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肿瘤坏死因子α预处理与缺血预处理在减轻肝脏缺血再灌注损伤的作用

郭怀斌１，赵　炎２，刘　峰１，岳立辉３，张万星１　（１．河北省人民医院普外三科，河北 石家庄 ０５００５１；２．河北省人民医院基建
处，河北 石家庄 ０５００５１；３．河北省人民医院麻醉科，河北 石家庄 ０５００５１）

　　［摘　要］　目的　研究采用肿效瘤坏死因子α（ＴＮＦα）预处理与采用缺血预处理两种方法对减轻大鼠肝脏缺血再灌注损伤
（ＩＲＩ）的作用效果，并探讨采用ＴＮＦα预处理减轻大鼠肝脏 ＩＲＩ的机制。方法　将４０只 Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为４组：假手术组（ＳＯ
组）仅行开腹及游离肝十二指肠韧带；缺血再灌注组（ＩＲ组）采用Ｐｒｉｎｇｌｅ’ｓ法阻断肝门３０ｍｉｎ，再灌注６ｈ；缺血预处理组（ＩＰＣ组）
采用Ｐｒｉｎｇｌｅ’ｓ法阻断肝门１０ｍｉｎ，开放血流１０ｍｉｎ，此后操作同ＩＲ组；ＴＮＦα预处理组（ＴＰＣ组），术前３０ｍｉｎ给予ＴＮＦα１μｇ／ｋｇ
腹腔注射，此后操作同ＩＲ组。检测血清谷丙转氨酶（ＡＬＴ）和谷草转氨酶（ＡＳＴ），采用免疫组织化学检测Ｂｃｌ２蛋白和ＮＦκＢｐ６５蛋
白表达情况，以及肝细胞凋亡指数（ＡＩ）。结果　ＩＰＣ组血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ水平为（３１６．４±９０．６）Ｕ／Ｌ、（３１６．４±９０．６）Ｕ／Ｌ，ＴＰＣ组为
（３３６．８±７９．４）Ｕ／Ｌ、（３９２．７±１０９．３）Ｕ／Ｌ，与ＩＲ组（６４２．８±１４９．３）Ｕ／Ｌ、（７３０．６±１０３．０）Ｕ／Ｌ比较明显降低，Ｐ＜０．０５差异有统计
学意义；肝细胞凋亡评分ＡＩ在ＩＰＣ组（４．３６＋０．８８）和ＴＰＣ组（４．９４＋２．０４）明显降低，与ＩＲ组（９．４８＋２．４２）比较，Ｐ＜０．０５差异有
统计学意义；肝组织内Ｂｃｌ２蛋白阳性表达在ＩＰＣ组（６２．３０＋９．２０）和ＴＰＣ组（６０．９９＋６．３０）升高，与ＩＲ组（１１．４５＋１１．９７）比较，有
显著性差异（Ｐ＜０．０５）；ＮＦκＢｐ６５阳性表达在ＩＰＣ组（３１．５６＋４．８５）和ＴＰＣ组（３２．８０＋５．３０）明显降低，与ＩＲ组（６８．３３＋６．０７）比
较，有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。上述各项指标在ＩＰＣ组与ＴＰＣ组间，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　采用ＴＮＦα预处理与缺
血预处理对减轻大鼠肝脏ＩＲＩ的效果一致，ＴＮＦα预处理通过抑制ＮＦκＢｐ６５蛋白表达、激活凋亡抑制基因Ｂｃｌ２蛋白表达，减轻了
大鼠肝脏ＩＲＩ。
　　［关键词］肝脏；缺血再灌注损伤；肿瘤坏死因子α；缺血预处理
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［５］颜玉胜，谢小青，邹　萍．羟基磷灰石义眼台植入术及其术后并发

