
第１３卷第３期
２００４年３月

中国普通外科杂志

ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＧｅｎｅｒａｌＳｕｒｇｅｒｙ
　　　　　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．１３　Ｎｏ．３

Ｍａｒ．　２００４

　　文章编号：１００５－６９４７（２００４）０３－０１８９－０４
·实验研究·

重组生长激素与大鼠模型肝癌增殖关系

的研究

严德辉１，严律南２

（１．川北医学院附属医院 普外科，四川 南充 ６３７０００；２．华西医科大学附属第一医院 普外科，四川 成都
６１００４１）

　　摘要：目的　研究重组生长激素（ｒＧＨ，思增）对大鼠移植型肝癌模型肿瘤细胞增殖的影响，以了
解 ｒＧＨ的使用对治疗肝癌是否有不利影响。方法　用腹腔移植型雄性种鼠的含肿瘤细胞的腹腔液接
种于幼鼠的皮下，制成皮下种植实体瘤鼠。接种 ７ｄ后，将实体瘤切成 ２ｍｍ×２ｍｍ×３ｍｍ大小瘤组
织块，再将瘤组织块植于 ８２只成年雄性大鼠的肝上而成移植型肝癌模型。随机均分成实验组和对
照组。实验组术后第 ３天从尾静脉分别给予 ｒＧＨ０．５Ｕ／（ｋｇ·ｄ）和生理盐水，连续 ５ｄ。手术后 ８，
１０，１２ｄ３个时段处死。大鼠、肝脏、肿瘤组织称重，全自动图像分析仪检测肝细胞及肿瘤细胞数目密
度、核分裂数、核分裂指数；术后第 ８天处死的大鼠同时行３ＨＴｄＲ活体掺入计数。结果　 除术后第

８天对照组大鼠体重较术前明显减轻外（Ｐ＜０．０５），两组其他各时段术前术后差异均无显著性（Ｐ
＞０．０５）；肝重、肝细胞及肿瘤细胞数目密度、肿瘤重、核分裂数、核分裂指数，同一时段两组间差异
均无显著性（Ｐ＞０．０５）；术后第 ８天 ３ＨＴｄＲ活体掺入计数，两组差异无显著性（Ｐ ＞０．０５）；肿瘤
重量在同一组不同时段差异有极显著性（Ｐ ＜０．０１）。结论　静脉注射 ｒＧＨ与大鼠移植肝癌细胞的
增殖无明显关系。
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　　手术切除是目前治疗肝癌的主要手段。然而

