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Abstract
AIM: To assess the application of virtual touch 
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应用声触诊量化技术诊断小鼠肝纤维化

熊喜峰, 刘志河, 刘文丹, 马宁芳, 沈 雁

®

■背景资料
我国是肝病大国, 
肝纤维化是肝硬
化、肝癌发生发
展的必经病理过
程, 在肝纤维化阶
段可以逆转, 要预
防肝硬化、肝癌
的发生, 就必须针
对肝纤维化有正
确的诊断, 而传统
的检测方法肝活
检, 因存在局限性. 
因此亟需寻找一
个有效的非创伤
性诊断方法来评
估肝纤维化程度. 

tissue quantification (VTQ) in the diagnosis of 
liver fibrosis in mice. 

METHODS: Forty male mice were randomly 
divided into control, CCl4-1 wk, CCl4-4 wk and 
CCl4-8 wk groups. At different time points, VTQ 
value was calculated, and aspartate aminotrans-
ferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), 
collagen Ⅳ (Ⅳ-C), hyaluronic acid (HA) and 
laminin (LN) were measured. Liver tissues were 
taken for pathological analysis. 

RESULTS: HE staining indicated that the 1-wk 
group showed a small amount of necrosis and 
inflammatory cell infiltration; the 4-wk group 
showed significant hepatocyte ballooning de-
generation and some necrosis; the 8-wk group 
showed a large amount of inflammatory cell 
infiltration and abnormal lobular structure; and 
the control group had normal lobular architec-
ture. Compared with the control group with a 
few collagen fibers in the vessel wall, the num-
ber of collagen fibers increased significantly in 
the 1-, 4- and 8-wk groups. The fibrous septa 
was obvious in the 4-wk group and pseudolob-
ule formation with proliferated collagen fibers 
was present in the 8-wk group. Compared with 
the control group, AST, ALT, Ⅳ-C, LN and HA 
showed no significant differences in the 1-wk 
group (P > 0.05), but were significantly different 
in the 4- and 8-wk groups (P < 0.01, P < 0.001). 
VTQ value showed no significant difference 
between the control group and 1-wk group (P > 
0.05), but differed significantly between the con-
trol group and 4- and 8-wk groups (P < 0.01, P < 
0.001). 

CONCLUSION: VTQ can be used as a new 
method for the diagnosis of liver fibrosis. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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■研发前沿
应用声触诊量化
技术(virtual touch 
tissues quantiflea-
tion, VTQ)在小鼠
肝纤维化成模过
程中进行检测, 初
步研究其是否能
够作为诊断肝纤
维化的有效手段, 
寻求无创的诊断
方法来评估肝纤
维化程度. 在临床
上建立诊断人肝
纤维化分期相对
应VTQ值的范围, 
从而建立简便易
行和准确性高的
诊断体系, 使肝纤
维化的无创性诊
断迈上一个新的
台阶.

in mice. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2014; 22(7): 963-968  
URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/963.asp  
DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i7.963

摘要
目的: 声触诊量化技术(virtual touch tissues 
quantifleation, VTQ)在小鼠肝纤维化诊断中的
实验研究. 

方法: 40只小鼠随机分成对照组、CCl4 1 wk
组、CCl4 4 wk组和CCl4 8 wk组. 于造模时间
点测定VTQ测量值(Vs值); 检测门冬氨酸氨
基转移酶(aspartate aminotransferase, AST)、
丙氨酸氨基转移酶(alanine aminotransferase, 
ALT)、Ⅳ型胶原(Ⅳ collagen, Ⅳ-C)、透明质
酸(hyaluronic acid, HA)和层黏连蛋白(laminin, 
LN)的变化; 制作肝组织石蜡切片, 观察病理
学变化. 

结果: HE染色显示对照组肝小叶结构正常; 1 
wk时可见肝细胞少量坏死, 炎症细胞少量浸
润; 4 wk时肝细胞气球样变明显, 可见不同程
度碎屑坏死; 8 wk时正常肝小叶结构消失, 大
量炎症细胞浸润. Masson染色显示对照组仅
在中央静脉壁上少量绿色胶原纤维; 1 wk时中
央静脉及汇管区可见绿色胶原纤维; 4 wk时
胶原纤维间隔较明显; 8 wk时大量增生的胶
原纤维包绕、分割成大小不等的假小叶. 血
清学AST、AST、Ⅳ-C、LN及HA检测比较: 
1 wk组与对照组无差别(P >0.05), 4 wk组、8 
wk组与对照组差别具有显著性意义(P <0.01, 
P <0.001). VTQ测量值(VTQ value, Vs)显示1 
wk组与对照组无差别(P >0.05); 4、8 wk组与
对照组差别具有显著性意义(P <0.001). 

