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川芎嗪促进大鼠部分肝切除后修复性再生机制的研究 *
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摘要 目的：探讨大鼠部分肝切除后肝功能的变化及川芎嗪对肝修复性再生能力的影响。方法：在相同月龄的动物中按体重均衡

的原则随机分组。实验动物共分为 5 组：设正常对照组（对照组）、青年假手术对照组（假术组）、青年肝切除组（青切组）、中年肝切

除组（中切组）和中年肝切除治疗组（切治组），每组动物 10 只，常规饲养，自由饮水。参照 Higgins and Aderson 给大鼠施行肝脏

70%切除手术，中切组大鼠术前以川芎嗪(200 mg/kg/d)腹腔注射7d，其余组注射生理盐水。假术组大鼠以同样的手术程序打开腹

腔但不施行肝部分切除术。各组施行手术动物在切除术后 24 h 沿腹中线切开动物腹腔，于腹主动脉两髂分支处取血分离血清，切

取所有肝脏，待测。采用试剂盒法分别测定各组血清中丙氨转氨酶(ALT)、谷草转氨酶(AST)含量；肝脏匀浆后，采用八木国夫法检

测肝组织中丙二醛(MDA)含量，采用 western blot 法测定肝组织中核增殖抗原(PCNA)和铜锌超氧化物歧化酶（SOD1）、锰超氧化

物歧化酶（SOD2）的蛋白表达。结果：与中切组相比手术动物相比，切治组组大鼠血清中 ALT、AST 水平显著降低(P <0.05)，肝细

胞中 PCNA 表达显著升高(P <0.05)，肝组织中 MDA 含量显著降低(P <0.05)；肝组织中 SOD1、SOD2 表达显著增加。结论：肝脏切

除 70 %后，肝功受损，氧化应激增加，但核增殖能力增强。川芎嗪可以抑制肝切手术导致的氧化应激损伤，促进 SOD 的表达，抑制

MDA 的升高，降低 ALT、AST 水平，提高 PCNA 的表达。提示中年大鼠肝切除后肝功能受损与氧化应激相关，给予抗氧化药物能

够促进肝再生修复能力，青年肝切除手术大鼠肝的修复能力强于中年动物。
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ABSTRACT Objective: To study the effect of tetramethylpyrazine on liver function and repairing regeneration after hepatectomy in

middle-aged rats. Methods: 70 % lobe of liver was excised to establish animal model of hepatectomy in SD rats. 50 SD rats were divided
into 5 groups: including control group (A), sham operated group (B), hepatectomy in Young rats (C), hepatectomy in middle-aged rats
(D) and treatment group of hepatectomy in middle-aged rats (E). Rats were subjected to 70 % partial hepatectomy (Higgins and Ander-
son, 1931). In E group, the animals were intraperitoneally injected with 200 mg/kg/d tetramethylpyrazine for a week before the operation,
and animals in the other groups were injected with normal saline. 24 h after the operation, the rats were sacrificed and serum and livers
were collected. The content of Alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) in serum was assayed. Western
blot was used to detect the protein expression of proliferating cell nuclear antigen (PCNA) in livers. The content of malondialdehyde
(MDA) and the protein expression of superoxide dismutase 1 (SOD1) and superoxide dismutase 2 (SOD2) were also measured in livers.
Results: Compared with that of M group, serum ALT and AST in T group were significantly decreased (P <0.05); PCNA expression was
evidently increased (P <0.05); the concentration of MDA in liver was markedly reduced (P <0.05); the expression of SOD1 and SOD2
were significantly increased. Conclusion: Tetramethylpyrazine could improve liver function and the capability of liver regeneration after
hepatectomy in middle-aged rats, and the protective effect of tetramethylpyrazine may be due to the enhancement of antioxidant activity
through the increase of SOD expression and the increased expression of PCNA.
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前言
肝脏是机体的重要代谢器官，许多疾病可以导致肝损伤，

因此研究肝损伤修复再生机制。随着肝脏疾病的增多，越来越
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多的患者需要接受肝切除术或肝移植术，而肝切除术或移植术

