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　　铁代谢紊乱性疾病影响着数以亿计人口 ,最为人们所熟

知的是 , 铁缺乏可引起缺铁性贫血 , 而铁过多将导致血色素

沉着症。近年来研究表明铁代谢紊乱造成的危害并不局限

于此 , 机体多种疾病的发生与铁过载有关 , 如神经退行性疾

病 [ 1] 、铁源性心脏病 [ 2]和肝纤维化 [ 3]等。原因是过量的铁

可促发大量自由基产生 ,引起组织损伤。临床常采用放血疗

法或给予去铁敏等铁螯合剂治疗 ,然而长期跟踪显示此种疗

法并不能从根本上治疗铁过载性疾病 ,且副作用很大 [ 4] 。因

此 , 寻找和开发治疗铁过载疾病的有效新药成为一项刻不容

缓的任务。 2001年 , Park和 Pigeon等同时发现了一种铁负

性调节激素———铁调素(hepcidin, Hepc), 现已证实 Hepc可

与十二指肠上皮细胞和巨噬细胞表面的膜铁转运蛋白(fer-

roportin1, FP1)结合 , 诱导 FP1内吞并降解 , 从而减少十二指

肠铁吸收和巨噬细胞铁释放 ,降低血清铁含量 , 最终降低机

体铁水平 [ 5] 。另外 Hepc对维持铁稳态起重要作用的肠上皮

细胞 、巨噬细胞及骨髓的其他铁转运蛋白的表达也有调节作

用 [ 1] 。随着人类对 Hepc在铁代谢中作用的认识 , 将其开发

为治疗铁过载疾病的新药已成为研究的焦点。 本文将就

Hepc药物研究现状和应用前景作一综述。

1　hepcdin药物研究现状

Hepc作为铁负性调节激素 , 其本身可成为一种降低机

体铁水平的外源性药物用来治疗铁过载疾病。 目前主要通

过三种途径获得 Hepc:高效液相色谱法从尿液中提取 、人工

化学合成及基因工程制药 。

1.1　高效液相色谱法(highperformanceliquidchromatogra-

phy, HPLC)　人体 Hepc主要由肝脏合成 ,在血液发挥作用 ,

最后随尿液排出。 HPLC是目前分离 、纯化有机化合物的有

效方法之一。 2001年 Park等利用 HPLC从人类尿液中分离

出的 Hepc, 有 20、22和 25个氨基酸多肽 3种形式 , 其中 20

和 25个氨基酸的多肽是 Hepc的主要存在形式。 后来 ,

HPLC就成为有效分离 Hepc的经典方法被广为应用。 2002

年 , 笔者实验室也应用该技术从人尿液中成功分离得到

Hepc,并申请了专利——— “Hepcidin(海魄喜定)在制药中的

应用” ,将 Hepc用作制备治疗铁代谢紊乱疾病药物的静脉注

射剂。但采用 HPLC从尿液分离的 Hepc含量少 , 只能满足

科研工作需要 , 尚无法批量生产满足临床使用。

1.2　人工化学合成　Hepc在人体合成过程中 , 首先产生一

个由 84个氨基酸组成的前体多肽 ,包含一个信号肽;信号肽

降解后形成有 60个氨基酸的多肽;最后由 N端降解生成仅

含有 20多个氨基酸的 , 具有不同生物活性的小肽分子。这

使采用人工化学合成 Hepc成为可能。目前国际上已有多家

研究机构可以人工合成 Hepc[ 6] 。 Hepc具有单一的发夹结
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构 , 在它的两臂间是 4个二硫键形成的梯样结构 , 在合成过

