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摘   要 目的：探讨氨溴索对大鼠肝脏缺血再灌注损伤（I/RI）的保护作用及其机制。

方法：18 只雄性 Wistar 大鼠被随机均分为假手术组、肝 I/RI 模型组（模型组）、氨溴索预处理 +

肝 I/RI 模型组（氨溴索预处理组）。肝 I/RI 模型采用阻断入肝血流 30 min 后再灌注方法诱导，

氨溴索预处理组于缺血前 20 min 尾静脉注射氨溴索（100 mg/kg），而模型组给予等体积生理盐

水。术后 6 h 处死大鼠，检测血清丙氨酸转氨酶（ALT）和天冬氨酸转氨酶（AST）水平和肝组织

病理学改变，同时检测肝组织超氧化物岐化酶（SOD）, 谷胱甘肽（GSH）, 丙二醛（MDA）含量，

caspase-3 的活化水平。

结果：与假手术组比较，模型组与氨溴索预处理组血清 ALT 和 AST 水平明显升高（均 P<0.05）；

肝组织出现明显的病理学改变；肝组织 SOD 和 GSH 含量明显下降，而 MDA 水平明显升高（均

P<0.05）；肝组织 caspase-3 活化水平明显升高（均 P<0.05）。与模型组比较，氨溴索预处理组

以上各项指标的变化均明显减弱（均 P<0.05）。

结论：氨溴索预处理能减轻大鼠肝脏 I/RI，机制可能与其调控抗氧化和抗凋亡信号通路有关。
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ABsTrACT Objective: To investigate the protective eff ect of ambroxol on hepatic ischemia reperfusion injury (I/RI) in 
rats and its mechanism.  
Methods: Eighteen male Wistar rats were equally randomized into sham operation group, hepatic I/RI model 
group (model group) and ambroxol pretreatment+hepatic I/RI model group (ambroxol pretreatment group). 
Hepatic I/RI model was induced by 30-min hepatic inflow occlusion followed by reperfusion, and rats in 
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肝脏缺血再灌注损伤（I/RI）是肝脏外科常

