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　　摘要：目的　研究活性氧对肝癌缺血再灌注（Ｉ／Ｒ）后的损伤作用。方法　建立兔肝脏肿瘤模型，
并于肝缺血再灌注和经门静脉穿刺一次性灌注高氧液（氧分压为８０ｋＰａ）５ｍＬ后１ｈ，１ｄ，３ｄ和７ｄ各

时点分别取肿瘤组织和肝脏组织，测定超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和过氧化氢酶（ＣＡＴ）的含量。用 ＴＵＮＥＬ

染色法观察组织的细胞凋亡情况。结果　单纯 Ｉ／Ｒ后正常肝组织和肝癌组织中的 ＳＯＤ浓度均有明显

下降，正常肝脏组织 ＣＡＴ浓度均有所升高，肝癌组织中于再灌注１ｄＣＡＴ浓度显著降低并达最低水平。

恢复血流同时经门静脉灌注高氧液后，正常肝组织及肝癌组织中 ＳＯＤ浓度均较 Ｉ／Ｒ各个时点明显降

低，但再灌注 ７ｄ时仍低于再灌注前。两种组织中的 ＣＡＴ浓度于 Ｉ／Ｒ１ｈ下降达最低，但从再灌注３ｄ

以后，正常肝组织中的 ＣＡＴ浓度回升至正常水平，而再灌注 ７ｄ时肝癌组织中的 ＣＡＴ浓度仍处于较低

水平。Ｉ／Ｒ后正常肝组织和肝癌组织的凋亡细胞增多，肝癌组织中细胞凋亡在灌注高氧液后 １ｄ和３ｄ

最为显著。Ｉ／Ｒ和灌注高氧液后，肝癌组织中 ＳＯＤ和 ＣＡＴ的浓度和凋亡细胞改变均较正常肝组织显

著（Ｐ＜０．０１）。结论　经门静脉灌注高氧液可加强 Ｉ／Ｒ对肝癌组织的氧化改变和损伤，而对正常肝

脏组织的影响较小。 ［中国普通外科杂志，２００８，１７（１）：２５－２８］
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　　自由基抗癌作用近几年来日益受到关注，人
们试图通过提高活性氧的水平治疗肝癌。目前相

关体外实验已发现多种提高活性氧水平的方法，

包括砷剂等多种化学物质、中药中的姜黄素、丹

参、花椒属类等均可促进内源性活性氧的产生。

同时还发现，缺血再灌注（ｉｓｃｈｅｍｉａａｎｄｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，
Ｉ／Ｒ）也是内源性活性氧和许多活性物质产生的
重要途径之一［１－３］。活性氧的增多能上调肿瘤坏

死因子死亡受体等多种信号激活方式对肿瘤细胞

产生损伤和凋亡［４－５］。尽管如此，迄今有效的整

体抗癌实验还罕见报道。为此，本实验通过肝癌

组织 Ｉ／Ｒ手段，辅以经门静脉输入高氧液提高局
部活性氧含量和增加对组织的损伤，以探讨肝癌

的有效治疗方法。

１　材料和方法

１．１　材料
纯种成年新西兰大白兔，雌雄不拘，体质量

２．０～２．５ｋｇ，由第四军医大学实验动物中心提
供。氧化物歧化酶（ＳｕｐｅｒｏｘｉｄＤｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、过
氧化氢酶（Ｃａｔａｌａｓｅ，ＣＡＴ）及脱氧核苷酸末端转移
酶介导的 ｄＵＴＰ缺口末端标记法（ＴＵＮＥＬ）试剂盒
均购自南京建成生物工程研究所，采用 ７２１Ａ型
分光光度计。ＧＹ１型高氧医用液体治疗仪为西
安高氧医疗设备有限公司产品。高氧液的制备按

仪器说明书进行，以 ３Ｌ／ｍｉｎ之氧流量溶氧于生理
盐水并使氧分压达 ８０ｋＰａ以上。
１．２　动物模型、分组及取材

ＶＸ２瘤株组织块混悬液来自 ＶＸ２瘤株传代
兔。无菌条件下将瘤株组织剪切成组织块混悬

液，穿刺动物肝左中叶缓慢注入 ０．５ｍＬ。术后观
察 １０～１２ｄ，经超声测得瘤体直径约达 １．２～
２．０ｃｍ，并经其后组织行 ＨＥ染色证实为肝癌组
织，即为兔肝脏肿瘤模型建立成功。将荷瘤动物