程中主要的难度就是此二级结构的正确配对。 由于人工化

学合成过程工序繁杂 ,且产量极低 , 只能满足科研工作的需

要 , 同样无法满足临床应用。

1.3　基因工程制药　自 20世纪 70年代基因工程诞生以

来 , 其迅猛发展使人们能够方便 、有效地生产许多以往难以

大量获得的物质 , 甚至可以创造出自然界中不存在的生物活

性物质。由于 HPLC和人工化学合成的局限性 , 目前采用基

因工程技术合成重组 Hepc成为各国研究开发的主流 , 只可

惜目前尚未有成品面世 ,多数研究还在实验室进行。

1.3.1　国外研究现状　2006年 Wallace等将 HepccDNA整

合到 pcDNA3.1/myc-HisA表达载体 , 然后通过质粒转染

人胚胎瘤细胞 HEK-293, 主要提取纯化得到具有抗微生物

活性的 Hepc25[ 7] 。 2008年 Gagliardo和他的同事成功将人

和小鼠的 Hepc基因整合到大肠杆菌质粒中 , Hepc以一种铁

硫蛋白的形式表达在了大肠杆菌中 , 从中分离出 Hepc, 恢复

其 4个二硫键和二级结构 [ 8] 。 这种重组 Hepc与天然 Hepc

具有相同的活性 , 可结合巨噬细胞表面的 FP1并诱导其降

解 , 同样也具有抗微生物活性。 SRINIVASULU等 [ 9]采用同

样的方法也合成了重组日本鲆 Hepc。而 KOLIARAKI等 [ 10]

