
生垦鱼重疸璺垫匿堂!!!!至!旦筮!!鲞筮!塑堡!堕堡!堡里!望丛盟!丛塑!!!!：Y!!：；!!堕!：!

异氟醚预处理对缺血／再灌注复合内毒素大鼠
肝脏损伤的影响

吕欣 李泉黄盛东 吴飞翔 杨立群俞卫锋

【摘要】 目的 观察再灌注期腹腔注射内毒素脂多糖(LPS)对大鼠肝脏缺血／再灌注(I／R)损伤的影响

以及异氟醚(IS0)预处理的干预作用。方法将32只SD大鼠随机均分为4组：假手术(Sham)组、单纯肝脏

I／R组、肝脏I／R复合LPS损伤(I／R+LPS)组及IS0预处理组。I／R+LPS组吸氧预处理后间隔o．5 h进行

肝脏缺血1 h、再灌注4 h，再灌注开始时腹腔内注入LPS；IS0预处理组以IS0吸入预处理o．5 h，间隔o．5 h

后进行I／R损伤操作，再灌注开始时腹腔内注入LPS。再灌注4 h处死各组动物，留取肝脏及血液标本}观察

各组肝组织病理学改变，血清丙氨酸转氨酶(ALT)、天冬氨酸转氨酶(AST)、肿瘤坏死因子一a(TNF—a)的变化

以及肝组织TNF—a、髓过氧化物酶(MP0)活性的改变。结果 与Sham组比较，损伤各组血清ALT、AST、

TNF—a及肝组织TNF—a、MP0活性均显著升高(尸均<O．01)；与I／R组比较，I／R+LPS组肝脏损伤和炎症

细胞因子反应明显较重(P<o．05或P<o．01)，与I／R+LPS组比较，ISo预处理组肝脏的病理损伤明显较

轻，血清ALT、AST、TNF—a水平及肝组织MP0活性和促炎细胞因子TNF·a的表达水平均显著降低(P均<

o．05)。结论再灌注期复合LPS腹腔注射明显加重了肝脏的损伤和炎症细胞因子反应，IS0预处理可明显

减轻复合损伤介导的炎症反应，保护肝脏。
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【Abstract】 objective To investigate the effect of 1ipopolysaccharide(LPS)on ischemia／reperfusion

(I／R)injury of liver and the protective effect of isoflurane(IS0)pretreatment on such injury in rat．Methods

Thirty·two male Spregue—Dawley(SD)rats were randomly assigned to 4 groups：Sham group，only receive

anesthesia and laparotomy；I／R group；I／R+LPS group，with 1 hour of hepatic ischemia and 4 hours of

reperfusion，and LPS was given at the beginning of reperfusion；IS0 group，received IS0 pretreatment for

O．5 hour，then 1 hour of hepatic ischemia foUowed by 4 hours of reperfusion and LPS given at the beginning

of reperfusion．The path0109ical changes in the liver tissue were assessed．Alanine aminotransferase(ALT)，

aspartate aminotrasferase(AST)，the myeloperoxidase(MP0)activity in liver tissue，hepatic and serum

tumor necrosis facto卜a(TNF—a)were determined． Results Compared with Sham group，ALT，AST，

TNF—a in serum and MP0 activity in liver tissue，hepatic and serum TNF—a were increased significantly in all

injury groups(all尸<O．01)．Compared with IS0 group alone，hepatic I／R combined with LPS resulted in

severer liver injury，with the levels of ALT，AST in serum，MP0 activity in the liver tissue，and hepatic and

serum TNF—a level were an increased(all P<0．05)．Compared with I／R+LPS group，both the liver injury

and inflammatory reaction were significantly reduced in I／R gfoup(P<0．05 or P<O．01)．ConcIusion LPS

injection during reperfusion results in severer liver injury and inflammatory reaction after hepatic I／R in rats．

IS0 pretreatment for 30 minutes might reduce the inflammatory reaction and live injury induced by hepatic

I／R combined with LPS．

【l【ey words】 liver ischemia／reperfusion injury； isoflurane} pretreatment； 1ipopolysaccharide

肝脏缺血／再灌注(I／R)损伤是肝脏外科常见
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·论著·

的问题n。23。肝脏作为机体重要的防御屏障，是体内

清除内毒素的主要器官，肝脏I／R可造成肝脏及肠

道屏障功能受损，引起明显的内毒素移位入血，而肝

脏中内毒素水平的升高，反过来又可加重肝脏损伤，

造成恶性循环，是影响肝脏外科手术患者预后的另

一重要因素。近年来的研究显示，异氟醚(IS0)等吸

人麻醉药可明显减轻内毒素或I／R介导的炎症反
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应，减轻脏器损伤，具有脏器保护作用。《3，但对肝脏

