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  实验性肝损伤模型是实验和临床假说的基础, 它的建立为

探知肝脏疾病的病因、病理生理、治疗等方面提供了有用的工

具。

药物中毒性肝损伤模型的建立

11 四氯化碳( CCl4 )

CCl4 是最早、最广泛应用于实验性肝损伤动物模型的选择

性肝毒性物质,机制为[ 1] : CCl4 的活性代谢产物三氯甲基根( -

CCL 3)刺激产生活性中间产物( RO I) , 造成脂质过氧化,引起细

胞损害,结缔组织产生过多。诱导微粒体细胞色素 P450 同工

酶活性的物质可增加 CCl4 产物的肝毒性, 因此在制模过程中

加入戊巴比妥或乙醇代替饮水是加速肝损伤进程的常用方法。

急性肝功能衰竭模型: SD大鼠(体重 250~ 320 g ) 4 ml/ kg ,

CCl4 灌胃
[ 2] ; 肝纤维化模型有单纯法和复合法。单纯法: 采用

Wistar 大鼠(体重 85~ 95 g ) , 腹腔注射 CCl4 0. 025 m l(以花生

油 1B 6 稀释 ) , 每周 3 次, 共 4 周[ 3] ; 采用 Wistar 大鼠, 40%

CCl4 石蜡油溶液第 1 天皮下注射 0. 5 ml/ 100 kg 体重, 以后每

隔 4d 皮下注射 0. 3 ml/ 100 kg 体重, 共 10 次[ 4] ; SD 大鼠(体重

230~ 260 g) ,轮替四肢皮下注射 50%植物油 CCl4 溶液 0. 3 ml/

100 kg 体重,每周 2 次, 共 8 周[5]。

复合法: Mclean [ 6]在饮水中加入苯巴比妥( 350 ml/ l) , CCl4

蒸气吸入; P rocto r[ 7] 让大鼠饮用含苯巴比妥 ( 350 ml/ l)的水 2

周肝极度肿大后,以 CCl4 灌胃 0. 2 ml/ kg 体重, 5d 1 次, 8~ 10

周成模;韩德五[8] 以高脂蛋白食物 (玉米面) 为大鼠饲料, 加

0. 5%胆固醇, 实验第 1、2 周加 20% 猪油) ,以 30%酒精为唯一

饮料,皮下注射 CCl4 (第一次用 0. 5 ml/ 100 kg 体重, 以后每隔

3d 皮下注射 40%油剂 CCl4 0. 3 ml/ 100 kg 体重 ,共 6 周) ; 孙敬

方[9]向Wistar 或 SD大鼠皮下注射 45% ~ 50%油溶液, 0. 3 ml/

100 kg 体重, 每周 2 次, 第 2 周开始, 隔日以 20% ~ 30%乙醇

1 ml灌胃,饲以混有 0. 5%胆固醇低胆碱饲料, 共 8 周。

以上所述为几种经典、具有代表性的方法, 其它很多方法

都是在此基础上的改良, 如腹腔内注射 CCl4 加饮用苯巴比妥

钠和食用酒精等[10]。目前多选用鼠造模, 因鼠繁殖力强, 生命

力旺盛,价格低廉, 也有选用兔, 因兔血容量大, 肝脏大小适中,

其肝损伤易于生化及影像学观察, 选用大动物模型如犬亦有成

功报道[11]。给药途径有多种, 如皮下注射、腹腔注射、灌胃、蒸

气吸入或拌于食物中快速口服等, 优劣各家说法不一。灌胃法

CCl4 经过门静脉系统吸收,直接进入肝脏, 模型制备理想, 但操

作复杂,肠道反应大; 腹腔内注射门静脉浓度高,肝损伤形成时

间短, 但病死率较高 ( 20% ~ 35% ) ; 皮下注射较腹腔注射具有

如下缺点, 造模周期长, 动物病死率高, 相应增加了实验经费,

因操作不当可以发生皮下渗漏, 但操作简便; 蒸气吸入需快速

吸入, 呼吸道刺激大, 动物不耐受, 中枢毒性大, 易污染环境和

伤害实验人员; 溶于少许食物快速口服, 少吃多餐, 挥发减少,

浓度低胃肠刺激减小, 但受动物食欲影响, 剂量难以掌握,实验

