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肝衰竭患者MARS人工肝治疗前后不同疗效组外周血 TNF-αmRNA
和 IL-6 mRNA的表达
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［摘要］ 目的 研究肝衰竭患者 MARS 人工肝治疗前后好转组和恶化组外周血 TNF-αmRNA 和 IL-6mRNA

的表达．方法 对 33 例肝衰竭患者进行 MARS 人工肝治疗，采用 RT-PCR 检测外周血好转组和恶化组

TNF-琢mRNA 和 IL-6 mRNA 的表达．结果 好转组和恶化组所有患者在 MARS 人工肝治疗前外周血 TNF-琢mRNA

和 IL-6 mRNA 均为强阳性表达，治疗后好转组 TNF-琢mRNA 和 IL-6 mRNA 强阳性表达率较恶化组降低，2 组比

较差异有统计学意义 （ ＜0.01）．结论 外周血 TNF-琢mRNA 和 IL-6 mRNA 有可能作为肝衰竭患者接受 MARS

人工肝治疗后判断预后的指标．
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mRNA Expression of TNF-α and IL-6 in the Peripheral Blood
from Liver Failure Patients before and after MARS Treatment
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［Abstract］ Objective To study the mRNA expression of TNF-琢and IL-6 in the peripheral blood from liver
failure patients before and after MARS treatment in the improving and worsening groups. Methods Thirty-three

patients with liver failure were treated with MARS treatment，and the expression of TNF-琢mRNA and IL-6 mRNA

in the peripheral blood of patients were detected using RT-PCR method. Results Strong positive expression could
be observed in all liver failure patients before MARS treatment， while the strong positive expression rates of

TNF-琢mRNA and IL-6 mRNA of patients in improving group were lower than those in worsening group after MARS
treatment. Conclusion TNF-琢mRNA and IL-6 mRNA in the peripheral blood can be taken as an indicator for the

prognosis of liver failure patients.
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伴随着科学技术的迅速发展，人工器官已成
为现代医学中发展最快的学科之一．分子吸附再

循环系统 （molecular adsorbents recirculating system，
MARS） 是一种体外辅助肝脏支持系统，是专为各

种原因引起的急性肝衰竭病人提供成功解决方案

的最新人工肝支持系统[1]．MARS 人工肝治疗的根
本目的就是为急性肝衰竭患者赢得肝再生所需要

的机体内环境和时间，研究 MARS 人工肝治疗后
不同疗效组肝再生相关分子指标的差异，探索反

映 MARS 人工肝治疗预后的肝再生相关分子指标
具有重要意义．TNF-琢 和 IL-6 与肝再生有重要关

系 [2，3]，本研究纳入昆明医科大学第二附属医院接

受 MARS 人工肝治疗的肝衰竭患者 33 例，观察在
不同疗效组治疗前后外周血中 TNF-琢mRNA 和
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IL-6 mRNA 的表达．

