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摘　要:目的　研究人工建立肝脏接种泡球蚴模型后小鼠的死亡规律及主要死亡原因,探讨造模术后导致死亡的主要并

发症的风险因素及预防.方法　开腹直视肝脏穿刺法接种５０只健康昆明小鼠,术后１５d内动态观察小鼠的生理变化并记录

死亡时间与数量,着重分析其死亡原因及相关因素.结果　术后１５d共死亡１９只,第９d死亡１只,其余１８只在术后７d内

死亡.术后死亡量于第２d开始上升,第４、５d达高峰后逐渐下降至第７d死亡１只.结论　泡球蚴接种术后小鼠的主要死

亡原因与手术方式、麻醉、感染、泡球蚴的抗原性、肝损伤等导致的并发症密切相关.有效预防此类并发症是提高造模生存率

的关键.
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Abstract:Westudiedthedeathpatternandthemaincausesofdeathafterartificialliverinoculationwithalveolarhydatid
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　　泡球蚴病是多房棘球蚴虫(EchinococcusmulＧ
tilocularis)感染的人兽共患病,是牧区常见的严重

威胁人畜生命的寄生虫病[１],我国多流行于新疆、甘
肃、四川西部、青海、宁夏、西藏等地区.该病多原发

于肝脏,呈恶性侵润性生长,持续增生的泡球蚴不断

侵入肝实质、胆管和肝血管,最终导致肝硬化、腹水、
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胆道梗阻、门静脉高压等严重并发症[２],其中有

３３％和４．７％的患者可发生脑、肺转移[３],临床上又

称之为“虫癌”.目前国内学者主要使用长爪沙鼠、
子午沙鼠、灰仓鼠、昆明小鼠、SD大鼠、豚鼠等进行

传代和相关实验研究[４Ｇ６],感染泡球蚴的模型鼠陆续

死亡的现实问题限制着科研工作的进展,特别是来

源少、繁殖能力弱的模型鼠大批死亡更造成科研资

源的浪费.本实验拟探寻肝脏接种泡球蚴的小鼠死

亡是否存在规律,从而进一步推测可能的死亡原因,
为有效降低术后并发症,提高生存率提供理论依据.

１　材料与方法

１．１　实验动物　２６w(周)灰仓鼠(泡球蚴腹腔保种

１６W),体重６４g,购于新疆乌鲁木齐疾病预防控制

中心;１０W 昆明小鼠５０只(２０－３０g),购于石河子

大学动物实验中心.

１．２　主要材料和仪器　PBS液购于上海生工生物

工程公司,光学显微镜(CX３１RBSF)为购于日本 OＧ
lympus公司.

１．３　原头节悬液的制备　采用人工颈椎脱臼法将

腹腔感染泡球蚴１８w 灰仓鼠处死,全身浸泡７５％
乙醇１５min,消毒解剖台,四肢固定,无菌剖腹,收
集腹腔中光滑、成簇并生长良好及附着于腹壁、肠系

膜、隔下、肝脏表面的新鲜泡球蚴组织,放置于盛有

PBS液(PBS原液∶双蒸水＝１∶１９)的无菌碗中,
依次剪碎,研磨,８０ 纲目筛网过筛制成细小组织匀

浆,倒入无菌离心管并用 PBS液反复清洗,直至下

层呈乳白色,上层呈清澈样分层,摇匀后抽取１０μL
混悬液滴至载玻片,０．５％伊红染色,倒置显微镜下

观察,可见泡球蚴原头节 １－３/视野,着色率 ＜
１５％,计算出１０μL原头节数目,连续３次染色计数

算取平均值.离心管中加庆大霉素和青霉素注射液

各２５０U/mL,配制成２０％原头节悬液.可将未用

完剩余的悬液倒致含１０％胎牛血清的 RPMＧ１６４０
培养液于３７ ℃恒温箱里保存,并每３~５d换液

１次[７].

