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胆总管结扎致肝纤维化动物模型研究现状

刘　玲
１综述，谭正怀２△审校

（１．重庆市急救医疗中心药剂科　４０００１４；２．四川省中医药科学院，成都６１００４１）

　　关键词：胆总管结扎（ＢＤＬ）；肝纤维化；动物模型；年龄；基因；周期
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　　肝纤维化是许多肝病发展至肝硬化肝脏疾病终末期的最 后共同通路。据５５个国家向世界卫生组织（ＷＨＯ）提供的数

３９７２重庆医学２０１３年８月第４２卷第２３期

 基金项目：四川省科学技术厅成果转化基金资助项目（１１０１０１１９）；四川省科学技术厅支撑项目（２０１２ＳＺ０１８４）；重庆市卫生局中医药科技

项目（２０１２０２３１）。　作者简介：刘玲（１９６２～），副主任药师，大学本科，主要研究方向为医院药学、临床药学、药事管理。　△　通讯作者，Ｔｅｌ：

（０２８）８５２５８９８２；Ｅｍａｉｌ：ｔａｎｚｈｈ６１６＠ｓｏｈｕ．ｃｏｍ。



据显示：近几年，每年全世界死于肝硬化的人数已增加到５０

万。西欧因肝硬化致死人数居死亡原因第５位，美国则位居第

４位。其中，胆汁淤积是引起肝纤维化的重要因素。长期慢性

胆汁淤积，由于胆酸及胆红素的作用引起肝细胞变性、坏死及

肝纤维化，最终导致肝硬化，病理学上称为胆汁性肝硬化。已

知原因的胆汁淤积性肝硬化称为继发性胆汁性肝硬化（ＳＢＣ）；

未知原因的肝内胆汁淤积引起的肝硬化称为原发性胆汁性肝

硬化（ＰＢＣ）。无论是ＳＢＣ或ＰＢＣ，目前均无有效的防治药物，

因此，积极开发防治胆汁性肝纤维化新药是目前医药科研工作

中的热点，而总胆管结扎致肝纤维化动物模型是评价这类药物

的重要工具。为方便各研究者使用该模型，本文将系统介绍该

动物模型的造型方法以及影响因素。

１　造模方法

动物可用 Ｗｉｓｔａｒ大鼠、ＳＤ大鼠、Ｃ５７ＢＬ小鼠、ＩＣＲ小鼠、

兔、豚鼠、猫、犬以及鸡等，性别、年龄不限。麻醉动物后，消毒

腹部皮肤，在无菌条件下腹部正中切开皮肤、肌层，进入腹腔后

仔细分离胆总管，双结扎后剪断，然后依次关闭腹膜，缝合肌层

及皮肤，动物清醒后正常饲养即可。在术后１～１０周，取血测

定肝功能、肝纤维化相关指标，取肝脏组织测定羟脯氨酸含量，

显微镜下对其肝组织进行纤维化评分［１２］。

２　检测指标

本模型动物可检测的指标较多，以下指标在该模型中均呈

阳性结果。

２．１　肝损伤指标　该模型主要表现为血清丙氨酸氨基转移酶

（ＡＬＴ）、天门冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、碱性磷酸酶（ＡＬＰ）、γ

谷氨酰转肽酶（γＧＴ）、总胆红素（ＴＢＩＬ）、直接胆红素（ＤＢＩＬ）

以及间接胆红素（ＩＢＩＬ）显著升高。

２．２　肝纤维化指标　肝脏病理显微镜检结果，肝脏羟脯氨酸

含量以及胶原含量是肝脏纤维化最直接的指标；而血清前胶原

Ⅰ型蛋白、前胶原Ⅲ型蛋白、纤维连接蛋白（ＦＮ）以及层粘蛋白

（ＬＮ）含量可间接反映肝纤维化的程度；至于肝脏α平滑肌肌

动蛋白（αＳＭＡ）表达则是星状细胞（ＨＳＣ）活化的重要标志。

上述指标在本模型中均表现为显著升高。

