
PO Box 2345 Beijing 100023, China
Fax: +86-10-85381893
Email: wcjd@wjgnet.com  www.wjgnet.com

• 基础研究 BASIC RESEARCH •

经兔肝动脉灌注平阳霉素碘油乳剂制作肝纤维化模型

李 枫, 徐 克, 刘瑞宝

李枫，徐克，刘瑞宝，中国医科大学附属第一医院放射科 辽宁省沈阳
市  110001 
李枫，男，1973-5-16生，辽宁省大连市人，汉族，中国医科大学2000级
硕士研究生，现工作于大连医科大学附属第一医院介入科，主治医师，主
要从事肝胆疾病的介入治疗研究.
通讯作者：徐克，110001，辽宁省沈阳市和平区北二马路92号，中国医科
大学附属第一医院放射科. xuke@cmuimaging.com
电话：024-23252365
收稿日期：2005-06-28    接受日期：2005-07-09

A new model of hepatic fibrosis 
induced by intra-arterial injection 
of iodized oil and pingyangmycin 
emulsions

Feng Li, Ke Xu, Rui-Bao Liu

Feng Li, Ke Xu, Rui-Bao Liu, Department of Radiology, the First Af-
filiated Hospital of China Medical University, Shenyang 110001, Lia-
oning Province, China
Correspondence to: Dr. Ke Xu, Department of Radiology, the First 
Affiliated Hospital of China Medical University, Shenyang 110001, 
Liaoning Province, China. xuke@cmuimaging.com
Received: 2005-06-28    Accepted: 2005-07-09

Abstract
AIM: To investigate the feasibility of setting up a 
hepatic fibrosis model by intra-arterial injection of 
emulsions of iodized oil and pingyangmycin.

METHODS: Twenty-four Japanese big-ear rabbits 
were divided into sham-operation, experiment A 
and B group according to the doses of emulsions of 
iodized oil and pingyangmycin (1.2 and 2.0 mg for A 
and B, respectively) injected into the hepatic artery. 
The live specimens were obtained 1, 2, 4, 6, 10, and 
14 wk after injection. The histological changes were 
determined by HE staining, and the contents of platelet 
derived growth factor-B (PDGF-B) were detected by 
immunohistochemical staining.

RESULTS: Six weeks after injection, typical features 
of fibrosis appeared in all the liver tissues of group A 
and B, and the pseudolobules formed in some tissues. 
In group B, sclerosis with a diameter of 1.0 cm was 
found in one of the four rabbits at 10th week under light 
microscope. The contents of PDGF-B were significantly 
increased in A and B group as compared with those in 
sham-operation group 1, 2, 4, and 6 wk after injection 

(integral optical density: 118714±14941, 154344±25102 
vs  42745±871, P <0.01; 130399±11690, 164855±15486 
vs 44052±1043, P <0.01; 116594±21230, 147099±20317 
vs  41081±769, P <0.01; 101732±8794, 124177±20429 
vs  46366±975, P <0.01).

CONCLUSION: The model of hepatic fibrosis can 
be established successfully by injection of iodized oil 
and pingyangmycin emulsions into the hepatic artery. 
PDGF-B plays an important role in the progress of 
fibrosis as a promoter.
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摘要
目的：探 讨 经 兔 肝 动 脉 灌 注 平 阳 霉 素 碘 油 乳 剂
（PLE）制作肝纤维化模型的可行性.

方法：4-5 月龄日本大耳白兔24只，按经肝动脉注入
PLE量的不同分成假手术组，实验A组、实验B组，分
别于术后1、2、4、6、10、14 wk定期开腹取材，做
HE染色及血小板衍化生长因子B(PDGF-B)免疫组化
染色.

