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门静脉高压症小鼠模型构建
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【摘要】 目的 构建小鼠胆总管结扎（

BDL

）及四氯化碳（

CCl

4

）诱导的两种门静脉高压症（

PHT

）模

型。 方法
24

只
C57BL/6

小鼠，随机分成
4

组（

BDL

组及相应对照组，

CCl

4

诱导组及相应对照组），每组
6

只。

BDL

及
CCl

4

诱导法构建
PHT

小鼠模型后，经门静脉主干穿刺测取门静脉压，并通过血清谷氨酸转氨

酶（

ALT

）及天冬氨酸转氨酶（

AST

）水平检测，肝脏切片苏木精
-

伊红（

HE

）及天狼星红染色，

α蛳

平滑肌肌动

蛋白（

SMA

）免疫组化检查分别对模型肝功能、肝纤维化及肝星状细胞激活情况进行评价。 结果 两种建

模方法均使小鼠门静脉压上升，

CCl

4

诱导组上升更为显著。 两模型组小鼠与相应对照组相比，均呈现严

重肝功能损伤、肝纤维化及肝星状细胞激活。 结论
BDL

及
CCl

4

诱导方法均能成功构建
PHT

小鼠模型，

其门静脉压、血清学生化指标及肝脏病理学改变均符合
PHT

特点。

【关键词】 门静脉高压症； 胆管结扎； 四氯化碳； 小鼠模型
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【

Abstract

】

Objective To establish two types of portal hypertension

（

PHT

）

models in mice by using

bile duct ligation

（

BDL

）

method and carbon tetrachloride

（

CCl

4

）

induction technique respectively. Methods

A total of 24 C57BL/6 mice were randomly and equally divided into the following four groups with 6 mice in

each group

：

group BDL

，

control group of BDL

，

group CCl

4

，

and control group of CCl

4

. After the

establishment of PHT

，

the main portal vein was punctured in all experimental mice to measure the portal vein

pressure

，

and blood sampling was collected to test serum alanine aminotransferase

（

ALT

）

and aspartate

aminotransferase

（

AST

）

levels. Using hematoxylin eosin

（

HE

）

and sirius red staining the liver tissues were

pathologically examined. Immunohistochemical study of alpha smooth muscle actin

（

SMA

）

was adopted to

evaluate the liver function

，

hepatic fibrosis and hepatic stellate cell activation status. Results Both modeling

methods could make the portal vein pressure increased in experimental mice. The increasing of portal vein

pressure in group CCl

4

was more obvious. Compared with their corresponding control groups

，

the degree of

liver damage

，

hepatic fibrosis and hepatic stellate cell activation in group BDL and group CCl

4

were more

serious. Conclusion Both BDL method and CCl

4

induction technique can successfully establish the mouse

model of PHT. All the portal venous pressure

，

the serum biochemical indices and the changes of liver

pathology of the mouse model are well in line with the characteristics of PHT in human.

（

Ｊ Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔ Ｒａｄｉｏｌ

，

２０１8

，

２7

：

242鄄246

）

【
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】
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；
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注： 各组
n=6