I／R合并内毒素损伤的影响尚不清楚，我们设想可

能同样具有保护作用。故我们建立I／R复合内毒素

肝脏损伤动物模型，模拟临床上肝脏I／R损伤后复

合内毒素血症的情况，并观察再灌注期IS0预处理

对肝脏I／R损伤的影响。

1材料与方法

1．1实验动物：选取8～10周龄健康雄性SD大鼠

32只，体重180～220 g，由中国医学科学研究院实

验动物中心(上海)提供。

1．2动物分组及模型制备：大鼠按随机数字表法分

为4组，每组8只。①假手术(Sham)组：给予吸氧预

处理O．5 h，麻醉后仅于相应时间点做开关腹等，关

腹前腹腔内注入1 ml生理盐水；②肝脏I／R组：给

予吸氧预处理，麻醉后给予肝脏缺血1 h再灌注

4 h，再灌注开始时腹腔内注入1 ml生理盐水；⑧肝

脏I／R复合脂多糖(LPS)损伤(I／R+LPS)组：给予

吸氧预处理o．5 h，麻醉后给予肝脏缺血1 h再灌注

4 h，再灌注开始时腹腔内注入5 mg／kg的LPS

(E．coli0111：B4，美国Sigma公司，溶于1 ml生理

盐水)；④ISO预处理组：给予体积分数为1．4％的

ISO(美国雅培公司)吸人预处理o．5 h，其余同

I／R+LPS组。模型制备参考文献[6—7]的方法。

1．3术前预处理：将大鼠置于自制密闭的有机玻璃

箱中，箱内的温度保持在35～37℃。箱底铺钠石灰，

使箱内二氧化碳分压(PC02)<o．05 atm(1 atm一

101．325 kPa)，向箱内输送ISO气体，氧气体积分数

为100％，流量为3 L／min，逐渐升高ISO浓度达到

1．4％，放人大鼠，使其自主呼吸o．5 h后取出。

Sham、I／R、I／R+LPS组大鼠仅给氧吸入预处理，

ISO预处理组大鼠给予1．4％ISO预处理。预处理

结束后间隔o．5 h给予戊巴比妥(40 mg／kg)腹腔内

注射麻醉后行相应手术操作。

1．4指标检测及方法

1．4．1标本采集与保存：再灌注4 h后，戊巴比妥

40 mg／kg腹腔内注射麻醉大鼠，腹主动脉抽血处

死，留取肝脏及血液标本。离心分离血清，分装于不

同的小离心管中，置于一20℃冰箱中保存。取肝脏中

叶组织，经体积分数为10％的甲醛水溶液固定，石

蜡包埋，用于组织病理学观察。取肝左叶组织在液氮

速冻后置于一80℃冰箱保存，用于肿瘤坏死因子一a

(TNF—a)和髓过氧化物酶(MPO)测定。

1．4．2 血清丙氨酸转氨酶(ALT)、天冬氨酸转氨

酶(AST)检测：采用全自动生化分析仪(日本日立

公司)测定。

1．4．3 血清及肝组织TNF—a浓度检测：取左叶肝

组织100 mg，加入9倍磷酸盐缓冲液(PBS)制备组

织匀浆，离心取上清液待测。血清及肝组织匀浆上清

液中的TNF—a浓度参照酶联免疫吸附法(ELISA)

试剂盒(美国R．D公司)说明书操作。

1．4．4肝组织MPO活性测定：参照试剂盒(南京

建成生物公司)说明书操作。每克组织在37℃反应

体系中分解1弘mol H。O。为1个酶活性单位(U／g)。

1．4．5肝组织病理学观察：石蜡包埋肝组织，切成

5弘m厚的切片，进行苏木素一伊红(HE)染色，光学

显微镜下观察肝组织病理学改变。

1．5统计学处理：用SPSS 10．0统计软件进行统计

分析。数据用均数±标准差(z±s)表示，组间比较用

单因素方差分析，尸<o．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1 血清ALT、AST的变化(图1)；与Sham组比

较，I／R、I／R+LPS和ISO预处理组血清ALT、

AST均明显升高(P均<o．01)；与I／R组比较，

I／R+LPS组血清ALT、AST水平均显著升高

(P均<O．05)；与I／R+LPS组比较，ISO预处理组

血清ALT、AST水平明显降低(P均<o．05)。

注：与Sham组比较，aP<o．01I与I／R组比较'bP<o．05；

与I／R+LPS组比较，dP<O．05

圈l各组大鼠血清ALT和AST水平比较

2．2血清及肝组织TNF—a浓度的变化(图2)：与

Sham组比较，I／R、I／R+LPS和IS0预处理组血清

及肝组织TNF—oc水平均明显升高(P均<O．01)；

I／R+LPS组明显高于I／R组(P均<o．01)；IS0预

处理组明显低于I／R+LPS组(P均<o．05)。

2．3 肝组织MPO活性的变化(图2)：与Sham组

比较，I／R、I／R+LPS和ISO预处理组肝组织MP0

活性明显升高(P均<o．01)；与I／R组比较，I／R+
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注：与Sham组比较，8|P<O．01；与I／R组比较，。P<o．01；与I／R+LPS组比较，4P<o．05

