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生地黄、熟地黄水提取物通过抑制铁死亡进程改善肝缺血再灌注损伤的药

效对比研究

张银浩#，贾可欣#，罗苒艺，李晓骄阳*
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摘 要：目的  对比熟地黄水提取物（RRPAE）与生地黄水提取物（DRRAE）治疗肝缺血再灌注损伤的药效和机制，以期

为临床患者更优的治疗选择提供科学依据。方法  将 48只C57雄性小鼠随机分为 8组（每组 6只）：假手术组，模型组，RRPAE

低、中、高剂量（2.5、5.0、10.0 g·kg−1）组，DRRAE低、中、高剂量（2.5、5.0、10.0 g·kg−1）组。ig给药，假手术组和模型组 ig 0.9%氯

化钠溶液，每天 1次，连续 1周；各组小鼠于末次给药 2 h后行手术建立小鼠肝缺血再灌注损伤模型，假手术组仅开腹不缺

血，再灌注后 6 h 取材。检测各组小鼠肝脏、脾脏系数；苏木素-伊红染色观察各组小鼠肝脏组织病理学改变；试剂盒法

检测小鼠血清丙氨酸转氨酶（ALT）、天冬氨酸转氨酶（AST）、乳酸脱氢酶（LDH）、一氧化氮（NO）水平；试剂盒法检测小鼠

肝脏超氧化物歧化酶（SOD）、NO、丙二醛（MDA）水平；Western blotting法检测各组小鼠肝脏组织中铁死亡相关蛋白转

铁蛋白（Transferrin）、溶质载体家族 7 成员 11（SLC7A11）、溶质载体家族 39 成员 14（SLC39A14）、poly 结合蛋白

2（PCBP2）的表达水平。培养 BRL 肝细胞，用 50、100、150 mg·mL−1 的 RRPAE 处理 1 h（对照组不加药）后，加野百

合碱（500 μmol·L−1）或埃拉斯汀（10 μmol·L−1）处理 24 h，试剂盒法分别检测细胞亚铁/总铁离子以及谷胱甘肽水平。结果  与模

型组比较，经过RRPAE或DRRAE预给药后，给药组小鼠的肝脏、脾脏系数出现下降趋势，其中RRPAE低、高剂量组肝脏系数

差异显著（P＜0.05、0.001）；病理染色结果显示模型组肝脏出现明显的缺血-充血区和肝细胞坏死，经过RRPAE与DRRAE给

药后肝细胞状态均有所恢复，且前者的效果明显优于后者。生化结果显示，与模型组相比，RRPAE可显著降低血清中肝损

伤指标AST、ALT、LDH水平，升高NO含量；显著降低肝脏MDA水平，升高SOD和NO水平（P＜0.05、0.01）；而DRRAE

给药后对上述肝损伤及氧化应激相关指标的恢复作用整体并不显著。Western blotting 实验结果显示，与模型组比较，

RRPAE能够显著抑制促进铁死亡相关蛋白Transferrin、SLC39A14的表达，上调抑制铁死亡相关蛋白 SLC7A11、PCBP2的

表达（P＜0.05、0.001），而DRRAE对铁死亡相关蛋白的调控并不明显。与模型组比较，RRPAE可上调野百合碱或铁死亡激

动剂埃拉斯汀诱导的肝细胞培养基中亚铁/总铁离子以及谷胱甘肽水平（P＜0.05、0.01、0.001）。结论  熟地黄缓解肝缺血再灌

注损伤效果更好，其作用机制可能与调控 Transferrin、SLC7A11、SLC39A14、PCBP2蛋白的表达，抑制小鼠铁死亡进程

有关。
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Abstract: Objective Based on comparing the efficacy and mechanism of aqueous extracts of Rehmanniae Radix Praeparata

(RRPAE) and drying Rehmannia root (DRR) for the treatment of hepatic ischemia-reperfusion injury (HIRI), to provide a better 

therapeutic option for clinical patients. Method Totally 48 mice were randomly divided into eight groups: the sham group, the model 
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group, the low, medium, and high dose groups of RRPAE (2.5, 5.0 and 10.0 g·kg−1), and the low, medium, and high dose groups of 

