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胆道闭锁实验动物模型的比较
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(1.河南中医药大学,郑州　 450046;2.河南中医药大学第一附属医院儿科,郑州　 450000)

　 　 【摘要】 　 胆道闭锁(biliary atresia,BA)是新生儿时期导致肝移植的重要病因之一,近年来随着诊断技术的提

高,本病的发病率也在不断上升,但本病的具体病因及发病机制尚不明确,动物模型的出现是探索本病的重要途

径。 但国内对本病的认识及相关动物模型的研究还相对滞后,目前 BA 模型主要分为药物毒物诱导型、胆道机械结

扎型、轮状病毒诱导型 3 大类,其中药物毒物诱导的 BA 模型对胆管具有选择性,目前还存在诸多尚未解决的问题;
胆道结扎的方法虽然造成胆管闭锁,但和真实世界的 BA 存在发病年龄等不相符的情况;而轮状病毒诱导胆管闭锁

模型目前被广泛接受,也是当前主要的研究模型,但是在肝纤维化形成之前,模型动物均已死亡,也不能充分反映

BA 的疾病进展过程;而采用轮状病毒基因重组方法建立的动物模型有存活时间相对较长,并且可以实现肝纤维化

的优点,更接近实际的病理发展过程,是具有前景的模型。 总的来讲,BA 的研究尚缺乏完全符合临床实际,充分反

映临床疾病发展的理想动物模型。
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Comparison of experimental animal models of biliary atresia

HAN Xiaoyan1, QIU Jianli2∗

(1.Henan University of Traditional Chinese Medicine, Zhengzhou 450046, China. 2. Department of Pediatrics,
the First Affiliated Hospital of Henan University of Traditional Chinese Medicine, Zhengzhou 450000)

　 　 【Abstract】 　 Biliary atresia (BA) is an important indication for liver transplantation during the neonatal period.
With the improvement in diagnostic techniques in recent years, the diagnosis rate for BA is increasing continuously.
However, the specific etiology and pathogenesis of BA remains unclear. Related knowledge and research models for BA are
still relatively limited in China. At present, the BA models are divided mainly into three categories: drug or poison-
induced, mechanical biliary tract ligation and rotavirus-induced. Among them, the drug-poison-induced BA model is
selective to the bile duct, and there are still many unsolved problems. Although the method of biliary ligation causes bile
duct atresia, it is inconsistent with the onset age of BA in the real world. The rotavirus-induced bile duct atresia model is
widely accepted and is the main research model at present; however, all of the animals die before the formation of liver
fibrosis, and this model does not fully reflect the disease progression process of BA. The rotavirus gene recombination
method may result in liver fibrosis and is a promising model because the survival time of the animals is relatively long, and
the model more closely relates to the actual pathological process. In general, BA still lacks an ideal animal model that fully
conforms to clinical practice and reflects the development of clinical disease.
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　 　 胆道闭锁(biliary atresia, BA)是新生儿期一种

