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Abstract
AIM: To define diethylnitrosamine-induced hepatic 
precancerous lesions with atypia index in rats.

METHODS: After normalization of the body 
weight, 100 male Wistar rats were equally and 
randomly divided into five groups and were in-
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二乙基亚硝胺诱发肝癌前病变大鼠模型的建立
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■背景资料
肝癌前病变是肝
癌发生之前的非
肿瘤性病理变化, 
缺乏形态学诊断
标准. 我国乙型肝
炎病毒慢性感染
严重, 通过肝硬化
癌变率高, 肝癌危
害比西方人群严
峻. 中医强调治未
病, 调整体质, 维
持 稳 态 ,  防 治 肝
癌. 尽管预防取得
显著效应, 迄今仍
未明确界定肝细
胞的癌前病变特
征. 

traperitoneally injected with different doses of 
diethylnitrosamine in normal saline (0, 25, 50, 75, 
100 mg/kg) twice weekly. The rats in each group 
were further divided into 10 subgroups with end-
points ranging from d00 to d126 with an interval 
of 14 days. Liver samples were fixed, sectioned, 
and stained with hematoxylin and eosin. After 
being evaluated pathologically, the volume ratios 
of portal triad (R1), hepatic cord (R2) and hepatic 
nucleus (R3) were obtained under an Olympus 
microscope with 10-, 20-, and 40-amplification, 
respectively, by use of Image-Pro Plus software. 
Hepatic mitotic figures were counted under high 
magnification. The atypia index of hepatocytes 
was calculated as the volume ratio of nucleus to 
cytoplasm in precancerous lesions using the for-
mula [(1-R1)-1∙(R2)-1∙(R3)]. By using Graph Pad 
Prism version 4 for Windows, the half effective 
durations and the area under curve of the atypia 
indexes were regressed in Sigmoidal time-re-
sponse (variable slope) from the logarithm of end-
point hours [11.4 + Time (d) ×24 h/d] for each of 
5 doses, so did the half effective doses of the area 
under curves from the logarithm of dosages [10 + 
Dose (mg/kg) ×1 000 (μg/kg)]. The atypia indexes 
were regressed linearly with the mitotic counts to 
confirm their specificity in predicting hepatic car-
cinogenesis.

RESULTS: From the atypia index of hepatocytes 
(corrected volume ratio of nucleus to cytoplasm), 
the half effective durations of diethylnitrosamine 
at 0, 25, 50, 75, and 100 mg/kg to induce hepatic 
precancerous lesions were 70 347, 1 734, 1 536, 
1 530 and 1 183 h, respectively. The areas under 
curves were 0.0064, 0.0084, 0.0123, 0.0165 and 
0.0167 [(atypia index) × log(h)], respectively. 
From the area under curve, the half effective 
dose of diethylnitrosamine to induce hepatic 
precancerous lesions was 48.225 mg/kg. The 
atypia indexes in rats treated with 50 mg/kg 
diethylnitrosamine correlated positively with mi-
totic counts in hepatic precancerous lesions (y = 
0.0023x-0.0056, r = 0.9217, n = 10, P < 0.01). 

CONCLUSION: The atypia index might be used to 
define hepatic precancerous lesions. A rat model 
of hepatic precancerous lesions could be replicated 

■同行评议者
蔡三军, 主任医师, 
复旦大学附属肿
瘤医院大肠外科
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■研发前沿
肝癌属于多基因
遗传与多环境因
素致病的恶性肿
瘤 ,  预 防 策 略 有
待确定.

by intraperitoneal injection of diethylnitrosamine 
at a dose of 48.225 mg/kg twice a week for 9 wk. 
The specificity of the model to predict hepatic car-
cinogenesis can be confirmed with mitotic counts 
in hepatic precancerous lesions.

Key Words: Diethylnitrosamine; Hepatic precancer-
ous lesion; Atypia index; Mitosis; Morphometry
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摘要

目的: 研究二乙基亚硝胺诱发大鼠肝癌前病
变的时效关系与量效关系.

