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摘耍 目的 :建立德定可索的肝硬化门脉高压大双动物模型
。

材料与方法 : 50 只雄性 sD 大民
,

随机分为 3 组
。

正常对双组

10 只
,

行假手术
,

给予正常饮食
。

肝硬化 A 组加 只
,

先行左份上旅静脉结扎
,

然后给予初始浓度为 0
.

仍% 的硫代乙跳按(面傲
,

d 曰垃山厂r八A )溶液作为饮用水并根据大民体重变化调节给药浓度
。

肝硬化 B 组 20 只
,

行很手术
,

给予固定浓度为 0
.

仍% T人A 溶

液
。

给药时间为 14 周
。

结. :肝硬化 人组大友死亡率为 O
,

肝硬化形成率达到 100 %
。

肝硬化 B 组大成死亡率 巧%
,

肝硬化形成

率75 %
。

肝硬化 A 组大民的门静脉压力明显高于肝硬化 B 组和对双组
。

结论 :采用左肾上腺静脉结扎并根据体重变化调节 TAA

给药浓度可建立德定可方的肝硬化门脉高压大民动物模型
。
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我国的门脉高压症患者的病因以乙型肝炎后肝硬化为

主
。

建立符合临床的稼定的肝硬化门脉高压症动物模型
,

是

对肝硬化门脉高压症进行墓础性研究的前提
。

本研究通过手

术阻断大眼门静脉中的经左肾上腺下静脉与左肾静脉之间的

分流
,

再给予一定浓度的硫代乙酞胺(而加仪扭面ds
,

TAA )水溶

液代替饮用水
,

并根据大民每周体重变化调节给药浓度
,

成功

建立了大鼠模型
。

此棋型同时具备肝硬化和门脉高压两方面

的病理特征
,

与临床常见的肝炎后肝硬化相符合
,

并降低了造

模过程中大鼠的死亡率
,

提高了成模率
。

1 材料与方法

1
.

1 材料

1
.

1
.

1 实验动物
:

50 只雄性 孙柳犯 一 加脚
场 鼠(简称 sD 大

眼)
,

体重 2(X)
一 2加 克

,

购于中南大学湘雅医学院实验动物中

心
。

喂饲标准顺粒饲料
,

自然光照周期
,

分笼饲养
。

温度加 -

25 ℃
,

湿度 50 一印%
。

作者简介
:
盆琦

.

(19 7 7
一
)

,

男
,

医师
,

外科学硕士
。

(收稿日期召义巧
一
07

一 17 接受日期必X巧一
佣

一 23 )

1
.

1
.

2 分组
:

随机分为 3 组
,

正常对照组 10 只
、

肝硬化 A组加

只
、

肝硬化 B组 加 只
,

分别采用龙胆紫
、

红汞溶液进行单个标

记编号
.

组内每只大鼠均可单独区分
。

1
.

1
.

3 试剂
:

硫代乙酞胺(分析纯)
,

购于天津科密欧化学试剂

开发中心
。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 手术结扎肝硬化 人组大鼠左肾上腺静脉
:

将大鼠称

重
,

25 网酬kg 抓胺酮腹腔注射麻醉后
,

作左侧腹纵切口
,

显礴左

肾及左肾静脉
,

可见左肾静脉上方有一根小静脉汇入
,

为左肾

上腺静脉
,

将其稍加游离后双重结扎
,

勿需切断
,

见图 1 一 1
。

然后分离左肾上极脂肪囊
,

如有小血管则予以结扎
。

1
.

2
.

2 术后将大鼠单独喂养加小时
,

待其恢复后放人组中饲

养
。

1
.

2
.

3 正常对照组和肝硬化 B 组仅开腹暴露左肾上腺静脉
,

然后关腹
。

1
.

2
.

4 给药
:

术后 10 天
,

大鼠腹部伤 口基本愈合
,

将大鼠称

重
,

为初始体重
。

肝硬化 A 组给予初始浓度为 0
.

仍% 的 TAA

溶液作为大鼠饮用水
,

每周称重一次
,

根据大鼠体重变化调节

给药浓度
。

即大鼠在一周内体重增加超过叽
、

或减少超过

l飞
,

则将 TAA 浓度提高或降低 50 %
,

以维持大鼠体重在 2的 -

2印g 之间
,

较初始体重增加量在 , g 以内
。

肝硬化 B 组给予



固定浓度为 0
.