围2各组大鼠血清TNF—a及肝组织TNF—a、MP()水平比较

LPS组肝组织MPO活性明显升高，提示中性粒细

胞浸润程度明显加重(P<O．01)；与I／R+LPS组

比较，ISO预处理能明显降低肝组织MPO活性升

高，提示中性粒细胞浸润程度明显减轻(P<o．05)。

2．4肝组织病理学改变(彩色插页图3)：Sham组

肝小叶结构清楚，肝细胞索、肝窦结构清晰，肝细胞

索排列正常，肝细胞无明显变性。I／R组和I／R+

LPS组肝小叶结构不清，肝细胞索、肝窦扩张，分界

不清，肝细胞胞质疏松化，空泡变性；I／R组又见大

片肝细胞变性坏死，网状纤维支架塌陷，明显炎性细

胞浸润；I／R+LPS组则广泛大片肝细胞变性坏死，

大量炎性细胞浸润。ISO预处理组肝细胞损伤较

I／R+LPS组轻，肝细胞浊肿，肝小叶结构破坏，可见

大片肝细胞变性坏死，炎性细胞浸润较I／R+LPS

组明显减轻。

3讨 论

肝脏作为机体重要的防御屏障。其功能受损常

造成内毒素血症∞。93。肝脏I／R损伤后3～6 h血清

TNF—a等炎症因子即显著升高，出现明显的肝功能

损害n¨11 3。严重的肝脏外伤、肝叶切除、肝脏移植及

休克、感染等，在引起肝脏I／R损伤的同时，可通过

内毒素移位加重肝脏功能受损，甚至导致多器官功

能衰竭(MOF)或死亡⋯。1扪。内毒素是革兰阴性菌外

膜的主要成分，又称LPS，被公认是导致脓毒症、严

重休克、MOF的主要致病因子。肝脏是摄取和代谢

LPS的主要器官，肝内库普弗细胞等多种细胞表面

表达各种LPS相关受体，它们是机体识别LPS的

重要“感应器”，也是启动LPS激活细胞释放致炎细

胞因子等产物的始动环节；LPS还可直接或间接损

伤肝脏，导致肝脏功能障碍。LPS可激活肝脏库普

弗细胞，与血液中LPS结合蛋白结合后，被库普弗

细胞膜上的内毒素受体复合体(TLR4一MD2一CDl4)

识别，通过细胞内信号转导引起核转录因子一KB

(NF一旃)抑制因子(IKB)激酶活化降解，并释放出炎

症转录因子NF—IcB，NF—JcB转位入核，增强TNF—a、

白细胞介素一1p(IL一1口)等炎症因子的转录，从而引

发炎症级联反应。库普弗细胞激活后还可释放大量

氧自由基和蛋白水解酶等，从而造成肝细胞及肝窦

内皮细胞的急性损伤。扪。TNF—a可诱导肝窦内皮细

胞表达细胞间黏附分子一1(ICAM一1)等黏附分子，促

使中性粒细胞与肝窦内皮细胞间发生黏附，在肝组

织聚集活化，活化的中性粒细胞释放出大量的氧自

由基、蛋白酶等多种毒性介质，造成肝细胞和内皮细

胞的进一步损害。此外，LPS也可直接刺激肝窦内

皮细胞释放IL一1、II。一6等炎症细胞因子。中性粒细

胞在肝血窦的过多聚集可导致血窦狭窄，加上肝窦

内皮细胞的损害，凝血系统的激活和紊乱等，血管舒

张因子一氧化氮(NO)和收缩因子内皮素(ET)的平

衡失调等将导致肝脏微循环功能障碍，进而出现肝

脏功能损害。p143。故肝脏I／R及内毒素损伤被认为

是围手术期肝脏损伤的两大重要因素。

本研究结果显示，采用腹腔注射LPS的方法，

不仅可以造成肝脏损伤的明显加重，同时也保证了

实验期间动物的存活，便于各项实验数据的采集。过

度的炎症反应被认为是肝脏I／R损伤的重要机制，

肝脏I／R后出现了明显的病理损伤，酶学指标

ALT、AST明显升高，伴有以明显的TNF—a释放、

中性粒细胞聚集等为特征的炎症反应，证实炎症反

应与肝脏I／R损伤有密切关系。

而ISO预处理可明显减轻肝脏I／R复合LPS

导致的病理损伤，降低肝脏中MPO活性及血清和

肝脏中促炎细胞因子TNF—a的升高。提示1SO预处

理对肝脏I／R复合I。PS损伤有明显的保护作用，其

机制可能与抑制肝脏I／R损伤介导的炎症细胞因

子释放和中性粒细胞聚集有关，ISO预处理的抗炎

作用可能是其发挥肝脏保护作用的重要机制。
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内毒素能介导肝生长激素受体蛋白水解减少

