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摘要： 酒精性肝病（ALD）严重威胁全球饮酒者的健康，构建合适的ALD动物模型是开展疾病相关研究的重要基础。由于啮

齿动物与人类在生理和病理生理方面存在差异，单纯饲喂酒精难以诱导出与人类疾病表现高度吻合的模型，因此“二次打

击”（即联合采用酒精与另一种肝损伤因素以诱导预期肝损伤状态）得到广泛应用。本文将“二次打击”中较为常用且有效

的方案划分为特殊饮食、化学物质、基因工程等 3大类，并进一步细分为高脂饮食、高铁饮食、四氯化碳、脂多糖和基因工程

5个部分进行综述。这 5类“二次打击”模型虽各有优劣，但已能较完整地覆盖ALD疾病谱。未来ALD动物模型的开发可更

多聚焦于缩小动物与人类酒精性肝损伤的病理生理差异，以及模拟更为复杂的人类饮酒模式等方向。
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Abstract： Alcoholic liver disease （ALD） poses a serious threat to the health of drinkers worldwide， and establishing appropriate 
animal models of ALD is an important foundation for conducting disease-related research. Due to the physiological and 
pathophysiological differences between rodents and humans， alcohol feeding alone is difficult to induce a model that closely 
matches the disease manifestations in humans， and therefore， the “two-hit” hypothesis （ combining alcohol with another liver 
injury factor to induce the expected state of liver injury） has been widely used. This article classifies the more commonly used and 
effective “two-hit” regimens into three major categories of special diets， chemical substances， and genetic engineering， which are 
divided into high-fat diet， high-iron diet， carbon tetrachloride， lipopolysaccharide， and genetic engineering for further analysis. 
Although these five “two-hit” models have their own advantages and disadvantages， they can nearly cover the disease spectrum of 
ALD. In the future， the development of ALD animal models can focus on narrowing the pathophysiological differences in alcohol-
induced liver injury between animals and humans and simulating more complex drinking patterns in humans.
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酒精性肝病（ALD）是一组包含酒精性脂肪肝、肝炎、

肝纤维化和肝硬化的疾病谱，其发病机制复杂，涉及脂质

代谢、肝肠轴、免疫调节等多方面。Ad libitum（自由饮

用）、Lieber-DeCarli液体饮食和TF（Tsukamoto-French）灌

胃法均为构建ALD动物模型的常用方案。然而，由于啮

齿动物的酒精代谢能力与基础代谢率显著高于人类，对

肠源性脂多糖（LPS）具有更高的耐受性，且存在对酒精的

天然厌恶特性［1］，上述传统方案难以在不增加动物死亡率

的前提下诱导出足够严重的肝损伤。

“二次打击”指叠加除酒精外的另一个肝损伤因素，

·综述· DOI： 10.12449/JCH250932
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如特殊饮食、化学物质、基因工程等。相比传统方案，