结果：6 wk时A组及B组兔肝脏均可见明显纤维化改
变，部分肝组织假小叶形成. B组兔10 wk时4只兔中
有一只出现一直径约1.0 cm大小的硬化结节，光镜下
为团状增生的纤维组织. PDGF-B免疫组化染色可见
肝细胞胞膜及纤维间隔中大量阳性染色. A、B组积分
光密度值在注射后1、2、4、6 wk比假手术组明显升
高（118714±14941，154344±25102 vs  42745±871，
P <0.01；130399±11690，164855±15486 vs  44052±
1043，P <0.01；116594±21230，147099±20317 vs 
41081±769，P<0.01；101732±8794，124177±20429 
vs  46366±975，P<0.01）.

结论：经肝动脉灌注PLE制作肝纤维化模型成功率
高，死亡率低. PDGF-B作为肝纤维化的启动因子参
与了该模型的纤维化过程.
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0  引言

平阳霉素(bleomycin A5)作为一种国产抗肿瘤抗生

素，其临床应用的主要副作用为肺炎样变或肺纤维

化[1-4].1985年，Matalon et al [5]用bleomycin对鼠

支气管行一次性灌注，造成鼠肺纤维化.1992年金洪 

et al [6]通过向大鼠气管内滴注平阳霉素导致大鼠肺

纤维化，此后气管内滴注平阳霉素制作肺纤维化模型

被广泛采用.我们利用平阳霉素的这种特性探索出一

种制作肝纤维化模型的新方法.

1  材料和方法

1.1 材料 4-5月龄日本大耳白兔24只，雌雄不限，体

质量2.5±0.2 kg，由中国医科大学实验动物中心提

供.所有实验兔随机分成3组，其中假手术组4只，实

验A组10只，实验B组10只.

1.2 方法 所有实验兔均于术前24 h禁食，4 h禁水. 

速眠新注射液(长春农牧大学军事兽医研究所)0.8 mL 

im 麻醉，腹中线切口8 cm长，进腹腔后，剪断小网

膜(在兔身上实际为少量透明系膜组织)，于胃幽门

上方找到肝门，可见明显的肝动脉搏动，走行朝向

肝内，中途可见其发出胃十二指肠动脉，向幽门部

走行，用5号半头皮针穿刺肝动脉成功后针头越过胃

十二指肠动脉注药.其中假手术组4只兔注入0.4 mL生

理盐水；A组10只兔注入0.2 mL碘油+1.2 mg平阳霉素

+0.2 m L生理盐水制成的混悬乳剂；B组10只兔注入

0.2 mL碘油+2.0 mg平阳霉素+0.2 mL生理盐水制成的

混悬乳剂.注药后拔出针头用明胶海绵按压1 min，确

定无出血后关腹缝合.术中严格采用无菌操作，以防

感染.取材：假手术组4只兔，A组及B组中各自随机抽

取5只兔(编号为A1，B1)分别于术后1, 2, 4, 6 wk行

全麻，剑突下偏左或偏右切一2 cm长小口，分离肌肉

组织，暴露肝脏，观察肝脏大体改变，并于肝脏表面

用手术刀切取一块约3 mm×3 mm大小的肝组织块，再

用18 G肝穿刺针于肝脏深处取两块组织，明胶海绵按

压止血后缝合.取出的肝组织清水冲洗后立即用福尔

马林液固定，至第6 wk取材后上述14只兔全部处死，

A组及B组余下的5只兔(编号为A2，B2)再分别于术后

10，14 wk取材.取材标本采用常规石蜡包埋，5 μm

连续切片，HE染色，光镜下观察肝脏组织学改变.血

小板衍化生长因子B链(PDGF-B)免疫组织化学染色采

用ABC法略加改良(试剂盒购于武汉博士德公司).常

规石蜡脱水；2 g/L TWEEN-20PBS漂洗；4 g/L胃蛋

白酶抗原修复；加入PDG F-B一抗抗体；滴加二抗抗

体；后加ABC复合物；DAB显色(棕黄色)；封片.使用 

MetaMorph/DP10/BX5 彩色显微图象分析仪做组织化

学定量分析.随机选取每张切片5个视野，测定其阳性

染色(棕黄色)的积分光密度值(IOD)，IOD值越高表明

组织抗原含量越高.取5个视野的平均值作为该切片的

IOD值.

