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·论　著·
Ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ对小鼠肝损伤后肝细胞增殖的影响
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（上海第二医科大学新华医院发育生物学研究中心，上海２０００９２）

［摘要］　目的：比较倒千里光碱（ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ）对小鼠与大鼠肝损伤后肝细胞增殖的影响，探讨应用ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ建立小鼠肝细胞移植

模型的可行性。方法：雄性小鼠和大鼠均各自分为ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ处理组和生理盐水注射组（未处理组），每组３０只。Ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ处理

组动物分别接受２次（间隔２周）ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ注射（小鼠剂量为７０ｍｇ／ｋｇ，大鼠剂量为３０ｍｇ／ｋｇ）；未处理组用生理盐水代替ｒｅｔｒｏｒｓ

ｉｎｅ。末次注射４周后，所有的动物均予ＣＣｌ４注射（０．５ｍｇ／ｋｇ），分别在ＣＣｌ４注射前即刻（记为０时）、注射后第１、２、３、４、６和１５天

取动物肝组织样本。ＨＥ染色检查动物肝组织病理学变化，Ｋｉ６７染色检测动物肝细胞增殖情况。结果：ＨＥ染色发现ｒｅｔｒｏｒｓ

ｉｎｅ处理组大鼠肝组织出现明显的巨细胞增多、小胆管增生和小肝细胞增生并形成结节，而未处理组大鼠未出现这些表现，两组间

有显著差异；然而，ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ处理组及未处理组小鼠肝组织均表现为肝细胞变性、肝小叶中央静脉周围区坏死，未出现巨细胞增

生，两组表现类似。Ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ处理组大鼠Ｋｉ６７染色阳性肝细胞主要出现在小肝细胞结节中，ＣＣｌ４注射后第３天Ｋｉ６７染色阳性

肝细胞数明显少于未处理组（Ｐ＜０．０５）；而ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ处理组小鼠Ｋｉ６７阳性细胞计数几乎在各时间点均高于未处理组，尤其在

ＣＣｌ４注射后第４天（Ｐ＜０．００１），两组变化趋势一致。结论：应用ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ可明显抑制大鼠肝损伤后肝细胞增殖，适用于建立大

鼠肝细胞移植模型；ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ对小鼠肝损伤后肝细胞增殖无明显抑制作用，不适用于建立小鼠肝细胞移植模型。

［关键词］　倒千里光碱；小鼠；大鼠；肝细胞；细胞增殖

［中图分类号］　Ｒ５７５　　　［文献标识码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２００６）０１００３１０５

Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓｏｆｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅｏｎｍｏｕｓｅｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｆｔｅｒｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙ

ＺＨＯＵＸｉａｏｆｅｉ△，ＷＡＮＧＱｉａｎ△，ＣＨＵＪｉａｎｘｉｎ，ＬＩＵＡｉｌｉａｎ（ＣｅｎｔｅｒｆｏｒＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌＢｉｏｌｏｇｙ，ＸｉｎｈｕａＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｓｈａｎｇｈａｉ

ＳｅｃｏｎｄＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２０００９２，Ｃｈｉｎａ）

［ＡＢＳＴＲＡＣＴ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏｃｏｍｐａｒｅｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓｏｆｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅｏｎｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｍｉｃｅａｎｄｒａｔｓａｆｔｅｒｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙ，

ｓｏａｓｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｆｅａｓｉｂｉｌｉｔｙｏｆｕｓｉｎｇｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅｆｏｒｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔｏｆｌｉｖｅｒｃｅｌｌｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｍｏｄｅｌｉｎｍｉｃｅ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：Ｍａｌｅ

ｍｉｃｅａｎｄｒａｔｓｗｅｒｅｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ２ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓｏｆｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ（７０ｍｇ／ｋｇｆｏｒｍｉｃｅａｎｄ３０ｍｇ／ｋｇｆｏｒｒａｔｓ）（ａｓｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅｔｒｅａｔｅｄ

ｇｒｏｕｐ，ｎ＝３０）ａｔ２ｗｅｅｋｓｉｎｔｅｒｖａｌｏｒｓａｌｉｎｅ（ａｓｎｏｎｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ，ｎ＝３０）．Ａｓｉｎｇｌｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｃａｒｂｏｎｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ（ＣＣｌ４，０．５

ｍｇ／ｋｇ）ｗａｓｇｉｖｅｎｔｏａｌｌａｎｉｍａｌｓ４ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｔｈｅｆｉｎａｌｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅｏｒｓａｌｉｎｅ．Ａｔ０（ｂｅｆｏｒｅａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ），１，２，３，

