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诱生型一氧化氮合酶在阻塞性黄疸肝损害中

的调控作用
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　　摘要：目的　通过体内、外实验，探讨诱生型一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）在阻塞性黄疸肝损害中的调控
作用。方法　（１）体外实验：采用胶原酶原位肝灌注法分离大鼠肝细胞，行原代培养后，用 ｉＮＯＳ抑制

剂 ＳＭＴ作用于肝细胞，５０μｍｏｌ／Ｌ甘氨鹅脱氧胆酸钠（ＧＣＤＣ）作用后用流式细胞术（ＦＣＭ）及原位末端

标记法（ＴＵＮＥＬ）检测肝细胞凋亡情况。（２）体内实验：结扎大鼠胆总管，结扎后 ３，７，１４，２１ｄ，分别

用 ＴＵＮＥＬ法及免疫组化 ＳＡＢＣ法检测大鼠肝组织细胞凋亡状态及 ｉＮＯＳ蛋白的表达。结果　（１）随

ＳＭＴ浓度的增加，肝细胞的凋亡明显减少。（２）大鼠胆总管结扎后随结扎时间的延长细胞凋亡指数

（ＡＩ）升高，结扎 １４ｄ后 ＡＩ达高峰。ｉＮＯＳ蛋白表达越强，则 ＡＩ越高。结论　ｉＮＯＳ参与阻塞性黄疸肝

细胞凋亡的调节，并在阻塞性黄疸肝损害的发生和发展中起重要作用。
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　　笔者业已研究蛋白激酶 Ｃ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣ，
ＰＫＣ）在阻塞性黄疸（阻黄）机体损害中的调控作
用［１］。但阻黄对机体损害，尤其是肝损害的调控

机制目前仍未阐明。而一氧化氮（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ，ＮＯ）
作为一种生物信使分子和细胞毒性效应分子，近

年来受到极大关注。机体通过控制一氧化氮合酶

（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ＮＯＳ）的活性来调节 ＮＯ的产
生。巨噬细胞在受到免疫或炎症刺激下可合成诱

生型一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ），引起大量长时间的
ＮＯ释放导致机体的氧化损伤［２－３］。笔者采用体

内、体外实验探讨 ｉＮＯＳ对阻塞性黄疸肝细胞凋亡
的调节作用，现报告如下。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物　健康雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，实验组

