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免疫药理学
·

迟发型变态反应机制致肝损伤的动物模型的建立①

徐 强 王 蓉 徐丽华② (中国药科大学中药药理教研室
,

南京 2 1 0 0 3 8)

〔摘 要〕 将 p ic yr l c h1 or ide( cP )所致的迟发型变态反应 (CP 一 D T H )导入肝脏诱发肝损伤
.

方法是将

CP 涂于昆明种小鼠腹部致敏
,
6 天后用 P c 在肝脏攻击

,

测量血清谷丙转氨酶 (s G P T )的活性并进行肝组织

病理学检查结果发现
,

sG P T 活性明显上升
,

肝细胞坏死
、

门管区粒细胞和淋巴细胞浸润等易在 CP 致敏前用

环磷酞胺处理明显地增强了这种肝损伤
。

但给正常小鼠肝脏注射 P C 则不能诱发肝损伤
.

这些结果表明
,

该

肝损伤模型是因在肝脏局部发生的 P C 一 D T H 所引起
,

其成立与 D T H 反应的强度有关
,

可适用于肝疾病中

肝报伤机理及治疗药的研究
.

〔关锐词 〕 迟发型变态反应 肝损伤 动物模型 iP cr y l
c hl o ir de

许多研究表明
,

肝内免疫反应是引起肝损伤的

重要机制之一
〔 , 一 ` , ,

例如
.

在乙型肝炎的发病过程

中
,

引起肝细胞损伤和破坏的直接因素是 T 细胞介

导的细胞性免疫反应囚
。

机体的免疫应答一方面导

致了肝细胞的损伤
,

另一方面免疫功能调节的失常

又是肝炎慢性化的主要原因
〔 , , ,

可见调节免疫功能

在肝炎治疗过程中的重要意义
.

但是
,

目前临床上 常

用的籍皮质激素类药物及免疫抑制剂等多具有严重

的毒副作用
,

缺乏理想的动物模型是研究开发新型

免疫调节剂的重要障碍之一
,

也给肝炎发病机制的

阐明带来 T 困难
.

为此
,

我们用 ip
e r y l C h一。 ` d

e ( CP )

诱发肝内的迟发型免疫反应
,

首次在小鼠上建立了

致肝报伤的病理动物模型
.

材料与方法

一
、

药品与试剂

p i
e
汀 1 e h lo 石d e ( CP )旧 本东京化成工业株式会

社 ) ;环磷酞胺 ( e y e lo p h os p h a m id u m
,

C y ) (上海第十

二制药厂 ) :血清谷丙转氨酶 (
s
G P T )测定试剂盒 (上

海生物制品研究所 )
。

二
、

动物

6~ 7 周龄 (2 。~ 24 克体重 )的昆明种雌性小鼠
,

由中国药科大学及中国医学科学院皮肤病研究所动

物室提供
.

三
、

P C 所致小鼠迟发型免疫反应 (P C 一 D T H )

刮去小鼠腹毛
,

涂 1 %CP 的乙醇溶液 1。。闪致

①国家 自然科学基 金及国家教委资助优秀年轻教师基

金项目
。

⑧江苏省中药学 校
,

镇江 2 12 0 0 3

敏
,
6 天后在小鼠右耳两面涂 l沁CP 的橄榄油溶液

30 闪攻击
,

24 小时后用千分尺测 t 左
、

右两耳尽度
,

将其厚度差作为第一次 D T H 反应的强度
。

测 t 3

天后于腹部再次致敏
,

再 6 天后右耳攻击
.

诱发第二

次 D T H 反应
.

四
、

CP 一 D T H 致小鼠肝损份

用 P C 致敏
,
6 天后攻击时用各种浓度的 CP 橄

榄油溶液 1。川肝穿刺诱发 D T H 反应 (下称第一 次

D T H )
.

或在致敏的 5 天前在腹部预致敏一次 (下称

二次致敏 )
,

或在致敏的 6 天及 3 天前预致敏二 次

(下称 三次致敏 )
,

或按 3 项下在 耳诱 发第一 次

D T H
,

然后再次致敏
,

再 6 天后在肝脏诱发肝报伤

(下称第二次 D T H )
.