症的临床分析［Ｊ］．中国现代医生，２００９，４７（３３）：１３０－１３１．

［６］聂玉红，怡　桥，郭　颖，等．羟基磷灰石义眼台植入后暴露原因分

析及处理［Ｊ］．眼科新进展，２００６，２６（９）：６９１－６９３．

［７］林　伟，樊映川，罗又蓉．羟基磷灰石义眼台植入后暴露原因分析

及处理［Ｊ］．眼外伤职业眼病杂志，２０１０，３２（６）：４５３－４５５．

［８］韩　非，吴　燕，邱　敏，等．高密度多孔聚乙烯义眼台在眼部整形

中的临床应用［Ｊ］．局解手术学杂志，２０１３，２２（６）：５９９－６０３．

［９］韩　非，吴　燕，邱　敏，等．暴露的羟基磷灰石义眼台常压高温灭

菌后重新植入临床分析［Ｊ］．临床眼科杂志，２０１３，２１（２）：１０９－

１１０．

［１０］张　黎，邢　枫，戴淑真，等．较大范围义眼台暴露三层修补的临

床观察［Ｊ］．眼科新进展，２０１４，３４（１）：７２－７４．

［１１］廖晓燕，黄丹平．改良自体巩膜包裹羟基磷灰石义眼台植入术后

疗效及并发症及原因分析［Ｊ］．实用医学杂志，２０１２，２８（２１）：

３６０４－３６０６．

（编辑：魏　源）
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　　肝脏缺血再灌注损伤（ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，
ＩＲＩ）在肝脏外科非常常见，导致肝脏缺血再灌注（ｉｓ
ｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＩＲ）过程中肝细胞损伤的因素是多
样和复杂的。缺血预处理（ｉｓｃｈｅｍｉｃｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ，
ＩＰＣ）能减轻大鼠肝脏 ＩＲＩ，对肝脏 ＩＲＩ有保护作用，其
机制与抑制核因子ＮＦκＢ在肝组织中的表达，减少细
胞因子、活性氧和氮化物、钙、补体等的表达，以及激活

凋亡抑制基因Ｂｃｌ２，减少肝脏 ＩＲＩ导致的肝细胞凋亡
有关［１］。

　　肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒａｌｐｈａ，
ＴＮＦα）作为一个重要的细胞因子，在肝脏热缺血再灌
注损伤过程发挥着重要作用［２６］。在大鼠肝脏 ＩＲＩ过
程中，采用ＴＮＦα预处理的方法能明显减轻大鼠肝脏
ＩＲＩ程度［７］。我们研究采用ＴＮＦα预处理能否对肝脏
ＩＲＩ产生保护作用，以及与 ＩＰＣ的保护效果作比较，为
临床上减轻肝脏 ＩＲＩ探索一条新的途径，并通过观察
凋亡抑制基因Ｂｃｌ２及核因子ＮＦκＢ在肝组织中的表
达情况，初步探讨采用 ＴＮＦα预处理对减轻肝脏 ＩＲＩ
的机制。

１　材料与方法

１．１　材料
　　健康清洁级Ｗｉｓｔａｒ大鼠４０只（河北医科大学动物中心提
供），体质量２５０～３００ｇ，ＴＮＦα（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）；Ｂｃｌ２
免疫组化试剂盒（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）；ＮＦκＢｐ６５免疫组化
试剂盒（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）；ＤＡＢ显色试剂盒（美国 Ｚｙｍｅｄ
公司）；原位细胞凋亡检测试剂盒（美国Ｒｏｃｈｅ公司）；蛋白酶Ｋ
（美国Ａｍｒｅｓｃｏ公司）。

１．２　动物分组与模型制备
　　随机分为假手术对照组（ＳＯ组，ｎ＝１０）；缺血再灌注组（ＩＲ
组，ｎ＝１０）；缺血预处理组（ＩＰＣ组，ｎ＝１０）；ＴＮＦα预处理组
（ＨＴＰＣ组，ｎ＝１０）。实验前大鼠禁食１２ｈ，自由饮水。腹腔注
射氯胺酮麻醉，取上腹正中切口，向上牵开肝脏，显露并游离肝

十二指肠韧带。ＩＲ组，小号无损伤血管夹夹闭肝十二指肠韧带
致肝缺血３０ｍｉｎ，然后松开血管夹恢复灌注，检查确切开放血
流后关闭腹腔。腹腔内给予庆大霉素０．３ｇ，并向腹腔内注射
２ｍＬ生理盐水补液。单独笼养，禁食、禁水。ＩＰＣ组，小号无损
伤血管夹夹闭肝十二指肠韧带致肝缺血１０ｍｉｎ，然后松开血管
夹恢复灌注１０ｍｉｎ，随后操作同ＩＲ组。ＴＰＣ组，术前３０ｍｉｎ给
予ＴＮＦα腹腔注射预处理，剂量１μｇ／ｋｇ，其余操作同 ＩＲ组。
ＳＯ组，仅游离肝十二指肠韧带，不再做任何处理，然后关闭腹

腔。各组大鼠于再灌注６ｈ后再次麻醉，经心脏采血５ｍＬ，不
加抗凝剂，静置１０ｍｉｎ，离心后取上层血清用于检测肝功变化。
取肝右叶肝组织迅速切成０．５ｃｍ×０．５ｃｍ×０．１ｃｍ大小的组
织块置于４％中性多聚甲醛溶液中及时固定，做石蜡切片后行
ＨＥ染色及免疫组织化学检测。

