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■背景资料
肝脏切除术是治
疗肝脏肿瘤、胆
管疾病等常用的
治疗方法, 挽救了
大量患者的生命. 
然而, 病灶切除后
的残余肝脏能否
维持功能、顺利
修复再生将直接
影响患者的生存, 
因此, 肝切除术后
肝功能的维护及
肝再生的促进是
防止术后肝功能
衰竭的重要措施.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of ω-3 polyunsatu-
rated fatty acids (PUFAs) on hepatic tight junc-
tions and liver regeneration in rats after partial 
hepatectomy (PH)

METHODS: A rat model of 70% PH was used in 
this study. Eighty male SD rats were randomly 
divided into sham operation group, PH group, 
PH + low-dose ω-3 PUFA (1 mL/kg) group and 
PH + high-dose ω-3 PUFA (2 mL/kg) group. 
Serum samples were collected to measure the 

levels of total bile acids, total bilirubin, alanine 
aminotransferase (ALT) and albumin on days 
1, 2, 3 and 5 after PH. Tissue samples were col-
lected for detecting the expression of hepatic 
tight junction proteins (Occludin, Claudin-3 and 
ZO-1) and PCNA (a parameter reflecting liver 
regeneration) by Western blot. Tissue samples 
were also collected for observation of structural 
changes in hepatic tight junctions by confocal 
microscopy.

RESULTS: In comparison with the PH group 
on day 1, the levels of total bile acids (181.2 ± 
63.9, 166.7 ± 68.9 vs 228.9 ± 37.7), total biliru-
bin (13.5 ± 8.8, 7.6 ± 0.1 vs 25.9 ± 15.3) and ALT 
(1042.2 ± 179.7, 901.4 ± 182.3 vs 2703.9 ± 130.0) 
decreased significantly in the low- and high-
dose ω-3 PUFA groups (all P < 0.05), whereas 
no marked changes in the level of albumin (27.2 
± 1.1, 29.8 ± 0.9 vs 30.5 ± 1.2) were observed. 
Compared to the PH group on day 2, a signifi-
cant decrease in the levels of total bilirubin (6.8 
± 9.2, 6.1 ± 2.0 vs 17.7 ± 1.1) and ALT (452.8 ± 
258.5, 499.8 ± 155.9 vs 1 466.5 ± 30.2) was noted 
in the low- and high-dose ω-3 PUFA groups (all 
P < 0.05), whereas no marked changes in the 
level of albumin (26.8 ± 0.4, 27.7 ± 1.0 vs 25.7 ± 
0.6) were observed. The expression of hepatic 
tight junction proteins (Occludin, Claudin-3 
and ZO-1) increased significantly on days 1, 2 
and 5 after PH (all P < 0.05), and liver regenera-
tion was enhanced significantly on days 1, 2, 
3 and 5 after PH (all P < 0.05). Treatment with 
ω-3 PUFAs promoted structural restoration of 
hepatic tight junctions.

CONCLUSION: ω-3 PUFAs not only promote 
the expression of tight junction proteins and 
protect the structure of hepatic tight junctions 
but also promote liver regeneration and protect 
liver function in rats after PH.

Key Words: ω-3 polyunsaturated fatty acids; He-
patic tight junction; Liver regeneration

Yan XP, Wang S,  Yang Y, Qiu YD. Effect of ω-3 

■同行评议者
秦建民 ,  副教授 , 
上海中医药大学
附属普陀医院肝
胆外科 ;  吴泰璜 , 
教授, 山东省立医
院肝胆外科; 徐迅
迪, 教授, 中南大
学湘雅二医院肝
胆胰外科



2528               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年8月28日  第19卷  第24期

www.wjgnet.com

■研发前沿
有 关 ω - 3 多 不 饱
和脂肪酸对肝切
除术后肝脏紧密
连接及肝再生的
作用机制的深入
研究仍是下一步
要研究的热点.

polyunsaturated fatty acids on hepatic tight junctions and 
liver regeneration in rats after partial hepatectomy. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(24): 2527-2533

摘要
目的: 探讨ω-3多不饱和脂肪酸(ω-3PUFA)对
大鼠肝切除术后肝脏紧密连接和肝脏再生的
影响.

