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运动对肝原位移植瘤切除术后小鼠脾淋巴细胞分泌因子的影响

陈泉，赵彤，万嫣，苏羚子，黄晓蒂，李柏

(海军军医大学中医系，上海 200433)

[摘　要]	 目的：观察运动对肝原位移植瘤切除术后小鼠免疫功能的影响。方法：对小鼠进行肝原位移植

瘤切除术，并在手术前后不同时期进行有氧运动干预，观察小鼠术后脾淋巴细胞因子分泌水

平。结果：正常小鼠组IL -6和TNF-γ明显低于术后对照组，差异有统计学意义(P<0.01)；与术后

对照组相比，后期运动组除IL -4，IL -6和INF-γ外，其余各项均有显著差异，差异有统计学意义

(P<0.05)；与术后对照组相比，全程运动组除IL -4和INF-γ外，其余各项均有显著差异，差异有统

计学意义(P<0.05)。结论：肝原位移植瘤切除术可对小鼠造成应激损伤，影响其脾淋巴细胞分泌

因子水平。运动有助于术后小鼠免疫功能恢复，全程运动效果更佳。
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Effect of exercise on spleen lymphocyte secretory factor after 
orthotopic liver transplantation tumor resection in mice 
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Abstract Objective: To observe the effect of aerobic exercise on immune function of mice after orthotopic liver 

transplantation tumor resection. Methods: Mice were treated with orthotopic liver transplantation tumor 

resection and aerobic exercise at different stages before and/or after operation to observe the level of spleen 

lymphocyte secretory factor after operation. Results: The levels of IL-6 and TNF-γ of the normal mice group 

were significantly lower than those in the postoperative control group (P<0.01). In the postoperative exercise 

group, there were significant differences in the other items except IL-4, IL-6 and INF-γ compared with the 

postoperative control group (P<0.05). Except IL-4 and INF-γ, the other items of the total exercise group were 

significant difference compared with the postoperative control group (P<0.05). Conclusion: Orthotopic liver 

transplantation tumor resection caused stress injury in mice and affected the level of splenic lymphocyte secretion 
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肝癌是病死率最高的恶性肿瘤之一。近年来其

