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　　摘要：目的　研究大鼠肝移植术后早期一氧化氮（ＮＯ）／内皮素（ＥＴ）平衡关系的改变，探讨其
与肝功能的相关性，观察前列腺素 Ｅ１（ＰＧＥ１）的干预作用。方法　大鼠随机分为 ４组（各组 ｎ＝８）：

（１）正常对照组（Ａ组）；（２）手术对照组（Ｂ组）；（３）实验组（Ｃ组）；（４）ＰＧＥ１干预组（Ｄ组）。采用

“双袖套法”建立肝移植模型。检测和比较受体术后 ６ｈ血液 ＡＬＴ，ＡＳＴ，ＮＯ和 ＥＴ水平，观察肝脏组织

学改变。结果　术后 ６ｈＢ，Ｄ组全部存活（１００％），Ｃ组存活 ５只（６２．５％）。与 Ｃ组比较，Ｄ组

ＡＬＴ，ＡＳＴ，ＥＴ明显降低（Ｐ＜０．０５），ＮＯ明显升高（Ｐ ＜０．０５）。ＮＯ，ＥＴ及 ＮＯ／ＥＴ值与 ＡＬＴ呈现明

显的相关性（依次为 ｒ＝－０．６８１，０．７９３和 －０．７３２）。Ｃ组肝脏见明显的组织学损害，Ｂ，Ｄ组组织

结构基本保存完好。结论　肝移植术后早期血液 ＮＯ，ＥＴ水平及 ＮＯ／ＥＴ比例关系，较好地反映了肝

脏内皮细胞的功能状况。ＰＧＥ１可减轻肝血窦内皮细胞的损害，保护了移植肝功能。
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　　移植肝再灌注过程会造成一定程度的移植物

功能损伤，其机制还不完全清楚，可能涉及肝移植

全过程和多方面的分子细胞学机制。最近的研究

表明，微循环紊乱是影响再灌注早期肝功能的主要

因素之一。本实验建立大鼠休克性供体原位肝移

植 模 型 （ｒａｔｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃ ｌｉｖｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ，

