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ASM对异常黑胆质肝癌移植大鼠模型的干预 *
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摘要 目的：探讨移植法制备异常黑胆质肝癌模型的可行性及维药异常黑胆质成熟剂（ASM）对肿瘤的干预作用。方法：用随机法

将雄性 SD大鼠分为正常对照组、模型对照组、病症模型组以及 ASM药物治疗组（低、中、高剂量），正常对照组行假肝癌移植术

（肝内注射生理盐水）；模型对照组采用移植法将 walker-256腹水瘤细胞进行肝内接种，建立肝癌模型；病症模型组首先采用多重

因素（干寒饲养、足底刺激、铁管制动等）诱导制备异常黑胆质证大鼠模型，在此基础上进行肝内接种 walker-256腹水瘤细胞，建

立异常黑胆质证肝癌大鼠模型；ASM药物治疗组分为低、中、高不同剂量组（2.53, 5.06, 10.12 g/kg），异常黑胆质证大鼠接种瘤细

胞后给予 ASM灌胃治疗。2 w后处死取材，观察各组大鼠肿瘤发生情况、肿瘤体积、腹水形成率及腹壁后转移率；通过光镜及电镜

观察各组大鼠肝癌组织肿瘤细胞形态结构变化。结果：模型对照组与病症模型组大鼠在肿瘤发生率、腹壁后转移率及肿瘤体积大

小方面无显著差异（P＞0.05）；与模型对照组相比，病症模型组大鼠腹水形成率显著增高，差异有统计学意义（P＜0.05）；与病症模

型组相比，低、中剂量 ASM可以显著减小肿瘤体积、降低腹水形成率及腹壁后转移率（P＜0.05），而高剂量 ASM组仅有腹水形成

率显著降低（P＜0.05），肿瘤体积及腹壁后转移率无明显变化；光镜及电镜下观察可见,不同剂量 ASM治疗组大鼠肿瘤细胞的水

肿程度增加，瘤细胞发生变性坏死，其周围炎性细胞浸润明显增多。结论：异常黑胆质可能促进肝癌腹水形成和转移，从而影响肝

癌的发展及转归；ASM对肿瘤细胞有一定损伤，可以减少肝癌腹水形成和转移，从而起到一定的抗肿瘤作用，影响肿瘤转归。
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Intervention of ASM on the Transplanted Hepatoma Rats Model with
Abnormal Savda Syndrome*

To study the feasibility of the establishment of the transplanted hepatoma rats model with abnormal savda

syndrome and evaluate the intervention of Abnormal Savda Munziq (ASM). The rats were divided into the control group, the

model control group, the model with the abnormal savda syndrome group and the treatment group with ASM(2.53, 5.06, 10.12 g/kg). The

transplanted hepatoma rats model was established by inoculating walker-256 ascites tumor cells into the liver. The model rats with

abnormal savda syndrome was first established by using multi-complicated induced methods for 3 weeks, such as electric shock, cold

feeding environment and iron pipe braking, etc, then were inoculated the walker-256 ascites tumor cells into the liver. The treatment

groups were administrated with the ASM 2.53, 5.06, 10.12 g/kg for two weeks after the rats model with abnormal savda syndrome has

injected tumor cells. The tumor incidence, tumor size, the ascites formation rate and abdominal metastatic rate were calculated and the

tumor cell morphological structure changes were observed under the light microscope and electron microscope. Between the

model control group and the model with the abnormal savda syndrome group, there were no statistical significance in the tumor

incidence, abdominal metastatic rate and tumor size (P＞0.05), but compared with the model control group, the ascites formation rate was

significantly higher in the model with the abnormal savda syndrome group (P＜0.05); Compared with the model with abnormal savda

syndrome, there were obvious decrease of tumor size, the ascites formation rate and abdominal metastatic rate in the treatment group with

ASM (2.53, 5.06 g/kg), and there was only significantly decrease of the ascites formation rate in 10.12 g/kg ASM. Under the light

microscope and electron microscope, we found edema degree of tumor cell aggravated, necrosis tumor cells and infiltrated inflammatory

cells increased in the groups of ASM. Abnormal savda may promote the formation of ascites and metastasis of liver cancer,

then affect the development and outcome of liver carcinoma; ASM has a certain anti-cancer effect and improve tumor outcome through

demaging tumor cells and reducing ascites and metastatic.