将 Hepc25和 Hepc20基因构建质粒转染毕赤酵母菌实现了

稳定表达 , 其中重组 his-Hepc25与天然形式活性相同 , 具

有很高的应用价值。

1.3.2　国内研究现状　张怀等 [ 11 -13]根据大肠杆菌密码子

偏好性 , 化学合成了人 Hepc的基因序列 , 并构建了 Hepc的

融合表达载体 pET-hpc。 pET-hpc在大肠杆菌 BL21

(DE3)中表达的 Hepc融合蛋白以包涵体形式存在 ,通过优化

诱导表达条件, 该融合蛋白表达水平显著提高 , 占总蛋白的

25.2%。该包涵体经 1% TritonX.100洗涤后溶于 8mol/L尿

素 , 经金属螯合层析进行纯化 , 所得融合蛋白纯度大于

95%。酶切后所得重组 Hepc经抑菌圈试验检验 , 对枯草芽

胞杆菌具有抗菌活性。 LC-ESI-MS与园二色光谱检测显

示该重组 Hepc与天然 Hepc相对分子量相同 、二级结构相

似。王元忠等 [ 14]将小鼠 HEPC1和 HEPC2基因构建到高效

的真核表达载体 pcDNA3上 , 并实现了其在 NIH3T3细胞中

的稳定表达。 次年他们将 HEPC1和 HEPC2基因真核表达

载体分别稳定转染小鼠巨噬细胞系 RAW264.7细胞 , 发现

RAW264.7细胞铁储存增加了 1.65倍 , 而铁释放分别减少

了一半 [ 15] 。在笔者实验室为了提高表达量 , 利用缺陷性腺

病毒作为基因载体 , 将 Hepc基因重组入腺病毒中 , 也进行了

重组 Hepc的研究 。载体系统 Adeasy-1是缺陷性腺病毒的

骨架质粒 , 通过穿梭质粒 Ad-track-CMV将外源性基因与

病毒骨架整合 , 从而包装出具有广泛感染性的重组腺病毒。

包装成功的重组腺病毒在一般的细胞内不能复制 , 具有安

全 、高效 、简单易行等优点。目前该研究成果已经申报了国

家专利 , 并且正在广泛开展铁代谢紊乱疾病治疗的临床前

研究。

2　Hepc治疗铁过载疾病的应用前景

2.1　遗传性血色素沉着症　遗传性血色素沉着症(heredit-

aryhemochromatosis, HH)是一种常染色体隐性遗传病 , 主要

表现为十二指肠过度吸收铁 , 引起高铁血症和肝 、脾等多器

官铁沉积 , 及由此导致多器官功能衰竭。根据其突变基因的

不同 , 分为Ⅰ ～ Ⅳ类。大多数 HH是血色病基因(hemochro-

matosisgene, HFE)的 C282Y突变所致的 HHⅠ型。 HFE突

变导致 HH的机制尚不清楚 , 但近来研究发现似乎与 Hepc

有关:2003年 , Merryweather-Clarke等报道 HFE基因敲除所

致 HH小鼠肝细胞 HepcmRNA水平降低;HFE突变引起的

HH患者 , 肝组织 HepcmRNA、血液和尿液 Hepc水平也是降

低的 , 且 Hepc降低程度与 HH表型的严重程度相关;在转染

Hepc基因的 Hfe-/-小鼠 , Hepc组成性表达确实能防止

Hfe-/-小鼠的铁超负荷。 HHⅡ型 , 即青少年血色素沉着

症(juvenvilehemochromatosis, JH)是一种罕见的 , 比 HHⅠ型

更为严重的血色素沉着症 ,由 HJV突变引起 , 发病年龄早且

进展迅速 , 研究显示受累个体尿液 Hepc水平是降低的 [ 16] 。

且报道显示有 2例 JH家族存在 Hepc基因纯合突变(93delC

和 166C-T),另 1例 JH患者有一种新的 Hepc基因纯合突

变(C70R)[ 17] 。目前已确定人 Hepc基因的纯合子突变能导

致 JH, 并把这型 JH命名为 HHⅡB型 ,而由 HJV突变所致的

JH被命名为 HHⅡA型 , Hepc可能在 HHⅡA的发病中扮演

重要角色。总之 , 在 HH发病中均有 Hepc的减少 ,从而导致

了铁吸收的增加。因此 , 在治疗 HH时 , 给予外源性 Hepc可

以起到很好的治疗作用。

2.2　铁相关神经退行性疾病　1991年钱忠明等就已发现

脑铁失调及铁诱导的氧化应激 , 是某些神经退行性疾病———

帕金森病(PD)和老年性痴呆(AD)等的重要诱因。 2003年 ,

他们在 “柳叶刀 ”发表了一篇题为 “Ironmisregulationinthe

brain:aprimarycauseofneurodegenerativedisorders”的研究

论文 , 对脑铁失调是神经退行性疾病主要诱因之一的观点做

了详细论述。时隔 4年他们在 “ProgressinNeurobiology”上

再次发表文章 “Brainironmetabolismneurobiologyandneuro-

chemistry”, 更为详尽地阐述了铁代谢蛋白异常表达是脑铁

增高的主要原因。而增高的脑铁启动机体级联放大机制 , 最

终导致神经元死亡 , 诱发一系列神经退行性疾病。而降低脑

铁含量的方法和药物可以起到防治铁相关神经退行性疾病

的效果 [ 1] 。脑铁代谢与外周铁代谢有共同点 , 但较外周更为

复杂。资料显示 [ 18] , Hepc在脑组织表达有种属特异性 , 鲶

鱼 、野鸽脑组织不表达 Hep,而黑鲷脑组织微量表达 , 小鼠脑

组织在嗅球 、皮层 、海马 、下丘脑 、小脑 、脑桥 、脊髓 、背根神经

结等部位均表达 Hepc。 人类脑组织是否表达 Hep尚无报

道。研究表明炎症刺激可诱导肝脏 Hepc的表达 , 笔者实验

室研究显示脂多糖诱导的脑炎症反应时 , 大脑皮层及黑质

Hepc的表达升高 [ 19] 。关于 Hepc在脑中的作用 , 国内外鲜

有报道 , 付丽娟等 [ 20]发现侧脑室注射 Hepc可使不同脑区脑

组织 FP1、二价金属离子转运体(divalentmetaltransporter1,

DMT1)表达改变 ,其作用可能因部位而不同 , 体外研究还发

现 Hep可促进神经元摄铁。基于 Hepc在外周有降低机体铁

水平的作用 , 因此它有望成为一种治疗脑铁沉积引起的神经

退行性疾病的新药。

2.3　铁源性心脏病　1981年 Dr.JeromeSullivan提出了 “铁

源性心脏病”假说 ,认为铁储存与心脏病发病之间存在联系 ,

解释了男女性间冠心病(coronaryheartdisease, CHD)发病率
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与死亡率的差异。根据这个理论 ,女性绝经前低铁贮存使得

