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Abstract
AIM: To assess the tolerance of mice with carbon 
tetrachloride (CCl4)-induced fibrosis to a lethal 
dose of D-galactosamine/lipopolysaccharide (D-
GalN/LPS). 

METHODS: A mouse model of hepatic fibrosis 
was established by intraperitoneal injection of 
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肝纤维化能够保护小鼠抵抗D-GalN/LPS诱导的致死性损伤

白 丽, 孔 明, 张晓慧, 丁 美, 郑素军, 陈 煜, 段钟平

®

■背景资料
肝纤维化是许多
肝脏病变的最终
共同结局. 当前人
们对纤维化的认
知往往强调其导
致病理损害的一
面 ,  而 忽 视 了 纤
维化本身也是一
种针对慢性肝损
伤的伤口愈合反
应. 近年来有研究
显示, 纤维化可能
通过其强大的损
伤修复能力发挥
肝脏保护效应. 然
而, 关于四氯化碳
(carbon tetrachlo-
ride, CCl4)诱导的
肝纤维化中是否
存在对致死性损
伤的耐受效应尚
无明确报道. 

CCl4 (in mineral oil), twice a week for 6 wk. At 
the end of fibrosis induction, mice were chal-
lenged intraperitoneally with D-GalN (700 mg/
kg)/LPS (50 μg/kg). Normal mice treated in 
the same way were used as controls. Mice were 
sacrificed 24 h after acute insult. Sera and liver 
tissues were harvested for analyses. To evalu-
ate the tolerance of normal and fibrotic mice to 
a lethal dose of D-GalN/LPS, survival rate, se-
rum alanine aminotransferase (sALT) levels and 
histological changes of the liver were compared 
between before and after acute challenge.

RESULTS: The survival rate of fibrotic mice 
subjected to a lethal dose of D-GalN/LPS was 
significantly higher than that of normal mice 
treated in the same way (100% vs 20%). After 
challenged by D-GalN/LPS, sALT in normal 
mice increased by 455.9 folds (49.2 U/L ± 12.9 
U/L vs 22429 U/L ± 5446 U/L, P < 0.01), which 
was significantly higher than that in fibrotic 
mice (14.3 folds) [(463.7 U/L ± 109.0 U/L vs 
6630 U/L ± 1675 U/L, P < 0.01). The tolerance of 
fibrotic mice to D-GalN/LPS was confirmed by 
well-preserved liver architecture as compared 
with controls. 

CONCLUSION: CCl4-induced liver fibrosis pro-
tects mice against a lethal dose of D-GalN/LPS.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 证明四氯化碳(carbon tetrachloride, CCl4)
诱导的肝纤维化小鼠对致死性D-氨基半乳糖
/脂多糖(D-galactosamine and lipopolysaccharide, 
D-GalN/LPS)攻击的耐受性.  

■同行评议者
鲁玉辉 ,  副教授 , 
福建中医药大学
中医学院
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■研发前沿
近 年 来 ,  临 床 医
生和研究者逐渐
将研究重心转移
到肝纤维化作为
“双刃剑”的另
一 面 ,  即 其 强 大
的组织修复能力
可能具有的肝脏
保 护 效 应 .  这 种
认知的转变促使
我们能够对肝纤
维化这种疾病产
生全面而正确的
认识.

方法: 建立CCl4诱导的肝纤维化小鼠模型, 于
纤维化6 wk时以致死剂量的D-GalN(700 mg/
kg)/LPS(50 μg/kg)进行攻击, 以同样处理的正
常小鼠作为对照, 即实验共分为4组: 正常对
照组(Nor)、急性损伤组(Nor+D-GalN/LPS)、
肝纤维化组(F i b)、肝纤维化+急性攻击组
(Fib+D-GalN/LPS). 根据攻击前后小鼠生存
率、转氨酶水平及肝组织学的变化来评估正
常和纤维化小鼠对致死性D-GalN/LPS损伤的
耐受性.  

