
活动功能有关 ;是测定注意、记忆、智能等高级心理活动的客

观指标[ 2 ]。Soares等[ 3 ]报道 ,听觉事件相关电位 P300对 SHE

的诊断价值优于 SEP。Kugler等[ 4 ]测定 SHE的视觉事件相

关电位 P300发现异常率达 78 % ,而心理测试仅 41 %异常。

我们对 36例肝硬化患者进行 ERP P300检查 ,发现其异常率

为 63. 9 % ;且随 Child肝功能分级增加 , P300异常率亦增高 ;

与 Soares等报道基本一致。SHE作为一种代谢性脑病 ,早期

常表现有智能障碍 ,P300的异常可能是 SHE的一种重要皮层

电生理活动结果。另外 ,我们还发现肝硬化患者 P300异常高

于BAEP、V EP和 SEP中的任何一种 ,与三种 EP总异常率

相近。如以三种 EP总异常作为诊断 SHE的标准 ,则 P300对

SHE诊断敏感性为 91. 7 % ,特异性为 97. 9 % ,假阳性率为

2. 1 % ,假阴性率为 8. 3 % ,阳性预测值为95. 6 % ,阴性预测

值为 95. 9 %。说明 ERP P300对早期诊断 SHE具有较高的价

值。在为期 1年的随访观察中 ,发现 P300异常者出现 HE为

66. 7 % ,与 EP异常者 HE的发生率 (62. 5 %)无显著差异 ;而

无异常者仅 10 %发生 HE。可见 P300检测对诊断 HE的敏感

性较高 ; P300检测较简便、客观且重复性强 ,每例检查仅需 20

min左右 ,优于其它 EP检查 ,可作为肝性脑病发生、发展的

监测手段。
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　　肝星状细胞 ( HSC)活化是一复杂过程 ,涉及到细胞2细
胞、间质2细胞间相互作用 ,其中旁分泌活化途径是 HSC活