CHD患病率相对较低 , 绝经后随铁储存增加发病率上升。

心脏铁代谢与肝脏等其他器官铁代谢类似 , 冠心病 、心肌缺

血 -再灌注损伤 、心力衰竭 、心肌梗死 、心肌移植排斥反应及

阿霉素所致心脏损伤等疾病的发生都与心脏铁过多或机体

铁过多有关 , 都可以归为 “铁源性心脏病”的范围 ,降低心脏

铁沉积可以防治这些心脏病 [ 2] 。早在 2000年 , Krause等就

已证实心脏可以表达 Hepc。 MERLE等 [ 21]的研究也显示心

脏表达 Hepc, 并且缺氧和炎症可以诱导其表达升高。笔者

实验室的研究证实心脏含有 Hepc的作用靶点 FP1。因此 ,外

源性 Hepc用于治疗铁源性心脏病具有很大的可行性。但目

前尚无这方面的研究和报道 , 这将会是今后研究的重点内容。

2.4　伴铁沉积的慢性肝脏疾病　除 HH外 ,临床上尚有多

种导致肝纤维化的慢性肝病伴有肝脏铁沉积。 这些疾病包

括:酒精性肝硬化 、慢性丙型肝炎 、恶性肝脏肿瘤及地中海贫

血等。一项针对非裔美国人原发性肝脏铁沉积发病危险因

素的调查发现 , 酗酒 、慢性丙肝均是高危因素 [ 22] 。日本学者

FUJITA等 [ 23]长期致力于慢性丙肝与肝铁沉积关系的研究 ,

发现慢性丙肝患者肝脏铁沉积引起的氧化应激损伤 , 不仅可

导致肝纤维化 , 而且可以损伤 DNA,使慢性丙肝更易转为肝

癌。他们采用间断静脉放血使机体损失血液的同时减少铁

含量 , 对治疗慢性丙肝患者铁沉积有效。慢性肝病患者肝脏

铁沉积的原因一直不清 ,自发现 Hepc以来 , 似乎找到了其原

因所在。 HARRISON FINDIK等 [ 24] 研究表明酗酒可下调

Hepc转录 , 肠道铁转运蛋白表达增加 , 促进肠道铁吸收 , 最

终导致肝脏铁沉积。 检测血液中 Hepc的前体蛋白 Pro-

Hepc的含量可以反映 Hepc的多少。 NAGASHIMA等 [ 25]研

究发现慢性丙肝患者血清 pro-Hepc浓度明显下降 , 且在肝

硬化患者中更为显著 ,与机体铁含量呈负相关 , 因此推测肝

脏 Hepc表达降低在慢性丙肝患者肝铁沉积最终导致的肝纤

维化的发病中起重要作用。 TANNO等 [ 26]也发现地中海贫

血患者肝脏 Hepc表达同样下降。 因此 , 补充外源性 Hepc,

可以很好地降低慢性肝病患者的肝脏铁含量 ,延缓疾病的进

展及并发症的发生。 目前尚未见研究报道 , 但可以预测

Hepc的应用将会使这些伴有铁沉积的慢性肝脏病的治疗得

到很大的改善。

3　Hepc在鱼类养殖业中的应用前景

除了在多种哺乳动物包括人 、小鼠 、大鼠 、牛 、猪 、狗等中

成功克隆到 HepccDNA外 , 在鱼类也发现有 Hepc的存在 ,

包括狼鲈 、青鳊 、虹鳟鱼 、日本鲱鱼 、美洲拟鲽 , 大西洋鲑 、斑

马鱼 、鲶鱼 、鲈鱼和红海鲷等 [ 27] 。 Hepc在机体的作用除了

作为铁负性调节激素外 , 还是一类新颖的小分子抗菌多肽 ,

属于防卫素蛋白家族 ,是机体天然免疫的重要效应分子 , 具

有抑制真菌 、细菌及原生动物生长的作用。 Hepc可以抑制

大肠杆菌 、嗜水气单孢菌 、绿脓杆菌和曲霉菌的生长繁殖 ,但

对酵母菌不表现活性。在各种促炎因子作用下 , Hepc主要

由肝脏合成 , Courselaud等(2003)认为大量的 Hepc随血液

循环到达炎症处 , 与病原体细胞膜表面特殊受体结合 , 破坏

膜的完整性 , 阻断呼吸链 ,从而起到杀菌作用。 Hepc是机体

尤其是鱼类抵御病原微生物入侵的第一道防线 ,具有广谱的

抗菌活性。根据 Hepc的抗菌特性 ,它本身有望成为一种新

型的天然抗菌药物在鱼类养殖业中得到广泛应用。

4　展望

铁代谢紊乱疾病困扰着数以亿计的患者 ,传统治疗方法

和药物始终未起到很好的效果 , 自从认识到 Hepc在维持机

体铁稳态中的作用以来 , 可以预测 Hepc作为药物用于治疗

铁过载相关疾病 , 具有很大的应用价值。将 Hepc相关药物

成功开发为治疗铁过载相关疾病的新药已成为当今科学研

究的焦点。相信在不久的将来 , Hepc相关药物会很快问世 ,

造福人类。
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输卵管镜在不孕症诊治中的价值
朱晓芳

△
, 闻安民

广东省人民医院 、广东省医学科学院妇产科 -生殖医学中心(广州 510080)

