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益生注射液抗大鼠移植心脏慢性失功能加快模型的机制探讨
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要"目的
!

探讨中药益生注射液抗大鼠移植心脏慢性失功能加快模型的机制$方法
!

采用雌性封闭群
(.

大鼠
9&

只!

随机数字表法分为
9

组!对照组的离体心脏用
%Z

生理盐水保存
8H

后行心脏移植!移植术后不给任何药物处理%实验组的离体

心脏则用含益生注射液的
%Z

生理盐水保存
8H

后行心脏移植!术后每天腹腔注射益生注射液
5O

L

(

Y

L

!连续
7B

$在移植术后第

5

天!取
9

组移植心脏进免疫组织化学染色!检测心肌组织中核因子
0
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W

"

)30

)

W

#&细胞黏附分子
0'

"

/A,!0'

#&

#

类主要组织相容

性复合物"

!RA0

#

#和转化生长因子
0

%

'

"

1=30

%

'

#的表达情况$结果
!

9

组心肌组织中均有
)30

)

W

&

/A,!0'

&

!RA0

#

和
1=30

%

'

的表达!但实验组
%

种分子的表达明显低于对照组"

!

&
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#$结论
!

在缺血
0

再灌注损伤诱导的移植心脏慢性失功能加快模型

中!益生注射液对移植心脏有保护作用!其机制可能是减轻缺血
0

再灌注损伤所致的炎性级联反应$

关键词"再灌注损伤%大鼠%移植物慢性失功能%益生注射液
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随着近年来组织配型*器官保存*外科手术及临床与实验

诊断技术的不断提高#尤其是强有力的免疫抑制剂的合理应

用#急性排斥反应的发生已能得到良好的控制#移植器官近期

存活率不断提高'但远期效果仍不甚理想(

'

)

'影响移植器官

长期存活的因素中最重要的是慢性排斥反应$
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'

A\

更确切地说应该称为移植器官慢性失功

能(

%

)

'在其治疗上#应采取以预防为主的措施#如尽量减少缺

血
0

再灌注损伤*有效控制急性排斥反应等'作者前期研究发

现中药益生注射液有抗移植物慢性失功能的作用(

607

)

'本实验

采用缺血
0

再灌注损伤诱导的大鼠移植心脏慢性失功能加快模

型(

5

)

#并用益生注射液进行离体心脏的冷保存和心脏移植后的

早期治疗#术后取移植心脏行免疫组织化学染色#以探讨益生

注射液抗大鼠移植心脏慢性失功能加快模型的机理#旨在为临

床器官保存及器官移植提供部分实验依据'

?

!

材料与方法

?<?

!

实验材料
!

雌性封闭群
(.

大鼠
9&

只#

9

!

8

月龄#体质

量$

99&̀ 9&

%

L

#购自华西医科大学实验动物中心'益生注射液

$

9&O

L

"

O-

#批号
::&7&6

%由成都市药物制剂研究所提供&转

化生长因子
0

%

'

$

1=30

%

'

%一抗&细胞黏附分子
0'

$

/A,!0'

%一

抗*核因子
0

)

W

$

)30

)

W

%购自武汉博士德公司&

#

类主要组织相

容性复合物$

!RA0

#

%一抗购自晶美生物公司'即用型
(,WA

试剂盒*

.,W

显色试剂盒购自博士德公司&显微外科手术器械

购自上海手术器械厂'

?<@
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实验方法

?<@<?

!

实验分组
!

采用缺血
0

再灌注损伤诱导的大鼠移植心

脏慢性失功能加快模型#将
(.

大鼠
9&

只采用随机数字表法

分为
9

组#对照组$生理盐水组%和实验组$益生注射液组%#每

组
'&

只大鼠'对照组的离体心脏用
%Z

肝素生理盐水$肝素

浓度为
6&e

"

O-

%进行灌注降温&而实验组的离体心脏用
%Z

含益生注射液的肝素生理盐水进行灌注降温$益生注射液浓度

为
&<6O

L

"

O-

#肝素浓度同对照组%'离体心脏取下后#对照

组置于
%Z

生理盐水中保存&而实验组供心置于
%Z

含益生注

射液的生理盐水$益生浓度为
&<6O

L

"

O-

%中保存'

9

组均在

冷保存
8H

后#进行心脏移植'

?<@<@

!

手术方法
!