随机分为对照组（无 Ｉ／Ｒ）和 Ｉ／Ｒ后 １ｈ，１ｄ，３ｄ
和 ７ｄ及加氧后１ｈ，１ｄ，３ｄ和７ｄ共９个组。每

组 ６只动物。除对照组动物直接处死切取肝组织
和癌组织外，其余动物以速眠新肌内注射麻醉

（０．１５ｍＬ／ｋｇ），开腹后找出接种肿瘤组织的肝左
叶，分离该肝左叶的肝分支动脉，用无损伤血管钳

阻断动脉血流 ６０ｍｉｎ，再灌注组动物松开血管夹
恢复动脉血流。加氧组动物恢复动脉血流，同时

经门静脉穿刺灌注高氧液 ５ｍＬ，关腹。分别于各
时点将动物处死，切取肿瘤组织和肝脏组织，置 －
２０°Ｃ冰箱快速冷冻备用。取部分组织置 ４％多
聚甲醛固定以备凋亡检测。

１．３　实验方法
１．３．１　ＳＯＤ测试方法　用改良的盐酸羟胺法，
设空白管 （不加样本），标准管 （不加样本，加

０．１ｍＬ蒸馏水，其余同测定管）和测定管（依次加
０．１ｍＬ待测组织匀浆，２．０ｍＬ７５ｍｍｏｌ／ＬＮａＨ
ＣＯ３／Ｎａ２ＣＯ３缓冲液，０．２ｍＬ０．３％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００，
０．１ｍＬ０．９８ｍｍｏｌ／ＬＮＢＴ，０．５ｍＬ１５ｍｍｏｌ／Ｌ盐
酸羟胺和 ０．１ｍＬ蒸馏水）；各管振荡混匀，３７°Ｃ
水浴 １０ｍｉｎ，然后在样品管和标准管内加入 １ｍＬ
甲酸终止反应；充分混匀 Ｅ５６０ｎＭ比色，空白调
零，测 ＳＯＤ值。公式：组织匀浆中 ＳＯＤ活力（ＮＵ／
ｍｇｐｒｏｔ）＝（对照组 ＯＤ值 －实验组 ＯＤ值）／对照
组 ＯＤ值 ×５０％ ×１００％，按公式计算 ＳＯＤ含量。
１．３．２　ＣＡＴ测试方法　按试剂盒要求，设对照
管和测定管，对照管中无标本，测定管加 １％肝组
织匀浆。待各种试剂混匀反应后，于 ０．５光径，
４０５ｎＭ处空白调零，测其吸光度。按公式组织匀
浆 ＣＡＴ活力 ＝（对照管 ＯＤ值 －测定管 ＯＤ值）×
２７１×１．０ｍＬ／６０ｓ×取样量／１％匀浆蛋白含量
（ｍｇｐｒｏｔ／ｍＬ）。其定义为每毫克组织蛋白每秒钟
分解 １μｍｏｌＨ２Ｏ２的量为一个活力单位。
１．３．３　ＨＥ及 ＴＵＮＥＬ染色　组织常规切片做 ＨＥ
染色。ＴＵＮＥＬ染色按试剂盒说明书操作。组织脱
水包埋及做厚 ３μｍ切片。切片脱蜡水化后依此用
蛋白酶 Ｋ、内源酶抑制剂、ＴｄＴ标记缓冲液孵育。
继用标记混合液、ＴｄＴ停止缓冲液室温、ＨＲＰ及

６２
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ＤＡＢ反应液室温孵育 ２～１０ｍｉｎ。甲基绿复染后
脱水透明封片，光镜下观察。同时做无标记、阴性

对照和阳性对照实验。评判结果依据棕褐色细胞

核为阳性细胞。计数平均 １００个细胞中的着色细
胞为阳性细胞率（％）。
１．４　统计学处理

ＳＯＤ和 ＣＡＴ实验数据均以 ｘ±ｓ表示，凋亡数
据以中位数（Ｍ）与四分位间距（Ｑ）表示，采用
ＳＰＳＳ１０．０软件进行统计分析。组间 ＳＯＤ和 ＣＡＴ
比较采用方差分析，多重比较采用 ＬＳＤｔ检验；组
间凋亡细胞数据比较采用 ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ检验。多
重比较采用 Ｎｅｍｅｎｙｉ检验；以 Ｐ＜０．０５为差异有
统计学意义。

