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摘   要 目的：通过观察肝纤维化模型大鼠不同时间行脾切除术后肝组织 TGF-β1 与 α-SMA mRNA 水平的变化，

探讨脾切除对肝纤维化发展的影响。

方法：50 只雄性 SD 大鼠随机分为正常对照组、肝硬化模型组（模型组）、肝硬化模型 + 切脾组（切脾组），

采用腹腔内注射 40% 四氯化碳诱导肝纤维化模型，切脾组大鼠分别于建模后早期（第 2 周）、中期 

（第 4 周）、晚期（第 6 周）分批行脾切除术。造模后第 8 周处死所有大鼠，HE 染色观察肝脏组织的

病理变化；qRT-PCR 检测肝组织 TGF-β1 和 α-SMA 的 mRNA 的表达水平。

结果：正常对照组肝小叶结构完整，模型组肝小叶结构被破坏，纤维组织明显增生，假小叶形成；各

切脾组均有不同程度的纤维化病变，且随着切脾时间的延迟逐渐加重，但均轻于模型组。qRT-PCR 结

果显示，与正常对照组比较，其余各组肝组织 TGF-β1 和 α-SMA 的 mRNA 的水平均较明显升高（均

P<0.05），升高程度均表现为：模型组 > 晚期切脾组 > 中期切脾组 > 早期切脾组（均 P<0.05）。

结论：脾切除能降低了肝组织 TGF-β1 与 α-SMA 的表达水平，故脾脏可能参与了肝纤维化的发生发展。
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Effect of splenectomy on TGF-β1 and α-SMA expressions in the 
liver of rats with hepatic fibrosis
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Abstract Objective: To study the influence of splenectomy on development of hepatic fibrosis through observation of the 

changes in mRNA expressions of TGF-β1 and α-SMA in liver tissue after splenectomy performed at different time 

periods in rats with hepatic fibrosis.  

Methods: Fifty male SD rats were randomly allocated into normal control group, liver fibrosis model group 

(model group) and liver fibrosis model with splenectomy group (splenectomy group). The liver fibrosis model was 

induced by intraperitoneal injection of 40% CCl4, and rats in splenectomy group underwent splenectomy at early 

stage (2 weeks), mid stage (4 weeks) and late stage (6 weeks) after model induction in batches, respectively. All 

rats were sacrificed at 8 weeks after model induction, the pathological changes in the liver tissues were evaluated 
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肝 纤 维 化 是 由 各 种 慢 性 刺 激 引 起 的 肝 脏 损 伤

