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基于铁死亡探讨乌司他丁对肝缺血-再灌注损伤的
保护作用

陈实　赵漾　周尧　郁冬玲　黄娇　蓝雨雁

【摘要】　目的　探讨乌司他丁对肝缺血-再灌注损伤的保护作用及机制。方法　24 只雄性 SD 大鼠分成 3 组，

分别为假手术组（Sham 组）、肝缺血-再灌注损伤组（HIRI 组）、肝缺血-再灌注损伤+乌司他丁预处理组

（HIRI+UTI 组），每组 8 只。采用阻断肝门静脉和肝动脉 1 h 的方法建立大鼠 HIRI 模型，HIRI+UTI 组于造模

前 30 min 腹腔注射乌司他丁，Sham 组和 HIRI 组腹腔注射等量的生理盐水。造模 6 h 后处死大鼠，收集大鼠血清

检测丙氨酸转氨酶（ALT）和天冬氨酸转氨酶（AST）水平；采用苏木素-伊红（HE）染色法检测肝组织病理学

改变；透射电镜观察肝组织线粒体超微结构改变；免疫荧光检测谷胱甘肽过氧化酶 4（GPX4）表达；检测肝组织

丙二醛（MDA）、谷胱甘肽（GSH）、铁、活性氧簇（ROS）及 GPX4 含量；检测肝组织 GPX4、酰基辅酶 A 合

成酶长链家族 4（ACSL4）信使 RNA（mRNA）和蛋白表达水平。结果　与 Sham 组相比，HIRI 组血清 ALT、

AST 水平升高，肝脏出现淤血、肝细胞坏死和肝小叶结构异常等病理改变，病理学评分升高，线粒体缩小，膜密

DOI: 10.3969/j.issn.1674-7445.2024097
基金项目：广西自然科学基金（2018GXNSFAA281101）

作者单位： 530021　南宁，广西医科大学第一附属医院麻醉科（陈实、赵漾、郁冬玲、黄娇、蓝雨雁）；广西医学科学院 广西壮族自

治区人民医院急诊科（周尧）

作者简介：陈实（ORCID 0009-0005-0823-2863），硕士，住院医师，研究方向为小儿麻醉与肝移植，Email：475046360@qq.com
通信作者：蓝雨雁（ORCID 0000-0002-5052-2910），硕士，主任医师，研究方向为小儿麻醉与肝移植，Email：blueyuyan@163.com 

第 15 卷　第 5 期 器官移植 Vol. 15　No.5
　2024 年 9 月 Organ Transplantation Sep. 2024　

https://doi.org/10.3969/j.issn.1674-7445.2024097
https://doi.org/10.3969/j.issn.1674-7445.2024097
https://doi.org/10.3969/j.issn.1674-7445.2024097
mailto:475046360@qq.com
mailto:blueyuyan@163.com


度增加，线粒体嵴断裂甚至消失，ROS、MDA、铁含量升高，GSH 含量下降，GPX4 荧光强度减弱，ACSL4
mRNA 及 蛋 白 相 对 表 达 量 升 高 ，GPX4  mRNA 和 蛋 白 相 对 表 达 量 降 低 （ 均 为 P<0.05） 。 与 HIRI 组 比 较 ，

HIRI+UTI 组血清 ALT、AST 水平降低，肝组织损伤减轻，病理学评分降低，线粒体缩小、嵴断裂情况改善，

ROS、MDA、铁含量降低，GSH 含量升高，GPX4 荧光强度增强，ACSL4 mRNA 和蛋白相对表达量降低，GPX4
mRNA 和蛋白相对表达量升高（均为 P<0.05）。结论　 乌司他丁可减轻大鼠肝缺血-再灌注损伤，其机制可能是

通过抑制铁死亡。
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Protective effect of ulinastatin on hepatic ischemia-reperfusion injury based on ferroptosis　 Chen Shi*, Zhao Yang, Zhou Yao,
Yu Dongling, Huang Jiao, Lan Yuyan. *Department of Anesthesiology, the First Affiliated Hospital of Guangxi Medical University,
Nanning 530021, China
Corresponding author: Lan Yuyan, Email: blueyuyan@163.com

