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小鼠慢性肝损伤周期性病变研究
孟!霞!李!梦!翟亚南!卢!静
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摘要%目的!研究四氯化碳 !AA\( "诱导的小鼠慢性肝病模型肝损伤变化特征’并探讨其在医学研究中的应用,

方法!正常 HFEH;5小鼠常规饲养 " 周后’腹腔注射 #CBg AA\( 溶液!"# $E;[’" 次;) 天’持续 "# 周", 注射第 &-

(-?-$-"# 周后’取小鼠血清检测 FEW-F=W’同时取肝脏固定后进行 I‘-M3**62 染色’观察小鼠肝脏损伤变化,

结果!AA\( 溶液注射 & 周时’肝细胞损伤以变性为主’出现大量炎性细胞浸润和少量胶原蛋白沉积’FEW-F=W轻度

升高*( 周时’肝细胞损伤以坏死为主!%h#C#""’肝细胞数目!%h#C#""和炎性细胞浸润均减少!%h#C#""’胶原蛋

白沉积发展为条索状胶原纤维沉积’FEW-F=W升高极显著!%h#C#""*? 周时’肝细胞坏死明显减少!%h#C#""’肝细

胞数目相对增多!%h#C#""’炎性细胞浸润亦减少!%h#C#""’胶原纤维沉积向胶原蛋白沉积转化!%h#C#B"’FEW-

F=W基本正常*$ 周时’肝细胞变性再次增多’伴随大量炎性细胞浸润!%h#C#""’FEW-F=W轻度升高*"# 周时’肝细

胞损伤再次以坏死为主!%h#C#""’肝细胞数目!%h#C#""及炎性细胞浸润减少!%h#C#B"’胶原蛋白沉积发展为条

索状胶原纤维沉积’FEW-F=W极显著升高!%h#C#"", 结论!低剂量 AA\( 诱导小鼠慢性肝损伤存在明显-规律性

肝损伤周期变化’在同一周期内’(损伤-坏死+再生-修复)顺序交替主导肝组织病理变化*针对不同的研究方向’

应选取相应的(窗口期)进行肝脏损伤或修复的机制研究和药效评价,

关键词%慢性肝损伤*HFEH;5小鼠*周期性病变

中图分类号% D@))&!!文献标识码% F!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#BK##B(K#?

’?D%"#4)%?%;a41**24"##?K?"’%4&#"%4#B4#"#

!!AA\( 是经典的实验性肝损伤外源性化合物’低

剂量反复刺激可诱导慢性肝损伤 . "K&/ , 目前关于
AA\( 慢性肝损伤模型的机制研究很多

. )K?/ ’但是对
于成模后肝损伤变化规律的研究很少’是持续性损
害加深还是阶段性的损害与修复交替变化’对于
AA\( 慢性肝损伤模型的实际应用至关重要’直接关
系到相关机制研究和药性评价的可靠性, 通常情况
下 AA\( 慢性肝损伤模型的研究多参考 AA\( 急性肝
损伤模型的研究方法’慢性染毒一段时间后’当血
清-组织学等发生病变时即确定造模成功’继而研究
相关机制及药效评价 . ’/ , 但是这种方法忽略了慢
性染毒本身的特点%一方面’AA\( 慢性肝损伤模型
注射的 AA\( 浓度-剂量小’造成的肝损伤程度小’病
程长*另一方面’肝脏是人体最大的解毒器官’具有
很强的自愈再生能力, 因此’在慢性染毒造模的几

