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■背景资料
在欧美国家的嗜
酒人群中, 酒精性
肝病(alcoholic liver 
disease, ALD)的患
病率高达84%, 其
中20%-30%可进
展为肝硬化. 随着
我国生活水平的
提高、饮食结构
的改变和酒精消
费量的日益增长, 
ALD的发病率也
呈现逐年升高的
趋势. 
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Abstract
AIM: To create a mouse model of alcohol-
induced acute liver injury and to dynamically 
monitor the changes in histological structure, 
oxidative stress and inflammation in this model.

METHODS: Forty-eight ICR mice were ran-
domly divided into two groups and were intra-
gastrically given 50% ethanol (model group) or 
isocaloric/isovolumetric maltose-dextrin solu-
tion (control group). At 1.5, 3, 6 and 12 h after 
administration, all mice were sacrificed to take 
serum samples for biochemical measurements 
and liver samples for HE staining and Sultan III 
staining to grade the degree of fatty changes and 
inflammation.

RESULTS: The dose we used caused no mortal-
ity. Serum levels of ALT (U/L) and TG (mmol/
L) gradually increased with time, reaching the 

peak at 6 h and then slightly decreasing at 12 h. 
Hepatic GSH content reached the lowest level at 
6 h. Hepatic SOD content decreased most signifi-
cantly at 1.5 h (by about 24%), whereas hepatic 
MDA content increased most significantly at his 
time point (up to 2.2 times the normal group). 
Hepatic levels of IL-1β and TNF-α gradually 
increased with time, reaching the peak at 12 h. 
At 12 h after administration, liver cell swelling, 
hydropic degeneration and other pathological 
changes were visible around the central vein 
and interlobular veins. With the prolongation of 
modeling time, the degree of liver steatosis was 
aggravated. 

CONCLUSION: A mouse model of alcohol-
induced acute liver injury has been successfully 
developed and can be used for studying the 
pathogenesis of acute liver injury. The method 
used for the development of this animal model is 
simple and has a short cycle and good stability.

Key Words: Alcohol; Alcohol-induced acute liver in-
jury; Dynamic monitoring
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摘要

目的: 建立一次性暴饮小鼠急性酒精性肝损
伤模型, 并动态研究肝脏病理形态学、氧化应
激因子、炎症因子的变化.

方法: 将48只ICR小鼠随机分成2组, 空白对照
组一次性给予等热量、等体积的糖水6 g/kg灌
胃, 模型组一次性给予50%乙醇(6 g/kg)体质量
灌胃, 分别于灌胃后1.5、3、6、12 h动态监测
小鼠血清谷丙转氨酶(alanine aminotransferase, 
ALT)、甘油三酯(triglyceride, TG), 肝组织匀
浆丙二醛(malondialdehyde, MDA)、还原型谷
胱甘肽(reduced glulathione hormone (GSH)、
超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD), 
及肝组织白介素-1β(interleukin 1β, IL-1β)、肿
瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)
表达; 肝组织HE染色、苏丹Ⅲ染色观察肝组

■同行评议者
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■研发前沿
目前除戒酒和支
持 性 治 疗 外 ,  尚
无令人满意的治
疗 药 物 .  而 建 立
理想的动物模型
是研究ALD损伤
发病机制和防治
方 法 的 前 提 ;  但
目前国内外急性
酒精性动物模型
参 差 不 齐 ,  在 一
定程度上限制了
实验研究.

织形态学、脂肪变性程度.

结果: 成功复制了一次性暴饮50%乙醇(6 g/kg)
的小鼠急性肝损伤模型, 小鼠无死亡, 出现翻
正反射消失、嗜睡等醉酒状态. 模型组小鼠
血清ALT、TG水平随时间逐渐升高, 6 h达峰
值, 12 h略下降; 肝匀浆GSH含量6 h降至最低; 
造模后1.5 h肝脏SOD含量下降最为显著, 下
降约24%; 1.5 h肝脏MDA含量上升最为显著, 
上升至正常组的2.2倍; 肝脏IL-1β、TNF-α水
平升高, 12 h达峰值; HE染色结果示, 造模后
12 h可见中央静脉及小叶间经脉周围出现肝
细胞肿胀、水样变性等病理改变; 苏丹Ⅲ染
色结果显示随着造模时间延长肝脂肪变性程
度加重.

结论: 此模型造模周期短、易复制、稳定性
好, 是研究急性酒精性肝损伤发病机制和筛选
药物的理想模型.

