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硫代乙酰胺诱导的门静脉高压大鼠
肝脏超微结构观察

许浩 施宝民 杨镇 王秀艳 马宏岩 穆庆岭 吴泰璜

·实验研究·

【摘要】 目的 该研究以硫代乙酰胺复制门脉高压大鼠模型，对成模后的大鼠肝脏超微结构进

行观察，探讨门脉高压大鼠肝脏超微结构的变化。方法50只大鼠分为造模组(40只)和正常对照组

(10只)。造模组采取前5周使用o．03％的硫代乙酰胺，后5周使用o．04％硫代乙酰胺作为其饮用

水，共诱导10周成模。对成模大鼠测定肠系膜上静脉压力，取硬化后肝脏标本，对收集后标本行HE

染色，同时行电子显微镜观察肝脏超微结构变化。结果模型组内皮细胞窗孔数量明显少于对照组，

同时，门静脉压力明显高于对照组。结论肝窦毛细血管化在硫代乙酰胺诱导的肝硬化门脉高压发

生中起重要作用，肝窦内皮细胞窗孑L减少并减小，内皮细胞下基底膜形成使肝细胞与外界物质交换减

少，导致细胞缺氧、代谢产物聚集，肝细胞坏死，最终导致门脉高压的发生。

【关键词】肝硬化； 门静脉高压； 内皮细胞窗孔； 肝窦； 电镜
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【Abstract】 objective To observe the ultrastructural changes in liver after portal hypertension in

rats．Methods A total of 50 rats were divided into the model groups(40)and control groups(10)．

The rats in the model group accepted O．03％TAA administration．Five weeks later，the concentration

of TAA was changed to O．04％for induction for 10 weeks to establish the model of portal hyperten—

sion． The pressure of superior mesenteric vein was determined and cirrhotic liver samples obtained．

The ultrastructuraI changes of were observed under electron microscope． ResuIts The fenestra quan—

tity of endothelial ceUs was significantly lower in the modeI group(P<O．01)．The portal vein pres—

sure was markedly higher in the control group(P<O．01)． ConcIusion Hepatic sinusoid capillariza
tion plays an important role in occurrence of portal hypertension． The fenestra of endothelial cells in

heDatic sinusoid reduces and the diameter of fenestra decreases． The formation of basement membrane

impaires the substance exchange between blood and hepatic cells，which results in oxygen deficiency，

metabolic product accumulation and cell necrosis．

【Key words】 Liver cirrhosis； Portal hypertension； Fenestra； Endothelial cell； EIectron
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门脉高压的发生与门脉后阻力增高密切相关，

而后者可因肝细胞大片坏死网状支架塌陷所致，也

可由缩血管物质的释放使肝微血管和肝窦收缩所

致[1]。肝窦内皮细胞窗口最早在1970年由wisse

和btaet等[2’31以透射电镜发现，当时被定义为相邻

内皮细胞间的直径约110 nm的孔隙。该窗孔正常

形态的维持对于肝细胞与肝窦间的物质交换及肝细

胞的代谢密切相关∞’“。该研究对硫代乙酰胺诱导
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的门脉高压大鼠肝脏进行了超微结构观察，对门脉

高压时肝脏内皮细胞窗孔的变化进行了探讨。

材料与方法

1．模型制作及门脉压力测定：大鼠50只

(wistar雄性大鼠，体重250～300 g)随机分为：肝

硬化诱导组40只(A组)：前5周使用o．03％的硫

代乙酰胺TAA(购自国药集团上海化学试剂公司)，

后5周使用o．04％硫代乙酰胺作为其饮用水，共诱

导10周成模29只。对照组10只(B组)：正常饮

水，正常饮食。造模成功后氯胺酮肌注麻醉后取肝脏

标本。采用标尺法测定门静脉压力。4．5号头皮针穿

刺肠系膜上静脉根部成功后外接输液器，少量输液后
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头皮针管内充满液体，拔开与输液器连通处，垂直提起

头皮针管，观察液柱逐渐下移直到液柱稳定，测量该高

度，以厘米水柱(cm H：O)记录为门静脉压力。

2．电镜观察：取出肝硬化门脉高压大鼠肝脏标

本，切成o．3 cm×o．3 cm×o．1 cm大小，取材后尽快

浸入戊二醛固定液内再置于4℃冰箱保存(最好在

1 min内浸入戊二醛，以避免肝细胞器发生溶解，影响

结果的观察)。所用设备及试剂：日本电子(JEOI。)

