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短时间多次缺血预处理对大鼠移植肝缺血再灌注损伤的保护作用
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［摘要］　目的：探讨短时间多次缺血预处理（ｉｓｃｈｅｍｉｃｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ，ＩＰ）对大鼠移植肝脏缺血再灌注损伤（ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕ

ｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＩＲＩ）的保护作用。方法：采用ＳＤ大鼠原位肝移植动物模型，供肝冷保存１２０ｍｉｎ，无肝期１４ｍｉｎ。５４只ＳＤ大鼠

随机分成５组：对照组（Ａ组，ｎ＝６），不做肝脏移植手术；肝移植组（Ｂ组，ｎ＝１２），供体大鼠肝脏４℃乳酸林格液保存２ｈ后，采

用双袖套法行原位肝移植；缺血预处理肝移植组（Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３组，每组１２只）：将供肝进行缺血预处理后切除供体大鼠肝脏，４℃
乳酸林格液保存２ｈ，行原位肝移植，根据阻断第一肝门５ｍｉｎ，开放再灌注５ｍｉｎ为１个循环，处理１～３个循环分别命名为

Ｃ１、Ｃ２和Ｃ３组。术后检测各组血清丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）、天冬氨酸转氨酶（ＡＳＴ）、乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）活性，每分钟胆汁量，

免疫组化检测肝细胞Ｂｃｌ２表达，ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡，电镜观察细胞超微结构的改变。结果：术后Ｂ组血清ＡＬＴ、ＡＳＴ、

ＬＤＨ活性明显高于Ａ组，每分钟胆汁量明显低于Ａ组（Ｐ＜０．０１）；Ｃ组ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＬＤＨ活性虽明显高于Ａ组（Ｐ＜０．０１），但

比Ｂ组明显降低（Ｐ＜０．０５）；随着ＩＰ次数增加，Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３组ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＬＤＨ活性递减，而每分钟胆汁量逐渐增加。细胞形

态学检查发现，与Ｂ组比较，Ｃ组供肝组织细胞结构改变较小，Ｂｃｌ２表达增加，凋亡指数降低（Ｐ＜０．０１或Ｐ＜０．０５）。结论：

ＩＰ对大鼠供肝缺血再灌注损伤具有保护作用，短时间多次ＩＰ对肝脏的保护作用更强。
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　　缺血预处理（ｉｓｃｈｅｍｉａｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ，ＩＰ）是指预
先给机体的组织或者器官一次或多次短暂性缺血再
灌注（ｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，Ｉ／Ｒ）后，能够诱导机体组
织产生内源性保护，增强组织对随后较长时间缺血损
伤的耐受性。在肝移植过程中，缺血再灌注损伤（ｉｓ
ｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＩＲＩ）所致的术后供肝原发性
无功能是肝移植失败的主要原因［１］。在肝脏移植的
过程中，不可避免地要承受较长时间的热缺血，手术
中是否可以反复短时间分次阻断供肝的血液循环，从
而最大限度地减轻组织的缺血损伤，并诱导肝脏对

ＩＲＩ的耐受，其可行性目前尚无定论。本研究将供肝
经短时间多次ＩＰ后建立大鼠原位肝移植模型，通过观
察移植肝ＩＲＩ后肝细胞Ｂｃｌ２表达、细胞凋亡水平，血
清学指标和肝脏超微结构的变化，探讨短时间多次ＩＰ
对供肝的保护作用，为临床肝脏手术中防治肝脏缺血
再灌注损伤及其他研究提供一定的实验依据。

１　材料和方法

１．１　实验动物　供、受体均为健康雄性ＳＤ大鼠（购
自苏州大学实验动物中心），共计５４只，体质量

２２０～２６０ｇ，受体体质量等于或略大于供体。

１．２　实验方法　大鼠术前禁食１２ｈ，自由饮水，阴
茎背静脉注射肝素使全身肝素化。氯胺酮８０～１００
ｍｇ／ｋｇ腹腔内注射麻醉。分组情况如下：对照组（Ａ
组，ｎ＝６），上腹肋缘下切口进腹，游离肝周韧带，不
进行阻断肝门及其他手术处理；肝移植组（Ｂ组，ｎ＝
１２），切除供体大鼠肝脏，４℃乳酸林格液保存２ｈ后，
采用双袖套法将供肝对受体进行原位肝移植（无肝
期约１４ｍｉｎ）［２］；缺血预处理肝移植组（Ｃ组）：将供
肝进行ＩＰ后切除供体大鼠肝脏，４℃乳酸林格液保
存２ｈ，行原位肝移植。以阻断第一肝门５ｍｉｎ、开放
再灌注５ｍｉｎ为１个循环，根据预处理循环数不同
分成３个亚组，处理１～３个循环分别命名为Ｃ１、Ｃ２
和Ｃ３组（ｎ＝１２）。术后６ｈ取标本检测各项指标。

