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摘 要:目的 研究四氯化碳构建慢性肝损伤兔胆石症模型的可行性。方法 将50只新西兰大白兔分为正常组10
只、肝纤维化胆石症组20只、肝硬化胆石症组20只,其中肝纤维化胆石症组予20%的CCl4-橄榄油溶液0.2ml/kg腹

腔注射,肝硬化胆石症组予25%的CCl4-橄榄油溶液0.3ml/kg腹腔注射,每隔3天一次,连续用药12周,同时投以高

胆固醇、高热量致石饲料,正常组正常饮食。根据造模结果评判CCl4 构建模型的可行性、安全性、重复性以及观察动物

死亡率。结果 正常组未出现动物死亡,肝纤维化胆石症组、肝硬化胆石症组死亡率分别是20%、25%,两组动物模型

成石率均为70%,两组的死亡率、成石率相比,差异无统计学意义(P>0.05)。病理检测、Masson染色提示肝纤维组织

明显增多或假小叶形成,伴随着假小叶内中央静脉缺如,部分肝脏组织坏死。结论 四氯化碳联合高热量、高胆固醇致

石饲料进行慢性肝损伤兔胆石症模型的构建,具有安全可行、成功率高、死亡率低、操作方便等优势,为胆石症相关研究

提供了良好的动物模型。
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  Abstract: Objective Tostudythefeasibilityofcarbontetrachloride(CCl4)fordevelopingrabbitcholeli-
thiasismodelofchronicliverinjury. Methods FiftyNewZealandwhiterabbitswererandomlydividedinto3
groups:ablankcontrolgroup(10rabbits),aliverfibrosischolelithiasisgroup(20rabbits)andacirrhosischo-
lelithiasisgroup(20rabbits).Amongthesegroups,therabbitsoftheliverfibrosischolelithiasisgroupre-
ceived20%CCl4-oliveoilsolution(0.2ml/kg)byintraperitonealinjection,andthelivercirrhosischolelithia-
sisgroupreceived25%CCl4-oliveoilsolution(0.3ml/kg)byintraperitonealinjection,onceevery3daysfor
12weeks;atthesametimetherabbitsoftheliverfibrosischolelithiasisgroupandthelivercirrhosischolelithi-
asisgroupwerefedhighcholesterolandhighcalorielithogenicdiet.Therabbitsintheblankcontrolgroup
weregivennormaldiet.Thenaccordingtothemodelbuildingresults,anevaluationofthefeasibility,thesafe-
ty,therepeatabilityofCCl4forbuildingtherabbitsmodels,andobservedtheanimaldeathrate. Results No
rabbitsdiedintheblankcontrolgroup,theanimaldeathratesoftheliverfibrosischolelithiasisgroupandthe
cirrhosischolelithiasisgroupwere20%and25%,respectively,andboththestoneformationrateofthetwo
groupswas70%.HEstainingandMassonstainingresultsmainlypresentedthatliverfibroustissuesincreased
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significantlyorfalseflocculuswasformed,andthefalseflocculuscentralveinwasabsent,partofthelivertis-
sueswasnecrosis. Conclusion TheuseofCCl4combinedwithhighcholesterolandhighcalorielithogenicdi-
etcanbuildacholelithiasismodelinrabbitswithchronicliverinjury,whichhastheadvantagesofsafety,feasi-
bility,highsuccessfulrate,lowdeathrateandeasyperformance,andwillprovidefairanimalmodelsforchole-
lithiasisstudy.
  Keywords: carbontetrachloride;drug-inducedliverinjury,chronic;rabbitcholelithiasis;lithogenicdi-

