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牛磺熊去氧胆酸对大鼠肝脏缺血再灌注损伤的保护作用

何宗全，章安庆，叶显道，胡磊，朱文俊

（安徽省铜陵市人民医院 肝胆一科，安徽 铜陵 244000）

                                                                                                                                                                                                                                                                                 

摘   要	 目的：探讨牛磺熊去氧胆酸（TUDCA）抗大鼠肝脏缺血再灌注（HIRI）损伤的作用及机制。

方法：将 20 只雄性 SD 大鼠随机均分为假手术组、TUDCA 组、HIRI 组、TUDCA+HIRI 组，分别行假

手术、TUDCA+ 假手术、HIRI 造模，TUDCA+HIRI 造模；TUDCA（250 mg/kg）于术前 1 h 灌胃给予，

HIRI 造模采用 Pringle 法（缺血 60 min，再灌注 12 h）。再灌注 12 h 后处死各组大鼠取材，观察肝组

织病理学改变，检测血清谷丙转氨酶（ALT）水平，TUNEL 法检测肝细胞凋亡，Western blot 技术检

测肝组织内质网应激分子糖调节蛋白 78（GRP78）、p- 真核细胞翻译起始因子 2α（p-eIF2α）和 C-EBP

同源蛋白（CHOP）的表达。

结果：除假手术组与 TUDCA 组外，HIRI 组与 TUDCA+HIRI 组大鼠肝组织均出现明显肝损伤病理改变，

但 TUDCA+HIRI 组的损伤程度明显轻于 HIRI 组。与假手术组比较，HIRI 组与 TUDCA+HIRI 组大鼠

血清 ALT 水平明显升高，肝细胞凋亡和内质网应激分子 GRP78、p-eIF2a 和 CHOP 蛋白水平均明显升

高（均 P<0.05），但 TUDCA+HIRI 组各项指标升高幅度均明显低于 HIRI 组（均 P<0.05）；TUDCA

组各项指标未见改变（均 P>0.05）。

结论：TUDCA 有抗大鼠肝 HIRI 的作用，其机制可能与抑制内质网应激反应有关。
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Abstract	 Objective: To investigate the protective effect of tauroursodeoxycholic acid (TUDCA) against hepatic ischemia 

reperfusion injury (HIRI) in rat and the mechanism.

Methods: Twenty male SD rats were equally randomized into sham operation group, TUDCA group, HIRI 

group and TUDCA plus HIRI group, and underwent sham operation, TUDCA treatment plus sham operation, 

HIRI model induction, and TUDCA treatment plus HIRI model induction, respectively. TUDCA (250 mg/kg) 

was administered by gavage 1 h before operation, and HIRI rat model was induced by Pringle maneuver  

(60-min hepatic ischemia followed by 12-h reperfusion). Rats in each group were sacrificed after 12-h reperfusion 
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在 肝 外 科 手 术 中 阻 断 肝 脏 血 流 后 发 生 肝 脏

