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大鼠实验性肝纤维化过程中血清和肝组织 P C
一 l

、

H A
、

L N 水平的动态变化

陈东风 冷恩仁 刘为纹
.

徐有奇“ (第三军医大学附属大坪医院消化内科 ) 重庆
,
6 3 0 0 42

提 要 用 四教化碳制作大鼠肝纤维化模型
,

采用放免法测定大鼠血清及肝匀浆中 l 型前胶原 (P C
-

, )
、

透明质酸 ( H A )
、

层粘连蛋白 ( L N )的含量
.

结果发现
,

随着实验时间的延长
,

肝匀浆咒
一
l

、

H A
、

L N 含量

逐渐升高
,

血清 P C
一

,
、

H A
、

L N 水平与肝匀浆中三者的含量有显著相关性
.

提示随着细胞外基质成分在肝内

的沉积
.

肝纤维化逐渐进展为肝硬化
,

血清 CP
一
I

、

H A
、

L N 水平能较好地反映肝纤维化的进程
,

对诊断肝纤维

化
、

肝硬化有一定的价值
。

关键词 肝纤维化
, I 型前胶原

,
透明质酸

,
层粘连蛋白

中图法分类号 R 5 7 5
.

2

肝纤维化的本质是细胞外基质 ( e x t r a e e l l u l a r m a -

itr
x ,

E C M )成分在肝内的异常沉积
。

为研究 E CM 在肝

内的沉积情况及血清肝纤维化指标是否能真正反映其

在肝组织内的含量
,

我们采用大 鼠四氯化碳肝纤维化

模型
,

研究了血清及肝匀浆中 . 型前胶原 ( rP oc ol l a g e n

t y p e 一 班
,

P C一 )
、

透明质酸 ( h y a l u r o n i。 a c id
,

H A )及层

粘连蛋白 ( L a m i n i n
,

L N )这 3 种 E C M 成分的关系
,

以

探讨 E C M 在肝 内的沉积规律及血 清 P C一
、

H A
、

和

L N 对肝纤维化
、

肝硬化的诊断价值
.

1 材料和方法

1
.

1 动物

雄性 w ist
a r

大 鼠 54 只
,

体重 2 00 士 20 9
,

本院动物中心提

供
,

其中 8 只作对照组
,

其余 46 只用于模型组
。

1
.

2 实验方法

1
.

2
.

1 模型制作 对照组大鼠接受橄榄油 ( 上海卫辉化学

试剂厂
,

批号 9 4 2 0 1 2 )后腿皮下注射
,

剂量为 0
.

0 2 m l / k g b w
,

每周 2 次
。

模型组接受 C C L
;

(重庆化学试剂总厂
,

批号 9 4 1 0 24)

和橄榄油等量混合液后腿皮下注射
,

剂量为 。
.

02 m l k/ g b w
,

每

周 2 次
。

1
.

2
.

2 标本采取 模型组每隔 3周处死 8 只大 鼠
,

最后一

次处死大鼠为第 15 周
,

对照组于第 15 周全部处死
.

用 3写戊巴

比妥钠 (0
.

02 m l k/ g )腹腔注射麻醉后
,

经心脏采血
,

分离血清
,

一 2。℃保存 ,分别取肝
、

脾组织块固定供常规病理用
.

1
.

3 检浏方法

1
.

3
.

1 肝匀浆制备 将新鲜肝组织剪碎
,

溶 于生理盐水中
,

用 2 5 8 3
一
1 型组织匀浆机将肝组织彻底打碎

,
4 ℃时 1 5 0 0 0 r

/

m in 离心 30 m in
,

取上清液按 L
o w yr 法进行蛋白定量

。

1
.

3
.

2 光镜观察

1
.

3
.

3 应用重庆市肿瘤研究所提供的 I 型前胶原 ( P C
一

I )放

免试剂盒
,

上海第二军医大学海军医学研究所提供的透明质酸

(H A )
、

层粘连蛋白 ( L N )放免试剂盒
,

严格按说明书操作
,

测定

肝匀浆及血清 CP
一
I

、

H A
、

L N 含量
.

1
.

3
.

4 应用美国 C X
一
4 全 自动生化测定仪测定血清 白蛋白

(A )
、

球蛋白 (G )及丙氨酸转移酶 ( AL T )
。

1
.

3
.

5 数据统计 数据以 王 士 :
表示

,

采用我校数学教研室

编制 的医 用统计分析 程序进行 t 检验 及 直线相关 分析
,

P < 0
.

05 有统计学意义
。

2 结果

2
.

1 大鼠一般情况

对照组大鼠至处死前均存活
,

体重增加 96 士 12 9
。

模型 组

造模过程中共死亡 6 只 ( 1 3
.

