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［摘要］　目的：探讨瑞芬太尼预处理对大鼠肝脏缺血再灌注损伤的保护作用。方法：用ＳＤ大鼠制作肝脏缺血再灌注模型，

随机分为缺血再灌注组（Ｉ／Ｒ）、缺血预处理组（ＩＰＣ）、瑞芬太尼预处理组（ＲＰＣ）和假手术组（Ｓｈａｍ），其中ＲＰＣ组又分０．２、１、１０

μｇ·ｋｇ
－１·ｍｉｎ－１共３个剂量亚组（ＲＰＣ１、ＲＰＣ２、ＲＰＣ３）。观察各组肝脏缺血４５ｍｉｎ再灌注２ｈ后血清中丙氨酸转氨酶

（ＡＬＴ）、天冬氨酸转氨酶（ＡＳＴ）水平，肝细胞匀浆中丙二醛（ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）含量及肝组织病理学的改变。并

用ＴＵＮＥＬ染色比较各组肝细胞凋亡情况。结果：Ｉ／Ｒ组、ＲＰＣ１组肝脏缺血再灌注后血清ＡＬＴ、ＡＳＴ含量显著升高，肝细胞

匀浆中 ＭＤＡ含量增高，ＳＯＤ含量降低，肝组织病理学损害明显增加；ＴＵＮＥＬ染色显示存在大量凋亡细胞。而ＩＰＣ、ＲＰＣ２、

ＲＰＣ３组肝脏缺血再灌注后血清ＡＬＴ和ＡＳＴ含量与前二组相比显著降低，肝细胞匀浆中 ＭＤＡ含量减少，ＳＯＤ含量增加，肝

组织病理学损害和凋亡明显减轻；ＴＵＮＥＬ染色显示凋亡细胞明显少于前两组。Ｓｈａｍ组未见明显酶学改变和病理学损害表

现。结论：合适剂量的瑞芬太尼预处理对肝脏缺血再灌注损伤有类似ＩＰＣ的保护作用。
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　　肝脏缺血再灌注（ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，Ｉ／Ｒ）损

伤是一种常见的临床病理生理过程，休克、感染、肝

脏外伤、肝叶切除及肝移植所致的肝脏功能损害、衰

竭均与之有关［１］。缺血预处理和药物预处理肝脏保

护是近１０年来的研究热点之一，其中各种麻醉药的

肝脏保护作用也越来越受到重视。瑞芬太尼是一种

超短效的阿片镇痛药，瑞芬太尼预处理可对心脏Ｉ／Ｒ
损伤产生类似缺血预处理的保护作用，其作用机制

与缺血预处理有许多相同之处［２］。目前认为肝脏非

实质细胞可表达阿片受体，应用阿片肽类物质可减

轻肝脏Ｉ／Ｒ损伤程度［３］，但临床常用阿片类药物能

否减轻肝脏Ｉ／Ｒ损伤尚不清楚。本研究应用大鼠肝

脏Ｉ／Ｒ模型，探讨瑞芬太尼预处理对肝脏Ｉ／Ｒ损伤

的保护作用。

１　材料和方法

１．１　动物分组及处理　雄性ＳＤ大鼠４８只，体质量

２５０～３００ｇ，由第二军医大学实验动物中心提供。

动物分组如下：Ｉ／Ｒ组（ｎ＝８），经大鼠尾静脉用微量
泵给予生理盐水６ｍｌ·ｋｇ－１·ｈ－１，持续给药１５

ｍｉｎ，停药１０ｍｉｎ，然后进行Ｉ／Ｒ；缺血预处理组（ＩＰＣ
组，ｎ＝８），大鼠先行阻断门静脉左、中分支１５ｍｉｎ，
开放１０ｍｉｎ，再行Ｉ／Ｒ；不同剂量瑞芬太尼预处理组

