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二乙基亚硝胺诱发大鼠肝癌过程中肝脏胶原的动态观察
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南方医科大学珠江医院肝胆二科，广州５１０２８２

　　［摘要］　目的　 动态观察大鼠肝脏癌变过程中胶原纤维的变化特点，为肝癌发病机制的研究提供参考。方法　将５０
只雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠（体质量１００～１２０ｇ）随机分为模型组和对照组，分别腹腔注射二乙基亚硝胺（ＤＥＮ）５０ｍｇ／ｋｇ（加生理盐水

至０．１ｍＬ）或生理盐水（０．１ｍＬ），均每周２次，连续４周后改为每周１次，至１４周停止。处死大鼠，取肝脏病变组织及周边正

常组织，通过 ＨＥ染色、Ｍａｓｓｏｎ染色、网状纤维染色观察其形态学改变；采用荧光定量ＰＣＲ技术检测大鼠肝组织Ⅰ型及Ⅲ型

胶原ｍＲＮＡ的动态表达；采用明胶酶谱法检测大鼠肝组织中基质金属蛋白酶（ＭＭＰ）含量变化。结果　ＤＥＮ诱癌开始５周
后大鼠肝组织肝硬化形成，１４周后诱导出肝癌。相应地，肝组织内胶原沉积持续增加，癌灶内胶原含量则明显少于癌周组织，

并呈进行性减少；ＭＭＰ２、ＭＭＰ９在癌周组织和癌组织中的变化趋势则与胶原含量变化相反。结论　ＤＥＮ诱导的大鼠肝脏
癌变过程中，胶原纤维在肝组织中沉积增加，在肝癌组织中则减少，随着肝癌的进展，癌组织内胶原进一步减少，提示肝硬化组

织癌变过程中胶原纤维可能被降解。
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　　原发性肝癌是全球最常见的第五大肿瘤，且位

居肿瘤致死病因的第三位［１］。在我国，其发病率居

恶性肿瘤的第四位，在肿瘤致死病因中则位居第

二［２］。原发性肝癌以肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉ

ｎｏｍａ，ＨＣＣ）为主，同时伴发肝炎、肝硬化。到目前

为止，肝癌的发生机制仍不能完全明确，有关肝炎、
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肝硬化与肝癌之间转归的争议一直存在。２０世纪

８０年代以来，一些学者就肝癌组织与不同质地肝组

织之间的胶原差异性分布进行了分析［３４］，但尚欠缺

深入研究的相关报道。本实验拟通过建立大鼠肝癌

模型，动态观察大鼠肝脏历经炎症、硬化、癌变过程

中胶原纤维的变化情况，并总结其规律，为肝癌的进

一步防治研究提供参考。

１　材料和方法

１．１　实验动物及分组　ＳＰＦ级雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠５０
只，体质量８０～１２０ｇ，由南方医科大学实验动物中

心提供，许可证号：ＳＣＸＫ（粤）２０１１０００１５。大鼠每

笼４只，饲养在２５℃恒温ＳＰＦ级层流室，标准化光

照（１２ｈ光照和１２ｈ黑暗交替），自由摄取鼠粮、蒸

馏水，隔日更换垫料，适应环境１周。全部大鼠按照

随机数字表法分为模型组及对照组。

１．２　肝癌模型的建立　肝癌大鼠模型的建立参照

Ｐａｒｋ等［５］报道的方法并稍加改进。模型组经腹腔注

射二乙基亚硝胺（ＤＥＮ，ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司产品）溶

液（５０ｍｇ／ｋｇ，加生理盐水至０．１ｍＬ，超声振荡溶

解），２次／周，连续４周后改为同样剂量１次／周，至

１４周停止。正常对照组腹腔注射生理盐水０．１ｍＬ，

２次／周，连续４周后改为同样剂量１次／周，至１４周

停止。

１．３　取材　于诱癌开始前及诱癌后第２、４、８、１２、

１４、１８周，分批处死大鼠，模型组和对照组各时间点

处死的大鼠数均为３只。剖腹取肝脏，观察肝脏外观

（包括大小、色泽、质地、有无结节形成等），出现癌灶者

取肉眼癌灶及距癌灶边缘１ｃｍ癌旁组织，未出现癌灶

者随机取部分肝组织，均用１０％甲醛溶液固定，用于

病理石蜡切片制备，所取组织块大小约０．５ｃｍ×０．５

ｃｍ。其余标本置－８０℃冰箱冷冻保存。

１．４　肝组织病理学观察　对大鼠肝组织标本按常

规进行 ＨＥ染色。采用 Ｍａｓｓｏｎ染色法对肝组织中

胶原进行染色，嗜银染色（网状染色）对网状纤维进

行染色，具体操作按试剂盒说明书进行。染色后于

光镜下观察肝组织病理学改变。

１．５　肝组织胶原含量动态观察　采用荧光定量

ＰＣＲ技术检测肝组织Ⅰ、Ⅲ型胶原 ｍＲＮＡ含量，观

察胶原含量随肝癌进展过程的动态变化。

１．６　肝组织基质金属蛋白酶（ＭＭＰ）含量检测　采

用明 胶 酶 谱 法 检 测 肝 组 织 中 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９
含量。　　