结论: 与组织病理学及血清学检测一样, 声触
诊量化技术也可作为一种新手段在诊断肝纤
维化动态变化中提供一定的参考价值. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本文通过小鼠肝纤维化模型的制模成

功, 检测其在纤维化过程中的病理变化和血清

学变化, 同时检查声触诊量化技术(virtual touch 
tissues quantifleation, VTQ)的变化, 结果提示VTQ
技术在诊断肝纤维化表现与上述两者的变化一

致性, 因此VTQ的研究能够作为诊断小鼠肝纤维

化的有效手段.
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0  引言

大部分的慢性肝脏损伤都会引起肝硬化, 而肝

纤维化(hepatic fibrosis, HF)作为肝硬化发展的

必经阶段, 其机制较复杂, 目前认为他是由多种

因素造成肝细胞外基质的异常增多和/或降解相

对不足而形成[1]. 近年来人们日益重视肝纤维化, 
已有研究证实肝纤维化尚可发生逆转, 而肝硬

化则否[2-4], 故阻止或逆转肝纤维化的发生、发

展是有效防止肝硬化、肝癌发生的重要途径. 
传统的检测肝硬化方法主要依靠“金标

准”-肝活检, 然而因其属有创性的检查, 有潜在

的风险, 且受限于穿刺部位、样本大小, 以及不

能作为一个动态观察肝纤维化变化及疗效判断

的指标等, 故其运用明显存在局限性. 人们期望

尽早诊断出肝纤维化, 为治疗提供时间, 然而肝

病的合理治疗离不开对肝脏炎症和肝纤维化程

度的正确评估. 近年来, 寻找一个有效的非创伤

性诊断方法来替代肝活检评估肝纤维化程度是

肝病学者致力研究的课题[5]. 
声触诊组织量化技术(virtual touch tissues 

quantifleation, VTQ)是一种通过使用超声声辐射

压力脉冲(aeoustie radiation foree impulselinag-
ing, ARFI)成像原理来量化组织弹性的新技术[6], 
原理是其通过探头发射一个纵波, 产生一种在

组织中传播的横向剪切波, 来获取组织硬度信

息参数, 组织越硬, 剪切波速度越快, 其量化值

间接评估组织硬性程度. 研究证实在肝纤维化

进程中肝组织硬度逐渐增加[7], 已有研究显示该

技术已被使用在区分乳腺[8,9]、肝[10]、肾功能[11]

和甲状腺[12]等疾病的良、恶性病变中.本研究拟

应用VTQ在小鼠肝纤维化成模过程中进行检测, 
初步研究其是否能够作为诊断肝纤维化的有效

手段.

1  材料与方法

1.1 材料 清洁级♂昆明小鼠40只, 体质量25-28 g, 购
自南方医科大学实验动物中心(SCXK粤2008). 
四氯化碳(CCl4, 500 mL/瓶)为广州化学试剂厂

产品, 粟米油市售, 将CCl4溶于食用粟米油中, 
按CCl4∶粟米油 = 1∶1比例配成500 mL/L以备

用. 丙氨酸氨基转移酶(alanine aminotransferase, 



熊喜峰, 等. 应用声触诊量化技术诊断小鼠肝纤维化							                   965

■相关报道
Bai等将VTQ在乳
腺癌上进行了应
用, Zhang等证实
VTQ技术在诊断
良恶性甲状腺结
节上有用的. 而在
肝硬化及肝癌的
必经阶段肝纤维
化的诊断上却显
有应用VTQ技术
的报道. 本文应用
了上述学者同样
的VTQ诊疗手段, 
在小鼠肝纤维化
进程中对肝组织
进行动态的硬度
监测.

