伤；能明显改善肝损伤患者的肝功能储备；还可以抑制在Ｉ／Ｒ

损伤过程中过渡表达的ＴＮＦα诱导的内皮细胞凋亡
［９１２］。

为了探讨普罗布考不同预处理疗程对硬化肝脏Ｉ／Ｒ损伤

是否具有保护作用及能否常规用于肝门阻断术前，作者设计并

完成了本实验。

当肝细胞发生损伤或坏死时，血清 ＡＬＴ、ＬＤＨ、ＡＫＰ及

ＡＳＴ水平是目前临床上反映急、慢性肝损伤程度的敏感指标。

ＳＯＤ可以明显减少氧化应激反应中产生的氧自由基，从而减

轻对正常细胞的攻击；ＭＤＡ影响线粒体呼吸链复合物及线粒

体内关键酶活性，具有细胞毒性；每个中性粒细胞中 ＭＰＯ的

含量相对恒定，因此组织中 ＭＰＯ的含量基本可定量组织中中

性粒细胞的数量［１３］，从而间接判断炎性反应以及肝脏受损的

程度。图１及图２显示了普罗布考不同疗程预处理（Ｃ、Ｄ、Ｅ

组）的大鼠肝脏细胞浸润、肝窦充血扩张和肝细胞肿胀变性坏

死程度明显轻于Ｂ组。这表明普罗布考预处理可以显著减轻

Ｉ／Ｒ损伤，对肝脏Ｉ／Ｒ具有明确的保护作用。

普罗布考在对大鼠硬化肝脏Ｉ／Ｒ损伤之前，就预先启动内

源性保护机制［１４］，从而阻止Ｉ／Ｒ与肝损害之间的恶性循环，明

显保护肝细胞损伤时线粒体的超微结构。

通过以上实验数据及观察表明：本研究证明抗氧化剂普罗

布考在中长疗程（２０、３０ｄ）预处理大鼠硬化肝脏Ｉ／Ｒ损伤时具

有保护作用，其机制可能是：（１）通过增加内源性抗氧化剂的储

备，降低ＳＯＤ的过度消耗；（２）显著降低大鼠硬化肝脏Ｉ／Ｒ过

程组织中 ＭＰＯ含量，从而抑制中性粒细胞浸润，降低对肝组

织的损伤；（３）通过减少氧自由基及其攻击生物膜中的多不饱

和脂肪酸形成的 ＭＤＡ，进一步减轻Ｉ／Ｒ对肝脏组织造成的损

伤。存在局限性是：人鼠存在差异，普罗布考是否在临床上对

硬化肝脏Ｉ／Ｒ损伤具有保护作用，这些都有待大量的实验研

究，为最终的临床应用提供理论基础。
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其主要分布于中枢神经系统。研究认为它与心理和生理均密

切关联［６］，对痛觉、离子通道、免疫功能、学习与记忆、心血管系

统、消化系统、呼吸系统、行为与运动等均产生影响。有报道孤

啡肽可能通过抑制５羟色胺、多巴胺、去甲肾上腺等神经递质

的释放及转运而导致抑郁症的发生［７８］。国内亦有多项研究证

实内啡肽与抑郁症的发生可能存在关联［９１０］。内啡肽及其受

体可能作为治疗抑郁症的靶点［１１１３］。

本组研究发现，与正常组比较，模型组、氟西汀组及运动组

下丘脑及外周血孤啡肽水平显著升高，差异有统计学意义

（犘＜０．０５）。与模型组比较，氟西汀组及运动组下丘脑及外周

血孤啡肽水平显著降低，差异有统计学意义（犘＜０．０５），提示

药物或运动干预均有部分改善抑郁症作用。氟西汀组及运动

组比较，下丘脑及外周血孤啡肽水平差异无统计学意义，显示

运动与药物疗法疗效相似。

综上所述，本研究提示，运动疗法疗效与氟西汀类似，对抑

郁症有显著的改善效果，其机制可能与降低孤啡肽水平有关。

相比于药物［１４］，运动强度可控、实施简单、无毒副作用，值得推

广应用。但应注意到，并非所有的抑郁症患者都适合运动治

疗，某些躁狂型患者运动后病情可能反而加重；另外，超负荷的

力竭运动同样可能带来各种身体损害［１５１８］，所以运动并非治

疗抑郁症的万能灵药，应在医生指导下选择使用。
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