及对照组各 ６只。

１．１．２　主要试剂　ＩＶ型胶原酶，ＤＮａｓｅＩ，胰蛋白

酶，甘 氨 鹅 脱 氧 胆 酸 钠 （ＧＣＤＣ），ｉＮＯＳ抑 制 剂

ＳＭＴ，碘化丙锭（ＰＩ）染色剂均为美国 Ｓｉｇｍａ公司产

品；细胞凋亡原位检测试剂盒（ＴＵＮＥＬ）为德国宝

灵曼公司提供；兔抗鼠 ｉＮＯＳ单克隆抗体及生物素

标记羊抗鼠 ＩｇＧ由北京中山公司提供。

１．１．３　仪器　ＦＡＣＳｏｒｔ流式细胞仪为美国 ＢＤ公

司产品。

１．２　实验方法

１．２．１　肝细胞的分离与培养　采用胶原酶原位

肝灌注法。以氯胺酮 ０．２ｍＬ／ｋｇ腹腔注射麻醉动

物。剖腹，显露游离门静脉后距肝门 ２ｃｍ处插入

１８号 导 管，用 ＤＨａｎｋｓ液 （含 ０．０１％ ＥＤＴＡ，

ｐＨ７．４，３７℃）以２５ｍＬ／ｍｉｎ速度灌入，然后于肝后

下腔静脉插入 １６号导管放出积血积液；门静脉改

用０．０５％ ＩＶ型胶原酶及 ０．０１％ 消化酶 Ｉ（ＤＮａｓｅ

Ｉ）Ｈａｎｋ′ｓ液持续灌注 ５ｍｉｎ，取下肝脏，置入含

４℃ Ｈａｎｋ′ｓ液的平皿中；剪去肝被膜，加 ０．２５％

胰蛋白酶继续消化 ２０ｍｉｎ，用 １００目尼龙网过滤，

加ＲＰＭＩ１６４０５０ｍＬ制成混合肝细胞悬液，置入 ３７℃

恒温水浴中孵化 １０ｍｉｎ，过滤，离心，去上清，４℃

Ｈａｎｋ′ｓ液重悬。用４％台盼蓝染色判断肝细胞存活

率，用细胞计数板记数细胞浓度。细胞培养于合成

培养基（含ＲＰＭＩ１６４０８０ｍｌ，新生小牛血清 ２０ｍＬ，青霉

素 １００Ｕ／ｍＬ，链霉素 １００μｇ／ｍＬ，胰岛素０．１Ｕ／ｍＬ及

肝素１５ｍｍｏｌ）。培养条件为３７℃，５％ ＣＯ２。

１．２．２　阻塞性黄疸大鼠模型的建立　以氯胺酮

０．２ｍＬ／ｋｇ腹腔注射麻醉动物。剖腹，游离出胆总

管；于肝门部结扎胆总管并切断，远端再予结扎。

进腹后不结扎切断胆总管作为阴性对照。对照组

及结扎后 ３，７，１４，２１ｄ分别处死大鼠 ６只。从处

死大鼠门静脉抽血，离心后取上层血清行胆红素

测定。取动物肝组织标本 ＨＥ染色，光镜下观察，

证实阻塞性黄疸模型建立成功。诱生型一氧化氮

合酶在阻塞性黄疸肝损害中的调控作用

１．２．３　ＧＣＤＣ致肝细胞凋亡的实验　将肝细胞

按 １×１０６个／ｍＬ分种于内含小飞片的 ２４孔培养

板中，培养 ３６ｈ，分别加入终浓度为 ２５，５０，１００，

１５０及 ２００μｍｏｌ／Ｌ的 ＧＣＤＣ后，培养 ２４ｈ后取出

小飞片，行 ＴＵＮＥＬ检测；用 ０．２５％胰酶将培养孔

内细胞消化，取细胞悬液行流氏细胞术（ＦＣＭ）检

测。同时设正常肝细胞为对照组。

１．２．４　ｉＮＯＳ抑制剂 ＳＭＴ的抑制实验　将肝细胞

按 １×１０６个／ｍＬ分种于内含小飞片的 ２４孔培养

板中，培养 ３６ｈ；分别用 ０．０，０．５，１．０，１．５，

２．０，２．５μｍｏｌ／Ｌ的 ＳＭＴ作 用 ２０ｍｉｎ后，加 入

５０μｍｏｌ／Ｌ的 ＧＣＤＣ培养２４ｈ，取出小飞片行 ＴＵＮＥＬ

检测；用 ０．２５％胰酶将培养孔内细胞消化，取细

胞悬液行 ＦＣＭ检测。

１．２．５　用 ＴＵＮＥＬ法原位检测阻塞性黄疸大鼠肝

组织细胞凋亡　在 ＴｄＴ介导下，使生物素化的

ｄＵＴＰ标记至 ＤＮＡ断裂后形成的 ３′－ＯＨ末端；借

助生物素与亲合素的特异结合，使过氧化物酶连接

至 ＤＮＡ断点；最后加入底物，通过 ＤＡＢ染色，显微

镜下观察细胞核中棕黄着色的细胞即为凋亡细胞。

光镜下每例切片计数 ５个视野，以平均每 １００个细

胞核中含凋亡细胞个数作为凋亡指数（ＡＩ）。

１．２．６　免疫组织化学（免疫组化）实验　参照

ＳＡＢＣ法。石腊切片，ＤＡＢ染色，细胞浆出现棕黄

色颗粒为染色阳性细胞。切片内无阳性细胞为表

达阴性（
%

）；阳性细胞率小于 １／３为表达弱阳性

（＋）；１／３～２／３为表达阳性（＋＋）；大于 ２／３

为表达强阳性（ ＋＋＋）。

１．３　统计学处理

所有数据用（ｘ±ｓ）表示；所获数据采用本院

统计学教研室提供的 ＳＡＳ统计软件包行多元方差

分析。Ｐ＜０．０５为差异有显著性。

４５２
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２　结　果

２．１　ＧＣＤＣ致肝细胞凋亡 ＤＮＡ含量的流式细胞
仪测定结果

ＧＣＤＣ作用的肝细胞在 Ｇ１峰左侧有一亚二倍
体细胞群的峰型（亚 Ｇ１峰），提示发生肝细胞凋
亡。且随 ＧＣＤＣ作用浓度的增加肝细胞凋亡率增
加，呈明显剂量依赖性关系；依次为（３．７±０．８）％，
（１６．６ ± ２．５）％，（２３．３ ± １．７）％，
（３４．９±２．９）％，（３８．２±１．６）％，（３３．９±２．４）％，
（Ｆ＝４．３６，Ｐ＜０．００１）（图 １）。