et

  利用动物模型进行肝损伤研究,已被证明是一种

有效的研究方法,但大都是大鼠肝损伤模型,而对兔肝

损伤模型的研究相对较少。因大鼠的解剖特点缺少胆

囊,无法进行胆囊结石的研究,而兔可以在肝损伤的基

础上进一步进行胆结石的研究且适合建立肝组织病

变、胆汁动态研究动物模型。四氯化碳(CCl4)又称四

氯甲烷,大量研究资料显示,四氯化碳是能够引起人类

严重急性肝损害的剧毒类化学药物。许多动物研究证

明,四氯化碳除可以导致急性肝损伤外,多次反复的刺

激可致使慢性肝损伤的发生,而慢性肝损伤主要表现

为肝细胞的再生和纤维化。随着染毒时间和次数的增

加,肝脏坏死程度逐渐加重可致肝硬化的发生。我们

参考金博[1]设计的模型制备方法,用四氯化碳对新西

兰大白兔进行腹腔注射,同时投以高胆固醇、高热量致

石饲料,建立慢性肝损伤兔胆石症模型。

1 实验材料

1.1 实验动物 选取雄性4月龄新西兰大白兔50
只,体重约2.5kg左右(实验动物由右江民族医学院

动物中心提供,实验动物使用许可证:SYXK桂2011
-0010)。每笼饲养新西兰大白兔2只,饲养室内温度

保持在20~24℃,湿度维持在42%~60%,适应性喂

养7天后进行实验。

1.2 实验药物与试剂 ①四氯化碳(由天津市进丰化

工有限公司生产);②橄榄油(由成都市科龙化工试剂

厂生产,批号:20130513);③水合氯醛(成都市科龙化

工试剂厂,批号:2014031102);④胆固醇(由上海通用

药业 股 份 有 限 公 司 生 产,批 准 文 号:国 药 准 字

H31021290);⑤胆酸(购 自 德 国sigma公 司,code:

101335972);⑥Masson三色染色试剂盒(福州迈新生

物技术开发有限公司,批号:1310168003)。

1.3 主 要 实 验 仪 器 设 备  病 理 图 文 分 析 系 统

(HPIAS-1000P)、电热恒温培养箱(DNP-9162)、轮
转式组织切片机(HM315)等。

1.4 实验分组及造模方法 将50只新西兰大白兔分

为正常组10只,肝纤维化胆石症组和肝硬化胆石症组

各20只,各组间性别比较经Ridit分析、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。其中肝纤维化胆石症组大白兔予20%的

CCl4-橄榄油溶液0.2ml/kg腹腔注射,肝硬化胆石

症组大白兔予25%的CCl4-橄榄油溶液0.3ml/kg
腹腔注射,每隔3天一次,连续用药12周,同时对肝纤

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%蔗糖及3.5%鱼肝油,适量鸡蛋),正常组正常饮

食。造模过程中死亡的新西兰大白兔立即取肝脏组织

待行病理学检测。

1.5 肝组织标本采集 造模12周后,根据病理诊断

结果,将各组新西兰大白兔用10%水合氯醛麻醉后,
取相同部位肝组织,切取大小为10mm×5mm×5
mm的肝脏组织,将切取的肝组织投入10%的福尔马

林固定液,固定至少24~48h后送检,行病理检测和

Masson染色检查。

1.6 各组死亡率、成石率比较 注射CCl4-橄榄油

溶液12周后,统计各组新西兰大白兔的死亡率、成石

率。计算公式为:死亡率=(原始例数-剩余例数)/原

始例数×100%,成 石 率=成 石 例 数/原 始 例 数×
100%。

1.7 模型构建成功标准[2]

1.7.1 肝纤维化胆石症组模型成功标准 肝小叶汇

管区及其周围纤维化较为明显,纤维间隔逐渐形成,但
小叶结构仍保留;或肝小叶纤维间隔明显伴结构紊乱,
未出现肝硬化;解剖发现胆囊内有泥沙样结石,程度不

同。

1.7.2 肝硬化胆石症组模型成功标准 假小叶形成

并增多,早期肝硬化;或见假小叶形成,小叶内中央静

脉缺如,细胞排列紊乱,多数细胞水肿,局部气球样变,
小胆管增生、伴有胆汁淤积;解剖后发现胆囊内有不规

则或球状结石,数量较多,量不等。

1.8 伦理学处理 根据课题研究的目的、内容和要

求,总课题组已经通过动物伦理学委员会的审批。

1.9 统计学方法 采用SPSS18.0统计软件进行数

据分析,计数资料比较采用Fisher确切概率法,P <
0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 慢性肝损伤胆石症模型的建立 连续腹腔注射