周内’肝损伤所致的血清-病理学改变是持续性稳定
增长’还是出现时而病变严重时而自愈缓解式的波
动性变化就显得至关重要, 如果肝损伤是波动性变
化’那么 AA\( 慢性肝损伤模型所反映出的将是一个
明显的(损伤+修复)交替主导的复合模型’与 AA\(
急性肝损伤模型所反映的以损伤为主导的单一模型
将有很大区别, 在损伤期内’病理变化以炎性细胞
浸润和肝细胞变性坏死为主’病理机制以损伤为主
导’适合进行与炎性反应-细胞损伤坏死有关机制研
究*在修复期内’病理变化以肝细胞再生为主’病理
机制以细胞增殖再生为主导’适合进行与肝细胞增
殖再生有关机制研究, 这就导致在选用该模型进行
研究肝脏损伤或者修复机制研究-药物筛选过程中’
必须选取相应的病理变化主导期进行评价’才能确
保实验结论的真实有效性, 基于以上思考’开展相
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关实验’现报道如下,

/L材料与方法

/O/L实验动物
=Gc级 HFEH;5小鼠 "&B 只’雄性’体质量 "$f

&# [’购于北京维通利华实验动物科学技术有限公
司.=Â O!京" &#"&K###"/’在首都医科大学实验动
物部屏障环境 .=Ẑ O!京" &#"BK##"&/ 饲养, 所有
实验操作程序均经过首都医科大学实验动物伦理委
员会批准!批准号为 F‘‘<K&#"BK#&#",
/O6L实验试剂

AA\( 溶液购自北京现代东方精细化学品有限
公司, M3**62 染色试剂盒购自南京建成科技有限
公司’&#"##)"$,
/O3L模型制备

正常 HFEH;5小鼠常规饲养 " 周后’腹腔注射
#CBg AA\( 溶液!#C’B7EAA\( 原液加入

"(%C&B 7E花生油"’"# $E;[体质量’" 次;)
天’持续 "# 周, 注射第 &-(-?-$-"# 周后’随机抽取
小鼠’取血检测血清 FEW- F=W’取肝脏固定后 I‘-
M3**62 染色’观察小鼠肝脏结构-细胞形态-纤维化
程度,
/O2L样本处理

注射第 &-(-?-$-"# 周后’随机抓取小鼠 ! (n
&B"腹腔注射 "g戊巴比妥钠麻醉!(# 7[;.["*麻醉
后’眼眶静脉丛采血法采血*采血后’离心取血清
!)### [;712’"# 712"*采血后’颈椎脱臼安乐死并
摘取肝脏*剪取肝脏最大叶’置于 (g多聚甲醛溶液
中固定’常规方法脱水-透明-包埋后制成蜡块并切
片备用,
/O5L=!A&=<A检测

日立 ’"$# 全自动血生化仪检测 F=W-FEW血清
浓度,
/O4L肝脏组织石蜡切片 b8染色及 E%RR(&染色

将肝脏组织石蜡切片进行水化处理后’分别使
用常规法进行 I‘染色处理及 M3**62 染色试剂盒
进行 M3**62 染色处理’中性树胶封片后使用 >1.62
数字显微照相机拍摄照片,
/OWL肝纤维化程度评判

M3**62 染色半定量分析%M3**62 染色切片’B#
$7倍光镜下’使用 >1.62 数字显微照相机进行吸光
度!<RL"测量’每组随机选取 "# 个视野,

/O1L肝组织炎性细胞浸润&坏死肝细胞 #玻璃样
变$&正常肝细胞测定方法

I‘染色半定量分析%I‘染色切片’B# $7倍
下光镜拍照’使用 1::?C# 图像分析软件进行分析,
/O1O/!炎性细胞-正常肝细胞测定%炎性细胞与正
常肝细胞细胞核在 I‘染色下均为深蓝染’但二者
细胞核大小差异较大’选取蓝染区域后’限定选取区
域像素为 #f?## 可在点选蓝染范围内筛选出炎性
细胞*限定选取区域像素为 $## f)### 可在点选蓝
染范围内筛选出正常肝细胞’然后计算点选区域细
胞核总像素,
/O1O6!坏死肝细胞 !玻璃样变"测定%玻璃样变为
明显深红色均质染色’点选深红染色区域后’计算点
选区域总像素,
/O0L统计方法

