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近年来 ,  大量文
献报道肝切除围
手术期应用乌司
他丁有益于术后
肝功的恢复以及
残肝再生 ,  但具
体机制是否与一
磷酸腺苷活化蛋
白激酶(adenosine 
monophosphate-
activated protein 
kinase, AMPK)信
号通路有关尚未
见报道.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of preoperative 
ulinastatin on liver function and adenosine 
monophosphate-activated protein kinase 
(AMPK) signaling pathway in mice after 70% 
hepatectomy. 

METHODS: A total of 48 male ICR mice 
weighing 25-30 g were randomly divided 
into a control group and an ulinastatin group. 
Blood and liver tissue samples were collected 
on days 1, 3, 5 and 7 after 70% hepatectomy. 
Serum alanine aminotransferase (ALT), 
aspartate transaminase (AST), total bilirubin 
(TB) and lactate dehydrogenase (LDH) levels 
were measured, while liver tissues were used 
for morphology study and AMPK signaling 
analysis. 

RESULTS: Serum AST levels on days 1 
and 3 and serum LDH levels on day 3 after 
hepatectomy were significantly lower in the 
ulinastatin group than in the control group 
(P < 0.05). Subsequent mechanism analysis 
revealed that AMPK signaling pathway was 
activated significantly later and bile salt export 
protein (BSEP) was expressed significantly 
higher in the ulinastatin group than in the 
control group. 

CONCLUSION: Ulinastatin can reduce liver 
injury by promoting the recovery of liver 
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■研发前沿
本研究采用小鼠
70%肝切除模型, 
通过术前应用乌
司他丁 ,  旨在探
讨乌司他丁对肝
切除术后肝功能
以及AMPK信号
通路的影响 ,  为
肝脏外科应用乌
司他丁提供有价
值的实验依据.

function after liver resection, via mechanisms 
associated with AMPK signaling.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨术前应用乌司他丁对小鼠70%肝
切除术后肝功能及一磷酸腺苷活化蛋白激
酶(adenosine monophosphate-activated protein 
kinase, AMPK)信号通路的影响. 

方法: ♂ICR小鼠48只, 体质量25-30 g, 随机
均分为70%肝切除对照组和乌司他丁组. 检
测术后第1、3、5、7天肝功能指标, 残肝组
织病理学改变以及AMPK蛋白活化情况. 

结果: 与对照组比较, 乌司他丁组术后第1、
3天谷草转氨酶水平较低, 差异有统计学意
义(P <0.05); 与对照组比较, 乌司他丁组术后
第3天乳酸脱氢酶水平有所降低, 差异有统
计学意义(P <0.05). 与对照组比较, Western 
b lo t结果显示乌司他丁组肝切除术后早期
AMPK磷酸化较晚; 与对照组比较, Western 
blot结果显示乌司他丁组肝切除术后胆盐输
出泵蛋白(bile salt export protein, BSEP)水平
较高. 

结论: 术前应用乌司他丁可以保护术后肝功
能, 降低肝损伤, 促进术后肝功能的恢复. 其
机制可能与维持肝细胞能量供应以及促进
肝细胞极化有关. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 肝切除; 乌司他丁; 肝功能; 一磷酸腺苷

活化蛋白激酶信号通路

核心提示: 该论文重点探讨了肝切除围手术

期应用乌司他丁促进术后肝功能恢复的微观

机制, 结果提示其机制确实与一磷酸腺苷活化

蛋白激酶(adenosine monophosphate-activated 
protein kinase, AMPK)信号通路有关; 通过进一
步探讨得出, 乌司他丁可以维持肝细胞能量供
应和促进肝细胞极化; 最大的亮点是本文首次
阐述了乌司他丁对AMPK信号通路的影响, 为
以后的基础研究提供较大的参考价值. 
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0  引言

随着精准肝脏外科理念的推广和技术的发

展, 肝切除的安全性已大大提高[1-3], 而如何有

效地减少术后肝损害和促进其早期恢复仍然

是外科研究的重点. 近年来, 大量临床研究证

实肝切除围手术期应用乌司他丁可以抑制术

后炎症反应, 有效地保护术后肝功能. 也有动

物实验[4-7]证实, 大鼠大部分肝切除围手术期

使用乌司他丁可以有效保护术后肝功能、促

进残肝再生, 其机制可能与信号传导与转录

活化因子3(signal transducers and activators of 
transcription 3, STAT3)信号通路有关. 但乌司

他丁保护术后肝功能的机制是否与一磷酸腺

苷活化蛋白激酶(adenosine monophosphate-
activated protein kinase, AMPK)信号通路有关, 
国内尚无报道. 本研究拟通过建立小鼠70%肝

切除的基础上, 观察术前使用乌司他丁对术后

肝功能以及AMPK信号通路的影响, 进而探讨

两者之间的关联. 