03 % 的 TAA 溶液为大鼠饮用水
。

正常对照组给

予普通饮水
。

大暇饮用 TAA 溶液均为当日新鲜配制
。

保证大

暇饮水和饲料充足
,

每周清晨称重并记录
。

给药 14 周后停药

两周
,

肝硬化动物模型即制作完毕
。

1
.

2
.

5 实验指标的检侧和标本收集

1
.

2
.

5
.

1 侧t 门静脉压力
:

将大鼠麻醉
,

沿腹中线进腹(避开

第一次手术后切口下的枯连)
,

找到肠系膜前静脉与脾静脉汇

合点上方
,

将一充满肝素钠生理盐水的 5 # 静脉输液套管针逆

行穿刺人门静脉
,

拔出针芯固定套管针不动
,

助手抬起套管针

尾端软管
,

以大鼠右心房为
“0 ”点侧量门静脉压力值

。

然后结

扎穿刺处血管
。

(此步骤需注意保温
,

否则门静脉及其属支将

可能因受冷而痉孪收缩
。

)

1
.

2
.

5
.

2 制作肝脏组织标本
:

用 4%多聚甲醛/0
.

IM PBS 溶液

灌注固定后剪取肝脏组织
,

并放人该溶液中继续固定 4 一 6 小

时
。

冰冻切片
,

HE 染色
,

片厚为加脚
。

1
.

2
.

‘ 结果判定
:

镜下观察肝脏病理组织变化
,

包括肝细胞

的变性坏死情况
,

炎性细胞漫润
,

纤维间隔和假小叶的形成
。

以肉眼观察到肝硬化结节和镜下假小叶形成为肝硬化模型成

功的判定标准
。

1
.

2
.

, 统计学分析
:

使用 岛巧 11
.

0统计软件分析
,

以均数 :

标准差(豆 土 s)表示
,

进行 t检验
,

P < 0
.

05 视为有统计学差异
。

浓度 T AA 溶液
。

2
.

4 门静脉侧压结果

肝硬化 A 组和 B 组大鼠的门静脉压力明显高于正常对照

组大鼠
。

肝硬化 A 组大限门静脉压力较 B组大鼠明显增高
。

附裹 3 组大吸门. 脉洲压摘.
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组别 例数 门静脉压力值(。司为O)

正常对服组 10 10
.

89
* 1

.

42

肝硬化 A 组 加 21
.

73 士 1
.

28
’

肝硬化 B 组 一5 15
.

乃 士 0
.

5 1 . ’

注
:
与正常组比较

. P< 0
.

01
.

与肝硬化 A 组比较
.
P < 0

.
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2 结果

2
.

1 一般情况

没有因手术造成大鼠死亡
。

肝硬化 A 组 20 只大鼠全部

存活
,

存活率 100 %
,

成模 20 只
,

成模率 100 %
。

肝硬化 B 组 20

只大鼠存活 17 只
,

存活率 85 %
,

成模 巧 只
,

成模率 75 %
。

2
.

2 肝脏病理《圈 1 一 2
,

1 一 3
.

1 一 4 )

大体标本
:

成模大鼠可见明显门静脉压力增高
,

胃肠道淤

血
,

肝脏表面粗糙
,

肝硬化结节形成等表现
。

镜下见肝内假小

叶广泛形成
,

假小叶内可见纤维再分隔现象
,

小叶间隔增宽
,

同时伴有明显的肝细胞再生结节
。

所有大鼠未发现肝脏恶

变
。

2
.

3 各组大叹体盆及给药浓度变化悄况 (圈 1 一 5 ,

3 组大鼠给药前体重无明显差别
。

至第 14 周末
,

正常组

大鼠体重持续上升
.

体重在 395
一 4 30 5 之间为仰

.

00 土 11
.

25 90

肝硬化 A 组大鼠体重相差不多
,

在 235
一

257
.

5 9 之间翎
.

63 土

6
.

肠g
。

肝硬化 B 组大鼠体重差距变大
,

在泌
一 3 10 9 之间

,

筋
.