结果: 生存分析显示, Fib+D-GalN/LPS组的
生存率显著高于Nor+D-GalN/LPS组(100% vs  
20%). 血清转氨酶结果表明, Fib+D-GalN/LPS
组肝损伤程度明显轻于Nor+D-GalN/LPS组, 
其sALT水平分别为(6630 U/L±1675 U/L)和
(22429 U/L±5446 U/L)(P <0.01). 接受攻击的
纤维化和正常小鼠的sALT分别升高了14.3倍
和455.9倍.  肝组织学检查结果也证明, 接受致
死性D-GalN/LPS攻击的纤维化小鼠的肝损伤
较同样处理的正常小鼠明显减轻.  

结论: CCl4诱导的肝纤维化可保护小鼠抵抗致
死性D-GalN/LPS损伤的攻击.  

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 肝纤维化是一把“双刃剑”, 除导致病

变外, 还具有很强的组织修复能力. 本研究利用致

死剂量的D-氨基半乳糖/脂多糖(D-galactosamine 
and lipopolysaccharide, D-GalN/LPS)对正常和肝纤

维化小鼠进行攻击, 观察二者对损伤的耐受性. 结
果证明, CCl4诱导的肝纤维化可以保护小鼠抵抗致

死性D-GalN/LPS攻击. 
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0  引言

肝纤维化是各种慢性肝脏疾病的共同终末途

径, 以肝星状细胞(hepatic stellate cells, HSC)活
化、细胞外基质(extracellular matrix, ECM)过量

沉积、正常肝组织结构破坏和血液循环紊乱为

特征. 一旦肝内胶原组织过度沉积和增生, 假小

叶形成, 可进一步发展为肝硬化, 甚至进展为致

死性肝衰竭[1-4]. 因此, 大多数临床医生将肝纤维

化视为一种有害的病理反应. 然而, 不容忽视的

是, 肝纤维化还是一种针对慢性肝损伤的伤口愈

合反应, 是促使组织修复、进而保护自身的一种

正常反应[5-8]. 近年来国外有研究显示, 胆管结扎

(bile duct ligation, BDL)或硫代乙酰胺(thioacet-
amide, TAA)诱导的肝纤维化可通过促进肝细胞

生存/肝再生、抑制肝细胞凋亡而发挥有益的肝

脏保护效应[9-11]. 然而, 关于四氯化碳(carbon tet-
rachloride, CCl4)诱导的肝纤维化中是否存在该保

护性效应尚无明确报道. 本研究中, 我们利用致

死剂量的D-氨基半乳糖/脂多糖(D-galactosamine 
and lipopolysaccharide, D-GalN/LPS)对正常和肝

纤维化小鼠进行攻击, 观察二者对损伤的耐受

性. 我们的研究证明, CCl4诱导的肝纤维化可以

保护小鼠抵抗致死性D-GalN/LPS攻击.  

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂Balb/c小鼠, 8-12周龄, 购自军事

医学科学院实验动物中心. 普通饲养, 自由饮水, 
维持12 h亮/12 h暗昼夜节律. CCl4购自国药集团

(分析纯), 矿物油为Amresco产品, D-GalN和LPS
购自Sigma公司.  
1.2 方法

1.2.1 小鼠肝纤维化损伤模型的建立: 给Balb/c
小鼠腹腔注射CCl4(溶于矿物油中), 2次/wk, 共
6 wk. CCl4的初始剂量为2% (0.1 mL/10 g), 然后

逐渐增加剂量至30%, 即遵从2%→5%→10%→

20%→30%的给药模式.  
1.2.2 急性攻击: 分别给正常小鼠和纤维化小鼠

腹腔注射D-GalN(700 mg/kg)/LPS(50 μg/kg)进行

急性攻击.  
1.2.3 实验分组: 共分为4组: 正常对照组(Nor)、
D-GalN/LPS诱导的急性肝损伤组(Nor+D-GalN/
LPS)、肝纤维化组(Fib)、肝纤维化+急性攻击

