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摘 要:目的 构建稳定、可行、可重复的兔慢性肝损伤胆石症模型。方法 将90只新西兰大白兔随机分为空白对照

组、肝纤维化组、肝纤维化胆石症组、肝硬化组和肝硬化胆石症组,空白对照组10只,其余各组各20只。空白对照组正

常饮食,肝纤维化组、肝纤维化胆石症组予20%的CCl4-橄榄油溶液0.2ml/kg腹腔注射,肝硬化组、肝硬化胆石症组

予25%的CCl4-橄榄油溶液0.3ml/kg腹腔注射,每4d1次,连续12周,进行肝组织病理学检查及 Masson染色,计算

结石形成率。结果 肝纤维化组、肝硬化组、肝纤维化胆石症组和肝硬化胆石症组结石形成率分别为5%、10%、70%、
70%,空白对照组、肝纤维化组与肝纤维化胆石症组成石率的三组间比较差异具有统计学意义(χ2=25.476,P <
0.001),两两比较结果显示,空白对照组、肝纤维化组与肝纤维化胆石症组的比较差异均具有统计学意义(P1<0.001;

P2<0.001);空白对照组、肝硬化组与肝硬化胆石症组成石率的三组间比较差异具有统计学意义(χ2=22.426,P <
0.001),两两比较结果显示,空白对照组、肝硬化组与肝硬化胆石症组的比较差异均具有统计学意义(P1<0.001;P2<
0.001)。结石主要为胆固醇结石,HE染色光镜下可见肝小叶结构遭到破坏,肝细胞肿大;Masson染色见纤维组织增多

并变为蓝色,尤其在肝小叶汇管区较为明显,可见假小叶。结论 通过用CCl4 和高胆固醇、高热量致石饲料,能成功构

建稳定、可行的兔慢性肝损伤胆石症模型,为慢性肝损伤兔胆石症实验动物模型的构建提供一定的借鉴和指导意义。
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  Abstract: Objective Toestablishastable,feasibleandrepetitiverabbitcholelithiasismodelinducedby
chronicliverinjury. Methods NinetyNewZealandwhiterabbitswererandomlydividedinto5groups:a
blankcontrolgroup(n=10),aliverfibrosisgroup(n=20),liverfibrosischolelithiasisgroup(n=20),aliv-
ercirrhosisgroup(n=20)andalivercirrhosischolelithiasisgroup(n=20).Amongthesegroups,therabbits
intheblankcontrolgroupwasfedwithnormaldiet,however,therabbitsoftheliverfibrosisgroupandthe
liverfibrosischolelithiasisgroupreceived20%CCl4-oliveoilsolutionbyintraperitonealinjectionof0.2ml/
kg,andtherabbitsofthelivercirrhosisgroupandthelivercirrhosischolelithiasisgroupreceived25%CCl4-
oliveoilsolutionbyintraperitonealinjectionof0.3ml/kg,onceevery4daysfor12weeksconsecutively;then
theformationrateofstonewascalculatedandthelivertissuehistopathologyexaminationandMassonstaining
wereperformed. Results Thestoneformationratesoftheliverfibrosisgroup,ofthelivercirrhosisgroup,
oftheliverfibrosischolelithiasisgroup,andthelivercirrhosischolelithiasisgroupwas5%,10%,70%and
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70%,respectively.Tri-groupcomparisonofstoneformationrateamongtheblankcontrolgroup,theliverfi-
brosisgroupandtheliverfibrosischolelithiasisgroupyieldedstatisticallydifference(χ2=25.476,P<0.001).
Group-pairedcomparisonofstoneformationrateamongtheblankcontrolgroup,theliverfibrosisgroupand
theliverfibrosischolelithiasisgroupyieldedstatisticallydifference(P 1<0.001,P 2<0.001);tri-group
comparisonofstoneformationrateamongtheblankcontrolgroup,thelivercirrhosisgroupandthelivercir-
rhosischolelithiasisgroupyieldedstatisticallydifference(χ2=22.426,P<0.001),group-pairedcomparison
ofstoneformationrateamongtheblankcontrolgroup,thelivercirrhosisgroupandthelivercirrhosischoleli-
thiasisgroupyieldedstatisticallydifference(P1<0.001,P2<0.001).Theresultsmainlypresentedascholes-
terolstones,thestructureofvisiblehepaticlobulebyHEstainingwasdestroyed,swellinglivercell;Masson
stainingshowedthatfibroustissuesincreasedandbecameblue,especiallyintheliverportalarea,andthevisi-
blefalselobule. Conclusion UseofCCl4combinedthehighcholesterolandlithogenicdietwithhighquantity
ofheatcanbuildastable,feasible,repetitivecholelithiasisrabbitmodelcausedbychronicliverinjury,which
willprovidereferenceandguidanceforconstructingexperimentalanimalcholelithiasismodelsinrabbitswith
chronicliverinjury.
  Keywords: liverinjury,chronic;cholelithiasis;models,animal;lithogenicdiet

