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■背景资料
因为有人认为现
在研究自身免疫
性肝炎使用S-100
模型不合适, 但国
内外并没有明确
的文献表示, 因此
我们想借此实验
证实一下这个模
型的实用性. 
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Abstract
AIM: To establish two autoimmune hepatitis 
(AIH) mouse models by injection of concanaval-
in A (ConA) and syngeneic S-100, respectively, 
and to compare the two models. 

METHODS: Female Balb/C mice received in-
jection of ConA (15 mg/kg) through the tail 
vein, whereas control mice were injected with 
equal volume of sodium chloride. At 6, 12, 24 
and 48 h after injection, blood and liver sam-
ples were taken. In addition, female C57BL/6 
mice were given syngeneic S-100 emulsified 
with equal volume of Freund’s complete ad-
juvant (CFA) by peritoneal injection at the 
1st and 7th day, and the mixture of sodium 

chloride and CFA were given to control mice. 
Blood and liver samples were taken 4 wk 
later. Serum levels of alanine transaminase 
(ALT) and aspartate aminotransferase (AST) 
were tested using an automatic biochemistry 
analyzer. Liver pathological changes were 
observed after hematoxylin and eosin (HE) 
staining. 

RESULTS: Serum levels of ALT and AST in-
creased significantly 6 h after ConA injection 
and reached the peak at 12 h in comparison 
with the control group. The peak values of 
ALT and AST were significantly higher than 
those in the control group (ALT: 1603.40 U/L 
± 461.24 U/L vs 66.25 U/L ± 18.66 U/L, AST: 
1877.20 U/L ± 623.23 U/L vs 159.50 U/L ± 
29.22 U/L, P < 0.01). Liver tissue showed mild 
congestion, infiltration of few inflammatory 
cells and hepatocyte degeneration 6 h after 
ConA injection. Degeneration and necrosis of 
hepatocytes and inflammatory cell infiltra-
tion became more significant and part of liver 
lobules disappeared at 24 h. Serum levels of 
ALT and AST in mice injected with syngeneic 
S-100 were significantly higher than those in 
the controls (ALT: 156.80 U/L ± 52.86 U/L 
vs 29.90 U/L ± 8.43 U/L; AST: 317.80 U/L ± 
105.80 U/L vs 146.40 U/L ± 30.61 U/L, P < 
0.01). The liver cells were arranged irregular-
ly, and local necrosis and massive inflamma-
tory cell infiltration were observed in model 
mice. 

CONCLUSION: Animal models created with 
S-100 or ConA can be both used as AIH models. 
ConA model showed an acute course, while 
S-100 model showed a chronic course. They can 
be used in different experiments. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
自身免疫性肝炎
的发病机制目前
的矛头指向了固
有免疫, 我们想借
此研究做一个抛
砖引玉的作用, 后
续相关实验将借
S-100模型进行.
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摘要
目的: 分别应用刀豆蛋白A(concanavalin A, 
ConA)及同种系肝抗原S-100建立自身免疫性
肝炎(autoimmune hepatitis, AIH)的动物模型, 
并比较分析两种模型之间的异同. 

方法: 向♀Balb/C鼠尾静脉注射ConA溶液, 
对照组注射生理盐水, 分别于6、12、24及
48 h取血及肝脏组织; 向♀C57BL/6小鼠腹腔
注射肝抗原S-100与等体积的弗氏完全佐剂
(Freund's complete adjuvant, CFA)的乳化液, 
对照组注射生理盐水与CFA的混合物, 4 wk
后取血及肝脏组织. 检测血清丙氨酸氨基转
移酶(alanine transaminase, ALT), 天门冬氨酸
氨基转移酶(aspartate aminotransferase, AST)
水平, 肝脏苏木素-伊红染液(HE)染色观察病
理改变. 

结果: 注射ConA后6 h ALT、AST水平均较
正常对照组升高, 肝脏出现轻度充血, 少量
淋巴细胞浸润, 肝细胞轻度变性, 12 h转氨酶
升高达峰值(ALT: 1603.40 U/L±461.24 U/L 
vs  66.25 U/L±18.66 U/L, P  = 0.000, AST: 
1877.20 U/L±623.23 U/L vs  159.50 U/L±
29.22 U/L, P = 0.000), 24 h肝细胞变性、
坏死增多, 部分肝小叶结构消失, 炎性细胞
浸润增加. 注射S-100后转氨酶水平较对照
组显著增高(ALT: 156.80 U/L±50.86 U/L 
vs  29.90 U/L±8.43 U/L, AST: 317.80 U/L
±105.80 U/L vs  146.40 U/L±30.61 U/L, 
P <0.01), 肝脏细胞形态结构紊乱, 局灶性细
胞坏死伴肝小叶内大量炎细胞浸润. 