１．７　统计学处理　使用ＳＰＳＳ１３．０统计软件对实

验数据进行统计分析。不同时间点两组间比较采用

独立样本ｔ检验，同一时间点组内不同组织间的比

较采用配对ｔ检验，不同时间点多组间比较采用单

因素方差分析。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　肝组织病理学变化　本模型中肝脏的病理变

化以肝脏炎性反应、胶原纤维沉积、肝硬化结节形

成、肝癌形成为主要特点。主要分为３个阶段。

２．１．１　肝细胞损伤、肝纤维化阶段（０～４周）　从肝

脏大体外观来看，第２周肝脏边缘略钝，第４周肝表

面粗糙。光学显微镜下观察，２周时炎性反应较重，

淋巴细胞浸润明显，４周时可见桥接坏死，但肝小叶

结构尚完整。组织内胶原主要沉积在汇管区结缔组

织、中央静脉以及窦周，无纤维隔形成，可见透明细

胞病灶形成（图１Ａ）。

２．１．２　肝硬化形成阶段（５～１２周）　第８周取材时

发现肝硬化形成（３／３），肝脏体积明显增大，肝质地

变硬，表面凹凸不平。光学显微镜下观察，中央静脉

周围坏死、塌陷，胶原纤维沉积形成完整的纤维隔，

包绕再生肝实质，形成大小不等的肝硬化结节，肝小

叶结构完全被破坏，透明细胞灶增多增大，Ｍａｓｓｏｎ、

嗜银染色可见大量纤维沉积，并见纤维桥接坏死（图

１Ｂ～１Ｄ）。

２．１．３　肝癌形成阶段（１４周以后）　肝脏体积较前

稍增大，色泽晦暗，肝表面布满粗颗粒结节，并可见

癌结节（１～２个／只），至１８周时，癌结节增多、增大

（２～１０个／只），有的癌结节伴有出血坏死，呈暗紫色

（图１Ｅ）。光学显微镜下观察，癌结节多与周围肝组

织界限清楚，胶原纤维沉积较周围组织减轻，癌细胞

核多较大，形态不规则，核分裂像易见，后期可见血

管内癌栓（图１Ｆ）。

２．２　肝组织中胶原ｍＲＮＡ含量的动态变化

２．２．１　Ⅰ型胶原 ｍＲＮＡ含量　诱癌２周时，模型

组肝组织内Ⅰ型胶原 ｍＲＮＡ含量较诱癌前差异无

统计学意义；４周以后均较２周时明显增加（Ｐ＜

０．０１），表达量由低至高依次为４周＜８周＜１２周＜

１４周＜１８周（均Ｐ＜０．０１）。１４周及１８周时，肝癌
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组织中Ⅰ型胶原ｍＲＮＡ含量均较癌周肝组织减少，

差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；比较癌组织内Ⅰ型胶

原ｍＲＮＡ含量，１８周时较１４周时减少，差异有统计

学意义（Ｐ＜０．０５）。具体数据见表１。

图１　模型组诱癌不同时间肝组织病理或大体观察

Ｆｉｇ１　Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｏｒｍａｃｒｏｓｃｏｐｉｃｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓ

ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｏｆｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＨＣＣ）ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

Ａ：Ｈｅｐａｔｉｔｉｓｈｅｐａｔｉｃｆｉｂｒｏｓｉｓ（４ｗｅｅｋｓ，ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ）；Ｂ：Ｈｅｐａｔｉｃｃｉｒｒｈｏｓｉｓ（１２ｗｅｅｋｓ，Ｍａｓｓｏｎｓｔａｉｎｉｎｇ）；Ｃ：Ｈｅｐａｔｉｃｃｉｒｒｈｏｓｉｓ
（１２ｗｅｅｋｓ，Ａｇｓｔａｉｎｉｎｇ）；Ｄ：Ｈｅｐａｔｉｃｃｉｒｒｈｏｓｉｓ（１２ｗｅｅｋｓ，ＨＥｓｔａｉｎｎｉｎｇ）；Ｅ：Ｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒｗｉｔｈｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ（１８ｗｅｅｋｓ）；

