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要#目的
!

通过胆管结扎法建立胆汁淤积性肝纤维化动物模型!并对模型进行评价与探讨%方法
!

选用禁食
,$B

$能自

由饮水的
QZ

雄性大鼠!腹腔麻醉后!分离胆管!以丝线两处剪断
,F*

结扎胆管!分别于
&

$

$

$

-

$

:

$

>

周测定大鼠体质量$肝脏质量$

肝功能$肝纤维化酶谱!镜下观察肝脏组织学及超微结构的改变!并设立假手术组和对照组%结果
!

-

"

:

周后!模型组大鼠体质

量及肝脏质量较假手术组和对照组明显下降"

!

#

&(&%

#!肝脏湿质量明显下降"

!

#

&(&%

#!造模第
$

周即可见肝功能及肝纤维化

酶谱较
&

周时明显升高"

!

#

&(&%

#!病理切片可见肝组织结构明显破坏!大量炎细胞浸润$胶原纤维增生及假小叶形成%结论
!

胆汁淤积性肝纤维化模型造模方法简单!形成周期短!是一种稳定且可靠的肝纤维化研究模型%

关键词#大鼠'肝硬化'动物模型'结扎胆管
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肝纤维化是严重威胁人类健康的重要疾病之一#是多种

慢性肝病发展至肝硬化的共同病理组织学基础#迄今没有理想

的治疗方法(自从
,999

年
RG8@.*1=

等+

,

,报道肝纤维化的可

逆性后#研究肝纤维化发病机制和防治措施成为了攻克肝病的

热点之一#为肝纤维化的有效治疗带来了新希望(本研究拟采

用血流动力学改变'肝功能异常和肝脏病理学改变与人大小结

节肝硬化基本一致的结扎胆管方法诱导胆汁淤积性肝纤维化

动物模型#并对此模型进行深入的评价#为进一步在体研究肝

纤维化发病机制和临床防治提供研究手段和方法(

A

!

材料与方法

A(A

!

实验动物
!

清洁雄性
QZ

大鼠$本院野战外科研究所动物

中心提供%#鼠龄
>

"

9

周#体质量
'%&

"

-&&

)

#每次实验随机将

大鼠分笼饲养$

:

只"笼
g,:

%于设定温度
$%U

'定时光照$光照

时间
&>

!

&&

"

$&

!

&&

%房间#自由摄食和水#

,

周后分组实验#实验

均在
&9

!

&&

"

,,

!

&&

时开始#实验前禁食
,$B

#自由饮水(

A(B

!

方法

A(B(A

!

肝纤维化动物模型的建立
!

随机将实验动物分为模型

组'假手术组和对照组($

,

%模型组!

,V

戊巴比妥钠
-&*

)

"

N

)

腹腔内注射麻醉#解剖分离出胆管#丝线两处剪断
,F*

结扎胆

管&$

$

%假手术组!剪开腹腔后随即关腹&$

'

%对照组!未给予任

何手术处理&各组大鼠术后均给予普通饲料喂养#自由摄取食

物和水#环境温度
$%U

#定时光照$光照时间
&>

!

&&
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!

&&

%(

取
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周作为不同时相点进行实验(

A(B(B

!

观测指标
!

$

,

%一般情况!大鼠的皮毛色泽'食欲'活

动'黄疸的变化以及死亡情况&$

$

%体质量和肝脏湿重!大鼠称

质量后#腹腔注射麻醉#剪开腹腔#取出肝脏#称质量#计算肝脏

指数$肝脏湿质量"体质量%&$

'

%血清中肝功和肝纤维化酶谱!

大鼠门静脉采血#分离血清#采用全自动生化分析仪检测&$

-

%

肝脏大体标本及病理学检测!大鼠腹腔注射麻醉#

'V

戊二醛灌

注
'&*8=

#取肝组织
-U

固定#超薄切片#铀铅染色#透射电镜

检查(另取部分肝右叶组织#

-V

多聚甲醛固定#石蜡包埋#切

片#
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染色#光镜观察(

A(C

!