２．２　ｉＮＯＳ抑制剂 ＳＭＴ对 ＧＣＤＣ致肝细胞凋亡
的影响

经 ＦＣＭ检测，用不同浓度的 ｉＮＯＳ抑制剂 ＳＭＴ
阻断后的肝细胞，其凋亡率随 ＳＭＴ浓度的增大而
逐渐减少。２．５μｍｏｌ／ＬＳＭＴ作用后，肝细胞的凋
亡 率 仅 （１２．７ ± ０．３）％；各 组 依 次 为

（２３．３±１．７）％，（２１．６±１．２）％，（１９．２±１．５）％，
（１７．３ ± ０．４）％，（１５．３ ± １．４）％ 和

（１２．６±０．５）％，各 组 间 差 异 有 显 著 性，

（Ｆ＝４．２３，Ｐ＜０．００１）（图 ２）。
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图１　不同浓度的ＧＣＤＣ对大鼠肝细胞凋亡率的影响

!

!

!

!

!

!

!
"

#
!

!

"

"#$

!

!%&'()

"$%&

*

+

,*

,+

-*

-+

-.+-,.+,*.+*

图２　抑制ｉＮＯＳ活性对ＧＣＤＣ致肝细胞损害的影响

２．３　原代培养大鼠肝细胞凋亡ＴＵＮＥＬ原位检测结果

阳性细胞核着棕黄色（ＤＡＢ显色）。正常肝细

胞可见少数阳性细胞；ＧＣＤＣ作用后可见多量阳性

细胞弥漫散在，胞浆固缩，与邻周细胞脱离、核染色

质浓缩。ＳＭＴ作用后，凋亡细胞明显减少。

２．４　光镜下阻塞性黄疸大鼠肝脏组织的病理改变

胆总管结扎 ３ｄ即见肝内胆管扩张，偶见肝细

胞结构改变，可见少量细胞凋亡，表现为细胞浆浓

缩，核染色质向核仁或核周边聚集。结扎 ７ｄ，细

胞凋亡增加，肝细胞部分变性，肝细胞内或细胞间

淤胆，纤维组织增生，胆小管扩张及中度增生，胆

栓形成。结扎 １４ｄ，细胞凋亡达高峰，大范围的汇

管区周围肝细胞变性，纤维组织增生向肝小叶内

扩展。结扎 ２１ｄ，细胞凋亡有所减少，可见成片的

肝细胞结构改变及胆湖形成，纤维组织带增宽，肝

脏结构广泛改变，肝细胞数目明显减少（图３－４）。

　　图３　Ｗｉｓｔａｒ大鼠胆总管结扎１４ｄ，细胞凋亡达到高峰，大
范围的汇管区周围肝细胞变性，纤维组织增生向肝小叶内扩

展（ＨＥ×４００）

　　图４　Ｗｉｓｔａｒ大鼠胆总管结扎２１ｄ，细胞调亡有所减少，可
见成片的肝细胞结构改变及胆湖形成，纤维组织增宽，肝脏结

构广泛改变，肝细胞数目明显减少（ＨＥ×４００）

５５２
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２．５　阻塞性黄疸大鼠肝组织切片 ＴＵＮＥＬ检测
结果

ＤＡＢ染色后，凋亡细胞核呈棕黄色，核呈固缩
状，或染色质向周边聚集，或呈核碎片状。正常大鼠

肝组织偶见细胞凋亡；胆管结扎３ｄ即见凋亡细胞增
加，结扎７ｄ明显增加，１４ｄ后镜下视野见广泛细胞
凋亡，２１ｄ细胞凋亡数目明显减少。各组间凋亡率
差异有显著性（Ｆ＝４．５７，Ｐ＜０．０５）（附表）。
２．６　阻塞性黄疸大鼠肝组织细胞 ｉＮＯＳ蛋白的

