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摘要院目的 探讨缺血预处理渊ischemic preconditioning, IP冤在血流阻断的伴有肝硬化的肝癌切除中的保护作用机制及临

床应用价值遥方法 将本院手术切除的 34 例原发性肝癌患者随机分为 2 组袁IP 组 18 例袁肝门阻断切肝前先给予缺血 5

min尧灌注 5 min 的缺血预处理曰对照组 16 例袁单纯肝门阻断切肝袁2 组手术由同一组医师完成遥比较 2 组患者手术前后

肝功能的变化和肝灌注 1 h 时肝组织 Fas-mRNA 表达尧Caspase-3 活性变化和细胞凋亡的情况遥结果 术后 1尧3尧7 d袁IP

组的血清天门冬氨酸氨基转移酶尧丙氨酸氨基转移酶水平明显低于对照组(t=6.985, P<0.01)曰术后 3尧7 d袁IP 组的总胆红

素明显低于对照组 (t=3.447, P<0.05)曰术后 1 d袁IP 组的白蛋白高于对照组 (t=3.360, P<0.05)遥术后 1 h袁IP 组肝组织

Fas-mRNA 表达尧Caspase-3 活性和细胞凋亡均明显低于对照组(t=3.771, P<0.05)遥结论 IP 对肝癌患者入肝血流阻断肝

切除术后的肝功能有良好的保护作用袁其保护机制是通过下调 Fas-mRNA 表达和抑制 Caspase-3 的活性袁从而抑制肝

细胞凋亡袁该技术简便易行值得临床推广应用遥
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Abstract: Objective To assess the value of clinical application of ischemic preconditioning (IP) before hepatic vascular ex-

clusion for resection of hepatocellular carcinoma (HCC) accompanied by cirrhosis and explore the possible mechanism under-

lying the protective effect of this maneuver. Methods Thirty-four consecutive patients with resectable HCC were randomized

into IP group to receive IP with a 5-min ischemia followed by 5-min perfusion before hepatic vascular exclusion and the con-

trol group with simply hepatic vascular exclusion. The liver function, hepatic Fas mRNA expression, caspase-3 activity, apop-

tosis of the hepatocytes were compared between the two groups. Results In the IP group, the aspartate aminotransferase

(AST) and alanine aminotransferase (ALT) levels on postoperative day 1, 3 and 7 were all significantly higher than those of

the control group (t=6.985, P<0.01). The total bilirubin levels were also higher in the former group on postoperative day 3 and

7 (t=3.447, P<0.05). The IP group had higher albumin levels on postoperative day 1 than the control group (t=3.360, P<0.05).

After 1 hour's reperfusion, the hepatic mRNA expression of Fas, caspase-3 activity and apoptotic sinusoidal endothelial cells

were all significantly higher than those of the control group (t=3.771, P<0.05). Conclusions IP has a protective effect on liver

function after hepatic resection with hepatic vascular exclusion in HCC patients, possibly due to the inhibition of hepatocyte

apoptosis by down-regulating hepatic Fas mRNA expression and caspase-3 activity, and is a convenient technique applicable

in such operations as hepatic transplants and hepatectomy.
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肝脏是人体血流很丰富的器官袁临床上切肝手