ＲＯＬＴ），研究术后早期血液中血管舒张因子一氧化

氮（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ，ＮＯ）和血管收缩因子内皮素（ｅｎｄｏ

ｔｈｅｌｉｎ，ＥＴ）水平及其比例关系的改变，探讨其与肝

功能的相关性，以及前列腺素 Ｅ１（ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＥ１，

ＰＧＥ１）的保护作用。

１　材料和方法

１．１　实验动物及分组

一级 Ｗｉｓｔａｒ封闭群大鼠（四川大学华西医学院

实验动物中心提供）５６只，体重（２８０±２０）ｇ，雌雄

不限，标准颗粒饲料、清洁级环境分笼喂养。其中

８只作为正常对照组（Ａ组），余 ４８只随机分为 ３

组，每组 １６只，各组内随机组合为 ８对，以体重较

轻者为供体进行 ２４次 ＲＯＬＴ。Ｂ组（无特别说明均

指受体，下同）为正常供体肝移植对照组；Ｃ组为休

克性供体肝移植实验组；Ｄ组为给予 ＰＧＥ１的休克

性供体肝移植组。各亚组动物 ８只。

１．２　主要设备和试剂

显微外科手术器械包（上海医疗器械有限公

司）。ＸＴＳ４Ｂ型手术显微镜（镇江光学仪器厂）。

双通道生理压力记录仪（复旦大学电子工程系）。

３６００型微量麻醉泵（英国 Ｇｒａｓｅｂｙ公司）。７０６０型

全自动生化分析仪（日本日立电器公司）。７２２型

光栅分光光度计（上海精密科学仪器有限公司）。

ＣＧ１２００型 γ放射免疫计数仪（中国科技大学中佳

光电公 司）。ＰＧＥ１ 针 剂 （白 求 恩 医 科 大 学 制 药

厂）。ＮＯ检测试剂盒（南京建成生物工程公司）。

ＥＴ放射免疫检测试剂盒（北京东亚免疫技术研究

所）。

１．３　移植模型制作

参照 Ｋａｍａｄａ等［１］创立的“袖套法”建立“双袖

套法”ＲＯＬＴ模型，并作以下处理：各移植组供体以

２２Ｇ静脉留置针行右颈外静脉插管备补液；左髂总

动脉插管接三通开关备放血制作休克模型、监测平

均动脉压（ＭＡＰ）和灌注供肝；受体只行右颈外静脉

插管备补液。Ｃ，Ｄ组供体经放血控制 ＭＡＰ４０～

４５ｍｍＨｇ（１ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ）３０ｍｉｎ后，以 ４℃含

肝素 １２．５Ｕ／ｍｌ乳酸钠平衡盐液于 ８０ｃｍ高度经动

脉重力灌注供肝。Ｄ组供体制作休克模型同时开

始输入含 ＰＧＥ１１μｇ／ｍｌ平衡盐液，先快速泵入负荷

量 ２μｇ／ｋｇ，继之以 ０．２μｇ／（ｋｇ·ｍｉｎ）量持续输

入，容量速度 ３ｍｌ／ｈ。切取供肝后以 ４℃ 含 ＰＧＥ１
１μｇ／ｍｌ平衡盐液置换出肝内的冷灌注液；受体无

肝期开始同供体一样输入含 ＰＧＥ１１μｇ／ｍｌ平衡盐

溶液，持续至无肝期后 １ｈ。Ｃ组供、受体围手术期

补充平衡盐液，方法同 Ｄ组供、受体。Ｂ组供、受体

静脉插管不补充任何液体。各组受体术毕经尾静

脉补充生理盐水 ２ｍｌ，并保温至复苏。供、受体术

前均禁食 １２ｈ，不禁水，术前 ３０ｍｉｎ肌内注射阿托

品 ０．０３ｍｇ。供体以氯胺酮 ７０～１００ｍｇ／ｋｇ腹腔注

射麻醉，受体行开放性乙醚吸入麻醉。清洁手术。

单人裸眼操作，必要时借助手术显微镜。

１．４　观测指标和统计学处理

观察各移植组术后一般情况。Ｂ，Ｃ，Ｄ组于术

后 ６ｈ处死（或自然死亡时）取血。生化分析仪检

测血清谷丙转氨酶（ＡＬＴ）、谷草转氨酶（ＡＳＴ）；比

色法检测血清 ＮＯ，放射免疫法检测血浆 ＥＴ，均参

照试剂盒说明进行。取肝中叶组织作 ＨＥ染色常规

病理学观察。所有计量资料以均数 ±标准差（ｘ±

ｓ）表示。统计分析使用单因素方差分析和 ｑ检验，

Ｐ＜０．０５为组间差别具有显著性意义。并行 ＮＯ，

ＥＴ和 ＮＯ／ＥＴ值与 ＡＬＴ的相关性分析。

２　结　果

２．１　一般情况

各移植组供肝冷保存时间和无肝期相近，总均

值为（２．０±０．５）ｈ和（１５．０±３．０）ｍｉｎ。Ｂ，Ｄ组

术后 ６ｈ全部存活（８／８），成活率 １００％。Ｃ组术后

００２
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６ｈ存活 ５只（５／８），成活率 ６２．５％；３只早期死亡