组(Fib+D-GalN/LPS). 于急性攻击后24 h处死小

鼠, 收集血液和肝组织标本以供检测分析.  
1.2.4 生存率分析: 记录各组小鼠在72 h内的死

亡时间点, 并计算生存率.  
1.2.5 肝细胞损害检测: 采用全自动生化分析仪

检测反映肝细胞损害程度的指标血清丙氨酸氨

基转移酶(serum alanine aminotransferase, sALT)
的水平.  
1.2.6 肝组织病理学检测: 肝组织经常规福尔马

林固定、石蜡包埋、切片, HE染色及Masson染
色, 在光学显微镜下观察肝组织细胞损伤情况

及胶原纤维增生情况.  
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■相关报道
国外研究报道, 胆
管结扎(bile duct 
ligation, BDL)或
硫代乙酰胺(thio-
acetamide, TAA)
诱导肝纤维化小
鼠能够抵抗Fas介
导的急性肝损伤.

统计学处理 所有数据以mean±SD表示. 利
用Graphpad Prism 5.0软件包处理数据, 组间差

异的比较采用One-way ANOVA分析. P <0.05为
差异有统计学意义.  

2  结果

2.1 接受D-GalN/LPS攻击的正常和纤维化小鼠

生存率的比较 给正常小鼠腹腔注射致死剂量的

D-GalN/LPS, 小鼠的死亡率可高达80%, 而给纤

维化小鼠腹腔注射同样剂量的D-GalN/LPS, 小
鼠均未死亡(图1). 这就提示, 纤维化小鼠并非像

我们预期的那样“脆弱”, 相反, 他对致死性损

伤的耐受性较正常小鼠明显增强, 因而生存率

远远高于后者(100% vs  20%).  
2.2 接受D-GalN/LPS攻击的正常和纤维化小鼠

sALT水平的比较 正常小鼠经D-GalN/LPS急性

攻击后, 血清转氨酶水平由49.2U/L±12.9 U/L急
剧升高至22429 U/L±5446 U/L, 而在肝纤维化

基础上给予D-GalN/LPS攻击时, 其sALT由463.7 
U/L±109.0 U/L升高为6630 U/L±1675 U/L, 差
异均有统计学意义(Nor vs  Nor+D-GalN/LPS, Fib 
vs  Fib+D-GalN/LPS, Nor+D-GalN/LPS vs  Fib+D-

GalN/LPS, P <0.01)(表1). 接受攻击前后, 正常组

小鼠的sALT水平升高了455.9倍, 而纤维化小鼠

的sALT水平仅升高了14.3倍. 该结果进一步证

实, 纤维化小鼠对急性致死性损伤的耐受性较

正常小鼠显著增强.  
2.3 接受D-GalN/LPS攻击的正常和纤维化小鼠

肝组织学改变的比较 病理结果显示: 正常小鼠

肝小叶形态结构完整, 未见变性、坏死及炎症

细胞浸润等. 纤维化组小鼠的正常肝小叶破坏, 
汇管区纤维结缔组织增生, 形成线条状纤维间

隔, 分割肝组织而形成假小叶. 急性损伤组小鼠

肝损害严重, 肝小叶结构明显紊乱, 肝细胞明显

肿胀、变性、凋亡及坏死, 汇管区可见大量炎

细胞浸润. 而在肝纤维化基础上接受急性攻击

的小鼠, 其肝细胞变性、坏死程度较急性损伤

组明显减轻, 浸润的炎细胞也明显减少. Masson
染色显示, 纤维化组小鼠纤维组织明显增生, 证
明纤维化模型建立成功(图2).  