除特别注明外
,

攻击 18 小时后

采血
,

测定血清谷丙转氨酶的活性
,

同时
,

摘出肝脏
,

用 10 写福尔马林固定
,

石蜡包埋切片
,

H E 染色作组

织病理学检查
.

五
、

统计
t 检验

结 果

一
、

P C 一 D T H 及 P C 一 D T H 致肝报伤的成立

取小鼠
,

在右耳诱发 CP 一 D T H
.

对照组小鼠涂

等体积的橄榄油
。

结果如表 l 所示
,

以对照组的耳壳

肿胀为零
.

第一次 D T H 反应小 鼠耳壳出现了明显

肿胀
;

第二次 D T H 反应时其肿胀较第一次更为强

烈
。

另取小鼠
,

诱发肝损伤
,

攻击用 CP 为 l %的浓

度
,

对照组注射等体积的橄榄油
.

结果
,

与正常小鼠

血清相 比
.

在肝脏诱发第一次 D T H 的小鼠及第一

和第二次 D T H 的对照组血清 G P T 水平均无变化
,
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而诱发第二次 D T H的小鼠肝脏肉眼可见明显的零

星白色花斑
,

血清 G P T 水平显著升高 (表 1 )
.

但是
,

给正常小鼠一 次性肝 穿刺注 入 0
.

2%
、

0
.

25 %
、

。
.

5%和 l %咒 的橄枕油溶液或橄揽油 1如 l
,

除 1肠

浓度时有轻徽的升商趋势外
,

其余对 好PT 水平均

无影响 (表 2)
。

故在以下实脸中采用 0
.

5%的 CP 进

行攻击
.

给正常小鼠肝穿刺注入 。
.

5% CP 的橄榄油

溶掖 10 川后
,

每 2 天眼眼采血
,

连续 6 次未见 sG P T

活性的变化 (表 3)
.

第 12 天采血后同时摘出肝脏
,

组织病理学检查也未见异常
。

丧 1
.

CP 一 D T H 与兀一 D T H 机制所致的小皿肝损

伤

知 b一 p k r y一。 一or 她e ( CP ) 一 恤 d . 魂 d d’ l a y de yt 衅

h y琳成 . ltM yt (CP 一 DT H ) 。 . d l ive r 恤UJ
r y

Gour
P

i时 . 。对 勿 ht e D I H m eC h . 皿七口 祖 . k e

、 , _ ,

eE
r 日w eJ ` n g 、 , ,

脚
T

五、 o
·

0 , , 、 , 一 八 _ 一 上、 U
·

0 1
, ,

、 尸气 I U . n l l l l 一 气肠 a r 盯 l e n U n l t

( X 士 S D )

N O n ” a !

lat D T H

C . , t r o l

D l
.

H idn
u ce d

Zn d D T H

C冶n t r o l

D T H i耐
u以妇

X士 S D )

18 5士 4 2

0

1 0 3士 3 1

18 9士 4 3

18 7士 3 5

0

18 4士 1 4

2 0 8士 6 0

4 9 3士 2 2 6 *

* : P < 0
.

0 5 v . C冶n tor l

农 2
.

CP 注射千正常小叹肝桩对
s G P T 水平的影响

介 b
.

2
.

E f f ec t of 山e nI ej tC协 . of P C 恤 t o t h e lvle
r o f

n公侧曰】口目伪 0 . 喊芬P T 】e v e】

oC cn
.

of CP ( % ) N o
.

o f m ic e

GS P T ( k a r m e n u n i t ,

又士 SD )

N o

~
】 7 1 9 1士 4 0

浦ve 饭1 6 1 9 5士 3 7

0
.

2 8 1 7 3士 3 3

0
.

2 5 8 20 4士 6 0

0
.

5 8
·

20 3士 2 7

1 8 26 9士 9 6

农 3一次性肝穿刺 CP 或橄倪油后小皿好PT 活性

的时程变化

.T b
.

3
.

针. . 亡。 .

倪 ot c 七扭 . 梦 of ` F r . 比讨 ty in

. d伐 r

cee vl de . 目. gl e 恤加沈 t jo n of P C o r

01 iv e 01 1
。

aD ” sG P丁 ( K
arm

o n u n i t
,

(又士SD )

a ft e r i n姗
t ion N o

饰
a l o il v e ( )

.