JEM 1200EX透射电镜，戊二醛(日本)，锇酸。

结 果

1．门静脉压力测定结果：共有11只大鼠在造

模前后成功测定了门静脉压力(表1)，行前后对照￡

检验(表2)。查￡界值表，P<o．05。有显著统计学

意义。可认为硫代乙酰胺诱导前后模型组静脉压力

有显著变化，诱导后门脉压力显著大于诱导前。

2．电镜结果：(1)肝硬化门脉高压肝组织超微

结构：整体结构肝细胞比例减少，肝细胞凋亡，成纤

维细胞大量增加，枯否细胞增加，肝细胞大片坏死后

网格状塌陷。主要病理变化为肝窦内皮细胞化，包

括肝窦内皮细胞窗口消失、基底膜形成，星状细胞活

化，狄氏间隙胶原沉积。①肝细胞：可见大量肝细胞

凋亡，凋亡早期的肝细胞异染色质边集，线粒体水

肿，细胞器溶解，细胞呈空泡样变，相邻肝细胞间的

细胞连接消失，细胞边界不清，细胞连接消失，细胞

内出现大量胆红素颗粒。凋亡细胞胞核深染，胞质

浓缩。细胞内糖原颗粒消失。②肝细胞界面：窦状

隙面肝细胞微绒毛消失，微绒毛基部的胞质中吞饮

泡和含有致密无定形物质的小泡明显减少，细胞质

混沌不清。毛细胆管形成面，毛细胆管管腔扩张，其

内微绒毛消失。形成毛细胆管的相邻肝细胞的质膜

连接处的紧密连接结构消失，胆汁渗入肝细胞胞浆

内。③窦状隙：内皮细胞窗孑L消失，形成完整基膜。

细胞间连接消失，细胞内出现胆红素颗粒。肝窦管

腔扩张，聚集，管腔相互沟通，肝窦内出现胆红素颗

粒。④狄斯隙：间隙变窄，狄斯隙内肝细胞微绒毛消

表l 大鼠造模前后门静脉压力测定结果(cm H：0)
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失，内皮细胞基膜出现。2．正常、肝硬化门静脉高

压、转基因后肝窦内皮细胞窗孔数量的改变：随机选

取lo个20 000倍下直径在2～3弘m的肝窦，计算

其内皮细胞窗孑L数(表3)，行方差分析多重比较

LsD(表4)。硬化组与正常对照组比较(A～B)：P<

o．01，故认为肝硬化时肝窦内皮细胞窗孔数量明显

减少。

表3大鼠硬化组(A)和对照组(B)肝窦内皮细胞窗

孔数量对照表

表4硬化组与正常组肝窦内皮细胞窗孔数量比较

(sPSS软件方差分析多重比较1．sD法)

