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$诱导小鼠实验性肝损伤的模型&方法
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小鼠
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只%分别尾

静脉注射
"1/2

%根据注射剂量%小鼠被随机分为
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组
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组
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)另设
A

组作为实验对照组%尾静脉仅注射生理盐水&给药后
#+

观察小鼠血清丙氨酸转氨酶#

2DC

$活性'死亡

率和肝组织的病理改变&选择最佳
"1/2

剂量%观察此剂量下不同时间点
2DC

活性'死亡率和肝组织的病理改变

特点&结果
!

经
"1/2

处理后
#+

%

2

组与
A

组无小鼠死亡%

G

组死亡
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组小鼠全部死亡)各组血清
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#分别
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润和肝细胞变性'坏死%以
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尾静脉注射%小鼠死亡率'

2DC

活性'肝组织炎症细胞浸润

和肝细胞变性'坏死在一定时间范围内#
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对各种肝脏疾病发病机制的探讨和治疗药物

的筛选%很大程度依赖于和人类肝病病理机制相

似的实验动物模型的建立与应用!

&$!

"

&自身免疫

性肝炎'病毒性肝炎等所致的肝损伤%均与
C

淋巴

细胞活化密切相关!

*$+

"

&多年来%所应用的实验性

肝损伤模型%如细菌性脂多糖'

A

氨基半乳糖和四

氯化碳等所介导的肝损伤%均不能理想地反映这

一病理特征!
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年%

C(9

4

.

等成功应用刀豆球

蛋白
2

#

"1/,'/'<')(/2

%

"1/2

$诱发了特异性肝

损伤%就其致病特点来看%与目前所知的人类自身

免疫性肝炎或病毒性肝炎的病理机制有许多相似

之处!

%$#

"

&这一模型的建立和应用为深入研究肝

细胞损伤的免疫学机制及进行相应治疗药物的筛

选提供了更为方便和理想的实验动物模型!

#

"

&本

研究旨在建立最佳
"1/2

剂量及其作用时间的小

鼠肝损伤模型&
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对象与方法
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!

研究对象
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"

小鼠#
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级$%
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周龄%体重
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%购自中南大学实验动物中心&

所有动物实验均得到中南大学实验动物中心实验动

物管理与使用认证协会#
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全自动生化分析仪'
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公司产品&
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方法

&0*0&
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实验药物剂量筛选
!

在使用前将
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加

适量无菌生理盐水调至总浓度为
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过滤除菌后
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保存备用&
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小鼠
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只%其中
*"

只分别尾静脉注射
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%根据注射

剂量的大小%小鼠被随机分为
*

组#每组
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)另设
A

组
&"

只作为实验对照组%尾

静脉仅注射适量生理盐水#剂量的多少与实验组所

加量基本一致$&实验前
&(+

小鼠开始禁食%但可

以自由饮水&尾静脉注射
"1/2

后开始观察小鼠

活动情况及病死率%并于处理
#+

时采用摘眼球法

取血%分离血清检测丙氨酸转氨酶#

2DC

$活性%同

时摘取脑'肺'心'肝'肾组织观察其病理改变&根据

以上不同剂量
"1/2

处理所导致的小鼠存活率'血

清
2DC

活性及各组织病理等实验结果的改变%最

终确定
"1/2

的最佳剂量&

&0*0!
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实验时间确定
!
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"

小鼠
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只%根据

时间点随机分为
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组#每组
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'

)+

'
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+
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'
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'

*(+

和生理盐水组&除生理盐水组

外%其余
(

组均尾静脉注射以上实验所获得的
"1/

2

最佳剂量%即
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&经
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处理后分别

于
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'
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'

&!+

'
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'

*(+

时以摘眼球法处死

尚存活小鼠#生理盐水组在
*(+

时处死$%分离血

清检测
2DC

活性%并观察脑'肺'心'肝'肾组织的

病理改变&

&0*0*

!

血清
2DC

检测
!

使用
6!C2"6!%&%"2

全自动生化分析仪完成%具体方法参照试剂盒说

明书&

&0*0)
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病理检查
!

