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不同剂量乳化异氟醚预处理对大鼠肝脏缺血再灌注损伤的保护作用 *

孔祥云 杨红芳 王镜源 周 晶 崔金花 姚佳琦 隋 成△
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摘要 目的：探究不同剂量乳化异氟醚预处理对大鼠肝脏缺血再灌注损伤的保护作用。方法：将 48只成年雄性大鼠随机分为六组：

假手术组、缺血对照组、脂肪乳组、低剂量乳化异氟醚组、中剂量乳化异氟醚组和高剂量乳化异氟醚组，每组 8只。检测血清中酶

的含量，观察肝细胞损伤程度，直观的反应乳化异氟醚预处理对肝脏缺血再灌注损伤的影响。结果：不同组别大鼠肝脏再灌注后

ALT、AST、LDH和MDA含量，SOD活性和肝细胞坏死比例均具有显著差异，随着再灌注时间的延长，各组大鼠血清 ALT、AST

和 LDH含量均明显增加（均 P＜0.05）。再灌注后 1 h、2 h和 4 h中剂量乳化异氟醚组大鼠血清 ALT、AST和 LDH含量均显著低

于缺血对照组、低剂量乳化异氟醚组和高剂量乳化异氟醚组（均 P＜0.05）。中剂量乳化异氟醚组大鼠肝组织匀浆中MDA含量和

肝细胞坏死比例均显著低于缺血对照组、低剂量乳化异氟醚组和高剂量乳化异氟醚组，SOD活性显著高于缺血对照组、低剂量乳

化异氟醚组和高剂量乳化异氟醚组（均 P＜0.05）。结论：中等剂量乳化异氟醚预处理组中血清中酶含量最低，肝组织匀浆中MDA

含量最低，SOD活性水平最高，肝细胞损伤程度最轻，对大鼠肝脏缺血再灌注的保护作用最好。
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Protective Effects of Different Doses of Emulsified Isoflurane Pretreatment
on Liver Ischemia-reperfusion Injury in Rats*

To investigate the protective effect of emulsified isoflurane pretreatment on liver ischemia-reperfusion

injury in rats. Forty-eight adult male rats were randomly divided into six groups: sham operation group, ischemic control group,

fatty milk group, low-dose emulsified isoflurane group, medium-dose emulsified isoflurane group, and high-dose emulsified isoflurane

group. Group of 8 animals. The serum enzyme content was measured, the degree of liver cell damage was observed, and the effect of

emulsifying isoflurane pretreatment on liver ischemia-reperfusion injury was visually reflected. The contents of ALT, AST, LDH

and MDA, SOD activity and the proportion of hepatocyte necrosis after liver reperfusion in rats of different groups were significantly

different. As the reperfusion time prolonged, the serum ALT, AST and LDH of each group of rats were significantly different. The

contents were significantly increased (all P<0.05). The serum ALT, AST, and LDH levels in the medium-dose emulsified isoflurane

groups at 1 h, 2 h, and 4 h after reperfusion were significantly lower than those in the ischemic control group, low-dose emulsified

isoflurane group, and high-dose emulsified isoflurane group (all P <0.05). The MDA content and the proportion of hepatocyte necrosis in

the liver tissue homogenate of the medium-dose emulsified isoflurane group were significantly lower than those in the ischemic control

group, the low-dose emulsified isoflurane group and the high-dose emulsified isoflurane group, and the SOD activity was significantly

higher In the ischemic control group, the low-dose emulsified isoflurane group and the high-dose emulsified isoflurane group (all P<0.05).
The medium-dose emulsified isoflurane pretreatment group had the lowest enzyme content in serum, the lowest MDA

content in liver tissue homogenate, the highest SOD activity level, and the least degree of hepatocyte damage, and it had protective effects

on liver ischemia-reperfusion in rats. the best.
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前言

缺血再灌注损伤是目前临床上面临的常见的病理生理变

化，可发生在肝移植等手术的肝门阻断过程中，手术期间发生

的肝脏缺血再灌注损伤是许多术后并发症发生的主要原因，不

仅影响疾病的预后，而且关系到病人的存活率[1]。乳化异氟醚是
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一种临床上尚未使用的新型麻醉药，通过腹腔或静脉注射可产