１．４　实验动物模型的建立　术前准备:①５０ 只昆

明小鼠术前禁食水８h,②紫外线消毒实验台、操作

间１２h,鼠笼及垫料消毒２h;手术简要过程:腹部

皮下注射麻醉剂后固定于操作台,剃毛,碘伏消毒３
遍,无菌剪于剑突下约０．５cm 处横向剪开０．５cm
切口,直视肝脏穿刺于肝被膜下注射接种０．１mL
原头节悬液(约４００个活原头节),逐层关腹后切口

处可撒少量的青霉素粉末;术后:侧身放入鼠笼内,
烤灯照射恢复体温,２４h后常规清洁喂养.

１．５　动态观察生理变化及尸检　术后动态观察小

鼠生理变化１５d,术后７２h内每隔３h观察小鼠一

次,术后３d到１５d每６h观察小鼠一次,并记录体

征变化.发现小鼠死亡即刻行尸体解剖,详细观察

手术切口、肝脏穿刺点、腹膜的特点,分析可能的死

亡原因.判断方法和分类:①术后未苏醒或苏醒中

肢体蜷缩、寒战、无法站立征象,随后２４h内死亡,
尸体解剖发现腹腔内含大量新鲜血液,可判定为术

中肝脏出血量较大诱导失血性休克所致;②术后未

苏醒或苏醒后精神萎靡、步履爬行征象,尸体解剖未

发现腹腔内含大量新鲜血液,判定为麻醉剂量过大

或麻醉药物的毒副作用所致;③术后３d后相继出

现眼神恍惚、行走摇摆、寒战、四肢蜷缩征象,尸检发

现手术切口处有黄绿色脓液流出,腹膜散在白色斑

点,判定为切口及腹膜感染所致;④术后短时间内出

现喷嚏、瘙痒、竖毛反应,随后出现反应迟钝、呼吸急

促、四肢抽搐等征象,尸检发现肝脏接种处呈白色絮

状,判定为泡球蚴的抗原性致过敏性炎症反应;⑤尸

检发现肝表面呈暗红色,有散在出血点,判定为重度

肝损伤所致.

２　结　果

术后１５d,５０只接种泡球蚴的小鼠陆续死亡１９
只(图１),死亡率为３８％,除术后第９d死亡１只小

鼠外,其余均死于术后７d之内,死亡率为３６％,与
本课题组原先造模存活率大致相当.术后第１、２d
各死亡２只,而后死亡数量开始上升,第４~５d持

续两天最高峰,随后急剧下降,第３~５d为术后小

鼠的死亡高峰期,占总死亡量的５７．８％,也是术后各

种并发症的高发期(图２).

图１　手术后每日死亡量和时间的关系

Fig．１　Therelationshipbetweendailydeathvolumeand
timeaftersurgery

动态观察小鼠生理变化及尸检可推断因术式或

操作死亡１只(占总死亡数的５．２％),麻醉死亡２只

(占总死亡数的１０．４％),感染死亡７只(占总死亡数

的３６．８％),泡球蚴抗原性死亡４只(占总死亡数的
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图２　术后７d内每日死亡量的变化

Fig．２　Changesindailydeathvolumewithin７daysafter
surgery

２１．５％),肝损伤３只(占总死亡数的３６．８％),其余

原因死亡２只(占总死亡数的１０．４％).感染死亡比

例最大,其次为泡球蚴的抗原性死亡,两者共占总死

亡量的５８．３％,说明此两种情况导致的并发症是导

致小鼠死亡的主要因素.

３　讨　论

肝胆解剖系统和生理功能的复杂性及特殊性是

术后并发症高发的主要原因,黄莚庭[８]分析肝胆外

科的术后并发症主要与肝胆系统的病况、术式、手术

技术、围手术期的管理不当有关.本实验接种泡球

蚴的小鼠术前均为健康体质,无肝胆系统疾病.现

将对可能致术后小鼠死亡的并发症进行深入讨论与

分析.