４，６，１５ｄａｆｔｅｒＣＣｌ４ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ｔｈｅａｎｉｍａｌｓｗｅｒｅｓａｃｒｉｆｉｃｅｄａｎｄｔｈｅｉｒｌｉｖｅｒｓｗｅｒｅｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏＨＥｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄＫｉ６７ａｎｔｉ

ｂｏｄｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎａｌｙｓｉｓｔｏｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓａｎｄｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｔｈｅｌｉｖｅｒｉｎｒａｔｓ

ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅｄｉｓｐｌａｙｅｄｏｂｖｉｏｕｓｍｅｇａｌｏｃｙｔｏｓｉｓ，ｓｍａｌｌｂｉｌｅｄｕｃｔｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ，ａｎｄｓｍａｌｌｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ（ｆｏｒｍｉｎｇ
ｎｏｄｕｌｅ）；ｎｏｓｕｃｈｃｈａｎｇｅｓｗｅｒｅｆｏｕｎｄｉｎｎｏｎｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｔｈｅｌｉｖｅｒｉｎｍｉｃｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅｄｉｓｐｌａｙｅｄｈｅｐａｔｏ

ｃｙｔｅｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎａｎｄｎｅｃｒｏｓｉｓｉｎｔｈｅｐｅｒｉｖｅｎｏｕｓａｒｅａｓａｎｄｔｈｅｓａｍｅｗａｓｔｒｕｅｔｏｔｈｅｌｉｖｅｒｉｎｎｏｎｔｒｅａｔｅｄｍｉｃｅ．Ｋｉ６７ｉｍｍｕｎｏｈｉｓ

ｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｉｎｒａｔｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ，ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ，ｍａｉｎｌｙｆｏｕｎｄｉｎｓｍａｌｌｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｎｏｄ

ｕｌｅｓ，ｗｅｒｅｏｂｖｉｏｕｓｌｙｌｅｓｓｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ３ｄａｆｔｅｒＣＣｌ４ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０５）．Ｋｉ６７ｐｏｓｉｔｉｖｅｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓｉｎｍｉｃｅ

ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅｗｅｒｅａｂｕｎｄａｎｔａｎｄａｌｍｏｓｔｍｏｒｅｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｔａｌｌｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ，ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ４ｄａｆｔｅｒＣＣｌ４
ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０１），ｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅｃｈａｎｇｉｎｇｔｅｎｄｅｎｃｙｉｎｂｏｔｈｇｒｏｕｐｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅｃａｎｏｂｖｉｏｕｓｌｙｉｎｈｉｂｉｔｈｅｐａｔｏ

ｃｙｔｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｆｔｅｒｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙａｎｄｉｓｓｕｉｔａｂｌｅｆｏｒｌｉｖｅｒｃｅｌｌｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｉｎｒａｔｓ，ｗｈｉｌｅｉｔｉｓｔｈｅｃｏｎｔｒａｒｙｉｎｍｉｃｅ．
［ＫＥＹＷＯＲＤＳ］　ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ；ｍｏｕｓｅ；ｒａｔ；ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ；ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００６，２７（１）：３１３５］

［基金项目］　国家高技术发展规划／８６３计划（２００４ａａ２０５０１０）．Ｓｕｐ

ｐｏｒｔｅｄ ｂｙ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｈｉｇｈｔｅｃｈ Ｒ＆Ｄ Ｐｒｏｇｒａｍ／８６３ Ｐｒｏｇｒａｍ
（２００４ａａ２０５０１０）．
［作者简介］　周晓飞，博士．
△：并列第一作者
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ．Ｅｍａｉｌ：ｔｈｉｓｉｓｃｑ＠１６３．ｃｏｍ

　　肝细胞移植可用来治疗肝变性疾病或其他严重
的肝损伤［１，２］。在人和其他脊椎动物中观察到，内源
性肝细胞的再生能力非常强，胜过外源性细胞［３］。
倒千里光碱（ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ）是一种吡咯烷类生物碱家
族中的化学药物，可以损伤肝细胞的增殖能力，将细
胞阻滞在细胞周期中的Ｇ１／Ｓ期、Ｓ后期和（或）Ｇ２／

Ｍ期［４～６］。本研究通过观察ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ对小鼠肝损

伤后肝细胞增殖的影响，探讨其是否适用于小鼠肝
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细胞移植模型。

