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文章亮点： 

1心脏死亡后捐献器官作为主要的器官来源，如何才能很好的把握控制供体器官的功能活性，使移植物达到

最佳功能状态是目前重点关注的方向。 

2实验的特点在于采用了透射电镜观察心脏死亡供体肝脏线粒体形态学变化。采用了细胞色素 C氧化酶表示

心脏死亡供体肝脏线粒体功能，定性表示肝脏功能，从而从形态学和功能学两方面说明热缺血损伤对心脏死

亡供体线粒体的影响。 
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摘要 

背景：如何才能很好的把握控制心脏死亡后捐献器官的功能活性，使移植物达到最佳功能状态是器官移植领

域研究的重点方向之一。 

目的：初步探讨热缺血损伤对大鼠心脏死亡供肝功能的影响。 

方法：建立 SD大鼠心脏死亡动物模型，将大鼠随机分为 6组，分别为对照组(热缺血 0 min组)，热缺血 10 min

组，热缺血 20 min组，热缺血 30 min组，热缺血 40 min组和热缺血 50 min组。取各组大鼠肝脏标本制备

超薄切片，透射电镜观察肝细胞结构改变并行 Flameng评分。提取肝脏线粒体，用分光光度法测定细胞色素

C氧化酶的活性。 

结果与结论：透射电镜下见热缺血 30 min内肝细胞无明显改变，核膜尚完整，线粒体轻度肿胀，线粒体嵴未

发生断裂，Flameng评分在 2分以下。随着热缺血时间的延长，细胞核固缩，部分肝细胞自溶，可见凋亡小

体，线粒体基质凝固，线粒体逐渐呈空泡状，Flameng评分 3至 4分。线粒体细胞色素 C氧化酶活性在热缺

血 30 min内无明显改变，热缺血 40 min组和热缺血 50 min组发生明显降低。从线粒体形态和细胞色素 C氧

化酶活性两方面来看，热缺血时间在 30 min内对肝脏功能影响较小，热缺血时间在 40 min以上时肝脏呈不

可逆性损伤。 
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Impact of warm ischemia injury on mitochondrial morphology and function of rat donor 

liver after cardiac death    
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Abstract 

BACKGROUND: How to control functional activity of donor liver after cardiac death and maintain the optimal 

function of grafts are the key issues in organ transplantation study. 

OBJECTIVE: To preliminarily explore the effect of warm ischemia injury on the morphology and function of rat 

donor liver after cardiac death. 

METHODS: Cardiac death model was established in Sprague-Dawley rats and the successful models were 

divided into six groups: control group (warm ischemia for 0 minute), warm ischemia 10 group (warm ischemia for 

10 minutes), warm ischemia 20 group (warm ischemia for 20 minutes), warm ischemia 30 group (warm ischemia 

for 30 minutes), warm ischemia 40 group (warm ischemia for 40 minutes) and warm ischemia 50 group (warm 

ischemia for 50 minutes). The rat liver specimens in each group were cut into ultrathin sections. The structure of 

liver cells was observed and photographed by electron microscopy. Flameng score was applied to analyze the 

degree of mitochondrial damage. Liver mitochondria were extracted and then spectrophotometry was used to 

assess the viability of cytochrome C oxidase.  



 

刘树荣，等. 热缺血损伤对大鼠心脏死亡供肝线粒体形态和功能的影响 

P.O. Box 10002, Shenyang   110180   www.CRTER.org 682 

www.CRTER.org 

RESULTS AND CONCLUSION: Under electron microscopy, there were no significant changes in liver cells within 30 

minutes of warm ischemia, nuclear membrane was intact, mitochondria mildly swelled, no mitochondrial crista ruptured, and 

Flameng score was < 2 points. With the extension of warm ischemia time, the cells became swelling, nuclear chromatin 

condensated, apoptotic body was clearly visible, mitochondrial matrix coagulated, mitochondria exhibited vacuolation, and 

Flameng score was 3-4 points. The viability of cytochrome C oxidase showed no significant difference within 30 minutes of 

warm ischemia, but began to significantly decrease at 40 and 50 minutes. The mitochondrial structure and function after liver 

injury is not obviously affected by 30 minutes of warm ischemia, and significant changes appear after 40 minutes. 