缺血再灌注损伤（hepa t i c  i s chemia  r epe r fus i on 

i n j u r y ， H I R I ） 是 常 见 的 病 理 现 象 ， 也 是 造 成 肝

外 科 手 术 患 者 并 发 症 的 重 要 原 因 之 一 [ 1 - 2 ]。 近 年

来，尽管在HIRI临床和基础研究方面取得了一定

的 进 展 ， 如 发 现 氧 化 应 激 、 炎 症 、 内 质 网 应 激 和

细胞凋亡等相关的机理在HIRI中起重要作用，但

其确切机制及防治仍未解决，HIRI仍然是临床肝

脏手术和疾病治疗过程中面临的棘手问题，HIRI

严 重 者 可 能 发 生 不 可 逆 性 的 肝 功 能 衰 竭 甚 至 全 身

多 脏 器 功 能 衰 竭 [ 3 - 6 ]。 因 此 ， 进 一 步 研 究 H I R I 分

子 机 制 并 寻 找 新 的 药 物 是 亟 待 解 决 的 问 题 。 临

床 研 究 和 动 物 实 验 均 已 证 实 细 胞 凋 亡 在 H I R I 过

程 中 起 重 要 作 用 ， 而 内 质 网 应 激 （ e n d o p l a s m i c 

reticulum stress，ERS）可介导肝脏细胞凋亡，在

肝脏疾病中发挥重要作用[7-10]。本文拟在大鼠HIRI

模 型 的 基 础 上 ， 观 察 E R S 抑 制 剂 牛 磺 熊 去 氧 胆 酸

（tauroursodeoxycholic acid，TUDCA）干预的作

用，并探讨ERS参与HIRI的相关机制。

1　材料与方法

1.1  材料

1.1.1  实验动物　健康雄性成年 SD 大鼠（250~300 g）

20 只，从安徽省实验动物中心购买。

1.1.2 实验试剂　内 质 网 应 激 抑 制 剂 TUDCA（ 滔

罗 特） 购 于 意 大 利 贝 斯 迪 大 药 厂；ALT 检 测 试 剂

盒从南京建成生物工程研究所购买；TUNEL 凋亡

检测试剂盒从 Promega 公司购买；糖调节蛋白 78

（glucose regulate protein 78，GRP78）、p- 真核

细 胞 翻 译 起 始 因 子 2α（p-eukaryotic translation 

initiation factor-2α，p-eIF2α） 抗 体 从 Cell 

Signaling 公 司 购 买，C-EBP 同 源 蛋 白（C-EBP 

response element binding protein，CHOP）抗体从

Santa Cruz 公司购买，ECL 试剂盒从 Thermo 公司

购 买； 其 它 生 化 试 剂 均 从 Sigma 公 司 购 买 或 为 国

产分析纯。

1.2  实验方法

将 S D 大 鼠 随 机 分 为 假 手 术 组 、 H I R I 组 、

TUDCA组及TUDCA+HIRI组，每组5只。所有动

物在术前均禁食12 h，自由饮水，用戊巴比妥钠 

（40 mg /kg）经腹腔注射麻醉，自阴茎背静脉注

射 肝 素 钠 6 0 0  U ， 固 定 动 物 后 常 规 脱 毛 并 消 毒 。

在上腹部正中做约3 cm切口，进入腹腔分离肝脏

周围诸韧带，暴露肝门部。⑴ 假手术组：仅在麻

醉后剖腹牵拉分离肝十二指肠韧带，在与HIRI组

相 同 开 腹 时 间 后 关 腹 。 ⑵  H I R I 组 ： 参 照 P r i n g l e

法 制 备 模 型 ， 游 离 肝 周 韧 带 后 解 剖 肝 门 ， 使 用

无 创 血 管 夹 夹 闭 第 一 肝 门 以 1 0 0 % 阻 断 入 肝 血 流 

3 0  m i n ， 再 撤 除 血 管 夹 以 恢 复 肝 脏 血 流 ， 最

后 关 腹 。 ⑶  T U D C A 组 ： 在 肝 脏 假 手 术 前 1  h

经 灌 胃 单 次 给 予 T U D C A （ 2 5 0  m g / k g ） 处 理 。  

and the hepatic samples were collected; the pathological changes in liver tissues were observed, serum alanine 

aminotransferase (ALT) level was measured, apoptosis of hepatic cells was determined by TUNEL staining, 

and the proteins associated with endoplasmic reticulum (ER) stress which included glucose regulate protein 

78(GRP78), p-eukaryotic translation initiation factor-2α (p-eIF2α) and C-EBP response element binding protein 

(CHOP) were determined by Western blot analysis.

