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　　摘要：目的　探讨供肝热缺血预处理对大鼠供肝冷缺血再灌注（Ｉ／Ｒ）损伤中的保护作用及其机
制。方法　采用 ＳＤ大鼠建立原位肝移植动物模型，供肝冷缺血期为 １２０ｍｉｎ，受体无肝期 １６～２０ｍｉｎ。

随机分为 ３组：假手术组，获取供肝前仅作肝脏周围韧带的解剖；肝移植组，获取供肝前不作肝门阻

断；缺血预处理（ＩＰＣ）组，获取供肝前阻断肝门 ５ｍｉｎ，再灌注 ５ｍｉｎ。术后 ２，４，２４，７２ｈ检测血清 ＡＬＴ、

抗氧化酶活力、血清 ＮＯ水平及细胞因子 ＴＮＦα。结果　肝移植组及 ＩＰＣ组术后 ＡＬＴ及过氧化物含量

均明显高于假手术组，而 ＩＰＣ组低于肝移植组（Ｐ
#

０．０５），其抗氧化酶活力较移植组明显升高

（Ｐ
#

０．０５）；ＮＯ水平在 ＩＰＣ术后 ２，４，２４，７２ｈ均显著高于假手术组，７２ｈ时肝移植组明显高于 ＩＰＣ组

及假手术组（Ｐ
#

０．０５），而 ＩＰＣ组高于假手术组；肝移植组血清中 ＴＮＦα释放明显高于假手术组

（Ｐ
#

０．０５）；ＩＰＣ组 ＴＮＦα的释放显著低于肝移植组（Ｐ#

０．０５）。结论　供肝热缺血预处理对大鼠供

肝冷缺血 Ｉ／Ｒ损伤具有明显保护作用；其机制可能是 ＩＰＣ快速提高并稳定了血清中 ＮＯ水平，降低了

炎性细胞因子 ＴＮＦａ的产生，从而减少移植肝细胞的损害。
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　　缺血再灌注（ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，Ｉ／Ｒ）损伤在

