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　　摘要：目的　研究缺血再灌注（ＩＲ）对肝癌和正常肝组织的损伤作用。方法　超声引导穿刺新西
兰兔肝脏左中叶注射 ＶＸ２肿瘤组织混悬液，建立肝脏肿瘤模型。２周后，证实荷瘤模型已成功构建，
乃剖腹阻断肝左中叶的肝动脉分支，６０ｍｉｎ后去除血管阻断恢复血流；分别于再灌注 ０ｍｉｎ，１ｈ，１ｄ，
３ｄ和 ７ｄ取肝癌组织和正常肝组织石蜡包埋切片，以 ＨＥ染色法和荧光脱氧核苷酸末端转移酶介导的
ｄＵＴＰ缺口末端标记（ＴＵＮＥＬ）法观察两种组织细胞凋亡情况。结果　ＨＥ染色显示，ＩＲ后两种组织的
凋亡细胞均有增加。至 １ｄ时凋亡达峰值（肝癌为 ２３％，正常组织为 １０％），其后虽有降低，但至 ７ｄ
时仍明显高于 ＩＲ前水平（Ｐ＜０．０１）。以癌组织细胞凋亡最为显著，其在各时点阳性细胞率均明显高
于正常肝组织。ＴＵＮＥＬ实验显示，ＩＲ前癌组织凋亡细胞（５％）即多于正常肝脏组织（１％）。ＩＲ后，癌
组织和正常肝组织凋亡改变的特点与 ＨＥ染色相似，于 ＩＲ１ｄ和 ７ｄ凋亡细胞率分别为 ２５％，１５％ 和

８％，２％。结论　ＩＲ后肝癌组织的损伤和细胞凋亡较正常肝组织更为显著。
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　　缺血再灌注（ｉｓｃｈｅｍｉａａｎｄｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＩＲ）损伤
与氧自由基、钙超载、炎性反应及细胞凋亡等有

关。近年来还发现，ＩＲ配合相关手段可杀伤肿瘤
组织 ［１－２］。但对于 ＩＲ对正常组织的影响，是否可
利用 ＩＲ的组织损伤作用对肝癌进行治疗？尚不
明了。为此，本实验建立肝癌和 ＩＲ模型，以 ＨＥ
染色和荧光脱氧核苷酸末端转移酶介导的 ｄＵＴＰ
缺口末端标记法（ＴＵＮＥＬ）观察 Ｇ肝癌组织和正
常肝组织细胞 ＩＲ前后的凋亡情况，旨在探讨肝癌
ＩＲ的损伤规律，为寻找一种能杀灭肿瘤细胞又能
保护正常组织的治疗肝肿瘤新方法建立基础。

１　材料和方法

１．１　实验材料
实验动物：纯种成年新西兰大白兔 ３６只，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。主要试剂：细胞凋亡测试盒购

自美国 ＲｏｃｈｅＤｉａｇｎｏｓｔｉｃｓＧｍｂＨ公司。ＶＸ２瘤株由
第四军医大学病理学教研室提供，采用新西兰兔

活体传代。

１．２　实验方法
１．２．１　肝癌 ＩＲ模型的建立　取 ＶＸ２瘤株传代
兔，处死，无菌条件下取其股部肌肉内的肿瘤组

织，置于平皿中；加入生理盐水剪切并制成组织混

悬液，吸入 ２０ｍＬ注射器内备用。超声引导下穿
兔刺肝左中叶，缓慢推注 ０．５ｍＬ肿瘤组织混悬液
于左中叶，制作肝癌疾病模型。２周后超声判定
动物的疾病模型，兔肝 ＶＸ２肿瘤接种成功在超声
表现为低回声伴声晕的肿块，彩色多普勒血流成

像表现为周边血供丰富，中央血供稀少。菏瘤动

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。分离供应有癌组织

的肝左叶肝分支动脉，用无损伤血管钳阻断动脉

血流 ６０ｍｉｎ后，松开血管夹恢复动脉血流后关
腹，于 ＩＲ前、ＩＲ后 ０ｍｉｎ，１ｈ，１ｄ，３ｄ和 ７ｄ等不
同时点动物处死，分别切取癌组织和距癌结节

１．５ｃｍ外的正常肝组织，置固定液中以备石蜡切片。
１．２．２　ＨＥ染色　组织块脱水后石蜡包埋及切
片，片厚 ５μｍ，ＨＥ染色，光镜下观察。细胞核内
染色质致密浓缩，核碎裂及出现凋亡小体等为细

胞凋亡。连续观察 ５个切片，计算凋亡细胞的比
率。同时，对肝癌与正常肝组织作出对应的病理

诊断。

１．２．３　ＴＵＮＥＬ标记　按照细胞凋亡测试盒的操

作流程进行：组织切片在二甲苯中脱蜡，经梯度酒

精水化，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）振洗后，以蛋白酶
Ｋ温育 ３０ｍｉｎ（３７℃），再用 ＰＢＳ振洗 ３次，每次
５ｍｉｎ。切片滴加 ５０μＬＴＵＮＥＬ反应液，置湿盒内
３７℃孵育 ６０ｍｉｎ。ＰＢＳ振洗 ３次共 １５ｍｉｎ，伊文蓝
衬染后，加蛋白甘油液封片，荧光显微镜下观察，照

相。胞核内出现黄绿色荧光为阳性细胞。取每个

高倍镜视野（×２００）计数凋亡细胞。除不滴加
ＴＵＮＥＬ反应液外，用同样方法和步骤反应进行阴性
对照。组织切片标本上滴加 ＤＮＡ酶以裂解 ＤＮＡ，
然后按照 ＴＵＮＥＬ标记步骤依次进行阳性对照。
１．３　统计学处理

