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摘要摘要 为探讨异常黑胆质体液对异常黑胆质型肝癌病证模型的影响，在异常黑胆质载体大鼠模型基础上用二乙基亚硝胺（DEN）
诱导建立维吾尔医异常黑胆质型肝癌病证模型大鼠，并对大鼠第11、15、20周时肝脏的外观、病理变化等进行动态观察。20周
后，异常黑胆质病证模型组和模型对照组均发生癌变，前者成癌率（100%）明显高于后者（72%）（P<0.01）。总之，在异常黑胆质

载体大鼠模型的基础上，用DEN诱导的异常黑胆质型肝癌病证模型肝癌的发生过程中，异常黑胆质体液具有促进和加快肝脏病

变的作用。本研究成功建立了异常黑胆质并DEN诱导的肝癌病证大鼠模型。
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A Rat Model of Hepatocarcinoma Carrying Abnormal Savda and
Its Morphological Study

AbstractAbstract The effect of abnormal savda on the initiation and development of hepatocarcinoma was studied by establishing a rat
model of hepatocarcinoma carrying abnormal savda. A rat model with abnormal savda disease was first established, and
diethylnirtosamine (DEN) was used to further establish a model of hepatocarcinoma carrying abnormal savda under Uighur medicine
treatment. The morphology and pathological changes of the liver were observed at the 11th, 15th and 20th week. After the 20th week,
cancerization was induced both in the experimental group (hepatocarcinoma with abnormal savda) and the model control group
(without abnormal savda syndrome but DEN treatment), but the pathological changes of the liver surface in the experimental group
appeared faster than those in the model control group, and the incidence of hepatocellular carcinoma (100% ) of the former was
significantly higher than that of the latter (72%) (P<0.01). These findings indicate that abnormal savda hilit facilitates transformation
of hepatocyte to hepatocellular carcinoma.
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肝癌的发病率在全世界以东亚、东南亚和非洲最高 [1,2]。

从世界范围来看，肝癌是男性的第5大肿瘤（女性为第7），总

患者数每年74.8万[1]，其中约有50%来自中国，高于世界平均

发病率的 2倍。在中国，肝癌的死亡率与发病率在恶性肿瘤

中均排第2位[3]。一般认为，人类肝癌的发生是由肝细胞炎症

坏死、增生、纤维化、肝硬化、最终发展为肝癌的过程，此过程

常常能发现异型增生结节或早期肝细胞癌，提示深入认识这

类病变对于提高肝癌或癌前病变的早期检出以及预测病人

的预后均有重要意义。同时，肝癌和其他恶性肿瘤一样，其

发生发展是多因素协同的复杂过程。寻找对肝癌发生、发展

有促进的因素必然有助于研究肝癌发生及发展的机制。由

于采用人体材料全面研究癌变进程受到种种限制，实验性动

物模型的应用成了研究者的必然选择。二乙基亚硝胺

（DEN）诱发大鼠肝癌模型能较好地模拟人肝癌的自然病理

过程、制作方法相对简单、诱发成功率较高，被广泛应用于肝

癌的研究。维吾尔族医学认为异常黑胆质证与肿瘤、高血

压、糖尿病和哮喘等复杂性疾病的发生、发展密切相关[4]，在

维医恶性肿瘤的分型中，可分为异常黑胆质型肿瘤和非异常

黑胆质型肿瘤，异常黑胆质型最为常见[5]，异常黑胆质型肿瘤

患者较非异常黑胆质型肿瘤患者（异常胆液质、异常黏液质

和异常血液质型）严重。本研究以维吾尔医学理论为指导，

在建立大鼠异常黑胆质证载体动物模型的基础上用DEN诱

导 20周，进一步建立异常黑胆质型肝癌病证模型，采用苏木

素-伊红（HE）染色光学显微镜、电镜等方法观察，探讨异常黑

胆质体液对异常黑胆质型肝癌病证模型肝脏形态学改变的

影响，从而为异常黑胆质型肝癌的预防、治疗提供实验依据。

1 材料和方法
1.1 研究对象

Wistar大鼠 135只，清洁级，雄性，体重（150±30）g，由新

疆医科大学实验动物中心提供，许可证号：SCXK（新）

20032001。
1.2 仪器设备

RQH-350型人工气候箱，JXDT-1型小鼠跳台仪器（上海

精宏实验设备有限公司），BS-110型电子天平（北京赛多科斯

天平有限公司），低温超速离心机（美国 Beckman 公司）。

JEM100CX II透射电子显微镜（德国LEIKA公司）。

1.3 动物分组

稳定饲养3 d后，分为实验组和对照组。

1）实验组。按照文献[5]，将实验动物置于适宜的喂养环

境。采用干寒饲养环境（温度（6±1）℃，相对湿度 25%～

32.8%）、干寒属性饲料、间断足底电刺激（第1周，30 min/次，

35 V，1次/d；第 2周，35 min/次，40 V，1次/d；第 3周，45 min/
次，45 V，1次/d）、制动（第 1周，45 min/次，1次/d；第 2周，60
min/次，1 次/d；第 3 周，90 min/次，1 次/d）、强迫游泳（水温