２　结果

２．１　ＳＯＤ和 ＣＡＴ浓度测定
单纯 Ｉ／Ｒ后的正常肝组织和肝癌组织中的

ＳＯＤ浓度均有明显的改变。但 Ｉ／Ｒ后正常肝脏组
织中 ＣＡＴ浓度均有所升高。肝癌组织于 Ｉ／Ｒ１ｄ
时点 ＣＡＴ浓度显著降低并达最低水平，从 Ｉ／Ｒ
３～７ｄ时恢复。经门静脉灌注高氧液后，正常肝
组织、肝癌组织中 ＳＯＤ浓度在各个时点均明显降
低，Ｉ／Ｒ７ｄ时仍低于再灌注前。两种组织中的
ＣＡＴ浓度降低从 Ｉ／Ｒ１ｈ开始下降并达最低，但
从 Ｉ／Ｒ３ｄ以后，正常肝组织的 ＣＡＴ浓度回升至
正常水平，而再灌注 ７ｄ时肝癌组织的 ＣＡＴ浓度
仍处于较低水平。Ｉ／Ｒ和加氧后，肝癌组织中的
ＳＯＤ和 ＣＡＴ浓度明显低于正常肝组织（Ｐ＜０．０１）
（表 １）。
２．２　癌组织和正常肝组织的细胞凋亡［６］

癌组织和正常肝组织 Ｉ／Ｒ后，凋亡细胞明显
增多。肝癌组织中以 Ｉ／Ｒ１ｄ时凋亡细胞最多，
Ｉ／Ｒ７ｄ时凋亡细胞仍多于对照组。正常肝组织
的凋亡情况也有类似特点，但程度较轻。加氧后，