方法: Wistar♂大鼠100只, 体质量均衡随机分
5组; 每84 h 1次分别腹腔注射二乙基亚硝胺
0、25、50、75、100 mg/kg造模. 每组体质量
排序分10小组, 年龄配对; 造模时程最短0 d, 
间隔14 d延长, 最长126 d, 灌注固定肝脏. 常规
石蜡包埋, 6 μm切片, HE染色, 观察病变性质
后显微照相; 使用Image-Pro Plus软件, 分别形
态计量10、20、40倍物镜下汇管区(R1)、肝
索(R2)、肝细胞核(R3)的体积构成比, 观察每
10个高倍镜视野下的核分裂像; 计算各动物
异型性指数[Ei = (1-R1)

-1•(R3)•(R2)
-1]. Prism 4软

件回归“二乙基亚硝胺导致异型性指数”的
时效曲线及曲线下面积, 进而导致曲线下面积
的量效关系.

结果:  以异型性指数 (肝细胞核 /浆体积比
校正值), 回归0、25、50、75、100 mg/kg
二 乙 基 亚 硝 胺 造 模 的 半 效 时 程 ( 9 5 % C I )
分别为70  347(0 - )、1  734(937-3  211)、
1  536(948-2  490)、1  530(890-2  632)、
1  1 8 3 ( 9 5 5 - 1  4 6 6 ) h ,  曲 线 下 面 积 分 别 为
0.0064、0.0084、0.0123、0.0165、0.0167[异
型性指数•log(h)]. 以曲线下面积, 回归二乙
基亚硝胺诱发肝细胞癌前病变的半效剂量为
48.255 mg/kg. 50.000 mg/kg造模各时程的异型
性指数与核分裂像总数之间呈直线正相关(y = 
0.0023x-0.0056,  r  = 0.9217, n  = 10, P<0.01).

结论: 以异型性指数为指标, 每84 h腹腔注射1
次二乙基亚硝胺, 诱发♂大鼠肝细胞癌前病变

的最佳造模剂量为48.255 mg/kg(约50.000 mg/
kg), 最佳造模累积连续时程为64 d. 核分裂像
计数验证了异型性指数的临床预警价值.

关键词: 二乙基亚硝胺; 肝癌前病变; 异型性指数; 

核分裂像; 形态计量
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0  引言

肝癌发病隐匿、进展迅速、预后极差[1]. 中医

临床调整体质, 维持患者自稳调节[2], 防治肝癌

疗效特异[3]. 与西医肝癌诊治规范不同, 中医强

调治未病[4,5]. 在多种动物模型中, 二乙基亚硝

胺(diethylnitrosamine, DEN)诱发大鼠肝癌前病

变的阶段性类似人类病程[6]; 前期小鼠实验发

现D E N诱导肝癌前病变具有剂量与时程的依

赖性[7,8]. 依据临床活检肝细胞癌前病变的形态

计量线索[9,10], 本课题采用异型性指数(atypical 
index, AI)定量DEN诱发大鼠肝癌前病变的强度

与时程. 结果显示“异型性指数可特异性界定

DEN诱发大鼠肝癌前病变”.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠购自北京维通利华实验动

物技术有限公司, 体质量134.72 g±8.73 g, 分笼饲

养. DEN购自美国sigma公司, 批号1000928405; 
德国LETIZ公司FS/FAS5030石蜡切片机等病理

科常规设备; 美国Media Cybernetics公司Image-
Pro Plus 7.0(7.0.1, 41N70000-60555)软件.
1.2 方法

1.2.1 分组及造模: 100只♂大鼠适应性喂养1 wk
后, 体质量均衡随机分5组(剂量0、25、50、
75、100 mg/kg). 以14 d间隔, 各剂量组按照体

质量高低列队分为10个给药时程小组, 每小组

2只; 分别于第126、112、98、84、70、56、
42、28、14、0 d开始腹腔注射安排剂量的DEN
生理盐水, 即年龄配对分别造模处理0、14、
28、42、56、70、84、98、112、126 d(图1). 
末次注射后84 h, 腹腔注射10%水合氯醛(0.3 mL/
100 g)麻醉, 放血处死大鼠, 7%体质量的肝素化

生理盐水冲洗残留血液, 14%体质量的中性福尔

马林灌注固定; 解剖取出肝脏, 中性福尔马林固

定24 h.
1.2.2 病理观察: 中性磷酸盐缓冲液清洗固定肝

脏, 取肝脏右叶中部, 切取2 mm×4 mm×6 mm
组织块; 常规石蜡包埋, 6 µm切片; 同步烤片、
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■相关报道
二乙基亚硝胺具
有诱癌与促癌的
双重作用, 是诱发
肝癌前病变的刺
激物.

