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Abstract
AIM: To explore the alterations of neuroglia 
cell reactivity and central nervous system 
(CNS) injury in rats undergoing hepatic portal 
occlusion (HPO) reperfusion using S100β 
protein tissue content and serum concentration 
respectively.

METHODS: A total of 38 Wistar rats were anes-
thetized by isoflurane inhalation. HPO model 
was produced by hepatic portal interruption 
(Pringle' maneuver) for 30 min with a clamp, fol-
lowed by 6-, 12-, and 24-h reperfusion after re-
moval of the clamp. The animals were randomly 
divided into group A (n = 8) and B (n = 30). 
Group A served as the sham operation group, 
while HPO model was induced in group B. The 

pH values, Ca2+ and K+ concentrations of portal 
vein blood sample were measured by blood-gas 
analysis, and the brain cortex content and serum 
concentration of S100β protein were measured 
by enzyme-linked immunosorbent assay (ELI-
SA).

RESULTS: As compared with that in group A, 
the pH value of portal vein blood in group B was 
significantly decreased after HPO, but gradually 
recovered after reperfusion. Simultaneously, K+ 
concentration was remarkably increased and 
lasted to 6-h reperfusion, while Ca2+ concentra-
tion was decreased gradually and lasted to12-h 
reperfusion (P<0.05). The cortex S100β protein 
content in group B was elevated significantly af-
ter 12- and 24-h reperfusion in comparison with 
that in group A (12.04 ± 3.29, 14.81 ± 8.04 vs 2.71 
± 3.9, P < 0.01 and P < 0.05). The serum concen-
tration of S100β protein was not markedly differ-
ent between group A and B (P > 0.05). However, 
it was noticed that the number of patients with 
S100β concentration higher than 0.2 μg/L was 
higher in group B.

CONCLUSION: Reperfusion after HPO can acti-
vate the reactivity of neuroglia cells and increase 
the cortex content of S100β protein, but S100β 
protein over-express can result in brain injury, 
which may be one of the mechanisms for the neu-
rological complications after liver transplantation.
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摘要
目的: 通过观察肝门阻断(h e p a t i c p o r t a l 
occlusion, HPO)再灌注后脑损伤特异性标志
物S100β蛋白在中枢和外周的变化趋势, 研究
HPO再灌注对中枢神经系统(CNS)的影响. 

■背景资料
肝门长时间阻断
后再灌注不仅加
剧肝脏和肠道损
伤, 也可伤及远隔
脏器, 严重时可导
致多器官功能衰
竭. 其机制目前仍
然未明, 可能与氧
自由基, NO, 缓激
肽, 前列腺素以及
其他一些细胞因
子等相关, 自主神
经系统可能也有
重要作用. 脑的缺
血再灌注损伤的
研究倍受重视, 但
远隔器官1/R损伤
对中枢神经系统
的影响及机制研
究却鲜有报道. 
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■研发前沿
机体作为整体, 远
隔脏器间的相互
作用日益受到重
视. 肝门阻断后再
灌注过程中肠道
因素是肝外脏器
损伤的重要引擎, 
该领域的热点主
要集中在作用机
制研究, 但尚未有
明确结论.
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方法: 成年Wistar大鼠异氟烷(isoflurane)吸入
麻醉后随机分成对照组(A组, n  = 8): 开腹但
不阻断肝血流; 全肝血流阻断组(B组, n  = 30): 
Pringle'法阻断门脉、肝动脉及胆总管, 全肝
缺血30 min后恢复肝血供. 再灌注后6 , 12和
24 h取材. 血气分析测定门脉血pH值、[K+]和
[Ca2+], ELISA比较组织和血清S100β蛋白水平. 

结果: HPO期间门静脉pH显著降低, [K+]升
幅超过1倍, 但开放后逐渐恢复; [Ca2+]于再
灌注后持续下降至12 h. 和A组比较, B组皮
层S100β蛋白含量再灌注12和24 h时升高显
著(12.04±3.29, 14.81±8.04 vs  2.71±3.9, 
P <0.01, P <0.05). 但各时点的血清S100β蛋白
的差异无统计学意义(均P >0.05), 再灌注后浓
度超过0.2 μg/L的例数显著高于A组. 两种来
源的S100β蛋白未见相关性.