受体包括：１只死于无肝期后心跳骤停，另 ２只术

后 ２ｈ和 ３ｈ死于原发性移植肝无功能。术后 Ｂ，Ｄ

组苏醒迅速，醒后即可自行翻身走动；Ｃ组苏醒延

迟或不能完全苏醒。无肝期结束恢复门静脉血供

后，Ｂ，Ｄ组肝 脏复色均匀红润，发绀时间短，为

（４．０±１．０）ｍｉｎ和（３．６±１．５）ｍｉｎ，很快即可见金

黄色胆汁流出，肝包膜渗出少；Ｃ组复色差，发绀时

间长，存活者为（７．０±２．０）ｍｉｎ，早期死亡者肝脏

呈持续紫绀状态，肝脏灌注不均匀，胆汁分泌少，颜

色浅淡，肝包膜渗液较多。

２．２　血液学检查结果

与 Ａ组比较，Ｂ，Ｃ，Ｄ３组 ＡＬＴ，ＡＳＴ，ＥＴ均明显

升高（Ｐ ＜０．０５）；Ｂ，Ｃ组 ＮＯ明 显 降 低 （Ｐ ＜

０．０５），但 Ｄ组 ＮＯ与 Ａ组无明显差异。与 Ｃ组相

比，Ｄ组 ＡＬＴ，ＡＳＴ，ＥＴ明显降低（Ｐ ＜０．０５），ＮＯ

明显升高（Ｐ ＜０．０５）；Ｂ，Ｄ组各项指标值接近

（表 １）。

表 １　 ＡＬＴ，ＬＤＨ，ＭＤＡ，ＮＯ，ＥＴ和 ＮＯ／ＥＴ值结果

组别 ｎ ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ） ＮＯ（μｍｏｌ／Ｌ） ＥＴ（ｐｇ／ｍｌ） ＮＯ／ＥＴ值