DRRAE (2.5, 5.0 and 10.0 g·kg−1), with six mice in each group. After one week of pre-administration of different doses of RRPAE 

or DRRAE by ig, the mouse HIRI model was established, and the HE staining was used to observe the histopathological changes in 

the livers of the mice in each group. The kits were used to detect the levels of serum alanine aminotransferase (ALT), aspartate 

aminotransferase (AST), lactate dehydrogenase (LDH), nitric oxide (NO) levels. The kits were used to detect mouse liver superoxide 

dismutase (SOD), nitric oxide (NO), and malondialdehyde (MDA) levels. Western blotting was used to detect ferroptosis-associated 

proteins in mouse liver tissues of each group: Transferrin, solute carrier family 7 member 11 (SLC7A11), solute carrier family 39 

member 14 (SLC39A14), and poly rC binding protein 2 (PCBP2). After culturing and treating BRL hepatocytes with 

monocrotaline (MCT, 500 μmol·L−1) or ferroptosis agonist erastin (10 μmol·L−1), different doses of RRPAE (50, 100, and 150 μg·mL−1) 

were administered for 24 h, and then the cellular ferrous iron/ total iron ions and glutathione content were detected. Results 

Compared with the model group, after pre-administration of RRPAE or DRRAE, the liver and spleen coefficients of mice in the 

treatment group showed a downward trend, with significant differences in liver coefficients in the low and high dose RRPAE groups 

(P < 0.05, 0.001). HE staining results showed significant ischemia-reperfusion region and hepatocellular necrosis in the HIRI group, 

and the hepatocellular status was recovered after both RRPAE and DRRAE administration, and the former was significantly better 

than the latter. The biochemical results showed that compared with the model group, the serum levels of AST, ALT and LDH, which 

were indicators of liver injury, decreased significantly, while the level of NO increased significantly; the level of hepatic MDA 

decreased significantly, while the levels of SOD and NO increased significantly (P < 0.05, 0.01), and the modulation effect of DRR 

on the above indicators of liver injury and oxidative stress was not significant. The results of Western blotting experiments showed 

that the RRPAE was able to significantly inhibit the expression of Transferrin and SLC39A14-related ferroptosis-promoting proteins, 

and down-regulate the expression of SLC7A11 and PCBP2-related ferroptosis-suppressing proteins (P < 0.05, 0.001), whereas the 

DRRAE did not significantly regulate the above iron-death-related proteins. At the same time, RRPAE directly inhibited the 

ferroptosis process of hepatocytes induced by monocrotaline or ferroptosis agonist erastin, which was accompanied by an increase in 

ferrous iron/total iron ions and glutathione content in the cell culture medium (P < 0.05, 0.01, and 0.001). Conclusion  The 

medicinal type of DRR with better effect in alleviating hepatic ischemia-reperfusion injury is RRPAE, and its mechanism of action 

may be related to the regulation of Transferrin, SLC7A11, SLC39A14, and PCBP2 protein expression and inhibition of ferroptosis 

process in mice.

Key words: aqueous extract of Rehmanniae Radix Praeparata; aqueous extract of drying Rehmannia root; hepatic ischemia-

