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[摘要] 目的通过检测肝缺血再灌注前后肝组织的细胞凋亡情况，探讨临床手术中肝缺血再灌注与

细胞凋亡之间的关系，为更好地预防或减轻临床肝脏手术中造成的缺血再灌注损伤(HIRI)提供理论基础。

方法以细胞凋亡测定法(n烈EL法)测定肝缺血再灌注前后肝细胞的凋亡情况。结果肝门阻断前与肝

门开放时和关腹前肝细胞的凋亡指数各组间的差异有统计学意义(P<0．01)，肝门阻断前肝细胞的凋亡指

数高于肝门开放时和关腹前肝细胞的凋亡指数(P<0．01)；肝门开放时肝细胞的凋亡指数高于关腹前肝细

胞的凋亡指数(P<0．01)。结论研究表明肝脏手术中，在肝细胞短时间(15 min左右)缺血后的再灌注损

伤中，肝细胞凋亡和缺血再灌注损伤呈负相关，它并不是术后早期肝细胞损伤的一种主要方式。
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Relationgship between hepatic ischemia—reperfusion injury and apoptosis wuji～hua，WEN Zhang，DU-

AN Jia一伽，et a1．Department of Surgery，First Affiliated Hospital of C,'uanga：i Medical University，Nan—

ning 530021，China

[Abstract]Objective To detect the apoptosis of liver cell before and after hepatic ischemia—reperfusion，

and explore the relationship between the liver isch哪ia—reperfusion of the clinical operation and apoptosis，in 01"．

der to provide a theoretical basis for better preventing the hepatic ischdafia reperfusion injury(HIRI)catLsed by

the operation． Methods The apoptosis determination(TUNEL methcEl)was used to measure the apoptosis in—
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dex(A1)of hepatic cells before and after liver ischemia reperfusion． Results CC釉pared the AI of hepatic cells

before Pringle’s nvⅡ删v叫r。at the time of the Opatl of porta hepatis and before the dosl．n'e of abdominal cavity re．

spectively，differences anaong these three groups were significant(P<O．01)．The AI of liver eells before Prlngle’

s mslleuvel．1r was higher than that at the open of porta hepatis(P<0．01)，and also was higher than that before

the abdominal closure(P<o．01)，AI of liver cells at the time of theop印of porta hepatis Was higher than theAI

before the ab&疵nal closure(P<0．01)．Conclusion In the early of hepatic reperfusion injury after the short

(about 15mins)term ischemia，apoptosis and ischemic reperfusion injury is a negative correlation，apoptosis is not

the major way in the early i巧m-y of the liver cell，

[Key woras]Liver； Ischemic reperfusion； Apoptosis

细胞凋亡(apoptosis，Apo)是细胞受到一些特殊

信号刺激后，按照内在程序，即细胞预存的死亡程

序，由其自身内部机制调控的、主动的细胞死亡，属

于机体自身的生理活动⋯1。细胞凋亡过程受基因严

格调控，与细胞坏死有显著的差别。肝缺血一再灌

注损伤(hepatic ischemia—reperfusion injury，HIRI)

