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摘要:目的
 

探讨细粒棘球蚴囊液对大鼠肝硬化及肝癌发展的影响并对其机制进行初步探讨。 方法
 

将 SD 大鼠随机分为

空白对照组、囊液组、囊液诱癌组和诱癌组,通过腹腔注射人细粒棘球蚴囊液进行囊液免疫建模,自由饮用二乙基亚硝胺

水溶液进行肝硬化及肝癌建模。 通过定期观察肝脏外观,并以苏木素-伊红(HE)染色、MASSON 染色以及免疫组织化学

法对大鼠肝纤维化、肝硬化以及肝癌发生发展程度进行组织学评估;并以酶联免疫吸附试验(ELISA)法对相关免疫细胞

因子进行检测,对其机制进行初步探索。 结果
 

肝脏外观及 HE 染色显示囊液组及空白对照组大鼠在第 12 周及第 16 周均

未发生肝癌;然而在 12 周时,诱癌组肝癌发生率为 60%(6 / 10),囊液诱癌组肝癌发生率为 30%(3 / 10),二者无统计学差异

(P>0. 05);16 周时,诱癌组肝癌发生率为 100%(10 / 10),明显高于囊液诱癌组的肝癌发生率 50%(5 / 10)(P<0. 05)。 免疫

组织化学结果显示:第 12 周及第 16 周囊液诱癌组转化生长因子-β1(Transforming
 

Growth
 

Factor-β1,TGF-β1)表达水平高

于空白对照组(P<0. 05)、诱癌组表达水平高于囊液诱癌组(P<0. 01 或 P<0. 001);第 12 周及第 16 周诱癌组 AFP 表达水平

高于囊液诱癌组(P<0. 000
 

1)。 结论
 

细粒棘球蚴病与肝细胞癌的发生发展过程中存在部分免疫交叉,细粒棘球蚴囊液可

能通过这部分免疫交叉抑制二乙基亚硝胺诱导的大鼠肝纤维化、肝硬化及肝癌的发生发展,调节性 T 细胞(Regulatory
 

T
 

cells,Treg 细胞)和辅助性 T 淋巴细胞 17(T
 

helper
 

17
 

cell,Th17 细胞)在其中可能起到重要作用。
关键词:细粒棘球蚴病;肝硬化;肝细胞癌;肝纤维化;二乙基亚硝胺;免疫交叉作用
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Abstract:
  

Objective
 

To
 

preliminarily
 

explore
 

the
 

effects
 

of
 

cystic
 

fluid
 

of
 

human
 

Echinococcus
 

granulosus
 

on
 

the
 

development
 

of
 

liver
 

cir-
rhosis

 

and
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

and
 

its
 

mechanisms. Methods
 

SD
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

a
 

blank
 

control
 

group,
 

a
 

cyst
 

fluid
 

immunization
 

group,
 

an
 

immunocarcinoma-induced
 

group
 

and
 

a
 

cancer-induced
 

group.
 

Cirrhosis
 

and
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

were
 

mod-
eled

 

by
 

intraperitoneal
 

injection
 

of
 

the
 

cyst
 

fluid
 

of
 

Echinococcus
 

granulosus,
 

and
 

cirrhosis
 

and
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

were
 

modeled
 

by
 

free
 

consumption
 

of
 

diethylnitrosamine
 

in
 

aqueous
 

solution.
 

The
 

appearance
 

of
 

the
 

liver
 

was
 

observed
 

regularly,
 

and
 

the
 

degree
 

of
 

liver
 

fibrosis,
 

cirrhosis
 

and
 

hepatocarcinogenesis
 

was
 

evaluated
 

histologically
 

by
 

HE
 

staining,
 

MASSON
 

staining
 

and
 

immunohistochemistry;
 

and
 

the
 

related
 

immune
 

cytokines
 

were
 

detected
 

by
 

ELISA
 

for
 

the
 

preliminary
 

exploration
 

of
 

their
 

mechanisms. Results
 

Gross
 

examination
 

and
 

HE
 

staining
 

revealed
 

that
 

neither
 

the
 

cyst
 

fluid
 

group
 

nor
 

the
 

blank
 

control
 

group
 

developed
 

liver
 

cancer
 

at
 

weeks
 

12
 

and
 

16.
 