 

Subject headings: tissue donors; warm ischemia; rats, Sprague-Dawley; hepatocytes; mitochondria; electron transport 

complex IV; microscopy, electron, transmission 
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0  引言  Introduction 

肝移植目前已被公认为是治疗终末期肝病和急性肝功

能衰竭惟一有效的方法。结合中国国情，心脏死亡后器官

捐献(donation after cardiac death，DCD)是解决器官来源

问题的科学决策
[1-4]
。用于移植的心脏死亡供者不断增多

[5]
，

然而在器官获取过程中缺少可以评估供移植肝脏活力的定

量指标
[6-8]
。目前，临床医生主要通过观察器官质地和灌注

效果等形态学指标来判断供肝是否适合移植，这种方法具

有很大的不确定性
[9]
。据统计，约有40%的器官由于不能

确定其活力是否良好而被舍弃
[10]
。线粒体作为细胞器，是

真核细胞活动的主要供能单位，线粒体很容易因为缺血缺氧

而导致功能下降，引起细胞能量代谢下降，最终导致细胞及

器官失功，活性下降甚至丧失，导致移植失败，因此线粒体

的功能直接影响移植器官的活性
[11-13]
。实验建立大鼠DCD

模型，通过观察不同热缺血时间下肝脏线粒体形态及细胞色

素C氧化酶活性变化，探讨热缺血损伤对DCD供肝肝功能的

影响，为定性评估DCD供肝活性提供理论支持。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

设计：随机对照动物实验。 

时间及地点：实验于2010年7月至2011年3月在中国医

科大学普通外科实验室完成。 

材料： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验动物：雄性SD大鼠60只，4周龄，体质量250-300 g，

购于中国医科大学动物实验中心。 

实验方法： 

热缺血模型的建立和分组：动物术前禁食12 h，自由

进水，大鼠称质量后以10%水合氯醛(3 mL/kg)腹腔注射麻

醉，取仰卧位，腹部横切口进腹，经阴茎背静脉注入肝素

20 IU，剪断镰状韧带及左右三角韧带，游离门静脉及肝固

有动脉，剪开膈肌，阻断胸主动脉，制成大鼠DCD模型。

随机将大鼠分为6组，分别为对照组(热缺血0 min组)、热

缺血10 min组、热缺血20 min组、热缺血30 min组、热缺

血40 min组和热缺血50 min组，每组10只。达到热缺血时

间后，经门静脉灌注 0-4 ℃乳酸钠林格氏液冲洗肝脏残留

血液。对照组夹闭胸主动脉后立即松开，其余操作与实验

组相同。所有实验均在相关动物保护条例下进行。 

检测样本的获得：各组大鼠均在肝右叶同一部位取材

进行下一步检测。 

透射电镜观察肝脏线粒体并行Flameng评分：于肝右

叶近肝右静脉处剪取一小块肝组织1 mm
3
，立即投入预冷

的4%戊二醛固定，经0.1 mol/L PBS漂洗3次，1%饿酸固

定3 h后，同样方法漂洗3次，以上实验在4 ℃下操作。用

不同浓度的乙醇梯度脱水，再用不同浓度的丙酮逐级脱水，

环氧树脂EPson包埋加温聚合，定位修块，LKB-v型超薄

切片机切片，经醋酸铀-硝酸铅双重染色，应用透射电镜观

察细胞超微结构的变化。相同放大倍数下随机选择5个视野

照相，每个视野中随机选取约10个线粒体进行分析。按照

线粒体的受损程度，逐个线粒体进行0-4级记分，最后计算

样本的平均得分，即得到该样本的Flameng评分
[14]
。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Flameng 分级方法评分标准： 

分级 线粒体形态 

0级(0分) 线粒体结构正常，充满颗粒 

Ⅰ级(1分) 结构基本正常，基质颗粒丢失(轻度肿胀，基质密度减少，嵴分离)

Ⅱ级(2分) 线粒体肿胀(基质密度严重减小，嵴分离)；基质透明，嵴未断裂

Ⅲ级(3分) 线粒体嵴断裂，基质凝固(严重肿胀) 

Ⅳ级(4分) 内外膜完整性消失，呈空泡状(严重肿胀伴嵴断裂，内外膜破裂)

