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■背景资料
脑死亡来源的供
体较活体供体移
植 术 后 并 发 症
多、生 存 率 低 . 
因此 ,  脑死亡被
认为是造成供体
器官损伤的一个
独 立 危 险 因 素 , 
舒芬太尼对缺血
再灌注损伤有很
好 的 保 护 作 用 , 
并且在减轻细胞
凋亡中发挥重要
的作用 ,  本研究
探讨是否在脑死
亡下肝细胞损伤
中起到保护作用. 
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Abstract  
AIM: To investigate the effect of sufentanil 
against liver apoptosis induced by brain death 
in rats. 

METHODS: Eighteen SD rats were randomly 
divided into three groups: a sham operation 
group, a brain death group and a sufentanil group. 
Activation of cytochrome c (Cyt-c) and Caspase3 

was examined by the immunohistochemical 
staining (IHC) and Western blot. Apoptosis 
was assessed by terminal deoxynucleotide 
transferase-mediated dUTP nick-end nick-
end labeling assay (TUNEL). Brain death was 
induced by gradually increasing intracranial 
pressure (ICP). Sufentanil (10 μg/kg) was 
injected 1 h before induction of brain death. 

RESULTS: Liver tissue samples harvested after 
brain death showed increased activation of Cyt-c 
and Caspase3 (P < 0.05). Consistent with this, 
TUNEL analysis confirmed apoptosis in the liver 
following brain death. Sufentanil significantly 
decreases levels of Cyt-c and Caspase3 compared 
to the brain death group (P < 0.05). 

CONCLUSION: Sufentanil preconditioning has 
a protective effect in reducing liver apoptosis 
induced by brain death in rats. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 观察舒芬太尼预处理对脑死亡大鼠导
致的肝细胞凋亡的影响. 

方法:  将18只S D大鼠随机分为假手术组
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(Sham组)、脑死亡组(BD组)、舒芬太尼预
处理组(SUF组). 采用缓慢颅内加压法建立
大鼠脑死亡模型, 诱导脑死亡前1 h皮下给
予舒芬太尼10 μg/kg. 利用免疫组织化学及
Western blot检测细胞色素c(cytochrome c, 
Cyt-c)及Caspase3的表达, 并且利用TUNEL
检测肝细胞的凋亡. 

结果: 通过实验发现: BD组与Sham组相比, 
Cyt-c与Caspase3表达明显增加, 肝细胞凋亡
增加, 差异具有统计学意义(P <0.05); SUF组
与BD组相比, Cyt-c与Caspase3表达明显降
低, 肝细胞凋亡减少(P <0.05). 

结论: 舒芬太尼的预处理能显著减轻脑死亡
大鼠肝细胞的凋亡. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本研究首次发现舒芬太尼预处理能

通过线粒体途径减轻脑死亡状态下的肝细胞

凋亡. 
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0  引言

脑死亡是包括脑干在内的全脑功能不可逆的

丧失[1-4]. 脑死亡供体是器官移植的主要来源. 
实验及临床研究[5-7]表明, 脑死亡来源的供体较

活体供体移植术后并发症多、生存率低. 因此, 
脑死亡被认为是造成供体器官损伤的一个独

立危险因素[8-15]. 脑死亡可以导致血流动力学、

神经内分泌、免疫学及其他方面的改变[16,17]. 肝
细胞的凋亡是造成肝损伤的最基本中心环节. 

舒芬太尼是一种强效类阿片类镇痛药, 具
有起效快, 镇痛效果强及作用时间长, 并且有

较好的血流动力学稳定性. 已经广泛的应用于

临床麻醉及术后、重症监护室的镇痛. 研究[18-21]

表明, 舒芬太尼对缺血再灌注损伤有很好的保

护作用, 并且在减轻细胞凋亡中发挥重要的作

用. 尚未见其对脑死亡状态下肝细胞的凋亡的

报道, 本研究拟观察舒芬太尼预处理对脑死亡

状态下肝细胞凋亡的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 SPF级健康♂SD大鼠18只, 体质量

250-350 g, 购自河南省动物中心. 大鼠随机分

为3组: 假手术组(Sham组): 除不进行脑死亡

的诱导外, 其他操作均同脑死亡组; 脑死亡组

(BD组): 采用传统的渐进性颅内加压法诱导

脑死亡的发生; 舒芬太尼(批号060337, 德国

Impfstoffwerk Dessau-Tornau GmbH公司)预处

理组(SUF组): 诱导脑死亡前1 h皮下给予舒芬

太尼10 μg/kg, 之后同脑死亡组. 一抗细胞色素c
(cytochrome c, Cyt-c)、Caspase3(Cell signaling 
technology公司兔抗单克隆抗体); 二抗(中杉金