统计学处理
!

采用
Q#QQ,'(&

统计软件处理数据#多组

比较采用多因素方差分析#两两比较采用
?

检验(

!

#

&(&%

为

差异有统计学意义(

B

!

结
!!

果

B(A

!

动物的体质量与一般情况
!

$

"

'

周前各组大鼠在整个

实验过程中皮毛色泽'活动度'食欲基本一致(

'

周后模型组

大鼠皮毛光亮度逐渐变差#毛发较干燥#活动度减少#食欲较假

手术组和对照组差#逐渐出现皮肤和毛发黄染#体质量
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各组大鼠体质量变化$

@S8

'

(f%

%

组别
时间$周%

& $ - : >

对照组
$>&(-S,-(9 '&-(&S,9(& ''-(&S,9(& '/-(&S,9(& '>%(-S$,(>/

假手术组
$/-(-S$&(9 $9-(&S,9(& '''(-S,/(/ '%/($S$:(/ ''-(:S,/('9

模型组
$>,($S,%(9 $9,($S,-(> $:/(&S9(/

"

$'-(-S,&(>

!

$$-(&S,>(,&

!

!!

!

!

!

#

&(&%

#

"

!

!

#

&(&,

#与对照组比较(

增加不明显$表
,

%#随后大鼠一般情况逐渐变差#体质量减少#

黄疸加深#在分批实验的
'

'

-

'

%

'

:

周过程中均发生大鼠死亡#

死亡率
-%V

(而假手术组和对照组大鼠皮毛色泽'活动度'食

欲基本一致#体质量逐渐增加#无大鼠死亡发生(

-

周后模型

组大鼠肝脏湿质量明显下降$

!

#

&(&%

%#而假手术组和对照组

肝脏湿质量无明显变化#见表
,

'

$

(

B(B

!

生化检测结果
!

第
$

周#模型组血清中总胆红素的水平

与
&

周时相比差异有统计学意义$

!

#

&(&,

%#见表
'

(第
-

周

与
&

周比较模型组血清中各项生化指标均升高$

!

#

&(&%
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表
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各组大鼠肝脏湿质量的变化$

@S8

'

(f%

%

组别
时间$周%

& $ - : >

对照组
:(/S,(& /(:S,(- >(&S,(- >(-S,(- >(:S,('

假手术组
:(>S,(& /(%S,(% /(9S$(, >('S,(/ >(%S,(%

模型组
:(/S&(> /(:S,(& >(,S&(>

!

,&('S&(9

!

,&(>S,(,

!

!!

!

!

!

#

&(&%

#与对照组比较(

表
'
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模型大鼠肝功能检查结果$

@S8

'

(f/

%

指标
时间$周%

& $ - : >

丙氨酸氨基转移酶
-%(>%S-(,> :/(%/S:(,' >/(/,S/(9$

!

,>,(''S,:(',

"

$/,(-S$%(>/

"

天冬氨酸氨基转移酶
-$(>:S,'(,> %>(%/S,-(9$

/>(/,S/(>/

!

,/,(&S''(%/

"

''-(:S>%('9

"

总胆红素
,($,S&($$ ':(/,S-('9

"

/$(-'S>(9

"

,%$(:/S$&(-/

"

$&-(&S,>(,&

"

透明质酸
>>(&&S/(,> ,,%(,-S/(-'

'>-(-'S'-($>

"

%&9(%S%,(>-

"

,>-(''S%'(%>

"

层黏蛋白
::(-S,,($- >'(>:S%(/&

,,&(%/S,$(&&

!

%,,(:S/$(9/

"

$$'(&S%/(&>

"

!!

!

!

!

#

&(&%

#

"

!

!

#

&(&,

#与
&

周比较(

B(C

!

病理观察

B(C(A

!