表达及其与 ＡＩ的关系
ｉＮＯＳ蛋白在正常大鼠未见表达，胆总管结扎

３，７ｄ均可见表达，１４ｄ．明显表达增多，２１ｄ表达
减少；结扎 １４ｄ，ｉＮＯＳ蛋白表达强阳性（＋＋＋），
ＡＩ达高峰；结扎 ２１ｄ，ｉＮＯＳ蛋白表达阳性（＋
＋），ＡＩ下降。上述结果表明：ｉＮＯＳ蛋白表达越
强，ＡＩ越 高；ｉＮＯＳ蛋 白 表 达 越 弱，ＡＩ越 低
（Ｐ＝０．００４７）（附表）。

附表　阻塞性黄疸大鼠肝组织细胞ＡＩ（ｘ±ｓ）及ｉＮＯＳ的表达

胆总管结扎后 ＡＩ ｉＮＯＳ
对照 ３．７±１．６ （－）
３ｄ １７．８±３．５ （＋）
７ｄ ３５．９±３．８ （＋）
１４ｄ ５８．２±１．６ （＋＋＋）
２１ｄ ３３．８±５．５ （＋＋）

　　注：各组间比较，Ｐ＜０．０５

３　讨　论

在阻塞性黄疸（阻黄）中，过多的胆盐潴留在

肝内造成对肝细胞的损伤［４－６］。本研究所采用的

ＧＣＤＣ是胆汁成分中的主要胆盐之一。尽管一直
以来都在研究胆盐对肝细胞的细胞毒作用，但至

今阻塞性黄疸时胆盐对肝细胞的损害机制仍不

清楚。研究［７］表明，人类许多疾病和病理生理现

象都与细胞凋亡的紊乱有关，其中凋亡异常增加

被认为是肝胆疾病的重要发病机制 。本研究通

过肝细胞的分离获取肝细胞并进行体外短期培

养，排除了其他因素后研究胆盐本身对肝细胞的

作用，并采用 ＦＣＭ进行检测。结果表明，胆盐可
诱发肝细胞凋亡，且随胆盐浓度的增加，肝细胞

凋亡的比率明显增加。结合 ＴＵＮＥＬ进行细胞凋
亡的原位检测，进一步证实了胆盐可诱发肝细胞

凋亡。这可能是阻塞性黄疸肝损害的发生机制。

目前认为，ＮＯＳ主要有神经型（ｎＮＯＳ）、诱生
型（ｉＮＯＳ）、内皮型（ｅＮＯＳ）。ｅＮＯＳ主要分布在内
皮细胞、平滑肌细胞和血小板中，在生理情况下

起作用。而 ｉＮＯＳ主要分布在肝细胞、巨噬细胞、
库普弗细胞中；其在刺激因子作用下转录、表

达、合成 ＮＯ，发挥生物学作用，参与机体许多病
理生理过程［８－１０］。笔者在体外实验中应用不同

浓度的 ｉＮＯＳ拮抗剂，发现它们可减少胆盐诱发
肝细胞凋亡，且其效应呈明显剂量依赖性关系。

笔者在体内动物模型的实验中，观察到在 ｉＮＯＳ
明显高表达时，阻塞性黄疸大鼠肝组织细胞凋亡

明显增多，ＡＩ也就越高；结扎 １４ｄ，ｉＮＯＳ蛋白表
达强阳性（＋＋＋），ＡＩ达高峰。这与体外实验
结果相一致。因而认为，ｉＮＯＳ对胆盐诱发肝细
胞凋亡，具有重要的调控作用，并在阻黄肝损害

的发生和发展中起重要作用。引起阻黄 ｉＮＯＳ较
高表达的原因可能是与内毒素和肿瘤坏死因子

（ＴＮＦ）等细胞因子的刺激和诱导有关［１１－１２］。近

来的研究［１３］表明，在内毒素增高引起机体的损

害中，蛋白激酶 Ｃ（ＰＫＣ）信息通道对 ｉＮＯＳ具有
重要的调控作用。笔者既往的研究［１］也表明，

ＰＫＣ信息通道的激活与黄疸程度有关，且可能参
与阻黄 Ｔ淋巴细胞的活化，在阻黄机体的免疫调
节及病情评估中可能有重要意义。而 ＰＫＣ与
ｉＮＯＳ之间在阻黄肝损害及机体损害中的调控关
系尚待进一步阐明。

通过对 ｉＮＯＳ基因的深入研究，有望为探讨
阻黄肝细胞凋亡的发生机制以及在阻黄肝损害

发生和发展中所起的作用提供理论依据，并为

发现新的保肝药物及为阻黄的治疗开辟可能的

新途径；即通过选择特异性的药物阻滞 ｉＮＯＳ的
作用，减少肝细胞凋亡的发生，以减少阻塞性黄

疸肝功能紊乱及肝损害。
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原发性甲状腺鳞状细胞癌１例
赵东辉，黄祥成

