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大鼠肝细胞凋亡和坏死动物模型的建立及评价

黄丙仓，詹松华，邱书臖，张蕾

【摘要】　目的：通过大鼠肝右叶血供干预分别建立肝细胞凋亡和坏死动物模型，为进一步的磁共振成像实验奠定基

础。方法：选取体重为２５０～３００克的ＳＤ大鼠９０只，随机分为Ａ、Ｂ、Ｃ三组，每组３０只，分别行肝右叶门静脉和肝动脉结

扎术、门静脉结扎术及假手术，各组在术后３ｈ及１、３、７和１４ｄ分别处死６只大鼠，取肝脏标本送病理及电镜检查。结果：

Ａ组３０只大鼠肝右叶发生凝固性坏死，光镜及电镜下均呈典型的坏死改变，ＴＵＮＥＬ染色呈阴性；Ｂ组３０只大鼠肝右叶

发生小灶性凋亡，光镜下可见肝细胞核固缩改变，电镜下见肝组织核边集和凋亡小体，ＴＵＮＥＬ染色呈阳性改变。术后３ｈ

即可见凋亡细胞，２４ｈ时凋亡细胞数最多，７ｄ后肝组织开始发生小灶性坏死；Ｃ组３０只大鼠肝右叶未发生凋亡和坏死的

病理改变。结论：大鼠肝右叶门静脉和肝动脉双结扎可建立胆脏凝固性坏死模型，单纯肝右叶门静脉结扎能构建肝细胞

小灶性凋亡模型。
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　　细胞因严重损伤累及细胞核时，呈代谢停止、结构

