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　　［摘要］　目的　通过建立大鼠门脉高压背景下肝肿瘤模型，观察病理性脾脏的切除对肝肿瘤发生发展的影响。方

法　按照四氯化碳复合、梯段用药法制备大鼠肝硬化门脉高压模型，后将 Ｗａｌｋｅｒ２５６肿瘤块种植在大鼠肝脏左外叶上，随机
分组的Ａ组大鼠在种植瘤块同时切除脾脏，Ｂ组大鼠保留脾脏。１０ｄ后分别测定两组大鼠的Ｔ细胞亚群ＣＤ４、ＣＤ８及ＣＤ４／

ＣＤ８；切除大鼠肝脏左外叶，测量种植肿瘤块最大直径，并用免疫组织化学染色方法检测肿瘤组织Ｋｉ６７的表达。结果　门脉
高压模型建成后，大鼠的血常规以及肝功能指标出现明显异常。Ａ 组大鼠的 ＣＤ４值和 ＣＤ４／ＣＤ８比值均高于 Ｂ组大鼠

（０．３６±０．０１ｖｓ０．３５±０．０２，１．３３±０．０８ｖｓ１．２４±０．０５；Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），而ＣＤ８值则低于Ｂ组大鼠（０．２７±０．０１ｖｓ

０．２９±０．０２，Ｐ＜０．０１）。Ａ组大鼠的肝脏肿瘤直径与Ｂ组大鼠比较差异无统计学意义。Ａ组大鼠肿瘤组织的Ｋｉ６７阳性率较

Ｂ组降低，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　门脉高压状态下病理性脾脏的切除既有利于提高机体抗肿瘤的免疫力，
又可以在一定程度上减弱肝肿瘤的侵袭能力。
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　　肝癌是临床上较常见的恶性肿瘤之一，其起病