3  讨论

肝纤维化的有害作用已为广大临床医生和研究

者所熟知. 然而, 人们往往忽视, 除导致病变外, 
肝纤维化还是一种针对慢性肝损伤的伤口愈合

反应, 能够促使组织修复、进而保护自身. 近年

来, 研究者不再过度关注肝纤维化的危害性, 单
纯将其视为一种有害的病理过程, 反而将研究

重心逐渐转移到肝纤维化作为“双刃剑”的另

一面, 即其通过损伤修复可能呈现出的有益的

肝脏保护效应.  
本研究中, 当同时给正常小鼠和CCl4诱导的

纤维化小鼠腹腔注射D-GalN/LPS进行急性攻击

时, 结果出乎意料: 接受急性攻击的纤维化小鼠

的损伤程度明显轻于同样处理的正常小鼠, 表
现为: 生存率更高(100% vs  20%); sALT水平明显

降低; 肝组织学明显改善. 这就表明, 纤维化肝
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图  1  接受D-GalN/LPS攻击
的正常和纤维化小鼠的生存
率比较. D-GalN/LPS: D-氨

基半乳糖/脂多糖. Nor+D-

GalN/LPS: 正常小鼠接受

D-Gal/LPS攻击; Fib+D-

GalN/LPS: 肝纤维化小鼠接

受D-GalN/LPS攻击.

表  1  接受D-GalN/LPS攻击的正常和纤维化小鼠的转氨
酶水平比较

     分组   动物数(只)         ALT(U/L)    

Nor         8    49.2±12.9b

Nor+ D-GalN/LPS       10 22429±5446d

Fib         8  463.7±109.0d

Fib+D-GalN/LPS         8   6630±1675

bP<0.01 vs   Nor+D-GalN/LPS; dP<0.01 vs  Fib+D-GalN/LPS; 

Nor: 正常小鼠; Nor+D-GalN/LPS: 正常小鼠接受D-Gal/LPS攻击; 

Fib: CCl4诱导的肝纤维化小鼠; Fib+D-GalN/LPS: 肝纤维化小鼠

接受D-GalN/LPS攻击; ALT: 丙氨酸转氨酶; D-GalN/LPS: D-氨

基半乳糖/脂多糖.
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■创新盘点
本文从新的角度
(即肝纤维化的组
织修复功能)验证
了纤维化小鼠对
急性致死性攻击
的保护性损伤耐
受效应, 研究结果
对于全面正确认
识肝纤维化有积
极意义.

