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不同剂量乌司他汀对急性重症胆管炎大鼠肝屏障的保护作用 *
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摘要 目的：探讨不同剂量乌司他汀对急性重症胆管炎（ACST）大鼠肝屏障的保护作用。方法：60只雄性 SD大鼠通过手术造成胆

总管梗阻并注射细菌内毒素造成 ACST模型，造模 48 h后处死，随机分成 5组，每组 12只，分别进行假手术（SN组）、ACST造模

手术（ACST组）、ACST造模手术 +乌司他汀治疗，依据乌司他汀浓度分为低（20000 U/kg·d）（ASCT-L组）、中（40000 U/kg·d）

（ASCT-M组）、高（80000 U/kg·d）（ASCT-H组）三组，采集血液进行总胆红素（TB）、谷丙转氨酶（ALT）、白细胞介素 -6（IL-6）、白

细胞介素 -10（IL-10）和肿瘤坏死因子 -琢（TNF-琢）的检测，采集部分肝组织进行组织染色，检测肝细胞凋亡率并分析紧密连接蛋白
Occludin和 ZO-1基因表达水平。结果：与 SN组比较，造模后各组大鼠 TB和 ALT水平均显著升高（均 P<0.05），乌司他汀治疗后

各组大鼠 TB和 ALT水平随剂量增加而明显降低，各组间差异均有统计学意义（均 P<0.05）；造模后大鼠 IL-6、IL-10和 TNF-琢水
平均显著升高，乌司他汀治疗后各组大鼠 IL-6和 TNF-琢水平随剂量增加而降低，IL-10水平随剂量增加而升高，不同剂量间差异
有统计学意义（均 P<0.05）；ACST组肝细胞凋亡率显著高于 SN组，Occludin和 ZO-1基因表达水平显著降低（P<0.05）；乌司他汀

治疗后各组大鼠肝细胞凋亡率有不同程度的降低，Occludin和 ZO-1基因表达水平有不同程度的升高（P<0.05）。结论：乌司他汀治

疗 ACST大鼠疗效显著，对肝屏障功能有良好的保护作用，其治疗效果与剂量呈现明显的相关性，其机制及合适的给药剂量值得

进一步研究。
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Protective Effects of Different Dosage of Ulinastatin on Hepatic Barrier in
Rats with Acute Cholangitis of Severe Type*

To explore the protective effects of different dosage of Ulinastatin on hepatic barrier in rats with acute

cholangitis of severe type (ACST). A total of 60 male SD rats were induced by operation to cause the common bile duct ob-

struction and were injected with endotoxin for the ACST model. All the rats were killed 48 hours after model operation and were ran-

domly divided into five groups with 12 rats in each group, and were treated with sham operation (SN group), ACST model operation

(ACST group)and ACST model operation+Ulinastatin respectively. According to the dosage of Ulinastatin, the rats were divided into low

solution(20000 U/kg·d)(ASCT-L group), middle solution(40000 U/kg·d)(ASCT-M group) and high solution(80000 U/kg·d) (ASCT-H

group) respectively. Blood was collected and the levels of total bilirubin (TB), alanine transaminase (ALT), interleukin-6 (IL-6), inter-

leukin-10 (IL-10) and tumor necrosis factor-琢 (TNF-琢) were detected. Some hepatic tissues were collected for histological staining, the
apoptosis rate of hepatocytes was detected and the expression levels of tight junction proteins Occludin and ZO-1 gene were analyzed.

Compared with SN group, the indexes of TB and ALT in the rats of each group after model operation were significantly in-

creased (P<0.05). After treatment with Ulinastatin, the levels of TB and ALT in the rats of each group were significantly decreased with

the increase of dosage, the differences were statistically significant between the groups (all P<0.05). The levels of IL-6, IL-10 and TNF-琢
were significantly higher in the rats after model operation. After treatment with Ulinastatin, the levels of IL-6 and TNF-琢 were decreased

with the increase of dosage, while the levels of IL-10 were increased with the decrease of dosage, the differences were statistically sig-

nificant between different dosage (all P<0.05). The apoptosis rate of hepatocytes in ACST group was significantly higher than that in SN

group, the gene expression levels of Occludin and ZO-1 were decreased significantly(P<0.05). After treatment, the apoptosis rates of rats
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in each group were decreased in different degrees, the gene expression levels of Occludin and ZO-1 were increased in differ- ent degrees

(P<0.05). Ulinastatin has significant effect in the treatment of ACST rats, and has good protective effect on hepatic barrier

function. The treatment effect and dosage showed obvious correlation. Its mechanism and the appropriate dosage are worthy of further

study.

