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　　摘　要：目的　建立一种简单易行和系统稳定的ＣＣｌ４ 诱导的急性肝损伤模型，以便于对肝细胞移植效果进行观察。方法　

选用２０％和５０％浓度的ＣＣｌ４ 植物油溶液２ｍＬ／ｋｇ腹腔注射小鼠，分别于在不同时间点取材。检测小鼠的存活率、肝功能中的血

丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）和天门冬氨酸转氨酶（ＡＳＴ）以及肝脏病理变化。结果　２０％ＣＣｌ４ 腹腔注射小鼠的生存率高于５０％。实验

组的动物血ＡＬＴ和ＡＳＴ均明显升高，显著高于对照组（犘＜０．０１），但两实验组之间差异无统计学意义（犘＞０．０５），病理切片显示

２０％ＣＣｌ４ 腹腔注射小鼠肝细胞出现典型的胞浆疏松化、气球样变，可见散在的点状、碎片状坏死及炎性细胞浸润；５０％ＣＣｌ４ 除上

述病变明显加重外，还伴有明显的纤维化改变。结论　应用２０％～５０％ ＣＣｌ４ 在２ｍＬ／ｋｇ剂量下腹腔注射可诱导出不同程度的

较为稳定的肝损伤，其浓度的高低决定肝损伤的程度；２０％～５０％ＣＣｌ４ 所致急性肝损伤是肝细胞移植治疗实验较为理想的模型。

关键词：肝细胞移植；急性肝损伤；四氯化碳

ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１４．０１．００６ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７１８３４８（２０１４）０１００１８０３

犈狏犪犾狌犪狋犻狅狀狅犳犪犮狌狋犲犾犻狏犲狉犻狀犼狌狉狔犻狀犿犻犮犲犿狅犱犲犾狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋犱狅犲狊狅犳犆犆犾４


犔犻犪狀犵犇犪狅犿犻狀犵
１，犎狌犣犺犻狓犻狀犵

２，犔狌狅犕犻狀３，犣犺犪狀犵犢犻
１，犆犺犲狀犑犻犪狔狅狀犵

１

（１．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犌犲狀犲狉犪犾犛狌狉犵犲狉狔，狋犺犲犛犲犮狅狀犱犃犳犳犻犾犻犪狋犲犱犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犓狌狀犿犻狀犵犕犲犱犻犮犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，

犓狌狀犿犻狀犵，犢狌狀狀犪狀６５０１０１，犆犺犻狀犪；２．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犘犺犪狉犿犪犮狅犾狅犵狔，犓狌狀犿犻狀犵犕犲犱犻犮犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，

犓狌狀犿犻狀犵，犢狌狀狀犪狀６５００３１，犆犺犻狀犪；３．犢狌狀狀犪狀犓犲狔犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔狅犳犘犺犪狉犿犪犮狅犾狅犵狔犳狅狉犖犪狋狌狉犪犾

犘狉狅犱狌犮狋狊，犓狌狀犿犻狀犵犕犲犱犻犮犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犓狌狀犿犻狀犵，犢狌狀狀犪狀６５００３１，犆犺犻狀犪）

　　犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　Ｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｓｉｍｐｌｅ，ｓｔａｂｌｅａｃｕｔｅｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙｍｏｄｅｌｉｎｄｕｃｅｄｂｙＣＣｌ４ｔｏｏｂｓｅｒｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ

ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ．犕犲狋犺狅犱狊　ＣＣｌ４ｐｌａｎｔｏｉｌｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ２０％ａｎｄ５０％ｗａｓｕｓｅｄｉｎｍｉｃｅｂｙｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，

ｏｆｗｈｉｃｈｔｈｅｄｏｓｅｗａｓ２ｍＬ／ｋｇ，ａｎｄｔｈｅｎｍａｔｅｒｉａｌｓｗｅｒｅｔａｋｅｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｍｉｃｅｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅ，ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎ

ｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（ＡＬＴ），ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（ＡＳＴ）ａｎｄｔｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅｌｉｖｅｒｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ．犚犲狊狌犾狋狊　Ｍｉｃｅｓｕｒ

ｖｉｖａｌｒａｔｅｉｎ２０％ＣＣｌ４ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｉｎｊｅｃｔｉｏｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆ５０％．ＡＬＴａｎｄＡＳＴｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｇｒｏｕｐｗｅｒｅ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｂｕｔｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｓ．Ｐａｔｈｏｌｏｇｉ

ｃａｌｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｍｉｃｅｌｉｖｅｒｃｅｌｌｓｓｈｏｗｅｄｔｙｐｉｃａｌｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ，ｂａｌｌｏｏｎｉｎｇ，ｓｃａｔｔｅｒｅｄｐｕｎｃｔａｔｅ，ｐｉｅｃｅｍｅａｌｎｅｃｒｏｓｉｓａｎｄｉｎ

ｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｉｎ２０％ＣＣｌ４ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｉｎｊｅｃｔｉｏｎ；ｗｈｉｌｅｉｎ５０％ ＣＣｌ４，ｔｈｅｒｅｗａｓｏｂｖｉｏｕｓｆｉｂｒｏｓｉｓ，ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎｔｏｔｈｅ

ｍｅｎｔｉｏｎｅｄｈｅａｖｉｅｒｌｅｓｉｏｎｓ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　２０％－５０％ ＣＣｌ４ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｉｎｊｅｃｔｉｏｎｉｎ２ｍＬ／ｋｇｄｏｓｅｃａｎｉｎｄｕｃｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｇｒｅｅｓｏｆ

ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙｓｔａｂｌｅｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙ，ａｎｄｉｔｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｄｅｔｅｒｍｉｎｅｓｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙ．Ａｃｕｔｅｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙｉｎｄｕｃｅｄｂｙ２０％－５０％

ＣＣｌ４ｗａｓａｎｉｄｅａｌｍｏｄｅｌｆｏｒｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ；ａｃｕｔｅｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙ；ｃａｒｂｏｎｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ

　　肝细胞移植被认为是治疗各种肝损伤和肝衰竭的有效的

方法之一［１］。对其有效性的评价是建立在广泛的实验动物研

究基础上，在实验动物中，肝细胞移植（包括重复多次移植）不

存在肝细胞缺乏的优点，因而动物肝细胞移植技术研究较多，

发展也较快［２］。目前，动物肝损伤模型可分为急性和慢性两

种。四氯化碳（ＣＣｌ４）为目前最为常用的诱导急性肝损伤的药

物，但在ＣＣｌ４ 诱导的急性肝损伤模型中，缺乏对给药剂量、途

径和时间间隔等方面统一的标准。本实验拟建立一种简单易

行和系统稳定的ＣＣｌ４ 诱导的急性肝损伤模型的方法，以期为

肝细胞移植建立良好的实验平台。

１　材料与方法

１．１　材料　健康昆明小鼠５６只，体质量１８～２２ｇ，购自昆明

医科大学动物科，许可证号：（滇）ＳＹＸＫ２００５０００３，实验过程中

对动物处置符合动物伦理标准。ＣＣｌ４（北京化学试剂公司），鼠

丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）试剂盒、鼠天门冬氨酸转氨酶（ＡＳＴ）试

剂盒（上海劲马生物科技有限公司），酶联免疫仪（美国

Ｍ２６２１５４）。

１．２　动物模型的制备和实验分组　取健康昆明小鼠５６只随

机分为实验Ⅰ组、实验Ⅱ组（每组各２４只）和对照组（８只）。

在预试验中确定ＣＣｌ４ 的注射剂量和间隔时间：在实验Ⅰ组，给

予新鲜配制的２０％ＣＣｌ４ 植物油溶液２ｍＬ／ｋｇ腹腔注射；在实

验Ⅱ组，给予新鲜配制的５０％ＣＣｌ４ 植物油溶液２ｍＬ／ｋｇ腹腔

注射；给予对照组动物注射同等剂量的植物油。

１．３　主要检测指标　根据小鼠病死率、肝脏病理及肝功能损

伤程度选择小鼠急性肝功能衰竭（ａｃｕｔｅｌｉｖｅｒｆａｉｌｕｒｅ，ＡＬＦ）的

最适诱导剂量，建立小鼠急性肝功能衰竭模型。每组每次随机

解剖８只，并观察肝脏大体形态变化。取材时，应用０．６％戊

巴比妥钠麻醉大鼠，采集大鼠下腔静脉血３ｍＬ，３０００ｇ离心
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１０ｍｉｎ，留取血清，采用全自动生化分析仪测定 ＡＬＴ和 ＡＳＴ

水平。剪取大鼠肝左叶相同部位肝组织，置于４％甲醛溶液中

固定，石蜡包埋，制备４μｍ切片，ＨＥ染色，在光学显微镜下观

察肝组织的损伤情况。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．５统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，独立样本用狋检验，犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结　　果

