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对乙酰氨基酚诱导的小鼠药物性肝损伤的模型研究
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(1上海交通大学医学院附属仁济医院肝脏外科, 上海 200127; 2上海南方模式生物研究中心, 上海 201203)

摘要      改良对乙酰氨基酚(acetaminophen, APAP)单独诱导小鼠急性肝损伤的模型和致死模

型。随机将小鼠分为4组: 空白对照组、APAP 3 h组、APAP 6 h组和APAP 12 h组, 每组5只。饥饿

15 h后用对乙酰氨基酚诱发小鼠肝损伤。测定各组血清ALT、AST及胆红素含量, HE染色观察

各组肝组织损伤情况。观察生存率时, 小鼠随机分为对照组、禁食+APAP(500 mg/kg)组、禁食

+APAP(300 mg/kg)组和不禁食+APAP(500 mg/kg)组, 四组同时给药, 然后记录各组小鼠的生存情

况, 绘制四组小鼠的生存曲线。小鼠注射APAP后, 随时间的延长, ALT、AST水平逐渐升高, 均明

显高于空白对照组(P<0.05)。小鼠肝脏HE染色可见, APAP中毒组小鼠肝细胞坏死及炎性细胞浸润。

禁食+APAP(500 mg/kg)组小鼠自16 h开始出现死亡, 72 h时全部死亡, 死亡率明显高于不禁食组和

禁食+APAP(300 mg/kg)组小鼠。该研究对APAP引起的C57/BL6小鼠药物性肝损伤模型进行改良，

使其更加稳定和便于研究, 为进一步探究APAP诱导肝毒性的机制及防治措施奠定了基础。
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The Model of Acute Liver Injury Induced by Acetaminophen in Mice
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Abstract       The aim of the study was to improve the acute liver injury model and lethal model of mice in-
duced by acetaminophen (APAP) injection. 20 mice were divided into 4 groups randomly: normal control, APAP 
3 h group, APAP 6 h group, and APAP 12 h group. Mice were fasted for 15 hours before APAP injection to induce 
liver injury. We assayed serum alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST) and exam-
ined liver pathologic changes after APAP injection by HE staining. 20 mice were divided into four groups: con-
trol group, fast+APAP (500 mg/kg) group, fast+APAP (300 mg/kg) group and non-fast+APAP (500 mg/kg) group. 
The four groups were administrated at the same time. We observed the survival status of mice before and after 
APAP administration and made survival curve. Serum ALT and AST levels increased by time after APAP adminis-
tration and were significantly higher than that in control group (P<0.05). Liver specimens of APAP mice displayed 
characteristic centrilobular necrosis and inflammatory infiltration. All mice of fast+APAP (500 mg/kg) group died 
within 16 to 72 hours, and the mortality was significantly higher than those of the other 3 groups. Our study suc-
cessfully improved acute liver injury model and lethal model of C57/BL6 mice induced by APAP, which laid the 



806 · 技术与方法 ·

对乙酰氨基酚(acetaminophen, APAP)是临床常

用的解热镇痛药, 治疗剂量内安全并且疗效可靠。

但当使用过量时, APAP可以导致严重的急性肝脏及

肾脏功能衰竭, 严重者可导致患者死亡。APAP造成

的急性肝衰竭已成为发达国家急性肝衰死亡的最常

见因素, 已引起了严重的公共健康安全问题[1-2]。对

于保守治疗无效的患者, 肝移植是唯一有效的治疗

措施。

APAP诱导的肝脏毒性是一种毒性代谢损伤, 肝
细胞内经CYP450酶系代谢转化生成高活性的亲电

子物N-乙酰–对苯醌亚胺(N-acetyl-p-benzo-quinone 
Imine, NAPQI), 可通过坏死和凋亡的方式造成肝

细胞的死亡, 进而活化人体NK、NKT、中性粒细

胞, 使炎性因子过表达, 从而激活人体固有免疫系

统[3-4]。最新研究表明[5], 人体炎症反应及免疫应答

在APAP所致的肝脏毒性中也起重要作用。另外, 文
献报道认为[6], APAP的肝脏毒性与肝细胞线粒体功

能障碍、自由基代谢产物增加及氧化应激等有密

切关系。APAP诱导的相关动物肝毒性模型是研究

临床上APAP肝损伤的重要手段。本文对APAP诱导

的C57/BL6小鼠药物性肝损伤模型进行研究和改良, 
造模方法简单有效, 有助于对APAP肝脏毒性的相关

研究。

1   材料与方法
1.1   实验动物、试剂与仪器

 实验试剂与仪器: APAP(Sigma公司)溶于PBS
中, 浓度为20 mg/mL, 55 °C水浴锅加热至完全溶解, 
现用现配; 10%中性福尔马林; 1 mL注射器。