ALT)、门冬氨酸氨基转移酶(aspartate amino-
transferase, AST)检测试剂盒为深圳市康乃格生

物技术有限公司产品. 透明质酸(hyaluronic acid, 
HA), Ⅳ型胶原(type Ⅳ collagen, Ⅳ-C)及层黏连

蛋白(laminin, LN)放射免疫分析测定盒, 均购自

上海海洋医学生物技术中心. 
1.2 方法

1.2.1 动物造模: 昆明小鼠随机分成对照组、

CCl4 1 wk组、CCl4 4 wk组和CCl4 8 wk组, 每组

10只. 所有小鼠饲养1 wk后, CCl4模型组小鼠皮

下注射CCl4-粟米油混悬液, 首次注射CCl4原液(6 
mL/kg), 以后隔3 d后再次皮下注射CCl4-粟米油

混悬液(6 mL/kg), 2次/wk. 对照组仅皮下注射同

等剂量的粟米油, 2次/wk[13]. 
1.2.2 标本处理: 分别于造模后1、4、8 wk后用

1%戊巴比妥钠10 mL/kg腹腔注射麻醉后将其固

定在固定板上, 检测部位均为右侧肝组织. 测定

剪切波速度Vs值后, 眼球取血, 4 ℃ 2000 r/min
离心20 min, 收集血清置-80 ℃保存待测. 取血后

行开腹手术, 迅速剪取中叶肝组织, 置于40 g/L
中性甲醛溶液固定, 常规方法制作石蜡切片, 作
病理学观察. 
1.2.3 测定Vs值: 德国Siemens ACUSON S2000
彩色多普勒超声诊断仪, 高频探头9L4, 频率9 
MHz. 测定VTQ的数值: 检测时探头向肝脏发射

一个低频纵向波, 从而获得一个横向运动的剪

切波速度, 可反映组织纵向受力后而横向产生

的组织位移, 称为弹性参数, 即VTQ值(Vs值), 每
只小鼠肝脏测量5次, 控制取样框深度测得各Vs
值后取平均值. 
1.2.4 血清肝功能及纤维化指标的测定: 采用日立

7170A全自动生化分析仪测定AST、ALT; 采用放

射免疫法, 严格按照说明书步骤测定Ⅳ-C、HA
和LN. 
1.2.5 肝组织病理学检测: 常规HE及Masson染色, 
光学显微镜下观察及比较肝组织结构的变化. 
1.2.6 肝纤维化结果判断标准: 诊断标准参照

2000年全国第十次病毒性肝炎及肝病学术会议

制订的《病毒性肝炎防治方案》[14]: (1)炎症活

动分级(G): G0汇管区及周围无炎症, 肝小叶内

无炎症; G1汇管区炎症, 小叶内有肝细胞变性及

少数点灶状坏死; G2汇管区轻度碎屑状坏死, 小
叶内肝细胞变性, 点状坏死灶或嗜酸性小体; G3
汇管区中度碎屑状坏死, 小叶内肝细胞变性、

融合坏死或见桥接坏死: G4汇管区重度碎屑状

坏死, 小叶内桥接坏死范围广, 累及多个小叶; 
(2)纤维化程度分期标准(S): S0无; S1汇管区纤

维化扩大, 局限窦周及小叶内纤维化; S2汇管区

周围纤维化, 纤维间隔形成, 小叶结构保留; S3
纤维间隔伴小叶结构紊乱, 无肝硬化; S4早期肝

硬化, 肝实质广泛破坏, 弥漫性纤维增生, 被分

隔的肝细胞团呈不同程度的再生及假小叶形成. 
统计学处理 数据采用SPSS17.0软件分析, 

数据采用mean±SD表示, 多组间均数比较采用

方差分析, 组间均数比较采用LSD-t检验, P <0.05
为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 HE染色 对照组肝小叶结构正常, 肝细胞无变

性坏死, 汇管区无炎症细胞浸润(图1A); 1 wk组肝

细胞少量坏死, 有少量纤维组织增生, 汇管区有

少量炎症细胞浸润, 小叶内可见点、灶状坏死(图
1B); 4 wk组可见肝细胞气球样变明显和不同程度

碎屑坏死, 炎细胞形成桥样连接(图1C); 8 wk组正

常肝小叶结构消失, 大量炎症细胞浸润(图1D). 
2.2 Masson染色 对照组肝内仅在中央静脉壁上

少量的绿色纤维(图1E); 1 wk时肝组织汇管区和

中央静脉可见绿色胶原纤维(图1F); 4 wk时纤维

间隔较明显(图1G), 胶原纤维沿肝板延伸呈纤维

隔状, 但无完整分界形成; 8 wk时大量增生的胶

原纤维包绕、分割成大小不等的假小叶(图1H). 
2.3 肝纤维化结果判断 参照《病毒性肝炎防治

方案》诊断标准, 结合HE和Masson染色结果, 判
断本实验模型中不同组别各小鼠病理学改变情

况(表1). 
2.4 不同组别血清学肝纤维化指标变化情况 血
清学各指标随给药时间延长依次升高, 在8 wk
达到高峰(表2, 图2A, B). AST、ALT、Ⅳ-C、

