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内皮素１单抗对肝移植缺血再灌注损伤中
肝细胞凋亡的影响

黄志恒１，王成友１，倪勇１，张敏杰１，陈规划２

（１．广东省深圳市第二人民医院 肝胆外科，广东 深圳５１８０３５；２．中山大学附属第一医院 器官移植中心，广
东 广州 ５１００８０）

　　摘要：目的　探讨细胞凋亡在移植肝缺血再灌注损伤中的作用及内皮素 １（ＥＴ１）单克隆抗体
对细胞凋亡的影响。方法　应用 ＥＴ１单抗灌注移植肝，检测血浆与肝组织中 ＥＴ１，检测肝功能，测

定移植肝组织的 ＭＤＡ及细胞凋亡。结果　移植肝再灌注后血中 ＥＴ１，谷丙转氨酶（ＡＬＴ）和肝组织

中 ＥＴ１与 ＭＤＡ均明显升高，肝细胞凋亡明显增加；应用 ＥＴ１单抗后，血中 ＥＴ１，ＡＬＴ和肝组织中

ＥＴ１及 ＭＤＡ均降低，肝细胞凋亡亦明显减少。结论　ＥＴ１单抗可通过减轻移植肝脂质过氧化反应

的作用，从而减少肝细胞凋亡，起减轻到肝细胞损伤，从而保护移植肝。
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挥重要作用［１］。内皮素 １（ＥＴ１）是一种内皮细

胞分泌的，由 ２１个氨基酸组成的强有力且作用时

间持久的缩血管多肽，是目前所知的最强的缩血

管物质。本实验应用 ＥＴ１单抗灌注移植肝，研究

细胞凋亡在肝移植缺血再灌注损伤中的作用及

ＥＴ１单抗对其影响，报告如下。
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１　材料与方法

１．１　动物与试剂
实验所用 ＳＤ大鼠均为雄性，体重 ２２０～２５０ｇ，

由中山大学实验动物中心提供。

ＥＴ１单抗及试剂盒购自深圳晶美公司；细胞凋
亡试剂盒购自武汉博士德公司；ＭＤＡ试剂盒由南京
建成生物工程研究所提供；谷丙转氨酶（ＡＬＴ）检测
由中山大学附属一院检验科协助完成。

１．２　肝移植动物模型制作及分组
按 Ｋａｍａｄａ［１］方法行双袖套法大鼠原位肝移植

术，即肝上下腔静脉用缝合法吻合，肝下下腔静脉

与门静脉用套管法吻合，胆总管植管套入吻合，肝

动脉结扎不做吻合。热缺血时间为 １５ｍｉｎ，冷缺血
时间为 ４０ｍｉｎ，无肝期为 １８ｍｉｎ。动物随机分为 ３
组：（１）正常对照组（Ａ组），１０只，单纯开腹，游
离肝周韧带，不做肝移植。（２）肝移植组（Ｂ组，４０
只，每时相点 １０只），行同种异体原位肝移植术，
分别于肝移植术后 １ｈ（Ｂ１组），４ｈ（Ｂ２组），１２ｈ
（Ｂ３组）和 ２４ｈ（Ｂ４组）处死动物取材。（３）抗
ＥＴ１抗体组（Ｃ组，１０只），冷灌注液中加入稀释
浓度为 １∶１５×１０３的 ＥＴ１抗体 １ｍＬ，肝移植后 ４ｈ
处死动物取材。

１．３　检测指标与检测方法
１．３．１　血浆 ＥＴ１含量的测定　自下腔静脉采血
约 １ｍＬ，加入 １０μＬ１００ｇ／Ｌ的 ＥＤＴＡ二钠和 ２０μｌ
抑肽酶混匀，４℃３０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，取上清液
于 －７０℃保存。测定前将标本置于冷水中复融，再
次离心，取上清液。按 ＥＴ１试剂盒说明书所述方
法用放射免疫法测定血浆中 ＥＴ１的含量。
１．３．２　肝组织中 ＥＴ１和 ＭＤＡ含量的测定　切取
活肝组织约 ２００ｍｇ，加入 １ｍｏｌ／Ｌ的 ＨＣＬ２ｍＬ碾磨，
随后 １００℃水浴 １０ｍｉｎ，匀浆，４℃ ３０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，取上清液于 －７０℃保存。按 ＥＴ１和 ＭＤＡ
试剂盒说明书所述方法用放射免疫法和硫代巴比

