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【摘 要】 目的：探讨四氯化碳（Carbon Tetrachloride，CCl4）肝纤维化的造模方法对大鼠结肠组织的影响。方法：采用清洁

级雄性 Wistar 大鼠，设立正常组和模型组，采用 CCl4 花生油混合液皮下注射大鼠构建肝纤维化模型，常规苏木精 - 伊红染色法

（Hematoxylin-eosin Staining，HE）染色，通过扫描电镜检测 CCl4 大鼠肝纤维化模型中结肠组织的病理变化。结果：成功复制肝

纤维化大鼠模型。肝纤维化模型组中结肠组织 HE 染色显示，大鼠结肠组织中细胞结构较清晰，肠黏膜绒毛结构较完整，无明显

肠绒脱落现象，上皮细胞排列较为整齐，杯状细胞能够较好保存完整，细胞外壁能够保存完整，组织间无明显充血、肿胀等表

现，与正常组相比，结肠组织无明显变化；扫描电镜显示，肝纤维化模型组结肠组织上皮细胞未见破损，也未见明显肿胀，可见

杯状细胞，上皮细胞表面微绒毛排列整齐，未见脱落，细胞间隙未见增宽，细胞也未见萎缩，与正常组相比，结肠组织无明显变

化。结论：CCl4 造模方法诱导下大鼠肝纤维化形成可能对结肠组织无影响。
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【Abstract】 Objective: To investigate the effect of liver fibrosis modeling induced by CCl4 on colonic tissue in rats. Methods: The 
clean-grade male Wistar rats were used to establish the normal group and the model group. The liver fibrosis model was constructed by 
subcutaneous injection of CCl4 peanut oil mixture, and the hematoxylin-eosin staining was performed by scanning electron microscopy. 
Pathological changes of colon tissue in a rat model of liver fibrosis induced by carbon tetrachloride were examined. Results: Model 
rats of liver fibrosis were successfully molded. In the liver fibrosis model group, the colonic tissue was stained by HE staining. The cell 
structure in the colonic tissue of rats was clear, the villus structure of intestinal mucosa was relatively complete, and there was no obvious 
shedding of intestinal velvet, and the epithe-lial cells were arranged neatly. The goblet cells were well preserved, the outer walls of the cells 
were preserved intact, there were no obvious hyp-eremia and swelling between tissues, and there was no obvious change in colon tissue 
compared with the normal group. In the liver fibrosis model group, the colonic epithelial cells were not damaged or swollen, goblet cells 
were seen, the microvilli on the surface of the epithelial cells were arranged neatly, no shedding, no widening of the cell space, no atrophy 
of the cells. There was no significant change in colonic tissue compared with the normal group. Conclusion: The formation of liver fibrosis 
induced by CCl4 modeling method may have no effect on colon tissue.
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肝硬化是较常见的慢性肝脏疾病之一，亦是肝纤维化发

展的终末阶段 [1]。肝纤维化是由于各种理化因素（如酒精、

寄生虫、病毒等）或炎症长期反复作用于肝脏，引起肝细胞

变性、坏死、增生和肝纤维结缔组织的增生和沉积 [2]。有研

究表明，肝纤维化是可逆的 [3-4]。如慢性乙肝炎患者的抗病毒

治疗，自身免疫性肝炎进行免疫抑制剂治疗等均可使原有的

肝纤维化减轻。临床中肝纤维化产生主要机制为肠道菌群移

位和肝脏内毒素清除能力差。自 1998 年 Marshall[5] 提出“肠 -
肝轴”学说以来，研究者对肝脏病变与肠道功能的相关性的

研究越来越重视。“肠 - 肝轴”学说表明肝脏和肠道不仅在结

构上存在联系，而且在功能上更存在紧密关系，当肝脏发生

疾病时，肠道黏膜屏障功能下降，致使内毒素通过“细菌移

位”，穿过肠黏膜侵入肠道以外的部位，内毒素血症形成，引

起一系列病理反应 [6]，有研究 [7] 表明，肝硬化患者出现肠道

屏障功能障碍以及由其产生的肠道菌群和 / 或内毒素移位是

促进自发性腹膜炎（Spontaneous Peritonitis，SBP）和肝性脑

病发生而加重肝硬化的重要因素。肝硬化大鼠可引起肠道紧

密连接间的距离增大甚至分离 [8]。慢性肝病中，肠黏膜结构

发生相关改变，如细胞间隙变宽、紧密连接受损等，促使屏

障功能丧失，导致肠道细菌释放的内毒素进入肝脏 [9]。因此，

长期慢性肝病中肝脏功能的长期损伤可能导致肠道结构变化，

但轻微肝纤维化的变化是否会导致肠道结构的变化暂未见实

验报道。传统的四氯化碳造模方法是经典的、主要的动物肝

纤维化造模方法。目前亦尚不明确四氯化碳造模方法是否对

肠道黏膜结构有损害，因此，本研究拟通过四氯化碳建造肝

纤维化实验动物模型，观察肝纤维化形成过程中结肠组织的
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情况，初步探讨四氯化碳的造模方法对大鼠结肠组织的影响，

