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反映 Ｈ２Ｓ在肝缺血再灌注损伤中保护作用的检测指标研究进展
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　　肝缺血再灌注损伤（ＨＩＲＩ）常见于肝切除、肝移植术、外伤

和休克中。有实验证明，某些情况下该损伤比单纯的肝缺血对

机体的损伤要更为严重，可累及机体多个脏器，发生多器官功

能不全综合征（ＭＯＤＳ），并且由于许多细胞因子表达的改变，

会导致肿瘤细胞从归巢、黏附、血管基底膜降解和肿瘤血管形

成的每一步都受到影响，进而影响肿瘤的增殖与转移［１］。目前

ＨＩＲＩ损伤的机制还不是很清楚，但大量研究证实缺血再灌注

（Ｉ／Ｒ）损伤的主要发生机制与自由基产生增多、钙超载、微血管

损伤、能量代谢障碍等密切相关，其中自由基增多和钙超载是

其关键机制［２］，能量代谢障碍是其始发环节［３］。近年来，内源

性 Ｈ２Ｓ的免疫调节、保护作用受到越来越多的关注，也促进了

内源性 Ｈ２Ｓ新药的研究。Ｈ２Ｓ作为继 ＮＯ、ＣＯ之后的一种新

的内源性气体信号小分子，由于它分子小，容易透过细胞膜，依

赖或不依赖第二信使的作用方式，使得其在肺动脉高压、高血

压、感染性休克等心血管系统疾病的发病中起到重要作用，但

其在 ＨＩＲＩ中的保护作用还处于研究探索中。

１　Ｈ２Ｓ对 ＨＩＲＩ具有保护作用

张伟等［４］通过检测 ＨＩＲＩ中 Ｈ２Ｓ与 ＡＬＴ、ＡＬＰ、丙二醛

（ＭＤＡ）、肝细胞凋亡指数（ＡＩ）以及谷胱甘肽（ＧＳＨ）的水平并

进行统计学分析得出：Ｈ２Ｓ与其他指标高度相关，并指出内源

性 Ｈ２Ｓ作为气体信号分子在 ＨＩＲＩ过程中能抑制肝细胞凋亡，

对肝细胞具有积极的保护作用［５６］。Ｈ２Ｓ的作用机制目前尚未

完全阐明，但目前有以下几种观点：Ｈ２Ｓ可能是通过开放的钾

ＡＴＰ通道而发挥作用
［７］；与其他气体信号分子如 ＮＯ协同发

挥作用［８９］；可能有清除氧自由基的作用［１０］；此外，Ｈ２Ｓ具有促

炎作用［１１］。

２　Ｈ２Ｓ对 ＨＩＲＩ保护作用的检测指标

ＨＩＲＩ包括早期（再灌注６ｈ内，主要在前２ｈ内）和晚期

（再灌注６ｈ以后，主要在１８～２４ｈ）
［１２］。因此可通过检测Ｈ２Ｓ

注射后不同时间点肝功能的变化以及体内某些特定物质来反

映 Ｈ２Ｓ在 ＨＩＲＩ不同时段的保护作用。目前国内外检测的指

标主要有肝功能血清学指标、反映氧自由基代谢情况的物质以

及肝ＡＩ等。

２．１　反映肝功能的检测指标

２．１．１　ＡＬＴ／ＡＳＴ　ＡＬＴ与 ＡＳＴ是最常用的检测肝功能的

指标。一般认为，ＨＩＲＩ可分为两相。Ⅰ相损伤为灌注的１ｈ

内，接下去的５ｈ，转氨酶的活性基本维持在Ⅰ相损伤水平。Ⅱ

相损伤为损伤后６～２４ｈ，转氨酶活性再次显著升高。通过建

立局部Ｉ／Ｒ模型，测定大鼠肝脏缺血６０、９０ｍｉｎ再灌注０、２、４、

６、１２、２４、４８ｈ时的血清 ＡＬＴ水平，并行病理检查（相对细胞

死亡率），认为ＡＬＴ水平可直接反映肝脏Ｉ／Ｒ损伤程度；损伤

程度越重，ＡＬＴ水平越高、细胞死亡率也越高，故可将ＡＬＴ作

为ＨＩＲＩ程度的判定指标
［１３］。在多器官功能衰竭时，Ｈ２Ｓ保护

组大鼠血清 ＡＬＴ水平明显降低
［１４］。心力衰竭时，ＡＳＴ活性

显著降低（犘＜０．０５）
［１５］。

２．１．２　乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）　ＬＤＨ是能催化乳酸脱氢生成丙