２．３　细胞因子　在本模型表现明显的细胞因子主要有：血清

或血浆肿瘤坏死因子（ＴＮＦα）、转化生长因子（ＴＧＦβ１）以及白

细胞介素１（ＩＬ１）水平，肝脏组织基质金属蛋白酶２（ＭＭＰ２）、

基质金属蛋白酶１３（ＭＭＰ１３）及基质金属蛋白酶９（ＭＭＰ９）

表达及活性改变；肝脏基质金属蛋白酶组织抑制剂１（ＴＩＭＰ１）

表达等。

２．４　过氧化损伤指标　本模型动物血清或肝脏组织还原型谷

胱甘肽（ＧＳＨ）、氧化型谷胱甘肽（ＧＳＳＧ）、一氧化氮（ＮＯ）以及

丙二醛（ＭＤＡ）水平有明显改变，超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性

也有明显变化。

３　影响因素

对本模型影响因素的研究，目前主要集中在性别、年龄、造

模周期、基因以及食物等方面。

３．１　性别　胆总管结扎（ＢＤＬ）后７ｄ，雄性大鼠的肝脏ＩＬ６

浓度低于雌性大鼠，假手术组则未检测出。不同性别大鼠血清

ＴＮＦα浓度比较差异无统计学意义（犘＜０．０５）。雄性大鼠血

清ＡＬＴ和ＧＭＴ活性均高于雌性大鼠，雄性大鼠血清雌二醇

浓度显著低于雌性大鼠，组织病理研究结果显示雌性大鼠的肝

脏纤维化以及炎症改变比雄性的稍为严重［１］。

３．２　年龄　大鼠年龄对ＢＤＬ后肝组织病理改变有一定的影

响。研究表明青年大鼠在ＢＤＬ４０ｄ后最先在门管区出现胆管

增生导致隔膜纤维化，这种现象在肝实质发生结节性改变的区

域逐渐消失。而成年大鼠的肝脏组织则表现为胆管增生与胆

管结构组织混乱地侵入肝实质，将肝板分割成类似恶性肿瘤生

长的模式，提示年龄因素与胆汁性肝损伤有关。将４、７、１４和

２２周龄的大鼠进行ＢＤＬ，４周后检查发现：随着年龄的增加，

其基质所占的比例越来越少，由（６４．０±１１．２）％降到（４６．４±

８．４）％，这些降低的比例由增殖的管道和纤维化来补充。微粒

体的功能则随年龄的增加而恶化得更加厉害。微粒体胆固醇

以及一些磷酸脂质也显出与年龄相关的改变。门脉压的改变

也随着年龄的增加而降低［２］。

３．３　造模时间　ＢＤＬ后，随着时间的推移，动物肝脏纤维化

程度、细胞因子水平、胶原堆积程度以及部分生化指标都发生

着明显的变化。

３．３．１　不同时间肝组织发生明显改变　ＢＤＬ后肝细胞增殖

显著增加，其增殖在术后４ｄ达到高峰，为正常组织的２４倍，

与此相似，胆管上皮细胞也在术后发生增殖，但这种现象是短

暂的，在术后２４ｈ达最大，为正常组织的５０倍。ＢＤＬ４０ｄ后，

肝细胞所占比例减少，而胆管细胞及基质所占比例增加，胆管

基质增加支持新胆管组织而不存在过度的纤维化，这种改变与

胆汁淤积时间密切相关。肝细胞的绝对数量可能在胆汁淤积

期有所减少，但这种减少的程度比预期的少，因为其整个阶段

都有肝体积增加［３］。

３．３．２　不同时间细胞因子水平也发生显著变化　在ＢＤＬ后

１、２、４、６、８、１０周时各处死５只大鼠进行检测，用免疫组织化

学技术分析肝组织干扰素（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ，ＩＦＮγ）、ＴＮＦα、白细

胞介素１０（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１０，ＩＬ１０）以及ＴＧＦβ表达，血清水平则