桥山羊抗兔lgG-HRP); 一抗(中杉金桥兔抗大

鼠内参β-actin一抗); TUNEL试剂盒(In Situ  cell 
Death Detection Kit, Fluorescein; Roche). 
1.2 方法

1.2.1 脑死亡模型的建立: 术前不禁食水. 称质

量后, 利用3%戊巴比妥钠按照60 mg/kg的体质

量腹腔注射进行麻醉. 麻醉成功后, 于左下肢

股动静脉置管, 分别连接压力传感器和静脉输

液管道. 在颅顶正中做矢状切口, 剥离皮下组

织及颅骨外组织, 在冠状线与矢状线的左前方

钻一直径为2 mm的孔, 将3F的Fogarty导管放

置在硬脑膜外腔. 颅内加压采用缓慢的渐进的

颅内加压法加压, 直至脑死亡的发生. 本实验

的脑死亡判定标准为[22-24]: (1)深昏迷, 排除麻

醉、低体温等可逆性昏迷的原因; (2)脑干发射

消失; (3)脑电图成一平直的直线. 
1.2.2 免疫组织化学检测Cyt-c及Caspase3蛋

白的表达: 所有标本均经中性甲醛固定、常

规脱水、包埋 ,  连续4 μ m切片 ,  作S P染色 . 
3%H2O2-甲醇阻断内源性过氧化物酶, 微波

(750 W, 95 ℃, 5 min×2次)抗原修复, DAB显
色, 苏木素复染. 严格按SP试剂盒的说明进行

染色. 染色判断标准: (1)按细胞显色有无及深

浅计分: 0分为细胞无显色; 1分为浅黄色; 2分
为棕黄色; 3分为棕褐色; (2)按细胞的显色比

例计分: 0分, 显色细胞<10%; 1分, 10%-30%
显色; 2分, 31%-60%显色; 3分, 60%以上显色. 
每例积分 = (1)×(2). 按积分高低分为: 阴性

(-), 计分为0分; 弱阳性(+), 积分1-4分; 强阳性

(++), 积分>4分. 
1.2.3 Western blot检测Cyt-c及Caspase3蛋白的

表达: 取100 mg大鼠肝脏组织及1 mL的RIPA
和10 μL的PMSF放入EP管并置于超声组织破

■相关报道
舒芬太尼对缺血
再灌注损伤有很
好 的 保 护 作 用 , 
并且在减轻细胞
凋亡中发挥重要
的作用 .  尚未见
其对脑死亡状态
下肝细胞的凋亡
的报道.
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碎仪中, 之后按照RIPA裂解液说明书提取组织

蛋白. BCA法测蛋白浓度. 取40 μg的组织总蛋

白, SDS-PAGE凝胶电泳80 V, 待蛋白至分离胶

后100 V. 湿转220 mA, 1.5 h将凝胶上的蛋白转

移至硝酸纤维素膜上. 5%的脱脂奶粉封闭1 h. 
加入1︰1000的1×TBS稀释的一抗Cyt-c及1︰
1000的1×TBS稀释的一抗Caspase3, 4 ℃过夜. 
1×TBST洗膜3次×10 min. 加入1︰3000的1
×TBS稀释的二抗, 室温1 h. 1×TBST洗膜3次
×10 min. 加入1︰1000的1×TBS稀释的一抗, 
4 ℃过夜. 1×TBST洗膜3次×10 min. 加入1︰
3000的1×TBS稀释的二抗, 室温1 h. 1×TBST
洗膜3次×10 min. 待暗室加入ECL发光剂曝

光, 显影. 使用Quantity-one软件计算各个样本

蛋白表达水平. 
1.2.4 TUNEL检测肝细胞的凋亡: 所有标本经

甲醛固定, 常规脱水、包埋, 连续4 μm切片, 经
二甲苯脱蜡, 梯度乙醇水化, 严格按照TUNEL
凋亡试剂盒说明书, 滴加TUNEL反应液, 温箱

孵育, 滴加抗荧光淬灭剂, 进行封片. 
统计学处理 采用SPSS18.0统计软件包进

行统计学处理数据, 蛋白表达量及细胞凋亡率

利用t检验, P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 免疫组织化学及Western blot检测Cyt-c和

Caspase3的表达 通过免疫组织化学检测发

现, 大鼠脑死亡组与假手术组相比, Cy t-c与
Caspase3的蛋白在细胞质中表达增加; 舒芬太

尼预处理组与脑死亡组相比, Cyt-c与Caspase3
的蛋白在细胞质中表达减少(图1). 为进一步验

证这以结果, 我们通过Western blot进行检测

A B

C D

E F

图  1  免疫组织化学检测Cyt-c和Caspase3蛋白的表达(×100). A: 假手术组Cyt-c的表达; B: 脑死亡组Cyt-c的表达; 

C: 舒芬太尼预处理组Cyt-c的表达; D: 假手术组Caspase3的表达; E: 脑死亡组Caspase3的表达; F: 舒芬太尼预处理组

Caspase3的表达. Cyt-c: 细胞色素c. 