１．３　生化指标及胆汁量检测　生化指标检测：取下
腔静脉血１ｍｌ，全自动生化分析仪测定血清中丙氨
酸转氨酶（ＡＬＴ）、天冬氨酸转氨酶（ＡＳＴ）、乳酸脱氢
酶（ＬＤＨ）活性；硬膜外导管测量胆汁分泌量：向胆总

管近端插入硬膜外导管，测量每分钟胆汁引流量。

１．４　 细胞凋亡检测 　 取动物肝脏标本，按照

ＴＵＮＥＬ试剂盒（上海晶美公司）的操作要求进行检
测。光镜下每例标本切片随机选取５个４００倍视
野，计算出平均每１００个细胞中的凋亡细胞数，并以
百分数表示作为凋亡指数（ａｐｏｐｔｏｔｉｃｉｎｄｅｘ，ＡＩ）。

１．５　肝细胞Ｂｃｌ２表达　取动物肝脏标本，免疫组
化ＳＰ法（武汉博士德公司）检测，高倍镜下，胞质呈
棕色着染者为Ｂｃｌ２表达阳性细胞。采用ＩｍａｇｅＰｒｏ
Ｐｌｕｓ图像分析软件，切片组织在４００倍光学显微镜
下，摄取图像并输入分析系统，选择并测量染色阳性
面积与视野面积。每张切片随机选５个视野，将

Ｂｃｌ２表达的阳性面积除以视野面积，取其均值作为
阳性区域面积（％）。

１．６　肝组织形态学观察　切取肝脏右前叶，置入

１０％中性甲醛溶液，石蜡包埋后常规 ＨＥ染色，光
镜观察病理形态。另取１ｍｍ３肝组织，４％戊二醛固
定，送电镜室观察。

１．７　统计学处理　所有数据以珚ｘ±ｓ表示，采用

ＳＡＳ统计软件进行方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统
计学意义。

２　结　果

２．１　 血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＬＤＨ 活性和胆汁量变

化　结果如表１所示。Ｂ组血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＬＤＨ
活性明显高于 Ａ组，每分钟胆汁量明显低于 Ａ组
（Ｐ＜０．０１），Ｃ２、Ｃ３组各指标与Ｂ组相比明显改善
（Ｐ＜０．０１），但Ｃ１组与Ｂ组相比差异无统计学意
义；在Ｃ组间，随着ＩＰ次数的增加，各项检测指标明
显好转（Ｐ＜０．０１或Ｐ＜０．０５）。具体数据见表１。

２．２　细胞凋亡和肝组织中Ｂｃｌ２表达检测　Ｂ组

ＡＩ明显高于Ａ组（Ｐ＜０．０１），Ｃ１组ＡＩ与Ｂ组相比
无显著差异，Ｃ２和Ｃ３组 ＡＩ与Ｂ组相比明显降低
（Ｐ＜０．０１），但仍高于Ａ组（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。

Ｂ组肝组织Ｂｃｌ２表达高于Ａ组（Ｐ＜０．０１），在Ｃ组
中，随ＩＰ次数增加Ｂｃｌ２蛋白表达逐渐上升，Ｃ１组
与Ｂ组比较无明显差异，Ｃ２组和Ｃ３组则比Ｂ组明
显升高（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。具体数据见表２。
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表１　血清ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＬＤＨ活性和胆汁量变化

Ｔａｂ１　ＢｉｌｅｃａｐａｃｉｔｙａｎｄａｃｔｉｖｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｅｒｕｍＡＬＴ，ＡＳＴ，ａｎｄＬＤＨｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
（珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＡＬＴ
ｚＢ／（Ｕ·Ｌ－１）

ＡＳＴ
ｚＢ／（Ｕ·Ｌ－１）

ＬＤＨ
ｚＢ／（Ｕ·Ｌ－１）

Ｂｉｌｅ
ｖ／（μｌ·ｍｉｎ－１·ｇ－１ｌｉｖｅｒ）

Ａ ６ ３２．３２±８．７６ １９８．６７±１５．４９ ２５６３．５８±２４６．２７ ９．５２±１．３８
Ｂ １２ １６３６．７３±２１５．３９ ２８３３．５４±２９４．７６ ５９７０．８９±４７５．３７ ３．１２±０．７９

Ｃ１ １２ １４５８．５５±２６４．６２ ２４８５．５６±２５２．２８ ５４４６．４２±３４０．６８ ３．７９±０．９３

Ｃ２ １２ ７９７．６３±１６３．７５△ １９７８．６８±２７０．５２△ ４９４５．２７±３８３．８９△ ５．１８±１．１２△

Ｃ３ １２ １８７．１６±６３．０８△△▲▲ ７５６．２８±９６．３５△△▲▲ ３５６７．２７±１９５．３６△△▲ ８．７２±１．１６△△▲

　Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｗｉｔｈｏｕｔｏｐｅｒａｔｉｏｎｏｆｌｉｖｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ．Ｂ：Ｌｉｖｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，ａｆｔｅｒｄｏｎｏｒｌｉｖｅｒｓｗｅｒｅｐｅｒｓｅｒｖｅｄｆｏｒ２ｈｉｎ４℃

