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三七总皂苷预处理对大鼠小肠缺血再灌注损伤的保护作用

钱忠义, 申丽娟, 王 芳, 阮永华

®

■背景资料
小肠缺血性再灌
注 ( IR)是一种常
见的临床病理生
理过程, 在临床上
发生IR时有可能
启动全身炎症反
应综合征(SIRS), 
因而肠黏膜屏障
成为近年来缺血
再灌注研究热点, 
其核心是肠黏膜
通透性增高和细
菌移位. 
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Abstract
AIM: To explore the mechanism underlying the 
protective effect of Panax notoginseng saponins 
(PNS) against intestinal ischemia-reperfusion 
injury in rats. 

METHODS: A rat model of intestinal ischemia-
reperfusion injury was generated. Rats were 
divided into four groups: sham-operation group, 
model control group, low- (200 mg/kg) and 
high-dose (400 mg/kg) PNS groups. After pre-
treatment with PNS, plasma levels of D-lactate 
and lipopolysaccharide (LPS) were determined.
Samples of the liver, spleen, mesenteric lymph 
nodes and blood were taken for culturing aerobic 
bacteria. The expression of NF-κB and TNF-α in 
the intestine was detected by immunohistochem-
istry. Cell apoptosis in the intestine was detected 
by terminal deoxynucleotidyl transferase-medi-

ated dUTP nick end labeling (TUNEL) assay.

RESULTS: The number of positive bacterial 
cultures in the liver, spleen, mesenteric lymph 
nodes and blood was significantly lower in the 
PNS group than in the model control group (all P 
< 0.05). Plasma levels of D-lactate and LPS were 
significantly lower in the PNS group (200 mg/kg, 
400 mg/kg) than in the model control group 
(LPS: 461 EU/L, 320 EU/L vs 570 EU/L; D-lac-
tate: 0.37 mmol/L, 0.31 mmol/L vs 0.44 mmol/L, 
both P < 0.05). Treatment with PNS reduced the 
expression of NF-κB and TNF-α and the number 
of apoptotic cells in intestinal tissue (all P < 0.05).

CONCLUSION: Pretreatment with PNS protects 
against intestinal ischemia-reperfusion injury in 
rats possibly by reducing mucosal cell apoptosis 
and down-regulating NF-κB and TNF-α expres-
sion in the small intestine.

Key Words: Ischemia-reperfusion; Panax notogin-
seng saponins; Small intestine 
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摘要

目的: 探讨三七总皂苷对大鼠小肠缺血再灌
注(ischemia-reperfusion, IR)损伤的保护机制.

方法: 用肠系膜上动脉夹闭-松夹方式复制SD
大鼠IR模型. 检测血浆脂多糖和D-乳酸含量; 
取血液、肝、脾、肠系膜淋巴结, 做细菌培
养; 免疫组织化学检测小肠组织中的NF-κB及
TNF-α表达; 用脱氧核糖核酸末端转移酶介导
的缺口末端标记技术检测小肠组织细胞凋亡.

结果: PNS组肝、脾、肠系膜淋巴结及血液细
菌培养阳性数显著低于模型组(P <0.05); 三七
总皂苷200 mg/kg和400 mg/kg PNS组血浆脂
多糖浓度分别是461 EU/L, 320 EU/L, 与模型组
(570 EU/L)比较差异显著(P<0.05); PNS组的血
浆D-乳酸浓度分别是0.37 mmol/L, 0.31 mmol/L, 
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■研发前沿
IR损伤机制复杂, 
救 治 困 难 ,  因 而
是近年研究热点. 
细胞因子和凋亡
是IR组织损伤的
重要基础.

与模型组(0.44 mmol/L)比较差异显著(P<0.05); 
三七总皂苷也可降低NF-κB和TNF-α的表达, 
且细胞凋亡数密度低于模型组.

结论: 三七总皂苷通过降低NF-κB和TNF-α表
达, 减轻细胞因子对小肠的损伤, 减少小肠黏
膜细胞凋亡, 发挥对小肠IR损伤的保护作用.