脱蜡、梯度乙醇水化, HE染色. 20倍物镜下光镜

观察质控苏木素分化时间(4 s最清晰). 梯度乙醇

脱水、二甲苯透明、树脂封片; 光镜下胞浆红

染, 核蓝染. 病理评价肝病变的性质和程度, 确
定合适形态计量的具体条件.
1.2.3 形态计量: Olympus显微镜10、20、40倍
物镜下, 分别获得5视野的显微照片. 使用Image-
Pro Plus显微分析系统, 分别形态计量10倍物镜

下汇管区(R1)、20倍物镜下肝索(R2)、40倍物镜

下增生肝细胞核(R3)的体积构成比, 面积比3/2次
方. 各动物5视野几何平均值为数据, 2动物几何

平均值为统计数据.
1.2.4 核分裂像计数: 在40倍物镜下, 计数肝小叶

区域50个高倍镜视野的核分裂像总数, 回归分

析每个高倍镜视野核分裂像数与异型性指数之

间的相关性, 确定异型性指数对癌变可能性的

预测程度.
1.2.5 数据处理: (1)异型性指数: 按公式[E i = 
(1-R1)

-1•(R3)•(R2)
-1]计算动物肝细胞异型性指数. 

其中, (1-R1)代表肝小叶体积比, R2代表肝索体

积比, R3代表肝细胞核体积比; 计算值代表肝小

叶范围内的、肝细胞核对肝细胞浆的体积比; 
(2)时效关系: 对数(11.4+24×天数)转化为小时

时程. Prism 4软件连续可变斜率模式, 回归异型

性指数与造模处理对数小时时程之间的时效曲

线, 获得最大异型性指数的半效时程及其95%
的可信区间. 采用曲线下面积分析模式, 获得各

剂量组曲线下面积(AUCi); (3)量效关系: 按对

数[10+D(mg)×1 000]转化给药剂量, 即对数微

克剂量, 设定实际未给药具有1的对数剂量效能. 
Prism 4软件连续可变斜率模式, 回归AUCi与对

数效能剂量之间的量效曲线, 获得造模导致异

型性指数的半效剂量及95%的可信区间; (4)直
线相关: Excel软件分析剂量与体质量变化或核

分裂像计数与异型性指数的直线相关.
统计学处理 用mean±SD表示各组计量数

据, t检验进行组间比较, P <0.05表示差异有统计

学意义.

2  结果

2.1 一般状态与肝脏解剖形态

2.1.1 0 mg/kg剂量组: 大鼠正常生长, 活动自如, 
皮毛光泽, 饮食活跃, 大便正常, 体质量渐增. 肝
脏淡红色, 无纹理, 质地柔软, 无显著病变.
2.1.2 25 mg/kg剂量组: 大鼠早期活动自如, 皮毛

光泽; 后期萎靡不振, 被毛蜷曲, 食欲不振, 精神

萎靡, 体质量增长减慢. 肝脏早期黄斑, 中期粘

连粗糙, 后期质硬、结节伴腹水.
2.1.3 50 mg/kg剂量组: 大鼠前期活动自如; 中后

期活动减少, 被毛粗糙, 食欲不振, 精神萎靡, 体
质量增长减慢. 肝脏早期混浊, 中期叶间粘连, 
后期质硬、结节伴腹水.
2.1.4 75 mg/kg剂量组: 大鼠前期活动自如; 中后

期活动减少, 被毛粗糙, 进食量下降, 体质量增

长减慢. 肝脏早期混浊, 中期叶间粘连, 后期质

硬、结节伴血性腹水.
2.1.5 100 mg/kg剂量组: 大鼠前期活动减少, 被
毛萎黄, 精神萎靡; 后期目光呆滞, 微微发抖, 蜷
缩成团, 呈濒死状态. 肝脏早期黄斑, 中期结节

