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脾切除对肝纤维化大鼠肝脏 TGFβ1 的表达和血清 TGFβ1
水平的影响

丁 宁 1 易 征 1 周 凯 2 曹 彦 2

（1 长沙市中心医院 湖南 长沙 410011；2 湖南省人民医院 湖南 长沙 410005）

摘要 目的：研究脾切除对肝纤维化大鼠肝脏 TGFβ1 的表达和血清 TGFβ1 水平的影响，探讨脾切除在肝纤维化中的意义。方法：

用 CCL4 建立 50 例肝纤维化大鼠模型。于建模第 3 周,6 周, 及 8 周分别取大鼠肝脏和脾脏标本。用免疫组化 SP 方法测定其

TGFβ1 的表达，HE 和姬姆萨染色检测肝纤维化。应用双抗体夹心 ELISA 方法测定 15 例模型大鼠行脾脏切除前后的血清

TGFβ1 水平，以及 15 例对照组大鼠的血清 TGFβ1 水平，并于术后 4 周取两组大鼠的肝脏标本，用免疫组化 SP 方法测定其

TGFβ1 的表达。应用 CMIAS8 彩色图像系统对阳性目标进行分析和处理。结果：随着肝纤维化程度的进展，大鼠肝脏和脾脏

TGFβ1 的表达也随之增加（P<0.01）。脾切除组大鼠其血清 TGF-β1 的水平显著低于对照组大鼠（P<0.05），且脾切除组大鼠肝脏

TGFβ1 的表达低于对照组大鼠（P<0.05）。结论：脾切除术在一定程度上可延缓肝纤维化的发展。
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Effects of splencectomy on the expression of TGFβ1 in the liver and the
serum level of TGFβ1 of the rats with hepatic fibrosis
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ABSTRACT Objective: To study the effects of splenenctomy on the expression of TGFβ 1 in the liver and the serum level of

TGFβ 1 of the rats with hepatic firosis and discuss the effects of splenectomy on hepaic firosis. Methods: By hypodermic injection
CCL4,we established 50 rat models with hepatic fibrosis,then took different samples of the livers and spleens of the rats in 3,6,and
8weeks. We also took liver samples of the rats with splenectomy after 4 weeks.The expressions of TGFβ1 in the spleen and liver were
detected by immunohistochemistry technique and the degree of hepatic fibrosis were detected by HE and Masson's staining. IOD for
TGFβ1 were measured by CMIAS8 computer colour image analysis systems.The serum levels of TGFβ1 were analyzed by ELISA
technique. Results: The results indicated that with the development of hepatic fibrosis ,the expression of TGFβ1 in the liver and spleen
increased (P<0.01). The serum levels of TGFβ1 of the rats after splenectomy were significantly lower than which of the rats without
splenectomy（P<0.05）. And the expressions of TGFβ1 in the liver of the rats with splenectomy were less than which of the rats without
splenectomy（P<0.05）. Conclusions: we can infer that to some extent , splenectomy may delay the development of hepatic fibrosis.
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前言

肝硬化门脉高压症是外科上消化道出血的常见病因。脾大

脾功能亢进是门脉高压症的主要表现之一，其表现为脾脏肿

大，血小板和白细胞减少等。而肝硬化门脉高压症手术中对于

脾脏的处理，学者们持不同意见。有学者发现，脾脏参与了肝肝

纤维化的发生，保留脾脏可导致脾功能亢进症状的延续并加重

肝肝纤维化。近来研究发现 TGFβ1 在肝纤维化的发生发展中

有着重要的作用。本实验旨在研究脾切除对于肝纤维化大鼠肝

脏 TGFβ1 的表达和血清 TGFβ1 浓度的影响，从而探讨脾切

除在肝纤维化中可能的作用。

1 材料与方法

1.1 大鼠肝纤维化造模的建立

SD 大鼠(实验动物中心提供) 50 只，体重(200±50)g，标准

化饲养 1 周后，按 50% CCl4 橄榄油溶液 3ml/kg 体重，皮下注射

每周两次共 8 周。每次注药前测量大鼠的体重，根据体重变化

及一般状况调整注射剂量。
1.2 手术方法

脾切除：术前 8h 禁食水，腹腔注射水合氯醛后固定，术区

备皮消毒，铺无菌单，取左上腹部纵切口，逐层切开腹壁进入腹

腔。游离脾脏周围韧带，1 号线双扎脾的全部血管，行脾切除术,
如有副脾一并切除，检查无活动性出血后逐层关腹。术中各个环

节严格遵照无菌原则。术后 12h 自由饮用 20%葡萄糖，24h 自由

进食。假手术组：术中切除部分大网膜，搬动脾脏后逐层关腹。
1.3 标本采集及处理

分别于造模第 3 周，6 周，8 周，用断颈法处死大鼠，各取 5
只大鼠肝脏和脾脏标本，每只大鼠的肝脏和脾脏分别切片 5
张。对肝脏行 HE 和姬姆萨染色，以观察其肝纤维化的程度。对
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每个时期大鼠各 20 张肝脏和脾脏切片标本行 TGF-β1 免疫组