关键词: 缺血再灌注; 三七总皂苷; 小肠
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0  引言

小肠缺血再灌注(ischemia-reperfusion, IR)是一

种常见的临床病理生理过程, 甚至发生在严重

的心理创伤时[1]. 临床上发生IR时, 肠源性细菌

内毒素和缺氧等的共同作用使多种炎性介质和

活性氧(reactive oxygen species, ROS)释放, 导致

肠道黏膜通透性升高[2]. 肠上皮细胞的凋亡和坏

死也导致肠黏膜的不可逆性损伤, 肠黏膜的正

常屏障功能遭到破坏, 导致肠道内细菌移居和

内毒素入血[3]. 肠道中细菌产生的大量D-乳酸也

透过受损的肠黏膜进入血液, 使血液中D-乳酸

水平升高. 侵入机体的细菌和内毒素以及由此

引发的细胞因子的连锁反应, 有可能启动全身

炎症反应综合征(systemic inflammatory response 
syndrome, SIRS)的发生. 因而肠黏膜屏障成为近

年来IR研究热点, 其核心是肠黏膜通透性增高

和细菌移位. 三七总皂苷(panax notoginseng total 
saponins, PNS)是从三七中提取的有效活性成分. 
现代化学和药理学研究发现PNS在血液系统、

心脑血管系统、神经系统、物质代谢以及抗

炎、抗肿瘤等方面均有较好活性[4,5]. 
本研究针对IR损伤的有关因素, 探索大鼠小

肠IR病理过程中PNS对小肠黏膜屏障的保护作

用. 通过对IR小肠组织NF-κB及TNF-α表达进行

检测, 明确PNS对其表达的影响, 应用脱氧核糖

核酸末端转移酶介导的缺口末端标记(terminal 
deoxynucleotidyl transferase-mediated nick end la-
beling, TUNEL)技术检测IR小肠组织细胞凋亡, 
以研究实验中肠黏膜屏障的损伤机制及PNS对
其影响. 检测血液中脂多糖(lipopolysaccharide, 
LPS)及D-乳酸, 以研究实验中肠黏膜屏障通透

性及PNS的影响. 探索PNS对大鼠小肠IR损伤是

否具有保护作用及作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级(specific pathogen free, SPF)SD
大鼠80只, 雌雄各半. 体质量: 雌鼠200-220 g, 雄
鼠350-380 g, 由昆明医学院实验动物中心提供

