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肝素酶介导的裸鼠肝癌门静脉微瘤栓形成

陈晓鹏１，岳朝辅１，卢林明２，张文君１　　（２４１００１安徽 芜湖，皖南医学院弋矶山医院：肝胆外科１，病理科２）

　　［摘要］　目的　探寻肝癌细胞中高表达的肝素酶（ｈｅｐａｒａｎａｓｅ，ＨＰＳＥ）对裸鼠肝癌门静脉微瘤栓形
成的影响。方法　根据既往研究结果，分别选取高表达和相对较低表达ＨＰＳＥ的ＨＣＣＬＭ３和ＨｅｐＧ２两
种人肝癌细胞；调整细胞浓度，行裸鼠下腹腔注射３×１０６个癌细胞（均３００μＬ）；至第３周和第５周时，
分别取标本观察网膜和肝脏成瘤率、血管侵犯和门静脉微瘤栓形成情况，以建立肝癌微瘤栓模型和普通

肝癌模型。模型鉴定并复制，然后于腹腔注射癌细胞后第２周开始分别皮下注射２５０ＩＵ的 ＨＰＳＥ抑制
剂肝素钠，１次／３ｄ，共２周，并设生理盐水作为对照；仍于细胞注射第３周和第５周时，观察上述指标。
结果　裸鼠腹腔接种后一般情况无改变；第３周时体质量明显增加（Ｐ＜０．０５）。第３周和第５周时，两
种肝癌细胞网膜成瘤率均为５／５。第３周时，ＨＣＣＬＭ３细胞肝脏成瘤率（２／５）高于 ＨｅｐＧ２细胞（０／５）
（Ｐ＜０．０５）；第５周时二者肝脏成瘤率相当（５／５ｖｓ４／５），但 ＨＣＣＬＭ３细胞肝转移灶体积较大。第３周
和第５周时，ＨＣＣＬＭ３细胞网膜血管（或门静脉）侵犯比例（２／５，５／５）均高于ＨｅｐＧ２细胞（０／５，３／５，Ｐ＜
００５）；第３周，两种癌细胞门静脉微瘤栓发生率相当（１／５ｖｓ０／５）；第５周时，ＨＣＣＬＭ３细胞门静脉微瘤
栓发生率（５／５）显著高于ＨｅｐＧ２细胞（０／５，Ｐ＜０．０５）。应用肝素钠皮下注射至接种第３周时，ＨＣＣＬＭ３
细胞网膜及肝脏转移、血管侵犯及微瘤栓形成显著少于生理盐水组（Ｐ＜０．０５），ＨｅｐＧ２细胞网膜成瘤亦
减少（Ｐ＜０．０５）。第５周时，两种细胞均再现肝转移灶，且 ＨＣＣＬＭ３细胞复现门静脉微瘤栓，但肝素组
ＨＣＣＬＭ３细胞所致的网膜和肝脏成瘤、血管侵犯和门静脉微瘤栓形成率仍明显少于生理盐水组（Ｐ＜
００５）。结论　腹腔注射高表达ＨＰＳＥ的ＨＣＣＬＭ３细胞可成功介导肝癌门静脉微瘤栓形成；ＨＰＳＥ可能
是微瘤栓形成重要因素。
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　　原发性肝癌是我国常见的恶性肿瘤之一，其中肝
细胞癌（以下简称肝癌，ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）
占９０％，死亡率仅次于胃癌和食道癌。ＨＣＣ以肝内血
行转移即门静脉播散为主要转移途径，肝癌多中心发

