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#摘要$

!

目的
!

建立肝缺血再灌注诱导大鼠肝纤维化动物模型$方法
!

将
!,

只
EY

雄性大鼠分为假手术组"

E:?P

组#及肝

纤维化模型组"

Â

组#!每组
#

只$

Â

组用无创动脉夹夹闭大鼠肝左叶和中叶的肝动脉%门静脉!造成
0)X

的肝脏缺血!夹闭
")

P(/

后!开夹!继续饲养
$

周$

E:?P

组仅行肝蒂部骚扰$

$

周后处死动物!检测血清丙氨酸氨基转移酶"

6GH

#%天门冬氨酸氨基

转移酶"

6EH

#%放射免疫法测定血清透明质酸"

A6

#及层粘连蛋白"

G7

#水平&测定肝组织羟脯氨酸"

A

BM

#水平&

V@.8@F/QK'8

检测

(

1

平滑肌肌动蛋白"

(

1Ef6

#的表达量&苏木素
1

伊红"

AR

#染色观察肝纤维化的程度$结果
!

与
E:?P

组比较!

Â

组血清
6GH

%

6EH

%

A6

及
G7

水平明显升高"

!

"

)*)3

#!肝组织
A

BM

水平升高"

!

"
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#$

V@.8@F/QK'8

结果显示!

Â

组
(

1Ef6

蛋白的表达

量明显高于
E:?P

组"

!

"

)*)3

#$光镜下
Â

组肝细胞变性和坏死程度较
E:?P

组明显加重!炎性细胞浸润明显!部分有纤维隔的

形成$结论
!

肝缺血再灌注操作可以成功诱导大鼠肝纤维化动物模型$

#关键词$
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肝硬化&模型!动物&肝缺血再灌注
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5

F'O

M

!

!

"

)*)3

")

8:@@L

M

F@..('/'J

(

1Ef6

M

F'8@(/(/8:@Â
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肝纤维化是肝组织受损后的一种损伤修复反应#是慢性肝

病发展为肝硬化必经的病理过程$由肝纤维化导致的肝硬化

在全球呈现高发病率和高病死率#严重威胁着公众健康'

!1+

(

$

目前的研究证实肝纤维化是可以逆转的#但一旦进展至肝硬化

则是不可逆性病变#因此延缓*阻断乃至逆转肝纤维化是目前

治疗各种慢性肝病的关键环节$肝纤维化动物模型是研究肝

纤维化的前提之一#但现有的肝纤维化动物模型与人类诸多因

素形成的肝纤维化有很大差别#迄今为止没有一种肝纤维化动

物模型与人类疾病完全相似'

$13

(

$因此#有必要进一步探寻符

合人类病因病理的肝纤维化动物模型$

肝缺血再灌注损伤!

:@

M

?8(9(.9:@P(?1F@

M

@FJO.('/(/
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B

#

A4=4

"在肝移植*休克复苏*严重肝外伤及肝叶切除等过程中

均不可避免#是影响治疗效果和预后的重要原因之一$多种细

胞因子释放*枯否细胞活化*氧化应激与
A4=4

的发生*发展密

切相关#而这些因素都可以激活肝星状细胞!

:@

M

?8(9.?8@KK(8@

9@KK

#

AE<

"#从而启动和促进肝纤维化'

,1#

(

$基于此#本研究利

用肝缺血再灌注操作#诱导一种新型的大鼠肝纤维化动物

模型$

@

!

材料与方法
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EY
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级#体质量
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!

23)
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!滇"
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!

药物与试剂
!

血清透明质酸!

A6

"试剂盒及层粘连蛋

白!

G7

"试剂盒!北京北方生物技术有限公司")考马斯亮蓝蛋

白测定试剂盒及羟脯氨酸!

A

BM

"检测试剂盒!南京建成生物工

程研究所")小鼠抗大鼠
(

1

平滑肌肌动蛋白!

(

1Ef6

"单克隆抗

体!武汉博士德生物工程有限公司")

A=;

标记的羊抗小鼠

4

5

W

!北京中杉生物技术有限公司")其他试剂均为分析纯$

@*@*B

!

主要仪器
!

0),)

全自动生化分析仪!日本日立公司")

自动放射免疫计数机!中国科学技术大学中佳公司")

>g##1

)

超声细胞粉碎机!宁波新芝科器研究所")

H,

紫外分光光度计

!北京普析")

HWG1!#=

高速冷冻离心机!珠海黑马")免疫印迹

电泳系统!北京六一仪器厂"$

@*A

!

