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　　摘要：目的　探讨肝移植对肝硬化大鼠脾功能及脾组织形态学的影响。方法　制备四氯化碳中
毒性肝硬化大鼠模型，采用“二袖套法”进行肝移植。观测肝移植前后大鼠门静脉压力（ｐｏｒｔａｌｖｅｉｎ

ｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＰＶＰ）以及脾脏组织形态学的变化；检测肝移植前后大鼠血清中促吞噬肽（ｔｕｆｔｓｉｎ）含量的变

化。结果　肝移植前，肝硬化大鼠 ＰＶＰ从 ６．２８ｍｍＨｇ（１ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ）升至 １４．０３ｍｍＨｇ（Ｐ ＜

０．０１）；脾脏病理切片示白髓面积从 ２３．４７％缩小至 ７．７０％（Ｐ＜０．０１）；脾小梁面积从 １．７５％扩大

至 ４．４６％（Ｐ＜０．０１）。血清 ｔｕｆｔｓｉｎ含量自 ４６６．７ｎｇ／ｍＬ减少至 ３２１．８ｎｇ／ｍＬ（Ｐ ＜０．０１）。肝移植

后，随着时间的延长，ＰＶＰ从 １４．０３ｍｍＨｇ明显降至 ６．３３ｍｍＨｇ（Ｐ＜０．０１）。脾脏病理切片示白髓面

积从 ７．７０％扩大至 １５．０７％（Ｐ＜０．０１）；脾小梁面积从 ４．４６％缩小至 ３．１１％（Ｐ＜０．０５）。血清

ｔｕｆｔｓｉｎ含量从 ３２１．８ｎｇ／ｍＬ升至 ４３２．５ｎｇ／ｍＬ（Ｐ＜０．０１）。结论　肝硬化大鼠肝移植后门静脉高压

症可明显缓解，异常的脾功能逐渐得到改善。
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　　肝硬化门静脉高压症手术治疗方法尽管有断