结论:  两种模型均可作为A I H的动物模型 , 
ConA模型呈急性病程, S-100模型呈慢性病程, 
可根据实验要求选择模型. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: S-100与刀豆蛋白A模型均能作为自身
免疫性肝炎(autoimmune hepatitis)的动物模型, 前
者可应用于目前研究热点即固有免疫系统的研

究, 后者可应用于药物疗效或细胞因子的研究. 
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0  引言

自身免疫性肝炎(autoimmune hepatitis, AIH)是
由免疫介导的慢性进展性肝脏疾病, 其特征是

高丙种球蛋白血症、自身抗体阳性、肝组织学

界面炎和免疫抑制剂治疗有效, 可进展为肝硬

化甚至肝衰竭[1,2], 免疫抑制剂治疗有效. 该病以

女性多见, 可以发生于儿童和不同年龄的成人

并且影响不同的种族[1]. 尽管AIH的发病机制迄

今为止尚未完全阐明, 但是多项研究表明, 遗传

易感性、分子模拟学说及调节性T细胞缺陷参

与了自身免疫性肝损伤. AIH的预后和诊断也不

完善, 为了更好地研究AIH的发病机制和探索

更有效的临床治疗方法, 急切需要一个理想的

AIH动物模型. 本研究将目前广泛应用的刀豆蛋

白A(concanavalin A, ConA)模型与较早出现的

S-100模型进行对比, 以探讨两种模型的异同. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♀Balb/C小鼠, 8-10周龄, 体质量16-22 g; 
♀C57BL/6小鼠, 4-6周龄, 体质量15-20 g之间, 
由天津医科大学中心动物房提供, 清洁级, 正
常饮食水. 适应性喂养3 d后将Balb/C小鼠随机

分为两组, 即模型组(n  = 24)及对照组(n  = 6); 
C57BL/6小鼠随机分为2组, 即模型组和对照组

(n  = 10). Ⅳ型ConA购自美国Sigma公司, ConA
事先用NS配成0.15%溶液(0.15 mg ConA溶于

100 mL NS中), 微孔滤膜除菌, 现配现用. CFA
购自北京中彬金桥公司. 普通光学显微镜全自

动生化检测仪. 
1.2 方法
1.2.1 ConA模型的建立: 模型组小鼠予ConA 15 
mg/kg尾静脉注射, 对照组注射等体积的生理

盐水; 分别于造模后6、12、24和48 h对模型组

及对照组小鼠摘除眼球取血, 并迅速取出肝脏

组织. 
1.2.2 S-100模型的建立: (1)S-100的提取: 取10
只♀4-6周龄C57BL/6小鼠, 经0.2 mL 2%戊巴比

妥腹腔注射麻醉, 待小鼠麻倒后用75 mL/L乙醇
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浸泡消毒5 min; 消毒后将小鼠放在解剖板上, 
剥皮、剪掉胸骨, 暴露跳动的心脏和腹腔中的

肝脏, 以预冷PBS缓冲液经心室腔灌注(扎入心

尖), 直至肝脏颜色由深红变灰白; 分离取出灰

白的肝脏, 将其剪成小块状, 以4 ℃枸橼酸-PBS
液冲洗残留血液后, 加入等量枸橼酸-PBS液于

匀浆器内匀浆, 之后放入离心管中; 将匀浆液于

-80 ℃中反复冻融3次, 以达到破碎细胞的目的; 
2000 r/min转速离心10 min, 取上清液100000 g
超速离心1 h, 最终得到上清液(称为S-100), 调
整S-100浓度, 使其终浓度为0.5-2 mg/mL; (2)建
立模型: 将S-100肝抗原或生理盐水与完全氟氏

佐剂(CFA)按1∶1混合乳化, 分别制成试剂1和
试剂2; 两组小鼠分别腹腔注射试剂1(S-100抗
原+CFA)或试剂2(生理盐水+CFA) l mL/只, 注
射试剂1组称为AIH模型组, 注射试剂2组称为

对照组. 第1次免疫后第7天给予同等剂量注射; 
第4周后, 取血及肝脏组织. 
1.2.3 标本的处理: 将全血离心3000 r/min, 10 
min, 取上清即为血清, 集齐标本送至天津医科

大学总医院检验科行生化检测, 检测指标为谷

丙转氨酶(alanine transaminase, ALT)和谷草转氨

酶(aspartate aminotransferase, AST); 肝脏标本经

HE染色及制片后于普通光学显微镜下行组织学

观察. 
统计学处理 实验数据采用mean±SD表示, 

应用SPSS20.0统计软件进行处理. 经正态性和方

差齐性检验, 用单因素方差分析进行多组间比

较, 两组之间比较采用单样本t检验, P <0.05为差

异有统计学意义. 