２．１　动物存活率　小鼠在ＣＣｌ４ 诱导后６ｈ，部分小鼠精神萎

靡，身体蜷缩，１２ｈ后部分小鼠开始进入昏迷状态，且死亡时

间大多集中在１２ｈ～３ｄ。在３、７ｄ，实验Ⅰ组存活率明显高于

实验Ⅱ组（犘＜０．０５），见表１。

表１　　ＣＣｌ４ 诱导ＡＬＦ过程中各组小鼠的存活率（％）

时间（ｄ）＼不同处理组 １ｄ ３ｄ ７ｄ

对照组 １００ １００ １００

实验Ⅰ组 ７５．０ ５０．０ ４０．０

实验Ⅱ组 ５０．０ ３７．５ １２．５

２．２　肝功能指标　实验组的动物血 ＡＬＴ和 ＡＳＴ均明显升

高，显著高于对照组（犘＜０．０１），但两实验组之间差异无统计

学意义（犘＞０．０５），见图１。

２．３　肝脏病理学变化　正常小鼠肝脏呈鲜红色，表面光滑、边

缘锐利。实验Ⅰ组的肝脏观察到肝细胞的气球样变、脂肪变性

及炎性细胞浸润等逐渐加重，伴有肝细胞再生等。在实验Ⅱ

组，上述病变进一步加重。实验Ⅰ组动物肝脏体积进一步缩

小，边缘较钝，质韧，颜色稍黯淡，表面可见多量的渗出液，但未

见周围粘连；实验Ⅱ组肝脏体积明显缩小，颜色黯淡，边缘钝，

质硬，表面有大量纤维渗出物，与周围组织粘连（图２Ｃ）；病理

切片显示实验Ⅰ组动物肝细胞出现典型的胞浆疏松化、气球样

变，可见散在的点状、碎片状坏死及炎性细胞浸润；实验Ⅱ组除

上述病变明显加重外，还伴有明显的纤维化改变（图２Ｃ、Ｄ和

Ｅ）；正常肝组织肝小叶形态结构正常，汇管区形态完整，未见

变性和坏死（图２Ａ、Ｂ）。

图１　　各组小鼠血清ＡＬＴ和ＡＳＴ水平比较

图２　　肝脏病理学变化

３　讨　　论

ＡＬＦ是指健康者在６个月内由严重的肝功能紊乱发展而

成的临床综合征，由大面积的肝细胞坏死引起，并伴有进展迅

速的肝性脑病及严重的肝功能损害如凝血障碍、黄疸等，是各

种肝病特别是病毒性肝炎的主要死因之一［３］。ＡＬＦ具有复杂

的临床征状和较高的病死率。在实验研究中，建立急性肝衰竭

模型应该满足 Ｒａｈｍａｎｎ与 Ｈｏｄｇｓｏｎ制定的标准，即动物模型

应具有可逆性、重复性、ＡＬＦ能导致死亡和在诱导为 ＡＬＦ与

模型死亡之间要有足够的治疗时间４个条件。然而，迄今能简

单、准确地重现人ＡＬＦ的动物模型尚未见报道，目前使用的模

型都有很大局限性［４７］。在此作者的目的是建立一个简单的与

临床相关的 ＡＬＦ动物模型，以便于对肝前体细胞移植效果进

行观察。

肝细胞移植是近１０年在广泛的实验动物研究基础上建立

起来的，ＡＬＦ动物模型成为肝细胞移植的关键问题之一。在

实验动物中，多次移植不存在肝细胞缺乏的优点，因而动物肝

细胞移植技术研究较多，发展也较快。在当前动物模型研究

中，依据移植的肝细胞来源不同，可分为自体同源型、同基因

型、同种异体和异种异体肝细胞移植类型，许多学者已经证实

了各种来源的肝细胞均可用于细胞移植，并且取得了良好的治
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疗效果［８１０］。依据细胞代谢障碍类型的不同，动物模型可以分

为ＣｒｉｇｌｅｒＮａｊｊａｒⅠ、酪氨酸血症Ⅰ型模型 （ＦＡＨ小鼠模型）、

Ｗｉｌｓｏｎ′ｓ疾病ａｍｏｎ大鼠模型、进展性家族性肝内胆汁淤积Ⅲ

型、ｍｄｒ２小鼠甲酰酶 （ｏｒｎｉｔｈｉｎｅｔｒａｎｓｃａｒｂａｍｙｌａｓｅ，ＯＴＣ）缺陷

模型、ｓｐｆａｓｈ胆固醇血症模型 （Ｗａｔａｎａｂｅ可遗传的高脂血症

家兔模型）和ｌｍａｔｉａｎ狗模型。除此之外，也有许多其他途径

可以制备出小鼠急性肝坏死模型，包括醋氨酚、二甲基亚硝胺、

Ｄ半乳糖、感染和外科肝次全切除术制备的急性肝衰竭模型；

目前还采ＣＣｌ４ 在大鼠建立起代偿失调性肝硬化模型
［１１１４］。

ＣＣｌ４ 是诱导动物肝损伤模型的最常用的化学物质
［１５］，它

在肝滑面内质网代谢，分解成为·ＣＣｌ３ 和 Ｃｌ，具有自由基

的·ＣＣｌ３可通过共用电子对和Ｐ４５０磷脂部分发生反应，继而

与膜脂质和蛋白质大分子进行共价结合，使蛋白质代谢障碍，

引起膜结构和功能完整性的破坏。另外，·ＣＣｌ３ 可抑制细胞

膜和微粒体膜上钙泵的活性，使内流增加。两种途径最终导致

肝细胞浆中可溶性溶酶渗出入血，引起一系列生化指标改变。

作者选用了两种不同剂量的ＣＣｌ４ 分别腹腔注射诱导出不

同程度的肝损伤，实验中采用的两种剂量的ＣＣｌ４ 均能够引起

典型的肝细胞损伤，且大剂量诱导的病变程度比较重。给予

５０％ＣＣｌ４ 后１２～２４ｈ，血清 ＡＬＴ活性即显著升高，２４～７２ｈ

后中央静脉周围出现广泛坏死；７ｄ后，肝组织即仍有部分坏

死。应用２０％～５０％ＣＣｌ４ 在２ｍＬ／ｋｇ剂量下腹腔注射可诱

导出不同程度的较为稳定的肝损伤，并且其浓度的高低决定肝

损伤的程度。由于ＣＣｌ４ 所致的肝衰竭模损伤较重、模型肝功

能受损持续时间长，有利于观察移植细胞情况。因此２０％～

５０％ＣＣｌ４ 所致急性肝损伤是肝细胞移植治疗实验较为理想的

模型。
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