04 % )
,

至 15 周处死时
,

模型组大

鼠体重增加 22
.

5士 2 1 9
,

显著低于对照组 ( P < 0
.

0 5 )
。

2
.

2 肝脾大体形态观察

模型组大鼠 3 周起肝脏开始肿大
, 9周停止肿大

,

韧度增

加
,
12 周起肝体积回缩

、

质变硬
;
15 周时肝脏呈黄褐色

,

表面结

节状
,

形成典型肝硬化
,

其中 3 只大鼠有腹水
。

脾脏从第 6周开

始肿大
,

15 周时为最大值
.

2
.

3 光镜观察

对照组肝小叶结构完整
,

无变性坏死
、

炎细胞浸润及纤维

组织增生
.

模型组第 3周
,

肝细胞脂肪变性
、

坏死
。
6 周时

,

肝细

胞变性
、

坏死加重
,

少许炎细胞浸润
、

纤维组织开始增生
。

9 周

时
,

肝小叶结构遭破坏
,

炎细胞浸润及肝细胞变性坏死进一步

加重
,

增生的纤维组织开始伸入肝小叶
。

12 周时肝细胞变性坏

死
,

炎细胞浸润较稳定
,

纤维间隔接近形成
,

假小叶开始形成
,

巧 周时形成典型肝硬化
.

本模型 6周时肝纤维化开始启动 (肝

纤维化早期 )
,

9 周为肝纤维加速期 (肝纤维化中期 )
,

12 周为肝

纤维化高峰期
,

15 周为肝硬化期
。

附属西南医院消化内科 重庆
,
6 3。。 3 8

附属大坪医院同位素科 重庆
,
6 3 0 0 4 2
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2
.

4 大鼠血清
、

肝匀浆 P C一
、

H A
、

L N 水平变化 (见表 1)

表 1 大鼠血清及肝匀桨 P C
一

,
、
L N 及 L N 水平变化 (, 一 8)

T a b 1 C o n e e n t r a t io璐 o f P C
一
I

,
H A an d L N 妞 s e r u m an d l i v e r h o m o g e n a t e i n id f f e r e n t g r o u P s o f r a st

反
r u m ( 尸g / L ) H o m o g e n a t e (拼g / 9 p r o t e i n )

P C
一 , P C

一 I

Q l n t r o l

w e e k 3

w ee k 6

w e e k g

w e e k 12

w ee k 15

4 0
.

3士 6
.

7

4 2
.

1士 13
.

2

4 9
.

7士 12
.

8

7 7
.

4士 19
.

2

1 33
.

5士 28
.

2

94
.

1士 18
.

6

3 0
.

1士 5
.

4

3 2
.

3士 1 2
.

7

3 5
.

9士 1 5
.

2

6 0
.

8士 1 5
.

3

9 0
.

6士 18
.

4

1 0 0
.

5士 2 1
.

3

5 0
.

2士 8
.

2

5 5
.

9士 13
.

0

6 3
.

9士 9
.

5

8 3
.

5士 1 2
.

3

1 3 6
.

9士 2 7
.

4

1 4 0
.

1士 3 7
.

4

1 00
.

6士 1 1
.

3

1 06
.

5士 1 6
.

0

1 2 7
.

6士 3 2
.

9

2 1 1
.

9士 3 4
.

7

3 1 2
.

4士 4 2
.

3

3 5 8
.

9士 5 1
.

2

8 1
.

5士 1 6
.

0

9 2
.

6士 1 6
.

8

1 5 9
.

6士 3 1
.

2

2 5 0
.

3士 5 0
.

1

2 9 9
.

8士 4 5
.

1

4 3
.

4士 14
.

6

5 0
.

8士 15
.

8

7 1
.

2士 14
.

7

9 9
.

8士 2 0
.

3

1 11
.

7士 1 8
.

6

血清 H A 在 3周时较对照组增高 ( 尸 < 。
.

0 5 )
,

血清 P C
-

I
、

L N 从第 3周起高于对照组
,

但差异无显著性 ( 尸 > 。
.

05 ) ; 6

周时 P C
一
I 仍与对照组差异无显著性 ( P > 。

.

0 5 )
,

H A
、

L N 却

显著高于 对照 组 ( P < 。
.

0 1 )
,

以后各期均显 著高于对照 组

( P < 0
.

0 1 ) , HA
、

L N 在 1 5 周时达最高值
,

但 P C
一

I 但在 1 5 周

时反而低于 12 周 ( 尸 < 。
.

0 1 )
.

肝匀浆 3 项指标从第 6 周起各

期均显著高于对照组 ( P < 。
.

0 1 )
,

各组间有显著性差异 ( P <

0
.