Ｆ：Ｔｕｍｏｒｔｈｒｏｍｂｕｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ（１８ｗｅｅｋｓ，ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ）．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００（Ａ），×２００（Ｂ，Ｄ，Ｆ）

２．２．２　Ⅲ型胶原 ｍＲＮＡ含量　诱癌２周时，模型

组Ⅲ型胶原ｍＲＮＡ含量较诱癌前增加，差异有统计

学意义（Ｐ＜０．０５），４ 周时较 ２ 周时显著增加

（Ｐ＜０．０１），８周时较４周时显著增加（Ｐ＜０．０１），

１２周时较８周时显著增加（Ｐ＜０．０１），但１４周时较

１２周时差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），１８周时较１４
周时显著增加（Ｐ＜０．０１）。１４周、１８周时，癌组织

内Ⅲ型胶原ｍＲＮＡ含量均较癌周组织减少，差异有

统计学意义（Ｐ＜０．０５）；比较癌组织内Ⅲ型胶原

ｍＲＮＡ含量，１８周时较１４周时减少，差异有统计学

意义（Ｐ＜０．０５）。具体数据见表１。

２．３　ＭＭＰ２、ＭＭＰ９含量的动态变化　采用明胶

酶谱法检测肝组织中 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９含量，结果见

表２。正常肝组织 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９酶原形式均

有表达，但表达量较低，而其活性形式均未检测到。

４周时，上述两种酶原的表达增加，活性形式仍未能

检测到；８周时，两种酶原表达进一步增加；１２周以

后能检测到 ＭＭＰ２活性形式；１４周后癌灶形成，癌

组织内 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、活性 ＭＭＰ２表达较前进

一步增高。

表１　肝组织中胶原ｍＲＮＡ含量的动态变化

Ｔａｂ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅⅠａｎｄｔｙｐｅⅢ

ｍＲＮＡａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｏｆｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ

ｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＨＣＣ）ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

ｎ＝３，珔ｘ±ｓ

Ｔｉｍｅ
ＣｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅⅠ

Ｎｏｒｍａｌ
ｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅ

Ｃａｎｃｅｒ
ｔｉｓｓｕｅ

ＣｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅⅢ

Ｎｏｒｍａｌ
ｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅ

Ｃａｎｃｅｒ
ｔｉｓｓｕｅ

０ｗｅｅｋ ２．０９±０．０９ １．８１±０．０５

２ｗｅｅｋ ２．２１±０．０４ １．９７±０．０３

４ｗｅｅｋ ３．９９±０．０４ ２．６５±０．０８

８ｗｅｅｋ １６．０１±０．０６ ６．００±０．１０

１２ｗｅｅｋ ２９．８２±０．１６ ８．９９±０．１０

１４ｗｅｅｋ ３７．９３±０．０６１４．５２±１．５０ ９．１１±０．０４ ５．５３±０．８５

１８ｗｅｅｋ ３９．９３±０．０６ ６．３２±４．５８ １１．２９±０．０９ ２．４５±１．５２

Ｆ／ｔｖａｌｕｅ １２７７４３．８０ ２．９４６ ８０９７．３０１ ３．０６６

Ｐｖａｌｕｅ ０．００ ０．０４２ ０．０００ ０．０３７

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｎｏｒｍａｌｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅ

３　讨　论

肝癌是全球常见的恶性肿瘤之一，死亡率位列

所有癌症的第３位［１］，世界上每年新诊断的病例约

６０万例。据统计，２００７年我国城市居民肝癌死亡率
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占所有恶性肿瘤的第２位（２５．４７／１０万），在农村居

民中，肝癌死亡率甚至达到了２８．７２／１０万［６］。虽然

肝癌外科治疗技术日益完善，但许多肝癌患者就诊

时病情已至中、晚期，客观上导致术后复发率居高不

下，严重影响患者预后［７］。因此，肝癌的预防和早期

诊断至关重要。

表２　肝组织中金属蛋白酶含量的动态变化

Ｔａｂ２　Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ（ＭＭＰ）２ａｎｄＭＭＰ９ａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｏｆｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＨＣＣ）ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

