
■背景资料
肝纤维化在我国
为常见肝脏疾病, 
发病率高 ,  由此
导致的严重肝硬
化 ,  肝功能衰竭
等终末期肝病至
今仍是人类健康
的沉重负担和五
大死因之一 .  阻
断肝纤维化的进
一步发展是肝病
治疗中的一个关
键问题 .  而制备
出标准而理想的
肝纤维化模型是
肝脏疾病研究的
基础.
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Abstract
AIM: To establish a stable and efficient rat 
model of thioacetamide (TAA) induced hepatic 
fibrosis. 

METHODS: Male SD rats were randomly 
divided into a normal group and a model 
group. The model group was intragastrically 
administrated 3% TAA at 160 mg/kg body 
weight and the normal group was administrated 
distilled water. Serum and hepatic tissue samples 
were collected after 6 wk. Serum levels of 
ammonia (BAM), alkaline phosphatase (AKP), 
total bilirubin (TBIL), albumin/globulin 
(ALB/GLB) and ce l l fac tors inc luding 
hepatocyte growth factor (HGF), heparin-
binding epidermal growth factor (HB-
EGF), interleukin-6 (IL-6), and α-smooth 
muscle antibody (α-SMA) were detected. 
Histopathological examination of liver tissue 
was conducted by HE staining and Masson 
staining, and the degree of liver fibrosis was 
observed under a microscope. The natural 
repair of hepatic fibrosis was observed by HE 
staining 11 wk after stopping administration of 
TAA. 

RESULTS: The rate of hepatic fibrosis was 
100% after intragastric administration of TAA 
for 6 wk. Compared with the control group, 
the liver function in the model group changed 
significantly; serum levels of BAM, AKP and 
TBIL increased significantly, and the ratio of 
ALB/GLB decreased significantly (P < 0.01). 
Serum levels of HGF and HB-EGF decreased 
significantly, and serum IL-6 and α-SMA 
increased significantly (P < 0.01). The degree 
of hepatic fibrosis was not changed until 11 
weeks after stopping TAA.

CONCLUSION: A stable and persistent rat 
model of hepatic fibrosis has been successfully 
prepared by intragastric administration 
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■研发前沿
理想的纤维化动
物模型应与人类
疾病特征相似, 且
造模方法简单, 模
型形成率高, 重现
性好. 迄今为止, 
模型制作尚没有
统一的标准, 建立
一种稳定而持久
的肝纤维化模型, 
已成为亟待解决
的问题.

of TAA for 6 wk. This is a convenient and 
practical method to establish a rat liver fibrosis 
model with a high rate of hepatic fibrosis 
formation. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 用硫代乙酰胺(thioacetamide, TAA)灌
胃法诱导大鼠形成肝纤维化, 建立一种稳定
持久实用的大鼠肝纤维化模型. 

方法: 将♂SD大鼠随机分为正常组和模型
组, 模型组采用质量浓度为3%的TAA对SD
大鼠进行隔天灌胃, 灌胃量为160 mg/kg体
质量[灌胃体积(mL)为体质量(g)/187.5]; 正
常组采用溶剂蒸馏水代替TAA灌胃. 灌胃
6 wk后处死大鼠, 采集血清和肝组织, 血清
分别进行肝功能(血氨、碱性磷酸酶、总胆
红素、白蛋白/球蛋白)和细胞因子[肝细胞
生长因子(hepatocyte growth factor, HGF)、
肝素结合表皮生长因子(hepar in-b ind ing 
epidermal growth factor, HB-EGF)、白介
素-6(inter leukin-6, IL-6)、α-平滑肌抗体
(α-smooth muscle antibody, α-SMA)]水平检
测, 肝组织分别进行HE和Masson染色, 并对
纤维化程度进行病理分级. 留取部分成模大
鼠, 停止灌服TAA 11 wk后, 取肝组织做HE
染色, 观察肝纤维化自愈情况. 