■应用要点
在麻醉的过程中
利用舒芬太尼预
处理减轻脑死亡
状态下的肝细胞
凋亡 ,  提高移植
的供体存活率. 
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Cyt-c及Caspase3的蛋白表达, 我们发现, Cyt-c
及Caspase3的蛋白表达同免疫组织化学检测的

结果相似, 大鼠脑死亡后Cyt-c及Caspase3的表

达增加, 舒芬太尼预处理后表达降低, 差异具

有统计学意义(P <0.05)(图2). 
2.2 TUNEL检测大鼠肝细胞的凋亡 大鼠脑死

亡组与假手术组相比, 肝细胞的凋亡率增加, 
差异具有统计学意义(P <0.05); 舒芬太尼预处

理后, 大鼠肝细胞的凋亡率明显降低, 差异具

有统计学意义(P <0.05)(图3). 

3  讨论

细胞凋亡, 又称为程序性细胞死亡, 是基因调

控下的细胞主动性的死亡过程[25-28]. 研究[4,29,30]

表明, 凋亡在脑死亡状态下的肝损伤中占据重

要的部分. 各种刺激信号如氧自由基、钙超

载、内质网通路等信号通路传至细胞内, 由
Cyt-c及Caspase等参与调控执行. 因而, 了解细

胞凋亡的机制, 采取相应的措施, 对于减轻脑

死亡状态下的肝细胞凋亡具有重要的意义. 
围手术期的肝脏保护是临床麻醉研究的
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图  2  Western blot检测Cyt-c和Caspase3蛋白的表达. A: 

Cyt-c在假手术组、脑死亡组及舒芬太尼预处理组的表

达; B: Cyt-c在假手术组、脑死亡组及舒芬太尼预处理组

相对表达; C: Caspase3在假手术组、脑死亡组及舒芬太尼

预处理组的表达; D: Caspase3在假手术组、脑死亡组及舒

芬太尼预处理组的相对表达. aP<0.05 vs  BD. Sham: 假手术

组; BD: 脑死亡组; SUF: 舒芬太尼预处理组; Cyt-c: 细胞

色素c. 

a

A

B

C

图  3  TUNEL检测大鼠肝脏中的细胞凋亡. A: 假手术组的

肝细胞凋亡(×100); B: 脑死亡组的肝细胞凋亡(×100); C: 舒

芬太尼预处理组的肝细胞凋亡(×100); D: 假手术组、脑死

亡组及舒芬太尼预处理组的肝细胞凋亡率. aP<0.05 vs  BD. 

Sham: 假手术组; BD: 脑死亡组; SUF: 舒芬太尼预处理组. 
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焦点之一, 尤其临床麻醉药物的使用对肝脏是

否有保护作用是人们关注的重点. 舒芬太尼是

临床常用的静脉镇痛药物, 具有良好的镇痛效

果. 本研究旨在观察舒芬太尼对脑死亡状态下

肝损伤有无保护作用. 
本研究通过免疫组织化学研究发现, 大

鼠脑死亡后肝脏中Cyt-c及Caspase3的表达增

加, 并且在细胞质中呈棕黄色颗粒, 为胞质表

达, 舒芬太尼预处理后, 细胞质中的Cyt-c及
Caspase3的表达明显减轻. 为进一步验证其

结果, 我们通过Western blot检测发现, 脑死亡

组与假手术组相比, Cyt-c及Caspase3表达增

加, 差异具有统计学意义; 在舒芬太尼预处理

后, 凋亡相关蛋白明显降低. 另外, 我们通过

TUNEL检测肝细胞的凋亡情况发现: 大鼠脑

死亡后肝细胞凋亡率明显增加, 在舒芬太尼预

处理后, 肝细胞的凋亡率明显下降, 差异具有

统计学意义. 
总之, 舒芬太尼的预处理可以减轻脑死亡

状态下肝细胞的凋亡, 其可能的机制是通过减

轻线粒体凋亡途径来实现的.  
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