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　　摘　要：目的　研究血必净注射液对急性肝损伤大鼠肝组织中过氧化物酶体增殖物激活受体γ（ＰＰＡＲγ）表达的动态影响。

方法　将ＳＤ大鼠随机分为对照组、模型组和治疗组，采用腹腔注射Ｄ氨基半乳糖（ＤＧａｌ）、脂多糖建立急性肝损伤大鼠模型。治

疗组在造模前６ｈ及制模后大鼠腹腔内给予血必净注射液２．５ｇ／ｋｇ，１２ｈ１次，共４次，各组于造模后６、１２、２４、４８ｈ４个时间点留

取大鼠血及肝脏标本。观察大鼠肝功能及肝脏病理变化；用ＲＴＰＣＲ法测定各组肝ＰＰＡＲγｍＲＮＡ表达水平；ＥＬＩＳＡ法测定血

清中肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα），白细胞介素６（ＩＬ６）水平。结果　模型组大鼠肝组织ＰＰＡＲγｍＲＮＡ表达明显低于对照组，治疗

组组织大鼠肝ＰＰＡＲγｍＲＮＡ水平明显高于模型组，组间比较差异有统计学意义。结论　血必净注射液对实验性急性肝损伤有

一定保护作用，其机制可能与升高鼠肝ＰＰＡＲγｍＲＮＡ表达水平有关。
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　　研究发现，血必净注射液对各种炎症细胞因子的产生和释

放有明显的作用，因此广泛应用于外科手术、烧伤、休克等疾

病［１］，对急性肺损伤［２］、肝脏的缺血再灌注损伤也有一定的保

护作用［３］。脂多糖可通过多种途径导致肝功能受损，而细胞因

子水平的改变、氧化应激、脂质代谢障碍是肝损伤的主要病理

机制［４］。过氧化物酶增殖物激活受体γ（ｐｅｒｏｘｙｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａ

ｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒγ，ＰＰＡＲγ）是属于配体激活的一类核转

录因子超家族成员，在炎症、脂质代谢、糖代谢和肿瘤中起着重

要的调节作用［５］。本研究通过观察血必净注射液对脂多糖诱

导肝损伤大鼠ＰＰＡＲγｍＲＮＡ以及其他炎症细胞因子变化的

影响，进一步探讨血必净注射液在急性肝损伤中的抗炎及对肝

损伤的保护作用。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　试剂　脂多糖购自北京宝希迪科技有限公司。Ｄ氨基

半乳糖（Ｄｇａｌａｃｔｏｓａｍｉｎｅ，ＤＧａｌ）购自江苏南通通吕生物制品

有限公司。血必净注射液购自天津红日药业股份有限公司（批

号：Ｚ２００４００３３）。肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）和白细胞介素６

（ＩＬ６）ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自上海西唐生物科技有限公司。

ＰＰＡＲγ引物由上海生物工程技术公司合成，ＲＴＰＣＲ试剂盒

购自美国ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司。

１．１．２　实验动物　选用健康雄性ＳＤ大鼠１８０只（由昆明医

学院动物中心提供），体质量２００～２５０ｇ，２２℃恒温房内饲养，

标准颗粒混合饲料（由昆明医学院动物中心提供）喂养，自由

饮水。

１．２　实验方法

１．２．１　分组与给药　将１８０只ＳＤ大鼠随即分为３组，分别

为：对照组２０只、模型组及治疗组各８０只，后两组又随机分为

４个小组（每组２０只），分别为６、１２、２４、４８ｈ４个时间点，每个

时间点为一组。通过腹腔注射脂多糖４μｇ／ｋｇ（１０ｇ／Ｌ）、ＤＧａｌ

８００ｍｇ／ｋｇ（２５０ｇ／Ｌ）建立急性肝损伤模型，治疗组在建立模型

前６ｈ及造模后１２、２４、３６ｈ腹腔注射２．５ｇ／ｋｇ血必净注射
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表１　　血必净注射液对急性肝损伤大鼠血清ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＮＦα、ＩＬ６的影响（狓±狊）