Howev-
er,

 

at
 

week
 

12,
 

the
 

incidence
 

of
 

liver
 

cancer
 

was
 

60%
 

(6 / 10)
 

in
 

the
 

carcinogen-induced
 

group
 

and
 

30%
 

(3 / 10)
 

in
 

the
 

cyst
 

fluid-in-
duced

 

carcinogen
 

group,
 

with
 

no
 

statistical
 

difference
 

between
 

the
 

two
 

(P>0. 05) .
 

At
 

week
 

16,
 

the
 

incidence
 

of
 

liver
 

cancer
 

in
 

the
 

car-
cinogen-induced

 

group
 

rose
 

to
 

100%
 

(10 / 10),
 

significantly
 

higher
 

than
 

the
 

50%
 

(5 / 10)
 

incidence
 

in
 

the
 

cyst
 

fluid-induced
 

carcinogen
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group
 

(P<0. 05) .
 

Immunohistochemistry
 

results
 

indicated
 

that
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

TGF-β1
 

was
 

higher
 

in
 

the
 

cyst
 

fluid-induced
 

car-
cinogen

 

group
 

compared
 

to
 

the
 

blank
 

control
 

group
 

at
 

both
 

weeks
 

12
 

and
 

16
 

(P<0. 05),
 

and
 

the
 

expression
 

level
 

in
 

the
 

carcinogen-in-
duced

 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

cyst
 

fluid-induced
 

carcinogen
 

group
 

(P<0. 01
 

or
 

P<0. 001).
 

Additionally,
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

AFP
 

was
 

higher
 

in
 

the
 

carcinogen-induced
 

group
 

compared
 

to
 

the
 

cyst
 

fluid-induced
 

carcinogen
 

group
 

at
 

both
 

weeks
 

12
 

and
 

16
 

(P<0. 000
 

1).
Conclusion

 

There
 

exists
 

a
 

partial
 

immunological
 

overlap
 

between
 

the
 

development
 

of
 

echinococcosis
 

and
 

hepatocellular
 

carcinoma.
 

The
 

cyst
 

fluid
 

of
 

Echinococcus
 

granulosus
 

may
 

suppress
 

the
 

occurrence
 

and
 

progression
 

of
 

diethylnitrosamine-induced
 

liver
 

fibrosis,
 

cirrhosis,
 

and
 

liver
 

cancer
 

in
 

rats
 

through
 

this
 

immunological
 

overlap.
 

Treg
 

cells
 

and
 

Th17
 

cells
 

may
 

play
 

a
 

significant
 

role
 

in
 

this
 

process.
Key

 

words:Echinococcus
 

granulosus;
 

cirrhosis;
 

hepatocellular
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fibrosis;
 

diethylnitrosamine;
 

immune
 

interaction

　 　 原发性肝癌在恶性肿瘤中发病率排名第七,也
是因癌症导致死亡的第二大原因,每年约有 80 万人

因此而死亡 [ 1- 2] 。 肝硬化患者已被公认最主要的死

亡原因即是肝细胞癌,并且干细胞癌的发病率在预

计的未来还会不断上升。 细粒棘球蚴病是由细粒棘

球蚴的幼虫感染所导致的一种人兽共患病,也同样

多发于肝脏。
在临床工作过程当中我们发现肝包虫病合并肝

炎、肝硬化的发生率非常低,显著低于肝炎本身的发

病率,并在合并感染的患者中未发现合并原发性肝

癌的患者 [ 3] ,在文献检索过程中见肝包虫-肝癌共

感染均为个案报道,似乎包虫病影响了肝炎 -肝硬

化-肝癌“三部曲” ,抑制了肝癌的发生,但这一设想

需要进一步研究支持。
原发性肝癌的发生和发展过程是一个涉及多种

因素即多个阶段的复杂过程,并且涉及大量免疫细

胞、相关细胞因子及其相关信号通路。 Treg 细胞及

CD8+效应 T 细胞( effector
 

CD8 +
 

T
 

cells,Teff 细胞)
的平衡在对肿瘤免疫应答的有效性中起到关键作

用 [ 4- 5] ,而在这一过程中,多种促炎细胞因子,如肿

瘤坏死因子 α( Tumor
 

necrosis
 

factor-α,TNF-α) ,
 

白

细胞介素- 1 ( Interleukin - 1,IL1) ,
 

γ 干扰素 ( Inter-
feron

 

gamma,IFN-γ)的影响是不可忽视的 [ 6] 。 同时

辅助性 T 淋巴细胞 1( T
 

helper
 

1
 

cell,Th1 细胞) 、辅
助性 T 淋巴细胞 2( T

 

helper
 

2
 

cell,Th2 细胞) 以及

Th17 细胞同样在肿瘤的发生发展中起到促进或抑

制作用 [ 7- 8] 。 肝细粒棘球蚴病作为一种人兽共患寄

生虫病,也涉及较为复杂的免疫机制。 Treg / Th17
细胞的平衡、Th1 / Th2 细胞的免疫偏移以及多种细

胞因子,如: IFN - γ,白细胞介素 - 2 ( Interleukin - 2,
IL-2),白细胞介素-15(Interleukin-15,IL-15) ,白细

