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　　摘要：目的　探讨肝脏缺血再灌注（Ｉ／Ｒ）损伤程度及其判断指标的选择。方法　建立大鼠肝脏
局部 Ｉ／Ｒ模型，测定大鼠肝脏缺血 ６０，９０ｍｉｎ再灌注 ０，１，２，４，６，１２，２４，４８ｈ时的血清丙氨酸转氨酶

（ＡＬＴ）水平，并行病理检查（相对细胞死亡率）。参照本院 Ｉ／Ｒ损伤分级标准重新将动物分为 ４个不

同的 Ｉ／Ｒ损伤程度的实验组，分析 ＡＬＴ水平与病理改变的关系。结果　缺血 ６０ｍｉｎ组中轻度 Ｉ／Ｒ损

伤占 ７５．０％，中度 Ｉ／Ｒ损伤占 １４．６％，重度 Ｉ／Ｒ损伤占 １０．４％；缺血 ９０ｍｉｎ组中轻度 Ｉ／Ｒ损伤占

４１．７％，中度 Ｉ／Ｒ损伤占 ２５．０％，重度 Ｉ／Ｒ损伤占 １６．７％，严重度 Ｉ／Ｒ损伤占 １６．７％。损伤程度越

重细胞死亡率越高，ＡＬＴ水平也越高。结论　ＡＬＴ水平可直接反映肝脏 Ｉ／Ｒ损伤程度；损伤程度越重，

转氨酶水平越高，细胞死亡率也越高。
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　　缺血再灌注（ｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，Ｉ／Ｒ）损伤
在肝脏移植中占有重要地位，但如何早期判断移

植肝的 Ｉ／Ｒ损伤的程度，国内外尚缺乏统一的分
级标准。我院在临床工作中，根据肝脏移植术后

移植肝功能改变的程度，将移植肝脏所受到的Ｉ／Ｒ
损伤分为５级，即０～Ⅳ级灌注性损伤［１］。本研究

参照上述标准，根据丙氨酸转氨酶（ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎ
ｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）水平的变化，将动物人为地分为
４个不同损伤程度的实验组，分析 ＡＬＴ水平与病
理改变的关系，并初步探讨确定肝脏 Ｉ／Ｒ损伤分
级标准的必要性。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　主要仪器　全自动生化分析仪（ＨＩＴＡ
ＣＨＩ７１７０型，日 本），光 学 显 微 镜 （ＯＬＹＭＰＵＳ
ＣＨ２０型，日 本 ），照 相 系 统 （ＮＩＫＯＮＥＣＬＩＰＳＥ
Ｅ４００，日本），ＨＰＩＡＳ１０００９增强型病理图文分析
系统（郑州太阳电子科技公司）和 ＨＭＩＡＳ２０００高
清晰度彩色医学图文分析系统（武汉同济千屏影

像公司）。

１．１．２　实验动物　雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，购于湖南农
业大学实验动物中心，体重 ２５０～３００ｇ，单纯随
机分组，术前 １２ｈ禁食，术前 ６ｈ禁食水。
１．２　实验方法
１．２．１　麻醉和手术方法　实验动物麻醉乙醚吸
入麻醉后开腹，腹腔内滴 １０％水合氯醛 １ｍＬ补
充麻醉。剪断肝周各韧带及肝胃韧带，分离左、中

肝叶的胆管及动脉、门静脉，用无损伤血管夹阻断

左、中肝叶的动脉及门静脉血流（不夹闭胆管），

建立大鼠肝脏局部缺血模型。于缺血 ６０，９０ｍｉｎ
后取出血管夹恢复血流行再灌注［２］。

１．２．２　实验分组　实验动物随机分为缺血 ０（假
手术，未阻断血运），缺血６０，９０ｍｉｎ／再灌注０，１，
２，４，６，１２，２４，４８ｈ；每组 ６只。参照我院肝脏移
植术后肝脏 Ｉ／Ｒ损伤程度的分级标准，按实验大
鼠血清 ＡＬＴ水平，分为 ４个不同的 Ｉ／Ｒ损伤程度
组，即 ＜５００Ｕ／Ｌ为轻度组（Ⅰ级灌注性损伤）；
５００～１０００Ｕ／Ｌ为中度组（Ⅱ级灌注性损伤）；
１００１～２０００Ｕ／Ｌ为重度组（Ⅲ级灌注性损伤）；

＞２０００Ｕ／Ｌ为严重组（Ⅳ级灌注性损伤）（表４）。
１．２．３　标本收集　于实验结束时各组动物经肝
上下腔静脉抽血，离心取血清，并测肝功能。切开

肝上 下 腔 静 脉 放 血 处 死 动 物，经 门 静 脉 用 冰

０．１５ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，
ＰＢＳ）冲洗肝内血液后，切取肝中叶，用 ４％多聚甲
醛经门静脉冲洗后放入 ４％多聚甲醛溶液中，进
一步处理。