0 1 )
,

高峰值均在 1 5周
.

经相关分析
,

血清与肝匀浆 CP
一

I 在第 6
、
9

、

12 周时有显

著正相关 ( r = 0
.

7 1 2 4 ~ 0
.

8 1 4 3
,
P < 0

.

0 5 ) .
血清

、

肝匀浆 H A

在 9
、
1 2

、
1 5 周有显 著正相关 ( r = 0

.

8 3一3 ~ 0
.

8 9 4 2
,

P <

。
.

0 1 ) .
血清与肝匀浆 L N 在 6

、
9

、
1 2

、

15 周均有显著正相关 ( r

= 0
.

8 0 2一~ 0
.

9 23 4
,

P < 0
.

0 1 )
.

血清 CP 一
、

H A
、

L N 水平能较

好地反映肝匀浆中的变化
.

2
.

5 模型组各阶段 P C一
、

H A
、

L N 较对照组升 高幅

度 (见表 2 )

2
.

6 各组肝功能改变 ( 见表 3)

表 3 大鼠对照组
、

模型组肝功能改变 (n 一 8)

T a b 3 L e v e l s o f l i v e r f u n c t i o n i n d i f f e r e n t g r o u P s o f r a st

A L T ( IU ) A l b
u
rn i n ( g / L ) G l o b

u
l i

n
( g / L )

C o n r r o l 3 2
.

9士 7
.

1 3 6
.

4士 1
.

9 2 4
.

6士 1
.

2

w e e k 3 2 1 0
.

8士 19
.

5 斌 找 3 1
.

8士 2
.

0 2 7
.

8士 1
.

3谈 斌

w e e k 6 2 9 8
.

0士 19
.

7 谈 灰 3 0
.

6士 2
.

1 2 9
.

9士 1
.

0汉 城

w
e e

k 9 3 2 0
.

0士 2 2
.

7 洲 狱 2 9
.

1士 2
.

5 减 3 0
.

5士 1
.

2谈 减

w
e e

k l Z 2 9 1
.

3士 23
.

1 狱 袄 2 8
.

8士 2
.

6 岌 狱 3 0
.

1士 1
.

3减 炭

w e e k l s 3 0 1
.

3士 33
.

9 狱 炭 2 7
.

9士 2
.

3 减 减 3 2
.

0 士 1
.

9谈 狱

袱
:

P < 0
.

0 5 。 : e o n t r o
l

,

狱狱
:
P < 0

.

o l v 、 e o n t r o
l

表 2 模型组各阶段与对照组升高倍数比较 ( , 一 8)

T a b 2 R a ti o o f m do
e l g r o u

PS vs c o n t r o l

S e r u m H o m o g e n a t e

P C
一

1 H A L N P C一 H A L N

W
e e k 3 1

.

0 5 1
.

0 4 1
.

0 7 1
.

13 1
.

0 6 1
.

0 8

W e e k 6 1
.

2 3 1
.

2 7 1
.

1 9 1
.

27 1
.

2 7 1
.

2 6

W e e k 9 1
.

9 2 2
.

20 2
.

0 2 1
.

66 2
.

1 1 1
.

7 7

模型组各阶段丙氨酸转移酶 ( A L T )均较对照 组显著升高

( 尸 < 0
.

0 1 )
,

第 3周 A L T 与以后各组差异均有显著性 ( 尸 <

0
.

0 1 )
,

但 6
、
9

、
1 2

、
1 5 周组 l可差异无显著性 ( P > 0

.

0 5 )
,

提示从

第 6周起 A L T 就基本保持在一个较高的水平上
。

随时间的推

移
,

白蛋白 ( A )逐渐下降
,

球蛋白 ( G )逐渐上升
。

血清 P C
一

I 在

12 周时与 A 显著负相关 ( r 一 一 。
.

7 0 14
,

尸 < 。
.

0 5 ) ,
血清 H A

在 6
、
9周与 G 呈显著正相关 ( r 二 0

.

6 9 8 1
,
0

.

7 0 2 4
,

P ( 0
.

0 5 ) ;

肝匀浆 H A 在 9
、

12 周时与 G 间呈显著正 相关 (
r 一 。

.

63 03
,

。
.

“ 81
,
尸 < 。

.

05 ) ;
血清及肝匀浆 L N 在 1 2

、

巧 周时与 G 呈显

著正相关 ( r 二 0
.

7 0 1 9
,
0

.

6 8 3 2
,

尸 < 。
.

05 )
。

血清
、

肝匀浆中的

P C
一

l
、

H A 和 L N 水平与肝功能状态密切相关
。

W e e k l Z 3
.

3 1 3
.