术常须阻断入肝血流袁以防止难以控制的肝断面出

血遥在人类和动物界普遍存在缺血预处理(ischemic

preconditioning, IP)效应咱1~4暂袁利用该效应能明显保护

因阻断入肝血流所致的肝脏缺血再灌注损伤 (is-

chemia reperfusion, IR) 咱5~9暂遥已有研究表明肝血流阻

断前给予 1 个 5 min 缺血和 5 min 再灌注的预处理

能减小肝细胞缺血性损害 咱10~13暂遥在我国这样一个

80％的肝癌伴有肝硬化的大国袁引入 IP 技术处理 IR

显得尤为重要遥本研究旨在利用 IP 技术袁从分子水平

随机地尧前瞻性地探讨常温下肝癌切除术中 IP 对肝

细胞保护作用的临床应用价值袁并通过对 Fas 介导的

细胞凋亡上游 Fas-mRNA 表达和下游 Caspase-3 活

性变化来探讨其可能的作用机制袁为广泛的临床应用

提供研究基础遥

1 资料和方法
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表 1 2 组患者临床资料比较

Tab.1 Comparison of the clinical data of the two groups
Item IP group (n=18) Control group (n=16) P
Age (year) 51.6依8.7 48.6依8.6 0.333
Gender (man/female) 15/3 12/4 0.695
Child-Pugh classification (A/B/C) 16/2/0 14/2/0 0.902
Cirrhosis (+/-)＃ 15/3/ 13/3/ 0.875
Tumor size (cm)* 7.5依2.3 7.4依2.1 0.982
Operation time (min) 106.4依50.1 96.0依48.5 0.545
Exclusion time (min) 17.8依2.3 17.9依1.8 0.917
Average bleeding volume (ml) 154.2依12.9 147.1依11.8 0.103

#Visual check in operation and approved by pathology after opera-

tion; *Obtained from preceding CT; IP: Ischemic preconditioning

表 2 两组患者手术前后血清天门冬氨酸氨基转移酶尧丙氨酸氨基转移酶尧总胆红素和白蛋白水平 (x依s)

Tab.2 Serum AST, ALT, TBIL and ALB levels of two groups before and after the operation (Mean依SD)
Time Control group (n=16) IP group (n=18)

AST(U/L) ALT(U/L) TBIL (滋mol/L) ALB(g/L) AST(U/L) ALT(U/L) TBIL (滋mol/L) ALB(g/L)
BO 58.5依26.2 52.4依32.8 20.7依7.9 40.5依3.8 48.2依32.0驻 52.8依27.8驻 17.6依4.4驻 40.9依2.6驻
POD1 776.2依195.7 776.5依184.9 30.9依14.8 33.3依2.8+ 417.8依90.5* 420.0依109.2* 27.4依6.6驻+ 36.5依2.6#+

POD3 368.5依118.9 374.5依98.5 44.8依22.0 155.4依32.9* 188.5依53.4* 26.2依6.1#

POD7 83.2依30.6 131.6依30.6 43.9依20.9 54.5依11.4# 81.9依26.1* 22.1依5.0*
*P<0.01, #P<0.05, △P>0.05 vs control group; +P<0.01 vs before operation. AST: Aspartate aminotransferase; ALT: Alanine

aminotransferase; TBIL: Total bilirubin; ALB: albumin. BO: Before operation; POD1, 3, 7: 1, 3, 7 days post operation