胞介素-4( Interleukin-4,IL-4) ,白细胞介素-5( In-
terleukin-5,IL - 5) ,白细胞介素 - 6 ( Interleukin - 6,
IL-6) ,白细胞介素 - 10( Interleukin - 10,IL - 10) ,白
细胞介素-13( Interleukin-13,IL-13)在细粒棘球蚴

病的免疫病理和疾病进展中起到重要作用 [ 9- 13] 。 如

今肝细粒棘球蚴的囊液已被证实其中含有 32 种蛋

白质类物质,并且其内所包含的抗原 B 具有强抗原

性 [ 14- 15] 。 由此可见肝癌的免疫机制与细粒棘球蚴

病的免疫机制并不完全相同,但也有部分交集。
本研究通过粒棘球蚴囊液腹腔注射的方法诱导

大鼠产生相应的免疫反应,并利用二乙基亚硝胺

( diethylnitrosamine, DEN ) 进行肝细胞癌的诱导建

模,通过大体观察及相关免疫因子的检测来探索细

粒棘球蚴囊液对于大鼠肝硬化和肝细胞癌发展的

影响。

1　 材料与方法

1. 1　 实验动物
　 　 SPF 级 6 周龄雄性 SD 大鼠 100 只购自石河子

大学医学院转化医学实验动物中心。 分笼饲养于石

河子大学转化医学实验动物中心
 

SPF 级动物房。
石河子大学第一附属医院伦理委员会批准,编号:
A2023-342-01。 采用标准化饲养,动物房温度保持

22 ~ 26 ℃ ,相对湿度为
 

40% ~ 60%,12
 

h 交替照明。
所有动物喂养国家标准大鼠饲料,自由活动、摄食及

饮水,定期更换垫料。

1. 2　 细粒棘球蚴囊液的获取和制备
 

　 　 细粒棘球蚴囊液采集自石河子大学第一附属医

院肝胆外科,CE1 单囊型包虫病患者经检查无胆漏

等并发症,签署知情同意后,经外科手术取出患者肝

脏内包囊,在无菌环境下抽取包囊中无感染、无胆

瘘、无色透明、非冻状的细粒棘球蚴囊液, 4 ℃ 下

300 r·min- 1离心 10
 

min (离心半径 15
 

cm) ,并使用

0. 45
 

um 过滤器过滤后分装于 50
 

mL 无菌离心管

中,标记好病人信息、收集日期等,于-80 ℃ 保存。

1. 3　 动物分组
　 　 雄性 SD 大鼠 96 只购于石河子大学医学院转

化医学实验动物中心,适应性饲养后,将大鼠随机分

为空白对照组、囊液组、囊液诱癌组、诱癌组 4 组,按
照时间点分为 2 个亚组,共 8 组,12 只·组 - 1 。
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1. 4　 动物模型建立
　 　 囊液组:将囊液复温至 37 ℃ ,固定大鼠,充分暴

露大鼠腹部,右下腹备皮、消毒,以无菌注射器经 SD
大鼠右下腹匀速注射囊液,0. 1

 

mL·次 - 1 ,2 次·周 - 1 。
空白对照组:固定大鼠,充分暴露大鼠腹部,右

下腹备皮、消毒,以无菌注射器经 SD 大鼠右下腹匀

速注射无菌生理盐水 0. 1
 

mL·次 - 1 ,2 次·周 - 1 。
囊液诱癌组:将囊液复温至 37 ℃ ,固定大鼠,充分

暴露大鼠腹部,右下腹备皮、消毒,以无菌注射器经 SD
大鼠右下腹匀速注射囊液,0. 1

 

mL·次-1,2 次·周-1;同
时给予 0. 01%DEN 溶液(美国

 