91 土 18
.

61 9 其中有 3 只大鼠
,

体重持续下降
,

降至 1吨左

右
,

分别于第 3
、

4
、

6 周死亡
。

第 1 周末
,

肝硬化 A 组部分大鼠体重下降到么刃g 以下
,

接

受了 0
.

0巧% 浓度的 TAA 溶液后
,

体重 回升 ;待体重恢复到

21 0 9 以上后
,

再接受 0
.

仍% 的 TAA 溶液
。

第 3 周末
,

肝硬化 B

组大鼠平均体重开始低于肝硬化 A 组
,

(1卯
.

34 土 14
.

蜿 vs

姗
.

巧 土 10
.

24 9
,

P < 0
.

仍)
。

第 6 周开始
,

肝硬化A 组部分大鼠

体重超过了 2印 g 后接受了 0
.

哪% 的 TAA 溶液
。

第 7 周末开

始
,

两组大鼠平均体重持平
,

(235
.

00 土 巧
.

36 vs 23 5
.

63 土 12
.

95 9
,

P > 0
.

05 )
。

从第 ro 周末开始
,

肝硬化 B 组大鼠平均体重

超过肝硬化 A 组(256
.

18 土 17
.

oo g vs 泌
.

50 土 9
.

899
,

P < 0.

05 )
。

至造模结束
,

肝硬化 A 组有 2 只大鼠接受了 0
.

肠%的高

3 讨论

3
.

1 肝硬化门脉离压症动物棋型的一般翻作方法

一种良好的疾病动物模型应尽可能模拟人类疾病的病理

状态
,

且形成率高
、

死亡率低
、

造棋方法简便易行
。

由于大多

数人类门脉高压症患者同时存在肝硬化
,

所以门脉高压症动

物模型也应复制肝硬化肝组织病理改变
、

肝功能损害的表现
。

目前门脉高压症的动物模型常用方法有
: ¹ 药物作模型法 :

四

抓化碳 ;硫代乙酞胺º 手术作模型法 :
缩窄门静脉主干 ; 门腔

静脉吻合 ;缩窄胆总管 ;门静脉内注射血管阻塞物 ;门静脉内

注射大肠杆菌
。

这些方法各有优缺点
。

肝毒性药物形成的肝

硬化最稳定
,

且不能逆转
,

停药后 1 一 3周
,

血浆中肝毒性药物

即可基本代谢完全〔’.z1
,

不影响随后的实验结果
。

但成模周期

比较长
,

死亡率高
,

约为刃% ,

肝毒性药物可能对操作者造成

危害并污染环境
。

而其他方法或与临床肝炎后肝硬化不符
,

或不能同时具备肝脏纤维化和门脉高压症两方面的病理特

征
,

或成模率较低等种种缺点
。

3
.

2 我们将手术和药物结合在一起
,

并根据体, 调节给药浓

度
.

成功构建了肝硬化门脉离压大暇模型
。

3
.

2
.

1 阻断经左肾上腺静脉的自然分流途径
。

门脉高压食

管静脉曲张的形成受门静脉压力高低及流经食管静脉血流t

的影响
。

近年来对大鼠解剖结构的研究发现
,

大鼠左肾上腺

上
、

下静脉粗大
。

门脉高压时
,

部分肠系膜前静脉血液分别可

由此经肠下静脉和左肾静脉流人腔静脉[31
。

因此动物单纯给

予肝毒性药物
,

肝硬化形成明显
,

但食道静脉曲张等并发症却

不明显
,

播要附加手术操作切断该自然分流途径
,

使门静脉压

力更加增高
,

经食道静脉的分流血童增加
,

从而使食道胃底区

静脉高压状态更为明显
。

国内周丁华 [’1 等证实
,

先行手术阻

断该自然分流通路
,

再给予四抓化碳腹腔注射
,

可使 印% 的大

鼠出现食道静脉曲张
。

我们的实验结果也证实
,

手术结扎左

肾上腺下静脉组大眼的门静脉压力明显高于单纯 TAA 给药

组
。

有作者认为须钝性游离左肾静脉及左肾周围脂肪囊
,

使

之去血管化
,

以彻底切断门静脉与左肾静脉之间的交通枝t’]
。

我们认为左肾动
、

静脉之间相贴紧密
,

不易分开
,

沿左肾静脉

游离过多易损伤左肾动
、

静脉
。

同时对左肾周围组织做过多

的操作
,

一是加重大鼠创伤
、

延长了麻醉时间
,

术后大鼠死亡



几率增加 ;二是术后大鼠左肾周围创伤修复形成新的增生血

管
,

可成为新的侧枝循环
。 ’