１．２．４　病理组织学检查　切取肝脏组织放入
４％多聚甲醛溶液中固定 ２ｈ，再放入含有 １／１０００
二乙基焦磷酰胺（ｄｉｅｔｈｙｌｐｙｒｏｃａｒｂｏｎａｔｅ，ＤＥＰＣ）的蒸
馏水中过夜。用梯度乙醇脱水后石蜡包埋，常规

切片，ＨＥ染色，制作病理标本，在光学显微镜下观
察、照相。

１．２．５　细胞死亡率检测　采用全自动图象分析
系统，在 ４００倍视野下，每张玻片（上述标本）随
机选取 １０个无血管区视野，测定检测区的苏木素
染色阳性（细胞核染色为主）面积的平均面积百

分数，用以估计相对细胞死亡率。阳性区的平均

面积百分数越低，表示细胞相对死亡率越高［１，３］。

１．３　统计学处理
所有数据用 ＳＰＳＳ１２．０．１Ｗｉｎｄｏｗｓ中文版软件

处理，行方差分析和 ｔ检验。数据用均数 ±标准
差（ｘ±ｓ）表示。Ｐ＜０．０５为差异有显著性。

２　结　果

２．１　血清 ＡＬＴ水平
２．１．１　缺血 ６０ｍｉｎ组　与假手术组比较，缺血
６０ｍｉｎ组随着再灌注时间的推移，大鼠血清 ＡＬＴ
水平逐渐升高，再灌注 ６ｈ达到高峰，１２ｈ后逐渐
下降，４８ｈ下降到正常水平（表 １）。
２．１．２　缺血 ９０ｍｉｎ组　再灌注 ２，４，６，１２ｈ组
血清 ＡＬＴ水平均明显高于假手术组（Ｐ＜０．０５），
但再灌注 ２，４，６，１２ｈ组间差异无统计学意义
（表２）。实验过程中缺血 ９０ｍｉｎ组动物死亡率为
５２．９％（２７／５１），且是在再灌注 ２～１２ｈ内死亡，
此时 ＡＬＴ水平升高非常明显，并大于 ５００Ｕ／Ｌ的
例数在本组实验中占有的比例为 ５８．３％，大于
１０００Ｕ／Ｌ的比例为 ３３．３％，故无法观察再灌注
２４，４８ｈ组（表 ３）。

１５６
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表１　假手术组和缺血６０ｍｉｎ后各再灌注组血清ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ）

水平的变化（ｘ±ｓ）

　　组别 ｎ ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ）

假手术组 ６ ６４．１７±１８．８７

缺血６０ｍｉｎ组

　再灌注０ｈ ６ ４３８．８３±３０９．９６

　再灌注１ｈ ６ ４９８．３３±４９７．７４１）

　再灌注２ｈ ６ ２９９．６７±３２８．７４

　再灌注４ｈ ６ ４４２．００±１３０．３７

　再灌注６ｈ ６ ９３９．１７±６５２．２１１），２）

　再灌注１２ｈ ６ ５４９．６７±４９１．５５１）

　再灌注２４ｈ ６ ２８４．５０±１３４．０９

　再灌注４８ｈ ６ ７７．００±２１．５８

　　注：１）与假手术组比较Ｐ＜０．０５；２）与再灌注０ｈ比较Ｐ＜０．０５

表２　缺血９０ｍｉｎ后再灌注 ２，４，６，１２ｈ组血清 ＡＬＴ水平

（Ｕ／Ｌ）的比较（ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ）

假手术组 ６ ６４．１７±１８．８７

缺血９０ｍｉｎ组

　再灌注２ｈ ６ １０２５．６７±１０２０．４４１）

　再灌注４ｈ ６ ４７７．１７±２０９．０７１）

　再灌注６ｈ ６ １２３８．６７±９４６．３５１）

　再灌注１２ｈ ６ １２３８．３３±８６３．５５１）

　　注：１）各再灌注组与假手术组比较Ｐ＜０．０５

表３　缺血 ９０ｍｉｎ／再灌注后各样本 ＡＬＴ水平所占的比例

（％）情况

ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ｎ 百分率（％）

＜５００ １０ ４１．６７

５００～ ６ ２５．００

１０００～ ４ １６．６７

２０００～ ４ １６．６７

合计 ２４ １００．００

　　注：＞５００Ｕ／Ｌ的例数所占比例为５８．３％，＞１０００Ｕ／Ｌ的比例

为３３．３％

２．２　病理组织学观察结果
光学显微镜下观察：缺血６０ｍｉｎ组再灌注１ｈ

为止，未见明显的组织学破坏。随着再灌注时间

的延长能见到肝窦充血、肝细胞肿胀、汇管区炎症

细胞浸润、还能见到灶状坏死和点片状坏死灶，以

上改变在再灌注 １２ｈ最为明显。在再灌注 ４８ｈ
上述改变很少见。

缺血 ９０ｍｉｎ组再灌注 ２ｈ见到肝窦充血、肝
细胞肿胀，小血管内形成血栓。在再灌注 ４，６，
１２ｈ中见到大量灶状坏死和大片状坏死灶。
２．３　按 ＡＬＴ水平重新分组