破坏和功能丧失等一系列不可逆性变化，此即细胞死

亡，包括坏死和凋亡。坏死是活体内范围不等的局部

细胞死亡，死亡细胞的质膜崩解、结构自溶并引发急性

炎症反应。坏死可迅速发生，也可由可逆性损伤发展

而来。凋亡是活体内单个细胞或小团细胞的死亡，死

亡细胞的质膜不破裂，不引发死亡细胞的自溶，也不引

起急性炎症反应［１］。凋亡和坏死动物模型的建立可通

过组织部分和全部缺血形成。文献［２４］报道结扎大白

鼠门静脉分支可诱发该分支供血的肝细胞早期发生坏

死和后期发生凋亡。詹松华等［５］的大白鼠实验研究也

证实了单纯门静脉分支结扎将诱发局部肝细胞凋亡和

肝脏萎缩改变。但是通过坏死和凋亡相对照进行的大

样本实验目前尚未见报道。

材料与方法

１．动物分组与手术操作

９０只正常ＳＤ大白鼠，雌雄不限，年龄为３个月左

右，体重２５０～３００ｇ，实验前、后按标准饲料统一喂养。

将实验动物随机分成Ａ、Ｂ、Ｃ三组，每组３０只。其中

７１放射学实践２００６年１月第２１卷第１期　ＲａｄｉｏｌＰｒａｃｔｉｃｅ，Ｊａｎ２００６，Ｖｏｌ２１，Ｎｏ．１



Ａ组大鼠行肝动脉右支和门静脉右支双结扎，Ｂ组行

单纯门静脉右支结扎，Ｃ组为对照组（打开大鼠腹腔但

不结扎任何血管）。各组在手术后３ｈ、２４ｈ、３ｄ、７ｄ、

１４ｄ共五个时间点分别处死６只实验大鼠，取肝脏标

本送病理学和电镜检查。

２．电镜取材、固定和分析方法

在麻醉状态下剪开大鼠腹壁，观察和记录肝脏形

态和大小改变，仔细分离并完整取出肝脏，迅速切取肝

脏右叶，立即将肝右叶切开，在无菌巾上切取３～４块

大小约为１．０ｍｍ３的组织块，并迅速置于生理盐水中

漂洗后放入盛满缓冲固定液的青霉素瓶中，在瓶上做

好标记后立刻放于４℃冰箱中保存。标本送至电镜室

后按登记簿要求逐项认真填写，并写明样本包埋要求，

然后择期进行半薄定位、电镜观察及取片，将有明显细

胞核固缩的观察野做好标记，然后进行电镜观察、分

析。

３．病理染色技术和方法

在电镜取材完成后，立即将取出的肝组织置于

１０％福尔马林溶液中固定２４ｈ以上，取肝右叶与左叶

组织分切后常规石蜡包埋。将石蜡组织块进行５μｍ

连续切片，随机抽取病理白切片分别做常规ＨＥ染色、

末端脱氧核苷酸转移酶介导的缺口末端标记法（ｔｅｒ

ｍｉｎａｌｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｍｅｄｉａｔｅｄｄＵＴＰ

ｎｉｃｋｅｎｄｌａｂｅｌｌｉｎｇ，ＴＵＮＥＬ）检测细胞凋亡，免疫组织

化学Ｅｎｖｉｓｉｏｎ法检测增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ

ｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）。ＴＵＮＥＬ染色采用德国

ＤＡＫＯ公司生产的ＡｐｏｐＴａｇＳ７１００试剂盒，按照试剂

盒附带的操作步骤进行染色，以细胞核呈深棕色伴核

皱缩为细胞凋亡阳性细胞，否则为阴性。ＰＣＮＡ免疫

试剂盒购自ＤＡＫＯ公司，以细胞核内出现紫色颗粒为

阳性细胞。

结　果

１．手术后肝脏大体形态学改变

右侧门静脉或肝动脉和门静脉结扎手术操作成功

