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前言

肝性脑病(hepatic encephalopathy, HE)是一种继发于肝硬

化和其他严重肝病的可逆的神经精神综合征[1]。HE分为三型：

急性肝衰竭相关的 HE，门 -体分流相关的 HE，在慢性肝病和

肝硬化基础上发生的 HE，3型又分为发作性、持续性以及轻微

性(minimal hepatic encephalopathy, MHE)3种不同亚型[2]。轻微

性肝性脑病是指临床上无明显肝性脑病相关症状肝和生化异

常,但用精细的智力试验或神经电生理检查可见智力、神经、精

神异常而诊断的肝性脑病[3]。我国是肝病大国，有大量的肝炎、

肝硬化患者，据有关报道肝硬化患者中 22 %-74 %都合并有
MHE[4]，虽然 MHE没有典型的临床症状，但是 MHE患者的应

变能力，反应的水平都低于常人，在从事一些精细操作的工作

时会存在一些问题，并且在没得到及时有效的治疗情况下，会

进一步发展为症状性 HE[5，6]。所以对于尽早的诊断 MHE至关

重要。现在对于 MHE诊断主要应用神经心理学测试等手段，

但其结果受到患者教育水平、年龄、疲劳等一些其它因素的影

响，有时缺乏客观性[7，8]。磁共振波谱（magnetic resonance spec-
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troscopy, MRS）是一种无创的，客观的检查方法，可以检测脑部

的代谢变化。肝性脑病的患者脑内典型的代谢变化是，肌醇

(myo-inositol, mI)及胆碱(choline,Cho)降低、谷氨酰胺复合物
(glutamine and glutamate, Glx) 升高、N- 乙酰天门冬氨酸
(N-acetyl asparte,NAA)变化不明显[9-12]。MRS可以利用这点，通

过检测脑内代谢物的改变来进行诊断。本研究的目的是对比正

常兔子脑MRS与利用四氯化碳（CCl4）联合内毒素方法建立的

肝性脑病模型的脑 MRS是否存在变化。

1 材料与方法

1.1 材料及试剂
24只 3个月龄新西兰大白兔（由哈尔滨医科大学附属第

二医院动物实验中心提供），体重 2-3 kg，健康，在标准的动物

房中饲养，自由进食水。橄榄油（上海佳格食品有限公司）；CCl4

（北京化学试剂公司）；内毒素（上海第二军医大学微生物教研

室研制）；麻醉药：陆眠宁Ⅱ （吉林省华牧动物保健品有限公

司）；酚磺乙胺注射液（天津药业集团新郑股份有限公司）；注射

用头孢哌酮钠舒巴坦钠（哈药集团制药总厂）。

1.2 方法

将 24只兔子随机分为三组，Ⅰ组：8只，作为正常对照组，

给予皮下注射橄榄油，每周 2次，前 2周剂量为 0.3 mL/kg，后 8

周为 0.4 mL/kg，共注射 10周，第 11周耳缘静脉注射生理盐水
1 mL/kg；Ⅱ组：8只，肝硬化组，给予皮下注射用橄榄油稀释的
50%的 CCl4溶液。每周 2次，前 2周剂量为 0.3 mL/kg，后 8周