用ＥＬＩＳＡ检测。结果与对照组比较，上述细胞因子在ＢＤＬ大

鼠肝组织的表达明显增强，并随着肝硬化的进展而逐步增强，

其血清ＴＮＦα逐渐升高，并在术后６周达到高峰，血清ＴＧＦβ
水平逐渐升高一直到术后８周，但血清ＩＦＮγ并无明显变化，

而ＩＬ１０水平则逐渐下降一直到术后６周
［３］。大鼠胆汁阻塞

性肝脏增殖胆管上上皮细胞以及胆管周围的间充质细胞上的

血小板源生长因子（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＰＤＧＦ）ＢＢ

和ＢｃｈａｉｎｍＲＮＡ表达增加直到４周后，受体β亚单位逐渐增

加，主要集中在肌间线阳性的导管周围的肝星状细胞［４］。

３．３．３　胶原以及胶原酶时间变化趋势明显　大鼠在ＢＤＬ后

１０～４２ｄ，肝纤维化逐渐发展，Ｉ型胶原 ｍＲＮＡ表达显著升高，

ＭＭＰ２和 ＭＭＰ１３ｍＲＮＡ表达在术后１０～２０ｄ增加达到最

大，但在术后４２ｄ有减少的趋势。ＤＮＡ微阵列分析显示在术

后１０ｄ钙粒蛋白（ｃａｌｇｒａｎｕｌｉｎＢ）、溶解性载体家族（ｓｏｌｕｔｅｃａｒ

ｒｉｅｒｆａｍｉｌｙ３４）、胸腺素（ｔｈｙｍｏｓｉｎ）和微观蛋白（ｔｕｂｕｌｉｎ）等基因

表达显著增加，但与纤维化相关的细胞因子或 ＭＭＰｓ／ＴＩＭＰｓ

均未见增加［５］。在 ＢＤＬ 后２ｄ其肝脏组织的 ＭＭＰ２和

ＭＭＰ９的活性显著升高，在术后第１０天达到高峰，并一直持

续到术后３０ｄ，而血浆明胶酶活性没有改变。随着明胶酶活性

升高，其ＴＩＭＰｍＲＮＡ转录也增加，ＴＩＭＰ１转录出现在术后

第２天，一直增加到术后１０ｄ，并一直保持到术后４２ｄ。

ＴＩＭＰ２和ＴＩＭＰ３转录在术后１０ｄ才可检测到，随后就一直

保持这种水平。用反向明胶酶谱（ｒｅｖｅｒｓｅｚｙｍｏｇｒａｐｈｙ）发现

ＴＩＭＰ蛋白活性并未升高，这好像是由于ＴＩＭＰ／ＭＭＰ形成复

合体之故。提示局部 ＭＭＰ／ＴＩＭＰ平衡的打破可能与其肝纤

维化有关［６］。

３．３．４　血液生化部分指标也随时间而变化　大鼠ＢＤＬ后，其

血清５′核苷酸酶（５′ｎｕｃｌｅｏｔｉｄａｓｅ）、ＡＬＰ以及胆红素在术后前

３ｄ短暂性升高，然后这些指标在随后的４周内分别下降到其

正常的１／３、１／２以及１／１００
［７］。

３．３．５　氧化应激指标随时间的变化而发生显著变化　肝脏组

织ＮＯ水平显著升高发生在ＢＤＬ后４周，此时已有腹水出现，
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肝细胞诱导型一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）ｍＲＮＡ在术后３ｄ即可检

