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摘要
目的:探讨山莨菪碱对肝脏缺血再灌注后氧自由基的影响

作用.

方法:选用♂ Wistar 大鼠 160 只，随机分为正常对照组、

缺血再灌注组、生理盐水组和山莨菪碱组，观察了肝脏缺

血 60 min 再灌注 1 h,3 h,6 h,12 h,24 h 后血浆和 / 或肝组织

中内皮素 - 1 （E T - 1 ）、谷丙转氨酶（A L T ）、丙二

醛（MDA）和再灌注 1h 后肝细胞内游离 Ca2+（[Ca2+]i）

含量变化以及肝组织病理学变化.

结果: 肝脏缺血再灌注后血浆和 / 或肝组织中 E T - 1 、

ALT、MDA 和肝细胞内[Ca2+]i 含量均显著升高.肝脏缺血

再灌注前应用山莨菪碱后，肝细胞内[Ca2+]i 含量明显降

低，肝组织中 MDA 也有不同程度的降低，同时肝酶的漏

出减少，肝组织病理学损害明显减轻.

结论:山莨菪碱可以减少肝脏缺血再灌注后氧自由基的生

成，对肝脏缺血再灌注损伤具有保护作用.
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0   引言

肝脏缺血再灌注损伤是肝脏和创伤外科疾病中常见的
病理过程，许多疾病均涉及到这一过程，如严重的肝
外伤、广泛的肝叶切除、肝移植以及休克、感染等.导
致肝脏缺血再灌注损伤的原因众多,机制复杂.研究发现,
氧自由基在肝脏缺血再灌注损伤中起了重要作用[1-5]，
我们在实验中选用山莨菪碱，以探讨其对肝脏缺血再
灌注后氧自由基生成的影响及其作用机制.

1   材料和方法

1.1 材料

1.1.1 动物与试剂  本实验选用♂ Wistar 大鼠，重约
210-250 g，由第二军医大学实验动物中心提供；ET-
1 试剂盒由解放军总医院东亚免疫技术研究所提供；
MDA 试剂盒由南京建成生物工程研究所提供；Fura-

2/AM，Triton-x-100 和 EGTA 购自美国 sigma 公司；
山莨菪碱由江苏连云港东风制药总厂提供.
1.1.2 动物模型制作及分组   实验动物术前 12 h 禁食，
自由进水，以 3 % 戊巴比妥钠(30 mg/kg)腹腔内注射麻
醉,取上腹正中切口,显露第一肝门部，按 Nauta et al [6]

的方法制作肝脏缺血再灌注模型(此模型可造成约70 %
的肝脏缺血，但不影响门静脉血液回流).动物随机分为
4 组：(1)正常对照组（A 组）：只行假手术；(2)缺血再灌
注组（B 组） :阻断入肝血流 60 min 后松开无创动脉
夹，恢复入肝血流，于所需时相点处死动物取材；(3)生
理盐水组（C 组）：阻断入肝血流前 10 min 自尾静脉注
射生理盐水 1 ml，其他同 B 组；(4)山莨菪碱组(D 组):阻
断入肝血流前自尾静脉注射稀释成 1 ml 的山莨菪碱约
0.5 mg(2.0 mg/kg),其余同 B 组.
1.2 方法

1.2.1 血浆和肝组织中 ET-1 含量的测定  血浆 ET-1 含
量的测定:采取血液约 1 ml，加入 10 ul 10 %EDTA 二
钠和 20 µl 抑肽酶,混匀,4 ℃ 3 000 rpm 离心 10 min,取
上清液于 -70 ℃保存.肝组织中 ET-1 含量的测定:切取
活肝组织约 100 mg，加入 1 ml 1 mmol HCl 碾磨，随
后置于 100 ℃水浴 10 min,匀浆，4 ℃ 3 000 rpm 离心
10 min，取上清液于 -70 ℃保存.测定前将标本置于冷
水中复融,再次离心,取上清液按 ET-1 试剂盒说明书所
述方法用放射免疫法测定血浆和肝组织中 ET-1 含量.
1.2.2肝组织中MDA含量的测定   切取活肝组织约100 mg,
加入 1 ml 1 mmol HCl 碾磨,随后置于 100 ℃水浴 10 min,
匀浆，4 ℃ 3 000 rpm 离心 10 min,取上清液于 -70 ℃
保存.测定前将标本置于冷水中复融，再次离心，取上
清液，按 MDA 试剂盒说明书所述方法用硫代巴比妥酸
比色法测定肝组织中 MDA 含量.
1.2.3肝细胞内[Ca2+]i含量的测定  将新鲜肝组织制成细
胞悬液，浓度调至 1 × 109/L，离心去上清液，加 Fura-
2/AM 及适量负载液,混均,置于 37 ℃水浴中共温浴 45 min,
并持续均匀轻振，使 Fura-2/AM 进入细胞内并充分反
应. 温浴后离心去上清液，用悬浮液（负载液中加
CaCl2）冲洗 2 次,然后再加适量悬浮液,保持 37 ℃ 1 h
内测完.将样品移入 10 nm 石英比色池内,设定激发光栅
5 nm,发射光栅 10 nm,发射波长 500 nm,以 300 -500 nm
激发光谱扫描测定荧光值 F;加 Triton-x-100(1 g/L)破坏
细胞膜,测定 Fmax;再加 EGTA(6 mmol/L)测定 Fmin.结果
计算：[Ca2+]i=kd ×(F-Fmin)/(Fmax-F)，其中 kd 是 Fura-
2 和 Ca2+ 反应的解离常数,为 314 nmol/L.
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1.2.4 血浆 ALT 含量的测定  血浆 ALT 含量用常规生化
方法测定.
1.3 肝组织病理学变化的观察   采取新鲜肝组织用质量
浓度为 100 g/L 的甲醛溶液固定 24 h,按病理学常规制
片，H-E 染色，光学显微镜观察.
       统计学处理 实验所得数据用均数±标准差（       ）
表示，组间比较用 Student's  t 检验.