“二次打击”模型可在不显著增加动物死亡率的前提下

诱导出不同严重程度的ALD，具有良好的应用前景与开

发潜力。目前，仅有少数文献较详尽地分析总结啮齿动

物 ALD“二次打击”模型［2］。为此，本文总结各类“二次

打击”模型的病理生理机制、建模方法和应用效果，并列

举代表性的建模示例，旨为ALD“二次打击”动物模型的

临床应用提供理论基础。

1　饮食类

1.1　高脂饮食（high-fat diet， HFD）　HFD 是目前应用

较广泛的“二次打击”方案之一，可有效诱导肝脂肪变

性。Gäbelee 等［3］的研究表明，酒精和 HFD 可直接激活

促纤维化基因，加强Ⅰ型胶原、转化生长因子 β 等胶原

相关蛋白的合成；或以活性氧（ROS）为媒介，激活肝星

状细胞，诱导细胞外基质沉积。此外，HFD 联合酒精暴

露还可诱导内质网应激与肝脏炎症，其中内质网应激可

广泛引发脂肪堆积、胰岛素抵抗、炎症与细胞凋亡［4］；肝
脏炎症则导致以趋化因子（CXC基序）配体1为代表的各

类趋化因子上调及肝组织内中性粒细胞浸润。需注意，

HFD本身可诱导中性粒细胞浸润的负反馈抑制，而大量

酒精摄入会阻断这一机制，进一步加重炎症性肝损

伤［5］。另有研究发现，乙醇与高脂均能够增加肠道通透

性，影响肠道菌群的组成与功能［6-7］，从而引发肝肠相关

的内毒素血症。

HFD 联合酒精的“二次打击”模型包括一系列建模

方法，通常选择雄性 Sprague-Dawley 大鼠或 C57BL/6J小
鼠用于造模，其中C57BL/6J小鼠具有高度的酒精依赖性

与HFD敏感性。酒精饲喂以灌胃或自由饮用为主，脂肪

通常来源于玉米油、猪油和胆固醇。需注意，饱和脂肪

与不饱和脂肪可能诱导不同的病理生理特征。饱和脂

肪可通过抑制肝脂肪积累、增强肝细胞膜抗氧化应激能

力及维持肠道菌群正常生态，降低大鼠的酒精性肝毒

性［8-9］。与之相反，不饱和脂肪饮食可能会增加肠道通

透性，加剧酒精诱导的内毒素血症、肝脂肪变性和肝

损伤［10］。
此类模型尚缺乏明确统一的建模方法，以下介绍文

献中提及的 2种较为有效的建模方式。Sengupta等［11］设
计一种“WASH（西方-酒精性脂肪肝）”饮食，动物饲粮由

麦芽糖、胆固醇、果糖等按比例混合后溶于 1 L水配制而

成。雄性C57BL/6J小鼠或雄性Wistar大鼠，在 10 d内采

用“从开始，每 2天增加 0.9%，直至 4.5% （mL/mL）”的方

式逐渐提升饲喂酒精的浓度，并维持该浓度继续喂养 5

或 7周。此模型模拟西方饮食习惯，可诱导明显的脂肪

肝、炎症和纤维化。Schonfeld等［12］设计的方案中，由脂

肪（90% 乳脂，10% 玉米油）提供 40% 的饮食热量，并将

酒精作为唯一的饮用水来源，在 1周内以不同浓度（最高

20%）提供给小鼠。

HFD联合酒精“二次打击”模型可诱导显著的肝损伤，

表现为ALT、AST等血清标志物升高，以及以炎症、脂肪变

性和细胞周围纤维化为代表的肝组织病理学改变［11-12］。
然而，在不同研究中，脂肪肝与肝纤维化的形成时间存在

显著差异，前者为5～16周，后者为7～16周［11-12］。
HFD 联合酒精模型的优势在于可建立更符合人类

复杂饮酒模式的动物模型。通过将 HFD 与 Ad libitum、

单次豪饮、慢性加单次暴饮（NIAAA）等不同饮酒方式结

合，研究者可模拟各类饮酒情景。“二次打击”模型发展

至今，其应用已不限于加重ALD动物的肝损伤程度。大

量饮酒可导致肥胖个体发生急性肝损伤，同时存在酗酒

和肥胖可显著增加肝脏相关疾病的发病风险，甚至死亡

风险［13-14］。因此，需通过该类模型将饮酒与人类社会生

活中的其他肝损伤因素相结合，以满足临床及科研的进

一步需求。

1.2　高铁饮食　铁过载一直被视为强有力的肝损伤因

素。遗传性病变（如遗传性血色病）和长期大量输血是

造成机体铁过载的 2个主要原因。然而，近期研究发现，

慢性过量饮酒也可引发肝脏铁过载。铁调素作为铁代

谢过程中的核心分子，通过下调十二指肠中铁转运蛋白

和二价金属转运蛋白 1的表达来抑制铁吸收［15］；而酒精

会抑制这种机制，造成机体铁过载［15-17］，进而导致肝脏

氧化应激。氧化应激的形成涉及 2种机制：（1）与非转铁

蛋白结合铁相关，这类游离铁稳定性较低，当转铁蛋白

饱和度超过 75% 时开始积累［18］，且易进入肝细胞；（2）
源于酒精诱导肝脏转铁蛋白受体 1表达增加，增强细胞

铁摄取能力，最终导致肝脏铁沉积。铁过载通过Haber-
Weiss反应和 Fenton反应产生ROS，引起氧化应激、细胞

损伤和铁死亡。

高铁合并酒精暴露“二次打击”模型应用范围有限，

尤其近年来缺乏新的发展与改良。该模型通常将羰基铁

以 0.04～0.87 mg/mL的浓度混入 Lieber-Decarli液体饮食，

持续饲喂8～26周。以下列举2种成功诱导肝纤维化的模

型。Olynyk等［19］设计“三阶段”方案，首先在母鼠分娩后

饲喂含 3%羰基铁的饮食，并持续整个哺乳期（21天）；幼

鼠断奶后继续摄入相同的含铁饲料直至 10周龄，随后转

为食用含乙醇（67 mL 95%乙醇/1 000 mL）和0.6 mg/mL羰基

铁的Lieber-Decarli液体饮食，持续26周。该方案通过相对
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较长的建模周期，成功诱导出铁负载门静脉周围巨噬细胞