化染色。
造模 8 周后，不再对大鼠皮下注射 CCL4，只进行普通饲

养。将 30 例肝纤维化模型大鼠随机分为两组。15 例模型大鼠

行脾切除手术，于脾切除术前和术后 2 周，4 周分别穿刺股静

脉采血 1ml，室温凝固 30 分钟，离心 1500 转×15 分钟，收集血

清后，置于 -40℃保存。而 15 例对照组大鼠，不予以脾切除，只

进行假手术，并在相应的时间采血保存。应用 ELISA 法测定两

组大鼠血清 TGF-β1 的水平。并于术后 4 周取两组大鼠肝脏

标本行 TGF-β1 免疫组化染色。实验结束时，手术组死亡 2 只，

对照组全部存活。
1.4 TGF-β1 免疫组化观察及图像分析

图像处理：应用 CMIAS8 彩色图像系统分析，尺寸定标:
0.471，同时设密度定标校正，去除切片厚度等因素的影响。组

织切片放大倍数 10×40，每张切片分别取 5 个视野观察，测量

框面积 173.325μm2。TGFβ1 参数选择积分光密度(IOD)。IOD
值越高，TGFβ1 的表达越强。
1.5 统计分析方法

实验中各项指标的所有数据采用 x±s 表示，计量资料间差

异的比较用 t 检验，应用 SPSS13.0 统计软件包进行处理。P＜
0.05 认为具有显著性。

2 结 果

2.1 大鼠肝纤维化造模的结果

从大体标本观察，大鼠皮下注射 CCl4 后，肝脏逐渐肿胀，

颜色变为暗红，以后体积缩小,颜色较正常变浅，而且可以看见

肝脏表面有明显的小结节。肝脏病理学检查证实，正常大鼠肝

小叶结构完整，肝细胞以中央静脉为中心呈放射状排列，随着

造模时间的延长，肝纤维化的程度逐渐加重，第 3 周以肝细胞

气球样变为主，可见轻度坏死，炎性细胞轻微浸润，少量纤维组

织沉积；第 6 周以上病变继续加重，肝小叶结构出现破坏，肝细

胞变性、坏死明显，中度炎性细胞浸润，纤维渐呈纤维带状，但

无明显分界形成；第 8 周纤维化持续加重，形成纤维间隔，广泛

形成假小叶。
2.2 随着肝纤维化程度的发展，大鼠肝脏 TGFβ1 的表达也逐

渐增加

TGFβ1 主要位于肝非实质细胞胞浆内, 这些细胞分布在

汇管区、纤维间隔、炎症区,少数在肝窦内。纤维组织中有少量

TGFβ1 存在，少数肝细胞胞浆内也有 TGFβ1 存在。正常肝组

织有少量 TGFβ1 表达（图 1）。随着肝随着肝纤维化程度的发

展，大鼠肝脏 TGFβ1 的表达也逐渐增加（表 1）。

图 1 大鼠肝脏组织 TGFβ1 免疫组化（×400），红色箭头表示

TGFβ1 阳性

Fig.1 the expression of TGFβ1 in the liver（×400）

表 1 大鼠肝脏 TGFβ1 的表达

Table 1 The expression of TGFβ1 in the liver

Group Normal 3 weeks 6 weeks 8 weeks

IOD 26.81±5.42 80.21±10.98* 134.60±12.12** 204.60±15.76***

Note: * P<0.01 3 weeks group compard with normal group ; ** P<0.01 6 weeks group compared with 3 weeks group; *** P<0.01

8 weeks group compared with 6 weeks group.