1  材料和方法

1.1 材料 实验采用♂ICR小鼠48只, 体质量

25-30 g(购自南京大学附属鼓楼医院动物实验

中心). 饲养室温度为18 ℃-22 ℃, 湿度为60%, 
每天光照12 h(6:00-18:00). 动物被随机分为2组
(每组24只): 70%肝切除对照组和乌司他丁组, 
乌司他丁组于麻醉后和肝切除前给予尾静脉

注射乌司他丁(剂量50000 U/kg), 对照组则注

射等量的生理盐水. 注射用乌司他丁, 商品名

“天普洛安”, 5万单位/瓶, 批号: H19990133; 
β-actin、AMPK、p-AMPK、occludin、胆

盐输出泵蛋白(bile salt export protein, BSEP)
抗体均购自Santa Cruz; 免疫组织化学试剂
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■相关报道
肝切除围手术期
应用乌司他丁可
以促进术后肝功
能的恢复已经被
国内外大量的临
床研究证实 ;  相
关动物试验证实
其还可以促进残
肝再生 ,  机制可
能与抑制炎症反
应以及维持能量
供应有关.

盒购自武汉博士德生物工程有限公司 (货
号: SA1050); PVDF膜购自密理博公司(货号: 
IPVH00010); ECL发光液购自密理博公司(货
号: WBKLS0010). 
1.2 方法 
1.2.1 模型建立: 两组小鼠术前均禁食12 h, 不
禁水. 乌司他丁组于麻醉后和开腹前行尾静脉

注射乌司他丁(剂量50000 U/kg), 对照组则给

予等量的生理盐水. 所有小鼠均采用腹腔注射

氯胺酮麻醉(剂量0.3 mL/100 g), 70%肝切除术

选用经典的Higgins-Anderson 70%肝切除术, 
依次切除小鼠左叶及中叶后关腹[8,9]. 两组小鼠

术后均给予常规饮食、饮水. 
1.2.2 标本处理: 各组小鼠分别于肝切除术后

第1、3、5、7天处死, 处死后取出残肝组织, 
生理盐水漂洗后保存. 其中部分组织固定在40 
g/L甲醛保存, 部分组织放置液氮和-80 ℃冰箱

中保存. 
1.2.3 术后血清学指标检测: 各组小鼠分别于肝

切除术后第1、3、5、7天处死, 处死前经眼球

取血, 并及时用生化分析仪检测血清中谷丙转

氨酶(alanine aminotransferase, ALT)、谷草转

氨酶(aspartate transaminase, AST)、总胆红素

及乳酸脱氢酶指标. 
1.2.4 组织病理学检测: 各组小鼠分别于肝切

除术后第1、3、5、7天取0.5 cm×0.5 cm×0.5 
cm左右小鼠肝组织在40 g/L甲醛中固定后, 包
埋切片行HE染色, 并进行厚度为5 μm的连续

切片, HE染色后观察肝脏病理结构的改变. 
1.2.5 Western blot检测蛋白水平: 用细胞裂解

液提取总蛋白, 将提取的总蛋白进行十二烷

基硫酸钠一聚丙烯酰胺凝胶电泳. 电泳结束后

取下凝胶, 将产物电转移到PVDF膜上, 加入

1∶1000稀释的一抗, 包括β-actin、AMPK、

p-AMPK、occludin、BSEP, 4 ℃孵育过夜. 二
抗室温孵育1 h, 将PVDF膜置于增强化学发光

试剂(ECL)中显色. 
统计学处理 采用SPSS19.0统计软件分析, 

实验数据以mean±SD表示, 两组间均数差异

采用独立样本t检验, P <0.05为差异具有统计学

意义. 

2  结果

2.1 基本情况 所有各组小鼠术后恢复良好, 试
验过程中处死前均未出现死亡. 

2.2 术后血清学指标变化情况 两组小鼠肝切

除术后ALT、AST、总胆红素及乳酸脱氢酶

水平均于早期达到峰值 ,  之后逐渐恢复 .  与
对照组比较 ,  乌司他丁组术后第1、3、5、
7天A LT水平较低 ,  尤以第1、3天降低较明

显, 但差异均无统计学意义(P >0.05); 与对照

组比较, 乌司他丁组术后第1、3天AST水平

较低, 差异具有统计学意义(P <0.05), 但术后

第5、7天差异无统计学意义(P >0.05); 与对

照组比较, 乌司他丁组术后第1、3、5、7天
总胆红素水平较低, 但差异均无统计学意义

(P >0.05); 与对照组比较, 乌司他丁组术后第3
天乳酸脱氢酶水平较低, 差异具有统计学意义

(P <0.05), 但术后第1、5、7天差异无统计学

意义(P >0.05)(表1). 
2.3 组织病理学检测 与对照组比较, 乌司他丁

组HE染色镜下观察无明显差异、免疫组织化

学显示紧密连接蛋白也没有明显差异(图1-4); 
与对照组比较, Western blot结果显示肝切除

术后早期AMPK的磷酸化明显晚于对照组; 与
对照组比较, Western blot结果显示肝切除术后

BSEP水平高于对照组(图5). 