1 资料与方法

1.1 一般资料

1.1.1 临床资料 纳入 2001 年 6 月至 2012 年 3
月昆明医科大学第二附属医院共收治的 33 例急性

肝衰竭患者，诊断按照 2000 年第 9 次全国传染病
与寄生虫病学术会议关于重症肝炎和肝衰竭的诊断

标准[4]．其中肝移植术前急性肝衰竭 5 例，肝移植
术后急性肝衰竭 5 例，胰十二指肠切除术后急性肝

衰竭 2 例，其余 21 例为重型乙肝急性肝衰竭．其

中男 29 例，女 4 例; 平均年龄 43.8 岁 （25～69
岁） ．治疗前伴有肝性脑病 13 例，肾功能不全 8

例，原发性腹膜炎 2 例．
1.1.2 临床分组 根据临床疗效和近期预后将患

者分成好转组和恶化组. （1） 好转组：经过 MARS

人工肝治疗，患者病情明显好转，不必行肝脏移
植，好转或治愈出院； （2） 恶化组：经过 MARS

人工肝治疗，患者病情无明显好转，肝衰竭加重后
死亡或需行肝脏移植方能存活．

1.1.3 标本采集 每次 MARS 治疗前后均取血样 3
mL，置于 -70℃用试管保存， 检测 TNF-琢mRNA

和 IL-6 mRNA．取健康人群 20 例血样 3 mL 作正

常对照．
1.1.4 主要仪器和试剂 紫外分光光度计 （日立

U－1800）、凝胶扫描成像分析仪 （SYNGENE 公司
GeneGenius 系 统）、 PCR 扩 增 仪 （BIO-RAD

PTC-200）、 RNAsimple 总 RNA 提 取 试 剂 盒
（TIANGEN 公司）、PrimeScript One Step RT-PCR

Kit Ver.2 （宝生物工程有限公司）、其余试剂为国

产分析纯．
PCR 引物：所用的 TNF-琢 、IL-6 和内参

β-actin 引物由大连宝生物工程有限公司合成引物
序列如下：TNF-琢 （363 bp）： 上游引物 5'CGA-

GTGACAAGCCTGTAGC3'，下游引物 5'CCTTCTCC-

AGCTGGAGAGC3'；IL-6 （354 bp）：上游引物 5'T-
CGGTCCAGTTGCCTTCT3'，下游引物 5'TGGAGGT-

TACTCTAGGTATAC3'；β-actin （236 bp）： 上游
引 物 5'TTCCTGGGCATGGAGTCCT3'， 下 游 引 物

5'ATCCACACGGAGTACTTGC3'．
1.2 方法

1.2.1 MARS 治疗方法 患者放置于恒温治疗室

内，使用 MARS 人工肝 （Teraklin，德国） ．主机
和导管与血透机相连， 生理盐水预冲后用 20 %白

蛋白 600 mL 循环 1 h ．无菌条件下行股静脉插管，

成功后用低分子肝素抗凝，一次治疗共使用低分子

肝素 2 100～8 400 U．血液通路流速 150～250 mL/

min ，白蛋白透析液通路流速和血液通路流速保持

一致，标准透析液通路流速 500 mL/min ．整个治
疗时间 6～8 h ．总共有 37 例患者接受 MARS 治

疗，其中 4 例经 1 次 MARS 治疗后因经济等其他
原因放弃治疗，其余 33 例均按治疗设计方案完成

2 次以上的 MARS 治疗．
1.2.2 检测方法 血液总 RNA 的提取：将 0.3 mL

新鲜血液标本用总 RNA 提取试剂盒 （TIANGEN 公

司） 抽提血液总 RNA，方法按说明书操作．所提
取 的 总 RNA 用 紫 外 分 光 光 度 计 检 测 纯 度 ，

A260/A280≥1.9，此外所提取的总 RNA 经琼脂糖
凝胶电泳，可见 28S 和 18S 两条带．

一步法进行目的基因的 RT-PCR：按一步法试

剂盒 （大连宝生物工程有限公司） 说明书操作，25
滋L 体系中含 1 Step Enzyme Mix 1 滋L，2×1 Step

Buffer 12.5 滋L， TNF-琢、IL-6 和内参 β-actin 的
上下游引物各 0.5 滋L （0.4 滋M），总 RNA 1 滋g，以

水补致 25 滋L．逆转录参数为 50℃逆转录 30 min，
94℃灭活逆转录酶 2 min．PCR 循环参数为：94 ℃

变性 30 sec，51℃退火 30 s （TNF-琢 为 53 ℃），72

℃延伸 1 min，循环 35 次，72 ℃延伸 10 min．取
各管扩增产物 4 滋L，1.5％琼脂糖凝胶电泳，凝胶

成像系统中进行扫描．
1.3 统计学处理

采用 χ2 检验，检验水准：琢＝0.05．

2 结果

2.1 TNF-αmRNA在好转组和恶化组中的表达

33 例患者经过 172 次 MARS 人工肝治疗后，

21 例重型乙肝肝衰竭患者存活 13 例，死亡 8 例；

5 例肝脏移植术后急性肝衰竭患者存活 2 例，死亡

3 例；2 例胰十二指肠切除术后急性肝衰竭患者存
活 1 例，死亡 1 例．好转组共 16 例，存活率

48.5％ （16/33），好转组 16 例患者共行 90 次

MARS 人工肝治疗．好转组中，TNF-琢mRNA 在
MARS 人工肝治疗前均呈强阳性表达，治疗后呈弱

阳性表达为 58 次，占 64.4％ （58/90）；治疗后仍
呈强阳性表达为 32 次，占 35.6％ （32/90） ．

TNF-琢mRNA 在好转组中 MARS 人工肝治疗前后的
表达见图 1A．正常对照组 TNF-琢mRNA 均呈阴性

表达．恶化组共 17 例，恶化率 51.5％ （17/33），

恶化组 17 例患者共行 82 次 MARS 人工肝治疗．
恶化组中 TNF-琢mRNA 在 MARS 人工肝治疗前均

呈强阳性表达，治疗后仍呈强阳性表达为 65 次，

占 79.3％ （65/82）；治疗后呈弱阳性表达为 17 次，
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图 1 TNF-αmRNA在好转组和恶化组中的表达

Fig. 1 TNF-α mRNA expression in the two groups

1、2、3 为治疗前血标本；4、5、6 为治疗后血标本；7 为正常对照；M：Marker.

A：好转组；B：恶化组

表 1 TNF-αmRNA表达阳性率在好转组和恶化组之间的比较（次）

Tab. 1 Comparison of TNF-α mRNA expression positive rate between two groups （sequence）

组 别 强阳性次数 弱阳性次数 合 计 强阳性率 （％）

好转组 32 58 90 35.6

恶化组 65 17 82 79.3**

与好转组比较，** ＜0.01.

表 2 IL-6mRNA表达阳性率在好转组和恶化组之间的比较（次）

Tab. 2 Comparison of IL-6 mRNA expression positive rate between two groups （sequence）

组 别 强阳性次数 弱阳性次数 合 计 强阳性率 （％）

好转组 27 63 90 30.0

恶化组 68 14 82 82.9**

与好转组比较，** ＜0.01.