方法: 采用大鼠70%肝切除模型, ♂SD大鼠
80只随机分为假手术组、70%肝切除对照
组、小剂量ω-3PUFA组(1 mL/kg)和大剂量
ω-3PUFA组(2 mL/kg). 检测术后1、2、3、5 d
血清总胆汁酸、总胆红素、ALT和白蛋白值. 
Western blot检测肝脏紧密连接蛋白Occludin, 
Claudin-3和ZO-1表达及反映肝再生的PCNA
表达. 激光共聚焦显微镜下观察肝脏紧密连接
结构变化.

结果: 术后1 d, 与对照组相比较, ω-3PUFA组
血清总胆汁酸(181.2±63.9, 166.7±68.9 vs 
228.9±37.7), 总胆红素(13.5±8.8, 7.6±0.1 
vs  25.9±15.3)和ALT(1042.2±179.7, 901.4±
182.3 vs  2703.9±130.0)均显著降低(P <0.05), 
白蛋白(27.2±1.1, 29.8±0.9 vs  30.5±1.2)无明
显变化. 术后2 d, 与对照组相比较, ω-3PUFA
组血清总胆红素(6.8±9.2, 6.1±2.0 vs  17.7
±1.1)和ALT(452.8±258.5, 499.8±155.9 vs  
1466.5±30.2)均显著降低(P <0.05), 白蛋白
(26.8±0.4, 27.7±1.0 vs  25.7±0.6)无明显变
化. ω-3PUFA组术后1、2、5 d肝脏紧密连接
(Occludin, Claudin-3, ZO-1)的表达显著增加
(P <0.05), 术后1、2、3、5 d肝脏再生程度明
显增加(P <0.05). 激光共聚焦显示ω-3 PUFA组
肝脏紧密连接结构恢复. 

结论: ω-3PUFA可以促进大鼠肝切除术后肝脏
紧密连接的稳定高表达, 保护其结构, 并促进
肝再生, 保护肝功能.

关键词: ω-3多不饱和脂肪酸; 肝脏紧密连接; 肝

再生
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0  引言

肝脏紧密连接(tight junction, TJ)不仅存在于肝

细胞间, 还分布于胆小管上, 构成血液-胆汁屏

障, 使胆汁在胆小管内与血液循环分离开来, 并
对于细胞间的通透性, 胆汁的分泌和细胞的极

性起到了重要的作用[1,2]. 肝脏紧密连接同其他

组织细胞间紧密连接一样, 由不同的TJ蛋白组

成. TJ主要由跨膜蛋白Occ lud in、Claud ins、
JAMs和连接蛋白ZOs等构成, 对于组织结构的

稳定和功能的维持起到重要的作用[3-7]. 在肝再

生的过程中, TJ的形成对于肝脏功能的维持起

到了重要的作用, 并可导致胆小管结构的重建

以及肝细胞极性的重新形成[8-13]. 为了控制肝切

除术后的肝衰, 提高术后生存率, 对于肝再生的

促进及肝脏紧密连接的保护就显得尤为重要. 
本研究通过围手术期应用具有抗炎、抗氧化

和保肝等作用的营养制剂ω-3多不饱和脂肪酸

(ω-3PUFA))[14-19], 采用70%大鼠肝切除模型, 探索

其对于大鼠部分肝切除术后肝脏TJ的表达和结

构以及肝再生的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 实验采用体质量220-250 g的♂SD大

鼠(购自南京大学附属鼓楼医院动物实验中心). 
ω-3多不饱和脂肪酸(ω-3PUFA, 商品名尤文注射

液, 批号: 16DA0043)购自德国费森尤斯卡比公

司. 羊抗Occludin和羊抗Claudin-3抗体购自Santa 
Cruz公司, 兔抗ZO-1和小鼠抗PCNA购自Invitro-
gen公司, 小鼠抗Actin购自Sigma-Aldrich公司.
1.2 方法

