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摘要 
 

目的：探讨右美托咪定联合缺血预处理对大鼠肝缺血再灌注损伤的作用及可能机制。 
方法：60 只健康雄性清洁型 SD 大鼠，体重（251±18）g，按随机数字表法分为五组（n=12）：假手

术组(S 组)、缺血再灌注组(IR 组)、右美托咪定预处理组(Dex 组)、缺血预处理组(IP 组)和右美托咪

定联合缺血预处理组(Dex+IP 组)。采用 Pringle 法分别建立大鼠肝脏缺血再灌注模型，测定肝脏缺血

30min 再灌注 6h 后血清中 ALT、AST、LDH、TNF-α的浓度。取肝脏组织，通过 HE 染色观察其病

理学改变，TUNEL 检测肝脏组织中细胞凋亡数量，免疫组化测定肝脏组织血红素氧合酶-1（heme 
oxygenase-1，HO-1）的表达。 
结果：与 S 组相比，其余各组血清中 ALT、AST、LDH 及 TNF-α浓度明显增高（P＜0.01）；与 IR
组相比，Dex、IP 及 Dex+IP 组明显降低（P＜0.01）；Dex+IP 组明显低于 Dex 组及 IP 组（P＜0.01）。
ALT、AST 及 TNF-α浓度在 Dex 组与 IP 组之间无明显差异（P＞0.05），LDH 浓度在 Dex 组明显低

于 IP 组（P＜0.01）。肝组织病理学评分 IR、Dex、IP 及 Dex+IP 组明显高于 S 组（P＜0.01），Dex、
IP 及 Dex+IP 组明显低于 IR 组（P＜0.01），Dex+IP 组明显低于 Dex、IP 组（P＜0.01）,Dex 组与 IP
组之间未见明显差异（P＞0.05）。肝细胞凋亡指数 IR、Dex、IP 及 Dex+IP 组明显高于 S 组（P＜0.01），
Dex、IP 及 Dex+IP 组明显低于 IR 组（P＜0.01），Dex+IP 组明显低于 Dex、IP 组（P＜0.01）,Dex
组与 IP 组之间未见明显差异（P＞0.05）。HO-1 评分，与 S 组相比，IR 组增高（P＜0.05），Dex、IP
及 Dex+IP 组明显增高（P＜0.01）；与 IR 组相比，Dex 及 IP 组增高（P＜0.05），Dex+IP 组明显增高

（P＜0.01）；Dex+IP 组高于 Dex 及 IP 组（P＜0.05）；Dex 与 IP 组之间未见明显差异（P＞0.05）。 
结论：右美托咪定及缺血预处理对大鼠肝缺血再灌注损伤均有保护作用，两者联合应用效果更好，

其作用均与诱导 HO-1 的表达有一定关系。 
关键词：右美托咪定，缺血预处理，肝脏，缺血再灌注损伤 
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Abstract 
Objective: To investigate the effect and possible mechanism of dexmedetomidine combined with Ischemic 
Preconditioning on liver ischemic reperfusion injury in rats.  
Methods: Sixty healthy male SD rats，weighing （251±18）g，were randomly divided into five groups，
twelve rats each group：Sham-operation group(group S)，Ischemia- reperfusion group (group IR)，
DexmedetomidinePreconditioning group (group Dex)，Ischemic Preconditioning group(group IP) and 
Dexmedetomidine combined with Ischemic Preconditioning group (group Dex+IP). Ischemia-reperfusion 
 model were established according to Pringle’smethod．After 30 minutes’ ischemia and 6 hours’reperfusion 
of the liver,the concentrations of ALT，AST，LDH and TNF-αin serum were measured. The liver 
histological changes were examined after HE staining, the liver cell apoptosis were examined by TUNEL 
and the expression of heme oxygenase-1 were examined by immunohistochemistry.  
Results: Serum concentration of ALT，AST，LDH and TNF-α in group IR，Dex，IP and Dex+IP were 
significantly higher than those in group S (P <0．01)；in group Dex，IP and Dex+IP，significantly lower than 
in group IR(P<0.01)；in group Dex+IP，significantly lower than in group Dex and IP (P<0.01).There were 
no significant difference of the serum concentration of ALT ，AST and TNF-α between group Dex and IP 
(P >0.05), the serum concentration of LDH in group Dex were significantly lower than group IP (P<0．01). 
Pathological score of group IR, Dex, IP and Dex+IP  was significantly higher than that of group S; group 
Dex, IP and Dex+IP  was significantly lower than that of group IR (P< 0.01); group Dex+IP was 
significantly lower than that of group Dex and IP (P< 0.01) ，and there were no significant difference 
between group Dex and IP (P>0.05). The apoptotic index of  group IR, Dex, IP and Dex+IP was 
significantly higher than that of group S; group Dex, IP and Dex+IP  was significantly lower than that of 
group IR (P< 0.01), group Dex+IP was significantly lower than that of group Dex and IP (P < 0.01) , and 
there were no significant difference between group Dex and IP (P>0.05). Compered with group S, the 
HO-1 score of group IR was improved (P< 0.05), and that of group Dex, IP and Dex+IP was significantly 
improved (P<0.01); compered with group IR, that of group Dex and IP was improved (P< 0.05) and group 
Dex+IP was significantly improved(P<0.01); compered with group Dex and IP, that of group Dex+IP was 
improved (P< 0.05); there were no significant difference between group Dex and IP (P>0.05). 
Conclusions: Both of Dexmedetomidine Preconditioning and Ischemic Preconditioning can protect liver 
from ischemia-reperfusion injury in rats to some extent, the combined application of  two gives better 
effects，which is related to the increasing expression of  HO-1 to a certain extent. 
Key words: Dexmedetomidine，Ischemic preconditioning，Liver，Ischemia-reperfusion injury 
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英文缩略语表 

英文缩写 英文全名 中文译名 
HIRI Hepatic ischemia reperfusion injury 肝脏缺血再灌注损伤 

IPC/IP Ischemic preconditioning 缺血预处理 

Dex Dexmedetomidine 右美托咪定 

TNF-α  tumor necrosis factor-α 肿瘤坏死因子

IR ischemia- reperfusion  缺血再灌注 

HO heme oxygenase 血红素氧合酶 

HO-1 heme oxygenase-1 血红素氧合酶-1 

S sham-operation  假手术 

α2AR alpha 2-adrenoceptor α2肾上腺素能受体 

TOA  total oxidation activity 总氧化活性 

OSI Oxidative stress index 氧化应激指数 

T-AOC Total antioxidant capacity 总抗氧能力 

PON-1 Paraoxonase-1 对氧磷酶-1 

ALT alanine aminotransferase 谷丙转氨酶 

AST aspartate aminotransferase 谷草转氨酶 

LDH lactate dehydrogenase 乳酸脱氢酶 

TNF-α tumor necrosis factor-α 肿瘤坏死因子-α 

XDH xanthine dehydrogenase 黄嘌呤脱氢酶 

XO xanthine oxidase 黄嘌呤氧化酶 

PAF  platelet activating factor 血小板活化因子 

PMN polymorphonuclear 多型核白细胞 
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前言 
（introduction） 

肝脏缺血再灌注损伤(Hepatic ischemia re-perfusion injury, HIRI)是指肝脏组织在部

分或全部缺血一段时间后恢复血液灌注，不但不能使其功能和结构得以恢复，反而加

重其功能障碍和结构损伤的现象。HIRI是近年来肝胆外科领域的一大研究热点，也是

肝胆外科一个常见的且不容忽视的病理生理现象。HIRI多见于复杂的肝脏手术、严重

创伤恢复血供及重度休克复苏时等。在复杂的肝叶切除（如肝癌等）及严重的肝脏创

伤手术中需先阻断全部或部分入肝血流以减少术中出血及充分暴露手术视野，当手术

结束后恢复肝脏血液灌注时即可导致HIRI；在肝脏部分移植或全肝移植术中，由于离

体的供肝组织在完成移植前需经历较长时间的冷保存（降低肝脏代谢），故其除了需经

历移植完成后恢复血液灌注所导致的热缺血再灌注损伤外，还要经历冷保存过程所导

致的冷却血再灌注损伤[1]；重度休克时机体有效循环血量急剧下降，导致肝脏组织灌注

不足，当休克得到复苏而恢复肝脏血流灌注时也可引起HIRI。HIRI是重度休克、复杂

的肝叶切除、严重的肝创伤等术后肝功能异常以及原发性肝移植无功能的重要原因[2]。

故如何预防和降低HIRI是目前肝胆外科面临的一个重大问题。 
HIRI发生的机制十分复杂，其中有诸多因素参与，多种机制相互影响，多种通路

共同发挥作用，产生放大效应。它不仅包含肝脏缺血过程中的损伤（主要有缺氧及能

量耗竭所引起），更重要的是当肝脏恢复血流灌注后产生的一系列损伤（主要由氧化应

激及炎性改变所引起）。综合大量专家学者的研究，其可能的机制主要有以下几个方面：

氧自由基的损伤作用；钙超载的损伤作用；细胞因子的损伤作用；内皮素与一氧化氮

浓度失衡以及相关基因的作用等。肝脏的缺血再灌注使肝细胞与中性粒细胞、Kupffer
及单核细胞等多种非实质细胞间发生相互作用[3],而且活化的补体系统以及血小板也参

与其中，从而导致大量促炎因子的释放，引起炎症反应，损伤肝窦状隙、破坏内皮细

胞，影响凝血系统，导致肝脏微循环障碍，进一步加重组织的损伤，引起细胞凋亡，

并影响到肝细胞再生。目前认为氧化应激、钙超载、各种有害细胞因子的表达在HIRI
的发生发展中尤为重要。 

近年，经过大量专家学者的努力，已有多种方法被证实具有降低HIRI的作用。主

要包括缺血预处理（Ischemic preconditioning，IPC）和缺血后处理(Ischemic postcon- 
ditioning, IPO)、药物预处理和后处理、缺氧预处理、热休克预处理以及联合处理等。

其中药物干预是利用药物或其代谢产物的药理作用来提高组织或细胞对缺血再灌注的

耐受力，因其实用性强且效果明显而在临床广泛应用[4]。 
本实验中所研究的药物右美托咪定是一种具有镇静、阵痛（中度阵痛作用）、辅助

麻醉等作用的新型的高选择性α2肾上腺素能受体（α2AR）激动剂。另外，其还具有

利尿剂及改善患者血流动力学等作用，是各科重症患者及ICU患者的常用药物（被认为

是目前拔管管理最理想的药物之一）。然而新近研究显示其还具有脏器保护作用，能明

显降低脏器的缺血再灌注损伤，但目前国内对此研究尚少，且其作用机制尚不明确。 
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  IPC对HIRI的改善作用已经得到广泛的认可。国内外均有研究报道表明IPC可以明

显增加缺血器官对长时间缺血再灌注的耐受力，减少组织及细胞损伤，其作用机制与

多种途径有关，且各种途径之间相互影响，共同发挥作用。 
有研究表明，对于脏器缺血再灌注损伤的干预，两种或两者以上处理因素联合作

用效果可能更好。但目前关于右美托咪定预处理及IPC对HIRI的联合作用的研究国内外

均未见报道，本研究通过将这两种干预方式同时作用于大鼠HIRI模型，检测各组大鼠

之间的血清ALT、AST、LDH及TNF-α浓度，经HE染色后观察肝脏组织的病理学改变，

TUNEL检测肝脏组织细胞凋亡水平，免疫组化技术检测肝脏组织血红素氧合酶1（heme 
oxygenase-1，HO-1）的表达，通过对各组间的各个指标进行比较，探讨右美托咪定预

处理联合IPC对大鼠HIRI的作用及可能机制，从而为预防和减轻HIRI提供一定的临床参

考。 
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材料和方法 
（Materials and Methods） 

1.实验材料 
1.1 实验动物 

健康雄性清洁型 SD 大鼠 60 只，（许可证号：SCXK 新 2011-0001），体重（251±
18）g，购自新疆自治区疾病控制中心动物饲养科。所有老鼠以鼠笼单独饲养，放于动

物架上，室温(20±2)℃，相对湿度(55±10)％，自由进食水，术前 12 h 禁食，但不禁水。

定期更换垫料，保持笼内清洁干燥。老鼠饲料由新疆自治区疾病控制中心动物饲养科提

供。 
1.2 实验器材 

显微手术器械：上海医疗仪器厂 
电子天平：上海天平仪器厂 
架盘药物天平：北京玄武天平厂 
高速低温台式离心机：Thermo Fisher Scientific（美国） 
-80℃冰箱 ：中国青岛Haier公司 
ELX-800型酶标仪：美国BIO-TCK公司 
轮转式切片机：德国LEICA公司 
石蜡切片机：德国LEICA公司 
免疫组化石蜡包埋机：德国LEICA公司 
恒温水浴箱：德国 SIEMENS公司  
电热恒温干燥箱：上海医疗仪器厂 
美的微波炉：美的集团有限公司 
光学显微镜:美国奥林巴斯公司 
OLYMPUS BX40 图像采集系统：Olympus optical 公司 

1.3 主要试剂及药品 
盐酸右美托咪定注射液（艾贝林）：恒瑞公司（江苏） 
水合氯醛：上海第一生化制药公司 
大鼠TNF-αELISA试剂盒：建成生物研究所（南京） 
TUNEL试剂盒：Roche公司 
HO-1一抗：Abcam 公司 
HO-1二抗：北京中杉金桥公司 
甲醛：上海试剂厂 
乙醇：上海试剂厂 
其余试剂、药品由石河子大学医学院及第一附属医院相关科室提供。 