（20±5）℃，1次/d，5 min/次）等多因素复合作用3周，建立维吾

尔医学异常黑胆质证载体大鼠模型，进一步建立异常黑胆质

型肝癌病证模型组（45只，即病证模型组）。用灭菌食用水配

制浓度 0.1 mg/mL的DEN溶液，自由饮用，每天更换 1次，连

续饮用20周停药。

2）对照组。在室温（25±3℃）及相对湿度 60%~80%条

件下用普通饲料饲养，随机饮食水，未受任何刺激。再分

为：（1）正常对照组（45只），整个实验过程中均饮用灭菌食

用水。（2）模型对照组（45只），用灭菌食用水配制浓度 0.1
mg/mL的DEN溶液，自由饮用，每天更换1次，连续饮用20周
停药。

1.4 样品制备

各组动物分别于11、15、20周后，在麻醉状态下颈椎脱臼

处死（每个时间点处死45只），迅速取出肝脏组织固定于10%
的甲醛溶液中，经 5 d固定后取材、石蜡包埋、切片、苏木素-
伊红（HE）染色，光学显微镜下观察。另取 1 cm3大小肝组织

块，以3%戊二醛固定，待做电镜观察。

2 结果与分析
2.1 肝脏大体观察结果

第 20周时，模型对照组的肝脏瘤结节呈球形或分叶状，

灰白色质较软，切面无出血、坏死，与周围组织界限清楚，不

合并或合并轻度肝硬化；异常黑胆质病证模型组肝脏细胞高

度水肿，瘤结节向表面隆起导致肝细胞表面凹凸不平，正常

大鼠肝脏柔软、红润，被膜光滑（图1）。

图1 DEN诱导第20周时肝脏观察

Fig. 1 Liver surface treated by DEN at the 20th week

（a）模型对照组 （b）异常黑胆质病证模型组 （c）正常对照组
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2.2 肝脏病理观察结果

第 20周时，模型对照组的肝细胞不典型增生明显，肝癌

细胞排列成条索状或团块状，并向周围正常肝细胞浸润生

长，部分肝癌结节可见出血坏死及炎细胞浸润，组织学类型

为肝细胞癌。异常黑胆质病证模型组可见癌细胞异型性明

显，胞核增大，胞质少，可见较多畸形的单核、多核瘤巨细胞

和核分裂相，组织学类型为肝细胞癌或混合性肝癌（图2）。
正常组大鼠的肝组织结构完整、清晰，肝小叶结构正常，

肝组肝小叶结构正常，肝血窦呈条索状排列，未见水肿、纤维

间隔、坏死肝细胞。

图2 DEN诱导第20周时肝脏病理变化

Fig. 2 Pathological changes of the liver treated by DEN at the 20th week

（a）模型对照组（100×） （b）模型对照组（400×） （c）异常黑胆质病证模型组（100×）

（d）异常黑胆质病证模型组（400×） （e）正常对照组（100×） （f）正常对照组（400×）

2.3 肝脏电镜观察结果

在DEN诱导的第20周末，异常黑胆质病证模型组：细胞

形态不规则，连接紧密，具细胞吞噬现象，间歇不清，核浆比

例大，线粒体、内质网丰富，细胞核核膜完整，核仁大或数目

多，可见核仁边集、核畸变或核内假包涵体形成。模型对照

组：细胞接触松弛，胞质空虚，线粒体肿胀或空泡化，粗面型

内质网丰富，核浆比例大，染色质增多，可见核浓缩、碎裂或

溶解，核仁缩小或消失（图3）。
正常对照组：线粒体和内质网结构基本正常，毛细血管

扩张正常，肝血窦内皮细胞正常，肝细胞矢状面微绒毛丰富。

图3 DEN诱导第20周时肝脏超微结构

Fig. 3 Ultrastructural changes of the liver treated by DEN at the 20th week

（a）模型对照组 （b）异常黑胆质病证模型组 （c）正常对照组
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3 讨论
DEN是具有中毒性和致癌性双重效应的化学毒剂[6]，其