化启动的关键因素 ,库普弗细胞 ( KC)是活化这一途径的主

要细胞之一。我们观察中药扶正化瘀方 (319方)对 KC激活

HSC这一旁分泌活化途径的干预。

材料与方法

一、材料

雄性 Wistar大鼠 , SPF级。体重 200～300 g ,分离 KC

用 ;体重 300～400 g ,制备药物血清用 ;体重 400～450 g ,分

离 HSC用 ,均由上海中医药大学动物中心提供。链霉蛋白

酶 E、Ⅳ型胶原酶、Nycodenz及鼠尾 Ⅰ型胶原标准品 ,均为

Sigma公司产品 ;199 培养液、F12 培养液、DMEM培养液及

RPMI21640培养液 ,均为 Gibco 公司产品 ;兔抗鼠 Ⅰ型胶原

抗体 ,为 Calbiochemic公司产品 ;辣根过氧化物酶标记羊抗

兔抗体、噻唑蓝 (M TT)及小牛血清 ( FBS) ,购自华美生物工

程公司 ;兔抗人 Desmin抗体 ,上海医科大学病理教研室提

供 ;羊抗兔 CD68抗体 ,Santa Curz公司产品 ;V EGF竞争性酶

免疫试剂盒 ,Chemicon公司产品。貂肺 Mv212LU 上皮细胞

株、L929细胞株 ,购自中科院上海细胞生物研究所细胞库。

319方由桃仁、丹参、虫草菌丝等组成 ,配制成浓度为 0. 04 g

浸膏/ ml的灌胃液。

二、方法

1. 造模 :大鼠以 50 %四氯化碳 ( CCl4 )2橄榄油溶液灌
胃 ,0. 05 ml/ 100 g ,48 h后分离 KC。

2. 含药血清制备 :正常对照组与 319 方药物组各 4 只

大鼠 ,药物组以 20 ml·kg - 1·d - 1剂量灌以 319灌胃液 (相当

于 65 kg成人每 kg用量的 10倍) ,分 2次灌胃 ;对照组灌以

等体积生理盐水。连续给药 3 d后 ,晚间禁食 12 h ,次日按

常规量再灌 1次 ,2 h后处死取血 ,离心 ,吸取血清。同组血

清合并混匀 ,分别制备成 319 含药血清与对照血清 ,56℃30

min水浴灭活 , - 70℃保存。

3. KC分离培养 :参照文献 [ 1 ]并改进 ,正常肝 KC得率

为 3×106 个/肝 ,损伤肝为 1 ×107个/肝。经 CD68免疫细胞

化学染色和 Latex Beads吞噬实验鉴定 ,细胞纯度 > 90 %。

4. HSC分离培养 :参照本所方法进行[ 2 ]。

5. KC条件培养液制备 :正常肝与损伤肝 KC均以 10 %

FBS/ F12培养 24 h ,弃培养液 ,换无血清 199培养液继续培

养 24 h ,收集培养液 , - 70℃保存。即为正常肝 KC条件培

养液 (N KCM)与损伤肝 KC条件培养液 ( IKCM)。

6. HSC的条件培养液温育 : N KCM 和 IKCM 分别用

199培养液稀释成 5 %、10 %和 20 %浓度 ,加入 10 %FBS混
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匀。将原代 HSC随机分组 ,每组 4个复孔 ,分别加入各稀释

浓度的 KCM ,100μl/孔 ,分别作用 24 h、48 h与 72 h。各时

间均设对照组 ,加 10 %FBS 199培养液 ,培养至各时间点。

7. 含药血清作用的 IKCM收集 :急性损伤肝分离的 KC

原代培养 24 h ,分 2组 ,各 4个复孔 ,分别更换含 10 %319含

药血清和 10 %对照血清的 F12培养液 ,培养 24 h ,弃上清 ,

换无血清 199培养液继续培养 24 h ,即为含药血清作用过的

IKCM (3192IKCM)与对照 IKCM (C2IKCM)。

8. 药物血清对 HSC的作用 :原代 HSC随机分成对照

组、N KCM 组、C2IKCM 组与 3192IKCM 组 ,分别加入 10 %

FBS 199培养液、20 %N KCM/ 10 %FBS 199培养液、20 %对

照血清2IKCM/ 10 %199培养液与 20 %319含药血清2IKCM/

10 %FBS 199培养液 ,培育 48 h。

9. HSC增殖测定 :上述各组培养至各时间点后用 M TT

法测定。

10. HSC Ⅰ型胶原分泌量测定 :上述各组添加 KCM培

养 48 h后 ,换无血清 199 培养液 ,继续培养 24 h ,收集上清

与细胞层 ,用 EL ISA法检测Ⅰ型胶原含量。

11. KCM中转化生长因子β1 ( TGFβ1)、血小板衍生生

长因子 ( PD GF)及血管内皮生长因子 ( V EGF)生物活性测

定 : TGFβ1 活性以未酸化的 KCM对 Mv212LU 细胞的增殖

抑制率反映 , PD GF活性用改良的 Herrik 方法测定 ,V EGF

含量 (包括结合型和非结合型)按试剂盒说明书检测。

三、统计方法

统计学方法采用 t检验。

结 果

一、KCM对 HSC增殖的影响

各浓度正常肝 KCM在各时相对 HSC增殖均无影响。

损伤肝 KCM有明显促 HSC增殖作用 ,作用 48 h有明显的

量效关系 ,20 %浓度与时间呈一定依赖性 (表 1)。

　　二、含药血清对 IKCM促 HSC增殖的影响

N KCM组与正常对照组对 HSC增殖无影响 ,分别为

0. 273 ±0. 007 与 0. 316 ±0. 017 ; C2IKCM 组为 0. 420

±0. 050 ,明显高于 N KCM 组 ( P < 0. 01) ; 3192IKCM 组为

0. 269±0. 014 ,明显低于 C2IKCM 组 ( P < 0. 01) ,反映药物

能显著抑制 KC病理性促 HSC增殖作用。

　　三、KCM对 HSC分泌Ⅰ型胶原的影响及含药血清作用

N KCM组HSC的 Ⅰ型胶原分泌量为 ( 63 . 09 ±9 . 72)