时间（ｈ） 组别 狀 ＡＬＴ（ｕ／Ｌ） ＡＳＴ（ｕ／Ｌ） ＴＮＦα（ｐｇ／ｍＬ） ＩＬ６（ｐｇ／ｍＬ）

对照组 ２０ ２７．１０５±２．１３７ ７６．５７２±８．４３７ １０２．３１６±１４．７３５ １９．８１４±３．０５９

６ 模型组 ２０ ３１．５７２±５．４５１◇ １４６．３３８±２６．１８３◇ ２１０．２７４±２８．７３４◇ ５９．７０１±２２．０８３◇

治疗组 ２０ ２８．１４５±７．３３０ ９４．２１９±１３．５８２ １５６．８５５±２２．３４１ ２７．５５０±１３．０１３

１２ 模型组 ２０ ４８．３３６±５．０１５◇ ２００．０１６±２７．２５１◇ ２６０．７１９±１５．８４２◇ １５４．１９０±６９．７５２◇

治疗组 ２０ ３４．２１９±９．３６１ １５９．４５９±１８．２４８ １５０．３７６±１５．０１３ ７５．４２０±２１．３４７

２４ 模型组 ２０ ３８．７１２±１０．１６７◇ １９９．５１９±３２．７３６◇ １４７．６２７±１２．４７２◇ ５３．９０４±１０．６９１◇

治疗组 ２０ ３１．８３７±７．１４３ １４７．８３７±１９．１１９ １０１．２５６±１４．７１４ １４．５４８±４．０９３

４８ 模型组 ２０ ２３．３９１±４．９６１◇ １０５．７０３±２１．６１５◇ １０４．５８２±８．７５３◇ ３１．７３１±１０．１１５◇

治疗组 ２０ １９．２３４±３．３６７ ６９．８２０±１７．８４２ ９３．１０４±１３．２９６ ２３．０９４±９．３５９

　　◇：与对照组比较，犘＜０．０５；：与对照组、模型组比较犘＜０．０５。

液。对照组给予等量生理盐水。

１．２．２　标本采集　各组于造模后６、１２、２４、４８ｈ４个时间点处

死各组大鼠，切皮开腹，下腔静脉取血，迅速取出肝脏，以液氮

冻存。部分肝脏浸泡于体积分数为４％多聚甲醛溶液４８ｈ后，

进行石蜡包埋、切皮、ＨＥ染色。

１．２．３　检测指标　（１）血液离心后血清送本院生化室检测

ＡＬＴ、ＡＳＴ；（２）苏木素伊红（ＨＥ）染色，观察肝脏病理改变；

（３）用ＥＬＩＳＡ法检测血清中ＴＮＦα和ＩＬ６含量，按ＥＬＩＳＡ试

剂盒说明书操作；（４）测定ＰＰＡＲγｍＲＮＡ的表达，肝组织总

ＲＮＡ采用ＴＲＩｚｏｌ一步法提取，经紫外分光光度计测定各总

ＲＮＡ的吸光度值（Ａ２６０），根据ＰＰＡＲγ的ｃＤＮＡ文库进行引

物设计、合成。上游引物为５′ＴＧＡＡＡＣＴＣＴＧＧＧＡＧＡＴＣ

ＣＴＣＣ，下 游 引 物 为 ５′ＡＣＡＡＧＴＣＣＴＴＧＴＡＧＡＴＣＴＣＣＴＧ

ＧＡ，预计扩增产物长度为１９３ｂｐ，以特异性引物反转录合成

ｃＤＮＡ，再以其为模板进行扩增ＰＰＡＲγ基因片段和琼脂糖凝

胶电泳，经凝胶密度扫描系统处理，测定各电泳带灰度值，计算

各组ＰＰＡＲγｍＲＮＡ相对表达量。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０进行统计学分析，计量数