附近的局灶性纤维化。Tsukamoto等［20］将高脂与高铁结相

合，对雄性Wistar大鼠持续16周饲喂HFD（25%卡路里来

自玉米油），并通过灌胃逐渐提升乙醇浓度，实验结束时乙

醇摄入量占总热量摄入的 49%（每日 16 g/kg体质量）；同

时，在第 1周给予 0.12 mg/mL羰基铁，从第 2周开始将浓

度提升至0.25 mg/mL。结果显示，所有模型动物均被诱导

出肝纤维化，部分动物甚至进展至微小结节性肝硬化。

然而，高铁合并酒精暴露“二次打击”模型在ALD研

究中并不常用。该模型的建模方法较为复杂，高铁摄入

与人类常见的饮酒模式存在差异，只有特定遗传病患者

或长期大量输血人群才会产生严重的铁过载，因此其造

模思路与致病途径并不符合常规人类 ALD 的病理生理

机制。

2　化学物质类

2.1　CCl4　CCl4作为一种有效的肝毒性物质，已被广泛

用于诱导肝脂肪变、肝纤维化、肝硬化甚至肝癌。以

CYP2E1 为核心的细胞色素 P450 同工酶可将 CCl4转化

为 CCl3·，或在氧气存在下进一步转化为 CCl3OO·，干扰

细胞正常生命活动。其损伤机制主要包括脂质过氧化

（CCl3OO·比CCl3·更易启动该过程）与卤烷基化，其中脂

质过氧化通过损害膜功能和产生有害代谢中间产物来

损伤细胞；卤烷基化则以共价结合方式改变细胞组分的

结构及正常功能，尤其通过诱导细胞低甲基化状态来抑

制极低密度脂蛋白的合成分泌，引起肝脂肪变［21］。酒精

与CCl4的协同作用主要体现在乙醇可以诱导CYP2E1高

活性［22］，从而促进CCl4的自由基转化。

将CCl4作为“二次打击”因素与酒精结合，可构建更

符合人类中重度酒精性肝损伤病理特征的啮齿动物模型。

CCl4既可作为饮酒前的预处理持续暴露 6～8周，也可直

接与酒精混合暴露1～10周，前者常用于研究模型动物肝

脏的组织学与细胞分子学，后者则多用于比较不同打击因

素的效果差异。CCl4的给药方式包括腹腔注射、口服、

灌胃和吸入等。腹腔注射时，药物会以一定比例溶解于

橄榄油或玉米油，频率为每周 1～2次，剂量为每次 0.1～
3 mL/kg体质量。吸入暴露前，动物应连续饮用苯巴比妥

（0.3 g/L）1周以诱导肝酶，增强肝损伤效应［23］；暴露时，以

2 L/min 的流量通入 CCl4气体 1 min，随后关闭笼子保持

1 min，最后通过抽气罩持续抽除残留CCl4气体10 min，整
个吸入暴露过程通常持续7周（前4周每周1次，后3周每

周 2 次）。口服和灌胃方法近年来应用较少，在此不作

详述。

不同的给药方式各具特点。小鼠主要采用腹腔注

射，但该方法易引发局部皮肤刺激、腹腔粘连以及膀胱、膈

肌或肠道损伤；而大鼠多通过吸入给药，此方式可造成更

高浓度的CCl4潴留，且在近期文献中表现出更优的可重