4 6 3
.

0 0 2
.

7 2 3
.

1 1 2
.

49

w e e k l s 2
.

3 3 ;
.

14 :
.

3 4 :
.

7 5 3
.

56 2
.

75 3 讨论

在实验第 6 周肝纤维化启动期
,

血清三指标升高幅度相近

似
,
在第 9

、

12 周 H A 升高幅度最高
;
到肝硬化形成的 15 周时

,

H A
、

L N 继续升高
,

而 P C
一

I 下降
.

在肝匀浆指标中
,

第 6 周肝

纤维化启动期
,

肝匀浆中 P C
一

1
、

H A
、

L N 几乎同步升高
,
第 12

周肝纤维化高峰期仍以 H A 最高
,

P C
一

, 次之
,

L N 相对最低
;
在

15 周肝硬化形成时
,

升高幅度继续保持上述顺序
。

参与肝纤维化的细胞外基质成分 ( E C M ) 包括胶

原蛋 白
、

蛋白多糖和粘连糖蛋白三大类
。

胶原蛋白以胶

原纤维的形式发挥作用
,

蛋 白多糖则形成无定形基质

填充
,

包围于胶原纤维之间
,

各种粘连糖蛋白则在纤维

与细胞之间介导它们的相互粘连
〔’ 二。

P C
一

皿
、

H A 和 L N 分别是胶原
、

蛋 白多糖
、

粘连糖
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蛋白这 3 种 E CM 成分的代表2j [
。

从实验第 6周开始
,

肝匀浆中这 3 种 E C M 成分 便开始较对照组显著升

高
,

并随实验时间延长而逐渐增高
,

高峰值均在第 15

周肝硬化形成期
。

第 15 周时肝匀浆的 P C一 水平与第

12 周 比较其增加值明显低 于 H A
、

L N 周期相 比的增

加值
,

提示在第 15 周肝硬化形成时 P C
一

, 的合成
、

代

谢及在肝 内的沉积速度明显减慢
,

这与肝纤维化高峰

期及肝硬化期时 , 型胶原合成
,

代谢减弱
,

I 型胶原增

生活跃相一致
「3] 。

肝匀浆中 P C
一

,
、

H A 和 L N 在不同

时期都与肝功能有显著相关性
,

提示它们在肝内沉积

与肝细胞损伤
,

肝功能状态密切相关
.

随着肝细胞的进

行性损伤
,

通过各种途径激活了肝 内 E CM 合成细胞
,

如 l ot 细胞
,

内皮细胞
,

肝细胞
,

致使 E CM 合成增加
,

加之肝窦内皮细胞
、

肝细胞对其 降解能力下降
,

E C M

便在肝组织内沉积下来
,

逐渐形成肝纤维化
,

最终发展

成肝硬化 [` 〕
。

从实验第 6一 15 周
,

血清 H A
、

L N 与肝匀浆 H A
、

L N 有显著相关性
,

血清 P C
一

l 在第 6
、

9 和 12 周时与

肝匀浆 P C
一

班有显著相关性
,

这说明血清 中这 3 项指

标能较好地反映肝匀浆中的水平变化
,

即 E C M 在肝

内的沉积情况
。

血清 P C
一

皿在第 12 周时达高峰
,

15 周

时反而下降
,

这是因为 15 周时 l 型胶原代谢趋于平

衡
,

进入血清中的 P C
一

, 明显减少
,

故血清 P C一 水平

下降圈
.

比较血清中 P c
一

,
、

H A 和 L N 的变化情况可

以看出
,

H A 在第 3 周便较对照组显著升高
,

且 H A 在

每个实验阶段增加幅度最大
,

这说 明 H A 能较早反映

肝细胞损伤
,

且能更好地反映肝纤维化和肝硬化
。

血清

P C一 在第 9 周时才较对照组显著升高
,

与 H A 和 L N

相比升高最晚
,

且血清 PC
一

, 水平在肝硬化形成时反

而下降
,

提示血清 P C
一

I 仅对肝纤维化中期
、

高峰期敏

感
。

血清 L N 对肝纤维化
、

肝硬化的判断价值介于 H A

和 P C
一

I 之间
.

综上所述
,

随着肝细胞损伤的进行性 加重
,

P C
-

,
、

H A
、

L N 这 3种 E CM 成分在肝内沉积逐渐增多
,

在肝硬化形成时达高峰
。

血清中 P C
一

l
、

H A 和 L N 水

平能较好地反映它们在肝内的沉积情况
。

血清 H A 水

平能较早反映肝细胞损伤
。

三者对肝纤维化
、

肝硬化的

诊断价值以 H A 较高
,

L N 次之
,

P C
一
皿局限性较大

。
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