状, 后期质硬结节伴血性腹水.
造模剂量与体质量变化率(表1)呈负相关(y 

= -0.0053x-0.0623, r  = 0.9643, n  = 5, P<0.01, 图2).
2.2 肝脏组织病变

0 mg/kg组各时程肝组织病变轻微, 可找到灶性

细胞水肿、小滴脂变或点状坏死. 25、50 mg/kg
组随时程, 肝组织有“变质-纤维化-肝硬化-异
型增生”等阶段性病变. 75、100 mg/kg组随时

100只Wistar ♂大鼠

D00 D25 D75 D100D50

T00 T14 T28 T42 T56 T70 T84 T98 T112 T126

肝脏病理分析

N
S

N
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D
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图  1  二乙基亚硝胺诱发肝癌前病变大鼠的分组处理. D:剂

量(mg)分组; T: 时程(d)分组; NS: 生理盐水; NS+DEN: 不同

剂量二乙基亚硝胺溶解于生理盐水.
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图  2  二乙基亚硝胺诱发肝癌前病变大鼠体质量增长减低
的量效关系.
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■创新盘点
本研究依据循证
医学, 结合临床线
索, 提出了肝癌前
病变异型性指数
的形态学概念; 运
用形态计量软件, 
检测计算肝细胞
核/浆体积比的校
正值, 该异型性指
数能特异性预警
肝癌发病的可能
性, 可确定二乙基
亚硝胺诱发肝癌
前病变的时效关
系与量效关系.

程, 肝组织“阶段性病变”出现早、程度重. 
2.2.1 正常结构: 见于零剂量组和各剂量组造模

零时程大鼠(图3A). (1)肝小叶: 肝索与肝窦面积比

约为2/3; 以中央静脉为中心, 肝细胞索放射状排

列; 相邻肝板网状连接, 延伸到周边的肝小叶界

板. 肝血窦见内皮细胞、枯否氏细胞与储脂细胞, 
腔内可残留血细胞; 无水肿, 无出血. 肝细胞浆均

质红染, 核圆形居中, 染色质蓝色随年龄有加深趋

势, 核体积随年龄有增大趋势; 可找到灶性细胞水

肿或小滴脂变; (2)汇管区: 肝动脉、门静脉与胆

管的肝内分支位于少量结缔组织之间, 无炎性细

胞浸润, 无水肿, 无出血, 无胆汁淤积等病变.
2.2.2 变质病变: 见于DEN给予组早期大鼠(图
3B). (1)肝小叶: 肝细胞索与肝血窦面积比约为

2/5; 肝细胞索排列紊乱, 体积增加; 肝血窦被压

狭窄, 可见内皮细胞水肿、枯否氏细胞增生与

储脂细胞水肿, Diss腔内可找到水肿或出血. 肝
细胞浆内出现分布均匀的红染颗粒, 甚至胞浆

疏松化或气球样变; 核无显著变化, 但位置随细

胞水肿加重偏离中心. 肝细胞的小滴脂变有增

多加大的趋势; (2)汇管区: 肝动脉、门静脉与胆

管无显著病变; 结缔组织内出现轻度水肿, 中重

度炎性细胞浸润, 无出血、无胆汁郁积.
2.2.3 纤维化: 见于DEN给予组中期大鼠(图3C). 
(1)肝小叶: 肝索与肝窦面积比约为2/5; 肝细胞

索排列紊乱, 体积回降; 被压肝血窦狭窄有缓

解. 肝细胞水肿有所减轻, 核染色加深、体积增

大、可见双核, 核形态无显著扭曲, 肝细胞的小

滴脂变增多加大; (2)汇管区: 肝动脉与门静脉无

显著病变, 胆管增生明显; 淋巴细胞为主的炎性

细胞浸润显著, 胶原纤维增生明显, 纤维条索向

肝小叶内延伸, 但未能完全分割肝小叶. 可找到

毛细胆管与肝细胞郁胆.
2.2.4 肝硬化: 见于DEN给予组中晚期大鼠(图
3D). (1)假小叶: 肝细胞索与肝血窦面积比约为

1/3; 肝细胞索排列紊乱, 肝血窦狭窄. 肝细胞水

肿减轻, 核染色加深、体积增大、双核多见, 部
分核形状改变; 大多数假小叶大部分为新生肝细

胞. 肝细胞小滴脂变与细胞水肿加重; (2)汇管区: 
纤维增生、炎性细胞浸润与胆管增生明显; 增生

胶原纤维条索向肝小叶内延伸, 已完全分割肝小

叶, 形成假小叶. 毛细胆管与肝细胞胆汁郁积.
2.2.5 异型性增生: 见于DEN组晚期大鼠(图3E). 
(1)假小叶: 肝细胞索与肝血窦面积比约为1/4, 肝
细胞变质与增生病变并存; 变质主要为肝细胞

