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Abstract
AIM: To establish a stable and effective mouse 
model of fulminant hepatic failure (FHF) 
induced by D-galactosamine (D-GalN) and 
lipopolysaccharide (LPS).

METHODS: Two factors, attacking dosages 
of D-GalN and LP, influencing the success of 
modeling were chosen by factorial experiment. 
Three dosages of two factors were injected into 
the peritoneal cavity of mice and the death rate 
within 24 hours was calculated. Liver function 
and liver histopathological changes were also 
detected�.

RESULTS: Two administration projects were 
chosen: 600 mg/kg D-GalN combined with 0.5 
mg/kg LPS, or 800 mg/kg D-GalN combined 
with 0.04 mg/kg LPS. The death rates were af-
fected by D-GalN and LPS in dose-dependent 

manner (F = 36.878, P = 0.000; F = 32.386, P = 
0.000). There are interaction between D-GalN 
and LPS (F = 5.226, P = 0.005), and the combi-
natory administration of D-GalN and LPS in-
creased the death rates of mice obviously.

CONCLUSION: The standard model of mouse 
FHF can be established successfully using facto-
rial experiment.

Key Words: D-Galactosamine; Fulminant hepatic 
failure; Model; Factorial experiment
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摘要
目的: 建立稳定有效的小鼠D-氨基半乳糖
(D-G a l N)和内毒素(L P S)致暴发性肝衰竭
(FHF)模型. 

方法: 采用析因实验法, 选择两个影响模型成
功率的因素: D-GalN和LPS的攻击剂量. 两者
各选取三个水平, 以小鼠24 h病死率为评价指
标, 观察实验鼠的血清肝功能和肝组织病理学
改变. 

结果: 优选出两种较理想的给药方案: D-GalN 
600 mg/kg联合LPS 0.5 mg/kg和D-GalN 800 
mg/kg联合LPS 0.04 mg/kg腹腔注射. 不同剂
量的D-GalN和LPS对模型的病死率均有影响
(F  = 36.878, P  = 0.000; F  = 32.386, P  = 0.000), 
均存在量效关系; 而且D-GalN和LPS间存在交
互作用(F  = 5.226, P  = 0.005), 两种试剂合用可
以明显提高模型的病死率.

结论: 建立了D-GalN和LPS致小鼠FHF的规
范化模型.

关键词: D-氨基半乳糖; 暴发性肝衰竭; 模型; 析因
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■背景资料
暴 发 性 肝 衰 竭
( F H F ) 的 研 究 是
医 学 界 的 热 点 , 
用D-氨基半乳糖
(D-GalN)和内毒
素 ( L P S ) 建 模 常
用, 但存在剂量波
动大, 造模条件不
规范等问题, 不利
于实验结果的横
向比较和药物的
科学评价, 建立规
范化模型显得十
分重要. 根据研究
目的不同将肝损
伤 模 型 分 为 :  药
物中毒性肝损害
动物模型、外科
手术型肝损害动
物模型、免疫性
肝损害动物模型
等等, 值得注意的
是, 近年来动物实
验受到公众和动
物保护组织的谴
责越来越多, 国际
上对动物实验的
管理亦日趋严格, 
因而建立动物模
型还应注意符合
伦理学和动物权
益的标准.
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0  引言

肝衰竭(hepatic failure)是由于广范围的肝细胞

死亡或急性严重的肝功能破坏所致的凶险的

临床综合征 ,  是一切肝脏疾病重症化的共同

结局. 暴发性肝衰竭(fuminant hepatic failure, 
FHF)的发生机制及其药物治疗一直是医学界

的重要研究课题, 方便、有效、稳定及可重复

性高的FHF模型是必要的研究基础. 采用D-氨
基半乳糖(D-galactosamine, D-GalN)和内毒素

(lipopolysaccharide, LPS)联合给药建立模型是目

前学术界十分常用的方法, 但文献报道的建模

药物剂量波动范围很大, 例如D-GalN的剂量在

200-1000 mg/kg之间均有报道, 不规范的造模条

件严重影响了评价标准的一致性, 不利于实验

结果的横向比较和药物的科学评价. 鉴于此, 我
们采用析因实验法, 选择D-GalN和LPS的攻击剂

量为影响因素, 以小鼠24 h死亡率为评价指标, 
通过验证实验和肝组织病理检查进一步认证来

优化造模条件, 希望建立理想的FHF模型, 并且

在规范建模方面做出有意义的探索.