reperfusion injury; oxidative stress; ferroptosis

在过去的几十年里，肝病上升为世界范围内导

致死亡的主要原因之一，据统计，国内因肝病导致

的相关死亡占总死亡人数的 3%～6%［1］。肝缺血再

灌注损伤（HIRI）是一种机体肝脏受缺血应激诱发

的缺血缺氧阶段和内源性无菌性炎症介导的再灌

注阶段的动态相互关联损伤过程，多见于患者休克

复苏、内脏损伤、肝切除、肝移植术后等，如不加药

物干预则可进一步导致肝功能障碍、肝纤维化甚或

急慢肝衰竭等［2］。而临床除了应用活性氧（ROS）抑

制剂，如N-乙酰半胱氨酸（NAC）、硫普罗宁和水飞

蓟素等药物以外，尚无特异有效的治疗药物可供选

择［3-5］，因此，寻找并开发有效治疗药物，并深入研究

其发病机制以寻找针对性治疗靶点，对HIRI病理机

制阐述和临床患者的诊疗意义重大。

近年来，随着对HIRI研究的不断深入，缺血期

氧化应激引起的无菌性炎症损伤被认为是HIRI的

主流影响因素［6-7］。由于HIRI过程中会产生大量氧

化自由基，这些自由基可导致强烈的氧化应激反

应，损伤肝脏细胞，引起局部强烈的免疫反应，产生

大量细胞因子进而加剧肝脏损伤［8-9］。其中，铁死亡

作为一种新型的调节性细胞死亡形式，以铁依赖性

脂质过氧化物积累及ROS增多为特征［10］。研究显

示，细胞内铁死亡与细胞内氧化还原反应、炎症反

应息息相关［11-12］。来自芬顿反应、线粒体和NADPH

氧化酶的 ROS 可驱动铁死亡 ，引发脂质过氧

化（LPO）［13-14］。LPO的产生则会进一步诱导发生铁

死亡的细胞释放损伤相关分子模式（DAMP），进而

加剧局部免疫级联反应［15-16］。因此，在寻找改善

HIRI新型治疗药物时应重点关注其是否介入氧化

应激及铁死亡相关生物学过程。

地黄是玄参科植物地黄的新鲜或干燥块根，可

分为鲜地黄、干地黄（drying Rehmannia root）、熟地

黄（Rehmanniae Radix Praeparata）等［17］。《药性论》

有言，生地黄有“补虚损，温中下气，通血脉”的作

用，《雷公炮制药性解》论熟地黄“为补血之剂，而心

与肝，藏血生血者也，故能入焉”。中医理论认为，
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HIRI的病机是“阴血亏虚，肝脉瘀阻”［18］。现代药理

