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Abstract
AIM: To investigate the effects of treatment with 
pentoxifylline (PTX) on ischemia/reperfusion-
induced liver injury in rats with severe hemor-
rhagic shock.

METHODS: Forty-eight Sprague-Dawley rats 
were randomly and equally divided into four 
groups: control group, shock group (NR group), 
Lactated Ringer's (LR) solution-treated group 
(LR group), LR solution plus PTX group (LR-
PTX group). A rat model of severe hemorrhagic 
shock was generated, and arterial blood pressure 

(MAP) was determined continuously. Blood 
specimens were collected before shock and 1 
and 4 h after resuscitation for determination of 
serum AST and ALT levels. The rats of the NR 
group were killed 1 h after shock to collect liver 
samples. The rats of the LR and LR-PTX groups 
were resuscitated with LR and LR-PTX (25 
mg/kg, three times the volume of shed blood), 
respectively, and then killed 4 h after resuscita-
tion to collect liver samples to determine the 
expression of TNF-α, NF-κB and MIP-2 proteins 
and MPO activity. Liver injury was examined by 
light microscopy and electron microscopy.

RESULTS: Compared with the control group, 
MAP (mmHg) decreased significantly 1 h after 
shock in the other groups (37.3 ± 2.1, 37.0 ± 2.0, 
37.6 ± 2.2 vs 106.0 ± 2.6, all P < 0.05). After re-
suscitation, MAP rose initially but decreased at 
3 and 4 h in the LR and LR-PTX groups (88.3 ± 
3.0, 87.6 ± 4.3 vs 105.0 ± 2.9; 69.0 ± 2.0, 66.7 ± 2.1 
vs 102.1 ± 1.1, P < 0.05). Serum AST and ALT 
levels at 1 h after shock and 4 h after resuscita-
tion in the NR, LR and LR-PTX groups were 
significantly higher than those in the control 
group (142.0 ± 8.3, 144.1 ± 7.6, 147.2 ± 8.1 vs 45.1 
± 6.3; 427.0 ± 12.5, 365.3 ± 8.0 vs 51.1 ± 6.3, all P < 
0.01; 86.3 ± 7.8, 88.3 ± 6.6, 89.1 ± 5.9 vs 53.6 ± 6.1; 
342.9 ± 4.7, 280.4 ± 9.1 vs 50.6 ± 7.6, all P < 0.05). 
The expression of NF-κB, TNF-α and MIP-2 pro-
teins and MPO activity in the liver were signifi-
cantly increased and pathologic injury was more 
significant in the NR, LR and LR-PTX groups 
compared with the control group (all P < 0.05). 
Compared with the LR group, serum AST and 
ALT levels at 4 h after resuscitation were signifi-
cantly lower in the LR-PTX group (P < 0.05). The 
expression levels of NF-κB, TNF-α and MIP-2 
proteins and MPO activity in the liver were sig-
nificantly lower (all P < 0.05) and pathologic in-
jury was milder in the LR-PTX group than in the 
LR group.

CONCLUSION: Treatment with PTX can protect 
against ischemia/reperfusion-induced liver injury 
in rats with severe hemorrhagic shock by inhibiting 
TNF-α release and NF-κB activation and decreasing 
the expression of inflammatory mediators.
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■背景资料
肝脏是人体各种
物质代谢、能量
转换及供应的枢
纽 和 主 导 器 官 , 
也是应激条件下
代谢最为活跃的
器 官 ,  失 血 性 休
克后肝组织损伤, 
可产生大量的细
胞因子如TNF-α
等 ,  这 些 因 子 一
方面可使循环中
的中性粒细胞在
肝内趋化、黏附
聚集、活化进而
损 伤 肝 细 胞 ;  另
一方面可以通过
血液循环影响肺
脏 和 其 他 器 官 ; 
其次还能随胆汁
分泌到肠道加重
肠 道 的 损 伤 .  肝
组织损伤程度对
失 血 性 休 克 后
SIRS、MODS的
发生、发展有重
要的意义. 