实验所用试剂和仪器： 

试剂和仪器 来源 

氧化型细胞色素 C氧化酶试剂盒， 

肝脏线粒体提取试剂盒 

沈阳海灵兴业贸易有限公司 

UV2550紫外分光光度计 日本岛津公司 

透射电镜 JEM-2100F，日本 

图像采集与分析系统 Q550cw，德国 

X-22R型冷冻离心机 Beckman公司 

微量电子天平 AE100，上海 

微量加样机 0-1 000 µL Eppendorf，德国 

光学显微镜 Olympus，日本 
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肝脏线粒体的提取： 

线粒体的提取：①样本处理：称取100-200 mg新鲜肝

组织，PBS冲洗，洗净血水，滤纸吸干，用剪刀剪成碎块

放入小容量玻璃匀浆器内。加入1.5 mL冷的Lysis Buffer1，  

0 ℃冰浴上下研磨组织20次。②将组织匀浆物转移到离心

管，4 ℃，800×g离心5 min。细胞核、大的膜碎片、未裂

解细胞等在管底。③在另一个新的预冷的离心管中预先加

入0.5 mL Medium Buffer，将匀浆后的上清液0.5 mL 

(Medium Buffer∶上清液体积=1∶1)沿管壁小心地加入该

离心管中，覆盖于Medium Buffer的上层。 4④  ℃，15 000×g 

离心10 min。离心后的上清含胞浆成分，将上清转移到新

离心管，线粒体沉淀在管底。⑤在线粒体沉淀中加入0.2 mL 

Wash Buffer重悬线粒体沉淀，4 ℃，15 000×g离心10 min，

弃上清。 

蛋白的提取：①在每1 mL冷Lysis Buffer2加入5 µL磷

酸酶抑制剂，1 µL蛋白酶抑制剂和5 µL 100 mmol/L 

PMSF，混匀。冰上保存数分钟待用。②每20 µL线粒体压

积中，加入200 µL上述配制好的冷Lysis Buffer2。③置于  

4 ℃摇床平台上，温和振荡15 min。 14 000 r/min④ ，4 ℃

离心15 min，取上清为全蛋白提取物，用缓冲液调整制备

的大鼠肝线粒体浓度，含线粒体蛋白0.5 g/L。用考马氏亮

蓝法测定线粒体蛋白浓度。 

线粒体细胞色素C氧化酶活性测定：使用分光光度计

法
[15]
，具体过程为组织匀浆，离心，取上清，在沉淀中加

入Wash Buffer重悬线粒体沉淀，离心，弃上清；加入磷酸

酶抑制剂和蛋白酶抑制剂混合物，加入冷Lysis Buffer2；

离心，取上清，用考马氏亮蓝法测定线粒体蛋白浓度。离

心收集的线粒体蛋白，反复冻融3次，使之成为线粒体膜片

段以进行细胞色素C氧化酶活性测定。启动反应后，用分

光光度计测定1 min内550 nm处还原型细胞色素C吸光度

值，即细胞色素C氧化酶的活性。 

主要观察指标：①肝组织透射电镜下的结构改变及

Flameng评分。②不同热缺血条件下大鼠肝细胞线粒体细

胞色素C氧化酶活性。 

统计学分析：用 SPSS 17.0软件包，所有数据以x
_

±s 

表 示 ， 组 间 比 较 单 因 素 方 差 分 析 (ANOVA) 采 用

Games-Howell(A)检验。以P < 0.05为差异有显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  实验动物数量分析  共60只SD大鼠参加实验，全部

进入结果分析，中途无脱落。 

2.2  肝组织透射电镜下的结构改变  透射电镜下可见：对

照组细胞核圆形，居中，核膜清晰，核仁可见。线粒体结

构正常，充满颗粒(图1A)。以后随着热缺血时间的延长，

可见肝细胞胞质稀疏，核膜多凹陷，核质边聚，线粒体肿

胀，基质颗粒丢失(图1B，C)；热缺血30 min组可见核膜

不完整，染色质浓缩，线粒体肿胀，基质透明，嵴未断裂(图

1D)；热缺血40 min组可见肝细胞核形状不规则，部分细胞

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1 透射电镜下观察肝组织的结构改变(×12 000) 

Figure 1  Structural changes of liver tissues under transmission electron microscopy (×12 000) 