结论: HPO再灌注刺激皮层神经胶质细胞的
保护反应, S100β蛋白表达显著增加, 但表达
过度可致脑损伤, 这可能是肝移植病例术后
出现神经精神改变的机制之一.
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0  引言

肝移植和肝肿瘤等手术过程中常规需要肝门阻

断(hepatic portal occlusion, HPO)以期减少出血, 
HPO后缺血再灌注(ischemia reperfusion, IR)损
伤是不可避免的一个病理生理过程. 肝脏和肠

道IR损伤后血流动力学、凝血功能、电解质、

酸碱平衡等发生重大改变. 可致急性肺损伤和

心功能不全等肝外脏器功能改变[1-4], 甚至累及

中枢神经系统(central nervous system, CNS), 文
献报道肝移植术后神经精神功能紊乱发生率达

7%-40%[5], 一般认为与免疫抑制剂的大剂量应

用有关, 本实验通过观察HPO再灌注后脑损伤

特异性标志物S100β蛋白在中枢和外周的变化

趋势, 研究HPO再灌注对CNS影响. 探讨肝移植

术后精神功能紊乱的发生机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级成年♂Wistar大白鼠(体质量200
±50g), 由中国医科大学附属盛京医院实验动

物中心提供. 动物术前禁食12 h. 异氟烷吸入麻

醉. 尾静脉静注肝素500 U/kg. 常规备皮消毒后

取腹部正中切口入腹, 离断肝周韧带以消除肝脏

侧支循环. 尾动脉监测平均动脉压(MAP)和脉搏

(RBP-1B型大鼠血压计, 中日友好临床医学研究

所), 缺血期间根据血流动力学变化间断应用少

量新福林保持MAP在80 mmHg以上. 半导体温

度传感器(Datex多功能监测仪, 芬兰)监测直肠温

度, 灯烤保温. 保持直肠温36-37℃. 术毕关腹前

腹腔内注入含青霉素200 kU的温生理盐水1 mL. 
皮肤缝合后即停止吸入麻醉, 保温至苏醒后归笼

饲养, 术后自主饮用100 g/L葡萄糖水. 至预定时

间点取材. 术中失血量超过2 mL者弃用. 血气分

析仪为PHILIP M3562A(德国), 测试条为IRMA 
TRUTOINT(美国), 批号139903. ELISA试剂盒

购自大连泛邦生化公司. 酶标仪为ELX-800(Bio-
Tech Instrument, 美国).
1.2 方法 所有实验对象随机分成两组: A组(假手

术对照组): n  = 8, 经腹正中切口入腹, 切断全部肝

周韧带, 不作肝血流的阻断; B组(全肝血流阻断

组): n  = 30, 于肝十二指肠韧带处用无创伤微血管

夹完全阻断门脉、肝动脉及胆总管(Pringle'法[6]), 
使全肝缺血, 暂时关腹. 30 min后原路入腹松开

血管夹恢复肝血供. 每组各有8例个体分别于再

灌注后6, 12和24 h处死. A组的门脉血作为未阻

断的基础值对照, B组再另取6只测定HPO再灌注

前的血气分析.
1.2.1 门脉血pH, [K+]和[Ca2+] 在各时间点放血处

死前取门静脉血1 mL送检血气分析. 
1.2.2  S100β蛋白测定 血清标本: 由颈内静脉取血

2 mL, 室温静置30 min后3000 rpm离心15 min, 
取上清于-70℃冻存待测.  脑皮层组织标本: 大鼠

处死后剪开颅骨取出大脑, 分离左右半球, 取左

脑皮层组织约100 mg于-70℃冻存待测. 测定时

精确称重后在冰面上加PBS(PH: 7.4)10倍(W/V)
稀释后以内切式匀浆机8000 r/s匀浆, 3000 r/s
离心15 min后取上清. 考马兰蛋白定量. S100β

蛋白测定均采用双抗体夹心法-酶联免疫吸附法

(ELISA)测定. 生物素标记, 检测波长450 nm, 单
位分别以μg/L和pg/mg.prot表示.

统计学处理 所得数据以mean±SD表示, 采
用SPSS 13.0软件进行统计学分析.
 
2  结果

2.1 两组大鼠年龄、体重、体温、饲养环境等

没有差别 缺血期间的M A P均在80 m m H g以
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■相关报道
研究已经证实脑
IR后可引起肝损
害, 而短时间的肠
道IR却能为脑提
供预适应保护, 提
示脑和肠道存在
反射轴(Brain-Gut 
Axis). 还有肝IR
损伤后出现血清
S100β蛋白升高并
持续24 h, 以及严
重的肢体IR损伤
后致脑损害等的
相关报道.