■同行评议者
张进祥 ,  副教授 , 
华中科技大学同
济医学院附属协
和医院急诊外科
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摘要
目的: 研究已酮可可碱(PTX)对重度失血性休
克大鼠再灌注后肝损伤的影响, 并探讨其可能
的作用机制. 

方法: 48只SD大鼠随机分为4组: 对照组(C
组)、单纯休克组(NR组)、乳酸林格氏液组
(LR组)、乳酸林格氏液联合PTX组(LRPTX
组) .  复制重度失血性休克模型 ,  连续检测
MAP的变化. LR及LRPTX组以3倍失血量LR/
LRPTX(PTX 25 mg/kg)液复苏. 各组分别于休
克前、休克1 h及复苏4 h时间点测谷丙转氨酶
(ALT)及谷草转氨酶(AST). NR组在休克1 h处
死大鼠, LR组、LRPTX组及C组在复苏4 h处
死大鼠, 取肝组织检测TNF-α、NF-κB、巨噬
细胞炎性蛋白-2(MIP-2)的蛋白表达及髓过氧
化物酶(MPO)活性. 电镜及光镜下观察肝组织
病理变化. 

结果: 与C组比较, 各组大鼠休克1 h M A P 
(mmHg)降低(37.3±2.1, 37.0±2.0, 37.6±2.2 
vs  106.0±2.6, 均P <0.05), 液体复苏后MAP
上升, LR及LRPTX组复苏后3 h及4 h时间
点, MAP(mmHg)下降(88.3±3.0, 87.6±4.3 
vs  105.0±2.9; 69.0±2.0, 66.7±2.1 vs  102.1
±1.1, 均P <0.05). 与C组比较, 其他各组血中
AST(U/L)(142.0±8.3, 144.1±7.6, 147.2±8.1 
vs  45.1±6.3; 427.0±12.5, 365.3±8.0 vs  51.1
±6.3, 均P <0.01)及ALT(U/L)明显升高(86.3±
7.8, 88.3±6.6, 89.1±5.9 vs  53.6±6.1; 342.9
±4.7, 280.4±9.1 vs  50.6±7.6, 均P <0.05); 肝
组织TNF-α、NF-κB及MIP-2的蛋白表达明
显升高, MPO活性增加(均P <0.05), 肝组织病
理学损伤明显; 与LR组比较, LRPTX组复苏
后4 h血中AST及ALT明显降低(均P <0.05), 
TNF-α、NF-κB及MIP-2的蛋白含量明显下降, 
MPO活性降低(均P <0.05), 肝组织病理学损伤
减轻.

结论: PTX通过减少TNF-α的释放, 抑制NF-
κB的活化, 下调趋化因子的表达, 减轻失血性
休克再灌注后肝组织损伤.

关键词: 失血性休克; 肝损伤; 复苏; 己酮可可碱
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0  引言

失血性休克及液体复苏所导致的细胞损伤、

细胞因子过度释放是全身炎症反应(sys temic 
inflammatory response syndrome, SIRS)、急

性呼吸窘迫综合征(acute respiratory distress 
syndrome, ARDS)、以及多器官功能障碍综合征

(multiple organ dysfunction syndrome, MODS)的
主要病理生理基础[1,2]. 目前, 临床上用于失血性

休克复苏的溶液, 各有其优缺点, 能够恢复器官

灌注、维持组织氧供, 又不加重细胞损伤及诱

发激烈免疫反应的理想液体尚无[3,4]. 因此, 早期

采取有效的复苏策略(既联合应用细胞保护的药

物)比损伤后再企图免疫调节来减轻细胞损伤的

观点, 已成为当今失血性休克研究的热点[5,6]. 己
酮可可碱(pentoxifylline, PTX)属黄嘌呤衍生物, 
是非选择性磷酸二酯酶抑制剂, 近年来有研究

表明[7,8]其有选择性抗炎作用, 尤其对缺血再灌

注后肺、肠损伤有一定的抑制作用, 但其是否

对失血性休克再灌注后肝损伤具有抑制作用及

可能的作用机制目前尚未完全阐明. 本研究通

过建立重度失血性休克大鼠模型, 观察乳酸林

格氏液联合PTX复苏对肝脏损伤后炎症因子及

超微结构变化的影响, 探讨PTX对重度失血性休

克再灌注后肝损伤的影响和其可能机制.

