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不同剂量四氯化碳诱导家兔肝纤维化模型的建立
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　　摘　要：目的　探讨建立家兔纤维化模型的ＣＣｌ４ 最佳剂量。方法　将５０只健康雄性家兔随机分为５组，每组１０只，分别用

０．２、０．５、１．０、２．０、５．０ｍＬ／ｋｇ剂量的纯ＣＣｌ４ 对１～５组家兔进行皮下注射（每周２次）建立肝纤维化模型，并于注药后４、８、１２周

在Ｂ超引导下行肝穿刺病理活检，对比研究不同剂量ＣＣｌ４ 建立家兔肝纤维化模型的效果。结果　家兔死亡多发生在３周之内，５

周之后趋于稳定。至１２周，１～５组家兔存活数及肝纤维化成模率分别为：８只（６０％）、７只（７０％）、３只（４０％）、１只（２０％）、０只

（１０％）。结论　当ＣＣｌ４ 的给予剂量大于１．０ｍＬ／ｋｇ时易导致家兔急性中毒而死亡；皮下注射０．５ｍＬ／ｋｇ剂量的纯ＣＣｌ４，家兔死

亡率低，肝纤维化成模率高。
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　　肝纤维化主要表现为肝脏内纤维结缔组织的异常增生和

沉积，是慢性肝病的重要病理特征，也是各种慢性肝病向肝硬

化发展的必经阶段。肝纤维化向肝硬化发展是一个潜隐渐进

而可逆的过程 ［１２］，晚期肝硬化则难以逆转，因此，及时阻断肝

纤维化发展成为慢性肝病防治中的关键问题［３］。肝纤维化动

物模型的建立是开展肝纤维化防治研究的重要手段，也是进行

人体研究的前提［４］。因饲养简单及肝脏大小适中，家兔为常用

的肝纤维化动物模型；以ＣＣｌ４ 诱导肝纤维化模型为国内应用

最多的造模方法［５］，但不同剂量ＣＣｌ４ 的造模效果有所不同。

本实验拟探讨ＣＣｌ４ 诱导建立家兔纤维化模型的最佳剂量，以

期为相关研究提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料　选用６个月龄雄性健康新西兰大白兔５０只，体质

量２．０～２．５ｋｇ，由桂林医学院实验动物中心提供。随机分为

５组，每组１０只。所有家兔均饲养在层叠式不锈钢丝笼中，饲

喂由桂林医学院实验动物中心提供的基础颗粒状饲料，自由饮

用自来水。兔房通风良好，保持清洁，温度２０～２９℃，空气湿

度５０％～７０％。

１．２　方法

１．２．１　实验试剂及肝穿刺活检枪　实验试剂：分析纯ＣＣｌ４

（含量≥９９．５％），广东西陇化工股份有限公司生产。肝穿刺活

检枪：半自动型活检针，规格型号“１８ＧＬ１３０ｍｍ”，制造厂商

为日本ＴＳＫ株式会社。

１．２．２　模型制作　分笼正常喂养适应环境１周后开始进行造

模。将实验家兔分为５组：０．２、０．５、１．０、２．０、５．０ｍＬ／ｋｇ剂量

组，根据体质量分别给予相应剂量的分析纯ＣＣｌ４ 进行每周２

次的皮下注射。分别于给药后的第４、８周，在Ｂ超引导下行肝

右前叶穿刺活检术，注意避开肝脏大的血管和胆管，标本长约

１．５～２．０ｃｍ。造模中途死亡的家兔立即取其肝组织进行病理

学检查。造模后的第１２周，采用耳缘静脉注射空气栓塞法处

６５４ 重庆医学２０１４年２月第４３卷第４期
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表１　　各组家兔用药后１～１２周死亡情况

组别 狀

死亡（狀）

１周 ２周 ３周 ４周 ５周 ６周 ７周 ８周 ９周 １０周 １１周 １２周

死亡率

（％）

０．２ｍＬ／ｋｇ １０ １ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ２０

０．５ｍＬ／ｋｇ １０ １ １ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ３０

１．０ｍＬ／ｋｇ １０ ４ ２ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ７０

２．０ｍＬ／ｋｇ １０ ６ １ １ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ９０

５．０ｍＬ／ｋｇ １０ ７ １ ０ ０ １ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ １００

死存活的所有实验兔，取大小约１．５ｃｍ×１．０ｃｍ×０．３ｃｍ的

肝脏标本送病检。

１．２．３　病理学检查　对所有肝脏标本分别进行苏木精伊红

（ＨＥ）及 Ｍａｓｓｏｎ三色染色病理学检查。以２０００年西安会议

方案为标准［６］，根据纤维组织增生情况，将肝纤维化分为Ｓ０～

Ｓ４５期，动态观察ＣＣｌ４ 诱导建立家兔肝纤维化模型过程中的

肝组织病理学变化。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行分析。各组

家兔死亡率及肝纤维化成模率的比较采用χ
２ 检验，组间行χ

２

分割计算，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　各组家兔用药后的死亡情况　各组家兔用药后１～１２周