为后期研究提供实验基础。

1 材料与方法

1.1 动物分组及处理  
清洁级雄性 Wistar 大鼠 [ 购于第三军医大学实验动物中

心，动物合格证号 SCXK（军）-2012-0010]，体质量 250 ～ 
300 g，共 10 只。将大鼠按随机数字表法分为正常组与模型

组，每组 5 只。同时正常组和模型组予以同等体积生理盐水

灌胃（灌胃生理盐水 0.8 mL），一天 1 次。

1.2 伦理审查  
本研究符合广西中医药大学附属瑞康医院实验动物伦理

委员会所制定的伦理学标准，编号：CLS-EAW-2016-4-2。本

研究符合国家法律关于实验室动物的管理与使用的准则。

1.3 主要试剂与仪器  
苏木素染液（南京建成）；伊红染液（碧云天）；中性树脂

（国药集团）；2.5% 戊二醛溶液、0.2 mol/L PBS 溶液、醋酸异

戊酯、梯度酒精；水合氯醛（国医药集团，中国）；CCl4 溶液

（科龙化学仪器厂）。

1.4 构建肝纤维化动物模型   
采用四氯化碳复合因素大鼠肝纤维化动物模型造模方法，

造模方法参照韩德五法 [10]，除正常组外，模型组大鼠颈背部

皮下注射 40% CCl4 花生油混悬液。首次注射 5 mL/kg 体质量，

后每隔 3 日皮下 3 mL/kg 体质量注射。第 4 周末正常组及模

型组大鼠各随机处死 2 只，取材常规 HE 染色证实肝纤维化

形成。

1.5 取材  
至 第 4 周 末， 禁 食 12 h， 腹 腔 注 射 7% 水 合 氯 醛

（0.5 mL/100 g）麻醉，腹腔动脉采血后处死，剖取肝脏，取

肝脏右叶相同部位组织，1块置入10%甲醛，作常规石醋切片，

取材后，用 PBS 清洗，4% 多聚甲醛固定。不同浓度乙醇脱

水，各 10 min。透明。透明处理过的组织浸泡于融化的石蜡

中 3 h。包埋。切片。石蜡切片脱蜡复水，双蒸水清洗 3 次 × 

2 min。进行苏木素染液 - 伊红染液染色，冲洗，脱水，透明，

中性树脂封片。镜检（细胞核成蓝色，细胞质成红色或粉红

色）。正常组与模型组大鼠证实肝纤维化形成后继续予生理盐

水灌胃（灌胃生理盐水 0.8 mL），至第 6 周末，禁食 12 h，腹

腔注射 7% 水合氯醛（0.5 mL/100 g）麻醉，腹腔动脉采血后

处死，剖取肝脏，取肝脏右叶相同部位组织，同时取正常组

与模型组相同部位的结肠组织，分别作常规的肝组织与结肠

组织的石蜡切片。

1.6 标本采集与检验方法

1.6.1 大体标本观察  
清洁级雄性 Wistar 大鼠处死后，大体观察肝脏的颜色、

质地、体积和表面变化后，行组织病理切片检查。

1.6.2 通过 HE 染色检测肝纤维化模型对结肠组织的影响   
将已制备好的结肠组织切片用 PBS（0.01M）浸洗 3 次，

每次 3 min；4% 的多聚甲醛切片 15 min，PBS 浸洗玻片 3 次× 

3 min；苏木素染液染色 10 min；冲洗约 5 min；蒸馏水再洗涤

一遍，镜检，伊红染液染色 2 min；冲洗约 3 min；再洗涤；

95% 乙醇脱水 2 min；新鲜的 95% 乙醇再脱水 2 min；二甲苯

透明 5 min，新鲜的二甲苯再透明 5 min；中性树脂封片；镜检。

观察结肠组织的病理变化。

1.6.3 通过扫描电镜检测肝纤维化模型对结肠组织的影响   
取 1 cm3 左右结肠组织切片，加入 4 ℃预冷的 3% 戊二

醛，4 ℃过夜，吸出固定剂，PBS 浸洗 2 次 ×10 min，4 ℃
预冷的 1% 锇酸。4 ℃固定 1 h，PBS 浸洗 2 次 ×10 min。系

列 梯 度 酒 精 脱 水（30%、50%、70%、80%、90%、95%、

100%），每种浓度酒精通过 2 次 ×15 min。干燥，切片干燥

后，待其温度升至室温时再放气，取出切片。用真空喷镀

法，切片被安置在离蒸发源 10 ～ 15 cm 处的样品台上，切片

进行旋转活动，先喷碳。后喷金，喷镀应均匀，完成后镜下 
观察。

2 结 果

2.1 肝脏大体标本观察  
正常组肝脏表面呈鲜红色，表面光滑柔软，无结节和颗

粒，肝缘锐利，形态与大小均正常。肝纤维化模型组肝脏表

明颜色较正常组织暗淡，质地稍韧，表面有颗粒改变，肝缘

较正常组变钝，被膜肿胀。见图 1。

2.2 HE 染色检测肝纤维化模型形成   
正常组肝组织内肝细胞胞浆丰富、红染，无明显脂肪变

性等，肝细胞围绕中央静脉呈放射状排列。模型组肝细胞明

显脂肪变性，部分肝细胞水样变性，小叶结构不清，纤维组

织明显增生，形成纤维间隔，分割肝小叶，纤维间隔内有散

在炎症细胞浸润。见图 2。

2.3 大鼠结肠 HE 染色结果  
肝纤维化模型组大鼠结肠组织中细胞结构较清晰，肠黏

膜绒毛结构较完整，无明显肠绒脱落现象，上皮细胞排列较

为整齐，杯状细胞能够较好保存完整，细胞外壁能够保存完

注：A：正常组；B：肝纤维化模型组。

图1 大鼠肝脏大体标本

注：A：正常组；B：肝纤维化模型组。

图2 肝纤维化病理切片（HE×100）
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整，组织间无明显充血、肿胀等表现，亦未见炎症细胞浸润；