Results: Except in sham operation group and TUDCA group, the liver tissues in either HIRI group or TUDCA 

plus HIRI group presented the evident pathological changes associated with liver injury, but the degree of injury in 

TUDCA plus HIRI group was milder than that in HIRI group. Compared with sham operation group, the serum 

ALT levels, hepatic cell apoptosis and the protein expression levels of GRP78, p-eIF2a and CHOP in liver tissues 

were significantly increased in both HIRI group and TUDCA plus HIRI group (all P<0.05), but the increasing 

amplitudes of all these parameters in TUDCA plus HIRI group were significantly less than those in HIRI group (all 

P<0.05); all the parameters in TUDCA showed no significant alteration (all P>0.05).

Conclusion: TUDCA has protective effect against HIRI in rats, and the mechanism may probably be associated 

with its suppression of ER stress response.
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⑷ TUDCA+HIRI组：在HIRI手术前1h给予TUDCA

处理。所有大鼠均于再灌注12 h后剖杀取材。收集

血液和肝脏组织。

1.3  检测指标

1.3.1  肝脏的组织病理学观察　取受试动物部分

肝脏，置于 4% 多聚甲醛溶液中固定 12 h。经梯度

乙 醇 脱 水 和 二 甲 苯 透 明 后 用 石 蜡 进 行 包 埋， 制 备 

4 μm 连 续 切 片， 用 HE 进 行 常 规 染 色， 在 光 学 显

微镜下观察大鼠肝脏组织病理学变化并拍照。

1.3.2  血清肝功能水平检测　采集实验大鼠血样

并分离血清，按试剂盒说明书测定血清 ALT 水平，

以评价大鼠肝功能水平。

1.3.3  TUNEL 检测　将肝脏石蜡切片脱蜡水化，

加 平 衡 液 进 行 平 衡 后， 再 加 TUNEL 反 应 混 合 液

于 标 本 上， 置 于 湿 盒 中 在 37 ℃ 孵 育 1 h。 浸 入

2×SSC 溶液中 15 min 以终止反应，浸洗后封闭过

氧 化 物 酶， 接 着 进 行 酶 标 记 反 应 30 min， 然 后 用

DAB 进行显色，在苏木素复染后经梯度酒精脱水

和二甲苯透明后用中性树胶封片。用光学显微镜观

察肝脏切片凋亡情况并拍照。

1.3.4  Western blot 检 测 蛋 白 表 达　 取 部 分 肝

脏 用 RIPA 裂 解 液 制 备 组 织 匀 浆， 提 取 总 蛋 白

用 Western blot 技 术 检 测 肝 脏 总 蛋 白 GRP78、

p-eIF2α 和 CHOP 蛋白水平。

1.4  统计学处理

所 有 计 量 资 料 均 以 均 数 ± 标 准 差 （x± s） 表

示，采用单因素方差分析进行统计分析，P<0 .05

为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  TUDCA 对大鼠 HIRI 的肝脏保护作用

H E 染 色 结 果 显 示 ， 假 手 术 组 和 T U D C A 组 肝

脏 细 胞 及 排 列 规 律 、 肝 细 胞 成 呈 索 状 结 构 ， 细 胞

无 明 显 变 性 和 坏 死 ， 中 央 静 脉 和 汇 管 区 结 构 清 晰

（图1A、C）；HIRI组肝细胞出现明显肿胀，肝

血 窦 存 在 明 显 淤 血 ， 局 部 有 炎 性 细 胞 侵 润 ， 肝 脏

结构能见到明显破坏（图1B）；与HIRI组比较，

TUDCA+ HIRI组肝窦索结构较清晰，肝脏淤血减

轻，肝小叶基本结构与正常接近（图1D）。

血 清 A L T 检 测 结 果 如 图 2 所 示 ， 与 假 手 术 组

比 较 ， T U D C A 组 A L T 水 平 无 明 显 影 响 ， H I R I 明

显升高ALT水平（P<0.05），而与HIRI组比较，

T U D C A 干 预 明 显 降 低 了 H I R I 对 A L T 的 升 高 作 用

（P<0.05）。

A B

C D

图 1　肝脏病理学改变（HE×100） 　　A：假手术组；B：HIRI 组；C：TUDCA 组；D：TUDCA+HIRI 组
Figure 1　Pathological changes of the liver tissues (HE×100)　　A: Sham operation group; B: HIRI group; C: TUDCA group；D：