后自我修复的过程，其病理变化主要表现为细胞外

基质（extracellular matrix，ECM）大量沉积[1]。若

不 能 及 时 干 预 ， 将 会 发 展 为 肝 硬 化 门 脉 高 压 症 ，

导 致 一 系 列 的 症 候 群 ， 最 典 型 的 症 状 为 脾 功 能 亢

进 ， 红 细 胞 、 白 细 胞 及 血 小 板 明 显 减 少 ； 近 年 来

对于肝硬化脾脏的处理，尚存争议[2]；转化生长因

子β1（transforming growth factorβ1，TGF-β1）

是目前研究最多的致纤维化细胞因子[3]，在肝纤维

化 的 发 生 发 展 中 起 重 要 作 用 。 本 实 验 通 过 对 肝 纤

维 化 早 、 中 、 晚 期 大 鼠 行 脾 切 除 术 ， 观 察 肝 脏 组

织中TGF -β 1和α -SMA mRNA水平的变化，探讨

脾脏与肝纤维化发展的关系。

1　材料与方法

1.1  动物与试剂

5 0 只 雄 性 S D 大 鼠 ， 购 自 江 苏 省 南 京 市 青 龙

山动物繁殖场，体质量（182±12.6）g；给予标

准 饮 食 ， 自 由 饮 水 。 主 要 试 剂 ： 四 氯 化 碳 溶 液 、

T R I z o l 试 剂 、 逆 转 录 试 剂 盒 、 q P C R  M a s t e r  M i x

均 购 自 合 肥 志 宏 生 物 技 术 有 限 公 司 。 T G F - β 1、

α-SMA和GAPDH由上海生工生物工程有限公司设

计与合成（表1）。

1.2  动物分组及模型建立

50只雄性SD大鼠随机分为正常对照组，肝纤

维 化 模 型 组 （ 模 型 组 ） ， 肝 纤 维 化 模 型 + 切 脾 组

（ 切 脾 组 ） ， 切 脾 组 根 据 切 脾 时 间 不 同 分 为 早 期

切脾组、中期切脾组、晚期切脾组3个亚组。参照

邵佳亮等[4]建模方式，对肝纤维化模型采用腹腔注

射40%四氯化碳橄榄油溶液，剂量为2 mL/kg每周

2次；正常对照组大鼠腹腔注射同剂量的生理盐水

作 为 对 照 。 每 次 注 射 药 物 前 ， 将 大 鼠 置 于 电 子 天

秤 上 称 重 ， 并 根 据 大 鼠 体 质 量 变 化 以 及 一 般 状 态

调整给药剂量。

by HE staining, and the mRNA expression levels of TGF-β1 and α-SMA in the liver tissues were determined by 

qRT-PCR method. 

Results: The structure of hepatic lobules was intact in normal control group, while in model group, it was 

destroyed with fibrous tissue hyperplasia and pseudo-lobule formation; pathological changes of hepatic fibrosis 

of different degrees were found in all splenectomy groups, which presented with increasing severity with the 

lag of time of splenectomy, but all were milder than that in model group. The results of qRT-PCR showed that 

compared with normal control group, the mRNA expression levels of both TGF-β1 and α-SMA in all other groups were 

significantly increased (all P<0.05), and the increasing degrees in both factors were presented as follows: model group > 

late-stage splenectomy group > mid-stage splenectomy group > early-stage splenectomy group (all P<0.05).

Conclusion: Splenectomy can reduce the expression levels of TGF-β1 and α-SMA in liver tissue, which suggests 

that the spleen may be involved in the occurrence and developent of liver fibrosis.

Key words Liver Cirrhosi; Splenectomy, Transforming Growth Factor β1; Rats

CLC number: R657.3

                                                                                                                                                                                                                                                                                   

表 1　PCR 引物序列
Table 1　PCR primer sequences

引物名称 引物序列 退火温度 扩增片段
TGF-β1 正向：5'-TGGAGCCTGGACACACAGTA-3'

59.4 ℃ 119 bp
反向：5'-TAGTAGACGATGGGCAGTGG-3'

α-SMA 正向：5'-AGGGAGTGATGGTTGGAATG-3'
59.4 ℃ 110 bp

反向：5'-GGTGATGATGCCGTGTTCTA-3'
GAPDH 正向：5'-GTGGTCTCCTCTGACTTCAACA-3'

59.4 ℃ 135 bp
反向：5'-CCACCACCCTGTTGCTGTAG-3'’
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1.3  脾切除术