1.4主要试剂配制 
(1)盐酸右美托咪定注射液：盐酸右美托咪定1支（200μg/2ml）+78ml生理盐水，将

其配成2.5μg/ml的盐酸右美托咪定注射液溶液。（注：盐酸右美托咪定注射液溶液需现用
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现配，防止药物失效影响实验效果。） 
(2) 苏木素染液（1000ml） 
原料及配制方法： 
①A液体：将苏木素5g加入50ml无水乙醇中，充分搅拌至其完全溶解； 
②B液体：将明矾50g加到500ml双蒸水中，加热煮沸，使其充分溶解； 
③将A液、B液混合，大火煮沸1min，然后缓慢加入氧化汞粉末2.5g混匀（注：此时

容器宜大，避免沸出），再加热煮沸2分钟，然后将染液迅速冷却，过夜，次 
日过滤，使用前加入冰醋酸30ml及甘油50ml。 

(3) 伊红染液（1000ml） 
伊红5g 溶于100ml双蒸水中，待伊红完全溶解后再加入冰醋酸约500μl,以清洁滤纸过

滤后将沉淀放于60℃烤箱中烤干，然后加酒精（90%）1000ml。 
(4) PH7.4磷酸缓冲溶液（PBS） 
①A液：取Na2HPO47.1g,加蒸馏水至1000ml ; 
②B液：取KH2PO46.8g,加蒸馏水至1000m1； 
③用时取A液80ml、B液体20ml混合，加入NaCl8.0g， KCl0.2g即可。 

(5) 蛋白酶K溶液（200ug/ml）: 蛋白酶K0.02g+PBS100ml。 
(6) 含2% H2O2的PBS 缓冲液：H2O2 2.0ml，PBS 缓冲液 98.0ml。 
(7) 0.05％二氨基联苯(DAB)溶液：DAB 5mg；PBS 10ml（pH7.4）, 使用时过滤，加

H2O2至0.02%。 

2.实验方法 
2.1 动物分组及模型制备 

（1）随机分组（随机数字表法） 
根据实验设计，将 60 只大鼠按照体重顺序于尾部依次编号（1-60 号），并将编号做

好记录，从随机数字表中任选一位置从左往右开始依次抄取 60 个随机数字（随机数字

选取两位数），如果遇到相同随机数字，则越过，抄取下一个数字，将所抄取的数字依

次对应于大鼠编号。将所有随机数字除以 5，按余数 1、2、3、4、0，分别放于 S 组、

IR 组、Dex 组、IP 组及 Dex+IP 组。如果分组不均，则继续抄取随机数字，以该数字除

以数量较多组的老鼠数，根据所得余数选取该组相应老鼠放到较少的组（如余数为 2，
则选择改组排在第二位的老鼠放到数量较少组），以此方法进行，直到所有组的大鼠数

量相等（每组 12 只）。 
（2）模型制备 
本研究参照 Pringle 法建立大鼠的 HIRI 模型，具体如下： 
S 组：术前 30min 腹腔注射与 Dex 组中所用药物容量相当的生理盐水，以 10％水合

氯醛溶液 30ml/kg 经皮腹腔注射，麻醉后将大鼠固定于清洁的实验动物架上，备皮，碘

伏腹部常规消毒后，以正中切口入腹，逐层切开腹壁，以小拉钩小心翻起肝脏，找到、

分离肝十二指肠韧带，显露肝门但不夹闭肝蒂，松开拉钩将翻起的肝脏轻轻放回原位，
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可见肝脏组织始终保持鲜红色。靠拢双侧腹壁，以生理盐水浸湿的无菌纱布覆盖创面，

30min 后逐层关腹，关腹完毕后将大鼠放于动物复苏箱中复苏（复苏过程中仍以生理盐

水浸湿的无菌纱布持续覆盖手术切口处），持续 6h（自前一个 30 分钟结束开始计时）； 
IR 组：术前 30min 腹腔注射与 Dex 组所用药物容量相当的生理盐水，以 10％水合

氯醛溶液 30ml/kg 腹腔注射，麻醉后将大鼠固定于实验动物架上，备皮，碘伏腹部常规

消毒后，以正中切口入腹，逐层切开腹壁，以小拉钩小心翻起肝脏，找到、分离肝十二

指肠韧带，显露肝门后以显微无创血管夹夹闭肝蒂，完全阻断入肝血流，观察可见肝脏

组织逐渐由鲜红逐渐变为暗红色，靠拢双侧腹壁，以生理盐水浸湿的无菌纱布覆盖创面，

30 分钟后松开血管夹，恢复血液灌注，可见肝脏组织由暗红色逐渐恢复鲜红。逐层关腹，

关腹完毕后将大鼠放于动物复苏箱中复苏（复苏过程中仍以生理盐水浸湿的无菌纱布持

续覆盖手术切口处），持续 6h（自松开血管夹开始计时）； 
Dex 组：右美托咪啶按照 25μg/kg（2.5μg/ml 的盐酸右美托咪定注射液配液）于手

术 30min 前腹腔注射给药，麻醉及后续处理同 IR 组； 
IP 组：于术前 30min 腹腔注射与 Dex 组中所用药物容量相当的生理盐水，以 10％

水合氯醛溶液 30ml/kg 经皮腹腔注射，麻醉后将大鼠固定于实验动物架上，备皮，碘伏

腹部常规消毒后，以正中切口入腹，逐层切开腹壁，以小拉钩小心翻起肝脏，找到、分

离肝十二指肠韧带，显露肝门后以显微无创血管夹夹闭肝蒂，完全阻断入肝血流，观察

可见肝脏组织逐渐由鲜红逐渐变为暗红色，靠拢双侧腹壁，以生理盐水浸湿的无菌纱布

覆盖创面，自夹闭肝蒂起 10 分钟后松开血管夹，恢复血液灌注，可见肝脏组织由暗红

色逐渐恢复鲜红，自松开血管夹 10 分钟后再次夹闭肝蒂。以生理盐水浸湿的无菌纱布

覆盖创面，30 分钟后（自第二次夹闭肝蒂开始计时），松开血管夹，恢复血流灌注。逐

层关腹，然后将大鼠放于动物复苏箱中复苏（复苏过程中仍以生理盐水浸湿的无菌纱布

持续覆盖手术切口处），持续 6h（自第二次松开血管夹开始计时）； 
Dex+IP组：右美托咪啶按照 25μg/kg（2.5μg/ml的盐酸右美托咪定配液）于手术 30min

前腹腔注射给药，麻醉及后续处理同 IP 组。 
各组大鼠于术后 1-2 小时左右开始逐渐苏醒、恢复活力，复苏成功。 

2.2  标本的收集  
再灌注 6h 后再次腹腔注射 10％水合氯醛溶液 30ml/kg，麻醉后以原来切口入腹，

用一次性采血针连接真空采血管自下腔静脉采血两管（各 3ml 左右，一管用于检测血清

ALT、AST 及 LDH 浓度，另一管用于检测血清 TNF-α浓度，按老鼠编号分别做好标记；

此步应尽量避免溶血），切取少许肝脏组织（厚约 0.5cm）。 
将装有标本的两支采血管放于离心管中分别称重，若重量不等，向较轻的离心管中

加入少许自来水，直至两个装有采血管的离心管重量一致。然后将两个离心管对称放于

离心机的离心槽内，打开离心机，以 4000r/min 离心 5min，平稳取出采血管，将两个采

血管中的上清液分别缓慢倒入一次性血清管中（按大鼠编号及所测项目分别做好标记），

置于-80℃环境中保存备用。 
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将所取肝脏组织分别放于盛有充足 10%福尔马林溶液的容器中固定备用（容器密

封）。 
2.3 实验动物处理   

实验动物颈椎脱臼处死后立即放入实验室冷冻柜的集装袋中，由实验室专人统一处

理。 
2.4 血清 ALT、AST 及 LDH 浓度测定   

待模型建立完毕、取完标本，将上述低温保存的用于 ALT、AST 及 LDH 检测的所

有血清标本统一送至石河子大学医学院第一附属医院检验科，由专人利用全自动生化分

析仪检测血清中 ALT、AST 及 LDH 浓度。 
2.5 血清 TNF-α浓度测定 

本研究采用 ELISA 法检测血清中 TNF-α浓度。ELISA 结合了抗原抗体反应的特异

性、酶对底物催化的高效性以及底物的显色反应，能对血清等标本中的目标物质进行比

较精确的定性及定量检测。主要包括双抗夹心法、间接法、双位点一步法及竞争结合法

等。本研究采用的是双抗体夹心法检测血清 TNF-α浓度。其原理为先将已知抗体（大

鼠 TNF-α单克隆抗体）连接在固相载体上，让所加入的待测抗原 TNF-α被 TNF-α单

克隆抗体捕获而与之结合，通过洗涤以去除未被捕获或结合不牢固的抗原。被捕获的抗

原TNF-α再与生物素化的TNF-α二抗结合，通过洗涤去除多余的或结合不牢固的二抗，

生物素再与加入的亲和链酶素-HRP（经辣根过氧化物（HRP）标记的亲和素（链酶素））

结合，通过洗涤去除多余的或结合不牢固的亲和链酶素-HRP，亲和链酶素-HRP 与最后

加入的 A、B 两种底物反应，形成有色产物，有色产物形成量与待测抗原 TNF-α浓度

呈正比。然后根据分光光度法进行定性和定量分析。具体步骤如下： 
⑴标本准备：预先将冷冻的待检测血清样品从-80℃环境中取出放于室温下解冻溶

解至常温。 
⑵试剂的准备：将实验试剂盒从 2-8℃环境中取出，恢复至常温；将浓缩洗涤液按

要求稀释至实验所需浓度，将所有试剂混匀，防止气泡产生，以避免使后续实验产生误

差。 
⑶大鼠 TNF-α标准品的稀释：取 6 支 1.5ml 离心管，做好浓度标记，分别是 640ng/L、

320ng/L、160ng/L、80ng/L、40ng/L、0ng/L。分别吸取 120μl 的标准品稀释液于 6 个离

心管中，取 120ng 的标准品原液加于第一个离心管中，漩涡混匀后吸取 120μl 加入第二

个离心管中，漩涡混匀后吸取 120μl 加入第三个离心管中，依次稀释至第五个离心管。

最后一个为 0μl 的离心管不含标准品，作为空白对照组。 

⑷加样及二抗：按每孔 50μl 往已包被了大鼠 TNF-α单克隆抗体的酶标板中加入

稀释好的标准品及各个待测标本。依次加入五个浓度的标准品（按梯度加样并做好标

记）、空白对照样及各个待测样品。（空白对照及五个浓度的标准品均做复孔。）然后立

即加入 10μl 生物素标记的二抗。 

⑸加完后反复轻轻拍打酶标板混匀，用盖板膜小心盖好密封酶标板，37℃恒温箱中
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孵育 1小时。 

⑹孵育结束后小心去除盖板膜并甩去孔内液体，将所有孔加满洗涤缓冲液，轻轻震

荡 30s，甩去孔内液，将整个酶标板倒置在清洁的吸水纸上以吸去残余液体。重复此操

作 3次。 

⑺按每孔 50μl 加入亲和链酶素-HRP，小心震荡使其混匀，盖好盖板膜，放于 37℃

恒温箱中孵育 30min。 
⑻孵育结束后小心去除盖板膜并甩去孔内液体，将所有孔加满洗涤缓冲液，余步骤

同“（6）”。 

⑼每孔加入 A、B 两种底物各 50μl，小心震荡使其混匀，盖好盖板膜，将其放于 37℃

恒温箱中孵育 10min。（注：由于底物 B 对光敏感，此步操作需避免光照。） 
⑽取出酶标本，揭取盖板膜，按每孔 50μl 迅速加入终止液终止反应。 
⑾用分光光度法检测各孔 OD 值（450nm）。 
⑿结果判断：利用相关软件绘制“吸光度-标准品浓度”坐标曲线，然后在曲线上

找到各个样品的 OD 值结果，计算出标本中 TNF-α浓度。 
2.6 肝脏标本的蜡块制作及切片  

⑴固定：将切取的肝脏标本（厚约 0.5cm）置于长条孔形石蜡包埋盒中（每个包埋

盒盛一个肝脏标本，并按模型分组及编号做好标记），然后将包埋盒放于盛有 10%福尔

马林溶液的容器中固定 24 小时（福尔马林溶液充足，容器加盖密封）。 
⑵脱水：将盛有肝脏标本的石蜡包埋盒从福尔马林溶液中取出，放入由低到高不同

浓度梯度的乙醇溶液中脱水，每级 20 分钟，脱水过程中保持容器密封，以免吸收空气

中的水分。乙醇浓度依次为 70%乙醇→80%乙醇→95%乙醇→无水乙醇Ⅰ→无水乙醇Ⅱ。 
⑶透明：将经过充分脱水的肝脏标本（包埋盒）置于透明剂二甲苯中，使二甲苯替

换出标本中的乙醇，起到透明作用。具体为：二甲苯Ⅰ级 30 分钟→二甲苯Ⅱ级 10 分钟

→二甲苯Ⅲ级 10 分钟（更换透明剂时应动作迅速）。 
⑷浸蜡：浸蜡过程在 55-60℃的恒温箱中进行（使石蜡保持液态），标本通过浸蜡去

除标本中的二甲苯，使石蜡充分渗入标本中达到饱和状态，以便于包埋。具体为：石蜡

Ⅰ2 小时→石蜡Ⅱ2 小时。 
⑸包埋：将石蜡包埋底模置于约 50℃的保温台上，倒入液态石蜡，并迅速将已经浸

透石蜡的肝脏标本从包埋盒中取出平整放入其中，然后再压上包埋盒，补充石蜡，放置

于冷冻台上，待冷却凝固后取出并修整蜡块，去除多余的石蜡。⑹切片：调整切片机，

使切下的标本石蜡膜片厚度为 3~4 μm，用毛笔将膜片取下平放于温水面（水温 50℃左

右，过高会导致组织散开，过低会导致皱摺无法摊平），然后用防脱载玻片（载玻片按

照动物模型分组及编号做好标记）从水面平整取出标本石蜡膜，使其固定于载玻片的适

当位置。将片子放于切片架上晾干，然后将切片架放入 60℃左右的恒温箱中烘烤 4 小时

左右。 
2.7 HE 染色及病理学观察 



右美托咪定联合缺血预处理对大鼠肝缺血再灌注损伤的作用 

 
 