（ＲＰＣ１、ＲＰＣ２、ＲＰＣ３组，ｎ＝８），分别经尾静脉用微
量泵给予瑞芬太尼０．２、１、１０μｇ·ｋｇ

－１·ｍｉｎ－１预处

理，均持续给药１５ｍｉｎ，停药１０ｍｉｎ，然后进行Ｉ／Ｒ；

假手术组（Ｓｈａｍ组，ｎ＝８），与Ｉ／Ｒ组同样给予生理
盐水，只 开 腹 关 腹，但 不 行 肝 脏 缺 血 再 灌 注

操作。　　　　　
１．２　肝脏Ｉ／Ｒ模型的制备　大鼠术前１２ｈ禁食，

自由饮水，腹腔注射３％戊巴比妥钠（３０ｍｇ／ｋｇ）麻

醉，上腹正中切口进腹，分离肝脏周围韧带，暴露肝

门，游离肝门部血管，用小号动脉夹阻断门静脉左、

中分支（约占全肝７０％），完全阻断左、中肝叶血流，

造成左、中肝叶完全缺血，保留右肝叶（约占全肝

３０％）血供，作为门静脉血液回流通道，以防肠道淤

血。阻断１５ｍｉｎ后，开放１０ｍｉｎ（ＩＰＣ组），同时大

鼠尾静脉穿刺置入２４Ｇ套管针，后接微量泵进行预

处理给药，微量泵持续给药１５ｍｉｎ，停止１０ｍｉｎ（Ｉ／Ｒ
组及ＲＰＣ组）。然后肝门部分阻断（左、中）４５ｍｉｎ，

后去除肝门阻断夹，恢复肝脏灌流，再灌注２ｈ后取

标本。

１．３　标本检测及病理学观察　所有动物于实验结

束收集下腔静脉血４ｍｌ，离心析出血清，以日本产

ＯｌｙｍｐｕｓＡＵ２７００型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）含

量。取新鲜肝左叶组织制成１０％肝组织匀浆，用考

马斯亮蓝蛋白定量试剂盒（南京建成生物制剂有限

公司）测定肝组织蛋白含量，并用ＭＤＡ和ＳＯＤ试剂

盒（南京建成生物制剂有限公司）测定肝组织匀浆

ＭＤＡ和ＳＯＤ含量。同时取肝左叶组织置１０％甲醛

溶液中固定，常规切片和 ＨＥ染色，光镜下观察肝

组织病变情况。选取损伤最为明显的再灌注的病理

切片，光镜下评定肝组织损伤分级，其分级标准：０
级，肝小叶、肝细胞、肝细胞索、中央静脉、肝窦均正

常；Ⅰ级，个别肝细胞变性，汇管区少量炎细胞聚集；

Ⅱ级，肝中央静脉、肝窦内淤血及散在肝细胞变性坏

死，肝组织内炎细胞聚集较多，肝小叶结构完整；Ⅲ
级，肝中央静脉、肝窦内淤血及广泛肝细胞变性坏

死，大量炎细胞聚集，部分肝组织结构破坏不完整。

１．４　ＴＵＮＥＬ染色凋亡分析　 大鼠肝脏用４％多

聚甲醛灌注固定后，石蜡包埋并切片，之后进行切片

的预处理、常规脱蜡脱水，ＴＵＮＥＬ染色。ＴＵＮＥＬ
染色试剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司，

按照说明书进行操作，阴性对照以５０μｌ标记液代替

ＴＵＮＥＬ反应混合液。光镜下计数凋亡阳性细胞，

同时观察凋亡细胞形态变化。结果判定标准：在２００
倍高倍视野下，散在分布，胞核染成黄色或黄棕色为

阳性细胞。每例标本随机选取５个视野，计算凋亡

指数（ＡＩ），ＡＩ＝（视野内凋亡肝细胞数／视野内所有

肝细胞数）×１００％。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件，组间

比较采用多组均数比较的方差分析。

２　结　果

２．１　血清转氨酶的变化　Ｉ／Ｒ组缺血再灌注后血

清ＡＬＴ、ＡＳＴ水平比Ｓｈａｍ组明显升高，ＲＰＣ１组与

Ｉ／Ｒ组相比无统计学差异，而 ＲＰＣ２组、ＲＰＣ３组及

ＩＰＣ组较Ｉ／Ｒ 组均明显降低，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５，表１）。

２．２　肝细胞匀浆 ＭＤＡ和ＳＯＤ的变化　Ｉ／Ｒ组缺

血再灌注后肝细胞匀浆 ＭＤＡ水平比Ｓｈａｍ组明显

升高，而ＳＯＤ水平明显降低，ＲＰＣ１组两者水平与

Ｉ／Ｒ组差异无统计学意义，而 ＲＰＣ２组、ＲＰＣ３组及

ＩＰＣ组缺血再灌注后肝细胞匀浆ＭＤＡ水平均比Ｉ／Ｒ
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组明显降低，ＳＯＤ水平均比Ｉ／Ｒ组明显升高，其差异 均有统计学意义（Ｐ＜０．０５，表１）。