大鼠心脏移植参照参考文献(

:

)所用方法#

供离体心脏移植于受体腹腔内#离体心脏主动脉升支与受体腹
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主动脉行端侧吻合#离体心脏主肺动脉与受体下腔静脉行端侧

吻合'对照组移植术后不给任何药物处理&实验组移植术后每

天腹腔注射益生注射液#剂量为
5O

L

"

Y

L

#连续
7B

'在设定采

集标本的时间点分别取
9

组的植入心脏#

'&@

中性甲醛固定#

脱水*石蜡包埋'

?<@<A

!

免疫组织化学染色
!

9

组大鼠在移植后
5B

取下移植

的心脏行免疫组织化学染色#采用
(,WA

法#

.,W

显色'光镜

下观察
)30

)

W

*

/A,!0'

*

!RA0

#

和
1=30

%

'

的表达情况'阴

性对照用磷酸二氢盐缓冲液$

*W(

%液代替一抗作为阴性对照#

其余步骤相同'

/A,!0'

的阳性对照为大鼠小肠切片&

)30

)

W

的阳性对照为大鼠的脑组织切片&

!RA0

#

的阳性对照为大鼠

脾脏切片&

1=30

%

'

的阳性对照为动物乳腺癌切片'

?<@<B

!

结果判断
!

阳性反应为棕黄色'各种蛋白定位如下!

)30

)

W

定位于细胞质&

/A,!0'

定位于细胞膜和细胞质&

!RA0

#

定位于细胞膜和细胞质&

1=30

%

'

定位于细胞质'镜下观察

免疫组织化学染色结果用
!"$+09&&&

计算机图像分析系统采

集图像#每张切片至少选
'6

个视野#选中阳性染色部分#并将

其转化为灰度值$灰度是指黑白图像中点的颜色深度#范围一

般从
&

到
966

#白色为
966

#黑色为
&

#故黑白图片也称灰度图

像#在医学*图像识别领域有很广泛的用途%'同时可自动测出

阳性细胞数#对实验组和对照组的阳性染色细胞的灰度值和阳

性细胞数进行比较#同一类分子在相同的放大倍数下进行

比较'

?<A

!

统计学处理
!

采用
(*(('&<&

软件进行分析#计量资料

以
P ?̀

表示#组间采用配对
A

检验#以
!

&

&<&6

为差异有统计

学意义'

@

!

结
!!

果

实验组和对照组
%

种蛋白的表达情况#见表
'

*

9

'

表
'

!!

对照组和实验组中
)30

)

W

和
/A,!0'

!!

蛋白表达的比较$

P ?̀

%

分组
)30

)

W

灰度 阳性细胞数$个%

/A,!0'

灰度 阳性细胞数$个%

实验组
''?<86̀ 6<&7 '6<6&̀ 6<%&

$

'%8<'7̀ 9<9% '6<9&̀ 8<&%

$

对照组
'9&<?7̀ 5<9% %5<&&̀ 7<6& '%8<77̀ 8<%9 8%<5&̀ ?<'?

!!

$

!

!

&

&<&6

#与对照组比较

图
'

!!

对照组大鼠心脏移植
'

周后心肌组织
)30

)

W

免疫组织化学染色为强阳性$

(,WAd%&&

%

图
9

!!

实验组大鼠心脏移植
'

周后心肌组织
)30

)

W

免疫组织化学染色为弱阳性$

(,WAd%&&

%

图
8

!!

对照组大鼠心脏移植
'

周后心肌组织
/A,!0'

免疫组织化学染色为强阳性$

(,WAd%&&

%

图
%

!!

实验组大鼠心脏移植
'

周后心肌组织
/A,!0'

免疫组织化学染色为弱阳性$

(,WAd%&&

%

!!

大鼠心脏移植后
'

周#移植心脏心肌组织的免疫组织化学

染色可见!

)30

)

W

定位于细胞质#见图
'

*

9

&

/A,!0'

定位于细

胞膜和细胞质#见图
8

*

%

&

!RA0//

定位于细胞膜和细胞质#见

图
6

*

?

&

1=30

%

'

定位于细胞质#见图
7

*

5

'

9

组中
%

种蛋白阳性

染色细胞的灰度值差别不大&但对照组阳性细胞数明显高于实

验组'

68'8

重庆医学
9&''

年
''

月第
%&

卷第
8'

期



图
6

!!

对照组大鼠心脏移植
'

周后心肌组织
!RA0

#

免疫组织化学染色为强阳性$

(,WAd9&&

%

图
?

!!

实验组大鼠心脏移植
'

周后心肌组织
!RA0

#

免疫组织化学染色为弱阳性$

(,WAd9&&

%

图
7

!!

对照组大鼠心脏移植
'

周后心肌组织
1=30

%

'

免疫组织化学染色为强阳性$

(,WAd9&&

%

表
9

!!

