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肿瘤复发是影响肝癌肝移植术后长期疗效的 主要原因[1, 2]。但目前采用的诱癌-移植大鼠模型并

建立符合肝癌肝移植术后肝癌复发规律的大鼠模型
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摘 要 :【目的】建立能反映肝癌肝移植特点的肝癌复发动物模型。【方法】选用 Wistar 大鼠 , 实验组大鼠

给予肝移植术后常规联合免疫抑制方案(MP+CSA), 对照组仅同法使用生理盐水 , 两组均接受经门静脉系统接

种 walker- 256 肿瘤细胞株手术 , 观察 60 d, 死后剖腹探查取病理检查。【结果】实验组手术时间为 ( 22.6±0.6)

min, 对照组为 ( 22.1±0.7) min, 两组间差异无统计学意义 ( P >0.05) ; 实验组生存时间为 ( 14.8±2.3) d, 对照组为

( 40.9±5.3) d, 两组间差异有统计学意义 ( P< 0.05)。实验组大鼠体质量减轻量 ( 53.5±2.6) g, 较对照组体质量减

轻量 ( 34.6±5.8) g 差异有统计学意义 ( P< 0.05) ;实验组大鼠肿瘤复发率为 95%( 19/20) , 对照组为 40%( 8/20) ,

实验组大鼠肿瘤的复发率明显高于对照组大鼠 ( P< 0.05)。【结论】该模型能够有效模拟肝癌肝移植术后肿瘤

复发的主要特征 , 可以作为研究肝癌肝移植术后肿瘤复发的理想大鼠模型。
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A New Rat Model According with Recrudescent Mechanism after Liver Transplantation
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SUN Yat- sen University, Guangzhou 510080, China)

Abstract :【Objective】To establish a new animal model for investigating the recrudescent mechanism after liver

transplantation for hepatocellular cancer.【Methods】The 40 wistar rats were chosen and randomly divided into 2

groups, immunosuppression group and control group. The walker- 256 cell line was injected via portal venous in

both groups. Immunosuppression group received the combined immunosuppression regime (MP+CSA). Control group

was applied NS simultaneity. Pathologic anatomic characters of the livers were collected by exploratory laparotomy

after death or 60 days after the above treatment in both groups. 【Results】The operation time of immunosuppression

group was (22.6±0.6) min, while control group (22.1±0.7) min. No significant difference was found between them (P

>0.05). The weight loss in immunosuppression group was higher than control group, which was (53.5±2.6)g and

(34.6±5.8) g respectively (P< 0.05). Survival time were (14.8±2.3) days in immunosuppression group, shorter than

control group (40.9±5.3) days (P < 0.05). The percentage of recrudescence rate was 95% (19/20) in

immunosuppression group, higher than control group, 40% (8/20) (P< 0.05). 【Conclusion】This model is an optimal

clinical model to mimic the natural recrudescence characters of hepatocellular carcinoma in human body after liver

transplantation.
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不能良好模拟出肝癌肝移植术后肿瘤复发的特

