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冷缺血与热缺血对大鼠肝细胞凋亡的影响

宋忠于，元文勇，叶启发，任祖海，刘海，明英姿，蒋圣军

（中南大学湘雅三医院 器官移植医学研究院，湖南 长沙 ４１００１３）

　　摘要：目的　观察冷保存与热缺血对大鼠肝细胞凋亡的影响。方法　用流式细胞检测技术，分组
检测冷保存时和热缺血时的肝细胞凋亡率与增殖率。结果　冷保存时各组之间的肝细胞凋亡率与增
殖率差异无显著性（Ｐ＞０．０５）；随着热缺血时间的延长，细胞凋亡率明显加重（Ｐ＜０．０５），但细胞增
殖率的改变不明显（Ｐ＞０．０５）。结论　大鼠肝脏冷保存／再灌注时肝细胞凋亡可能在有氧再灌注后
加重；大鼠肝脏热缺血／再灌注时肝细胞凋亡可能在缺血时和再灌注后均可加重。
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　　以往研究认为，细胞坏死是器官移植缺血再
灌注（ｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，Ｉ／Ｒ）损伤的主要病理
改变。近年来大量实验证实，细胞凋亡也参与肝

脏的 Ｉ／Ｒ损伤。而且在肝脏 Ｉ／Ｒ损伤后，肝细胞
的凋亡与增殖同时存在，说明肝组织的重塑受到

两者的双重调控。在肝脏遭受 Ｉ／Ｒ打击时，组织

受损不仅来自 Ｉ／Ｒ的直接作用，同时凋亡机制的
启动与放大后所造成的组织坏死同样也参与肝组

织的损伤过程，使肝组织的修复达到增殖与凋亡

处于平衡状态［１］。研究表明，这种改变可能在冷保

存和早期的热缺血时已开始存在。因此，本实验用

流式细胞检测技术中常用的细胞凋亡（ＰＩ染色后
在 Ｇ０／Ｇ１峰下的阳性细胞率，即早期活细胞凋亡
率，简称 ＰＩ阳性率）和细胞增殖（细胞增殖期特异
性核抗原 Ｋｉ６７的 ＦＩＴＣ标记抗体染色阳性细胞率，
简称 Ｋｉ６７阳性率）的检测方法，分别观察冷保存
和热缺的血对肝细胞早期凋亡与增殖的影响。
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１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物及分组　雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠３６只，
购于 湖 南 农 业 大 学 实 验 动 物 中 心，体 重

２５０～３００ｇ，动物术前 １２ｈ禁食，术前 ６ｈ禁食水。
将动物随机分为冷缺血和热缺血 ２个大组。第一
组再分为用保存液（４℃ －６℃的 ＨＴＫ溶液）冷缺
血 ０，２４ｈ和 ４８ｈ；第二组分为用磷酸盐缓冲液
（ＰＢＳ溶液）常温下 （２５℃）缺血 ０，６０ｍｉｎ和
９０ｍｉｎ组。每小组 ６只。
１．１．２　主要试剂　ＰＩ溶液（碘化丙啶，分析纯，
美国 ＢＤ公司）的配置方法：储存母液 ＝ＰＩ粉剂
５ｍｇ＋０．１５ｍｏｌ／ＬＰＢＳ１０ｍＬ＋ＴｒｉｏｔｏｎＸ１０００．１ｍＬ
＋ＥＤＴＡ０．７ｍｇ；临用时配制成子液 （子液 ＝母液
１０μＬ＋０．１５ｍｏｌ／ＬＰＢＳ５００μＬ）。ＦＩＴＣ标记羊
抗鼠 Ｋｉ６７抗体（美国 ＢＤ公司）。ＨＴＫ溶液（德
国 ＤＲ．ＦｒａｎｚＫｏｅｈｌｅｒＣｈｅｍｉｅＧｍｂｈ公司生产），根据
Ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒ配方制成组氨酸 －色氨酸 －酮戊二酸
保存液（ｈｉｓｔｉｄｉｎｅｔｒｙｐｔｏｐｈａｎｋｅｔｏｇｌｕｔａｒａｔｅｓｏｌｕｔｉｏｎ）。
１．１．３　主要仪器　ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ型流式细胞仪
（美国 ＢＤ公司）；Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４１５Ｒ型低温变速离
心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）。
１．２　实验方法
１．２．１　冷缺血组　动物麻醉后，切断肝上下腔
静脉将动物处死，经门静脉注入冷 ＨＴＫ溶液约
２０ｍＬ冲洗后，切取左中叶肝脏组织，放入冷 ＨＴＫ
液中，于 ４℃冰箱中保存 ０，２４，４８ｈ以备制成细
胞悬液用。