发生率和病死率均呈上升趋势[1]。目前，通过手术

切除治疗，肝癌患者的预后和生存期的延长均有所

改善[2]。但术后高复发率仍是影响肝癌患者手术预

后差的主要原因，严重影响患者的远期疗效和生活

质量[3]。研究[4]发现：肝癌术后患者普遍存在细胞

免疫功能低下，考虑其可能是影响肝癌术后复发的

重要因素。适当运动有助于身体健康，现代也有研

究[5]证实定期适量运动可减轻炎症反应，减少疾病

发生。本研究以此为依据，拟在肝原位移植瘤切除

术前后不同时期对小鼠施以运动干预，运动结束后

取组织，检测小鼠脾淋巴细胞分泌因子水平，观察

运动对小鼠免疫功能的影响，以期改善患者免疫功

能，降低复发转移，提高其生存率。

1  材料与方法

1.1  材料

C57 6~8周龄雄性小鼠40只，体重约24 g/只，

于无特定病原体(specif ic pathogen free，SPF)级恒

温、恒湿环境中分笼饲养，每笼饲养5只。小鼠随

机分为5组：正常小鼠组、术后对照组、前期运动

组、后期运动组、全程运动组，每组8只。

1.2  方法

1.2.1  运动方式

运动方式采用持续有氧运动干预，运动强度

为12 m/min，30 min/d，每周运动5 d，休息2 d。

根据摄氧量和最大摄氧量(VO2max)的百分比来衡量

运动强度，对强度的控制可通过调节跑台的速度

和坡度来实现。根据Bedford等 [6]的研究结果，小

于4周的小鼠，雄性：VO2max=0.19×体重+91.16，雌

性：VO 2ma x=0.20×体重+95.58；大于4周的小鼠：

VO2max=0.35×体重。

1.2.2  运动干预方案

前期运动组和全程运动组小鼠预先有氧运动

4周。运动结束后，除正常组小鼠外，其余各组小

鼠进行肝原位种植瘤切除术(于第二军医大学实验

动物中心进行)。术后小鼠注意保温，休息7 d。之

后后期运动组、全程运动组小鼠继续进行2周有氧

运动干预，其余各组自由活动。运动结束后24 h，

处死各组小鼠，并留取小鼠脾脏。

1.3  小鼠肝原位移植瘤切除术

小鼠肝原位移植瘤切除术的详细步骤见文献[7]。

1.3.1  小鼠腹水瘤培养

将冻存的肝癌H22细胞复苏。调整细胞悬液中

细胞浓度为1~3×10 6个/mL，于小鼠左下腹正中线

旁0.5~1 cm处腹腔注射(0.25 mL/只)。7~10 d可观察

到第1代小鼠腹部膨隆，即可传代培养。消毒小鼠

腹部后，用1 mL注射器抽取腹水，用生理盐水将腹

水稀释3~5倍后注入第2代小鼠腹腔内，7~8 d后可

再次传代。3代以后腹水细胞可用于皮下瘤种植。

1.3.2  小鼠皮下瘤种植

取小鼠腹水细胞 ( H 2 2 细胞 ) ，用生理盐水调

整其浓度为1×10 6个/mL后，在小鼠右前肢皮下远

端进针，皮下注射0.2  mL。待肿瘤长至1 cm左右

(7~10 d)，可进行小鼠肝脏原位移植瘤种植。

1.3.3  小鼠原位移植瘤种植

将小鼠皮下瘤取出，彻底清除瘤体周围组织

后切成约2 mm立方体备用(须在2 h内用完)。用1%
戊巴比妥钠腹腔注射麻醉( 5 0  mg / k g小鼠体重)小

鼠，腹部备皮后消毒，采用肝内隧道植入法[4]将肿

瘤植入肝内。缝合术口后，术口处涂抹金霉素眼

膏，预防感染。

1.3.4  小鼠原位瘤切除

原位移植瘤种植10 d后，沿原切口进腹，切除

荷瘤的肝左外叶，止血，关腹，伤口处涂金霉素

眼膏，预防感染。术后注意保温，补液，预防小

鼠死亡。

1.4  脾淋巴细胞因子检测

脾淋巴细胞因子检测详细步骤见文献[8]。

1.4.1  小鼠脾淋巴细胞悬液制备

颈 椎 脱 臼 处 死 小 鼠 ， 7 5 % 乙 醇 消 毒 后 ， 超

净 台 中 取 出 小 鼠 脾 ， 除 去 周 围 无 关 组 织 ， 并 用

R PMI1640冲洗2次。后将小鼠脾研磨成脾细胞悬

液并静置5  m i n。取2  m L悬液以1  5 0 0  r / m i n离心

5  m i n 后去上清，缓慢滴入淋巴细胞裂解液 ( 1 × ) 
3 mL，反应1 min后加1 mL PBS终止反应，混匀。

factor. Exercise is helpful to the recovery of immune function of mice after operation especially and the effect of 

whole course exercise is better.

Keywords aerobic exercise; orthotopic liver transplantation tumor resection; immune function; spleen lymphocyte secretory 

factor; mice
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再以1  5 0 0  r / m i n离心5  m i n，去上清后加入4  m L  
R P M I 1 6 4 0 洗 涤 1 次 。 再 次 以 1  5 0 0  r / m i n 离 心  
10 min。弃上清，加入PBS缓冲液。