脏并不像我们所预期的那样“脆弱”, 相反, 他
对损伤的耐受性较正常小鼠明显增强, 可以保

护小鼠抵抗急性致死性损伤的攻击.  
我们所报道的关于肝纤维化诱导损伤耐受

这一现象并非无迹可寻. Chalasani等[12]首次阐

述了关于基线肝酶升高患者对他汀类药物的肝

毒性是否更为敏感的问题. 研究发现, 基线肝酶

升高患者的轻-中度(而非重度)生化指标升高较

基线肝酶正常者更为多见, 然而这些生化指标

的升高与是否服用他汀类药物无关, 也就是说, 
肝酶升高者对他汀类药物肝毒性的敏感性并不

高于肝酶正常者. 该结果提示肝损伤患者存在

对肝毒性物质的耐受性. 部分胆管结扎(partial 
bile duct ligation, PBDL)小鼠模型(可快速形成

纤维化)中, 与非结扎叶相比, 结扎叶对TNF-α/
D-GalN诱导的肝细胞凋亡的耐受性更强, 并可

阻止广泛出血的发生. BDL诱导的这种保护性

凋亡抵抗可延缓或阻止肝衰竭的发生[9]. 同样, 
TAA诱导的肝纤维化小鼠也可以抵抗Fas介导的

肝细胞凋亡及肝损害[11]. 体外实验也证明, 经Ⅰ

型胶原(typeⅠcollagen, COL1)处理的肝细胞对

于多种肝毒素的耐受性增强(呈剂量依赖方式), 
其促凋亡蛋白(Bad、Bid和Bax)的表达明显受到

抑制[11].  
上述临床和实验室证据证明了慢性肝损伤

(肝纤维化)诱导的损伤耐受现象的存在. 那么, 
这种保护性损伤耐受是通过何种细胞和分子途

径发挥作用的呢？利用PBDL小鼠模型进行的

研究显示, 结扎叶所具有的肝脏保护效应(即对

TNF-α/D-GalN诱导的肝细胞凋亡和肝损害的

抵抗)与肝细胞内AKT(一种重要的促生存信号

分子)的活化密切相关. 与非结扎叶相比, 结扎

叶中AKT的磷酸化及活化显著增强. 然而, 抑
制AKT时(Ad5DN-AKT), 结扎叶和非结扎叶对

TNF-α/D-GalN诱导的肝损伤的反应相同, 此时

结扎叶所具有的肝脏保护效应丧失[9]. 在TAA诱

导的肝纤维化中也存在肝组织AKT磷酸化活性

的增强[11]. 另外, ERK, 特别是ERK1, 也是涉及

纤维化诱导的肝脏保护效应的关键效应信号分

子.  在体外, 暴露于COL1的肝细胞中ERK1/2的

A

D

G H

E

B C

F

图  2  接受D-GalN/LPS攻击的正常和纤维化小鼠的病理改变(×200). A-D: HE; E-H: Masson. A, E:  Nor; B, F: Fib; C, G: 

Nor+D-GalN/LPS; D, H: Fib+D-GalN/LPS. Nor: 正常小鼠; Nor+D-GalN/LPS: 正常小鼠接受D-Gal/LPS攻击; Fib: CCl4诱

导的肝纤维化小鼠; Fib+D-GalN/LPS: 肝纤维化小鼠接受D-GalN/LPS攻击.
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活化更强、更快速. 然而, 抑制ERK信号通路可

逆转COL1的凋亡抵抗效应. 在体内, 野生型纤

维化小鼠肝脏中ERK1的磷酸化活性明显高于

ERK1-/-纤维化小鼠, 并且前者对Fas诱导细胞死

亡的抵抗效应也明显强于后者[11].  
以上提到的AKT和ERK都是重要的促生存

信号分子, 其介导的肝保护效应主要与增强肝

细胞的生长、增生、凋亡抵抗反应有关[13-15]. 在
细胞水平, 肝纤维化诱导的损伤耐受与Kupffer
细胞密切相关. 在PBDL小鼠模型中, 利用alen-
dronate liposomes耗竭Kupffer细胞后, 结扎叶对

TNF-α诱导的肝细胞凋亡的敏感性增强, 而肝

细胞的再生则明显削弱, 从而致使结扎叶所具

有的肝脏保护效应丧失[10]. Kupffer细胞在肝纤

维化形成和消融中的关键作用已经明确[16-19], 因
此, 经纤维化诱导活化的Kupffer细胞可能通过

抑制肝细胞凋亡及促进肝细胞再生而保护小鼠

抵抗随后的损伤攻击, 进而阻止肝衰竭或死亡

的发生.  
表面上, 肝纤维化诱导的肝脏保护效应似乎

与临床医生对肝纤维化的认知相违背, 然而, 这
一新认知实际上与肝脏强大而卓越的组织修复

能力相符. 需要强调的是, 肝纤维化诱导的损伤

耐受中对肝细胞凋亡的抵抗、肝细胞再生的促

进是针对剩余正常肝细胞(而非已经发生异常转

变的肝细胞)而言的[11]. 虽然肝纤维化诱导的保

护效应在短期内是有益的. 然而, 长远来看, 如
纤维化损伤过重, 则修复、保护效应远远弱于

损伤效应, 最终仍会导致不可逆性肝损害.  
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■同行评价
本文证明了肝纤
维化诱导的损伤
耐受现象的存在, 
有一定的创新性, 
能反映我国肝纤
维化基础研究的
先进水平.