为 0.4 mL/kg，共注射 10周，第 11周耳缘静脉注射生理盐水 1

mL/kg。Ⅲ组：8只，肝性脑病组，制作肝性脑病模型，给予皮下

注射用橄榄油稀释的 50 %的 CCl4溶液。每周 2次，前 2周剂
量为 0.3 mL/kg，后 8周为 0.4 mL/kg，共注射 10周，第 11周耳

缘静脉注射内毒素 10 滋g/kg，将内毒素配置成 10 滋g/ml的生

理盐水溶液。第 12周末，于心脏采集兔血 5 mL，装入试管放入

冰水中，送检，采用谷氨酸脱氢酶测定法，使用 Siemens Health-

care Diagnostics Inc公司的 Dimension RxL Max型全自动生化

分析仪测量血氨值。第 4、6、8、10随机在各组中抽取两只兔子，

进行麻醉后，在超声引导下取兔子肝脏组织进行活检，并在取

活检后给予消炎药及止血药。第 12周末处死兔子，取肝脏组织

进行病理检查。

1.3 波谱采集

于第 12周末，进行兔子脑部磁共振检查。首先，使用陆眠

宁Ⅱ按 0.3 mL/kg剂量将兔子麻醉，保证兔子状态稳定后，采用
Achieva 3.0T MR机(荷兰飞利浦)进行兔子脑常规 MRI扫描，

兔子采取头先进，俯卧位，8通道线圈。扫描序列包括冠状面
T2WI TSE 序列（TR/TE =3000/80 ms，翻转角 90° ，FOV80

mm，层厚 3 mm，层数 16）及 T1WI FFE序列（450/10.9 ms,翻转

角 90° ，FOV80 mm，层厚 3 mm，层数 16），层面垂直于兔脑长
轴方向。矢状面 T1WI FFE（TR/TE =450/10.9 ms，翻转角 90° ，
FOV80 mm，层厚 3 mm，层数 16），层面平行于兔脑长轴方向。

横断面 T1WI FFE（TR/TE =450/10.9 ms，翻转角 90° ，FOV80

mm，层厚 3 mm，层数 20）层面平行于兔脑长轴方向，观察是否

存在异常并作为定位像。采用单体素氢质子波谱 -激励回波采

集 (stimulated echo acquisition mode spectroscopy，STEAM)序

列，进行脑部的 1H-MRS扫描，TR/TE =2000/9.53 ms，翻转角
90° ，平均采集次数 128次，扫描时间 4分 25秒，体素大小为
1 cm× 1 cm× 1 cm，定位于兔子大脑，尽量避免颅骨。在 VOI内

进行匀场，使水峰的半高全宽小于 8 Hz，同时确定水的共振频

率，将水的共振频率输入化学位移选择序列，然后通过改变序

列中的脉冲激励角度以获得最佳的抑水效果，在此基础上用

STEAM序列进行波谱数据的采集。扫描完成以后，用机器自带
的软件完成基线校准、信号平均、代谢物识别并计算各代谢物

波峰曲线下的面积，计算出以肌酸(Cr)为参照的各代谢物曲线

下面积的比值，即 NAA/Cr、Cho/Cr、mI/Cr和 Glx/Cr。
1.4 统计学分析

利用方差分析比较肝硬化组，肝性脑病组与对照组的血氨

值和脑内代谢物的比值。使用 SPSS13.0软件进行统计学处理，
P＜ 0.05有统计学意义。

2 结果

2.1 一般状况

肝硬化组与肝性脑病组兔子在注射 CCl4之后食量开始减

少，毛发蓬乱，活动时间减少，精神萎靡，体重开始减轻。正常对

照组兔子活动正常，毛发有光泽，饮食正常，精神状况良好，体

重增加，无死亡。肝性脑病组注射内毒素后兔子明显的精神萎

靡，呆滞，厌食，活动减少，捕捉反应以及疼痛反应迟钝，眼球震

颤，甚至出现昏迷。

2.2 兔子肝脏活检

两周之内有 3只兔子死亡，取死亡的兔子肝脏组织作病

理，HE染色发现肝脏内大量的肝细胞发生变性坏死，并且有大

量的炎性细胞浸润，这几只兔子死于急性的肝损伤（如图 1A）。
在第 4周起每隔两周，在三组中各自随机抽取两只兔子在超声

引导下进行穿刺活检。肝硬化及肝性脑病组的兔子，在第 4周

穿刺图片显示中央静脉周围的肝细胞可见点、片状坏死。第 6

周时，可见肝细胞肿胀，汇管区可见炎性细胞浸润，有少量的纤

维增生，界板处可见纤维增多(如图 1B)。第 8-10周时坏死的细

胞更加广泛，最终形成假小叶。第 12周末肝脏形成肝硬化改变
（如图 1C）。

图 1 急性肝炎 400×（A）、轻度肝硬化 40×（B）、肝硬化 100×（C）

Fig.1 Acute hepatitis400× (A), Mild cirrhosis 40× (B), cirrhosis 100× (C)
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Hepatic encephalopathy Cirrhosis Controls F value P value