对照组和实验组中
!RA0//

和
1=30

%

'

!!

蛋白表达的比较$

P ?̀

%

分组
!RA0

#

灰度 阳性细胞数$个%

1=30

%

'

灰度 阳性细胞数$个%

实验组
'9%<&5̀ 6<'&

':<88̀ 6<8'

$

'8&<58̀ 6<88

89<%9̀ '&<96

$

对照组
'88<:8̀ '&<%8 8'<%8̀ 7<6? '8%<%8̀ 7<%' ''5<9̀ '%<'?

!!

$

!

!

&

&<&6

#与对照组比较'

图
5

!!

实验组大鼠心脏移植
'

周后 心肌组织
1=30

%

'

免疫组织化学染色为弱阳性$

(,WAd9&&

%

A

!

讨
!!

论

移植器官慢性失功能是移植器官功能长期存活的主要障

碍之一#因其机制不清#到目前为止#移植器官失功能在临床上

还无满意的治疗药物'现行的治疗方案是抗急性排斥药物的

超长应用(

9

)

'由于常规的三联免疫抑制剂并不能阻止移植器

官失功能的进程#相反会造成移植物和自身器官的药物性损

害#因此#国内外都在积极研制新的免疫抑制剂以阻止移植器

官失功能的进程'骁悉$

O

G

JC

N

HI#CM$EIOCKIE"M

#

!!3

%和雷帕

霉素$

4$

N

$O

G

J"#

%具有一定的抗移植器官失功能作用(

'&0''

)

'但

这些药物或由于价格昂贵#或由于毒性作用#难以在国内临床

推广应用'

中国是一个药材资源十分丰富的国家#从传统中医药宝库

中去探索治疗移植器官失功能的有效药物具有重要的现实意

义'随着对移植器官失功能机制研究的深入#非免疫学因素对

移植器官失功能的影响日益受到重视#通过对非免疫学因素的

干预来达到预防和治疗移植器官失功能的目的逐渐成为日益

瞩目的研究课题'而在非免疫学因素中#最重要最早期的损伤

是缺血
0

再灌注(

'9

)

'作者以前的研究已证实缺血
0

再灌注损伤

可促进移植器官失功能的发生和发展#因此#通过抗缺血
0

再灌

注损伤来延缓移植器官失功能无疑极具研究价值(

5

)

'

益生注射液是一种天然药物#含
,

*

W

两种生物碱#

,

药具

有免疫抑制作用&

W

具有改善微循环#降低血小板黏附及抗脂

质过氧化作用(

'8

)

'

本实验采用免疫组织化学方法#对移植后
5B

的心脏组织

中
)30

)

W

*

/A,!0'

*

!RA0

#

和
1=30

%

'

的表达进行了检测'

结果发现#这
%

类炎症级联反应的关键蛋白表达均增加'说明

缺血
0

再灌注损伤所生成的超氧化物可激活
)30

)

W

#后者进入

细胞核#启动基因的转录#导致
/A,!0'

*

!RA0

#

和
1=30

%

'

的

表达增加'

/A,!0'

的上调可使内皮细胞活化并激活白细胞#

产生炎症反应&另外#

!RA0

#

表达增加可使移植器官免疫原

性增加#

1

细胞对抗原的识别增加#从而加重了炎症反应&与之

相应的
1=30

%

'

的表达增加则是机体对损伤的一种保护性反

应'已证实
1=30

%

'

是一种多功能的生长因子#在调节细胞增

殖*分化*细胞外基质沉淀和免疫抑制等诸多方面均起着重要

作用'

1=30

%

'

通过受体信号转导促进细胞合成胶原蛋白*纤

连蛋白*层连蛋白及蛋白多糖等#调节组织正常的损伤修复#并

对炎症细胞具有抑制作用#但其过量生成则与慢性纤维化有
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等(

'%

)用大鼠心脏同种移植模型研究
1=30

%

'

的表达#结果发现#移植心脏在发生慢性排斥时
1=30

%

'

生

物活性明显升高#

1=30

%

'

O\),

水平也明显升高'

本研究中#对照组与实验组相比#

%

种蛋白的表达均显著

性增加#说明对照组的缺血
0

再灌注损伤更重#炎症反应也更强

烈'实验组由于用益生注射液治疗#可使缺血
0

再灌注损伤减

轻#从而使炎症反应减轻&另外#益生注射液中的
,

成分具有

免疫抑制作用#可抑制
1

*

W

淋巴细胞和巨噬细胞的增殖#也可

减轻炎症反应'对照组中
1=30

%

'