[合格证号: SCXK(滇)2008-2011]. PNS由昆明圣

火制药有限责任公司提供(批号: 20080812). 
1.2 方法

1.2.1 分组: SD大鼠共分4组, 20只/组, 即模型

组、PNS 200 mg/kg、400 mg/kg PNS组和假手

术组.
1.2.2 急性肠缺血再灌注: 采用肠系膜上动脉夹闭

-松夹方式复制肠IR损伤模型[6,7]. PNS组在建立模

型12 h前灌胃给予PNS预处理. 实验结束后取材, 
在取血浆及肝、脾、淋巴结后, 再取IR回肠一

段, 用4%中性甲醛固定, 用于免疫组织化学检查. 
1.2.3 LPS: PNS组和模型组大鼠缺血1 h, 再灌注

1 h后, 假手术组暴露肠系膜上动脉2 h后, 采集肠

系膜上静脉血, 采用鲨实验偶氮显色法检测血

浆LPS. 
1.2.4 血浆D-乳酸: 采集肠系膜静脉血血浆标本, 
用肝素作为抗凝剂, 采用酶联紫外分光光度法

检测血浆D-乳酸[8]. 
1.2.5 肠道细菌移居培养: PNS组和模型组大鼠

再灌注1 h后, 假手术组暴露肠系膜上动脉2 h, 按
无菌手术要求, 取肠系膜静脉血, 取肝、脾、肠

系膜淋巴结称质量匀浆, 将肝、脾匀浆稀释2、
4、8、16倍, 淋巴结稀释成4、16、64、256. 分
别取1 mL移入含基础培养基的培养皿内, 置入

CO2培养箱中做需氧细菌培养, 48 h后观察结果. 
1.2.6 免疫组织化学检测TNF和NF-κB: 石蜡切

片脱蜡至水, 高温高压抗原修复, 3%H2O2阻断

内源性过氧化物酶的活性, 非免疫小牛血清封

闭, 每张切片加50 μL一抗, 37 ℃恒温箱作用1 h, 
PBS冲洗, 每张切片加50 μL二抗, 37 ℃恒温箱作

用15 min, DAB显色5 min, 苏木素复染, 中性树

胶封固. 细胞浆内出现棕黄色颗粒为阳性, 阳性

物用HPIA-2000图文分析系统定量分析, 结果用

吸光度(A )值来表示, A值越大, 说明免疫组织化

学阳性物质越多. 
1.2.7 肠黏膜上皮细胞凋亡检测: 应用TUNEL
技术检测IR小肠组织细胞凋亡, 试剂购自美国

Roche. 组织切片用蛋白酶K(200 mg/L)在37 ℃
消化15 min, 50 μL TdT加450 μL荧光素标记的

dUTP配成TUNEL反应混合液, 阳性对照片预先

经过加入100 μL DNase处理, 每片滴加TUNEL反
应液37 ℃孵育1 h. 阴性对照片仅加50 μL荧光素
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■相关报道
Joep等研究显示, 
IR诱导补体C3及
其产物激活 ,  I R
肠组织出现IL-8, 
I L - 6 及 T N F - α 
mRNA强表达, 并
伴以IL-6和IL-8释
放进入血液循环. 
认为人类肠道IR
会诱导炎症, 具有
补体活化, 生产并
释放细胞因子进
入血液循环, 内皮
细胞激活, 嗜中性
粒细胞涌入IR损
伤组织等特征.

标记的dUTP液. PBS漂洗2次, 滴加抗荧光素抗体

-碱性磷酸酶复合物孵育37 ℃ 30 min. BCIP/NBT
显色8 min. 核快红复染3 min, 水性封片剂封片. 
结果为TUNEL凋亡细胞核呈蓝紫色, 正常细胞

核呈红色. 阳性细胞用HPIA-2000图文分析系统

计数分析, 结果用数密度(凋亡细胞数/检测面积)
表示, 数密度值越大, 表明凋亡细胞越多. 

统计学处理 实验数据在Windows XP操作系

统中, 应用SPSS11.5统计软件进行分析检验. 对
血浆LPS浓度、小肠组织免疫组织化学TNF-α
和NF-κB的表达进行相关性统计分析. 

2  结果

2.1 血浆内毒素及D-乳酸水平 PNS组血浆LPS
浓度为320 EU/L, 明显低于模型组(570 EU/L, 
P <0.05), 但略高于假手术组. PNS组血浆D-乳
酸比模型组低(0.31 mmol/L vs  0.44 mmol/L, 
P <0.05), 但接近假手术组水平(表1). 
2.2 脏器细菌移居培养 模型组培养阳性数较高, 
20例SD大鼠中, 淋巴结、肝、脾和血液中培养

的阳性数分别是19例、18例、18例和18例; PNS
组相对较低, 20例PNS组(200 mg/kg)SD大鼠中, 在
淋巴结、肝、脾和血液中培养的阳性数分别是12
例、9例、9例和10例; 20例PNS组(400 mg/kg)SD
大鼠中, 在淋巴结、肝、脾和血液中培养的阳

性数分别是10例、8例、9例和7例. PNS组与模

型组比较差异显著(P <0.05), 假手术组全部为零

(表2). 
2.3 小肠组织TNF-α和NF-κB的表达 绒毛上皮细

胞浆内可见棕黄色的TNF-α、NF-κB阳性表达

颗粒, 绒毛固有膜内淋巴细胞、单核细胞及中

性粒细胞也有TNF-α表达, 其中模型组表达强度

最高, 假手术组呈弱表达(图1). 运用病理图文分

析系统对表达结果做定量分析, PNS组TNF-α和
NF-κB A值比模型组低(P <0.05, 表3). 
2.4 TUNEL肠黏膜细胞凋亡检测 PNS能减少小

肠组织细胞凋亡数密度(凋亡细胞阳性数/检测

面积), 200和400 mg/kg PNS组细胞凋亡数密度

依次为0.44±0.07、0.32±0.06, 模型组和假手

术组依次为0.57±0.07、0.18±0.04, 组间比较

差异显著(P <0.05, 图1).
2.5 相关性 LPS血浆浓度与TNF-α, NF-κB的表

达均呈显著正相关(r = 0.912, P <0.01), 且TNF-α
和NF-κB二者的表达也呈显著正相关(r = 0.867, 
P <0.01). 

3  讨论

在小肠IR损伤病理生理过程中, LPS是一个关

键的损伤因素和重要观察指标. 白细胞、血管

内皮细胞、平滑肌细胞等都可能是LPS作用的

靶细胞. LPS对这些细胞的激活或损伤导致多

种病理过程的发生[9]. 内皮细胞受LPS刺激后可

产生白介素(Interleukins, ILs)、生长因子和NO, 

表  1  PNS对小肠缺血再灌注大鼠血浆LPS和D-乳酸浓度的影响 (n  =20, mean±SD)

       分组 剂量(mg/kg) LPS浓度(EU/L) D-乳酸浓度(mmol/L)

模型组        0     570±61       0.44±0.60

PNS组      200     461±54a       0.37±0.44a

PNS组      400     320±52ac       0.31±0.41ac

假手术组        0     270±44a       0.27±0.13a

aP<0.05 vs  模型组; cP<0.05 vs  PNS(200 mg/kg).