生长激素(GH)是一种重要的合成代谢激素。芝加哥科研人员通过细胞培养实验发现，细胞表面的生长激素受体(GHR)

对可诱导的金属蛋白水解分裂方式敏感，这种方式可在细胞外产生生长激素结合蛋白(GHBP)，从而使细胞对后续的GH刺

激失敏。动物实验也发现，脓毒症和过度炎症与肝脏GH失敏有关，但其机制未明。他们进一步应用C3H／HeJ小鼠模型，通过

对信号转导蛋白和转录激活因子5(sTAT5)酪氨酸磷酸化和核蓄积的测定，并应用非侵袭性生物发光显像系统在体描记每只

小鼠肝脏GH连续性信号，来证明给予内毒素脂多糖(LPS)可使肝脏对GH刺激失敏。LPS所致的肝脏GH失敏伴有肝GHR

显著减少。还观察到LPS可使野生型小鼠GHR的GHBP脱落，而金属蛋白酶切割位点发生突变的GHR则不会脱落。因此，

研究者认为，LPS所致的肝脏GH失敏与GHR蛋白水解有关。通过体内可诱导的GHR蛋白水解，研究者发现了调节GH敏

感性的机制及脓毒症和过度炎症时GH的合成作用。

包呈梅，周国勇，编译自《Mol Endocrinol》，2008一03一06(电子版)；胡森，审校

危重病患者革兰阳性和革兰阴性脓毒症基因表达模式

革兰阳性和革兰阴性脓毒症宿主反应在转录子水平的差别还不十分清楚。澳大利亚研究人员利用微点阵技术对重症加

强治疗病房中的72例危重病患者革兰阳性和革兰阴性脓毒症基因表达模式进行了比较。他们收集患者静脉血分离白细胞并

提取RNA，用微点阵技术对每组共18 664个基因的表达水平进行了检测，发现革兰阳性和革兰阴性脓毒症基因表达模式并

无差别。然而，脓毒症组与正常组比较有94个基因表达有差别，这些基因与免疫调节、炎症、线粒体功能有关。实验结果进一

步验证了脓毒症反应是非特异性的，并与不同的微生物有关。

包呈梅，编译自《Crit Care Med》，2008，36(4)：1125—1128；胡森，审校

肥大细胞调节神经肽水平降低脓毒症小鼠死亡率

脓毒症常伴有低血压，这与患者心血管系统对感染的宿主反应失调有关。神经降压肽(NT)是一种含13个氨基酸的肽链，

可诱导低血压。美国研究人员通过对盲肠结扎穿孔(CLP)小鼠脓毒症模型的研究发现：脓毒症小鼠腹膜和血浆中NT水平增

加，而给予NT拮抗剂或NT缺陷的脓毒症小鼠死亡率下降。肥大细胞表达NT受体1}肥大细胞有减少NT、减轻NT所致的

低血压及降低脓毒症死亡率的作用。研究者认为，NT增加脓毒症小鼠死亡率，肥大细胞能减少NT水平，提示肥大细胞可通

过调节NT水平降低脓毒症死亡率。

包呈梅，编译自《Nat Med》，2008一03—30(电子版)；胡森，审校

万方数据



异氟醚预处理对缺血／再灌注复合内毒素大鼠肝脏损伤的影响
(正文见271页)

④：sham组，⑥：I／R组l(D：I／R+LPs组，④：Iso预处理组，箭头示坏死区域
图3各组大鼠肝组织病理学改变(HE，×400)

IefIunomide对lgA肾病大鼠肾脏保护作用的机制研究
(正文见283页)

(D：正常对照组，IgA(一)-⑥：模型组，IgA(+++)，⑥：泼尼松组，IgA(一)；④：leflunomide组，IgA(土)
图1 各组大鼠肾组织免疫荧光图像(×100)

(D：正常对照组I⑥：模型组I④：泼尼松组l⑧：leflunomide组
图2 各组大鼠肾组织病理学改变(PAS，×400)

⑧：正常对照组I⑥：模型组；⑥：泼尼松组I④：leflunomide组
图4各组大鼠肾组织TGF-Dl的表达(免疫组化，×100)

(多：正常对照组I⑤：模型组，⑥：泼尼松组。⑧：leflunomide组
图6各组大鼠肾组织McP．1的表达(免疫组化，×200)
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