酮酸的酶，当肝细胞损伤或坏死后，血中ＬＤＨ 大量增多。实

验证明，在缺氧／复氧心肌细胞培养液中，Ｈ２Ｓ保护组ＬＤＨ漏

出量是对照组的１／５，且心肌细胞中超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）产

生增加，ＭＤＡ生成减少
［１６］。另外，刘国磊等［１５］也证实，在大

鼠心力衰竭中，给予ＮａＨＳ治疗后，心肌损伤程度明显减轻；血

浆和心肌 ＭＤＡ水平明显降低（犘＜０．０５），血浆 ＡＳＴ和ＬＤＨ

活性显著降低（犘＜０．０５）。

２．２　反映氧自由基代谢的物质　ＳＯＤ、ＭＤＡ、谷胱甘肽过氧

化物酶（ＧＳＨＰｘ）等是反映氧自由基水平的主要观察指标。

２．２．１　ＳＯＤ　ＳＯＤ是生物体内重要的抗氧化酶，是生物体内

清除自由基的首要物质，并具有修复细胞的功能。催化反应方

程式为：２Ｏ２
－＋２Ｈ＋

→Ｈ２Ｏ２＋Ｏ２，生成的 Ｈ２Ｏ２ 在体内过氧

化氢酶（ＣＡＴ）和过氧化物酶（ＰＯＤ）的作用下立即分解。细胞

内氧自由基水平增加时，可诱导ＳＯＤ的生物合成及增加其活

性，因此可通过检测血液中ＳＯＤ水平间接反映氧自由基的生

成量和机体清除氧自由基即抗脂质过氧化的能力，一般应用比

色法检测。Ｈ２Ｓ能显著降低肠Ｉ／Ｒ 大鼠血清和小肠组织

ＭＤＡ水平，提高ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ水平
［１７］。

２．２．２　ＭＤＡ　ＭＤＡ 是血浆中自由基作用于过氧化脂质

（ＬＰＯ）的代谢产物，一般用硫代巴比妥酸比色法检测。ＭＤＡ

水平可反映机体内脂质过氧化物的氧化速率和强度［１８］，间接

地反映出机体细胞受氧自由基攻击的严重程度。有实验表明：

肝Ｉ／Ｒ组血清、肝组织 ＭＤＡ高于假手术组（犘＜０．０１）、ＳＯＤ

低于假手术组（犘＜０．０１），且ＡＳＴ、ＡＬＴ水平较假手术组升高

（犘＜０．０１）
［１９］。与肺Ｉ／Ｒ损伤组比较，预先给予ＮａＨＳ组血浆

ＳＯＤ升高，ＭＤＡ、ＭＰＯ降低（犘＜０．０１）
［２０］。在创伤失血性休

克继发肺损伤中，外源性 Ｈ２Ｓ的作用亦可使血中ＳＯＤ、ＭＤＡ、

髓过氧化物酶（ＭＰＯ）出现此结果
［２１］。

２．２．３　ＧＳＨＰｘ　ＧＳＨＰｘ是机体内广泛存在的一种重要的

过氧化物分解酶，它能催化还原型 ＧＳＨ 变为氧化型 ＧＳＨ

（ＧＳＳＧ），使有毒的过氧化物还原成无毒的羟基化合物，同时促

进 Ｈ２Ｏ２ 的分解，从而保护细胞膜的结构及功能不受过氧化物

的干扰及损害。它的生理功能主要是催化 ＧＳＨ 参与过氧化

反应，清除在细胞呼吸代谢过程中产生的 Ｈ２Ｏ２ 和羟自由基。

在多器官功能衰竭时，Ｈ２Ｓ保护组大鼠血清ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ显

著增高（犘＜０．０５），ＭＤＡ 水平明显降低（犘＜０．０５，犘＜

０．０１）
［１４］。Ｈ２Ｓ在低氧性肺动脉高压（ＨＰＨ）形成中的氧化应

激过程中发挥抗氧化作用，其作用机制部分是通过减少ＧＳＳＧ

的水平，从而提高机体的抗氧化能力［２２］。

２．３　其他可用于监测肝脏损伤的物质

２．３．１　ＮＯ、内皮素１（ＥＴ１）、白细胞介素６（ＩＬ６）和肿瘤坏

死因子α（ＴＮＦα）等炎症介质的检测　通过相关性分析发现，
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在肝手术患者缺血再灌注期间，ＮＯ与 ＡＬＴ之间呈负相关关