2   结果

2.1 血浆和肝组织中各检测指标含量的变化

2.1.1 血浆和肝组织中 ET-1 含量的变化   肝脏缺血再
灌注后，血浆和肝组织中 ET-1 含量均显著升高，于再
灌注后第3小时达到高峰,此后缓慢下降,与A组比较,其
他各组均有明显的统计学意义(P <0.01,P <0.05）；应
用山莨菪碱后，ET-1 略有下降，但与 B，C 组无明显
统计学意义,见表 1,表 2.
2.1.2 血浆 ALT 含量的变化   血浆 ALT 于缺血再灌注后
第6小时达高峰，再灌注后24 h仍维持在较高水平，与
A 组比较，其他各组均有统计学意义（P <0.01）；应
用山莨菪碱后，血浆 ALT 含量明显下降，与 B、C 组比

较有统计学意义（P <0.05）,见表 3.
2.1.3 肝组织中 MDA 含量的变化   肝脏缺血再灌注后，
肝组织中 MDA 含量增加，第 6 小时达高峰，第 24 小时
基本接近正常水平，与 A 组比较，B、C 组有统计学意
义(P <0.01，P <0.05)，D 组与 B、C 组相比，部分
时相点有统计学意义(P <0.05),见表 4.
2.1.4肝细胞内[ Ca2+]i含量的变化   肝脏缺血再灌注后，
肝细胞内[Ca2+]i 含量升高，与 A 组(154 ± 12 nmol/L)比
较，B 组(384 ± 16 nmol/L)、C 组(368 ± 15 nmol/L)均有
统计学意义(P <0.01);而 D 组(218 ± 14nmol/L)与 B、C
组比较也有统计学意义(P <0.05).
2.2 肝组织病理学变化   光镜下正常对照组肝细胞和肝
窦内皮细胞均正常.缺血再灌注组和生理盐水组肝脏瘀
血明显，以门静脉为中心向周边呈放射状排列，同时，
肝细胞可见不同程度的浊肿变性和空泡状变性，偶尔
可见点状坏死；晚期主要以肝细胞局灶性及片状坏死
为主.山莨菪碱组再灌注后早期肝脏的瘀血明显减轻，
细胞变性坏死不明显，晚期偶尔可观察到点状坏死，无
成片状细胞坏死.

sx ±

表 1  血浆 ET-1 含量的变化( sx ± ,pg/ml)

再灌注时间       1 h        3 h 6 h     12 h     24 h

B 组 5.2 ± 1.3a 12.8 ± 1.2a            5.6 ± 1.6a 4.8 ± 0.8a 4.1 ± 0.8a

C 组 4.8 ± 0.3a 11.5 ± 0.6a            7.3 ± 0.4a 4.5 ± 1.8a 4.2 ± 0.6a

D 组 4.2 ± 1.6a   9.3 ± 0.8a            5.2 ± 1.2a 4.0 ± 0.8a 3.9 ± 0.4a

 aP <0.01 vs A 组(1.1 ± 0.5).

表 2   肝组织中 ET-1 含量的变化( sx ± ,ng/100 mg)

ÔÙ¹à×¢Ê±¼ä       1 h        3 h 6 h     12 h     24 h

B 组 314 ± 34b 650 ± 82a         381 ± 68a 325 ± 65b 206 ± 25

C 组 302 ± 25b 570 ± 48a         385 ± 56a 302 ± 60b 210 ± 30

D 组 284 ± 20b 582 ± 60a         360 ± 48a 310 ± 58b 198 ± 31

aP <0.01 vs A 组(164 ± 30), bP <0.05 vs A 组.

