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可吸收缝线缝扎兔胆总管致良性狭窄模型的建立

邓世康，王　滔，邹　浩，张小文　　（６５０１０１昆明，昆明医科大学第二附属医院肝胆胰外科二病区）

　　［摘要］　目的　利用可吸收缝线缝扎部分胆总管建立兔损伤性胆管狭窄动物模型。方法　 ２４只
新西兰兔按完全随机方法分为３组：正常对照组、假手术对照组和手术组。手术组用６０可吸收缝线缝
扎１／２胆总管，手术当天和术后１５、３０ｄ检验血清肝功能指标，取狭窄段胆总管行 ＨＥ染色、Ｍａｓｓｏｎ三
色染色检测胶原纤维和肌纤维的表达，免疫组化 ＤＡＢ法检测狭窄段胆管组织Ⅰ、Ⅲ型胶原的表达。
结果　手术组动物直接胆红素、间接胆红素、丙氨酸氨基转移酶和天门冬氨酸氨基转移酶在３０ｄ均高
于术前（Ｐ＜０．０１）。术中观察胆总管损伤处明显狭窄，手术组病理切片中，胶原纤维大量增生形成瘢痕
组织，Ⅰ、Ⅲ型胶原随着时间推移表达强度逐渐增强。结论　可吸收缝线缝扎法可有效建立兔胆总管良
性狭窄模型。
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　　长期胆管结石、反复化脓性胆管炎、胆道寄生虫感
染、慢性胰腺炎、慢性十二指肠溃疡、外伤、医源性胆管

损伤等，可形成胆管瘢痕性挛缩和瘢痕狭窄，即良性胆

管瘢痕（ｂｅｎｉｇｎｂｉｌｅｄｕｃｔｓｃａｒ，ＢＢＳ）形成［１］。若狭窄
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未解除，其后果将导致肝实质损害、门脉高压、胆汁淤

积性肝硬化等，甚至危及生命。本研究利用可吸收缝

线缝扎部分胆总管建立兔损伤性胆管狭窄动物模型，

通过肝功能的测定和组织病理学变化验证模型制备可

靠，为胆管良性狭窄的防治研究奠定实验基础。

１　材料与方法

１．１　实验动物及材料
　　健康新西兰大白兔２４只，由昆明总医院动物实验
中心提供。雌雄各半，体质量（２．８±０．２）ｋｇ。３％戊
巴比妥钠、手术器械、手术台（由昆明总医院动物实验

中心提供），青霉素购自华北制药股份有限公司。６０
可吸收缝线购自美国强生。Ⅰ型胶原抗体购自
Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司。Ⅲ型胶原抗体购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，
ＵｌｔｒａＳｅｎｓｉｔｉｖｅＴＭＳＰ超敏试剂盒（兔）和 Ｍａｓｓｏｎ三色染
色试剂盒购自福州迈新生物技术开发有限公司。

１．２　方法
１．２．１　动物分组　　２４只新西兰兔按完全随机方法
分为正常对照组（ｎ＝６），假手术对照组（ｎ＝６）和手术
组（ｎ＝１２），其中手术１５ｄ（ｎ＝６），手术３０ｄ（ｎ＝６）。
１．２．２　模型制备　　动物术前禁食、禁饮６ｈ。３％戊
巴比妥钠１ｍＬ／ｋｇ耳缘静脉注射麻醉，仰卧位固定于
手术台，常规备皮、消毒、铺巾。经上腹（剑突下缘）正

中切口进腹，将十二指肠上部翻起后可见胆总管汇合

部，离汇合部０．５ｃｍ处钝性分离胆总管约２ｃｍ，用６０
可吸收带针缝线自游离胆总管（距汇合部约１ｃｍ）中
心进针后结扎１／２胆总管（图１Ａ、Ｂ、Ｃ），检查缝扎处
无胆漏后逐层关腹，切口消毒后纱布包扎。假手术对

照组动物仅开关腹，正常对照组则不做任何处理。术

后连续３ｄ肌内注射青霉素８０万Ｕ／只，常规饲养。
１．２．３　动物采血　　手术当天（正常对照组和假手
术对照组）和术后 １５、３０ｄ（手术组），自耳缘静脉采
血，检验血清肝功能指标：直接胆红素（ＤＢＩＬ）、间接胆
红素（ＩＤＢＩＬ）、丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）和天门冬氨
酸氨基转移酶（ＡＳＴ）。
１．２．４　标本采集、病理检查、免疫组织染色、Ｍａｓｓｏｎ
三色染色　　各时间点，以空气注射处死动物，切取狭
窄部胆总管，正常对照组及假手术对照组切取同部位