的小滴脂变、细胞水肿与点状坏死, 部分坏死

累及假小叶界板(碎片状坏死); 增生肝细胞浆偏

碱性染色, 核染色加深、体积增大、双核多见,

表  1  大鼠体质量变化 (mean±SD, n i = 20)

     剂量(mg/kg)   体质量(g) 变化率

0 378.6±3.72   0.00

25 270.5±2.11b -0.29

50 254.6±2.60bd -0.33

75 216.4±2.72bd -0.43

100 156.3±2.51bdfh -0.59

t -test, vs  0剂量组, aP <0.05, bP <0.01; vs  25剂量组, cP <0.05, 
dP<0.01; vs  50剂量组, eP<0.05, fP<0.01; vs  75剂量表, gP<0.05, 
hP<0.01.

图  3  二乙基亚硝胺诱发大鼠肝细胞的癌前病变性质(HE×200). A: 给药时程d0肝组织细胞正常结构, 肝血窦通畅; B: 给药时程

d28肝组织细胞水肿与脂肪变性, 肝血窦狭窄; C: 给药时程d56肝纤维化条索未完全分割肝小叶, 肝血窦狭窄缓解; D: 给药时程d70

肝硬化, 肝细胞被胶原纤维包绕, 肝血窦狭窄缓解; E: 给药时程d126肝癌变相对缺血充血区, 组织异型性显著, 分裂像少见; F: 给

药时程d126肝癌变增值区, 细胞与组织异型性大, 分裂像多且见病理核分裂. 右下插图为(HE×400).

A B C

D E F
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■应用要点
肝癌前病变异型
性指数奠定了肝
癌预防研究的形
态 学 基 础 ,  可 应
用于发病机制分
析、药理效应评价
和风险因素评估.
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图  4  二乙基亚硝胺诱发大鼠肝细胞癌前病变的时效曲线. 
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图  5  二乙基亚硝胺诱发大鼠肝细胞癌前病变的量效曲线.

核外形可见明显扭曲; 8只大鼠出现肝细胞癌病

灶; (2)纤维间隔: 纤维增生、炎性细胞浸润与

胆管增生明显; 增生胶原纤维条索已完全分割

肝小叶, 形成假小叶. 毛细胆管与肝细胞胆汁郁

积显著. 尽管只取材了右叶中部1组织块, 给予

DEN的72只大鼠中, 中高剂量组8只大鼠出现了

肝细胞癌病灶(图3F).
2.3 病变形态计量

2.3.1 汇管区体积比: 随时程汇管区体积比增加(表
2), 代表沉积胶原纤维增生. 其中, 5剂量组分别

为0.09%-0.35%、0.09%-0.43%、0.06%-1.55%、

0.08%-1.79%和0.10%-2.24%.
2.3.2 肝索体积比: 随时程肝索体积比增加(表
2), 代表肝细胞变性和增生. 其中, 5剂量组分别

为39.91%-51.59%、45.85%-69.51%、47.26%-
79.86%、50.89%-83.52%、41.29%-83.47%.
2.3.3 肝细胞核体积比: 随时程肝细胞核体积比

增加(表2), 代表异型性. 其中, 5剂量组分别为

0.09%-0.31%、0.09%-0.81%、0.13%-1.22%、

0.15%-1.84%、0.12%-1.84%.
2.3.4 异型性指数: 随时程异型性指数增加(表2), 
代表总体异型性. 其中, 5剂量组分别为0.21%-
0.61%、0.20%-1.17%、0.27%-1.55%、0.29%-
2.24%、0.30%-2.25%.