A B

占 20.7％ （17/82） ．TNF-琢mRNA 在恶化组中
MARS 人工肝治疗前后的表达见图 1B．

MARS 人工肝治疗后的 TNF-琢mRNA 表达强阳
性率在好转组和恶化组之间比较，见表 1．结果表

明，2 组之间 TNF-琢mRNA 表达强阳性率有显著性

差异 （χ2＝33.34， ＜0.01），即 MARS 人工肝治
疗后好转组患者的 TNF-琢mRNA 表达强阳性率低

于恶化组．
2.2 IL-6mRNA在好转组和恶化组中的表达

16 例好转组患者共行 90 次 MARS 人工肝治

疗，治疗前 IL-6 mRNA 均呈强阳性表达，治疗后
弱阳性表达为 63 次，占 70.0％ （63/90）；治疗后

仍呈强阳性表达为 27 次，占 30.0％ （27/90） ．
IL-6 mRNA 在好转组中的 MARS 人工肝治疗前后

的表达见图 2A．正常对照组 IL-6 mRNA 均呈阴性
表达．17 例恶化组患者共行 82 次 MARS 人工肝治

疗，治疗前 IL-6 mRNA 均呈强阳性表达，治疗后
仍呈强阳性表达为 68 次，占 82.9% （68/82）；治

疗后呈弱阳性表达为 14 次，占 17.1％ （14/82）．
IL-6 mRNA 在恶化组中 MARS 人工肝治疗前后的

表达见图 2B．

MARS 人工肝治疗后的 TNF-琢mRNA 表达强阳

性率在好转组和恶化组之间比较，见表 2．结果表
明 2 组之间 IL-6 mRNA 表达强阳性率有显著性差

异 （χ2＝48.61， ＜0.01），即 MARS 人工肝治疗
后好转组患者的 IL-6 mRNA 表达强阳性率低于恶

化组．

3 讨论

MARS 人工肝治疗的根本目的就是为急性肝衰
竭患者赢得肝再生所需要的机体内环境和时间，

随着对肝再生认识的不断深入，人工肝治疗目的

发生了观念性的变化．对于肝细胞能够迅速再生
的可逆性肝衰竭，通过人工肝支持患者可以存活；

对于不可逆性肝衰竭，人工肝支持则是通向肝移
植的桥梁．然而怎样判断是否有肝再生；也就是

说肝衰竭是可逆的，还是不可逆的，是目前临床

工作的一个难点．TNF-琢 和 IL-6 在肝再生中的作
用已越来越受关注，TNF-琢 是一个多效应的细胞

因子，在肝再生的启动过程中它发挥着重要作用，

但同时 TNF-琢 也可通过多种途径诱导炎性介质活

化和细胞浸润， 造成肝细胞损伤、坏死与凋亡[3]．
TNF-琢 可以和其肝细胞膜上受体 TNFRI 结合诱发



图 2 IL-6mRNA在好转组和恶化组中的表达

Fig. 2 IL-6 mRNA expression in the two groups

1、2、3 为治疗前血标本；4、5、6 为治疗后血标本；7 为正常对照；M：Marker.

A：好转组；B：恶化组

BA

93第 10 期 阿永俊，等．肝衰竭患者 MARS 人工肝治疗前后不同疗效组外周血 TNF-αmRNA 和 IL-6 mRNA 的表达

肝细胞凋亡[5]，还可以直接结合细胞内凋亡受体结

合， 活化受体相关死亡区域，导致细胞凋亡[6]．在
肝再生过程中 IL-6 被认为受到 TNF-琢 调控，

TNF-琢 与受体结合可以介导 NF-资B 信号途径激活
IL-6 分泌 [7]．Streetz 等[8]研究结果证明，TNF-琢 和

IL-6 在不同的病理生理条件下可以发挥不同的作

用，低浓度的 TNF-琢 和 IL-6 在肝再生过程中发挥
重要的作用，而高浓度的 TNF-琢 和 IL-6 是肝损伤

重要的炎症介质，在介导肝组织内炎症反应及肝
细胞损伤机制中发挥重要作用．

笔者前期研究 [9，10]发现，MARS 人工肝治疗后
TNF-琢 和 IL-6 均较前明显降低，但人工肝治疗中

外周血 TNF-琢mRNA 和 IL-6 mRNA 表达水平的研

究目前尚无相关报道．本研究发现 33 例肝衰竭患
者 MARS 人工肝治疗前 TNF-琢mRNA 和 IL-6 mR-

NA 均成强阳性表达，MARS 人工肝治疗后肝细胞
能够迅速再生的好转组 TNF-琢mRNA 和 IL-6 mR-

NA 表达强阳性率低于肝细胞再生能力较差的恶化

组， 这 可 能 和 好 转 组治 疗 后 低 水 平 表 达 的
TNF-琢mRNA 和 IL-6 mRNA 在肝再生过程中发挥
重要作用，而恶化组患者体内高水平表达的

TNF-琢mRNA 和 IL-6 mRNA 诱导肝细胞凋亡和损
伤的机制有关．因此笔者的研究提示外周血

TNF-琢mRNA 和 IL-6 mRNA 检测有可能作为肝衰

竭患者接受 MARS 人工肝治疗后判断预后的指标.
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