  胆石症(cholelithiasis)是指发生在胆囊和胆道系

统的结石,常与胆道感染并存,互为因果,是临床常见

病、多发病,已严重影响人们的生活、工作[1]。近年来

在我国慢性肝病、肝硬化患者越来越多,成为胆囊疾病

的好发因素之一,尤其是结石。目前已知胆石症的发

生与饮食、环境、细菌感染、饮食等多种因素相关,但具

体的发病机制至今尚未明确。利用动物模型进行胆石

症的发病机制研究,已被证明是一种有效的研究方法。
而关于慢性肝损伤性胆石症模型的研究国内外罕见,
前期研究通过兔胆石症模型的构建,可以重建临床胆

石症模型,进而进行相关发病机制研究,因而本次实验

在前期研究基础上拟通过用CCl4 和高胆固醇、高热量

致石饲料,建立慢性肝损伤兔胆石症模型,摸索出一条

稳定、重复、可行的慢性肝损伤胆石症模型的构建方

法。
1 材料与方法

1.1 实验动物及分组造模方法 选取雄性新西兰大

白兔90只,4月龄,体重为2.5kg左右,单笼饲养,保
持室内温度在20~24℃,湿度控制在42%~60%,适
应性喂养7d后进行实验,按照随机对照原则,将90
只新西兰大白兔随机分为5组:即空白对照组、肝纤维

化组、肝纤维化胆石症组、肝硬化组和肝硬化胆石症

组,空白对照组10只,其余各组各20只。各组间体重

比较经方差分析,差异无统计学意义(P >0.05),组
间可比性良好。
1.2 造模方法 肝纤维化组、肝纤维化胆石症组予

20%的CCl4-橄榄油溶液0.2ml/kg腹腔注射,肝硬

化组、肝硬化胆石症组予25%的CCl4-橄榄油溶液

0.3ml/kg腹腔注射,每4d1次,连续12周;同时肝

纤维化胆石症组、肝硬化胆石症组投以高胆固醇、高热

量致石饲料(普通饲料加入1.2%胆固醇、0.1%胆酸、
5%蔗糖、1个鸡蛋及3.5%鱼肝油),正常饮水。空白

对照组正常饮食,不予任何处理。
1.3 模型成功标准 造模过程中死亡的实验兔立即

取肝脏行病理学检查。饲养12周后麻醉处死,解剖后

取肝组织行病理学检查及 Masson染色,同时摘除胆

囊,寻找结石。计算各组实验兔的死亡率、结石率。计

算公式为:死亡率=(原始例数-剩余例数)/原始例数

×100%,结石率=成石例数/原始例数×100%。模型

成功标准:病理学检查发现肝脏纤维间隔形成,结构紊

乱,或假小叶形成,小叶内中央静脉缺如,细胞排列紊

乱,部分细胞水肿,局部气球样变,小胆管增生,伴有淋

巴细胞浸润;肝纤维化胆石症组、肝硬化胆石症组解剖

后发现结石形成,主要为胆固醇结石,色黑、形状不规

则,或是呈泥沙样散布在胆囊壁或底部;Masson染色

中蓝色代表纤维组织,肝纤维化或肝硬化时会明显增

多。
1.4 统计学方法 采用SPSS18.0统计软件进行数

据分析,计数资料的两组间比较采用四格表χ2 检验或

Fisher确切概率法,三组或三组以上的组间比较采用

R×C表的χ2 检验或Fisher确切概率法,以P<0.05
为差异有统计学意义;多组间的两两比较采用Bonfer-
roni法调整检验水准,三组间两两比较的检验水准调