Sigma-Aldrich
 

公司)
自由饮用。

诱癌组:固定大鼠,充分暴露大鼠腹部,右下腹

备皮、消毒,以无菌注射器经 SD 大鼠右下腹匀速注

射无菌生理盐水 0. 1
 

mL·次 - 1 ,2 次·周 - 1 ;同时给予

0. 01%二乙基亚硝胺溶液 ( 美国
 

Sigma-Aldrich
 

公

司)自由饮用。
于第 12 周、第 16 周随机选取大鼠 10 只,取肝、

脾组织标本进行免疫学及病理学检测。

1. 5　 检测指标

1. 5. 1　 大鼠一般状况

在大鼠建模及饲养过程中,观察大鼠营养状态、
精神状况、姿态及步态等。
1. 5. 2　 大鼠肝脏外观变化

 

按照试验计划时间点随机选取大鼠,进行麻醉

后,取腹正中切口,取大鼠肝脏,观察大鼠肝脏外观,
观察指标包括肝脏表面光滑程度、边缘锐利程度、颜
色、弹性、是否存在结节坏死等。
1. 5. 3　 肝组织病理学特征

 

HE 染色,观察肝组织病理形态学特征。
根据 MASSON 染色结果对大鼠肝纤维化程度

进行观察,采用 IMAGE
 

J( v
 

1. 8. 0)对各组大鼠肝组

织纤维化程度进行量化。
1. 5. 4　 肝组织内免疫细胞因子检测

 

以免疫组织化学法检测大鼠肝组织中 AFP、
TGF-β1、IL-2、IL-10、IL-17A 的表达水平。
1. 5. 5　 血清免疫细胞因子及生化指标检测

 

取大鼠外周血,离心分离血清,以 ELISA 法(中

国
 

Thermo
 

Fisher 公司 ) 检测大鼠外周血中 AFP、
TGF-β1、IL-2、IL-4、IL-10、IL-17A 的表达水平。

1. 6　 统计学分析

　 　 采用
 

SPSS
 

26. 0 统计软件分析数据,计量资料

采用均数±标准差( 􀭰x±s)表示,组间比较采用单因素

方差分析或重复测量的方差分析,组间两两比较采

用 LSD-t
 

检验;计数资料采用百分率( %)表示,组间

比较采用 χ2 检验,以 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 各组 SD 大鼠一般状况
　 　 在 DEN 与包虫囊液的干预下,各组大鼠的一

般健康状况发生了不同程度的变化。 在试验进行

至 12 周时,空白对照组和单纯免疫组的大鼠,其

营养和精神状态均良好,没有发生死亡现象;而囊

液诱癌组的大鼠虽然营养状态良好,但其精神状

态表现一般,此组也未发生大鼠死亡;诱癌组的大

鼠死亡率为 20% ,与空白对照组相比并无显著差

异(P = 0. 224) 。 当试验进行至 16 周时,空白对照

组和单纯免疫组的大鼠仍然保持良好的营养和精

神状态,没有出现死亡现象;囊液诱癌组的大鼠死

亡率达到了 13. 3% ,而诱癌组的大鼠死亡率高达

53. 3% ,这 两 组 之 间 的 死 亡 率 没 有 统 计 学 差 异

(P = 0. 05) (图 1) 。

a:12 周大鼠肝指数情况;b:16 周大鼠肝指数情况;
 

ns 表示 P>0. 05,

∗表示 P<0. 05,∗∗表示 P<0. 01(数据来自 n>3 的小鼠的平均值±标准差)。

图 1　 大鼠肝指数

Figure
 

1　 Liver
 

index
 

of
 

rats
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进一步计算了肝指数,以评估 DEN 和包虫囊液