结果: TAA灌胃6 wk后, 大鼠肝纤维化形成
率为100%. 与对照组相比, 模型组大鼠肝功
能变化显著, 其中血氨、碱性磷酸酶和总胆
红素浓度显著升高, 白蛋白/球蛋白比值显著
降低(P <0.01); 血清中细胞因子HGF与HB-
EGF水平显著降低, IL-6、α-SMA水平显著
升高(P <0.01). 停用TAA 11 wk后, 与11 wk前
相比, HE染色显示肝组织纤维化程度, 未见
显著变化. 

结论: TAA灌胃6 wk可以形成稳定和持久的
肝纤维化, 肝纤维化形成率高且速度快, 是

一种简便实用的肝纤维化模型制备方法. 

© 2015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: 目前, 最为常用的CCl4所导致的肝

纤维化模型存在缺陷, 即自愈性, 一旦停药, 肝
脏纤维化程度会逐渐减轻, 这个问题在观察药

物的长期作用效果时尤为显著. 而硫代乙酰胺

(thioacetamide)灌胃诱导的大鼠肝纤维化模型

持久稳定, 无自愈性.
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0  引言

肝纤维化在我国为常见肝脏疾病, 发病率高, 
由此导致的严重肝硬化、肝功能衰竭等终末

期肝病死亡率达到20%-50%, 至今仍是人类健

康的沉重负担和五大死因之一[1]. 研究[2-4]认为, 
肝纤维化是肝脏对各种原因所致肝损伤的创

伤愈合反应, 是进一步向肝硬化发展的重要环

节, 也是原发性肝癌发病的危险因素之一. 因
此, 阻断肝纤维化的进一步发展是肝病治疗中

的一个关键问题. 而制备出标准而理想的肝

纤维化模型是肝脏疾病研究的基础. 本实验

参考文献[5,6]后进行改良, 拟应用硫代乙酰胺

(thioacetamide, TAA)灌胃法制备肝纤维化模

型, 以期建立一种简单实用、稳定持久、接近

人类肝纤维化形成过程的动物模型, 为肝脏疾

病的研究提供实验基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级健康成年SD♂大鼠82只(购
自河北省实验动物中心, 合格证号: 1305066), 
体质量180 g±20 g, 动物适应新环境7 d后再

进行实验, 实验过程对动物的处置符合动物

伦理学要求. TAA购自Sigma公司; 血氨(blood 
ammonia, BAM)测试盒(货号: A086)、碱性磷

酸酶(alkaline phosphatase, AKP)测试盒(货号: 
A059-2)及总胆红素(total bilirubin, TBIL)测试

盒(货号: C018), 均购自南京建成生物工程研究

所; 大鼠血清白蛋白(albumin, ALB)ELISA检测
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■创新盘点
本实验所建立的
大 鼠 肝 纤 维 化
模型 ,  与人类肝
纤 维 化 的 形 成
过程类似 ,  并在
模型建立后检测
了 细 胞 因 子 肝
细 胞 生 长 因 子
(hepatocyte growth 
factor)、肝素结
合表皮生长因子
(heparin binding-
epidermal growth 
f a c t o r )、白 介
素-6(interleukin-6)
与α-平滑肌抗体
(α-smooth muscle 
antibody)的血清
浓度 ,  为肝脏疾
病的治疗及机制
研究提供了更多
的数据. 