进行性的、可导致肝内外胆管纤维阻塞性的胆管病

变[1]。 我国台湾的发病率约为 1. 5 / 10000,高于美

国及欧洲国家[2]。 本病如不及时治疗,可引起肝硬

化及终末期肝衰竭,一般 2 岁之前死亡[3]。 依据其

梗阻部位可以分为 3 型,其中Ⅲ型病例发病率在

90%以上[4]。 BA 的病因可能包括遗传和环境两方

面因素,其中全基因组研究显示:GPC1、 ADD3 以及

ARF6 基因在本病的发病中起到一定的作用[5-7];环
境因素包括围生期病毒感染以及环境毒素暴露相

关[8],目前在患儿体内可以分离到的病毒包括巨细

胞病毒(CMV)、人疱疹病毒、人乳头瘤病毒、腺病

毒、EB 病毒、乙型肝炎病毒、呼肠孤病毒、细小病毒

B19 和轮状病毒(RV)。 其中呼肠孤病毒、巨细胞病

毒和轮状病毒目前研究较多[9]。 本病的发病机制

尚未完全阐明,相关研究表明 CD68+巨噬细胞、以及

分泌细胞因子 IFN-γ 的 CD4+、CD8+T 淋巴细胞在胆

管上皮及汇管区的聚集提示本病的发病机制可能

是病毒相关的免疫损伤[10]。 Kasai 术的出现在一定

程度上改善了患儿的黄疸症状,但不仅给患儿造成

较大的伤害,同时也给家庭带来沉重的经济压力及

心理负担,影响着家庭的和谐稳定[11]。 本病已不仅

仅是一个简单的医学问题,更是一个亟待解决的社

会问题。 因此,提高对本病具体发病机制的认知以

及预防本病的发生显得尤为重要。 动物模型作为

现代医学研究疾病的基础,因其可控性强、来源广

泛等优点,为探索疾病病因及发病机制提供条件,
BA 模型的成功构建是研究本病的关键。 目前,国
内外医学界对 BA 及其动物模型的认知在逐步加

深,为进一步促进了解,本文对近些年的相关动物

模型进行总结,以期对本病的研究提供帮助。

1　 胆总管结扎 BA 模型

　 　 BA 患儿主要由于各种病因导致的新生儿胆汁

流受阻引起胆汁淤积,进而引起肝纤维化、肝硬化

甚至终末期肝病的发生。 葛军涛等[12-13] 采用新生

BALB / c 小鼠胆总管结扎的方法模拟胆道闭锁,其
在发病时间上较为相似,该模型术后第 2 天就会出

现皮肤变黄随、陶土样大便,并伴随生长发育的迟

缓、精神不振以及食欲不振等消化道症状;这在一

定程度上和胆道闭锁患儿的临床症状较为相似,该
模型的优点在于结扎胆总管的方法操作相对简单、
易于重复、建模周期短;并且采用新生鼠与本病临

床的发病年龄较为相似;但该动物模型也存在一些

缺点:首先,胆总管结扎术后一般 1 周左右动物开始

出现死亡,且在第 10 天出现死亡高峰,解剖后并未

发现严重肝硬化以及肝衰竭的表现,这与临床上 BA
患儿终末期均会出现门静脉高压、食管静脉曲张以

及腹水等肝硬化失代偿以及肝衰竭的表现不符;其
次,BA 患儿在生后一般就会出现胆汁淤积的表现,
因此我们可以认为在胎儿期已经出现胆管的损伤,
其机制可能是多方面的,而胆总管结扎的方法出现