CCl4-橄榄油溶液12周后,肝纤维化胆石症组新西兰
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大白兔精神稍差,运动减少,毛发粗糙,食欲减退,身体

逐渐消瘦。对造模过程中死亡动物及最终处死解剖后

肉眼观肝脏表面色泽稍暗,质地稍硬,出现不同程度肝

损伤,胆囊内有少量泥沙样结石或不规则颗粒状结石

形成,结石体积较小(一般<0.2cm)。肝硬化胆石症

组新西兰大白兔精神差,呈嗜睡状态,毛发粗糙更甚,
食欲明显减退,身体消瘦更为明显。解剖后观察,肝损

伤严重,肝脏表面色泽较暗,质地稍硬,胆囊内见有不

规则颗粒状结石形成,部分呈球状,体积较大(一般>
0.2cm)。正常组新西兰大白兔精神状态、一般情况

及解剖肝脏均未见明显变化。具体见以下图1~图6。

  
图1 正常组
大白兔肝脏          

图2 肝纤维胆石
症组大白兔肝脏

  
图3 肝硬化胆石
症组大白兔肝脏      图4 正常组大白兔胆囊

   
图5 肝纤维化胆
石症组泥沙样结石      

图6 肝硬化胆
石病组胆囊结石

2.2 各组死亡率、成石率的比较 正常组未见死亡、
未见结石形成,死亡率和成石形成率均为0%;肝纤维

化胆石症组死亡4只、成石14只,死亡率、成石率分别

是20%、70%;肝硬化胆石症组死亡5只、成石14只,
死亡率、成石率分别是25%、70%;三组死亡率比较差

异有统计学意义(χ2=20.656,P<0.001),三组成石

率比较差异有统计学意义(χ2=17.717,P<0.001),
肝硬化胆石症组死亡率、成石率与肝纤维化胆石症组

相比,差异无统计学意义(P>0.05),见表1。

表1 各组死亡率、成石率统计表

组别 n
存活

例数

成石

例数

死亡率

(%)

成石率

(%)
正常组 10 10 0 0 0
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

2.3 Masson染色及病理检测结果 病理采用HE染

色后光镜下可见肝纤维化胆石症组、肝硬化胆石症组

大白兔肝小叶结构遭到破坏,细胞排列紊乱,肝血窦间

隙增大,部分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,局部见假小叶形成,表明肝损伤模

型造模成功。部分模型组的新西兰大白兔肝脏区域呈

现点状、片状坏死,少许形成桥接坏死(见图7、图8)。
正常组未见明显病理变化,其余两组新西兰大白兔都

存在不同程度肝损伤。Masson染色发现肝纤维化胆

石症组、肝硬化胆石症组大白兔不同程度地出现肝脏

纤维组织明显增多并呈现蓝色样改变,肝小叶汇管区

表现尤为明显,肝硬化胆石症组大白兔个别可见到假

小叶形成,对模型的构建成功具有重要的提示意义(见
图9、图10)。

   
图7 肝纤维化胆石症
组纤维组织增生(100×)    

图8 肝硬化胆石症
组假小叶形成(100×)

HE染色

   
图9 肝纤维化胆石症
组纤维增多(100×)     

图10 肝硬化胆石症
组假小叶形成(100×)