实验则进一步表明，地黄水提物可以减轻肝脏氧化

应激损伤、改善炎症反应以发挥肝保护作用［19-21］。

此外，生地黄被证实有抗炎生血的药理作用，且其

中主要发挥作用的有效成分为多糖类化合物［22-23］；

同时，近年来熟地黄及其活性部位环烯醚萜类成分

也因明确的抗炎、抗氧化等保肝作用被广泛研

究［24-25］。然而，地黄是否可以有效改善HIRI以及其

具体针对HIRI的主要有效炮制形式还不明确。本

研究探讨地黄缓解HIRI的最佳药用类型，并基于多

种药理学实验进一步探讨其可能的作用机制，以期

为临床患者提供更优的治疗选择。

1　材料

1.1　实验动物与细胞

雄性C57BL/6J小鼠（8周龄）48只，体质量 22～

24 g，购自斯贝福（北京）生物技术有限公司，实验动

物生产许可证号：SCXK（京）2019-0010，分笼饲养

于 12 h昼夜交替、适宜温度（22±2）℃的环境下，自

由摄食饮水（为标准饲料及无菌双蒸水）。动物实

验经北京中医药大学实验动物管理和使用委员会

批准（BUCM-4-20200730023160）。

BRL肝细胞系，来源于ATCC细胞库。

1.2　药材与主要试剂

熟地黄和生地黄药材购自北京同仁堂健康药

业股份有限公司，经北京中医药大学中药学院徐冰

教授鉴定为正品饮片，符合《中国药典》2020年版饮

片性状规定，为玄参科地黄属植物地黄 Rehmannia 

glutinosa Libosch. 的干燥根，分别经九蒸九晒和无

烟火烘炕而成。野百合碱和埃拉斯汀均购自上海

源叶生物科技有限公司；异氟烷购自江苏恒丰强生

物技术有限公司；丙氨酸氨基转移酶（ALT）、天冬氨

酸氨基转移酶（AST）、乳酸脱氢酶（LDH）、丙二

醛（MDA）、超 氧 化 物 歧 化 酶（SOD）、谷 胱 甘

肽（GSH）测定试剂盒购自南京建成生物工程研究

所；铁离子检测试剂盒购自北京索莱宝科技有限公

司；一氧化氮（NO）测定试剂盒购自上海碧云天生物

技术有限公司；磷酸盐缓冲液购自武汉赛维尔生物

科技有限公司；RIPA蛋白裂解液、蛋白上样缓冲液、

十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺（SDS-PAGE）购自武

汉 赛 维 尔 生 物 科 技 有 限 公 司 ；四 甲 基 乙 二

胺（TEMED）购自生工生物工程上海股份有限公司；

转铁蛋白（Transferrin）一抗（货号 17435-1-AP）、溶

质载体家族 7成员 11（SLC7A11）一抗（货号 26864-

1-AP）和 poly结合蛋白 2（PCBP2）一抗（货号 15070-

1-AP）购自 Proteintech 公司；溶质载体家族 39 成员

14（SLC39A14）一 抗（ 货 号 PA5-87880）购 自

Invitrogen 科技公司；β-actin 一抗（货号 4970s）购自

Cell Signaling Technology公司；其他化学试剂购自

上海源叶生物科技有限公司。

1.3　主要仪器

UltiMate 3000 液 相 色 谱（ 美 国 Thermo 

Scientific，Sunnyvale，CA，USA）；超高速离心机（美

国 Thermo Scientific 公司）；移液枪（艾本德中国有

限公司）；涡旋混合器（武汉赛维尔生物科技有限公

司）；电泳仪、电转仪、ChemiDoc MP化学发光凝胶

成像系统（伯乐生命医学产品上海有限公司）；酶标

仪（赛尔福医疗科技北京有限公司）；呼吸麻醉系

统（深圳市瑞沃德生命科技有限公司）。

2　方法

2.1　水提物制备

取熟地黄和生地黄药材各 5 g，净制后，将药材

粉碎并浸泡 1 h，用 50 mL的蒸馏水通过冷凝回流法

提取 2次，用旋转蒸发器浓缩水提取物，滤过 2次，

浓缩冻干，即得熟地黄水提取物（aqueous extract of 

Radix Rehmanniae Praeparata，RRPAE）、生地黄水

提取物（aqueous extract of drying Rehmannia root，

DRRAE）冻干粉末。采用高效液相色谱法（HPLC）

对毛蕊花糖苷、地黄苷 D 进行含量测定，质量分数

总计不少于0.07%。

2.2　小鼠分组与给药

将 48 只 C57 雄性小鼠随机分为 8 组（每组 6

只）：假手术组，模型组，RRPAE低、中、高剂量（2.5、

5.0、10.0 g·kg−1）组，DRRAE低、中、高剂量（2.5、5.0、

10.0 g·kg−1）组。预饲养适应环境 1周后，ig给药，假

手术组和模型组 ig 0.9%氯化钠溶液，每天 1次，连

续1周。

2.3　HIRI小鼠模型构建

各组小鼠于末次给药 2 h后行HIRI手术［26］，术

前禁食 3 h，使用异氟烷进行呼吸麻醉，开腹后采用

无创血管夹夹闭肝左、中叶的肝动脉、门静脉及胆

管分支以诱导 70%肝脏缺血，可观察到肝叶由鲜红

色转变为暗红色。缺血 60 min后，松开血管夹，此

时缺血的肝脏迅速恢复鲜红色，关闭腹腔后恢复血

液灌注。假手术组小鼠麻醉开腹后，暴露肝脏，

60 min后进行缝合。各组小鼠手术期间维持动物体

温在37 ℃左右。

2.4　小鼠状态观察与取材

术后小鼠放在 37 ℃保温箱中持续观察生命体
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征和一般活动状态，术后 6 h，麻醉后开腹，取血并同