1.2.1 分组及造模: 实验大鼠随机分为假手术

组、对照组、小剂量ω -3P U FA组和大剂量

ω-3PUFA组. 假手术组仅作开关腹, 对照组行

70%肝切除, 其他大鼠从术前两天开始, 分别以1 
mL/kg和2 mL/kg的剂量, 静脉给予ω-3PUFA, 肝
切除手术结束以及术后每天亦给予相应剂量的

鱼油, 直至处死的时间点(术后1、2、3、5 d). 每
组每时间点设10个样本行Western blot、激光共

聚焦、肝功能和残肝/体质量比检查. 大鼠70%
肝切除模型参照Higgins-Anderson[20]所采用的肝

切除方法进行, 切除大鼠左叶, 中叶, 保留右叶

和尾状叶.
1.2.2 肝功能测定: 各组分别于肝切除术后1、
2、3、5 d从大鼠眶后静脉丛采血2 mL送鼓楼医

院检验科生化试验室检验, 用大型生化分析仪

检测血清中总胆汁酸、总胆红素、ALT及白蛋

白的水平.
1.2.3 肝脏紧密连接蛋白的表达: 各组分别于肝

切除术后1、2、3、5 d取10 g左右大鼠肝组织冻
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■相关报道
本课题组前期研
究中发现, 大鼠肝
切除术后应用ω-3
多不饱和脂肪酸
可抑制血清中炎
症因子的释放, 控
制门静脉系统的
内毒素血症, 有效
保护肝功能.

存于液氮罐中, 取0.1 g的肝脏组织加入500 mL
的组织蛋白裂解液, 充分研磨后取上清蛋白溶

液, Western blot法检测肝脏紧密连接蛋白的表

达水平.
1.2.4 肝脏紧密连接蛋白结构的变化: 各组分别

于肝切除术后1、2、3、5 d取20 g左右大鼠肝组

织置于-80 ℃冰箱中, 以20 μm厚度制作冰冻切

片, 在激光共聚焦显微镜(Zeiss)下观察肝脏紧密

连接蛋白结构的改变情况.
1.2.5 肝再生的测定: 各组分别于肝切除术后1、
2、3、5 d取10 g左右大鼠肝组织冻存于液氮罐

中, 取0.1 g的肝脏组织加入500 mL的组织蛋白

裂解液, 充分研磨后取上清蛋白溶液, Western 
blot法检测肝脏PCNA的表达水平. 另外, 于术后

1、2、3、5 d处死动物, 每组大鼠处死前称其体

质量, 处死后取出残肝, 生理盐水漂洗后称质量, 

计算每组残肝/体质量比.
统计学处理 计量资料用mean±SD表示, 多

组样本均数比较采用单因素方差分析, 先进行

方差齐性检验, 然后采用Student-Newman-Keuls
检验进行两两比较, 以双侧α = 0.05为检验水准, 
全部统计分析采用SPSS16.0软件实现.

2  结果

2.1 肝功能变化 术后1 d和2 d的总胆汁酸、总胆

红素和ALT值: 对照组与假手术组比较均增高, 
统计学差异显著(P <0.05), ω-3PUFA组与对照组

比较均降低, 统计学差异显著(P <0.05), 大剂量

ω-3PUFA组与小剂量ω-3PUFA组比较无统计学

差异(表1-3). 术后各时间点的白蛋白值各组间

比较无统计学差异(表4).
2.2 肝脏紧密连接蛋白的表达 与假手术组比较, 

aP<0.05 vs  假手术组; cP<0.05 vs  对照组.

表  1  大鼠70%肝切除术后血清总胆汁酸的变化 (n  = 10, mean±SD)

     
术后时间

总胆汁酸(μmol/L)

假手术组      对照组 小剂量ω-3PUFA组 大剂量ω-3PUFA组 

1 d 11.2±0.8 228.9±37.7a     181.2±63.9c     166.7±68.9c          

2 d 15.7±2.3   93.6±12.6a     173.8±58.5c     156.1±59.1c            

3 d 14.1±1.5   81.7±27.1a       72.3±47.1       82.6±47.9              

5 d 13.6±1.8   42.6±6.1a       52.0±30.1       41.6±26.1 

aP<0.05 vs  假手术组; cP<0.05 vs  对照组.

表  2  大鼠70%肝切除术后血清总胆红素的变化 (n  = 10, mean±SD)

     
术后时间

总胆红素(μmol/L)

假手术组     对照组 小剂量ω-3PUFA组 大剂量ω-3PUFA组

1 d 1.3±0.2 25.9±15.3a       13.5±8.8c         7.6±0.1c   

2 d 1.2±0.1 17.7±1.1a         6.8±9.2c         6.1±2.0c 

3 d 1.2±0.2   4.0±1.2         4.6±8.4         4.9±3.1

5 d 1.2±0.1   3.1±0.2         1.8±0.8         1.4±0.4

aP<0.05 vs  假手术组; cP<0.05 vs  对照组.

