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富含 BCAA 的 PN 对肝硬化大鼠肝部分切除术后肝脏 NK 的影响 *
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摘要 目的：探讨富含支链氨基酸的肠外营养对肝硬化大鼠肝部分切除术后肝脏自然杀伤细胞（NK 细胞）的影响。方法：20 只肝硬

化大鼠随机分为肝部分切除术后行 8.5%Novamin 的肠外营养 5 d 组 10 只，肝部分切除术后行 10%Hepa 的肠外营养 5 d 组 10
只。应用流式细胞仪测定大鼠肝脏 NK 细胞的百分率；应用 4 小时 51Cr 释放法测定肝脏 NK 细胞的杀伤活性。结果：与 8.5%
Novamin 的肠外营养 5 d 组比较，10%Hepa 的肠外营养 5 d 组肝脏 NK 细胞占全部淋巴细胞的百分比和肝脏 NK 细胞杀伤活性

明显升高（P<0.05）。结论：富含支链氨基酸的肠外营养可以增加肝脏 NK 细胞的百分率和肝脏 NK 细胞的杀伤活性。
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ABSTRACT Objective: To explore the effect of parenteral nutrition (PN) with branch-chain amino acids enrichment on the natural
killer cells in the liver after partial hepatectomy in rats with liver cirrhosis. Methods: Twenty rats with liver cirrhosis were randomly
divided into post-operation 8.5% Novamin PN 5 day group (n=10) and post-operation 10% Hepa PN 5 day group (n=10). Activity of NK
cells was measured by 4h 51Cr-release assay. The percentages of the NK cells in the livers was examined by flow cytometry. Results:
Compared with the 8.5% Novamine PN 5 day group, the percentages and the activity of NK cells in the livers were significantly increased
in the 10%Hepa PN 5 day group (P<0.05). Conclusion: Parenteral nutrition with branch-chain amino acids enrichment after partial
hepatectomy in rats with liver cirrhosis can ameliorate the percentages and the activity of NK cells in the livers.
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肝脏自然杀伤细胞(natural killer cells，NK 细胞)是肝脏非

实质细胞的重要组成部分，是拥有大颗粒淋巴细胞（large gran-
ular lymphocyte，LGL）形态特征和 NK 细胞活性的一群独特的

细胞，在肝脏免疫中发挥着重要的作用[1]。通过对肝脏 NK 细胞

的进一步研究，明确其抗肿瘤和免疫调节作用，从而可以在器

官水平治疗肿瘤[2]。本研究探讨富含支链氨基酸（BCAA）的肠

外营养（PN）对肝硬化大鼠肝部分切除术后肝脏 NK 细胞的影

响。

1 材料与方法

1.1 复制肝硬化大鼠模型

雄 性 SD 大 鼠 饮 用 0.03%硫 代 乙 酰 胺（thioacetamide，

TAA）溶液 12 周来复制肝硬化模型[3]。20 只 SD 大鼠造模成功

后恢复 2 周。

1.2 动物分组

实验动物分为 2 组：肝硬化肝部分切除术后用 8.5% No-
vamin 的 PN 5 d 组 （n=10），肝硬化肝部分切除术后用 10%
Hepa 的 PN 5 d 组（n=10）。其中，切肝均按 Higgins 法[4]切除肝

中叶（约为肝脏的 35%），PN 均于切肝术后 1 d 开始。
1.3 营养液的配制及输液管理

PN 进行 5d，根据文献报道[5]，2 组大鼠给予非蛋白质热量

171.5kal/kg·d，氮量 1.22 g/kg·d，热氮比为 140：1，脂肪乳剂提

供 36%的热量。其中脂肪乳选用 20%中 / 长链脂肪乳（广州侨

光制药有限公司），一组氮源由 8.5% Novamin（华瑞公司）提

供，含有 18 种氨基酸的溶液，BCAA 占 18.2%，另一组氮源由

10% Hepa（贝朗公司）提供，含有 20 种氨基酸的溶液，BCAA 占

33.0%。输液速度为每小时 3 mL。
1.4 观察指标及测定方法
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（1）淋巴细胞制备：根据文献报道的方法[6]，2 组大鼠于术

后 6 d 用乙醚麻醉后针刺心脏放血处死大鼠，获得大鼠的肝

脏，以机械方法切碎，磷酸缓冲液冲洗，200 目滤网过滤，收集

细胞悬液。肝细胞梯度离心后，用 0.83% NH4Cl-Tris 缓冲液

（pH 7.6）溶血。收集细胞悬液，浓度调整至 1.0×106/mL。（2）免

疫荧光抗体标记：提取大鼠肝脏内淋巴细胞，应用二重或三重

免疫荧光染色，认定 CD3-、NKR-P1+ 细胞为 NK 细胞。将调整

后的细胞悬液分注于离心管内 （细胞数不超过 2×106）。2500
rpm、4℃下离心 2 min，吸去上清液，振荡后加入 10 μL2.4G2

（抗 -FcγRⅡ/Ⅲ），4℃下培育 10 min 后，分别加入单克隆抗体

10 μL，振荡后在 4℃下培育 20 min，用磷酸盐缓冲液（PBS）漂

洗一次。如为二重染色，即可以用 0.5 ml PBS 稀释后，经尼龙网

过滤，加入 5 μLPI 后进行流式细胞仪测定，如为三重染色应加

入抗生物素（biotin）的第二抗体 10 μL后，继续在 4 ℃下培育

20 min，然后用 PBS 洗涤一次，用 0.5 ml PBS 稀释，经尼龙网过

滤后进行流式细胞仪测定。流式细胞仪采用美国 BD 公司出品

的 FACSort 软件系统为 Cell Quest 3.0。（3）NK 细胞杀伤活性

测定：采用标准 51Cr 4 小时释放法检测，即：在对数生长的 1×
106 的 YAC-1 细胞中加入 60 μCi 的 51Cr，用 RPMI-1640 补充