1  材料和方法

1.1  材料 D-G a l N由重庆医科大学 -生物医

学工程教研室提供 ;  大肠杆菌O111:B4内毒

素(lipopolysaccharide from Escherichia Coli 
Serotype O111:B4, LPS, L3012)由美国Sigma公
司生产. -20℃低温冰箱(青岛Haier公司), -70℃
超低温冰箱(So-low enviroment equipment公司, 
美国), 台式离心机(Beckman公司, 美国), 超净工

作台(苏州安泰空气技术有限公司). 采用BALB/
c小鼠(清洁级), ♀, 6-7  wk, 18-22 g, 购自湖南省

农业科技大实验动物中心, 在中南大学湘雅医

学院实验动物学部清洁级环境中适应1 wk后开

始实验, 实验前12 h禁食, 不禁水, 实验后即正常

进食进水.
1.2 方法 
1.2.1 析因实验因素水平的设计 选择两个影响

模型成功率的关键因素: D-GALN和LPS的攻击

剂量, 两者均选取三个水平, 设计两因素三水平

的析因实验方案. 通过前期的预实验, 初筛出实

验药物剂量(表1).
1.2.2 实验安排 按因素水平表安排实验, 将实验

鼠的24 h死亡率设为评价指标, 以实验鼠的血清

丙氨酸氨基转移酶(ALT)水平和肝脏病理改变
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为验证指标, 通过验证实验进行证实.  
1.2.3 动物分组及给药 BALB/c小鼠135只, 清洁

级, 18-20 g, 单一雌性, 按析因设计方案随机分

为9组, 每组15只, 每一组内再随机分三个平行

组(n  = 5). D-GalN和LPS均用无菌生理盐水溶解

配制成相应浓度后过滤除菌, 所有应用器皿均

经灭菌处理, 药物混合直接腹腔注射. 
1.2.4 验证实验 根据析因实验的结果, 选择最佳

的剂量组合进行验证实验, 再次观察24 h病死

率; 另设模型组和正常组及生理盐水对照组进

行平行实验, 注射9 h后从眼球后静脉丛采血检

测血清ALT(nkat/L)(送湘雅医院检验科采用全自

动生化分析仪检测), 采血后立即处死, 取左叶肝

组织用40 g/L甲醛固定后备做病检. 
1.2.5 肝组织病理检测 肝组织常规石蜡包埋, 连
续切片, 常规HE染色, 肝损害病理分级参照文献

[1-2]. 按肝组织炎症、坏死及出血程度分五级

(0-Ⅳ): “0”无坏死; “Ⅰ”肝小叶中央静脉周

围有点状坏死, 散在炎细胞浸润及嗜酸小体形

成; “Ⅱ”肝细胞坏死呈灶状或片状, 占小叶1/3
以内, 炎细胞浸润呈灶状; “Ⅲ”肝细胞坏死呈

广泛坏死伴出血, 占小叶1/3-2/3, 炎症浸润呈片

状; “Ⅳ”肝细胞坏死占小叶2/3以上伴严重出

血, 大量炎细胞浸润. 
统 计 学 分 析  计量资料以均数和标准差

(mean±SD)表示, 所有数据用SPSS11.0软件进

行分析处理, 析因实验部分采用单因素方差分

析和Student Newman Keuls(SNK)法作多重比较, 
血清ALT水平的比较采用t检验.

2  结果

2.1 析因实验结果实验结果验结果 当D-GalN剂量为800 mg/kg
时, LPS剂量在0.04-0.5 mg/kg区间内均能达到实

验要求, 当D-GalN剂量为600 mg/kg或700 mg/kg
时, LPS剂量在0.5 mg/kg时可满足实验要求(表
2, 图1).

不同剂量的D-G a l N对模型的病死率有

影响(F = 36.878, P = 0.000<0.01), 不同剂量的

www.wjgnet.com

■创新盘点
采用析因实验设
计 的 方 法 筛 选
FHF模型方案, 并
通过验证实验从
病 死 率 、 血 清
ALT水平和肝组
织病理学改变三
方面证明造模成
功, 以期为FHF的
实验研究和相关
抗肝衰竭药物的
研究建立规范统
一的方法做初步
探索.