■创新盘点
远隔脏器相互作
用的研究尚少, 本
研究以S 1 0 0 β蛋
白为损伤标志物
探讨HPO后IR损
伤对大脑皮层的
影响, 并且同步比
较中枢和外周的
S100β蛋白变化趋
势.
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上. HPO后肝脏颜色变浅, 门静脉怒张, 肠道淤

血, 肠系膜动脉搏动逐渐减弱, 脾脏充血. 随着

阻断时间延长, 肠道淤血加重. 动脉搏动消失. 
复流后动脉搏动逐渐转强, 肠道颜色变红, 肠管

张力恢复, 脾脏体积减少, 肝脏色泽变为深红, 
体积增大, 有的出现明显的淤血斑块. 动物苏

醒后A组呼吸与术前无明显差异, 反应良好, 能
自主喝水并清洁毛发; B组呼吸明显增快, 频率

60-115 bpm, 末梢苍白, 萎顿, 对刺激反应差. 
2.2 血气分析 B组HPO后, 再灌注前门脉血中酸

性物质堆积, pH值降低, [K+]升高, 和阻断前比

较差异明显(P <0.05, P <0.01), 再灌注后6, 12和
24 h均和阻断前水平接近(P >0.05); B组的[Ca2+]
再灌注后即逐渐下降, 12 h时最低, 24 h时略有回

升但仍小于阻断前(P <0.05, P <0.01)(表1).
2.3 皮层组织及血清中S100β蛋白 和A组比较, B
组再灌注6 h时S100β蛋白组织含量未见差异, 
2 h和24 h时升高显著(P <0.01, P <0.05). 和A组

比较, B组再灌注后各时点的差异无统计学意

义(均P >0.05), 且组内比较也未见显著差异(均
P >0.05). 但是再灌注后各组可见数例出现异常

高值, 血清浓度超过0.2 μg/L的例数显著高于A
组, 两种来源的S100β蛋白未见相关性(表2). 

3  讨论

严重的肢体缺血再灌注损伤后可出现脑损害[7]. 
体外循环后也常见神经精神功能异常. 这类远隔

脏器IR损伤对中枢神经系统的作用机制并未明

确, 多数认为和再灌注后释放的介质有关, 而大
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脑由于血流和神经细胞能量代谢的特点, 也对缺

血缺氧等敏感. 兴奋性氨基酸及其受体激活后引

发的细胞内Ca2+超载而致神经细胞损伤是广泛

认可的一种学说[8]. 血清S100β蛋白为小分子量

酸性钙结合蛋白, 其β亚基对于CNS是高度特异

性的. 是脑损伤的特异性生化标志物[9], 正常时

不能通过血脑屏障(blood-brain barrier, BBB), 浓
度不受年龄、溶血、温度、肝素等的影响, 正常

值≤0.2 μg/L. 当脑组织受损后, 脑脊液的S100β
蛋白通过受损BBB进入血液, 其浓度变化和神经

系统损伤的程度呈正相关, 实验中HPO后24 h内
血清S100β蛋白浓度均值较高, 但统计学上和对

照组比较未见显著差异, 主要是由于结果中标准

差较大所致. 但是组内各时点均有异常高值的个

例出现, 24 h时甚至可达临界值的5倍(1 μg/L), 
而且组中超过0.2 μg/L的动物显著大于对照组, 
提示有脑损伤的个例出现, 文献[5]中肝移植后神

经精神功能紊乱的发生率为7%-40%, 这种远隔

脏器的影响有可能是以一定概率出现的, 因此其

临床意义大于统计学含义. 外周血中S100β蛋白

的检出和BBB的完整性密切相关, 仅当超阈值的

再灌注损伤使BBB通透性增加后, 血中该蛋白检

测值才显著升高, 实验中血清与细胞内S100β蛋

白含量的相关性并不明显. 新的研究发现肝、

脂肪细胞等也可分泌S100蛋白[10-11], 脑脊液中的

S100β蛋白或有更高特异性. 本实验研究其上游

的细胞内S100β蛋白含量, 在脑皮层中该蛋白主

要存在于星型胶质细胞(astrocytes)中, 和受体相

互作用后的糖化作用终产物是神经细胞存活所

aP<0.05, bP<0.01 vs  A组, cP<0.05, dP<0.01 vs  B组6 h.