１　材料和方法

１．１　实验动物与试剂　雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠（６周
龄）和雄性Ｆ３４４大鼠（５周龄）购自中国啮齿类实验
动物中心上海分部。动物饲养条件为标准的１２ｈ
光照／１２ｈ黑暗节律，所有动物都用标准饲料和饮水
饲养。所有动物操作遵循上海第二医科大学实验动
物操作条例。ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ）加入无菌
蒸馏水至１０ｍｇ／ｍｌ，用１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ调节ｐＨ 至

２．５，使药物粉末全部溶解；再用１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ中
和，最后加入０．１５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ；终浓度ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ
为５ｍｇ／ｍｌ，ｐＨ７．０。ＣＣｌ４用无菌矿物油按１１０
稀释，保存在带橡皮塞的玻璃瓶中。Ｋｉ６７（克隆

ＳＰ６）兔单克隆抗体购自ＬａｂＶｉｓｉｏｎ。

１．２　动物分组　动物适应性喂养１周后，各自随机
分为２组：ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ处理组、生理盐水注射组（未处
理组），每组３０只。Ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ处理组动物腹腔注
射ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ（小 鼠 ７０ ｍｇ／ｋｇ［７］，大 鼠 ３０ ｍｇ／

ｋｇ［４，６］），共注射２次，每次间隔２周；未处理组动物
用生理盐水代替ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ。末次注射４周后，所有
动物均予ＣＣｌ４腹腔注射，剂量为０．５ｍｌ／ｋｇ［７，８］。分
别在ＣＣｌ４注射前即刻（记为第０天），注射后第１、２、

３、４、６、１５天各取３～５只动物处死，取肝脏组织固
定于４０ｇ／Ｌ甲醛溶液中，进行病理学观察。

１．３　肝组织病理学观察

１．３．１　ＨＥ 染色观察　肝脏标本经梯度乙醇脱
水，石蜡包埋切片，厚度为５μｍ，经常规 ＨＥ染色
分析。

１．３．２　肝脏组织 Ｋｉ６７染色分析　将组织切片在

０．０１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸钠缓冲液 （ｐＨ６．０）中，９５℃３０
ｍｉｎ进行抗原修复；切片与一抗（Ｋｉ６７抗体）４℃孵
育过夜，二抗为辣根过氧化物酶标记的羊抗兔ＩｇＧ
抗体（ＪａｃｋｓｏｎＩｍｍｕｎｏｒｅｓｅａｒｃｈ），ＤＡＢ 为显色底
物［９］。镜下见棕黑色小点为Ｋｉ６７染色阳性。每个
标本都在２０倍放大倍数下连续计数１０个视野中的

Ｋｉ６７阳性肝细胞数，将数据输入Ｓｉｇｍａｐｌｏｔ软件中
进行作图，每个时间点数据由３～５只动物的 Ｋｉ６７
阳性肝细胞数组成。

１．４　统计学处理　计量数据用珚ｘ±ｓ珔ｘ 表示，数据分
析和作图使用Ｓｉｇｍａｐｌｏｔ和ＳＡＳ６．１２软件，参数分
析采用ｔ检验或χ

２ 分析。

２　结　果

２．１　ＨＥ染色结果　ＣＣｌ４注射前，ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ处理

的大鼠和小鼠肝组织形态学观察没有明显改变。注
射ＣＣｌ４后第１天，ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ处理组大鼠肝脏可见严
重的肝细胞气球样变和中央静脉周围区肝细胞坏死

（图１Ａ），随后出现巨细胞增生、小胆管增生和小肝
细胞增生，常呈结节状（图１Ｂ、１Ｃ）。而未处理组中，
没有发现类似现象，仅出现肝脏ＣＣｌ４损伤的病理表
现，在中央静脉周围区均可见明显的肝细胞坏死（图

１Ｄ～１Ｆ）。

　　ＣＣｌ４注射后第２天，ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ处理组（图２Ａ～
２Ｃ）、未处理组小鼠（图２Ｄ～２Ｆ）仅出现肝脏ＣＣｌ４损
伤的病理表现，在中央静脉周围区均可见明显的肝
细胞坏死，此后门静脉周围的肝细胞开始增殖，可见
肝细胞分裂相，未发现大鼠肝脏损伤时出现的巨细
胞增生等病理改变；１５ｄ后，两组小鼠的肝实质均恢
复正常。