生本质上也是肝内血行转移［１－３］。一般认为，超过

９９％的肝癌细胞进入血液循环后会被人体的免疫机制
和正常血流剪切力杀灭，仅极少数因激活血小板产生

粘附分子，形成微瘤栓而逃过宿主防护，进而通过内皮

下基质降解而被微血管捕获并穿出血管壁，形成新的

转移灶［４］。有研究报道，肝细胞癌患者常伴有门静脉

癌栓（ｐｏｒｔａｌｖｅｉｎｔｕｍｏｒｔｈｒｏｍｂｕｓ，ＰＶＴＴ）形成［５－６］，肝

癌瘤块直径越大伴发门静脉癌栓的概率越高［７］。因

此，肝癌细胞侵入血管后形成微瘤栓是肿瘤转移的一

个关键环节。ＨＣＣ患者一旦发生肝内转移，预后极
差。因此，深入探明其机制，确立细胞粘附、瘤栓形成

的新靶点，具有重要意义。

　　肝素酶（ｈｅｐａｒａｎａｓｅ，ＨＰＳＥ）是一种特殊的基质降
解酶，在大部分恶性肿瘤包括肝癌细胞中呈不同程度

表达［８－１０］。研究表明，ＨＰＳＥ通过降解硫酸乙酰肝素
蛋白多糖（ｈｅｐａｒａｎｓｕｌｆａｔｅｐｒｏｔｅｏｇｌｙｃａｎｓ，ＨＳＰＧｓ），与其
他蛋白水解酶协同破坏、降解细胞外基质和基底膜屏

障，促进癌细胞侵袭和转移［８，１１－１２］，并参与凝血和血

栓形成等过程［１３］。鉴于 ＨＰＳＥ在肝癌细胞高表达、呈
现高活性，而循环中的肿瘤细胞具有激活血小板粘附

形成瘤栓的能力［４，１４］，我们推测 ＨＰＳＥ可能参与肝癌
微瘤栓形成并进一步侵出血管内膜向远处转移。但目

前还缺乏直接证据［１５－１６］。本研究应用高表达 ＨＰＳＥ
的肝癌细胞腹腔注射建立裸鼠肝癌门静脉微瘤栓模

型，结合应用ＨＰＳＥ抑制剂肝素，探讨 ＨＰＳＥ在肝癌微
瘤栓形成中的关键作用。

１　材料与方法

１．１　材料
　　根据研究［１７］结果，分别选取 ＨＰＳＥ高表达的
ＨＣＣＬＭ３（购自上海中山医院肝癌研究所）和相对较低
表达的ＨｅｐＧ２（购自上海中科院上海细胞库）两种人
肝癌细胞。１０％胎牛血清、ＲＰＩＭ１６４０培养基为 Ｇｉｂｃｏ
公司产品。光学显微镜为 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司产品。雄性
４周龄裸鼠（ＢＡＬＢ／Ｃｎｕ／ｎｕ）７０只，体质量１６～２０ｇ，
扬州大学比较医学中心提供。无菌垫料、颗粒饲料由南

京市江宁区青龙山动物繁殖场提供。肝素钠注射液常

州千红生化制药股份有限公司（国药准字 Ｈ３２０２２０８８，
批号０６０３１０）。
１．２　细胞培养
　　将复苏的ＨＣＣＬＭ３、ＨｅｐＧ２细胞，移入２５ｍＬ培养
瓶内培养；待ＨＣＣＬＭ３细胞传至第１６瓶，ＨｅｐＧ２细胞
传至第１４瓶时，再分别传入７５ｍＬ大瓶内；细胞长满
至８０％以上时，ＰＢＳ清洗３遍；加１．５ｍＬ胰酶消化，３ｍＬ
含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ（高糖）培养基中止消化，再
转移到１０ｍＬＥＰ管内；常温１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，
弃废液，根据离心管内沉淀的细胞量，加入５～７ｍＬ的
ＰＢＳ重悬细胞。生理盐水调整为１×１０６／３００μＬ、３×
１０６／３００μＬ、５×１０６／３００μＬ三种细胞浓度，置于冰上
备用。

１．３　裸鼠肝癌门静脉微瘤栓模型的建立与鉴定
　　动物实验经皖南医学院弋矶山医院伦理委员会批
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准。分别用上述三种细胞浓度的两种 ＨＣＣ细胞行裸
鼠下腹腔注射，进行预实验；根据预实验结果，两种癌

