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·基础研究·
不同入肝血流阻断方式对荷瘤小鼠肝功能影响的实验研究 *

史 斌 李崇辉 陈永卫 葛新兰 张爱群 董家鸿△

(解放军总医院 全军肝胆外科研究所 北京 100853)

摘要 目的：探讨不同血流阻断方式对荷瘤小鼠肝细胞功能的影响。方法：选择昆明小鼠 24 只随机分为三组，正常对照组（Suspe-

nded operation,SO）、肝门阻断组（Occlusion of the portal triad, OPT）、保留肝动脉持续阻断门静脉（Occlusion of portal vein ,OPV）各

8 只。采用门静脉注射肿瘤的方法建立肝癌模型，建模后 3 天采用阻断范围为左外叶和中叶、阻断时间为 60 分钟的入肝血流阻断

方式，复流后 5 天后，通过测量 3 组对肝脏的缺血再灌注损伤程度以及病理学变化来评价不同血流阻断方式对肝细胞功能影响

的程度。结果：门静脉注射小鼠肝癌细胞 8 天后，对照组测量小鼠正常丙氨酸氨基转移酶（ALT）值为 66.5±22.3 IU/L，OPT 组值

为 276.3±80.5 IU/L，OPV 组值为 89.6±28.4 IU/L，两组比较有统计学差异（P＜0.01）；对照组测量小鼠正常天冬氨酸氨基转移酶

（AST） 值为 301.3±126.7 IU/L，OPT 组值为 1126.4±285.5 IU/L，OPV 组值为 438.6±150.7 IU/L，两组比较有统计学差异 （P＜
0.01），病理组织学 OPV 组肝细胞损伤程度明显较 OPT 组轻。结论：保留肝动脉持续阻断门静脉可以减轻荷瘤小鼠肝脏的缺血再

灌注损伤。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of different hepatic vascular occlusion maneuvers on liver function in tumor-bea-

ring mice. Methods: Twenty-four Kunming healthy mice were randomly divided into three groups, including SO（sham operation）（n=8）,

group OPT（occlusion of portal triad）（n=8）and group OPV（occlusion of portal vein）（n=8）. Three days after an hepatocellular carcino-

ma model was established using portal vein injection,mice underwent either simultaneous clamping of both the portal portal vein and the

hepatic artery or selective clamping of the portal vein to the median and left liver lobes for 60 minutes. Sham-operated mice served as co-

ntrols. The ischemia-reperfusion（I/R）, pathological changes of liver tissue were evaluated. Results: The OPV group showed significantly

lower ALT, AST value in the restoration of blood flow after five days than the OPT group. Hepatocytes in the OPV group were much less

injured than in the OPT group in histopathology. Conclusion: Presevering hepatic artery flow during portal triad blood inflow occlusion

reduces liver ischemia-reperfusion injury in tumor-bearing mice.
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前言

原发性肝癌( hepatocellular carcinoma, HCC，简称肝癌) 是

全球第五大恶性肿瘤，每年约 54%新发病的肝癌病例在我国大

陆，占我国恶性肿瘤死亡率的第二位[1]。肝癌的治疗已经进入了

多元化治疗的时代，手术切除是相对有效的治疗方法[2]。由于肝

脏复杂的血管分布和丰富的血液供应，肝切除过程中创面出血

是影响手术及术后患者恢复的重要因素。因此，肝脏出血和如

何控制出血成为肝脏外科中的核心问题。自 1908 年 Pringle 提

出通过阻断肝蒂的入肝血流来减少肝脏手术时出血的方法后，

人们又提出了多种改良方法，如半肝血流阻断法、肝褥式缝合

法等，很大程度上提高了肝脏手术的安全性，促进了复杂肝脏

手术的开展[3]。复杂的肝脏手术如肝切除、肝移植等往往需暂时

性阻断肝脏的血流，但肝脏是机体能量代谢的主要器官之一，

对缺血和缺氧甚为敏感，缺血情况下，肝细胞内的能量很快耗

尽，带来肝细胞在功能和结构上的伤害，细胞损伤的程度是与

缺血时间成正比的，然而在恢复血流后，又会产生以氧自由基

生成为主的多种损害因子共同作用造成肝细胞更严重的损伤。
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笔者在临床工作实践中发现，肝脏恶性肿瘤的治疗方法以手术