表１　各组血清转氨酶及肝组织匀浆中 ＭＤＡ、ＳＯＤ含量的比较

Ｔａｂ１　ＬｅｖｅｌｓｏｆｓｅｒｕｍｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅａｎｄｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＭＤＡａｎｄＳＯＤｉｎｈｅｐａｔｉｃｈｏｍｏｇｅｎａｔｅ
（ｎ＝８，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＡＳＴ
ｚＢ／（ＩＵ·Ｌ－１）

ＡＬＴ
ｚＢ／（ＩＵ·Ｌ－１）

ＭＤＡ
ｍＢ／（ｎｍｏｌ·ｍｇ－１）

ＳＯＤ
ｚＢ／（ｎＵ·ｍｇ－１）

Ｓｈａｍ ２８．３５±２０．２４ ２９．６１±１８．０４ １．１４±０．２８ ９５．６４±４．２０

Ｉ／Ｒ ３３０．３４±９７．５５ ３６４．４５±６０．０１ ６．０５±０．７９ ４２．２５±３．１８

ＩＰＣ ５７．７９±３８．０１△ １４６．９５±４３．７９△ ２．８５±０．４０△ ８１．５０±５．９２△

ＲＰＣ１ ２１５．３４±９７．５５ ２９５．７０±５７．３３ ５．９０±０．６４ ４８．６６±３．９４

ＲＰＣ２ ５７．９９±３２．７５△ １５１．２３±４２．６５△ ３．４８±０．４９△ ９２．９５±４．８８△

ＲＰＣ３ ８３．０９±３８．４３△ １０８．７３±４２．９９△ ２．８８±０．５１△ ９１．２８±３．９１△

　Ｐ＜０．０５ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＩ／Ｒｇｒｏｕｐ

２．３　肝组织病理学改变　Ｉ／Ｒ对照组肝脏再灌注

后２ｈ，肝中央静脉、肝窦内淤血，广泛肝细胞变性坏

死，汇管区大量炎细胞聚集，部分肝组织结构破坏不

完整，肝组织损伤分级Ⅲ级；ＲＰＣ１组再灌注后２ｈ，

主要以肝细胞局灶性及片状坏死为主，汇管区炎细

胞浸润，中性粒细胞为主，部分肝窦扩张、淤血，肝细

胞可见不同程度的水肿变性和空泡状变性，偶尔可

见点状坏死，肝小叶结构不完整，肝组织损伤分级Ⅲ
级；ＲＰＣ２组、ＲＰＣ３组及ＩＰＣ处理组再灌注后２ｈ，

部分肝细胞气球样变，偶可观察到灶性坏死，未见成

片状细胞坏死，肝小叶结构完整，未见显著组织结构

破坏，肝组织损伤分级Ⅰ级；Ｓｈａｍ组未见明显肝细

胞坏死改变，肝小叶及肝细胞索结构完整、未见灶性

坏死，中央静脉、肝窦均正常，肝组织损伤分级０级。

２．４　ＴＵＮＥＬ染色的细胞凋亡情况　Ｉ／Ｒ组［ＡＩ：

（２２．５３±４．８９）％］和 ＲＰＣ１ 组 ［ＡＩ：（２０．５６±

３．７６）％］均可见大量胞核黄染的阳性细胞广泛分布

于肝小叶和汇管区，肝细胞明显凋亡，Ｉ／Ｒ组更明

显。ＩＰＣ组［ＡＩ：（１０．３５±２．３４）％］、ＲＰＣ２组［ＡＩ：

（１４．４７±２．８２）％］及 ＲＰＣ３ 组 ［ＡＩ：（１１．６９±

３．２６）％］可见少量阳性细胞，且较多分布于汇管区，

此３组肝细胞凋亡情况较前两组显著减轻（Ｐ＜
０．０５），Ｓｈａｍ组［ＡＩ：（４．７７±２．３９）％］仅有少量的

凋亡阳性细胞。

３　讨　论

　　缺血预处理是近年来肝保护研究的一个热点，

大量的实验研究证实缺血预处理对心、肝、肺、肾等

大器官具有保护作用，临床应用效果也明确了其应

用的可行性［４５］，但常规使用缺血预处理存在增加手

术操作步骤和术中出血量等不利影响。较之缺血预

处理，阿片类药物预处理同样能保护肝脏，且不存在

增加手术步骤等不良影响。瑞芬太尼是目前唯一一

种通过非特异性的血浆和组织酯酶代谢的阿片类药

