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异氟烷对大鼠肝脏缺血再灌注损伤时细胞间黏附分子#! 表达的影响

徐广民，陶国才，易) 斌) ) （第三军医大学西南医院麻醉科，重庆 %"""(’）

) ) 摘) 要：目的) 研究异氟烷对大鼠肝脏缺血再灌注损伤后细胞间黏附分子#!（ *+,-#!）的影响，探讨异氟烷肝脏缺血再
灌注保护作用的机制。方法) 将 (&只 ./成年雌性大鼠分为假手术组、缺血再灌注组、异氟烷组、异氟烷#缺血再灌注组。假
手术组、异氟烷组作为对照；缺血再灌注组和异氟烷#缺血再灌注组阻断支配大鼠肝脏左叶和中叶的门静脉分支，建立肝脏
0"1缺血再灌注模型，缺血 2" 345再灌注 ( 6后取材，测定大鼠血清 ,78、,.8；免疫组织化学方法检测 *+,-#!蛋白的表达，
9:染色进行病理学检查。结果) 肝脏缺血 2" 345再灌注 ( 6后肝组织 *+,-#! 蛋白表达水平增高；血清酶 ,78和 ,.8升
高；肝组织损害严重。异氟烷抑制 *+,-#!表达，降低 ,78、,.8水平，减轻肝细胞损伤。结论) 肝脏缺血再灌注损伤程度与
肝组织内 *+,-#!水平有密切的关系，异氟烷可抑制肝脏缺血再灌注期间肝组织 *+,-#!的表达，同时减轻伤肝脏损伤。
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) ) 肝脏缺血再灌注损伤多见于常温下阻断肝门行部
分肝切除术、肝移植术、肝外伤以及休克等。肝脏缺血

再灌注后，中性粒细胞聚集，活化释放过氧自由基、蛋白

水解酶和过氧化物酶等毒性物质，致使组织局部发生过

度炎症反应是肝脏缺血再灌注损伤的主要病理变化。

肝脏缺血再灌注时血窦内皮细胞及肝细胞膜细胞间黏

附分子#!（ 45LIKFIOOAOBK BR6IN4E5 3EOIFAOI#!，*+,-#!）

) ) 作者简介：徐广民，男，山东省曹县人，硕士研究生，医师，主要从事围手术期
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表达增加，*+,-#! 介导中性粒细胞和肝细胞紧密黏
附，促进中性粒细胞对肝细胞的损伤［!］。异氟烷对肝

脏缺血再灌注具有一定的保护作用，但具体的分子机

制尚不清楚［&］。本研究拟探索异氟烷对大鼠肝脏缺

血再灌注后早期 *+,-#! 表达水平的影响，以阐明异
氟烷作用下减轻肝脏缺血再灌注损伤的可能机制。

!@ 材料与方法

!= !) 实验动物及主要仪器和试剂
) ) 健康雌性 ./ 大鼠（清洁级）(& 只，!" [ !& 周龄，体质量
&$" [ ("" C，由第三军医大学实验动物中心提供。/KBCIK \BX4AN
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型麻醉机（德国 !"#$%"公司），&’(#" )***+型气体监测仪（美国
,-公司），异氟烷（国药准字 ./**01122，上海雅培制药有限公
司），3(45678 9:/;** 全自动生化分析仪（日本）。<=9+>2 多
克隆抗体（武汉博士德生物有限公司，?9/2)1），@’A%"BC8C’DE+

二步法试剂盒（北京中杉金桥生物技术有限公司，&>@F**2）。

2G /H 实验分组及模型制备
H H 将动物分为 I 组，每组 ) 只：假手术组和异氟烷组不行肝
脏缺血再灌注；缺血再灌注组、异氟烷>缺血再灌注组建立大鼠
肝脏 ;*J缺血再灌注模型。
H H 假手术组和异氟烷组大鼠用戊巴比妥钠（I* 5$ K L$），腹腔
注射，缺血再灌注组和异氟烷>缺血再灌注组大鼠被 2G * +9=
（5CDC5#( #(M%’(#" N’DN%DO"#OC’D，2G * +9= P 2G /J Q 2G IJ）异氟
烷麻醉。异氟烷麻醉主要参照 R%% 等［S］的方法并进行改进。
首先将麻醉机回路和大鼠麻醉箱进 K出气口连接，然后以
0 R K 5CD 氧流量流经异氟烷蒸发罐，蒸发罐开启浓度为 SJ，含
麻醉药气体流经麻醉箱，出气口连接 &’(#")*** + 型麻醉气体
监测仪，待箱内异氟烷浓度达 2G * +9=，且稳定 2* 5CD 后将大
鼠置入，持续吸入麻醉 /* 5CD后待大鼠肺内麻醉药浓度和箱内
平衡后，迅速从箱内取出大鼠并将其口鼻部置于相同浓度的大