；

* 与对照组比较，

P＜0.05

图
1 BDL

及
CCl

4

诱导
PHT

小鼠模型门静脉压值

门静脉高压症（

PHT

）是肝硬化最严重的并发

症［

1

］

，也是介入治疗领域重要攻坚难题［

2

］

。 其发病机

制主要包括肝内血管阻力增加和内脏高动力血循

环［

3

］

。 理想的动物模型对深入阐明
PHT

发病机制及

临床前药效评估具有重要意义。 小鼠模型近年逐渐

应用于
PHT

研究，胆总管结扎（

BDL

）及四氯化碳

（

CCl

4

）诱导是目前构建肝硬化性
PHT

模型最常用

方法［

4

］

，但评价这两种小鼠模型的研究报道甚少。本

研究采用
BDL

及
CCl

4

诱导两种方法构建
PHT

小鼠

模型，并通过经门静脉主干穿刺提高定量测取门静

脉压成功率，结合血清学指标、肝脏病理学表现比

较两种模型的可靠性，为
PHT

模型选择与应用提供

参考与思路。

1

材料与方法

1.1

实验动物和器材

取
24

只
8

周龄雄性
C57BL/6

小鼠（中山大学实

验动物中心提供），随机分成
4

组（假手术对照组、

BDL

组、玉米油对照组、

CCl

4

诱导组），每组
6

只。

实验器材包括生物信号采集与分析系统（成都

泰盟科技公司）、直剪、止血钳、玻璃分针、

24 G

留置

针、戊巴比妥钠、

CCl

4

（上海阿拉丁试剂公司）、玉米

油、青霉素
-

链霉素混合双抗（美国
Gibco

公司）、谷

氨酸转氨酶（

ALT

）

/

天冬氨酸转氨酶（

AST

）检测试剂

盒 （南京建成生物工程所 ）、

α蛳

平滑肌肌动蛋白

（

SMA

）抗体（武汉博士德生物工程公司）、羊抗小鼠

二抗（北京中杉金桥生物技术公司）。

1.2 PHT

小鼠模型构建

BDL

法———戊巴比妥钠
50 mg/kg

经实验小鼠

腹腔注射致麻醉良好后，取仰卧位，固定四肢，腹部

剃毛、消毒，沿腹中线行约
1 cm

切口，钝头玻璃分

针小心游离并暴露胆总管， 行上下端双侧结扎，逐

层缝合关腹，手术切口消毒［

5

］

；对假手术对照组小鼠

单纯游离胆总管而不结扎。 术后
4

周检测门静脉

压，下腔静脉取血、分离肝脏组织分别用于血清生

化指标检测及肝脏病理学检查。

CCl

4

诱导法———局部皮肤消毒后经皮下注射

CCl

4

玉米油溶液（

1 mL/kg

体重，每周
2

次）

［

6

］

；对照

组仅注射玉米油。

12

周后检测门静脉压，取材用于

后续检测。

1.3

小鼠门静脉压检测

采用经门静脉主干直接穿刺法检测门静脉压。

如上述麻醉良好后，小鼠取仰卧位，四肢固定后腹

部脱毛、消毒，沿腹中线行约
3 cm

切口，充分暴露

肝门部并用钝头玻璃分针小心游离门静脉主干，用

24 G

留置针穿刺门静脉主干，见门静脉血反流后将

留置针另一端接口经血压传感器连于生物信号采

集与分析系统。 待血流稳定后记录门静脉压值。

1.4

血清生化指标及肝脏病理学检查

门静脉压测取后，经下腔静脉穿刺取血，室温

中以
5 000

转
/min

离心
30 min

得到血清，根据试剂

盒说明书方法检测
ALT

、

AST

值。 分离肝脏组织，用

4%

甲醛溶液固定
24 h

，脱水、石蜡包埋后切片，苏木

精
-

伊红（

HE

）及天狼星红染色后镜下观察。

1.5 α蛳SMA

免疫组化检查

肝脏石蜡切片经脱蜡处理后，用柠檬酸缓冲液

高温高压中修复
20 min

，

3%

过氧化氢溶液处理

10 min

，磷酸缓冲液（

PBS

）洗
3

遍后用
5%

蛋白标准

溶液（

BSA

）室温封闭
1 h

，

α蛳 SMA

一抗
4℃

孵育过

夜；次日于室温中复温
30 min

后
PBS

洗
3

遍，用辣

根过氧化物酶（

HRP

）标记的羊抗小鼠二抗室温孵育

1 h

，二氨基联苯胺（

DAB

）显色后
HE

染色
30 s

，盐