1.4.2  ELISA 检测小鼠脾淋巴细胞细胞因子分泌水平

室 温 下 ， 首 先 用 3 0 0  μ L 洗 液 洗 板 2 次 ， 期 间

静置浸泡10~15 s。弃掉洗液后，微孔板必须用吸

水纸吸干。洗板完成后，立即在每孔加入50 μL检

测缓冲液，再加入50 μL标准品、样品和对照品。

加样过程中，应保证连续，并在1 5  m i n内完成。

用封板膜封好微孔板，后以100 r/min振荡，室温

(18~22 ℃)下孵育2 h。弃掉液体，每孔加入300 μL
洗液洗板，洗涤6次。洗板后应使用吸水纸彻底移

除残留液体。每孔加入100 μL检测抗体后使用新的

封板膜封板，100 r/min振荡，室温孵育2 h。再弃

掉微孔板液体，每孔加入300 μL洗液，洗板6次。

之后每孔加入100 μL辣根过氧化物酶标记的链霉亲

和素，再用新的封板膜封板，100 r/min振荡，室

温孵育45 min。弃掉液体，每孔加入300 μL洗液洗

板6次。每孔加入100 μL显色底物3,3',5,5'-四甲基联

苯胺(tetramethylbenzidine，TMB)，避光，室温孵

育10~30 min后加入100 μL终止液，颜色由蓝色变

为黄色。若颜色呈绿色或者颜色明显不均匀，轻

叩板框，充分混匀。30 min内，用酶标仪在450 nm
波长测定光密度(OD)值。

1.5  统计学处理

采用SPSS 21.0统计软件进行数据分析。数据

以均数±标准差(x±s)表示。Levene’s检验以检验方

差齐性；数据采用单因素方差分析；多个样本均

数的多重比较采用L S D - t检验和D u n n e tt - t检验。
P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

正常小鼠组IL -6和TNF-γ水平明显低于术后对

照组，差异有统计学意义(P<0.01)。IL -10在前期

运动组小鼠中分泌水平明显高于术后对照组，差

异有统计学意义(P<0.05)。与术后对照组相比，后

期运动组除IL -4，IL -6和INF-γ外，其余各项差异

均有统计学意义(P<0.05)。与术后对照组相比，全

程运动组除IL -4和INF-γ外，其余各项差异均有统

计学意义(P<0.05；图1~4，表1)。

图1 不同运动干预节点对小鼠IL-2，IL-4分泌水平的影响

Figure 1 Effect of exercise at different time on the secretion levels of IL-2 and IL-4

图2 不同运动干预节点对小鼠IL-6，IL-10分泌水平的影响

Figure 2 Effect of exercise at different time on the secretion levels of IL-6 and IL-10

IL
-4

分
泌

水
平

/(
pg

·m
L− 1

)

0.6

0.4

0.2

0.0

600

400

200

0

IL
-2

分
泌

水
平

/(
pg

·m
L− 1

)

正常 
小鼠组

术后 
对照组

前期 
运动组

后期 
运动组

全程 
运动组

正常 
小鼠组

术后 
对照组

前期 
运动组

后期 
运动组

全程 
运动组

P<0.01
P<0.01

500

400

300

200

100

0

IL
-6

分
泌

水
平

/(
pg

·m
L− 1

)

正常 
小鼠组

术后 
对照组

前期 
运动组

后期 
运动组

全程 
运动组

正常 
小鼠组

术后 
对照组

前期 
运动组

后期 
运动组

全程 
运动组

P<0.01

P<0.05 P<0.05
P<0.05

P<0.05

IL
-1

0分
泌

水
平

/(
pg

·m
L− 1

)

6

4

2

0



运动对肝原位移植瘤切除术后小鼠脾淋巴细胞分泌因子的影响    陈泉，等 715

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

IN
F-

γ 分
泌

水
平

/(
pg

·m
L− 1

)

正常 
小鼠组

术后 
对照组

前期 
运动组

后期 
运动组

全程 
运动组

P<0.01

正常 
小鼠组

术后 
对照组

前期 
运动组

后期 
运动组

全程 
运动组

P<0.01
P<0.05

TG
F-

β 分
泌

水
平

/(
pg

·m
L− 1

)

300

200

100

0

图3 不同运动干预节点对小鼠INF-γ，TGF-β分泌水平的影响

Figure 3 Effect of exercise at different time on the secretion levels of INF-γ and TGF-β

图4 不同运动干预节点对小鼠TNF-α分泌水平的影响

Figure 4 Effect of exercise at different time on the secretion level of TNF-α

表1 不同运动干预节点小鼠脾淋巴细胞因子的分泌水平(n=8)

Table 1 Secretion levels of spleen lymphocyte factor at different time of exercise (n=8)
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全程运动组 0.5168±0.1699 345.2±31.47 67.34±36.50
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3  讨论