３．１　术式与技术　现阶段肝脏接种泡球蚴的术式

主要有开腹直视肝脏穿刺接种术、B超引导下或直

视经皮肝穿刺接种术、腹腔穿刺接种术、门静脉侧支

血管穿刺接种术、经肝门静脉穿刺接种术.张明

星[９]实验研究表明 B超引导下的经皮肝穿刺有操

作简单,术后反应较弱的特点,泡球蚴感染率约

６０％.但本实验室暂无 B超仪器和掌握 B超仪器

操作的人员,而直接经皮肝穿刺接种可能会因操作

者水平等原因导致肝脏出血、原头节悬液外漏、刺破

胆囊、胸腔、消化道等,从而减低模型生存率.主要

寄生于腹腔及盆腔的腹腔穿刺用于接种大鼠和沙鼠

肝脏感染率为２２％和７７．３％[１０],此数据无法清楚的

反应出原发性肝脏病灶的生长状况,现普遍作为传

代保种的常规术式.门静脉侧支血管穿刺接种术模

拟自然感染途径,张金辉实验中大鼠和沙鼠的肝脏

感染率仅为６．３％和３８．５％,极低的感染率无法保证

模型接种的成功性,此方法已逐渐被淘汰;温浩[１１]

发明的经门静脉穿刺接种是接近自然感染途径和较

高感染率的新型术式,由于本课题组以前尚未使用

过此术式,预实验中此方法的存活率仅有３３．３％(３/

９).开 腹 直 视 肝 脏 穿 刺 接 种 术 的 感 染 率 可 达

９０９％[１０],此术式本课题组连续使用多年,操作者

有相对成熟的技术,本次实验全部采用开腹直视肝

脏穿刺法接种,该术式对手术环境条件、围手术期的

工作、手术操作的规范性要求较高,落后的实验室条

件、淡薄的无菌意识和粗暴的操作、较长的切口均可

增加并发症的发生机率.操作者对肝脏解剖知识掌

握的局限性和术中操作的失误是导致模型的死亡的

重要原因之一,术中操作者过度牵拉肝脏导致较大

血管破裂、刺破消化道、胆漏、胸腔均直接导致小鼠

术中死亡.术后第１d死亡的１只小鼠在苏醒中有

肢体蜷缩、口唇发绀、步履爬行征象,尸检发现腹腔

及肝脏表面有大量新鲜血液,不排除术中损伤较大

肝血管的可能.

３．２　麻醉药物与剂量　动物实验中,对实验动物的

麻醉方法、剂量以及维持效果时间和苏醒时间把握

的准确性关乎实验整体过程.实验室常用麻醉剂有

乙醚、异氟烷、巴比妥盐酸类(戊巴比妥钠、硫喷妥钠

等)、卡因类(利多卡因、普鲁卡因等)、氯胺酮等.本

次使用自行配置１０％水合氯醛(注射量 ０．３mL/

１００g)下腹部皮下注射麻醉,效果不明显后逐次追

加注射０．０５mL.水合氯醛是具有通透性臭气和腐

蚀性苦味的无色透明晶体状物质[１２],一般使用浓度

为１０％,使用剂量为３００mg/kg,麻醉持续时间约

２h.作为目前国内实验室常规麻醉剂之一,不但有

较好的效果和较高的安全性[１３],还具有麻醉诱导和

术后苏醒较快、死亡率低、来源广泛等优点[１４].根

据注射剂量不同,水合氯醛分别有镇静、催眠、抗惊

厥、昏迷和麻醉作用,作用机制主要是抑制网状结构

上行激活系统[１５].循环系统中,大剂量的水合氯醛

可抑制心肌收缩和引起心律失常,小剂量无明显毒

性作用[１２];神经系统中,相比其他常规麻醉药物,可
较长时间脑室保持低温状态,同时吸收后的水合氯

醛可被肝脏及其余组织还原成三氯乙醇,后者有中

枢抑制作用,轻者可出现步态不稳、抽搐、意识障碍

等征象,严重时可发生呼吸麻痹、循环衰竭;呼吸系

统中,高浓度的水合氯醛可促使小鼠口腔分泌物增

多,阻碍正常呼吸运动[１４],因此苏醒过程中可能出

现蜷缩、不愿攀爬现象.术后３h观察,几乎所有小

鼠均出现呼吸频率升高,胸、腹式混合方式呼吸的征

象,个别出现抽搐、不可自行翻正、角弓反张症状,钳
夹脚趾未引起回缩反射现象.术后６h观察发现除

１只小鼠在苏醒中出血抽搐、精神萎靡、意识不清

外,其余小鼠均可自行翻身和缓慢爬行,尸检发现腹

腔及肝脏表面未见出血点.第１d死亡的２只小鼠

中的１只除前面已分析的操作不当引起之外,未苏
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醒小鼠的死亡可能是由过量麻醉剂抑制中枢神经系

统所引起,１只苏醒后又于２４h内死亡的小鼠可能是

由于水合氯醛致口腔分泌物增多而阻塞呼吸道导致.