死亡情况见表１。ＣＣｌ４ 的给予剂量大于１．０ｍＬ／ｋｇ时，家兔

死亡率显著增高（≥７０％），与前两组比较差异有统计学意义

（犘＜０．０１）；２６只家兔死亡发生在３周之内，５周之后趋于稳

定。实验发现２５只家兔死亡发生在给药后２４～４８ｈ，其余６

只则发生于肝穿刺后的数天。死亡兔的肝脏病理显示：０．５

ｍＬ／ｋｇ剂量组第５周死亡兔的肝脏伴有脂肪变，１．０ｍＬ／ｋｇ

剂量组８周死亡兔的肝脏可见纤维化形成，２．０ｍＬ／ｋｇ剂量组

９周死亡兔的肝脏显示肝纤维化，５．０ｍＬ／ｋｇ剂量组７周死亡

兔的肝脏可见大片坏死伴有纤维化，其余死亡家兔仅可见不同

程度的肝细胞肿胀、坏死，均无肝纤维化形成。

２．２　各组家兔用药后肝纤维化只数及建模成功率　０．２ｍＬ／

ｋｇ组第１２周存活兔最多，但只有６只可见肝纤维化形成，建

模成功率为６０％，其中仅有２只发展为肝硬化（Ｇ４Ｓ４），另外４

只中，２只为Ｇ１Ｓ１，Ｇ１～２Ｓ２ 和 Ｇ３Ｓ３ 各１只。０．５ｍＬ／ｋｇ剂量

组第１２周存活兔为７只，但７只均成功建立起肝纤维化模型，

故建模成功率最高，达７０％，且其中的５只已经发展至肝硬化

（Ｇ４Ｓ４），２只家兔中Ｇ２～３Ｓ２ 和Ｇ３Ｓ３ 各１只）。其余３组建模

成功率都较低，且剂量越大成功率越低。后３组肝纤维化成模

率显著低于前２组，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表２。

表２　　各组家兔用药后肝纤维化只数及建模成功率

组别 狀
死亡兔

肝纤维化（狀）

第１２周

存活兔（狀）

存活兔

肝纤维化（狀）

肝纤维化

成模率（％）

０．２ｍＬ／ｋｇ １０ ０ ８ ６ ６０

０．５ｍＬ／ｋｇ １０ ０ ７ ７ ７０

１．０ｍＬ／ｋｇ １０ １ ３ ３ ４０

２．０ｍＬ／ｋｇ １０ １ １ １ ２０

５．０ｍＬ／ｋｇ １０ １ ０ ０ １０

３　讨　　论

氯化烷烃类化合物ＣＣｌ４ 是一种选择性肝毒性药物，给予

长期反复的ＣＣｌ４ 刺激可诱导肝纤维化形成
［７］。用ＣＣｌ４ 诱导

的肝纤维化模型具有成模时间短、简便、价廉、重复性好及病理

特征稳定可靠等特点，在形态学和病理生理学的某些方面与人

肝纤维化相似，如两者均有肝细胞坏死后的再生，实验动物表

现的体征及肝功能异常与人慢性肝病进展为肝硬化时相似，因

而成为国内应用最多的造模方法［５］。本研究显示，家兔肝纤维

化的严重程度与炎症关系密切，肝纤维化的程度（病理分期）越

重，其炎症活动度（病理分级）也就越大，说明家兔肝纤维化模

型的病理学分级与病理分期呈正相关关系，这与人的慢性肝

病肝纤维化的病理学特点相似，可见ＣＣｌ４ 诱导建立家兔肝

纤维化模型的良好效果。用ＣＣｌ４ 诱导的肝纤维化动物模型可

广泛应用于肝纤维化发生机制、血清学标志物与组织病理的相

关性及抗纤维化药物的筛选等研究。

ＣＣｌ４ 诱导建立肝纤维化模型的途径有口服、腹腔注射和

皮下注射等，多位学者采用皮下注射的方法成功建立起大鼠的

肝纤维化／肝硬化模型［８９］。周贤等［９］将 Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分成

血清组、ＣＣｌ４ 皮下注射组、ＣＣｌ４ 腹腔注射组进行肝纤维化造

模，研究显示ＣＣｌ４ 皮下注射组制备肝纤维化模型的动物死亡

率较低，肝纤维化形成时间较短，是一种制作肝纤维化模型较

好的方法。刘满荣等［１０］通过不同给药途径建立家兔肝纤维化

模型的对比研究亦认为，皮下注射法ＣＣｌ４ 造模是制作肝纤维

化模型的最佳给药途径。ＣＣｌ４ 进入体内１５ｍｉｎ即可引起肝细

胞损害，至４８ｈ达到高峰，随后进入修复阶段。１～２ｄ给药一