测到，在术后３周升高达３倍，然后减少，ｉＮＯＳ蛋白表达与其

ｍＲＮＡ表达相似，但ｉＮＯＳ活性在ＢＤＬ后３～７ｄ是下降的，自

此之后又上升一直到术后２１ｄ
［８］。与对照组比较，大鼠肝脏

ＧＳＨ在ＢＤＬ后２４ｈ显著升高（＋３７％），在术后５ｄ升高达

５３％，然后ＧＳＨ持续下降一直到术后３８ｄ；ＧＳＳＧ在术后６～

２４ｈ内显著降低，然后持续升高，在术后２３、３８ｄ升高达

１００％。血浆的ＧＳＨ水平与肝脏水平相平行，只是维持在较

低的水平。而血浆ＧＳＳＧ则与肝脏的相反，在术后先升高，然

后降低。这些变化与肝脏氧化应激增加，以及从细胞将ＧＳＳＧ

运输到血浆有关［９］。

３．３．６　小鼠ＢＤＬ后部分指标也存在明显的时间依赖性　

ＢＤＬ后８ｈ至６周之间进行相关指标的检测发现：Ｃ５７ＢＬ／６小

鼠胆汁性梗死和转氨酶升高提示急性肝细胞损害发生在术后

２～３ｄ，与之平行是前增殖介质转录增加，术后５ｄ肝细胞增殖

明显并达高峰。大胆管细胞增殖在术后２～３ｄ发生，而小胆

管细胞增殖发生术后５ｄ，中性白细胞浸润发生在术后８ｈ一

直到术后３ｄ。急性损伤后是组织修复、淋巴细胞和 Ｋｕｐｆｆｅｒ

细胞渗出以及胶原堆积，这些现象发生在术后第２周。在此之

后，αＳＭＡ阳性细胞数量减少，ＴＧＦβ１、ＴＩＭＰ１以及前Ｉ型胶

原（ｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎＩ）表达减少，肝纤维化趋于稳定
［１０］。

３．４　基因　基因敲除动物模型是研究单个基因作用的最佳工

具，目前，用于ＢＤＬ的基因敲除动物模型主要有血小板源生长

因子（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｓ，ＰＤＧＦ）、因子７活化蛋白

酶（ｆａｃｔｏｒＶＩＩａｃｔｉｖａｔｉｎｇｐｒｏｔｅａｓｅ，ＦＳＡＰ）、Ｙｅｓ相关蛋白（Ｙｅｓ

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，ＹＡＰ）、补体因子 Ｃ５（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｆａｃｔｏｒ

Ｃ５）、缺氧诱导因子（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ，ＨＩＦ）以及ＴＮＦα

等基因，研究表明这些基因在ＢＤＬ肝纤维化中发挥保护作用

或促进作用。

３．４．１　对ＢＤＬ肝纤维化具有保护作用的基因

３．４．１．１　ＦＳＡＰ　该酶是在肝脏生成的一种循环丝氨酸蛋白

酶，细胞损害可导致该酶活化，其底物包括多种生长因子和凝

血蛋白。研究表明ＦＳＡＰ（／）小鼠有促进肝纤维化的作用，表

现为α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ），Ｉ型胶原及纤维连接蛋白

（ＦＮ）表达升高，微阵矩分析发现ＦＳＡＰ对炎症信号通路具有

调节作用［１１］。

３．４．１．２　ＹＡＰ　ＹＡＰ为 Ｈｉｐｐｏ肿瘤抑制因子途径的效应子。

在促进胆管上皮细胞以及肝细胞增殖以及生存中发挥重要作

用。去除ＹＡＰ小鼠肝脏在ＢＤＬ后，不仅表现出胆管增殖减

弱，同时也表现出肝细胞坏死增加，肝细胞增殖受抑制［１２］。

３．４．１．３　腺苷受体［Ａ（１）ａｄｅｎｏｓｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，Ａ（１）ＡＲ］　与