干预对大鼠肝脏的影响。 结果显示,在 12 周时,各
组的肝指数并无显著差异 ( 图 1a) 。 然而在 16 周

时,囊液组与空白对照组的肝指数无显著差异,但囊

液诱癌组的肝指数明显高于囊液组(P<0. 05) ,与诱

癌组相比并无显著差异,诱癌组的肝指数则明显高

于空白对照组(P<0. 01) (图 1b) 。
2. 2　 诱癌 SD 大鼠经过包虫囊液免疫肝硬化

程度明显减轻
　 　 为了评估 DEN 对各组大鼠肝硬化程度的影响

以及包虫囊液在此过程中的作用,我们对各组大鼠

的肝脏组织进行了 MASSON 染色。 结果显示,当试

验进行至 12 周时,诱癌组的肝纤维化程度明显高于

囊液诱癌组(P<0. 000 1) ,而空白对照组、囊液组和

囊液诱癌组之间的肝纤维化程度并无显著差异;当
试验进行至 16 周时,诱癌组的肝纤维化程度依然显

著高于囊液诱癌组,而空白对照组、囊液组和囊液诱

癌组 之 间 的 肝 纤 维 化 程 度 仍 然 没 有 显 著 差 异

(图 2a)。
TGF-β1 是一种参与多种生理病理过程调控的

细胞因子,它是导致慢性肝损伤的主要因素,可以参

与多种诱因引发的肝损伤和纤维化的发生。 我们对

四组大鼠的肝脏组织进行了免疫组织化学分析,以
测定 TGF-β1 的表达。 结果显示,在试验进行至 12
周时,囊液诱癌组的 TGF -β1 表达水平高于囊液组

(P<0. 05) ,但低于诱癌组(P<0. 05) ;到了 16 周时,
囊液诱癌组的 TGF - β1 表达水平仍然高于囊液组

(P<0. 05) ,但低于诱癌组(P<0. 05) (图 2b) 。

a:大鼠第 12 周及 16 周肝脏 MASSON 染色( 100×) ;b:大鼠第 12 周及 16 周肝脏 TGF-β1 表达水平( 200×) ;
 

ns 表示 P>0. 05,∗表示 P<0. 05,

∗∗表示 P<0. 01,∗∗∗表示 P<0. 001,
 

∗∗∗∗表示 P<0. 000
 

1(数据来自 n>3 的小鼠的平均值±标准差) 。

图 2　 各组大鼠肝硬化程度及相关因子表达情况
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2. 3　 诱癌 SD 大鼠经包虫囊液免疫肝癌

发生率明显降低
　 　 为了评估 DEN 对肝癌诱导的影响以及包虫囊

液在此过程中的作用,首先对大鼠肝脏外观进行了

观察。 当试验进行至 12 周时,诱癌组的肝脏表面平

均可观察到 2 个癌结节,明显高于囊液诱癌组;而在

囊液组和空白对照组的大鼠肝脏表面,并未观察到

明显的癌结节。 到了 16 周时,诱癌组的肝脏表面平

均可观察到 4 个癌结节,依然高于囊液诱癌组;而在

囊液组和空白对照组的大鼠肝脏表面,仍然未见到

明显的癌结节(图 3a、图 3b) 。
为评估各组大鼠肝癌的发生率,我们对 4 组大

鼠的肝脏组织进行了 HE 染色并进行了统计学分

析。 结果显示,空白对照组和囊液组在 12 周和 16
周均未出现肝癌。 在试验进行至 12 周时,诱癌组的

肝癌发生率为 60%(6 / 10) ,高于囊液诱癌组的 30%
(3 / 10) ,但二者之间并无统计学差异 ( P > 0. 05) 。
到了 16 周时,诱癌组的肝癌发生率达到了 100%
(10 / 10) ,显著高于囊液诱癌组的 50% ( 5 / 10) (P <
0. 05) (图 3c、图 3d) 。
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a:大鼠在 12 周及 16 周肝脏外观;b:大鼠在 12 周及 16 周表面结节数;c:大鼠在 12 周及 16 周肝脏 HE 染色( 100×) ;d:各组大鼠在 12 周

及 16 周肝癌发生率;e:大鼠第 12 周及 16 周肝脏 AFP 表达水平( 200×) ;ns 表示 P>0. 05,∗表示 P<0. 05,∗∗表示 P<0. 01

(数据来自 n>3 的小鼠的平均值±标准差) 。

图 3　 各组大鼠肝癌发生情况

Figure
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　 　 AFP 是原发性肝癌的标志物。 为了更进一步评