据以狓±狊表示。对方差齐性的统计数据采取方差分析、犉检

验，方差不齐者采用非参数检验。以犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结　　果

２．１　血必净注射液对急性肝衰竭大鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＮＦ

α、ＩＬ６的影响　各时间点治疗组、模型组与对照组比较，

ＡＬＴ、ＡＳＴ明显增高，以１２ｈ升高明显，差异有统计学意义（犘

＜０．０５），而治疗组较模型组降低，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。治疗组、模型组ＩＬ６、ＴＮＦα含量较对照组明显升高，

差异有统计学意义（犘＜０．０５），１２ｈ即达顶峰，治疗组ＩＬ６、

ＴＮＦα含量较模型组明显降低，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），见表１。

表２　　各组大鼠各时间点肝组织ＰＰＡＲγ

　　　 ｍＲＮＡ表达（狓±狊）

组别 狀 ６ｈ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ

对照组 ２０ ０．６１１±０．１２７ ０．５６８±０．０３２ ０．６５０±０．１５４ ０．５８５±０．１４１

模型组 ２０ ０．２５７±０．０２１ ０．１５５±０．０６７ ０．１７９±０．０４８ ０．３７５±０．０９４

治疗组 ２０ ０．３８±００．０３９０．２１３±０．０２７０．４０２±０．０１２０．４７９±０．０２８

　　：与对照组、模型组比较，犘＜０．０５。

２．２　ＨＥ染色　随着脂多糖作用时间的延长，病理损害逐渐

加重，１２ｈ达到顶峰，随后开始减轻。模型组肝组织呈弥漫性

病变，肝细胞浊肿，变大，有脂质沉积，可见点灶状坏死，肝小叶

完整，局部有炎细胞浸润；治疗组肝组织病理改变明显轻于模

型组。见插彩Ⅰ图１～３（造模后１２ｈ）。

２．３　血必净注射液对各组大鼠肝脏ＰＰＡＲγｍＲＮＡ表达的

影响　根据电泳图灰度值计算出各组大鼠肝组织 ＰＰＡＲγ

ｍＲＮＡ的表达量。各时间点治疗组、模型组大鼠肝组织

ＰＰＡＲγｍＲＮＡ的水平显著低于对照组（犘＜０．０５），以１２ｈ降

低明显；治疗组ＰＰＡＲγｍＲＮＡ的水平显著高于模型组（犘＜

０．０５），见表２。

３　讨　　论

脂多糖是Ｇ－菌细胞外壁的一种糖脂复合物成分，是引起

脓毒血症和全身炎性反应综合征的主要因素，肝脏是脓毒症时

最易受损的器官之一。脂多糖不仅可以造成肝脏微循环障碍、

直接损伤肝细胞，更为重要的是它可以刺激肝内单核／巨噬细

胞系统活化，生成大量炎性因子如 ＴＮＦα、ＩＬｌ及ＩＬ６等，触

发级联反应，对肝脏造成较为持久而且广泛的损伤［６７］。动物

经ＤＧａｌ致敏后可增强对脂多糖的敏感性及肝脏器官损害特

异性［８］。本实验通过ＤＧａｌ联合脂多糖腹腔注射方法建立的

急性肝损伤动物模型，死亡率高，给药６ｈＡＬＴ、ＡＳＴ显著升

高，肝脏组织出现显著病理改变，肝小叶内可见灶状和小片状

坏死伴炎症细胞浸润，符合急性肝损伤表现。目前对肝损伤的

治疗方法很多，且均有一定的疗效，但也存在明显的不足。肝

移植疗法受患者年龄、人类白细胞抗原相同供者来源不足、感

染等并发症多、移植物抗宿主病治疗难度大、病死率高等限制。

西医对肝损伤的药物治疗疗效并不十分肯定，同时又具有较大

