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转氨酶（ALT）和谷草转氨酶（AST）含量；取部

分 左 肝 外 叶 组 织 ， 4  ℃ 生 理 盐 水 冲 洗 ， 1 0 % 福 尔

马林固定24 h，脱水，石蜡包埋，切片，苏木素-

伊红（HE）染色后光学显微镜下行病理学检查；

取部分左肝外叶组织4 ℃生理盐水冲洗，2.5%戊

二 醛 固 定 ， 脱 水 、 包 埋 、 染 色 后 透 射 电 镜 （ 日 立

H -7500）观察检查肝细胞中自噬体，每个标本随

机选取3~5个高倍视野（×8 900）用于自噬体计

数；取部分左肝外叶组织，用Western blot法检测

各组细胞自噬特异性标记LC3-II、mTOR、磷酸化

mTOR（p -mTOR）蛋白表达水平，计算条带光密

度，计算LC3-II/actin和p-mTOR/mTOR比值，以LC3-

II/actin比值反映肝细胞自噬情况，以p-mTOR/mTOR

比值反映mTOR信号通路的活化程度。

1.3  统计学处理

采用SPSS 17.0软件进行统计学分析，计量资

料 采 用 均 数 ± 标 准 差 （ x ± s ） 表 示 ， 采 用 方 差 分

析，P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  肝脏病理学改变

假 手 术 组 肝 窦 紊 乱 ， 但 无 明 显 炎 症 细 胞 浸

润、细胞肿胀、坏死表现；HIRI组和RPM组肝窦

紊 乱 、 明 显 炎 症 细 胞 浸 润 、 肝 细 胞 严 重 肿 胀 、 较

多 局 灶 坏 死 ； N a H S 组 肝 窦 紊 乱 、 肝 细 胞 肿 胀 变

性、坏死以及炎性细胞浸润，但病变程度较HIRI

组和RPM组减轻（图1）。

2.2  血清转氨酶检测结果

与假手术组比较，其余各组缺血再灌注4 h后

AST、ALT水平显著升高（P <0.05），其中NaHS

组较HIRI组和RPM组损伤轻（P<0.05），HIRI组

和RPM组无统计学差异（P>0.05）（表1）。

表 1　各组血清 ALT、AST 水平比较（n=8）
Table 1　Comparison of the serum ALT and AST levels among 

groups (n=8)
组别  ALT（U/L） AST（U/L）

假手术组 146.5±16.5 253.8±25.5
HIRI 组 623.54±35.71) 853.4±45.71)

NaSH 组 378.8±24.91),2) 464.3±32.61),2)

RPM 组 588.2±24.71) 784.5±46.31)

注：1）与假手术组比较，P<0.05；2）与 HIRI 组比较，
P<0.05

Note: 1) P<0.05 vs. sham group; 2) P<0.05 vs. HIRI group

A B

C D

图 1　肝组织病理学检查（HE ×100）　　A：假手术组；B：HIRI 组；C：NaHS 组；D：RPM 组
Figure 1　Pathological examination of the liver specimens (HE ×100)　　A: Sham group; B: HIRI group; C: NaHS group; D: RPM group
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2.3  电镜观察结果