妥酸比色法分别测定肝组织中 ＥＴ１和 ＭＤＡ含量。

１．３．３　肝细胞凋亡的检测　分别取各组实验动
物肝左中叶标本，以质量浓度为 １００ｇ／Ｌ的甲醛固
定，石蜡包埋备用。各组织切片以原位末端标记法

（ＴＵＮＥＬ）行细胞凋亡检测。
１．３．４　血浆 ＡＬＴ测定　自动生化分析仪（ＨＩＴＡ
ＣＨＩ７１７０）测定血浆中 ＡＬＴ含量。
１．３．５　组织学观察　采取新鲜活肝组织，用质量
浓度为 １００ｇ／Ｌ的甲醛溶液固定 ２４ｈ，石蜡包埋，连
续切片，ＨＥ染色，光学显微镜下观察。
１．４　统计学处理

实验所得数据采用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表
示；应用方差分析检验各组方差齐性；组间比较用 ｔ
检验

２　结　果

２．１　血浆和肝组织中各项检测指标含量的变化
２．１．１　血浆 ＥＴ１含量　Ｂ组移植肝再灌注后，血
浆 ＥＴ１迅速升高，４ｈ达高峰，此后逐渐下降，但再
灌注后 ２４ｈ仍维持在较高水平。各时点与 Ａ组相
比，差异均具有极显著性（Ｐ ＜０．０１）；Ｃ组血浆
中 ＥＴ１水平低于 Ｂ２组，差异有极显著性（Ｐ ＜
０．０１）（表 １）。
２．１．２　肝组织中 ＥＴ１含量　移植肝再灌注后，
肝组织中 ＥＴ１明显升高，各时间点检测差异无显
著性。其他各组与 Ａ组相比，差异均有极显著性
（均 Ｐ＜０．０１）。Ｃ组低于 Ｂ２组水平，差异亦具极
显著性（Ｐ＜０．０１）（表 １）。
２．１．３　血中 ＡＬＴ水平　移植肝再灌注后血浆 ＡＬＴ
水平显著升高，与 Ａ组相比，其他各组差异均具极
显著性（Ｐ ＜０．０１）；Ｃ组血中 ＡＬＴ低于 Ｂ２组水
平，差异亦具极显著性（Ｐ＜０．０１）（表 １）。
２．１．４　肝组织中 ＭＤＡ含量　Ｂ组缺血再灌注后，
各时点肝组织中 ＭＤＡ含量明显升高，其他各组与
Ａ组相比差异有极显著性（Ｐ ＜０．０１），Ｃ组肝组
织 ＭＤＡ水平低于 Ｂ２组，差异有显著性（Ｐ＜０．０５）
（表 １）。

表 １　 移植肝再灌注后血浆和／或肝组织中 ＥＴ１，ＡＬＴ，ＨＡ和 ＭＤＡ含量的变化（ｘ±ｓ）

分组 血浆ＥＴ１（ｎｇ／Ｌ） 肝组织ＥＴ１（ｎｇ／ｇ） 血浆ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） 肝组织ＭＤＡ（ｎｍｏｌ／ｇ）