【Abstract】  Objective   To  evaluate  the  protective  effect  and  underlying  mechanism  of  ulinastatin  on  hepatic
ischemia-reperfusion injury. Methods   Twenty-four  male  SD rats  were divided into  three groups:  sham operation group
(Sham  group),  hepatic  ischemia-reperfusion  injury  group  (HIRI  group)  and  hepatic  ischemia-reperfusion  injury  +
ulinastatin  pretreatment  group  (HIRI+UTI  group),  with  8  rats  in  each  group.  The  HIRI  rat  models  were  established  by
occluding hepatic portal  vein and hepatic artery for 1 h.  In the HIRI+UTI group, the rats were intraperitoneally injected
with ulinastatin at 30 min before model establishment, and an equivalent amount of normal saline was given in the Sham
and HIRI groups. The rats were sacrificed at 6 h after model establishment. Serum samples were collected to detect alanine
aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) levels. Pathological changes of liver tissues were observed
by  hematoxylin-eosin  (HE)  staining.  Ultrastructural  changes  of  mitochondria  in  liver  tissues  were  observed  by
transmission  electron  microscopy.  The  expression  of  glutathione  peroxidase  4  (GPX4)  was  determined  by
immunofluorescent  staining.  The  contents  of  malondialdehyde  (MDA),  glutathione  (GSH),  Fe,  reactive  oxygen  species
(ROS) and GPX4 were detected. The expression levels of GPX4 and acyl-CoA synthetase long-chain family 4 (ACSL4)
messenger  RNA (mRNA)  and  proteins  in  liver  tissue  were  measured. Results   Compared  with  the  Sham  group,  serum
ALT  and  AST  levels  were  up-regulated,  pathological  changes  such  as  congestion,  hepatocyte  necrosis  and  abnormal
hepatic lobule structure were observed, pathological score was increased, the mitochondria shrank, the membrane density
was increased, the mitochondrial crest was damaged or even absent, the contents of ROS, MDA and Fe were elevated, the
GSH content  was  decreased,  the  fluorescent  intensity  of  GPX4 was  weakened,  the  relative  expression  levels  of  ACSL4
mRNA and protein were up-regulated, and the relative expression levels of GPX4 mRNA and protein were down-regulated
in the HIRI group (all P<0.05). Compared with the HIRI group, serum ALT and AST levels were down-regulated, liver
tissue injury was alleviated, pathological score was decreased, mitochondrial shrinkage and crest breakage were mitigated,
the contents of ROS, MDA and Fe were down-regulated, the GSH content was up-regulated, the fluorescent intensity of
GPX4 was enhanced, the relative expression levels of ACSL4 mRNA and protein were down-regulated, and the relative
expression  levels  of  GPX4  mRNA  and  protein  were  up-regulated  in  the  HIRI+UTI  group  (all  P<0.05). Conclusions
 Ulinastatin may alleviate hepatic ischemia-reperfusion injury in rats probably through inhibiting ferroptosis.

【Key words】 Ischemia-reperfusion injury; Liver transplantation; Ulinastatin; Ferroptosis; Glutathione peroxidase 4;
Acyl-CoA synthetase long-chain family 4; Reactive oxygen species; Malondialdehyde

 

肝脏接受双重血液供应，这使得它更容易受到缺

血和缺氧的影响[1]。肝缺血-再灌注损伤是指在长时间

缺血缺氧后，由于器官和组织的血供恢复而引起的损

伤，是肝切除、肝移植等复杂手术后导致肝功能障碍

和肝衰竭的重要危险因素[2-4]。铁死亡是一种由脂质

过氧化引起的铁依赖性细胞死亡形式，其特征是活性

氧簇（reactive oxygen species，ROS）产生增加和脂

质过氧化[5-6]。乌司他丁是一种存在于尿液中的尿胰
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蛋白酶抑制剂，已被广泛用于治疗急性胰腺炎、败血