用
&"F

中性甲醛固定脑'肺'

心'肝'肾组织标本%石蜡包埋%切片
+

#

&

&热石蜡

切片%二甲苯作用
+&(/

%无水乙醇
!&(/

%
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乙醇

!&(/

%

#+F

乙醇
!&(/

%自来水洗至透明%双蒸水冲

洗)苏木素染色
#&(/

%自来水冲净%盐酸乙醇数秒%

自来水洗%饱和碳酸锂返蓝
!&(/

%自来水冲
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&(/

%

'+F

乙醇中停留数秒%伊红染色数秒%

#"F

乙

醇
!&(/

%

'+F

乙醇
!&(/

%无水乙醇
!&(/

%吹干%封

片&镜下观察上述组织病理学改变&

&0)

!

统计学分析
!

结果以均数
-

标准差#

@-;

$表

示%两组之间比较采用
"

检验%存活率的比较采用
!

!

检验&以上统计处理用
;B;;&*0"

软件自动完成%

%

$

"0"+

视为差异有显著性&

.

!

结果

!0&

!

不同剂量
"1/2

处理后
#+

小鼠死亡率及血

清
2DC

水平
!

尾静脉注射
"1/2

后小鼠开始出现

进食'活动减少及毛发光泽降低%并且随着
"1/2

剂量的增加上述症状逐渐加重&最终%

2

组小鼠的

#+

死亡率为
"0""F

)

"

组
(0++

死亡
%

只小鼠%到

#+

时剩余
*

只也全部死亡%其
#+

死亡率为

&""0""F

)

A

组注射生理盐水的
&"

只小鼠
#+

死亡

率为
"0""F

)

"

组分别与
2

和
A

组死亡率相比%差

异均有显著性#均
!

!

.!"0""

%

%."0""

$&

G

组
(+

时

仅死亡
&

只小鼠%

#+

时再死亡
!

只%其
#+

死亡率为

*"0""F

%与
"

组相比%差异亦有显著性#

!

!

.&"0%%

%

%

."0"&

$&经
"1/2

处理后
#+

各组血清
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值(

2

组为#

!&+0++-%"0&'

$

!#

*

D

%

G

组为#

!+&(0&)-%()0

('

$

!#

*

D

%均显著高于对照组
A

组的#

+%0*"-&!0!&

$

!#

*

D

#分别
".$#0)((

'

".$&"0&)*

%均
%."0"""

$)

G

组
2DC

活性亦显著高于
2

组#

".$'0*!(

%

%.

"0"""

$&

"

组未检测血清
2DC

值&
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!

相同
"1/2

剂量不同时间点小鼠存活率及血

清
2DC

水平
!

根据上述结果%我们选择
"1/2

剂

量为
!"&

4

*

>

4

%观察
!+

'

)+

'

#+

'

&!+

'

!)+

'

*(+

时间点小鼠存活率及血清
2DC

活性%结果见表
&

&

!+

组和
)+

组在
"1/2

分别处理后
!+

'

)+

小鼠

均无死亡)

#+

组在处理后
#+

共死亡
*

只小鼠%存

活率为
%"0""F

)

&!+

组
(0++

时死亡小鼠
&

只%

#0+

+

时死亡
!

只%小鼠存活率亦为
%"0""F

)

!)+

组
(

+

时死亡小鼠
&

只%

%0++

时死亡
!

只%

&(+

时死亡

&

只%小鼠存活率为
("0""F

)与
!)+

组结果类似%

*(+

组小鼠在
(0++

时'

#+

时分别死亡
&

只和
!

只%并在
&++

时再死亡
&

只%小鼠
*(+

前存活率为

("F

&小鼠死亡率在
!)+

后未再增加%生理盐水组

直到
*(+

亦无小鼠死亡&

表
&

与图
&

显示%血清
2DC

活性自
!+

组到
!)

+

组逐渐增加%各组间差异有显著性#

%

$

"0"+

或
%

$

"0"&

$%但到
!)+

后血清
2DC

活性反而下降&作

为对照%生理盐水组血清
2DC

活性显著低于其他

各实验组#均
%

$

"0"&

$&

表
&
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不同时间点相同剂量
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对小鼠存活率及血清

2DC

活性的影响
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主要器官形态学及组织病理改变
!

