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小鼠胆总管结扎致肝纤维化模型的建立与评价 

肖颜玉，胥 飚，崔 鲂，张莉萍 

(重庆医科大学附属第一医院检验科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：建立小鼠胆总管结扎致肝纤维化模型，并对其进行初步评价。方法：随机给予小鼠胆总管结扎和假手术，进行血 

清学指标(AST、AIJT、ATJP、TBIL、DBIL)检测；HE染色和天狼猩红染色进行形态学观察；采用免疫组化染色分析 0【一SMA和 CK一 

19表达；实时荧光定量 PCR检测 0【一SMA、Collagen一1 mRNA的表达。结果-，J、鼠胆总管结扎后 2周可见 cK一19阳性的棕褐色 

细胞明显增生 ，模型组血清 AST、ALT、ALP、TBIL、DBIL明显增高，(It—SMA、Collagen一1表达明显增强。结论：成功构建小鼠胆总 

管结扎致肝纤维化模型。 
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Establishment and evaluation of liver fibrosis model induced by 

bile duct ligation in mouse 
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【Abstract】Objective：To establish and evaluate liver fibrosis model induced by bile duct ligation in mouse．Methods：The bile 

ducts of the mice were occluded by ligation．Serum AST，AIJT，ALP，TBIL and DBIL were deteiTnined；the morphological obser— 

vation was done by HE staining and Sirius red staining．expressions of 0【-SMA and CK-19 were analyzed by immunohisto— 

chemistry staining；mRNA expression of 0【—SMA and Collagen一1 in liver tissues were assayed by real-time PCR．A sham—op— 

eration group was used as a contro1．Results：Chocolate brown cells with positive expression of CK-19 and 0【一SMA signifi- 

cantly proliferated 2 weeks after bile duct ligation．Serum AST，ALT，ALP，TBIL and DBIL levels of model group were much 

higher than those of control group；mRNA expression of 0【-SMA and Collagen-1 in liver tissue by real-time PCR were in- 

creased significantly in model group．Conclusion：The mouse liver fibrosis model Can be established successfully by bile duct 

ligation． 
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肝纤维化是多种慢性肝病发展为肝硬化的必 

经阶段，阻断肝纤维化是慢性肝病治疗中的关键问 

题【l1。为了更好地研究肝纤维化的发生机制以及药 

物对该病的疗效和治疗途径 ，需要建立稳定可靠的 

肝纤维化动物模型【2I。本研究目的是建立小鼠胆总 

管结扎致肝纤维化模型，并对其进行初步评价。 

1 材料与方法 

1．1 动物模型的建立 
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选择健康 6～8周龄大小的C57BL／6小鼠共 18只，随机 

给予小鼠胆总管结扎(Bile duct Ligation)和假手术(Sham 

operation)，假手术即打开腹腔，游离胆总管但不结扎，而后缝 

合。术后 5d和 2周打开腹腔，从下腔静脉取血，解剖摘取肝 

脏。 

1．2 主要 试剂 

小鼠抗 0【一SMA(平滑肌肌动蛋白)mAb、抗 CK一19(细胞 

角蛋白19)mAb分别购白美国Sant Cruz公司和Dako公司。 

生化试剂盒购自Et本和光公司。 

1．3 血清学生化指标检测 

采用 日立7170全 自动生化分析仪按照试剂盒说明书测 

定血清 AST、AIJT、ALP、TBIL、DBIL。 

1．4 形态学观察 

胆总管结扎和假手术小鼠肝组织块常规石腊切片，分别 
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行 HE染色和天狼猩红(sR)染色，光镜观察。 

1．5 免疫组织化学染色 

肝组织块经 SP法免疫组织化学染色。石腊切片经梯度 

乙醇脱水，甲醇过氧化氢封闭后，分别用抗 —SMA mAb和 

抗 CK一19 mAb 37℃孵育 1h，辣根过氧化物酶偶联的抗小鼠 

的二抗，37℃孵育 O．5h，二氨基联苯胺显色。用 PBS代替一抗 

做为阴性对照。 

1．6 实时荧光定量 PCR 

肝组织总 RNA的提取采用 Qiagen RNA—easy Mini试 

剂盒 ，严格按照说明书进行操 作 ；采用 RNA 6000 Nano 

LabChip对 RNA质和量进行分析 ；制备 cDNA，采用 SYBR 

Green荧光定量 PCR试剂盒分别对 —SMA、Collagen一1进 

行定量检测。每个基因的表达水平用 TATA结合蛋白TBP 

(TATA—box binding protein)进行正常化比较。统计分析采用 

t检验。 

2 结 果 

2．1 胆总管结扎模型中的炎症反应 

HE染色可见假手术组肝小叶结构完整 ，肝板 

排列整齐。手术组小鼠胆总管结扎 5d汇管区出现 

小胆管样上皮增生；2周汇管区小胆管明显增生，小 

图 1 假手术组肝小叶汇管区的结构 

(HEx20) 