数据以平均值 k标准差!%&k’"表示’实验结果
用 =G== ")C# 软件进行处理’各组数据采用单因素
方差分析’并作两两比较’%h#C#B 有统计学意义,

6L结果

6O/L血清 =<A&=!A变化
注射 AA\( 溶液 & 周后’小鼠 FEW-F=W轻度升

高’提示肝细胞轻度损伤*注射 ( 周后 FEW-F=W升
高极为显著’提示肝细胞损伤严重*注射 ? 周后
FEW-F=W基本恢复正常*注射 $ 周后 FEW-F=W再
次轻度升高’提示肝细胞轻度损伤*注射 "# 周后
FEW-F=W再次极显著性升高’提示肝细胞损伤严
重’见图 ",

图 /L>‘M小鼠血清 =<A&=!A浓度#Dg‘<$

注% 两组间比较’##%h#C#"

N#)S/L>‘M:(+R-R-H+:;-Z-;R(T=<A%&I=!A#Dg‘<$

>69U%567:3QU, -198 9-6[Q6N:*’##%h#C#"

0BB0
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6O6L病理学观察
I‘染色显示在注射 AA\( 溶液 #f"# 周的时间

内’小鼠肝细胞出现明显周期性损害’分别依次出现
肝细胞变性期-坏死期-缓解期-肝细胞变性期-坏死
期, & 周时’肝细胞损害以变性为主’表现为肝细胞
不典型空泡样变性和大量炎性细胞浸润*( 周时’肝
细胞损害以坏死为主’表现为大量深红色玻璃样变

性及炎性细胞浸润减少*? 周时’肝细胞损害明显缓
解’仅存少量玻璃样变性及炎性细胞浸润*$ 周时’
肝细胞损害再次以变性为主’表现为肝细胞大量空
泡样变性和炎性细胞浸润*"# 周时’肝细胞损害再
次以坏死为主’表现为大量深红色玻璃样变性及炎
性细胞浸润减少’见图 &fB,

图 6L>‘M小鼠肝组织 b8染色
注%!F-H-A-L-‘为 "## $7’3-V-5-,-U为 B# $7" ’F-3是 & 周’H-V 是 ( 周’A-5是 ? 周’L-, 是 $ 周’‘-U是 "# 周"

N#)S6Lb#RG(;()$ (TG"->‘M:(+R-;#Z-HG#RR+-RSb8RG%#&#&)S
>69U%!F’ H’ A’ L’‘%"## $743’ V’ 5’ ,’U%B# $7"4F’ 3%& -UU.*4H’ V% ( -UU.*4A’ 5%?-UU.*4L’ ,%$-UU.*4‘’U%"# -UU.*

图 3L>‘M小鼠肝脏肝细胞坏死
注% 两组间比较’##%h#C#"*箭头指示为肝细胞玻璃样变性

N#)S3L>‘M:(+R-"-Q%G(M$G-&-MH(R#R
>69U%567:3QU, -198 9-6[Q6N:*’##%h#C#"*98U3QQ6-12,1539U*8+3\12U,U[U2UQ39162 6T8U:3965+9U*

图 2L>‘M小鼠肝脏肝细胞
注% 两组间比较’##%h#C#"*箭头指示为正常肝细胞

N#)S2L>‘M:(+R-"-Q%G(M$G-
>69U%567:3QU, -198 9-6[Q6N:*’##%h#C#"*98U3QQ6-12,1539U*26Q73\8U:3965+9U*

0?B0
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图 5L>‘M小鼠肝脏炎性细胞浸润

注% 两组间比较’##%h#C#"’0%h#C#B*箭头指示为炎性细胞浸润

N#)S5L>‘M:(+R-#&T;%::%G(H$ M-;;#&T#;GH%G#(&(TG"-;#Z-H

>69U%567:3QU, -198 9-6[Q6N:*’##%h#C#"’0%h#C#B*98U3QQ6-12,1539U*12T\377396Q+5U\\12T1\9Q39162

!!M3**62 染色显示在注射 AA\( 溶液 # f"# 周的
时间内’小鼠肝组织内胶原蛋白-纤维沉积随肝细胞
损害出现明显周期性变化, & 周时’当肝细胞损害
以空泡变性为主时’损伤区域出现淡蓝染胶原蛋白
沉积*( 周时’当肝细胞损害以坏死为主时’损伤区
域淡蓝染胶原蛋白沉积逐步积聚为深蓝染条索状胶