时摘取肝脏、脾脏组织样本，计算肝脏、脾脏系

数。用 1 mL注射器采集各组小鼠下腔静脉血，静

置 1 h，8 000×g离心 10 min并吸取上层血清，用于

后续血清生化检测；分离并摘取各组小鼠肝脏组

织，其中一块肝大叶组织（约 0.5 cm×0.5 cm）固定

于 4% 多聚甲醛，剩余肝脏组织液氮速冻后保存于

−80 ℃冰箱，用于后续相关试剂盒及蛋白水平的

检测。

2.5　血清生化指标检测

每组选取 6只小鼠的血清样本，参考试剂盒说

明书，根据标准品绘制标准曲线。按照不同说明书

要求，配制所需的反应溶液，分别于 505、450、500、

546 nm 波长处检测各组小鼠血清中 ALT、AST、

LDH、NO水平。

2.6　肝脏组织病理学观察

取浸泡于 4% 多聚甲醛的小鼠肝组织进行脱

水、石蜡包埋并切厚度为 5 μm的冠状片。对制备好

的病理切片经二甲苯脱蜡、乙醇脱水和蒸馏水清洗

后，使用苏木素染色-伊红（HE）复染后，经二甲苯透

明、中性树胶封片，显微镜下观察肝小叶、肝索排列

及肝细胞结构等组织细胞学变化。使用 Suzuki评

分［27］后的百分比作为HE评分标准反映肝细胞损伤

及炎性细胞浸润情况。

2.7　肝组织中MDA、SOD、NO水平检测

严格按照试剂盒说明书进行操作，取存放于

−80 ℃的小鼠肝组织解冻并使用样品制备液在冰浴

中进行匀浆，4 ℃放置10 min后，12 000×g离心10 min。

小心吸取上清液作为待测样品，按照试剂盒说明书

检测肝组织中MDA、SOD和NO水平。

2.8　Western blotting检测相关蛋白

取存放于− 80° C 的小鼠肝组织解冻并使用

RIPA裂解液制成匀浆，4 ℃、8 000×g离心10 min，吸

取上清液，用BCA蛋白浓度测定试剂盒定量蛋白浓

度。采用 SDS-PAGE凝胶电泳分离蛋白，将蛋白转

移至PVDF膜上，使用 5%的脱脂奶粉封闭 1 h，采用

TBST 洗 净 后 分 别 加 入 Transferrin、SLC7A11、

SLC39A14、PCBP2 和 β-actin 一抗，4 ℃孵育过夜。

次日，取出 PVDF膜并用 TBST在摇床洗涤 3次，每

次 7 min，然后室温孵育对应二抗 2 h（二抗与稀释液

比例为 1∶10 000），TBST液洗 3次，每次 7 min，在暗

盒中加入ECL发光液显影，在曝光仪曝光并保存图

像，用 Image J软件计算蛋白灰度值，并进行统计学

分析。

2.9　细胞培养及给药

BRL肝细胞系在添加了 10%胎牛血清和 1%青

霉素 G/链霉素的 DMEM 培养基中培养，培养温

度为 37 ℃，二氧化碳浓度为 5%。RRPAE 经 0.8、

0.22 μm的超滤膜滤过后，在DMEM培养基中分别

稀释至 50、100、150 mg·mL−1。野百合碱用于模拟

HIRI下的肝细胞损伤［ 28］，埃拉斯汀作为铁死亡

反 应 的 诱 导 剂 。 用 50、100、150 mg·mL−1 的

RRPAE 处理肝细胞 1 h（对照组不加药）后，加

野百合碱（500 μmol·L−1）或埃拉斯汀（10 μmol·L−1）

处理 24 h。处理结束后，收集细胞培养基，细胞用

PBS轻轻冲洗进行后续实验。

2.10　细胞总铁亚铁及GSH检测方法

准备细胞培养基样品并检测其中铁离子及亚

铁离子，同时收集细胞，使用冷热交替法破碎细胞，

检测细胞内GSH水平。其中总铁离子含量、亚铁离

子含量以及GSH含量严格按照试剂盒说明书进行

操作，分别于 510、593、420 nm处用酶标仪检测进行

测定总铁离子、亚铁离子以及GSH的吸光度。

2.11　统计学方法

所有结果均以 x
—
±s表示，并独立重复至少3次，

使用 GraphPad Prism 9.0软件进行数据处理分析和

制图，组间比较采用单因素方差分析，P＜0.05为具

有统计学意义。

3　结果

3.1　RRPAE、DRRAE对HIRI小鼠肝脏、脾脏系数

的影响

图 1结果显示，与假手术组比较，模型组小鼠肝

脏系数显著上升（P＜0.05）；与模型组比较，经过

RRPAE或DRRAE预给药后，给药组小鼠的肝脏系

数出现下降趋势，其中RRPAE低、高剂量组差异显

著（P＜0.05、0.001）；表明RRPAE、DRRAE可降低肝

脏的充血及水肿程度。随后用脾脏系数评估小鼠

免疫功能的改变，与假手术组比较，模型组小鼠脾

脏系数下降；与模型组比较，RRPAE预给药后脾脏

系数下降，表明小鼠的免疫应激反应降低，而

DRRAE 预给药后，各剂量给药组的小鼠脾脏系数

几乎不发生明显变化。

3.2　肝脏组织病理学观察

图 2结果显示，假手术组小鼠的肝索排列规律

呈放射状，肝细胞形态正常，中央静脉位置正常；模

型组小鼠肝脏出现明显的肝小叶结构塌陷，细胞肿

胀明显，肝血窦扩张充血或出现缺血苍白区，同时

可见大片坏死区域、空泡样变性及少许坏死导致的
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气球样变；在RRPAE给药后，细胞肿胀程度减轻、空