流、分流术等，但肝移植术无疑是治疗该症最有效、

最根本的方法［１］。在一些发达国家，肝移植已成为

治疗终末期肝病的常规手术。目前我国的肝移植

工作也已经进入稳步、快速的发展时期。但在对肝

硬化患者行肝移植时，是保留还是切除脾脏，目前

仍存有争议［２］。本研究通过对肝硬化大鼠行肝移

植术，观察肝移植后受体的脾脏功能的变化，旨在

对肝硬化患者行肝移植时保留脾脏的可行性提供

理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物

采用健康、雄性 ＳＤ大鼠（购自南京医科大学实

验动物中心），每 ３只一笼置于恒温动物房中（１８

～２５℃）饲养。

１．２　方法

１．２．１　肝硬化大鼠模型制备　用 ５０％四氯化碳

油溶液，按 ０．３ｍＬ／１００ｇ皮下注射，２次／周；同期

用普通饲料喂养，以 ５％乙醇为饮料。８周后肉眼

观察可见大鼠肝脏显著肿大，质地变硬，边缘变钝，

多已形成肝硬化结节；光学显微镜下可见肝细胞排

列紊乱，纤维组织增生以及假小叶形成等肝硬化的

组织学特征，此时即认为肝硬化模型已建立。

１．２．２　大鼠原位肝移植模型制备　供体系正常大

鼠，体重为 ２５０～３００ｇ；受体系肝硬化大鼠，体重为

２７０～３５０ｇ。供体术前不禁食水。受体术前禁食

１２ｈ，但饲喂糖水以补充能量。参照 Ｋａｍａｄａ“二袖

套法”［３］，并根据如下理论进行改进：（１）由于缺血

预处理能够提高血清一氧化氮（ＮＯ）水平，降低血

清肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）含量，对大鼠移植肝微循环

的早期再灌注损伤有保护作用［４］，故笔者在获取供

肝前阻断肝门血供 １０ｍｉｎ，再恢复灌注 １０ｍｉｎ，以改

善移植肝脏的功能和受体的存活率。（２）经腹主动

脉和门静脉对供肝进行双重灌注较传统的单独经

腹主动脉或门静脉灌注更均匀、彻底，可确保获取

一个质量良好的供肝［５］。本实验经腹主动脉灌洗

４℃乳酸钠林格液 ２０ｍＬ（含肝素 １００Ｕ）后，再经门

静脉灌洗 ４℃乳酸钠林格液 １０ｍＬ（含肝素 ５０Ｕ）。

（３）乌司他丁可降低髓过氧化物酶水平，抑制中性

粒细胞聚集和氧自由基生成的，减轻中性粒细胞造

成的肝损伤，从而在肝硬化大鼠肝移植围手术期起

到保护作用［６］。故在受体手术前 ３０ｍｉｎ自阴茎背

静脉注射乌司他丁（２×１０４Ｕ／Ｌ）１．５ｍＬ／ｋｇ，以增

强肝硬化大鼠抗手术侵袭的能力，提高肝移植的手

术成功率。

１．３　实验动物分组

３６只 ＳＤ大鼠随机分为 ６组，每组 ６只。Ａ组

为正常对照组，６只；Ｂ组为肝硬化非肝移植组，６

只；Ｃ组为肝硬化肝移植后 ３ｄ组，６只；Ｄ组为肝硬

化肝移植后 １周组，６只；Ｅ组为肝硬化肝移植后 ２

周组，６只；Ｆ组为肝硬化肝移植后 ３周组，６只。

正常对照组动物饲养 １周后处死，进行检测；肝硬

化组动物于肝硬化模型制成后 １周处死，进行检

测；肝硬化行肝移植组动物分别于肝移植术后 ３ｄ、

１周、２周和 ３周时处死，进行检测。

１．４　检测指标

１．４．１　门静脉压力（ＰＶＰ）　用肝素盐水处理过的

连导管针头刺入门静脉主干，将导管经压力换能器

连接于多导记录仪，测定 ＰＶＰ。０点定于手术台上

方 １ｃｍ处（相当于鼠腋中线水平）。

１．４．２　脾脏病理学检查　切除大鼠脾脏，取其一

半用中性福尔马林固定，ＨＥ染色；网状测微仪测量

白髓面积比和脾小梁面积比（４０倍放大，观察 ６个

视野，计算被测物所占面积的百分比）。

１．４．３　血清促吞噬肽（ｔｕｆｔｓｉｎ）含量的检测　（１）

标准工作曲线的制作：将人工合成的 ｔｕｆｔｓｉｎ标准品

（Ｓｉｇｍａ公司，美国）稀释为 １０～１０００ｎｇ／１０ｍＬ不

同浓度的标准溶液，准确进样。利用高效液相色谱

仪测得不同 ｔｕｆｔｓｉｎ含量的峰面积，绘制标准工作曲

线，利用此曲线定量。（２）血清 ｔｕｆｔｓｉｎ测定：采血后

立即离心，取血清 １ｍＬ，用 ０．１ｍｏｌ／Ｌ（ＮＨ４）２ＣＯ３稀

释并加入胰蛋白酶 １ｍｇ，３７℃水浴 １ｈ后，加入 ９５％

乙醇 １７．５ｍＬ，８０℃热浴 １５ｍｉｎ，冰上冷却，３０００ｒ／

５０５
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ｍｉｎ离心 ３０ｍｉｎ。将上清液用旋转蒸发器蒸干，收

集干燥残余物，作为血清促吞噬肽标本，－８３℃保

存待测。标本使用美国 Ｗａｔｅｒｓ公司生成的高效液

相色谱仪进行检测。色谱条件：ＷｈａｔｍａｎＯＤＳ柱规格

（２５ｃｍ×４．６ｎｍ），流动相为 ２２％的乙腈和 ７８％的

纯水，加入 ０．００２３ｍｏｌ／Ｌ的七氟丁酸，流速为 １ｍＬ／

ｍｉｎ，０．０３ＡＵＦＳ灵 敏 度，波 长 ２１４ｎｍ，注 射 容 量

２５μＬ，最大柱前压力 ２１００Ｐａ。用流动相稀释血清

标本，过滤后准确进样。利用 Ｗａｔｅｒｓ８１０色谱工作

站进行数据处理，依据标准曲线计算出待测血清标

本的 ｔｕｆｔｓｉｎ含量。

１．５　统计学方法

全部数据均以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，采

用 ＳＰＳＳ１１．０统计软件作方差分析（ＡＮＯＶＡ）。各组

均数两两比较采用 ｑ检验（ＮｅｗｍａｎＫｅｕｌｓ法）。以 Ｐ

"

