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ANIT诱发大鼠肝内胆汁淤积的动态病理变化观察
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  [ 摘要]  目的: 观察 ANIT诱发大鼠胆汁淤积模型肝组织病理动态变化特点。方法: 一次性给予 100 mg·kg - 1ANIT复制大

鼠肝内胆汁淤积模型;于造模后 24,48, 72, 96 h分 4批杀鼠取材, 观测大鼠肝组织病理学变化。结果: 与赋形剂组比较, 24 h模

型组大鼠肝组织汇管区、小叶周边可见新生小胆管样上皮细胞,少量炎性细胞浸润及脂肪变, 有少量胶原纤维沉积; 48 h时胆

管上皮细胞增生明显,呈花环状,可见少量肝细胞的坏死灶, 炎性细胞浸润增多,汇管区扩大,增生胆管周围胶原沉积增加; 72

h时胆管上皮细胞增生范围增大,细胞扁平形, 管腔宽大, 外周基底膜及胶原纤维层增厚; 96 h 脂肪变减少, 胶原纤维增生减

少, 增生的小胆管样上皮细胞范围开始缩小。结论:一次性给予 ANIT诱发的肝内胆汁淤积大鼠模型病变表现为急性肝内胆汁

淤积、肝细胞损伤及胶原纤维沉积,随着时间的延长其病理变化呈现先加重后逐渐恢复的趋势。
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  奈异硫氰酸脂 ( alpha-naphthylisothiocyanate,

ANIT) 常被用来诱发实验性肝内胆汁淤积
[ 1 ]

, 本文

参考国外文献
[ 2] ,建立大鼠肝内胆汁淤积模型,对造

模过程中肝脏病理组织学变化进行动态观察, 分析

探讨其特点,为进一步应用此模型开展药理学研究

提供参考。

1 材料与方法

1.1 动物  Wistar雄性大鼠 55 只 , 清洁级, 体重

( 200 ±20) g,中国科学院上海实验动物中心 ,合格

证号 SCXK ( 沪) 2006-0012,上海中医药大学实验

动物中心饲养,造模和观察。

1.2 试剂 天狼猩红-饱和苦味酸液,购自北京海

德创业生物公司,批号 CAT#26357-02。

1.3 模型复制及动态观测  按数字表随机法将大

鼠分为 2 组:模型组 31 只,赋形剂组 25 只。大鼠禁

食 12 h后,一次性给予 100 mg·kg
- 1

ANIT, 按照 5

mL·kg - 1
兑入赋形剂 ( 橄榄油) 中 ig,赋形剂组仅给

予等量橄榄油。ANIT模型分别在造模后 24, 48, 72

h分 3 批随机取赋形剂组 3只、模型组 5 只大鼠处死

取材,于 96 h 处死剩余大鼠,记录大鼠体重、肝重、

脾重等一般情况。

1.4 样品采集及处理  经 2% 戊巴比妥钠以 2

mL·kg - 1ip麻醉后,大鼠仰卧位固定, 打开腹腔,观

察大体情况,肝、脾的色、质、形态、体积及腹水情况。

经下腔静脉采血,分离血清;摘取肝、脾称重后,选取

肝右侧最厚一叶,切取 1. 0 cm×0. 8 cm×0. 3 cm肝

组织 2 块, 10%中性福尔马林固定,常规制片,切片 4

μm厚, 用 HE 染色及胶原纤维染色 ( 天狼猩红染

色) ,观察组织的病理变化。

1.5 观测指标与方法 肝纤维化程度评分标准①

门管区纤维组织:无增生“- ”;增生后面积占肝小

叶 1 /3 以下为“+”;占肝小叶 1 /3 ～2 /3 为“++”;占

肝小叶 2 /3 以上为“+++”。②小叶内纤维组织分

布:无增多为“- ”;比例增多但无搭桥现象为“+”;

出现少数搭桥为“++”;弥漫搭桥为“+++”。③形成

假小叶的范围:无假小叶为“- ”;假小叶的范围占

切片 1 /3 以下为“+”;占切片 1 /3 ～2 /3 为“++”;占

切片 2 /3 以上为“+++”。④小胆管增生程度:无增

生为“- ”;增生后面积占小叶 1 /3 以下为“+”;占

肝小叶 1 /3 ～2 /3 为“++”; 占肝小叶 2 /3 以上为

“+++”。每个“+”记 1 分,每个标本记总分。

1.6 统计学方法  计量资料用统计分析软件

SPSS 13. 0 中 ANOVA程序进行单因素方差分析 ,

两两比较采用 q检验。
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2 结果

2.1 肝脏病理组织学变化 HE染色,光镜下观察,

赋形剂组肝脏显示正常肝小叶结构,结构清晰,肝细

胞索由中央静脉向四周呈放射状排列。24 h模型组

大鼠肝组织的汇管区、小叶周边可见到新生小胆管

样上皮细胞,少量炎性细胞浸润及脂肪变; 48 h时胆

管上皮细胞增生明显,呈花环状,可见少量肝细胞的

坏死灶,炎性细胞浸润增多; 72 h时胆管上皮细胞增

生范围增大,细胞扁平形,管腔宽大, 其外周基底膜

及胶原纤维层增厚。96 h脂肪变减少,同时胶原纤

维增生减少,增生的小胆管样上皮细胞范围没有继

续扩大,反而开始缩小。见图 1。

图 1 各时间点大鼠肝组织病理变化 ( HE, ×200)

2.2 肝组织胶原纤维增生程度的变化 天狼猩红

染色,光镜下观察,赋形剂组仅在汇管区和中央静脉

壁见少量胶原纤维, 24 h模型组汇管区增生的胆管

周围有少量胶原纤维沉积。48 h后汇管区扩大,增

生的胆管周围胶原沉积增加。72 h后汇管区有明显

的胆管增生及大量胶原纤维沉积。96 h后胆管增生

及胶原纤维沉积现象有所减轻。见图 2、表 1。

图 2 各时间点大鼠肝组织纤维化程度 ( 天狼猩红染色 , ×200)

表 1 胆汁淤积性纤维化程度评分结果 ( 珋x±s)

组别 n 肝纤维化积分

赋形剂 25 02 )

模型 24 h 5 2. 80 ±0. 84

  48 h 5 3. 60 ±0. 891)

  72 h 5 8. 40 ±0. 892)

  96 h 15 6. 75 ±1. 282)

  注 :与模型 24 h比较1) P < 0. 05, 2) P < 0. 01。

3 讨论

奈异硫氰酸脂不仅可造成实验动物肝内胆汁淤

积,也可引起肝细胞损伤, ANIT对动物肝毒性的致

病机制在病理生理学上的表现很像人类的药物性肝

炎
[ 3]

,在给药约 24 h 内,会引起较重的胆汁淤积,并

伴随门静脉周围肝实质细胞损伤,组织学检查可见

肝小叶的门静脉周围区域有明显的炎性细胞浸润。

有学者认为
[ 4-5]
炎性细胞浸润是 ANIT造成肝实质

细胞和胆管上皮细胞损伤的致病机制。

本实验结果显示, ANIT诱发胆汁淤积大鼠肝组

织的病理变化为胆管上皮细胞增生,肝细胞坏死,炎

性细胞浸润及胶原纤维增生。病变程度随着时间的

延长,呈现先加重后逐渐恢复的趋势:大鼠 ig ANIT

24 h内就诱发了胆汁淤积,同时引起肝细胞损伤及

胶原纤维沉积, 从造模至 72 h,其病变程度逐渐加

重,其后逐渐减轻,至 96 h已有较大程度的恢复。
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