８６．５％的肝癌患者合并有肝硬化［１］，术后残存的

肝组织往往不能维持正常的肝功能，并发肝衰竭危

及患者生命时有发生。促进残存肝细胞的再生，对

预防肝衰竭的发生有着重要的意义。Ａｓｋａｗａ等［２］

报道重组生长激素（ｒＧＨ，思增）有强烈促进肝细胞

ＤＮＡ合成，剌激肝再生的作用。但对于肝癌患者手

术后应用 ｒＧＨ是否会同时促进肿瘤细胞的增殖？

这是普外医生关心的问题。本实验通过移植型肝

癌模型研究 ｒＧＨ与肿瘤细胞增殖之间的关系，以明

了 ｒＧＨ使用中是否有不利因素。

１　材料与方法

１．１　材料

ｒＧＨ２０支，每支 ４Ｕ／３ｍｇ，由瑞士雪兰诺公司提

供；３Ｈ标记脱氧胸腺嘧啶核苷 （３ＨＴｄＲ）３瓶，

１ｍｃｉ／瓶（１ｍｃｉ＝３７ＭＢｇ），由中科院上海核研究所

提供；腹腔移植型种鼠（Ｗ２５６２Ｋ）２只，由中英合资

上海西普尔 －必凯儿实验动物有限公司提供；ＳＤ

雄性成年大鼠和幼鼠由华西医科大学实验动物中

心提供；模型鼠系 ＳＤ成年雄性大鼠，８２只，２００～

３００ｇ；传代和皮下种植鼠为 ＳＤ雄性幼鼠，１０只，

断乳 １～２周，８０～１００ｇ。

１．２　模型建立

１．２．１　腹腔内传代鼠　种鼠腹部去毛，消毒，用 ５

号针头抽出含肿瘤细胞的腹腔液约 １．０ ～１．５ｍｌ

（含肿瘤细胞 １．０×１０７～１．５×１０７个／ｍｌ），用其

中 ０．５ｍｌ注入幼鼠（ｎ＝４）的腹腔内，保种、传代，

剩余的用于制备皮下种植实体瘤。７ｄ后重复上述

过程，连续 ３次传代保种。

１．２．２　皮下种植实体瘤鼠　 将含肿瘤细胞的腹

腔液注射到幼鼠（ｎ＝６）的腋下或腹股沟皮下，每

个注射点用 ０．３～０．５ｍｌ，共注射 １５处。７ｄ后处

死全部皮下种植鼠，手术切除皮下种植瘤块，剥去

周围正常组织，去掉中心坏死组织，挑选出鱼肉状

组织，切成 ２ｍｍ×２ｍｍ×３ｍｍ大小若干块，置于

生理盐水中，在 ２～３ｈ内移植完。

１．２．３　肝癌模型鼠　ＳＤ成年大鼠 ８２只，称重编

号，随机均分为（１）实验组（ｎ＝４１）；（２）对照组

（ｎ＝４１）。模型制作：５％水合氯醛，按 ０．６ｍｌ／

１００ｇ行腹腔注射麻醉，约 ２～５ｍｉｎ见效，麻醉维

持 ２０～３０ｍｉｎ。切口处去毛消毒，作上腹约 １．５～

２．０ｃｍ的正中切口，显露肝左叶，用眼科剪刺破肝

包膜，在包膜下作 ０．５～１．０ｃｍ的隧道，用眼科镊

植入已备好的瘤组织块，确认瘤组织块未退出、无

出血，关腹。３ｄ后，自尾静脉给药，实验组用 ｒＧＨ

０．５Ｕ／（ｋｇ·ｄ），稀释成 ０．５ｍｌ，对照组用生理盐

水 ０．５ｍｌ，连续 ５ｄ。

１．３　观测指标

１．３．１　３ＨＴｄＲ活体掺入计数　术后第 ８天，实

验组和对照组各 １５只，于处死前 ４ｈ由腹腔注入
３ＨＴｄＲ（３００μｃｉ／ｋｇ，１μｃｉ＝３７ｋＢｑ），取瘤体组织用

ＦＪ２１０７液体闪烁计数器作３ＨＴｄＲ计数。

１．３．２　大鼠、肝组织、肿瘤组织重量　实验组及

对照组分别于术后 ８，１０，１２ｄ３批处死，测定上述

指标。肝组织、肿瘤组织用 １０％甲醛固定。

１．３．３　肝细胞数目密度、肿瘤细胞数目密度、核

分裂数、核分裂指数（ＭＩ）　肿瘤组织、肝组织切片

作 ＨＥ染色，用图像分析仪（英国产 ＣａｍｂｒｉｄｇｅＱｕａｎ

ｔｉｍｅｎｔ９７０全自动图像分析仪）检测上述指标。细