L N及H A检测比较:  1 w k组与对照组无差别

(P >0.05), 4、8 wk组与对照组差别具有显著性意

义(P <0.01, P <0.001). 
2.5 不同组别Vs值测定情况 各组存活的小鼠每

只进行5次测量, 取框深度约为0.9 cm, Vs值随着

给药时间的延长而增大(图1I-L, 图2C), 分别为

2014-03-08|Volume 22|Issue 7|WCJD|www.wjgnet.com

表  1  小鼠肝脏病理模型病理学改变情况 (n  = 10)

     分组 死亡数(n ) 存活动物肝脏病理分级

control      0 10(G0S0)   

1 wk组      1 9(G1S0)   

4 wk组      1 2(G2S1)、7(G3S2) 

8 wk组      2 1(G3S3)、7(G4S4)
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■创新盘点
以往研究主要单
一应用肝活检或
肝纤4项诊断肝纤
维化, 而本文舍弃
有创肝活检, 应用
肝血清学检查与
VTQ一致性, 同时
与普通弹性成像
相比, VTQ避免了
因操作者机械施
压不同, 和不受周
边组织影响、重
复性较高等特点, 
利用声波探测肝
组织的力学形变
特性, 从而获得反
映肝组织弹性硬
度的参数, 更加客
观地评估肝纤维
化程度.

对照组1.151±0.101, 1 wk组1.295±0.059, 4 wk
组1.923±0.076, 8 wk组2.515±0.153, 其中1 wk
组与对照组无差别(P >0.05), 4、8 wk组与对照组

差别具有显著性意义(P <0.001). 

3  讨论

我国是肝病高发地区, 肝癌是常见的恶性肿瘤

之一, 其死亡率较高[15]. 肝纤维化是肝硬化及肝

癌发生发展的必经病理过程, 且肝纤维化阶段

可以发生逆转, 因此要预防肝硬化及肝癌的发

生, 就必须针对肝纤维化有正确的诊断. CCl4诱

导肝纤维化是公认的化学性肝毒模型[13], 本研究

应用此模型动态观察了肝组织结构的病理变化. 
HE及Masson染色证实不同组别肝组织结构随
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表  2  不同组别血清学指标变化 (mean±SD)

     分组          AST(U/L)         ALT(U/L)      HA(ng/mL)    IV-C(ng/mL)   LN((ng/mL))

Control组   40.700±3.230   41.500±6.500   39.471±2.124 15.634±2.779 20.805±5.087

1 wk组   63.470±9.050   60.700±9.030   56.243±3.531 25.290±5.514 37.166±9.321

4 wk组 196.920±43.490b 171.500±35.060b   83.600±6.008b 41.326±6.148b 59.649±4.608b

8 wk组 535.890±127.140d 408.800±148.530d 123.830±6.339d 77.693±3.359d 81.982±12.629d

bP<0.01, dP<0.001 vs  Control组. AST: 门冬氨酸氨基转移酶; ALT: 丙氨酸氨基转移酶; IV-C: Ⅳ型胶原; HA: 透明质酸; LN: 层黏连

蛋白.