细胞均选取 ３×１０６／３００μＬ的浓度进行正式实验。
４周大小的雄性裸鼠随机分为３组，每组１０只，ＳＰＦ级
饲养。７５％酒精消毒下腹部皮肤，３组分别于下腹腔
注射生理盐水和两种癌细胞各３００μＬ。常规饲养、观
察。至接种后第３、５周，各组分别取５只解剖、观察，
取网膜和肝脏，福尔马林固定，常规石蜡包埋，４μｍ薄
层切片、ＨＥ染色，显微镜观察、鉴定。
１．４　皮下注射肝素钠
　　预实验以１２５、２５０、５００ＩＵ的肝素给裸鼠皮下注
射，综合考虑动物一般情况、出血和死亡率，本研究选

取２５０ＩＵ的肝素皮下注射用于正式实验。鉴定证实
上述两种模型，并进行复制，各分为２组。其中一组于
细胞接种后第２周皮下注射肝素钠２５０ＩＵ，１次／３ｄ，
共２周，记为肝素组；另一组皮下注射等量生理盐水作
为对照。常规饲养、观察。分别于细胞接种第３、５周
时，各组取５只裸鼠作１．３同样观察。
１．５　观察指标
　　包括裸鼠一般情况、饮食、活动、体质量和出血情
况；解剖观察腹腔网膜和肝脏成瘤率，显微镜下随机选

取５个视野，观察网膜和门静脉血管侵犯及微瘤栓形
成情况。

１．６　统计学分析
　　计量资料用 珋ｘ±ｓ表示，用ＳｉｇｍａＳｔａｔ３．５软件进行
方差分析、ｑ检验；计数资料比较用四格表确切概率
法。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　肝素酶介导肝癌门静脉微瘤栓模型的鉴定
　　观察期内裸鼠腹腔接种后均存活，饮食、活动无明
显改变。随着时间延长，体质量呈增加趋势（表 １）；
３周后体质量较实验前增加明显（Ｐ＜０．０５）；但同时期
各组间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

表１　各组裸鼠体质量变化（珋ｘ±ｓ，ｇ）

组别 实验前（ｎ＝１０） 第３周（ｎ＝１０） 第５周（ｎ＝５）
生理盐水组 １７．２±２．１ａ ２３．２±２．２ ２４．３±２．５
ＨＣＣＬＭ３细胞组 １７．１±１．８ａ ２１．８±１．９ ２３．４±２．２
ＨｅｐＧ２细胞组 １７．４±１．８ａ ２２．４±２．１ ２２．５±２．１

ａ：Ｐ＜０．０５，与第３、５周时比较

　　腹腔注射ＨＣＣ细胞，３周后两种癌细胞网膜均见
癌结节形成（５／５），ＨＣＣＬＭ３细胞癌结节较为稀疏，直
径１～２ｍｍ；ＨｅｐＧ２细胞癌结节分布密集，直径 １～
４ｍｍ。镜下见癌细胞呈实性巢状结构，细胞质丰富，