胆总管，４％多聚甲醛固定。常规石蜡包埋，４μｍ厚连
续切片，行ＨＥ染色、免疫组化 ＤＡＢ法检测Ⅰ、Ⅲ型胶
原的表达、Ｍａｓｓｏｎ三色染色检测胶原纤维的表达。倒
置显微镜下观察并记录。

１．２．５　免疫组化评分标准　　染色结果半定量分析：
以染色强度结合阳性细胞数百分比综合计分。染色强

度以多数细胞呈现的染色特性（染色深浅需与背景着

色相对比）计分：无着色 ０分，淡黄色 １分，棕黄色
２分，棕褐色３分。阳性细胞百分比即１０个视野（每
４００×高倍视野计数１００个细胞）的阳性细胞平均数：
０～５％为０分，＞５％ ～２５％为１分，＞２５％ ～５０％为
２分，＞５０％～７５％为３分，＞７５％为４分。染色强度
与阳性细胞百分比的乘积：０分为阴性（－），１～４分
为弱阳性（＋），５～８分为中度阳性（＋＋），９～１２分为
强阳性（＋＋＋）。
１．３　统计学分析
　　计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件
进行ｔ检验、χ２检验及Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析。

２　结果

　　本实验中，由于假手术对照组没有损伤到胆管，其
肝功能和其他指标与正常对照组是一致的，两组同为

对照组。因此，结果中采用对照组代替正常对照组和

假手术对照组。

２．１　术中观察
　　对照组胆总管直径１．５～２ｍｍ（图１Ａ）。手术组
１５ｄ，胆总管缝扎处轻度狭窄（图１Ｄ），狭窄处质软，缝
线已完全被吸收；手术组３０ｄ，缝扎处胆总管严重狭
窄，质地变硬（图１Ｅ）。
２．２　血清肝功能检测结果
　　手术组术后 １５ｄ和 ３０ｄ，ＤＢＩＬ、ＩＤＢＩＬ、ＡＬＴ和
ＡＳＴ均显著高于对照组（Ｐ＜０．０１），术后３０ｄ明显高
于术后１５ｄ，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１，表１）。

表１　手术及对照组兔肝功能测定结果（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 ＤＢＩＬ（μｍｏｌ／Ｌ）　ＩＤＢＩＬ（μｍｏｌ／Ｌ）ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ）
对照组 ０．３６±０．１３ ０．３８±０．１０ ３２．７８±７．７８ ３４．２３±１１．５７
手术组１５ｄ ２．４０±１．２７ａ ２．２２±１．５３ａ ５０．１４±１４．８１ａ ４８．１２±１３．１３ａ

手术组３０ｄ ４．５０±２．３２ａｂ ３．９３±２．３４ａｂ ８５．４０±３１．０５ａｂ６６．２５±２８．５６ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与手术组１５ｄ比较

２．３　病理学观察
２．３．１　ＨＥ染色观察　　对照组胆总管壁薄，厚度均
一，黏膜为单层柱状上皮，排列整齐，黏膜下腺腔结构

完整，细胞形态呈圆形或近似圆形，肌层薄，外膜平滑

完整（图２Ａ）。手术组１５ｄ，胆管壁不规则增厚，上皮
脱落，黏膜下腺体结构被破坏，增生的纤维组织中含有

大量呈梭形的肌成纤维细胞（ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ，ＭＦＢ），大
量炎性细胞浸润（图２Ｂ）；手术组３０ｄ时，胆管壁明显
增厚，黏膜上皮大片坏死脱落甚至消失，长梭形纤维细

胞及广泛增生的胶原纤维束突入管腔，炎性细胞浸润，

外膜不完整（图２Ｃ）。
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Ａ：正常胆总管；Ｂ：６０可吸收带针缝线从胆总管中心穿出；Ｃ：结扎一半的胆总管；Ｄ：手术组１５ｄ胆　↑：示总
管缝扎处轻度狭窄；Ｅ：手术组３０ｄ　↑：示缝扎处胆总管严重狭窄

图１　可吸收缝线缝扎兔胆总管致良性狭窄模型手术解剖观察
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#