表 3  血浆 ALT 含量的变化（ sx ± ,u/L）

ÔÙ¹à×¢Ê±¼ä       1 h        3 h 6 h     12 h     24 h

B 组 137 ± 32a 144 ± 33a         182 ± 36a 162 ± 28a 148 ± 32a

C 组 140 ± 35a 148 ± 38a         176 ± 28a 152 ± 42a 150 ± 36a

D 组   82 ± 12a,b   88 ± 15a,b         102 ± 14a,b   91 ± 25 a,b   90 ± 18a,b

aP <0.01 vs A 组(19 ± 4), bP <0.05 vs B、C 组.

表 4  肝组织中 MDA 含量的变化（ sx ± ,nmol/g）

ÔÙ¹à×¢Ê±¼ä       1 h        3 h 6 h     12 h     24 h

B 组 7.9 ± 1.2b 8.2 ± 1.0b        11.2 ± 1.6a 10.2 ± 1.4a 6.5 ± 0.6

C 组 7.4 ± 0.8b 9.4 ± 0.6a        10.4 ± 1.8a   9.6 ± 2.0a 6.0 ± 0.4

D 组 6.0 ± 0.4 6.2 ± 0.8          6.0 ± 1.2c   5.2 ± 0.3c 4.4 ± 0.6

aP <0.01 vs A 组(4.0 ± 1.1);bP <0.05 vs A 组；cP <0.05 vs B、C 组.
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3   讨论

我们在实验中观察到,肝脏缺血再灌注后血浆 ET-1、
ALT 和肝组织中 ET-1、MDA、肝细胞内[Ca2+]i 含量
均显著增加，说明肝脏缺血再灌注后导致了肝细胞损
伤.研究发现[7,8]，在肝血管平滑肌细胞和肝窦贮脂细胞
膜上存在 ET Ａ和 ET Ｂ受体，ET-1 可作用于 ET Ａ受体，
使平滑肌细胞和贮脂细胞收缩，最终导致肝脏微循环
障碍，使入肝血流量减少[9].肝脏缺血缺氧时，ATP 生
成减少甚至停止，同时 ATP 分解加速，ATP 的减少可
降低 Na+-K+-ATP 酶和 Ca2+-ATP 酶的活性，Na+ 和 Ca2+

便在细胞内蓄积，导致细胞水肿和细胞内 Ca2+ 超载.细
胞内 Ca2+ 超载可激活 Ca2+ 依赖性蛋白水解酶，在 ATP
降解产物代谢过程中，可促进活性氧自由基的生成[9] .
ET-1 还可刺激兴奋性氨基酸的释放，促进中性粒细
胞的黏附，活化释放蛋白酶产生氧自由基[10,11].氧自由
基可导致脂质过氧化反应，使细胞膜和膜酶损伤，同
时，非自由基的醛式代谢产物还能带着自由基的损伤
潜能，从其生成的部位如内质网扩散到线粒体、核糖
体和其他细胞成分，导致细胞和细胞组分的损伤.
       肝脏缺血再灌注前应用山莨菪碱，可使肝细胞内
[Ca2+]i 和肝组织中 MDA 的含量明显下降，以及肝酶的
漏出减少，说明山莨菪碱可以减轻肝细胞内 Ca2+ 超载
并降低氧自由基的产生.山莨菪碱可嵌入细胞膜脂质双
层，增加膜的流动性，有利于细胞膜发挥其功能[12-14].
山莨菪碱还具有稳定细胞内溶酶体膜，保护线粒体和提
高细胞利用氧的能力，同时还可以增强线粒体固定
Mg2+ 的能力，从而减少 Mg2+ 的丢失[15].由于应用山莨
菪碱后细胞膜和细胞器膜受到了较好的保护，同时
Mg2+ 的丢失减少，故可以减轻肝细胞和线粒体内 Ca2+

超载.研究发现，山莨菪碱还可通过蛋白激酶 C 系统阻
断 Ca2+ 内流，从而减轻肝窦内皮细胞和肝细胞的损伤.
细胞内 Ca2+ 超载的减轻，可以减少 Ca2+ 依赖性蛋白水
解酶的激活，减少黄嘌呤脱氢酶向黄嘌呤氧化酶的转
化，从而可使氧自由基的生成减少.由此可见，山莨
菪碱可以减少氧自由基的生成，对肝脏缺血再灌注损
伤具有保护作用.
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