
World Chin J Digestol  2004 April;12(4):969-971
世界华人消化杂志 ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R

2004 年版权归世界胃肠病学杂志社

PO Box 2345 Beijing 100023, China
Fax: +86-10-85381893
Email: wcjd@wjgnet.com  www.wjgnet.com

•文献综述 •

Calpain µ与肝脏的缺血再灌注损伤

王   蒙, 沈   锋, 李锡锋, 陈   旭, 吴孟超

王蒙, 沈锋, 李锡锋, 陈旭, 吴孟超, 中国人民解放军第二军医大学东方
肝胆外科医院综合治疗一科  上海市  200438
项目负责人: 王蒙, 200438, 上海市, 中国人民解放军第二军医大学东方肝
胆外科医院综合治疗一科.  lison_sh@hotmail.com
电话: 021-25071042    传真: 021-25071042
收稿日期: 2003-12-10    接受日期: 2004-02-01

摘要

随着医学科学的迅速发展 肝移植和肝癌手术已逐渐成为

普遍的手术.  然而 供肝的保存和肝癌手术时 肝门部常温

阻血后的再灌注损伤是导致移植肝脏和肝癌术后的肝脏功

能不良的重要因素.  当肝脏的缺血再灌注时 Ca2+细胞内

大量流入 引起与Ca2+依赖性水解蛋白酶(calpain µ)的活
性化(初期反应变化)为十分重要的基点. 我们曾经通过

TBHP(tert-butyl hydroperxride)处理培养肝细胞 发现细

胞内Ca2+的大量流入 从而发现及确定了calpain µ的活
性化出现 继而发现了细胞膜bleb的形成 造成细胞骨骼

蛋白如talin α-actinin酶系统的大量分解.  我们曾在大白
鼠的动物模型中 以68%肝门部常温阻血10 min 再灌

注5 min 反复重复6次共缺血1 h 但未发现calpain µ
的出现.  在人体肝脏手术中 肝门常温阻血12 min 也同

样地未发现calpain µ的出现.  另外 在肝门部常温阻血前
静脉注射prostaglandin I2 (PGI2)的诱导体OP2507 prostag-

landin E1 (PGE1)或 prednisolone 发现即使肝门部常温阻

血25 min 也未发现calpain µ的出现.
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0   引言

在肝切除及肝移植手术中 缺血再灌注损伤是不可避
免的重要复杂问题. 众所周知 肝脏是一个非常脆弱和

容易出血的脏器. 自从1908年Prlingle [1]首先报道了肝两
叶安全阻血方法以来 此方法已经逐渐引起世界各国

肝脏外科界的极大重视.  预防肝脏缺血再灌注损伤 在
肝移植和肝癌合并肝硬化手术中是非常重要的.  对于肝

脏外科医生来说 如果能有安全的1 h全肝血流阻断时
间 安全的肝切除术便能够得到很好的实施.  这样不仅

减少出血量 而且还可以避免输血所带来的一系列不
良反应 如肝炎(不同型) HIV感染等.  所以对于寻找

肝脏的缺血再灌注损伤的预防方法 在肝脏外科日常

手术中是至关重要的.

       近年来 对于肝脏的缺血再灌注损伤这一问题已

经引起了许多研究者的极大重视 并且做了大量的研

究工作 但依然未解明其全貌 对其根本原因和机制

并未有一个明确的解释.   肝脏的缺血再灌注损伤所引

起的细胞反应如同 水面落石 所引起涟漪现象. 我

们的研究是从肝脏的缺血再灌注损伤所引起的细胞分

子结构 细胞外的Ca2+的流入 从而引起Ca2+依赖性

蛋白水解酶(calpain µ)的活性化的初期反应这一重要和
致命过程来着手的.

1   缺血再灌注引起细胞损害机制

引起肝组织损害大体分为细胞外因素(细胞性和液性因

素)和细胞内因素(细胞损害机构) 二者之间相互影响

即使前者较显著受到影响 后者的反应受到抑制 所造

成细胞损害也较轻微.  故从后者的细胞内损害机制来考

虑肝脏的缺血损伤机制(图1).  当缺血再灌注时引起血

流中诸多的因子 platelet-activating factor (血小板活性

化因子)[2] endothelin (内皮因子)[3] surperoxide (过氧

化物)[4]等大量增加 从而引起细胞外Ca2+的大量流入

细胞内 细胞内Ca2+的大量增加从而引起Ca2+依赖性酶

系统的活性化 如: phospholipase C(磷酸脂质酶C)[5]

calmodulin(钙调节蛋白)[6]依赖性kinase和calpain µ[7]等
导致细胞凋亡的重要因素.  细胞膜存在的酶系统在维持

细胞骨骼上起着非常重要的作用.

图1  肝缺血再灌注损伤在细胞膜上的发生机制.

        许多研究结果表明 在这些酶系统中calpain是最

敏感而又重要的枪机[8-12]. 近来有研究者报道calpain存

在于很多的细胞膜上[13]. 在正常情况下 细胞膜上的

calpain 是没有活性的. 当各种原因造成细胞环境改变

时 并且激活了calpain的活性时 使其活性化. 自1964

年由Goll et al [14]首先在大白鼠脑细胞中发现calpain的存

在 但对其作用及机制并没有明确阐述. 直到1976年由

Dayton et al [15]解明了calpain  是与Ca2+相依赖的. calpain
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的活性化必须由Ca2+激活. 由于Ca2+所流入的量不同以

及各种细胞内所含量不同 如心肌细胞和骨骼肌细胞

及血小板中含量较多 故引起calpain 可分为两种 即

µM和m M(图 2). 当细胞内Ca2+的浓度(µM水平)增加
时 切断了calpain 构造式 的中心Cys108和His265的结

构 从而使calpain 构造式 破裂 继而使calpain 的

活性型(80 k)被降解到活性化型(78 k).