方法

@*A*@

!

分组与模型制备
!

!,

只
EY

雄性大鼠分为假手术组

!

E:?P

组"及肝纤维化模型组!

Â

组"#每组
#

只$

Â

组行腹

部正中切口#游离肝蒂部的胆管*门静脉及肝动脉#用无创动脉

夹夹闭门静脉及肝动脉分支#以阻断入肝约
0)X

的血流)夹闭

")P(/

#继续饲养
$

周$

E:?P

组行肝蒂部骚扰#

")P(/

后

关腹$

@*A*A

!

V@.8@F/QK'8

检测肝组织
(

1Ef6

表达
!

提取蛋白样

品#用考马斯亮蓝法检测蛋白浓度#每泳道
3)

#

5

蛋白进行十

二烷基硫酸钠
1

聚丙烯酰胺凝胶!

EYE1;6WR

"电泳#将聚偏二

氟乙烯膜!

;eŶ

膜"平衡后湿转法转印
+:

!冰浴"#之后
3X

脱脂奶粉封闭
!:

#小鼠抗大鼠
(

1Ef6

单克隆抗体!抗体浓度

!a+))

"

$b

孵育过夜#

+

次漂洗后以
A=;

标记的羊抗小鼠

4

5

W

!抗体浓度
!a3))

"室温下震荡孵育
!:

#免疫印迹化学发

光!

R<G

"显色#暗室曝光$

@*A*B

!

肝组织苏木素
1

伊红!

AR

"染色
!

固定好的肝组织标本

经常规脱水*石蜡包埋组织制作切片!

$

#

P

"#行
AR

染色观察

肝组织病理学变化$

@*A*C

!

指标检测
!

全自动生化分析仪检测肝功能指标血清丙

氨酸氨基转移酶!

6GH

"*天门冬氨酸氨基转移酶!

6EH

"$放

射免疫法测定血清
A6

及
G7

水平$制备
!)X

的肝组织匀

浆#严格按照试剂盒说明书提供的方法进行操作#采用
H,

紫

外分光光度计检测
A

BM

$

@*B

!

统计学处理
!

应用
E;EE!0*)

软件进行统计分析$计量

资料用
?\7

表示#采用完全随机设计两独立样本
/

检验#

!

"

)*)3

为差异有统计学意义$

A

!

结
!!

果

A*@

!

大鼠肝功能指标的变化
!

与
E:?P

组比较#

Â

组大鼠血

清
6GH

*

6EH

水平明显升高!

!

"

)*)3

"$见图
!

$

!!

$

%

!

"

)*)3

#与
E:?P

组比较$

图
!

!!

大鼠血清
6GH

)

6EH

水平的变化

A*A

!

大鼠血清
A6

及
G7

水平的变化
!

与
E:?P

组比较#

Â

组大鼠血清
A6

及
G7

水平均明显升高!

!

"

)*)3

"$见图
2

$

!!

$

%

!

"

)*)3

#与
E:?P

组比较$

图
2

!!

大鼠血清
A6

)

G7

水平的变化

A*B

!

大鼠肝组织
A

BM

水平的变化
!

与
E:?P

组比较#

Â

组

大鼠肝组织
A

BM

水平明显升高!

!

"

)*)3

"$见图
+

$

!!

$

%

!

"

)*)3

#与
E:?P

组比较$

图
+

!!

大鼠肝组织
A

BM

的水平变化

A*C

!

大鼠肝组织
(

1Ef6

蛋白表达水平
!

E:?P

组肝组织
(

1

Ef6

蛋白的表达量极低#而
Â

组
(

1Ef6

蛋白表达量明显高

于
E:?P

组!

!

"

)*)3

"$见图
$

*

3

$

图
$

!!

V@.8@F/QK'8

检测大鼠肝组织
(

1Ef6

蛋白表达

!!

$

%

!

"

)*)3

#与
E:?P

组比较$

图
3

!!

大鼠肝组织
(

1Ef6

蛋白表达相对灰度比值

表
!

!!

大鼠肝脏肝纤维化病理学分级%

'

(

组别
' )

' ) * +

E:?P

组
# # ) ) ) )

Â

组
# ) 2 $ 2 )
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重庆医学
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年
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A*D
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肝组织病理形态学变化
!