2.3.5 癌变率: 8只动物发生肝细胞性肝癌(表2), 
既代表造模过度的癌前病变, 也预示癌前病变

继续进展为癌的可能性. 其中, 5剂量组分别为

0/20、0/20、1/20、2/20、5/20.
2.4 时效关系 各剂量组对数时程与异型性指

数之间存在时效关系, 出现连续可变斜率时效

特征(表3)与时效曲线(图4). 其中, 50 mg/kg剂
量组大鼠的症状表现, 类似于肝癌前病变患者

的证候特征. 各剂量组的AUC分别为0.64%、

0.84%、1.23%、1.65%、1. 67%[AI•log(h)].
2.5 量效关系 对数剂量与AUC之间存在连续可

变斜率的量效曲线(图5). 其半效剂量(ED50)为
48.255 mg/kg, 95%可信区间(CI95)为2.975-
782.714 mg/kg, 方程式为Y = 0.006544+0.011
856/(1+10(13.429028-2.867X)), 相关系数的可信程度(R)
为0.99428(n  = 5, P <0.01).
2.6 特异性验证 剂量50 mg/kg组各时程的平均

核分裂像计数依次为5.15、4.50、3.35、5.20、
6.80、7.00、7.45、8.05、8.40、9.20(图6), 与
异型性指数呈直线相关(y = 0.0023x-0.0056, r  = 
0.9217, n  = 10, P <0.01).

3  讨论

我国乙型肝炎病毒慢性感染严重, 通过肝硬化

癌变率高, 肝癌危害比西方人群严峻[1,2]. 中医

强调治未病, 调整体质, 维持稳态, 防治肝癌[3-5]. 
尽管病因预防取得显著效应, 迄今仍未明确界

定肝细胞的癌前病变特征; 在多种肝癌模型中, 
DEN诱发肝癌前病变的阶段性特征, 与人类病

程类似[6]. 前期DEN诱导性小鼠肝癌前病变具有

剂量与时程依赖性[7,8]. 在量效关系与时效关系

上, 本课题首次采用AI, 界定DEN诱发大鼠肝癌

前病变, 发现AI预警肝癌发病具有特异性[9,10].
具有诱癌和促癌双重效应的DEN[11]提供了

图  6  二乙基亚硝胺诱发大鼠肝癌前病变异型性指数与核
分裂计数呈正相关.
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表  2  二乙基亚硝胺诱发大鼠肝细胞癌前病变的形态计量 (mean±SD, n i = 2)

     
剂量(mg/kg) 时程(log(h))           

                                  体积比
异型性指数(AI) 癌变率(P/T)

汇管区(R1) 肝索(R2)            肝细胞核(R3)