性休克、器官衰竭等疾病[7]。近年来，乌司他丁被证

明可以通过抑制足细胞 ROS 聚集来减轻铁死亡，从

而缓解脂多糖诱导的急性肾损伤[8]。临床研究中已证

实其能够有效减轻心脏、肝脏、肾脏、大脑和肺等器

官的缺血-再灌注损伤[9-10]，但乌司他丁在肝缺血-再
灌注损伤中的保护机制尚未明确。因此，本研究旨在

通过建立大鼠肝缺血-再灌注损伤模型，探讨乌司他

丁能否通过抑制铁死亡发挥对肝缺血-再灌注损伤的

保护作用。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料 

1.1.1   试剂和器材　乌司他丁购自广东天普生化医药

股份有限公司，谷胱甘肽过氧化酶 4（glutathione
peroxidase 4，GPX4）抗体购自上海 Abmart 医药科

技有限公司，酰基辅酶 A 合成酶长链家族 4（acyl-
CoA  synthetase  long-chain  family  4， ACSL4） 抗 体

购自上海生工生物工程有限公司，甘油醛-3-磷酸

脱 氢 酶 （ glyceraldehyde-3-phosphate  dehydrogenase，
GAPDH）抗体购自武汉三鹰生物技术有限公司，Cy3
标记山羊抗兔 IgG、ROS 探针、谷胱甘肽（glutathione，
GSH）试剂盒、电镜固定液购自武汉赛维尔生物科技

有限公司，组织铁含量检测试剂盒、二喹啉甲酸

（bicinchoninic acid，BCA）蛋白检测试剂盒购自北

京索莱宝科技有限公司，丙二醛（malondialdehyde，
MDA） 、 丙 氨 酸 转 氨 酶 （ alanine  aminotransferase，
ALT）、天冬氨酸转氨酶（aspartate aminotransferase，
AST）试剂盒购自南京建成生物工程研究所，透射电