鼠面罩内维持麻醉。

H H 所有大鼠经腹正中切口，暴露肝门，游离门静脉左右支，用
小血管夹夹闭门静脉左支（支配肝左叶和中叶），建立大鼠

;*J肝脏缺血再灌注模型。实验过程中保持大鼠直肠温度在
SFG 0 Q S;G 0 T。实验终点从下腔静脉采血 S 5(；门静脉置管，
磷酸盐缓冲溶液（2*** :肝素）灌注 2* 5CD后取中叶置于 2*J
中性福尔马林液固定。

2G SH .-染色和 9RE、9&E测定
H H 标本固定 /I U，常规行 .- 染色。血液标本室温静置 2 U
后，I T离心（2/ *** V !，离心 20 5CD），抽取上清，W /* T保
存，待标本集齐后采用 3(45678 9: /;** 生化分析仪检测。

2G IH <=9+>2 免疫组织化学染色
H H 免疫组化染色采用 @’A%"BC8C’DE+二步法，具体步骤：组织

切片常规脱蜡至水洗；SJ的过氧化氢处理 /* 5CD 后，@?& 洗 S
次，每次 0 5CD；切片入枸橼酸钠缓冲液（2 55’( K R 6. ;G *），加
热至 10 Q 2** T /* 5CD；@?&洗 S 次 V 0 5CD；加入稀释度 2X 0*
兔抗大鼠 <=9+>2 抗体，湿盒孵育，I T过夜；@?& 洗 S 次 V
0 5CD；直接加入 .Y@标记羊抗兔多聚体，S; T S* 5CD；@?& 洗
S次 K 0 5CD ；!9? 显色 S Q 0 5CD，显微镜下控制时间，充分冲洗
中止反应；苏木精复染、脱水、透明、封固。以 @?& 代替一抗作
阴性对照。

H H <=9+>2 阳性染色结果为定位于肝内皮细胞以及肝细胞膜

上的棕黄色颗粒。在光镜下，每张切片计数 2* 个非重叠视野。
根据阳性细胞所占视野细胞总数百分比和染色强度进行记

分［2］，阳性细胞数 Z 0J为阴性，0J Q /0J为 2 分，/FJ Q 0*J
为 / 分，02J Q;0J为 S 分，;0J以上为 I 分。阳性强度以淡黄
色为 2分，黄色为 / 分，棕黄色为 S 分。两者相乘，2 Q I 分为弱
阳性（ [），0 Q)分为中等阳性（ [[），1 Q2/分为强阳性（ [[[）。

2G 0H 统计学分析
H H 采用 &@&& 2SG * 统计软件，对血清酶学指标进行单因素方
差分析，组间比较采用最小显著差异法。

!" 结果

/G 2H 病理学改变
H H 假手术组：肝组织基本正常，汇管区基本正常，无明显增宽
及纤维组织增生，无炎细胞浸润（图 29）。缺血再灌注组：多见
局灶性肝细胞坏死，亦可见肝细胞凝固性坏死；小叶周边区及

中央静脉周围可见明显的肝细胞脂肪变性（图 2?）。异氟烷
组：肝组织基本正常，汇管区基本正常，中央静脉增宽，肝血窦

扩张，小叶周边区及中央静脉周围可见肝细胞脂肪变性；汇管

区无明显异常（图 2=）。异氟烷>缺血再灌注组：中央静脉稍扩
张，淤血，少量肝细胞细胞质浊肿，可见点状坏死，肝细胞脂肪

变性，汇管区可见少量炎症细胞浸润（图 2!）。

/G /H 血清酶学检测结果
H H 检测结果显示：单纯缺血再灌注后，大鼠血清 9&E、9RE 酶
水平与其他 S 组相比较明显升高（" Z *G *0），缺血再灌注期间，
异氟烷>缺血再灌注组血清酶与假手术组和异氟烷组相比有明
显增加（" Z *G *0），但较缺血再灌注组显著降低（" Z *\ *0）。
见表 2。

/G SH 免疫组化结果
H H 假手术组内皮细胞弱表达，肝细胞、中央静脉和小叶间静
脉管壁未见着色（图 /9）。缺血再灌注组内皮细胞、中央静脉
和小叶间静脉管壁强表达，肝细胞少量微弱表达（图 /?）。异
氟烷组内皮细胞、肝细胞微弱表达（图 /=）。异氟烷>缺血再灌
注组可见内皮细胞和肝细胞轻度表达（图 /!）。