（南方医科大学南方医院 惠侨科，广东 广州 ５１０５１５）

关键词：　甲状腺肿瘤；鳞状细胞癌，原发性；病例报告
中图分类号：Ｒ７３６．１　　　　文献标识码：Ｄｌｉ

　　患者　女，７７岁。因发现右侧
颈部包块 ４个月，进行性增大，伴声
嘶、呛咳 １个月入院。体查：甲状腺
Ⅲ度肿大，于右侧甲状腺中下极可及
一约 ３．０ｃｍ×５．０ｃｍ包块，其质硬、
表面欠光滑、无压痛，随吞咽上下活

动 的 肿 物，右 侧 颈 部 可 及 多 个

１．５～３ｃｍ肿大的淋巴结。Ｂ超检查示
甲状腺左叶混合性肿物，以实性为

主，右侧甲状腺实性占位性病变，颈

部淋巴结大，以右侧明显。甲状腺、

全身 Ⅰ扫描示：（１）甲状腺右叶“冷
节结”，左叶正常显影；（２）颈部淋巴
结及全身其它部位未见明显异常浓

聚灶。ＣＴ扫描示右侧甲状腺占位性
病变，考虑肿瘤性病变，并右颈部多

个淋巴结肿大。喉镜检查右侧声带

麻痹。临床诊断：右侧甲状腺癌并颈

部淋巴结转移、喉返神经浸润。术中

见右侧甲状腺中下部有一约 ３．０ｃｍ
×５．５ｃｍ肿物、质硬、与局部肌肉有
浸润性粘连，行右侧甲状腺全叶切

除、左侧甲状腺次全切除、右侧颈部
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淋巴结清扫。术后病理报告示：（１）
低分化鳞状细胞癌（右侧甲状腺）（附

图），免疫组化：ＣＫ（＋），Ｓｙｎ（－），
ＣｇＡ（－），ＴＧ（－）。（２）淋巴结癌转
移（右颈）（５／６）。术后给予服用甲
乐，前纵隔及颈部局部放射治疗。

附图　术后病理切片（ＨＥ×２００）

讨论　原发性甲状腺鳞状细胞
癌在临床上罕见，其发病率占全部甲

状腺癌的 ０．９％ ～４％，多发于 ５５岁
以上年龄，其中以女性居多，但有资

料认为男女的发病率基本一致，它具

有高度恶性、广泛浸润的特。

临床患者多以压迫、浸润所至的

声嘶、气促、气喘、吞咽不适等症状就

诊。在诊断中应注意与继发性甲状

腺鳞状细胞癌区别，转移性甲状腺鳞

状细胞癌常见来源于鳞状细胞肺癌，

喉、食道、气管的鳞状细胞癌均可能直

接浸润甲状腺，另外尚要注意与亚急

性甲状腺炎加以区别。如遇甲状腺不

对称性肿大、坚硬、局部疼痛，血沉增

快且经激素治疗无效、症状加重需要

考虑本病，以防漏诊及延误最佳时机。

因甲状腺鳞状细胞癌具有较强

的抗放射线和对药物的不敏感性，目

前尚缺乏规范化的治疗方案。手术

切除是最有效的手段。由于甲状腺

鳞癌其癌细胞浸润能力强，常发生周

围组织的较广泛浸润。笔者认为，进

行患侧叶、峡部、对侧叶次全或全叶切

除是有必要的，如果发现肿瘤有浸润

或颈部淋巴结的转移，需尽可能切除

受侵犯的组织及行颈廓清术。术后

的治疗目前仍存在争异，尽管放射治

疗对甲状腺鳞状细胞癌效果差，而且

目前缺乏大宗病例统计资料，但不少

学者认为术后辅助放疗是有必要的。

本病的病程较短，进展快，且肿

瘤呈弥漫浸润性生长，早期即有周围

器官的侵犯，单纯从肿瘤大小或是否

肉眼全切难以决定其预后，该病的死

亡原因主要是局部病灶难以控制，往

往在未发现远处转移时患者已经死

亡于局部病灶复发，因而有否转移并

非是决定预后的独立因素，而是在治

疗上尽可能做到早发现、早切除、早

放疗。