镜购自日本 HITACHI 公司，Odessey 红外荧光扫膜

仪器购自美国 Licor 公司。 

1.1.2    实验动物与分组　24 只雄性无特定病原体

（specefic pathogen free，SPF）级 SD 大鼠，体质量

200~220 g，购于广西医科大学实验动物中心。所有

动物饲养于 SPF 级动物房，在适宜温度下维持 12 h
昼夜节律，自由进食水。实验经广西医科大学实验动

物伦理委员会批准（审批号：202303131）。

按随机数字表法将 24 只大鼠随机平均分成 3 组，

分别为假手术组（Sham 组）、肝缺血-再灌注损伤组

（HIRI 组）、肝缺血-再灌注损伤组+乌司他丁预处

理组（HIRI+UTI 组），每组 8 只。采用异氟烷全麻

后，中线切口打开腹腔，用微型腹部扩张器暴露肝

脏，然后用无创血管夹夹闭肝左叶和中叶的门静脉及

肝动脉，使 70% 肝脏缺血，观察被夹闭的肝脏颜色

变浅表明肝血管阻断成功。1 h 后松开血管夹，观察肝

脏由白转红表明再灌注成功。假手术组不进行缺血-
再灌注处理，仅开腹钝性分离血管。造模前 30 min，

HIRI+UTI 组腹腔注射乌司他丁（100 000 U/kg），Sham
组和 HIRI 组腹腔注射等量的生理盐水。手术结束后

6 h 处死大鼠，收集血清标本和肝组织进行后续实验。 

1.2    研究内容与方法 

1.2.1   肝组织病理学检查　取各组大鼠肝脏，4% 多

聚甲醛固定 24 h 后，常规石蜡包埋、切片、苏木素-
伊红（hematoxylin-eosin，HE）染色，显微镜下观察

肝脏病理变化。病理学评分采用 Suzuki 评分，Suzuki
评分含肝窦淤血、肝细胞坏死和细胞质空泡化，每项

指标损伤程度由轻到重以 0～4 计分。 

1.2.2   肝功能检测　取大鼠下腔静脉血，4 ℃ 2 700×g
离心 15 min 后收集上清。根据 ALT 和 AST 测定试

剂盒说明书进行操作，采用全自动分析仪，计算各样

本 ALT、AST 水平。 

1.2.3   肝组织 MDA、GSH、铁含量检测　将大鼠肝组

织 称 重 后 ， 加 入 9 倍 体 积 预 冷 的 磷 酸 盐 缓 冲 液

（phosphate buffer saline，PBS）机械匀浆，制备成

10% 的匀浆液，3 150×g 离心 10 min 后取上清液待

测。按照试剂盒说明书检测肝组织中 MDA、GSH、

铁含量。 

1.2.4   肝组织 ROS 水平检测　取各组大鼠肝脏冰冻

切片，复温后加入自发荧光淬灭剂，然后将切片和

ROS 染液在 37 ℃ 下避光孵育 30 min。使用 4', 6-二脒

基-2-苯基吲哚（4', 6-diamidino-2-phenylindole，DAPI）
复染细胞核后在荧光显微镜下观察并采集图像。 

1.2.5   透射电镜观察线粒体超微结构　各组大鼠取材

后，迅速将肝脏切成 1 mm3 大小，然后立即置于 4 ℃
电镜固定液内避光固定 2~4 h，缓冲液冲洗后投入 1%

锇酸固定液中室温固定 1~3 h，经漂洗、室温脱水、渗

透包埋、切片后用醋酸铀、柠檬酸铅对切片进行双染，

在透射电镜下观察线粒体结构，并采集图像分析。 

1.2.6   聚合酶链反应检测肝组织 GPX4、ACSL4 的信

使 RNA 表达　取大鼠肝脏组织，用 Trizol 试剂提取

总 RNA 并 逆 转 录 为 互 补 DNA， 后 进 行 扩 增 。 计

算 GPX4、 ACSL4 信 使 RNA（ messenger  RNA，

mRNA）的相对表达量。引物由上海生工生物工程有

限公司设计并合成，引物序列见表 1。 
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1.2.7   免疫荧光检测肝组织 GPX4 表达　取肝组织石

蜡切片，经脱蜡至水、抗原修复及封闭后，加入 GPX4

抗体（1∶200）4℃ 孵育过夜，次日加 Cy3 标记山羊

抗兔 IgG 室温孵育 1 h。使用 DAPI 复染细胞核，抗

荧光淬灭封片剂封片后采用荧光显微镜观察并采集

图像。 

1.2.8   蛋白质印迹法检测蛋白表达　新鲜肝组织中加

入蛋白裂解液提取总蛋白，使用 BCA 试剂盒检测蛋

白浓度，电泳转膜后，使用 5% 脱脂奶粉室温封闭

1 h，洗膜后 GPX4、ACSL4、GAPDH 一抗 4 ℃ 孵育

过夜。次日洗涤后加入二抗室温摇床孵育 2 h。使用

Odessey 红外荧光扫描仪扫描膜并显影，Image J 软件

分析图像。 

1.3    统计学方法

采用 SPSS 26.0 软件进行统计学分析。符合正态

分布的计量资料用均数±标准差表示，多组间比较采

用单因素方差分析，组间两两比较采用 LSD-t 检验。

P<0.05 为差异有统计学意义。 

2    结　果
 

2.1    各组大鼠肝组织病理学改变比较

Sham 组肝组织结构完整，肝细胞排列致密、整

齐，肝窦呈放射状；HIRI 组肝小叶结构改变，肝细

胞变形、坏死，门管区大量炎症细胞浸润，肝血窦受

压严重变窄；HIRI+UTI 组肝脏充血肿胀，肝细胞坏

死 数 量 减 少 ， 周 围 炎 症 细 胞 浸 润 等 病 理 改 变 较

HIRI 组减轻。Suzuki 评分显示，HIRI 组评分高于

Sham 组，HIRI+UTI 组评分低于 HIRI 组，差异均有

统计学意义（均为 P<0.05，图 1）。 

2.2    各组大鼠肝功能比较

与 Sham 组比较，HIRI 组 ALT 和 AST 水平升

高；与 HIRI 组比较，HIRI+UTI 组 ALT 和 AST 水平

降低（均为 P<0.05，图 2）。 

2.3    各组大鼠肝细胞线粒体超微结构变化

透射电镜下，Sham 组线粒体形态规则，多呈圆

形或椭圆形，线粒体膜外形完整，细胞核膜清晰；

HIRI 组线粒体萎缩，膜密度增加，线粒体嵴断裂甚

至消失；HIRI+UTI 组线粒体形态变化较 HIRI 组明显

改善（图 3）。 

2.4    各组大鼠肝组织 MDA、GSH、铁含量比较

与 Sham 组比较，HIRI 组 MDA、铁含量升高，

GSH 含 量 降 低 ； 与 HIRI 组 比 较 ， HIRI+UTI 组

MDA、铁含量降低，GSH 含量升高（均为 P<0.05，

图 4）。 

2.5    各组大鼠肝组织 ROS 表达比较

与 Sham 组 比 较 ，HIRI 组 ROS 水 平 升 高 ； 与

HIRI 组 比 较 ，HIRI+UTI 组 ROS 水 平 降 低 （ 均 为

P<0.05，图 5）。 

 