的胆汁淤积是以健康小鼠的在体实验,与实际的病

因存在较大的差异,发病机制也完全不同,因此不

能很好的解释本病的真实病因。
另外,胆总管结扎构建胆道闭锁模型的方法也

由来已久,早在 1957 年 Symeonidis 等[14] 报道了切

除和简单结扎总胆管后观察大鼠肝功能和形态变

化,但未能模拟出胆道闭锁出现的临床症状,对现

在的模型构建参考意义不大,不再赘述。 张守华

等[15]通过对 Balb / c 小鼠开腹后游离胆总管, 并进

行双重结扎的方法构建梗阻性黄疸模型研究其病

因及病理生理机制,结果显示白细胞及中性粒细胞

变化和实际胆道闭锁患儿较为相似,但该方法采用

的是 5~6 周龄的成年小鼠,和胆道闭锁发生的时间

相差甚大,不能很好的模拟该病的发病时间。 另

外,其结扎胆管后第 7 天可以见到肝细胞片状坏死,
广泛性的空泡样变性,但是并未出现肝假小叶、腹
水等肝硬化的征象,因此,也不能很好的模拟真实

世界的胆道闭锁。

2　 毒素诱导 BA 模型

　 　 如前所述,BA 的确切病因目前尚不清楚,环境

因素可能参与其中。 早在 1990 年澳大利亚学者

Harper 等[16]和 Kopp 等[17] 发现当地羊和牛的幼崽

在出生后大量死亡,且表现为表现为胆汁淤积症

状,而他们的母亲及成年动物未出现症状,且死亡

的幼崽肝病理结果显示为慢性肝损伤,伴有门静脉

周围小管增生、进行性纤维化、偶尔小管断裂、局灶

性肝细胞坏死和最终肝硬化。 在犊牛中观察到的

更严重的损伤可能反映了胆汁淤积或暴露于损伤

的更长时间,或者可能反映了物种差异。 形态学检

查不能确定是原发的肝内胆管的缺乏还是继发于

肝外胆道闭锁,或同时影响肝外和肝内胆管的伴随

病变。 在探索病因中发现,在排除遗传及感染等因

素后,这些牛和羊在怀孕期间可能进食了藻类等植

211 中国比较医学杂志 2022 年 2 月第 32 卷第 2 期　 Chin J Comp Med, February 2022,Vol. 32,No. 2



物引起胆道的损伤,而这些植物可能是含有某些毒

素[16]。 基于此,近年来国外的研究团队采用斑马鱼

胆汁分泌实验,从这些植物中提取出一种新型的可

以导致胆管损伤的化合物“异黄酮,胆甾烯” [8];这
种化合物可对斑马鱼幼体的肝外胆管系统造成选

择性破坏,但对肝内胆管系统没有影响。 该研究还

发现斑马鱼基因组中一个区域的突变可以增强胆

甾烯毒性,该区域与已建立的人类 BA 易感性基因

座具有保守的同源性。 该毒素还导致培养的新生

小鼠肝外胆管细胞纤毛丧失,并破坏胆管细胞的细

胞极性和上皮细胞的完整性[18-19]。 而我国学者也

采用化学合成的“胆闭素”在斑马鱼动物模型中得

到与上述一致的实验结果[20]。 综上所述,这些发现

为 BA 的病因提供了直接的证据,表明 BA 可能是由

围产期暴露于环境毒素以及可能的基因突变参与

其中引起的。

3　 轮状病毒诱导型

3. 1　 轮状病毒诱导 BA 模型

　 　 20 世纪 70 年代,人们首次提出围生期病毒感

染是新生儿阻塞性胆管疾病的根本原因,其中包括

BA[21]。 在随后的几项研究也发现,在 BA 患儿的肝

中可见多种病毒的存在,包括轮状病毒[22]、呼肠孤

病毒[23]、巨细胞病毒[24] 和人乳头瘤病毒[25],然而,
在所有的患儿肝标本中并未发现存在单一病毒。
最近的研究表明,与 CMV-IgM 阴性病例相比,IgM
阳性的 BA 患者预后较差,并且这些阳性病例具有

独特的临床和病理表现,通常对 Kasai 术反应较差。
目前一个统一的观点认为各种宫内或围产期感染

是引起 BA 临床表现的病因。 感染诱导的这些损伤

触发宿主的免疫反应,导致胆道进行性的破坏[26]。
功能基因组学研究发现,淋巴细胞分化相关基因的

协同活化与细胞因子的过度表达使其在细胞免疫

的激活中起着重要作用[27]。 随后的研究也表明巨

噬细胞、树突细胞和自然杀伤细胞在疾病发病机制

中的重要性[28-30] .
1993 年首次描述的 BA 小鼠模型支持病毒是胆

道闭锁发病机制中重要证据,并已成为研究 BA 的

重要工具[31]。 在该模型中,采用恒河猴轮状病毒

(RRV)感染新生 BALB / c 小鼠会导致类似于人类

BA 的胆管炎性和病理表型,特征包括:(1)进行性

阻塞性黄疸,表现为胆红素尿、黄疸、陶土样大便、
生长发育迟缓,病最终导致死亡;(2)胆管树的形态

学和组织学变化与婴儿期 BA 相似[32];(3)新生儿

病毒感染的时间和临床表现时间上的相关性[33-34]。
Jafri 等[35] 之前研究发现胆管上皮细胞感染 RRV
后,胆管细胞内内信号传导在轮状病毒细胞内复制