见于许多临床病理和手术过程中，是多细胞参与、多

种介质共同发挥作用的复杂病理生理过程。细胞凋

亡是肝缺血一再灌注损伤后细胞死亡的重要方式，

而且HIRI后细胞凋亡的发生与缺血的严重程度、

再灌注时间的长短有关。在临床肝脏手术中，肝门

阻断的时间往往较短(大约5～15 rain左右)。本文

通过研究I临床手术中短暂肝脏缺血后再灌注损伤与

凋亡的关系，为临床选用有效的预处理方法来抑制

肝细胞凋亡、减轻肝脏缺血再灌注损伤提供理论基

础。

l资料与方法

1．1 标本来源为2005—01～2008—03在广西

医科大学第一附属医院肝胆外科住院行肝段切除的

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma；HCC)的患者27

例，术中均采用Pringle’s法阻断第一肝门。肝门阻

断时间为11．2±4．1 min；肝门阻断开放后到手术结

束关腹的时间为68．4±12．4 min。采用自身前后对

照。

1．2标本的采集和保存分别在术中肝门阻断前、

肝门阻断开放同时、手术结束关腹前取切缘旁肝组

织59。用4％多聚甲醛固定，制作石蜡标本，并做常

规病理检查。

1．3细胞凋亡采用TI烈EL法测定 nTNEL阳

性细胞为单个散在分布，细胞呈典型的凋亡形态，周

围无炎症反应，阳性染色呈红色。应用病理图像分

析仪分析，每张切片一个高倍视野计数200个细胞

中凋亡细胞数量，共取5个视野，并计算凋亡指数

(AI—Apoptosis Index=阳性细胞数之和／1000)。

设立经过DNA酶处理的切片为阳性对照片，PBS代

·331·

替TUNEL反应混合物为阴性对照片。

1．4统计学处理建立数据库，采用SPSSl3．0软

件进行统计分析。结果以均数±标准差(三±s)表

示，并应用t检验分析。以P<0．01为差异有统计

学意义。

2结果

关腹前的肝细胞凋亡指数低于肝门开放时凋亡

指数；肝门开放时的凋亡指数低于肝门阻断前凋亡

指数；肝门阻断前的凋亡指数高于关腹前的凋亡指

数。三个时点进行两两比较，P均<0．01。见表1，

图1。

表1肝细胞凋亡指数(AI)在各时间点的比较(互±s)

注：②与③比较￡=2．918，P<0．01

舯Ij附断耐 肝fj开放时 关臌莳

图1 肝细胞凋亡指数(AI)在各时点的比较

3讨论

3．1肝缺血再灌注损伤是临床肝脏切除手术和肝

脏移植手术中的一个重要问题，可直接影响到疾病

的预后、手术成功率和病人的存活率。肝缺血一再

灌注损伤是一个多因素、多环节、多途径参与的复杂

的网络过程。包括氧自由基的释放、钙超载、Kuffer

细胞的激活、细胞因子的释放【2J。近年来研究表明，

细胞凋亡与肝缺血再灌注损伤密切相关，并在HIRI

的病理过程中起着重要的作用。目前，大多数的动

物研究显示长时间(>30 min)的肝门阻断再灌注
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后，再灌注的肝细胞都出现不同程度的凋亡甚至坏

死，并随缺血的时间延长凋亡指数加重。并以此为

依据研究出相应的缺血再灌注损伤预处理方法来减

轻缺血再灌注后的损伤。但在实际临床肝脏手术

中，阻断肝门时间大多数在15 min以内，人体肝脏

手术肝细胞缺血的时间和动物试验中的缺血时间存

在着较大的差异，再灌注后肝细胞凋亡的情况可能

也存在不同的结局。我们的研究发现：在临床肝脏

手术中，关腹前的肝细胞凋亡指数低于肝门开放时

凋亡指数；肝门开放时的凋亡指数低于肝门阻断前

凋亡指数；肝门阻断前的凋亡指数高于关腹前指数。

在临床的肝脏手术中短时间的肝门阻断并不像以往

的动物试验研究那样加重肝细胞的凋亡，阻断前肝

细胞的凋亡指数比组断后肝细胞的凋亡指数还要

高，也就是说阻断开放后的短时间内(68．4±12．4

min)肝细胞的凋亡并没有加重，肝细胞凋亡在临床

肝脏手术后短时间内还不是肝细胞损害的主要方

式。

3．2我们的研究结果与其他大部分的动物研究存

在较大不同，这可能和短时间的肝门阻断和再灌注

后机体产生和释放的一些抑制凋亡的因子的作用有

关。到目前为止研究发现的凋亡相关基因多达数十

种，根据功能不同可分为：(1)抑制凋亡基因：Bel一2

家族中的Bcl—2、Bcl—xL、A1／t3f一1、Nd3、mcl一I、

突变型p53、IAP家族；(2)促进凋亡基因：Bcl一2家

族中的bax、bik、bad、bid、t-Irk、Bcl一船、bim、mtd、

Fas基因及野生型p53；(3)双向调控基因：即早基因

(1EGs)，c—f08、C—myc等。另外，也有文献报道在

缺血再灌注损伤中HSP(热休克蛋白)【3】具有保护性

的作用，血红素氧合酶一1(heine oxygenase，HO一1)

和细胞凋亡存在负相关；HIRI中重要的早期炎症因

子高迁移率蛋白一1(HMGB一1)也有抑制凋亡的作

用l4I。因此，我们认为在短时间肝缺血后的再灌注

中机体可能存在着凋亡与抗凋亡，损伤与抗损伤的

过程，而且抗凋亡的作用可能要大于凋亡的过程。

这有可能是短时间的肝缺血再灌注后肝细胞凋亡指

数有所下降的原因之一。

总之，细胞凋亡在器官的缺血再灌注损伤中起

着至关重要的作用，是细胞损害一个重要方式。在

肝手术过程中，尽快在短时间内恢复肝脏的血供是

保证肝脏功能恢复的重要步骤，在主动缺血之前或

被动缺血之前给予肝脏预处理保护，增强肝脏抗缺

血缺氧的能力，阻止一些细胞跨过不可逆点，有可能

终止或减轻肝细胞凋亡的发生，有利于术后肝细胞

损伤的恢复。
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