原纤维沉积*? 周时’当肝细胞损害明显缓解时’深
蓝染条索状胶原纤维逐渐向淡蓝染胶原蛋白转化*$
周时’当肝细胞损害再次以脂肪变性为主但未发生
坏死时’胶原纤维继续向胶原蛋白弱化*"# 周时’当
肝细胞损害再次以坏死为主时’胶原蛋白开始逐步
向胶原纤维沉积强化’见图 ?f’,

图 4L>‘M小鼠肝组织 E%RR(&染色
注%F-H-A-L-‘为 "## $7’3-V-5-,-U为 B# $7’F-3是 & 周’H-V 是 ( 周’A-5是 ? 周’L-, 是 $ 周’‘-U是 "# 周

N#)S4Lb#RG(;()#M%;M"%&)-R(TG"->‘M:(+R-;#Z-HG#RR+-RSE%RR(&RG%#&#&)
>69U%F’ H’ A’ L’‘%"## $743’ V’ 5’ ,’U%B# $74F’ 3%& -UU.*4H’ V% ( -UU.*4A’ 5%?-UU.*4L’ ,%$-UU.*4‘’U%"# -UU.*

图 WLL>‘M小鼠肝脏 ERR(&染色
注% 两组间比较’#%h#C#B

N#)SWLb#RG(;()#M%;M"%&)-R(TG"->‘M:(+R-

;#Z-HG#RR+-RSE%RR(&RG%#&#&)
>69U%567:3QU, -198 9-6[Q6N:*’#%h#C#B

0’B0
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3L讨论

本实验结果显示’在注射 AA\( 溶液 # f"# 周的

时间内’小鼠肝细胞出现明显周期性损害’分别依次
出现变性期-坏死期-缓解期, 变性期以肝细胞变性
为主’伴随大量炎性细胞浸润’此时肝细胞虽然受损
但未发生坏死’因此 FEW-F=W仅轻度升高*随着肝
细胞变性加重及炎性细胞作用’变性期过渡到坏死
期’损伤的肝细胞出现大量坏死’表现为大量无结构
的红色均染玻璃样变性’FEW-F=W急剧升高’肝细
胞-炎性细胞浸润明显较少*当坏死的肝细胞残余被
逐步吞噬吸收’坏死期开始向缓解期过度’炎性细胞
浸润进一步减少’玻璃样变体大量消失’新生肝细胞
增多’FEW-F=W基本恢复正常*之后继续按照此顺序
发生周期性病变, 本实验共观察到 "CB 个周期性损
害变化,

由此可见’在持续低剂量染毒过程中’同一周期
内不同的表现期’AA\( 慢性肝损伤的作用机制不同’
变性期-坏死期以损伤机制为主导’缓解期以修复机
制为主导’是一种近似(损伤+修复)交替出现的模
型, 在损伤机制主导期’反映出类似 AA\( 急性肝损
伤模型的病理变化’是研究 AA\( 导致肝损伤诸多机
制的最佳窗口期*而在修复机制主导期’则反映出
AA\( 急性肝损伤模型不具备或者不显著的肝细胞再
生表现’是研究肝损伤后机体诸多修复自愈机制的
最佳窗口期, 因此我们认为选择不同的窗口期’对
于评价抑制肝细胞损伤或者促进肝细胞再生两大类
药物的疗效至关重要,