细胞凋亡进一步加重，以 Ｉ／Ｒ１ｄ和 ３ｄ时点凋亡
细胞数量最多。肝癌组织的凋亡细胞明显多于正

常肝组织，两者差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）
（表 ２）（图 １－２）。

表１　癌组织、正常肝脏组织的ＳＯＤ和ＣＡＴ改变 （ｎ＝６，ｘ±ｓ）

组别
ＳＯＤ（ＮＵ／ｍｇｐｒｏｔ）

正常肝组织 肝癌组织

ＣＡＴ（ｍｇｐｒｏｔ／ｍｌ）

正常肝组织 肝癌组织

对照 ３．１８±０．５８ ３．６０±０．４５ ６．４２±０．５８ ４．１７±０．４５

Ｉ／Ｒ

１ｈ １．９５±０．４１１） ２．９９±０．３３１） ７．７５±０．５２ ７．９２±０．２１２）

１ｄ １．５９±０．１０１） ３．３１±０．２２ ７．９８±０．１２ １．８０±０．１３２）

３ｄ ３．２５±０．３２ ２．３７±０．５４１） ７．５０±０．１１ ６．０２±０４３１）

７ｄ ３．３０±０．６０ ２．５０±０．３２１） ７．９３±０．２１ ４．５５±０．５４

加氧

１ｈ １．０５±０．３２２） ２．２４±０．２３１） ３．５１±０．３４１），３） １．４０±０．５４２），３）

１ｄ １．０６±０．１２２） １．５５±０．５４２），３） ４．７０±０．４２１），３） ４．４０±０．４３３）

３ｄ ３．０９±０．６５２） １．１８±０．１１２），３） ６．１０±０．２４３） ５．１３±０．２３

７ｄ １．８１±０．４５２），３） ０．５３±０．２２２），３） ５．８０±０．４３３） ２．７０±０．１７２），３）

　　注：与对照组比较，１）Ｐ＜０．０５，２）Ｐ＜０．０１；３）与再灌注组同时点比较，Ｐ＜０．０１

表２　癌组织和正常肝组织的细胞凋亡［Ｍ（Ｑ），ｎ＝６］

组别
癌组织

ＨＥ染色 ＴＵＮＥＬ染色

正常肝组织

ＨＥ染色 ＴＵＮＥＬ染色

对照 ８．０（１．１） ５．０（５．５） ８．５（０．８） １．０（１．８）

Ｉ／Ｒ

１ｈ １５．８（１．０）２），３） ２１．０（８．０）２），４） １０．４（１．０）２） ９．０（４．３）２）

１ｄ ２３．１（３．０）２），３） ２５．５（１３．０）２） １０．０（０．９）２） １５．５（９．３）２）

３ｄ １３．５（１．１）２），３） １９．５（２．５）２），４） ９．５（５．８）２） １１．５（５．３）２）

７ｄ １４．０（１．６）２），３） ８．０（４．３）４） ９．８（１．６）１） ２．５（１．５）１）

加氧组

１ｈ １０．８（１．２）２），３） ２３．０（８．０）２），４） １２．４（１．０）２） １２．０（４．３）２）

１ｄ ２８．１（２．０）２），３） ３６．５（１２．０）２） １１．０（０．９）２） １３．５（９．３）２）

３ｄ １６．５（２．１）２），３） ２１．５（２．６）２），４） ６．５（５．８）２） １５．５（５．３）２）

７ｄ １３．０（２．６）２），３） １５．０（３．３）４） ８．８（１．６） ６．５（１．５）１）

　　注：１）与对照组前比较，１）Ｐ＜０．０５，２）Ｐ＜０．０１；与正常肝组织

同时间组比较，３）Ｐ＜０．０５，４）Ｐ＜０．０１

图１　肝癌组织Ｉ／Ｒ并加氧后１ｄ的细胞凋亡（×４０） 图２　肝癌组织Ｉ／Ｒ并加氧后７ｄ的细胞凋亡（×４０）
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３　讨　论

正常生理状况下，细胞内可产生一定量的活

性氧，具有传递生理信号等作用，多余的部分可

被自由基清除剂，如 ＳＯＤ和 ＣＡＴ等所清除并保持
平衡状态。在特殊情况下，过多的活性氧可造成

细胞的损伤。因此目前相关研究的热点是利用

一些中药成分和多种化学物质促进肿瘤细胞凋

亡。其主要机制均与内源性活性氧的产生，包括

上调肿瘤坏死因子死亡受体等信号激活及线粒

体放大等有关［７－９］。如砷剂、二十五烯酸（ＥＰＡ）、
姜黄素、丹参、花椒属类等［１０］。现已确认，肿瘤的

放射治疗、热疗及新近发展的光动力学治疗等，

其基本机制均是通过产生自由基而杀伤肿瘤细

胞。Ｉ／Ｒ过程中能提高动脉氧分压（ｐｔｉＯ２）
［２］、促

进活性氧的产生及其抗癌效应也是人们关注的

问题。研究［１１］发现，利用氧自由基对肿瘤组织的

氧化作用，尝试通过 Ｉ／Ｒ对肿瘤进行治疗，发现
对肝肿瘤的热隔离加 Ｉ／Ｒ后可引起肿瘤坏死因
子 －α（ＴＮＦａｌｐｈａ）水平提高，并产生治疗作用。
同时还发现，间断 Ｉ／Ｒ或在其过程中诱导的中性
粒细 胞 弹 性 蛋 白 酶 可 减 少 结 肠 癌 的 肝 脏 转

移［１２－１３］。

本实验结果显示，单纯 Ｉ／Ｒ后正常肝组织和
癌组织中 ＳＯＤ和 ＣＴＡ均有明显降低，提示氧自由
基的增多和组织损伤。经门静脉输入高氧液后，

ＳＯＤ及 ＣＡＴ的浓度进一步降低，至 Ｉ／Ｒ７ｄＳＯＤ
浓度仍保持于较低水平。而 ＣＡＴ的浓度自再灌
注 １ｈ开始明显降低且为最低点。有研究［１４］发

现，静脉内输入高氧液后可进一步提高动脉血氧

饱和度（ＳａＯ２）和动脉血氧分压（ＰａＯ２）。因此分
析，在 Ｉ／Ｒ氧自由基增多的基础上，短时间内的
高浓度氧输入可能加强了氧爆发的强度，氧自由

基产生进一步增多。同时由于 ＳＯＤ在清除大量
氧自由基时被消耗，使其浓度也更明显地降低。

ＣＡＴ具有分解 Ｈ２Ｏ２，减少氧化损伤的重要作用，
但在 Ｈ２Ｏ２的骤然增多情况下 ＣＡＴ也因消耗的增
加而浓度降低。ＨＥ和 ＴＵＮＥＬ染色结果表明，单
纯 Ｉ／Ｒ可导致正常肝组织和肝癌组织凋亡细胞
增多，输入高氧液后凋亡改变得以加强；从 Ｉ／Ｒ
１ｈ至 ７ｄ凋亡细胞明显多于对照组，其中以 Ｉ／Ｒ
３ｄ最为显著。该结果提示，增加外源性活性氧
可明显加强肿瘤细胞的凋亡。

Ｉ／Ｒ的同时经门静脉输入高氧液后，氧自由
基产生进一步增多的程度在正常肝组织和肝癌

组织中也有明显的差别；在多数时点上肝癌组织

中的 ＳＯＤ和 ＣＡＴ的浓度及细胞凋亡变化均大于
正常肝组织。提示，在 Ｉ／Ｒ基础上辅加强化氧化
措施可加大组织的氧化损伤，而肝癌组织则更为

敏感。因此，可利用此特点对肝癌进行治疗。至

于其机制及其他更为敏感的强氧化手段乃是将

要深入研究的内容。
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