Masson染色

3 讨论

通过本次实验研究,我们发现注射CCl4-橄榄油

溶液后,新西兰大白兔的精神逐渐变差,运动明显减

少,毛发粗糙泛黄,食欲减退,身体逐渐消瘦,随用药剂

量的逐步增加该现象越明显;对造模过程中死亡及最

终处死的新西兰大白兔进行解剖,探明肝纤维化胆石

症组、肝硬化胆石症组大白兔均出现不同程度的肝损

伤,肝脏表面色泽较暗,质地逐渐变硬,肝硬化胆石症
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组肝脏损害表现尤为明显;Masson染色和病理检测发

现镜下可见肝纤维化胆石症组、肝硬化胆石症组新西

兰大白兔肝脏纤维组织明显增多,肝细胞排列紊乱,部
分出现脂肪变性、气球样变,甚或坏死,这些情况在肝

小叶汇管区表现较为突出,肝硬化胆石症组可见到假

小叶形成,证明慢性肝损伤兔胆石症模型的构建成功。
四氯化碳(CCl4)是最常用的化学性肝损伤模型

诱导剂,诱发的肝损伤实验动物模型是一种经典的化

学性肝损伤模型,其所致的肝损伤一般分急、慢性两

种。四氯化碳引起的肝损伤的主要表现是血清中转氨

酶活性增加,肝细胞脂质出现过氧化或者坏死[3-4]。
四氯化碳进入机体后,被肝微粒体细胞色素P450激

活,生成三氯甲基自由基(CCl3+),促使细胞膜和细胞

器膜脂质过氧化,致使细胞因子和氧自由基释放,引起

内质网、线粒体及高尔基体甚至细胞膜的变性和坏死,
进而导致蛋白质合成与能量代谢的障碍[5];同时,激活

枯否细胞和中性粒细胞,进而影响肝细胞的DNA合

成与分裂,引起肝损伤[6-7]。一系列的动物研究证明,
四氯化碳除致急性肝损伤外,反复多次的刺激可导致

慢性肝损伤的发生,而慢性肝损伤的主要表现为肝细

胞再生和纤维化[8]。随着染毒时间和次数的增加,肝
脏坏死程度逐渐加重可致肝硬化的发生。

许多研究表明:肝损伤与胆结石形成紧密相关,肝
脏不仅仅是唯一产生正常胆汁的器官,同时也是产生

致石性胆汁的场所[9-10]。肝细胞功能是否正常,对胆

结石的形成具有相当重要的影响。胆结石的形成机制

主要与胆汁中主要成分的改变密切相关,如非结合性

胆红素增多,血清中胆汁酸合成减少等,肝细胞所分泌

的各种胆汁酸成分的比例在正常生理状态下始终维持

在一个相对恒定的范围内[11-12]。肝细胞受损,引起胆

汁代谢成分的改变、分泌致石性胆汁主要是由于各种

致石性因素在肝脏的综合作用所导致[13]。在坏死性

组织、糖蛋白及自由基等促成核因子的作用下或在胆

道梗阻、胆汁淤积的环境中能加快致石性胆汁结晶析

出,然后经过较为复杂的理化反应最终形成结石[14]。
由于肝脏与胆囊的解剖关系密切,功能相互协调,在病

理状态下两者亦互相影响或互为因果,而胆结石的逐

渐形成同样会对肝脏、肝细胞产生损害,彼此之间相互

作用的结果所形成的恶性循环可能是致使胆结石难以

根治的原因之一[9]。
四氯化碳对肝脏有明显的损害作用,促使肝细胞

分泌胆汁成分改变,产生致石性胆汁,进而经过复杂变

化最终形成结石。高热量、高胆固醇致石饲料促进胆

固醇结石的形成,胆囊结石的病变可引起感染及梗阻,
使肝内胆管压力升高瘀胆,肝细胞损害不同程度加重,
病情复杂化。二者相互影响、互相作用,对兔慢性肝损

伤胆石症模型的构建具有安全可行、成功率高、死亡率

低、简单易行、操作方便等优势,为慢性肝损伤胆石症

动物模型的构建奠定理论基础,以期对相关临床与基

础研究提供一定的借鉴和指导作用。
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