移植肝脏原发性无功能或功能不全及非吻合口因

素造成的胆道狭窄中起着重要作用。肝移植不仅

经受热缺血过程，器官保存阶段还有较长的冷缺

血期，缺血预处理这种热缺血期的保护性措施在

经历了长时间的冷缺血后，是否对移植肝有保护

作用？本文就此问题作一探讨。

１　材料和方法

１．１　实验动物与材料

雄性健康 ＳＤ大鼠 ７５只，体重约 ２００～２５０ｇ，

受体比供体约重 １０～３０ｇ，由本校同济医学院实

验动物中心提供。肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα）试剂

盒购自北京北方生物技术研究所；丙二醛（ＭＤＡ）、

超氧化物岐化酶（ＳＯＤ）、一氧化氮（ＮＯ）检测试剂

盒购自天津 ＴＢＤ生物工程有限责任公司。

１．２　方法

１．２．１　实验分组　根据随机表将配对的大鼠分

为３组。假手术组（Ⅰ组），肝移植组（Ⅱ组），供肝缺

血预处理（ＩＰ）组（Ⅲ组）。每组各 １５只大鼠。Ⅰ组

十字切口进腹，仅离断肝周韧带后关腹。Ⅱ组行原

位肝移植，切取供肝前，供肝不作缺血预处理。Ⅲ

组行原位肝移植，切取供肝前对供肝进行缺血预处

理。各组手术均采用乙醚半开放麻醉。

１．２．２　建立大鼠原位肝移植模型　在 Ｋａｍａｄａ二

袖套法的基础上改进移植模型术式。显微镜下经

腰静脉注入肝素生理盐水行全身肝素化。先不解

剖肝周韧带，显露腹主动脉，解剖腹主动脉，行腹

主动脉插管及固定，复位肠管，经腹主动脉注入冷

林格液灌注，获取供肝。供、受体肝上下腔静脉行

直接缝合，门静脉和胆管在横杆支架的帮助下行

套管或支撑管吻合，肝下下腔静脉行套管吻合。

供 肝 冷 缺 血 时 间 为 １２０ｍｉｎ，受 体 无 肝 期

１６～２０ｍｉｎ。ＩＰ组在切取供肝前，用无损伤动脉夹

靠近十二指肠处阻断肝门 ５ｍｉｎ；移除动脉夹，恢

复肝脏再灌流 ５ｍｉｎ；立即剪开胸腔，阻断胸主动

脉，剪断胸部的下腔静脉，开始腹主动脉灌注。

１．２．３　标本收集　分别于手术后 ２，４，２４，７２ｈ

分批采集大鼠下腔静脉血液。血标本经低速离心

１０ｍｉｎ获取血清，－７０℃深低温冰箱保存，留待

相关检测。同时采集相应时点的大鼠肝脏组织，

１０％多聚甲醛溶液固定，制成组织蜡块保存。

１．２．４　观察指标及测定方法　（１）肝功能：将采

集的血标本离心，获取血清后，送本院生化室全自

动生化仪检测谷丙转氨酶（ＡＬＴ）。（２）血清检

测：将冻存分装的血浆置室温解冻，采用相应试剂

盒测定 ＴＮＦα，ＮＯ，ＳＯＤ及 ＭＤＡ。（３）肝脏病理学

检查：将大鼠各时点采集的肝脏组织送本院病理

科制成石蜡切片，常规 ＨＥ染色，光镜检查。

１．３　统计学处理

统计处理使用 ＳＳＰＳ１２．０软件。结果用（ｘ±ｓ）

表示，组间比较用方差分析或 ｔ检验。Ｐ
#

０．０５

差异有显著性。

２　结　果

２．１　血清 ＡＬＴ的变化

ＩＰ组及肝移植组血浆 ＡＬＴ水平在术后 ２ｈ即

迅速升高，４ｈ达高峰，２４ｈ时后逐渐恢复。在 ２ｈ

时点，ＩＰ组及肝移植组 ＡＬＴ浓度显著高于假手术

组，但明显低于肝移植组。２４ｈ时，ＩＰ组显著低

于肝移植组，但明显高于假手术组（表 １）。

１４２
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表１　各组大鼠术后ＡＬＴ的变化（Ｕ／Ｌ，ｘ±ｓ）