明显升高#可能是其迅速发

生移植器官失功能病理变化的重要原因'

综上所述#益生注射液对缺血
0

再灌注损伤诱导的移植心

脏慢性失功能加快模型的干预可能是通过对移植心脏血管内

皮细胞的保护作用来实现的'其具体的机制为减轻缺血
0

再灌

注损伤#减少或避免内皮细胞活化#抑制炎症级联反应的发生'
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9>超载#达到降低肝脏缺血再灌注损伤的作用#同

时降低肝细胞的凋亡程度#稳定肝细胞膜#改善肝脏微循环功

能障碍#减轻肝细胞损伤'但具体机制尚待进一步研究'

尽管作者在高渗盐水联合牛磺酸预处理对肝脏缺血再灌

注损伤的保护作用的研究中取得了一些具有说服力的资料#可

以为临床上防治肝脏缺血再灌注损伤提供可靠的依据和新的

思路#但是由于整个实验受技术*资金和时间的限制#未能在分

子*基因水平进行进一步的分析和研究#这也将是本研究下一

阶段研究的主要目标'

参考文献"

(

'

) 郑鸿伟#张继峰#凌世长#等
<

高渗盐水和牛磺酸在失血性

休克治疗中的作用(

a

)

<

北京医科大学学报#

'::%

#

9?

$

?

%!

%880%86<

(

9

)

.IM!$I+E4C\3<,#$

NN

4C$JHECK4II4$B"J$M+"#OIB"J"#I

$#BS"CMC

LG

(

a

)

<,JE$*H

G

+"CM(J$#B

#

':5&

#

%:9

!

'680'?5<

(

8

)

!"VCI,

#

bC#BC(

#

,VFO$1

#

IE$M<*4ITI#E"TIIKKIJE+CK

+F

N

4CU"BIB"+OFE$+IBI4"T$E"TI+OCB"K"IBP"EHOC#C+$J0

J$4"BI+C#4I

N

I4KF+"C#"#

D

F4

G

"#4$EM"TIE4$#+

N

M$#E$E"C#

(

a

)

<a(F4

L

\I+

#

'::7

#

78

$

9

%!

'?&<

(

%

)

)$FE$\a

#

1+"OC

G

"$##"+[

#

e4"SI!

#

IE$M<2U

GL

I#0BI4"TIB

K4II4$B"J$M+"#HI

N

$E"J"+JHIO"$$#B4I

N

I4KF+"C#"#

D

F4

G

"#

EHI4$E

(

a

)

<(F4

L

=

G

#IJCM2S+EIE

#

'::&

#

'7'

$

9

%!

'9&0'96<

(

6

)

14C

G

A!

#

(HIM$#+Y"!-<.CP#04I

L

FM$E"C#CKJC

NN

I4

"

V"#J

+F

N

I4CU"BIB"+OFE$+IJ$F+I+$

N

C

N

ECE"JBI$EH"#*A'9#IF0

4C#$MJIMM+

(

a

)

<*4CJ)$EM,J$B(J"e(,

#

'::%

#

:'

$

'%

%!

?85%0?857<

(

?

) 柯庆宏#郑树森#梁廷波#等
<

高渗盐水预处理可减轻中性

粒细胞介导的肝脏缺血再灌注损伤 (

a

)

<

中国病理生理杂

志#

9&&7

#

98

$

7

%!

'89?0'88&<

(

7

)

.$T"Ba

#

A"I+M$!.

#

[4#I+E[

#

IE$M<R

GN

I4EC#"J+$M"#I$E0

EI#F$E"C#CK

N

CM

G

OC4

N

HC#FJMI$4#IFE4C

N

H"MJ

G

ECECU"J"E

G

!

E"O"#

L

"+ITI4

G

EH"#

L

(

a

)

<14$O$F

#

9&&&

#

%5

!

85508:6<

(

5

)

,#

L

MI)

#

RC

G

E.W

#

AC"OS4$\

#

IE$M<R

GN

I4EC#"J($M"#I

4I+F+J"E$E"C#B"O"#"+HI+MF#

L

"#

D

F4

G

S

G

+F

NN

4I++"#

L

#IF0

E4C

N

H"M$JE"T$E"C#$KEI4HIOC44H$

L

"J+HCJY

(

a

)

<(HCJY

#

'::5

#

:

$

8

%!

'?%0'7&<

$收稿日期!

9&''0&80&:

!

修回日期!

9&''0&?0'%

%

78'8

重庆医学
9&''

年
''

月第
%&

卷第
8'

期