讨 论

肝窦状隙内皮细胞与肝细胞之间的间隙称狄斯

隙，血浆通过内皮细胞的窗孑L进入狄斯隙，狄斯隙问

可见由肝细胞向间隙内凸起的微绒毛。窦状隙窦壁

的大部分衬以内皮细胞。该细胞可见很多100 nm

的小孔，称为窗孑L，这些窗孔聚集成簇称为筛板，窗

口占整个内皮细胞表面积的6％～8％。借助于窗

孔，血浆、白蛋白、脂蛋白可由肝窦内向狄斯隙移动，

而血细胞、血小板、大的乳糜微粒则无法通过窗

孑L[51。正常肝窦内皮细胞缺乏基底膜，窗孔的大小

和数量受多种物质的调节，其中包括激素、细胞因

子、肝窦内压力、神经递质、酒精、烟碱及内毒素

等‘6I。

肝细胞朝向肝窦状隙的界面称为窦状隙面。表

面有许多微绒毛深入狄斯隙，微绒毛长而弯曲，可有

分支。微绒毛基部的胞质中有许多吞饮泡和含有致

密无定形物质的小泡，这是肝细胞吸收或释放大分

子的一种形式。血液中的大分子可经窦状隙进入狄

斯隙，被肝细胞的吞饮活动摄入小泡，吸收至细胞

内。肝脏合成的蛋白质也通过分泌小泡分泌至狄斯

隙。

二个或几个相邻肝细胞之间的间隙局部扩大，

形成毛细胆管。相邻肝细胞质膜即为其管壁。肝细

胞毛细胆管形成面有微绒毛深入管腔，微绒毛较窦

状隙面的短小，形成毛细胆管的相邻肝细胞的质膜

连接处有紧密连接结构。防止毛细胆管中的胆汁顺

细胞间隙外渗。

王新保等口3报道肝硬化门静脉高压症病人门管

区内皮细胞和肝窦壁内皮细胞凋亡和坏死明显增

加。慢性肝病时肝窦内皮细胞化，在形态上可见窗

孔数量减少并直径减小，内皮细胞下基底膜形成。

窗孔变小、数量减少以及基底膜形成可使营养和气

体交换发生障碍。肝脏微循环障碍，造成肝细胞缺

血缺氧，进一步加重肝细胞损害和肝功能障碍_5j。

Lu等口1认为，肝窦毛细血管化是肝纤维化过程中的

一个重要病理过程，其主要形态学改变表现为肝窦

内皮失窗孔及内皮细基底膜的形成。并认为门脉高

压的发生与此有关：(1)肝窦毛细血管化由于内皮失

窗孑L及内皮下基底膜的形成直接导致肝窦壁增厚，

窦腔变窄。(2)肝窦毛细血管化加剧肝细胞变性肿

胀，从而压迫肝窦。据笔者实验观察，肝窦毛细血管

化是肝硬化门脉高压一个重要病理过程，其伴随着

肝细胞大片坏死网格状塌陷，且毛细血管化的肝窦

排列紊乱，聚集在一起，仅以内皮细胞相隔，形成网

格状结构，互相沟通。

在实验中笔者发现肝细胞表面微绒毛减少或消

失，这表明肝细胞膜与外环境交换减少。且由于缺

氧胆汁分泌功能受到影响，因此毛细胆管面微绒毛

消失，肝细胞间的紧密连接消失。缺氧导致线粒体

肿胀、嵴崩解、外膜破碎和基质外溢[9]。缺氧糖酵解

增强使乳酸生成增多和脂肪氧化不全使酮体生成增

加导致细胞酸中毒。pH降低胞浆游离钙增加引起

磷脂酶活性增强，溶酶体膜被分解，膜通透性增强，

溶酶体肿胀，破裂、大量溶酶体酶释出。细胞器包括

线粒体内质网溶解，肝细胞坏死[9’1⋯。枯否细胞是

肝窦内的巨噬细胞，在试验中笔者可以看到大量的

枯否细胞激活发生附壁现象。激活的枯否细胞可产

生多种细胞因子，如TNF—a、IL一1、IL一6、IL一10

等口“。TNF可以诱导肝细胞凋亡，TNF_旺以三聚体

形式存在，与受体结合后，可诱导肝细胞凋亡【“】。

电镜照片发现，由于毛细胆管淤胆，肝细胞连接

的消失，胆汁逆向流入肝细胞质中，并发毛细胆管的

迂曲、增生。这与I．i等口胡观察到的实验结果一致。

肝细胞对胆红素的摄取、运载、酯化、排泄功能障碍。

其中以排泄功能障碍为主，因此过程耗能最多，涉及

的细胞器多而更易受损。其机制为：(1)肝细胞对酯

形胆红素排泄障碍，排人胆汁的量少，人血增多；(2)

相邻肝细胞受损使毛细胆囊破裂，胆汁返流入血；(3)

胆栓阻塞毛细胆管；肿大肝细胞压迫毛细胆管等使胆

管阻塞，胆汁返流人血；(4)毛细胆管通透性增高，胆
万方数据
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汁经肝细胞人血。这些原因可使血中酯形胆红素增

多。

因此肝窦毛细血管化在TAA诱导的肝硬化门

脉高压发生中起重要作用，肝窦内皮细胞窗孔减少

并减小，内皮细胞下基底膜形成使肝细胞与外界物

质交换减少，导致细胞缺氧、代谢产物聚集，肝细胞

坏死。胆汁淤积，是门脉高压发生过程中重要的病理

生理改变。
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为阴性。x线、cT、MRI等影像学资料可帮助了解肿瘤与周

围组织器官关系，对治疗有裨益。确诊需靠穿刺活检或手术

病理。

内脏MFH的治疗关键在于早发现、早治疗。对于软组

织肉瘤，肿瘤的大小是预后的重要因素，肿瘤<5 cm、5～

10 cm、10～1 5 cm、>15 cm病人的5年生存率分别为84％、

70％、50％和33％[3]。目前主张以手术为主的综合治疗，即

局部广泛切除加放疗和化疗，或是局部广泛切除加放疗，不

能行广泛切除的，可辅以术中放疗。广泛局部切除包括肉瘤

及周围浸润至少3 cm以上的正常组织。研究证实最有效的

两个化疗药物是阿霉素和异环磷酰胺，并具有量效关系¨]。

放疗方式是术后针对肿瘤行外照射。MFH以血行转移为

主，最常见部位是肺，其次为肝、骨、脑等，通常发生在术后

2～3年内㈨。

该例经手术病理证实为胆囊炎症型MFH，而瘤体超过

10 cm的胆囊MFH在文献中尚未见报道。因影像学征象无

特异性，如果排除原发性胆囊癌时，我们应想到有恶性组织

细胞瘤的可能。
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