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#摘要$W目的'探讨银杏叶提取物对大鼠移植肝缺血再灌注损伤模型的预处理效用# 方法'采用

5&4&0&)'袖套法建立大鼠缺血再灌注原位肝移植模型# 将大鼠随机分成假手术组 ! <`组 " %生理盐水

对照组!T< 组" %银杏叶提取物预处理组!E!= 组" # 各组分别观察移植肝再灌注后 P %%. % 和 PN % 肝组

织中 DTR9

#

%8]9, 含量及血清 U]D和 U<D含量和肝组织学变化# 结果'<`组与 T< 组血清 U]D和 U<D含

量$肝组织 DTR9

#

和 8]9, 活性明显升高 !3jO*O, " $肝细胞形态学发生异常变化# E!= 预处理组$上

述指标的异常变化均明显减轻$ 与 T< 组比较差异有显著性意义!3jO*O, " # 结论'银杏叶提取物可通

过抑制 5:33;"氏细胞激活减少释放 DTR9

#

和 8]9, 始动因子并调控缺血再灌注因子水平达到保护供肝

作用#

#关键词$W 缺血再灌注损伤&W肝移植&W银杏叶提取物&WDTR9

#
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WW在肝脏移植和肝脏外科手术中#肝脏缺血再

灌注! %;I&$(J('J%;4(&";I;"3:'(#/#L8S"是引起肝脏

损伤的一个重要因素- 减轻肝脏缺血再灌注损伤

的方法有药物预处理和缺血预处理- 药物预处理

方法简单#并能在短时间内产生保护效应#在肝移

植的供肝保护方面具有重要意义- 由于药物预处

理效果优于缺血预处理#因而在肝脏缺血再灌注

损伤中的实验中愈来愈多地采用药物预处理方

法)P*

- 银杏叶提取物!H(/7H#=(6#=&;V$"&J$#E!= "的

主要有效成份为黄酮类和内酯类#具有广泛的药

理作用- 过去的几十年#国内外学者对 E!= 作用

机制进行了大量研究#证实 E!= 具有多价的药理

学作用)K*

- 随着研究的进一步深入#有关 E!= 对

缺血再灌注损伤的保护作用的研究日益受到关

注- 本研究观察银杏叶提取物对大鼠移植肝脏缺

血再灌注后肝组织 DTR9

#

和 8]9, 活性.血清谷丙

转氨酶 ! U]D" .血清谷草转氨酶 ! U<D"含量的影

响- 同时观察肝细胞形态学的变化#进一步研究

L8S损伤 ! L8S(/ :̂"?# L8S8"的发生机制#并探讨

银杏叶提取物的预处理效用-

!"材料与方法

,*,W材料WW雄性 <I"&>:;+&@6;?大鼠 -O 只 !购

于中南大学实验动物中心" #体质量 PMO QKPO H-

常规显微手术器械系上海医疗器械有限公司手术

器械厂生产#E!= 注射液购自德国威玛舒培博士

药厂#每支 2 4]注射液含 ,G*2 4HE!=#标定含银

杏黄酮甙 N*P 4H# , 4]注射液含 NO 4H山梨醇及

K*2f体积比的乙醇#G9O 带线缝合针系上海医用

缝合针厂生产-

,*PWDTR9

#

和 8]9, 活性的测定方法WW于物镜

NO 倍视野下#每组随机选取 PO 个视野#用 L18U<9

,OOO 型彩色图像分析系统测定细胞内棕黄色颗

粒的平均吸光度 !@"值#其结果以标准差 !

