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　　摘要：目的　探讨二氮嗪（ＤＥ）预处理模拟缺血预处理（ＩＰ）抑制肝缺血再灌注（Ｉ／Ｒ）损伤所致细
胞凋亡的延迟保护（ＤＰ）作用及其可能机制。方法　大鼠随机分为 ５组：ＩＰ组以肝缺血 ５ｍｉｎ作 Ｉ／Ｒ预

处理；ＤＥ组静脉注射 ＤＥ作 Ｉ／Ｒ预处理；ＤＥ＋５ＨＤ组在 ＤＥ组基础上再予静脉注射 ５ＨＤ作预处理；

对照组（Ｃ组）仅以等量生理盐水作预处理；假手术组（Ｓ组）仅行 ２次开腹手术，不作其他处理。４个

预处理组均在 ２４ｈ后行肝缺血 １ｈ再灌注 ３ｈ。切取肝组织用免疫组化法检测 Ｂｃｌ２蛋白表达及用

ＴＵＮＥＬ法检测肝细胞凋亡，并观察显微结构变化。结果　 Ｃ组肝细胞凋亡指数（ＡＩ）明显高于 Ｓ组

（Ｐ＜０．０１），光镜与电镜下肝脏结构损伤明显；ＩＰ组与 ＤＥ组 Ｂｃｌ２蛋白表达指数（ＢＩ）高于 Ｃ组

（Ｐ＜０．０１），ＡＩ明显低于 Ｃ组 （Ｐ＜０．０５），组织损伤也轻于 Ｃ组；而 ＤＥ＋５ＨＤ组 ＢＩ低 于 ＤＥ组

（Ｐ＜０．０１），ＡＩ则高于 ＤＥ组（Ｐ＜０．０５）。结论　使用 ＤＥ预处理能模拟 ＩＰ抗大鼠 Ｉ／Ｒ损伤所致肝细

胞凋亡的 ＤＰ作用，可能系通过诱导肝细胞 Ｂｃｌ２蛋白表达上调而发挥抗凋亡作用。
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　　肝脏的缺血／再灌注（Ｉ／Ｒ）损伤常是临床上
造成术后肝衰竭或移植肝无功能的主要原因之

一。如何有效地预防或减轻肝脏 Ｉ／Ｒ损伤一直是
肝脏外科的重要研究课题。缺血预处理（ＩＰ）是
一种能通过触发机体组织内源性抗损伤机制而发

挥抗肝脏 Ｉ／Ｒ损伤的方法；它不但存在即时的早
期保护（ｅａｒｌｙｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ，ＥＰ）作用，而且 ２４ｈ后还
具有延迟保护（ｄｅｌａｙｅｄｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ，ＤＰ）作用［１－４］。

由于临床进行 ＩＰ方法上受到一定限制，因而近年
采用药物模拟 ＩＰ以实现其保护作用。药物预处
理渐成为研究重点之一。ＩＰ具有抑制肝 Ｉ／Ｒ损
伤所致细胞凋亡的 ＤＰ作用，本研究旨在探讨二氮
嗪（ｄｉａｚｏｘｉｄｅ，ＤＥ）是否能够模拟这种作用及其可
能机制，为临床药物预处理防治肝脏 Ｉ／Ｒ损伤提
供实验依据。

１　材料和方法

１．１　材料
健康雄性 ＳＤ大鼠 ４０只，体重 ２５０～２８０ｇ，购

于徐州医学院实验动物中心。线粒体 ＡＴＰ敏感性
钾 通 道 （ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＡＴＰｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ
ｃｈａｎｎｅｌｓ，ｍｉｔｏＫＡＴＰ通道）选择性开放剂 ＤＥ及阻滞
剂 ５ＨＤ购于 Ｓｉｇｍａ公司。Ｂｃｌ２抗体（浓缩型，兔
来源）购于 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。过氧化物酶标记的链
霉卵白素（ＳＰ）免疫组织化学试剂盒及 ＴＵＮＥＬ试
剂盒购于北京中山生物工程公司。

１．２　动物模型制备及分组
大鼠术前禁食 １２ｈ，自由饮水，２０％乌拉坦

腹腔注射（１ｇ／ｋｇ）麻醉，取正中切口入腹。按文
献［５］的方法建立大鼠肝脏部分 Ｉ／Ｒ模型：用小号
无损伤血管夹夹闭肝左中叶肝蒂，造成约 ７０％的
肝脏热缺血。