试剂盒, 大鼠球蛋白(globulin, GLB)ELISA检测

试剂盒, 均购自ImmunoWay公司; 大鼠肝细胞

生长因子(hepatocyte growth factor, HGF)ELISA
试剂盒, 大鼠肝素结合表皮生长因子(heparin 
binding-epidermal growth factor, HB-EGF)ELISA
试剂盒, 大鼠白介素-6(i n t e r l e u k i n-6, I L-
6)ELISA试剂盒, 大鼠α-平滑肌抗体(α-smooth 
muscle antibody, α-SMA)ELISA试剂盒, 均购自

Bmassay公司. VersaMax连续波长多功能酶标

仪(美国Molecular Devices公司). 
1.2 方法  
1.2.1 分组与造模: 大鼠按体质量随机分为2组: 
第1组: 正常对照组6只: 正常饲养. 第2组: TAA
灌胃组76只: TAA灌胃浓度为3%, 灌胃量按

160 mg/kg计算, 隔天灌胃1次, 每周称质量1次, 
根据体质量变化调整TAA的灌胃量, 调整方法: 
(1)1 wk内体质量下降5%以内者维持原用量; 
(2)1 wk内体质量下降5%-10%者用量减少为原

用量的1/2; (3)1 wk内体质量下降10%以上者暂

停注射, 待体质量停止下降再调整用量, 以避免

死亡. 
1.2.2 标本采集及指标检测: 造模期间大鼠一

般情况的观察指标主要有体质量的监测, 活动

情况, 饮食情况, 死亡情况等. TAA灌胃组在灌

胃6 wk时麻醉大鼠后心脏取血, 分离血清, 分
别测定BAM、AKP、ALB、GLB、TBIL、
HGF、HB-EGF、IL-6、α-SMA的浓度. 严格

按试剂说明书操作, 步骤从略. 并取同一部位

肝组织标本用40 g/L的甲醛溶液固定24 h, 石
蜡包埋, 5 μm厚连续切片, 进行常规HE染色

和纤维特染Masson染色, 行病理组织学检查. 
TAA灌胃组大鼠在灌胃6 wk后留存6只大鼠, 
继续饲养11 wk后取肝叶做常规HE染色, 观察

肝纤维化复原情况. 

1.2.3 肝纤维化分期标准: 肝脏胶原纤维染色

采用Masson染色法, 主要观察纤维组织增生

纤维间隔、假小叶形成情况. 肝纤维化程度

病理分期目前普遍采用英国肝脏病理学家

Scheuer[7]1994年提出的方案: S0级无纤维化; 
S1级门管区及其周围星芒状纤维化; S2级纤维

间隔形成; S3级众多纤维间隔使肝小叶结构凌

乱, 伴假小叶形成趋势; S4级早期肝硬化. 
统计学处理 统计结果以mean±SD表示; 

用SPSS13.0统计软件, 采用完全随机设计两

均数t检验对数据进行统计分析. 统计结果以

P <0.05为差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 大鼠一般情况观察 造模期间, 正常大鼠毛

发光泽, 活动正常, 而进行TAA灌胃的大鼠则

普遍出现皮毛蓬乱无光泽, 精神萎靡, 活动减

少, 体质量低于正常组(图1), 并出现死亡现象, 
死亡率为19.7%. TAA灌胃组与正常组相比, 饮
水量和进食量未见明显变化. 
2.2 肝脏外观及纤维化程度检测 大体观察: 正
常肝脏颜色鲜红, 有光泽, 质软, 边缘锐(图2A); 
TAA灌胃组肝组织颜色灰暗, 无光泽, 表面粗

糙, 可见颗粒状结节形成, 质地硬, 边缘钝(图
2B). 大鼠肝脏切片常规HE染色可见, 正常组

肝脏肝细胞形态正常, 肝小叶结构完整, 肝板

以中央静脉为中心, 呈条索状向四周放射样排

列, 且排列整齐(图2C); TAA灌胃组肝脏切片

可见, 纤维组织增生, 小叶结构破坏; 肝细胞再

生形成不具正常结构的假小叶, 存在炎细胞浸

润和胆管细胞增生(图2D). Masson染色可见, 
TAA灌胃组肝脏切片蓝色深染的纤维更加清

晰明显(图2F), 进一步验证了肝纤维化的形成, 
纤维化形成率达100%. 肝纤维化程度按分期标

准所占比例分别为S0级0.0%、S1级21.7%、S2
级21.7%、S3级13.1%、S4级43.5%. TAA灌胃6 wk, 
停药11 wk后, 处死大鼠观察大体肝脏及肝组织