2  结果

2.1 两种模型小鼠的一般情况 ConA模型组的小

鼠与对照组的小鼠相比, 皮毛、精神及活动状

态无明显改变; S-100模型组小鼠皮毛晦暗、精

神状态不佳、喜蹲卧、明显消瘦、活动欠佳、

部分小鼠出现腹水. 
2.2 两种模型肝功能指标的变化 ConA模型组

6 h后小鼠ALT/AST升高, 12 h达峰值, 明显高

于对照组(P  = 0.000); 24 h后ALT较12 h逐渐

减低, 但仍高于对照组(P  = 0.018), AST较正常

组高, 但差异不明显(P  = 0.104); 48 h后, ALT/
A S T均减低至与正常对照组比较无明显差异

(P >0.05)(表1). S-100模型组血清ALT/AST水
平均显著高于对照组(ALT: 156.80 U/L±50.86 
U/L vs  29.90 U/L±8.43 U/L, P = 0.000; AST: 
317.80 U/L±105.80 U/L vs  146.40 U/L±30.61 
U/L, P  = 0.004).
2.3 肝脏组织病理学改变 
2.3.1 ConA模型: 对照组小鼠肝小叶结构正常, 
肝索排列整齐(图1A); 6 h组小鼠出现轻度充血, 
少量淋巴细胞浸润, 肝细胞轻度变性(图1B); 12 
h组小鼠出现部分肝细胞变性、坏死, 肝小叶结

构存在, 较多炎细胞浸润(图1C); 24 h组小鼠肝

细胞变性、坏死增多, 部分肝小叶结构消失, 炎
性细胞浸润较前增加(图1D); 48 h组小鼠肝细胞

变性、坏死较前恢复, 可见少量炎性细胞浸润

(图1E). 
2.3.2 S-100模型: 对照组小鼠细胞形态正常, 肝
小叶结构规则, 呈正常肝组织形态(图2A); 模
型组小鼠肝脏中度损害 ,  细胞形态结构紊乱 , 
局灶性肝细胞坏死伴肝小叶内大量炎细胞浸润

(图2B). 

3  讨论

AIH一被提出, 即引起国内外广大医学研究者们

的广泛关注, 当然, 研究一种新疾病的前提是有

一个理想的动物模型, AIH模型的发展经历了从

天然的肝脏同源类似物混合佐剂到如今的基因

工程水平的漫长路程[3,4], 然而, 基因工程技术[5]

WCJD|www.wjgnet.com 2014-09-28|Volume 22|Issue 27|

表  1  注射刀豆蛋白A后小鼠ALT/AST的变化 (n  = 6, mean±SD, U/L)

     

时间(h)
实验组 对照组

             ALT              AST          ALT            AST

6   739.00±134.95b   748.25±123.94a 45.84±8.56 143.68±9.82

12 1603.40±461.24b 1877.20±623.23b 66.25±18.66 159.50±29.22

24   519.75±72.77a   561.25±98.97 51.36±13.90 137.73±26.20

48   381.50±65.70   481.75±29.90 60.07±14.69 160.82±30.26

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组. ALT: 谷丙转氨酶; AST: 谷草转氨酶.

■应用要点
我们将应用S-100
模型开展固有免
疫系统在自身免
疫性肝炎当中的
作用的研究, 对于
更深入了解自身
免疫性肝炎的机
制有着重大意义.