ACST; Rat; Hepatic barrier; Ulinastatin

前言

急性重症胆管炎（Acute cholangitis of severe type，ACST）

是胆管系统最严重的疾病，是在完全性胆道梗阻的情况下并发

的一种严重胆道感染，通常由肠道内的细菌或内毒素易位引起
[1,2]。若梗阻不能及时解除将会加重病情，从而引发细菌血症或

内毒素血症，激发机体产生过度炎症反应，导致患者产生免疫

功能紊乱，甚至引起肝、心、肺等器官功能障碍和衰竭[3-5]。目前

ACST的治疗以胆道减压和抗生素为主，但对器官的损伤无法

缓解，患者常发生多器官衰竭，病死率达 30%，研究显示即使抗

生素已经有效控制感染，但损伤仍会继续发展，这可能与某些

炎症因子水平有密切关系[6]。乌司他汀是一种广谱蛋白酶抑制

剂，是内源性抗炎因子，能够抑制多种酶活性、稳定细胞膜、改

善微循环[7,8]。本实验采用乌司他汀治疗 ACST模型大鼠，观察

不同剂量乌司他汀对 ACST的治疗效果以及对大鼠肝屏障功

能的影响。

1 材料与方法

1.1 实验动物

SPF级雄性 SD大鼠 60只，体重 200-240 g，平均（225.7±

13.7）g，采用全颗粒鼠饲料进行饲养，每天给予 12 h光照，室温

为（25.0± 2.0）℃，湿度控制在 45%~70%之间，适应性饲喂 1

周，期间大鼠自由摄食、取水。实验大鼠均购自上海史莱克实验

动物有限公司（合格证号：201000050435）。

1.2 实验试剂

乌司他汀（广东天普生化医药股份有限公司，国药准字：

H19990133，规格：50000U/ 支），脂多糖（Lipopolysaccharide，

LPS）（L2630，源自大肠杆菌 O111:B4）购自 Sigma公司，生理盐

水和戊巴比妥均购自北京化学试剂公司。低温高速离心机购自

德国赛默飞公司，石蜡切片机、石蜡包埋机购自德国 LEICA公

司，光学显微镜和图像分析系统购自日本 OLYMPUS公司。

1.3 动物分组和造模方法

60只 SD大鼠依据是否接受造模手术及术后给药浓度分

为五组，每组 12只大鼠，分别为：① SN组：接受假手术，术后不

给于任何药物；② ACST组：接受造模手术，术后给予生理盐水

注射；③ ASCT-L 组：接受造模手术，术后给予低剂量（20000

U/kg·d）的乌司他汀治疗；④ ASCT-M组：接受造模手术，术后

给予中剂量（40000 U/kg·d）的乌司他汀；⑤ ASCT-H组：接受造

模手术，术后给予高剂量（80000 U/kg·d）的乌司他汀。造模手

术在无菌环境下进行，手术前 12 h动物禁食禁水，腹腔注射

3%戊巴比妥 50 mg/kg，麻醉后取仰卧位，铺消毒洞巾，切口位

于腹部正中线，长度小于 3 cm，切口上缘距剑突 0.5 cm，延肝下

缘找到肝十二指肠韧带，剥离沿其表面走行的胆总管，在距其

汇入左右肝管处结扎胆总管，3号针头穿刺入胆总管并注入预

先配置好的 LPS（10 滋g/mL）1 mL/kg，1分钟内注射完毕，结扎
近端胆总管，关闭腹腔，逐层缝合。SN组大鼠开腹后剥离胆总

管及周围组织后，不进行任何其余操作，关腹。在手术后 48 h

将所有大鼠处死。

1.4 检测指标

大鼠处死前通过腹主动脉抽血 6 mL，分别保存于抗凝管

中和普通采血管中，抗凝管中血液采用日立 7600全自动生化

分析仪检测血液样本中的总胆红素（Total bilirubin, TB）和谷丙

转氨酶（Alanine aminotransferase, ALT），普通采血管中的血液

用 3000 rpm离心 10 min，取血清分装后保存于 -80℃中，待所

有标本收集齐全后，用酶联免疫吸附法（ELISA）检测血清中的

白细胞介素 -6（Interleukin-6，IL-6）、白细胞介素 -10（Inter-

leukin-10, IL-10）和肿瘤坏死因子 -琢（Tumor necrosis factor,
TNF-琢）水平，试剂盒均购自美国 R&D公司，操作严格按照说