肝脏大体标本及切面情况
!

肝纤维化组大鼠肝脏明显

肿大#肝包膜紧张#边缘钝#黄棕色#质硬#部分表面有细小结

节#切面可见岛屿状结节(假手术组和对照组大鼠肝脏体积正

常#包膜无紧张#质软#切面红润'油腻(

B(C(B

!

_[

"

61<<7=

染色
!

肝纤维化分级以
$&&&

年病毒性肝

炎防治方案为标准#将肝纤维化改变分为
Q&

"

Q-

级(第
$

周

模型组大鼠肝组织损伤不明显#仅有轻度的肝细胞肿胀#汇管

区可见纤维化#部分有纤维间隔形成#病理学分级多为
Q,

#肝

细胞空泡变性#轻度脂肪变性&第
-

周见大量胶原组织沉积#纤

维增生明显#胶原纤维从汇管区及中央静脉周围向肝小叶内延

伸#病理学分级多为
Q$

"

Q'

级#肝组织结构轻微破坏#肝细胞

肿胀明显#空泡变性伴脂肪变性也加重#伴有炎性细胞浸润(

第
:

"

>

周肝组织结构破坏更严重#肝细胞大片状变性'坏死及

空泡变#见大量炎细胞浸润#大量胶原纤维从汇管区及中央静

脉周围向肝小叶内延伸#可见假小叶形成#病理学分级为
Q'

"

Q-

#见封
'

图
,

"

-

(

C

!

讨
!!

论

建立合适的肝纤维化动物模型是研究肝纤维化发生机制'

筛选护肝药物的前提(尽管肝纤维化造模方法很多#但不同物

质诱导肝纤维化的机制不同#并产生不同的病理和生化改变#

有各自的优'缺点(理想的肝纤维化模型应该具有!$

,

%与人类

疾病相似#可复制人类肝纤维化的形态特征&$

$

%病变有一定发

展过程#病理改变呈阶段性#即有明显分期&$

'

%造模方法简单

易行#可重复&$

-

%形成率高#死亡率低&$

:

%所用方法对人类无

害或危害较小#环境污染少(

C(A

!

四氯化碳$

55D

-

%中毒性肝纤维化动物模型+

$39

,

!

55D

-

进

入人体后可直接进入肝细胞#溶解肝细胞膜上的脂质成分#也

可通过影响肝细胞色素
#-%&

依赖性混合功能氧化酶的代谢#

生成三氯甲基自由基和氯甲基自由基#启动脂质过氧化作用#

致肝细胞损伤'变性'坏死#长期反复刺激可诱导肝纤维化形

成(单因素
55D

-

攻击建立的肝纤维化模型#具有简便'易行'

廉价且耗时短$一般为
>

周%'肝纤维化过程稳定'病变典型的

特点#目前仍被广泛使用(但该模型死亡率较高#停止造模后

有一定自然恢复趋势(复合因素模型除了皮下注射
55D

-

外#

还在饲料中混以猪油'胆固醇#并以
'&V

的乙醇为饮料#最短

-$.

造模即可成功(该模型成功率高#与人的肝纤维化接近#

主要用于肝纤维化中糖'蛋白质'脂肪'色素等代谢障碍#以及

迅速出现的营养不良'脂肪变性'肝纤维化的形态学研究(但

此模型中
55D

-

的肝毒性作用强且迅速#剂量掌握不当时死亡

率很高#一定程度会增加实验经费#且
55D

-

对人和动物均有毒

性作用#使得此模型具有一定局限性(

C(B

!

乙醇诱导肝纤维化动物模型+

'3%

#

,&

,

!