Abnormal savda; Hepatoma rats model; Abnormal Savda Munzip(ASM)
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前言

维吾尔医学是我国传统医学的重要组成部分，对人体四种

体液论的划分和独特的成熟 -清除疗法在数百年的医疗实践

中取得了巨大成功，多年来成熟 -清除疗法运用于各种复杂性

疾病的治疗也取得显著的疗效。在维吾尔医学理论中认为，疾

病发生的根本原因是机体在各种不良因素影响下发生了体液

性气质失调和异常变化，当四种体液被 "燃烧 "和 "沉淀 "，最

终就形成了一种产物 -异常黑胆质，在此基础上容易发生肿

瘤、代谢紊乱等复杂性疾病[1]。张莉等[2,3]的研究发现，异常黑胆

质型恶性肿瘤的比例显著高于非异常黑胆质型恶性肿瘤。在维

医学理论中，治疗异常黑胆质体液较为常用的一种独特方法就

是 "成熟 -清除疗法 "，即先采用异常黑胆质成熟剂（Abnormal

Savda Munziq, ASM）使异常黑胆质体液成熟，再将其清除。体

外实验研究发现，该方药对肝癌等多种肿瘤细胞具有抑制作用
[4-6]，但其作用机制尚不清楚。本研究拟在维医理论指导下，采用

移植法制备异常黑胆质证肝癌大鼠模型，并给予不同剂量

ASM进行干预，观察各组大鼠在肿瘤发生、肿瘤体积、腹水形

成、腹壁后转移及肿瘤组织细胞形态结构方面的差异，及 ASM

的干预效果，进而探讨异常黑胆质在肝癌发生发展中的作用及

ASM对异常黑胆质证肝癌的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

实验动物：选用雄性 SD大鼠（清洁级），72只，体质量

(150± 30) g。（购买于新疆医科大学实验动物中心，许可证号：

SCXK(新)2011-0004。）

主要仪器设备及试剂：RQH-350型人工气候箱(上海精宏

实验设备有限公司)；低温超速离心机(美国 Beckman 公司)；

Leica RM2235切片机，JEOL1230透射电子显微镜 (德国 LEI-

KA公司)；walker-256瘤细胞株（上海拜力生物有限公司）；戊

二醛（美国 Sigma公司）；ASM（新疆维吾尔自治区维吾尔医医

院提供）。

1.2 方法

1.2.1 动物分组 将大鼠先进行 3 d的适应性饲养，随机分为

6组：正常对照组，模型对照组，病症模型组，ASM低、中、高剂

量给药组，每组 12只。

1.2.2 模型制备 参照朱峰等[7]的研究方法，制备异常黑胆质

肝癌移植大鼠模型，操作步骤如下：（1）正常对照组：行假肝癌

移植术（肝内注射生理盐水 0.05 mL）。（2）模型对照组：取冻存

的 walker-256瘤细胞株解冻复苏，置入 PBS中配制成细胞悬

液（密度为 1× 106 /mL），1 mL注入 SD幼鼠腹腔，直至 7天后

可见幼鼠体内形成腹腔积液，将积液抽取后 800 r/min离心 3

min，弃上清后用 PBS洗 3 次，最后配制成细胞悬液（密度为

3× 106 /mL），备用。肝癌移植术前先将大鼠禁食 12 h，常规麻醉

后仰卧固定，消毒后取剑突下正中纵切口约 1.5 cm，暴露肝左

叶，用 1 mL注射器抽取上述细胞悬液 0.05 mL，与肝脏组织表

面呈 30° 斜行刺入，深度 0.5 cm，接种后棉签压迫止血后关

腹。（3）病症模型组：首先参照张有辉等[7]的研究方法，在干寒环

境下（温度 6± 1℃，相对湿度 25-32.8 %，12 h/d），给予大鼠干

寒属性饲料喂养（普通鼠饲料:芫荽子:大麦比例为 7:1.5:1.5），

