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肝糖原贮备的变化对热缺血再灌注期大鼠肝

储备功能的影响
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　　摘要：目的　探讨增加肝糖原贮备对肝缺血再灌注损伤的保护作用。方法　建立大鼠肝热缺血
再灌注模型。动物分组：（１）Ｈ组，于缺血前 ２４ｈ尾静脉注射 ２５％葡萄糖（２ｍＬ／只，１次／６ｈ）；（２）Ｌ

组，缺血前禁食 ２４ｈ，饮水不限；（３）缺血再灌注对照组（Ｃ组），建模前不注射葡萄糖，亦不禁食；

（４）假手术对照组（Ｎ组）。Ｈ，Ｌ，Ｃ组动物于缺血 ４５ｍｉｎ，再灌注 １／４ｈ，１／２ｈ和 １ｈ后取样测血清谷

丙转氨酶（ＡＬＴ）、谷草转氨酶（ＡＳＴ）、碱性磷酸酶（ＡＫＰ）和吲哚氰绿代谢试验（ＩＣＧＲ１５）、胰高血糖素

负荷试验（ＧＬＴ），同时取肝组织行光镜形态学观察。结果　（１）肝储备功能（ＨＦＲ）：ＩＣＧＲ１５在各个时

点 ４组间差异有显著性，Ｎ组 ＜Ｈ组 ＜Ｃ组 ＜Ｌ组（Ｐ ＜０．０５或 Ｐ ＜０．０１）；ＧＬＴ，负荷后 ｃＡＭＰ浓

度及应答比（ＣＡＲ）在各个时点 ４组间差异有显著性，Ｎ组 ＞Ｈ组 ＞Ｃ组 ＞Ｌ组（Ｐ ＜０．０１）。Ｈ，Ｃ，Ｌ

组的 ＩＣＧＲ１５和 ＧＬＴ在组内各时点间差异有显著性（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜０．０１）。（２）肝酶学指标各时点

４组间差异有显著性（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜０．０１），Ｎ组 ＜Ｈ组 ＜Ｃ组 ＜Ｌ组；各组内 １／２ｈ与 １／４ｈ之间

差异无显著性（Ｐ＞０．０５）。（３）肝脏病理组织学改变：Ｈ组明显轻于 Ｃ组及 Ｌ组，并接近 Ｎ组，Ｌ组

最严重。结论　（１）预防性增加肝糖原贮备能拮抗热缺血再灌注损伤过程中肝储备功能的损害。（２）

ＩＣＧＲ１５，ＧＬＴ较常规肝功能酶学指标能更早期、灵敏反映肝热缺血再灌注过程中肝储备功能的变化。
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　　肝脏缺血再灌注损伤（Ｉｓｃｈｅｍｉａａｎｄｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ

ｉｎｊｕｒｙ，ＩＲＩ）是肝切除及肝移植等外科临床过程中

常涉及的共同的病理生理过程。因此寻求保护肝

脏，防止或减轻肝缺血再灌注损伤的方法和措施成

为研究焦点。提高肝糖原贮备能否拮抗 ＩＲＩ？此课

题在组织形态、分子机制等方面的研究较多。本文

从与肝储备功能（ｈｅｐａｔｉｃｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｒｅｓｅｒｖｅ，ＨＦＲ）有

