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ANIT 诱导胆汁淤积模型病变与恢复研究

高雅,唐子轩,郭凯,曹后康,张可锋

(桂林医学院广西高校高发病防治药理学重点实验室,桂林　 541199)

摘要　 目的 本研究旨在建立一种模拟胆汁淤积及其自然恢复周期的动物模型,并探究胆汁淤积的病理机制,

为临床防治该疾病提供科学依据。 方法 选用 6~8 周龄的昆明雄性小鼠,体质量为 18~22 g,造模后按照恢复

时间节点(0、2、4 周)分为 3 组。 每组分为 3 个子组,分别接受不同剂量(10、20、30 mg / kg)的 α-萘异硫氰酸酯

(ANIT)灌胃处理,持续诱导 4 周,建立胆汁淤积性肝损伤(CLI)模型。 在第 4 周后停止 ANIT 处理,分别收集

第 4、6、8 周的肝脏和血清样本,观察肝组织病理变化,检测血清生化指标和组织炎症因子。 结果 病理学结果

显示,随着 ANIT 剂量的增加,炎性细胞浸润、胆管上皮细胞增生加剧;肝药酶等生化指标和炎症因子水平随

ANIT 剂量增加而升高,但在停止造模后,随着恢复期的延长,部分检测指标逐渐恢复。 结论 使用剂量不大于

20 mg / kg 的 ANIT 诱导 4 周的胆汁淤积模型小鼠,其肝损伤具有自然恢复性。
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ANIT-induced cholestasis model in different periods of pathology
and its natural recovery

GAO Ya, TANG Zixuan, GUO Kai, CAO Houkang, ZHANG Kefeng

(Key Laboratory of Pharmacology for Prevention and Treatment of High Incidence Diseases in

Guangxi Higher Education Institutions, Guilin Medical University, Guilin 541199, China)

Abstract　 Objective The aim of this study was to establish an animal model simulating cholestasis and its natural

recovery cycle, and to investigate the pathological mechanism of cholestasis, to provide a scientific basis for the

clinical prevention and treatment of this disease. Methods KM male mice aged 6 ~ 8 weeks with a body mass of

18~22 g were selected and divided into 3 groups according to the recovery time nodes(0,2,4 w) after modeling.

Each group was divided into 3 subgroups, which received different doses ( 10, 20, 30 mg / kg ) of α-naphthyl

isothiocyanate( ANIT) by gavage treatment for 4 weeks to establish cholestatic liver injury ( CLI) model. ANIT
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treatment was stopped after the 4th week. Liver and serum samples were collected at the 4th, 6th, and 8th week,

respectively, to observe the pathologic changes of liver histology and to detect serum biochemical indexes and tissue

inflammatory factors. Results Pathology showed that inflammatory cell infiltration and bile duct epithelial cell

proliferation intensified with the increase of ANIT dose. Biochemical indexes such as hepatic drug enzymes and

inflammatory factor levels increased with the increase of ANIT dose, but some of the detected indexes were gradually

recovered with the prolongation of the recovery period after cessation of modeling. Conclusion The cholestasis model

mice induced by ANIT at a dose no greater than 20 mg / kg for 4 weeks had natural recovery.

Keywords: cholestasis; α-naphthyl isothiocyanate; recovery time

　 　 胆汁淤积性肝损伤(cholestatic liver injury, CLI)
是一种复杂的肝脏病变,它可能引起肝内胆管狭窄、
闭塞和胆汁酸分泌方式改变,从而导致肝细胞损伤、
炎症和纤维化等一系列病理生理反应[1-3]。 胆汁淤