表 #" 各组血清酶含量变化（$% & ’，! ()，!" * #）

组别 谷丙转氨酶（9RE） 谷草转氨酶（9&E）
假手术组 I*G FS ] /*G *S#^ 11G 2S ] /;G */#^

缺血再灌注组 2 ))2G 0* ] 0I0G )* );IG ** ] 0;)G *2
异氟烷组 0*G 0* ] 20G )/#^ 2S2G FS ] 0SG 1*#^

异氟烷>缺血再灌注组 2 I)0G 0* ] I);G */# I*2G )) ] 2*0G 00#

#：" Z *G *0，与缺血再灌注组比较；̂ ：" Z *G *0 ，与异氟烷>缺血再
灌注组比较

!! !" !# !$
9：假手术组；?：缺血再灌注组；=：异氟烷组；!：异氟烷>缺血再灌注组

图 #" 各组肝组织病理学观察"（.- V/**）
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!! !" !# !$
&：假手术组；’：缺血再灌注组；(：异氟烷组；)：异氟烷$缺血再灌注组

图 !" 肝组织 #$%&’( 免疫组化染色"（二步法 * +,,）

)" 讨论

" " 吸入麻醉药可能通过抑制氧自由基产生，减轻细
胞内钙超载，提高缺血再灌注期间肝细胞的能量贮备

等途径对肝脏缺血再灌注损伤具有保护作用［-，+］。吸

入和静脉麻醉药具有一定的免疫调节作用，可以抑制

黏附分子表达，减轻炎症反应［.，/］。

" " ’0120 等［3］研究证实缺血再灌注时，4(&5$% 在中
性粒细胞黏附、聚集以及活化过程中起关键作用。活

化的中性粒细胞释放蛋白水解酶和活性氧原子产生继

发性肝细胞损害。抗 4(&5$% 抗体具有肝脏缺血再灌
注的保护作用，在其他器官缺血再灌注过程中减轻

4(&5$% 表达，具有一定的器官保护作用［6］。
" " 本实验以血清 &78、&98 作为评价缺血再灌注后
肝细胞损伤指标，结果显示单纯大鼠肝脏热缺血

/, :;1再灌注 ! <后血清 &98、&98酶水平与其他 ! 组
相比较明显升高；如果在缺血再灌注期间同时接受异

氟烷麻醉，实验终点大鼠血清酶与假手术组和异氟烷

组相比虽然明显增加，但是较缺血再灌注组显著降低，

这提示异氟烷在肝脏缺血再灌注期间确实减轻了缺血

再灌注造成的肝脏损害。免疫组化结果显示，实验中

没有接受缺血再灌注的假手术组和异氟烷组大鼠肝组

织内皮细胞仅有少量 4(&5$% 表达，但是在缺血
/, :;1 再灌注 ! <后肝组织血窦内皮细胞着色呈现强
阳性，4(&5$% 在肝组织内表达明显增加，与 =>?0@0A<;
等［%］研究结果一致。进一步在缺血再灌注期间用异

氟烷处理后，我们观察到 4(&5$% 较缺血再灌注组表
达水平明显降低，但较假手术组和异氟烷组明显增加。

上述实验研究表明卤代烷类吸入麻醉药异氟烷在临床

使用浓度（%# , 5&(）能降低肝脏缺血再灌注损伤肝细
胞释放血清 &78 和 &98，同时抑制肝组织 4(&5$% 上
调，减少肝脏缺血再灌注后的病理损害，推测异氟烷可

能通过抑制 4(&5$% 表达减轻缺血再灌注中性粒细胞
聚集对肝脏的损伤作用。肝脏缺血再灌注损伤时，

BC$!’ 激活并进入细胞核内，与一些炎症因子基因启
动子区特异序列结合，上调 8BC$"、4(&5$% :DB& 表
达，从而引起肝脏缺血再灌注损伤［E］。在体外吸入麻

醉药能够不同程度的抑制多种类型黏附分子表达［%,］，

其机制可能是通过抑制 BC$!’途径实现［3］。
" " 综上所述，4(&5$% 上调参与肝脏缺血再灌注损伤
早期的炎症反应，加重肝脏损伤。异氟烷能够抑制缺

血再灌注肝组织 4(&5$% 表达，同时减轻肝脏损害。
异氟烷抑制 4(&5$% 上调的分子机制尚需进一步研
究。
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