生良好的麻醉效果，其机制可能与其抑制 NF-kB 的激活、

TNF-琢的释放、抑制 ICAM-1表达、减少中性粒细胞在肺组织

浸润等有关[2]。此外有报道指出，乳化异氟醚对肝脏的保护作用

是通过 NO发挥作用的[3]，但同时 NO也可以看成 "自由基 "，

过多的产生会造成组织的过氧化损伤，因此 NO的作用具有双

重性，其作用机制存在一个量化关系，过高或过低都可导致损

伤加重[4]。本课题进一步研究乳化异氟醚预处理对肝脏缺血再

灌注损伤的保护作用是否具有剂量依赖性，从而为临床更好地

使用乳化异氟醚、保护肝损伤提供理论依据。

1 资料与方法

1.1 实验对象

成年雄性 SD大鼠 48只，体质量 260-300 g，由四川简阳

达硕动物科技有限公司提供。

1.2 主要仪器和试剂

动物手术操作台、HX100E小动物呼吸机、动脉穿刺针、动

脉血压检测仪、16号静脉穿刺针外套管、微量输液泵、水平超速

离心机、WS2-261-79型电热恒温水温箱、BS-120型全自动生化

分析仪、ES J120-4型电子天平、Olympus BX50型光学显微镜。

1.3 实验方法

将 48只大鼠随机分为六组：假手术组、缺血对照组、脂肪

乳组、低剂量乳化异氟醚组、中剂量乳化异氟醚组和高剂量乳

化异氟醚组，每组 8只。大鼠实验前 12 h禁食，3%戊巴比妥钠

（30 mg/kg）腹腔麻醉，取仰卧位，上腹正中作一切口，入腹，分

离肝脏周围韧带并暴露肝门，游离肝门部血管，血管夹夹闭大

鼠肝中叶和肝左叶血流，造成大鼠 70%肝脏缺血，保留大鼠肝

右叶血供，即保留大鼠 30%肝脏血供，保证门静脉血液回流，避

免肠道淤血。经大鼠微静脉穿刺置入 16号静脉穿刺套管针，接

微量输液泵预处理给药 30 min。假手术组大鼠仅分离肝脏周围

韧带，不阻断肝脏血流，缺血对照组再灌注前静脉注射生理盐

水 30 min，脂肪乳组注射 30%脂肪乳 30 min，低剂量、中剂量和

高剂量乳化异氟醚组分别注射 5%、8%和 10%乳化异氟醚

30 min，不同组别大鼠给药速度、给药容量相同，均为 4 mL/

（kg·h）。夹闭血管 1h后松开血管夹，恢复大鼠肝脏血流灌注，

再灌注 4h后取标本[5，6]。

取肝下下腔静脉血 2 mL，置于WS2-261-79型电热恒温水

温箱中，待血液凝固后置于水平超速离心机中离心 10 min，离

心机转速 3000 r/min，取上清液。应用 BS-120型全自动生化分

析仪监测再灌注开始、再灌注 1 h、再灌注 2 h和再灌注 4 h大

鼠谷丙转氨酶（ALT）、谷草转氨酶（AST）和乳酸脱氢酶（LDH）

的含量。

取大鼠肝左叶组织制备 10%肝组织匀浆，使用丙二醛

（MDA）试剂盒和超氧化物歧化酶（SOD）试剂盒测定大鼠肝组

织MDA含量和 SOD活性，检测试剂盒由南京建生生物制剂

有限公司提供，操作步骤严格按照试剂盒说明书进行。

取大鼠肝左叶组织置于 10%甲醛溶液中固定，切片，HE染

色，Olympus BX50型光学显微镜下观察大鼠肝组织病变情况，

记录镜下肝细胞坏死比例。

1.4 观察指标

检测血清中酶的含量，观察肝细胞损伤程度，直观的反应

乳化异氟醚预处理对肝脏缺血再灌注损伤的影响。探究乳化异

氟醚预处理对肝脏缺血再灌注损伤的影响以及不同剂量的乳

化异氟醚预处理对肝脏缺血再灌注损伤影响的程度：① 检测血

清中 ALT、AST和 LDH的含量；② 检测肝组织匀浆中MDA含

量和 SOD活性；③ 肝组织切片 HE染色，点计数法定量检测肝

组织坏死程度，记录肝细胞坏死比例；④ 比较不同剂量乳化异

氟醚组各项指标的差异。

1.5 统计学方法

本次实验数据处理选择 spss22.0软件包进行，用均数依标
准差（x依s）来表示计量资料，并进行单因素方差分析，采用 t检

验进行多个样本间的两两比较，组内不同时间点的计量资料比

较采取重复测量方差分析，P<0.05表明差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 比较不同组别大鼠肝脏再灌注后 ALT、AST和 LDH的含量