8

HE 染色，即苏木精-红染色，就是使细胞中具有一定酸碱度各个结构、部位与相应

的显色剂发生酸碱综合反应而呈现不同颜色，以检测组织的病理学变化。具体如下： 
⑴脱蜡、水化：石蜡能溶于二甲苯，二甲苯又能溶于酒精，故选用二甲苯脱蜡后再

以由高到低不同浓度梯度的乙醇溶液去除二甲苯，最后以蒸馏水水洗切片标本。 
⑵染色：以苏木精液染色 15 分钟，流动自来水冲洗 15 分钟，使切片变成蓝色。 
⑶分化和漂洗、蓝化：经过第“（2）”步，会有过多的染液滞留于标本的组织细胞

中，对于未结合的部分，可以直接以水洗去；对于胞浆、胞核中已吸附的部分则需要以

分化液脱去，以保证染色质量，便于后续实验及结果的判断。分化之后再用水洗去多余

的分化液而终止分化，然后用自来水使被苏木素染上的细胞核呈蓝色，即泛蓝。本实验

中是将切片放入 1%盐酸酒精分化 3-5 秒，再以流动自来水冲洗以恢复蓝色。（1%盐酸酒

精） 
⑷脱水Ⅰ、复染：50%乙醇 3-5 分钟→70%乙醇 3-5 分钟→80%乙醇 3-5 分钟→0.5%

酒精伊红溶液染色 2-3 分钟。 
⑸脱水Ⅱ、透明：依次以 95%乙醇及无水乙醇脱水（各 3 分钟）后用吸水纸吸干乙

醇，然后以二甲苯透明（5 分钟×2 次）。 
⑹封片：为了能长期保存，选用中性树胶封片，直接在载玻片的标本上滴加一滴封

片液（滴加时要避免气泡的产生）。 
⑺结果评判：读片时首先肉眼观察片子的一般情况，标本是否完整，有无脱片，染

色是否均匀等。将片子放到光镜的低倍镜（4×10 倍）下，观察肝脏组织有无病变，找

准病变位置，然后再转到 10×10 或 20×10 倍镜下详细观察病理改变，选择典型的病变

部位拍片。 
2.8 细胞凋亡检测   

在细胞凋亡中染色体中的DNA发生不同程度的裂解，当其双链中的一条或两条出现

缺口时，其断端露出3′-OH末端。然而正常细胞由于几乎没有DNA断裂，因而没有

DNA3′-OH端形成，故可通过标记DNA 3′-OH末端来检测凋亡肝细胞。本研究中运用

TUNEL法通过对“DNA 3′-OH末端”的检测来间接检测大鼠HIRI模型的肝脏组织细胞

凋亡，比较准确地反映了其细胞凋亡的情况，具体步骤如下： 
⑴脱蜡：将石蜡组织切片放入 60℃的烤箱中烘烤１小时，再放入二甲苯中浸泡 5

分钟×３次。 
⑵水化：无水乙醇 5 分钟→无水乙醇 5 分钟→90%乙醇 3 分钟→80%乙醇 3 分钟

→70%乙醇 3 分钟→50%乙醇 3 分钟。 
⑶浸洗：配制磷酸缓冲盐溶液（phosphate buffer saline，PBS），并用 PBS 漂洗标本

2 次，每次 5 分钟。浸洗完成后用滤纸小心清除玻片上标本周围多余的液体，以免影响

下一步实验。 
⑷组织细胞通透：以蛋白酶 K 溶液消化掉肝脏组织标本中的非目标蛋白，从而起到

通透作用，具体如下： 
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a：将 10 mM Tris 溶液（pH8.0）与 1mg/ml 的蛋白酶 K 溶液按 49:1 的比例混合，

以使蛋白酶 K 的最终浓度被稀释为 20μg/ml。 
b：每个样本上滴加配制好的蛋白酶 K 溶液约 100μL，完全覆盖样本，在 25℃环境

中孵育 20 分钟左右（具体时间长短还应该结合标本的厚度）。 
⑸PBS 漂洗 5 分钟×2 次。 
⑹DEPC 水浸洗 30 分钟。 
⑺PBS 浸洗 5 分钟×3 次。 
⑻擦干玻片，加 50μl TUNEL 反应混合液于标本上，加盖玻片，37℃温箱中保存 1h

后取出回复至常温。 
⑼PBS 浸洗 5 分钟×3 次。 
⑽擦干玻片，滴加 POD 液于标本上，放入湿盒中，于 37℃温箱中 30 分钟。 
⑾以 PBS 浸洗标本 3 次，每次 5 分钟。 
⑿常规 DAB 呈色（组织切片上滴加新鲜配制的 0.05%DAB 溶液，常温显色 5 分钟），

自来水冲洗。 
⒀以苏木素复染 3min×1 次后，再以自来水冲洗 3 次，泛蓝 3 分钟。 
⒁梯度酒精（70%→80%→90%→100%）脱水，每级 5 分钟。 
⒂二甲苯透明 5 分钟×2 次。 
⒃在载玻片的标本上滴加一滴中性树胶封片，滴加时要避免气泡的产生。 
⒄结果评判：将制作完成的片子先以肉眼观察其一般情况，检查片子是否有脱片，

染色是否均匀等。然后将片子放于光学显微镜下，以 20×10 倍视野观察其细胞凋亡的

大致情况，以细胞核呈棕褐色为阳性细胞。然后切换到高倍镜(40×10 倍)，随机取５个

不重叠的视野，分别记录每个视野中阳性细胞数及细胞总数，计算每个视野的凋亡指数

（凋亡细胞数／细胞数总数×100％)，求出五个视野的平均凋亡指数，做好记录。 
2.9 血红素氧合酶-1 的检测   

本研究中利用免疫组化技术测定大鼠肝脏组织中 HO-1 的表达，即将抗原抗体的特

异性反应与显色反应结合起来检测组织细胞内目标抗原（HO-1）的表达。 
HO-1 的表达定位于细胞浆，经免疫组化技术处理后呈棕褐色。最后根据标本染色

面积及染色程度综合评价 HO-1 的表达。 
具体步骤如下： 
⑴脱蜡：将石蜡组织切片放入 60℃的烤箱中烘烤 30 分钟，再放入二甲苯中浸泡 5

分钟×３次。 
⑵水化：无水乙醇 5 分钟→无水乙醇 5 分钟→90%乙醇 3 分钟→80%乙醇 3 分钟

→70%乙醇 3 分钟→50%乙醇 3 分钟。 
⑶灭活内源性过氧化氢酶：大鼠肝脏组织的内源性过氧化氢酶会在DAB底物的显色

时，与HRP一样催化底物，使之显色，影响实验结果。因此，实验中必须对其进行灭活。

灭活方法为：以 3%H2O2溶液室温孵育标本 10 分钟左右（孵育时间过长易引起脱片）。
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（注：过氧化氢液的要现用现配，配好后于 4℃避光环境中临时保存。） 
⑷以蒸馏水冲洗，PBS 浸泡 5 分钟×2 次。 
⑸修复抗原：由于大鼠肝脏组织中的目标抗原在甲醛固定的过程中发生了蛋白之间

的交联，以及甲醛的封闭作用使其失去或者减弱了其抗原性，从而使实验结果中出现目

标蛋白表达的假性减弱或假阴性。通过修复抗原，可以使得抗原决定簇重新暴露。修复

方法为：枸橼酸盐溶液（PH=6），微波 350W，10 分钟。 
⑹封闭：在大鼠肝脏组织中非目标蛋白的某些位点能和一抗发生非特异性结合，造

成后续实验的假阳性，故研究中以正常山羊血清能先和组织中有交叉反应的位点结合，

从而防止因此而造成的假阳性。 
⑺滴加一抗工作液于 4℃环境中孵育过夜。 
⑻PBS 小心冲洗 5 次，每次 5 分钟。 
⑼滴加适量生物素标记的二抗工作液，然后将标本放于 37℃环境孵育 30 分钟。 
⑽PBS 小心冲洗 3 次，每次 5 分钟。 
⑾DAB 显色：DAB 主要成分为：Reagent A 100ml，Reagent B3 ml。 
具体显色方法如下： 
①加入 1 毫升 Reagent A 和 50ul 左右的 Reagent B 到 1.5 毫升离心管，充分混匀即

为显色的工作液； 
②小心滴加上述显色工作液于片子上，使其铺满整个切片标本表面，于室温下孵

育 10 分钟左右，直至标本出现棕褐色； 
③用清洁滤纸小心移去切片上的显色工作液。 
（注：因 DAB 具有致癌作用，故在配制及使用时应小心操作，避免沾染到皮肤或

者衣物上。） 
⑿以 PBS 缓冲液浸洗 3 次，每次 5 分钟，然后小心移去切片标本上的 PBS。 
⒀复染：苏木素复染 2 分钟，然后直接以自来水洗２次，每次５分钟。 
⒁脱水：梯度酒精（70%→80%→90%→100%）脱水，每级 5 分钟。 
⒂透明：二甲苯透明 5 分钟×2 次。 
⒃封片：为了能长期保存，选用中性树胶封片。直接在载玻片的标本上滴加一滴封

片液，滴加时要避免气泡的产生。 
⒆结果评判：取制作完成的片子，先肉眼判断标本染色的一般情况，然后放于光学

显微镜下进一步读片。镜下可见 HO-1 的表达呈现棕褐色颗粒，定位于细胞浆。综合细

胞的染色强度和阳性细胞所占百分比作为评价标准:①染色强度：无着色为０分，浅棕色

为 1 分，棕色为 2 分，深棕色为 3 分;②阳性细胞所占百分比，将结果分为:无着色为 0
分，阳性表达细胞数＜10%为 1 分，10%～50%为 2 分，＞50%为 3 分。以染色强度评

分与阳性细胞百分比评分的乘积得分作为 HO-1 的最终评分。 
2.10 统计学方法 

采用 SPSS17.0 统计软件，计量资料均以（ ±s）表示，两组间比较采用 q 检验，x
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多组间比较采用方差分析，以 P＜0.05 为差异有统计学意义。 
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结果 
（Result） 

 
1．血清 ALT、AST、LDH 及 TNF-α浓度 
1.1 血清 ALT 浓度 

与 S 组相比，IR 组、Dex 组、IP 组及 Dex+IP 组明显增高（P＜0.01）；与 IR 组相

比，Dex、IP 及 Dex+IP 组明显降低（P＜0.01）；Dex+IP 组明显低于 Dex 组及 IP 组（P
＜0.01）；而 IP 组与 Dex 组无明显差异（P＞0.05）。见表 1。 

表 1 各组大鼠血清 ALT 浓度 (n=12， ±s） 
Tab.1 Serum concentration of ALT in every group 

x

分组 例数 ALT（U/L） 

S 组 12 60.08±5.93 
IR 组 12 533.25±23.34 
Dex 组 12 396.41±14.84a

IP 组 12 400.25±15.31b

Dex+IP 组 12 250.08±10.18 
F  1592.68**

**P＜0.01；各组间两两比较除 abP＞0.05，其余均为 P＜0.01 
 

1.2 血清 AST 浓度 
与 S 组相比，IR 组、Dex 组、IP 组及 Dex+IP 组明显增高（P＜0.01）；与 IR 组相比，

Dex、IP 及 Dex+IP 组明显降低（P＜0.01）；Dex+IP 组明显低于 Dex 组及 IP 组（P＜0.01）；
而 IP 组与 Dex 组无明显差异（P＞0.05）。见表 2。 

表 2 各组大鼠血清 AST 浓度 (n=12， ±s） 
Tab.2 Serum concentration of AST in every group 

x

分组 例数 AST（U/L） 

S 组 12 150.33±8.24 
IR 组 12 1269.41±36.43 
Dex 组 12 800.00±14.93a 

IP 组 12 799.83±16.27b

Dex+IP 组 12 446.58±9.30 
F  7550.14**

** P＜0.01；各组间两两比较除 abP＞0.05，其余均为 P＜0.01 

 
1.3 血清 LDH 浓度 

与 S 组相比，IR 组、Dex 组、IP 组及 Dex+IP 组明显增高（P＜0.01）；与 IR 组相

比，Dex、IP 及 Dex+IP 组明显降低（P＜0.01）；Dex 组明显低于 IP 组（P＜0.01）；Dex+IP
组明显低与 Dex 及 IP 组（P＜0.01）。见表 3。 
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表 3 各组大鼠血清 LDH 浓度 (n=12， ±s） 
Tab.3 Serum concentration of LDH in every group 

x

分组 例数 LDH（U/L） 

S 组 12 799.25±14.56 
IR 组 12 3500.83±50.22 
Dex 组 12 1220.75±31.56  
IP 组 12 1571.41±32.71 
Dex+IP 组 12 898.91±19.37 
F  14151.11**