泡样变性及坏死减少，呈剂量相关性改善HIRI引起

的损伤；而 DRRAE 给药后，坏死状况未见明显改

善，依旧出现血窦膨胀、红细胞渗出、汇管区炎症细

胞浸润的现象。与假手术组比较，模型组 HE评分

显著升高（P＜0.05）；与模型组比较，RRPAE各剂量

组HE评分显著下降（P＜0.05）。

3.3　血清AST、ALT、LDH和NO水平检测

AST、ALT、LDH是肝常规检查中的酶类指标，

其升高常用来表征肝细胞损伤情况，而NO作为一

种反应性极强的自由基，能够松弛血管平滑肌，并

参与炎症反应的进程。结果如图 3所示，与假手术

组比较，模型组血清 AST、ALT、LDH 水平显著升

高（P＜0.05、0.001）；与模型组比较，RRPAE中、高剂

量 组 ALT、AST、LDH 水 平 显 著 下 降（P＜0.05、

0.01），低、高剂量组NO水平显著升高（P＜0.01）；而

对比RRPAE的有效保肝作用，DRRAE给药后无法

逆转HIRI手术引起的ALT、AST、LDH升高，其中低

剂量组在给药后 AST、ALT 水平显著升高，同时，

DRRAE 对血清中的 NO 水平影响较小 ，表明

DRRAE难以逆转HIRI引起的以氧化应激为代表的

肝脏损伤。

3.4　肝脏组织中SOD、MDA和NO水平检测

作为体内一种清除超氧阴离子自由基的抗氧

化酶，SOD能够通过清除ROS防止氧化损伤。当产

生大量氧化自由基时，体内NO水平会被抑制，因此

NO 水平也常被用来反应机体内氧化应激情况。

MDA 是脂质与氧自由基反应产生的产物，常用来

表示脂质过氧化的程度。图 4结果显示，与假手术

组比较，模型组SOD、NO水平显著降低，MDA水平

显著增加（P＜0.05、0.01、0.001）；与模型组相比，

RRPAE 中、高剂量组小鼠肝脏中 SOD、高剂量组

与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05  ###P＜0.001。
*P < 0.05 vs sham-operated group； #P < 0.05  ###P < 0.001 vs model group.

图1　RRPAE与DRRAE对HIRI小鼠肝脏、脾脏系数的影响（x
—

±s，n=6）

Fig. 1　Effects of RRPAE and DRRAE on hepatic and splenic coefficients in HIRI mice (x
—

±s, n=6)

与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；标尺为100 μm。
*P < 0.05 vs sham-operated group； *P < 0.05 vs model group； ruler was 100 μm.

图2　HE染色观察各组小鼠肝脏病理学改变（x
—

±s，n=6）

Fig. 2　HE staining to observe pathological changes in liver of mice in each group (x
—

±s, n=6)
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NO 水平显著升高（P＜0.05），中剂量组 MDA 水平

显著降低（P＜0.05）。DRRAE给药组的结果显示，

与模型组小鼠相比，肝脏中 SOD 水平没有显著差

异，但 NO 水平在低剂量给药组有一定程度的上

升（P＜0.05），此外，DRRAE中、高剂量给药后肝内

MDA 水平未见明显减少，仅低剂量给药组表现出

抑制 MDA 水平的作用（P＜0.05），但其抑制 MDA

的效果远不及 RRPAE 给药组。结果提示，预先对

HIRI 小鼠进行 RRPAE 给药能够显著抑制其体内

ROS 产生，改善脂质过氧化；而预先给予 DRRAE

后，整体几乎难以逆转 HIRI 引起的肝脏氧化应激

反应。

与假手术组比较：*P＜0.05  ***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001。
*P < 0.05  ***P < 0.001 vs sham-operated group； #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs model group.

图3　RRPAE、DRRAE对HIRI小鼠血清学指标的影响（x
—

±s，n=6）

Fig. 3　Effects of RRPAE and DRRAE on serological indicators in HIRI mice (x
—

±s, n=6)

与假手术组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05。
*P < 0.05  **P < 0.01 vs sham-operated group； #P < 0.05 vs model group.

图4　RRPAE、DRRAE对HIRI小鼠肝脏氧化应激指标的影响（x
—

±s，n=6）

Fig. 4　Effects of RRPAE and DRRAE on oxidative stress in HIRI mice (x
—

±s, n=6)
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3.5　各组小鼠肝脏组织铁死亡相关蛋白表达