将大鼠随机分成 ５组，每组 ８只。（１）ＩＰ组：
阻断肝左中叶入肝血流 ５ｍｉｎ后开放，２４ｈ后再开
腹重新阻断 １ｈ后再灌注 ３ｈ。（２）ＤＥ组：使用微
量注射泵经大鼠门静脉注入 ＤＥ（５ｍｇ／ｋｇ，按每

８０ｍｇ溶解于 ５ｍＬ０．１ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＯＨ溶液中，再
用蒸馏水稀释成 ４０ｍＬ［６］），时间为 １０ｍｉｎ，２４ｈ后
处理同 ＩＰ组。（３）ＤＥ＋５ＨＤ组：注射 ＤＥ之前静
脉注射５ＨＤ（５ｍｇ／ｋｇ，按每８０ｍｇ溶于 ８０ｍＬ生理
盐水［６］），时间为 １０ｍｉｎ，余同 ＤＥ组。（４）对照组
（Ｃ组）：等量生理盐水同法注射，２４ｈ后处理与
ＩＰ组。（５）假手术组（Ｓ组）：仅行同样时间的
２次麻醉开腹，分离肝蒂，不进一步处理。
１．３　指标测定

各组大鼠在 ２次麻醉开腹完成预定实验操作
后即刻取材。

１．３．１　 标本制备 　 切取各组大 鼠肝中叶 约
１．０ｃｍ×０．５ｃｍ×０．２ｃｍ组织块，１０％中性甲醛固定，
制成石蜡包块，切片（５μｍ）。切取 Ｓ组，Ｉ／Ｒ组，
ＩＰ组和 ＤＥ组大鼠肝左叶约 １ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ组
织块，４％戊二醛固定，备用于电镜观察。
１．３．２　Ｂｃｌ２蛋白检测　采用三步法 ＳＰ免疫组
化染色。步骤按说明书进行。使用 ＤＡＢ显色试
剂盒显色，苏木素复染。阴性对照用磷酸盐缓冲

液代替一抗。结果判断：光镜下（×４００），胞浆呈
棕色为蛋白表达阳性。随机选择 ５个视野，计算
肝细胞 Ｂｃｌ２蛋白表达指数 ＢＩ（ＢＩ＝阳性细胞数／
所计细胞数 ×１００％）。
１．３．３　凋亡细胞检测　采用原位末端标记法
（ＴＵＮＥＬ）显示凋亡细胞。各组随机选取 ６只。具
体步骤按说明书进行。结果判断：细胞核染成棕

黄 色 的 为 凋 亡 阳 性 细 胞。每 张 切 片 光 镜 下

（×４００）随 机 选 择 １０个 区 域，计 算 出 肝 细 胞
ＴＵＮＥＬ标记阳性率，即凋亡指数 ＡＩ（ＡＩ＝阳性细
胞数／所计细胞数 ×１００％）。
１．３．４　肝组织学检查　石蜡切片苏木素—伊红
染色，光镜观察显微结构变化。电镜标本按以下

步骤处理：锇酸后固定 ２ｈ；乙醇丙酮依次梯度脱
水，每级 １０ｍｉｎ；丙酮环氧树脂混合液浸泡；纯环
氧树脂包埋液浸泡 ３ｈ；环氧树脂液包埋聚合成块；
修块，超薄切片；铅铀双重染色，透射电镜观察。