的安全性依赖于余肝组织的再生能力[1,2]。有研究表明，随着年

龄的增加，余肝的再生能力随之下降[3]。而氧化还原调节在肝脏

再生过程中起了至关重要的作用[4]。川芎嗪为传统中药川芎中

提取的单一化学成分药物，该药物具有明显的高效低毒特点，

在体内有较强的抗氧化作用[5]。本实验利用中年大鼠肝切除模

型，通过检测转氨酶、MDA 含量变化、肝细胞增生核抗原(pro-
liferating cell nuclear antigen，PCNA) 表达及超氧化物歧化酶

（superoxide dismutase，SOD）表达变化，初步探讨川芎嗪对中年

大鼠肝切除后肝再生的促进作用及其可能机制。

1 材料和方法

1.1 主要材料及设备

SPF 级 SD 雄性大鼠 50 只，其中青年雄性大鼠（2 个月龄）

30 只，体重 257.4±17.2g，中年雄性大鼠（12 个月龄）20 只，体

重 495±47.8g，均由第四军医大学实验动物中心提供；川芎嗪

为湖北省远达制药集团股份有限公司产品；全自动生化分析仪

为瑞士罗氏公司产品；MDA 标准品为德国 Merck 公司产品；牛

血清白蛋白为江苏华美试剂公司产品；7200 型光栅分光光度

计 为 尤 尼 柯 产 品 ； 过 氧 化 氢、三 羟 甲 基 氨 基 甲 烷

（trisaminomethane，Tris)、抗坏血酸、磷钨酸溶液等均为国产分

析纯试剂；Mini-PROTEAN 电泳系统、蛋白半干转装置均为

BIO-RAD 公司产品。
1.2 方法

1.2.1 分组 将青年雄性大鼠 30 只随机分成 3 组：青年肝切除

组（A）、正常对照组(B)及假手术组(C)，中年雄性大鼠 20 只随

机分成 2 组：中年肝切除组（D）和中年肝切除治疗组（E）。用药

时间均为 7 d(表 1)。

表 1 大鼠分组情况

Table 1 Groups of rats

Groups n
Percentage of

hepatectomy

Tetramethylpyrazine

(mg/kg/d)

Saline

(ml/kg/d)
Days of treatment(d)

Group A 10 0% - 100 7

Group B 10 0% - 100 7

Group C 10 70% - 100 7

Group D 10 70% - 100 7

Group E 10 70% 200 - 7

1.2.2 造模 大鼠经 1 0 g/L 戊巴比妥钠按体重 30 mg/kg 腹腔注

射麻醉，假切组大鼠于腹部正中施加 3cm 切口暴露腹腔，轻轻

摆动肝脏左叶与中叶后，关闭腹腔；青切组、中切组和切治组大

鼠参考 Higgins and Aderson 的大鼠肝切除模型 [6] 施行肝部分

（70 %）手术切除(Partial Hepatectomy PH)。
1.2.3 取材 手术后 24h 腹主动脉抽取大鼠全血并处死全部大

鼠，取出肝脏。
1.3 检测指标

(1) 血清中 ALT、AST 的含量采用全自动生化仪法测定；

(2) 血清和肝组织 MDA 含量采用用八木国夫法测定[7]；(3) PC-
NA、SOD1、SOD2 蛋白表达量采用 Western blot 法检测，样品

处理方法为：取冻存的肝组织，按每 10 ml/g 加入蛋白裂解液

[50 mmol.L-1 Tris-HCI (pH 7.5)，20 mmol.L-1 NaC1，5 mmol.L-1

EDTA，0.1 % SDS]，匀浆后置于 20 000 g 离心。吸上清，用

Lowry's 法测定蛋白。在上清液中加入等体积的 2×SDS 上样

缓冲液，再加入 5 mol.L-1 DTT。煮沸 5 min 后，10 000 g 离心 10
min，取上清，-20℃保存。从各组样品中取 20 g 总蛋白进行电泳