表  3  大鼠70%肝切除术后血清ALT的变化 (n  = 10, mean±SD)

     
术后时间

ALT(U/L)

假手术组         对照组 小剂量ω-3PUFA组 大剂量ω-3PUFA组

1 d 71.8±0.5 2703.9±130.0a   1042.2±179.7c     901.4±182.3c                

2 d 67.2±3.2 1466.5±30.2a     452.8±258.5c     499.8±155.9c 

3 d 62.5±3.8   256.6±25.4a     211.7±51.3     178.2±41.5                    

5 d 68.3±2.7   112.8±49.4a       90.7±12.8       87.9±19.7             
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术后1、2和5 d的Occludin、Claudin-3和ZO-1
蛋白的表达均显著降低(P <0.05), 术后3 d的Oc-
cludin和Claudin-3蛋白的表达显著降低(P <0.05), 
ZO-1无变化. 与对照组比较, 小剂量ω-3PUFA
组术后1和2 d的Claudin-3和ZO-1蛋白表达显著

增加(P <0.05), 术后5 d的Occludin、Claudin-3和
ZO-1蛋白表达显著增加(P <0.05). 与对照组比较, 
大剂量ω-3PUFA组术后1 d和5 d的Occludin、
Claud in-3和ZO-1蛋白表达显著增加(P <0.05), 
术后2 d的Claudin-3和ZO-1蛋白表达显著增加

(P <0.05, 图1).
2.3 肝脏紧密连接蛋白结构的变化 部分肝切除

后, 激光共聚焦显微镜下观察发现, 对照组可见

紧密连接蛋白荧光染色强度减低, 排列极度紊

乱. 小剂量ω-3PUFA组可见紧密连接蛋白荧光

染色强度增加, 蛋白呈连续性排列, 紊乱程度减

轻. 大剂量ω-3PUFA组可见紧密连接蛋白荧光

染色强度增加更为明显, 蛋白排列有序(图2).
2.4 测定 对照组比较, 小剂量ω-3PUFA组术后

2、3和5 d的PCNA表达显著增加(P <0.05), 大剂

量ω-3PUFA组术后1、2、3和5 d的PCNA表达

显著增加(P <0.05, 图1). 与对照组比较, 术后各

时间点残肝/体质量比亦增高, 统计学差异显著

(P <0.05, 图3).

3  讨论

21世纪是微创和精准外科的时代. 作为肝脏外

科最主要的治疗手段, 肝切除术也面临着重大

变革[21,22]. 以精确的术前评估、精细的手术操

作和精良的术后处理为核心的精准肝脏外科技

术日益受到重视[23,24]. 长期以来的临床实践证

明, 对于肝脏肿瘤采用肝切除术有望提高患者

的无瘤生存率, 但是病灶切除后的残余肝脏能

否维持功能、顺利修复再生将直接影响患者的

生存[25-28]. 临床研究表明: 围手术期采用有针对

性的营养支持治疗可使患者肝功能损害明显减

轻, 并发症显著降低, 对肝再生有促进作用[29,30]. 