统计学处理 采用SPSS 10.0统计软件对上述数据

做统计分析.

2  结果

除B1组兔2 wk时取材后死亡一只外(死亡原因考虑为

麻醉过量及术后保暖欠佳)，余实验兔均按照实验方

法的操作步骤进行.

2.1 大体观 A组：1 wk，A1组5只兔中有3只兔肝脏外

缘被膜颜色变白，全部5只兔肝缘欠锐利；2 wk，A1

组全部5只兔肝脏部分区域表面覆盖白色被膜，肝缘

变钝；4 wk，大体观与2 wk时相仿；6 wk，A1组5只

兔肝脏部分区域外被白色被膜，肝脏边缘进一步变

钝，肝表面凸凹不平；10 wk、14 wk时(A2组5只兔)

大体观与6 wk相仿.B组：1 wk，B1组全部5只兔肝脏

表面外被白色被膜，肝缘欠锐利；2 wk肝缘进一步变

钝；4 wk时大体观与2 wk相仿(B1组兔第2次取材后死

亡1只由B2组中补充1只)；6 wk时肝脏边缘进一步变

钝，肝表面凸凹不平；10 wk时B2组全部4只兔中有1

只肝脏表面可见一直径约1 cm的硬化结节，质硬, 切

割质地如胶皮感；14 wk时大体观与10 wk相仿.假手

术组兔肝缘锐利，表面光滑，色泽鲜亮.

2.2 光镜下 A组：1 wk HE染色可见肝细胞轻度水样变

性，肿胀，肝索拥挤，肝窦充血，门管区淋巴细胞浸

润；2nwk HE染色肝细胞明显水样变性，胞质空亮，

部分肝细胞可见嗜酸性改变，肝窦充血，汇管区大量

淋巴细胞浸润(图1A)；4 wk时HE染色可见肝细胞中度

水样变性，汇管区可见纤维组织增生及部分淋巴细胞

浸润，小叶间隔增厚，肝窦充血；6 wk时HE染色可见

肝细胞轻度水样变性，汇管区纤维组织增生，向小叶

内延伸扩展，形成分割包绕趋势，部分肝组织可见增

生的纤维结缔组织重新分割包绕形成假小叶(图1B)；

10，14 wk时光镜下改变与6 wk相仿.B组：1 wk HE染

色可见肝细胞水样变性，肿胀，肝索拥挤，肝窦充

血，门管区大量淋巴细胞浸润；2 wk HE染色肝细胞

明显水样变性，胞质空亮，部分肝细胞可见嗜酸性改

变，肝窦充血，汇管区大量淋巴细胞浸润；4 wk HE

染色肝细胞仍有明显水样变，汇管区大量淋巴细胞浸

润，纤维组织增生明显，小叶间隔增厚，肝窦充血；

6 wk HE染色肝细胞水样变性较前减轻，汇管区纤维



组织大量增生，向小叶内延伸扩展，形成分割包绕趋

势，部分肝组织可见增生的纤维结缔组织重新分割

包绕形成假小叶.10 wk光镜下肝组织呈广泛纤维化改

变，部分区域的肝组织可见大片团状增生的纤维结缔

组织，无明显肝细胞结构(图1C1，C2)；14 wk时光镜

下改变与10 wk相仿.假手术组兔肝细胞形态正常，肝

索排列整齐，小叶结构清晰.

2.3 PDGF-B免疫组化染色结果 A1及B1组兔肝细胞

胞膜及纤维间隔中均可见PDG F-B免疫组化阳性染色

(棕黄色，图2).染色强度随取材时间不同有明显变
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化.显微病理图象分析仪对假手术组4只兔，A1及B1

组各5只兔的免疫组化染色做图象分析，采用积分光

密度值(I O D)作为统计指标.A1及B1组兔IO D值均在

2 wk时达高峰，至6 wk时明显下降.A1和B1组IOD值

与假手术组比较均明显升高，统计学上有显著差异

(P<0.01)(表1).