#

Um7"

表示-

,*KW模型制备WW大鼠原位肝移植模型采用 5&9

4&0&$'袖套法改良技术)P*

#术前 ,P % 禁食但不禁

饮- 供肝获取前#静脉注射含 ,OO A肝素的生理盐

水 , 4]#采用原位灌注切取术#经门静脉灌注 O Q

N i生理盐水 PO 4]!含肝素 ,OO A" # 灌注压力为

O*M 4L

P

`柱#肝脏中心温度为 O i- 乙醚吸入麻

醉#肝上下腔静脉用 G9O 带线缝合针连续缝合#肝

下下腔静脉重建采用套管法 !内经 O*K J4的聚乙

烯管" #门静脉重建采用套管法!内经 O*P J4的聚

乙烯管" #胆总管重建采用插管法 ! O*2 J4长的硬

膜外导管" #肝动脉不予重建- 供肝的热缺血时间

O 4(/#冷缺血时间 -O 4(/#无肝期为 ,M QPP !平均

,-*.G m,*.K " 4(/- E!= 组(于切取供肝前 , % 经

阴茎背静脉注射 E!= NO4H_7HeT< 共 P 4]- T<

组(于切取供肝前 , % 经阴茎背静脉注射 T< P 4]-

<`组(打开腹腔#充分游离肝脏.结扎左膈静脉.

左肝至食管周围的静脉.右肾上腺静脉#然后关

腹#<`组不进行肝移植-

,*NW动物分组及取材WW将成模大鼠随机分为(

银杏叶提取物预处理组 !简称 E!= 组 " #供体 ,M

只#受体 ,M 只'生理盐水对照组 !T< 组 " 供体 ,M

只#受体 ,M 只'另设假手术组 ! <`组 " #,M 只- 分

别于大鼠肝移植供肝再灌注后或术后 P #. #PN %

处死动物#每个时间点每组 . 只-

,*2W血清 U]D$U<D含量$肝组织 DTR9

#

$8]9, 活

性的检测WW从下腔静脉采血 N 4]测血清 U]D

与 U<D含量'肝组织用 ,Of甲醛固定#石蜡包埋

备用#采用放射免疫法测定肝组织 DTR9

#

#8]9, 活

性#试剂盒购自武汉博士德生物有限公司-

,*.W肝组织病理学变化的观察WW石蜡包埋的

肝组织行 N

&

4连续切片#LE染色#普通光学显微

镜下观察肝组织的情况-

,*GW统计学处理WW实验数据以均数 m标准差

!

#

Um7"表示- 采用 <1<<,K*O 版统计软件进行统

计# 两样本均数间比较用 %检验# 多样本均数间

比较用完全随机设计的单因素方差分析- 以
#

n

O*O2 作为检验水准-

22
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#"结""果

P*,WE!= 对血清 U]D和 U<D含量的影响WW供

肝再灌注后 P #. 及 PN % 各时点#血清 U]D和 U<D

水平#T< 组及 E!= 组均较 <`组明显升高 ! 3

"

O*O,"'E!= 组血清 U]D水平在供肝再灌注后 P #. #

PN %#U<D水平在供肝再灌注后 P % 和 . % 较 T< 组

明显降低!3

"

O*O, " !表 , " -

P*PWE!= 对肝组织 DTR9

#

和 8]9, 活性的影响W

W供肝再灌注后 P #. 及 PN % 各时点#肝组织 DTR9

#

和 8]9, 活性水平#T< 组及 E!= 组均较 <`组明

显升高!3

"

O*O, " ' 但 T< 组升高最明显!表 P " -

P*KW肝脏病理学的变化WW<`组的肝组织结构

未见明显异常改变'T< 组及 E!= 组的肝组织可见

不同程度的肝窦充血和肝细胞肿胀及坏死'E!=

组的肝组织损害程度较 T< 组轻!图 , #P " -

表!"大鼠移植肝再灌注后各时点血清U]D和U<D水平!A_]#

#

Um7"

组别 $

U]D

P % . % PN %

U<D

P % . % PN %

<`组 . 22*KK mM*ON .O*2O mM*PM 2-*KK mG*P. ,NG*MK mP,*G, ,NM*2O m,.*KN ,NK*.G m,G*2M

T< 组 .

, ,,.*,G m,-.*.-

""

,NMM*2O m,-G*.G

""

2PM*OO m-M*P-

""

, ,N-*MK m,KK*2M

""

, G,2*MK m,K,*2-

""

.KK*KK m,P.*.M

""

E!=组 .