野生型小鼠比较，Ａ（１）ＡＲ（／）在ＢＤＬ后，其肝纤维化显著增

加，严重的胆汁性梗死，与之伴随的是胆汁酸水平升高［１３］。

３．４．２　对ＢＤＬ肝纤维化具有促进作用的基因

３．４．２．１　ＰＤＧＦ　该因子为器官纤维化的主要介质，研究发

现ＰＤＧＦＣ（／）小鼠或ＰＤＧＦＣ拮抗剂并不能减轻胆总管结

扎所引起的肝纤维化或肝功能损伤，而且肝内单核细胞、巨噬

细胞以及树突状细胞的浸润也没有发生变化，趋化因子［ＣＣ趋

化因子配体５（ＣＣｃｈｅｍｏｋｉｎｅｌｉｇａｎｄ５，ＣＣＬ５），ＣＣＬ２，和ＣＣ趋

化因子受体２（ＣＣｃｈｅｍｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＣＣＲ２）］ｍＲＮＡ表达

也没有发生改变。ＰＤＧＦ配体转录增加，ＰＤＧＦＲβ及其信号

传递（ａｎｔｉＰＤＧＦＣｇｒｏｕｐ）无明显差异甚至升高。体外研究显

示在门管区肌成纤维细胞中对肝纤维化起主要作用的是

ＰＤＧＦＢ和ＰＤＧＦＤ的信号通路
［１４］。运用抗ＰＤＧＦＢ的抗体

治疗ＢＤＬ小鼠可显著减少其肝组织内羟脯氨酸的含量，但对

其血清ＡＬＴ水平无明显影响
［１５］。

３．４．２．２　补体因子Ｃ５（Ｃ５）　Ｈｃ（０）／Ｈｃ（０）小鼠（Ｃ５缺乏）在

ＢＤＬ后１周未检测到肝纤维化（Ｆ０．５±０．５），而野生型小鼠在

１周已经存在肝纤维化（Ｆ２．０±０），在４周后肝纤维化无明显

差异。在 Ｈｃ（０）／Ｈｃ（０）小鼠，伴随肝纤维化在１周时的推迟，

肝纤维化指标显著降低，炎症细胞因子ＴＮＦα也显著降低，Ｃ５

缺乏导致胆管周围纤维化区ＣＤ４５（＋）细胞浸润减少，ＭＭＰ９

表达及活性也显著减少［１６］。

３．４．２．３　ＨＩＦ　采用Ｃｒｅ／ｌｏｘ技术产生骨髓细胞特异性缺乏

ＨＩＦ１α或 ＨＩＦ１β敲除小鼠，当这些小鼠在ＢＤＬ后，其肝脏组

织的αＳＭＡ以及Ｉ型胶原显著减少（与 ＨＩＦｓ正常组比较），巨

噬细胞中ＨＩＦｓ缺乏并不影响ＢＤＬ所造成的肝损伤以及炎症，

但可以减少ＰＤＧＦＢｍＲＮＡ及其蛋白表达。提示巨噬细胞中

的 ＨＩＦ活化可通过调节ＰＤＧＦＢ的生成而促进肝纤维化
［１７］。

ＨＩＦ１α缺乏小鼠在ＢＤＬ１４ｄ后，其Ｉ型胶原和αＳＭＡｍＲＮＡ

及其蛋白显著低于对照组，ＰＤＧＦＡ、ＰＤＧＦＢ和纤溶酶原激活

物抑制剂１（ｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｏｒｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１，ＰＡＩ１）ｍＲＮＡ