征。本实验通过使用联合免疫抑制与循环肿瘤细

胞攻击肝脏的大鼠模型模拟肝癌肝移植术后复

发 , 建立符合肝癌肝移植术后肿瘤复发规律的动

物模型。

1 材料和方法

1.1 材 料

1.1.1 主要试剂及细胞株 环 孢 素 注 射 液

( cyclosporine, 瑞士诺华制药公司) , 250 mg/瓶 ;注

射用甲泼尼龙琥珀酸钠 ( solu- medrol, 美国辉瑞公

司) , 40 mg/瓶。Walker- 256 肿瘤细胞株购买自武

汉大学生物材料和培养物中心。

1.1.2 实验动物 无特定病原体 ( SPF)级 Wistar

成年雄性大鼠 40 只 , 体质量 240～280 g, 购自中山

大学实验动物中心 , 许可证号 : 粤监证字

2005A055。

1.2 实验方法

1.2.1 肝转移癌大鼠模型 (经门静脉系统接种肿

瘤细胞株 ) 于 SPF 手术室内将 walker- 256 肿瘤

细胞株接种于大鼠腹腔传代以获取对数生长期的

肿瘤细胞 [3], 在相差显微镜下进行计数 , 分装每个

样本肿瘤细胞约 2×106/0.5 mL备用。使用体积分

数 10%水合氯醛注射液按 0.3 mL/100 g腹腔注射

麻醉后 , 取大鼠平卧位 , 采用小的腹正中切口进

腹 , 游离、暴露门静脉、肠系膜上静脉 , 用 29 号针

头将事先配好的 walker- 256 肿瘤细胞悬液 (2×

106/0.5 mL)吹吸混匀后 ,经肠系膜上静脉接近汇合

部直视下注入。注入后缓慢退针 ,出针后迅速压迫

针口止血。确切止血后以灭菌注射用水冲洗腹腔 ,

逐层关腹。

1.2.2 实验分组及模拟肝移植后免疫抑制状态

40 只大鼠肝转移癌大鼠模型按随机数法随机等分

为实验组和空白对照组(每组 20 只)。实验组 :免

疫抑制方案为 MP+CSA,即术前术后每天经大鼠尾

静脉注射甲泼尼龙琥珀酸钠 20 mg/kg, 术前及术

后每天经大鼠尾静脉注射环孢素 20 mg/kg。通过

联合免疫抑制方案模拟同种异体肝移植术后免疫

抑制状态。空白对照组 :仅相应注射生理盐水或以

生理盐水灌胃以作空白对照。

1.2.3 术后处理 术后复温至苏醒 , 置于 SPF 环

境 ,分笼单独饲养 ,自由进食饮水。术后 7 d 内 ,实

验组及对照组大鼠每天均注射青霉素钠 100 000

U/kg以预防感染。死后探查肝脏 ,标本做常规切片

病理检查 , 60 d 后将余下动物处死 ,同法处理。

1.3 统计学分析

计量资料数据均以(x±s)表示 , 使用 SPSS 13.0

软件包进行分析。实验前后体质量比较、手术时间

比较使用两组完全随机化设计资料均数的 t 检

验 , 实验后体质量比较及其变化比较使用两组完

全随机化设计均数的 t′检验。生存分析采用

Kaplan- Meier 法 ,生存期比较采用 log- rank 法。复

发率比较使用 Fisher’s 确切概率法进行比较。检

验水准 , !=0.05。

2 结 果

2.1 手术情况

实验组及对照组大鼠手术过程顺利 , 两组均

无术中死亡的大鼠。实验组的手术时间为 ( 22.6±

0.6) min, 对照组的手术时间为( 22.1±0.7) min, 两

组手术时间比较差异无统计学意义。术后两组大

鼠均无明显并发症。

2.2 一般情况及存活情况

手术后 , 实验组大鼠与对照组大鼠均出现饮

食量减少、活动度下降等表现 , 但是两组大鼠在第

3 到第 7 天之间饮食量及活动度均逐步恢复至正

常。两组大鼠在实验期间 10 d 内均存活 , 差异无

统计学意义 ; 死后体质量变化差异有统计学意义

(表 1)。

2.3 肿瘤复发情况

死后解剖探察。大体标本见肿瘤复发阳性的

肝脏明显增大。表面大小不等颗粒状肿瘤组织 ,呈

表 1 实验大鼠实验前后体质量的变化

Table 1 Changes of body mass in the rats before and after

the operation (x±s), mb/g

Group

Immunosuppression

Control

t or t′

P

n

20

20

mb,b

258.0±2.0

257.9±2.2

0.03

>0.05

mb,a

204.5±2.4

223.3±5.0

- 3.40 1)

<0.05

m b(m b, b - m b, a)

53.5±2.6

34.6±5.8

2.96 1)

<0.05

mb,b: average body mass before operation; mb,a: average body mass

after operation as dead; mb(mb,b- mb, a) : changes of average body mass

before and after operation as dead. 1) t′
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弥漫性改变。镜下见明显异形性肿瘤细胞 ,瘤细胞