Ｒｉｎｇｅｒ’ｓｌａｃｔａｔｅｓｏｌｕｔｉｏｎ，ｔｈｅｒａｔｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃｌｉｖｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ（ＲＯＬＴ）ｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｕｓｉｎｇｔｈｅｃｕｆｆｔｅｃｈｎｉｑｕｅ．Ｃ１，Ｃ２，Ｃ３：Ｉｓｃｈｅｍｉｃｐｒｅｃｏｎｄｉ

ｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓ，ｔｈｅｇｒａｆｔｓｒｅｃｅｉｖｉｎｇｉｓｃｈｅｍｉｃｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｗｅｒｅｈａｒｖｅｓｔｅｄａｎｄｔｈｅｎｐｅｒｓｅｒｖｅｄｆｏｒ２ｈｉｎ４℃ Ｒｉｎｇｅｒ’ｓｌａｃｔａｔｅｓｏｌｕｔｉｏｎｂｅｆｏｒｅｏｒｔｈｏ

ｔｏｐｉｃｌｉｖｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ．Ｔｈｅｐｏｒｔａｌｖｅｉｎｓａｎｄｈｅｐａｔｉｃａｒｔｅｒｉｅｓｏｆｒａｔｌｉｖｅｒｗｅｒｅｉｎｔｅｒｒｕｐｔｅｄｆｏｒ５ｍｉｎａｎｄｔｈｅｎｒｅｆｌｏｗｗａｓｉｎｉｔｉａｔｅｄｆｏｒａｎｏｔｈｅｒ

５ｍｉｎ，ｗｈｉｃｈｗａｓｒｅｇａｒｄｅｄａｓｏｎｅｃｉｒｃｌｅ．ＴｈｅＣ１，Ｃ２，ａｎｄＣ３ｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏｏｎｅ，ｔｗｏａｎｄｔｈｒｅｅｃｉｒｃｌｅｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｐ＜０．０１ｖｓ

ｇｒｏｕｐＡ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓｇｒｏｕｐＢ；▲Ｐ＜０．０５，▲▲Ｐ＜０．０１ｖｓｇｒｏｕｐＣ２

表２　细胞凋亡指数和Ｂｃｌ２表达结果

Ｔａｂ２　ＡｐｏｐｔｏｔｉｃｉｎｄｅｘａｎｄＢｃｌ２

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｌｉｖｅｒｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
（％，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ａｐｏｐｔｏｔｉｃｉｎｄｅｘ Ｂｃｌ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ａ ６ １．８７±０．６３ ０．１７±０．０５
Ｂ １２ ２２．７８±４．５６ １．１８±０．７６

Ｃ１ １２ １８．３５±３．６６ １．８５±０．８９

Ｃ２ １２ １１．１７±２．０７△△ ２．３５±１．１２△

Ｃ３ １２ ３．６８±１．３７△△▲▲ ５．２６±１．５７△△▲▲

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｇｒｏｕｐＡ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓ

ｇｒｏｕｐＢ；▲▲Ｐ＜０．０１ｖｓｇｒｏｕｐＣ２

２．３　肝组织病理形态学观察

２．３．１　光镜观察　Ａ组肝细胞及肝窦内皮细胞均
正常，肝小叶、中央静脉、汇管区结构清晰（图１Ａ）；Ｂ
组肝小叶中央静脉和肝血窦淤血、狭窄，肝细胞可见
不同程度的肿胀变性（图１Ｂ）；Ｃ３组肝脏淤血较Ｂ
组减轻，肝小叶结构基本正常，汇管区中央静脉结构
正常清晰，无变形，肝窦索结构清晰，肝细胞轻度肿
胀（图１Ｃ）。

图１　各组肝组织病理形态学观察

Ｆｉｇ１　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙｏｆｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ＨＥ）

Ａ：ＮｏｒｍａｌｈｅｐａｔｉｃｃｅｌｌｓｉｎｇｒｏｕｐＡ；Ｂ：ＨｅｐａｔｏｃｅｌｌｕａｒｓｗｏｌｌｅｎａｎｄｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｖａｃｕｏｌｅｓｉｎｇｒｏｕｐＢ；Ｃ：Ｈｅｐａｔｉｃｔｉｓｓｕｅｉｓｂａｓｉｃａｌｌｙｎｏｒｍａｌｉｎ