整为0.0167。
2 实验结果

2.1 各组实验兔死亡率、结石率比较 各组的死亡率

相比差异无统计学意义(P =0.472>0.05),空白对

照组、肝纤维化组与肝纤维化胆石症组成石率的三组

间比较 差 异 具 有 统 计 学 意 义(χ2=25.476,P <
0.001),两两比较结果显示,空白对照组与肝纤维化组

的组间比较差异无统计学意义(P =1.000),空白对

照组、肝纤维化组与肝纤维化胆石症组的比较差异均

具有统计学意义(P 1<0.001;P 2<0.001);空白对

照组、肝硬化组与肝硬化胆石症组成石率的三组间比

较差异具有统计学意义(χ2=22.426,P<0.001),两
两比较结果显示,空白对照组与肝硬化组的组间比较

差异无统计学意义(P=1.000),空白对照组、肝硬化

组与肝硬化胆石症组的比较差异均具有统计学意义
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(P1<0.001;P2<0.001),见表1。提示肝纤维化胆

石症模型、肝硬化胆石症模型造模成功。

表1 各组死亡率、结石率

组别 n
存活

例数

成石

例数

死亡率

(%)
成石率

(%)
空白对照组 20 10 0 0 0
肝纤维化组 20 18 1 10.00 5.00
肝硬化组 20 17 2 15.00 10.00
肝纤维化胆石症组 20 16 14 20.00 70.00
肝硬化胆石症组 20 15 14 25.00 70.00

2.2 各组结石形成图片 形成的结石主要为胆固醇

结石,色多黑,呈球状、不规则状或是呈泥沙样,散布在

胆囊壁或底部,见图1~2。
2.3 病理 HE染色及 Mosson染色结果  除空白对

照组外,其余各组实验兔都存在不同程度肝损伤,HE
染色后光镜下可见肝小叶结构遭到破坏,细胞排列稍

紊乱,肝血窦间隙增大,肝细胞肿大并出现气球样变,
炎性细胞浸润及纤维组织增多,部分见假小叶形成,部
分区域呈点状、片状坏死,少许形成桥接坏死(见图3
~6)。Mosson染色后见纤维组织增多并变为蓝色,
尤其在肝小叶汇管区较为明显,个别可见到假小叶,提
示造模成功(见图7~8)。

   图1 泥沙样结石          图2 球形状结石    图3 肝细胞气球样变形100×   图4 肝小叶纤维间隔40×

 图5 肝组织变性坏死40×     图6 假小叶形成40×     图7 纤维明显增多200×     图8 肝小叶汇管区200×  
 

3 讨论

3.1 慢性肝损伤兔胆石症模型造模方法的优势

3.1.1 操作简单,成功率高 刘亚楠等[2]采用的纳米

细菌致石饲料造模操作较为复杂,技术要求偏高,大大

增加实验的工作量,成石率在75%左右;也有研究通过

将人胆囊结石或兔胆囊结石植入到正常实验兔胆囊内

进行结石造模,该方法受影响因素较多,成石率及模型

稳定性较低,我们采用的高胆固醇、高热量致石饲料仅

需按照配方将饲料搅拌均匀,在腹腔注射橄榄油-
CCl4 的同时喂食实验动物即可,无需其他特殊处理。
一般进食高胆固醇后,由于肝细胞受体活性下降,经此

途径摄取胆固醇以合成胆汁酸相应减少,使胆汁中胆

固醇呈过饱和,易于结晶成石。
3.1.2 安全可行,死亡率低 早期许多研究已经证实

CCl4 可严重损伤或破坏肝结构及功能,并广泛用于慢

性肝损伤动物模型的构建。有些研究仅仅用CCl4,部
分同时联合乙醇,采用不同的剂量、浓度及注射方式,
张海燕等[3]采用20%~50%不同浓度CCl4 溶液在1.
5ml·kg-1体重剂量下腹腔注射诱导典型的大鼠肝损

伤模型,且随剂量的增加肝损伤程度加重。该法病变
稳定,操作简便,但是死亡率偏高。翟亚南等[4]采用30
mg/mlD-氨基半乳糖和2μg/ml脂多糖混合溶液,
腹腔注射,每2d1次,连续8周,进行小鼠肝损伤造
模。本方法安全可靠,且D-氨基半乳糖毒性小,使用
方便,对兔效果欠佳。另外,通过10% CCl4-花生油

