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　　摘　要：目的　研究舒芬太尼预处理对大鼠肝脏缺血再灌注损伤的保护作用及其可能的作用机制。方法　健康ＳＤ大鼠３０

只，雌雄不拘，体质量２２０～２７０ｇ，随机分为５组（狀＝６）：假手术组（Ⅰ组）；肝缺血再灌注组（Ⅱ组）；５μｇ／ｋｇ舒芬太尼预处理组

（Ⅲ组）；ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶（ｐ３８ＭＡＰＫ）阻断剂ＳＢ２０３５８０＋Ⅲ组（Ⅳ组）和溶解剂二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）组（Ⅴ组），至灌注

２４０ｍｉｎ时取材。抽取腹主动脉血测定血清中谷丙转氨酶（ＡＬＴ）和谷草转氨酶（ＡＳＴ）活性；处死大鼠，收集肝组织，观察肝组织

丙二醛（ＭＤＡ）和超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）的变化；光学显微镜下观察肝组织病理学改变；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ法测定肝右叶组织狆

ｐ３８ＭＡＰＫ的表达水平。结果　与Ⅰ组相比，Ⅱ～Ⅴ组血清ＡＬＴ、ＡＳＴ，肝组织 ＭＤＡ水平显著升高，出现病理学损伤；与Ⅱ组相

比，Ⅲ组血清ＡＬＴ、ＡＳＴ及肝组织 ＭＤＡ水平均明显下降，肝组织ＳＯＤ水平明显升高，病理学损伤减轻，狆ｐ３８ＭＡＰＫ表达明显

升高；与Ⅲ组相比，应用ｐ３８ＭＡＰＫ阻断剂ＳＢ２０３５８０，肝损伤加重；Ⅴ组与Ⅱ组各指标比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论

　舒芬太尼预处理可减轻大鼠肝缺血再灌注损伤，其机制可能是通过激活ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路发挥作用。
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　　肝脏手术中阻断血流不可避免诱发肝缺血再灌注损伤，严

重影响肝脏功能及预后［１２］，因此，明确其机制具有十分重要的

意义。在肝缺血再灌注损伤中，许多细胞因子和胞内外信号通

路参与其中。ｐ３８丝裂原蛋白激酶（ｐ３８ＭＡＰＫ）是 ＭＡＰＫ家

族成员之一，在把细胞外刺激转导到胞内信号通路中起重要作

用，可能参与了炎症、应激、细胞周期调控等病理、生理过

程［３４］。阿片受体激动剂和吸入麻醉药能模拟缺血预处理

（ＩＰＣ）的效应，通过ＩＰＣ的作用机制发挥脏器保护作用，使脏

器对随后的长时间缺血和损伤产生一定的耐受性［５］。然而，对

于阿片类物质在脏器保护中作用机制的探索，特别是干扰哪些

通路仍然有待探究［６］。舒芬太尼是阿片受体激动剂，在阿片类

制剂中效应最强，并且由于其具有的良好的血流动力学稳定

性，使得舒芬太尼在围术期得到广泛应用。舒芬太尼预处理可

以通过激活阿片类受体对缺血再灌注心肌产生延迟性保护作

用［７］。舒芬太尼对心肌缺血再灌注损伤的保护作用已被证实，

而其对肝脏缺血再灌注损伤方面的研究报道较少，其作用机制

是否与ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路有关还有待进一步探讨。本研究

拟观察舒芬太尼在大鼠肝缺血再灌注损伤中的作用，探讨其与

ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路的关系，为明确其在肝脏中的作用机制

提供参考。

１　材料与方法

１．１　实验材料
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１．１．１　实验动物　清洁级健康ＳＤ大鼠３０只，雌雄不拘，体质