表 1　正常大鼠与损伤大鼠肝 KCM对 HSC增殖的影响

( A 值 , n = 4 , �x ±s)

组别 24 h 48 h 72 h

正常鼠

　对照组 0. 173±0. 005 　0. 157±0. 010　0. 168±0. 010

　5 % N KCM 0. 163±0. 006 0. 182±0. 009 0. 175±0. 032

　10 % IKCM 0. 161±0. 021 0. 175±0. 004 0. 195±0. 011

　20 % IKCM 0. 151±0. 011 0. 145±0. 070 0. 195±0. 037

损伤鼠

　对照组 0. 187±0. 016 0. 164±0. 002 0. 192±0. 009

　5 % N KCM 0. 207±0. 027 0. 168±0. 019 0. 284±0. 075

　10 % IKCM 0. 278±0. 018 0. 222±0. 038a 0. 246±0. 092

　20 % IKCM 0. 206±0. 013 0. 282±0. 014b 0. 315±0. 045b

　　与对照组比较 :a P < 0. 05 ,b P < 0. 01

ng/ ml ,C2IKCM 组分泌量明显高于 N KCM 组 ,为 (128. 75

±29. 55) ng/ ml ( P < 0. 01)。药物作用过的 3192IKCM组为

(75. 16±7. 04) ng/ ml ,显著低于 C2IKCM组 ( P < 0. 01)。

四、TGFβ1、PD GF与 V EGF变化及药物对其影响

损伤肝 KC分泌的 TGFβ1 与 PD GF活性比正常肝 KC

分泌的明显增强 ,含药血清对其活性病理增强有明显抑制作

用 (表 2)。

　　正常肝 KC与损伤肝 KC分泌 V EGF总量分别为 (4. 96

±1. 07) ng/ ml与 (8. 03±2. 13) ng/ ml ,两者有明显差异 ( P <

0. 05) ,含药血清对 V EGF分泌有抑制作用趋势 ,为 (6. 57

±1. 64) ng/ ml ,但差异无显著性。

讨 论

肝脏受损伤时 , HSC毗邻的 KC被激活 ,活化的 KC吞

噬毒素与大量分泌炎性细胞因子 ,后者以旁分泌刺激 HSC

活化。在众多细胞因子中 , TGFβ1 与 PD GF起着关键作用 ,

两者在细胞因子网络中相互影响。研究表明 ,正常肝 KC对

HSC无激活作用 ,而损伤后 KC激活作用明显增强。进一步

研究发现 , KC激活作用主要由 TGFβ1 与 PD GF等介导 ,并

可被 TGFβ1 与 PD GF抗体所阻断。本实验也证实 ,正常肝

KCM对 HSC 的增殖与 Ⅰ型胶原分泌无影响 ,而损伤肝

KCM TGFβ1 与 PD GF活性明显增强 ,对 HSC增殖与Ⅰ型胶

原分泌有明显促进作用 ,反映 KC活化与 TGFβ1及 PD GF

表 2　KC分泌 TGFβ1、PD GF的变化及含药血清对其的影响 ( n = 4 , �x ±s)

组别
TGFβ1

A 值 抑制率 ( %)

PDGF

A 值 活性 (U/ ml)

空白组 0. 657±0. 069 0. 357±0. 032

N KCM 0. 515±0. 117 　　21. 58±17. 82a 0. 342±0. 026 　　　　- 16. 85±28. 13a

C2IKCM 0. 288±0. 042 56. 15±6. 41 0. 407±0. 010 54. 08±11. 06

3192IKCM 0. 609±0. 045 7. 35±6. 80a 0. 302±0. 011 26. 63±12. 46a

　　与 C2IKCM比较 :a P < 0. 01
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等细胞因子的旁分泌是激活 HSC的重要方式。V EGF近年