Glx/Cr

mI/Cr

Cho/Cr

ammonia

0.703± 0.029*

0.881± 0.104

1.016± 0.064*

94.0± 5.7*

0.364± 0.012

0.767± 0.086

1.391± 0.081

43.7± 5.3

0.332± 0.013

0.760± 0.093

1.423± 0.069

39.5± 4.6

701.212

3.191

60.261

191.407

<0.001

0.068

<0.001

<0.001

表 1 对照组,肝硬化组和肝性脑病组兔子血氨及脑内代谢物水平比较 (x ± s)

Table 1 rabbit blood ammonia and metabolites level of rabbit brain in control, cirrhosis and HE group(x ± s)

注 *代表肝性脑病组与对照组以及肝硬化组比较有显著差异。

Note:* suggests compared with cirrhosis and health controls, HE group has significant difference.

3 讨论

本实验选用 CCl4 联合内毒素的方法制作慢性肝衰竭性
HE的兔子模型，在第 11周，肝性脑病组兔子在静脉注射内毒

素后表现为明显的精神萎靡，呆滞，厌食，活动减少，捕捉反应

以及疼痛反应迟钝。第 12周末兔子肝脏病理切片证实肝硬化
组及肝性脑病组兔子形成肝硬化。通过行为表现及肝脏病理认

为肝性脑病组已出现 HE。
3.1 血氨的变化

在肝性脑病患者中，高血氨是引起大脑功能紊乱的主要因

素之一。Rao KV[13]等研究发现脑内血氨浓度升高时，氨可以通

过干扰大脑能量代谢的若干位点，引起神经系统能量代谢的紊

乱，从而导致肝性脑病的发生。同时，氨的堆积会影响神经细胞

的渗透平衡，从而导致神经细胞水肿[14]。另外，高氨血症还能影

响星形胶质细胞基因表达，如水通道蛋白 -4（aquaporin-4，
AQP4）[15]、葡萄糖转运体 -1（glucose tranporter-1，GLUT-1）[16]，甘

氨酸转运体 -1（glycine transporter type-1，GLYT-1）和谷氨酸转

图 2 正常对照组兔子脑部 1H-MRS表现

Fig.2 1H magnetic resonance spectroscopy imaging performance of rabbit

brain in control group

图 32 肝硬化组兔子脑部 1H-MRS显示代谢产物无明显变化

Fig.3 1H magnetic resonance imaging of rabbit brain shows no significant

metabolite changes in cirrhosis group

图 4 肝性脑病组兔子脑部 1H-MRS显示Glx峰增高，Cho峰降低

Fig.4 1H magnetic resonance imaging of rabbit brain shows a increase in

Glx and decrease in Cho in hepatic encephalopathy group

2.3 血氨测定及脑磁共振波谱

肝性脑病组兔子与对照组及肝硬化组相比，血氨值升高，

有显著差异（P<0.05）。肝硬化组与对照组比较，血氨升高，但无

统计学差异 (如表 1)。肝性脑病组兔子与正常对照组及肝硬化
组比较，Cho/Cr比值降低、Glx/Cr比值增高，有显著差异（P<

0.05）。mI/Cr比值未见显著差异。肝硬化组与对照组比较，脑内

代谢物 Cho/Cr比值略降低、Glx/Cr比值略增高，mI/Cr比值未
见显著异常，但都无统计学意义(如表 1)。肝性脑病组，肝硬化

组脑部磁共振常规扫描图像未见显著异常信号。
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运体（excitatory amino acid transporter-2，EAAT-2）[17]等。本实验