**P＜0.01，各组间两两比较 P＜0.01 

1.4 血清 TNF-α浓度 
与 S 组相比，IR 组、Dex 组、IP 组及 Dex+IP 组明显增高（P＜0.01）；与 IR 组相

比，Dex、IP 及 Dex+IP 组明显降低（P＜0.01）；Dex+IP 组明显低于 Dex 组及 IP 组（P
＜0.01）；而 IP 组与 Dex 组无明显差异（P＞0.05）。见表 4。 

表 4 各组大鼠血清 TNF-α浓度 (n=12， ±s） 
Tab.4 Serum concentration of TNF-α in every group 

x

分组 例数 TNF-α（ng/L） 

S 组 12 17.04±2.57 
IR 组 12 58.28±5.56 
Dex 组 12 35.70±4.43a 

IP 组 12 36.41±5.19b

Dex+IP 组 12 28.05±4.53 
F  131.29**

** P＜0.01；各组间两两比较除 abP＞0.05，其余均为 P＜0.01 
2．肝脏组织病理学改变 

光镜下观察，S 组肝小叶结构及肝窦内皮细胞均正常，肝窦畅通,肝细胞形态正常，

间质未见炎性细胞浸润。 
IR 组肝小叶结构紊乱，肝细胞明显水肿及空泡样变性，部分肝细胞坏死，细胞质降

解明显，核仁缩小凝集，大量炎性细胞浸润，肝窦严重淤血、狭窄。见图 1-IR。 
Dex 组肝小叶结构尚可，肝细胞轻度水肿变性，肝血窦内轻度瘀血，但仍然保持基

本畅通，个别细胞坏死。见图 1-Dex。 
IP 组可见轻度肝细胞变性，肝血窦内轻度瘀血，个别细胞坏死。见图 1-IP。 
Dex+IP 组肝小叶结构基本正常，肝窦畅通，偶见少量淤血，肝细胞轻微水肿，未

见明显的肝细胞坏死，偶可见轻度变性，仅有少量炎性细胞浸润。见图 1-Dex+IP。 
HIRI的病理评分参照Suzuki病理学评分标准[5]，即根据肝窦充血情况、肝细胞质空

泡形成程度及肝细胞坏死的多少将肝脏损伤从轻到重分为五个等级，分别为 0-4 分：肝

窦无充血、肝细胞质无空泡形成且无肝细胞坏死评为 0 分；肝窦极少量充血、肝细胞质

空泡化极轻且肝细胞仅仅出现个别坏死评为 1 分；肝窦轻度充血、肝细胞质轻度空泡化

且肝细胞坏死少于 30%评为 2 分；肝窦中度充血、肝细胞质中度空泡化且肝细胞坏死少
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于 60%评为 3 分；肝窦严重充血、肝细胞质严重空泡化且肝细胞坏死多于 60%评为 4 分。

本研究中，每个切片标本根据肝窦充血、肝细胞质空泡化及肝细胞坏死情况分别评分，

然后求出平均值作为其最终病理评分。与S组相比，IR组、Dex组、IP组及Dex+IP组病理

评分明显增高（P＜0.01）；与IR组相比，Dex组、IP组及Dex+IP评分明显降低（P＜0.01）；
Dex+IP组明显低于Dex组及IP组（P＜0.01），而Dex组与IP组之间无明显差异（P＞0.05）。
表 5，图 1。 

表 5 各组间肝脏组织病理学评分(n=12， ±s） 
Tab.5 Liver histopathological score in every group 

x

分组 例数 病理评分（分） 

S 组 12 0.27±0.21 
IR 组 12 2.90±0.2 
Dex 组 12 1.63±0.21a

IP 组 12 1.67±0.18b

Dex+IP 组 12 0.68±0.22 
F  273.34**

** P＜0.01；各组间两两比较除 abP＞0.05，其余均为 P＜0.01 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

IR 组可见部分细胞坏死，细胞变性严重；Dex 及 IP 组肝窦轻度充血，细胞轻度 
变性，少数细胞坏死；Dex+IP 组细胞仅轻微水肿，个别坏死。 

图 1 各组肝脏组织病理学改变 （HE×200 倍） 
Fig. 1 Liver histopathological change in every group 
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3．肝脏细胞凋亡检测 
根据 TUNEL 检测法，比较各组间肝细胞凋亡指数。与 S 组相比，其余各组肝细

胞凋亡指数均明显增高（P＜0.01）；与 IR 组相比，Dex 组、IP 组及 Dex+IP 凋亡指数均

明显降低（P＜0.01）；Dex+IP 组明显低于 Dex 组及 IP 组（P＜0.01），而 Dex 组与 IP
组之间无明显差异（P＞0.05）。见表 6，图 2。 

表 6 各组间肝脏组织细胞凋亡指数(n=12， ±s） x
Tab.6 Liver apoptosis index in every group 

分组 例数 细胞凋亡指数（%） 

S 组 12 6.30 ±0.59 
IR 组 12 38.01±1.29 

Dex 组 12 14.46 ±0.83a

IP 组 12 15.79±0.54b

Dex+IP 组 12 9.06±0.74 
F  2696.18**

** P＜0.01；各组间两两比较除 abP＞0.05，其余均为 P＜0.01 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
IR 组可见部分细胞凋亡；Dex 及 IP 组可见小部分细胞凋亡；   

Dex+IP 组仅见个别细胞凋亡。 
图 2 各组间肝脏组织细胞凋亡（TUNEL×400 倍） 

Fig. 2 Liver apoptosis index in every group 
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4．肝脏组织 HO-1 的表达 
S 组、IR 组、Dex 组、IP 组及 Dex+IP 组 HO-1 评分分别为（1.08±0.90）分、（2.92±1.44）

分、（4.58±1.88）分、（4.50±2.02）分、（6.33±2.31）分。与 S 组相比，IR 组评分增高（P
＜0.05），Dex 组、IP 组及 Dex+IP 组明显增高（P＜0.01）；与 IR 组相比，Dex 组及 IP
组增高（P＜0.05），Dex+IP 组明显增高（P＜0.01）；Dex+IP 组高于 Dex 组及 IP 组（P
＜0.05）；Dex 组与 IP 组之间无明显差异（P＞0.05）。见表 7，图 3。  

表 7 各组间肝脏组织 HO-1 表达评分(n=12， ±s） x
Tab.7 Eexpression score of HO-1 in every group 

分组 例数 HO-1 评分（分） 

S 组 12 1.08±0.90a

IR 组 12 2.92±1.44b

Dex 组 12 4.58±1.88c

IP 组 12 4.50±2.02d

Dex+IP 组 12 6.33±2.31e

F  14.80** 

**P＜0.01，cdP＞0.05；ab、bc、bd、ce、deP＜0.05,ac、ad、ae、beP＜0.01。 
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HO-1 在 IR 组呈片状表达，以浅棕色为主；在 Dex 组及 IP 组呈广泛性表达， 

以浅棕色及棕色为主；在 Dex+IP 组呈广泛性表达，以深棕色为主。 
图 3  各组间肝脏组织 HO-1 表达（免疫组化×200 倍） 

Fig. 3 Eexpression score of HO-1 in every group 
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讨论 
(Discussion) 

 
HIRI是指各种原因引起肝脏的部分或全部组织灌注不足，当恢复血液灌注后，不

但不能减轻其缺血期所出现的结构损伤及功能障碍，反而使其进一步加重的病理生理改

变。 
肝脏部分切除术和肝脏移植术已经成为终末期肝病和肝癌的唯一有效治疗手段，

另外各种交通工具日益增多使得肝脏创伤的发生率居高不下，以及各种原因导致的重度

休克时有发生。这些都会使HIRI的发生成为一个不可避免的问题。肝脏是人体最大的实

质性器官，血液供应非常丰富,成人肝每分钟血流量有1500-2000ml，其血容量相当于人

体总量的14%。肝脏对缺血缺氧十分敏感，在肝脏因手术等原因阻断入肝血流后，由于

氧气供应减少，导致葡萄糖有氧氧化减少、无氧代谢增加，乳酸堆积，引起代谢性酸中

毒；氧自由基的增多，使质膜及细胞器膜中的脂肪酸发生过氧化而导致膜结构遭到破坏；

能源物质供应不足，ATP生成减少，使Na+-K+泵及Ca2+泵等依赖ATP的细胞内外离子跨

膜转运减少，Na+、Ca2+、Cl-等离子从细胞外顺浓度梯度进入细胞内，导致细胞的肿胀

或水肿，并发生钙超载，钾离子顺浓度梯度穿过细胞膜到达细胞外，进一步改变细胞内

外的代谢环境，加重肝细胞损伤及功能。 
但是，HIRI的形成不仅包含以上所述的肝脏缺血过程中的损伤，更重要的是肝脏

恢复血流灌注后产生的一系列损伤。肝脏对缺血再灌注损伤十分敏感，其机制错综复杂，

诸多因素共同作用，形成相互促进、共同作用的关系，主要包括以下方面： 
（1）氧自由基的损伤。氧自由基是带有不成对电子的活性氧，其氧化活性强、极易

发生反应，可以通过夺取电子使其它物质发生氧化反应而遭到破坏。氧自由基普遍存在

于生物体中，有超氧化物自由基、过氧化氢及氢氧根离子等多种类型，主要来源于Kupffer
细胞、中性粒细胞[6]和黄嘌呤氧化酶等。然而，机体内同时存在着产生氧自由基的氧化

体系及氧自由基清除与抗氧化体系，且正常情况下二者保持动态平衡。体内氧自由基清

除剂种类繁多，主要包括酶性自由基清除剂，如超氧化物歧化酶（SuperoxideDismutase，
SOD）及谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）等；低分子自由基清除剂，如谷胱甘肽及维

生素C(抗坏血酸)等；含巯基化合物，如6-巯基嘌呤甘氨酸(MPG)；别嘌呤醇等。SOD能

催化生物体内具有细胞毒性的超氧自由基发生歧化反应从而将其清除，具有重要的细胞

保护作用。GSH-Px可通过催化GSH与H2O2的氧化还原反应，从而减轻因超氧化阴离子

引发的细胞内外脂质过氧化所导致的组织细胞损坏；催化过氧化脂质（LPO）的分解，

减少LPO的生成，降低LPO对组织细胞造成的损害。别嘌呤醇也具有重要的抗氧化作用，

能通过抑制黄嘌呤氧化酶参与的黄瞟呤氧化代谢及次黄嘌呤氧化酶参与的次黄嘌呤氧

化代谢，降低氧化应激。生理状况下，体内仅有少量氧自由基的产生，且其可通过氧化

物酶等作用而还原为水和分子氧。二者维持动态平衡，能有效防止氧自由基过多而对组

织细胞造成破坏。当机体处于病理状态时，氧自由基大量产生或不能被及时清除，二者
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的平衡遭到破坏，引起氧化应激，过多的氧自由基就会和周围组织细胞及大分子物质发

生反应，破坏生物膜结构，同时DNA、RNA也发生改变，胶原蛋白发生变性，导致组织

细胞发生多种病理性改变，从而促使疾病或损伤进一步加重。大量研究表明，氧自由基

增多、氧化应激及脂质过氧化在HIRI的发生发展占有重要地位。在肝脏的缺血再灌注中，

因组织缺血缺氧，不能进行正常的有氧氧化，导致能量不足，ATP合成减少。然而钙泵

作用的发挥需要消耗ATP，故当ATP合成减少时，钙泵活性降低，细胞内的钙不能及时

到达细胞外。而且细胞膜因脂质过氧化而被破坏导致其通透性改变，使Ca2+顺浓度梯度

从细胞外进入细胞内，导致细胞内Ca2+浓度升高，使得钙依赖性蛋白水解酶被激活，后

者催化黄嘌呤脱氢酶（XDH）为黄嘌呤氧化酶（XO）。ATP通过一系列代谢，最终生成

次黄嘌呤。当组织处于缺血状态下时，ATP合成减少，次黄嘌呤增多。当组织恢复灌注

时，氧供应增加，通过XO的作用，次黄嘌呤与02反应生成黄嘌呤、H202和超氧阴离子。

黄嘌呤再与02反应生成尿酸、超氧阴离子和H202。另外，在脏器的缺血再灌注时还发生

粒细胞性、线粒体性及儿茶酚胺性氧自由基增多。过多的氧自由基大量消耗抗氧化物质，

而且在脏器缺血再灌注损伤时，由于缺氧及ATP耗竭，使得体内抗氧化物质合成减少，

致使体内抗氧化系统活性大大减弱。所以当脏器发生缺血再灌注时，大量产生的氧自由

基超过了体内氧自由基清除系统的处理能力，致使平衡系统遭到破坏而出现氧自由基堆

积。过多的氧自由基可使质膜、线粒体膜等结构因脂质过氧化而遭到破坏，致使其流动

性降低，而且膜受体、离子通道、膜转运体及膜蛋白酶等重要结构出现功能障碍，导致

生物膜的通透性及酶活性发生改变；另外，过多的氧自由基还可分解细胞内透明质酸、

破坏DNA链，损伤肝脏血管内皮细胞，引起粒细胞及血小板等在微血管中聚集，严重影

响微循环，再次引起组织灌注不足。氧自由基除了在脏器的缺血再灌注损伤中占有重要

地位外，其在休克、多脏器衰竭、ARDS及促衰老等方面都发挥着这重要的作用，故及

时有效地清除体内过多的氧自由基十分重要。 
（2）钙超载的损伤作用。作为组织细胞重要的第二信使，细胞内自由钙浓度在调节

许多细胞功能和维持结构稳定方面起着重要作用。正常情况下，肝细胞内外的浓度分别

为0.2μmol／L及1．3mmol／L左右，细胞外液远远高于细胞内液（约1万倍）。细胞内

外的Ca2+浓度稳定平衡是通过跨细胞膜Ca2+转运（Na+/Ca2+交换系统、H+/Ca2+交换系统、

钙泵的主动转运以及膜对Ca2+的低通透性）和细胞内“钙库”摄取和释放Ca2+等作用来

实现的，刚好满足组织细胞需要。细胞内Ca2+浓度的稳定对于细胞发挥正常的生理功能

至关重要。在HIRI中，肝脏细胞因能量储备不足，而使依赖ATP的Na+泵及Ca2+泵等功能

发生障碍，数量及活性下降，导致细胞内Ca2+浓度升高；质膜结构破坏，Ca2+通过被动

扩散进入细胞内导致胞内Ca2+浓度进一步增高而最终引起钙超载。细胞内钙超载又进一

步引起线粒体功能障碍，干扰线粒体氧化磷酸化；激活钙依赖性降解酶，从而使得磷脂

双分子层结构中磷脂被水解，加重质膜的损害；促进活性氧生成，加重氧化应激；激活

肝脏枯否(Kupffer)细胞，释放大量毒性介质而加重肝细胞损伤。 
（3）中性粒细胞的损伤作用。有研究表明组织在缺血再灌注中可见大量中性粒细胞
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浸润、聚集[7]。中性粒细胞可导致大量氧自由基释放，损害肝细胞；产生多种毒性细胞

