
■背景资料
目前对肢体缺
血再灌注 ( l i m b  
ischemia-reperfusion, 
LI/R)损伤的关注
越来越高 .  研究
表明 ,  LI /R损伤
可引起肠道I/R损
伤 ,  而随后的氧
化应激反应进一
步加重肠道损伤, 
表现为肠黏膜屏
障功能的障碍 . 
因此, 减轻LI/R后
氧自由基的产生, 
保护肠黏膜屏障
是减轻肠黏膜损
伤的主要途径.
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Abstract
AIM: To investigate the protective effect 
of proanthocyanidin (PC) on the intestinal 
mucosa of rats with limb ischemia-reperfusion 
(LI/R) and to explore the possible mechanism.

METHODS: Twenty-one male adult Sprague-
Dawley rats were randomly divided into three 
groups (n = 7): sham operation group, LI/R 
group and PC group. The PC group received 
100 mg/(kg•d) PC via oral gavage for 7 d 
before LI/R. The sham operation and LI/R 
groups were given the same dose of salad 
oil each day for 7 d. A tourniquet was used 
to tie the rat left hind limb to induce LI/R 
injury in rats (ischemia 3 h and reperfusion 
18 h). Following reperfusion, the abdominal 
cavity was opened and blood samples were 
taken from the abdominal aorta to determine 
serum superoxide dismutase (SOD) and 
malondialdehyde (MDA) levels. Segments 
of the i leum were quickly resected and 
equally separated into two parts to conduct 
hematoxylin & eosin (H&E) staining and 
determine tissue secretory immunoglobulin A 
(sIgA) levels, respectively.

R E S U LT S :  C o m p a r e d w i t h t h e s h a m 
operation group, serum SOD activity was 
significantly decreased (P < 0.01), MDA 
levels were significantly increased (P < 0.01), 
mucosal injury was significantly aggravated 
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■研发前沿
对于LI/R损伤后
肠道功能障碍的
机制研究尚少 . 
事实上, 减少LI/
R后氧自由基的
产生是减轻组织
损伤的主要途径
之一 .  已有文献
提示 ,  LI/R后出
现氧化应激反应
增强 ,  肠黏膜屏
障功能障碍现象, 
这为减轻LI/R损
伤后肠黏膜损伤
提供思路.

in light microscopic evaluations (P < 0.01) and 
tissue sIgA (P < 0.01) was significantly reduced 
after LI/R. Compared with the LI/R group, 
pretreatment with PC significantly enhanced 
serum SOD activity (P < 0.05), decreased MDA 
levels (P < 0.01), mitigated intestinal mucosal 
injury (P < 0.01) and increased the tissue sIgA 
contents (P < 0.05).

CONCLUSION: PC protects the intestinal 
mucosa by elevating serum SOD activity, 
reducing MDA levels and increasing tissue 
sIgA contents in rats after LI/R injury.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探究原花青素(proanthocyanidin, PC)
抗氧化功能对大鼠肢体缺血再灌注(l i m b 
ischemia-reperfusion, LI/R)损伤后肠道的保
护作用及可能的机制. 

方法: 健康成年Sprague-Dawley♂大鼠21只, 
随机分为假手术组(n  = 7), 缺血再灌注组(n  = 
7), PC组(n  = 7); PC组给予PC 100 mg/(kg•d)
预处理, 其余两组灌胃等量色拉油, 连续给
药7 d. 采用止血带捆绑大鼠左后肢复制缺
血3 h后再灌注18 h大鼠LI/R模型, 随后打开
腹腔, 分离腹主动脉取血离心, 测定血清超
氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)
活力值和丙二醛(malondialdehyde, MDA)
含量 ,  取回肠组织进行苏木精-伊红(H E)
染色, 同时制备肠组织匀浆测定分泌型免
疫球蛋白A(secretory immunoglobulin A, 
sIgA)的含量. 