实验动物: 9周龄健康雄性C57/BL6小鼠购自

上海南方模式生物科技发展有限公司。小鼠体重

22~24 g。
1.2   APAP改良模型的制备

1.2.1   APAP损伤模型制备      C57/BL6小鼠20只, 随
机分为4组: 空白对照组、APAP 3 h组、APAP 6 h组、

APAP 12 h组。所有小鼠均禁食不禁水15 h(晚18:00
至第二天早9:00), 空白对照组腹腔注射PBS, 注射剂

量同相同体重APAP组小鼠。APAP 3 h组、6 h组和

12 h组小鼠均腹腔注射20 mg/mL的APAP溶液, 注射

剂量为500 mg/kg。注射APAP后恢复正常食物供应。

1.2.2   APAP致死模型制备      C57/BL6小鼠20只, 随
机分为4组: 对照组、禁食+APAP(300 mg/kg)组、禁

食+APAP(500 mg/kg)组和不禁食+APAP(500 mg/kg)
组, 根据组别分别给予腹腔注射PBS或APAP, 处理方

法同上。

1.3   模型评价

1.3.1   肝功能及肝组织病理损伤的检测      APAP 3 h
组、APAP 6 h组和APAP 12 h组共3组小鼠分别于注

射APAP后3, 6, 12 h, 以3%戊巴比妥钠按0.01 mL/g麻
醉, 然后采集各组小鼠腹主动脉血。分离血清, 测定

血清丙氨酸转氨酶(alanine aminotransferase, ALT)和
天冬氨酸转氨酶(aspartate aminotransferase, AST)的
水平; 取小鼠肝组织, 用体积分数为10%的福尔马林

固定, 脱水, 石蜡包埋, 切片(厚5 μm), HE染色, 于显

微镜下观察肝组织病理改变。根据病理结果, 评定

各组标本的SUZUKI评分(主要包括三项指标: 充血、

空泡形成及坏死程度, 每项指标根据严重程度分为0
到4分, 总分共12分), 比较各组肝组织损伤程度。

1.3.2   生存率的测定       四组APAP致死模型: 对照组、

禁食+APAP(500 mg/kg)组、禁食+APAP(300 mg/kg)组
和不禁食+APAP(500 mg/kg)组在处理后每2 h观察

小鼠生存状态, 连续观察72 h。
1.4   统计学分析

采用SPSS 19.0软件进行统计处理。数据以均

数±标准差(x
_
±s)表示, 组间均数的比较采用单因素方

差分析, P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   小鼠肝功能变化

由图1可知, APAP 3 h组、APAP 6 h组、APAP 
12 h组与对照组比较, 血清ALT、AST均明显高于空

白对照组(P<0.05), 且随时间延长而逐渐升高。

2.2   小鼠肝脏病理变化

肝脏坏死情况逐渐加重。SUZUKI评分亦逐渐

增高, 与肝脏病理HE染色坏死程度呈正相关(图2和
图3)。

空白对照组: 肝小叶结构完整, 肝细胞绕中央

静脉呈放射状排列, 肝细胞未见变性、坏死。 

foundation for further exploration of mechanism and control measures of APAP-induced hepatotoxicity.
Key words        acute liver injury; acetaminophen; mice model
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PBS APAP 3 h APAP 6 h APAP 12 h

200×

400×

*P<0.05, 与空白对照组(PBS组)相比。

*P<0.05 compared with the control group (PBS group).
图1   APAP处理后ALT和AST随时间的变化

Fig.1  Serum ALT and AST levels increased over time after APAP administration
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图2   APAP处理后小鼠肝脏HE染色随时间的改变

Fig.2    Pathologic changes of HE staining of mice liver after APAP administration
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图3  各组SUZUKI评分比较