隐匿，病死率较高。我国的肝癌多在乙肝肝硬化的

基础上发展而来，目前已经成为严重威胁国民健康

和生命的疾病。正常脾脏在机体免疫反应中具有重

要作用，它的缺失可导致机体免疫功能下降，削弱

机体的抗肿瘤能力，因此对正常脾脏破裂后行保脾

手术已达成共识。但肝硬化门脉高压状态下病理性

脾脏是否仍具有正常脾脏的免疫功能，是否仍具有

抗肿瘤作用，对其是切除还是保留，目前仍颇具争

议［１２］。本实验旨在通过建立大鼠肝硬化门脉高压

背景下肝肿瘤模型，观察病理性脾脏的切除对肝肿

瘤发生发展的影响。

１　材料和方法

１．１　实验动物及瘤株　清洁级ＳＤ雄性大鼠６０只，

体质量２００～２２０ｇ，由第二军医大学实验动物中心

提供。所有大鼠分笼饲养，采用标准化光照，室温控

制在２２℃左右，自由进食进水。另取健康的ＳＤ雄

性幼鼠４只，体质量６０～８０ｇ，用于腹腔传代以及皮

下制备肿瘤组织块。大鼠 Ｗａｌｋｅｒ２５６肿瘤细胞株

购自上海艾研生物科技有限公司。

１．２　大鼠肝硬化门脉高压模型制备　ＳＤ大鼠适应

性饲养１周后，按照徐义军和王超［３］介绍的四氯化

碳（ＣＣｌ４）复合、梯段用药法制备大鼠门脉高压模型，

即按０．４ｍｌ／１００ｇ的标准予以背部皮下注射５０％

ＣＣｌ４橄榄油溶液，每周２次，持续４周，第５周开始

按０．５ｍｌ／１００ｇ的标准注射，每周２次，持续４周。

１．３　Ｗａｌｋｅｒ２５６肿瘤细胞株皮下荷瘤鼠制备　将

Ｗａｌｋｅｒ２５６细胞株解冻后，加入ＰＢＳ配制成密度为

２×１０７／ｍｌ的细胞悬液，取０．５ｍｌ注入１只ＳＤ幼鼠

腹腔内，１４ｄ后幼鼠形成腹腔积液。抽取此幼鼠腹

腔积液，１１１×ｇ离心３ｍｉｎ，弃上清，ＰＢＳ洗３次，再

制成密度为２×１０７／ｍｌ的细胞悬液，注射接种于另

外３只幼鼠左、右臀部外侧皮下，每处０．５ｍｌ。１周

后可见３只幼鼠皮下均形成瘤块，引颈处死３只幼

鼠，无菌操作取下肿瘤组织块，选取白色鱼肉状瘤组

织，切成１ｍｍ３大小，置于ＰＢＳ中备用。

１．４　大鼠分组以及手术操作　将建模成功的肝硬

化门脉高压大鼠随机分为 Ａ、Ｂ两组，每组２１只。

将Ａ组大鼠用１０％水合氯醛按０．５ｍｌ／１００ｇ标准

进行腹腔注射麻醉，四肢牵拉固定于手术台板上后，

行上腹部剃毛、常规消毒，然后剑突下沿正中线剪开

腹壁约２ｃｍ。先充分暴露脾脏，钝性分离、切断、结

扎脾蒂及脾周韧带，将脾脏完整切除，后脱出肝脏左

外叶，用斜头显微镊在肝脏表面斜行穿刺一深约０．３

ｃｍ的隧道，将备用瘤块接种埋藏于隧道内，完毕后

用３０缝线“８”字缝合固定肿瘤块，还纳肝左外叶于

腹腔。检查腹腔无明显出血后，逐层缝合切口关腹。

Ｂ组大鼠除保留脾脏外，其余处理措施均与 Ａ组大

鼠相同。

１．５　观测指标

１．５．１　大鼠门脉高压建模前后血常规及肝功能测

定　大鼠适应性饲养１周后以及肝硬化门脉高压模

型制备完成后，分别从每只大鼠的内眦静脉采集血液

１．０ｍｌ，其中０．５ｍｌ注入含有肝素的抗凝瓶中混匀用

于检测血常规，另外０．５ｍｌ则用于肝功能的测定。

１．５．２　免疫指标测定　大鼠肝肿瘤种植１０ｄ后，分

别从Ａ、Ｂ组大鼠的内眦静脉采集血液１．０ｍｌ注入

含有肝素的抗凝瓶中混匀，用 ＭｏＦｌｏＸＤＦ流式细胞

仪（Ｂｅｃｋｍａｎ公司）测定 Ｔ细胞亚群 ＣＤ４、ＣＤ８及

ＣＤ４／ＣＤ８。

１．５．３　肿瘤指标测定　免疫指标抽血测定后，通过

套扎大鼠左外叶肝蒂方法完整切除大鼠肝脏左外

叶，测量每一种植肿瘤块的最大直径，后将肿瘤块浸

于中性甲醛溶液中固定，经过脱水、石蜡包埋、切片

后，用Ｋｉ６７单克隆抗体（Ａｂｃａｍ公司）进行免疫组

织化学染色。Ｋｉ６７阳性为胞核着色，阳性细胞数≤

５％者为阴性，阳性细胞数＞６％者为阳性，按（阳性

细胞数／计数肿瘤细胞总数）×１００％计算阳性细胞

百分比。

１．６　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１９．０软件进行分析，

计量资料以珚ｘ±ｓ表示，采用ｔ检验比较肝硬化门脉

高压大鼠建模前后以及两组大鼠间各观测指标的差

异，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　门脉高压大鼠模型建立结果　ＳＤ大鼠在皮下

注射ＣＣｌ４阶段精神萎靡，对外界刺激反应迟钝，毛色

黯淡无光泽，活动减少，食欲不振，体质量增长缓慢。

建模结束时死亡１８只大鼠，存活４２只大鼠，死亡率
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为３０％。大鼠的红细胞计数、血红蛋白含量、白细胞

计数以及血小板计数在建模后均较建模前下降，总

胆红素、丙氨酸转氨酶数值建模后相对建模前均升

高，而白蛋白含量则降低（Ｐ＜０．００１），结果详见表

１。肝肿瘤种植时可见大鼠的肝脏体积缩小，表面凹

凸不平，满肝弥漫斑点状小结节，脾脏都略有增大。

表１　门脉高压大鼠建模前后血常规、肝功能比较

Ｔａｂ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｂｌｏｏｄｒｏｕｔｉｎｅｔｅｓｔａｎｄｌｉｖｅｒｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｒａｔｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔｏｆｐｏｒｔａｌｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ
ｎ＝４２，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ ＲＢＣｃｏｕｎｔ
（×１０１２·Ｌ－１）

Ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ
ρＢ／（ｇ·Ｌ－１）

ＷＢＣｃｏｕｎｔ
（×１０９·Ｌ－１）

Ｐｌａｔｅｌｅｔｃｏｕｎｔ
（×１０９·Ｌ－１）

Ｔｏｔａｌｂｉｌｉｒｕｂｉｎ
ｃＢ／（μｍｏｌ·Ｌ－１）

ＧＰＴ
ｚＢ／（Ｕ·Ｌ－１）

Ａｌｂｕｍｉｎ
ρＢ／（ｇ·Ｌ－１）

ＢＭＥ ７．６３±０．５４ １５０．６３±１１．６３ ６．９２±１．３６ ８５８．１０±６３．９１ ４．５４±０．４３ ４０．５１±１．６６ ３０．４８±１．９８
ＡＭＥ ６．３１±０．５３ １０４．２８±９．５６ ５．５８±０．６１ ６３８．１７±４８．８９ ７．２６±０．７９ １９３．９９±１４．４８ １７．３７±０．８７
ｔｖａｌｕｅ ３９．５９６ １０９．４３１ １１．０６６ ８５．３６９ －４２．２１２ －７７．３６８ ７４．１８４
Ｐｖａｌｕｅ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　ＢＭＥ：Ｂｅｆｏｒｅｍｏｄｅｌｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ；ＡＭＥ：Ａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ；ＲＢＣ：Ｒｅｄｂｌｏｏｄｃｅｌｌ；ＷＢＣ：Ｗｈｉｔｅｂｌｏｏｄｃｅｌｌ；ＧＰＴ：Ｇｌｕｔａｍｉｃｐｙｒｕｖｉｃ

ｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ

２．２　免疫指标检测结果　Ａ组大鼠的ＣＤ４值以及

ＣＤ４／ＣＤ８比值高于Ｂ组大鼠（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），而

ＣＤ８值则低于Ｂ组大鼠（Ｐ＜０．０１），结果详见表２。

２．３　肿瘤指标检测结果　Ａ组大鼠的肝脏肿瘤最
大直径为（１０．２３±１．１２）ｍｍ，Ｂ组大鼠为（１０．６０±
１．０３）ｍｍ，两组比较差异无统计学意义 （Ｐ＝
０．２７０）。Ａ组大鼠肿瘤组织的 Ｋｉ６７阳性率低于Ｂ
组大鼠，两组间差异有统计学意义（Ｐ＝０．０３６），结
果见图１。

表２　两组门脉高压大鼠的免疫指标比较

Ｔａｂ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｉｍｍｕｎｉｔｙｉｎｄｉｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎ

ｔｗｏｇｒｏｕｐｓ’ｏｆｒａｔｓｗｉｔｈｐｏｒｔａｌｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ
ｎ＝２１，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ ＣＤ４ ＣＤ８ ＣＤ４／ＣＤ８

Ａ ０．３６±０．０１ ０．２７±０．０１ １．３３±０．０８

Ｂ ０．３５±０．０２ ０．２９±０．０２ １．２４±０．０５

ｔｖａｌｕｅ ２．１５４ －２．８３４ ４．４６５

Ｐｖａｌｕｅ ０．０３７ ０．００７ ＜０．００１

　ＧｒｏｕｐＡ：Ｒａｔｓｗｉｔｈｓｐｌｅｎｅｃｔｏｍｙ；ＧｒｏｕｐＢ：Ｒａｔｓｗｉｔｈｏｕｔｓｐｌｅｎｅｃｔｏｍｙ

图１　两组门脉高压大鼠肝脏肿瘤组织Ｋｉ６７的表达及阳性率

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｏｆＫｉ６７ｉｎｈｅｐａｔｉｃｔｕｍｏｒｓｏｆｒａｔｓｗｉｔｈｐｏｒｔａｌｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎｉｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ
ＧｒｏｕｐＡ：Ｒａｔｓｗｉｔｈｓｐｌｅｎｅｃｔｏｍｙ；ＧｒｏｕｐＢ：Ｒａｔｓｗｉｔｈｏｕｔｓｐｌｅｎｅｃｔｏｍｙ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００．Ｐ＜０．０５ｖｓｇｒｏｕｐＢ；ｎ＝２１，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　制作门脉高压动物模型有多种方法，可以通过