积的危害广泛,不仅会导致肝功能异常,还可能引发

黄疸、瘙痒、脂肪泻等临床症状,严重影响患者的生

活质量。 在严重的情况下,胆汁淤积可进展为肝硬

化、肝衰竭,甚至增加患者肝癌的风险[4]。 因此,胆
汁淤积的早期诊断和治疗对于改善患者预后至关重

要。 在临床治疗中,胆汁淤积常常需要针对其病因

和病情严重程度采取不同的干预措施[3]。 胆汁淤积

的发病原因较为复杂,包括遗传因素、药物毒性、感
染、自身免疫疾病等,这些病因所导致的胆汁淤积往

往呈现慢性进展的特点[4]。 此外,胆汁淤积的影响

并不局限于肝脏,还可能波及到其他器官,进而引发

全身性的病理变化[5]。
CLI 的诊断常依赖于一系列生化指标,这些指标

反映了肝脏功能和胆汁流动状态的改变。 胆汁酸是

胆固醇在肝脏中代谢的产物,正常情况下以胆汁的

形式通过胆管排入肠道,参与脂质的消化和吸收;当
这一过程无法正常进行时,胆汁酸会进入血管[6]。
胆红素是红细胞分解产物,正常情况下由肝脏转化

为胆汁酸后排出;当胆汁流动受阻时,胆红素在血液

中积累,导致黄疸等症状[7]。 其中,总胆红素( total
bilirubin,TBIL)、直接胆红素(direct bilirubin,DBIL)
和总胆汁酸(total bile acid,TBA)的水平升高是胆汁

淤积的重要标志,反映了胆红素代谢紊乱和胆汁排

泄障碍[8-9]。 TBA 的水平升高则直接反映了胆汁淤

积的程度,是评估胆汁流动受阻的关键指标[10]。 因

此,胆汁酸水平的升高表示胆汁分泌或排泄功能受

损[11]。

本研究中通过监测小鼠血清中的谷丙转氨酶

(glutamic-pyruvic transaminase, ALT)、谷草转氨酶

(glutamic oxalacetic transaminase,AST)、碱性磷酸酶

(alkaline phosphatase,ALP)、TBA、TBIL 和 DBIL 水

平,以及肝脏组织的病理学变化,来评估 ANIT 诱导

的胆汁淤积模型建立程度。 临床上胆汁淤积患者常

常表现为 ALT、AST 和 ALP 水平的升高,以及 TBA、
TBIL 和 DBIL 水平的显著升高,这与本研究模型小

鼠的生化指标变化相似[12]。 此外,本研究中肝脏组

织的病理学检查显示了与人类胆汁淤积相似的病变

特征[13],如胆管细胞增生和炎症细胞浸润,这进一

步证实了模型动物的临床相关性。
尽管胆汁淤积的发病原因多样,但现有的动物

研究模型多为急性胆汁淤积模型,这些模型往往采用

较大剂量的 α-萘异硫氰酸酯(α-naphthyl isothiocyanate,
ANIT)来诱导急性胆汁淤积[14-15]。 这种大剂量

ANIT 诱导的 CLI 模型虽然能够在短时间内再现胆

汁淤积的病理特征,但其发病机制与人类胆汁淤积

的常见病因存在显著差异[16]。 因此,这种造模方法

并不能很好地反映人类疾病慢性发展的实际过程。
为了模拟更贴切临床胆汁淤积的实际情况,本

研究旨在建立一种与临床更为接近的 CLI 模型,找
出适宜的 ANIT 造模浓度和时间,探究胆汁淤积的发

展过程及其自然恢复周期。

1　 材料与方法

1.1　 动物分组及处理

本研究使用了 72 只 6 ~ 8 周龄的昆明雄性小鼠

[购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司,生产许可

证号 SCXK(湘)2019-0004],体质量 18~22 g。 实验

开始前,所有小鼠均在 20 ~ 24 ℃的温度、相对湿度
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45% ~65%的环境中适应性饲养 1 周,并保持每 12 h
明暗交替的光照条件,同时确保小鼠有充足的饲料

和水源。 小鼠适应性饲养后,按照恢复的时间点(0、
2、4 周)平均分为 3 组;而后,再将每组细分为 3 个不

同剂量(10、20、30 mg / kg)的 ANIT 造模的子组;至
此,总共形成了 9 个不同时间点或不同给药剂量的

组别(n= 8)。 所有小鼠接受对应剂量的 ANIT 灌胃,
每日 1 次并持续 4 周,以建立胆汁淤积性肝损伤模

型。 0 周组小鼠在造模 4 周后进行安乐死并收集小

鼠血液和肝脏样本。 从实验的第 5 周至第 8 周结

束,不再给予小鼠 ANIT 造模并给予充足的饲料和水

饲养,使其自然恢复。 2 周组和 4 周组小鼠分别在造

模第 6 周和第 8 周结束时进行安乐死并收集小鼠血

液和肝脏样本,具体实验流程如图 1 所示。 肝脏样

本在 4%多聚甲醛的溶液中保存。 血液样本静置后,
以5 000 r / min的速度离心 15 min,分离出的血清在

-20 ℃ 的条件下保存以待后续分析。 本研究已经获

得桂林医学院医学伦理委员会审核批准 ( GLMC-
IACUC-2023018)。
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图 1　 实验流程图