系；而ＥＴ１与ＡＬＴ之间呈明显的正相关
［２３］。有研究者在盲

肠结扎穿孔法制备的感染性休克大鼠模型及静脉注射内毒素

法制备的内毒素休克大鼠模型中发现，大鼠血管组织中 Ｈ２Ｓ

生成普遍增加，同时伴随 ＮＯ生成增加，两者呈现明显的正相

关关系，表明 Ｈ２Ｓ参与休克时血管反应的病理生理过程，并与

其他气体信号分子如ＮＯ形成复杂的网络联系
［８］。另外，有研

究证明，Ｈ２Ｓ可剂量依赖性舒张动脉平滑肌，单独应用 Ｈ２Ｓ引

起的舒血管效应很微弱，而在 ＮＯ存在情况下，舒张效应可扩

大１３倍
［９］。ＩＬ６、ＩＬ８和 ＴＮＦα是研究最为深入的促炎症细

胞因子。以ＥＬＩＳＡ法检测血浆 ＮＯ、ＥＴ１、ＩＬ６和 ＴＮＦα水

平，放射免疫法检测血浆白细胞介素８（ＩＬ８）水平。在大鼠肢

体Ｉ／Ｒ后心肌损伤中，吸入 Ｈ２Ｓ后，血浆 ＭＰＯ、ＴＮＦα及心肌

ＭＰＯ、ＴＮＦα水平明显降低（犘＜０．０５）
［２４］。在高肺血流性肺

动脉高压中，Ｈ２Ｓ保护组可降低血浆ＥＴ１水平
［２５］。

３．３．２　Ｂｃｌ２蛋白与Ｂａｘ蛋白　Ｂｃｌ２蛋白家族是一个特别的

家族，成员中有些促进凋亡，如Ｂａｄ、Ｂｉｄ、Ｂａｘ，有些阻止细胞凋

亡，如Ｂｃｌ２、Ｂｃｌｘ、Ｂｃｌｗ。Ｂｃｌ２能够阻止细胞色素Ｃ从线粒

体释放到细胞质，从而抑制了细胞凋亡。郝云龙和闻勤生［２６］

在研究还原型谷胱甘肽对 ＨＩＲＩ细胞凋亡的影响时发现：与正

常肝组织比，损伤肝组织，Ｂｃｌ２蛋白表达减少而Ｂａｘ表达增

高，细胞凋亡指数增加。Ａｃｑｕａｖｉｖａ等
［２７］的研究认为Ｂｃｌ２很

可能是一种新型快速短效的静脉麻醉药丙泊酚抑制细胞凋亡

的主要作用位点。Ｂｃｌ２蛋白与Ｂａｘ蛋白一般用免疫组化法检

测。Ｈ２Ｓ处理可以抑制Ｆａｓ蛋白表达和促进Ｂｃｌ２蛋白表达，

减轻心肌细胞凋亡［２８］。黄晓伟等［２９］在研究外源性 Ｈ２Ｓ在大

鼠心肌Ｉ／Ｒ损伤中的作用时发现，外源性 Ｈ２Ｓ对Ｉ／Ｒ大鼠的

血流动力学指标有不同程度的改善，并且能够下调凋亡促进因

子Ｂａｘ的 ｍＲＮＡ表达，上调ｓｕｒｖｉｖｉｎ的 ｍＲＮＡ表达，对凋亡

抑制基因Ｂｃｌ２的ｍＲＮＡ表达没有明显影响。

２．３．３　细胞凋亡率与 ＡＩ　细胞凋亡率作为反映细胞凋亡的

敏感和准确指标，已被广泛地应用于细胞凋亡的检测。一般应

用流式细胞仪检测肝细胞凋亡率。研究发现，一定浓度的Ｈ２Ｓ

可使细胞存活率明显升高，细胞凋亡率降低［３０］。ＡＩ是指以细

胞核蓝色为阴性，细胞核呈棕黄色为阳性，计算５个高倍视野

下（×４００）阳性细胞占观察细胞的百分比，一般应用末端转移

酶标记技术（ＴＵＮＥＬ）检测，用于评估组织细胞凋亡状态，ＡＩ

越高表示凋亡越严重。于水等［３１］通过实验证明，外源性 Ｈ２Ｓ

可改善再灌注损伤心功能的各项指标（犘＜０．０５），使 ＡＩ降低

（犘＜０．０５）。

２．３．４　三磷酸腺苷（ＡＴＰ）与线粒体膜电位（ＭＭＰ）　一般应

用高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）检测细胞内 ＡＴＰ的水平；罗丹明

１２３（Ｒｈ１２３）染色荧光显微镜照相检测 ＭＭＰ。实验证明，一定

浓度的 ＮａＨＳ预处理可显著地抑制细胞毒性及氧化应激反

应，使ＳＯＤ活性、ＡＴＰ水平及 ＭＭＰ提高
［３２］。汪莉等［３３］证实

Ｈ２Ｓ可通过抑制 ＭＭＰ下降，从而减轻缺氧／复氧造成的心肌

细胞损伤。

２．３．５　细胞间黏附分子１（ＩＣＡＭ１）　ＩＣＡＭ１是中性粒细胞