2PP*.G m-G*.,

pp

,OPO*KK m,,2*ON

pp

,GN*2O m.O*GO

pp

N.,*OO m,N-*,K

pp

,ON.*,G m,P2*PM

pp

,M,*.G mKM*.2

pp

WW与 <`组比较#

""

3jO*O,'与T<组比较# pp 3jO*O,

表#"大鼠移植肝再灌注后各时点肝组织DTR9

#

和8]9, 水平!

#

Um7"

组别 $

DTR9

#

P % . % PN %

8]9,

P % . % PN %

<`组 . O*ONGO mO*OOGG O*O2,O mO*OON. O*O2OO, mO*OOPN O*OPNP mO*OON. O*OPNN mO*OONO O*OP.N mO*OONO

T<组 .

O*,OPP mO*OONG

""

O*,P-P mO*OO-O

""

O*,PN2 mO*OO.M

""

O*OGGM mO*OONK

""

O*OMNO mO*O,NM

""

O*OM,- mO*OOKN

""

E!=组 .

O*OMOP mO*OO2,

pp

O*O-PO mO*OO-O

pp

O*OGM. mO*OO2.

pp

O*O22- mO*OO.P

pp

O*O.PP mO*OO2P

pp

O*O2.O mO*O.NK

pp

WW与 <`组比较#

""

3jO*O,' 与T<组比较# pp 3jO*O,

图!"T<组缺血再灌注损伤 . %肝组织超微结构变化!LEk

NOO"

?,-&!C%&/H;'(/ %;I&$(J$('':;'&$. % &3$;"('J%;4(&";I;"3:'(#/

(/ :̂"?(/ $%;T< H"#:I

图#"E!=组缺血再灌注损伤 . %肝组织超微结构变化

!LEkNOO"

?,-&#C%&/H;'(/ %;I&$(J$('':;'&$. % &3$;"('J%;4(&";I;"3:'(#/

(/ :̂"?(/ $%;E!= H"#:I

.2
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$"讨""论

缺血再灌注损伤是肝脏外科棘手问题#诸如

处理严重的肝外伤#施行广泛的肝切除术#原位肝

脏移植以及自体肝切除移植和活体肝移植等- 上

述肝切除及供肝切取均有肝缺血再灌注过程#当

肝脏复血供后不可避免地发生缺血再灌注损伤-

缺血再灌注损伤更是肝移植物早期原发性无功能

的主要原因之一- 缺血_再灌注损伤不可避免地

存在于移植和常规肝手术过程中- 缺血_再灌注

损伤的确切机制目前尚未明了#其发生与钙超载.