0 1.056905   0.0009 0.3991 0.0009        0.0021       0/2

2.540830   0.0009 0.4294 0.0010        0.0023       0/2

2.834675   0.0011 0.5066 0.0015        0.0030       0/2

3.008345   0.0011 0.5143 0.0017        0.0034       0/2

3.132067   0.0020 0.5696 0.0019        0.0033       0/2

3.228246   0.0020 0.5782 0.0022        0.0037       0/2

3.306939   0.0035 0.4176 0.0016        0.0038       0/2

3.373537   0.0033 0.4858 0.0019        0.0040       0/2

3.431267   0.0034 0.5008 0.0021        0.0042       0/2

3.482216   0.0035 0.5159 0.0031        0.0061       0/2

25 1.056905   0.0009 0.4585 0.0009        0.0020       0/2

2.540830   0.0010 0.5127 0.0010        0.0020       0/2

2.834675   0.0013 0.5581 0.0020        0.0035       0/2

3.008345   0.0018 0.5771 0.0031        0.0053       0/2

3.132067   0.0023 0.6489 0.0042        0.0064       0/2

3.228246   0.0033 0.6533 0.0057        0.0087       0/2

3.306939   0.0035 0.6636 0.0059        0.0090       0/2

3.373537   0.0039 0.6691 0.0061        0.0092       0/2

3.431267   0.0041 0.6822 0.0073        0.0108       0/2

3.482216   0.0043 0.6951 0.0081        0.0117       0/2

50 1.056905   0.0006 0.4726 0.0013        0.0027       0/2

2.540830   0.0032 0.4205 0.0014        0.0033       0/2

2.834675   0.0086 0.5293 0.0024        0.0046       0/2

3.008345   0.0092 0.5913 0.0051        0.0087       0/2

3.132067   0.0095 0.6802 0.0061        0.0091       0/2

3.228246   0.0098 0.6743 0.0075        0.0113       0/2

3.306939   0.0101 0.7007 0.0086        0.0125       0/2

3.373537   0.0107 0.6377 0.0092        0.0145       0/2

3.431267   0.0149 0.8235 0.0118        0.0145       0/2

3.482216   0.0155 0.7986 0.0122        0.0155       1/2

75 1.056905   0.0008 0.5089 0.0015        0.0029       0/2

2.540830   0.0018 0.5330 0.0019        0.0036       0/2

2.834675   0.0111 0.6107 0.0054        0.0090       0/2

3.008345   0.0092 0.6822 0.0071        0.0105       0/2

3.132067   0.0109 0.7848 0.0106        0.0137       0/2

3.228246   0.0097 0.7779 0.0133        0.0173       0/2

3.306939   0.0116 0.8084 0.0146        0.0183       0/2

3.373537   0.0124 0.7630 0.0164        0.0218       0/2

3.431267   0.0172 0.8346 0.0178        0.0216       1/2

3.482216   0.0179 0.8352 0.0184        0.0224       1/2

100 1.056905   0.0010 0.4129 0.0012        0.0030       0/2

2.540830   0.0011 0.4241 0.0014        0.0032       0/2

2.834675   0.0043 0.4833 0.0040        0.0083       0/2

3.008345   0.0073 0.5900 0.0077        0.0131       0/2

3.132067   0.0119 0.6294 0.0093        0.0150       0/2

3.228246   0.0162 0.6230 0.0109        0.0178       0/2

3.306939   0.0188 0.7528 0.0144        0.0195       0/2

3.373537   0.0190 0.7751 0.0164        0.0216       1/2

3.431267   0.0217 0.8012 0.0175        0.0224       2/2

3.482216   0.0224 0.8347 0.0184        0.0225       2/2

      

■名词解释
肝癌前病变异型
性 指 数 :  是 消 除
了汇管区与肝血
窦病变影响因素
的、非肿瘤性增
生肝细胞核与肝
细胞浆的体积比. 
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同步确定时效与量效的可能性[12]. 本实验探索

了肝癌前病变AI的4个特征: (1)立论依据: DEN
诱导肝细胞癌变造模大鼠的基本特征包括体质

量变化、症状表现、肝脏解剖形态、肝脏组织

结构等观察, 符合循证医学兼顾遗传易感与环

境致病的2类因素[3-5]. 依据癌前病变内涵(癌变

可能性高的非肿瘤性病变)和癌细胞多形性特

征(相对核体积增大), 消除干扰病变(充血、水

肿、变性或坏死)的前提下, “胞核占胞浆的体

积比”是探索癌前病变标准化AI的主要思路, 
计算AI方程式排除了“肝组织中非肝小叶区”

和“肝小叶中非肝细胞成分”的混淆, 提高了

AI预警癌变的相对特异性[6-10]; (2)时效关系: 造
模初期AI增高平缓, 中期各剂量组均出现AI增
高迅速, 后期高剂量组增高减慢; 提示DEN诱导

肝细胞癌前病变呈现效应累积. 其中, 50 mg/kg
组造模AI效应曲线中段变化率稳定, 是判断防

治药效的合适时间窗口, 即每84 h腹腔注射1次, 
连续9 wk时药物对肝细胞癌前病变的促进或拮

抗作用最为敏感. 这与文献报道DEN诱导肝癌

的前期病变相吻合[11,12]; (3)量效关系: 在AI-AUC
体现累积效应的前提下, 零剂量AI属于实验动

物的自发性病变(不可控的造模干扰), 以理论敏

感度提高1 000倍(mg造模按μg计算)设定效能赋

值为1(零剂量效应为10 μg/kg), 则实际造模DEN
剂量效应是自发病变的增敏倍数. 在量效曲线

中, 极低剂量范围(包括零剂量效应)时, 曲线斜

率接近0代表2类生物学意义, 其一该数学模拟

模式获得了对造模动物自发病变的客观校正, 
其二该设定敏感性提高程度使零剂量效应处于

“低剂量暴露生物效应(biological effects of low-
level exposures, BELLE)”的兴奋效应(hormesis)
剂量范围之内, 实质上属于预应激生物保护效