1  材料和方法

1.1 材料 健康成年♂S D大鼠48只 ,  体质量

280-320 g, 购于甘肃省中医学院动物实验中心. 
实验前适应性饲养5 d, 环境温度控制在22 ℃
-26 ℃, 湿度控制在40%-70%, 自由进食饮水, 每
12 h昼夜交替1次.
1.2 方法 
1.2.1 造模: 实验前12 h禁食, 自由饮水. 实验当

日, 实验室温度控制在22 ℃-26 ℃, 经腹腔给予

3%戊巴比妥钠(50 mg/kg)麻醉, 右股动脉插管

监测平均动脉压(mean arterial pressure, MAP)和
放血, 右股静脉插管用于输液. 所有导管均用7.5 
kU/L的肝素生理盐水预充. 术毕, 按500 U/kg给
予全身肝素化处理. 动物稳定10 min, 待生命体

征平稳. 采用改良Wiggers等[9]的方法复制失血

性休克模型. 经右侧股动脉导管放血, 30 min内
使MAP降低至35 mmHg, 通过放血或自体血回

www.wjgnet.com

■研发前沿
目 前 ,  临 床 上 用
于失血性休克复
苏 的 溶 液 ,  各 有
其 优 缺 点 ,  能 有
效改善失血性休
克后液体再灌注
导致的细胞损伤
和炎症反应的理
想 液 体 尚 无 .  因
此 ,  早 期 采 取 有
效的复苏策略(既
联合应用细胞保
护的药物)比损伤
后再企图免疫调
节来减轻细胞损
伤 的 观 点 ,  已 成
为当今失血性休
克研究的热点.
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输维持MAP 35 mmHg±5 mmHg水平60 min, 复
制重度失血性休克模型. 实验全程动物保持自

主呼吸, 肛温控制在37 ℃±0.5 ℃. 
1.2.2 复苏方案及分组: 采用随机数字表法将实

验动物分为4组, 分别为对照组(C组12只)、单纯

休克组(NR组12只)乳酸林格液(安徽环球药业股

份有限公司生产)复苏组(LR组12只)、乳酸林格

液复合己酮可可碱(开封康诺药业有限公司)复
苏组(LRPTX组12只). C组动物只麻醉, 右股动

静脉置管, 不放血, 不复苏; LR、LRPTX组动物

麻醉后, 右股动静脉置管, 复制重度失血性休克

模型, NR组动物麻醉后, 右股动静脉置管, 复制

重度失血性休克模型, 休克1 h后处死, 取肝组织

保存.  LR及LRPTX(PTX按照25 mg/kg加入液体)
组动物在休克1 h后经以右股静脉给予3倍失血

量RL/LRPTX液复苏, 20 min内恒速输入, C组、

LR组及LRPTX组(复苏液恒速输注完毕后)给予

生理盐水6 mL/(kg•h)维持输注4 h. 
1.2.2 指标检测: (1)静脉血AST、ALT检测: 在休

克前(基础值)、复苏前(休克1 h即刻)及复苏后

4 h时间点从股静脉抽血1 mL, 抽血同时以等量

血回输, 血液4 ℃ 3 000 r/min 离心15 min, 取上

清液采用紫外分光光度计测量AST、ALT的活

性; (2)肝组织TNF-α、NF-κB蛋白含量测定: NR
组在休克1 h即刻, 其余各组在复苏后4 h时间点, 
采用穿刺心脏法处死大鼠, 取左叶部分肝组织, 
用40 g/L多聚甲醛固定后常规石蜡包埋并做肝