量２２０～２７０ｇ，由新疆医科大学医学院实验动物中心提供，喂养

环境为恒温动物房（２０～２４℃），１２ｈ光照和１２ｈ黑夜交替。

１．１．２　实验药品及试剂　舒芬太尼（批号：２１２０８０７Ａ３）由宜

昌人福药业有限公司提供，谷丙转氨酶（ＡＬＴ）、谷草转氨酶

（ＡＳＴ）、丙二醛（ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）试剂盒由南京

建成生物工程研究所提供，狆ｐ３８ＭＡＰＫ一抗、二抗由美国

ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司提供，ＳＢ２０３５８０由美国Ｓｅｌｌｅｃｋ公司提供。

１．２　实验方法

１．２．１　动物分组　将３０只ＳＤ大鼠随机分为５组（狀＝６）：假

手术组（Ⅰ组）、缺血再灌注组（Ⅱ组）、５μｇ／ｋｇ舒芬太尼预处

理组（Ⅲ组）、ｐ３８ＭＡＰＫ特异性阻断剂ＳＢ２０３５８０（ＳＢ）＋ Ⅲ组

（Ⅳ组）及二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）组（Ⅴ组）。

１．２．２　实验步骤　参照Ｎａｕｔａ法建立大鼠肝脏局部缺血再灌

注模型［８］。实验大鼠用２０％乌拉坦１ｍｇ／ｋｇ腹腔注射麻醉，

仰卧固定于恒温手术台，常规消毒，气管切开接动物呼吸机（成

都泰盟科技有限公司）行机械通气。呼吸频率６０～６５次／ｍｉｎ，

潮气量１５ｍＬ／ｋｇ，吸呼比４∶５，同时行颈外静脉置管。取上

腹正中口，暴露第一肝门，分离肝十二指肠韧带，Ⅰ组仅行开

腹，游离肝十二指肠韧带，不做缺血处理；Ⅱ组进腹后采用无损

伤动脉夹阻断肝左叶和中叶肝蒂，造成约７０％的肝脏缺血，缺

血３０ｍｉｎ后移去动脉夹；Ⅲ组于缺血前将预计量的舒芬太尼

稀释到０．３ｍＬ，使用微量注射泵按０．２ｍＬ／ｍｉｎ经颈外静脉

泵入，３０ｍｉｎ后再行缺血处理；Ⅳ组于Ⅲ组前５ｍｉｎ静脉注射

ＳＢ２０３５８００．２ ｍｇ／ｋｇ；Ⅴ 组 于 缺 血 前 静 脉 注 射 与 溶 解

ＳＢ２０３５８０等体积的ＤＭＳＯ；Ⅰ组及Ⅱ组则给予０．３ｍＬ生理盐

水。各组分别于再灌注２４０ｍｉｎ时取材，Ⅰ组则于开腹游离肝

十二指肠韧带２４０ｍｉｎ后取材。

１．２．３　标本采集和检测　抽取腹主动脉血２ｍＬ，常温下

３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ分离血清，离心半径为８ｃｍ，使用紫

外分光光度计测血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ活性；处死大鼠，取肝左叶

１００ｍｇ，制备肝组织匀浆、离心，采用紫外分光光度法测定上

清液 ＭＤＡ浓度及ＳＯＤ活性；取新鲜肝左叶２．０ｃｍ×３．０ｃｍ

×０．３ｃｍ，１０％甲醛固定２４ｈ后常规石蜡包埋、切片，苏木素

伊红染色，２００倍光学显微镜下观察病理结果；采集肝中叶１

ｃｍ×１ｃｍ×１ｃｍ大小的肝组织，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ法检

测狆ｐ３８ＭＡＰＫ的表达水平。用ＲＩＰＡ蛋白裂解液提取肝脏

组织总蛋白。ＢＣＡ法测蛋白浓度，取１５μｇ总蛋白上样，１０％

ＳＤＳ一聚丙烯酰胺凝胶电泳后行半干转膜至ＰＶＤＦ膜上，用

２％牛血清清蛋白（ＢＳＡ）的Ｔｒｉｓ缓冲盐溶液封闭过夜，洗脱后

加入狆ｐ３８ＭＡＰＫ兔抗鼠单抗（一抗１∶１０００）或兔抗鼠βａｃ

ｔｉｎ单抗（一抗１∶２０００）４℃冰箱摇床过夜，洗膜后用辣根过

氧化物酶标记的二抗（１∶３００００）室温孵育２ｈ。ＥＣＬ试剂显