关键词: 酒精; 急性酒精性肝损伤; 动态监测
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0  引言

酒精性肝病(alcoholic liver disease, ALD)是欧美

国家常见的肝脏疾病. 随着我国生活水平的提

高、饮食结构的改变和酒精消费量的日益增长, 
ALD的发病率也呈现逐年升高的趋势. ALD也

日益引起了人们的重视. 而建立理想的动物模

型是研究酒精性肝损伤发病机制和防治方法的

前提; 但目前国内外急性酒精性动物模型参差

不齐, 在一定程度上限制了实验研究. 一次性暴

饮建立的急性酒精性肝损伤模型目前比较成熟, 
由于造模周期短, 易复制, 且与人类豪饮造成

的肝损害一致, 是研究急性酒精性肝损伤发病

机制和筛选药物的理想模型; 但目前尚缺少对

造模过程中动物血清学及病理学改变的动态观

察数据. 本文旨在通过一次性暴饮建立急性酒

精性肝损伤模型, 并动态监测小鼠血清生化指

标、氧化应激指标及肝组织病理的变化. 

1  材料和方法

1.1 材料 48只SPF级♂ICR小鼠, 体质量20 g±2 g, 
购自上海斯莱克实验动物有限公司; 实验动物

饲养于中国人民解放军第二军医大学清洁级动

物房, 12 h光照和黑夜循环, 温度22 ℃±2 ℃, 湿

度50%-60%, 标准饲料, 自由饮水; 56 ℃白酒购

自北京红星酒业有限公司; ALT、TG检测试剂

盒购于南京建成公司; SOD、MDA、GSH试剂

盒购自南京建成公司; 小鼠IL-1β、TNF-α酶联

免疫吸附测定试剂盒购自eBiosience公司; 油红

O及HE染色相关试剂购自美国Sigma公司. 
1.2 方法

1.2.1 分组及处置: ICR小鼠适应性饲喂1 wk后随

机分成2组: 模型组和空白对照组. 模型组给予

50%乙醇(6 g/kg)灌胃, 空白组给予等热量、等体

积的糖水6 g/kg体质量灌胃, 灌胃后2组均禁食. 
于灌胃后1.5、3、6、12 h分别将每组6只小鼠称

重后麻醉、摘眼球取血; 肝脏称重后部分液氮

冻存, 部分4%多聚甲醛固定, 进行生化、病理形

态学等测定. 
1.2.2 血清ALT、TG含量: 取血后静置30 min, 离
心3 000 r/min×10 min, 常规分离血清, 按试剂盒

说明测定血清ALT、TG含量. 
1.2.3 肝脏氧化应激因子、炎症因子: 将冻存

组织取出后匀浆, 用TBA法检测肝组织匀浆中

MDA和GSH的含量, 用黄嘌呤氧化酶法检测肝

组织匀浆中SOD含量, 按试剂盒说明测定肝脏

IL-1β、TNF-α含量. 
1.2.4 肝组织病理形态学: 小鼠肝组织冰冻切片

行苏丹Ⅲ染色; 肝组织石蜡切片行常规HE染色. 
苏丹Ⅲ及HE切片使用Olympus摄像系统进行观

察和摄片. 
统计学处理 统计软件采用SPSS18.0统计软

件包分析, 统计结果用mean±SD表示. 2组间比

较先采用方差分析F检验进行方差齐性检验, 方
差齐的采用非配对t检验, 不齐的采用非参方差

分析. P <0.05有统计学意义. 

2  结果

2.1 一般情况 各组小鼠均无死亡, 模型组小鼠出

现翻正反射消失、嗜睡等醉酒状态, 灌酒后6 h
后小鼠逐渐苏醒. 
2.2 血清ALT、TG 与空白组相比, 模型组小鼠血

清ALT、TG水平随着时间的推移逐渐上升, 均
于6 h达峰值, 12 h略下降(表1); 与空白对照组相

比, 模型组血清ALT、TG在1.5、3、6、12 h, 两
组间差异均有统计学意义(P <0.01).
2.3 肝脏IL-1β、TNF-α含量 与空白组相比, 模型

组肝匀浆IL-1β、TNF-α含量均上升(表2). 肝匀

浆IL-1β含量灌酒后即上升, 于造模12 h时达峰

值. 模型组肝脏TNF-α水平随着时间的推移逐渐
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■应用要点
本研究紧密联系
临床, 通过一次性
豪饮建立小鼠急
性酒精性肝损伤
模型, 并探讨急性
酒精性肝损伤的
表现及发病机制, 
为动物实验研究
和药物开发提供
良好的实验平台.