０．０５为差异有显著性。

２　结　果

２．１　肝移植对肝硬化大鼠 ＰＶＰ的影响

Ａ组的 ＰＶＰ远低于 Ｂ组（Ｐ＜０．０１）；Ｃ组 ＰＶＰ

远低于 Ｂ组（Ｐ ＜０．０１）；Ｄ组 ＰＶＰ与正常对照组

间已无明显差异（Ｐ ＞０．０５）；Ｄ，Ｅ，Ｆ各组间 ＰＶＰ

差异均无显著性差异（Ｐ＞０．０５）（表 １）。
表 １　肝移植对肝硬化大鼠 ＰＶＰ的影响

分组 例数 ＰＶＰ（ｍｍＨｇ）

正常对照组（Ａ） ６ ６．２８±０．７１

肝硬化非肝移植组（Ｂ） ６ １４．０３±０．９４１）

肝硬化肝移植后３ｄ组（Ｃ） ６ ９．０８±０．８６２）

肝硬化肝移植后１周组（Ｄ） ６ ６．６３±１．１６３）

肝硬化肝移植后２周组（Ｅ） ６ ６．３５±０．８７４）

肝硬化肝移植后３周组（Ｆ） ６ ６．３３±０．８２５）

　　注：与邻近的上位组比较：１），２）Ｐ＜０．０１；３），４），５）Ｐ＞０．０５

２．２　肝移植对肝硬化大鼠脾脏形态学的影响

结果见表 ２。

２．３　肝移植对大鼠血清 ｔｕｆｔｓｉｎ含量的影响

Ａ组 ｔｕｆｔｓｉｎ含量远高于 Ｂ组（Ｐ ＜０．０１）；Ｄ组

ｔｕｆｔｓｉｎ含量高于 Ｂ组（Ｐ ＜０．０５）；Ｅ组 ｔｕｆｔｓｉｎ含量

高于 Ｄ组（Ｐ ＜０．０５）；Ｆ组 ｔｕｆｔｓｉｎ含量高于 Ｅ组

（Ｐ＜０．０５）（表 ３）。

表 ２　肝移植对肝硬化大鼠脾脏形态学的影响

分组 例数 白髓面积（％） 脾小梁面积（％）

正常对照组（Ａ） ６ ２３．４７±２．３０ １．７５±０．６１

肝硬化非肝移植组（Ｂ） ６ ７．７０±２．０１１） ４．４６±０．７１１）

肝硬化肝移植后３ｄ组（Ｃ） ６ ７．８８±２．３４１） ４．４０±０．６１１）

肝硬化肝移植后１周组（Ｄ） ６ ８．８５±１．８２１） ４．３７±０．６０１）

肝硬化肝移植后２周组（Ｅ） ６ １１．９９±２．００１），２），４），５） ３．８５±０．５９１）

肝硬化肝移植后３周组（Ｆ） ６ １５．０７±１．９７１），２），４），５），６） ３．１１±０．５１１），３），４），５）

　　　　注：１）与Ａ组比较Ｐ＜０．０１；２）与Ｂ组比较Ｐ＜０．０１；３）与Ｂ组比较Ｐ＜０．０５；４）与Ｃ组比较Ｐ＜０．０５；５）与Ｄ组比较Ｐ＜０．０５；

６）与Ｅ组比较Ｐ＜０．０５

表３　肝移植对肝硬化大鼠血清Ｔｕｆｔｓｉｎ的影响

分组 例数 ｔｕｆｔｓｉｎ（ｎｇ／ｍＬ）

正常对照组（Ａ） ６ ４６６．７±２９．９

肝硬化非肝移植组（Ｂ） ６ ３２１．８±２５．９１）

肝硬化肝移植后３ｄ组（Ｃ） ６ ３２５．３±１８．５１）

肝硬化肝移植后１周组（Ｄ） ６ ３６３．２±２３．１１），４），５）

肝硬化肝移植后２周组（Ｅ） ６ ４００．７±１６．３１），３），５），６）

肝硬化肝移植后３周组（Ｆ） ６ ４３２．５±１９．８２），３），５），６），７）

　　注：１）与Ａ组比较Ｐ＜０．０１；２）与Ａ组比较Ｐ＜０．０５；３）与Ｂ组比

较Ｐ＜０．０１；４）与Ｂ组比较Ｐ＜０．０５；５）与Ｃ组比较Ｐ＜０．０５；６）与Ｄ

组比较Ｐ＜０．０５；７）与Ｅ组比较Ｐ＜０．０５

３　讨　论

肝移植对脾脏形态学和脾脏免疫功能的影响

少有报道。为此，笔者在建立大鼠肝移植模型的