关的物质、能量代谢等角度进行研究，报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料

（１）Ｗｉｓｔａｒ雄性大鼠：体重 ２５０～３００ｇ，由内蒙

古大学动物实验中心提供。（２）胰高血糖素（诺和

生）：规格为 １Ｕ内含胰高血糖素盐酸盐 １ｍｇ和乳

糖 １０７ｍｇ（盐酸和／或氢氧化钠用于调节 ｐＨ值）及

无菌注射用水 １ｍＬ。本品购自丹麦诺和诺德公司。

（３）注射用吲哚氰绿购自辽阳第三制药厂。（４）谷

草转氨酶（ＡＳＴ），谷丙转氨酶（ＡＬＴ），碱性磷酸酶

（ＡＫＰ）检测试剂盒购自南京建成生物工程所。（５）

ｃＡＭＰ放免试剂盒，由上海中医药大学同位素室提

供。（６）７５２型紫外分光光度计购自山东高密分析

仪器厂。（７）ＧＣ９１１ｇ放射免疫计数器购自中国

科学技术大学科技实业总公司。

１．２　方法

１．２．１　动物分组　Ｗｉｓｔａｒ大鼠 ９６只（体重 ２５０～

３００ｇ），随机分为 ４组。（１）ＩＲＩ对照组（Ｃ组）：打

开腹腔，无创血管夹夹闭肝蒂，４５ｍｉｎ后松开血管

夹，再灌注 １／４ｈ，１／２ｈ，１ｈ后取材。建模前自由进

食。（２）高糖原组（Ｈ组）：ＩＲＩ术前 ２４ｈ开始每只

动物每 ６ｈ尾静脉注射 ２５％葡萄糖 ２ｍＬ，共 ４次。

（３）饥饿组（Ｌ组）：ＩＲＩ术前禁食 ２４ｈ，饮水不限。

（４）假手术对照组（Ｎ组）：开腹骚扰腹腔，但不夹

闭肝蒂。每组 ２４只再按缺血再灌注时相 １／４ｈ，１／

２ｈ，１ｈ随机分为 ３个亚组，每组 ８只。另取大鼠 ９６

只，随机分为 ４组（同前），每组 ２４只（按 １／４ｈ，１／

２ｈ，１ｈ分为 ３个亚组，每组 ８只），用于检测胰高血

糖素负荷试验（ｇｌｕｃａｇｏｎｌｏａｄｉｎｇｔｅｓｔ，ＧＬＴ）。

１．２．２　动物模型的制备　乙醚吸入维持麻醉。

建立尾静脉输液通道，２ｍＬ肝素（１００Ｕ／ｍＬ）尾静

脉注射，生理盐水 １０ｍＬ皮下注射。打开腹腔，无

创血管夹夹闭肝蒂（Ｎ组除外），并开始计时。肝

蒂夹闭后肝脏颜色逐渐变深，肝肿胀、质地变硬，肠

壁淤血。４５ｍｉｎ后松开血管夹，再灌注 １／４ｈ，１／

２ｈ，１ｈ。

１．２．３　标本采集　 （１）各组分别于再灌注后 １／

４ｈ，１／２ｈ，１ｈ（每 时 点 ８只）进 行 心 腔 取 血 （测

ＩＣＧＲ１５组于时相点前 １５ｍｉｎ尾静脉注射 １ｍｇ／ｋｇ的

吲哚氰绿），肝素抗凝，３０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ。留

取血浆 ２份置于 －２０℃冰箱中保存待检，１份用于

测 ＡＫＰ，ＡＬＴ，ＡＳＴ，１份测 ＩＣＧ浓度。各组取血后立

即切取肝组织，以 １０％中性甲醛固定备检。（２）检

测 ＧＬＴ各组于再灌注各时点（每时点 ８只）前 １０

ｍｉｎ尾静脉注射胰高血糖素（２０ｍｇ／ｋｇ，１ｍｇ诺和生

＋生理盐水至 １００ｍＬ即 １０ｍｇ／ｍＬ）并分别于注药前

及注药后 １０ｍｉｎ门静脉采血 １～２ｍＬ（取血后回注等

量生理盐水）、置于 ＥＤＴＡ抗凝管，冰浴，２０００ｒ／ｍｉｎ

离心 １０ｍｉｎ后取血清 １ｍＬ，－２０℃冰箱保存待检。

１．３　检测指标

１．３．１　肝脏酶学检测　血清 ＡＳＴ，ＡＬＴ，ＡＫＰ测定

按试剂盒说明进行。

１．３．２　肝脏储备功能检测　（１）ＩＣＧＲ１５ＩＣＧ浓度

按药物 说明书 绘制 ＩＣＧ标准 曲线。取 样 品 血 浆

１ｍＬ加生理盐水 ２ｍＬ稀释混匀，７５２型紫外分光光

度计 ８０５ｎｍ处测定吸光度。查标准曲线计算出

ＩＣＧ浓度。ＩＣＧＲ１５＝ＩＣＧ浓度／１．０×１００％。（２）

ＧＬＴ以放射免疫法（ＲＩＡ）测血浆 ｃＡＭＰ浓度。按

说明书绘制标准曲线。血浆标本处理：取 ０．１ｍＬ

备检标本血浆加入 ２ｍＬ无水酒精，振摇 １ｍｉｎ，静置

５ｍｉｎ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，将上清液倒入指形

瓶，残渣再加入 ７５％酒精 １ｍＬ摇匀，３０００ｒ／ｍｉｎ离

３９４
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心 １０ｍｉｎ；合并上清夜，于 ６０℃水浴吹干。测定时