肝纤维化是伴随肝损伤出现的胶原纤维沉积’
一般认为是不可逆的过程, 但是 M683773, 等人研
究发现’该过程或许存在逆转的可能’其逆转的关键
就是肝细胞再生’肝纤维化的形成’需要肝星状细胞
转变为肌成纤维细胞’表达 ’K平滑肌动蛋白-合成细
胞外基质’而肝星状细胞的转变需要激活其表面的
BK羟色胺 &H受体!BKIW&H"’进而激活转化生长因子
V"!WYcKV"" 信号通路而完成’然而 WYcKV" 是肝细
胞增殖强有力的抑制剂’当选择性拮抗 BKIW&H时能
够有效抑制肝星状细胞 WYcKV" 表达’明显减少肝星
状细胞转化’在降低急-慢性肝损伤模型小鼠肝纤维
化程度的同时’大量促进肝细胞再生 . $/ , 本实验也
发现类似趋势%在变性期时’肝细胞损害以脂肪变性
为主’此时肝细胞虽然受损但未发生坏死’细胞结构

大致完整’因此仅在变性肝细胞周围沉积淡蓝染胶
原蛋白*随着损伤加重’变性期过渡到坏死期’出现
大量肝细胞坏死后形成的无细胞结构的玻璃样变
体’因此该区域内胶原蛋白逐步积聚为深蓝染条索
状胶原纤维沉积*到缓解期时’坏死肝细胞极显著减
少’肝细胞大量增殖再生’不仅胶原蛋白的沉积数量
显著减少’形态也从条索样积聚弱化为分泌样表现,
这是 AA\( 慢性肝损伤模型区别于 AA\( 急性肝损伤
模型的又一表现’要利用好 AA\( 慢性肝损伤模型研
究肝纤维化逆转机制-评价抗纤维化药物疗效’明确
其周期性损伤变化-选择好优势窗口期势必至关
重要,

值得注意的是’与建立 AA\( 急性肝损伤模型不
同’我部选用不同批次同一来源种群的 H;5小鼠建
立 AA\( 慢性肝损伤模型时’虽然(损伤+修复)这一
典型肝损伤病理表现周期性交替出现’但是这一循
环性病变出现的时间点以及强度!FEW-F=W"却存在
差异 . %/ , 国外研究也有过类似发现’同一来源近交
系小鼠会因装运-笼具-个体持续性差异导致检测结
果出现显著差异 . "#/ , 我们推测这与 AA\( 慢性肝损
伤模型的病理特点密切相关’正是由于在染毒过程
中剂量小和肝脏自愈再生能力强两大特点’导致成
模过程出现 (损伤+修复)机制交替主导的复杂过
程’为个体原本微小差异的持续性进展提供了可能,
而这种近交系个体间固有的微小差异在 AA\( 急性
肝损伤模型造模中基本不会表现出显著差异’因为
在急毒实验中’大剂量 AA\( 根本不会给肝脏自愈任
何机会’展现出完全的压制性肝损伤病理表现, 因
此’在应用 AA\( 慢性肝损伤模型进行研究时’应着
眼于对(损伤+修复)的周期性病变规律的影响’而
不是对肝损伤出现的时间及强度的干预,

综上所述’AA\( 慢性肝损伤模型的制备与研究
源于 AA\( 急性肝损伤模型’其肝组织损伤变化与急
性模型相近而又有区别’具有明显的周期性损害变
化’在损伤期内’病理变化以炎性细胞浸润和肝细胞
变性坏死为主’病理机制以损伤为主导*在修复期
内’病理变化以肝细胞再生为主’病理机制以细胞增
殖再生为主导’是一种近似(损伤+修复)交替出现
的模型’(损伤期)适合进行与炎性反应-细胞损伤坏
死有关机制研究’ (缓解期)适合进行与肝细胞增殖
再生有关机制研究, 因此在使用 AA\( 慢性肝损伤
模型进行肝损伤或修复机制研究或药效评价时’应
重视该模型周期性的病变规律与特点’有针对性地
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选择相应(窗口期)’从而得到更为客观有效的实验
数据,
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