组织切片, 采用免疫组织化学S-P法染色, 检测

肝组织中TNF-α和NF-κB(试剂盒购自美国R＆D
公司)的蛋白表达. 全自动图像分析系统分析阳

性染色, 测定TNF-α和NF-κB阳性表达的吸光度

值, 随机选择5个视野, 取其平均值反应TNF-α和
NF-κB蛋白表达; (3)肝组织巨噬细胞炎性蛋白

2(macrophage inflammatory protein-2, MIP-2)、
髓过氧化物酶(myeloperoxidase, MPO)测定: NR
组在休克1 h即刻, 其余各组在复苏后4 h时间

点, 处死大鼠取新鲜左叶肝组织100 mg, 制备

肝组织匀浆, 采用比色法测定肝组织中MPO的

含量[10]; 采用ELISA双抗夹心法测定MIP-2蛋白

含量[11]; (4)肝组织病理学观察: NR组在休克1 h
即刻, 其余各组在复苏后4 h时间点, 处死大鼠, 
取左叶部分肝组织, 用40 g/L的甲醛固定, 经脱

水、石蜡包埋、切片, 行苏木素-伊红(HE)染色, 
光镜下观察肝组织病理学变化. 取0.1 cm×0.1 
cm×0.1 cm左叶肝组织, 立即置于2.5%的戊二

醛溶液中, 常规电镜制作, 透射电镜下观察肝细

胞超微结构改变. 
统计学处理 应用SPSS11.0统计学软件进行

统计学分析, 计量资料以mean±SD表示, 组间比

较采用单因素方差分析, 两两比较采用SNK法. 
组内不同时间点比较采用重复测量的方差分析,  
P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 各组大鼠实验期间MAP、AST及ALT的变化 
各组大鼠MAP基础值比较差异无统计学意义. 
与C组比较, 各组休克1 h时间点MAP(mmHg)降
低(37.3±2.1, 37.0±2.0, 37.6±2.2 vs  106.0±2.6, 
均P <0.05), LR组及LRPTX组复苏3、4 h时间点

MAP下降(88.3±3.0, 87.6±4.3 vs  105.0±2.9; 
69.0±2.0, 66.7±2.1 vs  102.1±1.1, 均P <0.05, 
图1). 与同组内休克1 h即刻时间点比较, LR及

LRPTX复苏后各时间点, MAP上升(P <0.05). LR
组与LRPTX组组间比较各时间点MAP无明显变

化(P >0.05); 血中AST、ALT的变化(图2): 与C组
比较, 其余3组在休克1 h即刻及复苏后4 h时间

点血中AST、ALT升高(AST: 142.0±8.3, 144.1
±7.6, 147.2±8.1 vs  45.1; 427.0±12.5, 365.3±
8.0 vs  51.1±6.3, 均P <0.05; ALT: 86.3±7.8, 88.3
±6.6, 89.1±5.9 vs  53.6±6.1; 342.9±4.7, 280.4
±9.1 vs  50.6±7.6, 均P <0.05); 与同组内休克1 h
即刻时间点比较, LR及LRPTX复苏后4 h血中

AST(U/L)、ALT(U/L)升高(P <0.05); 与LR比较, 
LRPTX复苏后4 h血中AST、ALT降低(P <0.05).
2.2 肝组织中TNF-α、NF-κB、MIP-2及MPO的

变化 与C组比较, 各组NF-κB、TNF-α、MIP-
2(μg/L)及MPO(U/g)明显升高(0.54±0.04, 0.96
±0.63, 0.82±0.02 vs  0.31±0.02; 0.53±0.01, 
0.97±0.02, 0.82±0.02 vs  0.12±0.02; 279.17±
4.88, 389.89±8.22, 364.01±7.27 vs  111.57; 1.15