２．２　Ｋｉ６７免疫组织化学染色结果　在ＣＣｌ４注射
前，ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ处理的大鼠和小鼠肝组织中均可见
少量的Ｋｉ６７阳性细胞。ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ处理组大鼠Ｋｉ
６７阳性肝细胞数增长缓慢，ＣＣｌ４注射后第６天达到
高峰，大多数阳性细胞是位于结节中的小肝细胞（图

３Ａ、３Ｂ）；而未处理组大鼠Ｋｉ６７阳性的肝细胞在第

３天最多（图３Ｃ、３Ｄ）。

　　ＣＣｌ４注射后第４天，ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ处理组小鼠 Ｋｉ
６７阳性肝细胞达高峰，几乎所有的Ｋｉ６７阳性细胞
均为成熟细胞（图４Ａ～４Ｃ）；而未处理组，Ｋｉ６７阳
性肝细胞的高峰出现在第２天（图４Ｄ～４Ｆ）。

２．３　Ｋｉ６７阳性细胞数的时间变化曲线　ｒｅｔｒｏｒｓ
ｉｎｅ处理组大鼠Ｋｉ６７阳性肝细胞数增长缓慢，而未
处理组在ＣＣｌ４处理后第３天，Ｋｉ６７阳性肝细胞数
明显增多，明显高于ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ处理组（Ｐ＜０．０５），
其余各时间点两者无显著差异；而ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ处理组
小鼠Ｋｉ６７阳性细胞计数几乎在各时间点均高于未
处理组，其中以ＣＣｌ４注射后第４天的计数差异和统
计学差异最为明显（Ｐ＜０．００１），但两者变化趋势一
致（图５）。

３　讨　论

　　以往研究［４，１０］已经成功地应用ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ来抑
制大鼠宿主肝细胞的增殖，并详尽地描述其在大鼠
肝细胞抑制过程中的病理变化。我们在应用ｒｅｔ
ｒｏｒｓｉｎｅ抑制小鼠内源性肝细胞增殖后的肝细胞移
植中，没有观察到与 Ｇｕｏ等［７］相似的结果。因此，
本研究以大鼠作比较，观察小鼠在接受ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ和

ＣＣｌ４注射后，肝脏组织的病理改变和肝细胞增殖的
动力学变化。
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图１　大鼠肝脏ＨＥ染色

Ｆｉｇ１　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｒａｔｌｉｖｅｒ（Ｓｃａｌｅｂａｒ，１００μｍ）

Ａ，ＢａｎｄＣｗｅｒｅｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅｔｒｅａｔｅｄｒａｔｌｉｖｅｒｏｎｄａｙ１，６ａｎｄ１５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｄ，ＥａｎｄＦｗｅｒｅｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｎｏｎｔｒｅａｔｅｄｒａｔｌｉｖｅｒｏｎｄａｙ１，

６ａｎｄ１５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｍｏｒｅｓｅｖｅｒｅｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｂａｌｌｏｏｎｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎａｎｄｎｅｃｒｏｓｉｓｗｅｒｅｓｅｅｎｉｎｔｈｅｐｅｒｉｖｅｎｏｕｓａｒｅａｓｉｎｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅｔｒｅａｔｅｄｒａｔｓ（Ａ）ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｎｏｎｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ（Ｄ）．（Ｂ）Ｓｍａｌｌｂｉｌｅｄｕｃｔｕｌａｒｈｙｐｅｒｐｈａｓｉａａｎｄｍｅｇａｌｏｃｙｔｏｓｉｓ（ｔｈｅｉｎｓｅｒｔｓｈｏｗｅｄｔｈｅａｒｅａｅｎｃｌｏｓｅｄｉｎｔｈｅｂｏｘａｔｈｉｇｈｍａｇｎｉ

ｆｉｃａｔｉｏｎ）．（Ｃ）Ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｓｍａｌｌｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ（ｆｏｒｍｉｎｇｎｏｄｕｌｅｓ）（ａｒｒｏｗｓ）．（ＥａｎｄＦ）Ｎｏｏｂｖｉｏｕｓｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓ

图２　小鼠肝脏ＨＥ染色

Ｆｉｇ２　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｍｏｕｓｅｌｉｖｅｒ（Ｓｃａｌｅｂａｒ，１００μｍ）

Ａ，ＢａｎｄＣｗｅｒｅｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍｏｕｓｅｌｉｖｅｒｉｎｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐｏｎｄａｙ０，３ａｎｄ１５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｄ，ＥａｎｄＦｗｅｒｅｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍｏｕｓｅｌｉｖ

ｅｒｉｎｎｏｎｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐｏｎｄａｙ０，３ａｎｄ１５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．（ＡａｎｄＤ）Ｎｏｏｂｖｉｏｕｓｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌａｂｎｏｒｍｉｔｙ．（ＢａｎｄＥ）Ｎｅｃｒｏｓｉｓｉｎｐｅｒｉｖｅｎｏｕｓａｒｅ

ａｓ；ａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｍｉｔｏｔｉｃｆｉｇｕｒｅｏｆａｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ．（ＣａｎｄＦ）Ｈｅｐａｔｉｃｐａｒｅｎｃｈｙｍａｏｆｂｏｔｈｇｒｏｕｐｓｂｅｃａｍｅｎｏｒｍａｌ

图３　大鼠肝脏Ｋｉ６７免疫组织化学染色

Ｆｉｇ３　Ｋｉ６７ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｒａｔｌｉｖｅｒ（Ｓｃａｌｅｂａｒ，１００μｍ）

ＡａｎｄＢｗｅｒｅｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒａｔｌｉｖｅｒｉｎｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐｏｎｄａｙ３ａｎｄ６，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ＣａｎｄＤｗｅｒｅｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒａｔｌｉｖｅｒｉｎｎｏｎｔｒｅａｔｅｄ

ｇｒｏｕｐｏｎｄａｙ３ａｎｄ６，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．（Ａ）ＡｆｅｗｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅＫｉ６７ｐｏｓｉｔｉｖｅ．（Ｂ）Ｋｉ６７ｐｏｓｉｔｉｖｅｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｍａｉｎｌｙｆｏｕｎｄｉｎａｓｍａｌｌ

ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｎｏｄｕｌｅａｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙａｒｒｏｗ．（Ｃ）ＡｂｕｎｄａｎｔＫｉ６７ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓ．（Ｄ）ＯｎｌｙａｆｅｗｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅＫｉ６７ｐｏｓｉｔｉｖｅ

图４　小鼠肝脏Ｋｉ６７免疫组织化学染色
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Ｆｉｇ４　Ｋｉ６７ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｍｏｕｓｅｌｉｖｅｒ（Ｓｃａｌｅｂａｒ，１００μｍ）

Ａ，ＢａｎｄＣｗｅｒｅｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅｔｒｅａｔｅｄｍｏｕｓｅｌｉｖｅｒｏｎｄａｙ０，４ａｎｄ１５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｄ，ＥａｎｄＦｗｅｒｅｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｎｏｎｔｒｅａｔｅｄｍｏｕｓｅ

ｌｉｖｅｒｏｎｄａｙ０，２，ａｎｄ１５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＳｏｍｅＫｉ６７ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓａｐｐｅａｒｅｄｉｎｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅｔｒｅａｔｅｄｍｉｃｅｏｎｄａｙ０（Ａ）ａｎｄｄａｙ１５（Ｃ）．Ｔｈｅｍａｘｉ

ｍｕｍｎｕｍｂｅｒｏｆＫｉ６７ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓａｐｐｅａｒｅｄｏｎｄａｙ４ｉｎｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅｔｒｅａｔｅｄｍｉｃｅ（Ｂ）ａｎｄｏｎｄａｙ２ｉｎｎｏｎｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ（Ｅ）

图５　ＣＣｌ４注射后大鼠（Ａ）和

小鼠（Ｂ）Ｋｉ６７的动态表达

Ｆｉｇ５　Ｋｉｎｅｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒａｔ（Ａ）ａｎｄｍｏｕｓｅ（Ｂ）

Ｋｉ６７ａｆｔｅｒＣＣｌ４ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
Ａ：ＴｈｅｍａｘｉｍｕｍｎｕｍｂｅｒｏｆＫｉ６７ｐｏｓｉｔｉｖｅｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓｉｎｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ

ｔｒｅａｔｅｄｒａｔｓａｐｐｅａｒｅｄｏｎｄａｙ６ａｆｔｅｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆＣＣｌ４，ａｎｄｏｎｄａｙ３ｉｎ

ｔｈｅｎｏｎｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＴｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＫｉ６７ｐｏｓｉｔｉｖｅｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ

ｉｎｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅｔｒｅａｔｅｄｍｉｃｅｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｎｏｎｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ，