终点不明确, 周期长。

21 D-半乳糖胺( D-ga lactosamine, D-GalN )

半乳糖胺是一种肝细胞毒性药物, 可在短时间内引起严重

肝损害, 其作用机制是: ¹ 通过抑制肝细胞的 RNA 和浆膜蛋白

合成造成肝细胞坏死[ 12] ; º 肝细胞坏死与细胞外 Ca 2+ 大量进

入细胞内有关[ 13] ; » 一些研究指出, 肠外因素,包括胃肠通透性

增加, 细菌的移位和内毒素等都增加了半乳糖胺的肝脏毒

性[ 14]。

急性肝功能衰竭模型: 大白猪颈外静脉置管注射半乳糖胺

( 0. 75 g/ kg 体重) ,给药 18 h, 肝功能损害开始明显, 至 48 h 达

高峰, 治疗肝功能衰竭的各种措施可在这段时间内进行试验,

该模型适合进行人工肝脏支持治疗的研究[ 15] ; 家猪经门静脉注

射半乳糖胺 0. 5 g / kg 和脂多糖 1Lg / kg[ 16] , 与单用半乳糖胺

( 1 g / kg )外周静脉注射诱导大动物急性肝功能衰竭模型相比,

半乳糖胺用量减少了一半, 联合应用脂多糖, 两药有明显协同

作用。长期小剂量可导致肝纤维化和肝癌。半乳糖胺诱发的

急性肝功能衰竭模型症状、生化、组织学表现接近人, 重复性

好, 而且不造成环境污染及人体伤害等, 对肝衰竭、肝性脑病、

人工肝支持系统的评价研究有重要价值, 缺点为半乳糖胺较昂

贵。

31 甲基亚硝胺( dimethylnitrosamine, DMN)

DM N是常见的致肝癌剂,它通过微粒体代谢,其中间产物

与细胞核酸、蛋白质等结合致肝损伤, 同时产生一种活性甲基

化产物使核酸、蛋白质甲基化导致肝坏死[ 17]。急性肝损伤: 单

剂后 12~ 18 h 出现肝细胞出血坏死周围细胞脂变, 24 h 广泛坏

死, 嗜酸性变性,脂肪沉着, 凋亡小体出现, 6 d 后坏死消失, 残

留组织纤维增生, 静脉扭曲。

肝纤维化模型: SD 大鼠按 10 mg / kg 体重, 给予 1% DMN

生理盐水稀释液, 腹腔注射 10 次[ 18]。DMN 诱发肝纤维化周期

短, 动物病死率低,肝纤维化形成相对稳定,主要用于肝硬化形

成和门脉高压机制的研究[ 19] , 还用于肝硬化向肝癌转化机制的

研究。缺点为 DMN 毒性大,易挥发, 排泄物在 24 h 内含毒物,

易污染环境和影响周围人群。

41 对乙酰氨基酚( acetaminophen, PAPA )

PAPA 是一种肝毒物,是经生物转化后形成亲电子代谢物

致肝损伤的样板, PAPA 常用于制作急性肝功能衰竭模型,
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P450 诱导剂加重肝损伤, 先予以 P450 诱导剂和 GSH 合成酶

抑制剂,再予 PAPA 复制的兔急性肝功能衰竭模型与人急性肝

功能衰竭临床特点, 组织学表现相似, 是较理想的急性肝功能

衰竭模型。

51 其它

硫代乙酰胺在实验性肝损伤动物中致肝癌,肝细胞损伤反

应好,肝纤维化组织接近人类肝硬化表现, 诱发急性肝功能衰

竭可表现肝性脑病,常用于制作肝纤维化和急性肝功能衰竭模

型[20]。另外, 乙硫氨酸( ethionine) , 二甲基偶氮苯及黄曲霉素

也可使肝细胞发生中毒性肝损伤。

酒精性肝损伤动物模型的建立

酒精对肝损害的机制尚未完全阐明, 可能是炎症和免疫病

理共同作用的结果,蛋白质和各种营养物质缺乏会加重酒精的

肝损害[ 21]。高浓度的酒精引起急性肝损伤, 产生大量毒性代谢

产物和乙醛,并释放肾上腺素, 引起肝脏血管收缩, 肝窦内压升

高和肝细胞缺氧,导致空泡变性, 肝细胞溶解坏死[ 22]。对酒精

引起的慢性肝损伤研究较多。L iber-DeCar li液体食物模型[23] :