图2  发生calpain活性化的机制.

       当 calpain µ活性降解后 从而引起细胞膜上的酶
如talin α-actinin的分解. 同时引起线粒体膜电位的改
变 进而导致细胞膜的Bleb出现 最终导致细胞崩溃

而凋亡.  另外 bleb的形成大致分为3个阶段(图 3): 小

的 bleb bleb 的脱落和bleb 的崩解.  bleb 的崩解可引

起细胞不可逆性的损害.  研究还表明 由于细胞内Ca2+

的大量增加 从而引起细胞内ATP 减少 使其降解

为ADP-AMP 同时也使Na -K -ATP酶活性减低

导致细胞内Na 浓度增高 从而激活细胞膜上Na+/Ca2+

交换蛋白 使细胞内Ca2+浓度增高的恶性循环. 另外

ATP大量降解使细胞内线粒体严重水肿 最终导致细胞

死亡. 在研究中还发现 肝脏缺血再灌注可以引起细胞

的cytokine 如 interleukin 1β (IL-1β)和 tumor  necrosis
factor α (TNF-α)大量产生.  一方面 当 IL-1β的大量
产生 可以使cAMP降解 造成细胞内Ca2+浓度的增加

使得 calpain µ活性化 同时也使 talin 降解 导致细
胞凋亡.  另一方面 由于TNF- α的产生 刺激了TNF
的感受器TNF-R1和TNF-R2 使磷脂酶活性化.  1996

年Arora和Gores 曾报道过当磷脂酶被活性化时 更加

使得calpain的活性化递增 这样可以加速细胞的凋亡.

        用TBHP (tert-butyl hydroperxride)处理后的肝细胞使

细胞内Ca2+浓度上升 从而激活calpain µ的活性 发
现细胞膜的bleb形成 同时 talin 等的细胞骨骼蛋白分

解也被证实[16].

2   缺血再灌注的安全时间

研究者曾以68 大白鼠的肝温缺血1 h和2 h再灌注模

型中(图 4) 在缺血前30 min 从阴茎静脉注射PGI2的

诱导体(OP-2507)或 prednisolone 来测定投入组和对

照组的胆汁流量 血流量 AST 和 ALT 的值 细胞

膜的bleb 形成 calpain µ talin 及 cytokine 等 发现
投入组与对照组间有明显差异.   所以 在肝缺血前

静脉注射PGI2或prednisolone 等 对肝脏功能的保护

起着非常重要的作用 尤其是对长期肝硬化及肝硬化

较重的患者来讲 更是十分重要的[17].

图 3 Bleb 形成的过程 分解 凋亡.

图4  肝缺血再灌注损伤起cytokin产生导致细胞死亡的径路.

图5  68%大白鼠的肝缺血模型.

        研究者以68 间歇性肝温缺血1 h和再灌注2 h (图

5)分为3个组: 1组是缺血10 min 间歇5 min 连续6

次共缺血1 h后再灌注2 h; 2组是缺血15 min 间歇5 min

连续 4次共缺血1 h后再灌注2 h; 3 组是缺血20 min

间歇5 min 连续3次 共缺血1 h后再灌注2 h.  以能否

引起肝细胞膜的bleb的形成 能否引起calpain 的活性

化 同时能否引起talin的分解. 对ATP及energy  charge

进行测试 发现在间歇性缺血1 h后的第3组和2 h后

再灌注的第2组和第3组均发现calpain µ和 talin的表
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达 同时在电子及光学显微镜下发现bleb 的形成.  研

究者还测得了第3组在再灌注2 h后ATP及能量降解

同时在电子显微镜下观察到了线粒体水肿及膨大.

        总之 间歇性的肝温缺血10 min 再灌注5 min的

连续操作的方法对于肝脏手术较为安全.  在肝脏外科手

术中尤其是肝癌伴有活动性肝炎(乙型或丙型)来说

术后能否引起肝功能衰竭是至关重要的原则.  我们绝对

不能轻视这一点.  如果不注意不重视这一个环节 将

给肝脏手术后因肝功能衰竭带来危及患者的生命.

3   静脉注射prostaglandin  E1(PGE1)

研究者已经确立了PGI2 PGE1和prednisolone 对肝温

缺血再灌注损伤的保护作用.  在肝脏外科及肝移植手术

中 缺血再灌注损伤是不可避免的.  那么如何来抑制

缺血再灌注所带来的肝脏损害 能否较安全的延长缺

血时间 是研究中一直关注的问题.

        在肝切除手术中 研究者曾以上述同样的方法进行

了12 min的肝门部常温阻血 发现肝活检中calpain µ
没有表达.  研究者还发现在肝门阻血前投入PGE1 缺

血时间延长到20-25 min 其肝组织活检中calpain µ也
未被发现. 由此可见 肝温阻血前投入PGE1 后 25 min

的肝温阻血是较为安全的时间.

       近年来 许多同行界对肝缺血再灌注损伤问题有

种种看法 尤其是对肝门部常温阻血时间纷说不一. 更

重要的是对肝硬化较重的同时伴有活动性肝炎的肝癌

患者 到底在肝切除后能否引起肝功能衰竭 行多长时

间的肝门部阻血较为安全 至今没有一个明确的报道.

我们从细胞膜及膜上酶系统的着眼 较精确的科学的

研究其损伤机制的全部过程 并得到了肝安全温缺血

的时间以及抑制肝温缺血再灌注损伤的方法.
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