胆管周围纤维组织增生，大量胶原沉积在小胆管周 

围。见图 1～3。 

2．2 胆总管结扎模型中胆总管增生和肝脏受损 

抗 CK一19 mAb免疫组织化学染色显示，小鼠 

胆总管结扎后 2周可见 CK一19阳性的棕褐色细胞 

明显增生，见图 5。 

血清学指标检测显示，小鼠胆总管结扎后 5d到 

2周 ，反映肝脏功能的主要指标明显增高 ，见表 1、 

2。 

2-3 胆总管结扎模型中肝纤维化的形成 

采用实时荧光定量 PCR分析，结果显示， 一 

SMA、Collagen一1 mRNA表达明显增高(见图 6a，图 

6b)。 

天狼猩红染色显示 ，小鼠胆总管结扎后 2周 ， 

可见肝小叶中央静脉周围有大量的胶原纤维束，见 

图8。 

抗 一SMA mAb免疫组织化学染色显示 ，小鼠 

胆总管结扎后 2周，可见 一SMA阳性的棕褐色细 

胞明显增多，成纤维细胞大量增生，见图10。 

3 讨 论 

图2 结扎术后 5d肝组织结构 

(HEx20) 

图4 假手术组 CK一19免疫组织化学染色 

(20x) 

图3 结扎术后 2周肝小叶汇管区的结构 

(HEx20) 

图 5 结扎术后 2周免疫组织化学染色显示胆总 

管上皮细胞明显增生。可见大量 CK19阳性的棕 

褐色胆总管上皮细胞(20x) 
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注：与对照组相比， O．001 

表 2 术后 2周小鼠胆总管结扎致肝纤维化模型血清学指标变化 

注：与对照组相比，．P<O．001 
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(模型组术后 5d和 2周，其 —SMA mRNA表达明显高 

于对照组 ，P<0．01) 

图6a 实时荧光定量 PCR分析 —SMA结果 

图 7 假手术组天狼猩红染色(20x) 

我国是慢性肝炎大国，肝纤维化是多种慢性肝 

病的共同反应，因此加强对肝纤维化基础与临床的 

研究具有重要的学术价值。其中模拟体内肝纤维化 

发生的动物模型的建立显得非常关键。可供选择的 

实验动物模型很多，可根据研究 目的的不同而选择 

相应的动物模型[31。本研究是采用小鼠胆总管结扎 

造成肝外胆道梗阻而引起肝纤维化。 

圈 

l 

圈 圈 l 
l一  圈 ■ 置 I 

(模型组术后 5d和 2周，其 Collagen一1 mRNA表达明显高 

于对照组 ，P<0．01) 

图6b 实时荧光定量 PCR分析 Collagen一1结果 

图8 结扎术后 2周天狼猩红染色显示中央静脉 

周围有大量的胶原纤维束(20x) 

胆总管结扎致肝纤维化的动物模型具有造模 

过程中炎性反应轻 、胆总管增生明显 、肝纤维化形 

成快等特点 。本实验中HE染色结果显示小鼠胆 

总管结扎后 2周肝小叶汇管区范围明显增大，中央 

静脉周围有炎性细胞侵润，胆小管明显增生；同时 

我们选用胆总管上皮细胞特异性标志一细胞角蛋 

白 19(CK一19)，免疫组织化学染色显示，小鼠胆总 
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图9 假手术组Ot—SMA免疫组化染色(20x) 

管结扎后 2周出现明显的胆总管上皮细胞增生，而 

且反应肝脏功能的主要生化指标血清 ALT、AST、 

ALP、TBIL以及 DBIL在胆总管结扎后 5d和2周明 

显增高，提示胆总管结扎后已经引起小鼠肝性炎性 

反应、胆总管细胞明显增生、肝脏受损等病理表现。 

在本实验过程中胆总管结扎组共有 2只小鼠死亡 

(共 18只)，死亡率约为 11．1％。 

肝纤维化的形成主要是由于肝星型细胞的活 

化并表达 I型胶原(Collagen I)和 Ot一平滑肌肌动 

蛋白(Ot—SMA)等细胞外基质[61。实时荧光定量 

PCR分析显示胆总管结扎后 5d和 2周肝组织的 

Collagen I和 Ot—SMA mRNA表达明显增强；天 

狼猩红染色显示 ，小鼠胆总管结扎后 2周 ，肝小叶 

中央静脉周围纤维化，可见大量的胶原纤维束；同 

时抗 Ot～SMA mAb免疫组织化学染色显示，小鼠胆 

总管结扎后 2周 ，可见 Ot—SMA阳性细胞明显增 

多，提示成纤维细胞大量增生。 

本研究从血清学、形态学以及组织病理学的角 

度证实，我们采用小鼠胆总管结扎造成肝外胆道梗 

阻，成功构建了肝纤维化模型，该模型简便易行，操 

图 10 结扎术后 2周免疫组化染色可见 Ot—SMA 

阳性的棕褐色细胞明显增多(20x) 

作者容易掌握 ，实验指标稳定 ，是一个较为理想的 

肝纤维化模型，为今后深入研究肝纤维化的发生机 

制奠定了关键的实验基础。 
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