中，在第 12周末抽取兔子血液进行检测，肝硬化组与正常对照
组相比血氨有上升的趋势，但并没有统计学意义。肝性脑病组

血氨可以看到有显著的增高，几乎达到对照组的两倍以上。同

样是肝硬化，在没有引起高氨血症的情况下兔子并没有形成肝

性脑病，也在一定程度上说明血氨增高是引起肝性脑病的一个

重要原因。由于血氨检测大约需要 5 mL血液，在兔耳中央动脉

和耳缘静脉采血时，由于血管较细，一般无法一次取到足够量

的血，需要分多次采取，从而导致取血时间较长，在之前的尝试

中，采集的血液由于时间较长血液已经凝固，无法检测，所以在

本次实验过程中，由于兔子取血的实际操作难度，并没有在实

验过程中取血，测量血氨的变化。而是在实验最后，在兔子心脏

和动脉内抽取血液进行检测，并将三组兔子血氨值进行比较。

这也是本实验的一个不足，并没有动态的观察兔子的血氨变

化，对于肝性脑病模型兔子何时血氨出现明显变化，以及血氨

变化与兔子症状是否存在一致性等一些问题，有待于进一步研究。

3.2 常规磁共振

在人体上，大多数肝性脑病患者的 MRI图像在 T1WI可

见苍白球与部分内囊结构的双侧对称性高信号，部分在尾状

核、黑质、中脑被盖以及垂体也可显示，T2WI无异常信号[18]，这

些高信号和肝功能衰竭的程度和门腔分流侧支的大小有关,和

肝性脑病的严重程度没有确切的关系。目前认为出现在 T1WI

上高信号病灶的原因与锰含量的升高有关[19]。但是在兔子脑部

的常规磁共振扫描图像上并没有发现显著的异常信号，这可能

由于形成 T1WI高信号需要较长时间，所以在造模过程中并没
有导致兔子脑部发生明显的异常信号改变，另外兔子脑部相对

较小所以脑部很小的区域发生细微的信号变化也不明显。

3.3 磁共振波谱

本实验磁共振波谱采用单体素 STEAM法，体素大小约为
1 cm× 1 cm× 1 cm，定位主要在兔的大脑，此处脑实质较多，脑

脊液相对较少，对 MRS的结果影响较小，同时感兴趣区应尽量

避免颅骨。在国内外的研究中肝性脑病患者的典型改变为

mI/Cr及 Cho/Cr降低、Glx/Cr升高、NAA以及 NAA/Cr变化不

明显。在高血氨症时，脑内的氨在星形细胞的代谢下转化为谷

氨酰胺和谷氨酸（Glx），使细胞渗透压升高，水份从细胞外间隙

进入到细胞内，导致星形细胞水肿[20]。为代偿升高的细胞渗透

压，Cho，mI等作为渗透剂从细胞内滤除，从而降低渗透压，由

此，典型的 HE磁共振波谱反应了脑内细胞渗透压的改变。在

本实验中肝性脑病组脑 MRS显示 Glx/Cr比值升高，Cho/Cr比

值降低，mI/Cr未见显著改变。虽然与典型的 MRS谱线相比
mI/Cr的水平并没有显著的变化，但是作为主要反应脑内氨浓

度的 Glx/Cr比值出现了明显的升高，而且 Cho/Cr比值的降低
也基本反映了细胞内渗透压的变化，所以本实验的波谱结果也

基本符合肝性脑病的典型代谢改变。从这个结果也大致能反应

出肝性脑病兔子模型脑部氨的水平要高于对照组与肝硬化组

兔子，与血氨的测量结果基本一致。

在本实验中，常规的 MRI检查兔子脑部未发现显著的信
号改变，而在 MRS的检查中发现变化，也从一定程度上说明了
MRS相对于常规的磁共振平扫的检查能更早的发现 HE患者

的脑部改变。至于在肝性脑病模型形成较长时间后，磁共振常

规扫描是否会产生典型的信号改变，这也是一个比较值得考虑

及进一步研究的方向，这样可以确定是否 MRS在更早的诊断
肝性脑病方面存在优势。本实验只是对于慢性肝衰竭引起的肝

性脑病模型的脑部 MRS进行初步研究，在肝性脑病兔子模型

中脑部的 Glx复合物水平要比正常的兔子高。而本实验对于兔

子脑部 MRS的动态变化，血氨的动态变化，MRS的变化与血

氨变化的对应程度等一些问题并没有很好的反应出来，有待于

进一步研究。
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