图注：图中 A为对照组：细胞核圆形，居中，核膜清晰，核仁可见。线粒体结构正常，充满颗粒；B为热缺血 10 min组：肝细胞胞质稀疏，

核膜多凹陷，核质边聚，线粒体肿胀，基质颗粒丢失；C为热缺血 20 min组：肝细胞胞质稀疏，线粒体肿胀，基质颗粒丢失，嵴未断裂；D为

热缺血 30 min组：核膜不完整，染色质浓缩，线粒体肿胀，基质透明；E为热缺血 40 min组：肝细胞核形状不规则，部分细胞核固缩、凹陷，

成异形核，线粒体基质凝固，线粒体嵴断裂；F为热缺血 50 min组：可见细胞核染色质凝块状，肝细胞内可见凋亡小体，线粒体内外膜消失，

呈空泡状。 

 

A B C

D E F
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核固缩、凹陷，成异形核，线粒体基质凝固，线粒体嵴断裂

(图1E)；热缺血50 min组可见细胞核染色质凝块状，肝细胞

内可见凋亡小体，线粒体内外膜消失，呈空泡状(图1F)。 

2.3  Flameng评分  从Flameng评分可知热缺血30 min

内，大部分线粒体评分在2分以内，线粒体损伤程度较小。

热缺血40 min组、50 min组评分分别达到3分和4分，损伤

较大，呈不可逆损伤，单因素方差分析可知热缺血40 min

组、热缺血50 min组与其他组相比，差异有显著性意义(P < 

0.05，表1)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  肝组织线粒体细胞色素C氧化酶活性变化情况  随着

热缺血时间的增加，细胞色素C氧化酶的活性下降，单因

素方差分析可见细胞色素C氧化酶活性在对照组、热缺血

10-30 min组均无明显改变，热缺血40 min、50 min组活性

下降显著，差异有显著性意义(P < 0.05，表1)。 

 

3  讨论  Discussion 

全球首例肝移植成功施行以来，肝移植手术成为目前

终末期肝病的有效治疗手段
[16-17]
。在过去的10年中，等待

移植的患者数量稳步增长，而用于移植的器官数量却没有

得到相应增加
[18-20]
。由于供者的短缺，限制了器官移植手

术的大量开展，同时也使相当一部分患者由于无法及时施

救而在等待移植期间死亡
[21-22]
。成熟的肝移植技术背后日

益凸显出供肝的巨大短缺
[23]
，活体肝移植、劈离式肝移植

及辅助肝移植等随之应运而生
[24-25]
。尽管肝移植初期的供

肝均来自于DCD，但鉴于DCD经历了较长的热缺血时间，

可能对供肝本身及肝移植受者近远期存活率造成不可忽视

的影响
[26]
，自1968年脑死亡概念引入后，DCD的应用逐渐

减少，并被脑死亡器官捐献(donation after brain death，

DBD)所取代
[27]
。国内目前尚未为脑死亡立法，DBD面临诸

多法律难题，故DCD仍是中国主要的供移植器官来源
[28]
。

美国2012年OPTN/UNOS的年度报告指出，2011年DCD供

者占尸体移植的13%(1 053例)，是2000年的9倍(117例，

1.95%)
[29]
。实际上，DCD供者已经成为各国重要的供器官

来源。2010年3月，中华人民共和国卫生部与中国红十字

总会共同启动了人体器官捐献试点工作，截至2012年11月

15日，全国共完成器官捐献482例，共捐献大器官1 300个。

两年多来，DCD的数量稳定增长，临床实践证明心脏死亡

器官捐献是符合中国国情的，是切实可行的
[1，30-31]