用 ０．１ｍＬ醋酸缓冲液溶解，取 ０．１ｍＬ待测，稀释倍

数为 １００倍。结果乘 １００即为 ｐｍｏｌ／ｍＬ。按说明

书取 样 品 检 测，加 样 于 各 试 管，４℃ 过 夜，离 心

（３０００ｒ／ｍｉｎ）１５ｍｉｎ负压去上清液，测定沉淀 γ－

放射性强度。从标准曲线查得 ｐｍｏｌ数乘以稀释倍

数。计算 注 射 ＧＬＴ前、后 血 浆 ｃＡＭＰ的 应 答 比

（ＣＡＲ）。ＣＡＲ＝ＧＬＴ后血浆 ｃＡＭＰ浓度／ＧＬＴ前 ｃ

ＡＭＰ浓度 ×１００％。

１．３．３　病理组织学染色　所取肝组织行常规石蜡

包埋切片，ＨＥ染色，置光镜下观察肝脏病理变化。

１．４　统计学处理

数据 以 均 值 ±标 准 差 （ｘ± ｓ）表 示。 用

ＳＰＳＳ１１．０软件统计分析。对组内及组间进行单因素

方差分析及 ｑ检验，Ｐ＜０．０５表示有统计学意义。

２　结　果

２．１　血清 ＡＬＴ，ＡＳＴ，ＡＫＰ检测结果

４组间 ３种酶水平，各时点差异有显著性 （Ｐ

＜０．０５，Ｐ ＜０．０１），Ｈ组显著低于 Ｃ组及 Ｌ组

（Ｐ＜０．０１），高于 Ｎ组（Ｐ＜０．０５）；Ｌ组明显高

于 Ｎ组（Ｐ＜０．０１）及 Ｃ组（Ｐ＜０．０５）。各组１／

２ｈ与 １／４ｈ之 间 差 异 均 无 显 著 性 （Ｐ ＞０．０５）

（表１）。

表 １　各组大鼠血 ＡＳＴ，ＡＬＴ及 ＡＫＰ浓度（Ｕ／Ｌ，ｘ±ｓ，ｎ＝８）

指标 再灌注时点 Ｎ组 　　　Ｈ组 　　　Ｃ组 　　　Ｌ组

　ＡＬＴ １／４ｈ ７８．０８±１５．０４ ９７．９６±１４．０８１），３） １２４．７４±２０．６２ １７４．７６±２９．２５２），４）

１／２ｈ ７７．９１±１６．０８ １１４．８４±１４．２９２），４），５） １４５．７４±１５．６４５） １９２．７２±１５．２３２），４），５）

１ｈ ７８．２３±１４．３０ １９１．０２±２１．４９２），４） ２２０．９４±２２．３７ ２７０．７５±２２．５８２），３）

　ＡＳＴ １／４ｈ ２９．４０±６．３３ ７５．２９±１３．２３２），３） ９３．０８±１２．５６ １１３．７４±１２．６０２），３）

１／２ｈ ２８．９９±６．１５ ８５．３７±１４．１６２），３），５） １０９．１６±１４．２８５） １２８．４７±１２．６２２），３），５）

１ｈ ２９．０９±５．８５ １０６．４４±１６．３１２），４） １３６．３５±１５．４６ １６６．０３±１５．４２２），４）

　ＡＫＰ １／４ｈ ３０．８５±３．３０ ４１．０１±８．９７１），３） ５６．９３±１０．４０ ７０．７３±１０．１３２），３）

１／２ｈ ３１．２０±３．５７ ４６．２３±１１．９３１），３），５） ６３．５３±１１．１１５） ７８．３６±１０．５３２），４），５）

１ｈ ３０．９４±３．３４ ６６．７１±１０．４８２），３） ８４．０９±１１．５４ １００．２３±１０．８６２），３）

　　　　注：与Ｎ组比较，１）Ｐ＜０．０５，２）Ｐ＜０．０１；与Ｃ组比较，３）Ｐ＜０．０５，４）Ｐ＜０．０１；与组内１／４ｈ时点比较，５）Ｐ＞０．０５

２．２　ＩＣＧＲ１５
Ｈ组 １／４，１／２，１ｈ各时相点均显著低于 Ｌ组及

Ｃ组（Ｐ＜０．０５或 Ｐ ＜０．０１）而高于 Ｎ组（Ｐ ＜

０．０１），Ｌ组各时相点明显高于 Ｎ组及 Ｃ组（Ｐ ＜

０．０５或 Ｐ＜０．０１）。Ｈ，Ｃ，Ｌ组内 ３个时相点间差

异亦具有显著性，ＩＣＧＲ１５随着再灌注时间的延长而