建模第2、4、6周分别分批对切脾组行脾切除

术；术前8 h禁食，4 h禁水，腹腔注射20%氨基甲

酸 乙 酯 （ 乌 拉 坦 ） 溶 液 进 行 麻 醉 ， 固 定 备 皮 ； 消

毒铺巾，沿左锁骨中线自上而下，作一长约3 cm

的纵行切口，遵循无菌原则，游离脾脏，使用4 -0

丝 线 逐 个 双 扎 并 离 断 脾 脏 血 管 ， 行 脾 切 除 术 。 术

后禁食1 d，早晚给予大鼠腹腔注射20 mL 5%葡萄

糖溶液和10 mL乳酸格林钠溶液。

1.4  标本采集

各组大鼠均于造模后8周统一处死，采用断颈

法处死，取大鼠肝脏左叶，洗净后，置于10%中性

福尔马林中固定，留做HE染色。取右叶，洗净后

放入液氮中，快速冷冻，-80℃冰箱中保存，留做

qRT-PCR。

1.5  肝脏组织病理学检查

对 肝 脏 标 本 常 规 固 定 、 取 材 、 酒 精 脱 水 、 石

蜡包埋盒和切片，HE染色，光镜下观察各组肝脏

的病理结构。

1.6  TGF-β1 和 α-SMA mRNA 水平检测

1.6.1  总 RNA 的 提 取　 取 100 mg 肝 脏 组 织， 加

入 1 mL TRIzol，使用电动匀浆机充将其分匀浆，移

入 1.5 mL EP 管中，室温静置 10 min；加入 200 μL

氯仿震荡 10 s，室温静置 10 min，4 ℃冷冻离心， 

12 000 r/min，15 min； 吸 取 上 层 水 相， 移 至 1.5 mL 

EP 中，加入等体积的异丙醇，震荡混匀，室温静

置 10 min，4 ℃冷冻离心，12 000 r/min，10 min，

弃去上清，加入 1 mL 75%RNA 专用乙醇，充分洗

涤，4 ℃冷冻离心，8 000 r/min，5 min；再弃上清，

室温干燥 5~10 min，加入无 RNase 水重新溶解。

1.6.2  RNA 逆转录　取 1 μL 总 RNA、1 μL Oligo

（dT）18 Primer 和 10 μL 无 RNase 水 加 入 200 μL 

EP 管中，充分混匀，65 ℃，5 min 变性；再依次加

入 5RT Reaction Buffer 4 μL、dNTP Mix，10 mmol/L 

Each 2 μL、逆转录酶 RT 和 RI 各 1 μL，充分混匀，

42 ℃，60 min；70℃，5min，取出置于冰盒中冷

却备用。qPCR 反应：将 cDNA 1 μL、上下游引物

各 0.5 μL、qPCR Master Mix 10 μL 和无 RNase 水

8 μL 配成 20 μL 反应体系。使用 Bio-Rad CFX96TM

荧光定量 PCR 仪，设置反应条件：⑴ 95 ℃预变性

30 s；⑵ 95 ℃变性 15 s；⑶ 59.4 ℃退火 30 s 进行

40 个 循 环。mRNA 选 用 GAPDH 作 为 内 参 基 因，

使用相对定量 CT 值比较法，检测目的基因的表达

量，所有的实验重复 3 遍。

1.7  统计学处理 

采用SPSS 19.0统计软件处理数据；所有数据

均用均数±标准差（x±s）表示，各实验组之间比

较 采 用 单 因 素 方 差 分 析 ， 两 两 比 较 采 用 S N K 法 ，

P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  肝纤维化模型建立结果 

总样本量为50只，纤维化模型建立过程中，

因个体差异死亡15只，剩余35只。

2.2  HE 染色结果

正 常 对 照 组 肝 小 叶 结 构 正 常 完 整 ， 以 肝 细

胞 为 主 ， 核 大 而 圆 ， 居 中 ， 染 色 质 丰 富 ， 多 单 核

肝 细 胞 排 列 形 成 的 肝 细 胞 索 ， 以 小 叶 中 央 静 脉 为

中 心 向 周 围 呈 放 射 状 排 列 ， 在 汇 管 区 可 见 小 叶 间

动 脉 、 静 脉 、 小 叶 间 胆 管 及 少 许 纤 维 组 织 存 在 ，

但 无 炎 性 细 胞 浸 润 ； 早 期 切 脾 组 肝 脏 H E 染 色 显

示 ， 肝 小 叶 、 汇 管 区 和 中 央 静 脉 区 内 大 量 肝 细 胞

呈 气 球 样 变 、 脂 肪 变 性 ， 少 量 肝 细 胞 呈 点 状 、 碎

片 状 坏 死 ， 少 量 纤 维 组 织 增 生 ， 其 内 有 炎 性 细 胞

浸润，无假小叶形成；中期切脾组肝脏HE染色显

示 ， 汇 管 区 和 中 央 静 脉 区 内 大 量 肝 细 胞 呈 脂 肪 变

性 ， 部 分 肝 细 胞 呈 碎 片 状 坏 死 ， 部 分 纤 维 组 织 增

生 ， 伴 炎 性 细 胞 浸 润 ， 无 假 小 叶 形 成 ； 晚 期 切 脾

组肝脏HE染色显示，大量肝细胞变性、坏死及再

生 共 存 ， 汇 管 区 和 中 央 静 脉 区 内 可 以 增 生 的 小 胆

管 ， 纤 维 组 织 增 生 明 显 ， 并 向 肝 小 叶 间 延 生 ， 其

内 有 炎 性 细 胞 浸 润 ， 无 假 小 叶 形 成 ； 模 型 组 肝 小

叶 结 构 破 坏 最 为 明 显 ， 小 叶 内 中 央 静 脉 缺 如 ， 汇

管 区 内 小 胆 管 再 生 明 显 ， 纤 维 组 织 明 显 增 生 ， 伴

有大量炎性细胞浸润，假小叶形成（图1）。

2.3  TGF-β1 和 α-SMA 的 mRNA 表达水平 

与 正 常 对 照 组 比 较 ， 其 余 各 组 均 T G F - β 1与

α -SMA的mRNA水平均明显升高（均P<0.05）；

对 各 组 T G F - β 1和 α - S M A  m R N A 采 用 单 因 素 方

差 分 析 ， 结 果 显 示 ， T G F - β 1和 α - S M A  m R N A

在 各 组 中 总 体 均 数 不 等 （ F = 5 8 . 0 3 ， P < 0 . 0 1 ；

F= 1 1 1 . 6 8 ，P< 0 . 0 1 ） ， 两 两 比 较 提 示 差 异 均 有

统计学意义（均P<0 .05），升高程度均表现为：

模 型 组 > 晚 期 切 脾 组 > 中 期 切 脾 组 > 早 期 切 脾 组 

（图2-3）。
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图 3　各组 mRNA 相对表达水平　　注：1）与正常对照组