1.1 病例及分组

2002 年 8 月 ~2002 年 12 月我院收治原发性肝

癌患者 67 例袁其中行手术切除者 34 例遥按入院时间

的先后随机分为 2 组进行前瞻性研究遥IP 组 18 例袁
肝门阻断切肝前先给予 1 个 5 min 缺血和 5 min 再

灌注的 IP 处理曰对照组 16 例袁肝门阻断前无 IP 处

理遥2 组患者术前尧术中的临床资料具有可比性渊表

1冤遥手术操作由同一组医师完成遥

1.2 肝门阻断方法及肝脏标本的取材

用 Pringle 法袁即入腹后探查证实肿瘤能切除袁用

8 号导尿管 1 根绕肝十二指肠韧带 2 周袁切肝时紧缩

尿管即可阻断入肝血流遥IP 组在切肝前先给予 IP 处

理袁对照组不给予 IP 处理遥2 组患者均在阻断肝门的

16~22 min 内完成切肝袁缝合止血后放开阻断遥记录

肝门阻断的时间遥2 组各选取 6 例患者在入腹后尧游

离肝脏前和肝脏恢复血流灌注后 1 h 的 3 个时间点

各楔型切取肝组织 1 块袁共 3 份送 Fas-mRNA 表达尧
Caspase-3 活性测定和 TUNEL 检测细胞凋亡用遥
1.3 检测项目

1.3.1 一般项目 患者术后并发症的发生率尧病死率尧
术后住院时间遥
1.3.2 生化检测 检测血清天门冬氨酸氨基转移酶

(AST)和丙氨酸氨基转移酶(ALT)尧总胆红素(TBIL)和

白蛋白(ALB)遥于术前袁术后第 1尧3 和 7 天袁取患者外

周血用本院 HITACHI7170 全自动生化分析仪测定遥
1.3.3 Fas-mRNA 含量 肝组织 Fas-mRNA 表达用

Fas 原位杂交试剂盒(武汉博士德生物工程公司)按说

明书操作遥细胞浆呈棕黄色者为阳性遥Fas-mRNA 定

量分析采用 KONTRONIBAS2.5 全自动图像分析系

统(德国 Koutron 公司)袁在 200 倍视野下每张玻片随

机选取 3 个视野袁测定每个视野的阳性反应物的灰度

及面积袁取平均值将 Fas-mRNA 表达量化袁用阳性单

位(PU)表示遥计算公式按文献咱14暂遥PU 值越大袁表示

Fas-mRNA 相对含量越高遥
1.3.4 Caspase-3 活性 用 Caspase-3 活性检测试剂盒

(Sigma 公司)进行袁方法按试剂盒说明书以及文献咱15暂遥
1.3.5 凋亡细胞检测 采取脱氧核甘酸转移酶介导的

缺口末端标记法(TUNEL 法)袁用细胞凋亡

试剂盒(武汉博士德生物工程公司)进行遥肝

组织用 4%多聚甲醛固定 24 h袁常规石蜡包

埋袁5 滋m 厚切片袁步骤按说明书进行遥每张

切片光镜(40伊10 倍)观察 5伊100 个细胞袁计

算每 100 个细胞中的平均阳性细胞数袁即细

胞凋亡指数(apoptosis index, AI)遥
1.4 统计学方法

用 SSPS10.0 建立数据库袁结果用均数依
标准差表示袁组间比较用 t 检验或 字检验遥

2 结果

2.1 2 组患者手术前后肝功能的比较

肝损害和肝功能的比较结果见表 2遥从术后血清

AST尧ALT 的变化可看出袁2 组术后 1 d 血清转氨酶较

术前均明显升高(t=6.985, P<0.01)袁但以对照组明显袁
IP 组与对照组相比升高量减小约一半(P<0.01)遥术后

3尧7 d袁IP 组的 AST尧ALT 仍比对照组低袁差异有统计

学意义渊t=6.725, P<0.01冤遥IP 组手术前后血清 TBIL

的变化不大袁但对照组术后 TBIL 逐渐升高袁以术后 3

d 为最高袁随后逐渐下降袁术后 3尧7 d TBIL 与 IP 组比

较有显著差异渊t=3.447, P<0.05冤遥术后 1 d袁由于尚未

进食袁故此时的血清 ALB 浓度可真正反映肝脏的

ALB 合成能力遥术后 1 d袁2 组患者 ALB 均有不同程

度的降低袁对照组低于 IP 组袁差异有显著性(P=0.002)遥
2.2 术后并发症及术后住院天数

2 组均无手术死亡和住院死亡袁术后常见的并发

症为肝功能不全尧胸腔积液遥IP 组术后肝功能不全发

生率 11.1%(2/18)袁对照组为 12.5%(2/16)袁2 组比较差

异无显著意义渊P=0.652冤遥肝功能不全具体表现为不

同程度的术后肝细胞性黄疸尧腹水袁经积极护肝治疗
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表 3 手术前后 2 组患者肝组织 Fas-mRNA 表达尧caspase-3 活性变化及肝细胞凋亡的比较

(x依s袁n=6)

Tab.3 Comparison of hepatic tissue Fas mRNA expression, caspase-3 activity, and
hepatocyte apoptosis between the two groups (Mean依SD, n=6)

Group
Fas-mRNA expression (PU) Caspase-3 (滋mol/h窑g窑tissue) AI (%)

Before exclusion 1 h post operation Before exclusion 1 h post operation 1 h post operation
IP (n=6) 4.6依0.9*Δ 6.5依1. 8*# 4.1依1.0Δ 6.7依1.6* # # 4.1依0.9**
Control (n=6) 4.1依0.6 9.7依1.2# # 4.0依0.8 9.9依1.1# # 9.4依1.6

*P<0.05, **P<0.01, 驻P>0.05 vs control group; #P<0.05, ##P<0.01 vs before exclusion. PU:

Positive unit; AI: Apoptosis index

痊愈遥IP 组切口液化 1 例袁对照组出现 3 例遥
对照组与 IP 组术后的平均住院天数分别为

(19.4依5.9) d 和(13.1依2.0)d袁2 者比较有显著差异渊t=4.

