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［摘要］　目的：利用肝部分切除术，建立可准确量化和易于操控的小鼠肝脏再生模型，为研究肝脏再生的细胞和分子生物学

机制及其病理学意义提供技术平台。方法：正常成年Ｃ５７ＢＬ／６小鼠经心脏灌注固定后，逐叶分离肝脏、称重，计算各肝叶所

占肝重的百分比；麻醉状态下，分叶顺次无菌切除小鼠肝脏的左外叶、左中叶和右中叶，建立肝脏大部切除的再生模型；利用

ＲＴＰＣＲ方法动态检测术后肝脏甲胎蛋白基因的激活表达特征。结果：肝左外叶、左中叶和右中叶合计约占小鼠肝脏总重量

的６８％，分叶顺次切除上述３个肝叶，术后动物恢复和存活状态良好，ＲＴＰＣＲ结果证实甲胎蛋白基因在小鼠肝脏再生中的激

活表达。结论：利用分叶顺次肝切除术，成功建立了小鼠的肝大部切除后再生模型，该方法可准确量化肝脏切除的程度，具有

可控性强、简便易行和成功率高等优点，为小鼠肝再生的研究奠定了基础。
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　　哺乳动物的肝脏具有很强的再生潜能，相关的
细胞和分子生物学机制及其病理生理学意义一直是

人们感兴趣的课题。Ｈｉｇｇｉｎｓ和 Ａｎｄｅｒｓｏｎ于１９３１
年首次对大鼠施行肝部分切除，建立了肝脏的再生
模型［１］。由于该技术操作简单，部分切除后的肝再

生接近于正常的生理过程，具有均一性好、重复性高
和可控性强等优点，已成为肝再生研究的经典动物
模型。近年来，随着转基因和基因打靶技术的发展，
建立一种可量化和易于操控的小鼠肝再生技术平台

对肝再生的研究具有重要意义。目前小鼠肝脏切除
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后再生模型的建立主要是参考大鼠肝部分切除的方

法，对于小鼠肝脏的解剖特点及肝切除的技术仅有
零星报道［２］。我们利用小鼠心脏灌注技术，对小鼠
的肝脏解剖分叶特征进行了系统研究，通过分叶顺
次肝切除建立了小鼠的肝脏大部切除后再生模型。

１　材料和方法

１．１　动物　Ｃ５７ＢＬ／６小鼠从美国Ｊａｃｋｓｏｎ实验室
引进，于ＳＰＦ级动物房中饲养。取６～１０周龄小鼠，
雌雄不限，体质量２０～３０ｇ。

１．２　肝脏的分叶解剖　正常成年小鼠饥饿过夜，腹
腔内注射４％水合氯醛（８μｌ／ｇ），麻醉后行腹部十字
切口，充分显露肝脏；剪开胸腔，显露心脏，剪开右心
耳，将头皮针刺入左心室，用２０ｍｌ０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ
（ｐＨ７．４）灌注去除血液后，再用２０ｍｌ４％多聚甲醛
灌注固定。游离肝脏周围韧带，完整切除肝脏，离体
观察、称量；根据自然肝裂将肝脏进行解剖分叶并分
别称量，计算各肝叶占肝质量的百分比。

１．３　肝大部切除术　正常成年小鼠饥饿过夜，腹腔
内注射４％水合氯醛，麻醉后用安尔碘消毒，行腹正中
切口，充分显露肝脏，剪开镰状韧带至下腔静脉前方。
挤出小鼠肝脏，用棉签抬起左外叶，剪开肝脏脏面的
肝胃韧带和部分肝左侧冠状韧带，此时肝左外叶基本
游离。取１号丝线置于肝脏脏面，绕过左外叶，在肝
脏膈面尽量靠近根部结扎，剪下肝左外叶。同时抬起
肝左中叶和右中叶，从脏面绕过１号丝线，在肝脏膈
面靠近根部处结扎，剪下这两叶。这样就达到了肝脏
大部切除（近７０％）。用棉签清除腹腔内出血，查看无
活动性出血后，用０号丝线分别缝合腹膜和腹壁。小
鼠背部皮下注射５ｍｌ无菌５％葡萄糖溶液，放入３７℃
温箱待其复苏后正常饲养，观察小鼠的存活状态。