复性［24-25］，但吸入更易引发肝硬化和门静脉高压等并发

症；灌胃常导致更高的模型动物早期死亡率，因此不推荐

适用。不同品系的小鼠对CCl4的敏感性和相适的给药方

法存在差异。BALB/c近交小鼠对纤维化诱导较敏感，适

用于腹腔注射和灌胃；C57BL/6近交小鼠是CCl4“二次打

击”模型中常用的品系，这可能与其较易获得有关。

CCl4联合酒精“二次打击”模型造成的主要病理生

理变化为肝纤维化。研究发现，CCl4可在 2周内诱导出

肝纤维化相关表现，尤其是在门静脉周围和间隔区［26］，
同时还可引起轻度细胞坏死、脂肪积累、炎症反应，并最

终损害肝功能。多项研究证实，慢性酒精摄入与CCl4的
结合可显著增强共同的肝毒性。Bosma等［27］发现，CCl4
预处理可增强酒精摄入后的胶原沉积。

CCl4 联合酒精“二次打击”模型兼具优势与劣势。

其优势在于可诱导与人类重症酒精性肝炎类似的转录

变化，尤其在免疫系统、细胞周期和有丝分裂、信号传导

级联的上调方面［28］，且是少数能诱导出显著肝纤维化的

方法，同时具有建模效率高的特点，因此在“二次打击”

模型中占据重要地位。但其劣势在于不适合模拟人类

复杂饮酒情景，且存在动物死亡率高的问题。

2.2　LPS　LPS 联合酒精“二次打击”模型具有独特性。

与 CCl4等化学药剂或高铁等特殊饮食不同，LPS在人类

ALD的自然病程中占有重要的地位。长期饮酒可改变肠

道微生物组的组成和功能，提高肠壁的通透性［6］，促使细

菌产物更易从肠道入血，形成内毒素血症。血液中的LPS
可通过脂多糖结合蛋白与Kupffer细胞表面的白细胞分化

抗原 14结合，进而并被转移至Toll样受体-4-髓样分化蛋

白2复合物，激活髓分化因子88依赖性的级联反应［29］，最
终导致丝裂原活化蛋白激酶（如ERK1、ERK2、JNK、p38）与
核因子-κB（NF-κB）等分子的激活［30］。随后，Kupffer细胞

释放ROS、黏附分子（如 ICAM-1、VCAM-1）、趋化因子（如

IL-8、CCL2）和促炎细胞因子（如TNF-α、IL-1、IL-6），诱导肝

脏炎症反应［31-32］。
目前，研究人员已探索出一套常见的建模方法。模

型动物通常选用雄性 Wistar 大鼠、雄性 Sprague-Dawley
大鼠和雌性 C57BL/6小鼠，雌性比雄性更易受到酒精诱

导的肝损伤影响［33］。Lieber-Decarli 液体饮食或 NIAAA
模型常用于搭配 LPS 暴露，其中 NIAAA 模型更常见，可

能是因为其具有更强的致炎能力。建模流程如下：先建
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立NIAAA模型，即饲喂含 5 mg/mL乙醇的饮食 4周，随后