界限不清，核大小形态不一，染色质颗粒粗，核仁明显，

病理性核分裂象多见，其中 ＨＣＣＬＭ３细胞裸鼠（２／５）
见肿瘤入侵网膜血管（图１Ａ、Ｂ）。ＨＣＣＬＭ３细胞部分
裸鼠见肝脏转移灶（２／５）、门静脉侵犯（２／５）和微瘤栓
形成（１／５）；ＨｅｐＧ２细胞则未见。
　　至第５周时，两种癌细胞网膜癌结节较第３周时
增多、增大，大小分别为１～３ｍｍ和２～５ｍｍ。镜下
网膜血管受侵（分别为 ５／５、３／５）亦增多。肝脏转移
（５／５、４／５）亦增加（图１Ｃ、Ｄ），ＨＣＣＬＭ３细胞肝转移灶
较大，最大直径约１．０ｃｍ；门静脉受侵更为常见（５／５、
３／５，图２）；ＨＣＣＬＭ３细胞裸鼠均见门静脉及汇管区微
癌栓（５／５，图３），ＨｅｐＧ２细胞则未发现（０／５）。
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Ａ：ＨＣＣＬＭ３细胞腹腔网膜癌结节，绿色三角示癌细胞侵犯
网膜血管；Ｂ：ＨｅｐＧ２细胞腹腔网膜癌结节；Ｃ：ＨＣＣＬＭ３细
胞肝内转移灶；Ｄ：ＨｅｐＧ２细胞肝内转移灶
图１　肝癌细胞裸鼠腹腔注射成瘤病理观察　（ＨＥ×４００）
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绿色三角示血管侵犯；Ａ：ＨＣＣＬＭ３细胞侵犯门静脉（×１００）；
Ｂ：ＨＣＣＬＭ３细胞侵犯门静脉（×２００）；Ｃ：ＨｅｐＧ２细胞侵犯门静
脉（×１００）；Ｄ：ＨｅｐＧ２细胞侵犯门静脉（×２００）

图２　肝癌细胞侵犯门静脉血管　（ＨＥ）
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绿色三角示癌栓；Ａ：门静脉微癌栓（×１００）；Ｂ：门静脉微
癌栓（×４００）；Ｃ：汇管区微癌栓（×１００）；Ｄ：汇管区微癌栓
（×４００）
图３　ＨＣＣＬＭ３细胞肝癌门静脉和汇管区微瘤栓　（ＨＥ）

２．２　肝素对门静脉微瘤栓的作用
　　荷瘤裸鼠肝素钠皮下注射部位可见小片状出血。
随着注射次数增加裸鼠活动减少，出现嗜睡、精神萎

靡、皮肤缺少光泽。体质量随时间延长呈增加趋势

（表２）。接种 ５周体质量较实验前增加明显（Ｐ＜
００５），但同时期各组间差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。本剂量未见引起大出血和死亡。

表２　应用肝素钠各组动物体质量变化（珋ｘ±ｓ，ｇ）

组别 实验前（ｎ＝１０） 第３周（ｎ＝１０） 第５周（ｎ＝５）
ＨＣＣＬＭ３＋生理盐水 １７．０±１．９ ２１．５±２．０ ２２．６±２．４ａ

ＨＣＣＬＭ３＋肝素钠 １７．３±１．９ １９．９±２．１ ２１．９±２．４ａ

ＨｅｐＧ２＋生理盐水 １７．４±１．８ ２１．４±２．２ ２２．７±２．３ａ

ＨｅｐＧ２＋肝素钠 １７．６±１．９ ２０．１±２．０ ２１．４±２．２ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与实验前比较

　　肝素钠皮下注射荷瘤裸鼠至制模第 ３周时，
ＨＣＣＬＭ３和 ＨｅｐＧ２细胞出现网膜癌结节的裸鼠数
（１／５、２／５）均显著少于生理盐水组（５／５、５／５，Ｐ＜
００５），体积亦减小；镜下，ＨＣＣＬＭ３细胞肝素组网膜血
管侵犯消失（０／５）。相比生理盐水组，ＨＣＣＬＭ３细胞
肝素组亦未见肝脏转移、门静脉受侵和微瘤栓形成

（０／５，Ｐ＜００５）。第５周时，随着肝素的停用，腹腔网
膜瘤块较第３周有所生长，但两种细胞肝素组网膜成
瘤裸鼠数（３／５、２／５）均少于生理盐水组（５／５、５／５，Ｐ＜
０．０５），体积亦较小；ＨＣＣＬＭ３细胞肝素组再现网膜血
管受侵（３／５）。ＨＣＣＬＭ３细胞肝素复现肝转移、门静
脉受侵和微瘤栓形成（均为２／５），但均明显少于生理
盐水组（均５／５，Ｐ＜０．０５）；ＨｅｐＧ２细胞肝素组可见到