水平也显著低于对照组［１８］。

３．４．２．４　早生长反应蛋白（ｅａｒｌｙｇｒｏｗｔｈｒｅｓｐｏｎｓｅ１，Ｅｇｒ１）　

该蛋白是调节与肝纤维化相关基因的重要因素。肝细胞核因

子（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ４α，ＨＮＦ４α）通过３个 ＤＲ１反应

元件活化 Ｅｇｒ１启动子。通过剔除这些反应元件或敲除

ＨＮＦ４α可以大大地减弱Ｅｇｒ１启动子的活化。小异质二聚体

伙伴（ＳＨＰ）共表达而抑制 ＨＮＦ４α活性，主要表现在Ｅｇｒ１启

动子上，ＨＮＦ４α可短暂地诱导Ｅｇｒ１ｍＲＮＡ及其蛋白表达，相

反，ＨＮＦ４αｓｉＲＮＡ可减少Ｅｇｒ１ｍＲＮＡ及其蛋白的表达，而

过表达ＳＨＰ可以翻转这些效应。反之，通过ｓｉＲＮＡ抑制ＳＨＰ

可以升高Ｅｇｒ１蛋白，出乎意料的是 ＨＮＦ４α（／）小鼠的Ｅｇｒ１

ｍＲＮＡ及其蛋白上调，而ＳＨＰ（／）小鼠在ＢＤＬ后，其 ＨＮＦ４α

和Ｅｇｒ１表达均大大地升高
［１９］。

３．４．２．５　ＴＮＦα　野生型小鼠在ＢＤＬ后的生存率为６０％，而

ＴＮＦα（／）小鼠的生存率则为９０％，ＴＮＦα（／）小鼠体质量

降低以及肝脏对体质量的比值小于野生型小鼠，野生型小鼠血

清ＡＬＴ升高至（２６８．６±２８．２）Ｕ／Ｌ而 ＴＮＦα（／）小鼠则为

（１０５．９±２４．４）Ｕ／Ｌ。组织学检测发现 ＴＮＦα（／）小鼠肝组

织胶原表达较低，肝纤维化程度也较低，而且其肝组织αＳＭＡ

及ＴＧＦβｍＲＮＡ表达均显著降低
［２０］。

３．４．２．６　纤溶酶原激活物抑制剂１（ｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｏｒｉｎ

ｈｉｂｉｔｏｒ１，ＰＡＩ１）　与其野生型组比较，ＰＡＩ１（／）小鼠在ＢＤＬ

后的肝纤维化程度轻微，与该变化一致的是其组织型纤溶酶原

激活物（ｔｉｓｓｕｅｔｙｐｅｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｏｒ，ｔＰＡ）及 ＭＭＰ９活

性升高，而且ｔＰＡ底物肝细胞生长因子（ＨＧＦ）活化增加。相

反，肝脏以及血浆中的尿激酶纤溶酶原激活物的活性并无差

异，其ＴＧＦβ１、星状细胞活化或胶原生成均无差异，提示ＰＡＩ１

缺乏减少 ＢＤＬ肝纤维化主要是通过活化ｔＰＡ 和 ＨＧＦ
［２１］。

ＰＡＩ１（／）ＢＤＬ后３ｄ，其肝脏损伤以及炎症均显著低于野生

型，细胞外基质堆积显著减少，但星状细胞活化指标以及胶原

合成并没有减少，然而纤溶酶原激活物活性以及基质金属蛋白

酶活性均增加，基质金属蛋白酶抑制剂１无显著差异。肝脏

尿激酶纤溶酶原激活物的活性升高伴随更多的肝细胞生长因

子受体ｃＭｅｔ活化
［２２］。

３．４．２．７　血管紧张素Ⅰ（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｔｙｐｅ１，ＡＴ１）　ＡＴ１ａ敲

除小鼠ＡＴ１ａ（／）在ＢＤＬ后，其血清肝酶活性升高的程度与

野生型相似，在炎症改变以及肝纤维化方面，ＡＴ１ａ（／）仅有微

弱的纤维化（野生型对照显示炎症改变以及严重隔膜式纤维

化），肝脏ＴＧＦβ１以及前炎性因子减少，炎细胞浸润、脂质过氧

化、ｃＪｕｎ和ｐ４２／４４ＭＡＰＫ磷酸化均显著减少
［２３］。
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４　特点分析

ＢＤＬ诱导肝纤维化模型具有成模时间短，重复性好，对动

物的要求不高，其致病因素与临床上胆汁淤积性肝纤维化极为

相似，因此，该模型在用于防治肝纤维化特别是胆汁淤积性肝

纤维化的药效评价中具有重要价值，同时，该模型也是研究肝

性脑病［２４］和门脉高压的有力工具［２５］。由于目前对模型的影

响因素特别是基因方面的研究较为透彻，因此，该模型也适宜

于用于相关药物作用机理的探讨。

但是，该模型不足之处也是明显的，该模型死亡率较高，一

般在３０％以上，在手术中注意胆总管的分离、结扎，以及术中

无菌操作是提高模型成功以及动物存活率的关键。由于该模

型是通过结扎胆总管导致胆汁淤积而对肝组织发生损伤，因

此，该模型不适合用于通过利胆而发挥药效的药物作用评价。
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