Fig.3  Comparison of SUZUKI score among different groups
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图4   不同处理组间生存率比较

Fig.4   Comparison of survival rates among different groups
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APAP 3 h组: 肝小叶轮廓清楚, 部分肝细胞轻度

水肿, 胞浆早期气球样变和嗜酸性变。

APAP 6 h组: 肝小叶结构尚可, 可见点状坏死灶

及肝细胞水肿和炎症浸润等病变。 
APAP 12 h组: 肝小叶结构模糊, 见大片状坏死

灶, 门管区大量炎症细胞浸润, 炎症细胞主要以中性

粒细胞为主, 其次还有淋巴细胞、单核细胞。

2.3   小鼠生存状态变化 
实验观察显示, 禁食+APAP(500 mg/kg)组小鼠

注射APAP后体温逐渐降低, 饮食饮水减少, 精神萎

靡, 活动性下降。小鼠自16 h开始出现死亡, 72 h时
全部死亡, 死亡率100%。禁食+APAP(300 mg/kg)
组小鼠同样出现体温降低及萎靡不振, 但生存状况

明显优于禁食+APAP(500 mg/kg)组, 72 h死亡率为

20%。而不禁食+APAP(500 mg/kg)组出现轻度萎靡, 
72 h内无死亡。PBS对照组小鼠无明显饮食、活动

改变, 在观察时间内无死亡。生存曲线见图4。

3   讨论
对乙酰氨基酚是临床常用的解热镇痛药, 过量

使用容易导致肝脏衰竭甚至死亡, 因此探究对乙酰

氨基酚造成肝脏毒性的机制从而研究相应的预防

及治疗措施是非常有必要的。建立一套可以在C57/
BL6品系下实现APAP诱导小鼠肝脏毒性的模型方

法, 对于研究APAP肝毒性的机制及防治措施具有重

要的应用价值。

本实验结果显示, 小鼠禁食后给予对乙酰氨基

酚(APAP)腹腔注射(500 mg/kg), 血清谷草转氨酶及

谷丙转氨酶明显高于空白对照组, 同时肝脏HE染色

也可见明显的病理损伤及炎细胞浸润, 并随时间的

延长而加重。这些结果提示, 对乙酰氨基酚过量可

引起肝脏的炎症反应、肝细胞破坏及造成小鼠肝功

能降低。

通过对小鼠生存状态的观察发现, 禁食

+APAP(500 mg/kg)组小鼠在注射APAP后, 饮食饮

水明显减少, 精神萎靡, 活动性下降。小鼠自16 h开
始出现死亡, 72 h时已全部死亡, 而不禁食组及禁食

+APAP(300 mg/kg)组小鼠生存状态明显优于禁食

+APAP(500 mg/kg)组。空白对照组小鼠生存状态正常, 
无精神、饮食及活动方面的变化。这说明适当时间的

禁食(15 h过夜)并且给予大量的APAP(500 mg/kg)是造

模的关键。这也与临床实践中的发现相一致, APAP多

在空腹和过量服用的情况下导致病人发生急性药物性

肝损伤。

对APAP肝细胞毒性的早期研究主要集中在代

谢方面, 正常情况下, APAP主要通过CYP450代谢, 
通过与葡糖醛酸结合而解毒, 但同时会产生一定量

的高活性代谢产物NAPQI, NAPQI可造成细胞膜的

脂质过氧化, 并能够影响内质网、线粒体等细胞器

的功能, 从而导致肝细胞损伤及死亡。机体通过使

NAPQI和谷胱甘肽(GSH)结合而解毒, 但当肝细胞

内的GSH耗竭之后, 肝细胞坏死随即发生。及时使

用GSH前体乙酰半胱氨酸或硫乙胺处理, 则可减轻

对乙酰氨基酚对肝脏的损害。APAP还可以使线粒

体的膜流动性降低, 改变线粒体的膜电位, 从而诱

发线粒体功能障碍, 继而造成肝细胞坏死。线粒体

膜稳定剂, 如环胞菌素A、三氟拉嗪等可明显降低

APAP的肝细胞毒性[7]。

越来越多的研究证实[8], APAP首先通过毒性代

谢产物直接造成肝细胞的坏死和凋亡, 继而激活人

体固有免疫系统, 通过活化NK细胞、NKT细胞、中

性粒细胞等造成炎性因子表达上调。肝细胞坏死产

物激活固有免疫系统的分子机制与无菌炎症反应

的过程有很多共同点, 是目前的研究热点。APAP诱
导的肝细胞凋亡后产生的DNA可以激活Tlr9, Tlr9
与Nalp3协同作用可促使pro-IL-1β、pro-IL-18转化