因子，损害肝细胞及细胞外基质；还可与血管内皮细胞粘附并增加血管通透性，加重循

环障碍并导致组织水肿。 
（4）枯否细胞的损伤作用。当肝脏组织发生缺血再灌注时，细胞内发生钙超载，导

致Kupffer易被活化。激活的Kupffer细胞可促进中性粒细胞释放氧自由基，加重组织的

损伤[8]；阻碍中性粒细胞的流动，加重肝窦的循环障碍；产生大量肿瘤坏死因子(TNF-
α)、lL-6、IL-1以及血小板活化因子(PAF)等多种促炎因子并释放氧自由基，导致肝细胞

损伤。Kupffer细胞还会破坏Disse间隙内的糖蛋白,使促使窦内皮细胞失去托附，流入肝

窦内，进一步影响微循环功能，降低组织灌注。 
（5）细胞因子、黏附分子及核因子的损伤作用。研究表明，多种细胞因子参与HIRI

的发生发展，且各种因子之间相互作用产生放大效应。主要包括有TNF-α、IL-1、IL-6、
IL-10等细。研究表明TNF-α、IL-1是在脏器缺血再灌注损伤的发生发展中作用最重要的

细胞因子。IL-1主要是由活化的巨噬细胞产生，不仅能上调多型核白细胞（PMN）释放

氧自由基的能力，还能能促使Kupffer细胞产生TNF-α。而TNF-α在HIRI的发生发展中起

着起始激发作用。研究表明TNF-α能明显提高肝窦细胞与PMN的相互作用（可能与提高

肝窦内皮细胞表面黏附分子表达有关），并激活PMN释放氧自由基，致使肝脏微循环受

到影响而再次出现供血不足，同时损害肝细胞。另外，TNF-α还可直接导致肝窦内皮细

胞的肿胀而致其损伤并出现功能障碍，并与IL-1协同作用于内皮细胞,诱导其合成纤维蛋

白酶及凝血酶,影响机体凝血功能,加重HIRI，TNF-α的活性与HIRI伤程度高度相关。另

外，有研究表明，在肝脏的缺血再灌注中，核因子KB(NF-KB)与其特异调节基因序列的

结合活性增高，激活的NF-KB能通过调控TNF-α、IL-1等多种炎症介质和细胞因子的基

因转录，导致其相应的蛋白表达改变，进而发挥相关作用（如炎性反应），而且F-KB的
激活程度与肝组织损伤程度具有良好的相关性。 

（6）其他方面：研究发现T淋巴细胞在HIRI早期发挥着重要作用；Bci-2及P53／P21
等相关基因能诱导肝脏在缺血再灌注中的细胞凋亡。 

总之，HIRI涉及多种不同机制，而且各种机制相互影响，共同作用。 
HIRI是肝胆外科一个常见而棘手的问题，是导致复杂的肝脏外科手术、肝脏移植后

肝功能衰竭的重要原因[9]，这严重限制了很多肝脏疾病的外科手术治疗，直接影响疾病

的转归及患者的预后，并延长住院时间，增加医疗费用。故如何减轻HIRI，成为肝胆外

科亟待解决的问题。目前，通过大量学者的研究，已有多种措施被证实具有减轻HIRI
的作用，主要包括缺血预处理和后处理、药物预处理及后处理、缺氧预处理及联合处理

等多种方式，其中药物处理因实施方便，作用明显，成为最主要的处理措施。 
药物预处理是指利用相关药物及其代谢产物的生理作用来增强组织细胞对缺血再

灌注的耐受性。通过对HIRI机制的了解及相关实验的证实，具有减轻HIRI作用的药物主

要包括氧自由基清除剂、抗氧化剂、钙拈抗剂以及改善组织微循环、抑制有害细胞因子

和增强细胞能量代谢的药物等。 
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右美托咪定是一种的高选择性α2AR激动剂，其对α2AR的选择亲和性明显强于传

统的α2AR激动剂。α2AR为G蛋白耦联受体，分布于全身多种脏器及组织细胞。右美托

咪定通过与α2AR结合而介导一系列与抑制内源性儿茶酚胺释放相关的功能及效应[10]，

具有镇静、阵痛、催眠、抗焦虑、抑制交感神经以及稳定血流动力学等功能[11]，且无呼

吸抑制的副作用。Dex分布半衰期为6分钟，消除半衰期为2小时[12]，临床上主要用于阵

痛（中度阵痛作用）、辅助麻醉（能有效抑制围麻醉期的应激反应，改善患者血流动力

学，且被认为是目前拔管管理最理想的药物之一）以及重症监护病房的镇静作用。 
新近研究表明右美托咪定具有良好的脏器保护作用。在心脏的缺血再灌注中，右美

托咪定干预可以提高心肌ATP酶活性，从而提高Na+-K+泵和Ca2+泵活性，减轻细胞Ca2+
超载，降低心肌梗死率[13]，还能降低心肌组织细胞丙二醛（MDA）活性，提高SOD活

性，改善血流动力学，减轻心功能改变，降低心律失常发生率及心律失常评分，减轻心

肌病理损害，降低心肌酶CK及LDH的血清浓度[14]。通过对重症患者的临床研究试验也

表明表明右美托咪定可以降低IL-6和TNF-α等炎症因子的水平，减少炎性细胞因子的产

生及中性粒细胞的浸润[15]，维持重症患者血流动力学稳定，提高缺血区与非缺血区的血

流比例，显著减少拔管期及围手术期的心肌缺血及心梗的发生。右美托咪定通过抑制抗

利尿激素分泌，提高肾血流量和肾小球滤过，并增加尿量[16]，显著改善肾缺血再灌注损

伤[17-18]。同时右美托咪定还能明显减轻肾缺血再灌注诱导的远隔脏器损伤，减少肺水肿

和炎症反应，降低肺组织中髓过氧化物酶（MPO）活性和ICAM-1和TNF-αmRNA的表达
[19]。在海马缺血实验中，右美托咪定干预可以明显降低海马组织中MDA水平，提高SOD
活性，降低血清TNF-α浓度，减少海马组织细胞凋亡[20]。另外，右美托咪定明显降低皮

瓣移植、肠道、骨骼肌、视网膜的缺血再灌注损伤[21-24]。Adnan Tüfek等研究表明右美托

咪定能降低肝缺血再灌注后血清、肝脏及远隔脏器中的氧化应激反应，降低肝缺血再灌

注时的总氧化活性（TOA）和氧化应激指数（OSI），提高总抗氧能力（TOC）和对氧磷

酶-1（PON-1）的表达水平[25]。Taylan Şahin, MD等研究表明右美托咪定可以提高肝缺

血再灌注后组织中超氧化物歧化酶、过氧化氢酶及谷胱甘肽的水平，提高抗氧化能力[26]。

细胞膜含有多不饱和脂肪酸，是脂质过氧化反应的重要目标，而血液对代谢变化比较敏

感，故红细胞的细胞膜极易受到破坏而发生改变，脂质过氧化的产物影响其可塑变形性
[27]。红细胞变形性是影响器官和组织灌注的重要因素[28]，当变形能力的降低时，红细胞

不易通过微血管，从而导致微血管中血流减慢或堵塞，影响微循环而引起组织灌注不足，

继而导致组织一系列的病变。然而，有研究[29]表明，Dex能明显降低在肝脏缺血再灌注

中发挥重要作用的MDA的血清浓度，提高SOD血清浓度，降低氧化应激及质膜脂质过

氧化，减轻质膜损伤，提高红细胞的变形能力，改善了因红细胞变形性降低所引起的微

循环障碍。以上分析表明，右美托咪定对脏器缺血再灌注损伤的保护作用可能涉及抑制

炎性反应、降低氧化应激维持氧化与抗氧化的平衡、减轻Ca2+超载及改善局部循环等方

面，且各种因素之间相互影响，共同作用。 
目前用于预防和减轻HIRI的药物种类繁多，但大多不能用于术中或者术中用药受到
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严格限制，而右美托咪定本身就是一种辅助麻醉用药，还能对术中患者起到良好的镇静、

阵痛及抗焦虑作用，既可提高麻醉效果、降低患者痛苦又可起到脏器保护作用，一举多

得，是肝脏手术中的理想用药，具有广阔的临床前景。 
IPC对脏器缺血再灌注损伤的抑制作用是Murry等[30]在心肌缺注过程中首次发现的。

随后又陆续有研究证实，缺血预处理还对肝脏、肾脏、脑、肠、肺等多个脏器的缺血再

关注损伤都有保护作用，能使脏器对缺血再灌注产生预适应，增加缺血器官对长时间缺

血再灌注的耐受力，但其机制错综复杂，尚处于研究阶段。新近研究表明IPC不但能够

改善缺血再灌注引起肝脏功能改变，还能改善其血液循环，提高肝缺血再灌注后门静脉

的血流量[31]，增加肝缺血再灌注后肝脏的微血管血流，改善肝微循环功能[32-35]，同时还

有抗氧化及炎症抑制的作用。此外，还有研究证实预先给予IPC可明显减轻肝细胞分离

过程中白蛋白功能损伤及降低LDH、ALT，提高肝细胞成活率和细胞增殖活性，其机制

可能与诱导其抗氧化的能力，提高抗氧化活性及产生缺血性预适应，提高对缺血再灌注

损伤耐受性有关相关。IPC对HIRI的抑制作用不但对于健康肝的整体移植和肝细胞移植

效果明显，而且其对病理性肝组织的缺血再灌注损伤也有可观的效果。脂肪肝由于脂质

含量增加，在缺血再灌注中更易受到氧自由基的攻击，使得脂肪肝对缺血再灌注的抵抗

能力大大减弱。而IPC可以通过提高肝脏组织抗氧化能力，抑制氧自由基引起的脂质过

氧化，并减少脂肪肝在缺血再灌注中炎性细胞的浸润，降低炎性因子，起到炎症抑制作

用，从而增强脂肪肝对HIRI的耐受性。另外，研究还证实对于脂肪肝的缺血再灌注最佳

的IPC时间为缺血5-8分钟后再灌注10分钟左右[36]。IPC对缺血再灌注的作用也可能是由

于影响NO的表达，使通过NO通路介导的脂质过氧化作用衰减，减少中性粒细胞聚集，

并改善肝脏微循环而发挥保护作用[37]。IPC不但对肝缺血再灌注后其本身有保护作用，

而且对其所导致的肾、肺、肠等远隔脏器的损伤也有明显的保护作用。另外，临床研究

发现，在进行肝脏移植术前，若供体肝经历过心肺骤停与成功的心肺复苏，其受体血清

中ALT及AST浓度明显低于其他一般受体，这表明心跳呼吸停止后成功复苏能明显改善

供肝的功能，提高对HIRI的耐受性，从而对供肝起到保护作用[38]，因为供体心跳呼吸停

止使得肝脏停止血供，当复苏成功时血供得以恢复，相当于经历了一个短时间的缺血再

灌注，这对于肝脏移植术经历的长时间缺血再灌注来说就类似于IPC的过程。 
总之，关于IPC降低HIRI的机制错综复杂，目前认为主要与以下因素有关：降低肝

脏组织过氧化物的含量，使氧自由基的产生减少，降低氧化应激反应；激活枯否细胞处

理内毒素的能力，降低内毒素对组织的损伤；使Bcl-2表达上调，从而抑制细胞凋亡[39]；

抑制白细胞、血小板聚集，改善血液循环以及诱导热休克蛋白70的表达等。 
本研究通过建立大鼠的HIRI模型，以右美托咪定预处理及IPC进行干预，检测大鼠

血清中ALT、AST、LDH及TNF-a的浓度，观察肝脏组织病理学改变、细胞凋亡及HO-1
的表达，探讨右美托咪定预处理及IPC对HIRI的作用及可能机制。 

ALT和AST主要分布在肝脏的肝细胞内，当肝细胞受到损害时其血清浓度就会升

高，且其血清活性的改变与肝脏的损伤程度高度相关，是目前应用最广、最有实用价值
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的实验室检测肝功能指标之一。ALT主要存在于肝细胞浆内，其活性是循环内总活性的