3  讨论

肝切除术仍然是肝脏外科最主要的治疗手段[10], 
但是病灶切除术后肝功能能否顺利恢复将直

接影响患者的康复和生存. 乌司他丁是一种尿

胰蛋白酶抑制剂, 具有抑制多种酶的活性, 最
早应用于胰腺炎的治疗并获得良好的疗效[11-19], 
之后被发现其也可以保护肝脏功能, 抑制转

氨酶的升高[20-26]. 但具体机制大都报道与抑制

炎症有关, 而本文重点探讨应用乌司他丁对

AMPK信号通路的影响, 进而阐述其保护肝功

能的机制. 
研究结果显示, 与对照组比较, 乌司他丁

组术后第1、3天ALT、AST、总胆红素以及

乳酸脱氢酶水平明显降低, 尤以术后第1、3天
AST、术后第3天乳酸脱氢酶降低较明显, 差
异具有统计学意义(P <0.05), 说明乌司他丁可

以保护肝脏功能, 降低术后肝损害. 与对照组

比较, Western blot结果显示肝切除术后早期

AMPK的磷酸化明显晚于对照组; 与对照组比

较, Western blot结果显示肝切除术后BSEP水
平高于对照组. 

AMPK是细胞内的一种能量感受器, 当
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■创新盘点
目前已有大量临
床文献证实肝切
除围手术期应用
乌司他丁可以促
进患者早期康复, 
而从基础层面探
讨其机制的文章
少见.

细胞缺乏能量时, AMPK就会被激活(即磷酸

化), 从而抑制消耗能量的活动, 激活产生能量

的通路. 而AMPK这种能量调节实际上是对细

胞的一种保护作用[27,28]. 肝切除后, 肝再生的

A B
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E F

G H

I

100 μm

100 μm

100 μm

100 μm

100 μm
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图   1   小 鼠 肝 切 除
术后肝脏HE染色(×
200). A: 假手术组; B: 
对照组1 d; C: 对照

组3 d; D: 对照组5 d; 

E: 对照组7 d; F: 乌

司他丁组1 d; G: 乌

司他丁组3 d; H: 乌

司他丁组5 d; I: 乌司

他丁组7 d.
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■应用要点
应用转化医学的
方法 ,  通过基础
实验探究机制 , 
取得结果 ,  为临
床肝脏外科应用
乌司他丁提供理
论依据.

过程需要大量的能量, 而且术后严重的炎症反

应也会增加能量消耗以及加重肝细胞的损伤. 
而Western blot结果显示: 在肝切除后肝再生

早期, 乌司他丁组AMPK的磷酸化显著推迟, 

A B
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E F

G H
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100 μm

图   2   小 鼠 肝 切 除
术 后 肝 脏 免 疫 组 织
化学检测Ki67表达
(×200). A: 假手术
组; B: 对照组1 d; C: 

对照组3 d; D: 对照

组5 d; E: 对照组7 d; 

F: 乌司他丁组1 d; G: 

乌司他丁组3 d; H: 

乌司他丁组5 d; I: 乌

司他丁组7 d.
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说明乌司他丁可以显著缓解肝细胞的能量短

缺, 从而维持肝细胞的能量供应, 降低了术后

肝功能损害. 因此, 乌司他丁组术后第1、3天
ALT、AST、总胆红素以及乳酸脱氢酶水平

■同行评价
本文立题新颖 , 
分组科学 ,  设计
合理 ,  研究方法
得当 ,  研究结论
令人信服.
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图   3   小 鼠 肝 切 除
术 后 肝 脏 免 疫 组 织
化学检测occludin表
达(×200). A: 假手术
组; B: 对照组1 d; C: 

对照组3 d; D: 对照

组5 d; E: 对照组7 d; 

F: 乌司他丁组1 d; G: 

乌司他丁组3 d; H: 

乌司他丁组5 d; I: 乌

司他丁组7 d.
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明显降低. 
肝细胞的极化涉及肝细胞膜血窦面和胆

小管面等不同功能结构域的形成, 以及在不同

肝细胞膜结构域上多种功能蛋白的表达[29]. 而
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图   4   小 鼠 肝 切 除
术 后 肝 脏 免 疫 组 织
化学检测BESP表达
(×200). A: 假手术
组; B: 对照组1 d; C: 

对照组3 d; D: 对照

组5 d; E: 对照组7 d; 

F: 乌司他丁组1 d; G: 

乌司他丁组3 d; H: 

乌司他丁组5 d; I: 乌

司他丁组7 d. BSEP: 

胆盐输出泵蛋白.
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BSEP作为肝细胞极化的标志, 已经得到广泛

应用. 而且BSEP仅在毛细胆管侧的肝细胞膜

上表达. 其作用除了转运牛磺胆酸外, 还介导

牛磺鹅脱氧胆酸、牛磺熊脱氧胆酸、甘氨胆

酸的ATP依赖的转运[30,31]. 本研究Western blot
结果显示: 虽然紧密连接蛋白occludin水平没

有明显差异, 但乌司他丁组BSEP水平明显高

于对照组, 表明乌司他丁能够显著促进肝细胞

极化, 从而加快肝功能的恢复. 

总之, 本研究提示肝切除术前使用乌司他

丁可以保护术后肝功能, 降低肝损伤, 促进术

后肝功能的恢复. 其机制可能与抑制炎症反

应、维持肝细胞能量供应以及促进肝细胞极

化有关, 具体机制仍需进一步研究. 
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