切除居多，肝脏良性肿瘤需要手术治疗的相对较少，而肝脏恶

性肿瘤中肝细胞肝癌所占的比重较大。在以往的文献报道中，

不同入肝血流阻断方式对正常肝脏的影响研究较多[4-6]，而对荷

瘤肝脏功能的影响研究较少。香港大学 K Man 学者的观点是

肝 I/R 损伤导致的手术应激，通过急性期的炎症反应和微循环

功能的紊乱使肝脏微环境更加适合肿瘤生长、迁徙和入侵[7]。因

此，究竟采用何种阻断方法，既可以减少出血，又可以减轻缺血

再灌注损伤，成为我们研究的重点内容。本实验通过建立小鼠

肝癌模型采用不同入肝血流阻断方式对荷瘤肝脏功能的影响

进行深入广泛研究。

1 材料与方法

1.1 动物分组

1.1.1 实验动物及分组 雄性健康昆明小鼠 24 只，体重 35～
45g，由中国人民解放军军事医学科学院实验动物中心提供。随

机分为 3 组，每组 8 只，分别是肝门阻断组 （Occlusion of the

portal triad, OPT）、单纯门静脉阻断组(Occlusion of portal vein ,

OPV)、对照组(Suspended operation,SO)。
1.1.2 肝 I/R 的动物模型 动物术前禁食，自由饮水，严格的光

线控制，给予 12h 的昼夜间隔。术后饮用 10%葡萄糖注射液；麻

醉采用 0.2%戊巴比妥钠，按 1.75ml/100g 腹腔内注射，术中间

断应用乙醚吸入维持麻醉状态。麻醉成功后用碘伏消毒腹部，

取腹正中切口入腹，切口长约 1.0～1.5cm，充分暴露肝区结构，

离断肝周韧带，以显微外科方法分出支配肝左、中叶的门静脉，

肝动脉和胆管，用无损伤小动脉夹夹闭整个肝左、中肝肝蒂，约

占整个肝叶的 70%，阻断时限为 60 分钟，造成受累肝脏完全缺

血；到预定观察时点，去除肝蒂阻断夹，恢复肝脏血流，此即肝

门阻断组；其次，充分暴露肝门部，仔细分出支配分支往左、中
肝的肝蒂，小心剥离其表面的 Glisson 鞘及胆管，用无损伤小动

脉夹夹闭左、中门静脉分支，同时保留左、中肝的肝动脉血供及

右肝血供。夹闭 60 分钟后松开动脉夹，恢复肝脏血流，此即单

纯门静脉阻断组；开腹后，分离出门静脉和动脉，不阻断入肝血

流，此即对照组。整个手术过程是在无菌条件下操作，使用保鲜

膜覆盖周围皮肤以避免失水。使用 5-0 慕丝分别缝合腹膜和皮

肤。5 天后，收获标本。

1.1.3 肝癌细胞培养和肝癌模型的建立 H22 肝癌瘤株形态特

性为实体瘤、腹水瘤，生长特性是体内生长，制备成细胞悬液接

种至 BALB/C 小鼠体内。取 H22 肝癌细胞在显微镜下细胞计

数后，分离 H22 肝癌细胞，制成浓度为 5×106cells/100 μl 的细

胞悬液，台盼蓝染色检查细胞活性，成活率 95%以上即可接种。
开腹后，从门静脉起始端使用 32G 胰岛素注射针头以 10 μl/ 秒

的速度注射 5×106/100 μl，拔出针尖，用棉签按压注射点 1 分

钟，确认无出血后，滴入粘停宁液以预防再次开腹时粘连，腹

腔内注入少量盐水，使用 5-0 慕丝分别缝合腹膜和皮肤。3 天

后，开腹阻断。
1.2 评估方法

1.2.1 缺血再灌注损伤的评估 血清转氨酶的变化被普遍用以

评估肝细胞损伤程度，本实验分别测量阻断复流后 5 天自肝

下下腔静脉采集静脉血 1ml，放入促凝管促凝后，即刻将标本

行 3500 转 / 分离心 5 分钟后，取上清液，备检血清 ALT、AST ，

用以评估两种阻断方法对肝细胞的损伤程度。血液标本检测由

我院生化科提供的全自动生化分析仪( Cobas-MiraPlus：Roche，

Manheim，Germany)测量完成。
1.2.2 肝细胞损伤程度的组织病理学观察 肝门阻断复流后 5

天处死小鼠，取肝脏标本，肝脏组织用 10%中性甲醛溶液固定，

脱水，修剪成 1cm×1cm×0.5cm 大小组织块，制成蜡块，常规

行 4 μm 切片后苏木精 - 伊红 HE 染色，用光镜观察肝组织病

理形态变化。由解放军总医院病理科协助完成。
1.2.3 统计学处理 所有数据使用 SPSS10.0 统计学软件进行处

理，数据以 x±s 表示，采用 t 检验和方差分析。

2 结果

2.1 不同入肝血流阻断法阻断 60 分钟复流后 5 天 ALT、AST

的数值

对照组测量荷瘤小鼠正常 ALT 值为 66.5±22.3 U/L，OPT

组值为 276.3±80.5 U/L，OPV 组值为 89.6±28.4 U/L，两组对