100000 倍左右，肝细胞一旦出现损害，血清ALT活性便会明显增高，故血清ALT活性的

变化可以灵敏地反映肝细胞损害程度[40]。AST是机体内另一种十分重要的转氨酶，是反

映肝细胞坏死的标准，常和ALT结合起来反映肝功能的状况。LDH是一种在全身各种组

织细胞普遍表达的糖酵解酶，其活性的变化对任何单一器官或组织细胞均无特异的，在

本研究中对肝功的损害起辅助判断作用。本研究中，Dex及IP组血清ALT、AST、LDH
浓度明显低于IR组，Dex+IP组明显低于Dex组及IP组，这表明右美托咪定预处理及IPC
均能有效改善肝脏缺血再灌注所导致的肝功损害，且两者具有协同作用，联合应用效果

更好。另外，Dex组LDH浓度明显低于IPC组，表明右美托咪定对脏器功能的保护有可能

优于IPC。 
大量研究表明，炎性反应是脏器缺血再灌注损伤发生的重要机制之一。TNF-α、

IL-1、IL-6、IL-10等各种炎性因子通过体液运输、旁分泌、自分泌等方式发挥着激发、

维持、加重炎症反应的作用，各种炎性因子不但可以独立发挥作用，更主要的是可以相

互影响，呈网格状、瀑布式反应，在HIRI的发生发展中具有重要作用。研究表明TNF-
α是介导脏器缺血再灌注损伤最主要的细胞因子之一，在HIRI中具有激发作用，并且与

损伤程度高度相关[41]。当肝脏发生缺血再灌注时，组织缺氧，而Kupffer cells等对缺血

再灌注极为敏感。活化的Kupffer cell不但可以产生大量氧自由基，造成组织细胞损害，

还能产生大量的TNF-α，后者可通过刺激中性粒细胞，促使大量中性粒细胞在肝脏内浸

润。中性粒细胞激活后产生大量的蛋白酶性因子及氧自由基，不但破坏了机体内的氧化

-抗氧化系统的平衡，引起氧化应激，从而导致细胞结构和功能损伤，而且还可以激活

肝脏组织内的中性粒细胞，分泌出大量的TNF-α等炎性细胞因子，产生恶性循环。TNF-
α通过活化炎症细胞，致使大量炎性细胞聚集影响血流动力学，另外其产生的氧自由基

破坏红细胞膜，致其可塑变形性下降，不易通过微小血管，引起肝窦狭窄闭塞，肝脏微

循环障碍，肝细胞索、肝窦充血扩张，组织水肿，破坏肝小叶结构，致使肝细胞凋亡、

坏死，导致肝脏结构及功能遭到严重破坏。有研究表明，敲除TNF-α基因能明显减少小

鼠HIRI中的细胞水肿及细胞的坏死，而且低剂量的TNF-α预处理也能明显降低小鼠

HIRI。本研究中，Dex组及IP组TNF-α活性较S组明显下降，说明右美托咪定预处理及IPC
均能有效抑制肝脏缺血再灌注中TNF-α的表达，从而起到降低HIRI的作用。吴文峰等[42]

研究也表明右美托咪定能明显减少肝脏缺血再灌注中TNF-α等炎性因子的表达，降低

HIRI，与本研究结果相符。另外，本研究中Dex+IP组TNF-α血清浓度明显低于Dex组及

IP组，说明两者在抑制TNF-α活性方面更具有协同作用。Dex组与IP组之间TNF-α活性未

见明显差异，表明右美托咪定预处理及IPC在HIRI中对TNF-α的抑制作用可能相当。 
病理学改变是脏器组织损伤最直观的反应,本研究观察了大鼠肝脏组织病理学改变

并进行病理学评分。评分结果为IR、Dex、IP及Dex+IP组明显高于S组，Dex、IP及Dex+IP
组明显低于IR组，Dex+IP组明显低于Dex、IP组,Dex组与IP组之间未见明显差异。这表

明右美托咪定预处理及IPC均能有效减轻肝脏缺血再灌注所导致的肝脏病理学损伤，两
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者作用相当，且两者联用效果更佳。 
肝脏的缺血再灌注所导致的细胞死亡包括细胞凋亡及细胞坏死，早期以坏死为主，

随后细胞凋亡逐渐加重，虽然对于哪种作用在其中占主导地位目前尚无定论[43]，但是对

于细胞凋亡在肝缺血再灌注损伤中重要作用是毋庸置疑的。细胞凋亡是组织细胞在特定

的内源和外源信号诱导下，死亡途径被激活，是一种受基因控制的细胞主动自杀过程。

生理性的凋亡有助于机体清除损伤细胞，它与细胞增殖共同维持着组织细胞群的稳定，

具有重要的生理作用。凋亡也涉及从病理性炎症反应到肿瘤等一系列疾病的调控。细胞

凋亡与HIRI有着密切的联系，在脏器缺血再灌注损伤中发挥着重要的作用[44]。在肝脏的

缺血再灌注中，细胞凋亡所累及的主要是肝血管内皮细胞和肝细胞，其中前者对冷缺血

再灌注损伤较敏感，而后者对热缺血再灌注损伤较敏感[45]。大量研究表明细胞凋亡与炎

症反应在脏器缺血再灌注损伤的发生、发展中占据重要地位。同时，细胞凋亡也是衡量

脏器损伤程度的重要指标。本研究中根据TUNEL检测结果，Dex及IP组细胞凋亡指数明

显低于IR组，说明在大鼠的HIRI中右美托咪定预处理及IPC均能有效减少肝细胞凋亡。

另外，Dex+IP组明显低于Dex、IP组, Dex组与IP组之间未见明显差异，这表明右美托咪

定预处理及IPC在抗肝细胞凋亡方面具有协同作用，而两者单独干预作用相当。 
血红素氧合酶(Heme Oxygenase , HO)可以将血红素氧化降解为自由铁、胆绿素和一

氧化碳,胆绿素又进一步被转化为胆红素[46-47]，是机体内催化血红素降解的起始酶及唯一

的限速酶。目前已知HO有三种同工酶，即HO-1，HO-2，HO-3，而HO-1是其中唯一可

以被诱导的同工酶。新近研究发现HO-1具有抗凋亡、抗氧化及炎症抑制等多种保护作用
[48-50]，而且HO-1催化降解的产物胆红素和胆绿素在抗氧化过程中也发挥着重要作用，能

对过氧自由基，羟基自由基和过氧化氢等氧自由基起到明显的抑制作用[51]，CO有重要

的血管张力调节、抗细胞凋亡及抑制促炎症反应作用[52]
。 

在胆道的缺血再灌注中，HO-1能有效减轻肝功损害，减轻肝脏及胆管病理学损伤，

减少肝脏汇管区小胆管及肝门部胆管周围炎性细胞浸润，还能诱导血管内皮生长因子

(VEGF)和基质细胞衍生因子-1α(SDF-lα)的表达，动员内皮祖细胞（EPCs）从骨髓向

外周血释放，并且向肝脏内迁移，促进肝内、外PVP损伤的修复与再生[52-54]。在肺的缺

血再灌注中，通过诱导HO-1的表达，能明显提高动脉血中PaO2，降低肺损伤评分(LIS
评分)、湿／干重(W／D)比值、MPO活性及MDA含量，减轻缺血再灌注所导致的肺损伤
[55]。在肝脏的缺血再灌注中，通过诱导HO-1的表达水平，可以明显降低大鼠血清ALT
和AST浓度；减轻肝脏组织病理损害；提高超氧化物歧化酶(SOD)和维生素E、维生素C
含量，降低氧化应激；提高抗凋亡蛋白BCL-2的表达，降低促凋亡基因产物Caspase 3的
表达，减轻肝细胞凋亡；还能抑制枯否细胞的激活，从而减少TNF-a和IL-6等促炎症细

胞因子的产生，从而减轻HIRI[56-58]。另外，在肠道、视网膜、脑等其它脏器的缺血再灌

注中，HO-1也能起到明显的保护作用[59-60]。HO-1不仅可以在机体生理状态下发挥作用,
而且可以在机体非正常状态下被诱导,并明显降低相应器官、组织细胞的损害，被认为是

在细胞在受到损伤或刺激时维持其氧化与抗氧化动态平衡的关键因素。Seok-Joo Kim等
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研究表明通过诱导HO-1的表达可以明显改善酒精脂肪肝在缺血再灌注中的损伤[61]。这

一成果表明，既往认为不适合作为供体的酒精脂肪肝在通过一定的干预之后也可作为供

体，增加边缘性肝移植，这可以使我国脏器移植中供源短缺的现状得到一定改善。对于

糖尿病大鼠，通过诱导其体内HO-1的表达可明显提高心脏SOD和GSH-PX水平,降低

MDA水平，增强抗氧化应激能力，还能降低心肌纤维化程度和心肌线粒体超微结构损

害程度，减轻心肌损害[62]。故通过诱导HO-1的表达来降低脏器缺血再关注损伤具有巨

大的临床潜力和前景。研究已证实谷氨酰胺、二氮嗪、异氟醚[63-65]等多种药物具有诱导

HO-1表达的作用。本研究中，肝组织HO-1表达评分S组最低，IR组高于S组，Dex、IP
组高于IR组，这表明HIRI本身可能也能诱导肝脏HO-1的表达，而右美托咪定预处理及

IPC对HO-1的诱导作用强于HIRI。Liu A等[66]研究也证实缺血预处理能通过诱导HO-1的
表达来降低HIRI，与本研究结果一致。另外，本研究中Dex+IP组评分高于Dex、IP组，

而Dex组与IP组之间无明显差异，这表明且右美托咪定预处理及IPC对HO-1的诱导具有

协同作用，而两者当独作用对HO-1的诱导效果相当。因此，右美托咪定预处理及IPC可
能均能通过诱导HO-1的表达来降低HIRI，两者作用强度相当，且具有协同效应。 

综上所述，右美托咪定预处理及IPC均能明显降低HIRI，且两者具有协同作用，其

作用机制均可能与诱导HO-1的表达有一定关系。 
本实验不足之处在于： 
（1）本实验只研究了右美托咪定在单一计量（25μg）、单一时间（术前 30min）及

单一途径（腹腔注射）给药时对大鼠 HIRI 的作用，对不同计量、不同时间及不同给药

途径的作用强度尚不明确，需进一步研究，以获得右美托咪定对大鼠 HIRI 最佳作用效

果； 
（2）本实验只研究了对大鼠肝脏行单一时间（缺血 10 分钟及再灌注 10 分钟）、单

一次数（一次）的 IPC 对大鼠 HIRI 的作用，对于不同时间长度、不同 IPC 次数对大鼠

HIRI 的作用强度尚不明确，需进一步研究，以获得 IPC 对 HIRI 的最佳作用效果。 
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结论 
（Conclusion） 

 
1．右美托咪定预处理及缺血预处理均能有效减轻大鼠 HIRI。 
2．右美托咪定联合缺血预处理对大鼠 HIRI 的作用优于两者单独作用。 
3．右美托咪定预处理及缺血预处理对大鼠 HIRI 的作用可能均与诱导 HO-1 的表达有一

定关系。 
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文献综述 
(Review) 

 

肝缺血再灌注损伤的机制及防治的研究进展 
 

 肝脏缺血再灌注损伤(Hepatic ischemia reperfusion injury, HIRI)是指肝脏组织部分

或整体缺血一段时间后恢复血液灌注，不但不能使其功能和结构得以恢复，反而加重其

功能障碍和结构损伤的现象。HIRI是很多肝脏疾病无法回避的问题，是失血性休克、复

杂的肝叶切除及严重的肝创伤等术后肝功能异常，原发性肝移植无功能、肝功能衰竭的

重要原因[1]，而且其产生的影响是全身性的，不仅可导致肝脏本身的损伤，还会导致远

隔器官的损伤，如肺、肾脏、肠等，从而引起多个器官、系统器质性和功能性改变。故

HIRI很大程度上限制了肝癌等很多肝脏疾病、肝损伤的手术治疗，严重影响了病情的转

归和患者的预后。近年来，大量专家学者在对于HIRI的机制及防御方面进行了大量的研

究，取得了丰厚的成果。现就近年来对HIRI的发生机制及防治的研究进展作一综述。 

1.发生机制 
     HIRI不但包括肝脏在缺血过程中的损伤，更重要的是当血流灌注恢复所导致的一

系列更严重的损伤。其机制涉及多个方面，多种途径，诸多因素参与其中，而且各种因

素之间相互促进，共同作用，错综复杂。 
当阻断肝脏血流时，肝组织的供氧及供能急剧减少。氧气供应减少导致葡萄糖有

氧氧化减少、无氧代谢增加，从而导致乳酸堆积而引起酸中毒，而且进一步加快了能源

物质的消耗；氧自由基的增多，使质膜及细胞器膜中的脂肪酸发生过氧化；能源物质供

应不足，ATP生成减少，使Na+-K+泵及Ca2+泵等依赖ATP的细胞内外离子跨膜转运减少，

Na+、Ca2+、 Cl-等离子从细胞外顺浓度梯度进入细胞内，导致细胞的肿胀，并发生钙超

载，K+顺浓度梯度穿过细胞膜到达细胞外，引起高钾血症，进一步改变细胞内外的代谢

环境，从而导致肝细胞损伤。 
当恢复血流灌注后，损伤进一步加重，主要涉及以下几个方面： 
①氧自由基的损伤。氧自由基是以氧为中心的自由基，主要包括超氧化物自由基、