同时施行间断电刺激、制动、游泳等多重因素共同作用 3周，建

立异常黑胆质证载体模型。随后按照模型对照组造模方式进行

肝内接种 walker-256腹水瘤细胞，制备异常黑胆质证肝癌大鼠

模型。（4）ASM给药组（低、中、高剂量）：参照本课题组既往研

究方法 [8,9]，采用灌胃给药方式，ASM 给药剂量分别为 2.53

g/kg、5.06 g/kg、10.12 g/kg，时长 2 w。

1.2.3 饲养方式 正常对照组及模型对照组继续予以普通饲

料饲养；病症模型组及 ASM给药组继续采取异常黑胆质证载

体模型饲养方式，术后每组饲养时长均为 2 w。

1.2.4 样品取材以及模型观察 术后 2 w，将各组大鼠施行戊

巴比妥钠麻醉后打开腹腔，观察肿瘤发生情况、肿瘤体积大小、

腹水形成及腹壁后转移情况。随后采用脱颈法处死大鼠并留取

肝脏肿瘤组织备用；瘤体积计算参照公式 V=A*B2/2，A为瘤体

长轴长度，B为短轴长度。

1.2.5 光镜标本制作 标本固定于 4 %多聚甲醛，乙醇梯度脱

水、二甲苯透明、石蜡包埋、苏木素 -伊红（HE）染色，光学显微

镜观察。

1.2.6 电镜标本制作 取体积大小约为 1 mm3肝脏肿瘤组织，

2.5 %戊二醛和 1 %锇酸双重固定，丙酮梯度脱水，Epon812环

氧树脂包埋，铅铀电子染色，JEOL1230透射电子显微镜观察。

1.3 统计学处理

应用 SPSS 16.0统计软件对所得数据进行处理和分析,正

态分布计量资料用 "x依s"表示，采用方差分析；计数资料用率表
示，采用 x2检验, P＜0.05代表差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠一般情况

正常对照组大鼠精神状态良好，活动好动，食纳较好，体毛

柔顺，毛色光亮，舌鲜红，体重为(364.68± 38.65) g；模型对照组

大鼠精神萎靡，食欲减退，活动减少，体毛柔顺但毛色欠光泽，

体形略有消瘦，体重为(340.12± 43.63) g；病症模型组大鼠易

怒，食欲降低，体毛竖立枯槁，毛色无光，体重较正常对照组明

显减轻(282.70± 23.39) g。低、中、高剂量 ASM给药组大鼠体重

分别为(318.48± 14.94, 308.68± 36.45, 332.33± 26.64) g，较病

症模型组有所增加，毛色润泽，精神状态转好。

2.2 各组大鼠肝脏肿瘤发生情况

肝癌移植术后 2 w，模型对照组实验期间非正常死亡 2

只，发生肿瘤大鼠 9只，大鼠肝脏肿瘤发生率为 90 %，平均肿

瘤体积为 (91.01± 30.06) mm3，病症模型组大鼠非正常死亡 1

只，发生肿瘤大鼠 10只，发生率为 90.9%，平均肿瘤体积为

(273.90± 30.14) mm3，ASM低、中、高剂量组每组 12只大鼠肝

脏均可见大小不等的瘤组织肿块，肿瘤发生率为 100 %，各组

肿瘤发生率无显著差异（P＞0.05）；大鼠解剖后，发现模型对照

组成瘤大鼠 6只出现明显腹水，4只腹壁后可见转移瘤，病症

模型组 10只成瘤大鼠均出现腹水，5只大鼠可见腹壁后转移

瘤。病症模型组大鼠腹水形成率显著高于模型对照组（P＜

0.05）；与病症模型组相比，不同剂量 ASM药物干预后腹水形

成率及腹壁后转移率有不同程度降低，低、中剂量 ASM组大鼠

肿瘤体积显著减小（P＜0.05）。见表 1。
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Groups Amount(n) Tumor Incidence
Tumor