来已成为损伤修复、血管发生、肿瘤发生和转移等许多病理

领域研究热点 ,但在肝损伤和肝纤维化中的作用研究甚少。

有文献报道 ,经 CCl4 损伤后分离的 HSC可分泌 V EGF和表

达 V EGF受体 Fit21 和 Fik21。Fik21 激活后介导细胞增殖 ,

Fit21激活后促进细胞迁移到趋化部位[ 3 ]。增殖和趋化性迁

移是 HSC激活后的基本功能变化。本实验中损伤肝 KC分

泌 V EGF明显增加 ,推测 V EGF也参与 HSC旁分泌活化的

途径。

　　通过临床与实验证实 ,319方具有良好抗肝纤维化作用 ,

体外实验显示 ,该方对 HSC增殖与胶原分泌有直接抑制作

用[ 4 ]。本实验中 ,含药血清作用过的 IKCM对 HSC的增殖

与Ⅰ型胶原的分泌有明显抑制作用 ,反映药物尚可通过抑制

旁分泌途径来抑制 HSC活化。同时观察发现 ,含药血清尚

可抑制损伤肝 KC分泌 TGFβ1 与 PD GF活性 ,这一作用 ,可

能是抑制 HSC活化旁分泌途径的主要机制。
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　　功能性消化不良 (functional dyspepsia , FD)是一种十分

常见的临床病症。FD的病因及发病机制至今仍未完全阐

明 ,是 FD缺少积极有效治疗的重要原因之一。我们从 FD

患者的胃排空情况、血浆胃肠激素浓度以及两者之间的相互

关系方面对 FD的发病机制进行初步探讨。

材料与方法

一、研究对象

按统一标准诊断的 FD患者 21例 ,男 9例 ,女 12例 ,平

均年龄为 (41. 0 ±13. 2)岁 。健康对照组 ( HC) 15 例 ,男 6

例 ,女 9例 ,平均年龄为 (39. 9±10. 1)岁。其中有 10例行胃

排空检查 ,男 5例 ,女 5例 ,平均年龄为 (41. 1±11. 3)岁。两

组的年龄和性别分布差异无显著性 ( P > 0. 05)。

二、实验方法

受检者于检查前 1天晚餐后禁食 12 h ,次晨 8～9时空

腹抽取静脉血 ,采用放射免疫法同批测定血浆胃动素

(MO T)及生长抑素 (SS)浓度。参照文献 [ 1 ]的胃排空测定

法略加改动。试餐成分 :由 1. 5 mCi 99m TC2EC标记的油煎鸡

蛋 3个 (约 175 g) ,5 %葡萄糖液 300 ml。实验餐总热量为

350 KJ ,内含蛋白质 25 g ,脂肪 21 g ,碳水化合物 15 g。共 31

人次 (其中 21例 FD患者 ,10例健康对照者)进行相同条件

下胃的核素显像 ,记录胃内核素活性的变化 ,经衰变校正后

输入计算机拟合出时间2活性曲线。

三、观察指标

①固体延迟排空时间 ( Tlag ,定义为固体食物排空 10 %

所需的时间) ;②全胃半排空时间 ( T1/ 2) ;③120 min全胃剩

余率 (R120) ;④血浆 MO T和 SS浓度

四、统计学处理

采用两均数比较的 t 检验 ,秩和检验 ,单因素方差分析

和直线相关分析。显著性水平设α= 0. 05。

结 果

一、胃排空情况

12例 (57 %) FD患者的固体排空时间延迟 ,表现为固体

Tlag延迟 ,固体 T1/ 2延长 ,R120增加 ,与对照组比较 ,差异有

显著性 ,见表 1。胃排空的时间2活性曲线见图 1。

图 1　患者组和对照组胃排空的时间2活性曲线

　　二、MO T和 SS浓度

FD患者组 MO T浓度较对照组降低 ,SS浓度较对照组

增高 ,两组比较差异有显著性 ( P < 0. 05)。按照全胃半排时

间延迟与否将患者组分为两个亚组 ,胃排空正常的 FD 组
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