过氧化氢及氢氧根离子等，主要来源于Kupffer细胞、中性粒细胞[2]和黄嘌呤氧化酶。氧

自由基氧化活性强、极易发生反应。然而，机体内同时存在着产生氧自由基的氧化体系

及氧自由基清除体系与抗氧化体系。生理状况下，体内仅有少量氧自由基的产生，且其

可通过氧化物酶等作用而还原为水和分子氧，二者维持动态平衡，有效防止氧自由基过

多而对组织细胞造成的破坏。当机体处于病理状态时，氧自由基大量产生或不能被及时

清除，二者的平衡遭到破坏，引起氧化应激。过多的氧自由基就会和周围组织细胞及大

分子发生反应，破坏细胞膜、溶酶体、内质网等结构，同时DNA、RNA也发生改变，胶

原蛋白发生变性，导致组织细胞发生多种病理性改变，从而使疾病或损伤进一步加重。

大量研究表明，氧自由基增多、氧化应激及脂质过氧化在肝脏缺血再灌注损伤中发挥着

重要作用。在肝脏的缺血再灌注损伤中，因组织缺血缺氧，不能进行正常的有氧氧化，
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导致能量不足， ATP合成减少。由于钙泵作用的发挥需要消耗ATP，故当ATP合成减少

时，钙泵活性降低，细胞内的钙不能及时到达细胞外。而且细胞膜因脂质过氧化而被破

坏导致其通透性改变，使Ca2+顺浓度梯度从细胞外进入细胞内，从而导致细胞内Ca2+浓

度升高， Ca2+依赖性蛋白水解酶被激活，后者催化黄嘌呤脱氢酶为黄嘌呤氧化酶（XO）。

ATP通过一系列代谢，最终生成次黄嘌呤，当组织处于缺血状态下时，ATP合成减少，

次黄嘌呤增多。当组织恢复灌注时，02供应增加，通过XO的作用，次黄嘌呤与02反应生

成黄嘌呤、H202和超氧阴离子。黄嘌呤再与02反应生成尿酸、超氧阴离子和H202。另外，

在脏器的缺血再灌注时还发生粒细胞性、线粒体性及儿茶酚胺性氧自由基增多（中性粒

细胞的激活并大量聚集，导致氧自由基的产生显著增多）。同时，在脏器缺血再灌注损

伤时，由于体内抗氧化酶类及抗氧化剂合成减少、活性减弱以及被增加的氧自由基大量

消耗等原因，体内抗氧化系统能力大大减弱。所以当脏器发生缺血再灌注时，氧自由基

的产生超过体内氧自由基清除系统的处理能力，致使氧自由基产生与清除的平衡系统遭

到破坏，氧自由基堆积。 
过多的氧自由基、尤其是羟自由基可引发生物膜中多价不饱和脂肪酸的皲裂，形

成脂性自由基和脂质过氧化物。生物膜的结构被破坏，致使其流动性降低，且膜受体、

离子通道、膜转运体及膜蛋白酶等出现功能障碍，导致膜的通透性及酶活性发生改变；

另外，过多的氧自由基还可分解细胞内透明质酸、破坏DNA链，损伤肝脏血管内皮细胞，

引起血小板及粒细胞等在微血管中聚集，阻碍肝脏微循环，引起微循环障碍，再次引起

组织灌注不足。氧自由基除了在脏器的缺血再灌注损伤中占有重要地位外，其在休克、

多脏器衰竭、ARDS及促衰老等方面都发挥着这重要的作用，故及时有效地清除体内过

多的氧自由基十分重要。 
氧自由基清除剂种类繁多，主要包括酶性自由基清除剂，如超氧化物歧化酶

（Superoxide Dismutase， SOD）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）及过氧化氢酶（CAT）
等；低分子自由基清除剂，如谷胱甘肽、维生素A、维生素E和维生素C(抗坏血酸)等；

含巯基化合物，如6-巯基嘌呤甘氨酸(MPG)；别嘌呤醇；含巯基的ACEI（有抑制02形成

的作用）；甘露醇、潘生丁、布洛芬和氟碳乳剂（具有清除自由基的作用）。另外，大量

研究表明我国传统医药中的多种中草药也有抗氧化作用，如丹参、何首乌、人参、生麦

散、枸杞、小檗碱、黄芪等。SOD是一种广泛存在于生物体内的金属酶。能催化生物体

内具有细胞毒性的超氧自由基(O2-)发生歧化反应从而清除O2-，是机体内O2-的天然消除

剂，在生物体的自我保护系统中起着极为重要的作用。GSH-Px可通过催化还原型骨谷

胱甘肽（GSH）与H2O2的氧化还原反应，从而减轻因超氧化阴离子引发的细胞内外脂质

过氧化所导致的组织细胞损坏。GSH-Px是细胞内抗脂质过氧化作用的酶性保护系统的

重要成分，可催化过氧化脂质（LPO，自由基引发不饱和脂肪酸发生脂质过氧化的最终

产物）的分解而产生相应的醇，减少LPO的生成，防止LPO皲裂及引发脂质过氧化作用

的链式支链反应，从而降低LPO造成的损害。GSH-Px还能通过阻断脂氢过氧化物

（LOOH）引发自由基的二级反应而减少LOOH对机体的损害。别嘌呤醇能通过抑制黄
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嘌呤氧化酶参与的黄瞟呤氧化代谢及次黄嘌呤氧化酶参与的次黄嘌呤氧化代谢，减少自

由基产生。另外，有研究表明依达拉奉也是一种新型的氧自由基清除剂，进入体内的依

达拉奉分子变成依达拉奉阴离子，通过提供一个电子给氧自由基而使后者变成非活性分

子，从而降低或消除氧自由基的危害。 
②钙超载的损伤作用。作为组织细胞重要的第二信使，细胞内自由钙浓度在调节许

多细胞代谢机能和维持结构稳定方面起着重要作用，在维持细胞的增殖、分裂、能最代

谢及氧代谢等方面尤为重要。正常情况下，肝细胞内外的浓度分别为0.2μmol／L及1．3 
mmol／L左右，细胞外液远远高于细胞内液（约1万倍）。细胞内外的Ca2+浓度稳定平衡

是通过跨细胞膜Ca2+转运（Na+ /Ca2+交换系统、H+ /Ca2+交换系统、钙泵的主动转运以及

膜对Ca2+的低通透性）和细胞内“钙库”摄取和释放Ca2+等作用来实现的，刚好满足组

织细胞需要。细胞内Ca2+浓度的稳定对于细胞发挥正常的生理功能至关重要。当肝脏发

生缺血再灌注损伤时，肝脏细胞因能量储备不足，而使依赖ATP的Na+泵及Ca2+泵等功能

发生障碍，数量及活性下降，导致细胞内Ca2+浓度升高；细胞因缺氧而导致细胞膜通透

性增加，Ca2+通过被动扩散进入细胞内导致钙超载；氧自由基使质膜产生脂质过氧化反

应，导致质膜结构改变，还可破坏线粒体结构、干扰氧化磷酸化并加速能量消耗耗竭，

使依赖能量的离子泵活性进一步降低，这些均可导致细胞内Ca2+增加。细胞内钙超载又

进一步引起线粒体功能障碍，干扰线粒体氧化磷酸化；激活钙依赖性降解酶，从而使得

磷脂双分子层结构中磷脂被水解，加重质膜的损害，影响细胞膜的流动性和通透性；促

进活性氧生成；激活肝脏枯否(Kupffer)细胞，释放大量毒性介质加重肝细胞损伤。 
③中性粒细胞的损伤作用。有研究表明组织在缺血早期即可见大量中性粒细胞浸

润，而再灌注时中性粒细胞聚集进一步加重[3]。中性粒细胞可导致大量氧自由基释放，

损害肝细胞；与血管内皮细胞粘附，导致微循环障碍；产生多种毒性细胞因子，损害肝

细胞及细胞外基质；还可增加血管通透性，加重循环障碍并导致组织水肿。 
④枯否细胞的损伤作用。Kupffer细胞位于肝窦周间隙，当肝脏组织发生缺血再灌

注时易被活化（细胞内钙超载是激活Kupffer细胞的根本原因）。激活的Kupffer细胞可促

进中性粒细胞释放自由基，加重组织的损伤[4]，阻碍中性粒细胞的流动，加重肝窦的循

环障碍；产生大量肿瘤坏死因子(tumor necrosis factor，TNF)-α、lL-6、IL-1以及血小板

活化因子(platelet activating factor，PAF)等多种促炎因子，进而促进白细胞、血小板与肝

窦内皮细胞的黏附,加重内皮细胞的损伤及肝微循环紊乱；释放蛋白酶破坏Disse 间隙内

托附肝窦内皮细胞的糖蛋白, 使促使窦内皮细胞失去托附，流入肝窦内。这些均进一步

加重了微循环障碍，影响组织灌注。有研究表明应用Kupffer细胞活化抑制剂可明显减轻

肝缺血再灌注损伤。 
⑤细胞因子、黏附分子及核因子的损伤作用。研究表明，HIRI发生的病理生理过程中有

多种细胞因子参与，且各种因子之间相互作用产生网格样协同作用。主要包括有TNF-α、
IL-1、IL-6、IL-10、PAF等细胞因子. 研究表明TNF-α在HIRI中起着起始激发的作用, 并
与HIRI伤程度高度相关。 TNF-α不但可直接导致肝窦内皮细胞肿胀, 而且能显著地增加
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肝窦内皮细胞表面黏附分子表达, 提高多型核白细胞（polymorphonuclear，PMN）与肝

窦内皮细胞相互作用的能力, 致肝脏微循环障碍。此外, TNF-α尚可激活黏附于肝窦内的

P MN释放氧自由基而造成肝脏损伤。研究表明敲除小鼠TNF-α基因或者使用TNF-α抑制

剂均能明显降低HIRI。而 IL-1不仅能促使Kupffer细胞产生TNF-α, 上调PMN释放氧自由

基的能力，还能与TNF-α协同作用于内皮细胞, 诱导其合成凝血酶及纤维蛋白酶, 从而破

坏内皮细胞的骨架作用,加重HIRI。IL-2可与TNF-α协同作用而改变“蛋白酶与抗蛋白酶”

系统的平衡，引起内皮细胞基底膜蛋白降解，从而对细胞在成损害。IL-6能诱导肝细胞

释放α-抗胰蛋白酶及C-反应蛋白等物质而损伤肝脏组织细胞，还可以诱导纤维蛋白原

的释放而影响凝血系统。IL-10是一种具有保护作用的抗炎细胞因子，它可以通过抑制

NF-κB的活性减轻炎症反应，还能抑制细胞间黏附分子(intercellular adhesion molecule，
ICAM)-l、巨噬细胞炎性蛋白-2(macrophage inflammatory protein-2,MIP-2)、TNF-α的

mRNA表达，从而减轻肝脏缺血再灌注损伤。 
⑥T淋巴细胞的损伤以及代谢性酸中毒等作用。HIRI产生的多种细胞因子能够直接激活T
淋巴细胞。活化之后的T淋巴细胞在HIRI早期的发生发展中起着十分重要的作用。研究

表明减少CD4+的表能明显减轻HIRI。另外，近年研究还发现，不同的T淋巴细胞亚群在

HIRI中所起的作用机制不同。而且当把小鼠的T淋巴细胞受体敲除后，在肝脏的缺血再

灌注中，中性粒细胞聚集现象及HIRI均明显减轻。 
⑦相关基因的作用。研究发现Bci-2 及P53／P21均能诱导肝脏在缺血再灌注中的细胞凋

亡。  
总之，缺血再灌注损伤涉及多种机制，而且多种不同的机制相互影响，共同作用。 

2．防治处理因素 
HIRI是肝胆外科一个常见而棘手的问题，是导致复杂的肝脏外科手术、肝脏移植

后肝功能衰竭的重要原因[5]，这严重限制了很多肝脏疾病的外科手术治疗，直接影响病

情的转归及患者的预后。故如何减轻HIRI，成为肝胆外科亟待解决的问题。目前，通过

大量学者的研究，已有多种措施被证实具有减轻HIRI的作用，主要包括缺血预处理

(Ischemic preconditioning，IPC)  和缺血后处理(ischemicpostconditioning, IPO)、药物预

处理和后处理、缺氧预处理、热休克预处理以及联合处理等多种方式，其中药物处理因

实施方便，作用明显，成为最主要的处理措施。 
2.1 IPC 
    IPC是指在长时间缺血再灌注之前，通过一次或几次短暂且重复的缺血再灌注，可

以增加缺血器官对长时间缺血再灌注损伤的耐受力。20 世纪 80 年代中期，Murry等[6]证

实心肌在经多次短暂缺血再灌注后，能在随后的长时间缺血中延迟并减轻心肌损伤。随

后陆续证实，缺血预处理对肝脏[7]、肾脏等多个脏器的IRI都有保护作用。大量基础及临

床研究表明，IPC能够使肝脏对IRI产生预适应，然其机制复杂，尚处于研究阶段。 
    目前研究表明，IPC 对 HIRI 的保护作用，不但对于健康肝的整体移植和肝细胞移

植效果明显，而且其对病理性肝组织的 HIRI 也有可观的效果。 
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    有研究[8]表明IPC对大鼠全肝移植术中供肝有保护作用，主要表现在以下几个方面：