与正常组相比，结肠组织结构无明显变化。见图 3。

2.4 大鼠结肠扫描电镜检测结果   
肝纤维化模型组上皮细胞未见破损，大小基本一致，也

未见明显肿胀，可见杯状细胞，上皮细胞表面微绒毛排列整

齐，连接紧密，未见脱落，细胞间隙未见增宽，细胞也未见

萎缩；与正常组相比，结肠组织结构无明显变化。见图 4。

3 讨 论

肝纤维化动物模型的研究，对于开展慢性肝脏疾病的预

防和治疗具有重要意义。目前国内外在诱导肝纤维化模型形

成的方法中，采用的主要包括化学中毒性肝纤维化（CCl4
[10]、

二甲基硝铵 [11]、二氧化硅 [12] 等）、乙醇法 [13]、免疫法、胆管

阻塞法 [14] 等方法，但最经典、最常用的方法是应用 CCl4 诱

导下建立肝纤维化动物模型。CCl4 是一种肝脏毒性药物 [15]，

机理是肝细胞吸收 CCl4 后，经细胞色素 P450 代谢氧化成

CCl3 自由基团 [16]，导致肝细胞膜物质脂质过氧化，引起肝细

胞膜物质的损害，进而形成肝纤维化。长期给予 CCl4 可持续

刺激成纤维细胞 I 型胶原基因大量表达，从而使 I 型胶原基因

的合成增多，导致肝纤维化的形成 [17]。有研究指出 CCl4 可诱

导实验动物严重肝脏疾病如非酒精性脂肪性肝病、慢性肝炎

及肝硬化，因此，CCl4 诱导肝硬化动物模型是一个比较常用

方法，可以通过消化道、腹腔注射或皮下注射等方式制作肝

硬化动物模型 [18]。因此本实验采用经典的 CCl4 诱导肝纤维化

大鼠模型，每周一次将 40% 四氯化碳花生油混悬液颈背部皮

下注射至实验大鼠，造模时间为 4 周，造模结束后，通过 HE
染色可见肝纤维化模型组较正常组大鼠肝脏组织结构被破坏，

小叶结构紊乱，肝索排列不规则，纤维组织明显增生，实验

结果表明肝纤维化模型组大鼠存在肝纤维化的病理变化。

正常人的结肠和远端小肠存在着大量的细菌与内毒素，

而内毒素存在于革兰氏阴性细菌菌体的细胞壁内，当细菌死

后细胞壁崩解时释出，活菌亦可以发疱形式将内毒素释出 [19]。

正常情况下，肠道屏障具有高选择性，因此具有防止肠道菌

群移位，进而阻止内毒素释放入血，并且免疫监视及有效清

除肠道内条件致病菌及外来病原体。肝脏是人体最大的“化

学工厂”，对体内的内毒素及毒素具有清除及解毒作用，并由

于肝脏具有免疫耐受特性，因此正常情况下病原体分子在肝

脏中并不诱导系统性免疫反应。肠肝循环的存在，使肝脏不

断暴露于肠道来源的内毒素，成为一个主要的滤过器官和第

一道防线。当肝脏发生病变时，上述功能减退，从肠源性内

毒素血症所致的肝纤维化中，其内毒素主要是来自肝脏受损，

肝脏清除内毒素功能明显减弱，从而引起肝纤维化。Fouts 
等 [20] 在研究肝脏疾病早期细菌移位的动态和肠道微生物组的

变化时，发现急性肝损伤与微生物组变化之前肠道通透性增

加和细菌移位的早期发作有关。因此，在急性肝脏损伤或慢

性肝脏损伤会致使肠道菌群异位，而慢性肝病在各种病理因

素的长期损伤下，致使肠道通透性增加。