氧自由基及其引发的脂质过氧化反应等多种因素

有关- 多数学者认为#肝脏的缺血_再灌注损伤其

核心仍然是炎症反应- 主要由炎症细胞介导)N92*

#

特别是 5:I33;"氏细胞 ! 5C" - 肝脏 5C细胞是体

内最大的巨噬细胞群#是肝脏的非实质细胞#当

5C和内皮细胞遭受热缺血冷灌注保存及再灌注

的损伤后#5C群和内皮细胞释放出炎性介质及细

胞因子)N92*

- 而这些介质和细胞因子均为再灌注

损伤的始动因素#其中肿瘤坏死因子 !$:4#"/;J"#9

'('3&J$#"#DTR"是重要的始动细胞因子).*

#而 8]9,

亦是始动因子的重要成分之一- 研究表明#缺血

再灌注损伤存在两个重要阶段(缺血再灌注始动

阶段!再灌注后 , QK % " #主要与产生氧自由基和

激活 5C的活化有关'缺血再灌注损伤晚期阶段

!再灌注后 . QPN % " #主要与中性粒细胞流入肝

内有关- 两个阶段中均有不同程度的肝细胞损

伤#导致这种损伤的是以 DTR为主#8]9, 为辅的协

同作用)G*

- 肝脏富含 DTR受体#是 DTR作用的主

要靶器官#再灌注损伤可通过直接和间接机制诱

导肝细胞自身一氧化氮的表达而使肝细胞坏死或

凋亡#其产生的氧自由基和弹性酶也可以直接损

伤肝细胞)M*

- 除此之外#还通过以下机制导致损

伤(! , "促进血管内皮对白细胞的黏附'DTR能诱

生或上调血管内皮细胞的两种黏附分子 !细胞间

黏附因子9, #内皮细胞白细胞黏附因子9, " #并由

此促进血管内皮对白细胞的黏附),O*

- ! P "促进血

管内皮细胞分泌血小板激活因子q集落刺激因子等

炎性介质激活白细胞),O*

- ! K "促进中性粒细胞表

达 C9反应蛋白!CS, "和 CSK #从而增强中性粒细

胞对内皮细胞的黏附#也可以直接刺激中性粒细

胞释放超氧阴离子.过氧化氢等- ! N "DTR可激活

巨噬细胞释放白介素 ! 8]" , # . # M 及前列腺素

!1!"E

P

等'8]9, 又能通过激活巨噬细胞分泌 8]9

, #8]9. #8]9M #1!E

P

以及 DTR等'而 DTR又能以自

分泌的形式激活单核巨噬细胞#并与其他细胞因

子之间相互诱生和共同诱生#参与缺血再灌注损

伤的各个环节).#,,9,P*

-

预防和减轻肝脏缺血再灌注损伤是肝脏外科

手术研究的重要课题#研究方法有药物预处理和

缺血预处理 ! 81C" - 81C是指组织在经过短暂缺

血后#能够增加其对缺血的耐受现象- 最近的许

多实验研究描述了缺血预处理对肝脏损伤的保护

效应#临床肝移植和肝切除实践中亦证实其对肝

脏缺血再灌注损伤具有保护作用),K9,N*

#但迄今 81C

的机制尚未完全明了- 多数作者研究认为 81C保

护效应可能是机体内源性损伤机制#是机体对缺

血损伤发生的主动性适应反应- 药物预处理研究

亦有相关报道),2*

#所谓药物预处理即预先使用药

物减少缺血再灌注损伤的程度- 目前有许多药物

或制剂可以减轻肝脏缺血再灌注损伤),.9,-*

- 本课

题使用银杏叶提取物即是进行药物预处理- )(/#"

等)PO*研究发现#银杏内酯能改善肝缺血再灌注后

的微循环紊乱#肝缺血再灌注损伤明显减轻- 有

研究人员采用银杏内酯 c预防性给药#发现其能

显著降低大鼠肝缺血再灌注损伤时血清 U]D#

U<D#U51#"9!D活性#提高 UD1水平#肝细胞能量

状态有所恢复#提示银杏内酯 c对肝缺血再灌注

损伤有保护作用)P,*

- 还有对豚鼠和 <+大鼠非协

调性异种肝移植缺血再灌注模型移植前给予金纳

多!第 N 代银杏叶提取制剂 " #发现移植后供肝灌

注充分#均匀#肝灌注障碍有所改善'超微结构观

察显示肝细胞肿胀减轻#窦状隙血小板减少#内皮

细胞较完整'表明金纳多对异种肝移植缺血再灌

注损伤有保护作用)PP*

-

本研究结果提示#缺血再灌注损伤时肝组织

DTR9

#

和 8]9, 含量明显升高#伴 U]D和 U<D显著

增高#尤以 T< 再灌注组显著- 使用银杏叶提取物

后#实验大鼠血清 U]D和 U<D含量均明显低于 T<

再灌注组!3

"

O*O2 " '肝形态学异常变化明显轻

于 T< 再灌注组#同时肝组织 DTR9

#

和 8]9, 活性

水平亦显著低于 T< 再灌注组 !3

"

O*O, " - 表明

银杏叶提取物对缺血再灌注损伤有积极的防治作

用#其机制可能是通过抑制 5C激活# 减少 5:I33;"

细胞释放炎性细胞因子#降低肝组织 DTR9

#

及 8]9

, 水平#从而减少氧自由基产生及减轻脂质过氧

化反应#而减轻缺血再灌注损伤- 缺血再灌注损

伤另一重要始动因素是缺血再灌注后的肝细胞内

G2
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钙超载#本实验 EH= 的抗钙超载的缺血再灌注损

伤预处理效应亦起着重要作用- 其预处理作用机

制有待进一步研究-
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