不同剂量

"1/2

尾静脉注射
G')O

*

"

小鼠后
#+

肉眼观察小

鼠肝脏和脾脏%可见
G

组及
"

组肝脏明显淤血肿

大%呈暗红色%有点状或小片状出血%同时脾脏也明

显淤血%甚至呈黑色%尤以
"

组更为严重)而
2

组肝

淤血程度明显轻于
G

组和
"

组%出血较少见)

A

组

未见肝大和淤血%颜色红润&光镜下
A

组肝组织病

检未见明显异常)

2

组可见肝细胞少量水样变性'气

球样变)但
G

'

"

两组光镜下小鼠肝组织均出现明显

病变%肝小叶内大多数肝细胞肿胀%细胞质疏松化%

有的呈气球样变%明显的点状坏死和灶性坏死%坏死

区可见炎症细胞浸润%汇管区淋巴细胞和单核细胞

浸润明显%肝窦内可见红细胞堆集%但均以
"

组为

甚#图
!

$&剂量为
!"&

4

*

>

4

"1/2

处理小鼠后
!

+

'

)+

'

#+

'

&!+

'

!)+

'

*(+

%光镜观察肝组织病理变

化%发现在
!

"

!)+

%随着时间的延长肝组织坏死程

度和炎症细胞浸润逐渐加重%而
!)+

和
*(+

组肝

组织坏死程度和炎症细胞浸润则无明显差异#图

*

$&剂量为
*"&

4

*

>

4

"1/2

处理小鼠后
#+

%光镜

下可见肺轻度充血%肾小管上皮细胞出现轻度空泡

变性%而脑'心未见明显异常#图
)

$&

!

"

# $" "!

%&

!"#'$

$"()**

$*+***

#(***

&(***

!(***

"(***

*

,
-
.
/
+
0
1
2
.
3

图
&

!

相同剂量
"1/2

处理小鼠不同时间点
2DC

变化图

H,

I

5"#-

!

C+92DC)9<9).(/K(II9:9/88(&9

7

1(/8.'I89:&(,9

N9:98:9'89KN(8+"1/2

2

(

&"&

4

*

>

4

组%光镜下可见少量水样变性'气球样变)

G

(

!"&

4

*

>

4

组%光镜下可见肝组织充血'出血%肝细胞变性'坏死%汇管区炎症细胞

浸润)

"

(

*"&

4

*

>

4

组%光镜下可见肝组织充血'出血%肝细胞变性'坏死%汇管区炎症细胞浸润)

A

(正常对照组%光镜下小鼠肝组织网架完好%未

见明显的肝细胞变性'坏死%无出血

图
!

!

不同剂量
"1/2

处理后
#+

小鼠肝组织
6$

染色#
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$
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5"#.
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2

(

"1/2

处理
!+

%肝组织充血'出血%肝细胞水样变性'坏死)

G

(

"1/2

处理
)+

%肝组织充血'出血%少量肝细胞变性'坏死%汇管区炎症细

胞浸润)

"

(

"1/2

处理
#+

%肝组织充血'出血%肝细胞变性'坏死%汇管区炎症细胞浸润)

A

(

"1/2

处理
&!+

%肝组织充血'出血%肝细胞变性'

坏死%汇管区炎症细胞浸润)

$

(

"1/2

处理
!)+

%肝组织充血'出血%肝细胞变性'坏死明显%汇管区大量炎症细胞浸润)

P

(

"1/2

处理
*(+

%

肝组织充血'出血%肝细胞变性'坏死明显%汇管区大量炎症细胞浸润

图
*

!

!"&

4

*

>

4

"1/2

处理小鼠不同时间点肝组织
6$

染色#

)""/

$

H,

I

5"#/
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'8+1)1
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$

8:9'8&9/8

2

(脑组织未见明显异常)

G

(心组织未见明显异常)

"

(肺组织可见充血)

A

(肾小管上皮细胞出现轻度空泡变性

图
)

!

