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[摘要 ]目的:探讨肿瘤坏死因子-α(tumornecrosisfactor-α, TNF-α)在阻塞性黄疸大鼠肝损伤中的作用及抗肿瘤坏死因子-α单

克隆抗体(anti-TNF-αMcAb)的保护作用。方法:将雄性 SD大鼠 24只随机分为胆总管结扎组(BDL)、BDL+anti-TNF-αMcAb

组 、假手术组(SO)。 BDL+anti-TNF-αMcAb组治疗于胆总管结扎后第 3天开始经尾静脉注射 anti-TNF-αMcAb(1 mg/kg),连

用 5天;BDL组和 SO组以同样的方法注射等量的生理盐水。分别检测各组大鼠血清丙氨酸氨基转移酶(ALT)、天冬氨酸氨

基转移酶(AST)和 TNF-α水平 , 并在光镜和电镜下观察各组大鼠肝组织的病理变化。结果:BDL组及 BDL+anti-TNF-αMcAb

治疗组大鼠血清 ALT、AST和 TNF-α水平均高于 SO组(P<0.01), 但 BDL+anti-TNF-αMcAb治疗组增高的程度均低于 BDL

组(P<0.05 ～ P<0.01), 并且肝组织病理改变也较轻。 SO组肝组织无明显病理改变 。结论:TNF-α可能是阻塞性黄疸时肝

损伤的重要介导因子 ,使用抗肿瘤坏死因子-α单克隆抗体 , 可以减轻阻塞性黄疸时肝损伤。
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Experimentalstudyabouttheprotectiveeffectofanti-TNF-αMcAb

onliverofratswithobstructivejaundice
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[ Abstract] Objective:Toinvestigatetheroleoftumornecrosisfactor-α(TNF-α)inliverdamageinratswithobstructivejaundiceand

theprotectiveeffectofanti-TNF-αMcAb.Methods:Twenty-fourmaleSprague-Dawleyratswererandomlydividedintothreegroups:bile

duct-ligation(BDL)group, bileduct-ligation+anti-TNF-αMcAb(BDL+anti-TNF-αMcAb)groupandsham-operation(SO)group.

BDL+anti-TNF-αMcAbgroupwassubjectedtodamagewithintravenousadministrationofanti-TNF-αMcAb(1mg/kg)forfivedays,

startingfromthe3rddayafterbileduct-ligation;BDLgroupandSOgroupwereadministeredwithsalineinthesamemanner.Thelevels

ofserumalanineamiotransferase(ALT), aspartateaminotransferase(AST)andTNF-αweredetectedineachgroup.Thehistopathology

wasobservedbylightandelectronmicroscopyintheliverofratswithobstructivejaundice.Results:ThelevelsofserumALT, ASTand

TNF-αinBDLgroupandBDL+anti-TNF-αMcAbgroupweremarkedlyhigherthanthoseinSOgroup(P<0.01), andthelevelsof

serumALT, ASTandTNF-αinBDL+anti-TNF-αMcAbgroupweremuchlowerthanthoseinBDLgroup(P<0.05 toP<0.01), the

changesofliverhistopathologywereminorinBDL+anti-TNF-αMcAbgroup.SOgrouphadnoapparentchange.Conclusions:TNF-α

maybeoneofthemostimportantmediatorsinlivedamageinducedbyobstructivejaundice, andtheuseofanti-TNF-αMcAbcanrelieve

theliverdamage.
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　　阻塞性黄疸(obstructivejaundice, OJ)是肝胆外

科常见的临床综合征 。阻塞性黄疸存在内毒素血

症 ,其毒性作用主要是通过诱生的细胞因子尤其是

肿瘤坏死因子-α(TNF-α)而发挥的。本文通过结扎

大鼠胆总管制作阻塞性黄疸的动物模型 ,研究大鼠

在急性胆道阻塞时肝脏病理学改变与 TNF-α浓度

之间的关系 ,并观察抗肿瘤坏死因子 -α单克隆抗体

(anti-TNF-αMcAb)对阻塞性黄疸肝损伤的防治

效果 。

1　材料与方法

1.1　实验动物及动物模型的分组　成年雄性 SD

大鼠 24只 ,体重 250 ～ 300 g(由蚌埠医学院实验动

物中心提供)。将 24只 SD大鼠随机均分为胆总管

结扎组(BDL)、BDL+anti-TNF-αMcAb组和假手术

组(SO)3组。
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1.2　动物模型制作　术前不禁食 , 1%硫喷妥钠0.3

ml/100 g腹腔注射麻醉 ,待麻醉满意后 ,在无菌条件

下经正中切口入腹 ,解剖肝十二指肠韧带 ,并游离出

胆总管 ,于十二指肠上缘给予双重结扎 ,制作阻塞性

黄疸动物模型。假手术仅游离胆总管而不结扎之 ,

逐层关腹。术后分笼饲养 ,自由进食水。

1.3　动物给药　制成模型 48 h后 ,每天定时经尾

静脉向 BDL+anti-TNF-αMcAb治疗组大鼠注射

anti-TNF-αMcAb1 mg/kg(购于上海森雄科技实业

有限公司),连续 5天 。向 BDL组 、SO组大鼠以同
样的方法注射等量生理盐水。

1.4　检测指标及方法　第 8天经腹主动脉采血 ,取

肝右叶固定部位肝组织备检。

1.4.1　血清 TNF-α测定　采用双抗体夹心 ABC-

ELISA法 (试剂盒购于上海森雄科技实业有限公

司)。

1.4.2　血清肝功能测定　采用全自动生化分析仪

测定。

1.4.3　肝组织病理学检查　(1)光镜形态学检查:

肝组织标本以 10%甲醛溶液内固定 ,石蜡包埋 ,常

规制片 ,苏木素 -伊红染色 ,在光镜下观察。 (2)电

镜超微结构检查:取 1 mm×1 mm×1 mm肝组织标

本 3 ～ 5块 ,以 2.5%戊二醛和 1%锇酸(四氧化锇)

双重固定 ,环氧树脂包埋 ,铀铅双层染色 ,在电镜下

观察(安徽省立医院病理科提供)。

1.5　统计学方法　采用方差分析和 q检验 。

2　结果

2.1　一般情况　大鼠胆总管双层结扎 24 h后 ,尿

液颜色明显加深 ,约 48 h开始出现鼠尾及耳尖黄

染 。随胆道梗阻时间延长黄染逐渐加重 ,大鼠食欲

精神状态逐渐变差 , anti-TNF-αMcAb治疗组大鼠术

后精神状态及食欲均好于 BDL组大鼠 。 SO组大鼠

无明显上述表现 。

2.2　肝脏及胆管大体病理改变　大鼠胆总管双层

结扎 7天后取标本时发现胆总管近端明显扩张 ,且

张力很高;肝脏肿大并有淤胆表现。

2.3　各组大鼠肝功能和血清 TNF-α的变化　BDL

组及 BDL+anti-TNF-αMcAb治疗组大鼠血清丙氨

酸氨基转移酶(ALT)、天冬氨酸氨基转移酶(AST)

和 TNF-α均明显高于 SO组(P<0.05),但 BDL+

anti-TNF-αMcAb治疗组血清 ALT、AST和 TNF-α均

较 BDL组减少(P<0.05 ～ P<0.01)(见表 1)。

2.4　肝脏病理学检查　(1)光镜检查:BDL组大鼠

肝细胞出现点状坏死 ,部分区域出现灶状坏死 ,少量

纤维组织增生 ,部分肝窦内可见少量胆栓 。 BDL+

anti-TNF-αMcAb治疗组大鼠肝细胞变性 、坏死较

BDL组轻。 SO组大鼠无明显变化。 (2)电镜检查:

BDL组肝细胞胞质颗粒增多 ,线粒体肿胀变性 ,线

粒体嵴变形甚至破坏 ,内质网扩张 , BDL+anti-TNF-

αMcAb治疗组大鼠肝细胞超微结构变化较 BDL组

轻。 SO组大鼠无明显变化。

　表 1　各组大鼠肝功能指标和血清 TNF-α含量的变化

比较(ni=8;x±s)

分组 ALT(u/L) AST(u/L) TNF-α(pg/ml)

SO 48.37±11.07 135.47±26.72 27.14±8.79

BDL 284.52±78.71＊＊ 748.63±114.03＊＊ 69.18±10.67＊＊

BDL+anti-

TNF-McAb
147.75±44.87＊＊## 375.50±134.32＊＊## 40.89±9.60＊##

F 41.12 72.14 38.93

P <0.01 <0.01 <0.01

MS组内 2 777.042 10 586.221 94.424

　　q检验:与 SO组比较＊P<0.05, ＊＊P<0.01;与 BDL组比较

##P<0.01

3　讨论

　　目前研究认为 ,阻塞性黄疸时引起机体并发症

的主要原因是内毒素血症的发生及由其所诱发的细

胞介质 TNF-α浓度升高所造成的损伤有关
[ 1]
。内

毒素血症是造成阻塞性黄疸患者术后并发症和死亡

率高的一个主要原因
[ 2]
,其损伤作用主要是TNF-α

为 “中介”而实现的。本实验发现 BDL组及 BDL+

anti-TNF-αMcAb治疗组大鼠血清 TNF-α明显高于

SO组(P<0.05),说明阻塞性黄疸是引起内毒素血

症和 TNF-α水平升高的重要原因 。

阻塞性黄疸时 ,内毒素血症的发生与许多因素

有关 。如胆道梗阻后 ,胆汁的肠肝循环减少 ,胆汁对

细菌的抑制作用减弱 ,使得肠内细菌过度繁殖 ,内毒

素产生及释放增多;肝脏屏障功能破坏 ,免疫功能发

生变化 ,免疫细胞功能受损 ,不能有效的清除血中的

细菌和内毒素;阻塞性黄疸时出现门体静脉分流 ,部

分被吸收的内毒素避开了库普弗细胞(Kupffercell)