肝脏是乙醇代谢的

主要场所#乙醇及其代谢产物乙醛是高反应活性分子#能与蛋

白质结合形成乙醛
3

蛋白质复合物#后者不但对肝细胞有直接

损伤作用#而且还可以作为新抗原诱导细胞及体液免疫反应#

9%-
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导致肝细胞受免疫反应的攻击(目前多采用乙醇加高脂饮食

诱导大鼠肝纤维化模型#

:&V

乙醇#

,(%*+

"

,&&

)

大鼠体质量

的剂量灌胃#每日
$

次#高脂饮食#实验动物自由饮水#

:

个月

后可见中央静脉和窦周肝纤维化(该模型复制方法简单#肝纤

维化程度较高#稳定可靠#与人类饮酒而导致的肝纤维化较相

似#可广泛用于酒精性肝病的研究#依据其发展处于不同时期

可进行酒精性脂肪肝和肝纤维化的研究(但肝纤维化所需时

间较长#操作技术要求较高#灌胃法操作不当可引起相关的并

发症#如急性胃扩张'酒精误入气管均可引起大鼠死亡(

C(C

!

实验性免疫性肝纤维化模型+

'3:

#

,,

,

!

免疫性肝纤维化模

型可能机制是由
+

'

)

型变态反应引起(异种动物血清$如猪'

牛'马%或异体蛋白$如人血清清蛋白'猪血清清蛋白'牛血清清

蛋白等%尾静脉注入大鼠机体后#刺激其产生相应的抗体#当抗

原再次进入机体后#抗原抗体结合#形成抗原抗体复合物#激活

补体(由于抗原的长期'反复刺激#过量的免疫复合物来不及

被清除#沉积于肝脏的血管壁内外#引起血管炎或血管周围炎#

造成肝损伤#长期反复#最终发展成肝纤维化和肝硬化(此模

型与多数人类慢性肝炎所致的肝纤维化在发病机制上有一定

的相似之处#有利于从免疫学角度探讨肝纤维化发病机制及评

价药效(但无病毒持续复制和肝实质持续损伤的过程#且有自

愈倾向#造模周期较长#大鼠死亡率较高(

C(D

!

血吸虫性肝纤维化模型+

'3%

#

>39

,

!

主要用于血吸虫病性肝

硬化门脉高压发病机制'病情转归'外科术式改良以及药物筛

选研究(但实验过程中有可能感染实验者及环境而造成污染#

且造模时间长$

:&

"

9&.

%#死亡率高$

-&V

"

%&V

%&二甲基亚

硝胺致肝纤维化模型造模周期短#大鼠死亡率低#肝纤维化形

成相对稳定#便于在药物抗肝纤维化研究中推广#缺点是不容

易掌握剂量(

综合文献+

,&3,%

,#本研究采用胆总管套扎法建立大鼠肝

纤维化模型#形成人为的肝外胆道梗阻#进而肝细胞缺血和坏

死#胶原组织大量沉积#向肝小叶内伸展#包围肝小叶并散布于

肝细胞周围#最终形成肝硬化(此模型建立时间相对较短#

:

"

>

周即可见肝脏体积缩小#表面有细小颗粒样结节#镜下可见

肝细胞空泡样变性#大量纤维组织增生#病理学分级
Q-

级的重

度肝纤维化和假小叶形成(以往研究提示#胆汁性肝纤维化模

型血流动力学改变'肝功能异常和肝脏病理学改变与人小结节

肝硬化基本一致#是进行门静脉高压症血流动力学研究'肝纤

维化机制'筛选非创伤性肝纤维化血清学指标'寻找理想抗肝

纤维化治疗药物研究的理想模型(其存在的问题是!有时结扎

的胆管可再通使组织学逆转#胆汁过度淤积致死亡率高$

'&V

"

%&V

%#因此#本实验在胆管结扎时结扎两处#并从中切断#从

而避免再通(

总之#本实验所建立的胆汁淤积性肝纤维化模型具有造模

方法简单#形成周期短#形成的肝纤维化稳定可靠#实验中均无

对动物和人有毒物的物质接触(因此#此模型是研究肝纤维化

发病机制和寻找理想抗肝纤维化治疗药物研究的理想模型(
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