Volume（mm2）
Ascites Formation Rate

Abdominal Metastatic

Rate

Control Group 12 0 0 0 0

Model Control Group 10 9(90 %) 91.01± 30.06 （6）66.7 %* （4）44.4 %

Model Group with abnormal

savda syndrome
11 10(90.9 %) 273.90± 30.14 （10）100 % （5）50 %

Group with ASM

(low- dose)
12 12(100 %) 66.09± 27.56* （5）41.6 %* （0）0.0 %*

Group with ASM

(middle- dose)
12 12(100 %) 57.91± 32.87* （6）50 %* （3）25 %*

Group with ASM

(high- dose)
12 12(100 %) 121.00± 35.64 （3）25 %* （4）33.3 %

图 1肝癌移植术后肝脏大体观

Fig.1 General view of liver after hepatoma transplantation

Note: A Contral group B Hepatoma transplantation model group.

表 1大鼠模型移植性肝癌发生率及表现

Table 1 The rate and performance of liver transplanted hepatoma tumor in rats

Note: compared with Model Group with abnormal savda syndrome: *P＜0.05.

2.3 大鼠肝脏大体观

正常对照组大鼠肝脏外观正常，色泽红润，表面光滑，形态

规整；模型对照组、病症模型组、及 ASM低、中、高剂量给药组

大鼠在肝癌移植术后，肝癌移植成功大鼠其肝脏表面可见大小

呈球形或分叶状的肿瘤结节，呈灰白色，质软，与周围组织界限

清楚。见图 1。

2.4 各组大鼠肝脏肿瘤组织显微结构观察结果

HE结果显示：正常对照组大鼠肝小叶结构清晰，肝细胞索

排列规整，肝细胞形态结构正常；模型对照组大鼠瘤组织呈膨

胀性生长，癌细胞大小不一，染色偏蓝，肝细胞索挤压，排列不

齐，并可见纤维素样结构，病症模型组大鼠瘤组织呈浸润性生

长，肝细胞索呈现挤压状态。ASM低、中、高剂量给药组大鼠均

出现肿瘤细胞间隙增宽，肿瘤细胞出现不同程度的肿胀变性，

呈现泡沫状改变，肿瘤细胞巢可见大量炎细胞浸润，各组均可

见不同程度的肿瘤细胞坏死灶。见图 2。

2.5 各组大鼠肝脏肿瘤组织超微结构观察结果

电镜结果显示：正常对照组大鼠肝细胞轻微肿胀，细胞基

质密度降低，部分线粒体空泡变，细胞排列基本整齐；模型对照

组肿瘤组织癌细胞成团，细胞异型明显，形态大小不一，细胞核

核形不规则，核仁明显，核浆比例增大，异染色质多并呈团块边

集，胞浆内核糖体多，其他细胞器少；病症模型组大鼠瘤组织癌

细胞基本与模型对照组相同，细胞表面突起增多；ASM低、中、

高剂量给药组大鼠瘤组织癌细胞形态不规则，细胞核异染色质

增多，成团块状且明显边集，部分癌细胞呈现细胞基质密度增

加，核异染色质呈粗大团块状，胞膜内陷、细胞表面可见囊泡状

突起的凋亡细胞征象，部分癌细胞呈现肿胀变性损伤，瘤组织

可见较多的巨噬细胞和炎细胞。见图 3。

3 讨论

维吾尔医学体液论探讨了疾病发生的根本原因，其认为当

机体在各种致病因素的作用下，发生体液性气质失调并出现异

常体液时，机体就会出现各种不同的病症，当机体的四种体液：

胆液质、黏液质、血液质、黑胆质，被 "燃烧 "和 "沉淀 "后，会

形成异常黑胆质，这种最终产物可导致各类异常黑胆质病症，

是肿瘤、糖尿病、高血压、哮喘等复杂性疾病的共同致病因素[1]。

异常黑胆质型肿瘤在维医恶性肿瘤的分型中最为常见，有文献

报道异常黑胆质型肿瘤发生率是非黑胆质型肿瘤的 2.15倍[2]。

黑胆质产生于肝脏，贮存于脾脏，色略黑，味涩，属性干寒。基于

肝癌高发病率和高病死率以及异常黑胆质型肿瘤高发的机制

尚不清楚，建立简单易行的、接近人类肝癌临床特征的异常黑

胆质病症结合动物模型，对于研究异常黑胆质致瘤作用机制和

维药治癌防癌研究有重要的现实意义。有学者采用二乙基亚硝
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图 2肝癌移植术后肝脏癌组织 HE染色结果

Fig. 2 HE staining of carcinoma tissues after hepatoma transplantation

Note: A Contral group(× 400) B Contral group of transplanted hepatoma(× 400) C Group of abnormal savda transplanted hepatoma(× 400) D Group of

low-dose ASM(× 400) E Group of middle-dose ASM(× 400) F Group of high-dose ASM(× 400)

图 3肝癌移植术后肝脏癌组织电镜观察结果

Fig. 3 EM results of carcinoma tissues after hepatoma transplantation

Note: A Contral group(× 6000) B Contral group of transplanted hepatoma(× 6000) C Group of abnormal savda transplanted hepatoma(× 6000)

D Group of low-dose ASM(× 6000) E Group of middle-dose ASM(× 6000) F Group of high-dose ASM(× 6000)