的常规HE染色, 肝纤维化分期均为S4级. 
2.3 TA A灌胃前后肝功能检测  与对照组相

比, BAM、TBIL和AKP的血清浓度均显著升

高(P <0.01), ALB/GLB的血清浓度显著降低

(P <0.01). 其中, AKP的浓度升高为对照组的2.9
倍, TBIL的浓度升高超过3倍, 说明伴随肝纤维

化的形成, 肝功能已经出现明显的异常(表1). 
2.4 TA A灌胃前后细胞因子检测  与对照组
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图  1  硫代乙酰胺灌胃对大鼠体质量的影响.
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■应用要点
本文建立了一种
方法简单且稳定
持久的肝纤维化
模型 ,  是研究肝
纤维化、肝硬化
等肝脏疾病治疗
及其机制探讨的
理想动物模型. 

相比, HGF和HB-EGF的血清浓度显著降低

(P <0.01), IL-6和α-SMA的血清浓度显著升高

(P <0.01). 说明肝纤维化的形成, 伴随有相关细

胞因子的改变, 这为研究肝纤维化的机制提供

了数据(表2). 

3  讨论

理想的纤维化动物模型应与人类疾病特征相

似, 且造模方法简单, 模型形成率高, 重现性好. 

迄今为止, 模型制作尚没有统一的标准, 究其

原因, 与肝纤维化的病因多样性、动物和人的

种属差异等有关. 在现今常用的动物模型中, 
CCl4所导致的肝纤维化模型最为常用, 然而

CCl4等化学性肝纤维化模型对不同动物致纤

维化的程度差异较大, 且肝不良反应剧烈、动

物死亡率高[8]. 而且, CCl4所导致的肝纤维化存

在自愈性, 即在药物存在的情况下, 可形成肝

纤维化, 一旦停药, 肝脏纤维化程度会逐渐减

A B

C D

E F

100 μm100 μm

100 μm100 μm

图  2  肝纤维化大鼠模型肝脏大体及组织病理观察. A: 对照组肝脏; B: 模型组肝脏; C: 对照组肝脏HE染色(×100); D: 

模型组肝脏HE染色(×100); E: 对照组肝脏Masson染色(×100); F: 模型组肝脏Masson染色(×100).

     分组 BAM(μmol/L) TBIL(μmol/L) AKP(mg/mL)    ALB/GLB

对照组  80.79±17.27 2.01±0.87 0.10±0.02 1.68±0.23

模型组 182.10±13.28b  6.12±0.57b  0.29±0.07b  1.00±0.10b

bP <0.01 vs  对照组. TAA: 硫代乙酰胺; BAM: 血氨; AKP: 碱性磷酸酶; TBIL: 总胆红素; 

ALB/GLB: 白蛋白/球蛋白. 

表  1  TAA灌胃6 wk后肝功能变化 (mean±SD, n  = 6)
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■名词解释
硫 代 乙 酰 胺
(TAA): 为一种慢
性致癌物 ,  其诱
导慢性肝损伤的
机制是影响蛋白
合成及肝细胞中
酶的代谢 ,  在组
织学和生化代谢
的变化上与各种
病因引起的人类
肝硬化改变很相
似 ,  诱导所产生
的肝纤维化更为
稳定和持久.