图 5 结果表明 ，与假手术组比较 ，模型组

PCBP2、SLC7A11 蛋白表达显著降低，Transferrin、

SLC39A14 蛋白表达显著升高（P＜0.01、0.001）；与

模型组相比，RRPAE 给药组可显著上调 PCBP2、

SLC7A11 蛋 白 表 达 ，并 显 著 下 调 Transferrin、

SLC39A14 蛋白表达（P＜0.01、0.001），从而干预铁

死亡进程；而DRRAE组仅表现出下调SLC39A14蛋

白表达的作用（P＜0.05），对 PCBP2、SLC7A11、

Transferrin 均无显著回调作用。与 DRRAE 给药组

相比，RRPAE 给药组表现出更优的抗 HIRI 介导的

铁死亡作用。

3.6　RRPAE对肝细胞内 GSH和上清总铁/亚铁离

子水平的影响

为了进一步确认RRPAE对于HIRI的保护作用

是依赖于抑制肝内铁死亡的发生，利用野百合碱诱

导了肝细胞铁死亡模型并给予不同剂量RRPAE，同

时检测了细胞内GSH和培养基中的总铁、亚铁离子

水平。与对照组比较，模型组GSH、总铁/亚铁离子

水平均显著降低（P＜0.05、0.001）；与模型组相比，

RRPAE给药后细胞内GSH水平显著提高（P＜0.01、

0.001），说明细胞内脂质过氧化情况得以改善；同时

RRPAE各浓度可显著上调细胞培养基中总铁离子

水平，高浓度可以显著上调亚铁离子水平（P＜

0.05），这表明 RRPAE 可促进细胞内铁离子外流和

改善细胞内的铁离子蓄积程度（图6-A）。

为进一步明确RRPAE改善细胞铁死亡的潜在

机制，使用 System xc−抑制剂即铁死亡激动剂埃拉

斯汀诱导肝细胞发生铁死亡。与模型组比较，

RRPAE 各浓度组 GSH、低浓度组总铁/亚铁离子水

与假手术组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001。
**P < 0.01  ***P < 0.001 vs sham-operated group； #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs model group.

图5　RRPAE、DRRAE对肝脏内铁死亡相关蛋白的影响（x
—

±s，n=6）

Fig. 5　Effect of RRPAE and DRRAE on ferroptosis related proteins induced by HIRI in liver (x
—

±s, n=6)
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平显著升高（P＜0.01、0.001），改善因 System xc−抑
制诱导的细胞铁死亡（图 6-B），进一步说明了

RRPAE是基于多环节共同改善肝细胞内铁死亡。

4　讨论

HIRI是肝脏移植术后不可规避的困局，同时被

认为是导致术后并发症和死亡率的关键因素之一。

其损伤进程常伴随肝脏氧化应激的加剧、不同形式

的细胞凋亡及局部炎症反应或多脏器免疫串扰等，

容易引发肝功能障碍、肝纤维化、甚至多器官损伤

和移植器官排斥等系列术后并发症［29］。面对这种

临床困境，目前常用的N-乙酰半胱氨酸尽管可通过

刺激GSH合成、降低ROS产生，以缓解HIRI引起的

氧化应激反应［30］，但其临床使用率及治疗效果一直

不尽人意。因此，目前仍需找到更加安全有效的缓

解HIRI风险的干预措施。

近年来，传统中医药在新药开发和老药新用中

的地位逐渐被认识和重视。中医认为肝移植患者

术后引起的炎症反应多属正虚邪实，虚实夹杂［18］。

复方丹参片、小柴胡汤及芪参益气丸等复方或成药

可改善氧化应激、炎症水平等改善 HIRI；杜仲、丹

参、葛根等中药也被证明可以通过降低体内 MDA

及ROS水平，抑制氧化应激水平缓解HIRI［31-33］。与

目前临床用药所面对的挑战相比，中药简便易得、

治疗方法灵活且临床药效久经验证，因此在HIRI治

疗中有巨大的开发潜力和药用价值。地黄是玄参

科植物地黄的新鲜或干燥块根，有生津滋阴，养血

的功效。现代药理学研究亦表明，地黄提取物可以

逆转氧化应激的破坏作用，同时抑制脂质过氧化，

发挥抗氧化活性［34］。目前临床上地黄主要的药用

类型为生地黄和熟地黄，两者的抗氧化活性和抗炎

活性都被广泛研究和证实。基于目前对HIRI机制

的研究和地黄性状功能的认识，本课题组期待能够

通过构建熟地黄、生地黄的物质基础与药效的连接

桥梁，确定地黄改善HIRI的作用机制。因此，本研

究通过建立小鼠HIRI模型，对地黄 2种主要药用类

型的抗HIRI药效进行比较并探索其作用机制。

结果表明，与模型组相比，RRPAE预先给药后，

肝细胞肿胀程度减轻、坏死区域明显减少，小鼠血

清中 AST、ALT、LDH 水平显著降低，NO 水平显著

升高。同时肝内有抗氧化活性的 SOD、NO水平明

显上升，促脂质过氧化的 MDA 水平下降。这些结

果表明，RRPAE可通过修复肝功能损伤及降低氧化

与假手术组比较：*P＜0.05  ***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001。
*P < 0.05  ***P < 0.001 vs sham-operated group； #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs model group.