　　不孕的概念一般定义为一年内有正常性生活未避孕而未

受孕者 , 如果有相关病史或者女性 >35岁则可以缩短诊断时

间 [ 1] ,而输卵管因素不孕是女性不孕症中最常见的原因之一 ,

12%不孕夫妇属输卵管因素 [ 2] , 输卵管不仅是精子和卵子的

通道及结合场所 ,还具有极为复杂而精细的生理功能。临床

上常用的输卵管检查方法只能检查输卵管的通畅情况 ,因此

输卵管功能状态的正确评价在女性不孕症诊治中十分关键 ,

本文就输卵管镜在输卵管性不孕诊治中的价值进行综述。

1　输卵管在受孕过程中的作用

输卵管是女性生殖系统的主要组成部分之一 , 具备卵子

摄取 、精子获能 、卵子受精 、受精卵发育及运输等生理作用。

精子在输卵管中的运行受到输卵管的蠕动与反蠕动 、输卵管

上皮细胞的纤毛摆动及输卵管液的流动和逆流动等活动的

影响 , 同时成熟卵泡排出后 ,依靠输卵管系膜及卵巢固有韧

带的收缩 , 输卵管就近将卵子拾入 , 正常情况下卵子在壶腹

部等待受精 , 依靠输卵管的蠕动及纤毛摆动 , 受精卵逐步向

宫腔移动而种植在子宫内膜。

2　目前临床常用的输卵管通畅程度检查方法

2.1　输卵管通液术　输卵管通液术是术者根据术中推注阻

力及患者腹痛情况来判断输卵管通畅程度 , 其准确率仅为

80%左右 [ 3] 。 B超下输卵管通液术观察通过输卵管时的影

像及子宫直肠窝积液等情况判断输卵管通畅度 ,较单纯输卵

管通液更准确。吕彦利等 [ 4]认为 B超下双氧水输卵管造影

不仅可以明确输卵管的通畅情况及阻塞位置 ,而且还可以起

到药物和机械双重的疏通输卵管作用。

2.2　子宫输卵管碘油造影　子宫输卵管碘油造影(hystero

salpingography, HSG)可以对子宫位置 、宫腔形态 、子宫内膜

情况 、输卵管形态 、输卵管内膜情况及管腔是否通畅进行判

断 , 还可以根据造影剂在盆腔内的弥散程度了解有无输卵管

远端周围组织的粘连 , 并且对轻度的输卵管炎症和粘连有一

定的治疗作用。

KHALAF等 [ 2]研究指出 HSG在对输卵管阻塞的诊断中

其敏感度为 65%, 特异度为 83%, 既显示了输卵管的情况 ,

同时也提示宫腔内的情况。 2006年 KITILLA[ 5]在 294例行

HSG检查患者中 ,得出 HSG真阳性率达 89%, 但 25% HSG

诊断的近端阻塞最终证明是畅通的 , 14% HSG诊断为畅通者

在输卵管术中证实仍存在病变 , 假阴性率为 10%。HSG在诊

断输卵管畅通与否时虽存在一定缺陷, 如假阳性率偏高 , 尤

其是在诊断近段输卵管阻塞时 ,但作为一种筛查的手段 , HSG

便捷 、无创 、廉价 , 仍然是目前国内公认的首选筛查方式。

2.3　腹腔镜　腹腔镜诊断和腹腔镜下输卵管通液可用于直

接观察内生殖器和获知输卵管的通畅程度 ,了解有无盆腔粘

连 、盆腔结核 、子宫内膜异位症等病变及其范围和程度;还可

通过活检了解其病理情况及卵巢功能 , 获得可靠的诊断。

AHMAD等 [ 6]对远端输卵管腹腔镜术和开腹手术做了 Meta

分析 , 25%的不孕症存在输卵管阻塞。 但腹腔镜检查不能

了解宫腔及输卵管管腔情况 ,且为有创检查。

临床通常只选择以上三种方法中的一种 ,仅仅局限于输

卵管的通畅程度 , 不能直视输卵管内部结构 , 且存在一定的
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