１．４　甲胎蛋白ｍＲＮＡ荧光定量ＲＴＰＣＲ检测　取

切除的肝脏组织，置液氮中速冻后于－８０℃保存。用

ＴＲＩｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）提取肝脏总ＲＮＡ，用Ｓｕｐｅｒ
ＳｃｒｉｐｔⅢ反转录试剂盒、Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）（均为Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司）为引物合成ｃＤＮＡ第一链；用ＳＹＢＲｇｒｅｅｎ和甲胎
蛋白（ＡＦＰ）引物在荧光定量ＰＣＲ仪（Ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒｅｐ
ｒｅａｌｐｌｅｘ，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）进行扩增，由荧光曲线上读
出Ｃｔ值，３６Ｂ４作内参照，计算ＡＦＰｍＲＮＡ表达相对
量［３］。以肝脏大部切除时切除的组织ＡＦＰｍＲＮＡ水
平为基数，计算切除术后２４、４８和７２ｈ肝脏 ＡＦＰ
ｍＲＮＡ表达水平的升高倍数。

１．５　统计学处理　所有数据均采用ｔ检验，Ｐ＜
０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　小鼠肝脏的解剖和分叶特征　小鼠肝脏位于横
膈下，呈分叶状；各叶之间界限明确但相互重叠遮盖。
根据人类肝脏解剖分叶的特点和命名习惯，我们把小
鼠肝脏分为左外叶、左中叶、右中叶、右上叶、右下叶
和尾状叶（图１），其中尾状叶又分为尾状突、前尾状叶
和后尾状叶，尾状突一般很少出现。各叶之间的叶间
裂十分明确。左外叶最大，呈扁平梭状，遮盖着尾状
叶、胃小弯，其左后方与食管紧密相连。左中叶外侧
遮盖了左外叶内１／４，右中叶遮盖了右上叶的左１／２，
右上叶位于右下叶正上方。右下叶与右肾相邻。尾
状叶被胃与其他各叶分开，分为３个部分，尾状叶根
据与下腔静脉的关系分为前、后尾状叶，形状如同圆
盘。尾状突紧贴下腔静脉并和右下叶相连。根据对

２０只正常成年Ｃ５７ＢＬ／６小鼠肝脏分叶的分析，各肝
叶占总肝质量的百分比分别为：左外叶３７．１２％，左中
叶９．４６％，右中叶１９．４０％，右上叶１３．４６％，右下叶

１１．４８％，尾状叶７．３％。据此，左外叶、左中叶和右中
叶合计约占总肝质量的６８％。

图１　小鼠肝脏的在体解剖和离体解剖分叶观察
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Ａ：Ｉｎｖｉｖｏｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ；Ｂ：Ｄｉａｐｈｒａｇｍａｔｉｃｖｉｅｗ；Ｃ：Ｖｉｓｃｅｒａｌｖｉｅｗ．ＬＬＬ：Ｌｅｆｔｌａｔｅｒａｌｌｏｂｅ；ＬＭＬ：Ｌｅｆｔｍｉｄｄｌｅｌｏｂｅ；ＲＭＬ：Ｒｉｇｈｔｍｉｄｄｌｅｌｏｂｅ；ＲＵＬ：

Ｒｉｇｈｔｕｐｐｅｒｌｏｂｅ；ＲＬＬ：Ｒｉｇｈｔｌｏｗｅｒｌｏｂｅ；ＣＬ：Ｃａｕｄａｔｅｌｏｂｅ．ＦＬ：Ｆａｌｃｉｆｏｒｍｌｉｇａｍｅｎｔ；ＧＢ：Ｇａｌｌｂｌａｄｄｅｒ；ＳＴ：Ｓｔｏｍａｃｈ；ＳＰ：Ｓｐｌｅｅｎ

２．２　分叶顺次肝切除术建立小鼠的大部肝切除后再
生模型　根据显露的深浅和手术操作的难易，采取先

左后右、先浅后深的顺序，分叶顺次切除小鼠肝脏的左
外叶、左中叶和右中叶，达到肝大部分切除的目的。肝
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左中叶和右中叶的肝蒂共干根部融合，故予同时结扎
切除。术后补液和温控复苏。我们对２０只小鼠进行
了肝大部切除术，先期因手术操作尚未熟练导致２只
术中死亡，其中１只因误将膈肌剪破、气胸而死，另１
只因术中肝脏结扎线脱落、出血死亡。随着熟练度的
提高，手术成功率和术后动物存活率达９０％以上。