E:?P

组大鼠肝小叶结构完

整#肝细胞索排列整齐#肝细胞大小均匀#无变性*坏死和纤维

增生改变$

Â

组肝小叶结构紊乱#肝索排列紊乱#肝细胞肿

胀#胞质透亮#气球样变性*坏死#部分有炎细胞浸润#汇管区结

缔组织有不同程度增生$见图
,

*表
!

$

图
,

!!

大鼠肝组织病理形态学变化

B

!

讨
!!

论

!!

肝纤维化是各种慢性肝病最重要的病理特征#是发生肝硬

化的病理基础#也是原发性肝癌发病的危险因素之一$因此延

缓*阻断乃至逆转肝纤维化是目前治疗各种慢性肝病的关键环

节$而建立肝纤维化动物模型是研究肝纤维化发生机制的一

个重要基础$目前#复制肝纤维化动物模型的方法主要有以下

几种%肝毒物诱导的肝纤维化*免疫性纤维化*乙醇诱导的纤维

化及复合因素诱导的纤维化$但是没有一种肝纤维化的动物

模型与人类肝纤维化的发病特征完全一致#因此有必要进一步

探寻理想的肝纤维化动物模型#为肝纤维化的研究奠定基础$

肝纤维化是多种因素*多种机制共同作用的结果#肝组织

损伤引起炎症相关因子*各种生长因子的释放#氧化应激#

AE<

的激活等#这些因素相互影响*相互促进#形成一个复杂的动态

网络#最终导致细胞外基质!

@L8F?9@KKOK?FP?8F(L

#

R<f

"的质和

量发生变化#形成肝纤维化$其中
AE<

的活化被认为是肝纤

维化发生的核心事件'

"1!)

(

$

A4=4

时#受损的肝组织也会释放

大量的生长因子*炎症相关因子及发生氧化应激#这些因素均

可导致
AE<

激活#启动和促进肝纤维化的形成$

实验结果显示#

Â

组大鼠血清
6GH

*

6EH

水平较
E:?P

组明显升高$血清
6GH

*

6EH

的水平在一定程度上反映肝细

胞膜的稳定性#与细胞的受损情况有关$说明
Â

组大鼠肝脏

经缺血再灌注操作处理后#肝细胞受到不同程度的损伤#因此

血清
6GH

*

6EH

水平明显升高$

R<f

在肝内的异常和过度沉

积是肝纤维化的主要特征'

!)1!!

(

$胶原蛋白是
R<f

中的主要

成分#

A

BM

则是胶原蛋白结构中特有的氨基酸#因此肝组织中

A

BM

水平可以直接反映肝纤维化的程度$

Â

组大鼠肝组织

A

BM

的水平高于
E:?P

组#说明肝组织内有大量的胶原增生和

沉积$同时
Â

组大鼠血清中
A6

和
G7

水平也较
E:?P

组升

高#

A6

和
G7

都是
R<f

的组成成分#在慢性肝损伤过程中血

清
A6

水平与
AE<

合成*分泌增加及肝窦内皮细胞摄取*降解

减弱有关#是判断慢性肝组织炎症坏死和肝纤维化程度的重要

指标$

G7

主要存在于基膜结构中#是基膜所特有的非胶原糖

蛋白$血清
A6

及
G7

水平升高#说明肝组织中非胶原成分的

量是增多的$由此可见#

Â

组大鼠肝组织中胶原成分及非胶

原成分的量都是明显增加的#说明了经
A4=4

处理的大鼠发生

了肝纤维化$

AE<

的活化是肝纤维化发生的关键#

(

1Ef6

是
AE<

活化

的特异性标志物'

!!1!2

(

$

V@.8@F/QK'8

结果显示
Â

组
(

1Ef6

的蛋白表达水平较
E:?P

组明显升高$说明肝组织中有大量

的
AE<

被活化#活化的
AE<

可以合成和分泌大量的
R<f

#

这与上述所获得的结果相一致$肝脏病理学的结果也显示#

Â

组大鼠肝组织肝小叶结构紊乱#肝细胞肿胀*胞质透亮#气

球样变性及坏死#汇管区结缔组织有不同程度增生#呈现出典

型的肝纤维化的病理学特点$

综上所述#经肝缺血再灌注操作处理可以成功诱导大鼠肝

纤维化模型#利用该方法建立的动物模型更加符合疾病的发生

和发展规律#符合临床实际#为肝纤维化机制及其他方面的研

究提供了一个理想的动物模型$
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