１．３　血清谷草转氨酶、谷丙转氨酶的测定
　　利用日立全自动生化分析仪，按说明书测定血清谷草转氨
酶、谷丙转氨酶。

１．４　Ｂｃｌ２蛋白和ＮＦκＢｐ６５蛋白表达的检测
　　采用免疫组织化学检测各组Ｂｃｌ２蛋白和ＮＦκＢｐ６５蛋白
的表达。Ｂｃｌ２蛋白表达以细胞浆内呈棕黄色或黄色的颗粒或
团块为阳性细胞。ＮＦκＢｐ６５蛋白表达以细胞浆呈棕黄色着染
为阳性细胞。每组内每张切片随机挑选１０个２００倍视野进行
拍照，对每张照片计算阳性指数（ＰＩ）。ＰＩ＝（Ｎ１＋Ｎ２＋… ＋
Ｎｎ）／ｎ（ｎ＝１０）。

１．５　细胞凋亡检测
　　采用原位细胞凋亡检测，阳性凋亡细胞表现为细胞核呈棕
黄色着染。方法同上，计算凋亡指数（ＡＩ）。ＡＩ＝（Ａ１＋Ａ２＋
…＋Ａｎ）／ｎ（ｎ＝１０）。

１．６　统计学处理
　　各项指标测定结果用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多组间均
数差异性比较用单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），两两比较
用ＳＮＫｑ检验。全部数据利用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，
以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　血清ＡＬＴ、ＡＳＴ水平
　　ＩＲ组、ＩＰＣ组和 ＴＰＣ组血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ水平明显升高，与
ＳＯ组比较，Ｐ＜０．０５差异有统计学意义。其中 ＩＲ组升高最明
显，与ＩＰＣ组、ＴＰＣ组比较，Ｐ＜０．０５差异有统计学意义。ＩＰＣ
组与ＴＰＣ组比较，Ｐ＞０．０５差异无统计学意义（表１）。

２．２　Ｂｃｌ２蛋白的表达
　　Ｂｃｌ２蛋白阳性表达在ＩＰＣ组和ＴＰＣ组表达明显，而在 ＳＯ
组、ＩＲ组较少，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＳＯ组与 ＩＲ组
比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＩＰＣ组与 ＴＰＣ组比较，
Ｐ＞０．０５差异无统计学意义（表２）。

２．３　ＮＦκＢｐ６５蛋白的表达
　　ＮＦκＢｐ６５蛋白阳性表达在ＩＲ组、ＩＰＣ组和ＴＰＣ组表达明
显，在ＳＯ组较少，Ｐ＜０．０５差异均有统计学意义，其中 ＩＰＣ组、
ＴＰＣ组ＮＦκＢｐ６５阳性表达较ＩＲ组减低，Ｐ＜０．０５差异有统计
学意义。ＩＰＣ组与 ＴＰＣ组比较，Ｐ＞０．０５差异无统计学意义
（表２）。
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表１　各组血清ＡＬＴ、ＡＳＴ水平（珔ｘ±ｓ，ｎ＝１０，Ｕ／Ｌ）

组别 ＡＬＴ ＡＳＴ
ＳＯ ６１．６±１１．３ ７５．８±４６．６
ＩＲ ６４２．８±１４９．３ ７３０．６±１０３．０

ＴＰＣ ３３６．８±７９．４＃ ３９２．７±１０９．３＃

ＩＰＣ ３１６．４±９０．６＃△ ３７６．４±１２７．０＃△

：与ＳＯ组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与 ＩＲ组比较，Ｐ＜０．０５；△：与
ＴＰＣ组比较，Ｐ＞０．０５
表２　各组Ｂｃｌ２和ＮＦκＢｐ６５的阳性表达情况（珔ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 Ｂｃｌ２ＰＩ（％） ＮＦκＢＰＩ（％）
ＳＯ １２．９９±３．２１ １０．１５±４．４２
ＩＲ １１．４５±１１．９７ ６８．３３±６．０７

ＴＰＣ ６０．９９±６．３０＃ ３２．８０±５．３０＃

ＩＰＣ ６２．３０±９．２０＃△ ３１．５６±４．８５＃△

：与ＳＯ组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与 ＩＲ组比较，Ｐ＜０．０５；△：与
ＴＰＣ组比较，Ｐ＞０．０５