基础上，观察肝硬化大鼠肝移植前后脾功能及脾

组织形态学的变化。

门静脉高压是肝硬化时主要的病理生理改变，

本实验观察到硬化大鼠 ＰＶＰ显著高于正常大鼠，

而肝移植术后 ３ｄ时 ＰＶＰ即开始明显下降，术后 １

周已恢复至正常水平，这与 Ｃａｏ等［７］的研究结果
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相似。肝硬化时假小叶压迫肝内小静脉及肝窦，

导致肝门静脉系统阻力增加，这是肝硬化门静脉

高压形成的重要机制，而移植后供肝的肝窦和血

管无闭塞性改变，故肝移植后 ＰＶＰ可迅速降低。

白髓是脾脏内的淋巴组织，也是发生细胞免疫

应答和体液免疫应答的主要场所。陈双［８］发现肝

硬化大鼠脾脏红髓面积扩大，白髓面积缩小，纤维

组织增生。本实验亦表明肝硬化大鼠脾脏白髓面

积缩小，伴有脾内纤维组织增生、脾小梁面积扩

大。在实施肝移植后，白髓面积在术后 ２周即开

始增加，且有随术后时间延长而逐渐上升的趋势；

白髓作为免疫应答的主要场所，其面积扩大说明

脾脏的免疫功能有所改善。本实验还观察到肝硬

化大鼠行肝移植后脾小梁面积较移植前有所缩

小，说明脾内纤维组织增生亦有缓解的趋势。有

动物实验表明，若将脾脏保留在人工制造的门静

脉高压系统内，脾脏的纤维化程度呈进行性加重，

其功能也逐渐降低；相反，若将脾脏移植于压力正

常的髂内血管，其纤维化程度可有所减轻，功能也

有所改善［９］。因此推测肝移植后脾脏组织形态学

的变化可能与肝移植后 ＰＶＰ下降有关。

ｔｕｆｔｓｉｎ是脾脏产生的一种生理性四肽，大量研

究证实 ｔｕｆｔｓｉｎ具有促吞噬、抗感染、抗肿瘤等作用。

血清 ｔｕｆｔｓｉｎ水平能反映脾脏的功能，可作为评价脾

脏体液免疫功能的特异性指标，也可部分反映机

体的免疫状态［１０］。Ｔｒｅｖｉｓａｎｉ等［１１］发现肝硬化患者

脾脏免疫功能低下，血清 ｔｕｆｔｓｉｎ含量显著降低。本

实验亦显示，肝硬化门静脉高压时，大鼠血清 ｔｕｆｔ

ｓｉｎ含量显著降低。在实施肝移植后，血清 ｔｕｆｔｓｉｎ

含量在术后 １周即开始上升，且有随术后时间延

长而逐渐上升的趋势，说明脾脏体液免疫功能逐

渐改善，但其确切机制还有待研究。

基于本实验结果和上述分析，可以看出，肝硬

化大鼠肝移植后门静脉高压症明显缓解，脾脏免

疫功能也有所改善。因此，肝硬化大鼠在行肝移

植后，其脾脏仍有一定的保留价值；这为临床肝硬

化 患 者 行 肝 移 植 时 保 留 脾 脏 提 供 了 理 论 依 据。

Ｔｒｏｉｓｉ等［１２］在 ６年间对 １８０例肝硬化患者行原位

肝移植手术，其中 １０例因不同原因被迫切除脾

脏，术后竟有 ４例发生致命性脓毒败血症，发生率

高达 ４０％，说明肝移植时切除脾脏易发生术后凶

险性感染。但是，肝硬化患者行肝移植是保留还

是切除脾脏不仅涉及手术复杂程度及手术风险等

问题，而且涉及患者围手术期凝血状态和血流动

力学状态等变化问题［１３－１５］。因此，肝硬化患者行

肝移植时是否保脾仍需更深入的研究。
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