0.1ml/10g灌胃建立小鼠慢性肝损伤模型,实验动物
存活率高,模型稳定性较低。慢性肝损伤在结石形成
中具有重要作用,且成石率及结石性质与慢性肝损伤
的严重程度和性质有关[5-6]。我们在建模的时候严格
控制橄榄油-CCl4 的浓度,最高不超过25%,每隔3d
1次,连续用药12周,这样可有效减少实验动物的死亡
率,提高模型成功率。
3.1.3 配方合理,重复性高 任何结石的形成都会经
历“致石性胆汁”的生成、结晶体析出、沉淀等三个不同
阶段,并贯穿整个过程的始终。也就是说,胆道系统结
石形成的根本原因在于致石性胆汁的合成分泌。高胆
固醇膳食可增加实验动物的血清、胆固醇及甘油三酯
水平,促使胆汁中胆固醇增加、成石性胆汁形成。仅仅
高胆固醇致石饲料造模操作较本法简单方便,然造模
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成功率偏低、重复性欠佳。我们通过前期造模实验,配
方在高胆固醇的基础上增加了胆酸,促进胆固醇吸收,
同时又辅以蔗糖、鸡蛋等增加热能量,鱼肝油刺激肝脏

胆囊,促进胆汁成分改变,形成致石性胆汁,从而导致

结石。
3.1.4 干扰较小,结果可靠 王成友等[7]研究中发现

胆囊结石患者中存在雌激素与脂类代谢紊乱,分别给

予不同性激素注射,结果雌二醇E2组90%成石;绒毛

膜促性腺激素组雌性兔100%成石,雄性兔无结石形

成。通过它相应的受体增加提高胆囊胆固醇结石的易

感性,增加胆囊结石发病率。该方法受性别影响偏大,
成石率较高,方法简单。因此,我们在基础研究中采用

雄性大白兔作为实验动物,减少了雌激素的干扰,增加

了结果的客观性、可靠性。
3.2 基于慢性肝损伤兔胆石症模型造模方法的实验

技巧及经验

3.2.1 动物选择原则 建立实验动物模型的目的是

通过外因干预复制出与该疾病相同或相似的病或症的

动物模型,为保证实验结果的科学性及重复性,必须选

择标准化并与实验目的相适应的实验动物[8]。动物模

型的选择原则如下:第一,能够正确复制研究所需要的

损伤或病变;第二,实验重复性好,可被他人重复;第
三,可多次或者使用多种方式进行实验;第四,实验中

可获取数量较多的活检标本;第五,操作简单,并与动

物实验设备相适应;第六,实验观察时间充裕。而本实

验在胆石病模型的构建中选择了新西兰大白兔,主要

由于雄性大白兔生命力和适应性能力较强,也可以减

少雌性激素造成的影响,能够客观、真实地反映与评价

实验结果;且大鼠的解剖特点缺少胆囊,小鼠的胆囊过

小,无法进行胆囊结石动物模型的构建及研究。
3.2.2 造模过程中需要注意的问题 在造模过程中,
我们发现以下几个问题需要注意:①橄榄油与CCl4 混

合浓度不宜过高(建议20%~40%),过高易致动物出

现急性中毒性肝损伤死亡,影响实验进程及统计分析,
过低则会导致造模失败;②每次腹腔注射橄榄油-
CCl4 前需禁食,注射时采取头低臀高位,使腹腔脏器向

上移动,减少刺破肠管的概率及死亡率;③大白兔选择

中需要排除病理改变存在的可能性,如果条件允许,实
验兔尽量选择雄性大白兔,避免雌激素在造模过程中

的影响;④所有实验兔最好单笼饲养,以避免妊娠或斗

殴致死;⑤定期补充维生素(青菜叶或新鲜胡萝卜),减
少实验兔的死亡率;⑥高胆固醇、高热量致石饲料配方

中胆酸气味偏重,在具体操作过程中可酌情调整剂量;
⑦实验兔在光照充足,温度适宜的环境下较为温顺,进
食量较大,易形成结石,且极少出现螨虫或发生褪毛、

嗜睡、出血等不良现象,螨虫具有传染性,应注意预防;
⑧保持室内温度在20~24℃,湿度控制在42%~
60%,这样的环境湿度有利于结石的形成[9]。

目前国内外研究慢性肝损伤与胆石症的较多,但
大都以鼠类为主,主要考虑鼠的生命力顽强,操作简

单,然生理解剖使得其很难完好地复制慢性肝损伤胆

石症模型,不能满足临床研究的需要。前期研究发现

高胆固醇、高热量致石饲料对兔胆石症模型的构建有

独特的优势,具有操作简单、切实可行、重复性好、成石

率高、死亡率低等特点[10-11],我们在此基础上构建稳

定、可行、重复的慢性肝损伤兔胆石症模型,丰富了实

验动物模型构建的理论,为临床慢性肝损伤与胆石病

相关发病机制的研究奠定基础,并对胆石症动物模型

的构建提供借鉴意义和发挥一定的指导作用。
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