表1  PDGF-B免疫组化定量分析 (mean±SD)

分组	   1 wk                    2 wk                   4 wk                   6 wk  

A组    118714±14941a  130399±11690a 116594±21230a  101732±8794a

B组   154344±25102a  164855±15486a 147099±20317a 124177±20429a

假手
术组   

aP<0.01 vs 假手术组. 

  42745±871        44052±1043     41081±769        46366±975

图1  平阳霉素所致兔肝脏纤维化 (HE). A：A1组2 wk (×400)；B：A1组6 wk假小叶形成(×100)；C1，C2：B2组10 wk 广泛纤维化(×100).

A B

C1

图2  A1组PDGF-B阳性 (ABC×400).

C2

3  讨论

平阳霉素属于博莱霉素(bleomycin)族A5成分，它对

血管内皮细胞存在非特异性抑制和破坏作用，这种

作用被称之为“祛血管作用”[7].我们利用平阳霉素

的这种“祛血管作用”，将平阳霉素与碘油的混悬

乳剂经兔肝动脉注入制成了兔肝纤维化模型，并使用

免疫组化染色法标记PDGF-B，通过图象分析观察其动

态变化来进一步探讨该纤维化形成的机制.PDGF-B是

参与肝纤维化过程的最重要的细胞因子之一，是促使

肝脏纤维化形成的启动因子，它的主要作用是促使肝

星状细胞增殖，促使肝星状细胞移行并诱导HSC合成

TGF，IGF等细胞因子，引发肝脏纤维化[8-15].我们通

过PDGF-B的免疫组织化学染色，证实PLE介导的肝纤

维化也是由PDGF-B启动并参与的.通过A组5只兔取材

标本的免疫组织化学定量分析，我们看出PDGF-B最高

表达出现在2 wk，至6 wk时已有明显下降，抗原表达

主要集中在肝细胞膜和纤维间隔中.综合分析光镜下

HE染色结果和免疫组织化学定量分析结果可以得出如

下结论：PLE可导致肝细胞损伤，2 wk时肝细胞变性



最重，随时间推移细胞变性在减轻，PDGF-B的最高表

达也集中在2 wk，随时间推移PDGF-B的表达也在逐渐

减少，肝纤维化则出现在4 wk并逐渐发展成肝硬化.

任何可引起肝损伤的因素长期作用于肝脏均可产

生肝细胞变性，坏死，继而肝细胞再生和纤维组织增

生，导致肝纤维化[16-23].我们制成的肝纤维化模型属

于化学损伤性模型.其特点为纤维化首先发生在门管

区，随病程进展逐渐向小叶内延伸.肝内纤维化的发

生呈不均衡性，病变程度肝内各部分轻重不等，6 wk

时即可产生明显的纤维化改变，部分肝组织假小叶形

成，至10 wk时可出现肝硬化结节.

PLE进入肝脏后，由于碘油在正常肝组织中能停

留近20 d[24]，使得平阳霉素得以缓慢释放，造成慢

性肝损伤，符合肝纤维化产生的条件.因此这种造模

方法只需一次给药，而不会导致大剂量注入毒性药物

后产生肝坏死，肝功能衰竭致动物死亡.此外由于本

实验是直接肝动脉给药，药物直接作用于肝脏，避

免了全身给药后产生的其他脏器的毒副作用，因此

死亡率低.本组实验除1只兔由于麻醉意外死亡余兔

均成活.实验A组及B组共19只兔均不同程度出现肝纤

维化，模型出现率从本组实验统计可达100%.综上所

述，PLE灌注法肝纤维化模型只需一次给药，制作方

法简便，模型出现率高，动物死亡率低，影响因素

少，理论上模型可重复性应较好.
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