透 射 电 镜 下 观 察 自 噬 体 数 量 ， 与 假 手 术 组 比

较，其余3组自噬体数量明显增加（均P<0.05），

HIRI组和RPM组之间无统计学差异（P >0.05），

N a H S 组 明 显 少 于 H I R I 组 和 R P M 组 （ 均 P < 0 . 0 5 ）

（图2）。

2.4  肝组织 LC3-II、mTOR、p-mTOR 蛋白表达

与 假 手 术 组 比 较 ， 其 余 3 组 的 L C 3 - I I 蛋 白

表 达 水 平 （ L C 3 - I I / a c t i n 比 值 ） 均 明 显 增 高 （ 均

P < 0 . 0 5 ） ， 其 中 N a H S 组 低 于 H I R I 组 和 R P M 组

（ 均 P < 0 . 0 5 ） ， H I R I 与 R P M 组 无 统 计 学 差 异

（ P > 0 . 0 5 ） ； 其 余 3 组 p - m T O R 水 平 （ p - m T O R /

m T O R 比 值 ） 均 明 显 降 低 （ 均 P < 0 . 0 5 ） ， 其 中

NaHS组高于HIRI组和RPM组（均P<0.05），HIRI

和RPM组无统计学差异（P>0.05）（图3）。

3　讨　论

肝 移 植 、 肝 叶 切 除 术 中 常 需 短 暂 阻 断 入 肝 血

流 ， 有 利 于 维 持 术 野 清 晰 和 减 少 出 血 ， 但 伴 随 的

缺血再灌注损伤可严重损害肝功能[1]。对于肝功能

受损、储备极其有限的肝硬化患者而言，HIRI更

是 对 机 体 的 重 大 打 击 ， 可 能 造 成 术 后 肝 功 能 衰 竭

甚至死亡[2]，因此深入研究HIRI相关机制及防治办

法具有重要的意义[3]。

H 2S 是 机 体 内 源 性 气 体 信 号 分 子 ， 在 体 内 以

图 2　各组肝组织自噬情况　　A：电镜照片（×8 900，箭头示自噬体）；B：各组肝细胞自噬体数量比较
Figure 2　Autophagy observation in liver tissues of each group　　A: Electron microscope images (×8 900, arrow marking the 

autophagosomes); B: Comparison of the number of autophagosomes in the hepatic cells among groups

图 3　各组肝组织 LC3-II、p-mTOR、mTOR 表达　　A：Western blot 结果；B：蛋白表达量比较
Figure 3　Expressions of LC3-II, p-mTOR and mTOR in liver tissues of group　　A: Results of Western blot analysis; B: Comparison of 

protein expression levels
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低 浓 度 存 在 ， 可 自 由 扩 散 通 过 细 胞 膜 ， 参 与 多 种