比较可知，不同组别大鼠肝脏再灌注后 ALT、AST和 LDH

含量具有显著差异，同一组内不同时间点 ALT、AST和 LDH

含量差异显著，即随着再灌注时间的延长，各组大鼠血清 ALT、

AST和 LDH含量均明显增加。再灌注后 1 h、2 h和 4 h中剂量

乳化异氟醚组大鼠血清 ALT、AST和 LDH含量均显著低于缺

血对照组、低剂量乳化异氟醚组和高剂量乳化异氟醚组，上述

差异均具有统计学意义（P＜0.05），详见下表 1、2、3。

Groups Start of reperfusion Reperfusion 1h Reperfusion 2h Reperfusion 4h

Sham operation group (n=8) 32.95依5.58 42.84依7.08 82.58依14.40 98.28依20.00

Ischemia control group (n=8) 38.81依13.31 157.56依46.26* 426.39依75.48* 510.14依84.72*

Fat milk group (n=8) 42.98依11.25 97.09依12.35 300.43依68.56 317.76依113.54

Low-dose emulsified isoflurane group (n=8) 34.44依7.13 96.86依14.22* 212.16依42.36* 277.08依43.12*

Medium-dose emulsified isoflurane group (n=8) 36.61依7.92 61.96依9.69 132.73依26.17 153.89依18.15

High-dose emulsified isoflurane group (n=8) 42.14依15.79 92.13依22.76* 179.80依57.97* 278.93依48.77*

表 1不同组别大鼠肝脏再灌注后 ALT含量的比较（x依s，U/L）
Table 1 Comparison of ALT content in different groups of rats after liver reperfusion(x依s，U/L)

注：与中剂量乳化异氟醚组比较，*P＜0.05。

Note: Compared with the middle-dose emulsified isoflurane group, *P＜0.05.
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2.3 比较不同组别大鼠再灌注 4h肝组织坏死程度

比较可知，不同组别大鼠再灌注 4h肝细胞坏死比例具有

显著差异，中剂量乳化异氟醚组大鼠肝细胞坏死比例显著低于

缺血对照组、低剂量乳化异氟醚组和高剂量乳化异氟醚组，上

述差异均具有统计学意义（P＜0.05），详见下表 5和图 1-6。

3 讨论

缺血再灌注损伤是目前临床上面临的常见病理生理变化，

肝外伤、肝脏肿瘤和肝硬化等疾病都需要通过手术治疗，而手

术期间发生的肝脏缺血再灌注损伤是许多术后并发症发生的

主要原因，不仅影响疾病的预后，也关系到病人的生命[7，8]。因此

减轻肝脏缺血再灌注损伤对病人的影响，改善疾病预后十分重

要[9]。乳化异氟醚是一种临床上尚未使用的新型麻醉药，是将异

氟醚溶于 30%脂肪乳中制成的静脉制剂[10-13]。对于安全性来讲，

表 3不同组别大鼠肝脏再灌注后 LDH含量的比较（x依s，U/L）
Table 3 Comparison of LDH content after liver reperfusion in different groups of rats (x依s, U/L)

注：与中剂量乳化异氟醚组比较，*P＜0.05。

Note: Compared with the middle-dose emulsified isoflurane group, *P＜0.05.

Groups Start of reperfusion Reperfusion 1h Reperfusion 2h Reperfusion 4h

Sham operation group (n=8) 193.16依57.87 287.24依84.75 297.71依73.17 324.95依83.30

Ischemia control group (n=8) 367.13依168.92 1332.50依506.58* 2715.91依1145.60* 5650.28依1596.48*

Fat milk group (n=8) 256.35依140.94 993.94依313.06 2342.83依886.88 4275.11依1494.79

Low-dose emulsified isoflurane group (n=8) 231.76依80.68 824.58依400.49* 1721.75依578.97* 3472.28依933.26*
Medium-dose emulsified isoflurane group

(n=8)
235.11依105.08 719.96依423.99 1238.95依347.63 2328.88依479.55

High-dose emulsified isoflurane group (n=8) 255.88依81.86 914.73依244.25* 1513.36依905.23* 3549.08依836.19*

表 2不同组别大鼠肝脏再灌注后 AST含量的比较（x依s，U/L）
Table 2 Comparison of AST content after liver reperfusion in different groups of rats( x依s, U/L)

注：与中剂量乳化异氟醚组比较，*P＜0.05。

Note: Compared with the middle-dose emulsified isoflurane group, *P＜0.05.