          

表  2  两组血清和组织S100b蛋白含量的比较 (n = 8, mean±SD)

                                                                     B组再灌注后

组织含量(pg/mg.prot)
血清浓度(μg/L)
血清浓度超0.2  μg/L的例数

指标                                                   A组
                   6 h	            12 h	                        24 h

2.71±3.9	       3.98±4.56     12.04±3.29bd        14.81±8.04ac

0.05±0.07      0.09±0.15       0.09±0.14            0.23±0.36
      0(8)	                                     4(24)a

■应用要点
HPO后脑损伤可
能是肝移植等术
后神经精神紊乱
并发症的原因之
一, 研究提示防治
的要点可以从减
轻始发脏器的IR
损伤和保护脑细
胞等多方面考虑.

aP<0.05, bP<0.01 vs  阻断前.

            

表  1  门脉阻断前后门静脉血中酸碱度和电解质 (mean±SD)

                                 再灌注前	                   再灌注后 (B组, n = 30)

pH值
[K+](mmol/L)
[Ca2+](mmol/L)

指标
    0 h (n = 6)        6 h (n = 8)         12 h (n = 8)         24 h (n = 8)

7.11±0.15     6.53±0.12a    6.93±0.11	     6.94±0.13       7.11±0.15
  6.4±0.4	      13.1±3.6b        7.2±1.4	       6.7±1.2           6.6±2.1
1.66±0.13     1.47±0.11     1.12±0.15a	    1.12±0.21a      1.23±0.22a

    阻断前        

(A组, n = 8)
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必需的. 近年来认识到胶质细胞还是神经元间信

息联系和反应的关键[12]. HPO后肝和肠道IR损伤

出现自由基增加、钙超载[1,13]等, S100蛋白大量

表达以保护神经元细胞, 是胶质细胞对病理因素

的应激性反应. 实验中HPO后脑组织的S100β蛋

白含量有升高并能持续24 h. 由于S100β的半衰

期只有2 h, 说明再灌注后皮层胶质细胞反应性

持续增强, 机体处于保护进程中, 是CNS应激性

生化反应. 但是, S100β蛋白的过度表达却和多

种CNS疾患相关. 高浓度S100β蛋白可致细胞凋

亡[14]. 而且CNS损伤后的的主要结果之一-反应

性神经胶质细胞增多症(Reactive astrocytosis)也
是经由S100β蛋白介导的, 这些对应激后神经细

胞的存活并不利. 减少这种现象可能成为减轻

CNS损伤的一种思路. Asano et al [15]阻止S100β蛋

白的过度表达可以减轻缺氧性脑损害. 同时有

研究表明, 再灌注损伤能激活BBB的小胶质细胞

(microglia), 释放蛋白酶和谷酰胺等, 和胶质细胞

一样对缺血等低氧性侵袭敏感, 适当抑制小胶

质细胞的功能可以保护BBB, 减轻脑水肿[16]. 提
示在伤害性因子持续刺激下, 胶质细胞反应后

S100β蛋白的过度分泌则可取消保护作用, 造成

神经细胞的器质性损伤. 由于肝病患者术前病情

复杂, 多并存不同程度的脑损害病理生理基础, 
而且围术期的病生改变远大于模型动物, 肝移植

中长时间的HPO有可能出现或加重CNS损害, 产
生神经精神症状, 影响预后和转归. 

总之, HPO再灌注后剧烈的病理生理改变刺

激神经胶质细胞的保护反应, S100β蛋白表达显

著升高, 但表达过度可致脑损伤, 这可能是肝移

植病例术后出现神经精神改变的机制之一. 
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■名词解释
S100β蛋白为小分
子量酸性钙结合
蛋白, 血清浓度不
受年龄、溶血、

温度、肝素等的
影响. 正常时不能
通过血脑屏障, 脑
组织损伤后可通
过受损BBB进入
血液, 其浓度变化
可反映神经系统
损伤的程度. 大脑
皮层中S100β蛋白
主要由星型胶质
细胞分泌, 和受体
结合后的糖化作
用终产物是神经
细胞存活所必需
的. 但S100β蛋白
的过度表达却和
多种CNS疾患相
关.