增高（表 ２，图 １）。

表 ２　 各组大鼠 ＩＣＧＲ１５（％，ｘ±ｓ，ｎ＝８）

再灌注时点 Ｎ组 　　　Ｈ组 　　　Ｃ组 　　　Ｌ组

　１／４ｈ ５．６８±１．９３ １７．０４±５．２７１），２） ２５．０８±５．３２ ３４．０５±６．１６１），２）

　１／２ｈ ５．９０±１．９３ ２６．５４±７．０４１），２），３） ３６．７５±７．３０３） ４７．３９±７．３７１），２），４）

　１ｈ ５．６７±１．８６ ３７．０２±７．４６１），２），３） ４７．７１±７．１８３） ５９．７４±１０．０５１），２），３）

　　　　注：与Ｎ组比较，１）Ｐ＜０．０１；与Ｃ组比较，２）Ｐ＜０．０５；与组内前一时点比较，３）Ｐ＜０．０５，４）Ｐ＜０．０１

２．３　ＧＬＴ

负荷后 ｃＡＭＰ浓度及应答比（ｃＡＭＰａｎｓｗｅｒｉｎｇ

ｒａｔｅ，ＣＡＲ）Ｈ组显著高于 Ｃ组（Ｐ ＜０．０１）及 Ｌ组

（Ｐ＜０．０１）而低于 Ｎ组（Ｐ＜０．０１）；Ｌ组明显低

于 Ｎ组（Ｐ＜０．０１）及 Ｃ组（Ｐ＜０．０１）。Ｈ，Ｃ，Ｌ

各组内时相点间差异有显著性（Ｐ ＜０．０５或 Ｐ ＜

０．０１）（表 ３，图 ２）。

４９４
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表 ３　 血浆 ｃＡＭＰ浓度的变化（ｐｍｏｌ／ｍＬ，ｘ±ｓ，ｎ＝８）

组别
再灌注１／４ｈ

负荷前 负荷后 应答比（１００％）

再灌注１／２ｈ

负荷前 负荷后 应答比（１００％）

再灌注１ｈ

负荷前 负荷后 应答比（１００％）

Ｎ ６．９１±０．９５ ５５．００±５．９１ ８．００±０．７４ ６．９３±０．９０ ５５．３６±６．６７ ８．０２±０．６７ ７．１３±１．０４ ５６．９２±７．４６ ８．０２±０．７２

Ｈ ４．８０±０．７３ ２７．７１±４．８０１），２） ５．７７±０．３８１），２） ３．８８±０．７８ １７．９３±２．６４１），２），３）４．６７±０．４１１），２），３） ３．２８±０．６２ １３．２０±２．４８１），２），３）４．０２±０．１８１），２），３）

Ｃ ３．２３±０．５９ １２．３１±２．２１ ３．８１±０．１６ ２．０５±０．３９ ６．０６±０．６１３） ３．０１±０．３９３） １．７８±０．７１ ４．４０±１．５７４） ２．５２±０．２９４）

Ｌ ０．９５±０．２４ １．８８±０．３９１），２） ２．００±０．１６１），２） ０．９１±０．２７ １．３８±０．３４１），２），３）１．５３±０．１４１），２），３） ０．７６±０．２１ ０．９５±０．２５１），２），４）１．２５±０．２１１），２），４）

　　　　注：与Ｎ组比较，１）Ｐ＜０．０１；与Ｃ组比较，２）Ｐ＜０．０１；与组内前一时点比较，３）Ｐ＜０．０１，４）Ｐ＜０．０５

图１　４组大鼠ＩＣＧＲ１５试验结果比较 图２　４组大鼠ＣＡＲ比较

２．４　病理组织学改变
Ｎ组肝细胞组织结构形态正常（附图 ａ）。其余

各组肝细胞出现不同程度胞浆疏松化、细胞水肿、

灶性细胞空泡变性（附图 ｂ），以小叶中央区明显。
汇管区有程度不同的炎性细胞浸润（附图 ｃ），部分

肝细胞胞浆的嗜酸性变性较明显。大片片状溶解

坏死，以小叶中央为著（附图 ｄ）；各组肝细胞变性
程度随再灌注时间的延长而加重，Ｈ组（附图 ｂ）肝
组织损伤程度较轻于 Ｃ组（附图 ｃ）及 Ｌ组（附图
ｄ）的相对应时相点。