起到关键的作用。 胆管细胞在收到 RRV 感染后,会
释放趋化因子启动免疫介导的胆管阻塞[36]。 最近

的研究也发现,RRV 的 VP4 基因在发病机制中起着

主要决定因素,VP4 蛋白中的肽序列(SRL)在疾病

发病机制中起重要作用[37]。 这种特定的肽也存在

于已知与人类 BA 相关的其他病毒中,如巨细胞病

毒、呼肠孤病毒和 Epstein-Barr。 病毒通过这种肽与

宿主细胞的结合引发不同的炎症途径,导致疾病的

发病[38]。 这些数据表明 BA 的发生与病毒感染存

在相关性。 因此,阻断这些途径可能有助于抑制疾

病的发展。 因此,轮状病毒诱导的 BA 是研究 BA 发

病机制的具有良好特征的重要模型。 但是,不幸的

是,虽然恒河猴轮状病毒(RRV)感染新生幼鼠可以

诱导与人类 BA 相似的胆管病变,并已用于研究该

疾病的机制,但几乎所有被 RRV 病毒感染的幼崽在

出生后第 14 天都会死亡,这个时期肝纤维化及肝硬

化尚未形成,研究该期的机制将不可能实现,因此

RRV 诱导的 BA 模型依然存在缺陷[39]。
3. 2　 轮状病毒重配株诱导的 BA 模型

　 　 随着对 BA 研究的不断深入,以及 RRV 诱导的

新生乳鼠胆道闭锁模型的日臻成熟,在一定程度上

揭示了胆道闭锁的可能发病机制,但令人遗憾的是

该模型乳鼠存活的时间一般不超过 14 d,其肝组织

并未形成纤维化或硬化[39],这与临床表型存在较大

的差别。 为进一步优化该动物模型,使其更能反映

BA 的表型,从而揭示其内在机制,为预防和治疗该

病提供基础,Mohanty 等[39]的研究发现 RRV 的 VP4
基因在 BA 的发病机制中起着重要作用,且 VP2 也

起着一定的作用[40]。 通过单基因重组的方法将

RRV 的 VP4 及 VP2 基因替换到 TUCH 的基因组,
然后将重组的 TR(VP2,VP4) 接种到 4 d 龄新生鼠,可以

诱导产生 BA 的肝纤维化(Ishak 分级 3 ~ 5 级)。 众

所周知,肝纤维化与胆汁淤积相关,而且在汇管区

周围可以看到 Mallory 小体,同样,肝胆管周围的胆

管细胞的增殖常常引起肝硬化的出现,有意思的是

胆管 增 殖 也 是 Kasai 术 预 后 不 好 的 表 现。 而

TR(VP2,VP4)诱导的肝纤维化与 BA 患儿的肝组织及肝

外胆管有着相似的组织病理学特征,意味着该方法

建立的肝纤维化小鼠模型可以用来研究人类疾病。
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目前研究肝硬化的动物模型较多,其中主要有以

CCl4 为代表的药物可以引起肝炎症,活化肝星状细

胞,高脂饮食诱导的非酒精性肝病引起的肝硬化,
以及胆管结扎引起的胆管机械性梗阻导致的肝纤

维化[41]。 这些均和 BA 引起的胆汁淤积导致的肝

纤维化存在本质差异,并且在组织学上也存在不同

的病理特征[42]。 例如,胆管结扎的方法虽然可以引

起肝纤维的表型,但是没有像 BA 患儿的汇管-汇管

以及汇管-中央桥接纤维化以及结节的病理表现,
可能由于大鼠不能够存活至肝组织病理表现为

Ishak 分级的 2 级的时间[43],而 TR(VP2,VP4) 诱导的鼠

肝纤维化模型其组织学特征与人类 BA 的病理特征

极为相似,表现为胆汁淤积引起的胆管增殖,桥接

以及结节形成[44]。 虽然 TR(VP2,VP4) 病毒不能完全诱

导肝外胆管的梗阻,但是可以表现为跳跃病变以及

部分阻塞,其余和 BA 患儿的表现相似[45]。 另一方

面,相关研究表明 MMP-7 的血清水平被用作诊断

BA 的一个生物学标志物,这个发现也被其他的研

究证实[46]。 而且 BA 患儿肝组织免疫组化提示肝

外胆管细胞中 MMP-7 升高,并且其肝以及肝内胆管

细胞中 MMP-7 的基因表达也在升高,有意思的是小

鼠在 TR(VP2,VP4)病毒在接种 2 周后也会出现 MMP-7
的升高,虽然 MMP-7 在 BA 的发病机制中的作用尚

不明确,但如果是,则可能是治疗的一个靶点[47]。
另外,转录组分析证实了这种小鼠模型和人类 BA
的基因表达模式相似。 目前也有研究正在采用基

因敲除的方法研究纤维化的机制。 确定疾病的机

制基础有助于治疗的发展[39]。
综上所述,胆道闭锁是新生儿时期一种胆管细

胞进行性损伤的,且可以进展为肝纤维化甚至终末

期肝衰竭的疾病。 其病因复杂,包括围生期病毒感

染、免疫紊乱等,目前轮状病毒感染是目前学术界

较为认可的病原,因此,基于此的模型是研究者不

断探索其发病机制的方向。 目前,人们虽然通过临

床流行病学以及动物模型研究等多种途径对本病

有较多的了解,但对疾病的本质认识还远远不够。
充分发挥与临床实际相符的动物模型是研究本病

原因及治疗方法的最佳方案。 当前诸多的动物模

型中采用病毒基因重组的方法与临床较为相似,但
不能完全模拟人体,需要我们进一步去探索。
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