表  1  因素水平表

      
                                                         因素

                D-GalN剂量(mg/kg, ip)          LPS剂量(mg/kg, ip) 

1	             600	                     0.04

2	             700	                     0.30

3	             800	                     0.50

水平
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LPS对模型的病死率有影响(F = 32.386, P = 
0.000<0.01), 均存在量效关系; 而且D-GalN和

LPS间存在交互作用(F = 5.226, P = 0.005<0.01), 
两种试剂合用可以明显提高模型的病死率. 根
据进一步实验的要求, 我们选择的攻击强度为

24 h病死率在80%以上(含80%), 结合上述析因

实验的结果, 根据费效比最小的原则, 选择两种验的结果, 根据费效比最小的原则, 选择两种

可能的最佳方案进行验证实验, 分别是D-GalN 
800 mg/kg+LPS 0.04 mg/kg和D-GalN 600 mg/
kg+LPS 0.5 mg/kg(表3). 
2.2 验证实验结果 病死率: 根据析因实验选出实验选出验选出

的两种最佳方案进行验证实验, 结果如表4所示, 
每一实验组的24 h病死率都在80%以上, 结果稳

定可靠、可重复性高.
肝功能: 两种方案各随机选择6只小鼠建立

FHF模型组, 同时设立生理盐水对照组(n = 6)和
正常组(n = 6), 在生理盐水组中小鼠给予同体积

的生理盐水腹腔注射, 在给药9 h时从眼球后静

脉丛采血检测血清ALT水平(nkat/L). 结果如表5
所示, 模型组ALT水平较生理盐水组和正常组升

高约100倍, 有显著性差别(P <0.01), 生理盐水组

ALT水平较正常组也有升高, 但远低于模型组水

平, 可能与损伤和应激有关.
肝组织病理改变: 给药9 h, 模型组大部分小

鼠死亡或垂死, 肉眼观察肝脏表面呈酱紫色或

红白相间的大片花斑样改变, 肝组织HE染色普

通光镜分析: 正常组和生理盐水对照组小鼠肝

组织呈正常肝细胞形态, 小叶结构完整清晰, 无
炎性细胞浸润. FHF模型组所有切片失去正常肝

小叶结构, 可见中、重度炎性细胞浸润, 存在大

量点状坏死、小灶性坏死; 有83.3%切片病理分

级在“Ⅲ”- “Ⅳ”级, 肝细胞多见片状坏死及

桥接坏死, 坏死区内大量的红细胞充填并大量

炎性细胞浸润, 凋亡小体多见, 存活肝细胞气球

样变或嗜酸性变、萎缩、形成嗜酸性小体, 血
窦反应活跃及有小胆管增生并淤胆等FHF的病

理改变.

■应用要点
建立D-氨基半乳
糖和LPS小鼠FHF
模型, 关键在于科
学地选择剂量, 建
模药物需在短时
间内注完, 以保证
药物作用的有效
性和均一性.

表  2  D-GalN和LPS混合腹腔注射模型的病死率(%)

      
                                                D-GalN剂量(mg/kg)

                                     600	        700	                800 

0.04	               20(1/5)	     20(1/5)	          100(5/5)

	                 0(0/5)	     40(2/5)	            80(4/5)

	               20(1/5)	     60(3/5)	            80(4/5)

0.30	               40(2/5)	     60(3/5)	          100(5/5)

	               20(1/5)	     40(2/5)	          100(5/5)

	                 0(0/5)	     40(2/5)	            80(4/5)

0.50	               80(4/5)	     80(4/5)	          100(5/5)

	             100(5/5)	   100(5/5)	          100(5/5)

	               80(4/5)	   100(5/5)	          100(5/5)
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图  1  不同剂量模型鼠病死率观察.

表  3  D-GalN和LPS混合腹腔注射模型的病死率的方差分析表

      
变异来源	                               自由度	       SS	                 MS	            F 	                    P  

总变异	                               26             31 415.265			 

D-GalN主效应	                 2             13 047.123         6523.561            36.878              0.000

LPS主效应	                 2             11 457.790         5728.895            32.386	              0.000

D-GalN/LPS交互效应	 4	 3726.246             931.561              5.266              0.005

误差	                               18	 3184.107             176.895

表  4  验证实验结果表(n  = 3)

      
                                          实验因素                            24 h病

              D-GalN剂量(mg/kg)   LPS剂量(mg/kg)       死率(%)

1	           600                       0.5	             80(4/5)

2	           600                       0.5	           100(5/5)

3	           600	                       0.5	             80(4/5)

4	           800	                       0.04	             80(4/5)

5	           800	                       0.04	             80(4/5)

6	           800	                       0.04	           100(5/5)