色，暗室Ｘ光胶片曝光，应用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ图像分析软件检测

各组狆ｐ３８ＭＡＰＫ及其内参蛋白条带积分光密度值，以狆ｐ３８

ＭＡＰＫ条带积分光密度值与βａｃｔｉｎ条带积分光密度值的比值

反映蛋白表达水平。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件分析数据，计量

资料以狓±狊表示，组间和组内比较采用单因素方差分析，两两

比较用ＳＮＫ法，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

与Ⅰ组相比，Ⅱ～Ⅴ组血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ，肝组织 ＭＤＡ水

平明显升高，ＳＯＤ明显下降（犘＜０．０５）；与Ⅱ组相比，Ⅲ组及Ⅳ

组血清ＡＬＴ、ＡＳＴ及肝组织 ＭＤＡ水平均下降，肝组织ＳＯＤ

水平升高（犘＜０．０５），Ⅴ组各指标比较差异无统计学意义（犘＞

０．０５）；Ⅲ组与Ⅳ组相比血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ，肝组织 ＭＤＡ水平明

显降低，ＳＯＤ水平明显升高，见表１、２。

　　光学显微镜下观察各组肝组织病理学改变，Ⅰ组未见明显

肝细胞坏死改变，肝小叶及肝细胞索结构完整、未见灶性坏死，

中央静脉、肝窦均正常；Ⅱ组、Ⅳ组及Ⅴ组可见不同程度肝中央

静脉、肝窦内淤血，肝细胞肿胀，广泛肝细胞变性坏死，汇管区

炎细胞聚集，部分肝组织结构破坏不完整；Ⅲ组未见显著组织

结构破坏，部分肝细胞气球样变，未见成片状细胞坏死，肝小叶

结构完整，淤血明显减轻。见图１。

　　Ａ：Ⅰ组；Ｂ：Ⅱ组；Ｃ：Ⅲ组；Ｄ：Ⅳ组；Ｅ：Ⅴ组。

图１　　各组大鼠肝细胞染色结果（ＨＥ，×２００）

　　各组肝组织狆ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达见图２。舒芬太尼预

处理狆ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达明显增强。与Ⅰ组相比，Ⅱ～Ⅴ

组狆ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达差异有统计学意义（犘＜０．０５）；与Ⅱ

组相比，Ⅲ组蛋白表达明显增强（犘＜０．０５），Ⅴ组则差异无统
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计学意义（犘＞０．０５），见表３。

表１　　各组大鼠血清ＡＬＴ和 ＡＳＴ的变化

　　　　（Ｕ／Ｌ，狓±狊，狀＝６）

组别 ＡＬＴ（金氏法） ＡＳＴ（金氏法）

Ⅰ组 ９８．００±１．４１ ２０２．４０±１．９０

Ⅱ组 ２１２８．６４±９．９６ ２６８７．８４±１２．７１

Ⅲ组 １７４４．８０±１５．１８＃ ２３０４．５６±８．０４＃

Ⅳ组 １９００．４０±７．０２＃! ２４５９．０４±６．６５＃!

Ⅴ组 ２１３５．２０±７．８８△!◇ ２６７０．４０±１５．２３△!◇

　　：犘＜０．０５，与Ⅰ组比较；＃：犘＜０．０５，△：犘＞０．０５，与Ⅱ组比

较；!：犘＜０．０５，与Ⅲ组比较；◇：犘＜０．０５，与Ⅳ组比较。

表２　　各组大鼠肝组织 ＭＤＡ和ＳＯＤ的变化（狓±狊，狀＝６）

组别 ＭＤＡ（ｎｍｏｌ／ｍｇ） ＳＯＤ（Ｕ／ｍｇ）

Ⅰ组 １０．３７±０．５２ ３２．７５±５．１１

Ⅱ组 ６４．４０±２．５６ １６．２５±１．２４

Ⅲ组 １８．０３±０．７７＃ １２０．１２±１．５４＃

Ⅳ组 ６０．１１±２．３５＃! ２８．６７±３．２３＃!