见的病理状态。由于肝脏的解剖结构复杂，血供

丰富，在肝脏外科手术中为减少术中出血常需阻

断肝脏血供。但是肝脏血流阻断后在减少出血的

同时也会导致肝脏 I/RI。该损伤常发生于肝癌切

除、肝移植、严重的创伤和感染等病理过程。肝

脏 I/RI 可导致肝功能损伤，严重者可致肝衰竭，

甚至死亡。目前的研究表明肝脏 I/RI 的发病机制

主要与氧化应激损伤、炎症细胞浸润、钙超载、

肝细胞凋亡等多种因素相关。随着研究的深入在

改善肝脏 I/RI 方面有了很大进展，但效果仍不理

想。本文探讨氨溴索对肝脏缺血再灌注损伤的保

护作用及其机制，报告如下。

1　材料与方法

1.1  试剂及动物

雄 性 Wistar 大 鼠 18 只， 体 质 量（230±30）g

由哈尔滨医科大学第二临床医院动物中心提供；

氨 溴 索（ambroxol） 购 于 Sigma 公 司； 超 氧 化 物

歧化酶（SOD）、谷胱甘肽（GSH）、丙二醛（MDA）

试剂盒购自南京建成生物试剂公司；caspase-3 抗

体购于 Santa Cruz 试剂公司。

1.2  实验方法
1.2.1  动物模型与分组　实验动物被随机均分为

假手术组、肝 I/RI 模型组（模型组）和氨溴索预

处 理 + 肝 I/RI 模 型 组（ 氨 溴 索 预 处 理 组 ）。 术

前 12 h 禁食，自由饮水。质量分数为 1% 的戊巴

比妥钠（30 mg/kg）溶液腹腔注射，麻醉满意后

取 腹 正 中 切 口 约 2 cm 入 腹， 游 离 肝 十 二 指 肠 韧

带，用无损伤动脉夹夹闭门静脉、肝动脉及胆总

管 30 min 后 再 灌 注 6 h 制 作 肝 脏 热 缺 血 再 灌 注

动物模型 [1]。假手术组游离肝十二指肠韧带而不

阻 断， 氨 溴 索 预 处 理 组 术 前 20 min 通 过 尾 静 脉

注 射 氨 溴 索（100 mg/kg）， 模 型 组 给 予 等 量 生

理盐水。各组大鼠于术后 6 h 后从下腔静脉采血

约 5 mL；切取肝左叶，一部分用于病理学检查，

另一部分置 -80 ℃冻存，待测肝组织生化指标及

caspase-3 的活化水平。

1.2.2  观 察 指 标 与 检 测 方 法　 ⑴ 肝 功 能 测 定：

大 鼠 静 脉 血 离 心 后 取 血 清， 用 全 自 动 生 化 分 析

仪（TOSHIBA TBA-120） 检 测 天 冬 氨 酸 转 氨 酶

（AST）， 谷 氨 酸 转 氨 酶（ALT） 水 平。 ⑵ 肝

组 织 病 理 学 检 测： 将 大 鼠 肝 脏 置 入 质 量 分 数 4%

的 多 聚 甲 醛 溶 液 中 24 h， 然 后 转 移 至 30% 蔗 糖

PB 溶液中 2 d，待肝组织完全浸没后做冷冻切片 

（6 μm） 苏 木 素 - 伊 红（HE） 染 色 后 观 察 肝 组

织病理损伤情况。⑶ 肝组织生化指标检测：用各

自试剂盒方法检测肝组织 SOD，GSH 及 MDA 水

平。⑷ 肝组织 caspase-3 的活化水平检测：取大

鼠 肝 脏 组 织 约 100 mg， 提 取 蛋 白，BCA 法 蛋 白

定 量，50 μg 蛋 白， 在 95 ℃ 条 件 下 5 min 蛋 白 变

性，10% SDS-PAGE 电 泳 转 膜，5% 脱 脂 奶 粉 封

闭 1 h 后加入抗 caspase-3 或 GAPDH 抗体杂交，

漂洗后辣根过氧化物酶标记的二抗卵育 , 化学发

光法进行显色反应，定量分析软件（quantity one 

ambroxol pretreatment group were injected with ambroxol (100 mg/kg) 20 min prior to ischemia, while those 
in control group were treated with normal saline of the same volume instead. Rats were sacrificed 6 h after 
surgery, their serum levels of alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) were 
measured, and liver pathological changes were observed. Meanwhile, the superoxide dismutase (SOD) activity, 
and glutathione (GSH) and malondiadehyde (MDA) contents as well as the caspase-3 activation in rat liver 
tissues were also measured. 
Results: In either model or ambroxol pretreatment group compared with the sham operation group, the 
serum levels of ALT and AST were significantly increased (both P<0.05); the liver tissues presented evident 
pathological changes; the liver SOD and GSH contents were significantly decreased while the MDA level was 
significantly increased (all P<0.05); the caspase-3 activation in liver tissue was significantly increased (both 
P<0.05). However, the amplitudes of all the above changes were significantly lower than those of model group 
(all P<0.05). 
Conclusion: Ambroxol pretreatment can reduce hepatic I/RI in rats, and the mechanism may probably be 
associated with the augmentation of the anti-oxidant and anti-apoptotic signaling pathway.
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software）分析结果。

1.3  统计学处理

实 验 数 据 用 x±s 表 示， 应 用 SPSS13.0 软 件

进行统计学分析。采用单因素方差分析（ANOVA）

与 q 检验。P<0.05 认为具有统计学差异。

2　结　果

2.1  血清 ALT 和 AST 的水平检测结果

与 假 手 术 组 比 较， 模 型 组 与 氨 溴 索 预 处 理

组 大 鼠 血 清 ALT 和 AST 水 平 显 明 显 升 高（ 均

P<0.05），而与模型组比较，氨溴索预处理组的血

清 ALT 和 AST 水平明显减低（均 P<0.05）（表 1）。

2.2  病理学观察结果

假 手 术 组 大 鼠 肝 脏 未 见 明 显 病 理 学 改 变 ；

模 型 组 大 鼠 肝 组 织 病 理 损 伤 明 显 ， 可 见 细 胞 质

淡 染 ， 细 胞 核 固 缩 或 消 失 ； 氨 溴 索 预 处 理 组 肝

细 胞 损 伤 较 模 型 组 明 显 减 轻 ， 见 少 许 充 血 ， 肝

细 胞 轻 度 水 肿 ，细 胞 核 固 缩 或 消 失 较 少（ 图 1 ）。

 
表 1　各组大鼠血清转氨酶水平比较

Table 1　Comparison of serum transaminase levels in rats 
among groups

　　组别 ALT（U/L） AST（U/L）
　假手术组 44.5±16.0 90.1±19.1
　模型组 857.2±64.11) 2342.3±165.31)

　氨溴索预处理组 2342.3±165.31), 2) 1043.1±117.41), 2)

注：1）与假手术组比较，P<0.05；2）与模型组比较，
P<0.05

1) P<0.05 vs. sham operation group; 2) P<0.05 vs. model 
group

图 1　各组大鼠肝组织 HE 染色结果（A，D，G：×100；B，E，H：×200；C，F，I：×400）　　A-C：假手术组；D-F：
模型组；G-I：氨溴索预处理组

Figure 1　HE staining of the rat’s liver tissue of each group (A, D and G: ×100; B, E and H: ×200; C, F and I: ×400)　A–C: Sham 
operation group; D–F: Model group; G–I: Ambroxol pretreatment group