体积到 200 μL，37℃孵 育 120 min， 摇 动 1 次 /15 min，RP-
MI-1640 洗 3 次，配成 1×105/ml。将标记好的 YAC-1 加入到样

品中，NK：YAC-1=50：1。混匀后，培养 4 h，取 100 μL 上清，用

γ 计数仪测定放射性释放量。按以下公式计算特异性杀伤率：

特异性杀伤率（%）=（实验组释放量 - 自然释放量）/（最大释放

量 - 自然释放量）×100%。
1.5 统计学方法

数据以 x±s 表示，采用 SPSS10.0 统计软件行方差分析和

t 检验。

2 结果

2.1 大鼠肝脏 NK 细胞占全部淋巴细胞的百分比的变化

10%Hepa 的肠外营养 5 d 组肝脏 NK 细胞占全部淋巴细

胞的百分比明显高于 8.5%Novamin 的肠外营养 5 d 组 (17.1 %
±1.7% vs 15.2%±1.9%，P<0.05)。
2.2 大鼠肝脏 NK 细胞杀伤活性的变化

10%Hepa 的肠外营养 5 d 组肝脏 NK 细胞杀伤活性明显

高于 8.5%Novamin 的肠外营养 5 d 组 (36.9%±2.4% vs 34.2%
±2.4%，P< 0.05)。

3 讨论

肝脏 NK 细胞是发挥免疫作用的重要的一部分，NK 细胞

在肝脏的分布要远比其它器官丰富[7]。Wiltrout 等[8]首次从肝脏

中分离出 NK 细胞和发现了 NK 细胞的特性，表明 NK 细胞具

有细胞毒功能，并报道鼠中给予生物反应修饰因子可以增加肝

脏 NK 细胞的数目。肝脏 NK 细胞在肝脏的平衡免疫调节作

用，也越来越被人们所认可[9]。肝脏 NK 细胞，来源于骨髓，随外

周血液循环而定居于肝脏，在 Kuffer 细胞、肝窦内皮细胞和细

胞因子的作用下，活化、分化和增生，调节 T、B 细胞免疫功能，

参与抗感染、抗肿瘤等作用；同时活化的 NK 细胞还能分泌大

量的细胞因子，发挥抗肿瘤作用，调节巨噬细胞的功能[10]。研究

发现肝硬化肝内 NK 细胞数和活性明显降低，与肝癌发生有一

定关系。Shirachi 等[11]用肝窦冲洗的方法和流式细胞分析仪分

析肝硬化小鼠肝内 NK 细胞, 发现肝硬化肝内 NK 细胞数和活

性明显降低，注射 IFN-α 后 NK 细胞活性明显升高。可以设想

恶性肿瘤细胞在肝脏的生长繁殖与机体的免疫功能、肝脏局部

的免疫功能有关。耗竭肝 NK 细胞会导致肝内肿瘤转移发生率

增高。可设想在原发性肿瘤被切除后，采用激活 NK 细胞的免

疫学方法来杀伤血行转移的癌细胞。
近年来，由于人们发现营养与肿瘤的发病及预防、营养对

肿瘤治疗以及营养对改善肿瘤病人的预后及生活质量方面均

具有重要作用，因此，一个新学科 -- 肿瘤营养学正逐渐形成并

兴起。肿瘤营养学的研究及发展方向，主要是利用营养学的理

论和方法进行肿瘤的预防及治疗，这为肿瘤的防治开辟了一个

新的途径及方法[12]。一系列的相关研究表明，某些营养物质不

仅能防治营养缺乏，而且能以特定的方式刺激免疫细胞，增强

应答功能，维持正常、适度的免疫反应，调控细胞因子的产生和

释放，减轻有害的或过度的炎症反应，维持肠屏障功能等[13]。我

国原发性肝癌患者 80%以上合并有肝硬化，众多研究表明，肝

硬化患者具有高的手术并发症发生率和死亡率，而营养不良是

一个重要的手术危险因素。研究结果表明，肝细胞癌围手术期

营养支持可以可以减轻术后的肝功能损害。营养支持可以改善

肝硬化患者进行普外手术和肝移植手术的临床结果[14]。而术后

选择合理的营养方式，维持和改善患者营养状况，将可以起到

维持机体术后免疫功能相对稳定并促进其恢复的功效。
从营养角度讲供给充足的蛋白质对支持蛋白质合成和肝

细胞再生以及为免疫系统提供代谢底物等方面都是必要的。本

实验应用的两种复合氨基酸溶液 8.5%Novamin（含 18 种氨基

酸）及 10％Hepa（含 20 种氨基酸）EAA/ 非必需氨基酸(NEAA)
均接近 1.0，BCAA 含量分别占 18.2%、33.0%。本实验结果显

示，与 8.5%Novamin 的肠外营养 5 d 组比较，10%Hepa 的肠外

营养 5 d 组肝脏 NK 细胞占全部淋巴细胞的百分比和肝脏 NK
细胞的杀伤活性明显升高。Tsukishiro 等报道 [15] 饲料中添加

BCAA 可以提高肝内淋巴细胞的免疫功能，可能有潜在的抑癌

作用。可见，富含 BCAA 的肠外营养可以增加肝脏 NK 细胞的

百分率和肝脏 NK 细胞的杀伤活性，从而增强肝脏局部免疫功

能。
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