表 1    本实验所用基因的引物序列

Table 1    Primer sequences of genes in the experiment

基因名称 正向引物（5’→3’） 反向引物（5’→3’）

GPX4 CCGACGTAAACTACACTCAGCTA TCTTGATTACTTCCTGGCTCCTG

ACSL4 GCAGCACCTTCGATCCCA GCGTGACAGAGCGATATGGA

GAPDH AGACAGCCGCATCTTCTTGT TACGGCCAAATCCGTTCACA

 

注：A～C 图分别为 Sham 组、HIRI 组、HIRI+UTI 组肝组织病理学检查，黑色箭头示中央静脉，红色箭头示炎症细胞

浸润，蓝色箭头示肝细胞坏死（HE，×200）；D 图为病理学评分的比较，与 Sham 组比较，aP<0.05，与 HIRI 组比较，
bP<0.05。

图 1    各组大鼠肝组织病理学改变及评分比较

Figure 1    Comparison of histopathological changes and scores in liver tissues of rats among each group
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2.6    各组大鼠肝组织中 GPX4、ACSL4 mRNA 表达

水平比较

与 Sham 组比较，HIRI 组 GPX4 mRNA 相对表

达量降低，ACSL4 mRNA 相对表达量升高；与 HIRI

组比较，HIRI+UTI 组 GPX4 mRNA 相对表达量升

高，ACSL4 mRNA 相对表达量降低（均为 P<0.05，

图 6）。 

2.7    各组大鼠肝组织 GPX4 免疫荧光结果

与 Sham 组比较，HIRI 组 GPX4 蛋白表达减少；

与 HIRI 组比较，HIRI+UTI 组 GPX4 蛋白表达增多

（均为 P<0.05，图 7）。 

2.8    各组大鼠肝组织 GPX4、ACSL4 蛋白表达水平

比较

与 Sham 组比较，HIRI 组 GPX4 蛋白相对表达量

下降，ACSL4 蛋白相对表达量升高；与 HIRI 组比

较，HIRI+UTI 组 GPX4 蛋白相对表达量升高，ACSL4

蛋白相对表达量下降（均为 P<0.05，图 8）。 

3    讨　论

肝缺血-再灌注损伤是肝供血中断引起并在再灌

注后加重的病理状态，是肝移植等肝脏手术中最致

命的危险之一[11]。缺血-再灌注损伤的过程涉及一系

列事件，炎症和过量的 ROS 是导致细胞凋亡、组织

损伤和器官功能障碍的最关键因素[12-13]。再灌注损伤

主 要 来 源 于 O2 重 新 进 入 缺 血 组 织 后 产 生 的 毒 性

ROS，这些 ROS 直接影响组织损伤，并引发一系列

有害的细胞反应，导致炎症、细胞死亡和器官衰

竭 [14-17]。本研究结果显示，HIRI 组大鼠血清 ALT、

AST 水平升高，病理学染色结果显示肝组织出现大

范围缺血灶，肝细胞发生肿胀、变形及坏死，提示阻

 

注：A 图为各组大鼠血清 ALT 水平；B 图为各组大鼠

血清 AST 水平。与 Sham 组比较，aP<0.05；与 HIRI 组比较，
bP<0.05。

图 2    各组大鼠血清 ALT 和 AST 的比较

Figure 2    Comparison of ALT and AST in serum of rats
among each group

 

图 3    各组大鼠线粒体超微结构变化 (×8 000)

Figure 3    Changes of mitochondria ultrastructure of rats in each group
 

注：A 图为各组 GSH 比较；B 图为各组 MDA 比较；C 图为各组铁含量比较。与 Sham 组比较，aP<0.05；与 HIRI 组

比较，bP<0.05。

图 4    各组大鼠肝组织 MDA、GSH 和铁含量的比较

Figure 4    Comparison of MDA, GSH and iron levels in liver tissues of rats among each group
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断肝动脉和门静脉后成功引起了肝缺血-再灌注损