估各组大鼠肝癌的发生情况,我们对四组大鼠的肝脏

组织进行了 AFP 的免疫组织化学检测。 结果显示,
在试验进行至 12 周时,囊液诱癌组的 AFP 表达水平

显著低于诱癌组。 当试验进行至 16 周时,囊液诱癌

组的 AFP 表达水平仍然显著低于诱癌组(图 3e)。

2. 4　 各组大鼠炎症因子表达水平
2. 4. 1　 大鼠肝组织炎症相关细胞因子表达水平

肝癌的发生可引起大鼠免疫环境发生一系列的

变化,同时,注射包虫囊液也可能导致大鼠炎症因子

表达水平显著改变。 为了评估这两个因素单独或同

时发生时对大鼠机体免疫水平的影响,我们取各组

大鼠的肝组织,对各类炎症因子进行了免疫组织化

学分析。
结果显示,当试验进行至 12 周时,诱癌组的 IL-2

表达水平明显高于囊液诱癌组(P<0. 000 1) (图 4a)。
同时,囊液组的 IL-10 表达水平明显高于空白对照

组和囊液诱癌组,而诱癌组的 IL - 10 表达水平则明

显高于空白对照组,但与囊液诱癌组相比并无差异

(图 4b) 。 囊液诱癌组的 IL - 17A 表达水平明显高

于囊液组和诱癌组,而囊液组和诱癌组的 IL- 17A
表达水平则明显高于空白对照组(图 4c) 。
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a、b:大鼠第 12 周及 16 周肝脏 IL-2 表达水平(200×) ;c、d:大鼠第 12 周及 16 周肝脏 IL-10 表达水平(200×) ;e、f:大鼠第 12 周及 16 周肝脏 IL-17A

表达水平( 200×) ;ns 表示 P>0. 05,∗表示 P<0. 05,∗∗表示 P<0. 01,∗∗∗表示 P<0. 001,
 

∗∗∗∗表示 P<0. 000
 

1

(数据来自 n>3 的小鼠的平均值±标准差) 。

图 4　 大鼠肝组织炎症相关细胞因子表达水平
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　 　 在试验进行至 16 周时,诱癌组的 IL-2 表达水

平依然明显高于囊液诱癌组,而囊液诱癌组的 IL-
2 表达水平则明显高于囊液组 ( 图 4a) 。 此时,囊

液组和诱癌组的 IL- 10 表达水平都显著高于空白

对照组,而囊液诱癌组的 IL - 10 表达水平则与囊

液组和诱癌组相比,并无明显差异( 图 4b) 。 在此

阶段,囊液组和诱癌组的 IL- 17A 表达水平都高于

空白对照组,而囊液诱癌组的 IL- 17A 表达水平则

高于 囊 液 组, 但 与 诱 癌 组 相 比 并 无 明 显 差 异

(图 4c) 。

2. 4. 2　 大鼠外周血免疫相关细胞因子表达水平

为了更深入地探究 DEN 和包虫囊液对大鼠免

疫水平的影响,我们取得了各组大鼠的外周血样本,
并利用 ELISA 测定了其中免疫因子的表达水平。

结果显示,当试验进行到 12 周时,囊液组与空

白对照组在 IFN -γ 表达水平上并无显著差异。 囊

液诱癌组的 IFN-γ 表达水平则低于囊液组,但高于

诱癌组,而诱癌组的 IFN-γ 表达水平则显著低于空

白对照组(图 5a) 。 在此时期,各组在 IL-2 和 IL-4
的表达水平上并无显著差异(图 5b、图 5c) 。 然而,
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a:大鼠第 12 周及 16 周外周血 IFN-γ 表达水平;b:大鼠第 12 周及 16 周外周血 IL-2 表达水平;c:大鼠第 12 周及 16 周外周血 IL-4 表达