5% P C

2 1 2 2士 2 9 1 2G士 24 1 2 0士 1 6

4 1 5 3士 2 7 1 5 7士 5 7 1 5 6士 4 7

6 1 52 士 6 1 48土 2 1 1 5 3土 6 4

8 1 33士 9 2 14 1士 7 7 1 2 1士 4 8

1 0 18 2士 4 0 16 5士 8 2 1 7 7士 2 8

1 2 18 3士 2 5 16 3士 5 9 1 7 1士 3 5

二
、

CP 一 D T H 致肝报伤小鼠 sG P T 水平的时程

变化

取小鼠
,

进行二次致敏
,

攻击用 。
.

5%咒 的橄

榄油溶液
,

12 小时后开始
,

每隔 6 小时测一组 sG P T

活性
,

结果如图 l 所示
,

在 P C 肝穿刺后 12 小时
.

` PT 水平有所升高
,

18 小时达到高峰
,

24 小时后开

始下降
,

此后恢复至正常水平
.

在此后的实验中均选

用攻击 18 小时后采血
。

三
、

免疫反应强度与肝损伤

取小鼠
,

按第一次 D T H
、

第二次 D T H
、

二 次致

敏及三次致敏法诱发肝损伤
.

结果如表 4 所示
,

除第

一次 D T H 外
,

第二次 D T H
、

二次致敏及三次致敏动

物 sG P T 活性均比对照组有明显升高
,

其中以二次

致敏时较为显著
,

对于三次致敏小鼠
.

在首次致敏的

3 天前
,

一次用大剂量 ( 1 5 o m g / kg )的 C y 腹腔注射
,

显著地增强了肝损伤
。

对上述二次致敏的 6 只小鼠进行肝组织病理学

检查
,

发现有 5例肝细胞明显坏死
,

并出现粒细胞和

淋巴细胞浸润及脂肪性变性等
.

图 2 为组织显徽像
,

其中 A 为门管区炎性细胞浸润
,

B 则显示肝细胞的

凝固性坏死
.

而对照组 (表 4 co nt or l C )小鼠肝脏无

一例出现异常
.

农 4 民 一 D T H 致肝损伤小吸 好盯 活性的变化

及 C y 的形响
.

T a b
.

4
.

C h a . g e o f s e r u口 G P r a改i v it y ou l iv e r in j
u r y

加 dcu 记 in va r协us w . y s b y P C 一 D T H m eC肠一

tI i口l 纽 m奴
a n d ef f ce t o f e y e l o Ph o印 b a m id e

( C y ) on t h e in j
u r y

·

G or
u p N o

.

o f m i e` PT ( K a rm e n 。 n i t
,

(又士 S D )

N o

mr al 7 1 88士 4 9

ls t D T H

C石 n tm l A
.

6 1 8 () 士 5 3

D T H ind
u沈 d 6 1 9 0 工 3 9

Z n d D T H

C o n t or l B 6 2 14 士 7 0

D T H in d u
ce d 7 3 1 3士 15 6

d u P il e a t e ly se n s i r iez d

C o n t or l C 6 19 7士 2 5

D T H ind
u e e d 6 34 4士 1 5 9丫

r r ip lica
t e ly se n s i t i

z烈」

CO 幻 t
or l D 6 18 7士 3 4

D T H 诬耐
u ` e d 7 2 9 4士 7 0 * *

C y 一 P r e t r既 t ed 6 4 4 6士 16 6 * *

* :

P ( 0
.

0 5
, * * P ( 0

.

0 1 v s r e
sP

e e t iv e e o n t r o l
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化
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.

2
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u

耐 lL ve
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讨 论

对于肝损伤机理及保肝药的药理学及病理学研

究
,

经典的动物模型有 Ca
; 、

半乳搪胺等化学因素

所致的肝报伤
,

这些肝损伤在致病机理上与临床上

多数肝炎有较大的距离
,

也不适用于影响免疫系统

药钧的药效评价
。

近年来建立的以免疫学机制诱发

的肝损伤模型
,
如

a n t i ha is
e liv e r p or t e

i
n

抗体
、 。 n t i一

liv兮r

取
e
if ie p r o t e in 抗体及短小棒状杆菌与内毒求

脂多糖等川
,

为肝损伤的研究开辟了新的途径
.