表  2  PNS对缺血再灌注大鼠小肠细菌移居的影响 (n = 20)

     
分组 剂量(mg/kg)

               细菌培养阳性数

淋巴结   肝 脾 血

模型组        0   19  18 18 18

PNS组      200   12a   9a  9a 10a

PNS组      400   10a   8a  9a  7ac

假手术组        0    0a   0a  0a  0a

aP<0.05 vs  模型组; cP<0.05 vs  PNS(200 mg/kg).

表  3  PNS对缺血再灌注小肠组织TNF-α和NF-κB表达的
影响 (n  = 20, mean±SD)

     
分组 剂量(mg/kg)

                     A 值

   TNF-α     NF-κB

模型组       0 65.1±11.2 61.1±10.4

PNS组     200 25.2±4.0a 43.1±6.1a

PNS组     400 15.4±3.3ac 20.2±6.4ac

假手术组       0 2.90±0.9a 1.50±2.3a

aP<0.05 vs  模型组; cP<0.05 vs  PNS(200 mg/kg).
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表达黏附分子和激活NF-κB, 这些变化在弥散

性血管内凝血(diffuse intravascular coagulation, 
DIC)、脓毒血症和多系统器官功能衰竭(mul-
tiple system organ failure, MSOF)的发生中起重

要作用[10,11]. 研究发现p38在LPS诱导TNF-α生
成中具有重要作用[12,13]. 通过一系列的分子之间

信号传导机制, LPS可迅速引起细胞骨架蛋白的

解聚和重组, 细胞与细胞间以及细胞与基底膜

间的黏附连接松解, 细胞间缝隙形成, 最后导致

微血管通透性升高和肠黏膜屏障的破坏[14]. 研究

中, PNS组LPS明显低于模型组, 表明PNS对IR肠
黏膜屏障具有较好保护作用, 从而阻止细菌及

其产物LPS向肠外器官移位. 发生IR情况时, 肠
黏膜屏障遭到破坏, 肠黏膜上皮细胞间紧密连

接破坏, 甚至黏膜上皮细胞坏死脱落, 因而大量

LPS进入血液循环. 进入血液循环的LPS将激活

多种细胞, 产生大量细胞因子, 活化相关信号传

导通路, 导致组织细胞损伤. LPS刺激多种生物

活性物质生成与释放, 激活补体系统和凝血系

统, 这些活性物质作用于小血管造成功能紊乱

而导致微循环障碍, 诱发DIC、低血压等[15], 导
致患者内毒素休克, 甚至发展为SIRS. 

肠道内细菌移位产生的菌血症和败血症

可能导致严重临床后果, 细菌移位在基础研究

中可作为评价肠黏膜屏障功能可靠的重要指

标[16,17]. 研究中模型组细菌培养阳性数较高, 表
明模型组小肠黏膜屏障已受到损伤, 而PNS组
细菌培养阳性数明显减少. 研究结果表明PNS
对肠黏膜屏障有良好保护作用, PNS预处理大

鼠IR小肠仍然保留完整的阻挡细菌移位的肠黏

膜屏障功能. 
研究中 ,  模型组D-乳酸显著高于P N S组 , 

200 mg/kg与400 mg/kg PNS组血浆D-乳酸比较

差异显著, 体现了PNS良好的量效关系. D-乳酸

A B

C D

E F

图  1  小肠细胞免疫组织化学表达及细胞凋亡变化(×400). A: 模型组小肠绒毛细胞浆NF-κB高表达; B: 400 mg/kg PNS

组小肠绒毛细胞浆NF-κB中等强度表达; C: 模型组小肠绒毛细胞浆TNF-α高表达; D: 400 mg/kg PNS组小肠绒毛细胞浆

TNF-α中等强度表达; E: 模型组TUNEL细胞凋亡; F: 400 mg/kg PNS组TUNEL细胞凋亡.