A IE

B F

GC

D H

J

K

L

图  1  各组别的HE(×400)、Masson染色(×100)图及所测的Vs值. A: control组; B: 1 wk组; C: 4 wk组; D: 8 wk组; E: control组; 

F: 1 wk组; G: 4 wk组; H: 8 wk组; I: control组; J; 1 wk组; K: 4 wk组; L: 8 wk组. Vs: VTQ测量值.
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CCl4损伤时间的延长而逐步发生相应的变化, 根
据肝脏学会肝脏炎症活动分级(G)及肝纤维化的

分期标准(S)综合判断, 其中S0表示无肝纤维化, 
S1表示肝纤维化程度最轻, S4表示肝纤维化程

度最重, 已达到早期肝硬化的程度. 实验组1 wk
小鼠肝脏(100%)处于G1S0, 4 wk小鼠肝脏(78%)
为G3S2, 8 wk小鼠肝脏(87.5%)为G4S4, 即8 wk
时已达早期肝硬化. 因此, 本文运用小鼠肝纤维

化模型来模拟人类肝纤维化发展过程是造模成

功的. 
肝活检被认为是传统肝病检测的金标准, 但

因其属有创检查且受穿刺部位的局限等, 病人

不大愿意接受, 所以寻求一种无创简单快速的

检测手段成为必然趋势.生化指标AST、ALT的
变化反映肝脏受损的程度, 而HA、Ⅳ-C和LN作

为肝纤维化血清检测的指标, 他们三者能够真

实的反映肝纤维化的水平[16], 即AST、ALT、Ⅳ

-C、LN及HA 5个指标越高, 反映出肝脏损伤及

肝纤维化程度越强. 本实验中, 检测血清学上述

各指标时, 发现随给药时间延长逐渐升高, 至第8 
wk末达到高峰, AST、ALT、Ⅳ-C、LN、HA检

测显示1 wk组与对照组无差别, 4、8 wk组与对

照组差别具有显著性意义, 各项血清学指标检

测结果基本呈线性升高关系, 提示小鼠肝脏肝

纤维化逐渐加重. 而通过HE及Masson染色观察

小鼠肝脏切片时, 病理学改变随着给药时间延

长从对照组的S0期到8 wk末的早期肝硬化的S4
期, 与肝纤维化血清学在时间点上变化相吻合, 
提示上述血清学检测指标变化真实反映小鼠肝

纤维化的分期. 
VTQ是基于ARFI原理的技术, 与普通弹性

成像采用操作者机械施压不同, 具有不受周边

组织影响、重复性较高等, 利用声波探测肝组

织的力学形变特性, 从而获得反映肝组织弹性

硬度的参数, 更加客观地评估肝纤维化程度. 本
实验中, 肝组织VTQ平均测值在不同组中剪切

波速度不同, 随着肝纤维化程度的进展, VTQ的

测值也逐渐变大, 1 wk组与对照组相比无差异, 4 
wk组及8 wk组与对照组相比具有明显的统计学

意义. 根据各组所测的Vs值与血清学各指标作

图分析, 他们之间都呈线性升高趋势, 同样肝脏

病理变化逐渐加重与VTQ测值增大相吻合, 即
VTQ测值变化与血清学指标及病理检查相一致, 
提示VTQ测值的变化也能够反映小鼠肝纤维化

的分期. 
因此, 本研究应用的VTQ新技术与传统检

■应用要点
本文率先利用动
物肝纤维化模型
来研究无创的诊
断 方 法 ,  填 补 了
VTQ在动物模型
上的空白, 同时希
望能够在临床上
建立诊断人肝纤
维化分期相对应
VTQ值的范围.
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图  2  血清学指标及VTQ测值趋势图. A: AST及ALT测值趋势; B: HA、Ⅳ-C及LN测值趋势; C: VTQ测值趋势. AST: 门冬氨

酸氨基转移酶; ALT: 丙氨酸氨基转移酶; Ⅳ-C: Ⅳ型胶原; HA: 透明质酸; LN: 层黏连蛋白.
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测指标一致的结果, 提示VTQ技术在诊断肝纤

维化表现出较好的相关性, 具有较好的参考价

值, 但是临床上暂无该检测技术应用在肝纤维

化的诊断, 随着研究的不断深入以及新技术的

开发, 未来在临床上VTQ技术有望取代肝脏组

织活检术, 作为一种无创、快速、价廉、可动

态评价肝脏纤维化程度的常规检查手段, 可在

此基础上进一步建立肝纤维化分期相对应VTQ
值的范围, 从而建立简便易行和准确性高的诊

断体系, 使肝纤维化的无创性诊断迈上一个新

的台阶. 
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■同行评价
本 研 究 应 用 的
VTQ新技术与传
统检测指标一致的
结果, 提示VTQ技
术在诊断肝纤维化
表现出较好的相关
性, 同时具有不受
周边组织影响、重
复性较高等优点, 
具有较好的临床应
用价值.
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