ａ：Ｎ组 ｂ：Ｈ组 ｃ：Ｃ组 ｄ：Ｌ组
附图　４组光镜下病理改变（ＨＥ×４００）

３　讨　论

肝脏缺血再灌注损伤多发生于休克以及需要

阻断肝蒂血流的肝脏外科手术。已有证据表明，

大部分损伤发生于再灌注后，且机制十分复杂［１］。

近年来有关上述机制的研究结果主要有：自由基

损伤［２］，钙超载［３］，细胞因子［４］，肝细胞线粒体的

功能障碍［５，６］，细胞凋亡［７］，内毒素的损伤，等学

说。而从以上机制可看出肝脏能量“危机”是关键

问题。目前普遍认为，肝细胞生物能量缺乏是引

发热缺血肝脏一系列病理改变的始动因素［８］。细

胞内糖原在缺血肝细胞的能量 代谢 中起主导作

用［９］。本实验结果显示 ＧＬＴ（肝储备功能指标之

一）在 Ｈ组中显著改善而 Ｌ组中明显恶化，证实

５９４
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了这一观点。胰高血糖素主要在肝脏代谢，其通

过激活腺苷酸环化酶使 ＡＴＰ转化为 ｃＡＭＰ，大部

分 ｃＡＭＰ在肝细胞内调节糖代谢，小部分 ｃＡＭＰ

进入血液，并且这两部分 ｃＡＭＰ在浓度上密切相

关，前者的微小变化可以引起后者较大的变化，并

在外源 性 胰 高 血 糖 素 的 作 用 下，血 中 增 加 的 ｃ

ＡＭＰ主要来自肝脏，其增加量与肝细胞数量及其

腺苷酸环化酶活性密切相关［１０］。增加细胞内糖

原可提高肝细胞 ＡＴＰ的含量［１１］。据此推断提高

肝糖原可拮抗 ＩＲＩ，其主要通过以下途径：（１）ＡＴＰ

含量 高，Ｃａ２＋ＡＴＰ酶活 性增强，抑制 Ｃａ２＋超 载。

（２）抑 制 自 由 基 产 生，间 接 影 响 有 关 基 因 表

达［１２］。Ｂｃｌ２／ｂａｘ分别起抑制和促进细胞凋亡的

作用，两者比例失调则促进凋亡［１３，１４］。本实验中

高糖原组（Ｈ组）肝储备功能等指标较 Ｃ组显著改

善，饥饿组（Ｌ组）结果则相反。此结果进一步证

实肝糖原贮备在拮抗肝 ＩＲＩ中起重要作用。

本研究还发现，ＩＣＧＲ１５和 ＧＬＴ两项肝储备功能

指标在肝缺血再灌注早期（１／２ｈ）时已出现明显

变化（与 １／４ｈ比较，Ｐ ＜０．０５），而肝酶学指标

在此阶段则未发生明显变化，说明肝脏的能量代

谢及物 质 代 谢 损 害 性 变 化 较 形 态 学 变 化 为 早。

ＣＧＲ１５和 ＧＬＴ反映肝储备功能变化趋势一致，提

示 ＧＬＴ与 ＩＣＧＲ１５同样适用于肝缺血再灌注过程中

肝储备功能变化的动态观察及评价肝活力。管文

贤等［１５］实验表明，在兔肝切除时 ＧＬＴ能较常规肝

功能试验更灵敏和准确，能及时检测轻度肝功能

异常。本实验结论类似。

肝储备功能是指肝细胞最大功能的总和。肝

ＩＲＩ体现在肝储备功能的损害。同时，只有精确判

定肝储备功能，才能正确反映肝功能即肝活力状

态。本研究主要从肝储备功能的角度出发，结果

表明：（１）预防性提高大鼠肝糖原贮备能拮抗肝

脏热缺血再灌注过程中肝储备功能的损害。提示

临床上在阻断肝血流施行复杂的肝脏手术之前，

若能增加肝细胞糖原含量，有望减轻肝脏缺血再

灌注过程中肝储备功能的损害程度，降低手术风

险。 （２）ＧＬＴ和 ＩＣＧＲ１５可早期、灵敏地反映肝脏 ＩＲＩ

过程中肝储备功能的变化，具有临床应用价值。
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