１．２．２　热缺血组　动物麻醉后，正中切开腹壁，
于双侧膈下及肝下滴入 １０％水合氯醛 １～２ｍＬ
（根据术中麻醉效果可补加药量）。用无菌纱布

保护切口，向两侧拉开腹壁，剪断肝周各韧带及肝

胃韧带，用眼科镊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。于阻断 ０，６０，９０ｍｉｎ时，切断肝上下腔静
脉将动物处死，经门静脉注入冷 ０．１５ｍｏｌ／Ｌ磷酸
盐缓冲液 （ＰＢＳ）约 ２０ｍＬ冲洗后，切取左中叶肝
脏组织，放入冷 ０．１５ｍｏｌ／ＬＰＢＳ中，以备进一步
制成细胞悬液用。

１．２．３　流式细胞仪检测　（１）细胞悬液的制备：
将各组肝组织块放入 ４℃ ０．１５ｍｏｌ／ＬＰＢＳ中，清
除多余组织和血块后，置于玻璃皿中用眼科剪刀

剪碎成 ０．１ｍｍ×０．１ｍｍ×０．１ｍｍ，再放入 ４℃
０．１５ｍｏｌ／ＬＰＢＳ中，用２００目滤网过滤，将滤液以
１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，收集沉淀。吹打，并放入
４℃ ０．１５ｍｏｌ／ＬＰＢＳ１０ｍＬ，用 ４００目滤膜过滤；

将滤液１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取沉淀，放入８０％
乙醇 ２～３ｍＬ稀释，存放于 －２０℃冰箱中过夜。
冰箱中的标本加入４℃ ０．１５ｍｏｌ／ＬＰＢＳ１０ｍＬ，洗
２次，取沉淀用 ４℃ ０．１５ｍｏｌ／ＬＰＢＳ１０ｍＬ稀释，
用 ４００目滤膜再次过滤；将滤液 １０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，取沉淀加入 ４℃ ０．１５ｍｏｌ／ＬＰＢＳ１～３ｍＬ
稀释（细胞数达到 １×１０６／ｍＬ）。（２）阳性细胞的
检测：按照试剂盒说明，取各组细胞悬液样本

２０μＬ，分别加入 ＦＩＴＣ标记的 Ｋｉ６７抗体和已配制
的 ＰＩ溶液各 ３０μＬ，混匀后在常温下避光反应
３０ｍｉｎ染色；加入３００μＬ０．１５ｍｏｌ／ＬＰＢＳ液，振荡
混匀后上机检测每 １０４ 个细胞中的阳性细胞率
（图 １－２）。
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表示差异有显著性。

２　结　果

２．１　冷缺血对大鼠肝细胞 ＰＩ及 Ｋｉ６７表达的影
响

各组之间的 ＰＩ及 Ｋｉ６７差异无显著性，但随
着冷保存时间的延长细胞增殖率有上升的趋势；

细胞凋亡率在冷保存 ２４ｈ组有所上升，但不明显
（表 １）。
２．２　热缺血对大鼠肝细胞 ＰＩ及 Ｋｉ６７表达的

影响

结果表明，热缺血时间延长时细胞凋亡明显

加重（Ｐ＜０．０５），但 细 胞 增 殖 的 改 变 不 明 显
（表２）。

表１　冷保存后大鼠肝细胞Ｋｉ６７阳性率与ＰＩ阳性率的变化
（ｘ±ｓ）

　　组别 ｎ Ｋｉ６７阳性率（％） ＰＩ阳性率（％）

冷保存０ｈ ６ １．９０６７±０．８２２８６１） ２．６５００±０．８８６５４

冷保存２４ｈ ６ １．７８１７±２．５２３７２１） ３．３１３３±４．３３４３８

冷保存４８ｈ ６ ４．０８６７±５．８２１６０ ２．７２１７±３．８５４８６

　　注：１）与４８ｈ组比较Ｐ＞０．０５

表２　热缺血后大鼠肝细胞 Ｋｉ阳性率与 ＰＩ阳性率的变化
（ｘ±ｓ）

　　组别 ｎ Ｋｉ６７阳性率（％） ＰＩ阳性率（％）

热缺血０ｍｉｎ ６ ７．９５３３±５．１９２３３ ４．０７６７±１．７６４７９

热缺血６０ｍｉｎ ６ ６．０１００±５．８００６９ １．４９８３±０．３３４２７

热缺血９０ｍｉｎ ６ ６．３０６７±６．００２４５ ６．１０００±３．８８６４２１）

　　注：１）与热缺血０ｍｉｎ组比较（ＬＳＤ法）Ｐ＜０．０５。

４７７
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图１　Ｋｉ６７阳性率检测示意图（取Ｍ２％Ｔｏｔａｌ统计）
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图２　ＰＩ阳性率检测示意图（取Ｍ２％Ｔｏｔａｌ统计）