明书进行。大鼠处死后，取少量肝脏组织，35%甲醛溶液固定

后，HE染色，采用原位末端转移酶标记技术（TUNEL）检测肝

细胞凋亡率，采用组织匀浆法提取肝组织中的 RNA，采用逆转

录 -聚合酶链式反应（RT-PCR）分析紧密连接蛋白 Occludin和

ZO-1基因表达水平。

1.5 统计学分析

采用 SPSS17.0进行统计分析，肝功能指标、炎症因子水平

等计量资料以均数± 标准差（x± s）表示，多组间比较采用单因

素方差分析，两两比较采用 SNK法，以琢=0.05为检验标准。

2 结果

2.1 肝脏组织病理改变

肉眼观察 SN组大鼠胆管及肝脏均无明显改变，造模后各

组大鼠均出现胆管扩张，肝叶出现充血肿大，显微镜下观察可

见肝细胞水肿、胞浆疏松、肝窦受压变形、肝索排列不齐等变

化，并可见点状肝细胞坏死灶，汇管区可见中性粒细胞和巨噬

细胞浸润，ACST组大鼠最严重，接受乌司他汀治疗后大鼠损

伤减轻，尤其以 ASCT-H组大鼠损伤改善最为显著（P<0.05）。

2.2 肝功能指标比较

与 SN组比较，造模后各组大鼠 TB和 ALT水平均显著升

高（均 P<0.05），乌司他汀治疗后 TB和 ALT水平明显降低，且

随剂量增加，TB和 ALT水平降低，各组间差异均有统计学意

义（均 P<0.05）。详见表 1。

2.3 炎症因子水平比较

与 SN组相比，造模后大鼠 IL-6和 TNF-琢水平显著升高，
乌司他汀治疗后，各组大鼠 IL-6和 TNF-琢水平随剂量增加而
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Note: compared with SN group, *P<0.05, compared with ACST group, #P<0.05, compared with ACST-L group, △ P<0.05, compared with ACST-H-M

group, ＊P<0.05.

降低，各组间差异均具有统计学意义（均 P<0.05）。与 SN组相

比，造模后大鼠 IL-10水平均显著升高，乌司他汀治疗后，各组

大鼠 IL-10水平随剂量增加而上升，各组间差异具有统计学意

义（均 P<0.05）。详见表 2。

表 1 各组大鼠肝功能指标比较（x± s）

Table 1 Comparison of liver function indexes of rats in each group (x± s)

Groups n TB（滋mmol/L） ALT（U/L）

SN group 12 9.14± 0.658 5.13± 0.43

ACST group 12 88.25± 5.63* 107.26± 6.82*

ACST-L group 12 66.72± 2.53*# 42.81± 2.42*#

ACST-M group 12 45.48± 1.96*#△ 31.35± 2.64*#△

ACST-H group 12 31.73± 2.27*#△ ＊ 20.57± 2.43*#△ ＊

F - 37.526 43.527

P - 0.000 0.000

2.4 肝组织细胞凋亡率和紧密连接蛋白表达水平比较

与 SN组比较，造模后各组大鼠凋亡率显著升高，Occludin

和 ZO-1基因表达水平显著降低（P<0.05），乌司他汀治疗后各

组大鼠凋亡率表现不同程度的降低，Occludin和 ZO-1基因表

达水平表现不同程度的上升（P<0.05）。详见表 3。

Note: compared with SN group, *P<0.05, compared with ACST group, #P<0.05, compared with ACST-L group, △ P<0.05, compared with ACST-H-M

group, ＊P<0.05.

表 2 各组大鼠炎症因子水平比较（x± s）

Table 2 Comparison of inflammatory factors of rats in each group (x± s)

Groups n Apoptosis rate (%) Occludin ZO-1

SN group 12 1.13± 0.24 1.40± 0.25 16.35± 0.31

ACST group 12 5.83± 0.39* 0.08± 0.02* 3.46± 0.89*

ACST-L group 12 3.28± 0.43*# 0.79± 0.09*# 5.43± 0.34*#

ACST-M group 12 2.12± 0.14*#△ 0.99± 0.25*#△ 6.55± 1.42*#△

ACST-H group 12 1.58± 0.46*#△ ＊ 1.18± 0.04*#△ ＊ 8.42± 1.53*#△ ＊

F - 26.238 23.126 24.362

P - 0.000 0.000 0.000

Note: compared with SN group, *P<0.05, compared with ACST group, #P<0.05, compared with ACST-L group, △ P<0.05, compared with ACST-H-M

group, ＊P<0.05.