结扎门静脉的方式建立肝前型门脉高压，也可以通

过化学性肝毒物诱发肝硬化造成门脉高压，不同方

法诱导产生门脉高压的机制不同。其中ＣＣｌ４是诱

导实验动物形成肝硬化较广泛使用的肝毒物之一，

作为一种活性代谢产物，能够通过引发活性氧自由

基的产生和脂质过氧化而诱导肝损伤形成肝硬

化［４５］。由于其肝脏致毒作用迅速且剧烈，可能造成

在建模阶段实验动物死亡相对较多，本实验中死亡

率为３０％，与文献［３］报道接近。但ＣＣｌ４造模相对简

单且费用低廉，诱导形成的肝硬化在形态学、病理组

织学以及血流动力学等方面的改变都与人类肝硬化

类似，而且实验大鼠所表现出的肝功能异常与临床

上慢性肝病肝硬化接近。徐义军和王超［３］通过

ＣＣｌ４制备的大鼠门脉高压模型门静脉压力增高显

著，我们按照此方法建模后测得的红细胞计数、血红
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蛋白含量、白细胞计数以及血小板计数均减少，与建

模前比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．００１），且脾脏肉

眼观察明显增大，这充分反映了门脉高压造成的脾

脏功能亢进。总胆红素、丙氨酸转氨酶相对建模前

均升高，白蛋白含量则降低（Ｐ 均＜０．００１），肝功能

的这些变化也反映出了肝硬化所造成的肝细胞损

伤。此模型完全可以满足我们实验中对门脉高压脾

功能亢进的研究。

　　Ｗａｌｋｅｒ２５６是实验研究中被广泛认可的大鼠

可移植性肿瘤细胞株，用其制作的大鼠肿瘤模型能

够很好地模拟肝癌的生长特性，并具有生物学特性

稳定、成瘤周期短、成功率高等优点［６］。我们通过在

ＳＤ大鼠上序贯建立肝硬化门脉高压、肝肿瘤模型来

模拟临床上肝硬化发展为肝癌的情况。

　　正常脾脏是机体单核巨噬细胞系统的重要组成

部分，可以分泌和储存多种免疫活性细胞和因子，能

够发挥抗肿瘤的免疫功能［７］。机体抗肿瘤免疫以Ｔ
细胞免疫为主，其中ＣＤ４细胞主要通过分泌细胞因子

发挥抗肿瘤免疫作用 ，而ＣＤ８细胞主要通过抑制性

Ｔ细胞因子的分泌而调节特异性免疫抑制［８］。因此

我们可以通过测定ＣＤ４、ＣＤ８以及ＣＤ４／ＣＤ８的变化

来反映门脉高压脾功能亢进状态下的抗肿瘤免疫功

能，进而研究脾脏在这种病理状态下的存在价值。

　　本研究结果显示肝硬化门脉高压行脾脏切除组

大鼠的ＣＤ４和ＣＤ４／ＣＤ８高于未行脾脏切除组，而

ＣＤ８则低于未行脾脏切除组，差异均具有统计学意

义（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），这在一定程度上说明了

门脉高压状态下病理性脾脏的功能由正性免疫效应

转向了负性免疫效应，提示此状态下脾脏通过产生

正常情况下不会产生的某些毒素或因子，对机体起

到了负面影响，削弱了机体的抗肿瘤免疫力，而脾脏

的切除可能更加有利于机体 Ｔ细胞亚群平衡的恢

复，可以提高机体抗肿瘤免疫功能。近年来的研究

表明在肝癌合并肝硬化脾功能亢进的患者行肝脾联

合切除后，脾脏的切除能够促进机体Ｔ细胞亚群恢

复平衡，改善机体抗肿瘤免疫功能［９１０］。我们的研

究显示切脾组实验大鼠的肝脏种植性肿瘤的最大直

径略小于未切脾组大鼠，但是两组差异无统计学意

义。这可能与种植性肿瘤的生长时间较短，脾脏切

除所造成的免疫功能改善作用尚未完全在肿瘤大小

上显现有关，而且肿瘤大小也并不是反映肿瘤发生

发展的唯一指标。与肿瘤增殖活性相关的Ｋｉ６７蛋

白是一种能反映细胞增殖情况的核抗原［１１］。在本

研究中，未行脾脏切除组大鼠的肝脏种植性肿瘤组

织的Ｋｉ６７表达较脾脏切除组高（Ｐ＜０．０５），反映了

病理性脾脏切除后肿瘤侵袭力有所下降。董晓平

等［１２］的临床研究也得出脾切除术可以降低肝硬化

脾亢患者肝癌发生危险的结论。

　　综上，我们的研究表明，肝硬化门脉高压状态下

病理性脾脏的切除既有利于机体抗肿瘤免疫功能的

改善，又可以在一定程度上减弱将来可能发生的肝

肿瘤的侵袭能力。
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