A B C

D E F

G H I

2.3  生化指标检测结果

与 假 手 术 组 比 较， 模 型 组 与 氨 溴 索 预

处 理 组 肝 组 织 中 SOD 和 GSH 水 平 明 显 降 低

（ 均 P<0.05）， 而 MDA 水 平 明 显 升 高（ 均

P<0.05）。与模型组比较，氨溴索预处理组肝组

织中 SOD 和 GSH 水平的升高与 MDA 水平降低的
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程度明显减弱（均 P<0.05）（表 2）。

表 2　各组大鼠各血清生化指标的比较
Table 2　Comparison of the serum parameters among groups

组别
SOD

（U/mg蛋白）
GSH

（mg/mg蛋白）
MDA

（nmol/mg蛋白）
假手术组 305.1±16.2 3.13±0.2 4.98±0.6
模型组 204.2±34.51) 1.88±0.151) 7.67±0.511)

氨溴索预处理组 246.5±15.21), 2) 2.34±0.131), 2) 6.56±0.431), 2)

注：1）与假手术组比较，P<0.05；2）与模型组比较，
P<0.05

1) P<0.05 vs. sham operation group; 2) P<0.05 vs. model 
group

2.4  肝组织 caspase-3 的活化水平检测结果

与 假 手 术 组 比 较， 模 型 组 与 氨 溴 索 预 处 理

组 肝 组 织 caspase-3 的 活 化 水 平 明 显 升 高（ 均

P<0.05）， 但 氨 溴 索 预 处 理 组 caspase-3 的 活 化

水平低于模型组（图 2）。

假手术组         模型组     氨溴索预处理组

caspase-3

GAPDH

17 kD

36 kD

图 2　各组肝细胞 caspase-3 的活化水平　　A：Western 
blot 条带图；B：定量结果　　1）与假手术组比较，
P<0.05；2）与模型组比较，P<0.05

Figure 2　Caspase-3 activation in the liver tissues of each group
　　A : Western blot band images, B: Results of 
quantitative analysis　　1) P<0.05 vs. sham operation 
group; 2) P<0.05 vs. model group
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3　讨　论

氨溴索是临床常用的化痰药物，可以溶解黏

痰，促进痰液排出的作用 [2]。但是越来越多的研

究表明氨溴索具有抗炎 [3]、抗氧化 [4] 的作用。而

肝脏缺血再灌注损伤的机制与氧自由基的形成、

炎症细胞浸润、肝细胞凋亡等多种因素有关 [5]。

本研究结果示，肝脏缺血 30 min，再灌注 6 h 的

大鼠缺血再灌注模型中，给予氨溴索能明显降低

血 清 ALT 和 AST 水 平（P<0.05）， 减 轻 肝 脏 病

理损伤。这些结果提示氨溴索预处理对肝脏 I/RI

具有保护作用。

肝脏 I/RI 时氧自由基大量形成，它们可以破

坏肝细胞模型结构，增加肝细胞膜的通透性，破

坏线粒体膜，促使线粒体中促凋亡成分的释放，

导致肝细胞凋亡 [6]。另外自由基可以直接破坏染

色体，导致染色体突变，甚至断裂，进而使肝细

胞凋亡或坏死 [7]。在正常生理状体下氧自由基可

以通过内源性抗氧化物酶及抗氧化的小分子物质

被清除，从而保护氧自由基对机体的损伤。实验

证 实 在 肝 脏 I/RI 动 物 模 型 中 过 表 达 SOD 或 给 予

GSH[8-9]，或给予自由基清除剂，如依达拉奉可以

减轻肝脏 I/RI[10]。本实验结果显示，给予氨溴索

后 缺 血 再 灌 注 的 肝 组 织 中 SOD 和 GSH 水 平 明 显

升 高； 同 时 作 为 氧 化 应 激 产 物 的 MDA 水 平 也 明

显降低，表明氨溴索可以提高缺血再灌注肝脏组

织的抗氧化能力。

在肝脏 I/RI 中肝细胞凋亡是肝脏损伤的一个

重 要 原 因 [11]， 而 在 细 胞 凋 亡 的 过 程 中 caspase-3

的 激 活 是 最 重 要 的 环 节， 其 中 caspase-3 是 最 重

要的凋亡执行者。caspase-3 的激活可直接或间接

作用于凋亡执行过程中关键蛋白的酶切 [12]。实验

证 实 在 肝 脏 I/RI 的 动 物 模 型 中 给 予 caspase-3 抑

制剂 [13] 或者 RNA 干扰 caspase-3 基因表达 [14] 可

减轻肝脏 I/RI。本实验结果也显示给予氨溴索后，

I/RI 的 肝 组 织 caspase-3 的 活 化 明 显 减 轻， 提 示

氨溴索可以抑制缺血再灌注后肝细胞的凋亡。

总之，氨溴索可通过抗氧化及抗凋亡信号通

路在减轻肝脏 I/RI 方面发挥重要作用，但其抗炎

作用在肝脏缺血再灌注损伤中是否也发挥作用尚

待进一步的研究。
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