ｎ＝３，珔ｘ±ｓ

Ｔｉｍｅ ＭＭＰ２ ＭＭＰ９ ＡｃｔｉｖｅＭＭＰ２

０ｗｅｅｋ ２７８６１．３３±３１００．３３ ５７７４９．３３±１８７３．０６ 

４ｗｅｅｋ ６１７６０．００±２３７８．３６ １３５７５０．７０±５７１９．５５ 

８ｗｅｅｋ ７５４７３．６７±４６０５．６１ １４４６７１．３０±２８５４．１４ 

１２ｗｅｅｋ ８４５８８．３３±４０８６．７７ １８０６３４．００±３１９０．７９ ２８１２９．３３±２４４９．４６

１４ｗｅｅｋ １５７１９０．００±４５１７．９３ ２２５９２１．００±５０７４．６５ ６２１８２．３３±２３２４．９９

１８ｗｅｅｋ １６７５５１．００±３７７９．５１ ２３９３４１．００±１９５３．９９ ６３１７５．６７±５４６５．０５

Ｆｖａｌｕｅ ６２３．９１ ９５２．１４

Ｐｖａｌｕｅ ０．００ ０．００

　　我国肝癌患者多伴发肝硬化，肝硬化甚至被看

作是肝癌的前期病变［８９］。目前研究较多的肝癌癌

前病变包括肝硬化基础上肝细胞的不典型增生、腺

瘤样增生、变异肝细胞结节等［１０］。但是，各地区病

理学家在交界性病变的评价上仍存在争议，如边界

不清晰的异形增生结节（ＤＮｓ）在西方病理学家看来

诊断为高级别的异形增生结节（ＨＧＤＮｓ），在日本却

认为是早期高分化的 ＨＣＣ（ｅＷＤＨＣＣ）［１１］。这种争

议在未来仍会存在，并将影响肝癌的治疗。正如英

国病理学会百年纪念日大会上所说：“未来人类许多

癌症的一系列评估指标将作为常规形态学上评估预

后指标的参考。当我们到达一个存在有效的治疗手

段的时期，精确的肿瘤分类对于治疗还是非常重要，

外科病理将无疑继续占有一个中心地位”［１２］。

肝硬化作为肝脏的常见疾病，主要是由于肝细

胞受损后肝内胶原纤维过度沉积所致。肝癌与肝硬

化的转归关系备受重视，很多学者进行了相关研究，

其中肝癌组织与硬化肝组织之间的胶原差异，自２０

世纪８０年代以来陆续有学者进行了分析 ［３４］，但进

展缓慢。肝脏胶原纤维是细胞外基质的主要组成成

分，不仅对细胞和组织器官起着机械支持作用，还能

调节和控制细胞增生、迁移、极性和分化。迄今已确

定了１９种不同基因的胶原类型［１３１４］。肝脏中主要

有５类胶原［１５］，分为间质性胶原（Ⅰ、Ⅲ、Ⅴ、Ⅵ）及

基底膜胶原（Ⅳ）。肝硬化时Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ型胶原的分布

与正常肝一致，但含量均增加。正常人肝脏胶原约

占肝质量的２％，肝硬化时上升至８％～１０％，以Ⅰ
型胶原显著增加为特征，使肝内Ⅰ／Ⅲ型胶原比例倒

置［１６］。

本实验进一步证实了肝脏硬化过程中，组织内

Ⅰ、Ⅲ型胶原沉积持续增加；肝癌组织内Ⅰ、Ⅲ型胶

原含量较癌旁组织降低，至本实验结束，癌灶组织内

胶原量持续减少，ＭＭＰ含量异常增加。以往资料

提示癌组织内胶原合成是比较活跃的［１７１８］，结合本

实验结果，我们考虑导致癌组织内胶原减少的原因

可能是胶原的降解较胶原合成更为活跃。而癌灶内

胶原降解与合成的平衡可能与肝癌的预后有关，有

研究指出相对于胶原降解程度高的肝癌组织，降解

程度低的癌组织分化程度较高［４］。癌组织内胶原降

解活跃可能跟肿瘤细胞自身产生 ＭＭＰ并刺激宿主

细胞产生此酶有关［１９２０］，这与我们的实验结果一致。

癌组织胶原被降解，局部形成溶解区构成肿瘤移动的

通道，通过细胞黏附分子、播散因子等作用，促使肿瘤

转移，这被认为在肿瘤的浸润和转移中发挥重要作

用［２１２２］。我们的实验结果进一步验证了大鼠肝脏癌

变前后Ⅰ、Ⅲ型胶原沉积及 ＭＭＰ含量的变化特点，成

癌的时间在１２周至１４周之间，随着实验的进行，癌

灶呈多发、直径增大的趋势，这与临床观察的肝癌进

展特点相符，而癌灶内胶原持续减少，很可能是导致

这种现象的原因之一。下一步我们将深入观察该时
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间区间内肝组织胶原变化特点，并引入药物拮抗，探

讨影响肝癌进展过程的可能。
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