９４２
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１．４　统计学处理

结 果 以 均 值 ±标 准 差 （ｘ±ｓ）表 示。用

ＳＰＳＳ１１．５统计软件进行单因素方差分析。各实验

组间的两两比较采用 ｑ检验。检验水准α＝０．０５。

２　 结　果

２．１　肝细胞 Ｂｃｌ２蛋白表达指数（ＢＩ）

ＩＰ组与 ＤＥ组中肝细胞 ＢＩ值均明显高于 Ｓ

组、Ｃ组和 ＤＥ＋５ＨＤ组均（Ｐ＜０．０１）；ＩＰ组和

ＤＥ组无显著差异（Ｐ＞０．０５）（表 １）（图 １）。

表 １　各组肝细胞 ＢＩ值（ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＢＩ（％）

Ｓ ８ １０．１３±３．９４１），２）

Ｃ ８ ８．１２±２．４２１），２）

ＩＰ ８ ２６．７５±６．５６

ＤＥ ８ ２２．５０±６．５０

ＤＥ＋５ＨＤ ８ ６．７５±２．１２１），２）

　　注：１）与ＩＰ组比较，Ｐ＜０．０１；２）与ＤＥ组比较，Ｐ＜０．０１

! " #

图１　肝细胞胞浆染成棕黄色的为Ｂｃｌ２蛋白表达阳性（ＳＰ×４００）　Ａ：ＩＰＣ组；Ｂ：ＤＥ组；Ｃ：ＤＥ＋５ＨＤ组

２．２　肝细胞凋亡指数（ＡＩ）
Ｃ组 ＡＩ值明显高于 Ｓ组（Ｐ＜０．０１）；ＩＰ组与

ＤＥ组的 ＡＩ值均明显低于 Ｃ组（Ｐ＜０．０５），但仍

高于 Ｓ组（Ｐ＜０．０１）；ＤＥ＋５ＨＤ组的 ＡＩ值高于

ＤＥ组和 ＩＰ组（均 Ｐ＜０．０５）（表 ２）。

表２　各组肝细胞ＡＩ值（ｘ±ｓ）

组别 Ｎ ＡＩ（％）

Ｓ ６ ０．４８±０．１６

Ｃ ６ ９．６９±２．２１１），２），３）

ＩＰ ６ ４．６０±０．８９１）

ＤＥ ６ ４．９０±０．９８１）

ＤＥ＋５ＨＤ ６ ８．７９±１．９０１），２），３）

　　注：１）与Ｓ组比较，Ｐ＜０．０１；２）与ＩＰ组比较，Ｐ＜０．０５；３）与ＤＥ

组比较，Ｐ＜０．０５

２．３　肝组织的结构改变
２．３．１　光镜下所见　Ｓ组肝小叶、中央静脉、汇

管区结构清晰，无明显炎性细胞浸润。Ｃ组肝细

胞、窦内皮细胞肿胀，水肿变性，肝窦淤血明显，

窦索结构紊乱，炎症细胞浸润。中央静脉部分内

皮剥脱，周围部分肝细胞空泡样改变，肝小叶内

及靠近汇管区内可见多发性灶性坏死。ＩＰ组肝

细胞损伤明显轻于 Ｃ组，肝汇管区中央静脉结构

基本正常，无明显变形；肝窦索结构清晰，肝细胞

轻度肿胀，无明显坏死。ＤＥ组与 ＩＰ组相似，但肝

细胞肿胀比后者稍明显。ＤＥ＋５ＨＤ组细胞损伤

明显重于 ＤＥ组（图 ２）。

! " #

图２　肝组织学光镜下结构改变（ＨＥ×４００）　Ａ：ＩＰ组；Ｂ：ＤＥ组；Ｃ：ＤＥ＋５ＨＤ组

０５２
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２．３．２　电镜超微结构　Ｓ组细胞核膜完整，核
仁清楚，染色质分布均匀，线粒体呈圆形或椭圆