Groups Start of reperfusion Reperfusion 1h Reperfusion 2h Reperfusion 4h

Sham operation group (n=8) 79.98依30.66 124.71依32.75 181.44依72.82 212.31依69.28

Ischemia control group (n=8) 92.31依22.75 316.99依66.68* 529.35依109.88* 773.19依102.22*

Fat milk group (n=8) 103.50依20.02 182.43依49.51 329.86依43.06 528.30依77.93

Low-dose emulsified isoflurane group (n=8) 95.81依17.15 179.74依69.83* 352.08依79.73* 536.54依105.81*

Medium-dose emulsified isoflurane group (n=8) 94.05依16.30 174.59依56.00 282.05依66.74 398.01依28.48

High-dose emulsified isoflurane group (n=8) 97.24依18.45 214.34依77.65* 407.45依85.27* 524.90依99.81*

2.2 比较不同组别大鼠再灌注 4h肝组织匀浆中 MDA含量和

SOD活性

比较可知，不同组别大鼠再灌注 4h后肝组织匀浆中MDA

含量和 SOD活性具有显著差异，中剂量乳化异氟醚组大鼠肝

组织匀浆中MDA含量显著低于缺血对照组、低剂量乳化异氟

醚组和高剂量乳化异氟醚组，SOD活性显著高于缺血对照组、

低剂量乳化异氟醚组和高剂量乳化异氟醚组，上述差异均具有

统计学意义（P＜0.05），详见下表 4。

表 4不同组别大鼠再灌注 4h肝组织匀浆中MDA含量和 SOD活性的比较（x依s）
Table 4 Comparison of MDA content and SOD activity in liver tissue homogenate of rats in different groups after 4 hours of reperfusion(x依s)

注：与中剂量乳化异氟醚组比较，*P＜0.05。

Note: Compared with the middle-dose emulsified isoflurane group, *P＜0.05.

Groups MDA(nmol/mg prot) SOD(U/mg prot)

Sham operation group (n=8) 0.36依0.07 182.20依12.98

Ischemia control group (n=8) 0.82依0.10* 115.28依8.67*

Fat milk group (n=8) 0.69依0.14 146.48依16.96

Low-dose emulsified isoflurane group (n=8) 0.49依0.18* 149.49依17.20*

Medium-dose emulsified isoflurane group (n=8) 0.37依0.03 174.20依14.98

High-dose emulsified isoflurane group (n=8) 0.56依0.12* 144.53依19.96*
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乳化异氟醚要高于异丙酚，而异丙酚药物作用的个体差异也比