分组 ２ｈ ４ｈ ２４ｈ ７２ｈ

假手术组（Ⅰ） ５１．３３±８．４１ ５３．８３＋１４．６３ ５２．８３＋１４．６１ ５０．２３±９．４３

肝移植组（Ⅱ） ５３５．１５±７８．２６１） ９７６．８０±９２．４７１） ８８１．１２±１３６．２６１） ６８１．１２±１３３．４４１）

ＩＰ组　（Ⅲ） ３１７．７８±６７．３４１），２） ５７５．４６±８１．７９１），２） ５０１．０４±６０．２１１），２） ４４１．２６±６５．２５１），２）

　　　　注：１）与Ⅰ组比较，Ｐ#

０．０５；２）与Ⅱ组比较，Ｐ#

０．０５

２．２　血浆 ＭＤＡ及 ＳＯＤ的变化

ＩＰ组血浆抗氧化酶活力较移植组明显升高

（表 ２），而 对应 的脂质 过氧 化产物 明显 减少

（表３），但均高于假手术组。

表２　各组大鼠术后血清ＳＯＤ的变化（ＮＵ／ｍＬ，ｘ±ｓ）

分组 ２ｈ ４ｈ ２４ｈ ７２ｈ

假手术组（Ⅰ） ６３１．１２±６９．７８ ５８３．４５±３５．４１ ６１０．７６±５９．４５ ５６３．１２±３３．３１

肝移植组（Ⅱ） ４７０．８７±４７．４８１） ３８９．８１±３１．６５１） ３２８．６２±３３．８７１） ３１８．５２±３３．２７１）

ＩＰ组 （Ⅲ） ５４１．７８±２７．１９１），２） ４６７．４９±５１．８９１），２） ４２１．０４±３５．７３１），２） ４５５．３６±３８．２７１），２）

　　　　注：１）与Ⅰ组比较，Ｐ#

０．０５；２）与Ⅱ组比较，Ｐ#

０．０５

表３　各组大鼠术后血清ＭＤＡ的变化（ｎｍｏｌ／ｍＬ，ｘ±ｓ）

分组 ２ｈ ４ｈ ２４ｈ ７２ｈ

假手术组（Ⅰ） ７．３９±１．７７ ６．５４±１．２６ ７．３５±１．６４ ６．２６±１．６８

肝移植组（Ⅱ） ２３．３４±４．９２１） ３２．５３±６．４２１） ２８．４３±５．８８１） ２５．６３±５．２１１）

ＩＰ组 （Ⅲ） １７．４１±３．６３１），２） ２５．６４±５．１１１），２） ２１．１７±７．０７１），２） １８．６１±３．４３１），２）

　　　　注：１）与Ⅰ组比较，Ｐ#

０．０５；２）与Ⅱ组比较，Ｐ#

０．０５

２．３　血浆 ＮＯ的变化

ＩＰ组及肝移植组血浆 ＮＯ水平在术后 ２ｈ即

迅速升高，２４ｈ达高峰，７２ｈ开始下降；但 ７２ｈＩＰ

组仍维持在较高水平，假手术组逐渐回落至正

常，肝移植组始终呈缓慢上升趋势。在 ２，４ｈ时

点，ＩＰ组 ＮＯ浓度显著高于假手术组和肝移植组，

肝移植组显著高于假手术组；２４ｈ时点，ＩＰ组显

著高于假手术组和肝移植组，肝移植组显著高于

假手术组；７２ｈ时点，ＩＰ组及肝移植组均显著高

于假手术组，ＩＰ组低于肝移植组，其差异有显著

性 （表 ４）。

表４　各组大鼠术后血清ＮＯ的变化（μｍｏｌ／Ｌ，ｘ±ｓ）

分组 ２ｈ ４ｈ ２４ｈ ７２ｈ

假手术组（Ⅰ） １４．６７±５．８９ １６．６８±６．１４ １８．７５±４．１７ １２．３８±５．２７

肝移植组（Ⅱ） ２８．８９±７．１２１） ３５．４３±１１．４７１） ４５．１２±１２．２６１） ６６．１６±１５．４５１）

ＩＰ组 （Ⅲ） ３９．７８±１０．３４１），２） ５５．４６±１５．７３１），２） ５８．０４±１２．２１１），２） ４８．６３±１６．２４１），２）

　　　　注：１）与Ⅰ组比较，Ｐ#

０．０５；２）与Ⅱ组比较，Ｐ#

０．０５

２．４　血清 ＴＮＦα的变化

肝移植组血清中 ＴＮＦα释放明显增加，与假

手术组相比差异有显著性；ＩＰ组与肝移植组相

比，前者显著低于后者（表 ５）。

表５　各组大鼠术后血清中ＴＮＦａ浓度（ｐｇ／ｍｌ；ｘ±ｓｄ）
分组 ２ｈ ４ｈ １２ｈ ２４ｈ ７２ｈ

假手术组（Ⅰ） ４５．１３±１０．１２ ３７．６８±８．９７ ５２．６７±１３．３２ ４０．６１±９．７８ ３０．０２±１３．３５

肝移植组（Ⅱ） １８２．５６±３４．６７１） ２３６．６５±５６．７８１） ２５６．７８±４５．１２１） １８６．２３±３７．１２１） １８８．２３±３５．１７１）

ＩＰ组 （Ⅲ） ６１．１２±７．３３１），２） ８２．１５±１２．８６１），２） ８８．２２±１１．２６１），２） ５５．６３±１６．５３１），２） ４５．６６±１５．５６１），２）