胞密度为每 １０个高倍视野下细胞总数；核分裂数

为每 １０个高倍视野下核分裂细胞数；ＭＩ为核分裂

数／细胞密度。

１．４　统计学处理

结果数据用 ｘ±ｓ表示，采用 Ｓｔａｔｅ软件进行方

差分析。检验水准为 ａ＝０．０５。

２　结　果

２．１　３ＨＴｄＲ活体掺入计数

实验组与对照组３ＨＴｄＲ计数分别是 １３１４８±

１６２７和 １２９３６±１８７３，经统计学处理两者差异

无显著性（Ｐ＞０．０５）。

０９１
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２．２　实验组与对照组术前术后体重、肝组织和肿

瘤重量、肝细胞和肿瘤细胞数目密度、核分

裂数、核分裂指数

虽经腹腔 ３次传代保种制作肝癌模型，用图像

分析仪检测皮下种植鼠和模型鼠的肿瘤组织 ＨＥ染

色切片见细胞类型一致：肿瘤细胞呈多形性，异型

性明显，胞核增大，胞浆少，嗜硷性，并可见较多核

分裂现象，肿瘤内有血管浸润。实验鼠体重除对照

组在术后第 ８天明显减轻外（Ｐ ＜０．０５），其余各

时段手术前后差异均无显著性（Ｐ ＞０．０５）；两组

肝组织重量差异无显著性（Ｐ ＞０．０５）；肿瘤重量

在同一时段两组间差异无显著性（Ｐ ＞０．０５），不

同时段则差异极显著（Ｐ ＜０．０１）；肝细胞数目密

度、肿瘤细胞数目密度、核分裂数、ＭＩ在两组之间

差异均无显著性（Ｐ＞０．０５）（附表）。

附表　两组在各时段代谢和增殖的指标

观察指标
术后８ｄ

实验组 对照组

术后１０ｄ

实验组 对照组

术后１２ｄ

实验组 对照组

大鼠重量（ｇ）术前 ２２３±１７ ２２５±１８１） ２４５±１３ ２３７±１６ ２３８±１２ ２４６±２２

　　　　　 术后 ２２０±１０ ２０１±１７ ２３９±１５ ２２６±１５ ２４１±１０ ２４１±２１

肿瘤重量（ｍｇ） ３０±１５２） ３５±１２ ５７±１３２） ６０±１５ ２８０±５２２） ３００±６８

肝组织重量（ｇ） ８．５±１．２ ８．３±１．４ ９．８±１．５ ９．７±１．３ ９．３±０．９ ９．７±１．２

肝细胞数目密度 １１４７±３７２ １０２９±２８５ １３５６±１１７ １１９５±１３４ １２９６±１２８ １１７４±２７３

肿瘤细胞数目密度 ６５０±７０ ６６０±５６ ６８４±７９ ７１９±９１ ６９３±９５ ７２５±７４

核分裂数 ２５±３ ３７±４５ ２４±２．６ ２８±３．４ ２５±４．２ ３２±５．７

核分裂指数（ＭＩ）（％） ３．７８±０．８５ ４．３±０．９ ３．５±０．９７ ３．２８±０．４ ３．６±０．５８ ３．７４±０．２９

　　注：１）与同组术后比较Ｐ＜０．０５；２）与同一指标不同时段比较Ｐ＜０．０１；其余各指标不同时段二组比较Ｐ＞０．０５

３　讨　论

生长激素在代谢方面的影响主要是促进蛋白

质合成，增加脂肪氧化分解，促进糖异生改善机体

全身状况。然而从不同种属得到的 ＧＨ，对别的种

属的动物往往不产生效应，表现出明显的种属特异

性，但大鼠对各种哺乳类 ＧＨ均有反应［３］。ｒＧＨ是

第三代重组生长激素与人的生长激素（ｈＧＨ）有着

完全相同的版本。正常成人 １ｄＧＨ分泌量少于 １

ｍｇ，血中 ＧＨ浓度小于 ５ｎｇ／ｍｌ［４］；而本实验所用的

ｒＧＨ是 ０．５Ｕ／（ｋｇ·ｄ），连续 ５ｄ，单次用量在单位