作为致癌物与人原发性肝癌的发生发展存在着一定的相似

性，具有较高的诱癌成功率和良好的专一性，都经过肝细胞

损伤、增生、形成假小叶、发生肝硬化、再发展成肝癌等过程，

目前已广泛用于原发性肝癌的诱癌模型[7~10]。张志敏等[11]采

取间歇期喂养，即实验组大鼠自由饮用 99 μg/mL的DEN溶

液，隔天更换 1次，连续饮用 5周后，改饮普通灭菌食用水 3
周，再继续饮含99 μg/mL的DEN溶液的方法，经16周成癌率

达到 96%。程延安等 [12]利用类似的方法经 14周成癌率为

86%，推测这种方法可以加强肝细胞对损伤的修复，使基因突

变积累加剧，加速了肝癌的形成。

本实验在异常黑胆质证载体动物模型基础上，以小剂量

的DEN溶于灭菌食用水中供大鼠自由饮用20周成功诱发了

大鼠肝细胞癌和混合细胞癌。肝脏大体形态观察显示，异常

黑胆质型肝癌病证模型组和对照肝癌组肝脏表面第 11、15、
20周都出现结节，但异常黑胆质型肝癌病证模型组结节数量

和直径在不同时间点都比对照肝癌组严重，异常黑胆质型肝

癌病证模型组肝脏切面 20周时出现癌巢并发生坏死。病理

形态动态及电镜观察显示，随着诱癌时间的推移，早期肝脏

发生中毒性反应，主要表现为肝细胞变性、坏死、中毒再生；

之后出现肝纤维化、结节增生、增大及肝硬化；20周时演变成

肝癌，异常黑胆质型肝癌病证模型组成癌率为100%，而模型

对照组成癌率为 72%，与张志敏[11]及程延安等[12]相比成功率

一致。

实验过程中发现，模型组肝脏的病理变化，如肝细胞增

生—硬化—癌变等病理变化与文献报道的DEN诱癌过程中

形态与病理变化特征一致[5,13~16]。经DEN诱导20周后，肝癌对

照组肝小叶结构消失，出现典型的假小叶结构、纤维组织明

显增生，其中3例表现为肝硬化的特征，其余8例个别视野伴

有散在的肝癌灶型病灶，但肝癌细胞的异型性不明显，其中1
例为肝硬化合并胆管上皮细胞癌、1例为肝硬化合并肝细胞

性肝癌、4例为肝细胞性肝癌、2例为肝细胞性肝癌合并胆管

上皮细胞癌；异常黑胆质型肝癌病证模型组12例均为肝细胞

性肝癌合并胆管上皮细胞癌，肝小叶完全消失并出现弥漫分

布的癌细胞，分化差，癌细胞异型性非常明显，有巨核及多核

癌细胞，癌细胞排列成条索状，有些癌组织中有纤维组织分

隔。总而言之，异常黑胆质型肝癌病证模型组成癌率严重程

度明显高于肝癌对照组，提示异常黑胆质体液在异常黑胆质

型肝癌病证动物模型中能促进肝癌的发生和发展，其机制之

一可能是异常黑胆质体液引起内分泌免疫紊乱[17]，促使肿瘤

的发生发展加速。根据维吾尔医学体液论异常体液的分型

标准，恶性肿瘤可分为异常黑胆质型、异常黏液质型、异常血

液质型和异常黏液质型，在维医分型中，异常黑胆质型肿瘤

是最常见的恶性肿瘤。本课题组之前的研究表明肿瘤的快

速发生和发展可能与异常黑胆质体液有关[5,15,18,19]。张莉等[20]

也发现在恶性肿瘤中异常黑胆质型肿瘤占72%，非异常黑胆

质型肿瘤（异常黏液质型、异常血液质型和异常黏液质型）占

28%。

异常黑胆质体液不仅是病理产物，更是一种致病因素。

异常黑胆质病证结合动物模型的研究结果表明[18，19,21]，异常黑

胆质体液通过促使内分泌免疫的紊乱而加速相关疾病，这些

疾病又促进紊乱而加重异常黑胆质证。本研究结果显示，在

大鼠发生肝癌的过程中DEN是诱发肝癌的主要原因，异常黑

胆质体液起到促进作用。DEN引起肝细胞炎症—硬化—癌

变，破坏机体的平衡，加重异常黑胆质体证；异常黑胆质体证

又促进肝细胞癌变而形成恶性循环。因此推测，DEN与异常

黑胆质体液协同作用是导致异常黑胆质型肝癌病证快速发

展的因素之一。

4 结论
按照维吾尔医模型建立标准，采用干寒环境、干寒饲料

和异常物理刺激等多重因素复合作用建立异常黑胆质证大

鼠模型，经DEN进一步诱导建立异常黑胆质型肝癌病证大鼠

模型，根据实验结果可得出以下结论：

1）利用DEN成功建立肝癌病证大鼠模型。

2）异常黑胆质体液在异常黑胆质型肝癌病证动物模型

中能促进肝癌的发生和发展。
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