　　　　注：１）与Ⅰ组比较，Ｐ#

０．０５；２）与Ⅱ组比较，Ｐ#

０．０５

２４２
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２．５　病理学改变

肝移植组术后 ２ｈ时肝脏颜色红润，外观无明

显异常；４ｈ时肝脏肿胀较明显，边缘变钝，质地变

软；２４ｈ肝脏肿胀明显减退。光镜下发现肝移植

组肝细胞明显肿胀，呈气球样变，部分呈空泡化，

部分肝细胞坏死；坏死的部分主要位于小叶中央

静脉周围；肝窦扭曲、闭塞、狭窄，有中性粒细胞

浸润。这种病理改变在 ４ｈ最高，２４ｈ基本恢复正

常。缺血预处理后术后对应时点的病理改变与

移植组比，肝细胞仅轻度肿胀，肝细胞呈灶状坏

死（附图）。假手术组肝脏无明显变化。

　　附图　肝移植组和缺血预处理组肝组织病学改变（ＨＥ×２００）　Ａ：肝移植 ４ｈ；　Ｂ：ＩＰ４ｈ；　Ｃ：肝移植 １２ｈ；　Ｄ：ＩＰ１２ｈ

３　讨　论

组织缺血缺氧达到一定程度和持续一定的时

间后将导致细胞损伤，而在缺血缺氧组织再获得

血液供应时往往并不使损伤减轻或恢复，反而加

速组织细胞死亡；这种加重损伤的现象，即 Ｉ／Ｒ
损伤。Ｉ／Ｒ损伤是肝移植中需要解决的重要课
题。在肝移植时，Ｉ／Ｒ损伤常不能避免，涉及到供
体、手术技术、受体等多方面；其与移植物早期、

晚期存活密切相关。肝 Ｉ／Ｒ的严重性也与手术
持续的时间，术中低血压的发生以及内脏缺血的

程度有关。供体器官的短缺，使得非最佳器官

（如非心跳骤停的供体肝）的使用成为必要。而

这种器官对于缺血再灌注损伤更为敏感。

肝脏 Ｉ／Ｒ损伤包括肝窦内皮细胞和肝脏实质
细胞损伤。肝窦内皮细胞对低温保存及再灌注

损伤较为敏感，是肝脏损伤的始动因子。目前认

为过度的炎症反应是 Ｉ／Ｒ损伤的主要机制之一。
在再灌注早期阶段，多种细胞因子参与 Ｉ／Ｒ损
伤，其中 ＴＮＦα是参与炎性损伤过程的重要细胞
因子［１－２］。研究表明，抑制 Ｉ／Ｒ过程中 ＴＮＦα的
产生，可明显减轻肝脏结构与功能的损伤；而诱

导 ＴＮＦα的产生，可导致肝脏损伤［３－４］。本研究

中，肝移植前的冷保存及移植后的再灌注，导致

了 ＡＳＴ升高，引起移植肝脏损害；这种损伤在病
理学上得到证实。供肝进行 ＩＰ后尽管血清中
ＴＮＦα浓度升高，但显著低于未经预处理的肝移
植组，表明缺血预处理后血清中 ＴＮＦα水平的上
升受到明显抑制。提示缺血预处理的保护效应

可能与血清中 ＴＮＦα水平的下调有关。
ＩＰ即经短暂缺血再灌注后，组织对随后的严

重缺血有抵抗力，其具有器官普遍性。ＩＰ引起的
这种保护作用常在再灌注后 ６０～１２０ｍｉｎ后消
失。然而，有报告显示这种保护作用在 ＩＰ后 ２４ｈ
又出现，并可延续到 ７２ｈ［５］。此现象称为 ＩＰ的第
二个保护窗。这是 ＩＰ启动了细胞内源性保护机
制的结果，也具有器官普遍性。尽管有研究显示

腺苷、自由基［６］及蛋白激酶 Ｃ［７］等参与了激活 ＩＰ
的这种保护作用，但目前主要认为是 ＩＰ过程中器
官释放的一些介质参与了 ＩＰ保护机制的信号传
导过程，其中腺苷和 ＮＯ扮演了重要角色［５］。

ＩＰ对器官的保护机制还不是很明了。根据对
肝脏的热缺血模型的研究，现在比较普遍地认

为，ＩＰ主要是通过增加细胞外的腺苷含量，激活
腺苷 Ａ２受体，诱导内皮细胞 ＮＯ的合成而发挥保
护作用［５］。通过应用腺苷脱氨酶或腺苷 Ａ２受体
拮抗剂可以消除缺血预处理对于肝组织的保护

性作用。应用 ＮＯ合酶抑制剂也可消除其保护作
用［８］。因此推测腺苷的有益作用是由 ＮＯ所介
导。腺苷在肝脏的 ＩＰ中所起的保护作用是通过
它激活腺苷 Ａ２受体，促进 ＮＯ的合成来实现的。