３．３　感染　本实验在造模过程中采取以下措施防

止出现因感染所致的大量死亡现象:①紫外线灭菌

封闭操作室和无菌操作台１２h,换用干净鼠笼和垫

料并紫外线灭菌２h;②术前禁食水８h,排空胃肠

内容物,防止胃内容物反流致气管而导致气管阻塞、
肺部感染及降低肠道菌群失调而致的腹腔感染机

率;③操作者进入操作间时常规喷洒９５％酒精简易

消毒,手术器械均高温灭菌后使用;④麻醉仓鼠后于

７５％乙醇内浸泡１５min,开腹前胸部、腹部剔剪毛

发,医用碘伏消毒３遍;⑤置取原头节悬液后加入青

霉素和庆大霉素注射液各２５０U/mL;⑥关腹时于

手术切口处撒下少量青霉素粉末.根据实验操作流

程和实验结果分析,感染可由以下几种情况所致:①
术后的应激状态可使肠粘膜屏障功能损伤,大量肠

道细菌和内毒素进入门静脉系统,而内毒素又增加

肠粘膜通透性和促肠道正常菌群的移位,同时损害

机体免疫功能[１６].而术后短期内肝功能的下降使

进入门静脉的肠道菌群及内毒素无法在短时期内完

全清除而进入体循环,从而诱发全身性炎症反应,进
而导致脓毒血症的发生[１７],后者常伴有感染性休

克,造成微血管循环障碍、毛细血管通透性增高,小
鼠出现寒战、萎靡不振、躯体蜷缩等现象,诱发多器

官功能障碍综合征(MODS),最终死于多系统器官

衰竭(MOSF),Sumpio[１８]研究证实内毒素的增敏效

应也是机体发生 MODS的重要过程;②关腹后未对

手术切口包扎处理及未定期对切口处消毒换药,切
口完全暴露于空气中,小鼠对伤口的爪挠极大增加

手术切口感染的风险,小鼠平躺或侧躺时切口脓液

反流至腹腔可诱发腹腔感染及急性腹膜炎发生;③
根据李金宝等[１７]的促炎/抗炎平衡失衡理论,当促

炎反应的作用大于抗炎反应时,机体对外来刺激的

反应过于强烈使自身细胞损伤增强,此机制极易诱

发 MODS,当抗炎反应占优势时,机体产生的“免疫

麻痹”使对外来刺激的反应迟钝,增强感染机率并使

现有 的 炎 症 无 法 控 制,最 后 可 导 致 脓 毒 血 症 及

MOSF.术后对小鼠不定时的观察发现:第３d后

数只造模小鼠相继出现嗜睡状态、少动、痛觉迟钝、
厌食、呼吸加快症状,随后出现寒战、精神萎靡,最后

死亡.１９只小鼠尸检中发现有５只手术切口处可

见青绿色液体,并伴有恶臭,解剖腹腔发现中有７只

小鼠(包括切口处有脓液的５只)腹膜上有白色斑点

状液体.根据以上分析可推测造模小鼠的直接死亡

原因可能是急性腹膜炎或脓毒血症导致的 MOSF,
而手术切口感染或腹腔感染是死亡的主要间接原因.