胺（DEN）诱导肝癌的方法，在异常黑胆质证载体动物模型基础

上，建立异常黑胆质病症肝癌大鼠模型[10]。这种造模方式成功

率高，致癌性专一，是目前动物实验研究中应用较广泛的肝癌

动物模型，但是此法耗时长，动物死亡率高且肝癌在个体间表

现一致性差。

Walker-256是一株大鼠腹水癌细胞系，使用该细胞进行腹

腔内注射，可快速形成腹水瘤，目前广泛应用于抗肿瘤药物体

内实验研究，亦可用于大鼠多种可移植性肿瘤模型的建立
[7,11,12]，其操作简便，个体差异小，肿瘤发生率较高。为探讨异常

黑胆质对肝脏肿瘤发生发展及转归的影响和 ASM对其干预作

用，本研究在建立异常黑胆质证大鼠模型的基础上，采用了可

操作性较强、成功率较高的肝内注射 walker-256腹水瘤细胞制

备异常黑胆质证肝癌大鼠模型，结果表明：使用 walker-256瘤

细胞进行肝内移植，制备肝癌模型成功率高达 90%，而与单纯

肝癌移植模型大鼠相比，异常黑胆质证肝癌模型组大鼠腹水形

成率和腹壁后转移率明显增高，瘤体积有增大趋势；病症模型

组大鼠肝脏肿瘤组织在光镜下呈现浸润性生长，电镜下观察可

见瘤细胞异型明显、细胞表面突起增多，提示瘤细胞表现为高

浸润和高转移的形态特点。肝癌患者腹水形成和瘤细胞扩散转

移是肝癌晚期主要的并发症，如不能有效地控制,将严重影响

患者的生存质量，是肝癌预后差的表征之一。异常黑胆质能在

促进瘤细胞增殖生长，增加瘤细胞迁移能力等多方面影响肿瘤

的发展。有学者在肿瘤移植动物模型相关实验研究中发现：使

用 ICR小鼠制备的异常黑胆质证载体肿瘤模型的肿瘤发生率

及肿瘤质量均显著高于模型对照组（单纯肿瘤组），这说明在小

鼠肿瘤的发生发展进程中，异常黑胆质可能起到一定的促进作

用[13]。本实验结果发现：在肝癌移植术后，模型对照组与病症模

型组间虽然瘤体积大小差异无统计学意义，但是病症模型组大

鼠的腹水形成率显著高于模型对照组，形态学也表现为瘤细胞

具有高侵袭力。由此说明，异常黑胆质体液在肝脏肿瘤发生发

展过程中，不仅是一种致病因素，也是一种促进因素，其具体的

发生机制尚不清楚。众多研究结果表明异常黑胆质能够通过促
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进瘤细胞增殖生长，增加瘤细胞迁移能力等多方面直接影响肿

瘤的发展，同时，异常黑胆质证患者机体免疫功能低下，神经

