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不同性别小鼠化学性肝损伤后的肝再生能力比较*☆ 

刘玉荣，熊喜峰，徐丽萍，冯世军，孙文翰 

 

Comparison of hepatic regenerative capacity between male and female mice after chemical 

hepatic injuries    

Liu Yu­rong, Xiong Xi-feng, Xu Li-ping, Feng Shi-jun, Sun Wen-han 

文章亮点： 

以小鼠为研究对象，采用四氯化碳皮下注射方法模拟肝脏急性损伤过程，通过对肝脏损伤程度的病理分析，肝质量/

体质量比，免疫组织化学方法对肝细胞增殖情况的观察及糖原染色方法观察肝脏功能的变化情况，评估雌性和雄性

小鼠之间是否存在差异。 

 

Abstract 

 

BACKGROUND: Many factors can influence the regeneration ability of liver. However, whether the effect of gender is one 

of the important factors during the liver repairing is uncertain.  

OBJECTIVE: To compare the hepatic regenerative capacity between male and female mice after chemical injuries. 

METHODS: Mouse models of acute chemical liver injury were established by carbon tetrachloride subcutaneous injection. 

120 mice were divided into two groups: glycogen staining group and 5-bromodeoxyuridine group, 60 mice in each group, 

half male and half female. The intact liver was removed to be weighed on 1, 3, 5, 7 and 10 days. The mice were weighed 

before operation. 

RESULTS AND CONCLUSION: The liver/body mass ratio in female mice was recovered at 7 days, but the ratio of the 

male mice was decreased. There was no distinct difference in the liver/body mass ratio between different genders at 

different time points (P > 0.05). The main injured sites of the liver induced by carbon tetrachloride was portal area and 

board area around the hepatic lobule, the liver cells presented with fatty degeneration, and the spotty necrosis was seen 

in the liver tissue. The female mice glycogen staining was darker than male group at 1, 5 and 7 days (P < 0.05). The liver 

5-bromodeoxyuridine labeling index of female mice was higher than that of male mice at 3 days after liver injury (P < 0.05). 

There was no difference at 1, 5 and 7 days (P > 0.05). As a result, the recover ability after liver injury of female mice is 

more obvious than that of male mice, especially at 7 days, so different gender mice has different recover ability after liver 

injury. 

 

Liu YR, Xiong XF, Xu LP, Feng SJ, Sun WH. Comparison of hepatic regenerative capacity between male and female mice 

after chemical hepatic injuries. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(31): 5804-5809.      

[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 

摘要 

 

背景：肝脏再生能力受多重因素的影响，而性别是否是再生修复过程的一个重要因素尚无定论。 

目的：比较不同性别小鼠化学性肝损伤后肝脏再生能力是否有差异。 

方法：采用四氯化碳小鼠皮下注射方法建立急性化学性肝损伤模型。120 只昆明小鼠随机均分为糖原染色组和 5-溴

脱氧尿嘧啶核苷组，各组再按照性别均分为雌雄两组，于造模后第 1，3，5，7，10天完整取下小鼠肝脏并称质量，

取材前称量小鼠体质量。 

结果与结论：造模后第 7天雌性鼠恢复原肝质量/体质量比，而雄性鼠则表现为下降趋势，不同性别小鼠肝质量/体质

量比在各时间点差异无显著性意义(P > 0.05)；四氯化碳诱导的急性肝损伤主要部位为肝小叶周围的门管区及界板区，

损伤部位肝细胞出现脂肪变，少数肝组织出现点状坏死；损伤后 1，5，7 d 雌性小鼠糖原染色明显强于雄性组(P < 

0.05)；肝损伤后 3 d雌性鼠肝脏 5-溴脱氧尿嘧啶核苷标记指数高于雄性小鼠(P < 0.05)，而第 1，5，7，10天则未

见明显差异(P > 0.05)。说明肝损伤后雌性鼠的再生修复比雄性鼠强，于第 7天完成修复。不同性别的昆明小鼠对四

氯化碳诱导的急性肝损伤后恢复期中肝脏再生能力具有差异性。 

 

关键词：性别差异；四氯化碳；肝损伤；肝再生；糖原染色检测；小鼠 
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0  引言 

 