比较，P<0.05
Figure 3　Relative mRNA expression levels in each group　　

Note: 1) P<0.05 vs. normal control group

3　讨　论

T G F - β 1为 细 胞 因 子 T G F - β 超 家 族 的 成 员 ，

是 一 种 具 有 多 种 生 物 学 功 能 的 蛋 白 多 肽 ， 存 在 于

正 常 的 组 织 细 胞 以 及 转 化 细 胞 中 ， 可 促 进 成 纤 维

细 胞 生 长 、 血 管 生 成 、 创 面 愈 合 、 细 胞 黏 附 、 迁

移 、 凋 亡 、 免 疫 调 节 以 及 调 控 E C M 的 生 成 与 降

解 。 是 现 阶 段 与 器 官 组 织 纤 维 化 发 生 、 发 展 研 究

最 多 的 细 胞 因 子 ， 参 与 细 胞 的 生 长 与 分 化 调 节 。

α - S M A 是 肝 星 状 细 胞 （ h e p a t i c  s t e l l a t e  c e l l ，

HSC）活化的标志性产物，其表达率的高低可以体

现肝脏组织中HSC的激活状态；当肝脏受损时，主

要由Kupf fer细胞、巨噬细胞、肝细胞和血小板释

放，研究[5]显示，HSC活化并分化为肌成纤维样细

胞，分为3步，即“三步级联反应”：⑴ 早期炎症

阶 段 ： 各 种 损 伤 因 子 导 致 肝 细 胞 坏 死 凋 亡 ， 释 放

大 量 丝 裂 原 ， 通 过 旁 分 泌 的 方 式 促 使 H S C 活 化 ；

⑵  炎 症 阶 段 ： 在 炎 症 细 胞 、 巨 噬 细 胞 和 血 小 板

的作用下，HSC进一步活化；⑶ 炎症后期阶段：

当 进 入 炎 症 后 期 阶 段 时 ， 即 使 将 损 肝 因 素 消 除 ，

活 化 的 H S C 分 泌 的 T G F - β 1也 可 维 持 肝 纤 维 化 的

过 程 ， 这 个 阶 段 是 永 存 的 。 郑 素 军 等 [ 6 ] 通 过 对

HSC-T6细胞使用TGF-β1干预，结果显示TGF-β1

促进了HSC-T6细胞的增殖，上调了包括α-SMA、

I型胶原、III型胶原等肝纤维化相关胶原的分泌。

Cheng等 [7]研究通过沉默HSC -T6细胞内TGF-β 1基

因发现，TGF -β 1、α -SMA、TIMP -1等表达量较

对照组显著降低。说明TGF-β 1在活化HSC的过程

中起到关键作用。

在 我 国 ， 肝 硬 化 门 脉 高 压 症 脾 功 能 亢 进 的

患 者 ， 主 要 的 外 科 治 疗 为 脾 切 除 术 和 贲 门 周 围 血

管 离 断 术 ， 不 仅 可 缓 解 脾 功 能 亢 进 引 起 的 各 种 症

状 ， 还 在 一 定 程 度 上 减 少 了 门 静 脉 的 血 流 ， 降 低

了 门 静 脉 的 压 力 。 近 年 来 ， 学 者 们 对 门 脉 高 压 患

者 脾 脏 的 处 理 存 在 分 歧 ， 争 论 的 焦 点 为 ： 门 脉 高

压 症 患 者 的 脾 脏 是 否 具 有 正 常 的 免 疫 功 能 ； 是 否

会 促 进 肝 纤 维 化 的 发 展 ； 主 张 保 留 脾 脏 的 学 者 认

为 脾 脏 为 外 周 免 疫 器 官 ， 其 内 含 有 大 量 单 核 巨 噬

细胞、NK细胞以及多种细胞因子，如Tufts in、肿

瘤 坏 死 因 子 α 等 ， 而 门 静 脉 高 压 患 者 的 巨 脾 是 继

发 性 充 血 肿 大 ， 其 具 有 一 定 的 免 疫 功 能 ， 切 除 后

机 体 将 丧 失 其 免 疫 功 能 ， 而 且 短 期 内 会 增 加 脾 切

除术后凶险性感染 [8]、门静脉血栓形成 [9]、呼吸道

A B C D E

图 1　肝组织病理学检测（HE×100）　　A：正常对照组；B：模型组；C：早期切脾组；D：中期切脾组；E：晚期切脾组
Figure 1　Pathological examination of the liver tissues (HE×100)　　A: Normal control group; B: Model group; C: Early-stage splenectomy 

group; D: Mid-stage splenectomy group; E: Late-stage splenectomy group
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感染以及肝性脑病发生的风险。孙小光等 [ 10]研究