1.2　 主要实验试剂

ANIT(购自上海阿拉丁生化科技有限公司),检
测 ALT、AST、ALP、TBA、TBIL 和 DBIL 等其他相关生

化指标所需的试剂(均购自中国南京建成生物工程

研究所),酶联免疫吸附试验(ELISA)试剂盒(购自

中国武汉的酶免实业有限公司)。

1.3　 仪器

Epoch 全波长酶标仪(购自美国 BioTek 公司)、
TGL-16K 台式高速冷冻离心机(购自湖南湘仪离心

机厂)、BS1105 型电子天平(购自德国 Sartorius 公

司)、Eppendorf 移液器(购自德国 Eppendorf 公司)、
KD-TS3A 生物组织自动脱水机(购自浙江科迪仪器

有限公司)、Tanon 4100 型全自动化学发光图像分析

系统(购自上海天能科技有限公司)。

1.4　 组织病理学检测

首先,将肝脏组织固定在 4%多聚甲醛中 2 d;然
后,进行脱水和石蜡包埋,将其切成厚度为 4 μm 切

片,并使用苏木精-伊红(HE)染色,进行组织学检

查;最后,使用 BX51 光学显微镜拍摄图像并记录,以
评估肝脏病理变化。

1.5　 血清生化指标检测

按照试剂盒的说明对肝功能参数(ALT、AST、

ALP、TBA、TBIL 和 DBIL)进行检测。

1.6　 ELISA 检测

按照试剂盒的说明对肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、
白细胞介素-6( IL-6)和白细胞介素( IL-1β)进行检

测,用于评价小鼠肝脏炎症水平。

1.7　 统计学方法

使用 SPSS 22 统计软件进行数据分析,计量实

验数据以(􀭰x±s)表示。 P<0.05 表示差异具有统计学

意义。

2　 结果

2.1　 组织病理学检测

如图 2 所示,在 0 周组中,相较于正常组,接受

ANIT 造模的不同剂量组(10、20、30 mg / kg)显示出

不同程度的肝脏病变。 主要病理改变包括以汇管区

为中心的炎性细胞浸润和胆管细胞增生,且严重程

度随 ANIT 剂量的增加而加重。 在 2 周组和 4 周组

中,肝脏的病理特征与 0 周组相似,而与 2 周组相

比,4 周组中 ANIT10 组和 ANIT20 组的肝脏病变程

度显著减轻,主要表现为轻微的炎症反应和胆管细

胞增生。
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图 2　 小鼠肝组织病理学检测

2.2　 血清生化指标检测

本研究对小鼠的血清生化指标进行了检测,包

括 ALT、AST、ALP、TBA、TBIL 和 DBIL。 结果显示,

与正常组小鼠相比,ANIT 造模小鼠的生化指标含量

显著升高,且随着 ANIT 剂量的增加而升高。 此外,

随着自然恢复时间延长, 4 周组的 ANIT10 组和

ANIT20 组小鼠的 AST 和 TBIL 指标水平逐渐恢复至

与正常组相比无统计学差异,具体变化趋势如图 3

所示。

·82·



第 6 期 高雅等:ANIT 诱导胆汁淤积模型病变与恢复研究 第 37 卷

注:此图为血清 ALT、AST 和 ALP 活性检测与 TBA、TBIL 和 DBIL 含量检测。 不同时间与其正常组比

较,∗P<0.05,∗∗P<0.01;不同时间组与 ANIT30 组比较,#P<0.05,##P<0.01。

图 3　 生化指标检测柱状图

2.3　 ELISA 检测

为深入评估 ANIT 模型组小鼠肝脏的炎症状态,

本研究采用 ELISA 对肝组织中的炎症因子进行定量

分析,包括 TNF-α、IL-6 和 IL-1β。 如图 4、图 5 所示,

检测结果表明,这些炎症因子的水平随 ANIT 造模剂

量增大而升高。 在大多数 ANIT 处理组中,这些炎症

因子的水平显著高于正常组。 然而,随着恢复时间

的延长,这些炎症因子的水平逐渐降低。 尽管给予

ANIT 干预的组别在数值上仍然高于正常组,但在自

然恢复 4 周之后,ANIT10 组和 ANIT20 组的 TNF-α

和IL-1β与正常组相比无统计学差异。
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注:此图为肝脏 TNF-α、IL-6、和 IL-1β 的水平检测。 不同时间组与对应的正常组比较,∗P<0.05,∗∗P<0.01;不同时间组与