■相关报道
己酮可可碱非选
择性磷酸二酯酶
抑制剂, 有研究表
明其有选择性抗
炎作用, 尤其对缺
血再灌注后肺、
肠损伤有一定的
保 护 作 用 ,  能 抑
制中性粒细胞在
肺、肠内积聚, 降
低炎性介质的生
成等.
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±0.06, 2.27±0.04, 1.86±0.07 vs  0.46±0.03, 均
P <0.05); 与NR比较, LR及LRPTX组NF-κB、

TNF-α、MIP-2及MPO明显升高(P<0.05, 图3); 与
LR组比较, LRPTX组各指标明显降低(P<0.05).
2.3 肝组织病理学改变 光镜下观察(图4): C组可

见肝索排列整齐, 肝窦形态正常, 肝细胞边界清

楚、形态正常; NR组, 肝小叶细胞轻微肿胀, 肝
窦基本正常部分肝细胞边界不清, 血管周围有

炎性细胞浸润. LR组肝索排列部分紊乱, 肝窦间

隙明显狭窄, 肝细胞肿胀, 部分肝细胞空泡变性, 
局灶性肝细胞坏死; LRPTX组, 肝细胞肿胀, 肝
窦形态基本正常, 部分肝细胞边界不清, 偶有肝

细胞固缩, 汇管区有炎性细胞浸润. 电镜下(图5)
可见C组肝细胞超微结构基本正常, 未见肿胀, 
细胞核结构完整, 线粒体脊完整, 粗面内质网结

构完整, 排列整齐; NR细胞线粒体轻微肿胀, 线
粒体嵴疏松, 毛细胆管有少量胆汁淤积; LR组

肝细胞染色质边集, 核膜溶解, 线粒体肿胀明显, 
大量空泡形成, 局灶性肝细胞溶解坏死;  LRPTX
组肝细胞, 线粒体仍有肿胀, 空泡形成少. 

3  讨论

本实验参照文献[5,6]选用25 mg/kg作为PTX应用

剂量, 联合LR复苏重度失血性休克大鼠, 结果显

示, 液体复苏后, 大鼠MAP显著升高, 尽管复苏

后3 h MAP有所下降, 但仍能满足组织灌注[12,13]. 
然而LR组及LRPTX组复苏后4 h时间点血浆中

AST、ALT含量较NR组(休克1 h时间点)明显

升高; 光镜及电镜观察显示LR组及LRPTX组肝

组织损伤较NR组明显. 国内周虹等的研究[14]显

示出血性休克再灌注后肺、肾、心脏组织中

MDA含量及病理损伤明显较单纯休克重. 国外

研究[15,16]也显示: 失血性休克液体复苏后肺组织

中性粒细胞聚集明显较单纯休克多, 组织损伤

较单纯休克严重. 本实验中大鼠经历1 h出血性

休克在液体复苏前虽已导致肝功能及肝组织结

构受损, 但液体复苏后, 大鼠肝功能受损更为明

显. 而与LR组比较, LRPTX组AST、ALT含量显

著降低, 肝组织损伤明显减轻, 说明早期联合应

用PTX可减轻失血性休克再灌注后肝组织的损

伤程度.  
目前认为TNF-α是失血性休克炎症反应的

启动因子, 可上调其他因子的产生[4,17]. 肝脏含

有人体大约80%的单核/巨噬细胞, 是细胞因子

的产地和储库, 失血性休克及液体再灌注可刺

激肝组织分泌大量的TNF-α等细胞因子[18]. 这些

■创新盘点
本研究通过复制
重度失血性休克
动物模型, 观察液
体复苏早期联合
应用已酮可可碱
对肝组织损伤的
影响, 探讨其可能
的作用机制.
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因子一方面可使循环中的中性粒细胞在肝组织