化学性肝损伤是由酒精、环境中的化学毒物及某些

药物引起肝脏不同程度的损害，包括肝细胞的变性和坏

死，是引发多种肝脏疾病的重要始动环节。长期反复的

肝损伤则会引起肝纤维化、肝硬化乃致肝癌
[1]
。国内外

流行病学调查及临床资料统计结果显示男性肝硬化、肝

癌发病率高于女性，比例为5~11∶1
[2-3]
。 

肝脏有很强的再生修复能力，在各种病理条件下及

肝脏术后恢复过程中均有肝的再生过程，但不同条件下

肝再生的最终结局却相去甚远，尤其是不同性别之间
[4]
。

是什么原因导致肝脏在损伤和修复过程当中的这种性

别差异目前尚未明了。四氯化碳肝损伤动物模型是经典

的化学性肝损伤模型，其条件要求低，技术易于掌握，

可靠性强，重复性好，是其他任何肝损伤模型无法比拟

的，故本实验采用四氯化碳皮下注射方法制备肝损伤动

物模型，比较不同性别小鼠在四氯化碳诱导的肝损伤后

肝细胞再生能力是否存在差别。 

 

1  材料和方法 

 

设计：动物建模观察。 

时间及地点：于2010-01/2011-07在广州医学院组

胚教研室完成。 

材料：健康成年昆明小鼠120只，2月龄，雌雄各半，

体质量20~30 g，SPF级，由南方医科大学实验动物中心提

供，实验动物许可证号：SCXK(粤)：2006-0015。将小鼠

按性别配比随机均分为2组：糖原染色(periodic acid schiff，

PAS)组和5-溴脱氧尿嘧啶核苷(bromodeoxyuridine，BrdU)

组，每组再均分雌性组和雄性组。实验过程中对动物的处

置符合相关动物伦理学要求
[5-6]
。  

主要试剂与仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

方法： 

动物模型制备：两组小鼠称质量、按性别随机分组

后，按Hitoshi等
[7-10]

的经典方法于皮下注射体积分数

50%四氯化碳-粟米油溶液(四氯化碳与粟米油1∶1混

合)，6 mL/kg，每3 d 1次，共注射2次。造模后PAS

组和Brdu组各设5个时间点(n=6)，1，3，5，7，10 d 

进行观察。PAS组在各个时间点取材后进行肝组织

PAS染色分析；Brdu组小鼠分别于每个时间点前2 h腹

膜下注射BrdU(50 mg/kg)，2 h后终止实验。称小鼠体

质量，完整取下肝组织，称肝质量，计算小鼠肝质量/

体质量的比；小鼠肝组织置体积分数10%中性甲醛固

定，制做小鼠肝石蜡切片，切片行常规苏木精-伊红染

色。 

免疫组织化学方法：小鼠肝组织切片依次经过60 ℃烤

箱熔蜡、二甲苯脱蜡、乙醇梯度水化、体积分数3%过

氧化氢溶液封闭，枸橼酸缓冲液修复抗原、正常山羊血

清封闭等步骤后，加一抗(抗BrdU多克隆抗体)4 ℃冰箱

过夜，室温孵育、PBS冲洗、加二抗(羊抗兔)再PBS冲

洗、DAB显色，苏木精复染、脱水，透明，中性树胶固

定封固。每张切片随机选取5个高倍视野，计数BrdU阳

性标记的肝实质细胞和非实质细胞数。 

PAS染色：见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

按PAS糖原染色试剂盒说明书进行。肝组织切片脱

蜡至水，高碘酸溶液，25 ℃时pH值为1.7±0.5，氧化    

10 min，高碘酸是一种氧化剂，他能破坏多糖类结构的

碳键，组织切片首先用高碘酸溶液氧化，使存在组织内

多糖分子的乙二醇基或氨羟基的碳键打开，生成醛类化

合物。其后，暴露出来的游离醛基与无色品红液作用，

生成新的红至紫红色复合物而得到定位
[2]
。然后充分蒸

馏水洗，吸水纸吸干切片；雪夫试剂染色10~15 min；

流动自来水洗10 min；Mayer苏木精染核1.0~2.0 min；

体积分数95%乙醇、无水乙醇脱水、TO(二甲苯)透明，

试剂及仪器 来源 

四氯化碳(CCl4)，粟米油 

兔抗 Brdu 多克隆抗体、鼠两步法检测

试剂盒及 DAB 显色试剂盒 

PAS 试剂盒 

DK-8AX型电热恒温水槽、DHG-9075A

型电热恒温鼓风干燥箱，DK-8AX型

电热恒温水槽 

BMJ-1生物组织包埋机，QPJ-1B生物

病理切片机 

光学显微镜 
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OLMPUS 

 