水平;d:大鼠第 12 周及 16 周外周血 IL-10 表达水平;e:大鼠第 12 周及 16 周外周血 IL-17A 表达水平;ns 表示 P>0. 05,

∗表示 P<0. 05,∗∗表示 P<0. 01,∗∗∗表示 P<0. 001,
 

∗∗∗∗表示 P<0. 000
 

1(数据来自 n>3 的小鼠的平均值±标准差) 。

图 5　 大鼠外周血免疫相关细胞因子的表达

Figure
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blood

囊液组的 IL-10 表达水平显著高于空白对照组,而
囊液诱癌组与囊液组和诱癌组在 IL-10 表达水平上

无显著差异,同时,诱癌组与空白对照组在 IL-10 表

达水平上也无显著差异(图 5d)。 囊液诱癌组的 IL-
17A 表达水平明显高于囊液组和诱癌组,而囊液组

和诱癌组的 IL-17A 表达水平与空白对照组无显著

差异(图 5e) 。
在试验进行至 16 周时,囊液组与空白对照组在

IFN-γ 表达水平上仍无显著差异,而囊液诱癌组的

IFN-γ 表达水平则低于囊液组,但与诱癌组相比无

显著差异,此时,诱癌组的 IFN - γ 表达水平仍低于

空白对照组(图 5a) 。 在此阶段,诱癌组的 IL- 2 表

达水平显著高于空白对照组,而囊液诱癌组的 IL-2
表达水平则与囊液组和诱癌组无显著差异(图 5b)。
在此期间, 各组间 IL - 4 表达水平仍无显著差异

(图 5c) 。 囊液组和诱癌组的 IL-10 表达水平与空白

对照组无显著差异,而囊液诱癌组的 IL-10 表达水平

则低于囊液组,但高于诱癌组(图 5d)。 在此阶段,各
组的 IL-17A 表达水平无显著差异(图 5e)。

3　 讨论

　 　 肝细粒棘球蚴病与肝细胞癌可能存在的免疫交

叉。 肝细粒棘球蚴病与肝细胞癌都发生在肝内,且
都涉及较为复杂的免疫机制,如前文提到的,我们在

临床工作中发现二者共患病率较低且二者病程中可

能通过某种方式存在相互影响的情况 [ 3] 。 在文献

检索过程当中有一些免疫细胞例如 Th17 细胞、Treg
细胞、Th1 细胞、Th2 细胞,及其相关免疫因子例如

IL-2、IL - 10、IL17A、TGF -β1 等在二者的疾病发生

发展中都产生了重要作用,我们视之为二者的免疫

交叉并对其进行验证 [ 16- 17] 。
细粒棘球蚴感染宿主之后,可激活宿主的免疫

应答,单寄生虫通过一系列手段逃避宿主的免疫系

统攻击实现长期寄生 [ 18- 19] 。 在以往的研究中发现

DC 细胞以及 T 细胞亚群( Th 细胞、Treg 细胞、CD8+
T 细胞) 在人体对细粒棘球蚴的免疫及细粒棘球蚴

的免疫逃逸过程中发挥关键作用 [ 20- 21] 。 肝癌的发

生及发展同样与免疫系统密切相关。 现有的研究表

明 Th17 细胞主要通过激活单核细胞、促肿瘤血管生

成及抑制 CD8 +T 细胞等发挥促癌作用 [ 22] ,IL - 17A
可以通过 JAK / STAT3 通路促进肝硬化、肝癌的发

展 [ 23- 24] 。 与此同时,一些免疫细胞( 如:NKT 细胞、
Th1 细胞、CD8+ T

 

细胞) 也广泛参与了肝癌的免疫

抑制 [ 25- 29] 。 此外,IL - 2 在抗肿瘤、抗感染、抗自身

免疫性疾病及器官移植存活等均有重要的意义 [ 30] 。
且目前也已证明,TGF -β1 的持续激活是肝纤维化

发生过程中最重要的因素和肝癌形成的关键因素。
Treg / Th17 细胞及相关免疫因子对肿瘤发生发

展产生了抑制作用。 既往研究显示 Treg 细胞具有

免疫抑制功能,在炎症发生过程当中主要起抗炎作

用 [ 31] ,并且在肿瘤的 发 生 发 展 中 起 到 了 促 进 作

用 [ 32] 。 在临床实践中,肝包虫囊破裂所致的囊液外

溢可能导致患者非常严重的过敏反应,于晓东等的

研究发现细粒棘球蚴的过敏反应会导致机体免疫系

统通过下调 Treg 细胞的数量,降低 IL - 10 和 TGF-
β1 的方式来促进机体对过敏反应的应答 [ 33] 。 并且

有研究认为 Treg 细胞通过自身表达量增加以及分

泌 IL-10 和 TGF-β1 帮助细粒棘球蚴逃避机体的免

疫杀伤 [ 33] 。 在本研究中囊液组小鼠肝组织中 IL -
10 表达明显上调,与该研究的结果相符,而囊液诱

癌组及诱癌组的 IL- 10 表达水平较低,此结果提示

DEN 的参与会使得 IL - 10 的表达降低。 也有研究

指出 IL-10 的过表达有利于寄生虫的免疫逃逸,且
IL-10 也被认为可以抑制肿瘤患者的免疫能力。 在
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本研究中,大鼠在第 12 周囊液诱癌组大鼠的 IL-10
表达水平较低,但在 16 周时则呈高表达,与诱癌组