伤。且大鼠肝组织 ROS 水平显著升高，与之前的研

究结果一致[18-20]。

铁死亡是一种细胞死亡形式，当铁代谢紊乱引起

细胞内游离铁增多时，催化产生大量 ROS，ROS 进

一步促进脂质过氧化，引起脂质过氧化物集聚，破坏

细胞内氧化还原平衡，最终使细胞发生死亡[21]。铁死

亡发生机制复杂，线粒体缩小、嵴断裂或消失是铁死

亡的典型形态学改变[22-23]。铁超载驱动的芬顿反应被

认为是发生铁死亡的必要条件[5]。MDA 被认为是脂

质过氧化的标志 [24]。GSH 是细胞内重要的抗氧化

剂，也是 GPX4 重要的辅助因子，GSH 被 GPX4 利

用以减轻脂质过氧化的发生，从而抑制铁死亡的发

生[25-27]。GPX4 可以将细胞毒性脂质过氧化物转化为

脂质醇，减少 ROS 的产生，被认为是铁死亡的重要

调控因子[28-30]。ACSL4 通过促进磷脂过氧化导致铁死

亡的发生，是铁死亡激活的标志 [31-33]。铁死亡与癌

症、神经变性疾病和缺血-再灌注组织损伤密切相

关[34-37]。本研究中，阻断肝动脉和门静脉后，肝脏的

线 粒 体 出 现 萎 缩 ， 嵴 断 裂 甚 至 消 失 ， 伴 随 ROS、

MDA 和铁含量升高，GSH 含量降低，GPX4 蛋白表

达减少，ACSL4蛋白表达增多，表明铁死亡在缺血-

再灌注后肝脏损伤的机制中可能发挥着重要作用。

乌司他丁是一种丝氨酸蛋白酶抑制剂，目前广泛

应用于临床[38-41]。研究表明乌司他丁可通过抑制机体

内氧自由基的产生、激活肝细胞自噬、抑制细胞因子

的产生和释放、抑制水解酶、稳定溶酶体膜、减轻肝

脏组织过氧化反应，从而减轻由缺血-再灌注造成的

肝脏损伤[42-44]。本研究中，HIRI+UTI 组大鼠较 HIRI

组血清 ALT、AST 水平降低，肝组织坏死减少，表

明乌司他丁对肝缺血-再灌注损伤具有保护作用，与

之前的研究结果一致[45-46]。且 HIRI+UTI 组大鼠肝组

织中 ROS 水平、MDA 和铁含量下降，GSH 含量增

加，GPX4 蛋白表达增多，ACSL4 蛋白表达减少，表

明乌司他丁是通过抑制铁死亡减轻了肝缺血-再灌注

损伤。

综上所述，乌司他丁可通过减轻铁死亡，对肝缺

血-再灌注损伤发挥保护作用，这可能成为未来治疗

肝缺血-再灌注损伤的新靶点。

 

注：A 图为各组 ROS 表达情况（免疫荧光，×200）；B 图为各组 ROS 相对荧光强度，与 Sham 组比较，aP<0.05，与

HIRI 组比较，bP<0.05。

图 5    各组大鼠肝组织 ROS 的表达情况

Figure 5    Expression of ROS in liver tissues of rats in each group

 

注 ： A 图 为 各 组 GPX4  mRNA 表 达 情 况 ； B 图 为

ASCL4 mRNA 表达情况。与 Sham 组比较， aP<0.05；与

HIRI 组比较，bP<0.05。

图 6    各组大鼠肝组织 GPX4、ACSL4 mRNA 表达水平的

比较

Figure 6    Comparison of expression levels of GPX4 and
ACSL4 mRNA in liver tissues of rats among each group
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图 7    各组大鼠肝组织 GPX4 表达情况

Figure 7    Expression of GPX4 in liver tissues of rats in each group

 

注：A 图为各组大鼠肝组织的 GPX4、ACSL4 蛋白表达情况；B 图为 GPX4 蛋白相对表达量；C 图为 ACSL4 蛋白相对

表达量。与 Sham 组比较，aP<0.05；与 HIRI 组比较，bP<0.05。

图 8    各组大鼠肝组织 GPX4、ACSL4 蛋白表达水平比较

Figure 8    Comparison of GPX4 and ACSL4 protein expression level in liver tissues of rats among each group
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