结果表明缺血 ９０ｍｉｎ组的肝损伤程度明显重
于缺血 ６０ｍｉｎ组（Ｚ＝３．００３，Ｐ＝０．００３）（表
４），且损伤程度越重，其苏木素染色阳性面积所
占的百分数越低，即死亡细胞所占的比例越高

（表 ５）。

表４　两组重新分组后的分布情况

组别 ｎ
Ｉ／Ｒ损伤程度（％）

轻度 中度 重度 严重

缺血６０ｍｉｎ ４８ ３６（７５．０）７（１４．６） ５（１０．４） ０（０．０）

缺血９０ｍｉｎ ２４ １０（４１．７）６（２５．０） ４（１６．７） ４（１６．７）

表５　各组ＨＥ染色（细胞核）阳性面积的平均百分数（ｘ±ｓ）

组别
缺血６０ｍｉｎ

ｎ 阳性面积百分数

缺血９０ｍｉｎ

ｎ 阳性面积百分数

假手术 ６ ３１．３０００±５．０１３９１ ６ ３１．３０００±５．０１３９１

轻度 ３０ ３０．１４７０±５．２３７５８ １０ ２８．６１９０±４．６９９１０

中度 ７ ２８．７６００±７．６０４５９ ６ ２７．４５００±４．１８３４８

重度 ５ ２３．８９２０±４．４２５０９１） ４ ２５．１９７５±３．８４０１０１）

严重 ０ － ４ ２３．１１００±２．３５２１２１）

　　注：１）与假手术组比较 Ｐ＜０．０５

３　讨　论

目前认为 Ｉ／Ｒ损伤在肝移植中占有重要地
位，而且是影响移植肝功能改变的主要因素之一。

如何选择能较准确反映移植肝功能的简便的指

标，选择快速评价移植肝 Ｉ／Ｒ损伤程度的评分方
法是一个极待统一解决的问题［１］。

目前认为评判急性肝损伤程度，血清转氨酶

水平是最好的指标，因为它是肝细胞破坏后才能

在血清中表现高水平，且受到其他因素的干扰较

小［４］。由于移植肝 Ｉ／Ｒ损伤也属于急性损伤，故
血清转氨酶水平才有可能直接反映移植肝细胞受

Ｉ／Ｒ损伤的真正程度［５］。但转氨酶水平能否准确

反映肝损伤程度和及其标准如何？这是当前面临

的主要问题。

本研究虽也发现各再灌注时点 ＡＬＴ水平的改
变与文献报道相似，其均值的高峰在再灌注后 ６ｈ
出现［６－８］，但也有很多样本 ＡＬＴ水平高、在高峰期

２５６
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外出现，而且与病理观察相吻合。也有 ＡＬＴ水平
低且在高峰期内出现，而病理改变轻微者。说明

肝 Ｉ／Ｒ损伤虽然在 ２４ｈ后趋于恢复，但其恢复时
间的长短与损伤程度有关。研究表明，随着热缺

血时间的延长，再灌注性损伤也加重。缺血期间

可造成严重的细胞损伤，包括蛋白变性；而在再灌

注期间增加的氧自由基又加重这一破坏过程［９］。

本实验中缺血 ９０ｍｉｎ组肝损伤较缺血 ６０ｍｉｎ组
重的结果也说明这一点，而且高峰期内的损伤程

度也加重。细胞坏死后形态学改变主要在细胞

核，包括核固缩、核碎裂、核溶解等［１０］。因此病理

切片中细胞核所占的面积缩小，表示细胞坏死的

相对程度。本研究观察 ＡＬＴ的改变程度与细胞核
所占的面积比率的关系，表明 ＡＬＴ水平与病理改
变相吻合。即虽然尚未利用病理损伤程度的更多

参数作进一步分析，但说明大鼠肝脏热 Ｉ／Ｒ损伤
模型动物血清 ＡＬＴ水平升高的严重程度，基本与
病理改变吻合。总之，再灌注损伤的轻重是直接

影响损伤恢复速度和预后的主要因素，其结果也

不同［１１］。血清 ＡＬＴ水平直接反映损伤程度，可作
为最简便的判断 Ｉ／Ｒ损伤标准的指标之一。如结
合病理结果进行分析所反映的 Ｉ／Ｒ损伤情况将会
更为理想。

本研究提示，肝功能血清转氨酶水平可直接

反映肝脏 Ｉ／Ｒ损伤程度；损伤程度越重，转氨酶
水平越高、细胞死亡率也越高。然而，还需要与更

多的病理参数和临床指标相结合作为依据。
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