经口摄入3.2 g/kg体质量的乙醇1次［32 mg/mL乙醇溶于

盐水缓冲液］；再对每只实验动物进行单次 LPS暴露，剂

量为 0.5～2 mg/kg 体质量，药物溶于 PBS 缓冲液后经腹

腔注射给药，注射 6 h后处死动物。实验显示，LPS注射

后 6 h，血浆中ALT、AST和GGT水平显著上升；3种炎症

相关细胞因子（TNF、IL-6和 IL-1α）水平在注射后 1～6 h
达到峰值［34］。有研究曾尝试建立慢性LPS暴露模型（在

皮肤下植入微型泵持续注射 LPS，共 4 周），但长期持续

LPS暴露并未显著增加与慢性酗酒相关的组织损伤标志

物含量，反而使机体产生耐受，减少急性暴露可能带来

的潜在损伤［35］。
LPS联合酒精“二次打击”模型引起的肝损伤偏向于

肝脏炎症反应。组织病理学上的变化主要包括局灶性凝

固性坏死、多形性中性粒细胞浸润和脂肪变性，也可见肝

小叶结构紊乱、细胞增殖活跃以及局灶性胶原沉积。

该模型在损伤机制上更贴合人类ALD的致病机制。

LPS透过受损肠壁进入血液，刺激促炎细胞因子、趋化因

子等释放，促进肝脏炎症反应，因此适用于酒精性肝炎的

研究。由于仅需单次注射LPS，该模型操作简便，周期短，

不易造成实验动物死亡，但也难以诱导出显著的肝纤维化

和肝硬化，仅适合于酒精性肝炎早期阶段的研究。

3　基因工程类

通过敲除或转入ALD致病通路上的关键基因，可直

接、明确地诱导目标疾病。Xu 等［36］发现敲低调节肝脏

甘油酸酯代谢的羧酸酯酶 1基因，可加重酒精性脂肪肝

炎；脂肪特异性蛋白 27过表达也可诱导肝损伤，且在机

制上与酒精存在协同作用［37］。
人源化CYP2E1敲入的小鼠模型值得关注。人源化

指在实验动物体内植入功能性人体细胞或组织，使得所

建立的模型更贴合人类的病理生理特点。CYP2E1作为

肝脏氧化应激中的关键蛋白，其敲入可使实验动物在饮

酒后出现应激相关基因的表达及明显的肝损伤［38-39］，但
研究人员需注意动物自身免疫系统及人源细胞在异种

生物体内的分化成熟障碍问题。

4　小结与展望

本文总结用于构建 ALD 啮齿动物模型的“二次打

击”方案（表 1），主要分为饮食类、化学物质类和基因工

程类。开发“二次打击”模型的根本原因在于，啮齿动物

与人类在酒精偏好、代谢能力、肝脏炎症模式及肠源性

LPS的耐受性等方面均存在差异，需依靠额外因素诱导

肝损伤。表 1 中的 5 种建模方案已较全面地覆盖脂肪

肝、肝炎、肝纤维化、肝硬化等ALD疾病谱。

表1　ALD啮齿动物“二次打击”模型的建模方法及应用效果
Table 1　Modeling method and application effect of "second-hit" model in rodents with ALD

项目
建模方法

动物类型

时间（周）
剂量

酒精摄入

应用效果
病理表现

适用疾病
优点

缺点

高脂饮食

C57BL/6J小鼠

7～24

灌胃；
Ad libitum

肝脂肪变；肝炎；
细胞周纤维化

脂肪肝
更生活化地模拟
酒精性肝损伤；
更灵活地诱导不
同程度的ALD
建模时间较长

高铁饮食

雄性Sprague-Dawley
大鼠；
雄性Wistar大鼠；
C57BL/6J小鼠
8～26
0.04～0.87 mg/mL
Lieber-Decarli液体
饮食

肝脂肪变；肝纤维化；
微小结节性肝硬化

肝纤维化
能引起较严重的
损伤，如肝硬化

建模方法较复杂；不
太贴合人类ALD的
病理生理机制

CCl4

BALB/c小鼠；
C57BL/6小鼠

1～10
剂量差异较大，与
给药方式有关
灌胃；
Ad libitum

肝脂肪变；
肝炎；
肝纤维化
肝纤维化
建模时间成本低；
能引起较严重的
损伤，如肝纤维化

可能增加实验动
物死亡率

LPS
雄性Sprague-Dawley大鼠；
雄性Wistar大鼠；
雌性C57BL/6小鼠

4
0.5～2 mg/kg体质量

NIAAA模型；
Lieber-DeCarli液体饮食

肝脂肪变；肝炎；局灶性
坏死及胶原沉积

肝炎
更贴合人类ALD病理生理
机制；实验动物死亡率低；
建模时间成本低

无法造成严重的肝损伤

基因工程

C57BL/6小鼠；
SV129小鼠；
GR floxed小鼠

3～8

NIAAA模型；
灌胃；Ad libitum

与涉及的具体基因相关

与涉及的具体基因相关
直接、明确地通过某种
机制致病；能更自由地
诱导各类疾病

更加昂贵、复杂；
存在脱靶、转基因细胞
发育不良等风险
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然而，该领域长期存在一个难题，即难以明确区分

