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摘要 目的：探讨 TNF-琢在大鼠肝肺综合征形成中的作用与机制。方法：采取胆总管结扎方法建立肝肺综合征模型，随机将 45只

大鼠分为对照组（非手术组）、模型组（胆总管结扎组）和实验组（胆总管结扎 +抗 TNF-琢单克隆抗体组），每组 15只，实验组于术

后 3周、4周、5周、6周分别给予腹腔注射抗 TNF-琢单克隆抗体；术后 4周、5周、6周、7周每组每周分别处死 3只大鼠，血气分析

计算肺泡 -动脉氧分压梯度差，测定肝纤维化指标、血浆内毒素、NO和 TNF-琢浓度，并进行病理组织学观察。结果：胆总管结扎术
后一般 4周形成肝硬化，6周形成肝肺综合征模型；实验组与模型组术后 4周、5周、6周、7周肝纤维化指标 HA、LN、PCⅢ、Ⅳ-C

明显升高，P=0.023 (<0.05)；与模型组相比，实验组肝纤维化程度明显减轻，而对照组肝脏病理无纤维化；实验组与模型组大鼠术
后 4-7周内毒素、NO及 TNF-琢逐渐增加，呈上升趋势，与对照组相比 P=0.026（<0.05），差异有统计学意义。结论：TNF-琢在肝肺综
合征发生发展中起到重要作用，抗 TNF-琢单克隆抗体可治疗肝肺综合征。
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TNF-琢 in the Pathogenesis of Hepatopulmonary Syndrome in Rats*

To explore the role and mechanism of TNF-琢 in the formation of hepatopulmonary syndrome in rats.
The model of hepatopulmonary syndrome was established by ligation of common bile duct. 45 rats were randomly divided into control

group (non operation group, n=15), model group (operation group, n=15) and experimental group (operation + anti TNF-琢 monoclonal

antibody group, n=15). 15 rats in experimental group were given intraperitoneal injection of anti TNF-琢 monoclonal antibody on the 3rd,

4th, 5th and 6th weeks after operation. Three rats in each group were killed on the 4th, 5th, 6th and 7th weeks after operation. The alveo-

lar arterial oxygen pressure difference was calculated by blood gas analysis. The hepatic fibrosis indexes, level of plasma endotoxin, NO

and TNF-琢 were detected. And histopathological observation was performed. Cirrhosis was developed on the 4th week after op-

eration of common bile duct ligation. The model of hepatopulmonary syndrome was established on the 6th week after operation. The hep-

atic fibrosis indexes(HA/ LN/ PCIII/ IV-C) increased significantly on the 4th, 5th, 6th and 7th weeks after operation in model and experi-

mental group (P=0.023(<0.05)). Compared with model group, the degree of hepatic fibrosis decreased in experimental group. There was
no fibrosis in control group. Compared with control group, the level of endotoxin, NO and TNF-琢 were increased significantly from the

4th to 7th weeks after operation in model and experimental group (P=0.026(<0.05)). TNF-琢 played an important role in the

development of hepatopulmonary syndrome. Anti TNF-琢 monoclonal antibody can be used to treat hepatopulmonary syndrome.
Hepatopulmonary syndrome; Endotoxin; Tumor necrosis factor 琢; Anti TNF-琢 monoclonal antibody
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前言

肝肺综合征（hepatopulmonmy syndrome, HPS）是慢性肝病

基础上产生的以肺微血管扩张及低氧血症为主要特征的一种

疾病[1]，为终末期肝病的最严重并发症之一，发病机制不清，病

死率高，治疗效果差。目前对其研究主要集中在血管活性物质

方面。其中一氧化氮（Nitric Oxide, NO）、一氧化碳（Carbon

monoxide, CO）、内皮素 1（Endothelin, ET-1）、白细胞介素 6（in-
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terleukin, IL-6）等研究较多。HPS发病机制复杂，肠源性内毒素

血症(intestinal endotoxemia, IETM)是其另一重要发病机制，它

是多种炎症因子产生的重要启动因素，它可诱导 NO、CO等多

种血管活性物质产生及释放，从而引起肺微血管扩张、低氧血

症和 HPS的发生 [2]。研究表明，HPS时血浆肿瘤坏死因子 琢
（Tumor necrosis factors, TNF-琢）明显升高，是发病机制中的重
要炎症因子之一，抗 TNF-琢单克隆抗体治疗有效[3]。本实验将

通过胆总管结扎方法建立大鼠 HPS模型，并深入探讨 TNF-琢
在大鼠 HPS形成中的作用与机制。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 购自青岛派特福德白鼠养殖专业合作社的