图6　RRPAE对野百合碱（A）、埃拉斯汀（B）诱导的肝细胞内总铁/亚铁离子和上清GSH水平的影响（x
—

±s，n=6）
Fig. 6　Effects of RRPAE on total iron/ferrous ions and supernatant GSH levels induced by monocrotaline (A) and erastin 

(B) in liver cells (x
—

±s, n=6)
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应激反应以缓解HIRI，且其功能发挥抑制脂质过氧

化紧密关联。然而，病理结果显示 DRRAE组中肝

脏坏死区域和细胞排列紊乱程度均未见明显改善，

说明DRRAE无法有效逆转HIRI引起的肝脏结构病

变；同时，血生化结果也显示DRRAE给药后难以缓

解HIRI过程中肝脏的功能受损情况。在调控氧化

应激方面，DRRAE组肝脏内 NO水平显著升高，低

剂量的 DRRAE MDA 水平显著降低表现出部分抗

脂质过氧化的作用。但是与 RRPAE 组相比 ，

DRRAE 组改善氧化应激的效果并不显著。此外，

氧化应激可诱发细胞内产生大量ROS，导致脂质过

氧化，引发铁死亡，进一步加剧氧化损伤［35］。考虑

到脂质过氧化累积与铁死亡进程的相关性，进一步

对RRPAE、DRRAE预给药后的HIRI小鼠肝脏进行

了铁死亡相关蛋白的检测，结果同样显示，DRRAE

组未表现出明显的抗铁死亡作用，而RRPAE组能够

以剂量相关的方式抑制PCBP2、SLC7A11蛋白的表

达，并显著促进Transferrin、SLC39A14蛋白的表达，

改善铁死亡。体外细胞实验进一步证明，RRPAE可

通过上调细胞培养基中总铁/亚铁离子水平和细胞

内GSH水平，改善细胞内因野百合碱或者埃拉斯汀

激动剂（调控GSH合成依赖的System xc-途径）造成

的铁离子蓄积和脂质过氧化。综合来看，RRPAE预

给药后小鼠的抗HIRI效果更加明显，DRRAE个别

剂量虽在一定程度上可以改善氧化应激损伤，但是

其抗铁死亡作用并不显著，而RRPAE组不仅表现出

更优的抗氧化应激效果，还能通过抑制铁死亡进

程、减少ROS积聚、抑制脂质过氧化，发挥肝保护作

用。因此，RRPAE对铁死亡进程的显著抑制作用可

能是影响其产生优于DRRAE抗氧化作用的原因。

基于HIRI模型，不同炮制类型的地黄展现出不

同的功效，而对于 RRPAE经炮制后在 HIRI小鼠上

表现出优于 DRRAE的药效差异，推测与地黄炮制

前后化学成分的变化有关。研究表明，地黄主要含

有环烯醚萜苷类、苯乙醇苷类、糖类、核苷类等成

分［29］。生地黄经过炮制后，梓醇、地黄苷A、益母草

苷、毛蕊花糖苷、松果菊苷、肉苁蓉苷A等热稳定性

较差的成分含量均降低，其降解程度主要与该类化

合物所连接的糖的数目有关，例如其中糖苷类成分

毛蕊花糖苷在炮制过程中可能发生转化，造成炮制

后异毛蕊花糖苷含量升高［36］，亦提示，RRPAE经炮

制后在 HIRI 小鼠上表现出优于 DRRAE 的治疗效

果，可能与炮制前后化学成分的变化有关，后续可

以通过筛选熟地黄中抗HIRI的有效成分，进行深入

药效学对比研究，锚定熟地黄缓解HIRI的主要有效

部位。

相对于生地黄，经“九蒸九晒”炮制后的熟地黄

展现出更优的缓解小鼠HIRI的肝保护效果，其具体

治疗机制可能与熟地黄有效改善肝脏氧化应激损

伤及抑制铁死亡密切相关。本研究结果从抑制肝

脏氧化应激和铁死亡角度初步阐述了熟地黄相较

于生地黄更适合用于治疗HIRI，一定程度上证明了

RRPAE给药的有效性及可行性，为熟地黄在相关肝

病及其并发症治疗中的应用提供了新思路，也为临

床一线用药的开发和推广提供了科学证据。此外，

炮制后地黄成分变化带来的药效特点改变也提示

了更深层次的探索重点和未来研究方向。
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