体重 下 是 正 常 人 的 ２０倍。用 腹 腔 移 植 型 种 鼠

（Ｗ２５６２Ｋ）和 ＳＤ雄性成年大鼠建立的移植型肝癌模

型能较好地模似人类肝癌的生长方式，且成功率

高，故其结果应对临床有一定的指导作用。

大手术后 ３～５ｄ的患者处于高分解代谢，即使

使用全胃肠外营养（ＴＰＮ）病人体重也会明显下降。

有资料表明，术后用 ＴＰＮ＋ｒＧＨ，治疗组患者体重无

明显改变，而对照组明显下降［５］。本实验也有类似

结果，术后第 ８天对照组体重明显降低，差异有显

著性，而实验组则否。说明 ｒＧＨ确实能逆转分解代

谢而改善机体全身状况。但本实验肝组织重量、肝

细胞数目密度两组间差异均无显著性，与周勇等［６］

报道不符。笔者认为这可能与肝切除有关。由于

肝脏受损后有很强的再生能力，这种再生受到众多

因子的调节，其中肝细胞再生因子（ＨＧＦ）已被公认

是最有效的调节因子［７，８］。有资料［９］显示在大鼠

行肝切除后给予 ｒＧＨ处理，血中 ＨＧＦ明显升高。本

课题未作肝叶切除，自然肝脏的这种再生能力未能

被激发出来，故该 ２项指标有着与其他报道不同的

结果。

Ｃｈａｎｇ等［１０］用放射受体法分析了人类肝癌细胞

及癌旁硬化组织的肝细胞均缺乏 ＧＨ受体。Ｈｏｓｈｉ

等［１１］报道肝癌细胞分泌的肿瘤生长刺激活性物

（ＴＧＳＡ）能明显刺激肝癌细胞生长，而正常肝细胞

产生的生长介素（ＳＭ）无 ＴＧＳＡ的作用。ＧＨ发生效
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应一方面直接作用于有 ＧＨ受体的细胞，另方面通

过产生 ＳＭ而发挥作用，就理论而言，ｒＧＨ对肝癌细

胞无增殖作用。从目前临床所见 ｒＧＨ对肝癌患者

的复发、转移也无明显的影响［１２，１３］。

ｒＧＨ究竟对肝癌细胞有无增殖作用，本实验从

组织、细胞的角度进行了研究。选用 ３ＨＴｄＲ活体

掺入计 数 可 了 解 细 胞 增 殖 间 期 中 ＤＮＡ合 成 速

度［１４］，核分裂数和 ＭＩ则可了解分裂期的情况。肿

瘤组织重量和肿瘤细胞数目密度则对肿瘤增殖的

总体上有一个定量了解。本实验３ＨＴｄＲ的掺入是

在连续给予 ５ｄ处理后测定的，也就是说 ｒＧＨ正发

挥着明显的作用。从所获结果可见，３ＨＴｄＲ活体

掺入计数在两组间差异无显著性。核分裂数、ＭＩ

对许多肿瘤的诊断及恶性程度的判断都有重要意

义，尤以 ＭＩ更为重要［１４］。Ａｋｅｒｍａｎ等［１５］报 告 ＭＩ

与淋巴瘤分类及预后的关系，在低恶性淋巴瘤中

ＭＩ小，在高恶性淋巴瘤中 ＭＩ高，ＭＩ＜２与 ＭＩ＞２

的两组病例的存活有着明显差异。本文实验组的

ＭＩ为３．６３％，对照组为 ３．７９％，差异无显著性（Ｐ

＞０．０５）；两组的核分裂数差异亦无显著性（Ｐ ＞

０．０５）。移植瘤细胞数目密度以及同一时段瘤组

织重量在两组间差异均无显著性，但不同时段之间

的瘤体组织重量差异有极显著性（Ｐ ＜０．０１）。恶

性肿瘤生长初期呈指数递增［１４］，本资料也显示相

类似的趋势。

从本实验对３ＨＴｄＲ活体掺入计数、核分裂数、

ＭＩ、肿瘤组织重量和肿瘤细胞数目密度等指标的检

测结果看来，静脉注射 ｒＧＨ与移植肿瘤细胞的增值

无明显关系。
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