Wistar大鼠 45只，体重在 180- 250 g之间，适宜温度环境下饲

养。(实验动物生产许可证编号：SCXK（鲁）20130001；实验动物

使用许可证编号：SYXK(黑)2011007)。

1.1.2 主要试剂 美国 RADISM ETER 公司生产的 ABL700

血气分析仪；上海研卉生物科技有限公司的 NO 试剂盒；

TNF-琢放射免疫试剂盒和肝纤维化指标的 ELISA检测试剂盒

均购自武汉博士德生物科技有限公司；内毒素检测试剂盒购自

湛江博康海洋生物有限公司等。

1.2 实验方法

1.2.1 实验动物分组及干预因素 随机将 45只大鼠分为对照

组（非手术组）、模型组（胆总管结扎组）和实验组（胆总管结扎

+抗 TNF-琢单克隆抗体组，0. 1 mg/kg·2 d），模型组和实验组采
用胆总管结扎方法建立大鼠肝肺综合征模型，而对照组仅开腹

并分离胆总管。实验组于术后 3周、4周、5周、6周分别给予腹

腔注射抗 TNF-琢单克隆抗体。
1.2.2 动物模型建立 根据经典胆总管结扎手术方法建立

HPS动物模型 [4]：4%水合氯醛 1 mL/100 g腹腔内注射麻醉，腹

部消毒后将大鼠固定操作台，沿腹白线开腹，寻找十二指肠降

段，找到并分离胆总管，用 4-0线在胆总管末端双线扎后关腹。

术后分笼饲养，注意保暖，观察大鼠毛发色泽光泽、排尿颜色、

精神状态等，并用血气分析、NO浓度测定和病理组织学验证模

型建立是否成功。

1.2.3 动脉血气分析及血浆相关指标检测 术后 4周、5周、6

周、7周实验组、模型组及对照组每周分别处死 3只大鼠，左心

室采血 3-4 mL行血气分析并计算肺泡 -动脉氧分压梯度差（P

（A-a）O2）；ELISA 方法测定血清肝纤维化指标透明质酸

（hyaluronic acid，HA）、层粘连蛋白（laminin，LN）、III型前胶原

肽（procollagenⅢ N-terminal peptide，PCⅢ）、IV型胶原（colla-

gen typeⅣ，Ⅳ-C）的含量；凝集反应法（鲎试剂）检测血浆内毒

素水平；硝酸还原酶法测定血清 NO含量；通过放射免疫试剂

盒检测 TNF-a水平；肝肺组织 10%甲醛固定、蜡块包埋并切

片，H-E染色行病理组织学检查。

1.3 统计学处理

应用 SPSS 26统计软件处理，所有计数资料数据均用平均

值 ± 标准差的方式表达。组间差异使用 t检验或者卡方检验的

判断。P值小于 0.05被判断为组间存在显著性差异。

2 结果

2.1 肝肺综合征模型建立

术后观察实验组和模型组大鼠行动迟缓，毛发色黄干枯，

尿色变黄，体重下降，部分大鼠逐渐出现腹腔积液；术后 4周开

始处死大鼠并解剖观察，肝脏质地变硬、凹凸不平、结节外观，

病理见炎症细胞浸润、假小叶形成；手术 6周后大鼠肺脏组织

可见肺血管扩张，部分肺微血管内可见巨噬细胞。实验组炎症

及肝纤维化程度较模型组轻。见图 1。

图 1 大鼠肝肺综合征模型建立

A胆总管扩张；B肝脏纤维条索形成、质地变硬、小结节样改变；C病理示肝组织内炎症细胞浸润，纤维条索和假小叶形成（H-E 400×）；D病理示

肺微血管扩张（H-E 400×）。

Fig.1 Establishment of hepatopulmonary syndrome model in rats

A Choledochectasis; B Formation of hepatic fiber bands, hardening of texture and small nodular changes; C Pathological findings showed infiltration of

inflammatory cells and formation of fibrous cords and pseudolobules

in liver tissue(H-E 400× ); DPathological findings of pulmonary microvascular dilatation(H-E 400× ).

2.2 动脉血气分析及肝纤维化指标检测

术后 4周检测实验组 P（A-a）O2较模型组下降，至 5、6、7

周呈逐渐下降趋势，P<0.05，差异有显著性意义，但实验组仍明
显高于对照组，见表 1。实验组与模型组术后 4周、5周、6周、7

周分别检测肝纤维化指标 HA、LN、PCⅢ、Ⅳ-C，结果显示，4周

后各项指标明显升高，但在不同时间段实验组较模型组纤维化

程度轻，P<0.05，二者有显著性差异；而对照组肝脏病理无纤维

化，无需测量肝纤维化指标，见表 2。

2.3 内毒素、NO及 TNF-琢检测及分析
实验组与模型组大鼠术后 4-7周内毒素、NO及 TNF-琢逐

渐增加，呈上升趋势，与对照组相比 P<0.05，差异有统计学意
义；但实验组应用抗 TNF-琢单克隆抗体后上升趋势较模型组
缓慢，二者之间做统计分析，P<0.05，见表 3。
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Note: *P=0.018 (<0.05).

