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血清转化生长因子 茁1在大鼠放射性肝纤维化中的动态表达
及其相关性研究 *
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摘要 目的：肝癌的放射治疗可导致放射性肝损伤（RILD）、甚至肝纤维化及肝硬化等并发症的发生，因此寻找较佳的血清标记物
对放射性肝纤维化的无创诊断及监测具有重要意义。本文通过建立放射性肝纤维化大鼠模型，检测血清转化生长因子 茁1
（TGF-茁1）的动态表达，从而探讨其与放射性肝纤维化严重程度的相关性及其作为血清标记物的诊断价值。方法：雄性 SD大鼠 40
只，随机分为模型组(30只)和对照组(10只)。除对照组外，模型组大鼠右半肝均接受单次 6MV X线 25Gy照射，于照射 2月、4月、
6月后，随机抽取 10只，酶联免疫吸附法（ELISA）检测血清 TGF-茁1的表达，同时将大鼠肝组织进行 HE染色，观察肝组织病理变
化及大鼠肝纤维化程度，将后者与血清 TGF-茁1值进行相关性分析。结果：在照射第 2月、4月、6月后，模型组大鼠血清 TGF-茁1
值（分别为 551.03± 69.00 ng/L、645.31± 109.29 ng/L、737.89± 118.11 ng/L）逐渐升高，均明显高于对照组（451.71± 51.12 ng/L，P＜
0.05）。通过相关性分析表明，大鼠血清 TGF-茁1值与肝纤维化程度正相关（r=0.82，P＜ 0.01）。结论：在放射性肝纤维化发生发展
中，TGF-茁1随着肝纤维化严重程度增加，其表达亦升高。本研究为放射性肝纤维化严重程度的监测提供了一种新的无创、操作简
单的手段，为后续 TGF-茁1作为血清标记物应用于放射性肝纤维化的临床研究奠定了理论基础。
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Study on Dynamic Changes and Correlation of Serum Levels of
Transforming Growth Factor 茁1 and Radiation-induced Hepatic

Fibrosis in Rat*

Radiation therapy of liver carcinoma may lead to the complication of radiation- induced liver disease
(RILD), hepatic fibrosis, even hepatic cirrhosis. So it is of great significance to look for better serum markers for noninvasively diagnosi-
ng and monitoring radiation-induced hepatic fibrosis. In this study, we established the rats model of radiation-induced hepatic fibrosis,
detected the dynamic changes of serum levels of transforming growth factor beta 1(TGF-茁1), explored the correlation of TGF-茁1 and the
severity of radiation-induced hepatic fibrosis, and discovered the diagnosis value of TGF-茁1. Forty healthy male
Sprague-Dawley rats were randomly divided into model group (30 rats) and control group (10 rats). The right-half of rat liver in model
group was irradiated with a single dose of 25 Gy to establish radiation-induced hepatic fibrosis model. Liver tissues from the irradiated
liver, and blood sample were collected at different time points(2 months, 4 months, 6 months) after irradiation. Expression of TGF-茁1 by
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was performed. Pathomorphological change in the liver was observed with hematoxylin-
eosin staining by optical microscope. The expression of serum TGF-茁1 of model group at different time points [2 months,
(551.03± 69.00) ng/L; 4 months, (645.31± 109.29) ng/L; 6 months, (737.89± 118.11) ng/L] was significantly higher than that of the
control group (451.71± 51.12 ng/L, P<0.05). There were distinctly positive correlation between the serum of TGF-茁1 value and severity
of hepatic fibrosis (r=0.82, P<0.01). In the development of radiation- induced fibrosis, TGF-茁1 rises with the severity of
hepatic fibrosis. We provide a new noninvasive and convenient means for monitoring the severity of hepatic fibrosis, and lay a theoretical
foundation for subsequent TGF-茁1 as a serum marker applied to clinical research of radiation-induced hepatic fibrosis.
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前言