的毒副作用。还有一些疗法虽然对肝损伤有效，但因其价格昂

贵，使患者经济上难以承受，因而极不利于临床推广。为此，开

展多种疗法联合治疗的疗效分析，走中西医结合道路，发挥中

医药治疗肝损伤的优势，日渐成为研究热点。本研究发现，血

必净注射液作用后，肝功能好转，病理改变明显减轻，显示血必

净注射液对急性肝损伤有一定的保护作用。

研究表明，血必净注射液具有对抗细菌毒素、降低脂多糖

水平、拮抗炎症介质与改善人体免疫功能的保护性作用相结合

的双重药理作用，与抗生素联用可显著提高 ＭＯＤＳ患者存活

率［８］。大量临床资料证实，血必净注射液对脓毒症、脓毒性休

克、ＭＯＤＳ具有减轻组织损伤、调节细胞因子平衡的作用，从

而提高存活率［９］；具有对抗脂多糖及与发病有关的多种炎症介

质的作用，能拮抗ＴＮＦα、脂多糖、ＩＬ６的释放，增强单核细胞
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人白细胞 ＤＲ抗原（ＨＬＡＤＲ）表达，促进免疫功能恢复
［１０］。

王静恩等［１１］研究显示，早期给予血必净注射液治疗后，治疗组

ＴＮＦα、ＩＬ１、ＩＬ６、ＩＬ１０水平从３ｄ起即有所下降，尤以５ｄ

时下降明显，ＡＰＡＣＨＥⅡ评分治疗组也较对照组下降明显，最

终治疗组脓毒症、ＭＯＤＳ发生率和病死率也均较对照组低。

已有研究表明，急性肝损伤严重程度、预后与细胞因子关

系密切，ＴＮＦα是造成肝损伤的主要细胞因子
［１２］，ＩＬ６能抑制

肝细胞再生［１３］。过氧化物酶体增殖物激活受体（ＰＰＡＲｓ）是一

类能被过氧化物酶体增殖物激活的核内受体，其由３个亚家族

ＰＰＡＲα、ＰＰＡＲβ／δ、ＰＰＡＲγ组成。它主要分布于脂肪组织，在

脾脏、肝脏、结肠、单核巨噬细胞、淋巴细胞、平滑肌细胞及动

脉粥样硬化病灶等部位中低度表达［１４］。其生物学功能为促进

脂肪细胞的分化及维持糖、脂肪代谢平衡［１５］。许多实验证明，

ＰＰＡＲγ可以从不同水平调控细胞内多条炎症信号转导途径，

其中对促炎介质基因的转录抑制是其抗炎效应的分子基础，对

ＮＦκＢ的作用突出
［１６１７］。在人脐静脉内皮细胞过度表达的

ＰＰＡＲγ能显著抑制ＴＮＦα引起ＩＣＡＭｌ、ＶＣＡＭ１和Ｅ选择

素的产生，减少白细胞黏附［１７］。实验证实炎症因子 ＴＮＦα、

ＩＬ１Ｂ、ＩＬ６可抑制脂肪细胞ＰＰＡＲＹｍＲＮＡ的表达
［１８］。

本研究发现，肝损伤模型建立后，ＰＰＡＲγｍＲＮＡ水平明

显降低，而ＴＮＦα、ＩＬ６升高，ＡＳＴ、ＡＬＴ也明显升高，可能由

于ＰＰＡＲγ表达减少，抑制炎症表达减弱，导致炎症介质生成

增加，使肝脏受损加重。而血必净注射液可使急性肝损伤小鼠

的ＰＰＡＲγｍＲＮＡ表达增加，而其他损伤性炎症介质如ＴＮＦ

α、ＩＬ６及ＡＳＴ、ＡＬＴ较模型组明显降低。这一结果提示血必

净注射液可促进肝组织ＰＰＡＲγｍＲＮＡ表达而抑制炎症因

子。从病理组织学上，光镜观察可见模型组部分肝细胞出现细

胞水肿，点状肝细胞坏死伴炎细胞浸润。而治疗组损伤程度明

显减轻，直观上证实了血必净注射液能控制或减轻肝细胞的变

性、坏死，促进肝细胞再生，对脂多糖性肝损伤有一定的防治

作用。

综上所述，血必净具有促进ＰＰＡＲγ的表达而抑制炎症介

质保护重要脏器的作用，为血必净注射液在脓毒症、多器官功

能障碍等危重病的临床应用提供了实验依据和临床参考价值。
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