■创新盘点
本研究针对IR损
伤 的 有 关 因 素 , 
不仅仅研究作为
结果的细胞凋亡
和 细 菌 移 居 ,  而
且 检 测 小 肠 组
织中的NF-κB、
T N F -α、B a x及
Bcl-2表达 ,  探索
I R 病 理 过 程 中
PNS对小肠黏膜
屏障的保护机制. 
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是肠道固有细菌的代谢终产物. D-乳酸只有在

D-乳酸脱氢酶的作用下才能被代谢, 而人类以

及哺乳类动物体内只有L-乳酸脱氢酶, 血液中

的少量D-乳酸主要通过尿路被排泄[18]. 因此血

浆D-乳酸可以作为反应肠道IR损伤的有效标志

物[19]. 本研究结果表明, PNS能够有效保护肠黏

膜屏障损伤, 其保护作用的有效性可通过检测

血浆D-乳酸来反映. 
引起IR损伤的细胞因子主要是一类具有炎

症介质效应的趋化因子(chemokine). 这些趋化

因子包括IL-1、IL-8、TNF-α、中性粒细胞趋化

因子(cytokine-induced neutrophil chemoattractant, 
CINC)和ICAM-1等. 在对心肌IR损伤研究中, 
Bartee等[20]认为TNF-α产生的可能机制是IR过

程中NF-κB通过IκB磷酸化或通过氧化应激反应

直接被激活后[21], NF-κB就转位到细胞核内, 激
活包括TNF-α基因在内的众多致炎因子, 最终导

致IR损伤的发生. 研究显示, 模型组TNF-α呈高

表达, 特别是绒毛间质内的炎症细胞出现较多

的TNF-α表达. 实验数据经相关性统计分析得出

TNF-α的表达量与血浆LPS浓度具有正相关性, 
模型组血浆LPS浓度较高时, 小肠黏膜TNF-α表
达A值也较高, 认为LPS能够诱导TNF-α表达, 这
与Baregamian等[22]研究一致. 顾国嵘等[23]研究认

为PNS预处理早期通过抑制TNF-α释放, 对IR心
肌产生早期保护作用, 可见PNS可在减少LPS
之外同样能够减少TNF-α表达. 研究结果显示, 
经PNS预处理的肠标本TNF-α表达减少, 与张

毅等[24]研究结论一致. 可以认为, 一方面PNS减
少进入血液的LPS而降低TNF-α表达, 另一方面

PNS也可能通过另外途径直接减少TNF-α的表

达. 结果显示PNS能减少小肠TNF-α表达, 减轻

TNF-α导致的肠黏膜损伤. 
NF-κB通常与其抑制蛋白IκB(inhibitor of 

NF-κB)相结合, 并以非活性状态贮存于细胞质

中, 在某些有效激活因子的作用下NF-κB可被

激活, 从而进入细胞核发挥作用[14]. 有研究显

示缺血和再灌注时产生的氧自由基可激活NF-
κB[25,26], LPS也是激活NF-κB的有效因子[27]. 唐旭

东等[28]研究提示PNS通过抑制核因子NF-κB的

活化, 从而起到对IR心肌的保护作用. 模型组小

肠组织NF-κB表达显著高于PNS组, 经相关性分

析表明NF-κB表达与血浆LPS浓度及TNF-α表达

呈良好正相关性, 有理由认为, 血浆LPS浓度升

高与小肠组织NF-κB表达有某种关联, 支持LPS
可作为NF-κB的激活因子的观点. 激活的NF-κB

继而通过复杂的分子转导机制, 激活TNF-α基因

的转录与表达, 最终导致组织细胞的损伤. 研究

中PNS组NF-κB表达减少, 说明PNS通过某种机

制减少NF-κB表达, 最终减少TNF-α等致炎性细

胞因子的产生, 从而发挥对IR损伤组织的保护

作用. 
肠黏膜细胞凋亡是IR发生过程中肠黏膜屏

障损伤的重要机制之一[29,30]. 研究运用TUNEL技
术检测小肠黏膜上皮细胞凋亡发现, 模型组上

皮细胞凋亡数密度明显增加, 这表明细胞凋亡

在IR导致损伤过程中扮演重要角色, 而PNS能减

少小肠组织细胞凋亡数密度. 本研究结果也支

持NF-κB的活化在诱导上皮细胞凋亡过程中具

有一定作用的观点. 
总之, PNS预处理对IR肠黏膜屏障有良好保

护作用, 其有效性可通过细菌移位、血浆D-乳
酸和LPS来反应. PNS预处理可通过减少NF-κB
及TNF-α表达, 减少IR小肠组织细胞凋亡发挥对

小肠IR损伤的保护作用. 
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■同行评价
本文探讨了三七
总皂苷预处理对
大鼠小肠IR损伤
的保护作用, 选题
准确, 具有一定的
临床意义.