按热量配置,蛋白质占 18% ,脂肪 21% , 糖61%(糖热量的 50%

由乙醇提供) , 管饲狒狒实验 1~ 3 年, 1/ 3 狒狒发生肝硬化, 液

体食物可完全控制食物与酒精的摄入量, 该模型与人类酒精性

肝硬化极为相似, 但实验动物昂贵, 实验周期长, 推广困难。

TsuKamoto-French 模型[ 24] :该模型采用大鼠, 饲液体食物, 采

用植入人工胃管,酒精占摄入总热量的 47% , 该模型可完全控

制乙醇和营养物的摄入量, 符合进行性酒精性肝损伤, 从肝脂

变、小叶中心坏死、炎症到肝细胞周围、静脉周围肝纤维化。河

金福等[25]在大鼠常规喂养同时灌入酒精( 56% )、橄榄油等的混

合液, 4 周后电镜下可见肝细胞周围胶原纤维增生。陆伦根

等[26]用 60%酒精按 1. 5 ml/ 100 g 体重的剂量,灌胃, 每日 2 次,

低脂饮食,实验动物自由饮水, 6 个月后肝细胞周围脂肪变加

重,可见中央静脉周围和窦周纤维化, 高脂饮食可加重上述表

现。丁霞等[27]对Wistar 大鼠每日清早灌胃白酒-玉米油-吡唑混

合液, 间断给予高脂饲料, 其中酒精摄入量为每天 8~ 12 g/ kg

随时间的延长而递增; 玉米油的摄入量为每天 2 g/ kg , 吡唑的

摄入量为 24 mg / kg 造模时间为 12 周, 经 Masson 三色染色证

实肝组织中胶原纤维明显增生。乙醇与 CCl4 联合应用造模已

有较多成功报道。吴孟超[28]报道在小鼠使用该方法 60d 即可

致肝硬化,肝硬化稳定, 分期明显, 动物病死率低。此类模型可

广泛用于酒精性肝病的研究,依其处于不同时期可作酒精性脂

肪肝及肝纤维化的研究。

免疫学方法诱发肝损伤模型

11 异种血清

异种动物血清诱导的肝损伤-肝纤维化模型产生机制, 被认

为是白蛋白免疫复合物所致的 Ó型变态反应[ 29]。王宝恩等建

立了良好的免疫性肝纤维化动物模型[ 30] ,采用人血清白蛋白给

大鼠皮下注射,抗体产生后, 尾静脉注射白蛋白。小剂量组 16

周 80%动物形成肝纤维化乃至肝硬化, 病死率 20% ~ 30% ; 大

剂量组, 30d可形成肝硬化,但病死率高, 加入 PGE 可降低病死

率至 5%。异种血清腹腔注射法[ 31] : 可选用猪、牛、羊等血清,

其中以猪血清最为常用, SD或 Wistar 大鼠 ,猪血清 0. 5 ml/次

腹腔注射, 每周 2 次, 12 周后肝内广泛纤维组织增生, 假小叶形

成, 有典型肝硬化表现。

21 刀豆蛋白 A( conA)

conA 是植物凝集素, 有促进有丝分裂的作用,可以引起 T

细胞介导的肝损伤, 损伤有肝特异性和剂量依赖性。小鼠静脉

注射 conA ( 20 mg / kg 体重)后 6~ 8 h 可见肝细胞凋亡坏死和明

显的淋巴细胞浸润, 肿瘤坏死因子-A、干扰素-C等细胞因子血清

水平升高[ 32]。小鼠尾静脉注射 1mo l/ l conA ( 12. 5mg / kg ) , 每

周 1 次, 连续 6 周后,常规病理切片 HE 染色发现肝小叶破坏,

结构紊乱, 肝坏死明显[33]。另外, 细菌细胞壁产物, 如大鼠腹腔

内注射由链球菌细胞壁提取物聚糖-多糖, 亦可引起 T 细胞介

导的肝纤维化。

上述免疫性肝损伤模型与人类肝炎后肝纤维化的形成机

制较一致, 但仍有较大差距, 因为它没有病毒复制和肝实质持

续损伤的过程。此类模型有利于从免疫学角度探讨发病机制

和评价药物疗效。

手术肝损伤实验动物模型

主要用于急性肝功能衰竭模型研究肝移植、细胞移植和人

工肝治疗效果, 根据实验动物的不同术式较多。Terblanche[ 34]

提出理想的暴发性肝衰竭模型应具有 6 个特征, 即可重复性、

肝衰竭致死、有治疗窗、治疗后可逆、大动物模型和对实验人员

危害小。部分肝切除、全肝切除术仅适合肝移植肝切除后到供

肝行使功能期间的研究, 亦有采用门腔端-侧分流、胆总管结扎

切断术建立了较理想的犬急性肝功能衰竭模型, 有望用于生物

人工肝的研究[ 35]。陈钟[36]行 95% 肝切除, 术中经中叶肝静脉

注入 5%葡萄糖氯化钠溶液( 10 ml/ kg 体重 ) , 建立了较理想的

大鼠急性肝功能衰竭模型, 并指出与传统手术方法相比, 经中

叶肝静脉注入 5%葡萄糖氯化钠降低了病死率, 药物诱导肝衰

竭法在肝细胞移植时药物可对植入的肝细胞产生毒性损害, 可

能影响治疗, 干扰实验结果,单纯胆总管结扎、胆管内逆行性注

入 N-丁基-2 氰基丙烯酸盐加胆管结扎[ 37]均可建立胆管阻塞性

肝纤维化模型, 且具有炎症反应轻、造模周期短、自发逆转低,

实验指标稳定等优点。A-萘异硫氰酸盐溶于油中, 按 50 ~

150 mg/ kg体重的剂量给大鼠灌胃可诱发胆汁性肝纤维化[ 38]。

其它肝损伤动物实验模型的建立

营养和代谢性肝损伤模型、寄生虫性肝纤维化模型、感染

性肝损伤模型(病毒性肝炎、沙门菌、大肠杆菌等诱发) 亦有不

少报道。国外还有转基因小鼠肝纤维化的研究[ 39]。

综上所述, 实验性肝损伤制模方法较多, 由于人体肝脏功

能的复杂性和肝损伤因素的多样性,任何一种实验模型都不能

全面、精确地反应特定肝损伤的本质满足所有科研需要, 制模

的可重复性、可预测性、可比性、低费效比是制模成功的关键,

研究者应根据研究目的、技术熟练程度及经济条件选择建立适
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当的动物模型。
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