结果: 与假手术组比较, LI/R后, 血清SOD
活力降低(P <0.01), MDA含量增多(P <0.01), 
大鼠肠黏膜损伤加重(P <0.01), 且肠组织
中sIgA含量明显减少(P <0.01); 与LI/R组相
比, PC预处理后, 大鼠血清SOD活力提高
(P <0.05), MDA的含量明显减少(P <0.01), 肠

黏膜损伤减轻(P <0.01), 肠组织中sIgA含量
上升(P <0.05). 

结论: PC可通过提高血清SOD活力, 减少
MDA含量, 增加肠组织中sIgA含量来减轻肠
黏膜损伤, 进而减轻LI/R后大鼠肠道损伤. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 原花青素(proanthocyanidin)可以提
高血清超氧化物歧化酶(superoxide dismutase)
活性、降低血清丙二醛(m a l o n d i a l d e h y d e)
和肠组织分泌型免疫球蛋白A ( s e c r e t o r y 
immunoglobulin A)含量来减轻肢体缺血再灌注
(limb ischemia-reperfusion, LI/R)对肠黏膜功
能的损伤, 是今后LI/R损伤应借鉴的, 减少LI/
R损伤后的氧化应激反应是今后临床治疗的又
一途径. 
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0  引言

缺血再灌注损伤(ischemia-reperfusion injury, I/
RI)是指发生缺血后的组织器官在恢复血供后

反而对机体损伤加重的现象[1,2], 研究[3,4]表明, 
肢体缺血再灌注(limb ischemia-reperfusion, 
LI/R)不仅会引起缺血肢体的损伤, 也会引起

远隔重要器官的损伤, 在内脏组织中, 肠组织

是对缺血性损伤最为敏感的器官[5], 而临床上

出现的肢体创伤、血管栓塞、腹主动脉瘤手

术、断肢移植、挤压综合征、四肢手术和使

用止血带等病症常引发LI/R损伤, 继而引发肠

缺血再灌注损伤, 并释放大量氧自由基和炎性

因子, 导致血液微循环障碍、钙超载、细胞凋

亡等病理生理学改变[6-9], 因此如何有效预防

和减轻这种损伤是基础与临床上较为热点的

问题之一. 
原花青素(proanthocyanidin, PC)是一类

多酚类化合物的总称, 属于生物类黄酮[10], 广
泛分布于植物界, 也存在某些饮料(茶叶、啤

酒)、蔬菜、水果和粮食中, 与人类生活和健

康密切相关. 研究[11]发现, PC具有强大的抗氧

■相关报道
有学者已经明
确 原 花 青 素
(proanthocyanidin, 
PC)具有强大的
抗氧化功能 ,  提
示降低氧自由基
的含量可以保护
肠道功能 ,  之后
也有研究发现LI/
R对心脏肝等脏
器功能有损伤作
用 ,  但鲜有LI/R
后肠黏膜损伤以
及相关治疗方法
的报道.
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化和抗炎作用. 何沙沙等[12]和Stefanovic等[13]学

者发现PC能明显减轻心肌和肾等组织和器官

的I/RI程度. 
本研究采用止血带结扎大鼠左后肢复

制LI/R模型, 通过测定血清中超氧化物歧化

酶(superoxide dismutase, SOD)活性、丙二醛

(malondialdehyde, MDA)含量和肠组织分泌

型免疫球蛋白A(secretory immunoglobulin A, 
sIgA)的含量并进行肠黏膜损伤程度评分, 探
究PC对LI/R后肠道损伤保护作用, 旨在为减轻

LI/R后引发肠道功能损害提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 PC(四川省普菲德生物科技有限公

司, 批号: 20120426, 纯度UV≥95%); 水合氯

醛(成都市科龙化工试剂厂, 批号: 20100920); 
SOD试剂盒(南京建成生物试剂研究所, 批号: 
20130709); MDA试剂盒(南京建成生物工程研