发 现 对 大 鼠 行 脾 切 除 术 ， 术 后 大 鼠 的 全 血 黏 度 、

全 血 还 原 黏 度 、 血 小 板 以 及 聚 集 指 数 较 对 照 组 明

显 升 高 ， 增 加 了 大 鼠 罹 患 血 栓 性 疾 病 的 风 险 。 李

小珍等 [ 1 1 ]研究结果显示：对患者行保留脾脏的选

择 性 断 流 联 合 脾 肾 静 脉 桥 式 分 流 术 ， 术 后 患 者 外

周血IgM、CD4、CD4/CD8均较脾切除组高，提示

脾 切 除 使 机 体 免 疫 功 能 下 降 ； 相 反 ， 主 张 脾 切 除

的 学 者 认 为 门 脉 高 压 症 时 的 脾 脏 已 属 病 理 状 态 ，

丧失了部分免疫功能；涂伟等 [ 12]研究显示肝硬化

门静脉高压症中，脾脏内CD4表达下降，CD8表达

上升，CD4/CD8比值较正常对照组低，造成患者

免疫功能下降； 李宗军等 [ 13]研究结果显示：肝硬

化 门 静 脉 高 压 的 患 者 行 脾 切 除 术 后 ， 患 者 的 外 周

血内CD3、CD4、CD8、CD4/CD8、IgG、IgA等免

疫 系 统 因 子 均 与 术 前 无 明 显 变 化 。 脾 切 除 可 缓 解

门 静 脉 压 力 ， 预 防 胃 底 食 管 静 脉 曲 张 破 裂 出 血 ；

可 明 显 改 善 因 脾 功 能 亢 进 造 成 的 红 细 胞 、 白 细 胞

及血小板的减少 ；李晨翼等 [ 14]发现脾切除术加贲

门 周 围 血 管 离 断 术 术 后 ， 患 者 的 外 周 血 白 细 胞 及

血 小 板 计 数 明 显 升 高 。 亦 有 研 究 发 现 脾 切 除 可 改

善 肝 硬 化 患 者 的 肝 功 能 。 K a i d o 等 [ 1 5 ]研 究 发 现 肝

硬 化 门 脉 高 压 症 脾 脏 内 的 肝 细 胞 生 长 因 子 活 化 抑

制 剂 表 达 上 调 ， 使 肝 细 胞 再 生 受 到 抑 制 。 于 振 宁 

等 [ 1 6 ]通过对肝硬化门脉高压症患者行脾切除术贲

门 周 围 血 管 离 断 术 ， 发 现 患 者 术 后 肝 功 能 及 凝 血

功能较术前明显改善。国外研究 [ 17]显示脾脏与肝

纤维化的发生发 展关系密切。孟凡强等 [ 18]对肝纤

维 化 大 鼠 行 脾 切 除 术 ， 术 后 大 鼠 血 清 内 肝 纤 维 化

四项检查指标，即透明质酸、层粘连蛋白、IV型

胶原和III型前胶原，较对照组明显降低，表明脾

切 除 术 可 延 缓 肝 纤 维 化 的 发 展 。 本 实 验 在 肝 纤 维

化发展的3个不同阶段，对切脾组大鼠行脾切除术

进行干预，采用实时荧光定量PCR，来观察各组肝

脏组织内TGF-β1与α-SMA的mRNA水平的变化，

结 果 显 示 ： 不 同 阶 段 切 脾 组 肝 组 织 内 各 m R N A 水

平 均 低 于 肝 纤 维 化 模 型 组 ； 各 切 脾 组 之 间 比 较 ，