内分泌紊乱，体重降低等身体基本状况变差也会影响肿瘤的

预后[14]。肝癌患者腹水形成的原因通常是由于肝功能受损，导

致白蛋白合成减少，而低蛋白血症常伴随机体免疫功能低下，

癌性腹水又可增加播种转移的机率，二者都直接影响肝癌患

者的预后[15]。

维吾尔医学理论认为，异常黑胆质的产生是一个逐渐推移

的缓慢过程，是由量变到质变，异常黑胆质体液是肿瘤等多种

复杂疾病的共性[16]。针对异常体液的治疗，维医采取从改善异

常体液的角度入手，即先使用成熟剂使其成熟，再使用清除剂

予以清除，从而恢复失衡的体液，挽救损伤的器官及组织。ASM

是由十几种草药组成的复方药，维医用于各种异常黑胆质性复

杂性病症（例如肿瘤）的 "成熟 /清除 "特色治疗，对肿瘤治疗

有良好的效果[17]。异常黑胆质成熟剂对肿瘤的防治作用是多方

面的，众多研究表明它可抑制多种瘤细胞生长、促进瘤细胞凋

亡、降低瘤细胞侵袭、改善瘤细胞耐药性及修复癌变组织，减轻

放化疗的毒副作用、提高生活质量；该复方可以提高肿瘤患者

免疫功能，纠正异常黑胆质肿瘤患者下丘脑 -垂体 -肾上腺轴

功能紊乱状态[4-6,14,18,19]。本次实验结果也表明：不同剂量 ASM给

药组大鼠均可见体重有所恢复，一般状况转好，腹水形成率和

腹壁后转移率下降。由此推测异常黑胆质成熟剂可以改善肿瘤

患者身体状态，纠正失衡体液，从而对肿瘤起到良好预防和治

疗作用。

总之，通过在异常黑胆质载体大鼠模型基础上建立移植性

肝癌模型，并予以 ASM进行干预，我们发现异常黑胆质体液与

肝癌的发生发展密切相关，对其预后产生不良影响；ASM通过

损伤瘤细胞和改善肿瘤患者自然防护力而起到一定抗肿瘤作

用。

4 结论

（1）在异常黑胆质证载体大鼠模型基础上，将 walker-256

瘤细胞接种至肝脏组织内，可成功建立异常黑胆质证肝癌大鼠

模型，成瘤率高，这种方法简单可行，该肿瘤模型的生物学行为

与临床病程相似,为研究维药治疗肝癌的治疗提供理想的动物

模型。

（2）异常黑胆质能促进肝癌的发生发展，通过增加肝癌腹

水形成和肿瘤转移影响其转归。

（3）ASM通过纠正异常黑胆质病证中的体液失衡，恢复正

常体液的生成，减轻肝癌大鼠腹水产生和肿瘤转移，从而起到

一定的抗癌作用，改善肝癌预后。
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