Note: * Experimental Group VS Model Group P=0.042 (<0.05); Experimental Group VS Control Group P=0.026 (<0.05).

Note: * Experimental Group VS Model Group P=0.023 (<0.05); Experimental Group VS Control Group P=0.036 (<0.05).

3 讨论

终末期肝硬化患者常合并 HPS发生，其患病率为 4-47%[5]，

两年半的病死率可达 41%[6]。HPS发病机制尚不完全清楚，对

其预防和治疗并未取得实质性突破。目前研究成果认为，HPS

主要表现为低氧血症，而低氧血症的基础为肺血管扩张。HPS

时常合并肠源性内毒素血症，并可诱导多种血管活性物质产

生，如 NO、CO、TNF-琢、ET-1、雌激素等[7,8]，它们参与到肺微血

管内皮细胞的增殖及微血管扩张中[9]，缩血管物质和扩血管物

质失衡时，扩血管作用增强后引起肺微血管扩张，从而导致

HPS发生，而且通过对血管活性物质的抑制可减轻肝肺综合征

的症状。其中 TNF-琢在 HPS形成和发展中作用显著，本实验将

进行深入研究。

目前对于肝硬化动物模型的建立包括四氯化碳、二乙基亚

硝胺等化学毒物[10]、化学致癌物、血吸虫、手术等，还有报道将

不同浓度四氯化碳注射联合饮用乙醇诱导大鼠肝肺综合征模

型建立，可显著提高肝硬化模型造模成功率[11]，但真正能诱导

形成 HPS的只有胆总管结扎术式[12]。该手术动物模型自 1872

年首次应用以来，一直被推举为研究进行性肝损伤的经典模

型。我们通过胆总管结扎方法成功建立了大鼠 HPS模型，该造

模技术成功率高，具有简单、快速、有效等优点[13]，被广泛应用

于肝硬化及 HPS的实验研究 [4]。本研究认为 4周可形成肝硬

化，6-8周可形成 HPS，造模成功表现为大鼠行动迟缓，毛发尿

色变黄、部分出现腹水，解剖示肝脏质地粗糙、变硬、病理镜下

可见肝脏纤维条索和假小叶形成，肺脏血管扩张并可见肺血管

内巨噬细胞，血浆 NO浓度水平测定升高[14]，但需备足大鼠，以

防止和替换死亡大鼠，本实验三组共死亡 8只大鼠，死因为麻

醉意外、腹腔出血、胆管破裂、急性肝衰竭等。

TNF-琢在 HPS发病中起到重要作用，它可诱导 NO等扩

血管物质的产生，引起肺微血管扩张，从而引起低氧血症和

表 1 三组大鼠术后不同时间 P（A-a）O2水平的测定（x± s）
Table 1 Determination of P (A-a) O2 levels at different time after operation in three groups of rats（x± s）

Groups 4 weeks postoperatively 5 weeks postoperatively 6 weeks postoperatively 7 weeks postoperatively

Experimental Group 15.21± 2.12 12.28± 3.22 10.18± 2.56 9.41± 3.18

Model Group 22.32± 3.28 41.25± 6.32 52.32± 5.35 59.92± 3.45

Control Group 6.52± 3.41 6.48± 3.38 6.50± 3.19 6.49± 3.52

Groups time HA/ng/mL LN/ng/mL PCIII/ng/mL IV-C/ng/mL

Experimental Group

4weeks postoperatively 56.12± 2.31 3.89± 2.99 52.18± 9.25 18.52± 6.43

5weeks postoperatively 59.21± 8.18 4.32± 3.25 58.54± 10.25 20.86± 8.58

6weeks postoperatively 65.25± 7.36 5.21± 3.06 69.36± 7.19 25.31± 7.25

Model Group

4weeks postoperatively 80.12± 8.56 8.02± 3.58 80.12± 15.31 49.32± 10.26

5weeks postoperatively 82.38± 12.24 8.75± 6.32 85.34± 25.25 52.46± 28.35

6weeks postoperatively 85.99± 6.82 9.18± 5.15 90.29± 16.38 58.38± 16.34

表 2 实验组与模型组大鼠术后不同时间肝纤维化指标比较（x± s）
Table 2 Comparison of liver fibrosis indexes between experimental group and model group at different time after operation（x± s）

表 3 三组大鼠术后不同时间内毒素、NO及 TNF-琢水平比较（x± s）
Table 3 Comparison of endotoxin, No and TNF-琢 levels in three groups at different time after operation（x± s）