建模2周切脾组肝脏组织内各mRNA水平最低；随

着 干 预 时 间 的 延 迟 ， 肝 组 织 内 各 m R N A 水 平 也 逐

渐 升 高 。 由 此 笔 者 认 为 ， 脾 脏 可 能 在 肝 纤 维 化 发

生发展中起重要作用；猜测脾脏内的TGF -β1可能

通过门静脉和脾动脉进入肝脏，刺激Kupf fer细胞

和 H S C 活 化 、 增 殖 和 迁 移 ， 分 泌 多 种 细 胞 因 子 ，

促使ECM合成增多降解减少，加重肝纤维化；脾

切除后，大鼠体内因缺少脾源性TGF -β1的刺激，

肝脏组织内TGF-β1 mRNA水平下调，肝脏组织内

TGF-β1的表达也随之下降，ECM合成减少，肝纤

维化得到明显改善。Akahosh i等 [19]研究发现对肝

硬化大鼠行脾切除术后，门静脉血浆内的TGF-β1

含 量 较 对 照 组 低 ， 这 一 表 达 上 的 差 异 是 由 脾 源 性

T G F - β 1减 少 引 起 的 ， 这 与 本 研 究 结 果 相 一 致 ；

Morinaga等[20]研究也同样得出此结论。另一方面，

血 小 板 内 含 有 多 种 纤 维 化 因 子 及 生 长 因 子 ， 如

TGF-β1、HGF和EGF等[21]，当肝硬化脾功能亢进

时 ， 由 于 脾 脏 的 阻 隔 作 用 ， 血 小 板 被 大 量 破 坏 ，

使 得 其 内 大 量 细 胞 因 子 释 放 ， 一 定 程 度 上 促 进 肝

纤维化的发展。有研究 [22]显示血小板源性5-羟色

胺 可 能 参 与 肝 纤 维 化 的 发 展 。 血 小 板 本 身 也 具 有

一定的抗纤维化作用；国外研究 [ 23]显示血小板可

通过HGF/C -met信号转导通路来抑制纤维化的发

展；Watanabe等 [24]通过实验发现，肝硬化大鼠肝

脏中活化的血小板可下调TGF-β1的表达来延缓肝

纤维化的发展。

综 上 所 述 ， 笔 者 认 为 脾 脏 可 能 参 与 了 肝 纤

维 化 的 发 生 发 展 ， 脾 切 除 可 降 低 肝 纤 维 化 肝 组 织

TGF-β1和α-SMA的表达，延缓了肝纤维化发展；

现 如 今 我 国 因 肝 源 紧 缺 ， 肝 移 植 术 尚 不 能 广 泛 应

用 ， 对 于 肝 硬 化 门 静 脉 高 压 症 患 者 ， 脾 切 除 术 与

贲 门 周 围 离 断 术 的 疗 效 显 著 ， 可 明 显 降 低 门 静 脉

压 力 ， 预 防 胃 底 食 管 静 脉 曲 张 破 裂 出 血 。 目 前 关

于 脾 脏 免 疫 功 能 状 态 与 肝 纤 维 化 发 展 之 间 联 系 的

研 究 少 见 报 道 ， 相 信 在 不 久 的 将 来 ， 随 着 对 脾 脏

功能的深入了解，尤其是脾脏相关细胞因子的表达

和脾脏免疫功能的调控研究，肝硬化门静脉高压症

脾脏保留与否的问题，将会得出确切的答案。
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