数据以中位数（四分位数间距）（Ｍ（Ｑ））表
示。采用 ＳＰＳＳ１０．０软件进行统计分析。

２　结　果

２．１　观察两组细胞凋亡情况
在 ＨＥ染色切片上，凋亡细胞表现为体积缩

小、胞核染色质浓缩、边集、碎裂成小颗粒样。ＩＲ
后肿瘤组织凋亡细胞明显增加。从 ＩＲ０ｍｉｎ开始
凋亡细胞逐渐增多，至 ＩＲ１ｄ达高峰（Ｐ＜０．０５），
其后又减少，但 ７ｄ后仍高于 ＩＲ前水平。正常肝
组织从 ＩＲ１ｈ～７ｄ后凋亡细胞有所增加，但均明
显少于肝癌组织（Ｐ＜０．０１）（附表）。
２．２　ＴＵＮＥＬ检测

ＴＵＮＥＬ染色阳性细胞为肝细胞和部分库普弗
细胞，阳性产物为细胞核内呈现黄绿色的荧光物

质。ＩＲ后癌组织和正常肝组织的阳性细胞改变
规律与 ＨＥ染色相似，癌组织的凋亡细胞亦明显
多于正常肝组织（附表）。

附表 　 肝 癌 组 织 和 正 常 肝 组 织 的 细 胞 凋 亡 情 况
［Ｍ（Ｑ），ｎ＝６］

组别
肝癌组织

ＨＥ染色 ＴＵＮＥＬ染色

正常肝组织

ＨＥ染色 ＴＵＮＥＬ染色

ＩＲ前 ８．０（１．１） ５．０（５．５）３） ８．５（０．８） １．０（１．８）

ＩＲ后

　Ｏｍｉｎ １５．７（２．６）２），３） ８．５（４．３）１），４） ９．０（１．１） ３．５（２．０）

　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）２） ２．５（１．５）

　　注：与ＩＲ前比较：１）Ｐ＜０．０５，２）Ｐ＜０．０１；与正常肝组织同时点
组比较：３）Ｐ＜０．０５，４）Ｐ＜０．０１
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图１　肝癌组织ＩＲ后１ｄ细胞凋亡（ＴＵＮＥＬ×４０） 图２　肝癌组织ＩＲ后７ｄ细胞凋亡（ＴＵＮＥＬ×４０）

３　讨　论

对于手术切除困难的肝癌患者常采用肝动脉

结扎或栓塞等方法治疗，但因其具有对正常肝组

织的损伤，使其在多发性结节、弥漫性病变等复

杂情况下的可操作性、治疗效果及对肝功能的影

响等方面均有明显的缺点。有学者［３］发现，用热

隔离加 ＩＲ后可引起肿瘤坏死因子 －α（ＴＮＦα）
水平提高，并产生对肝肿瘤的治疗作用。在 ＩＲ的
同时给予光动学疗法（ｐｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃｔｈｅｒａｐｙ，ＰＤＴ），
通过检测 ＩＲ中具有特异性氧化损伤作用的黄嘌
呤氧化酶的改变，发现 ＰＤＴ是通过炎性反应对肿
瘤进行杀伤的，并观察到 ＩＲ２ｈ能杀死肿瘤细胞，
明显缩小肿瘤的体积而对周围正常组织影响很

小［４］。同时还发现，间断 ＩＲ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［５－６］。

目前认为，ＩＲ可引起氧自由基的改变和组织
损伤，三磷酸腺苷（ＡＴＰ）合成减少、ｐＨ异常、细
胞膜通透性增加及儿茶酚胺增多等均可引起细

胞内钙粒子（Ｃａ２＋）稳态调节的破坏，从而造成钙
超载，而钙超载又可进一步加重细胞损害。ＩＲ过
程中的缺血、缺氧和组织坏死产物等的刺激均可

诱导炎症介质的产生（包括活性氧、促炎细胞因

子、炎症趋化因子等），导致局部变化即炎症反

应。目前认为，激活的炎症细胞，主要是白细胞，

可在 ＩＲ过程中起机械阻塞和对组织的损伤作用。
研究证明，氧自由基增多、钙粒子超载及炎症反

应均可诱导细胞凋亡。化疗和放疗对肿瘤细胞

杀伤作用也是通过凋亡实现的。在以往的大白

兔肝癌 ＩＲ实验研究中，笔者发现，能反映氧自由
基损 伤 的 超 氧 化 物 歧 化 酶 （ＳＯＤ）、一 氧 化 氮
（ＮＯ）及丙二醛（ＭＤＡ）均有明显改变，提示存在
自由基的改变和组织损伤［７］。ＨＥ染色组织切片
上观察到明显的凋亡改变。癌组织从 ＩＲ０ｍｉｎ开
始凋亡已很明显，至 １ｄ达最高峰，７ｄ时细胞凋

亡仍很明显。ＴＵＮＥＬ实验进一步显示肝癌组织
缺血 ＩＲ后的凋亡改变，其变化规律与 ＨＥ染色相
似但更为精确，所显示的凋亡细胞更多。笔者在

氧自由基的研究中已发现癌组织的改变强于正

常肝组织，而凋亡细胞也具此特点［７］。本研究的

ＨＥ染色和 ＴＵＮＥＬ实验结果均显示，在 ＩＲ各时点
肝癌组织凋亡细胞率明显大于正常肝组织。分

析两者间的差异可能与癌组织的特点有关，如代

谢改变、氧消耗增多及其引发的氧化损伤增强

等。ＩＲ对肝癌组织的损伤特点提示，利用 ＩＲ对
弥漫性、多发性和复杂型肝癌进行治疗可能具有

较好的效果。但对于 ＩＲ的强度和时间等条件及
相关内容还需进一步研究。
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