ａｎｄｉｔｓｐｅａｋｗａｓｄｅｌａｙｅｄ．Ｄａｔａｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓ珚ｘ±ｓ珔ｘ ｗｉｔｈｎ＝３０５０

ｆｉｅｌｄｓｐｅｒｇｒｏｕｐ．Ｐ＜０．０５， Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１ｖｓｎｏｎ

ｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ

　　Ｇｕｏ等［７］报道，９０％以上的小鼠能耐受２次（间
隔２周）ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ（７０ｍｇ／ｋｇ）处理，如果剂量超过

７０ｍｇ／ｋｇ，小鼠的死亡率会增加。因此，本研究ｒｅｔ

ｒｏｒｓｉｎｅ的剂量为７０ｍｇ／ｋｇ。关于ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ溶剂
的选择，我们应用同一剂量（７０ｍｇ／ｋｇ）乙醇和水来
溶解ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ分别处理小鼠，两组存活率无显著差
异（χ

２＝０．００１，Ｐ＝０．９８０），两组小鼠肝脏病理学和

Ｋｉ６７染色也没有明显差别。因此，本研究采用水作

ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ溶剂。

　　本研究结果显示，ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ处理的大鼠在接受

ＣＣｌ４注射后，肝脏出现巨细胞增生、轻度的胆管增
生、小肝细胞增殖并形成结节，而在未处理组大鼠没
有出现相应的表现，这与以往的研究［４，６，１１］一致。本
实验中Ｋｉ６７免疫组织化学染色分析显示，予ＣＣｌ４
处理后第３天，ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ处理组大鼠肝组织Ｋｉ６７
阳性肝细胞数明显少于未处理组，与Ｌａｃｏｎｉ等［４］的

结果相似。这些结果均表明应用ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ可明显
抑制大鼠肝损伤后肝细胞增殖，同时也证明了本研
究的实验体系是合适的。而与大鼠相反，本实验结
果表明ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ处理组小鼠肝脏组织的病理学改
变与未处理组相似；ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ处理的小鼠肝脏中可
见许多Ｋｉ６７阳性肝细胞，几乎在各时间点其数目
均明显高于未处理组，尤其在ＣＣｌ４注射后第４天
（Ｐ＜０．００１）。

　　Ｇｕｏ等［７］用增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）检测肝细
胞的增殖情况，显示小鼠单独接受 ＣＣｌ４处理后有

６０％以上的肝细胞增殖，这与本研究预实验的结果
一致。该研究中却没有显示小鼠接受ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ和

ＣＣｌ４处理后肝细胞增殖情况。

　　许多研究［４，６，１２］表明在吡咯烷类生物碱处理的

大鼠肝脏中常常有巨细胞增生，这一增生被认为是
由于将增殖的肝细胞阻滞在ＤＮＡ合成后期和有丝
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分裂前期，因此，产生了含有大核的巨细胞。本研究
结果显示，巨细胞增生只出现在接受ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ处理
的大鼠肝脏中，而经相同处理的小鼠肝脏中未出现
这种现象。小鼠接受ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ处理后４周肝脏Ｋｉ
６７阳性肝细胞数明显高于未处理组（Ｐ＜０．００１），而
两组大鼠间却没有显著差异，与以往研究［１３］一致。
此外，前期预实验发现，末次ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ处理后第２
周接受ＣＣｌ４注射的大鼠其死亡率高于ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ处
理后第４周接受ＣＣｌ４的大鼠。而对于小鼠，两种处
理方式的死亡率却没有明显差异。以上这些结果均
提示ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ对小鼠的作用与对大鼠不同。已有
报道［１４，１５］显示不同的物种对吡咯烷类生物碱有不同

的敏感性，主要由于有毒代谢产物的形成和解毒途
径不同。虽然大鼠、小鼠同属于啮齿类，但二者的肝
脏对吡咯烷类生物碱可能具有不同的代谢和解毒过

程，这可能导致小鼠对吡咯烷类生物碱具有抗药性。
基于本研究结果，小鼠接受ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ和ＣＣｌ４联合
处理后，肝脏 Ｋｉ６７阳性肝细胞数目明显高于未处
理组，这可能是由于ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ提高了小鼠肝脏对

ＣＣｌ４损伤的敏感性，因为细胞增殖反应与细胞所受
到的损伤程度相关。

　　总之，应用ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ可明显抑制大鼠肝损伤后
肝细胞增殖，能够建立大鼠肝细胞移植模型；而ｒｅｔ
ｒｏｒｓｉｎｅ对小鼠肝损伤后肝细胞增殖无明显抑制作
用，不适用于建立小鼠肝细胞移植模型，相关机制有
待进一步探讨。
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