形整齐排列，无肿胀，线粒体膜完整，嵴呈同心圆

或纵形排列，嵴密集清晰。Ｃ组 ＩＰ组及 ＤＥ组均
出现凋亡细胞。Ｃ组核膜增厚，染色质边集，凋亡
细胞染色质固缩并凝结成块。线粒体排列紊乱，

损伤严重，肿胀，膜模糊不清，部分膜破裂，嵴明

显疏松溶解或断裂，基质大量空泡形成。ＩＰ组细
胞核及线粒体结构基本正常，线粒体电子密度增

高，可见基质容积有一定程度的增加。ＤＥ组线
粒体结构基本正常，排列整齐，膜基本完整，嵴密

集，基质容积轻度增加，无空泡形成（图 ３）。

!" # $

图３　肝组织学电镜下结构改变　Ａ：Ｓ组（×５０００）；Ｂ：Ｃ组（×２００００）；Ｃ：ＩＰ组（×２００００）；Ｄ：ＤＥ组（×２００００）

３　讨　论

ＩＰ的目的是预先给器官组织 １次或多次短

暂 Ｉ／Ｒ之后，能增强其对随后较长时间的缺血产

生显著的耐受性。该现象首先由 Ｍｕｒｒｙ等［１］在心

脏实验中发现并命名。ＩＰ对缺血心肌保护具有

时相性，即 ＥＰ作用在 ＩＰ后数分钟形成，并维持

２～３ｈ后消失，ＤＰ作用在 ＩＰ之后 ２４ｈ出现并可持

续 ３～４ｄ。后者时间较长，且可通过药物激发并

维持［２］。研究［７－８］表明，ＩＰＣ对正常肝与硬化肝的

Ｉ／Ｒ损伤均具有明显的 ＥＰ作用。本课题前期实

验［４］显示，使用 ＤＥ预处理能模拟出 ＩＰＣ对大鼠肝

脏 Ｉ／Ｒ损伤的 ＤＰ作用，表现为提高肝脏抗氧化

能力，改善肝组织微循环，减轻肝脏水肿。

凋亡是造成肝脏 Ｉ／Ｒ后肝细胞死亡的方式之

一［７］，多发生在再灌注后早期，其程度与 Ｉ／Ｒ损

伤的生物化学及病理学变化呈正相关［９］。肝脏及

心肌 ＩＰ的 ＥＰ作用能上调 Ｂｃｌ２蛋白的表达，起

抗凋亡的作用。使用 ＤＥ对心肌进行预处理具有

抗凋亡的 ＤＰ作用［２］。至于 ＤＥ在肝脏是否有相

似的 ＤＰ作用目前尚未见有关报道。

本实验结果显示 ＩＰ对大鼠肝脏的 Ｉ／Ｒ损伤

具有明显抗调亡的 ＤＰ作用，具体表现在肝细胞

凋亡 抑 制 蛋 白 Ｂｃｌ２表 达 明 显 高 于 对 照 组

（Ｐ＜０．０１），ＡＩ值明显低于对照组（Ｐ＜０．０５）。

说明 Ｂｃｌ２蛋白被 ＩＰ激发表达，抑制和减少了

Ｉ／Ｒ损伤所诱发的肝细胞凋亡。ＤＥ预处理同样

能显示出这种抗凋亡作用，而使用 ｍｉｔｏＫＡＴＰ通道

特异性阻滞剂 ５ＨＤ可阻断 ＤＥ的保护效应。结

合组织学检查发现，光镜下 ＩＰ组和 ＤＥ组肝细胞

损害 明 显 轻 于 Ｃ组，ＤＥ＋５ＨＤ组 明 显 重 于

ＤＥ组。电镜下 Ｃ组、ＩＰ组和 ＤＥ组均发现凋亡细

胞，但 Ｃ组中肝细胞超微结构有不可逆损害，

ＩＰ组和 ＤＥ组肝细胞超微结构损害相对较轻，尤

其是线粒体保存基本完好。上述结果表明 ＩＰ及

ＤＥ对 Ｉ／Ｒ损伤有 ＤＰ作用，ｍｉｔｏＫＡＴＰ通道的开放

参与了 ＩＰＣ的 ＤＰ作用。ＩＰ组 ＡＩ值低于 Ｃ组

（Ｐ＜０．０５），ＩＰ组 和 Ｃ组 ＡＩ值 明 显 高 于 Ｓ组

（Ｐ＜０．０１），表明细胞凋亡主要为 Ｉ／Ｒ损伤所引

起，而非单纯手术创伤所致。

ｂｃｌ２家族是最先被注意到与细胞凋亡有密

切关系的基因之一。若 Ｂｃｌ２蛋白表达降低，会

导致肝细胞在 Ｉ／Ｒ后出现凋亡［１０］。其可能的作

用途径有［１１－１２］：（１）通过作用于线粒体，阻断凋

亡诱导因子参与 Ｃａｓｐａｓｅ３活化的 Ｃｙｔｃ释放，或通

过阻止促凋亡基因信号传递，发挥阻止细胞凋亡

程序启动的作用；（２）抑制氧自由基的氧化作用，

从而抑制凋亡；（３）通过促进 ＮＦκＢ的抑制物

ＩκＢ的降解而活化具有抗凋亡作用的 ＮＦκＢ信

号转导通路。（４）与 Ｂａｘ蛋白形成二聚体，阻止

其诱导的凋亡。

本实验中 Ｂｃｌ２蛋白表达 Ｓ组与 Ｃ组无显著

性差异（Ｐ＞０．０５）。但为何 Ｃ组 ＡＩ值高于Ｓ组？

可能与 Ｉ／Ｒ过程中同时还有其他凋亡相关蛋白

１５２
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存在并起作用有关。ＩＰ抗肝脏 Ｉ／Ｒ损伤的 ＤＰ机

制比较复杂，可能有多种因素参与或介导这一作

用过程。其确切的分子机制尚待深入研究。

ＤＥ又名降压嗪，是已知的抗高血压药物，来

源和使用较方便。该药对肝脏 Ｉ／Ｒ损伤的 ＤＰ作

用［４］可望为临床进行药物预处理防治肝 Ｉ／Ｒ损

伤提供一种新的思路。
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