３　讨　论

３．１　冷保存损伤与再灌注的关系

移植肝脏原发性无功能是肝移植术后死亡的

主要原因，认为与肝移植低温保存再灌注损伤密

切相关［２］；肝脏冷保存时，肝窦内皮细胞、Ｋｕｐｆｆｅｒ

（库普弗）细胞最早出现受损。Ｍｃｋｅｏｗｎ等［３－４］对

长时间冷保存引起的无功能大鼠肝脏进行形态

学检查，未发现肝细胞有明显变化，但肝窦内皮

细胞出现核变性，细胞肿胀、脱落并游离到肝窦

腔内，最终肝窦壁正常结构遭到破坏。此外临床

上用 ＵＷ液保存并于移植后保持良好功能的肝

脏，移植前行组织学检查，发现无明显细胞死亡，

但均有肝窦内皮细胞和 Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞变性和活化，

而且这种形态变化在再灌注后仍然存在，相反肝

细胞几乎无明显组织形态学改变［５］。还有报道

称，在小鼠原位肝移植模型中，随着移植肝在冷

ＵＷ液中保存时间的延长，移植后动物长期生存
率逐渐降低；当保存时间≥１６ｈ时，长期生存率
为 ０％［６］。提示虽然在低温保存期间并未发生细

胞坏死等明显的组织学改变，但其对肝脏的损

伤，如细胞凋亡等是有影响的［７］。

本实验结果显示，冷保存２４ｈ内的 ＰＩ阳性率
（反映肝细胞凋亡率）和 Ｋｉ６７阳性率（反映细胞
增殖率）无明显变化，但冷保存 ４８ｈ时肝细胞有
增殖的趋向。因为细胞增值相对反映细胞死亡

后“应激”情况，因此可认为冷保存对肝细胞有损

伤作用；但对活动相对静止的肝细胞，暂未见其

相对应的明显反应。这种外界刺激会在受刺激

细胞“苏醒”后使其作出明显的反应，如肝脏低温

保存后再灌注时。研究结果表明，低温保存时间

越长的供肝，再灌注后凋亡细胞数量越多，而且

导致细胞凋亡的关键因素是冷缺血后的有氧再

灌注［８］。

５７７
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３．２　热缺血对大鼠肝细胞的影响
一般认为，热缺血造成的损伤直接影响供肝

的活力及移植后肝功能的恢复。热缺血对肝细

胞的损伤主要是缺氧引起的。缺氧时，线粒体内

的氧化磷酸化受到抑制，ＡＴＰ主要来源于糖酵
解。由于无氧代谢细胞内乳酸堆积以及线粒体

氧化磷酸化低下，导致 ｐＨ值降低，加重磷脂酶、
蛋白酶等对细胞的损伤。当糖酵解产生的 ＡＴＰ
不足时，依赖 ＡＴＰ的各种细胞活动将停止。缺氧
时，首先线粒体功能受到影响，线粒体电子传递

链的终末阶段，接受电子氧的供应停止。当组织

缺血 ３０ｍｉｎ时线粒体形态发生改变，基质颗粒消
失，２～４ｈ内细胞明显肿胀，线粒体膜通透性突
然增大，粗面内质网破裂。随着缺氧时间的延

长，线粒体出现不可逆的损伤。线粒体内 Ｃａ２＋的
聚集、氧自由基的生成、线粒体外膜的窗孔变大，

引起线粒体肿胀，外膜破裂，胞浆内释出细胞色

素 Ｃ（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ，ｃｙｔＣ）等诱导凋亡的物质［９－１０］，

导致细胞的程序性死亡或坏死［１１－１２］。

本实验发现，大鼠肝脏缺血 ６０ｍｉｎ时（此时肝
脏处于损伤可复性阶段［１３－１４］）未见到细胞凋亡与

增殖的明显变化，但缺血 ９０ｍｉｎ时细胞凋亡明显
加重，而细胞增殖不明显。说明随着热缺血时间

的延长，肝细胞的凋亡也加重；细胞增殖反应也

许是凋亡引起的连锁反应、是“适应性细胞保护

机制”的一种元素之一。因此发生明显改变出现

的时间相对较晚。

总之，大鼠肝脏冷保存后的肝细胞凋亡，可能

在有氧再灌注后加重；大鼠肝脏热缺血／再灌注
时肝细胞凋亡可能在缺血时和再灌注后均可

加重。
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