肝脏转移、门静脉受侵（均为 ２／５），少于生理盐水组
（分别为 ４／５和 ３／５），但差异无统计学意义（Ｐ＞
００５），肝素组和生理盐水组均未见微瘤栓形成。

３　讨论

　　现阶段，ＨＣＣ转移复发仍是患者死亡的主要原
因。ＨＣＣ以肝内血行转移即门静脉播散为主要转移
途径，其多中心发生本质上也是肝内血行转移［１－３］。

其中，ＨＣＣ细胞侵入血管后形成微瘤栓是肿瘤转移的
一个关键环节。因此，建立接近于人体的 ＨＣＣ微瘤
栓动物模型、深入探寻其机制和有效防治措施，具有重

要的科学意义。

３．１　肝素酶介导的肝癌门静脉微瘤栓形成
　　文献报道的动物肝癌移植瘤模型，有较高的成瘤
率或肝转移率，但均无肝内癌栓或微癌栓的观察描

述［１８－２１］，故对本研究可能并无价值；我们亦多次尝试

利用多种肝癌细胞皮下接种、肝脏原位移植以建立肝

癌转移模型，但均未观察到门静脉或汇管区微癌栓，故

而放弃。另有报道，裸鼠脾血管注射肝胆管细胞

癌［２２］、肝脏或脾内注入人结肠癌细胞［２３－２４］，建立肝转

移癌模型，均有高成瘤率和肝转移率的特点。从血液

流向看，脾血管或脾脏注射法易于产生门静脉转移，并

于门静脉内形成微瘤栓。我们亦曾参照上述方法，分

别采用不同的ＨＣＣ细胞行裸鼠脾血管或脾脏注射，但
均未观察到肝癌形成。我们推测，裸鼠体积小，其脾静

脉或门静脉容量更小，难以注入足够剂量的癌细胞，故

不足以形成肝转移癌；如强行加大剂量，则易引起门静

脉高压，滞留于脾静脉或门静脉内高浓度的癌细胞大

部死亡，难以成癌；且裸鼠脾静脉纤细，穿刺注射失败

率较高，可操作性不强。

　　本研究经过不断摸索，最后选用 ＨＰＳＥ不同表达
水平的ＨＣＣＬＭ３和ＨｅｐＧ２两种ＨＣＣ细胞行裸鼠下腹
腔注射，结果发现，观察期内 ＨＣＣ细胞对裸鼠一般情
况及体质量无明显影响。两种 ＨＣＣ细胞均能形成肝
转移癌。腹腔注射３×１０６个（３００μＬ）高表达ＨＰＳＥ的
ＨＣＣＬＭ３细胞易于发生肝脏转移、血管侵犯、门静脉和
汇管区微瘤栓（汇管区少于门静脉）；至第５周，裸鼠
均见上述现象，且肝转移灶体积较大；但网膜癌结节形

成晚于ＨｅｐＧ２细胞，结节数量和大小也次于ＨｅｐＧ２细
胞。稍低表达 ＨＰＳＥ的 ＨｅｐＧ２细胞网膜结节形成比
较显著，但肝脏转移、血管受侵则次于 ＨＣＣＬＭ３细胞，
且无微癌栓发现。

　　通常情况下，ＨＣＣ原发灶癌细胞先局部浸润、增
殖、降解门静脉细胞外基质，突破基底膜进入门脉循
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环。然后在多种蛋白酶、组织因子和粘附分子作用下，