表 1  PAS 染色结果判定标准 
Table 1  Resulting decision of PAS staining 

To sum the two points, if the results were 0, the cells were negative; 1-3 

scores were weakly positive, 4-5 scores were moderately positive, 6-7 

scores were strongly positive 

Percentage of positive cells Coloring points 

Percentage Score Strength Score 

 

0 

 

0 

 

No (Without coloring) 

 

0 

< 25 1 Weak (Light rose) 1 

26-50 2 Moderate (Rose red) 2 

51-75 3 Strong (Deep rose red) 3 

> 75 4   
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最后中性树胶封固。染色结果糖原呈现红色，细胞核呈

现蓝色。评分标准：染色结果采用综合记分法作半定量

分析，阳性细胞百分数为各时间点所有标本的阳性细胞

平均数，每例5个视野，阳性强度以着色程度进行记分，

见表1，计算各例分值求得平均数。根据正常对照雄性

小鼠及雌性小鼠糖原染色分值计算各组小鼠糖原染色

相对分值。 

 

 

 

评估标准： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

采用2套评分标准相加得出最终分数的方法。 

主要观察指标：通过观察各组小鼠实验前后肝质量

体质量比、造模后肝组织病理改变、Brdu阳性指数及 

PAS染色结果，比较不同性别小鼠肝损伤后其再生能力

是否存在差异。 

统计学分析：用ISD软件对数据进行统计学处理，

组间均数比较采用t 检验，P < 0.05表示差异有显著性

意义。 

   

2  结果 

 

2.1  纳入动物数量分析  造模成功率100%，纳入动物

数量120只，全部进入结果分析，无脱失。 

2.2  不同性别小鼠肝质量与体质量比  见表2。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

在动物模型的制作过程中，化学性损伤后1，3，5，

7，10 d不同性别小鼠肝质量/体质量比统计学分析结果

显示，差异无显著性意义。 

2.3  肝组织结构病理学变化  见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

雌性及雄性小鼠肝四氯化碳急性损伤后1 d均可见

肝小叶汇管区及中央静脉周围均可见炎细胞浸润，肝细

胞出现空泡(脂滴)即脂肪变性，个别可见点状坏死，见

图1a~d，肝损伤后第3天汇管区周围肝细胞内依然可见

空泡 (脂滴)，肝小叶结构尚完整，汇管区血管旁炎性细

胞聚集明显，雄性鼠肝组织结构较松散，炎性浸润雌性

小鼠更为明显，细胞内可见较多空泡(脂粒)。不同性别

小鼠肝内均可见较多的双核细胞，见图1e，f，肝损伤

表 2  不同性别小鼠肝质量/体质量比 
Table 2  Liver/body bass ratio of different gender mice      

(n=5, %) 

t-test at different time points of different gender mice 

Time after modeling (d) Female Male P t 

 

1 d 

 

5.04 

 

6.77 

 

0.168 9 

 

1.805 

3 d 4.54 5.55 0.012 0 5.468 

5 d 5.05 5.38 0.110 6 2.244 

7 d 5.95 4.17 0.068 2 2.793 

10 d 5.25 4.48 0.365 8 1.063 

 

第 1 种为糖原染色的深浅程度，分为 4 个级别： 

0级：细胞无染色  

1级：细胞糖原被染色，并染成浅粉色 

2级：细胞糖原被染色，并染成粉红色 

3级：细胞糖原被染色，并染成紫红色 

 

第 2 种为糖原染色分布程度，分为 4 个级别： 

1级：糖原染色占细胞内液 0~25% 

2级：糖原染色占细胞内液 25%~50% 

3级：糖原染色占细胞内液 50%~75% 

4级：糖原染色占细胞内液 75%~100% 

a: Female mice at 1 d                b: Male mice at 1 d 

c: Enlarged part of a               d: Enlarged part of b           

e: Female mice at 3 d               f: Male mice at 3 d 

g: Normal female mice              h: Normal male mice          

Figure 1  Pathological changes of liver tissue in different      
          gender mice (Hematoxylin-eosin staining, ×20) 