间形态差异小 , 成团灶样分布 , 散布于各肝叶 , 被

侵犯的肝内组织结构破坏。实验组 20 只大鼠中 ,

有复发的为 19 只 , 复发率 95%, 对照组 20 只大鼠

中 , 有复发的为 8 只 , 复发率为 40%, 实验组大鼠

肿瘤复发率明显高于对照组 ( Fisher’s exact test,

P=0.00)。

2.4 实验大鼠生存分析

根据 Kaplan- Meier 法作出生存曲线 , 如图 1

所示 , 实验组生存时间为 ( 14.8±2.3) d, 对照组为

( 40.9±5.3) d, 两组差异有统计学意义 ( log- rank 法

!2=12.30, df=1, P=0.00)。

3 讨 论

肝癌肝移植术后肿瘤复发是目前肝移植研究

的热点问题之一[4- 8],目前研究载体多采用诱癌-移

植的大鼠模型 [9- 11]。该模型存在以下问题 : 国内多

使用同种属大鼠进行移植 , 且术后不给予免疫抑

制剂 , 不能反映肝移植术后的免疫抑制特点 ;化学

诱发性肿瘤分期及细胞分化程度参差不齐 , 实验

对象缺乏同一性 ;化学诱癌诱导期长 , 诱癌后存活

的实验步骤本身就是对实验动物的人为选择过

程 , 使实验对象的随机性受到置疑 ; 诱癌- 移植模

型的大鼠腹腔内粘连严重、结构不清 , 手术步骤繁

复 , 手术时间较长 , 手术死亡率高 , 模型不稳定 ;荷

毒大鼠体内 DENA水平超出一般肝移植大鼠 , 存

在机体残存的剂重新诱导新肝新发肿瘤的可能 ,

成为致癌性混杂因素。因此 ,该模型非实验干预性

影响因素众多。

肝癌病人门静脉系统残存的肿瘤细胞在肝移

植术后经门脉在移植肝及肝外转移、播散是肝癌

肝移植术后肿瘤复发的主要机制之一 , 因此本研

究放弃诱癌而采用经门静脉肿瘤细胞注射的形

式 ,模拟肝癌肝移植术后的肿瘤复发途径。本实验

组大鼠接种肿瘤后体重减轻程度明显高于对照

组 , 而病理解剖结果也证实实验组大鼠肿瘤复发

率明显高于对照组 ( P< 0.05) , 且生存期明显短于

对照组( P< 0.05)。提示联合免疫抑制会明显加速

肿瘤细胞的倍增以及复发 , 进而缩短生存时间 , 是

研究肝移植术后肿瘤复发不可忽视的主要影响因

素之一。而在免疫监视下调时 , 通过肝-门静脉系

统在移植肝的侵犯、播散与转移这种血道转移机

理正是临床肝癌肝移植术后复发最为重要的机制

之一[12- 14]。

本实验肿瘤大体标本相似 , walker- 256 肿瘤

细胞分化程度、阶段均较为接近 , 易于识别 , 提示

采用成株化的肿瘤细胞株 , 生物行为学表现稳定 ,

有较好的同一性。此方面优于诱导肝癌的动物模

型 , 有利于作为对不同实验干预因素进行比较的

载体。而且本实验实验组在免疫抑制状态下肿瘤

复发率为 95%, 提示该动物模型的肿瘤复发成功

率较诱癌-移植模型复发率 0～12.5%为高[10, 11]。更

适于用以研究术后肿瘤复发的影响因素。本模型

手术时间均控制在 30 min 内 , 实验组与对照组手

术时间差异无统计学意义。手术操作时间明显短

于常规大鼠肝移植手术时间 , 对手术打击较小 , 围

手术期死亡率较低 ,并发症少见 ,模型较为稳定。

术后实验组大鼠肿瘤复发过程与晚期肝癌肝

移植复发过程较为接近 , 而且两者主要机制相若。

故此通过用经门静脉系统接种肿瘤细胞株 , 配合

经典的联合免疫抑制方案能真实反映出肝癌肝移

植术后肿瘤复发的生物学特征 , 而且模型稳定、便

于比较且无化学诱癌等干扰因素。可以作为研究

肝癌肝移植术后肿瘤复发的动物模型。
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