应[13]. 当48.255 mg/kg剂量时, 理论曲线斜率1代
表该剂量造模动物受额外影响因素的AI变化最

为敏感; 以此为中心的曲线中间区域, 确定了肝

癌前病变造模的可使用DEN剂量范围[12]. 极高

剂量范围(包括效应最大值剂量)时, 曲线斜率也

接近0的生物学意义提示再追加造模剂量, 肝癌

前病变效应不会相应增加; 实际上动物在发生

癌前病变之前就出现中毒死亡[7,11]; (4)特异性: 
为了验证AI预警肝癌发生可能性的特异性, 实
验设计的最长时程最高剂量造模动物应有接近

5%的癌变发生率. 在实验终点8只大鼠出现癌变

病灶的前提下, 对接近最佳DEN造模剂量的50 
mg/kg组动物肝组织增生区(非癌变)进行核分裂

像计数, 发现该数值与AI之间存在高度正相关; 
确认了DEN造模9 wk对预警肝癌的特异性. 除细

胞浆淡染外(糖原增加所致), 肝细胞分裂像总数

包括4期核变化, 即前期(染色体形成, 核膜与核

仁消失)、中期(染色体排列在赤道板)、后期(离
开赤道板向2极分开的2套染色体,图3F右下插图

中间区)与末期(核膜与核仁出现,2个核均含染色

质)[14]; 其中, 在短时程造模动物多见末期核分裂

像(相对于AI), 明显偏离回归直线.
形态学变化提示DEN诱发肝癌前病变, 除突

变理论外, 符合基因组不稳定、克隆选择、体细

胞选择、组织器官化的概念[15]; 本实验动物分别

表现为病理核分裂像多见、单只动物癌变病灶

细胞类型相似、癌变病灶与正常组织之间具有

演变阶段性、从肝硬化癌变后相对形态稳定. 病
灶内及周边过渡区存在巨噬细胞与淋巴细胞, 与
病变扩大关系密切, 提示该癌变机制中存在促

癌炎症[16,17]. DEN广泛作用于生物分子(DNA、

RNA、蛋白质和脂质), 起到诱癌和促癌的双重作

用, 引发肝细胞通过肝硬化再发生癌前病变[6,7,11], 
以AI同步确定DEN造模的量效关系与时效关系, 
造模过程“简便快捷”[18]. HE染色形态计量为

核心指标, 界定了肝细胞癌前病变的阶段性特 
征[19], 在软件帮助下观察方法“普及易行”[20].

本实验以AI同步确定了DEN诱发大鼠肝癌

前病变的时效关系与量效关系, 用核分裂像相

关分析验证了AI预警肝癌发生可能的特异性. 
即每84 h腹腔注射48 mg/kg DEN 1次, 连续9 wk, 

表  3  二乙基亚硝胺诱发大鼠肝细胞癌前病变的主要时效特征 (mean±SD, n i = 20)

      剂量(mg/kg)  半效时程(h)   可信限(h)                       时效方程     R   AUC

0 70347(419Ws) 0-∞ Y = 0.002398+0.438102/(1+10(7.692189-1.587X)) 0.9242 0.0064

25 1734(10Ws) 936.5-3211 Y = 0.00177+0.01276/(1+10(6.309572-1.948X)) 0.9931 0.0084

50 1536(9Ws) 947.9-2490 Y = 0.002557+0.016193/(1+10(6.336954-1.989X)) 0.9935 0.0123

75 1530(9Ws) 889.7-2632 Y = 0.002698+0.026002/(1+10(5.71389-1.794X)) 0.9942 0.0165

100 1183(7Ws) 954.9-1466 Y = 0.002487+0.023033/(1+10(6.428716-2.092X)) 0.9970 0.0167

■同行评价
本研究设计科学
合 理 ,  文 章 结 构
清 晰 ,  结 果 结 论
明确.
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癌前病变肝细胞的核/浆体积比校正值约为1%; 
追加因素增减异型性指数的变化幅度最大, 可
看作一种实用的肝癌前病变模型. 结合血清生

物标志物[21]或修饰物[22]检测, 将为预防肝癌循

证医学研究, 提供合适的动物模型[23]. 结合原位

调控分子计量[24], 将为优选患者个性化干预措

施, 提供可借鉴的病理生理途径[25]. 同时为中医

按证候[5]采用方剂治疗提供研究思路和观察对

象[3,4,26], 以此探索预防肝癌的新思路[27].
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