２．３　 肝切除后再生肝组织 ＡＦＰ 表达定量分
析　ＡＦＰ在成年肝脏中的表达水平很低，在肝细胞
的再生过程中可被重新激活表达［３］。我们对肝脏大
部切除后的再生肝脏中的ＡＦＰ表达进行了荧光定量

ＲＴＰＣＲ分析，结果表明切除术后２４ｈ肝脏ＡＦＰ的表
达水平无明显改变，切除后４８ｈ可观察到其表达水平
显著升高，切除后７２ｈ其表达水平升高８倍左右（图

２）；４８ｈ组和７２ｈ组ＡＦＰ升高倍数与２４ｈ组相比较，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。提示大部切
除后的残留肝脏开始了有效的肝再生过程。

图２　小鼠大部肝切后肝脏ＡＦＰｍＲＮＡ的激活表达

Ｆｉｇ２　ＡｃｔｉｖａｔｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＦＰｍＲＮＡｉｎｍｏｕｓｅ

ｌｉｖｅｒａｆｔｅｒｐａｒｔｉａｌｈｅｐａｔｅｃｔｏｍｙ
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓ２４ｈｇｒｏｕｐ；ｎ＝４，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　随着转基因和基因敲除小鼠的广泛应用，小鼠作为
动物模型的主体越来越受到重视。目前小鼠大部肝切
除后再生的研究，基本上借用了大鼠的相关资料。研究
发现，小鼠与大鼠的肝脏解剖存在较多差异，如大鼠没
有胆囊，大鼠肝脏的分叶、比例与小鼠也不尽相同。我
们对实验室最常用的Ｃ５７ＢＬ／６小鼠品系的正常成年肝
脏的解剖和分叶特征进行了系统分析，并据此分叶顺次
切除肝脏的左外叶、左中叶和右中叶，接近于肝脏再生
中经典的７０％部分肝切除［４５］，成功建立了小鼠的大部
肝切除后再生模型，而ＲＴＰＣＲ动态检测结果也证实了

ＡＦＰ在肝脏再生过程中的激活表达。剩余肝脏的右上
叶和右下叶以及前、后尾状叶都有相对独立的肝蒂，可
在此基础上施行更高比例的大部肝切除，以满足不同实
验的需要。比如，针对在急性肝衰竭中常用的９０％、

９５％和９７％部分肝切除［６］，我们可切除肝脏左外叶、左
中叶、右中叶、右上叶和右下叶，仅剩下尾状叶，这样就

切除了小鼠肝脏的９０％［７］；如果再切除尾状叶的前叶，
可达９５％；如果连后叶一起切除，则肝切除的比例可达

９７％。我们施行的肝分叶顺次切除术与传统的大块结
扎术相比，具有可准确量化和控制肝脏切除比例等优
点，避免了大块结扎易出现的结扎脱落和出血等并发
症，提高了手术成功率。与显微镜下肝切除术相比［８］，我
们采取的直视下切除具有操作简便、易于开展等优点。

　　为提高手术成功率，我们的主要体会是：（１）肝切除
前彻底游离肝脏、完整显露肝蒂，以利结扎肝叶。分离、
剪开需要切除肝叶的相应韧带；用蚊式钳夹住小鼠剑
突，置于小鼠头部附近，以此牵引、上提膈肌，便于显露
肝蒂及下腔静脉。（２）用棉签作为牵引、显露、止血等工
具，避免损伤肝脏和引起不必要的出血。（３）肝叶结扎
时，避免过于靠近下腔静脉引起狭窄，影响回流。根据
实验设计，分别用丝线结扎相应肝叶的肝蒂后（左、右肝
中叶肝蒂共干只能一起结扎），剪除肝叶。由于切除的
是完整肝叶，结扎线处没有过多的组织残留，不易感染
和出现胆漏，炎症反应较轻。（４）肝叶结扎、切除时遵循
先易后难、先表浅后深部的顺次切除法。（５）术后进行
补液和温控复苏。据报道，给术后小鼠饮用２０％葡萄糖
水，可提高９０％以上的极限量肝切除小鼠的存活率［９］。
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