酸乙醇溶液分化后脱水封片。

1.6

统计学分析

采用
SPSS 17.0

软件对各组小鼠门静脉压、

ALT

及
AST

作
t

检验分析，

P＜0.05

表示差异有统计学

意义； 采用
Image J

软件对各组小鼠天狼星红及

α蛳 SMA

染色阳性区域进行量化分析，

SPSS 17.0

软

件作单因素方差分析。

2

结果

2.1 PHT

形成

4

组小鼠均成功地经门静脉主干穿刺并测取门

静脉压值，

BDL

组明显高于假手术对照组， 分别为

（

3.97±0.41

）

mmHg

（

1 mmHg=0.133 kPa

）、（

7.63±

1.45

）

mmHg

；

CCl

4

诱导组也明显高于玉米油对照组，

分别为（

3.86±0.78

）

mmHg

、（

9.82±1.24

）

mmHg

；两种

方法均能成功构建
PHT

小鼠模型， 其中
CCl

4

诱导

的小鼠门静脉压上升更为显著（图
1

）。
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图
3 PHT

小鼠模型肝脏石蜡切片
HE

染色结果

图
4 PHT

小鼠模型肝脏石蜡切片天狼星红染色结果

注： 各组
n=6

；

* 与对照组比较，

P＜0.05

图
2 BDL

及
CCl

4

诱导
PHT

小鼠模型血清
ALT

、

AST

值

2.2

肝功能改变

血清
ALT

、

AST

检测显示，两模型组小鼠
ALT

、

AST

水平相比相应对照组均有不同程度上升，

BDL

组相比
CCl

4

诱导组上升更为显著，分别达到（

362.53±

74.18

）

U/L

、（

650.38±174.87

）

U/L

，提示
BDL

对小鼠

肝功能损伤更为严重（图
2

）。

2.3

肝纤维化形成

肝脏石蜡切片
HE

染色结果显示， 两种造模方

法构建的
PHT

小鼠模型肝脏均出现正常结构紊乱、

小叶结构破坏、肝实质细胞空泡样变、门静脉汇管

区大量炎性细胞浸润等病理表现，

BDL

组还可观察

到明显的胆管扩张（图
3

）；天狼星红染色显示，两模

型肝脏均有大量胶原沉积，

CCl

4

诱导组肝脏小叶间

胶原纤维增生与周围增生的纤维间隔连接、包绕形

成典型的假小叶结构，呈现重度肝纤维化病理学表

现，

BDL

组肝脏胶原沉积则主要分布于扩张的胆管

及门静脉区周围（图
4

），

CCl

4

诱导组染色阳性区百

分比均值虽高于
BDL

组，但两组差异无统计学意义

（图
5

）； 两种造模方法均使小鼠模型出现严重肝纤

维化改变。
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注： 各组
n=6

；

* 与对照组比较，

P＜0.05

；

ns 与
BDL

组

比较，

P＞0.05

图
7

肝脏
α蛳SMA

免疫组化染色阳性区域

注： 各组
n=6

；

* 与对照组比较，

P＜0.05

；

ns 与
BDL

组

比较，

P＞0.05

图
5

肝脏天狼星红染色阳性区域

图
6 PHT

小鼠模型肝脏石蜡切片
α蛳SMA

免疫组化染色结果

2.4 α蛳SMA

免疫组化检查

肝星状细胞激活是肝纤维化最主要发病机制［

7

］

，

α蛳SMA

高表达是肝星状细胞激活标志。免疫组化染

色检测结果显示，两种方法构建的
PHT

小鼠模型肝

脏
α蛳SMA

表达明显高于各自对照组， 且其阳性表

达分布基本与上述肝纤维化区域一致（图
6

），由此

可知两种小鼠模型
PHT

发生可能与肝星状细胞激

活有关；

CCl

4

诱导组
α蛳 SMA

免疫组化染色阳性区

百分比均值虽高于
BDL

组， 但差异无统计学意义

（图
7

）。

3

讨论

PHT

作为肝硬化最严重的并发症，可引起上消

化道大出血、脾功能亢进及顽固性腹水，是肝硬化

患者第一大死因［