Ⅴ组 ６３．８２±１．５６△!◇ １５．０８±０．５１△!◇

　　：犘＜０．０５，与Ⅰ组比较；＃：犘＜０．０５，△：犘＞０．０５，与Ⅱ组比

较；!：犘＜０．０５，与Ⅲ组比较；◇：犘＜０．０５，与Ⅳ组比较。

图２　　各组大鼠肝细胞狆ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达的变化

表３　　各组大鼠肝组织狆ｐ３８蛋白表达的比较

　　　　（与βａｃｔｉｎ灰度值比）（狓±狊）

组别 狆ｐ３８／βａｃｔｉｎ

Ⅰ组 ０．０８１９±０．００２０

Ⅱ组 ０．００１２±０．００１６

Ⅲ组 ０．６５２３±０．００２４＃

Ⅳ组 ０．００２２±０．００３１△

Ⅴ组 ０．００１１±０．００２３!

　　：犘＜０．０５，与Ⅰ组比较；＃：犘＜０．０５，与Ⅱ组比较；△：犘＞０．０５，

与Ⅲ组比较；!：犘＜０．０５，与Ⅳ组比较。

３　讨　　论

本研究参照文献法进行７０％肝血流阻断，建立大鼠肝脏

缺血再灌注模型［８］。血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ活性是衡量肝脏损伤程

度的敏感指标。结果显示，与假手术组大鼠比较，肝脏缺血再

灌注大鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ活性明显升高，肝组织结构破坏不

完整，肝细胞水肿，肝中央静脉、肝窦内淤血，汇管区有炎细胞

聚集，提示肝缺血再灌注模型制备成功。

近年来，药物预处理是肝脏保护的研究热点之一。其中各

种麻醉药的肝脏保护作用也越来越受到重视。研究发现μ受

体激动剂也可减轻缺血再灌注损伤，其减轻缺血再灌注损伤是

μ阿片受体通路增加嗜中性粒细胞肽链内切酶激活从而减少

Ｌ选择素和细胞间黏附分子１释放来实现
［９］。舒芬太尼是阿

片受体激动剂，起效快，消除半衰期短，镇痛作用强，对血流动

力学影响小，广泛用于临床。研究发现它可能通过下丘脑垂

体肾上腺轴及交感神经系统发挥抑制作用，降低参与应激的

各种激素及细胞因子水平。本研究发现，舒芬太尼预处理降低

肝缺血再灌注损伤大鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ，减少肝组织 ＭＤＡ生

成，增强ＳＯＤ活性，其中 ＭＤＡ含量可以间接反映组织细胞脂

质过氧化反应的程度和速度，即舒芬太尼预处理减轻细胞受损

伤程度［１０］。

有研究发现，５、１０μｇ／ｋｇ舒芬太尼进行预处理可对大鼠

产生剂量相关性延迟性心肌保护作用［７］。１～１０μｇ／ｋｇ舒芬

太尼后处理减轻大鼠肠缺血再灌注时肺损伤。本研究选择舒

芬太尼预处理剂量为５μｇ／ｋｇ。研究结果发现，５μｇ／ｋｇ舒芬

太尼能够抑制肝缺血再灌注肝脏的炎症反应，提高抗氧化能

力，减轻脂质过氧化反应，这些保护作用与激活ｐ３８ＭＡＰＫ信

号通路有关，即狆ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达增加。实验结果显示，

舒芬太尼预处理诱导狆ｐ３８ＭＡＰＫ在恢复灌注２４０ｍｉｎ时表

达明显增加，其机制可能是通过激活ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路，使

ｐ３８ＭＡＰＫ磷酸化。而在肝缺血前应用ｐ３８ＭＡＰＫ特异性阻

断剂ＳＢ２０３５８０后，舒芬太尼的保护作用消除，而且Ⅴ组与Ⅱ

组相比未产生保护作用，表明溶解剂二甲基亚砜在肝缺血再灌

注损伤中无保护作用。

综上所述，舒芬太尼预处理可能通过激动阿片受体，激活

ｐ３８ＭＡＰＫ信号传导通路，使ｐ３８ＭＡＰＫ磷酸化，降低应激反

应，抑制炎症反应，减轻肝细胞损伤，从而减轻肝组织ＩＲ损伤。

本研究从整体动物的水平证实了舒芬太尼预处理的肝脏保护

作用，并探讨了ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路在舒芬太尼预处理肝缺

血再灌注损伤中的作用，为肝缺血再灌注损伤的治疗提供了可

能的实验依据。
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