物，其镇痛强度约是吗啡的１００倍，已开始在临床广

泛应用。鉴于该药不依赖肝肾代谢，特别适合在肝

脏移植等长时间创伤大的手术麻醉［６］。本研究证实

瑞芬太尼预处理对肝脏缺血再灌注损伤有明显的保

护作用，能够有效减轻肝脏再灌注损伤后肝细胞的

坏死，降低转氨酶水平，减轻过氧化损害，同时减轻

肝细胞凋亡。本研究设立３个剂量组（０．２、１、

１０μｇ·ｋｇ
－１·ｍｉｎ－１），结果证实瑞芬太尼的肝保护

作用具有一定的剂量依赖性。

　　缺血预处理最早由 Ｍｕｒｒｙ等［７］于１９８６年在心

脏缺血再灌注损伤实验中观察到，其对肝脏的保护

作用机制较为复杂，其中非实质细胞较多地参与了

缺血预处理的调控过程：Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞激活核转录因

子κＢ（ＮＦκＢ）及下游信号通路在缺血再灌注损伤的

早期起到了保护作用，而后期则加重了肝损伤［８］；当

然缺血预处理尚通过减少细胞应激产生的活性氧

（ＲＯＳ），稳定细胞内能量平衡及减轻细胞内钙超载

等机制保护肝脏［９］。有关阿片类药物预处理保护重

要脏器的研究，较多集中于心脏和脑缺血再灌注损

伤方面，有研究［１０］表明，阿片类镇痛剂如吗啡、芬太

尼等可以模拟ＩＰＣ的保护作用。阿片类对缺血后心

肌的保护作用不但在对抗缺血后梗死区上与缺血预

处理相似，而且在机制上亦有共同之处，即阿片受体

的激活［１１］。肝细胞虽不表达阿片受体，但 Ｋｕｐｆｆｅｒ
细胞和肝窦内皮细胞等非实质细胞上均存在κ、δ阿

片受体［１２］。Ｙａｍａｎｏｕｃｈｉ等［１３］的研究证实内源性阿
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片肽（脑啡肽）具有抗氧化作用，能够减轻肝脏缺血

再灌注损伤，其机制与减轻 Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞激活ＲＯＳ
有关，相关的信号转导分子为 Ｇ蛋白通道和ＰＫＣ
等，这与Ｚｈａｎｇ等

［１４］等应用瑞芬太尼预处理保护心

脏的机制研究有许多相似之处。本研究将瑞芬太尼

用于肝脏缺血再灌注损伤，发现瑞芬太尼预处理能

起到类似缺血预处理的作用，减轻肝脏缺血再灌注

损伤，但其具体机制尚不清楚。结合以往研究［１１１４］，

推测这一短效阿片受体兴奋剂可能通过与肝脏非实

质细胞膜上的阿片受体结合，从而促发胞内 ＮＦκＢ
及诱导型一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）激活，并减少 ＲＯＳ
的产生。ＮＦκＢ活化可以抗细胞凋亡，ｉＮＯＳ激活后

ＮＯ合成增加，后者有明显的抗缺血再灌注损伤的

作用，而ＲＯＳ减少可直接减轻细胞损伤。

　　本研究从整体动物的水平证实了瑞芬太尼预处

理的肝脏保护作用，由于该药也作用于中枢阿片受

体，因此还不能明确这一保护作用是否通过肝脏组

织内的阿片受体所介导，即不能排除远端预处理

（ｒｅｍｏｔｅｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎ）［１５］参与其中的可能，这是本

研究的一个不足之处，进一步研究可通过离体肝灌

注模型来研究瑞芬太尼在肝脏组织的局部作用。此

外，为进一步明确瑞芬太尼预处理的受体机制，可以

应用μ、κ、δ选择性的阿片受体抑制剂来研究这一效

应的受体分型，其下游的可能信号转导通路也可成

为进一步的研究方向。
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