上升, 于12 h达峰值. 其中12 h两组肝脏IL-1β、
TNF-α含量比较均有显著统计学意义(P <0.01). 
2.4 肝脏GSH含量 模型组小鼠于灌酒后肝脏GSH
含量下降, 于6 h降至最低, 12 h时略上升(表3). 6 h
两组肝脏GSH含量有显著统计学意义(P<0.01). 
2.5 肝脏S O D、M D A含量  与空白对照组相

比, 1.5 h肝脏SOD含量下降最为显著, 下降约

24%(237.56±4.12 vs  181.69±13.01); 1.5 h肝脏

MDA含量上升最为显著, 上升至正常组的2.2倍
(2.63±0.32 vs  5.76±0.21). 1.5 h两组肝脏SOD
含量有显著统计学意义(P <0.01). 
2.6 肝组织病理形态学检测 HE染色结果显示: 
空白组小鼠各检测点肝组织形态结构均正常; 
模型组小鼠1.5、3、6 h HE染色切片未见明显

变化, 12 h可见中央静脉及小叶间经脉周围出现

肝细胞肿胀、水样变性等病理改变(图1). 

苏丹Ⅲ染色结果显示, 空白组小鼠各检测

点肝组织未见红色脂滴; 模型组小鼠, 随着造模

时间的延长, 肝组织红色脂滴数逐渐增多, 12 h
见大量红色脂滴, 表现为脂滴弥漫浸润入肝细

胞中 ,  肝小叶内含脂滴细胞数/总细胞数约为

25%-35%(图2). 

3  讨论

在西方国家, ALD及其并发症是导致死亡的重要

病因之一[1]. 在欧美国家的嗜酒人群中, ALD的患

病率高达84%, 其中20%-30%可进展为肝硬化[2]. 
ALD早期损伤多为可逆的, 如能及时有针对性

地治疗可防止疾病向肝硬化、肝癌等不可逆病

变发展[3]. 目前除戒酒和支持性治疗外, 尚无令

人满意的治疗药物. 因此需要通过大量的动物

实验开展深入的研究, 而理想的动物模型则是

实验的前提. 目前国内外关于急性酒精性肝损

伤模型的造模方法主要有酒精灌胃和腹腔注射, 
但腹腔注射死亡率高, 且不符合人类饮酒习惯. 
而酒精灌胃法造模周期短、易复制、稳定性好, 
无死亡, 且符合人类豪饮所致肝损伤的特点, 对
研究酒精性肝损伤发病机制和筛选药物起关键

作用, 但目前尚缺少急性酒精性肝损伤模型的

动态监测数据.  
ALD的发生、发展涉及遗传、营养和环境

因素等多因素, 其早期发病机制与氧化应激、

表  1  两组不同时间点血清ALT、TG比较 (n  = 6, U/L, mean±SD)

     
造模时间

                         空 白 组                        模 型 组

       ALT         TG         ALT        TG

1.5 h 6.16±0.75 1.57±0.20 10.00±0.89ｂ 2.58±0.05ｂ

   3 h 7.00±0.89 1.55±0.12 12.16±1.17ｂ 3.67±0.16ｂ

   6 h 6.25±1.26 1.26±0.24 20.00±1.14ｂ 5.62±0.22ｂ

 12 h 6.55±1.02 0.97±0.15 15.50±1.04ｂ 4.25±0.33ｂ

bP<0.01 vs  空白组.

表  2  两组不同时间点肝脏IL-1β、TNF-α比较 (n  = 6, pg/mg protein, mean±SD)

     造模时间                       空 白 组                          模 型 组

      IL-1β       TNF-α        IL-1β         TNF-α

1.5 h 5.85±0.19 70.10±5.25   7.22±0.57ｂ   85.82±5.70a

   3 h 5.76±0.43 74.62±5.50   6.33±0.46a   86.02±6.03a

   6 h 5.92±0.34 68.82±4.54   6.19±0.42   92.53±2.17ｂ

 12 h 5.63±0.25 72.32±4.80 10.43±0.59ｂ 130.33±3.65ｂ

aP<0.05, bP<0.01 vs  空白组.

表  3  两组不同时间点GSH比较 (n  = 6, nmol/mg protein,
 mean±SD)

     造模时间 空 白 组GSH 模 型 组GSH

1.5 h 1.79±0.11 1.53±0.14

   3 h 1.89±0.22 1.25±0.09ｂ

   6 h 1.72±0.21 0.76±0.09ｂ

 12 h 1.68±0.16 1.12±0.12a

aP<0.05, bP<0.01 vs  空白组.
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■同行评价
本 文 结 构 较 清
晰, 结果、结论明
确, 且文章的科学
性、创新性和可
读性能较好地反
映我国该领域研
究的先进水平.