Groups Detection inder
4 weeks

postoperatively

5 weeks

postoperatively

6 weeks

postoperatively

7 weeks

postoperatively

Experimental Group

endotoxin（EU/L） 8.46± 2.02 7.12± 2.21 6.08± 1.89 5.98± 2.011)

NO（滋mol/L） 45.48± 9.25 40.29± 8.31 38.25± 2.58 36.52± 7.82

TNF-琢（滋g/L） 1.21± 0.11 1.20± 0.25 1.14± 0.72 1.12± 0.85

Model Group

endotoxin（EU/L） 21.62± 8.92 22.56± 6.32 25.89± 5.21 27.59± 3.252)

NO（滋mol/L） 72.56± 6.28 74.25± 5.99 80.65± 6.58 85.23± 3.12

TNF-琢（滋g/L） 2.45± 0.58 2.98± 0.62 3.59± 0.71 4.10± 1.08

Control Group

endotoxin（EU/L） 3.85± 1.62 3.87± 1.58 3.79± 1.45 3.89± 1.623)

NO（滋mol/L） 25.18± 2.32 27.25± 3.18 28.52± 4.62 26.01± 1.98

TNF-琢（滋g/L） 0.75± 0.12 0.72± 0.04 0.68± 0.20 0.71± 0.18
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HPS形成。本实验为阐明 TNF-琢在大鼠 HPS形成过程中的重

要作用，将大鼠分为了三组，分别为对照组（假手术组）、模型组

（胆总管结扎组）和实验组（抗 TNF-琢单克隆抗体组），结果显
示模型组和实验组 P（A-a）O2数值均高于对照组，表明大鼠形

成肝硬化及 HPS过程中常伴有低氧血症的发生；而实验组于

手术 3周后应用抗 TNF-琢单克隆抗体干预，4周后血气分析结
果表明，P（A-a）O2实验组数值高于模型组，P<0.05，二者之间具
有统计学意义，说明干预治疗有效，与文献报道结果一致[15]。

在肝硬化及 HPS形成过程中常伴有肝纤维化指标（HA、

LN、PCⅢ、Ⅳ-C）的进行性升高，而正常大鼠这些指标一般无异

常。我们通过测定肝纤维化指标并进行统计分析，结果表明模

型组大鼠从术后 4周开始 HA、LN、PCⅢ、Ⅳ-C数值变化明显

升高，证明胆总管结扎引起了进行性肝脏损害,这与既往文献

报道相一致[16-18]，而实验组给予干预因素后数值缓慢升高，两组

数值 P<0.05，差异有统计学意义，实验组与对照组相比，无显著
差异。病理结果也表明，实验组大鼠炎症及纤维化程度较模型

组轻，而与对照组相比为重，说明抗 TNF-琢单克隆抗体在治疗
肝肺综合征中可减轻和延缓肝纤维化程度。

HPS形成发展过程中常伴有血浆内毒素的大量释放及多

种炎症细胞因子的产生，其中 NO、TNF-琢作用最为广泛。目前
普遍认为，肝硬化和 HPS时因肝功能减退和肠黏膜屏障受损

后，小肠菌群移位并释放大量内毒素入血引起肠源性内毒素血

症，促进肺微血管扩张及炎症因子的释放，减弱肠黏膜屏障作

用，进一步加剧了肠源性内毒素血症程度[19]。内毒素的重要靶

细胞为内皮细胞，重要靶器官为肺脏和肠道[20]，它可刺激肺微

血管内皮细胞产生肺泡巨噬细胞，在其吞噬细菌的同时释放大

量炎症因子，如 TNF-琢、NO等，这些炎症因子扩张肺微血管，
从而引起低氧血症和 HPS发生[21]，本实验也证明了这一点。我

们以胆总管结扎方法建立大鼠 HPS模型，并于手术 3周后用

抗 TNF-琢单克隆抗体作用于实验组大鼠，从第 4周开始分别

对实验组、模型组和对照组大鼠进行内毒素、TNF-琢和 NO水

平的测定，结果表明实验组和模型组三个指标均呈上升趋势，

而模型组更明显，二组之间 P<0.05，差异有统计学意义；实验组
数值小于模型组，但明显高于对照组（P<0.05），上述结果进一
步说明 HPS形成过程中内毒素、TNF-琢和 NO水平逐渐升高，

起到重要协同作用，而通过抑制 TNF-琢可降低其它两个因子
的表达，抗 TNF-琢单克隆抗体具有延缓和治疗 HPS的作用。

综上所述，TNF-琢在 HPS发生发展过程中起到重要作用，

它诱导了扩血管物质 NO的产生，该物质促进肺微血管内皮细

胞的扩张，引起低氧血症和肝 HPS的发生；抗 TNF-琢单克隆抗
体可以通过中和大鼠体内 TNF-琢含量、延缓疾病进程、减轻临
床症状，从而治疗肝肺综合征，为临床治疗提供理论依据。
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