究所, 批号: 20130709); TGL-16G台式离心机

(上海安亭科学仪器厂); 721E型可见分光光度

计(上海光谱仪器有限公司). 
1.2 方法
1.2.1 动物分组: 体质量为200 g±20 g的SD
成年♂大鼠21只, 由四川省医学科学院•四川

省人民医院实验动物研究所提供, 许可证号: 
SCXK(川)2013-15. 随机分为3组: 假手术组、

缺血再灌注组、PC组, 每组7只. 
1.2.2 动物日常护理和预处理措施: 实验大鼠置

于清洁的鼠笼中单独喂养, 给予充足饲料, 自
由饮水. 每天观察记录大鼠精神状况, 若大鼠

出现异常表现则及时记录. PC治疗组大鼠灌胃

100 mg/(kg•d)的PC[14], 假手术组和LI/R组大鼠

每天灌胃等量色拉油, 连续灌胃7 d后制备LI/R
动物模型. 
1.2.3 复制LI/R动物模型: 大鼠在造模前12 h开始

禁食, 自由饮水, 最后1次灌胃后2 h进行手术. 称
质量后腹腔注射10%水合氯醛麻醉, Yassin法[15], 
用止血带统一拉力复制缺血模型, 放置到温暖

环境中, 3 h后剪断止血带恢复血供18 h, 假手术

组进行同样操作后立即剪断止血带. 
1.2.4 血清SOD活力和MDA含量测定: 大鼠腹

主动脉取全血3500 r/min, 离心10 min, 分离血

清置于-20 ℃保存备用. 按照试剂盒说明书测

定SOD活力和MDA含量. 
1.2.5 组织HE染色: 大鼠麻醉成功后, 打开腹

腔, 取回盲瓣以上的肠段2 cm, 用4%多聚甲醛

固定, 脱水, 包埋, 切片, 并进行苏木精-伊红

(HE)染色, 采用Chiu's肠黏膜损伤评分法评价

肠黏膜的损伤程度. 
1.2.6 组织匀浆sIgA含量测定: 随后再取2 cm肠

段去除肠内容物, 剪除肠系膜, 滤纸吸干, 称质

量, 放入50 mL的小烧杯中, 量取体积为肠组织

质量的9倍生理盐水, 先取总量的2/3加入烧杯

中, 用眼科剪剪碎肠组织(在冰水浴中进行), 将
剪碎的肠组织倒入玻璃匀浆器中, 再用剩余1/3
的生理盐水冲洗残留在烧杯中的碎组织块, 一
起倒入匀浆管中进行匀浆, 匀浆管下端插入盛

有冰水混合物的器皿中, 充分研碎, 使组织匀

浆化, 将制备好的10%匀浆液, 3500 r/min离心

15 min, 取上清液, 存于-80 ℃冰箱. 采用ELISA
法检测肠组织匀浆sIgA含量, 按试剂盒说明操

作, 用酶标仪在450 nm波长下测定光密度值, 
根据标准曲线计算样品中sIgA含量. 
统计学处理 实验数据均使用S P S S17.0

统计软件包分析处理, 结果用mean±SD表示, 
各组均数比较采用单因素方差分析(One-way 
ANOVA), 选择Levene方法进行方差齐性检验, 
符合方差齐性要求采Student-Newman-Keuls法
(S-N-K )对数据进行组间比较, 结果均以mean
±SD表示, 检验水准取α = 0.05, 当P <0.05为差