的作用 ,从而发生内毒素血症
[ 3]
。肝脏库普弗细胞

是体内产生 TNF-α的主要部位。内毒素是目前刺

激 TNF-α产生最强的物质之一。阻塞性黄疸时 ,内

毒素刺激肝脏库普弗细胞释放更多的 TNF-α
[ 4]
,肝

细胞受到 TNF-α的攻击 ,导致肝功能障碍的发生。

研究发现 ,给动物注射放射性标记的 TNF-α后 ,分
布于肝内的 TNF-α明显高于其它外周组织 ,说明肝

内具有丰富的 TNF-α受体 ,是 TNF-α的重要靶器

官。

TNF-α是一种促炎性细胞因子 ,具有防御和致
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损伤的双重作用 ,适量分泌时具有抗感染 、杀伤肿瘤

细胞 、免疫调节等作用 ,当分泌过多时 ,则参与机体

的多种病理生理改变 ,甚至造成多器官损伤 。在阻

塞性黄疸内毒素血症时 , TNF-α被认为是机体炎症

反应的启动物质 。 TNF-α损伤机制是复杂的 、多方

面 的:(1)TNF-α能 够 激 活 多 形 粒 细 胞

(polymorphonuclearneutrophil, PMN)使其释放多种

致损伤物质如各种氧化剂 、蛋白水解酶等 ,进入血循

环而造成多器官损害。 (2)TNF-α与相应受体结合

后向细胞内移 ,被靶细胞溶酶体摄取导致溶酶体稳
定性降低 ,各种酶外泄 ,引起细胞溶解 。 (3)TNF-α

作用并损伤血管内皮细胞导致微血栓形成 、微观血

流动力学紊乱和 DIC的发生
[ 5]
。(4)TNF-α能诱导

IL-1、IL-6、IFN-γ、粒 -巨噬细胞集落刺激因子(GM-

CSF)等基因表达 、活化磷脂酶 A2(PLA2),使花生

四烯酸分解 ,产生血小板活化因子 、白三烯 、血栓素

等炎症介质 ,这些炎症介质组成复杂的网络系统 ,加

剧炎症反应 ,造成组织损伤 ,严重者可导致多系统器

官衰竭 。(5)TNF-α能破坏电子转运系统和线粒体

功能产生氧自由基。 (6)TNF-α能诱导 NO的产生 ,

特别是当它们与内毒素共同作用时 , NO生成量最

大
[ 6]
。大量生成的 NO具有直接细胞毒性作用 。

TNF-α是阻塞性黄疸发生肝损伤的重要介导因

子 。TNF-α的生物学活性是通过与 TNF-α受体

(TNF-R)结合而发挥的。抗 TNF-αMcAb能中和循

环中的 TNF-α,阻断 TNF-α的作用 。卞建民等
[ 7]
实

验发现 , TNF-α不但能使肝细胞 DNA复制受阻 ,造

成肝细胞损害 ,并且 TNF-α对肝细胞的致伤作用与

其浓度成正比。在本实验中 , BDL+anti-TNF-

αMcAb治疗组与 BDL组比较 ,循环中 TNF-α明显

下降(P<0.01),肝功能有所好转(P<0.01),肝组

织损伤较轻。这表明 anti-TNF-αMcAb能够降低循

环中的 TNF-α含量 ,可减轻阻塞性黄疸时肝组织的

损伤 ,对肝组织具有一定的保护作用 。为临床防治

阻塞性黄疸引起的多器官功能障碍提供了一种新的

思路和方法。同时我们应该看到 ,阻塞性黄疸时 ,引

起肝功能障碍是多种因素共同作用的综合结果 ,单

一药物治疗不能完全阻止肝功能障碍的发生 ,而只
有在解除胆道梗阻基础上的综合治疗才是最为有效

的方法。
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常用药物标准名称摘编(十九)

宜用 不宜用 宜用 不宜用 宜用 不宜用

洛莫司汀 环己亚硝脲 环磷酰胺 环磷氮芥 阿义马林 缓脉灵

青蒿素 黄蒿素 美芬丁胺 恢压敏 茴香烯 茴香脑

非格司亭 惠尔血 异氟烷 活宁 卡立普多 肌安宁

氯氮卓
艹

甲氨二氮卓
艹 依托咪唑 甲苄咪唑 美普他酚 甲氮卓

艹
酚

碘赛罗宁 甲碘安 甲基多巴 甲多巴 克拉霉素 甲红霉素

索他洛尔 甲磺胺心定 磺胺米隆 甲磺灭脓 头孢曲松 菌必治

可待因 甲基吗啡 卡比马唑 甲亢平 甲氯芬那酸 甲氯灭酸

酮替芬 甲哌噻庚酮 托哌酮 甲哌酮 达卡巴嗪 甲嗪咪唑胺

炔诺孕酮 甲炔诺酮 美喹他嗪 甲噻吩嗪 氮甲 甲酰溶肉瘤素

雷尼替丁 甲硝呋胍 甲硝唑 甲硝基羟乙唑 甲氧明 甲氧胺

[摘自:《国家基本药物(西药)》(1999年版)、《中国药典》(1995年版)和药典委员会《药名词汇》]
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