(10 %SDS-PAGE1，蛋白质转膜和 Westen blot 杂交。用 10 %脱

脂牛奶封闭 NC 膜 1 h，TBST 漂洗，分别滴加β-actin、PCNA、
SOD1 和 SOD2 一抗在 4℃下过夜。TBST 漂洗 4 次。分别滴加

相应的二抗 37℃孵育 1 h，TBST 漂洗 4 次。用化学发光液对

NC 膜曝光，利用 Quantity One 图像分析系统(Bio-Rad，Rich-
mond，CA，USA)扫描，处理。
1.4 统计学处理

全部数据用均值±标准差(x±s)表示，用 SPSS 1 0.0 软件

进行统计学处理，采用单因素方差分析和差异显著性 t 检验，P
<0.05 表示差异有显著性意义。

2 结果

2.1 川芎嗪对大鼠肝切除后肝功指标的影响

对照组相比，施行手术的各组动物的 SLT、AST 活性均明

显上升高（P<0.05），其中肝切除组高于假切组（P <0.05）；在肝

切除组的两组动物中，中切组大鼠均明显青切组大鼠的 SLT、
AST 活性 （P<0.05）；在中年大鼠肝脏切除的中切组和切治组

中，经药物预处理 7d 后的肝脏切除组动物的 ALT、AST 活性

下降（P<0.05），但仍高于青切组（P<0.05），表明川芎嗪可以有限

度的抑制中年大鼠肝切除后的 ALT、AST 活性，结果见表 2。
2.2 川芎嗪对大鼠肝切除后肝组织中 PCNA 蛋白表达的影响

肝组织中 PCNA 蛋白表达检测结果显示，与对照组和假切

组大鼠相比，青切组的肝组织中 PCNA 的表达量增加 （P <0.
05）；与对照组和假切组大鼠相比，中切组大鼠肝 PCNA 表达增

加不明显（P>0.05），提示修复能力不足；但给予抗氧化药物后，

切治组 PCNA 的表达量明显增加（P <0.05），表明抗氧化药物

川芎嗪具有促进中年动物肝脏部分除术后肝修复再生作用，结

果见图 1。
2.3 川芎嗪对大鼠肝切除后肝组织 MDA 含量的影响

与对照组大鼠相比，手术后各组 MDA 含量均有增高趋

势，但假切组和青切组未达到显著水平 （P>0.05）。与青切组

（116.4±19.4）大鼠相比，中切组（310.2±31.7）大鼠肝部分切除

后剩余肝组织中的 MDA 含量升高（P <0.05），表明氧化应激损
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图 1 川芎嗪对中年大鼠肝切除后肝组织中 PCNA 蛋白表达的影响 注：a.b 分别为 PCNA/β-actin 的 Western blot 结果及灰度值

注：A 对照组，B 假切组，C 青切组，D 中切组，E 中切治组；* 表示 A 组、B 组相比 P<0.05，# 与 D 组相比 P<0.05

Fig.1 Effect of tetramethylpyrazine injection on PCNA expression in liver in all groups note: a: Activation of PCNA/β-actin was determined by Western

blot analysis, b: Quantification of PCNA/β-actin expression

Note：A control group, B sham operated group, C hepatectomy in Young rats, D hepatectomy in middle-aged rats, E treatment group of hepatectomy in

middle-aged rats；* Comparison with Group A,B P<0.05; # Comparison with Group D P<0.05

伤加重；而经川芎嗪预处理 7d 后，与 M 组相比，川芎嗪可以显

著抑制中年大鼠肝切除后血清中 MDA 含量的升高 （220.2±
41.6，P <0.05），结果见图 2。

注：* 与 C 组相比，P<0.05，# 与 D 组相比 P<0.05

Note: * Comparison with Group C, P<0.05; # Comparison with Group D, P<0.05

表 2 不同处理组大鼠血清 ALT、AST 测定结果(U/L)

Table 2 AST and ALT determination results of serum with diferent treatments (U/L)