和单纯免疫组表达无差异,此结果则提示在肝癌发

生早期,或在肝硬化阶段,机体可以通过下调 IL-10
的表达来对抗肿瘤的发生。

已有的研究证实 IL-17 主要由 Th17 细胞分泌,
并且通过作用于多种靶细胞,触发炎症递质释放介

导炎症的发生和发展,是人体抗肿瘤与寄生虫感染

的重要免疫过程 [ 34- 35] 。 在本研究中,囊液诱癌组大

鼠肝组织中 IL-17A 表达明显高于诱癌组及单纯免

疫组,单纯免疫组及诱癌组大鼠 IL - 17A 表达量则

明显高于空白对照组,此结果提示机体在接触 DEN
及细粒棘球蚴囊液时都会上调 Th17 细胞的数量及

IL-17A 的表达,且在机体同时接触两种因素时,这
两种因素在体内有着协同作用,使得 Th17 细胞数量

进一步增加,从而促进炎症反应,以增加机体对于寄

生虫或肿瘤细胞的杀伤作用。 但由于该过程中缺少

了 TGF-β1 等关键细胞因子,会使得肝纤维化及肝

硬化的进展被延缓。 此外,在本研究中,嚢液的主动

干预可使 IL-2 的表达下调;IL - 17A 在囊液干预后

随着时间的进展,在肝癌组明显降低;TGF-β1
 

在囊

液主动干预后表达下调。 ( 建议补充补充 TGF - β
信号通路在 Treg 分化中的核心作用,以解释为何

TGF-β1 下调会同时影响寄生虫免疫逃逸和肿瘤发

生。)据该结果推测,机体可能在产生了对细粒棘球

蚴的免疫后, 下调 Treg 细胞数量、 降低 IL - 10 及

TGF-β1 的表达,从而促进机体对于细粒棘球蚴的

免疫应答,在这一过程中,TGF - β1 的下调,可能抑

制了肝纤维化及肝硬化的发生发展,且由于 Treg 细

胞的数量减少,不利于肿瘤的免疫逃逸,机体对于肿

瘤细胞的免疫更加敏感,从而抑制了肿瘤的发生与

发展。
Th1 / Th2 平 衡 及 相 关 免 疫 因 子 的 影 响 并 不

明确。 IL-2 主要由 Th1 细胞分泌,也可由 DC 细胞

分泌,此因子可以启动 Th1 型细胞介导的免疫应答,
使得 Th1 / Th2 向 Th1 型“漂移” ,这种“免疫漂移”有

利于机体对抗寄生虫感染,并具有抗肿瘤作用。 相

反的如果向 Th2 型“漂移” 则可能对寄生虫或肿瘤

细胞的免疫逃逸起到促进作用。 本研究的诱癌组大

鼠肝组织中的 IL-2 表达远高于其他三组,其他三组

大鼠肝组织中 IL- 2 表达无差异。 说明机体在细粒

棘球蚴囊液及 DEN 的共同作用下,Th1 / Th2 细胞仍

处于一种平衡状态,并未观察到“ 免疫漂移” 现象。
在这过程中 DC 细胞及 Th1 细胞数量如何变化尚不

明确。
本研究结果表明,细粒棘球蚴囊液可以引起大

鼠产生相应的免疫应答,该过程并不会导致大鼠产

生严重的过敏反应或肝硬化等不良反应。 且细粒棘

球蚴免疫可以抑制 DEN 诱导的大鼠肝硬化及肝癌

的发生及发展。 对相关的免疫细胞及相关免疫因子

的筛查表明,SD 大鼠在接受细粒棘球蚴囊液免疫

后,一方面可能通过下调 Treg 细胞数量及 IL - 10、
TGF-β1 的表达,从而在肝癌发生早期或肝硬化阶

段抑制了肝硬化及肝癌的发生及发展;另一方面通

过增加 Th17 细胞数量和 IL - 17A 的表达来增加机

体免疫系统对于肿瘤细胞的杀伤,从而抑制肿瘤的

发生和发展,而 DC 细胞、Th1 / Th2 细胞平衡及 IL-2
在此过程中起到何种作用尚不明确。

细粒棘球蚴囊液能够抑制肝硬化及肝癌发生发

展的作用是明确的,但其中的关键抗原性物质尚不

明确,本文研究证明了,Treg 细胞和 Th17 细胞在其

中可能起到重要作用,但是其机制尚不明确,仍需进

一步的调查研究。 细粒棘球蚴囊液拥有临床制剂应

用的潜力,本研究为肝硬化及肝癌的防治提供了一

个新的思路。
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