1 2. 2 给予肝毒性药物促使肝硬佛形成
: 目前最常用的药物

有四氛化碳
、

T AA
、

乙醉等
。

我们认为 T凡人 口服给药是最适宜

的方式
。 口

以A 在体内代谢为硫氢化合物
,

影响蛋白合成及肝
细胞中醉的代谢

,

引起肝细胞膜损善致肝细胞坏死
。

用饮用

水稀释
.

跳A 诱导大限肝硬化模型的方法
,

简单可靠
,

无创伤
,

肝硬化形成率高
,

在组织学和生化代谢的变化上与各种病因

引起的人类肝硬化改变很相似[3]
。

我们的试验结果中
,

肝脏

大体及病理切片都符合肝硬化的改变
,

亦证实彩哦 是制造肝

硬化大民模型的理想药物
。 ’

1 2. 3 根据大眼体重调节给药浓碑
:

大鼠给予肝毒性药物后

肝细胞不断坏死
、

修复
、

增殖到形成纤维化
,

是一个长期的过

程
,

分为变性坏死期
、

纤维增生期
、

妞小叶形成期[6]
。

过分的

增大药物剂t 试图缩短造模过程
,

势必会造成造模过程中大

盆动物死亡
,

且浓度过高
,

大鼠会拒饮
。

给药时间也不能无限

期延长扩以A 是一种庙变诱导剂
,

义献报道持续给药 16 周可

形成肝硬化模型
,

而 24 周则可形成肝庙模型 [,]
。

而且由于大

鼠的个体差异
,

对
.

以A 的耐受力不同
,

饮用 , 峨 溶液后肝功

能受损程度也不同
,

即使是近交系大鼠也不能避免[s]
。

在给

药过程中大鼠体重变化反映了大鼠肝功能状况和进食状态
,

我们参照 u x 等[91 的经验
,

对 TAA 的投放
,

采用了个体化的原

则
,

根据体重变化调节TAA 浓度
,

井将给药时间由 12 周增至

14 周
,

同样使造模过程中大鼠死亡率为 0
,

并将成模率由卯%

提高至 100 %
。

我们在实验中发现
,

多数大鼠在给药第 1 一 3周体重会明

显下降
,

至第 4 一 5 周体重才缓慢增加
。

肝硬化 人组大鼠在第

1 一 3 周时部分大鼠需降低给药浓嗽
,

度过这段时间后
,

大鼠对

TAA 的耐受力提高
,

再根据体重变化提升 TAA 的给药浓度
。

造模后期
,

部分大鼠接受了高达 0
.

饰%浓度的
.

从A 溶液
。

肝

硬化 B组大鼠
,

给药过程中体重差牵逐步增大
,

造模后期部分

大限体重持续增加
,

远超过同组其他大鼠
。

部分大鼠体重持

续下降
,

降至 ’毗左右死亡
。

这也初步反映了在造模过程中
,

肝脏由变性坏死到逐步修复代偿形成肝硬化门脉高压的进

附圈 一

程
。

一

综上所述
,

我们参照前人的研究成果
,

并加以改进
。

1
.

在

给予肝毒性药物前
,

对大鼠左肾上膝静脉结扎
,

阻断了肝硬化

形成后由此途径的门脉系统分流
,

使门静脉压力更加增高
。

同时
,

手术具有操作简单
、

创伤小的优点
。

2
,

对大限肝毒性药

物 TAA 的投放
,

采用了个体化的原则
。

大眼每日的饮水t 是

相对固定的
,

调整饮水 TAA 浓度
,

即可调节大鼠每日 T AA 摄

人且
。

这就克服了由于动物对药物敏感度的个体差异造成的

肝硬化形成率低和制模过程中动物因肝功能衰蝎死亡的问

题
。

实验结果满愈
,

达到预期目的
。
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