表 3 各组大鼠干细胞凋亡率和紧密连接蛋白基因表达水平比较（x± s）

Table 3 Comparison of stem cell apoptosis rate and expression level of tight junction protein gene of rats in each group（x± s）

Groups n IL-6（pg/mL） IL-10（pg/mL） TNF-琢（pg/mL）

SN group 12 11.48± 2.03 15.13± 0.43 11.37± 1.92

ACST group 12 49.32± 4.69* 52.24± 3.72* 34.72± 3.29*

ACST-L group 12 37.94± 3.67*# 72.81± 6.52*# 25.91± 2.88*#

ACST-M group 12 26.02± 2.46*#△ 80.62± 7.98*#△ 19.56± 2.15*#△

ACST-H group 12 22.77± 3.31*#△ ＊ 92.57± 8.46*#△ ＊ 16.32± 1.98*#△ ＊

F - 28.352 34.628 25.379

P - 0.000 0.000 0.000

3 讨论

ACST是胆道最严重的一种疾病，病情若得不到控制，胆

红素、细菌和内毒素可进入体循环，内毒素是革兰氏阴性细菌

细胞壁中的一种 LPS，细胞壁被破坏时才会释放出来，LPS进

入循环系统或脏器后，激活单核吞噬细胞过度分泌具有不同生

物活性的炎症因子，导致多器官功能障碍（MODS）甚至衰竭
[9-11]。ACST具有起病急骤、进展迅速、并发症多、病死率高等特

点，近年来治疗一直以缓解梗阻和抗感染为主，但是对于 AC-

ST引起的MODS和器官衰竭没有较好的预防和治疗方法，病
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死率仍然居高不下[12,13]。本研究采用胆总管结扎的方法造成胆

管梗阻，再通过注射 LPS的方法模拟内毒素如血的过程，造成

ACST模型大鼠，病理观察结果显示，造模后大鼠胆管和肝脏

组织出现不同程度的损伤，肝功能检测也表明大鼠肝脏受到严

重损伤，提示该动物模型构建成功。

肝脏是 ACST发生时最易受到累及的器官之一，因为胆管

阻塞时胆汁不能正常进入肠道，缺乏胆盐的抑制，肠道细菌过

度繁殖，内毒素吸收增加，并可易位到肝脾等相邻脏器，此外肝

门最先接受来自肠道的含菌或内毒素的血液，因此也最容易发

生损伤[14-16]。本研究结果显示，造模 48h后大鼠血液内 TB和

ALT均显著升高，提示肝脏受损严重，也证实肝脏是 ACST发

展过程中首先损害的器官之一。过度炎症反应是内毒素介导的

另一个严重损伤过程 [17]。本研究结果显示发生 ACST后大鼠

IL-6、IL-10和 TNF-琢水平均显著升高。IL-6和 TNF-琢是重要
的炎症因子，可引起多种促炎因子的释放，造成细胞凋亡，

IL-10是体内重要的抗炎因子，对几乎所有的单核巨噬细胞都

有抑制作用，可控制炎症反应[18,19]。大鼠给予不同剂量的乌司他

汀后，血清中 IL-6和 TNF-琢表现不同程度的降低，IL-10继续
升高，且均表现出剂量 -效应关系。提示乌司他汀能够有效调

节体内的炎症反应水平，降低促炎因子的分泌，促进抗炎因子

的分泌，避免过度炎症反应造成器官损伤[20-22]。

肝屏障包括细胞 -血液屏障和血液 -胆汁屏障，其中血液

-胆汁屏障由紧密连接蛋白 Occludin和 ZO-1构成，这些紧密

连接将毛细胆管与肝脏窦状隙细胞的表面分隔开，形成胆汁与

血液间的屏障，使胆汁只能在胆管中循环而不会进入血液[23-25]。

造模后，检测肝脏组织中凋亡细胞和紧密连接蛋白基因表达水

平发现，细胞凋亡率显著增加，而 Occludin和 ZO-1基因表达

水平显著下降，提示除了造成肝功能损伤外，ACST对肝屏障

功能也造成了严重损伤[26]。而给予了乌司他汀治疗的大鼠在检

测时肝屏障功能得到修复，紧密连接蛋白基因表达水平显著升

高，特别是 ACST-H组，Occludin基因表达水平接近正常大鼠。

乌司他汀是从成人尿液中分离纯化的一种蛋白，分子量约

67000D，是一种蛋白酶抑制剂，能够对多种蛋白酶的活性产生

抑制作用，还能提高溶酶体膜的稳定性，抑制炎症因子释放，清

除氧自由基，减轻各种水解酶和炎症反应对组织的损伤，常用

与急性胰腺炎和慢性复发性胰腺炎的治疗[27,28]。此外乌司他汀

也被用于急性循环衰竭的抢救，其可有效控制炎症因子的水

平，维持肝组织微结构的稳定，这是治疗大鼠 ACST和保护肝

屏障的关键机制[29,30]。

综上所述，乌司他汀治疗 ACST大鼠疗效显著，对肝屏障

功能有良好的保护功能，其治疗效力与剂量呈现明显的相关

性，其机制及合适的给药剂量值得进一步研究。
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