。 

由于心脏死亡的供器官要经历热缺血、冷灌注及缺血

再灌注损伤
[32]
，DCD供肝在肝移植后，出现移植肝原发性

无功能
[33]
、肝动脉血栓形成、早期胆汁淤积、缺血性胆管

狭窄和排斥反应等的概率远远大于脑死亡供肝
[34-39]
。目前，

在器官保存和获取过程中尚无可以有效评估移植物活力的

标记物
[40-41]
，用来预测术后移植物功能，临床医生判断移

植物是否适合移植主要通过观察器官质地与灌注时的效果

来评估，在移植物表面出现斑点或灌注不均匀时，则通常

舍弃不用
[42]
。对于DCD器官移植来说，由于移植物术后发

生功能障碍和原发性无功能的风险较大，更应准确评估，

在保证移植效果的前提下提高器官利用率
[43]
。DCD作为主

要的器官来源，如何才能很好的把握控制供者器官的功能

活性，使移植物达到最佳功能状态是器官移植目前研究的

重点方向之一
[44]
，用于评估DCD器官功能的定性指标，对

于判断DCD器官的可利用性非常重要
[45-46]
。 

电子显微镜是观察线粒体膜电位，ATP生成以及微环

境改变的良好技术
[47-48]
。本研究显示，随着热缺血时间延

长，肝细胞核肿胀程度加重，核膜破裂逐渐加重，线粒体

逐渐肿胀。热缺血30 min内核膜比较完整，无细胞自溶，

线粒体基质透明，线粒体嵴未断裂，大部分线粒体Flameng

评分为2分，细胞是处于可复性阶段。热缺血40 min组部分

肝细胞发生不可逆变化，如染色质边集、核碎裂和核溶解，

部分肝细胞发生凋亡，线粒体肿胀程度加重，线粒体基质凝

固，嵴断裂，大部分线粒体Flameng评分为3分。热缺血50 min

时，肝细胞染色体边集，出现凋亡小体，线粒体内外膜消失，

呈空泡状，大部分线粒体Flameng评分为4分。从肝脏线粒

体形态可见，30 min以上的热缺血损伤对供肝影响较大。细

胞色素C氧化酶是线粒体内的关键酶
[49-50]
，是细胞活力状态

和损伤程度的指示剂
[51-52]
。本研究显示，随着热缺血时间延

长，细胞色素C氧化酶活性下降，在30 min热缺血时间内，

细胞色素C氧化酶活性差异无显著性意义，30 min以后细胞

色素C氧化酶活性明显下降，与对照组相比，差异有显著性

意义。因此，从线粒体功能来看，30 min以内热缺血损伤对

大鼠心脏死亡供肝功能影响较小。 

研究表明，细胞色素C从线粒体释放至细胞质是引发

凋亡的重要途径
[53-55]
。细胞色素氧化酶除了与肝脏能量代

谢有关外，还通过凋亡途径影响肝脏活性
[56-57]
。本研究表

明，热缺血损伤可以改变线粒体外膜通透性，使线粒体肿

胀，促进凋亡小体形成，加重肝脏细胞凋亡。研究表明，热

缺血短时间内胞质细胞色素C水平的升高，早于DNA片段化

表 1  不同热缺血条件下大鼠肝细胞线粒体形态计量分析及肝细胞线

粒体细胞色素 C氧化酶活性 

Table 1  Morphometric analysis of mitochondria and the viability of 

cytochrome C oxidase in liver tissues undergoing different warm 

ischemia time                                          (x
_

±s)

表注：①热缺血 30 min 内，大部分线粒体评分在 2 分以内，线粒体损伤程度

较小。热缺血 40 min 组、50 min 组评分分别达到 3 分和 4 分，损伤较大，呈

不可逆损伤。②细胞色素 C 氧化酶活性在对照组、热缺血 10-30 min 组均无明

显改变，热缺血 40 min、热缺血 50 min 组细胞色素 C 氧化酶活性下降显著。

热缺血 40 min 组、热缺血 50 min 组与其他组相比，
a
P < 0.05；热缺血 40 min

组、热缺血 50 min 组与对照组相比，
b
P < 0.05。 

组别  n Flameng 评分 细胞色素 C 氧化酶活性(A) 

对照组 10 0.158±0.043 5.52±0.075 

热缺血 10 min 组   10 0.237±0.042 5.51±0.075 

热缺血 20 min 组 10 1.167±0.217 5.40±0.089 

热缺血 30 min 组 10 2.150±0.274 5.33±0.216 

热缺血 40 min 组   10 3.383±0.366
a
 4.18±0.232

b
 

热缺血 50 min 组    10 4.033±0.234
a
 4.62±0.194

b
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的达峰时间
[58-60]
。因此，细胞色素C从线粒体至胞质的移位

是与暂时性缺血细胞凋亡的引发相对应的
[61-62]
。在局部缺血

啮齿类动物中检测细胞色素C氧化酶与细胞凋亡的生化及

形态特征如胞质皱缩，染色质固缩和DNA片段化相关
[63]
。 

DCD肝移植热缺血再灌注损伤是一个连续发展的病

理生理过程
[64-67]
，单纯热缺血损伤是这一过程的基础和始

动环节，冷保存期间
[68-69]
、手术缺血期及再灌注过程还会

进一步损伤供肝活性
[70-73]
。能够显示供肝在冷保存期间及

再灌注过程中功能损伤程度的活性指标，以及这些指标综

合利用来更好地反映DCD供肝质量等问题仍需要进一步

研究
[74-76]
。 
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