３．４　泡球蚴的抗原性　本次实验使用１mL注射

器于肝被膜下接种０．１mL２０％的原头节悬液(约

４００－５００个活的原头节).泡球蚴的抗原性可诱发

机体迅速产生非特异性免疫和特异性免疫,其中短

时间强烈的炎症反应可导致致命的过敏性休克.近

年来国内外学者们对泡球蚴免疫发病机制的进行深

入研究,发现泡球蚴在体内生长时受到血液及组织

中嗜酸性粒细胞、吞噬细胞、NK 细胞(自然杀伤细

胞)等的非特异性免疫抵抗.吞噬细胞产生的 NO
可直接或者间接杀死原头节[１９].实验研究发现感

染泡球蚴患者血清中 NK细胞的活性和比率明显较

正常组低,由此推断感染者血液中可能存在一种由

泡球蚴的抗原性产生,并抑制 NK 细胞发挥免疫机

制或者直接杀死NK细胞的物质[２０Ｇ２１].体液免疫的

研究发现泡球蚴患者的血清存在IgG、IgA、IgE和

IgM 特异性抗体.感染泡球蚴的小鼠IgE 水平逐

渐增加表明I型速发型过敏反应在体液免疫中起主

导作用,受ILＧ４和ILＧ５刺激的IgE还参与泡球蚴

囊泡周围肉芽肿的形成[２２].包虫早期感染指标

IgM 也可作为评价手术质量的重要指标[２３].泡球

蚴蛋白抗原以各种形式与巨噬细胞、B细胞、DC细

胞(树突状细胞)等表面的抗原决定簇结合后被吞噬

到细胞内,DC细胞快速启动免疫应答,同时变成成

熟DC细胞,后者激发特异性细胞毒性 T 淋巴细

胞[２４].受到泡球蚴刺激的初始 T细胞活化为效应

T细胞,其中 Th１细胞分泌的ILＧ２和IFNＧγ增强

细胞免疫反应,而Th２细胞分泌的ILＧ４、ILＧ５、ILＧ６、

ILＧ１０促进体液免疫,两者相关拮抗.感染泡球蚴

的小鼠前８周细胞免疫主要以 CD４＋ 为主导,大量

CD４＋ 细胞在原头节周围聚集成肉芽肿的形式,呈
保护性免疫状态,随后 CD８＋ 细胞水平上升使机体

形成有利于泡球蚴体内繁殖的免疫抑制状态[２５Ｇ２６].
术后１h内数只小鼠出现抓鼻挠嘴、喷嚏、精神萎

靡、四肢抽搐等过敏反应症状,尸检发现１只小鼠口

角有新鲜血液,考虑为过敏所致的肺水肿及肺淤血,
另有３只小鼠肝脏接种处有白色絮状斑点,考虑为

炎症反应带.小鼠在感染泡球蚴后,体内非特异性

免疫、特异性细胞免疫和特异性体液免疫相互作用

导致各器官的严重损伤可能是小鼠术后死亡的直接

原因之一,另外严重的过敏性休克所致的心血管及

呼吸系统的损伤可加速小鼠死亡.

３．５　肝损伤　肝脏损伤是各种泡球蚴接种术式中

最常见的并发症,术中肝破裂可致失血性休克和急
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性肝衰竭,另外炎症所致的肝脏细胞坏死也可造成

肝脏损伤,两种方式极大提高造模死亡率.以下具

体分析肝损伤的原因:①操作者技术不娴熟、不正规

或对于肝脏解剖结构认识不到位、术中穿刺部位过

深、多次穿刺均可造成严重损伤肝脏,另外肝内胆管

的破裂使胆汁外漏而腐蚀正常肝脏组织;②原头节

作为外原性抗原可使接种泡球蚴的病灶周围形成炎

性反应带,炎性反应的蔓延可在短时间内造成大量

正常肝细胞的损伤变性和死亡,随着肝细胞正常代

谢工作的减退与停止,有毒物质在机体内大量堆积,
随着时间延长还可形成弥漫性肝纤维化和散在的钙

化灶.以上原因导致的肝损伤和肝功能障碍最后可

演化成急性肝脏衰竭和肝昏迷,这可能是术后小鼠

死亡的原因之一.尸检中发现３只小鼠的肝脏表面

呈暗红色,有散在出血点,证实可能死于肝损伤所致

的急性肝功能衰竭.
综上所述,小鼠在泡球蚴接种后的死亡主要与

各种并发症的发生有关,其中与手术方式、麻醉、感
染、泡球蚴的抗原性、肝损伤等密切相关,另外还可

能与消化道出血、腹腔积液、胆漏、急性肾脏衰竭有

关.对各种并发症的发生需操作者提高警惕,但因

各种条件有限,对并发症的处理还需进一步研究.
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