通过激活血小板，介导血小板和癌细胞粘附形成微癌

栓；微癌栓一部分不断聚集形成癌栓，另一部分随门脉

循环，被微血管捕获粘附于微血管内皮细胞，再穿破微

血管进入肝内，进一步分裂增殖，形成新的癌灶［２５］。

本研究腹腔注射的癌细胞先于网膜定殖、侵入网膜血

管，再汇入门静脉。是否在此时即粘附形成微癌栓、再

经微血管捕获入肝，而与上述规律有异？但本研究两

种癌细胞均见肝癌灶形成，而ＨｅｐＧ２细胞始终未见微
癌栓。据此，我们推测二者有不同的成瘤机制：由网膜

吸收而来癌细胞粘附直接形成癌栓的可能性不大；

ＨＣＣＬＭ３细胞肝癌灶较多可能与其微癌栓形成有关。
网膜吸收进入门静脉的癌细胞（如ＨｅｐＧ２细胞），可直
接穿透门静脉壁进入肝脏，这与结肠癌细胞肝转移类

似［２３－２４］；待增殖至一定阶段，ＨＣＣＬＭ３再遵循上述规
律反向侵入门静脉、形成微癌栓、再被微血管捕获、最

后入肝形成新的癌灶。实验结果提示，我们首次利用

腹腔注射高表达ＨＰＳＥ的ＨＣＣＬＭ３细胞成功制作了肝
癌裸鼠门静脉微瘤栓模型，为后续实验奠定了基础。

３．２　肝素对肝癌微瘤栓的抑制作用
　　研究［２６－２７］证明，ＨＰＳＥ作为内切糖苷酶，可降解
ＨＳＰＧｓ的硫酸肝素侧链，重塑细胞外基质和基底膜，是
癌细胞转移及血管形成的先决条件；下调 ＨＰＳＥ表达
可降低癌细胞的侵袭、转移能力，ＨＰＳＥ之 ＲＮＡｉ瞬时
转染可以抑制多种癌的侵袭、转移及血管生成。我们

先前实验证实 ＨＣＣ细胞普遍高表达 ＨＰＳＥ，其中 ＨＣ
ＣＬＭ３细胞表达高于 ＨｅｐＧ２，ＲＮＡｉ可以抑制肝癌细胞
动态粘附、侵袭和迁移能力［２８］。另一方面，ＨＰＳＥ可
中和肝素的抗凝特性，在癌症进程中表现为促凝活

性［１３，２９－３０］，可作为潜在的抗粘附靶标［３１］。故推测其

可能具有促进癌细胞与血小板粘附聚集、癌栓形成等

作用。

　　为证明以上推测，需对癌细胞中高表达的 ＨＰＳＥ
进行调节研究。但由于动物实验时间较长，无法通过

ＲＮＡｉ瞬时转染进行观察。肝素是一种糖类 ＨＰＳＥ抑
制剂，具有抗凝活性，近年还发现其具有抗癌细胞增

殖、浸润、转移活性。在不易取得稳转 ＲＮＡｉ的情况
下，我们直接选用肝素钠对模型动物进行干预观察。

结果发现，注射肝素钠后于接种第３周时，两种模型腹
腔网膜发现癌结节的裸鼠数均较生理盐水组减少，且

均无肝转移、门静脉侵犯及微瘤栓发现；而随着肝素的

停用，至第５周时，两种细胞均再次出现肝转移和血管
侵犯，ＨＣＣＬＭ３细胞复现门静脉微瘤栓，但均仍少于生
理盐水组。结合既往实验［３２］，可进一步推测 ＨＰＳＥ的

促侵袭转移特性，部分可能是通过促进癌细胞（如ＨＣ
ＣＬＭ３）微瘤栓形成来实现的，肝素抑制癌转移及癌栓
形成作用可能与其抑制ＨＰＳＥ的促凝活性密切相关。
　　综上所述，本研究利用高表达ＨＰＳＥ的 ＨＣＣ细胞
腹腔注射成功建立了裸鼠肝癌门静脉微瘤栓模型，

ＨＰＳＥ可能是微瘤栓形成的重要因素，肝素可明显抑
制其侵袭转移及微瘤栓形成。但其具体机制及肝素剂

量过大引起的出血死亡，均需进一步探讨。
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