Ａ １．３±０．６ ２．１±１．３ ３４．２±６．５ １９４．０±２４．５

Ｂ１ ２３．０±５．５１） １４．９±３．８１） ４４６．８±６５．４１） ５８４．９±１４３．６１）

Ｂ２ ３５．９±５．５１） １５．３±３．８１） １０１０．８±１９２．４１） ６４９．３±４０．４１）

Ｂ３ ２１．７±５．１１） １６．５±４．２１） ４４４．２±６３．４１） ５００．６±５８．７１）

Ｂ４ ２２．７±５．３１） １７．３±５．０１） １２３７．１±３９５．１１） ４３５．３±４３．９１）

Ｃ １６．４±３．３２） ７．９±２．１２） ２６３．１±４３．１２） ６０１．８±２４．５３）

　　　　注：１）与Ａ组相比Ｐ＜０．０１；２）与Ｂ２组相比Ｐ＜０．０１，３）Ｐ＜０．０５

２１１
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２．２　肝组织病理学变化

Ｂ组肝脏淤血明显，有不同程度的肝细胞肿胀。

肝细胞排列紊乱，细胞浊肿、变性，肝窦变窄并有大

量的中性粒细胞附壁、局部有小叶结构的破坏。其

中 Ｂ２组肝小叶破坏最为严重。Ｃ组肝脏淤血程度

明显减轻，肝细胞轻度水肿，肝窦内渗出较轻，小叶

结构基本完好，炎性细胞浸润减少。

２．３　胞凋亡检测

Ｂ１组即可检获凋亡细胞，Ｂ２组细胞凋亡指数

（ＡＩ）增加，Ｂ３组 ＡＩ显著增加，Ｂ４组 ＡＩ明显降低，

与 Ａ组相比差异均有显著性（Ｐ＜０．０１）。Ｃ组 ＡＩ

较 Ｂ２组显著降低（Ｐ＜０．０１），但与 Ａ组相比则差

异无显著性（Ｐ＞０．０５）（表 ２）。
表 ２　 各组细胞调亡指数（ＡＩ）的变化

分组 ＡＩ（ｘ±ｓ）

Ａ ５．１±１．５

Ｂ１ １２．３±１．８１）

Ｂ２ ３１．２±４．５１）

Ｂ３ ３９．７±４．０１）

Ｂ４ ２５．７±４．７１）

Ｃ ５．６±１．８２）

　　注：１）与Ａ组相比，Ｐ＜０．０１；２）与Ｂ２组相比，Ｐ＜０．０１

３　讨　论

缺血再灌注损伤是肝移植中不可避免的、多因

素参与的复杂病理过程，包括缺血、缺氧所致的肝

细胞损伤。早在 ２０世纪 ７０年代 Ｋｅｒｒ等首先发现

阻断门静脉的小鼠肝脏中存在细胞凋亡现象。这

说明缺血、缺氧可导致肝细胞凋亡。在缺血再灌

注损伤中还包括致凋亡因素肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）

及脂多糖（ＬＰＳ）的作用［２］，故不难理解缺血再灌

注损伤中存在细胞凋亡。

笔者等用 ＴＵＮＥＬ法检测移植肝细胞凋亡，不仅

可以检测到组织学上典型的凋亡细胞，而且可以

检到形态完整而正处于凋亡过程的凋亡细胞［３］。

本实验结果发现肝移植术后再灌注 １ｈ即可检获

移植肝细胞的凋亡，随着再灌注时间的延长，细胞

凋亡增加，至 ４ｈ显著升高，２４ｈ仍维持在高水平。

说明细胞凋亡在肝移植缺血再灌注早期发挥重要

作用。从本实验可见，移植肝再灌注前应用 ＥＴ１

单抗，细胞凋亡指数明显降低，同时肝组织的淤血

和坏死程度明显改善。肝移植后肝细胞凋亡的增

加与 活 性 氧 的 增 加 有 关［４～７］。从 本 实 验 可 以 看

出，应用 ＥＴ１单抗后，脂质过氧化物 ＭＤＡ的生成

明显 降 低，从 而 减 少 了 引 起 细 胞 凋 亡 的 诱 因。

Ｆｅｌｄｍａｎｎ等［８］报道，在人同种异体移植肝短暂再灌

注的凋亡定量分析中，约有 ２０％的肝细胞发生凋

亡。这提示凋亡是一种早期移植物损害的表现。

从本实验结果所示，ＥＴ１单抗可以减轻移植

肝缺血再灌注损伤，可能是 ＥＴ１单抗通过减轻肝

脂质过氧化反应而使肝细胞凋亡减少，从而减轻

肝细胞损伤。本结果为临床上应用 ＥＴ１保护移

植肝提供了实验依据。
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