(1)提高肝脏对缺血的耐受力，延长肝脏冷保存时间；(2)保护肝脏的内皮细胞，抑制枯

否细胞激活；(3)抑制缺血再灌注后肝脏小静脉内白细胞活动，从而减少肝脏的渗出和损

伤；(4)保护肝脏实质细胞，改善肝功能；(5)改善肝脏的血液循环。另外，在临床肝移

植术中显示，取自于经过心肺复苏供体的肝脏移植后受体血清AST及ALT水平显著低于

未经历心肺复苏者。这提示呼吸心跳停止后复苏成功对供肝有保护作用[9]。供体呼吸心

跳停止后再复苏使肝脏经历了一个缺血再灌注的过程，类似于IPC。这表明在临床肝移

植术中，IPC对供肝也同样有保护作用。  
   此外，还有研究[10]表明IPC能减轻移植肝细胞分离过程中的IRI，具体表现为预先给

予IPC可减轻肝细胞分离过程中白蛋白功能损伤伤及降低乳酸脱氢酶、谷丙转氨酶活性，

提高肝细胞成活率和MTT增殖活性。其机制可能与诱导其自身的缺血性预适应、抗氧化、

清除氧自由基的能力相关。  
    不仅是对于正常肝组织，相关研究[11]还表明，IPC对缺血再灌注损伤耐受能力相对

较差的脂肪肝也有很好的保护作用。 其机制可能是IPC可减轻脂肪肝IRI后的脂质过氧

化反应。 
关于IPC保护HIRI的机制现今认识仍不确切，如有研究[12]认为IPC可能促使肝脏缺血

再灌注早期产生较多的NO，舒张肝脏的血管，降低门静脉压力，改善微循环和组织血

液灌注，因而对肝脏有保护作用。后晚期IPC又可抑制缺血再灌注肝脏NO的产生，防止

过量NO对肝脏组织的损伤作用。也有研究[13]认其保护机制涉及使Bcl-2表达上调从而抑

制细胞凋亡。总之，对于其机制的认识还需要大量、深入的研究，有待进一步完善。 

另外，IPC 不但对肝缺血再灌注后肝脏本身的损伤有保护作用，其对因肝缺血再灌

注导致的肾、肺、肠也有明显的保护作用。 

2.2 IPO 
IPO是指在组织器官缺血处理完成后，在恢复血液供应产生再灌注损伤之前给予短

暂的血液再灌注，有文献报道IPO同样能减轻脏器的缺血再灌注损伤[14-20]。其作用机制

与减少氧自由基的生成、减轻炎性细胞浸润和钙超载、抑制细胞凋亡、保护线粒体超微

结构等有关[21]。当脏器的缺血再灌注损伤已经发生时，IPC就失去了最佳治疗时期，而

此时IPO正好弥补上IPC，起到类似的作用。 
IPO是由Zhao等[22]于2003年在心脏的缺血再灌注研究中首先提出。该研究表明证明

在心肌较长时间缺血后, 开始再灌注前,对心脏进行3个短周期的再灌注30 s/阻断30 s处
理, 然后全面恢复心脏的再灌注, 能对再灌注心脏产生抗损伤作用, 从而得出一种新的

外科干预措施。随后，大量研究[23-25]进一步证实IPO能明显降低心脏缺血再灌注后心肌

梗死面积，改善心脏功能，降低肌酸激酶同工酶（CK-MB）及炎性因子的表达，减少心

肌细胞凋亡,从而降低心脏的缺血再灌注损伤。  Weng X等研究[26]表明IPO能有效减轻肾

小管上皮细胞的凋亡。Han D等[27]研究表明IPO能明显抑制脑缺血再灌注中水通道蛋白-4
（AQP4）的表达，从而起到减轻缺血再灌注所导致的脑水肿，起到脑保护作用。Cheng 
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C等研究表明IPO可以通过提高aquaporin-1 (AQP1)的表达，起到降低肺的缺血再灌注损

伤。孙凯等[28]用IPO方式对HIRI的大鼠研究证实IPO有保护作用. 
薛聪龙等[29]对于IPO与IPC对大鼠肝脏保护作用的比较研究得出, IPO与IPC一样对

肝脏都有保护作用, 并且两者的保护作用相似, 无明显性差异。在抗HIRI的方法中, IPO
是一种在时机选择上不同于IPC的处理方式, 他对于减轻HIRI在肝脏器官移植临床应用

中具有较好的可预知性和可操作性。 
根据目前研究，IPO对抗HIRI的机制主要包括以下几个方面： 
（1）减少肝脏氧自由基的产生，降低氧化应激，增加抗氧化作用。氧自由基的产

生以及氧化应激是HIRI的重要原因。研究表明，IPO能明显改善肝脏经历缺血再灌注后

肝功的改变以及提高肝脏组织中SOD的表达，降低MDA的表达[30]，从而减少氧自由基

的表达，降低氧化应激。 
（2）减轻钙超载。缺血/再灌注初期产生大量氧自由基, Ca2+通透性增加, 大量流入

胞内引起钙超载。Ca2+浓度的升高又激活磷脂酶和蛋白水解酶, 促进氧自由基大量生成, 
使线粒体内ATP的合成减少, 进一步影响能量供应，致使依赖ATP的Ca2+泵受到抑制，使

细胞内Ca2+进一步潴留, 形成恶性循环，加重再灌注器官的损伤, 最终引起细胞坏死、

凋亡。 
（3）减少有害细胞因子的的表达。 
研究证实IPO能够抑制肝脏Kupffer细胞产生和释放TNF-α, 减少了氧自由基和细胞

间黏附分子-1(ICAM-1)等多种活性因子的释放, 减少PMN的聚集, 从而减轻移植后的

HIRI[31]. 还有研究表明IPO首先通过抑制TNF-α的上升, 并进一步抑制了IL-6和IL-1的增

高, 从而抑制了促炎症细胞因子之间相互作用, 形成许多正反馈环, 进一步抑制了“炎症

级联反应”的发生, 从而减轻IRI达到对再灌注器官的保护作用。 
（4）抑制细胞凋亡。细胞凋亡是一个多因素、多环节、多途径的径的复杂过程,在

HIRI的发生发展中起着重要作用。研究表明氧自由基的爆发性形成是致使细胞凋亡的关

键因素。IPO还可能是通过在线粒体途径中提高Bcl-2家族蛋白的表达, 增加Bcl-2/Bax的
比值, 减轻钙超载、氧化应激从而抑制因线粒体膜通透性转换孔道(MPTP)开放而引发的

线粒体膜通透性转换(MPT)作用，从而抑制线粒体双膜间隙中的细胞色素C(CytC)和凋亡

诱导因子(AIF)释放到胞质,进而减少细胞凋亡，并最终减轻移植肝的HIRI。 
     (5)IPO还能有效降低肝脏缺血再灌注过程中中心粒细胞的激活、黏附、脱颗粒作用，

从而减轻HIRI。 
2.3 药物预处理 
    药物预处理是利用外源性生物活性物质及其转化产物的生理作用来增强组织对缺

血再灌注的耐受性。 也就是是利用某些活性物质直接或间接的药理作用来达到类似缺

血预处理的保护作用[32]，增强组织或细胞对缺血再灌注损伤的耐受性，从而减轻损伤。

通过对HIRI机制的了解及相关实验的证实，具有预处理作用的药物主要包括氧自由基清

除剂、抗氧化剂、钙拈抗剂、改善组织微循环、抑制细胞因子以及增强细胞能量代谢的
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药物。 
    肝糖原：在缺血期间，肝能量的主要来源是糖原的无氧酵解，而研究认为肝细胞生

物能量缺乏是引发热缺血肝脏一系列病理改变的始动因素。因此可通过在缺血前经静脉

给予适量的葡萄糖溶液来增加肝糖原的储备，足够的肝糖原含量可通过提高 Ca2+-ATP
酶活性以及减少 TNF-α的产生等作用机制来拮抗肝热缺血再灌注损伤。 
    谷胱甘肽(GSH)是一种重要的自由基清除剂，对HIRI有明显的抑制作用，这可能与

其结构中的巯基有关。其在调节细胞的活动、营养代谢、抗氧化、对抗脂质过氧化物中

都起着重要的作用[33]，从而减轻细胞凋亡，保护HIRI。 
    腺苷蛋氨酸(SAMe)是存在于人体的一种生物活性物质，作为甲基供体(参与转甲基

作用)和生理性巯基化合物的前体(参与转巯基作用)以及多胺合成前物，参与体内重要的

生化反应。研究发现，SAMe 对肝细胞有多重的保护作用，包括稳定细胞膜的流动性，

保护细胞骨架；增强 Na+-K+-ATP 酶活性抗炎症介质、氧自由基，抗细胞因子等；转载

腺苷，改善热肝微循环；预防线粒体损伤，防止其氧化应激并改善肝能量代谢的障碍，

最终起到减轻 HIRI 的作用。 
     新近研究[34-35]发现高渗盐水对HIRI也有保护作用，甚至优于缺血与处理。高渗盐

水能够减少Bax的表达并促进Bcl-2 的表达，同时又能抑制TNF-α的产生，增强IL-10 的

表达水平以增强抗炎作用，抑制HIRI时肝细胞的凋亡。高渗盐水价格低廉，效果明显，

预处理操作方便，适用范围广，为临床肝脏外科减轻HIRI提供有价值的实验依据，具有

广泛的临床应用前景和价值。 
山莨菪碱是一种拮抗M胆碱受体的抗胆碱药，然而近年来发现山莨菪碱还具有降

低脏器缺血再灌注损伤的作用。研究发现，山莨菪碱作为M受体胆碱阻断剂，能解除血

管痉挛(尤其微血管)，有效改善微循环，还具有一定的升压作用。另外，山莨菪碱能明

显抑制Na+-Ca2+交换，降低细胞内Ca2+浓度，防止钙超载，从而发挥对脏器缺血再灌注

损伤的作用。山莨菪碱能明显降低脏器缺血再灌注中MDA含量，降低氧化应激，防止

氧自由基对质膜的破坏，可在细胞水平上稳定膜结构，发挥细胞保护作用，降低脏器缺

血再灌注损伤。随着对相关研究的进一步加深，研究人员发现山莨菪碱对脏器缺血再灌

注损伤的作用与α7胆碱能受体有关。研究发现，给予尼古丁α7受体激动剂可明显降低

肝脏缺血再灌注早期细胞炎症因子的表达。这可能是由于Kuffer细胞上的尼古丁α7受体

被激活，启动了尼古丁α7受体抗炎通路，从而减轻组织损伤。尼古丁α7受体抗炎通路

是指迷走神经末梢释放的乙酰胆碱与巨噬细胞膜上的尼古丁α7受体结合后，可调控包

括缺血再灌注等各种原因引起的炎症反应程度。而山莨菪碱可增加乙酰胆碱与N型胆碱

能受体的结合率，从而增强尼古丁α7受体抗炎作用。 
    另外，还有很多药物都被证实对 HIRI 有保护作用，如乌司他丁、前列地尔、依达

拉奉、乙酰半胱氨酸、赖诺普利、干扰素调节因子及心房钠尿肽等都有可观的效果。 
    可喜的是，大量研究表明，多种传统的中草药及中成药也具有降低HIRI的作用。脏

器缺血再灌注损伤是一个多因素、多环节的瀑布式综合反应，而中成药正好具有多成分、
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多途径、多环节、多靶点的作用特点以及“菌(细菌)、毒(内毒素)、炎(炎症介质)”圈并

治的优势，故中成药可能为缺血再灌注的脏器提供更全面、更有效的保护手段。如丹参

不但能够上调缺血再灌注损伤后肝组织中磷酸化真核生物翻译起始因子 2α（p-eIF-2α）
的表达，减轻未折叠蛋白和错误折叠蛋白堆积，稳定内质网内环境，减轻内质网细胞凋

亡途径中caspase l2 的表达[36]，还具有减低OFR脂质过氧化物含量，提高SOD活性，减

少钙超载，促进再生修复功能。另外，参附、银杏叶提取物、大黄素[37-39]等一些活血化

瘀中药也能清除氧自由基，对脏器缺血再灌注损伤具有一定的保护作用。姜黄素[40]因其

明显的抗氧化作用在HIRI中发挥强有力的抗炎效果，从而起到保护作用。此外，还有研

究表明大黄素、四君子汤、三七总皂甙(PNS)、雷公藤甲素(TPT)、银杏内酯、葛根素等

对HIRI都具有保护作用。 
2.4 药物后处理 

药物后处理指在肝脏长时间缺血后再灌注时或再灌注前给予药物干预处理，以达到

防治或减轻HIRI的目的，其作用机制也与降低氧化应激、抑制炎性改变、减轻钙超载及

减少细胞凋亡有关。当错过药物预处理的时机，或药物预处理效果不够理想时，药物后

处理便可作为补救，具有重要意义。另外，临床上通常将药物预处理与药物后处理联合

应用，以进一步提高对脏器缺血再关注损伤的耐受性。研究报道瑞芬太尼、异丙酚、丙

泊酚等[41-43]多种药物均有相关作用。 
2.5 联合干预 
     在对于HIRI的研究中证实，两种或两种以上的干预措施之间往往具有明显的协同

作用，不管是对于肝缺血再灌注所导致的肝本身的损害还是由此而引起的其他远隔脏器

的损害，联合处理效果均明显优于其所对应的单种处理措施，能更好的降低HIRI[44-46]。 

三．展望 
      在进行复杂的肝叶切除（如肝癌等）及肝脏移植手术时，HIRI 是一个无法避免

的问题，严重影响很多肝脏疾病的手术治疗。随着对 HIRI 研究的不断深入，我们对其

机制的认识也将不断清晰，从而找到对 HIRI 更有效的防御方法，进一步降低或者消除

HIRI 为临床所带来的影响，改善病情预后，促进患者恢复，减少住院费用。 
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Serum concentration of ALT in every group 
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各组大鼠血清 LDH 浓度 

Serum concentration of LDH in every group 
 
 
 
 
 

 
各组大鼠血清 TNF-α浓度 

Serum concentration of TNF-α in every group 
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各组间肝脏组织病理评分 

Liver histopathological change in every group 
 

 
 

 
各组肝脏组织细胞凋亡指数 

Liver apoptosis status in every group 
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各组肝脏组织 HO-1 的表达评分 

Expression of HO-1 in every group 
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