重 要 的 生 理 和 病 生 过 程 。 硫 氢 化 钠 是 常 用 的 外 源

性H2S供体[4-5]。研究表明H2S在HIRI中能产生保护

作 用 ， 其 机 制 涉 及 直 接 或 间 接 对 抗 氧 化 应 激 [ 6 ]、

eNOS的活化和NO的生成 [7]、Akt -GSK -3β信号通

路的激活和线粒体渗透性转化[8]以及对自噬的调控

等。肝硬化是肝病发展的终末状态，围术期HIRI

对其影响更大，目前H2S对肝硬化大鼠肝功能保护

的 研 究 较 少 ， 值 得 深 入 研 究 。 自 噬 是 真 核 细 胞 利

用 溶 酶 体 降 解 受 损 的 长 寿 蛋 白 和 细 胞 器 提 供 能 量

的 过 程 ， 是 细 胞 对 不 利 环 境 的 适 应 性 反 应 。 自 噬

在HIRI中发挥的作用目前尚未完全明确，体内和

体 外 研 究 均 发 现 激 活 自 噬 能 减 少 活 性 氧 簇 对 线 粒

体的损害，从而减轻HIRI[9]，而通过药物抑制自噬

也能减轻HIRI [10]，提示自噬与HIRI关系密切而复

杂，在不同阶段可发挥不同作用[11]。

本 研 究 通 过 胆 总 管 结 扎 建 立 肝 硬 化 模 型 ， 观

察H2S对肝硬化大鼠HIRI的影响及自噬在其中发挥

的 作 用 ， 模 拟 临 床 上 由 于 胆 道 阻 塞 、 胆 汁 淤 积 ，

高 浓 度 胆 酸 和 胆 红 素 损 伤 肝 细 胞 ， 造 成 胆 汁 性 肝

硬化的患者经历HIRI的过程。预实验时胆总管结扎

后取肝脏组织行Masson染色，第30天时观察到肝

内 大 量 增 生 的 胆 管 上 皮 细 胞 呈 花 环 状 密 布 ， 胆 管

上 皮 细 胞 外 周 胶 原 沉 积 ， 细 胞 外 基 质 增 加 、 肝 星

状细胞活化、增殖，是肝纤维化的中心环节 [ 12]，

从 而 确 定 胆 汁 性 肝 硬 化 模 型 制 备 成 功 。 在 肝 硬 化

的 基 础 上 ， 肝 脏 经 历 缺 血 再 灌 注 损 伤 对 肝 功 能 造

成 巨 大 的 影 响 ， 表 现 为 A S T 、 A L T 急 剧 上 升 ， 而

NaHS组肝功能指标上升低于HIRI组，HE染色光

镜 下 肝 脏 组 织 病 理 学 改 变 显 示 肝 损 伤 的 程 度 和 范

围均低于HIRI组，此保护效应可被mTOR抑制剂雷

帕霉素部分逆转。

自 噬 是 细 胞 内 的 再 循 环 系 统 ， 在 应 激 状 态 下

能 提 供 能 量 、 清 除 受 损 蛋 白 和 细 胞 器 ， 促 进 细 胞

生 存 ， 是 机 体 重 要 的 保 护 和 修 复 机 制 ， 与 细 胞 坏

死、凋亡关系密 切 [ 13]，过度或失控的自噬通过激

烈 的 自 我 消 化 会 促 进 细 胞 死 亡 ， 对 肿 瘤 、 低 氧 、

炎 症 、 饥 饿 等 的 研 究 均 提 示 自 噬 在 其 中 发 挥 “ 双

刃 剑 ” 作 用 ， 可 能 促 进 细 胞 生 存 也 可 能 损 伤 细 

胞 [ 1 4 - 1 5 ]。 自 噬 的 调 控 非 常 复 杂 ， m T O R 是 其 中 的

中 心 信 号 调 节 因 子 。 m T O R 是 一 种 非 典 型 的 丝 氨

酸/苏氨酸激酶，在细胞生长、分化以及增殖等功

能 中 起 着 中 心 调 节 的 作 用 [ 1 6 - 1 7 ]。 m T O R 存 在 两 种

复 合 物 形 式 ， 与 自 噬 、 凋 亡 、 能 量 代 谢 相 关 的 主

要 是 m T O R C 1 [ 1 8 ]。 m T O R 的 上 游 调 控 信 号 通 路 非

常复杂，目前尚未完全阐明，大体上可分为PI3K/

A k t 依 赖 性 和 非 依 赖 性 两 大 途 径 。 自 噬 在 肝 病 的

发展中起到了重要的作用 [ 19]，通过药物调节 自噬

已经成为肝病治疗的新思路 [ 20]。本研究中，和假

手 术 组 比 较 ， 电 镜 下 自 噬 体 数 量 和 自 噬 标 志 性 蛋

白LC3-II的表达水平均显示，HIRI后肝细胞自噬

明显增强，开放肝门前给予NaHS预处理后，再灌

注4 h时NaSH组自噬比假手术组强，而弱于HIRI

组。mTOR对自噬产生负向调节作用，雷帕霉素是

其 特 异 性 抑 制 剂 ， 能 通 过 抑 制 m T O R C 1 而 激 活 自

噬。HIRI组p -mTOR/mTOR水平较高，HIRI可以

通过抑制p -mTOR激活自噬，而给予NaSH后，磷

酸化形式升高，抑制自噬，提示H2S可能通过激活

mTOR信号通路发挥肝脏保护作用。RPM组雷帕霉

素激活自噬，导致H 2S抑制LC3-II表达的作用明显

减弱，但不能完全阻断H2S抑制自噬的作用，表明

H2S抑制肝硬化大鼠肝细胞自噬的作用至少部分是

通过mTOR信号转导通路介导的。

本研究显示H2S可能通过调节自噬发挥减轻肝

硬化大鼠HIRI的作用，对H2S及其与自噬的关系进

行 了 初 步 研 究 ， 在 再 灌 注 期 ， 抑 制 自 噬 的 过 度 表

达可能有利于对抗HIRI损伤，其具体机制有待进

一步深入研究。
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