TUDCA+HIRI group
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图 2　各组血清 ALT 水平  
Figure 2　The serum levels of ALT in each group
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2.2  TUDCA 对肝脏细胞凋亡的影响

TUNEL染色结果显示，假手术组和TUDCA组

均无明显凋亡，与假手术组比较，HIRI组肝细胞

出现明显细胞凋亡（P<0.05），而与HIRI组相比

较，TUDCA显著抑制了HIRI引起的肝脏细胞凋亡

（P<0.05）（图3）。

2.3  TUDCA 对肝脏 ERS 的影响

Western blot结果显示，内质网应激信号分子

GRP78、CHOP和p-eIF2α蛋白表达水平，与对照

组比较，TUDCA组GRP78、CHOP和p-eIF2，蛋白

水平均无明显影响，HIRI模型组GRP78、CHOP

和p -e IF2α蛋白水平明显升高（均P<0 .05），与

HIRI组比较，TUDCA显著降低了GRP78、CHOP

蛋白水平和p-eIF2α蛋白磷酸化水平（均P<0.05）

（图4）。
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图 3　各组肝细胞凋亡情况（TUNEL 组肝细胞）　　A：假手术组；B：HIRI 组；C：TUDCA 组；D：TUDCA+HIRI 组 
Figure 3　Hepatic cell apoptosis in each group (TUNELch gr)　　 A: Sham operation group; B: HIRI group; C: TUDCA group；D：TUDCA+HIRI 

group

假手术组
TUDCA 组

HIRI 组

TUDCA+HIRI 组

3.0

2.0

1.0

0.0

■ GRP78
■ p-eIF2α
■ CHOP

相
对

蛋
白

表
达假手术组

TUDCA 组
HITI 组 TUDCA+HIRI 组

GRP78

p-eIF2α

CHOP

β-actin

图 4　各组肝组织内质网应激相关蛋白表达情况 
Figure 4　Expressions of ER stress response-related proteins in the liver tissues of each group 
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3　讨　论