ｇｒｏｕｐＣ３．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．３．２　透射电镜观察　Ａ组细胞器结构完整，线粒
体排列整齐（图２Ａ）。Ｂ组肝细胞线粒体肿胀，嵴减
少，排列紊乱，胞质疏松，溶酶体增多，核染色体边
聚，细胞膜和核膜变形，可见凋亡细胞及凋亡小体
（图２Ｂ、２Ｃ）。Ｃ３组肝细胞损伤明显减轻，细胞超微
结构形态基本正常，线粒体轻度肿胀，偶见胞质空泡
（图２Ｄ、２Ｅ）。

３　讨　论

　　ＩＲＩ是导致器官移植后脏器失活的重要原因之
一。在移植肝的ＩＲＩ过程中，肝实质细胞和窦内皮
细胞不仅表现为水肿、变性、坏死等改变，同时也存
在显著的细胞凋亡现象［３４］。目前研究［５６］发现，在
供肝获取前，对肝脏ＩＰ可以减轻手术后肝脏组织的
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细胞凋亡，从而减轻移植肝的再灌注损伤。本研究
设计了短时间内对供肝进行多次肝门阻断，然后进
行肝移植的动物模型，通过观察肝移植组术后血清

ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＬＤＨ活性，每分钟胆汁量，并观察了肝
组织的细胞凋亡情况及病理学变化，探讨该设想的
可行性。

图２　各组肝组织超微结构观察

Ｆｉｇ２　ＳＥＭｒｅｓｕｌｔｓｏｆｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓ
Ａ：ＮｏｒｍａｌｈｅｐａｔｉｃｃｅｌｌｓｉｎｇｒｏｕｐＡ；Ｂ：ＨｅｐａｔｏｃｅｌｌｕａｒａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｇｒｏｕｐＢ；Ｃ：ＥｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｇｒｏｕｐＢ；Ｄ：Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｓｗｅｌｌｉｎｇｉｎ

ｇｒｏｕｐＣ３；Ｅ：Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｂｏｒｄｅｒ，ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｖａｃｕｏｌｅｓｉｎｇｒｏｕｐＣ３．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１５０００

　　本研究结果发现，经ＩＰ１、２、３次处理后，随着

ＩＰ次数增加，肝移植大鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＬＤＨ 活
性逐渐递减，细胞凋亡指数亦逐渐降低，肝组织的细
胞结构病理改变也逐渐减轻。实验结果表明，对供
肝进行多次ＩＰ可以明显减轻供肝ＩＲＩ，维持细胞基
本结构和功能稳定，对ＩＲＩ可能导致移植后供肝功
能障碍具有预防作用。但是，对供肝缺血再灌注预
处理的循环次数及其时间有无最佳的选择，在实际
临床工作中是否需要结合患者全身和肝脏的病理情

况进行调整，尚有待于进一步研究探索。

　　目前，ＩＰ对移植肝缺血再灌注损伤的保护机制
尚未完全阐明［６７］。有研究［８］认为，移植肝再灌注
后，Ｂｃｌ２随着时间的延长表达逐渐减低，在手术后

６ｈ，Ｂｃｌ２表达达到最低点。而缺血预处理可以诱
导肝脏组织中的Ｂｃｌ２表达，但是随着缺血时间的延
长，Ｂｃｌ２表达逐渐降低［９］。但对供肝反复进行缺
血再灌注预处理后，移植肝脏的Ｂｃｌ２表达情况缺
乏进一步研究。本研究发现，在正常肝脏组织仅见

Ｂｃｌ２少量表达，在正常肝脏移植后，Ｂｃｌ２表达增
加，其机制可能是肝脏组织自身的保护反应。在ＩＰ
组，Ｂｃｌ２的表达水平随着预处理次数的增加而上
升，提示在肝脏ＩＲＩ的病理过程中，对移植肝缺血预
处理多次的ＩＰ可以诱导Ｂｃｌ２的过表达。Ｂｃｌ２基
因处于细胞凋亡调控的终末部分，是人体内最重要
的凋亡抑制基因，其表达的蛋白能阻止多种因素介
导的凋亡［１０１１］，多次ＩＰ能够上调移植肝Ｂｃｌ２的表
达水平，这可能是其减少细胞凋亡，增强对移植肝保
护作用的重要机制之一。

　　综上所述，在手术前对供肝短时间多次的ＩＰ既

可以避免因缺血时间过长引起的肝细胞损伤，又可以
诱导肝细胞Ｂｃｌ２基因的高表达，从而抑制移植再灌
注后各种病理因素引起的细胞凋亡，可供临床借鉴。
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