2.3 随着肝纤维化程度的发展，大鼠脾脏 TGFβ1 的表达也逐

渐增加

在 肝 纤 维 化 中 ，TGFβ1 主 要 位 于 脾 脏 的 非 实 质 细 胞

胞 浆 内 ，在 纤 维 组 织 中 也 有 少 量 TGFβ1 存 在 ，而 在 正 常

脾 脏 组 织 的 视 野 内 也 有 较 少 的 表 达 (图 2)。随 着 肝 纤 维

化 程 度 的 发 展 ，大 鼠 脾 脏 TGFβ1 的 表 达 也 逐 渐 增 加（表

2）。
图2 大鼠脾脏组织TGFβ1免疫组化（×400），红色箭头表示TGFβ1阳性

Fig.2 the expression of TGFβ1 in the spleen（×400）

表 2 大鼠脾脏 TGFβ1 的表达

Table 2 The expression of TGFβ1 in the spleen

Group Normal 3 weeks 6 weeks 8 weeks

IOD 22.40±4.76 59.96±10.17* 98.81±7.40** 180.46±11.03***

Note: * P<0.01 3 weeks group compard with normal group ; ** P<0.01 6 weeks group compared with 3weeks group; *** P<0.01

8 weeks group compared with 6 weeks group.

2.4 脾切除组大鼠其术后 2 周和 4 周的血清 TGF-β1 的水平 显著低于对照组
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3 讨论

肝纤维化是机体对慢性肝损伤的一种修复反应，是慢性肝

病的共有病理变化。各种因素通过不同方式和途径作用于肝脏

中的星状细胞以及纤维形成细胞，导致其生物学及功能变化，

使细胞外基质合成和代谢发生紊乱，从而引起肝纤维化。
TGF-β1 对于 ECM 的合成和代谢具有重要调节作用，由于其

对肝纤维化病变发生过程中相关细胞的初始激活作用及其促

进 ECM 的异常过度沉积的特性，使 TGFβ1 在纤维化病变中

发挥着非常重要的病理作用[1-5]。在本实验中，我们通过对大鼠

肝脏 TGFβ1 免疫组化结果分析，发现随着肝纤维化的进展，

肝脏 TGFβ1 的表达也逐渐增加。很多学者研究表明，肝脏

TGFβ1 的表达与肝纤维化的程度成正相关[6－10]。这与我们的

实验结果是基本一致的，进一步证明了 TGFβ1 能够促进肝纤

维化的发展。
关于脾脏在肝纤维化发展过程中的作用，很多学者有过研

究。NterJ [11]等研究发现，保留脾的动物肝组织切片中有明显的

炎性细胞(淋巴巨噬细胞)浸润和肝细胞损害严重，而脾切除动

物中不明显，提示炎性细胞的浸润参与了肝硬化的形成。脾脏

本身是活化这些炎性细胞的主要场所，脾脏可促进各种炎性细

胞的吞噬游走等功能，因此脾脏可以促进肝纤维化的发展。我

们通过对大鼠脾脏 TGFβ1 免疫组化的结果分析，同样显示，

随着肝纤维化的进展，脾脏 TGFβ1 也逐渐增加，由此可见脾

脏参与了肝纤维化的发展。
Murata[12]等通过鼠的肝硬化模型研究发现，病理脾切除具

有促进肝细胞再生的作用，从而在一定程度上改善肝纤维化。
我们通过动态检测脾切除术后大鼠血清 TGFβ1 的水平发现，

脾切除能显著降低大鼠血清 TGFβ1 的水平，而且手术组大鼠

肝脏 TGFβ1 的表达明显低于对照组，也说明脾切除能降低大

鼠肝脏 TGFβ1 的表达。由于随着肝纤维化的进展，大鼠脾脏

中 TGFβ1 的表达也逐渐增加。我们考虑，脾切除术之所以能

减少大鼠肝脏 TGFβ1 的表达以及降低大鼠血清 TGFβ1 的

水平，是因为脾脏被切除后，脾源性 TGFβ1 已不存在于大鼠

体内，所以导致术后 TGFβ1 水平的下降。而 TGFβ1 是促进

肝纤维化发展的重要因子，因此脾切除手术能在一定程度上延

缓肝纤维化的发展。
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表 3 血清 TGF-β1 的水平(pg/ml)

Table 3 The serum level of TGFβ1 (pg/ml)

Group Before surgery 2weeks after surgery* 4 weeks after surgery**

Splenectomy 380.565±35.826 394.149±36.297 417.087±31.785

Fake surgery 385.870±35.359 421.014±38.663 442.808±39.228

2.5 脾切除组大鼠其术后 4 周肝脏 TGF-β1 的表达显著低于 对照组

表 4 脾切除术组与对照组大鼠肝脏 TGFβ1 的表达

Table 4 The expression of TGFβ1 in the liver of splenectomy group and fake surgery group

Group Splenectomy Fake surgery

IOD 224.34±9.45* 240.40±11.73

Note: * P<0.05 Splenectmy group compared with Fake surgery group.

Note: * P<0.05 2 weeks after surgery group compard with Fake surgery group ; ** P<0.05 4 weeks after surgery group compared with Fake surgery group.
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