轻, 因此在研究治疗药物治疗作用同时, 可能会

引起假阳性的出现, 尤其是观察药物的长期作

用效果时, 这个问题尤为显著[9,10]. 研究者[11-14]

在研究干细胞对肝纤维化的治疗作用时, 选用

CCl4作为形成肝纤维化的药物, 为了避免肝纤

维化的自愈性, 通常是在给予干细胞治疗的同

时, 继续给予CCl4, 以避免肝纤维化自愈性的

干扰. 这样的结果引发了以下思考: CCl4是否

在干细胞发挥作用的同时对干细胞存在一定

的影响? 是有益的作用还是有害的作用? 答案

未知; 而且这种给药方式称之为治疗作用还是

预防作用还需要商榷. 因此, 一种稳定而持久

的肝纤维化模型的建立, 就显得尤为重要. 
TAA诱导慢性肝损伤的机制是影响蛋白

合成及肝细胞中酶的代谢, 在组织学和生化代

谢的变化上与各种病因引起的人类肝硬化改

变很相似, 诱导所产生的肝纤维化更为稳定和

持久. 有研究者[15]采用TAA饮水诱导肝硬化的

形成, 本研究也选取了一组动物采用此法, 结
果显示TAA饮水与灌胃在肝纤维化形成后的

持久性无差别, 但是饮TAA水法诱导需要的时

间较长, 有文献[16]报道为5 mo, 还有报道为1
年[17], 此外因TAA水有特殊的味道, 大鼠拒饮, 
饮TAA水法饮水量不能很好地控制, 饮水量约

为正常组的1/3, 饮水量的减少使得大鼠血液黏

稠, 采血难度加大. 我们在水中加入了甜味剂

(0.05%蛋白糖), 增加甜味, 问题仍没有得到显

著改善. TAA灌胃法能很好地控制给药量, 且
与腹腔注射给药[18]相比, 有不形成黏连的优点, 
且更加接近人类肝纤维化的形成途径. 监测大

鼠体质量发现, TAA灌胃组大鼠在TAA灌胃1 wk
后体质量略有下降, 以后缓慢增长, 增长速度

与正常组相比显著降低, 符合肝纤维化大鼠的

特征. 
在应用TAA灌胃法制备大鼠肝纤维化模

型后, 检测了肝功能的变化, 与正常组相比, 模
型组的BAM、AKP和TBIL的水平均有显著性

升高, 而ALB/GLB比值显著下降, 说明在肝纤

维化形成的同时, 肝功能已明显受损. 肝细胞

的坏死导致了AKP的外溢、BAM和TBIL的代

谢异常以及白蛋白的合成障碍. 因此, 这些肝

功能指标为TAA所致肝纤维化的敏感指标. 
研究[19]认为, 肝纤维化的形成其实质是细

胞外基质(extracellular matrix, ECM)的合成和

降解失衡, 导致细胞内基质在肝内的过量沉积. 
在肝纤维化的病理发展过程中, 肝星形细胞发

挥着重要的作用, 因为他是肝脏内胶原和其他

ECM的主要来源细胞, 并调节基质金属蛋白酶

的活性. 正常情况下, 肝星形细胞对肝内的基

质的调节处于动态的平衡, 当刺激因子刺激肝

脏时, 星形细胞会被激活, 进而转变为成肌纤

维细胞并分泌α-SMA, α-SMA为激活的肝星形

细胞和成肌纤维细胞的共同标志[20,21], α-SMA
水平的升高预示了肝纤维化的形成. 本研究结

果显示TAA灌胃后α-SMA水平显著升高, 因此

α-SMA有望作为肝纤维化的一个血清学指标. 
HGF是肝细胞生长和增殖所必需的重要

细胞因子之一, 此外HGF还被认为具有诱导肝

星形细胞和成肌纤维细胞凋亡的作用[10], 正常

情况下, HGF由肝细胞和星形细胞共同分泌, 
肝纤维化的形成导致了大量肝细胞的变性和

坏死以及ECM的大量堆积, 因此HGF的水平会

下降, 本研究结果显示肝纤维化模型组大鼠血

清HGF水平显著降低, 一方面是肝细胞严重受

损的表现; 另一方面也为治疗提供了检测指标. 
总之, 本实验所建立的大鼠肝纤维化模型, 

方法简单且稳定持久, 与人类肝纤维化的形成

过程类似, 是研究肝纤维化治疗及其机制探讨

的理想动物模型. 
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