比有明显统计学差异（P＜0.01），见图 1。对照组测量小鼠正常

AST 值为 301.3±126.7 U/L，OPT 组值为 1126.4±285.5 U/L，

OPV 组值为 438.6±150.7 U/L，两组对比有明显统计学差异

（P＜0.01），见图 2。

图 1 阻断 60 分钟复流后 5 天 ALT 变化

Fig.1 ALT value in the restoration of blood flow after five days
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2.2 阻断 60min 复流后 5 天的肝脏组织学变化

两种阻断方法阻断 60min，复流后 5 天，处死大鼠，观察组

织病理学变化。
复流后 5 天病理改变：OPT 组可见肝小叶结构基本清晰，

肝窦条索状结构相对完整，肝窦内炎性细胞明显浸润（图 3A），

肿瘤细胞周围见有大量的坏死区域 （图 3B），OPV 组可见肝小

叶结构清晰，肝窦内少量炎细胞浸润（图 C），肿瘤细胞周围坏

死区域较少（图 D）。

图 2 阻断 60 分钟复流后 5 天 AST 变化

Fig.2 AST value in the restoration of blood flow after five days

A B

C D

图 3 阻断 60 分钟复流后 5 天的肝脏组织学变化

Fig.3 Pathological changes of liver tissue in the restoration of blood flow after five days

a.t：tumor，n：necrosis

3 讨论
由于肝脏复杂的解剖结构，以往的肝切除总是伴随着大量

出血和较高的病死率。肝切除术易发生大量出血，如何减少出
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血成为手术成败的关键。越来越多临床实践证实，术中大量输

血可能导致术后病死率、并发症发生率增高及肝癌患者长期生

存率降低[8]。因此，如何减少出血成为手术成败的关键。肝切除

时减少出血的常见方法有：术中降低中心静脉压[9-12]；切肝时应

用超声吸引刀、热凝（微波固化）[13-15]；阻断入肝血流伴有或不伴

有出肝血流的控制[16-20]。在这些方法当中，入肝血流阻断是相对

有效的方法。各种入肝血流阻断方法均存在不同程度的缺血再

灌注损伤，影响肝脏功能。在本研究中我们优化不同入肝血流

阻断的方法，来评估其对肝细胞损伤的程度。
ALT 及 AST 是反应肝功能的最灵敏指标，肝脏缺血时在

血清中较早升高。在肝缺血再灌注后，ALT 及 AST 均有不同程

度的升高。从实验结果分析，肝细胞受损后，细胞通透性增强，

使得细胞内丙氨酸氨基转移酶（ALT）及门冬氨酸氨基转移酶

（AST）渗出细胞外进入到血液，因此血液中上述酶的升高是肝

细胞受损的敏感指标。从实验结果分析在复流后 5 天 OPT 组

转氨酶值明显高于 OPV 组，两者比较有明显统计学差异

（P<0.01），因此笔者认为，保留肝动脉能够一定程度上减轻缺

血再灌注对肝细胞的损伤程度。
从肝脏组织病理学切片观察，OPT 组可见肝小叶结构基本

清晰，肝窦条索状结构相对完整，肝窦内炎性细胞明显浸润，肿

瘤细胞周围见有大量的坏死区域，OPV 组可见肝小叶结构清

晰，肝窦内少量炎细胞浸润，肿瘤细胞周围坏死区域较少。可见

保留动脉血供可以明显减轻复流后炎性细胞浸润及肝细胞的

损伤程度。
本研究表明，持续肝门阻断时，保留肝动脉入肝血流，和完

全阻断组相比可以明显减轻对肝细胞的缺血再灌注损伤，因

此，我们认为在荷瘤小鼠实验中，保留肝动脉持续阻断门静脉

同样可以减轻缺血再灌注对肝细胞的损伤程度。
肝切除术在肝脏疾病的治疗中占举足轻重的地位，术中出

血的控制又是肝切除术中最关键的环节。肝血流阻断术在控制

肝切除术中出血发挥重要作用，选择适当的血流阻断方法、有
效的阻断时间才能达到控制最佳止血效果和最少并发症的发

生。随着手术设备、手术方式的不断改进，减少肝切除术出血将

会有更多的 选择，手术亦会更安全。在以后的工作中，我们将

建立肝硬化基础上的肝癌模型，深入地研究和探讨不同入肝血

流阻断方式对肝细胞功能的影响及其发生发展机制。
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