异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 大鼠基本情况 各组大鼠灌胃药品后均无异

常反应, 精神状态较好, 食量正常, 毛色未出现

明显异常, 灌胃后的前2 d部分大鼠出现稀便而

后自然恢复. 造模完成待大鼠苏醒后, 均呈现

精神虚弱状态, 缺血再灌注组与PC组大鼠左后

肢运动明显减少. 
2.2 血清SOD活力、MDA含量 与假手术组

比较, 缺血再灌注组血清SOD活力明显下降

(P <0.01), MDA含量显著增加(P <0.01); 与缺血

再灌注组比较, PC组的大鼠血清SOD活力升高

(P <0.05), MDA含量显著减少(P <0.01), 且趋于

假手术组(表1). 
2.3 大鼠病理组织学改变 HE染色发现假手术

组表现为正常绒毛; 缺血再灌注组小肠绒毛变

钝、排列紊乱, 间质水肿明显并伴有炎细胞浸

润; PC预处理后小肠黏膜损伤程度减轻, 炎性

反应、水肿情况及血管反应优于缺血再灌注

■创新盘点
本研究通过实
验性研究 P C对
L I / R损伤后血
清超氧化物歧
化酶(superoxide 
dismutase, SOD)
活性、丙二醛
(malondialdehyde, 
MDA)含量、肠
组织分泌型免疫
球蛋白A(secretory 
immunoglobulin A, 
sIgA)含量以及对
肠黏膜的损伤程
度的影响, 并阐明
其可能通过抗氧
化应激反应途径
实现, 更直接科学
的反映了LI/R对
肠黏膜功能的损
伤, 是既往未曾报
道过的.
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组大鼠(图1). 经Chiu's肠黏膜损伤评分, 缺血再

灌注组大鼠肠黏膜的损伤程度强于假手术组

(P <0.01), 而经PC预处理后明显低于缺血再灌

注组(P <0.01)(表2). 
2.4 肠组织匀浆sIgA含量 与假手术组比较, 缺
血再灌注组肠组织sIgA含量明显增加(P <0.01); 
与缺血再灌注组比较, PC组肠组织sIgA含量减

少(P <0.05)(表2). 

3  讨论

PC属于生物类黄酮, 具有强大的抗氧化、抗

炎作用. 动物机体自身不能合成, 只能从食物

中摄取. PC具有多种生物学效应, 其中抗氧化

作用受到了广泛关注. 研究[16]表明, 从葡萄籽

中提取的PC具有极强的抗氧化、清除氧自由

基作用和抗炎活性, PC在体内其抗氧化、清

除自由基能力是维生素E的50倍、维生素C的

20倍[17]. 近年对PC的研究已成为热点, 学者还

发现PC能保护心脏, 保护血管、保护眼睛、

抗炎、抗癌和抗氧化等功效[18]. 
LI/R损伤在肢体创伤和断肢移植手术中

常见, 且术后易引发肠I/R损伤, 是致死率较高

的重要因素[19]. 研究[20]表明, I/R不仅可以引起

消化系局部的组织损害而且可以导致肠内细

菌和毒素移位到体循环, 引起网状内皮系统

发生系列反应, 进而导致大量相关介质及细

胞因子的释放, 甚至引起多脏器功能衰竭综

合征(multiple organdies dysfunction syndrome, 
MODS), 严重危及患者生命健康. 研究[21]发现, 
I/R后产生大量氧自由基引起细胞膜脂质过氧

化是肠I/R损伤的重要途径, 受损的细胞膜导致

整个细胞结构和功能异常, 使得肠道运动功能

衰减. 在LI/R所引发的肠缺血再灌注脂质过氧

化损伤中, 由于大量炎症介质释放以及氧自由

基(ROS)等有害物质产生, 使得肠黏膜受到损

伤. SOD是一种能有效清除自由基的内源性酶, 
能对抗脂质过氧化损伤, 其活力越高表示机体

清除自由基的能力越强. MDA是脂质过氧化

反应的终产物之一, 机体缺血缺氧时产生自由

基的多少与MDA含量呈正相关, 通过检测体

内MDA水平的变化可间接反映体内脂质过氧

化损伤的程度[22], 因此清除氧自由基, 减少脂

质过氧化反应可能是减轻LI/R后肠道损伤的

     

表  1  大鼠SOD活力及MDA含量 (n  = 7, mean±SD)

分组 SOD活力(U/mL) MDA含量(μmol/L)

假手术组 235.20±8.11 4.36±0.35

缺血再灌注组  213.19±8.11b  5.74±0.93b

原花青素组    230.56±11.51c  4.38±0.84d

bP<0.01 vs  假手术组; cP<0.05, dP<0.01 vs  缺血再灌注组. 