后，立即观察肝组织的颜色变化。两种结扎方法均可

于短时间内导致肝右叶缺血改变，表现为肝右叶颜色

变暗，由鲜红色变成暗紫色，但以 Ａ组较明显。Ｂ组

因单独结扎门静脉右支，结扎后肉眼观察肝右叶略变

灰暗，颜色变化相对较轻。在手术后不同时间，两种血

流阻断法引起肝右叶形态发生了不同变化。双重结扎

后，肝右叶逐渐发生凝固性坏死，体积大小无明显变

化，但是颜色变为灰黄色，质地变硬，且随时间延长表

现更加明显（图１）。单独门静脉右支结扎的大鼠，术

后３ｈ、２４ｈ肝脏右叶大小无明显变化，但是颜色渐趋

灰暗，术后３、７和１４ｄ结扎侧肝叶逐渐萎缩，体积明

显减小，肝左叶体积代偿性增大，上述变化均以术后

１４ｄ时最显著（图２）。

２．手术后肝脏标本的ＨＥ染色表现

对照组（Ｃ组）大鼠标本镜下显示正常的肝脏结

构，细胞染色清晰，排列规则呈放射状。

Ａ组实验大鼠肝右叶ＨＥ染色组织切片：术后３ｈ

镜下显示，肝小叶中央静脉周围出现片状坏死，并可见

桥接坏死，肝细胞肿胀、气球样变性，胞核固缩，部分核

溶解、消失，胞浆嗜酸性变，肝窦内中性粒细胞聚集，小

叶周边可见排列及形态正常的肝细胞；术后２４ｈ镜下

显示，肝小叶内见大片坏死灶，几乎不见正常肝细胞，

肝组织边缘可见炎性反应带，中性粒细胞聚集；术后

７２ｈ镜下显示，肝索排列不规则，肝细胞破坏，呈均匀

红染改变，肝细胞核可见核固缩、核碎裂和核溶解

（图３）；７ｄ后肝右叶坏死更加彻底，细胞溶解、消失，

组织呈均质红染无结构区域，边缘见炎性反应带，肝左

叶呈代偿性肥大改变。

Ｂ组大鼠肝右叶 ＨＥ染色组织切片：术后３ｈ镜

下显示，细胞排列紧密，胞核缩小；术后２４ｈ镜下显

示，肝叶变小，肝小叶结构保持完整，肝细胞排列更加

紧密，中央静脉周围出现点、片状坏死灶，组织边缘未

见炎性反应带；术后３ｄ、７ｄ镜下显示肝右叶呈萎缩改

变，肝叶明显缩小，坏死灶增多、扩大，肝索排列规则，

可见散在呈细胞核固缩改变的凋亡肝细胞；术后１４ｄ

镜下显示肝小叶萎缩，部分肝索结构破坏，可见细胞膜

溶解破坏、细胞核碎裂、溶解消失，胞浆红染，部分区域

呈坏死后改变，周边未见炎性细胞。术后肝左叶呈代

偿性肥大改变，术后３ｈ就可见到明显的肝细胞增殖，

有较多核分裂相存在，２４ｈ时达高峰，并在以后较长时

间内保持较高水平。

３．ＴＵＮＥＬ染色检测结果

对照组大鼠肝脏右叶及各实验组大鼠肝脏左叶组

织切片内几乎看不到凋亡细胞，而在行门静脉右支结

扎的Ｂ组大鼠肝脏在各个时间点均可见细胞凋亡的

病理变化过程。术后３ｈ即可见较明显的凋亡细胞，

表现为核浓缩呈均匀深棕色（ＴＵＮＥＬ染色阳性），染

色质边聚；２４ｈ后，凋亡细胞明显增多，呈小灶性分布，

此时间点凋亡细胞最多（图４）；７２ｈ后凋亡细胞数开

始减少，凋亡与坏死共存，坏死组织呈片状灰黄色无结

构区；术后１４ｄ凋亡细胞几乎不可见，表现为肝小叶

和肝细胞萎缩，可见少量炎性反应及坏死的病理改变。

行肝动脉右支和门静脉右支同时结扎的 Ａ组大鼠在
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各个时间点肝脏右叶均未见明显凋亡细胞（图３）。