第二保护窗和传统的保护作用可能有共同的

信号传导途径，但这两种保护作用的机制可能并

不一致。ＮＯ是一种信号传递分子，Ｉ／Ｒ时 ＮＯ的
产生增加，ＮＯ在 ＩＰ第二保护窗中的作用是目前
研究的热点。一般认为，在静息状态下结构型

ＮＯＳ产生的 ＮＯ是一种血管扩张剂、氧自由基清
除剂、血小板凝聚和白细胞黏附抑制剂，可以减

３４２
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轻 Ｉ／Ｒ损伤［９］。而诱导型 ＮＯＳ合成的高浓度 ＮＯ
可以通过自由基的活动导致 Ｉ／Ｒ损伤［１０］。而诱

导型 ＮＯＳ则是在缺血后 ６～８ｈ才开始表达增强，
其合成的 ＮＯ在后期主要作为氧自由基的来源，
参与了机体的损伤。本实验也证实 ＩＰ可早期提
高 ＮＯ的含量，且下降缓慢，其浓度维持在较稳定
水平，从而减少了氧自由基的产生。这可能与 ＩＰ
第二保护窗的形成有关。而未预处理组则 ＮＯ的
峰值延迟出现，持续缓慢上升。因此认为短期快速

升高的低水平 ＮＯ对移植肝脏具有保护作用，维持
较稳定的 ＮＯ水平可能有利于产生 ＩＰ延迟保护效
应；而长期高水平的 ＮＯ可能加重肝脏的损伤。

据此笔者认为，供肝热缺血预处理对大鼠供

肝冷 Ｉ／Ｒ损伤具有明显的保护作用，其机制可能
是 ＩＰ能快速提高并稳定了血清中 ＮＯ水平，抑制
了 ＴＮＦａ等炎症因子的大量释放，减少了脂质过
氧化，从而减轻了移植肝细胞的损害。
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本刊对来稿中统计学处理的有关要求

１．统计研究设计：应交代统计研究设计的名称和主要做法。如调查设计（分为前瞻性、回顾性或横断面调查
研究）；实验设计（应交代具体的设计类型，如自身配对设计、成组设计、交叉设计、正交设计等）；临床试验设计

（应交代属于第几期临床试验，采用了何种盲法措施等）。主要做法应围绕 ４个基本原则（随机、对照、重复、均
衡）概要说明，尤其要交代如何控制重要非试验因素的干扰和影响。

２．资料的表达与描述：用 ｘ±ｓ表达近似服从正态分布的定量资料，用 Ｍ（ＱＲ）表达呈偏态分布的定量资料；用
统计表时，要合理安排纵横标目，并将数据的含义表达清楚；用统计图时，所用统计图的类型应与资料性质相匹

配，并使数轴上刻度值的标法符合数学原则；用相对数时，分母不宜小于 ２０，要注意区分百分率与百分比。
３．统计分析方法的选择：对于定量资料，应根据所采用的设计类型、资料所具备的条件和分析目的，选用合适

的统计分析方法，不应盲目套用 ｔ检验和单因素方差分析；对于定性资料，应根据所采用的设计类型、定性变量的
性质和频数所具备条件以分析目的，选用合适的统计分析方法，不应盲目套用 χ２检验。对于回归分析，应结合专
业知识和散布图，选用合适的回归类型，不应盲目套用简单直线回归分析，对具有重复实验数据的回归分析资料，

不应简单化处理；对于多因素、多指标资料，要在一元分析的基础上，尽可能运用多元统计分析方法，以便对因素

之间的交互作用和多指标之间的内在联系进行全面、合理的解释和评价。

４．统计结果的解释和表达：当 Ｐ＜０．０５（或 Ｐ＜０．０１）时，应说明对比组之间的差异有统计学意义，而不应说
对比组之间具有显著性（或非常显著性）的差别；应写明所用统计分析方法的具体名称（如：成组设计资料的 ｔ检
验、两因素析因设计资料的方差分析、多个均数之间两两比较的 ｑ检验等），统计量的具体值（如 ｔ＝３．４５，χ２ ＝
４．６８，Ｆ＝６．７９等）应可能给出具体的 Ｐ值（如 Ｐ＝０．０２３８）；当涉及到总体参数（如总体均数、总体率等）时，在给
出显著性检验结果的同时，再给出 ９５％置信区间。
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