图 1  不同性别小鼠肝组织病理变化(苏木精-伊红染色，×20) 

Vacuoles: Lipid droplets           

PAS相对分值=实验组雄性(或雌性)小鼠 PAS分值/正常对照雄

性(或雌性)小鼠 PAS 分值 
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后第5-7天肝细胞空泡(脂滴)逐渐减少，第10天肝小叶

结构趋于正常，见图1 g，h。 

2.4  各组小鼠肝组织BrdU阳性标记  见图2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

免疫组化显示各组肝组织均有BrdU阳性实质细胞

和非实质细胞，定位于细胞核。雄性及雌性小鼠肝细胞

的BrdU标记指数在化学损伤后第3天差异有显著性意义

(P < 0.05)，而第1，5，7，10天BrdU阳性数差异无显

著性意义(P > 0.05)，见表3，4。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5  PAS染色结果  不同时间点小鼠糖原染色均有反

应，其中雌性组染色强度明显高于雄性组，见图3，分

值见表5。统计学分析显示损伤后1，5，7 d雌性小鼠分

值高于雄性小鼠，差异有显著性意义(P < 0.05)，3 d与

10 d比较，差异无显著性意义(P > 0.05)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

肝脏有很强的再生能力，其再生是指各种原因所致

的肝损伤后肝细胞的重新修复。正常状态下肝为相对静

止的器官，但在肝叶切除、病毒感染或其他原因所致的

损伤后，所有残余的肝实质细胞(成熟的肝细胞)及非实

a: Female mice at 1 d                b: Male mice at 1 d 

Figure 2  BrdU-positive parenchymal hepatic cells of different 
gender mice 

图 2  不同性别小鼠肝实质细胞 BrdU阳性标记细胞 

c: Female mice at 3 d                d: Male mice at 3 d 

e: Female mice at 5 d                 f: Male mice at 5 d 

g: Female mice at 7 d               h: Male mice at 7 d 

i: Female mice at 10 d            j: Male mice at 10 d 

表 3  不同性别小鼠肝实质细胞 BrdU阳性标记标记指数 
Table 3  Brdu labeling index of parenchymal hepatic cells of 

different gender mice                    (x
_

±s, n=5) 

t-test of different gender mice at different time points, 
a
P < 0.01 

Time after modeling (d) Female Male t P 

 

 1  

 

1.32±0.540 4 

 

1.10±0.461 3 

  

0.351  

 

0.748 7 

 3  1.72±0.363 3
a
 1.05±0.443 5  6.789 0.006 5 

 5  1.72±0.641 9 1.12±0.178 9  2.176 0.095 1 

 7  0.68±0.228 0 0.90±0.115 5  1.414 0.252 2 

10  1.04±0.296 6 0.76±0.1673  1.606 0.183 6 

 

表 4  不同性别小鼠的肝组织中非实质细胞 BrdU阳性标记指
数 

Table 4  Brdu labeling index of nonparenchymal hepatic cells of 
different gender mice                    (x

_

±s, n=5) 

t-test of different gender mice at different time points,
 a
P < 0.05 

Time after modeling (d) Female Male t P 

  

 1  

 

2.24±0.40 

 

1.90±0.73 

   

0.659 

 

0.557 2 

 3  2.00±0.24
a
 0.90±0.38 4.373 0.022 1 

 5  2.04±0.66 1.56±0.26 2.228 0.089 8 

 7  0.96±0.26 1.20±0.16 1.225 0.380 1 

10  1.24±0.44 0.96±0.08 1.300 0.263 5 

 

表 5  不同性别小鼠肝损伤后 PAS染色比较      
Table 5  Comparison of PAS staining results among different 

gender mice after liver injury              (x
_

±s, n=5) 

t-test of different gender mice at different time points,
 a
P < 0.05 

Time after modeling (d) Female Male t P 

 

 1  

 

5.00±1.61
a
 

 

2.45±0.91 

 