２．４　细胞凋亡检测
　　凋亡细胞在ＳＯ组罕见，ＩＲ组、ＩＰＣ组和ＴＰＣ组都有明显增
加。凋亡指数（ＡＩ）在 ＩＲ组（９．４８±２．４２）、ＩＰＣ组（４．３６±
０．８８）和 ＴＰＣ组（４．９４±２．０４），与 ＳＯ组（１．２９±２．６７）比较，
Ｐ＜０．０５差异均有统计学意义，其中 ＩＲ组 ＡＩ增加最明显，与
ＩＰＣ组、ＴＰＣ组比较，Ｐ＜０．０５差异有统计学意义。ＩＰＣ组与
ＴＰＣ组比较，Ｐ＞０．０５差异无统计学意义。

３　讨论

　　肝脏ＩＲＩ是多种因素以时间为顺序先后作用的结
果，细胞因子在肝脏ＩＲＩ中有重要作用，其中ＴＮＦα的
作用，尤为重要［２６］。ＴＮＦα在肝脏 ＩＲ过程中介导了
导致肝细胞损伤的多形核粒细胞浸润、释放 ＲＯＳ、
ＴＮＦα和多种蛋白酶，以及激活枯否细胞，并诱导枯否
细胞释放 ＲＯＳ和 ＴＮＦα，导致更多多形核粒细胞浸
润，加重肝细胞损伤［２］。核因子ｋａｐｐａＢ（ＮＦκＢ）是一
个多种基因的快速反应转录因子，在肝脏 ＩＲＩ发挥调
解中心的作用［２］。ＩＰＣ能减轻大鼠肝脏ＩＲＩ，与抑制核
因子ＮＦκＢ在肝组织中的表达，减少细胞因子、活性
氧和氮化物、钙、补体等的表达有关［１］。

　　本实验结果显示，肝脏在遭受缺血３０ｍｉｎ，再灌注
后发生了明确的再灌注损伤，采用 ＴＮＦα预处理后，
明显的减轻了肝脏ＩＲＩ。ＴＮＦα预处理后，抑制了 ＮＦ
κＢｐ６５蛋白表达。ＮＦκＢｐ６５蛋白高表达与肝脏 ＩＲＩ
严重程度密切相关，ＮＦκＢｐ６５蛋白表达被抑制，则肝
脏ＩＲＩ减轻［１，６７］。本实验结果显示 ＴＮＦα预处理抑
制了ＮＦκＢｐ６５蛋白表达，减轻了肝脏ＩＲＩ。
　　在肝脏ＩＲＩ中，肝脏细胞大量死亡和凋亡，凋亡和
死亡的比例，与肝脏ＩＲＩ严重程度并不成比例关系，而
与肝脏细胞脂肪含量有关［２］。在肝脏 ＩＲ过程中，
ＴＮＦα可激活凋亡相关蛋白的表达，诱导肝脏细胞凋

亡，加重肝脏 ＩＲＩ［２］。但 ＴＮＦα预处理可以减少肝脏
细胞凋亡［８］。减少肝脏细胞凋亡可以减轻肝脏 ＩＲＩ，
ＩＰＣ能减少肝脏 ＩＲＩ过程中肝脏细胞凋亡，从而减轻
大鼠肝脏 ＩＲＩ［１，９］。本实验结果显示，ＴＮＦα预处理
后，在随后的 ＩＲ阶段，大鼠肝脏细胞 ＡＩ明显低于 ＩＲ
组，而 Ｂｃｌ２蛋白表达明显增高，显著高于 ＩＲ组。本
实验结果提示，ＴＮＦα不但激活了凋亡诱导基因的表
达，也激活了凋亡抑制基因 Ｂｃｌ２的表达，ＴＮＦα预处
理后，在随后的ＩＲ过程中，Ｂｃｌ２高表达，抑制了ＩＲ后
大鼠肝脏细胞凋亡。以及激活凋亡抑制基因Ｂｃｌ２，减
少肝脏ＲＩ导致的肝细胞凋亡。
　　两种方法的预处理（ＴＮＦα预处理和 ＩＰＣ），无论
血清酶学检查，还是肝细胞坏死、凋亡检查角度上分

析，对减轻肝脏 ＩＲＩ的程度上没有显著差别。两种方
法的预处理抑制ＮＦκＢｐ６５蛋白表达程度相似，在激
活凋亡抑制基因Ｂｃｌ２表达程度上亦相似。
　　综上所述，ＴＮＦα预处理对大鼠肝脏ＲＩ造成的肝
损伤有保护作用［８］，与 ＩＰＣ效果相似。ＴＮＦα预处理
通过抑制 ＮＦκＢｐ６５蛋白表达、激活凋亡抑制基因
Ｂｃｌ２蛋白表达，减轻了ＩＲ后大鼠肝脏ＩＲＩ。
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