SOD: 超氧化物歧化酶; MDA: 丙二醛.

     

表  2  Chiu's评分及组织匀浆Siga含量 (n  = 7, mean±SD)

分组 HE评分(分) sIgA含量(μg/mg)

假手术组 2.00±0.80  12.11±0.87

缺血再灌注组  4.50±0.70b     9.93±0.80b

原花青素组  2.30±0.30d   11.84±1.55c

bP<0.01 vs  假手术组; cP<0.05, dP<0.01 vs  缺血再灌注组. 

sIgA: 分泌型免疫球蛋白A.

A

B

C

图  1  HE染色检测大鼠病理组织学改变(×200). A: 假手术
组; B: 模型组; C: 原花青素组.

■应用要点
本研究方法中
关于血清SOD活
性、MDA含量、
肠组织sIgA含量
和肠黏膜损伤的
变化程度 ,  是今
后LI/R损伤应借
鉴的, 减少LI/R损
伤后的氧化应激
反应是今后临床
治疗的又一方向.
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50 μm

50 μm
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重要机制之一. 
s IgA是胃肠道和黏膜表面主要免疫球蛋

白, 对消化系黏膜防御起着重要作用, 可抑制

肠道内的细菌黏附, 还可中和肠道内的毒素、

酶和病毒, 并结合抗原形成免疫复合物由吞噬

细胞清除[23], 他是防御病菌在肠道黏膜黏附和

定植的第一道防线[24,25]. 而在创伤后, 黏膜sIgA
水平下降, 有利于细菌、毒素侵入体内, 因此

sIgA减少会削弱肠道的免疫功能, 可引起肠道

菌群失调, 发生以脂肪痢疾为特征的消化吸收

障碍, 甚至引起肠道细菌的易位而发生肠源性

全身感染[26]. 本研究显示LI/R后肠组织sIgA含

量降低, 表明LI/R后, 肠道免疫功能下降, 而PC
预处理的大鼠肠组织sIgA含量较缺血再灌注

组上升(P <0.05), 表明PC能通过改善LI/R后肠

道免疫功能, 进而减轻肠黏膜损伤. 
PC已经证实有抗炎、抗氧化、防癌、美

白等多种药用理化特性[11,27]. 本研究显示, 经
PC预处理后, 大鼠肠黏膜的损伤情况较缺血在

灌注组明显改善(P <0.01)(表2); 而血清中SOD
活性增加, MDA含量减少, 减轻了氧自由基对

肠组织损伤; 肠组织sIgA含量上升, 表明小肠

屏障功能得到改善(P <0.05). 此结果提示PC能
有效清除LI/R后产生的氧自由基, 增强肠道的

免疫屏障功能, 进而减轻肠黏膜损伤. 因此PC
的开发利用具有广阔的前景, 但对其相关具体

作用机制还有待更进一步深入研究. 
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活性氧自由基
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产生过多 ,  氧化
程度超出氧化物
的清除 ,  氧化系
统和抗氧化系统
失衡 ,  从而导致
组织损伤.
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■同行评价
PC抗氧化应激效
应是近年来该天
然化合物研究的
热点, 已在心脏、
肝脏等重要脏器
中得到研究验证, 
而在LI/R损伤方
面的研究鲜见报
道 .  本研究探讨
PC抗氧化应激效
应对大鼠LI/R后
肠黏膜保护效应, 
实验设计合理 , 
书写认真 ,  数据
较为详实 ,  具有
较好的创新性及
学术价值.
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