ANIT30 组比较,#P<0.05,##P<0.01。

图 4　 ELISA 检测柱状图

图 5　 生化指标和 ELISA 检测热图

3　 讨论
从临床角度来看,CLI 的病因多种多样,包括遗

传因素、药物反应、感染以及自身免疫疾病等[17-19],
这些因素通常会经历一个缓慢的病理发展过程。 本

研究旨在对 ANIT 诱导 CLI 的剂量和自然恢复时间

进行研究,以更精确地反映临床 CLI 的发展过程及

恢复情况。
通过对小鼠进行不同剂量的 ANIT 灌胃处理,来

模拟人类胆汁淤积的病理状态,即在一个长时间的

周期内持续给予较小剂量 ANIT 对小鼠进行胆汁淤

积造模。 在急性胆汁淤积性肝损伤中,由于大剂量

的 ANIT 导致胆管细胞大量损伤,从而使胆汁无法顺

利从肝脏排出,胆汁酸转运发生障碍,导致肝细胞发

生坏死[20-22]。 严重的情况下,受损区域的细胞形态

可能会完全丧失[23-24],这种剧烈的病理变化虽然在

某些情况下可以为研究提供参考,但这无法代表大

多数临床上 CLI 的渐进性特征。 相比于常见的急性

ANIT 诱导模型,本研究采用的 ANIT 诱导模型更具

有优势,原因为本研究采用的小剂量长时间给药策

略所建立的模型,主要表现为慢性炎症和胆管细胞

增生,这种病变过程更贴近于原发性硬化性胆管炎

的临床特征[25-26],而且这种模型能够更好地模拟人

类胆汁淤积患者经历的缓慢病理进展。 与此同时,
本研究中的小鼠模型通过模拟这种小剂量 ANIT 所

导致的渐进性损伤,为研究胆汁淤积的长期影响和

恢复机制提供了一个更为真实的参照结果。 本研究

通过这种方法,能够更细致地观察不同剂量 ANIT 对

肝脏损伤和恢复过程的影响。
本研究通过检测 CLI 小鼠的生化指标,揭示了

ANIT 剂量增加与小鼠血清中 ALT、AST、ALP、TBA、
TBIL 和 DBIL 的水平升高之间的直接关联。 这些生

化标志物的升高与肝脏损伤和胆汁淤积的严重性紧

密相连,为评估肝功能提供了重要指标。 在 ANIT10
组和 ANIT20 组中,生化指标和 ELISA 数值在实验的
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第 6 周和第 8 周与 ANIT30 组相比,呈现出明显的差

异。 这一研究结果表明,在较低剂量的 ANIT 造模

下,肝脏展现出较强的抵抗损伤能力和自我修复

能力。
本研究通过对 ANIT30 组的数据和病理切片分

析发现,虽然 ANIT30 组恢复程度较好,但是与其他

剂量组相比,其恢复速度有所减缓。 这暗示了肝脏

的自我修复能力在面对较高剂量 ANIT(30 mg / kg)

造成的损伤时存在局限性,而且短期内难以完全恢

复。 此外,在较低剂量 ANIT(10、20 mg / kg)处理的

组别中,小鼠在造模第 4 周到第 6 周的时间段内表

现出较为显著的自然恢复迹象;与低剂量组相比,较

高剂量 ANIT(30 mg / kg)的组别则在造模第 6 周到

第 8 周的时间段内才显现出恢复的趋势。 这一研究

结果表明,较大剂量的 ANIT 可能延长了小鼠肝脏的

自我修复过程,从而影响了小鼠恢复的起始时间点

和持续时间。

综上所述,本研究为建立与临床更为相近的 CLI

模型提供了动物模型的参考,该动物模型能够模拟

胆汁淤积的缓慢发展及其自然恢复过程,这为未来

CLI 的机制研究和临床治疗策略的制定提供了科学

依据。

4　 结论
通过研究发现,昆明小鼠在 20 mg / kg 以下的

ANIT 剂量下表现出良好的自然恢复能力,适当剂量

的 ANIT 诱导胆汁淤积模型在停止给药后,昆明小鼠

肝脏的自我修复机制能够逐步逆转由胆汁淤积引起

的损伤。
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