随着放疗技术日益成熟，肝癌的放疗地位逐渐得到了肯

定。但是肝癌的放射治疗可导致放射性肝损伤（RILD）、甚至肝

纤维化及肝硬化等并发症的发生，严重的放射性肝损伤(Radia-

tion-induced liver disease，RILD)已成为制约肝脏放射治疗疗效

的瓶颈。一旦发生严重的 RILD，死亡率高达 76%[1]。因此，寻找

较佳的血清标记物对放射性肝纤维化的无创诊断及监测具有

重要意义。然而目前国内外关于 RILD的作用机制尚不明确，

探寻较好的血清标记物仍有较大困难。既往有报道[2]称，血清透

明质酸、Ⅲ型前胶原、Ⅳ型胶原、层粘连蛋白等四项指标是目前

临床应用较广泛的肝纤维化血清标记物，但灵敏度欠佳。有研

究[3]表明，TGF-茁1是肝纤维化发展过程中最重要且研究最多的

因子之一，其主要作用是激活肝星状细胞，促进细胞外基质的

合成分泌，同时抑制其降解。但是目前关于血清 TGF-茁1在监
测 RILD严重程度的研究鲜有报道。为此，本研究通过建立放

射性肝纤维化大鼠模型，观察放射性肝纤维化大鼠不同时期血

清 TGF-茁1的表达特点，从而探讨其与放射性肝纤维化严重程

度的相关性及其作为血清标记物的诊断价值。

1 材料与方法

1.1 主要仪器及试剂
瓦里安 XIM-CX型模拟定位机、瓦里安 2300C/D直线加

速器（美国瓦里安医疗器械公司）；TGF-茁1 ELISA试剂盒（武汉

博士德生物公司）。

1.2 动物及分组
清洁级雄性 SD大鼠 40只，6周龄，体重(220± 10) g。购自

新疆医科大学动物饲养中心，许可证号 XJZZQ(XK)200301。大

鼠适应喂养 1周后，随机数字表法将大鼠分为模型组和对照

组，模型组 30只，对照组 10只。
1.3 大鼠右腹局部照射方法

照射方式参照包永星[4]等方法，并加以改进。雄性 SD大鼠

经将氯胺酮注射液 2 mL，地西泮 1 mL，阿托品 2 mL混合，以生

理盐水稀释至 10 mL，稀释液按照 0.75 mL/100g进行腹腔注射
麻醉，麻醉生效后，取仰卧位，将大鼠用胶布固定在鼠板上，瓦

里安 XIM-CX 型模拟定位机进行模拟定位，然后瓦里安
2300C/D 直线加速器下行肝右叶照射，照射野 [2]的长宽各为 2

cm，具体为：脊柱右侧缘为内侧界，外界开放，膈顶为上界，上

界以下 2 cm为下界。采用 6MV-X线源皮照射技术，源皮距

（SSD）80 cm，照射深度在皮下 2 cm, 吸收剂量率为 300

cGy/min，单次照射总量为 25 GY。
1.4 各项指标的检测

照射 2月、4月、6月后，每次随机抽取模型组大鼠 10只，

对照组大鼠 3-4只，麻醉后腹主动脉采血，离心后取上清液，放

-80℃冰箱保存。取大鼠右肝同一部位组织，清洗后置入 10％福

尔马林固定，石蜡包埋，3 滋m厚切片贴于防脱载玻片上。观察

以下指标：（1）采用苏木素 -伊红（HE）染色，电镜下观察大鼠肝

组织病理形态学变化，同时，按照肝纤维化半定量计分系统

图 1 两组不同时期肝组织病理形态变化（HE染色，× 100）

Fig.1 The liver tissue pathological changes of two groups in different periods (HE staining, × 100)

A：正常组 B：模型组（2月）C：模型组（4月）D：模型组（6月）

A:control group B:model group(2 months) C:model group(4 months) D:model group(6 months)
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(SSS)方法[5]，进行单人单盲读片，对各组大鼠肝纤维化程度评

分，得分越高，表示纤维化程度越重。（2）采用 ELISA法检测血

清 TGF-茁1，实验步骤按照试剂盒说明书执行。
1.5 统计学处理

利用 SPSS17.0、Execl2003等软件统计分析。定量资料符

合方差分析条件（符合正态分布以及方差齐）时，以表示，多组

样本均数之间的比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用

SNK法；否则采用 Tamhane's T2检验。两组计量资料之间的相

关性采用直线相关分析法，以 琢=0.05为检验水准。

2 结果

2.1 两组大鼠肝脏病理的变化

对照组大鼠肝组织 HE染色后，镜下肝小叶结构完整，放

射状肝细胞索及中央静脉清晰可见，细胞排列整齐。模型组大

鼠在照射 2月时汇管区炎性细胞、坏死细胞增多，细胞索排列

较紊乱，纤维结缔组织少量增生，尚未形成假小叶。在照射 4月

时，汇管区坏死物质增多，肝细胞索消失，纤维结缔组织在汇管

区及中央静脉间增生，有少许假小叶形成。在照射 6月时，上述

变化进一步恶化，纤维结缔组织大量增生，汇管区可见纤维性

桥，胶原和网状纤维明显增多，假小叶形成增多，逐渐向肝硬化

进展（详见图 1）。评分结果显示，随着照射后时间的延长，肝纤

维化积分越高（见表 1，P＜ 0.05）。
2.2 两组大鼠血清 TGF-茁1值的比较

在照射第 2月、4月、6月后，模型组血清 TGF-茁1值逐渐

升高，均明显高于对照组（见表 1，P＜ 0.05）。
2.3 大鼠血清 TGF-茁1值与肝纤维化程度的相关性分析

通过对血清 TGF-茁1值与肝纤维化程度积分进行相关性

分析，结果显示大鼠血清 TGF-茁1值与肝纤维化程度存在高度

正相关（r=0.82，P＜ 0.01）。

3 讨论

目前关于 RILD的机制不明，部分放射性肝纤维化甚至肝
硬化可能被逆转[6]，因此寻找较佳的血清标记物对放射性肝纤

维化的早期诊断具有重要意义。多位学者[7-11]报道，血清谷胱甘

肽过氧化物酶（Glutathione peroxidase,GSH-Px）、丙二醛（Malo-
ndialdehyde, MDA)、超氧化物歧化酶（Superoxide dismutase,
SOD)和大鼠肝纤维化的严重程度密切相关。另外，Hou等 [12]、