但

是
,

对于与肝炎尤其是慢性肝炎的发病及进展直接

相关的细胞性免疫反应
,

尚无特定的模型
.

为了在动

物上以细胞性免疫机制诱发肝摄伤
,

本研究以 D T H

为荃本反应
.

激发肝脏的炎症性报伤
,

结果证明
,

以

这种机制诱发肝报伤是可行的
.

D T H 是由 T 细胞介导的免疫反应
,

其最终阶

段是以巨噬细胞为中心的炎症反应
.

本研究在小鼠

上用 CP 在腹部致敏一次后
,

在耳壳攻击可引起显

著的肿胀
,

但在肝脏攻击则未能致肝组织撅伤
,

对血

清 G P T 活性也无影响
.

估计这种在肝脏局部发生的

炎症反应不足以引起肝细胞的实质性损伤
,

使转氮

酶等细胞内容物逸出
.

鉴于第二次 D T H 反应时小

鼠耳壳肿胀度大幅度增加的事实
,

我们将第一 次

D T H 反应后的小鼠再次致敏
,

再在肝脏诱发第二次

D T H 反应
,

结果肉眼观察可见肝藕粒粗硕
,

甚至出

现大片斑块
,

sG P I ,也显著升高
.

同样
,

对小鼠用 P C

进行二次或三次致敏
, , G P T 水平也明显上升

,

以二

次致敏时较为显著
。

对二次致敏小鼠肝脏进行组织

病理学检测
,

可见肝细胞明显坏死
,

炎细胞浸润等
,

证实了肝损伤的成立
.

此外
,

给三次致敏小鼠事先用

C y 处理
,

后者在咒 致敏前大剂t 使用可增强 CP 一

D T H (8)
,

其机理是抑制了抑制性 T 细胞的前驱细

胞山
,

结果
,

C y 明显地增强了肝报伤
。

本文还对咒一 D T H 致肝摄伤的条件进行了一

些探讨
,

发现 sG P T 活性的升高在诱发 D T H 后 18

小时最为显著
.

给正常小鼠肝穿刺 CP 及其溶媒橄

榄油
,

连续观察 12 夭
,

对好 P T 水平均无影响
,

表明

CP 本身肝穿刺不会引起明显的肝扭伤
。

此外
,

本研

究中的各对照组是在 CP 免疫小鼠的肝脏注射橄榄

油
,

其血清 G P T 活性也与正常小鼠无异
。 `

基于上述事实
,

有理由认为
,

本研究诱发的肝损

伤
,

是因在肝脏局部发生的 F C 一 D T H 所引起
,

其损

伤的成立与 D T H 反应的强度有关
。

该棋型可望适

用于肝报伤机理及肝炎免疫调节剂的药理学研究
.

暇
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第二届生殖免疫国际论坛在德国召开
由德国生殖免疫学会主办的第二届生殖免疫国际论坛由 H

.

oD an
t 教授主持

,

于 1 9 9 3 年 6 月 14 ~ 18 日

在马德堡市举行
,

有著名生殖免疫学家
s h u lm a n (美国 )

、

H ioj rt (丹麦 )
、

sojI
im a

旧 本 )
、

v o i s i n
(法国 )教授等来

自世界各国近百人出席了大会
.

就 1
.

精子与透明带抗体 , 2
.

配体的抗原性
; 3

.

自然流产的免疫学
. 4

.

生殖道

局部的免疫学 ; 5
,

免疫避孕等五个主题分别进行大会报告
,

大字报展示
、

小组发言及自由讨论
.

总的来看
,

生

殖免疫的研究重点是精子免疫
;

自然流产的治疗
;

免疫避孕
。

另外
,

细胞因子调节生殖过程的研究仍是重点
,

不过未有突破性进展
.

值得一提的是
,

在过去研究避孕疫苗的机制主要探讨的是体液免疫应答
。

这次大会有

印度的一篇题为
“

细胞中介的免疫避孕
:

生育控制的新战略
”

的论文引起人们的关注
,

本文指出非特异性对女

性生殖道进行免疫刺激可以激活细胞免疫机制而封闭了生殖
.

受大会资助
,

本人参加了此次盛会并报告了
“

精浆对 N K 细胞的免疫抑制作用
”

的研究结果
。

(郑振群供稿 )