Ａ ８ ９６．５３±２７．５５ １９８．２０±３８．３９ ３５．２６±８．５２ ２１９．８０±２４．７９ ０．１６４４±０．０５０６

Ｂ ８ ７９９．０６±３２５．３１１） ８７８．１４±３４４．０３１） ２０．５６±８．３９１） ３１０．１８±２４．６７１） ０．０６７２±０．０３０５１）

Ｃ ８ １９６１．３５±６２７．２１１）２） １６４７．５０±６２１．６９１）２） １５．３７±５．７１１） ３７８．７７±３１．１７１）２） ０．０４１７±０．０１９４１）

Ｄ ８ ９０６．２５±３６７．５２１）３） ８４９．２５±４２４．９５１）３） ２９．５５±１４．２２３） ３４０．７１±５０．４２１）３） ０．０９０９±０．０５９１１）３）

　　注：１）与Ａ组比较，Ｐ＜０．０５；２）与Ｂ组比较，Ｐ＜０．０５；３）与Ｃ组比较，Ｐ＜０．０５

２．３　常规病理学检查结果

肝组织病理切片见：Ｂ组肝细胞稍肿胀，肝血

窦间隙变窄，肝实质内偶见中性粒细胞；Ｃ组肝血

窦间隙明显狭窄，部分呈闭塞状态，中央静脉淤血，

肝实质片状坏死，有较多中性粒细胞浸润；Ｄ组镜

下改变近似于 Ｂ组，有时见肝细胞点状坏死。

２．４　ＮＯ，ＥＴ，ＮＯ／ＥＴ值与 ＡＬＴ相关性分析结果

结果示 ＮＯ，ＥＴ，ＮＯ／ＥＴ值与 ＡＬＴ均呈现明显的

相关性（表 ２）。

表 ２　 ＮＯ，ＥＴ，ＮＯ／ＥＴ值与 ＡＬＴ值相关性分析结果

相关分析指标 ｒ值 Ｐ值

ＮＯ与ＡＬＴ －０．６８１ ＜０．００１

ＥＴ与ＡＬＴ ０．７９３ ＜０．００１

ＮＯ／ＥＴ值与ＡＬＴ －０．７３２ ＜０．００１

３　讨　论

肝血窦内皮细胞是移植肝再灌注过程的第一

道屏障，内皮细胞损害不仅是再灌注损伤的结果，

其引起的微循环障碍又成为移植肝损伤加重的中

介环节。探讨可靠的微循环和内皮细胞功能状态

评价方法，研究其与移植肝功能的相关性，进行有

效的保护性干预，是肝移植的重要研究课题。

研究［２］表明，肝脏再灌注期间产生的结构型

ＮＯ对组织起保护作用，并没有有害的诱导型 ＮＯ合

成。ＥＴ由血管内皮细胞合成，有三种异构体，其中

ＥＴ１是现知体内最强的缩血管物质。再灌注后产

生的氧自由基使肝脏 ＥＴ合成与释放增加，而移植

肝对其清除能力不足，肝星形细胞 ＥＴ受体表达上

调，使肝脏血管系统对 ＥＴ的收缩反应性增强［３］。

ＥＴ与其受体结合后，能引起肝血窦前、后微血管和

肝血窦本身收缩，还可增加肝实质内中性粒细胞浸

润［４］。

移植肝复流后的微循环障碍可表现为“无复流

（ｎｏｒｅｆｌｏｗ）”现 象 或 “复 流 奇 相 （ｔｈｅｒｅｆｌｏｗ ｐａｒａ

ｄｏｘ）”。二者与肝血窦内皮细胞功能状态和 ＮＯ／

ＥＴ的比例紧密相关。抑制 ＮＯ合成，可明显加重移

植肝再灌注损伤［５］；而拮抗 ＥＴ作用，则可明显减

轻肝脏的微循环紊乱［６］，表现为肝血窦直径基本恢

复，血流阻力下降，白细胞滞留减少，肝功能恢复。

本实验中再灌注 ６ｈ各移植组血清 ＮＯ均降低，

ＥＴ升高。Ｍｅｈｒａｂｉ等［７］发现在组织乏氧性改变的病

理过程中，ＥＴ表达释放增加。移植肝再灌注后早

期，由于肝血窦内皮细胞功能障碍、能源物质和代
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谢底物缺乏，ＮＯ的合成与释放不能很快增加，使二

者的不平衡关系继续保持。结果肝血窦微循环持

续收缩，使肝组织仍处于相对缺血、缺氧状态。血

清 ＥＴ含量与肝功能恢复呈负相关，ＮＯ／ＥＴ值体现

了二者相对关系的改变，较单一指标更能反映移植

后早期肝血窦内皮细胞损伤的情况，与 ＡＬＴ有较好

的相关性，故可作为一个有价值的监测指标。

Ｉｔａｓａｋａ等［８］认为 ＰＧＥ１对移植肝再灌注早期微

循环障碍和肝功能的保护作用主要是通过保护内

皮细胞而间接实现的。给予 ＰＧＥ１的实验组，ＡＬＴ，

ＡＳＴ及 ＥＴ均较实验对照组显著降低（Ｐ ＜０．０５），

ＮＯ和 ＮＯ／ＥＴ值较实验对照组升高（Ｐ ＜０．０５）。

ＰＧＥ１提高内源性 ＮＯ含量的分子机制还不清楚，可

能也是其内皮保护作用的间接结果。ＰＧＥ１抑制了

肝脏缺血和再灌注期间氧自由基和肿瘤坏死因子

介导的 ＥＴ过度表达，从而维持了近于正常的 ＮＯ／

ＥＴ平衡关系。ＮＯ与 ＥＴ的半衰期极短，更可能作

为一种局部的调节因子，维持肝血窦腔隙的相对口

径［９］。ＰＧＥ１可改善微循环，抑制微血栓形成，有较

好的保护内皮细胞和肝功能的作用。
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第二届全国普通外科主任论坛会议征文通知

首届全国普通外科主任论坛以其新颖的内容获得了巨大成功，受到与会者的高度评价。会议期间成立了全国普

通外科主任联谊会，并决定 ２００４年 １２月上旬在武汉召开第二届全国普通外科主任论坛。会议将由裘法祖院士任名

誉主席，吴孟超、刘允怡、汤钊猷、黎介寿、黄志强和郑树森等六位院士以及黄洁夫副部长、陈汉教授任顾问。全国普

通外科主任联谊会会长冷希圣教授任大会主席，常务副会长陈孝平教授任大会执行主席。

本次会议特邀请国内外著名专家对普通外科领域的前沿问题、有争议的问题进行综述、评点，介绍普通外科疾病

的新进展、新技术，同时仍将邀请专家介绍外科行政管理、学科建设、课题申报、论文（特别是英文）撰写及投稿技巧、

医疗纠纷防范与处理的经验。

欢迎各位同道就上述领域撰稿。稿件要求寄全文及 ５００～８００字论文摘要，同时寄论文的软盘一份或发电子邮

件。截稿日期 ２００４年 ８月 ３０日。稿件请寄：武汉华中科技大学同济医院肝胆胰外科研究所　陈孝平所长或黄志勇

副所长收，邮编：４３００３０；联系电话：０２７－８３６６２５９９；Ｅｍａｉｌ：Ｃｈｅｎｘｐ＿５３＠１６３．ｃｏｍ

全国普通外科主任联谊会

中华外科学会肝脏学组　
２００４年 ２月 １６日
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