292, P<0.001冤遥对照组术后住院时间比 IP 组长的主

要原因是术后出现并发症的例数比 IP 组多袁程度相

对较重袁并发症的治疗使住院时间延长遥
2.3 手术前后 2 组患者肝组织 Fas-mRNA 表达尧Cas-

pase-3 活性变化及细胞凋亡结果

2 组患者开放肝门 1 h 时肝组织 Fas-mRNA 表

达尧Caspase-3 活性均明显升高袁与阻断前比较有显著

性差异袁但 IP 组明显低于对照组渊P=0.03冤遥2 组阻断前

均未见肝细胞凋亡袁再灌注 1 h 时袁2 组均可见肝细胞

凋亡袁但对照组明显高于 IP 组渊t=7.183, P<0.01, 表3冤遥

3 讨论

肝脏 IR 是肝脏外科和肝移植等临床工作中常涉

及到的病理生理过程袁采取有效的预防措施一直是肝

外科关注的问题遥IP袁即事先在持续缺血损害之前有

一短期缺血和再灌注袁可以保护器官耐受随后的长时

间缺血再灌注损伤袁这一处理技术已应用于心脏外

科遥鼠实验提示袁持续缺血前间隙阻断肝血供渊即在缺

血后有一再灌注过程冤是一种有效而简便的保肝措

施遥本研究发现 IP 对合并肝硬化的肝癌患者入肝血

流阻断切肝术后肝功亦有良好的保护作用袁其机制可

能与下调细胞凋亡通路有关遥表现为院(1) IP 对术中

参数的影响在手术时间尧术中失血量方面袁两组无差

别遥渊2冤IP 对肝功能的影响袁AST尧ALT 是预测再灌注

损伤严重程度的最好评估指标袁术后 1尧3 和 7 d

AST尧ALT 显著低于对照组遥(3)TBIL 术前尧术后 1尧3

和 7 d 变化不大袁而对照组术后逐渐升高袁3 d 达到高

峰袁随后慢慢下降袁术后 3尧7 d 的 TBIL 明显高于 IP

组遥(4)入肝血流阻断能抑制肝脏 ALB 的合成袁IP 能

减轻这种抑制作用遥(5)IP 能减少术后并发症的发生袁
本研究虽然没有统计学上的差别袁但术后出现并发症

程度亦相对较轻遥由于并发症的发生率较低袁或程度

较轻袁故术后住院时间相对较短遥
肝活检标本 TUNELL 染色和电镜检查袁见阻断

血供前仅偶有一些细胞 TUNEL 染色阳性遥再灌注

后 1 h袁对照组见许多肝窦内皮细胞呈染色阳性袁经

IP 处理的则阳性细胞明显减少袁且肝细胞均无阳性

染色遥对照组的肝窦内皮细胞有细胞凋亡现象袁凋亡

最常见的表现为核 / 细胞质比例明显增加袁肝窦内

皮细胞从窦面脱离袁少数细胞有染色质凝集袁IP 组

均不见上述现象遥究其原因袁渊1冤肝窦内皮细胞对缺

血比肝细胞更敏感袁缺血早期可发生不可逆损伤曰
渊2冤内皮细胞和 Kupffer 细胞产生炎症介质袁吸引中

性粒细胞和红细胞在缺血区肝窦内粘附尧聚集袁堵塞

肝窦造成解除缺血后微循环不能再灌注遥本研究由

于在灌注 1 h 时取标本袁主要见内皮细胞凋亡袁而肝

细胞凋亡一般发生在灌注 2 h 后袁与已有的研究成

果一致咱16袁17暂遥
我们比较再灌注 1 h 肝组织 Fas-mRNA 表达尧

Caspase-3 活性袁二者均比血流阻断前明显升高袁但对

照组升高更为显著遥再灌注 1 h 时袁对照组和 IP 组肝

窦内皮细胞凋亡的平均数分别为 9.4%和 4.1%袁有统

计学差异遥说明 IP 保护机制可能由于下调由 Fas 介

导的肝细胞凋亡途径中上游 Fas-mRNA 表达和下游

Caspase-3 活性袁从而减少肝细胞凋亡来减轻肝脏 IR

损伤遥因此袁IP 作为一种新的有前途的控制肝血流方

法袁应用简便尧副作用小袁可在肝切除术尧肝移植等肝

脏外科中发挥重要作用袁值得临床推广应用遥
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