４．电镜分析结果

Ａ组大鼠肝右叶标本的电镜表现：肝细胞排列紊

乱，随时间延长细胞表现为从水肿到胞膜破裂，坏死区

偶可见凋亡细胞，后期可见细胞结构消失（图５），７ｄ

和１４ｄ时肝右叶组织几乎完全坏死。Ｂ组大鼠肝右

叶标本电镜表现：术后３ｈ可见少量散在的凋亡肝细

胞，细胞核固缩、核边集、凋亡小体形成，胞膜及细胞器

质膜均完整（图６）。凋亡细胞数量随时间而改变，术

后３ｈ开始出现，２４ｈ时凋亡肝细胞最多，可见细胞核

固缩、边集及凋亡小体形成，７ｄ和１４ｄ后电镜下呈典

型凋亡改变的肝细胞开始减少。３ｄ和７ｄ时开始有

不同程度的坏死改变，可见细胞膜和细胞器质膜破坏

而不完整，并可见纤维组织增殖。从术后第３天开始

正常细胞的数量减少，体积变小，呈萎缩改变。

图１　大鼠门静脉及肝动脉右支双扎后大体病理标本显示肝右叶发生凝固性坏死（箭）。 图２　大鼠门静脉右支单扎后大体

病理标本显示肝右叶萎缩改变（箭）。 图３　门静脉及肝动脉右支双结扎后７２ｈ，光镜下显示肝右叶均匀灰黄染色，大量细胞

死亡，未见凋亡细胞（×２００，ＴＵＮＥＬ染色）。 图４　单纯肝门静脉右支结扎后２４ｈ光镜下显示染成棕黄色的凋亡细胞（箭）

呈小灶状分布（×２００，ＴＵＮＥＬ染色）。 图５　肝门静脉及肝动脉右支双扎后１ｄ电镜下显示肝细胞质膜破坏（箭），线粒体变

性，内质网肿胀（×６０００）。 图６　肝门静脉单扎后７ｄ电镜下显示肝细胞核呈典型的核边集改变（黑箭），可见凋亡小体形成

（白箭），质膜尚完整（×３５００）。

讨　论

１．大鼠肝脏解剖和血供特点

吕毅等［６］通过对１５０只成年ＳＤ大鼠肝脏及其附

属管道的解剖学研究，将大鼠肝脏分为六叶，以肝门为

中心逆时针方向依次为乳头叶、左外叶、左内叶、中叶、

右叶和尾状叶。笔者在实验过程中发现将大鼠肝脏分

为左、右两部分较为合理，其中肝右叶又分为上、下两

叶，肝左叶分左内叶、左外叶及乳头叶，其中乳头叶离

开肝门分为腹、背两个叶。右下叶以凹陷切迹面与右

肾相毗邻，并连以肝肾韧带，其内侧包绕下腔静脉，并

有膜片状少许肝组织绕过Ｇｌｉｓｓｏｎ系统背侧与乳头叶

相连。两片乳头叶嵌于胃小弯，其中一叶位于贲门后

方。左外叶遮盖了乳头叶、胃小弯和第一肝门。第一

肝门为Ｇｌｉｓｓｏｎ系统入肝处，肝动脉、门静脉和胆管及

其分支全程相伴，在肝外极易分离和辨认。Ｇｌｉｓｓｏｎ系

统在肝门处分为三支，分别走向右、左和头方。右支进

入右上叶前分支至右下叶，头支较粗大并分为２支，分

别入左外叶和左内叶。

大鼠肝脏血液循环系统与人类相似，有两套供血

系统，即肝动脉和门静脉，正常时分别占肝脏供血量的

２５％和７５％。门静脉汇集肠道毛细血管床循环后的

血液，进入肝脏再分支进入肝血窦，将肠道吸收的营养

物质提供给肝细胞进行代谢，这也是肝脏的主要功能。

大鼠肝脏右叶的血供与其余肝叶分界清楚，因而容易

分离，能够确保手术操作的成功率［７，８］。

２．右侧门静脉结扎后肝组织的病理改变
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笔者发现在本次手术过程中，当行右侧门静脉结

扎后，肝脏右叶颜色与肝脏左叶比较略变暗，但仍呈红

色，术后３ｈ、２４ｈ时肝右叶的颜色和大小与肝左叶比

较只有轻微不同，术后３ｄ、７ｄ和１４ｄ时可见肝右叶

体积变小，而肝左叶体积增大，以术后１４ｄ时最显著。

门静脉右支结扎术后３ｈ、２４ｈ、３ｄ和７ｄ时，光镜下显

示肝脏右叶结构存在，肝索排列规则，在正常的肝组织

细胞中依稀可见散在的细胞核固缩的凋亡肝细胞

（ＴＵＮＥＬ染色细胞核被染成棕褐色）。肝右叶凋亡细

胞数呈明显递增趋势，以术后２４ｈ最为显著，至术后

１４ｄ凋亡细胞几乎不可见，同时可见炎性反应及坏死

病理改变。

电镜检查的目的主要是从形态学上检测凋亡细胞

和凋亡小体形成，是诊断凋亡存在最可靠的依据。凋

亡细胞的电镜下典型表现是细胞核固缩、边集和凋亡

小体形成。另外，凋亡发生时细胞膜及各种细胞器质

膜均完整。笔者观察肝右叶门静脉结扎后各时间段电

镜表现，发现术后２４ｈ时可见典型的凋亡细胞，且数

目较多，而术后３ｈ时未见明显的凋亡小体，术后１４ｄ

时可见到部分肝细胞的胞膜及各种细胞器质膜破坏改

变。从上述的术后病理学、电镜及 ＴＵＮＥＬ染色表

现，可得出结论：通过肝右叶门静脉结扎可成功制作肝

细胞凋亡模型，以术后２４ｈ时凋亡改变最显著
［９，１０］。

３．肝动脉和门静脉结扎后肝组织的病理改变

肝脏入肝血供中门静脉供血占７５％，肝动脉占

２５％，当入肝血供全部阻断后，肝右叶因急性缺血发生

凝固性坏死。在手术过程中发现当门静脉及肝动脉双

结扎后，肝右叶颜色立即由鲜红色变为暗红色。３ｈ大

体标本见肝右叶呈黄色改变，质变硬，边界清晰，体积

变化不明显。随着时间的延长，肝组织体积稍缩小，周

边见炎性反应。光镜下呈典型的坏死后改变，可见肝

细胞核碎裂、核溶解及核膜破裂等改变，细胞及组织结

构显示不清。电镜下可见肝细胞质膜及核膜破裂改

变。随着时间的推移，上述改变趋于加重。本组采用

肝右叶门静脉和肝动脉双结扎法构建肝组织凝固性坏

死模型是为了和肝细胞凋亡模型进行对照研究，有助

于更深层次的理解肝细胞凋亡模型的建立。

总而言之，大鼠肝脏各叶及肝血管的解剖学特点

便于肝血管结扎手术的操作，肝右叶门静脉及肝动脉

双结扎和门静脉单结扎后分别使肝右叶发生坏死和凋

亡的病理改变。因此，通过肝血供干预构建正常肝细

胞的坏死和凋亡动物模型是切实可行的，从而为临床

和科研的进一步研究打下了坚实的基础。
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