细 胞 凋 亡 是 机 体 为 适 应 机 体 内 外 环 境 刺 激 而

发 生 的 一 种 细 胞 主 动 的 程 序 性 死 亡 ， 在 生 理 和 病

理 情 况 下 均 能 发 生 ， 越 来 越 多 的 研 究 证 实 肝 细 胞

凋 亡 在 H I R I 发 挥 重 要 作 用 [ 3 , 9 , 1 1 ]。 本 研 究 结 果 显

示 ， 大 鼠 肝 脏 缺 血 再 灌 注 后 1 2  h ， 血 清 A L T 显 著

升 高 ， 肝 脏 出 现 明 显 的 急 性 肝 损 伤 病 理 学 改 变 ，

大量肝细胞出现凋亡，TUDCA单纯TUDCA处理对

肝 脏 病 理 组 织 无 明 显 改 变 ， 对 A L T 和 细 胞 凋 亡 无

明 显 影 响 ， 这 与 相 关 文 献 的 报 道 相 一 致 [ 1 2 - 1 3 ]， 而

TUDCA干预能有效保护大鼠肝损伤，减少肝细胞

凋亡，这为肝细胞凋亡可能在HIRI发病过程中起

重要作用提供了新的证据。

已 知 诱 发 机 体 细 胞 凋 亡 的 途 径 除 死 亡 受 体 和

线 粒 体 途 径 等 经 典 的 凋 亡 信 号 通 路 外 ， 近 年 来 又

发 现 了 E R S 可 引 起 细 胞 凋 亡 ， 在 众 多 疾 病 发 生 过

程中起重要作用，已成为新的药物开发靶点 [7-8]。

内 质 网 是 哺 乳 动 物 细 胞 重 要 的 C a 2 +贮 存 器 ， 同 时

也 是 蛋 白 质 合 成 与 翻 译 后 修 饰 、 多 肽 链 正 确 折 叠

与 装 配 的 重 要 场 所 。 低 氧 、 高 糖 、 化 学 毒 物 或 突

变等多种因素均能诱导ERS。ERS可促进ER对腔

内 聚 集 的 未 折 叠 或 错 误 折 叠 蛋 白 质 产 生 应 答 反 应

（unfolded protein response，UPR），恢复细胞

环 境 内 稳 态 以 维 持 细 胞 存 活 ， 但 持 续 或 高 强 度 的

E R S 则 会 诱 导 细 胞 凋 亡 ， 在 急 慢 性 肝 脏 疾 病 的 发

生过程中起重要作用 [7-8]。最近的研究表明，ERS

是HIRI细胞凋亡调节中的重要途径，HIRI导致的

缺 氧 、 酸 中 毒 、 A T P 耗 竭 、 钙 超 载 及 大 量 自 由 基

生 成 等 均 可 作 为 诱 导 E R S 的 刺 激 因 素 ， E R S 可 特

异性激活CHOP等信号分子导致细胞凋亡 [10,14-16]。

其 中 ， E R S 感 受 蛋 白 双 链 R N A 依 赖 的 蛋 白 激 酶 样

内质网激酶（PKP- l ike ER kinase，PERK）通路

被激活后，可使eIF2α发生磷酸化，继而抑制翻

译 起 始 因 子 的 功 能 ， 导 致 大 部 分 m R N A 翻 译 受 抑

制 并 减 少 蛋 白 质 的 合 成 ， 最 终 使 内 质 网 的 负 荷 减

轻 ， 以 恢 复 内 质 网 中 蛋 白 质 的 折 叠 和 内 质 网 的 内

稳态 [17]。而CHOP/GADD153（growth  ar res t  and 

DNA damage inducible gene 153）属于C/EBP 转

录 因 子 家 族 成 员 ， 是 内 质 网 应 激 的 一 个 特 异 性 转

录 因 子 ， 在 E R S 介 导 的 细 胞 凋 亡 效 应 中 发 挥 重 要

作 用 [ 1 8 ]。 E R S 三 种 感 受 蛋 白 P E R K 、 激 活 转 录 因 

子6（act iva t ing  t ranscr ip t ion  fac tor  6，ATF6） 

以及肌醇酶1α（inositol-requiring enzyme 1α，

IRE1α）在激活后均可能通过不同途径诱导CHOP 

的转录，其中PERK-eIF2α-ATF4信号通路是调控

CHOP 蛋白表达的重要途径 [13]。本研究发现HIRI

能明显诱导内质网应激标志物GRP78，升高ERS下

游信号分子eIF2a磷酸化水平和CHOP蛋白水平，

表明在HIRI过程中发生ERS。TUDCA是美国FDA

于1996年批准的治疗因氨基甲酰磷酸合成酶、鸟

氨 酸 氨 甲 酰 转 移 酶 或 精 氨 基 琥 珀 酸 合 成 酶 缺 乏 而

导 致 的 慢 性 脲 循 环 紊 乱 疾 病 的 一 种 药 物 ， 最 近 的

动物研究发现其能通过抑制ERS有效改善糖尿病与

急 慢 性 肝 病 等 疾 病 状 态 ， 目 前 已 成 为 公 认 的 E R S

抑 制 剂 [ 1 9 - 2 1 ]。 本 研 究 发 现 T U D C A 干 预 在 有 效 保

护HIRI引起的肝损伤并降低肝细胞凋亡的同时，

也能明显抑制HIRI诱导的ERS，降低ERS标志物

GRP78、下游信号分子eIF2a磷酸化水平和CHOP

蛋白水平，进一步提示ERS可能通过介导肝细胞凋

亡在HIRI过程中发挥重要作用。

综上所述，内质网应激抑制剂TUDCA可能抑

制ERS有效保护HIRI引起的肝损伤，有进一步应用

于临床防治HIRI的前景，值得进一步深入研究。
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