虽然先进, 但是价格高昂, 在国内很难普及. 纵
观国内外文献报道, 常被提及的AIH动物模型是

ConA模型. 
ConA是一种从刀豆中提取出来的植物凝

集素[6], 是典型的T细胞丝裂原, ConA有特异性

的糖结合位点, 可以与细胞膜的糖蛋白结合使

细胞发生凝集[7]. 本实验中, 尾静脉注射ConA 6 
h后转氨酶ALT、AST即出现升高, 肝脏病理出

WCJD|www.wjgnet.com 2014-09-28|Volume 22|Issue 27|
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A B

C D
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图  1  ConA模型组与对照组的肝脏病理学变化(×40). A: 正常对照组肝小叶结构正常, 肝索排列整齐; B: 注射ConA后6 h出
现轻度充血, 少量淋巴细胞浸润, 肝细胞轻度变性; C: 注射ConA后12 h部分肝细胞变性、坏死, 肝小叶结构存在, 较多炎细

胞浸润; D: 注射ConA后24 h肝细胞变性、坏死增多, 部分肝小叶结构消失, 炎性细胞浸润较前增加; E: 注射ConA后48 h肝细

胞变性、坏死较前恢复, 可见少量炎性细胞浸润. ConA: 刀豆蛋白A.

图  2  S-100模型组与对照组的肝脏病理变化(×40). A: 正常对照组. 细胞形态正常, 肝小叶结构规则, 呈正常肝组织形态; B: 
实验组. 肝脏中度损害, 细胞形态结构紊乱, 局灶性肝细胞坏死伴肝小叶内大量炎细胞浸润.

A B

■同行评价
该文章研究的内
容和思维还可以, 
但研究的方法及
手段有些简单.



现少量淋巴细胞的浸润, 提示肝脏出现了损伤, 
并且这种损伤是由淋巴细胞介导的, 这和人类

AIH的肝脏病理相吻合. 12 h后转氨酶水平达

峰值, 24 h后开始降低; 肝脏的病理学改变24 h
最明显, 即部分肝小叶结构基本消失, 肝细胞

变性、坏死, 伴大量炎细胞浸润, 48 h肝脏组织

学改变较前好转, 这些变化表明此模型具有时

效性, 随着时间的延长, 当小鼠体内毒素被清

除, 病理过程即终止, 小鼠肝脏损伤即可恢复. 
在实验过程中, 我们发现, 一旦ConA的浓度过

大, 肝脏的损伤即不可逆, 小鼠在短期内即会

死亡, 我们解剖死亡小鼠的肝脏发现与24 h的
病理改变相似, 但程度更重, 由此可见, 这种模

型是有剂量依赖性的, 这与国内报道[8]相一致, 
即剂量越大, 转氨酶上升越快、越高, 对小鼠

的肝脏损伤越急、越重. 由此可以推断, 如果

长期小剂量注射ConA, 也会导致慢性肝脏损

伤. 实验发现肝脏的病理学改变较血清转氨酶

的变化迟, 提示血清转氨酶的变化对于肝脏的

损伤较敏感, 因此通过转氨酶的检测能初步诊

断肝脏的损伤. 研究发现, ConA模型的主要机

制是以干扰素-γ(interferon-γ, IFN-γ)和肿瘤坏

死因子-α(tumor necrosis factor α, TNF-α)为主

的细胞因子“风暴”作用, 主要由CD4+ T淋巴

细胞和巨噬细胞释放[9], 从而导致肝脏损伤, 这
与人类AIH的发病机制相似, 因此ConA诱导的

动物模型可以作为研究AIH的模型. 
1967年, Scheiffarth等[10]使用同种系异基

因小鼠的肝脏匀浆与C FA的乳化液连续腹腔

注射, 首次成功建立AIH模型, 1975年, 他们用

同基因小鼠的肝脏匀浆代替, 在门脉周围没有

发现淋巴细胞浸润, 提示肝脏的免疫耐受很难

被打破[11]. 1983年, Kuriki等[12]采用肺炎克雷白

菌裂解液与同基因肝脏匀浆的混合物, 成功打

破了肝脏免疫耐受, 导致AIH的发生, 证实肝

脏免疫耐受的打破需要额外的外部信号. 1984
年, Mori等[13]使用肝脏匀浆超速离心的上清(即
S-100)与CFA的乳化液免疫不同种系的小鼠, 发
现近交C57Bl/6J小鼠为易感小鼠, 且AIH可能是

由T细胞介导的. 1990年, Lohse等[14]应用S-100
与CFA的乳化液单次腹腔注射诱导了AIH, 证
实C57Bl/6J小鼠为易感小鼠, 且T细胞介导了肝