内趋化、黏附聚集、活化进而损伤肝细胞; 另
一方面可以通过血液循环影响肺脏和其他器官; 
其次还能随胆汁分泌到肠道加重肠道的损伤[19]. 
NF-κB是一种细胞内普遍存在的转录因子, 具
有和多种细胞因子基因启动子区域固定核苷酸

序列结合而启动基因转录的功能, 正常情况下

与其抑制物IκB结合, 存在于静止期细胞的胞浆

中. 当诱导因子TNF-α等刺激时, IκB磷酸化而被

降解, NF-κB二聚体被激活, 进入细胞核内, 和多

种细胞因子基因启动子结合, 诱导基因转录, 参
与组织损伤[20]. 本研究结果显示, 与LR组比较, 
LRPTX组TNF-α、NF-κB的表达下降, MPO活性

降低; 肝索排列基本正常, 肝窦间隙正常, 肝细

胞线粒体肿胀减轻且空泡形成减少. 说明PTX通

过抑制炎性因子TNF-α、NF-κB的生成, 阻止其

之间的循环, 减轻失血性休克再灌注后肝脏损

伤. 其作用机制为: (1)PTX抑制磷酸二酯酶活性, 
引起细胞内cAMP浓度升高, 直接抑制TNF-α的
生成[7,8]; (2)PTX活化cAMP依赖的PKA, 抑制NF-
κB与其抑制物IκB解离, 从而抑制NF-κB进入核

内, 和基因启动子结合, 诱导基因转录[21]. 
M I P-2是以中性粒细胞为特定靶细胞的

趋化因子, 关于MIP-2的产生机制目前还不清

楚. Lentsh等[19]在鼠肝缺血再灌注损伤中观察

到MIP-2与TNF-α的变化正相关, 用抑制剂预

■应用要点
本研究证实液体
复苏后肝组织出
现 明 显 的 损 伤 , 
PTX能够抑制炎
症因子的释放, 从
而降低肝损伤, 为
临床应用提供实
验依据.

图  4  各组肝组织病理学变化(HE×400). A: C组; B: NR组肝窦基本正常部分肝细胞边界不清, 血管周围有炎性细胞浸润; C: 

LR组肝细胞肿胀, 部分肝细胞空泡变性, 局灶性肝细胞坏死; D: LRPTX组部分肝细胞边界不清, 偶有肝细胞固缩, 汇管区有

炎性细胞浸润.
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图  5  各组肝组织超微结构变化. A: C组肝细胞超微结构基本正常(×5 000); B: NR组肝细胞线粒体轻微肿胀, 线粒体嵴疏

松, 毛细胆管有少量胆汁淤积(×6 000); C: LR组肝细胞染色质边集, 核膜溶解, 线粒体肿胀明显, 大量空泡形成粗面内质网

脱颗粒, 局灶性肝细胞溶解坏死(×5 000); D: LRPTX组肝细胞, 线粒体仍有肿胀, 空泡形成少(×2 500).
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处理后显著减少了MIP-2、TNF-α蛋白的表达. 
Heh lgans等[20,23]在鼠的纤维肉瘤细胞中发现, 
MIP-2的分泌是NF-κB依赖性的, MIP-2具有NF-
κB的结合位点. 本研究结果显示, 与LR组比较, 
LRPTX组MIP-2的表达下降, MPO活性降低, 其
机制可能是PTX通过减少TNF-α生成, 抑制NF-
κB的活化, 减少活化的NF-κB进入核内与MIP-2
基因启动子区域的固定核苷酸序列结合, 进一

步减少MIP-2的合成. 
总之, 在液体复苏早期联合应用PTX能够从

炎症反应上游阻断损伤放大作用的共同传导途

径, 显著减轻重度失血性休克大鼠再灌注后肝

损伤. 但是本实验观察时间较短, 许多方面尚有

待进一步研究. 
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■同行评价
本 文 选 题 恰 当 , 
为已酮可可碱在
临床上的应用奠
定 了 实 验 基 础 , 
有一定的临床参
考价值.