Groups ALT AST

Group A 32.6±7.6 132.1±21.9

Group B 195.3±14.8 297.6±29.9

Group C 233.6±30.2 427.7±36.0

Group D 1453.0±159.7* 1571.3±172.0*

Group E 527.3±89.9# 703.3±97.2#

2.4 川芎嗪对大鼠肝切除后肝组织中 SOD1、SOD2 蛋白表达

的影响

Western Blot 检测结果表明，与青切组组大鼠相比，中切组

大鼠肝组织中 SOD1、SOD2 的表达量显著降低，川芎嗪治疗有

促进中年大鼠肝部分切除后 SOD1、SOD2 的表达作用。

3 讨论

肝细胞为终末分化细胞，在生理条件下多数为静息状态，

仅 0.1％左右的细胞通过分裂补偿凋亡的肝细胞[8]。同其他实质

性器官不同，肝脏有极强再生能力，啮齿类动物在进行肝脏受

损或部分肝切除后，残留的肝细胞会立即启动有丝分裂，使肝

实质能在很短的时间内完全恢复细胞总数和功能，这个过程是

肝切除术和肝移植术的基础[1,9]。但年龄的增加和病理性改变都

可以降低肝细胞再生的速度，因此，如何更快更有效得促进肝

细胞再生以代偿受损肝功能仍是临床上急需解决的难题[10-12]。

对肝细胞再生及调控机制的研究也一直是研究的热点，相关研

究表明，肝再生的能力受到多种因素的影响，其再生的速度同

脂质过氧化损伤程度成负相关[13]。
血清 ALT、AST 水平是反映肝功能是否正常的重要指标[14]。

MDA 是自由基作用于脂质发生过氧化反应的氧化终产物，是

反映脂质过氧化损伤最简单最可靠的指标[15]。PCNA 是与细胞

增殖密切相关的核内酸性蛋白质，静止的细胞中 PCNA 的含量

很少，增殖细胞和转化细胞中其含量则会发生明显变化 [16]。
G0～G1 期细胞无明显的 PCNA 表达，G1 晚期其表达度开始

增加，S 期达到高峰，G2～M 期表达下降，其含量和表达强弱的

变化与 DNA 合成及 DNA 复制的活跃程度相一致[17]。PCNA 是

评价肝脏再生的重要指标 [18]。本研究发现同青年肝切除组（C
组）相比，中年肝切除组（D 组）血清 ALT、AST 水平升高，肝组

织 MDA 含量升高，肝细胞中 PCNA 蛋白表达量降低。说明随

着年龄增大，肝切除引起的脂质过氧化损伤更严重，肝功能受
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图 2 川芎嗪对中年大鼠肝切除后肝组织 MDA 的影响

注：A 对照组，B 假切组，C 青切组，D 中切组，E 中切治组；* 与青切组

相比，P<0.05，# 与中切组相比 P<0.05
Fig.2 Effect of tetramethylpyrazine injection onMDA in liver in all groups
Note: A control group, B sham operated group, C hepatectomy in Young
rats, D hepatectomy in middle-aged rats, E treatment group of hepatectomy
in middle-aged rats；* Comparison with Group C P<0.05; # Comparison

with Group D P<0.05

图 3 川芎嗪对中年大鼠肝切除后肝组织中 SOD1、SOD2 蛋白表达的影响 注：a、b 分别为 SOD/β-actin 的 Western blot 结果及灰度值（半定量）

注：A 对照组，B 假切组，C 青切组，D 中切组，E 中切治组；* 与 C 组相比 P<0.05，# 表与 D 组相比 P<0.05

Fig. 3 Effect of tetramethylpyrazine injection on SOD expression in liver in all groups note: a: Activation of SOD/β-actin was determined by Western

blot analysis, b: Quantification of SOD/β-actin expression

Note: A control group, B sham operated group, C hepatectomy in Young rats, D hepatectomy in middle-aged rats, E treatment group of hepatectomy in

middle-aged rats；* Comparison with Group C P<0.05; # Comparison with Group D P<0.05

损程度加剧，肝细胞再生增殖受限。同中年肝切除组（D 组）相

比，中年肝切除治疗组（E 组）在肝切除术前预防性给予川芎

嗪，可以有效降低 ALT、AST 水平改善肝功能，降低 MDA 含量

减少肝脏脂质过氧化损伤，增加肝细胞中 PCNA 的蛋白表达，

改善肝脏再生环境，促进肝细胞增殖。
SOD 是生物体内重要的抗氧化酶，具有特殊的生理活性，

是生物体内清除自由基的首要物质[19]。它可对抗与阻断因氧自

由基对细胞造成的损害，并及时修复受损细胞，复原因自由基

造成的细胞伤害[20]。在抗氧化损伤的过程中发挥着至关重要的

作用。本研究的 Western Blot 结果表明，SOD1、SOD2 蛋白表达

与 PCNA 蛋白表达变化趋势相同，提示川芎嗪可能通过增加

SOD 的表达，提高肝组织中抗氧化水平，降低脂质过氧化损

伤，改善肝细胞生存环境，从而促进肝脏再生。
综上所述，川芎嗪可以改善中年大鼠肝切除后肝功能并提

高肝再生能力，其机制可能是通过促进 SOD 的表达，提高抗氧

化能力，降低氧化损伤，促进 PCNA 的表达。
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