脏的损伤. 之后在2000年, 邱德凯等[15]国内学

者以同种系肝抗原两次腹腔注射成功的建立了

C57BL/6小鼠的AIH模型, 研究发现在首次注射

后2 wk即可见到Ⅰ-Ⅱ级组织病变, 在汇管区和

小叶中央可见多形核细胞(其中多数为淋巴细

胞)浸润. 肝脏病变较重的小鼠的肌肉、肺脏、

心脏、关节和胃肠道等肝外器官中未见明显

病变. 本研究应用4-6 wk、易感的♀C57BL/6
小鼠, 以S-100肝抗原与完全弗氏佐剂充分乳化

后, 分别于第1天和第7天共2次腹腔注射, 建立

动物模型. 造模后观察小鼠的一般状况, 与正常

组小鼠相比, AIH模型组小鼠一般情况差, 即随

着造模时间的延长, 出现反应迟钝, 弓背喜卧, 
精神萎靡不振, 食欲减退, 毛色灰暗, 蓬松粗

乱、脱落等病态表现. 取小鼠血清进行ALT、
AST水平测定, 发现模型组明显高于正常对照

组, 经统计学分析具有显著差异性(P <0.05). 实
验组小鼠的肝脏组织学观察出现大量炎细胞的

浸润及局灶性肝细胞坏死, 符合人类AIH的肝

脏病理特征, 表明此模型能应用于AIH的研究. 
另外, 在造模过程中, 有部分小鼠出现了腹水, 
肝脏体积小, 质地较硬, 而且随时间的延长, 出
现腹水的小鼠数目逐渐增多, 一方面体现了个

体的差异, 另一方面也提示AIH不经过及时治

疗会发展为肝硬化. 
由AIH模型的发展史来看, S-100模型出现

比ConA模型早, 从国内外发表的文献看, ConA
模型基本上已经成为AIH的代表, S-100模型却

很少被应用了, 但国内外没有明确文献解释这

一现象的产生. 本研究分别建立了这两种模型, 
在实验过程中, ConA模型的确具有很多优势: 
(1)时间短: S-100模型需要至少4 wk的时间, 相
对于ConA模型短短的几个小时, S-100方法建

立模型时间偏长而且较长时间造模的过程中, 
动物的存活不好控制, 这应该也是ConA模型被

更多应用的原因之一; (2)过程简单: S-100模型

需要的抗原制备过程较繁杂, 且需要在第1天
和第7天分别注射1次, 而ConA购买即可, 仅需

注射1次; (3)转氨酶水平升高明显: 注射ConA 
6 h转氨酶即升高, 12 h达峰值, 与对照组相比, 
ALT升高20倍以上, AST升高10倍以上; S-100
模型中, ALT与AST均升高3倍左右, ConA模型

转氨酶水平升高更明显. ConA模型用于以后

的药物治疗效果的研究及细胞因子的研究, 更
为方便、快捷. 然而, 本实验中依然可以看到

S-100模型具有的优点: (1)发病过程呈慢性, 与
人类AIH的发病过程更接近; ConA模型具有剂

量依赖性, 病程是可控制的; (2)部分小鼠出现
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腹水: 先不论腹水的性质, 他的出现无疑是疾

病恶化的警钟, 这也提示了如果AIH没有及时

治疗的话, 会迅速的进展为肝硬化. 由此可见, 
S-100模型不仅体现了AIH的病程, 而且预示了

AIH不接受治疗的结局. 固有免疫系统在AIH
发病机制中扮演着什么样的角色正成为研究热

点, 巨噬细胞是固有免疫重要成员之一, 2009
年Martynova等[16]在ConA诱导的鼠肝损伤模型

中发现腹腔巨噬细胞的吞噬功能下降, 我们的

实验小组分别提取ConA和S-100模型小鼠的腹

腔巨噬细胞, 其中S-100模型小鼠形成腹水, 结
果发现双方巨噬细胞吞噬功能均降低, 腹水的

形成似乎对实验结果未形成明显影响, 但是实

验过程中发现S-100模型鼠的腹腔巨噬细胞更

易提取, 这与腹水形成有无关联还需进一步的

研究, 另外, 腹水对于巨噬细胞功能的影响也

值得更深层次的探讨. 总体上来说, 这两种模

型体现了AIH的研究历程及取得的进展, 各有

优缺点, 我们可以根据不同的实验要求选择合

适的模型. 
本实验分别使用ConA与S-100建立了动物

模型, 两者均能作为AIH模型. ConA模型呈急性

病程, 造模时间短, 操作简单, 可重复性强, 可以

用于以后的药物治疗效果及细胞因子的研究; 
S-100模型呈慢性病程, 可用于固有免疫系统的

研究. 
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