浸润聚集的关键因素。其在肝、脑、肾缺血再灌注损伤中与相

应脏器的损伤密切相关［３４３６］。Ｓｉｖａｒａｊａｈ等
［３７］发现外源性 Ｈ２Ｓ

处理可以通过抑制ＩＣＡＭ１的表达和ＰＭＮ的聚集减轻炎症

反应，同时抑制Ｃａｓｐａｓｅ９的活化及促进抗凋亡蛋白Ｂｃｌ２的

表达，从而减少细胞凋亡。

３　展　　望

目前，Ｈ２Ｓ在人体主要器官（如心、脑、肾）Ｉ／Ｒ中的保护作

用日益受到重视，并促进了新药的研究，而在 ＨＩＲＩ过程中是

否有保护作用及其作用机制的研究才刚刚起步。寻找能更加

准确特异地反映 Ｈ２Ｓ在 ＨＩＲＩ中的保护作用的检验指标是各

种药理研究、临床应用的基础。
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血小板在机体清除腺病毒中的作用
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　　基因治疗作为一种新兴的医疗手段，为人类疾病治疗开辟

了一条新的途径。基因治疗最关键的问题之一是要选择合适的

载体以确保治疗基因安全、高效地导入靶细胞。腺病毒因具有

诸多优点而被作为最广泛的运载工具，特别是用于肿瘤基因治

疗。但是作为非血液传染的病原体，腺病毒在血液里没有幸存

的变异机制，在血液循环过程中很快会被清除［１］。而血小板减

少症也是在应用腺病毒做基因载体治疗时高剂量全身给药的一

个副作用［２］。近年来，腺病毒引起血小板减少的机制是研究热

点，本文对血小板与腺病毒之间的相互关系做了汇总，将在这里

粗浅地探讨一下腺病毒在体内被清除时，血小板所发挥的作用。

１　腺病毒

１．１　腺病毒介绍　因该病毒最初来自腺体，故命名为腺病毒。

腺病毒分布十分广泛，能够引起呼吸道、肠黏膜上皮细胞溶解

性感染［３］。在军队中也可引起呼吸系统疾病的暴发流行［４］。

可在淋巴样和腺样细胞中引起潜伏感染，在啮齿动物细胞中引

起转化感染。

１．２　腺病毒分类　根据宿主范围不同，腺病毒分为哺乳动物

腺病毒属和禽类腺病毒属。人腺病毒属于腺病毒科，根据免疫

学、生物学、生物化学特性不同，将其分为 Ａ～Ｇ７个亚种，共

有５５个血清型
［５］，不同血清型的腺病毒有不同的器官亲和性

并引起相应的临床表现［６］。

１．３　腺病毒结构　腺病毒是一种线性无包膜的双链ＤＮＡ病

毒，病毒颗粒直径６０～９０ｎｍ，呈二十面体立体对称。病毒衣

壳有２５２个壳粒，规则排列成２４０个六邻体（每面１２个）和１２

个五邻体单位，其中五邻体位于顶角处，从每个顶角壳粒的基

底伸出一根纤毛突起，其末端具有一个结节区，因此腺病毒的

衣壳结构可以分为五邻体和六邻体两部分，其中五邻体又由五

邻体基底部、纤毛突起和结节区组成［７］。在体外试验中，纤维

蛋白介导了病毒与宿主细胞的黏附，接着五邻体基质又参与促

使病毒内陷入细胞的过程［８］。

１．４　腺病毒作为基因载体的用途　由于腺病毒载体转导目的

基因具有高效率、低致病性、高滴度以及在体内不整合入宿

主细胞染色体等优点，已被认为是最有效的转基因载体之一，

并广泛应用于人类基因治疗。但是腺病毒载体的应用还存在

一些不足，如临床上注射腺病毒载体后的一个普遍的副作用：

血小板减少症［７］。

２　血小板

２．１　血小板介绍　血小板是一类小的、圆盘形的细胞，来源于
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