ω-3PUFA是临床静脉营养支持中常用的脂肪乳

剂[31], 我们的前期研究证实: 大鼠肝切除术后应

用ω-3PUFA可抑制血清中炎症因子的释放, 控制

门静脉系统的内毒素血症, 有效保护肝功能[32-35]. 
不过, 其对于肝脏TJ及肝再生的影响并没有具

体的阐述. 因此, 我们选择ω-3PUFA干预的手

段, 初步探讨了其对大鼠肝切除术后肝脏的保

护作用.
本实验重点观察了ω-3P U FA在大鼠70%

肝切除术后对肝脏紧密连接有无保护作用及

对肝再生有无促进作用. 研究结果显示, 通过

肝功能检测发现, ω-3PUFA组术后1 d和2 d的
总胆汁酸、总胆红素和A LT值较对照组均显

著降低, 而白蛋白值各时间点各组间无显著差

异, 提示ω-3PUFA可以在早期使肝切除术后的

肝功能得到有效的改善, 肝损害得到缓解. 而白

蛋白的无显著性变化则提示ω-3PUFA可能对

肝脏合成功能的影响不大, 仅对与紧密连接相

关的功能如代谢和分泌功能产生保护作用. 肝
脏紧密连接蛋白的表达测定发现, ω-3PUFA组

在术后1、2和5 d肝脏紧密连接蛋白的表达较

对照组显著增加, 而大剂量ω-3PUFA组肝脏紧

密连接蛋白的表达增加更为明显. 鉴于术后3 d
紧密连接蛋白表达无显著性差异, 我们又通过

激光共聚焦显微镜对术后3 d的肝脏紧密连接

蛋白的结构进行观察, 发现对照组可见紧密连

接蛋白荧光染色强度减低, 排列极度紊乱. 小
剂量ω-3PUFA组可见紧密连接蛋白荧光染色

强度增加, 蛋白呈连续性排列, 紊乱程度减轻. 
大剂量ω-3PUFA组可见紧密连接蛋白荧光染

色强度增加更为明显, 蛋白排列有序. 由此可

见, ω-3PUFA在一定程度上可以促进肝切除术

后肝脏紧密连接蛋白的表达, 保护其结构的完

整性. 肝再生的测定发现, ω-3PUFA组在术后

各时间点的PCNA表达较对照组显著增加, 而
大剂量ω-3PUFA组术后各时间点的PCNA表达

增加更为明显, 这些结果与术后各时间点各组

表  4  大鼠70%肝切除术后血清白蛋白的变化 (n  = 10, mean±SD)

     
术后时间

白蛋白(g/L)

假手术组    对照组 小剂量ω-3PUFA组 大剂量ω-3PUFA组

1 d 35.4±0.8 30.5±1.2        27.2±1.1        29.8±0.9                    

2 d 36.1±1.2 25.7±0.6        26.8±0.4        27.7±1.0                

3 d 35.8±1.1 26.3±2.0        26.8±2.3        24.3±0.7 

5 d 36.2±0.7 26.8±0.7        27.9±0.3        29.8±0.6   

     

■创新盘点
本研究通过围手
术期应用具有抗
炎、抗氧化和保
肝等作用的营养
制剂ω-3多不饱和
脂肪酸, 采用70%
大鼠肝切除模型, 
初步探索了其对
于大鼠部分肝切
除术后肝脏紧密
连接和肝再生的
影响.
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残肝/体质量比差异一致, 提示ω-3PUFA可以极

大程度的促进肝切除术后的肝再生. 我们认为, 
ω-3PUFA可以促进肝切除术后肝脏紧密连接的

表达, 保护其结构, 有效促进术后肝再生, 保护

肝功能. 其在一定程度上可以减轻肝内实质组

织和非实质组织的损伤, 对肝细胞和肝脏紧密

连接有较好的促进和保护作用. 
总之, 本实验在大鼠70%肝切除模型的基础

上, 采用围手术期应用ω-3PUFA的方法, 通过肝

脏酶学指标, 肝脏紧密连接蛋白表达水平和肝再

生水平的检测以及激光共聚焦显微镜观察肝脏

紧密连接的结构变化, 阐明了ω-3PUFA对于70%
肝切除可以保护术后肝脏的紧密连接结构, 加速

肝功能的恢复, 并有效的促进肝再生. 实验结果为

进一步研究ω-3PUFA在极限性肝切除中应用奠

定了理论基础.
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图� ������������ ���������������������� ����������� ������������������������  1  大鼠70%肝切除术后各时间点肝脏紧密连接蛋白Occludin, Claudin-3, ZO-1及反映肝再生的PCNA蛋白的表达情况. 1:

假手术组; 2: 对照组; 3: 小剂量ω-3PUFA组; 4: 大剂量ω-3PUFA组. ��� ������������ �������� ��� ���������A: 各蛋白的Western blot结果; B: 各蛋白表达的相对变

化; aP<0.05 vs  假手术组; cP<0.05 vs  对照组.

■应用要点
本研究为进一步
研究ω-3多不饱和
脂肪酸在极限性
肝切除中的应用
奠定了理论基础.
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■同行评议
本研究探讨了ω-3
多不饱和脂肪酸
对大鼠肝切除术
后肝脏紧密连接
和肝脏再生的影
响, 文章选题较新
颖, 结构紧凑, 分
析合理, 条理分明, 
参考文献引用恰
当, 具有一定的临
床意义.
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