内毒素介导的细胞因子释放、线粒体损伤、肝

细胞凋亡等密切相关. 而氧化应激始终被认为

是酒精性肝病的一个重要的致病因素. 乙醇进

入体内后主要经肝细胞中的乙醇脱氢酶(alcohol 
dehydrogenase, ADH)代谢为乙醛, 再经乙醛脱氢

酶(aldehyde dehydrogenase, ALDH)代谢为乙酸. 
乙醇代谢过程中产生大量的还原型辅酶Ⅰ(dihy-
dronicotinamide-adenine dinucleotide, NADH), 引
起NADH/NAD+比例升高, 增加了呼吸链中传递

的电子流, 导致活性氧(reactive oxygen species, 
ROS)过度产生, 引起脂质、蛋白质和脱氧核糖

核酸(deoxyribonucleic acid, DNA)的降解[4-7]. 除
生成过量的ROS, 酒精还对多种抗氧化物酶和非

抗氧化物造成损伤, 导致氧化应激, 促进ALD的

发生、发展[8]. 同时, 酒精可激活细胞色素P450, 
尤其细胞色素酶P4502E1(CYP2E1), 使反应性

氧中间产物和脂质过氧化终产物形成增多, 从
而介导自由基脂质过氧化引起肝脏损伤. 急性

期会发生肝细胞水肿, 肝脏体积和重量增大, 肝
脏系数增大. 肝脏中蓄积的大量TG以极低密度

脂蛋白(very low density lipoprotein, VLDL)的形

式运出肝脏, 进入血液, 使血中TG含量也相应增

加. 同时, 短时间内大剂量摄入酒精导致脂肪酸

氧化障碍, TG以微泡形式在肝细胞中沉积, 苏木

素特异性组织脂肪化学染色后, 镜下可见肝细

胞呈泡沫状, 肝细胞内脂滴明显增加, 大小不等. 

A B

图  1  两组小鼠造模后12 h肝脏HE染色(×100). A: 空白组; B: 模型组12 h.

A B C

D E

图  2  两组小鼠肝脏苏丹Ⅲ染色(×100). A: 空白组; B-E: 模型组1.5、3、6、12 h.
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这种小泡状脂变在临床上往往标志着较严重的

预后, 可导致肝功能衰竭或死亡. 同时, 乙醇能

使肠道通透性增加, 机体内毒素如脂多糖(lipo-
polysaccharide, LPS)的水平上升, 从而导致内毒

素血症. 氧化应激和内毒素血症可激活核因子

κB(nuclear factor NF-kappa-B, NF-κB), NF-κB
的激活再进一步调控多种细胞因子, 如TNF-α, 
IL-1, IL-6等的释放, 引起肝细胞进一步坏死、

凋亡、炎症加重[9-15]. 
本实验成功复制了一次性暴饮50%乙醇

(6 g/kg)的小鼠急性肝损伤模型. 实验结果显示: 
(1)模型组小鼠血清ALT、TG水平随着时间的推

移逐渐上升, 均于6 h达峰值, 12 h略下降. 有研

究发现一次大剂量酒精冲击后ALT、碱性磷酸

酶(alkaline phosphatase, AKP)会逐渐降至正常, 
说明小鼠肝脏具有很强的自主修复和代偿能力. 
而苏丹Ⅲ染色结果显示模型组小鼠肝脏见大量

红色脂滴, 可见肝细胞脂肪变性程度与血中TG
含量变化基本一致; (2)模型组小鼠肝脏炎症因

子在造模后逐渐升高, 可能与损伤早期氧化应

激和内毒素血症激活NF-κB, NF-κB的激活再

进一步调控多种细胞因子有关, 如TNF-α, IL-1, 
IL-6等的释放, 引起肝细胞进一步坏死、凋亡、

炎症加重[16]. 但由于监测时间短, 肝脏HE染色未

见明显炎细胞浸润; (3)在灌酒后小鼠氧化应激

因子迅速发生了改变, 氧化应激在酒精性肝损

伤早期重发挥着重要作用. 氧化应激指机体在

遭受各种有害刺激时, 体内活性高分子如ROS和
活性氮自由基产生过多, 氧化系统和抗氧化系

统失衡, 通过不同途径引起细胞凋亡或坏死、

导致组织损伤[17]. 而肝细胞含有大量的SOD和过

氧化氢酶, 因此当ROS过量产生和或抗氧化机能

低下时, 就易发生肝细胞膜脂质过氧化、细胞

器功能异常、炎症反应, 甚至核氧化. 而肝库普

弗细胞(Kupffer cell)、肝窦内皮细胞、肝星状细

胞及Pit细胞(NK细胞)同样对肝细胞的氧化应激

有影响. 如Kupffer细胞在氧化应激时可被活化, 
释放TNF-a等炎症介质[18,19]. 因此损伤早期抗氧

化应激具有积极的作用. 
总之, 本研究系统监测了小鼠急性酒精性肝

损伤肝脏病理及血清学的变化, 为更加深入研究

发病机制和临床防治提供理想稳定的动物模型.
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