次容易导致动物急性中毒死亡，而给药间隔超过４～５ｄ时，肝

脏可通过较强的肝细胞再生等修复机制迅速恢复肝功能，因

此，有效维持 ＣＣｌ４ 肝损伤效果的最适合给药间隔时间为３

ｄ
［１１］。结合文献报道，本研究采用皮下注射的方法进行造模，

并确定给药频率为每周２次。

ＣＣｌ４ 为选择性肝剧毒药物，其肝毒性作用迅速而剧烈，进

入体内４８ｈ肝细胞损害达到高峰，易导致动物急性中毒而死

亡，故实验中家兔死亡多发生于给药后的１～２ｄ。经过一段时

间的适应期，动物对ＣＣｌ４ 的耐受性相对增强，所以家兔死亡多

发生在造模后３周之内，５周之后趋于稳定。另有６只家兔于

肝穿刺后的数天死亡，穿刺前的实验室检查均显示肝功能下降

明显，病理标本可见不同程度肝细胞肿胀、坏死伴有出血，故考

虑与实验兔受药后体质下降，肝功能损害导致易出血倾向或穿

刺后急性创伤有关。

ＣＣｌ４ 成模时间由给药途径和剂量决定，一般造模时间为８

周至４个月
［１２］。Ｃｈａｎｇ等

［１３］的研究表明，ＣＣｌ４ 诱导小鼠肝硬

化形成的时间主要取决于ＣＣｌ４ 的剂量，增加剂量可以缩短造

模时间，但同时使死亡率大大增加，因而在常用且安全有效的

皮下注射造模法中，探讨建立肝纤维化模型的最佳ＣＣｌ４ 剂量

实属必要。１．０、２．０、５．０ｍＬ／ｋｇ剂量组的家兔死亡率都很高，

至１２周时的死亡率分别高达７０％、９０％和１００％，显著高于
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０．２ｍＬ／ｋｇ剂量组的２０％和０．５ｍＬ／ｋｇ剂量组的３０％，可见

ＣＣｌ４ 的肝脏毒性作用随着剂量的增加而增大，安全造模的

ＣＣｌ４ 给予剂量应该小于１．０ｍＬ／ｋｇ体质量，否则极易导致家

兔急性中毒而死亡。由于死亡率较高，故１．０、２．０、５．０ｍＬ／ｋｇ

剂量组的肝纤维化成模率都较低，仅分别为４０％、２０％和

１０％，显著低于０．２ｍＬ／ｋｇ剂量组的６０％和０．５ｍＬ／ｋｇ剂量

组的７０％成模率。实验结果还显示，０．５ｍＬ／ｋｇ剂量组的肝

纤维化和肝硬化成模时间都要短于０．２ｍＬ／ｋｇ剂量组，由此

可见，在安全有效造模的前提下，０．５ｍＬ／ｋｇ剂量的ＣＣｌ４ 更易

诱导建立肝纤维化／肝硬化模型，可视为建立家兔纤维化模型

的最佳ＣＣｌ４ 剂量。
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２８（３）：２４２２４９．

［１５］ＲａｂｉｎｏｖｉｃｉＪ，ＩｎｂａｒＹ，ＥｙｌｏｎＳＣ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｇｎａｎｃｙａｎｄｌｉｖｅ

ｂｉｒｔｈａｆｔｅｒｆｏｃｕｓｅｄｕｌｔｒａｓｏｕｎｄｓｕｒｇｅｒｙｆｏｒｓｙｍｐｔｏｍａｔｉｃ

ｆｏｃａｌａｄｅｎｏｍｙｏｓｉｓ：ａｃａｓｅｒｅｐｏｒｔ［Ｊ］．ＨｕｍＲｅｐｒｏｄ，２００６，

２１（５）：１２５５１２５９．

［１６］ＲａｂｉｎｏｖｉｃｉＪ，ＤａｖｉｄＭ，ＦｕｋｕｎｉｓｈｉＨ．Ｐｒｅｇｎａｎｃｙｏｕｔｃｏｍｅ

ａｆｔｅｒｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅｇｕｉｄｅｄｆｏｃｕｓｅｄｕｌｔｒａｓｏｕｎｄｓｕｒ

ｇｅｒｙ（ＭＲｇＦＵＳ）ｆｏｒｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｕｔｅｒｉｎｅｆｉ

ｂｒｏｉｄｓ［Ｊ］．ＦｅｒｔｉｌｉｔｙＳｔｅｒｉｌｉｔｙ，２０１０，９３（１）：１９９２０９．

（收稿日期：２０１３０９０８　修回日期：２０１３１１０４）

８５４ 重庆医学２０１４年２月第４３卷第４期