“二次打击”因素单独作用与联合酒精作用造成的肝损

伤，由此引发模型能否反映 ALD 真实病理特点的质疑。

笔者认为，“二次打击”不仅可用于单纯 ALD 的建模，还

适用于构建符合人类复杂饮酒模式的ALD的动物模型。

例如，以往研究通常会严格区分ALD与代谢相关脂肪性

肝病，而我国及欧洲肝病学会最新指南中均已更新代谢

相关脂肪性肝病合并ALD的内容［40-41］。这表明，将饮酒

与“二次打击”因素相结合，即便无法完全模拟ALD真实

病理特点，仍符合科研与临床需求，具有良好的发展

潜力。
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三、加强综合防控，阻断源头传播
（三）加快全面消除乙肝母婴传播。医疗卫生机构按规定为所有孕产妇尽早提供乙肝检测，为符合治疗条件的

乙肝病毒感染孕产妇提供规范抗病毒治疗。在 12小时内，尽早为乙肝病毒表面抗原阳性产妇所生婴儿接种乙肝疫
苗、注射乙肝免疫球蛋白，并按要求做好定期随访工作，及时评估预防乙肝母婴传播效果，同步推进艾滋病、梅毒、乙
肝母婴阻断工作，尽早实现消除“艾梅乙”母婴传播目标。

（四）持续强化感染防控和血液安全。医疗卫生机构强化医源性感染管理意识和责任，充分发挥感染防控科室
作用，加强开展血液透析、口腔诊疗及有创和侵入性诊疗等服务项目重点科室的院内感染控制管理，严格消毒透析
设备、肠镜、胃镜、手术器械、牙科器械等医疗器械，严格规范注射、静脉输液、侵入性诊断治疗等医疗行为。血站持
续落实临床用血乙肝、丙肝病毒核酸检测全覆盖的措施。卫生监督机构依法加强对医疗卫生机构和医疗美容机构
院内感染防控、血站人员资质及消毒隔离制度规范等执行情况的监督执法。

（五）加强危险因素综合干预。大力开展爱国卫生运动，健全城乡生活垃圾和污水处理设施，不断改善城乡环境
卫生，加强食品卫生和饮用水卫生管理，持续减少甲肝、戊肝经饮食饮水传播。卫生健康、疾控、公安和司法行政等
部门持续巩固注射吸毒人群戒毒药物维持治疗、清洁针具交换、社区戒毒、社区康复等工作成效。加强文身、文眉、
修脚等行业针具、工具和用品卫生消毒管理。

四、加强检测监测，及时发现传染源
（六）加大检测发现力度。各地疾控部门研究适合本地区的病毒性肝炎检测策略，分类实施，促进病毒性肝炎感

染者早检测、早发现。结合艾滋病和性病防治工作，推进开展“多病共检”。针对重点地区、重点人群，探索通过健康
体检等方式，提高病毒性肝炎检测发现率。利用现代信息技术，探索自我检测等主动检测模式。医疗卫生机构为病
毒性肝炎感染高风险人群以及不明原因肝脏生化检测异常者提供检查服务。对检查发现的阳性者提供必要的确诊
及抗病毒治疗等服务，不具备条件的要及时转诊。公安、司法行政部门做好监管场所被监管人员中艾滋病病毒感染
者和易感染艾滋病危险行为人群的乙肝病毒表面抗原和丙肝抗体检测工作。除职业特殊确需检测外，不得要求在
入学、就业体检中开展乙肝项目检测。二级及以上综合医院和传染病专科医院、各级疾控机构应加强乙肝病毒表面
抗原、丙肝抗体、乙肝和丙肝病毒核酸检测能力建设，同级医疗卫生机构互认检测结果。医疗卫生机构强化实验室
质量控制，定期组织开展实验室检测质量评估。

（七）强化信息管理和监测评估。依托国家和省统筹区域传染病监测预警和应急指挥信息平台，建立完善覆盖病
毒性肝炎等重大和重点传染病管理信息系统，充分发挥信息化支撑作用，按照卫生行业诊断标准正确分类和报告病毒
性肝炎病例。加强重点人群和医疗机构哨点监测工作，及时掌握病毒性肝炎流行情况。强化急性病例和5岁以下儿
童病例流行病学调查，做好乙肝、丙肝耐药及相关不良临床结局监测，加强分析研判，指导完善防治策略措施。
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