*"&

4

*

>

4

"1/2

处理后
#+

小鼠脑'心'肺'肾组织
6$

染色#
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讨论

乙型肝炎病毒#

6GE

$持续感染是导致乙型肝

炎慢性化'肝硬化和原发性肝癌的重要原因&目前

认为
6GE

并不直接损害肝细胞%而主要是通过宿

主免疫应答引起肝细胞损伤%针对
6GE

的特异性

细胞毒
C

淋巴细胞反应和免疫细胞分泌的细胞因

子干扰素#

!PJ

$

%

$

和肿瘤坏死因子#

CJP

$

%

%

等是

导致肝细胞损伤的重要因素&

"1/2

是一种植物凝

血素%一类可与多种细胞表面糖分子残基结合的蛋

白分子&

"1/2

在体内和体外均可作为有丝分裂刺

激原%激活
C

淋巴细胞'巨噬细胞等释放细胞因子%

如
!PJ%

$

和
CJP%

%

等%可损伤肝细胞%并导致肝细

胞坏死'凋亡'炎症加剧!

'$&"

"

&

本研究选用
"1/2&"&

4

*

>

4

'

!"&

4

*

>

4

'

*"

&

4

*

>

4

三种剂量制造模型%发现小鼠经
"1/2

尾静

脉注射后
#+

%肝损伤程度随
"1/2

剂量加大而加

重%死亡率随
"1/2

剂量加大而提高&表现为血清

2DC

活性增高%肝组织坏死程度和炎症加重&但光

镜下仅发现肺轻度充血'肾小管上皮细胞轻度空泡

变性%心'脑未见异常&根据各器官的病理改变%我
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们认为脑'心'肺'肾病变不足以导致小鼠死亡%导致

小鼠死亡的原因是肝脏严重受损&考虑到
"1/2

&"&

4

*

>

4

组肝损伤太轻%无小鼠死亡%不便于观察

和鉴别药物疗效)而
*"&

4

*

>

4

组从对动物施加处

理到动物死亡的时间间隔太短%死亡率太高%没有足

够的时间对其进行处理并评估疗效%故选用
"1/2

!"&

4

*

>

4

制造模型是较为理想的剂量%因而我们选

用
!"&

4

*

>

4

"1/2

用于后续的实验&这也与相关

文献报道!

'$&"

"类似&

对不同时间点的观察表明%小鼠经
"1/2!"

&

4

*

>

4

尾静脉注射后
!+

出现
2DC

活性轻度升高%

肝细胞出现变性&随后%小鼠
2DC

活性'肝细胞坏

死'炎症细胞浸润程度以及病死率随着时间延长而

加剧%但到了
!)+

后不再增加&推测可能
"1/2

所

致的肝损伤作用到了
!)+

后不再发挥%也可能是损

害作用达到峰值不再提高&因此%选用
"1/2

肝损

伤模型时%时间点的选择最好不要超过
!)+

&

总之%

"1/2

诱发的小鼠肝损伤模型%制作简

便'快速%肝损伤具有器官特异性'剂量依赖性和一

定时间范围内的时间依赖性&其病理过程与我们目

前所知的多种急'慢性肝病的病理过程相似%特别是

其通过活化
C

淋巴细胞而诱发特异性肝损伤的病

理特点!

&&

"

%能更好地模拟人类自身免疫性肝病'病

毒性肝炎的致病过程&因此%

"1/2

性小鼠肝损伤

模型的建立%为我们深入研究人类各种急'慢性肝病

的发病机制和治疗药物的筛选提供了较为理想的实

验动物模型&
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信息
!

!!

根据/卫生部办公厅关于进一步加强抗菌药物临床应用管理的通知0%,特殊使用-药物为(#

&

$第四代头

孢菌素(头孢吡肟'头孢匹罗'头孢噻利)#

!

$碳青霉烯类(亚胺培南*西司他丁'美罗培南'帕尼培南*倍他米

隆'比阿培南'朵利培南)#

*

$甘酰胺类(替加环素)#

)

$糖肽类与口恶唑酮类(万古霉素'去甲基万古霉素'替考

拉宁'多粘菌素'利奈唑烷)#

+

$抗真菌药(卡泊芬净%米卡芬净%伊曲康唑#口服剂'注射剂$%伏利康唑#口服

剂'注射剂$%两性霉素
G

含脂制剂&医疗机构在使用上述抗菌药物时应严格掌握临床应用指征%经抗感染

或有关专家会诊同意%由具有高级专业技术职务任职资格的医师开具处方&
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