肝 癌 起 病 隐 匿 ， 早 期 多 无 典 型 的 症 状 和 体

征，患者确诊时，肿瘤多已属晚期。但随诊疗技

术的进步、外科手术水平的提高及人们健康意识

的提升，越来越多的肝癌患者能早期诊断，病符

合手术指标，从而使肝癌切除术的成功率大幅度

增加 [9]。但据统计，肝癌术后5年的复发率仍高达

60%[10]。肿瘤患者手术后存在免疫抑制期，而这可

能会为仍存留于身体内部的肿瘤细胞留下可乘之

机。研究 [11]表明：中小强度运动能引起免疫细胞

数目增多，使患者机体免疫功能增强。

本研究中所使用的模型中的肝癌株，其形态特

征和病理表现与人肝细胞癌相似。因此本研究使用

本肝癌株造肝原位移植瘤模型以较好模拟人类肝癌

的发展。已有研究[12]表明：肝原位移植瘤切除术会

对术后小鼠造成应激损伤，产生免疫抑制。那么运

动是否对肝原位移植瘤切除术后小鼠的免疫功能恢

复产生积极作用？本研究从脾淋巴细胞分泌因子角

度入手，通过肝原位移植瘤模型[13]，对其施以手术

切除，并予运动干预，以观察脾淋巴细胞分泌因子

水平的变化。

免 疫 细 胞 因 子 是 指 主 要 由 免 疫 细 胞 合 成 、

分泌的具有生物活性的低分子质量蛋白质或多肽

的 统 称 。 T h 细 胞 可 分 为 T h 1 细 胞 和 T h 2 细 胞 2 个

亚群，辅助T细胞参与细胞免疫的I L -2，I FN-γ，

TNF-α等细胞因子主要由Th1细胞亚群分泌，介导

体液免疫的细胞因子如IL -4，IL -6，IL -10等细胞因

子由Th2细胞亚群分泌[14]。

本研究结果显示，正常小鼠组IL -6和TNF-γ明

显低于术后对照组，差异有统计学意义(P<0.01)；

IL -2，IL -4，TGF-β，TNF-α均较术后对照组低，

说 明 手 术 对 肝 原 位 移 植 瘤 切 除 术 后 小 鼠 产 生 影

响，并破坏Th细胞2个亚群所分泌的细胞因子的平

衡，产生免疫紊乱，这一结果与本研究之前研究

结果相符 [8]。人体中IL -2可使胸腺细胞和T细胞进

入S期，促进细胞增殖 [15]。IL -6则是一种公认的、

比较敏感的评价组织损伤的标志物 [16]。IL -10可上

调体液免疫，促进 B 淋巴细胞的增殖、成熟及抗

体的分泌 [ 1 7 ]。T N F- α具有广泛的生物学活性，在

机体免疫调节、抗感染等方面发挥重要作用 [18]。

TGF-β的生物学功能研究主要集中在炎症、组织修

复和胚胎发育等方面，其能抑制免疫活性细胞增

殖和淋巴细胞分化，抑制细胞因子产生 [19]。全程

运动组IL -2，IL -10，TNF-α均高于对照组，IL -6，

TG F - β均低于对照组，差异有统计学意义。本研

究中，全程运动组I L -2，I L -10，TNF-α均高于对

照组，IL -6，TGF-β均低于对照组，差异有统计学

意义，表明全程运动组小鼠免疫功能较术后对照

组改善，组织损伤恢复好于术后对照组小鼠。根

据脾淋巴细胞分泌因子水平测定结果，前期运动

组和后期运动组小鼠，其术后免疫功能较术后对

照组小鼠也有相应改善，其中后期运动组 I L - 2，

IL -10高于对照组，IL -7，TGF-β，TNF-α低于对照

组，差异有统计学意义。前期运动组IL -10高于对

照组，差异有统计学意义。

综 上 所 述 ， 肝 原 位 移 植 瘤 切 除 术 对 小 鼠 造

成应激损伤，影响脾淋巴细胞分泌因子水平，引

起免疫抑制。而运动有助于小鼠术后免疫功能恢

复，全程运动效果更佳。但运动促进小鼠免疫功

能恢复的相关机制有待后续研究进一步明确。
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