   3.400 

 

0.042 5 

 3  5.40±0.48 5.26±3.39 0.107 0.918 7 

 5  8.93±1.28
a
 1.60±1.67  8.057 0.000 5 

 7  5.73±2.44
a
 1.46±1.06  4.544 0.006 1 

10  4.53±2.00 5.06±2.12    0.500 0.638 3 
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质细胞(包括胆管上皮细胞，窦状隙上皮细胞，枯否细胞

及Ito细胞)将先后进入增殖状态，从而达到肝脏再生的

目的
[11-13]

。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

目前对肝再生的分子机制、形态学变化等方面已有

较深入的研究和大量的文献积累。研究表明再生的启动

是肝脏对各种病理生理条件下其有效细胞数量减少的

直接反应，通过肝实质细胞与非实质细胞间的相互作

用，以肝细胞生长因子、肿瘤坏死因子、转化生长因α、

转化生长因β、表皮生长因子、白细胞介素1， 22等细

胞因子为桥梁，通过调控基因的表达及细胞的生理、生

化及代谢过程而实现
[14-17]

。尽管在各种病理生理条件下

及肝脏术后恢复过程中均有肝的再生，但肝再生的结局

相差较远，会有肝脏再生修复、肝纤维化或硬化、癌变

等截然不同的转归，这与各种致病因素所诱发的再生机

制不同有关，但也不能排除不同性别之间肝脏再生修复

可能存在的差别，因此值得深入探讨。 

四氯化碳是医学基础研究中制作动物急慢性肝损

伤及肝硬化最常用的化学物质
[18-19]

。四氯化碳经肝细胞

色素P450激活生成CCl3，引起脂质过氧化，破坏线粒体、

内质网等膜性结构，抑制三羧酸循环及脂肪酸氧化而导

致肝细胞广泛受损
[20-21]

。因此本实验组织病理学检测可

见不同性别小鼠肝组织出现明显的脂肪变性。BrdU即

DNA前体胸腺嘧啶核苷的类似物，能选择性的掺入到处

于细胞周期S期(既DNA合成期)细胞的单链DNA核苷酸

序列中，故常用来做为反映细胞增殖状态的指标
[22]
。本

结果显示同样强度的化学性损伤刺激后，不同性别的小

鼠均出现肝的再生修复反应，表现为BrdU阳性标记细胞

数增加及肝组织结构的逐渐正常。统计结果表明损伤后

第3天雌性小鼠处于S期的肝实质细胞及非实质细胞数均

高于雄性小鼠，其余时间点则未见明显差别，提示在肝

化学性损伤后的修复过程中，不同性别小鼠肝的再生修

复在个别时间点可有差别。从肝质量/体质量比结果看不

同性别小鼠肝的再生修复有不同，正常小鼠肝质量/体质

量比为5.0%~5.5%
[23]
，本实验发现四氯化碳诱导肝化学

性损伤后雌性鼠表现为质量/体质量比先降低而后逐渐回

升至正常水平，雄性鼠则呈逐步下降趋势，提示雌性鼠

的修复比雄性鼠早，根据不同性别小鼠肝组织结构病理

改变的差别及肝质量/体质量比等指标，可以认为四氯化

碳对雄性鼠的肝损伤作用比雌性鼠要强，因此在整个肝

修复过程中表现为雌性鼠较早修复其正常结构，然而也

不能排除不同性别小鼠肝再生机制的差别，如雌激素、

雄激素的作用导致的细胞内不同信号分子的激活。 

化学性肝损伤后不同性别小鼠肝脏的自我修复能

力有明显的差别，雌性鼠比雄性更为耐受四氯化碳损

伤，早于雄性鼠完成肝脏的修复。 

致谢：感谢组胚教研室马宁芳教授对本实验的指导。 

a: Female mice at 1 d             b: Male mice at 1 d 

c: Female mice at 3 d               d: Male mice at 3 d 

e: Female mice at 5 d             f: Male mice at 5 d 

i: Female mice at 10 d              j: Male mice at 10 d 

Figure 3  Comparison of PAS staining results between 
different gender mice after liver injury 

图 3  不同性别小鼠肝损伤后 PAS染色比较 

g: Female mice at 7 d                  h: Male mice at 7 d 
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