成IL-1β和IL-18。IL-1β是一种重要的促炎因子, 在
APAP诱导的肝毒性过程中明显升高。Tlr9拮抗物

和阿司匹林可明显缓解APAP造成的小鼠肝功能损

害并降低其死亡率。这种保护效果可能与阿司匹林

下调促炎因子的表达有关, 应用APAP与阿司匹林的

混合制剂可能会对APAP过量时产生的肝细胞毒性

有保护作用。中性粒细胞也在APAP引起的炎性过

程中起重要作用, 通过阻断中性粒细胞激活的通路, 
可明显减轻APAP的肝细胞毒性[9-11]。关于NKT细胞

在APAP肝细胞毒性的发病过程中的作用尚存在争

议, 有研究报道, NKT细胞在APAP诱导的肝损中起

保护作用, 敲除NKT后损伤加重[12]。而也有研究认为,  
NKT促进了APAP的肝毒性[4]。所以, 固有免疫系统

在APAP的发病过程中起的作用可能是多方面的, 明
确的机制及其临床应用仍需要进一步的研究。

有文献报道在饥饿情况下, 肝内的谷胱甘肽耗

竭, APAP的毒性代谢产物清除不及时更容易造成

肝细胞损伤[13-14]。本实验在饥饿条件下给予小鼠
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APAP处理, APAP组小鼠ALT、AST均明显高于对

照组, 同时病理组织学检查证实饥饿条件下给予小

鼠APAP处理, 可引起肝细胞变性, 并随时间延长逐

渐出现炎性细胞浸润, 最终导致肝小叶网架的塌陷

及中央型坏死和灶性坏死, 实验组与对照组比较有

显著性差异。通过比较生存率发现, 不禁食组小鼠

无死亡, 而禁食组小鼠全部死亡, 进一步肯定了禁食

对APAP肝毒性的重要作用。另外, 禁食时间的长短

也是造模的关键因素, 过长时间的禁食会造成小鼠

的体内代谢紊乱, 增加干扰因素; 而禁食时间太短又

会造成小鼠体内剩余食物过多, 无法达到APAP迅速

消耗GSH的效果。本研究的病理结果与文献报道的

APAP的肝毒性的发展过程相符合, 即在第一阶段, 
APAP的毒性代谢产物NAPQI通过影响线粒体、内

质网的功能及氧化应激等方式造成肝细胞的变性及

少量的肝细胞坏死; 在第二阶段, 坏死的肝细胞释放

的DNA可以激活人体固有免疫系统, 通过活化NK细

胞、NKT细胞、中性粒细胞等造成炎性因子表达上

调, 进而加速肝细胞的破坏, 造成肝小叶结构破坏和

肝细胞大片状坏死。

APAP诱导的小鼠急性肝脏损伤已有大量的相

关模型报道, 但是否禁食、禁食时间的长短及注射

APAP的剂量各不相同, 从100 mg/kg到500 mg/kg不
等, 这些模型都存在着造模不稳定、不同研究中心

的实验数据及不同的实验批次之间差距很大的缺

陷。小鼠个体差异明显影响造模成功率。本模型模

拟临床病人发病情况, 造模前对小鼠预先禁食15 h, 
消耗小鼠食物储备, 进而消除小鼠的饮食差异对造

模的影响, 然后腹腔注射大剂量APAP(500 mg/kg)。
小鼠72 h内死亡率为100%, 转氨酶随时间延长而升

高, 模型稳定性明显优于低剂量300 mg/kg组及不禁

食组。综上所述, 本文介绍了可以有效且稳定地诱

导C57/BL6小鼠APAP肝中毒模型的方法, 同以往模

型相比, 本方面造模简单, 稳定性高, 可供研究者对

APAP引起的肝损伤同时进行肝功能及生存率的研

究。该模型的应用对进一步研究APAP肝毒性的发

病机制及防治措施具有重要意义。
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