Ding 等 [13] 报道的血小板衍生增长因子 BB (Platelet derived

growth factor-BB，PDGF-BB)、Timo Rath等[2]报道的人软骨糖蛋

白 -39均是较好的血清标记物。Wang等[14]建立的 CCL4肝纤维

化大鼠模型证实了 TGF-茁1、金属蛋白酶组织抑制因子 -1

(Tissue inhibitor of metalloproteinases 1,TIMP-1) 也和肝纤维化
程度密切相关。但 TGF-茁1在放射性肝纤维化模型的血清诊断

价值目前鲜有报道。

本研究通过观察大鼠肝脏病理变化，模型组大鼠随着照射

后时间的延长，肝细胞索结构逐渐消失，汇管区纤维结缔组织

逐渐增多，假小叶渐渐形成，提示大鼠放射性肝纤维化模型已

成功建立。同时，本研究发现在正常大鼠血清中，TGF-茁1表达

极少，而在照射后的第 2月、4月、6月，TGF-茁1表达明显增加，

第 6月时表达最多。本研究也发现 TGF-茁1表达水平与肝纤维

化程度呈高度正相关，即血清 TGF-茁1 值越高，大鼠肝纤维化

程度越严重。上述结果与Wang等[14]、丁宁等[15]建立的四氯化碳

所致肝纤维化模型的研究结果一致，从而提示 TGF-茁1表达水

平上调促进了肝纤维化的发生发展，进一步证实了 TGF-茁1在

放射性肝纤维化中的血清诊断价值。在 RILD的过程中，肝星

状细胞、枯否细胞等被激活，分泌和释放一些细胞因子（包括

TGF-茁、血小板源性生长因子、肿瘤坏死因子[16]等），从而引起细

胞外基质分泌增多，最终导致肝纤维化。在众多细胞因子中，

TGF-茁1 是 RILD 发生过程中最重要的细胞因子之一 [17]。

TGF-茁1与活化的肝星状细胞上的 TGF-茁Ⅱ型受体（TGF-茁Ⅱ
receptor ，TGF-茁Ⅱ R）结合后，主要通过 Ras/ERK 途径和
STATs途径发生磷酸化，并使肝星状细胞胞质内的下游信号转
导分子得到激活，形成受体型 Smad和辅助型 Smad异源复合
体，并由胞质转入胞核内，刺激和调节相关基因转录，产生大量

细胞外基质沉积；上调的 TGF-茁1 通过 TGF-茁/smad [3,18]、

PI3K/Akt[19]等多条信号通路[20]，以最大程度介导肝星状细胞的

活化增殖、调节胶原纤维的代谢，从而促进放射性肝纤维化的

进展。

如上所述，在放射性肝纤维化发生发展中，血清 TGF-茁1

随着肝纤维化严重程度增加，其值亦升高，提示血清 TGF-茁1

值一定程度上与肝纤维化程度相一致，又因其具备无创、操作

方便等优点，为监测放射性肝纤维化严重程度提供了一种新的

诊断手法，亦为其作为血清标记物应用于放射性肝纤维化的临

床研究奠定了理论基础。因本研究仅用动物实验证实了

TGF-茁1在放射肝纤维化的血清诊断中有一定价值，故仍需大

量的临床实验验证。因此，本研究计划下一步开展将 TGF-茁1

表 1 血清 TGF-茁1值及肝组织纤维化程度的检测结果及其相关性分析（x± s）

Table 1 The results of serum TGF-茁1 levels and hepatic fibrosis degree and their correlation analysis (x± s)

Group n Serum TGF-茁1 levels Semiquantitative fibrosis score

Control group

Model group

2 months

4 months

6 months

10

10

10

10

451.71± 51.12

551.03± 69.00a

645.31± 109.29ab

737.89± 118.11abc

0.34± 1.13

5.41± 2.31a

8.72± 2.92ab

12.18± 3.90abc

注：a与对照组相比，P<0.05；b与 2月模型组相比，P<0.05；c与 4月模型组相比，P<0.05。

Note: a Compared with the control group , P<0.05; b Compared with the model group in 2 months , P<0.05;

c Compared with the model group in 4 months , P<0.05.
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作为血清标记物监测放射性肝纤维化严重程度的临床研究。同

时，本研究仅探讨了 TGF-茁1单一血清标记物，我们可进一步

将其与目前临床应用较多的几种标记物（如血清透明质酸、Ⅲ

型前胶原、Ⅳ型胶原、层粘连蛋白等）进行逐一比较，以寻找出

相关性更高、操作简单的血清标记物。
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