本实验研究结果表明，在肝纤维化模型组中 HE 染色结果

提示大鼠结肠细胞结构较清晰，肠黏膜绒毛结构较完整，上

皮细胞排列较为整齐，杯状细胞能够较好保存完整，细胞外

壁能够保存完整，组织间无明显充血、肿胀等表现，与正常

组相比，结肠组织结构无明显变化；扫描电镜结果提示大鼠结

肠组织中上皮细胞未见破损，也未见明显肿胀，可见杯状细

胞，上皮细胞表面微绒毛排列整齐，未见脱落，细胞间隙未

见增宽，细胞也未见萎缩，与正常组相比，结肠组织结构无

明显变化。其原因可能与造模时间短，肝脏急性损伤导致清

除功能差有关。但有报道 [21] 发现在慢加急性肝衰竭时对结肠

组织的肠黏膜损伤，影响肠黏膜通透性。该报道与本课题研

究结果不一致，可能肝脏疾病的不同阶段对结肠组织的影响

亦不相同。此外，考虑短期的急性肝损伤在早期肝纤维化阶

段对结肠组织关系不大，可能与内毒素的数量、毒力、时间

长久等相关因素引起，所以可能早期肝纤维化对大鼠结肠组

织无影响。

综上所述，以上结果可能跟造模时间短，早期肝纤维化

过程中对结肠组织的影响不大，在四氯化碳造模方法诱导下

肝纤维化的形成对大鼠结肠组织可能无影响。因此本研究提

示通过细菌脂多糖移位引起肝纤维化方面的研究中用这种模

型可能值得进一步探讨。
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胃下垂的常见中医分型与胃肠动力学指标的相关性研究
A study on correlation between common TCM typing of gastroptosis  
and gastrointestinal dynamics indexes
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中图分类号：R322.4+4  文献标识码：A  文章编号：1674-7860（2020）16-0009-04  

【摘 要】 目的：探讨胃下垂的常见中医分型与胃肠动力学指标的相关性。方法：选取 2012 年 1 月－ 2016 年 6 月我院收治的

胃下垂患者 54 例为研究对象，根据中医证型分为肝胃不和组 30 例和脾虚饮停组 24 例。选取同期 25 例健康志愿者为正常对照组。

均进行胃十二指肠同步测压，比较三组的消化间期移行性复合运动（Migrating Motor Complex，MMC）周期的时程和振幅指数、

消化期的远端胃振幅指数（Amplitude Meal Index，AMI），胃肠收缩类型以及病史资料。结果：肝胃不和组胃痛、便秘的症状发

生率高于脾虚饮停组（P ＜ 0.05）。脾虚饮停组胃内振水音、餐后腹胀的症状发生率高于肝胃不和组（P ＜ 0.05）。消化间期，肝

胃不和组、脾虚饮停组的 MMC 周期Ⅲ相时程均小于正常对照组（P ＜ 0.05），且脾虚饮停组的 MMC 周期Ⅲ相时程小于肝胃不

和组（P ＜ 0.05）。脾虚饮停组的十二指肠通道、空肠通道Ⅲ相振幅指数均小于正常对照组和肝胃不和组（P ＜ 0.05）。消化期，