8蛳9

］

。 临床上肝脏移植可从根源上治

疗
PHT

，然而肝源短缺及医疗费用昂贵使其广泛应

用受限［

10

］

。 经颈静脉肝内门体分流术（

TIPS

）可在短

期内有效地降低门静脉压，控制食管胃底静脉曲张

破裂出血，其主要疗效指标均优于内科治疗 ［

11

］

，但

术后易引起肝性脑病，且存在一定的分流道狭窄
/

闭

塞率，影响中远期疗效［

12

］

。 总体上，

PHT

临床治疗效

果亟待提高，深入开展
PHT

基础研究并带动临床治

疗手段发展显得十分重要。

PHT

基础研究中，小鼠

模型相对大鼠模型应用较少， 而小鼠在基因修饰、

近交系培育等方面独具优势，更有利于疾病机制研

究［

13

］

。

BDL

及
CCl

4

诱导肝硬化性
PHT

小鼠模型近

年逐渐应用于
PHT

研究［

3

］

，系统评价这两种小鼠模

型对于深入阐明
PHT

发病机制及临床前药效评估

具有重要意义。

本研究采用
BDL

及
CCl

4

诱导两种方法构建肝

硬化
PHT

小鼠模型 ［

14

］

，旨在探究两种模型
PHT

与

肝功能、肝脏病理学改变及肝纤维化相关蛋白表达

的关系，通过延长上述两种方法造模时间成功地使

小鼠门静脉压上升； 结果显示
CCl

4

诱导比
BDL

更

为显著地升高了门静脉压，

BDL

小鼠比
CCl

4

诱导小

鼠
ALT

、

AST

上升却更为显著。

ALT

、

AST

上升反映

肝脏实质细胞破坏和肝功能损伤，提示肝脏实质细

胞破坏可能并非小鼠门静脉压力上升的主要原因。

本研究
CCl

4

诱导组小鼠存活率为百分之百，

BDL

组

小鼠生存率相对较低（

70%

），可能与
BDL

组肝功能

损害更为严重相关。 本研究采用
HE

染色及天狼星

红染色对小鼠肝脏进行病理学评估，结果显示两种

小鼠模型肝脏均出现正常结构严重破坏、胶原显著

沉积的典型肝硬化病理学表现。

BDL

和
CCl

4

诱导肝

纤维化机制虽然不同 ［

15

］

， 但两种方法所致
PHT

的

共同病理基础均为肝硬化形成，这与人肝硬化
PHT

形成的病理过程较为接近。 肝星状细胞激活在肝

纤维化及肝硬化发生发展中发挥着最主要作用 ［

16

］

，
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年
3

月第
２7

卷第
3

期
Ｊ Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔ Ｒａｄｉｏｌ ２０１7

，

Ｖｏｌ．２7

，

Ｎｏ．3

α蛳SMA

表达是肝星状细胞激活的标志。本研究中两

种方法构建小鼠模型肝脏切片免疫组化染色结果

均显示
α蛳SMA

显著高表达， 提示
PHT

形成与肝星

状细胞激活有关，

PHT

治疗中抑制肝脏
α蛳 SMA

表

达可能是一较好切入点。 以上结果表明，

BDL

及

CCl

4

诱导方法构建的
PHT

小鼠模型门静脉压升高

与肝功能损伤、肝脏结构破坏和胶原沉积、肝纤维

化相关蛋白高表达具有相关性。

关于门静脉压检测，对大鼠
PHT

模型较多采用

经回结肠静脉穿刺测取门静脉压［

17

］

。 本研究预实验

中由于小鼠回结肠静脉较细小，穿刺操作难度较大，

成功率不高； 选用相对较粗大的门静脉主干穿刺

后，提高了成功率，从而能顺利通过血压传感器将

穿刺留置针接口连接于生物信号采集与分析系统，

进行准确的量化检测。经
PHT

小鼠模型门静脉主干

穿刺测取门静脉压是一种相对简单、高效的方法。

总之，

BDL

及
CCl

4

诱导方法均能成功构建
PHT

小鼠模型，其门静脉压、血清学生化指标及肝脏病

理学等方面均符合
PHT

特点。

PHT

小鼠模型构建在

PHT

基础研究中将有广阔的应用前景。
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