较大，由此可以证明乳化异氟醚作为静脉麻醉制剂和异丙酚等

传统静脉麻醉剂相比，麻醉作用更加安全有效，是一种较好的

静脉麻醉药[14，15]。

众多实验均已证实异氟醚等吸入麻醉药预处理可以减轻

大鼠心、脑、肺等器官缺血再灌注损伤，而其在大鼠肝缺血再灌

注损伤方面的研究才刚刚起步[16-21]。实验证明，给予大鼠异氟醚

预处理可明显减轻肝脏的缺血再灌注损伤，炎症细胞因子被抑

制、中性粒细胞在肝组织的浸润减少、细胞外氧化应激减少等

多种因素可能参与介导其保护作用[22-25]。乳化异氟醚是异氟醚

的乳化制剂，其对肝缺血再灌注损伤的保护作用也成为人们研

究的热点。

无论在心肌缺血前或缺血后使用乳化异氟醚处理，均发现

乳化异氟醚可减轻心肌缺血再灌注后的心肌损伤，减少心肌梗

死面积，抑制与心肌损伤有关的酶的释放及与凋亡有关的蛋白

的表达，其机制可能与 NO的产生量增加或抗氧化、抗凋亡或

线粒体 ATP敏感性钾通道的激活有关[26，27]。在大鼠肝缺血再

灌注损伤的在体实验研究中发现 Kupffer细胞直接介导了乳

化异氟醚预处理大鼠肝缺血再灌注损伤的保护作用，其机制

可能与 NO 和诱生型一氧化氮合酶（iNOS）水平有关，NO 可

降低肝内血管阻力，改善肝微循环，因此，我们认为 Kupffer细

胞可能通过激活 iNOS，增加 NO的合成，从而减轻肝脏的缺血

再灌注损伤[28，29]。

乳化异氟醚对心肌的保护作用已很明显，同时这种保护作

用是具有剂量依赖性的，乳化异氟醚预处理对肝脏缺血再灌注

损伤的保护作用是和心肌一样也具有这种剂量依赖性[30]。本课

题通过检测不同时间点血液中 ALT、AST和 LDH含量以及肝

组织匀浆中MDA含量和 SOD活性水平来反应肝功能，以及

显微镜下观察肝组织 HE染色切片，观察肝组织病理学改变。

最终通过统计分析结果反映不同剂量乳化异氟醚预处理对肝

脏缺血再灌注损伤的保护作用的程度。结果发现，中剂量乳化

注：与中剂量乳化异氟醚组比较，*P＜0.05。

Note: Compared with the middle-dose emulsified isoflurane group, *P＜
0.05.

表 5不同组别大鼠再灌注 4h肝细胞坏死比例的比较（x依s）
Table 5 Comparison of the proportion of hepatocyte necrosis in different

groups of rats after 4 hours of reperfusion (x依s)

Groups
Proportion of hepatocyte necrosis

(%)

Sham operation group (n=8) 2.15依1.02

Ischemia control group (n=8) 56.83依10.56*

Fat milk group (n=8) 35.48依11.49
Low-dose emulsified isoflurane

group (n=8)
27.80依6.83*

Medium-dose emulsified

isoflurane group (n=8)
9.85依1.45

High-dose emulsified isoflurane

group (n=8)
21.53依6.46*

图 1假手术组（HE 伊200） 图 2缺血对照组（HE 伊200） 图 3脂肪乳预处理组（HE 伊200）
Fig.1 Sham operation group Fig.2 Ischemia control group Fig.3 Fat emulsion pretreatment group

（HE 伊200） （HE 伊200） （HE 伊200）

图 4低剂量乳化异氟醚组（HE 伊200） 图 5中剂量乳化异氟醚组（HE 伊200） 图 6高剂量乳化异氟醚组（HE 伊200）
Fig. 4 Low-dose emulsified isoflurane group Fig. 5 Middle-dose emulsified isoflurane group Fig. 6 High-dose emulsified isoflurane group

（HE 伊200） （HE 伊200） （HE 伊200）
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异氟醚预处理大鼠肝脏缺血再灌注后血清 ALT、AST、LDH和

MDA含量显著低于缺血对照组和低剂量或高剂量乳化异氟醚

预处理大鼠，肝组织匀浆中 SOD活性显著增加，同时镜下观察

也发现肝组织病理损害较轻，肝细胞坏死比例相对较低，乳化

异氟醚能够有效改善肝脏细胞脂质过氧化程度，保护肝脏组织

SOD活性，提高 SOD对氧自由基清除能力，降低 MDA水平，

同时乳化异氟醚应用剂量也在很大程度上影响其抑制肝脏细

胞脂质过氧化的效果，过低或过高剂量的乳化异氟醚都不利于

其对肝脏细胞脂质过氧化的保护效果，本研究表明中剂量乳化

异氟醚预处理对大鼠肝脏缺血再灌注保护效果更佳，能够有效

降低自由基水平，避免脂质氧化对肝组织的损伤[31]。

由此可见，中等剂量乳化异氟醚预处理组中血清中酶含量

最低，肝组织匀浆中MDA含量最低，SOD活性水平最高，肝细

胞损伤程度最轻，对大鼠肝脏缺血再灌注的保护作用最好。国

内外关于乳化异氟醚肝保护的研究较少，本研究有助于帮助临

床医生更好的选择乳化异氟醚的剂量，从而更好的保护肝功

能，作为一种新型的静脉制剂，乳化异氟醚在重要器官保护方

面将具有更好的临床应用前景。
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