序号
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3  讨论

肝脏结构功能复杂, 易受多种病原体、毒物及

免疫病理累及, 最终导致肝衰竭. 在中国, 肝衰

竭最常见的病因是HBV或其他肝炎病毒引起的

肝炎及其相关慢性肝病, 临床上大多表现为FHF
经过, 病程凶险病死率极高. FHF模型是实验和

临床假说的基础, 他的建立为探知FHF的病因、

病理生理、药物疗效判断及疫苗开发提供有用

的工具, 而可重复性、可预测性、可比性、低

费效比是建模成功的关键. 
D-GalN是FHF模型中十分常用的肝毒性药

物, 诱发肝损伤存在剂量依赖性. Leube et al [3], 
Kroger et al [4]认为D-GalN进入体内后可造成两

种特异生化损伤: 尿苷三磷酸(UTP)缺乏及尿苷

二磷酸(UDP)-氨基半乳糖聚集, 后者可能参与

粗面内质网的改变, 影响了蛋白质的合成. LPS
是革兰阴性细菌胞壁中的脂多糖, 在细菌代谢

过程中或死亡后释放, 由寡糖支链和类脂质A
组成, 后者是LPS的主要毒性成分, 他可以与机

体细胞生物膜上的磷脂相互作用, 产生多种生

物学作用[5]. 韩德五[8]认为LPS血症特别是肠源

性LPS血症是肝功能衰竭发生的物质基础. 近
年来, 由LPS诱导的以TNF-α为核心的炎症反

应, 在重型肝炎患者肝细胞继发性损伤中的作

用引起人们的高度重视[6-11], 研究者认为在LPS
性急性肝损伤和其他炎性细胞因子的产生中起

中心作用[12-14]. LPS造成肝脏毒性的机制主要是: 
(1)LPS可直接或通过炎性因子的作用破坏血管

内皮细胞的完整性, 造成微血管损伤及微血栓

的形成, 引起肝内出血和肝细胞的坏死[9]; (2)促
进肝星状细胞(HSCs)分泌多种炎性细胞因子, 
如TNF-α, IL-1b和IL-6等[10]. 这些炎性因子特别

是TNF-α的作用可造成凋亡性肝细胞死亡及炎

性细胞的浸润. 浸润的炎细胞可进一步造成肝

细胞的损伤, 形成恶性循环. D-GalN联合LPS建
立FHF模型较好地模拟了重型肝炎过程, 是得到

学术界公认的方法. 
根据我们的研究结果可以发现, D-GalN和

LPS对模型成功率均有影响, 存在剂量和肝损

害的效应关系, 两者合用可以显著增效, 减少

单用药物剂量. 本实验确定出D-GalN 800 mg/
kg+LPS 0.04 mg/kg和D-GalN 600 mg/kg+LPS 
0.5 mg/kg为合适剂量组合. 因该模型是急性损

害模型, 血清总胆红素的增高存在滞后, 主要

表现为肝损害早期最敏感的指标ALT的显著增

高, 其血清ALT水平较正常组和生理盐水对照

 

组升高100倍以上; 83.3%的肝组织病理分级在

“Ⅲ”- “Ⅳ”级之间; 病死率在80%以上, 与
临床重型肝炎的病死率及肝损害程度十分接近, 
我们认为这两种模型都成功地造成FHF. 我们还

发现D-GalN的剂量跨度较LPS要小, D-GalN的

小幅度剂量改变即引起LPS剂量的大幅变化, 表
现出增效剂功能, 与文献报道相一致[7]. 

值得注意的是D-GalN+LPS所造的FHF动物

模型只能近似地模拟暴发性肝炎的肝脏功能、

肝脏组织病理改变及部分的发病机制. 所以应

用该模型在对药物进行研究的过程中, 应该充

分考虑到模型本身、致病因子及药物药性三者

的相互关系的复杂性, 选择合理的攻击强度, 慎
重确定相应的造模条件, 进行规范化处理, 对得

到的任何结果还必须透彻分析, 然后慎重下结

论. 
本实验采用析因实验设计的方法筛选出两

种可能的FHF模型方案, 并通过验证实验从病死

率、血清ALT水平和肝组织病理学改变三方面

证明造模成功, 吻合一个理想的动物模型的条

件[15](与人类疾病特征相似, 病变有一定的发展

过程, 形成率高, 死亡率低, 重复性好, 造模简便

易行), 建立了D-GalN与LPS联合建模的规范化

方法, 以期为FHF的实验研究和相关抗肝衰竭药

物的研究建立规范统一的方法做初步探索.
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