Ａ：对照组；Ｂ：手术组１５ｄ；Ｃ：手术组３０ｄ
图２　对照组及模型组兔胆总管壁病理学观察　（ＨＥ×４０）

２．３．２　Ｍａｓｓｏｎ三色染色　　Ｍａｓｓｏｎ染色中，胶原纤
维呈绿色，胞质、肌纤维和红细胞呈红色，胞核呈蓝褐

色。对照组纤维组织着色浅，较少的平滑肌层着色亦

浅。手术组１５ｄ，增生的胶原纤维和肌纤维组织着色
变深，增生的胶原纤维为绿色，肌纤维组织为红色，可

见胞质深红染的梭形 ＭＦＢ；手术组３０ｄ，肌纤维被大
量增生的胶原纤维束所替代，胶原纤维着色变暗，胶原

纤维为深绿色，长梭形纤维细胞由于被深绿色的胶原

覆盖，整个细胞呈现为深褐色（图３）。
２．３．３　免疫组化染色观察　　对照组中Ⅰ、Ⅲ型胶原
阳性细胞数量极少。手术组１５ｄ，可见增生纤维组织
中出现梭形的 ＭＦＢ表达Ⅰ、Ⅲ型胶原，总体评分高于
对照组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；手术组
３０ｄ，黏膜下出现阳性细胞，增生组织中大量长梭形纤
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维细胞Ⅰ、Ⅲ型胶原表达为强阳性（图４），总体评分高
于１５ｄ组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。此外，
Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性分析发现，Ⅰ型胶原阳性等级与时间
呈显著正相关（ｒ＝０．８６８，Ｐ＜０．０１）；Ⅲ型胶原阳性等
级与时间呈显著正相关（ｒ＝０．８７７，Ｐ＜０．０１），说明随
着时间推移，Ⅰ、Ⅲ型胶原阳性等级逐渐增强，差异具
有统计学意义（Ｐ＜０．０１，表２）。

表２　免疫组化检测对照组及手术组兔胆总管壁Ⅰ、Ⅲ型

胶原的表达（视野，ｎ＝１０）

Ⅰ型胶原阳性等级 Ⅲ型胶原阳性等级
组别

－ ＋ ＋＋ ＋＋＋ － ＋ ＋＋ ＋＋＋
对照组 ８ ２ ０ ０ ８ ２ ０ ０

手术组１５ｄ ０ ５ ５ ０ ０ ４ ６ ０
手术组３０ｄ ０ １ ３ ６ ０ １ ２ ７
χ２值 ３６．０００ ３９．０００
Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１

!

"

#

Ａ：对照组；Ｂ：手术组１５ｄ；Ｃ：手术组３０ｄ

图３　对照组及模型组兔胆总管壁Ｍａｓｓｏｎ三色染色　（×４００）

!
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图４　免疫组化检测对照组及手术组兔胆总管壁Ⅰ、Ⅲ型胶原的表达　（ＳＰ×４００）

３２１１
第３７卷第１１期
２０１５年６月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．１１
Ｊｕｎ．１５　２０１５



３　讨论

　　随着胆道疾病发病人数的增多，无论是因为胆道
结石还是因为外科治疗胆道疾病，胆道损伤的概率在

增加，所造成的胆管良性瘢痕狭窄也随之增加。胆管

良性瘢痕狭窄的治疗颇为棘手且预后极差，文献［２］
报道其病死率可高达３０％。目前胆管良性瘢痕狭窄
以外科手术治疗为主，但并发症多，术后瘢痕性狭窄仍

易复发［３］。良性胆管瘢痕发生机制复杂，对其形成机

制尚缺乏足够的认识，可能涉及炎症反应、免疫反应、

遗传等多种因素。我们的前期研究［４］发现 ＣＤ６８、
ＴＧＦβ１、αＳＭＡ在胆管瘢痕形成过程中起着重要作
用。巨噬细胞通过释放各种介质，如 ＴＧＦβ１、白介素
６（ＩＬ６）、单核细胞趋化蛋白１（ＭＣＰ１）、血管生成因
子（ＷＡＦ）等，参与组织炎症反应和免疫反应。瘢痕增
生是胆管狭窄的主要原因，瘢痕增生主要由成纤维细

胞过度生成和凋亡抑制、细胞外基质合成增加与降解

失衡及大量细胞因子产生所致［５－６］。

　　胆管黏膜完整时，胆汁酸不会对胆管成纤维细胞
产生任何影响；但胆管黏膜完整性被破坏时，胆汁酸就

会对成纤维细胞产生作用。Ｃａｒｌｓｏｎ等［７］研究表明，结

扎狗胆管后，由于管内压力增大，上皮细胞间连接变

大，加之胆汁酸的持续刺激和细胞毒性，使黏膜坏死脱

落，胆汁酸通过变大的细胞连接中渗透到上皮下，促使

胶原大量生成，最终导致管壁增厚。国内学者［８－１０］采

用不同胆管缝合方式，发现胆汁刺激作用引起的管壁

慢性炎症反应持续存在，巨噬细胞大量聚集，持续合

成、分泌ＴＧＦβ１等因子，导致成纤维细胞增殖旺盛，
胶原过度合成堆积，并向ＭＦＢ转化，而 ＭＦＢ是造成胆
管瘢痕性挛缩的重要原因。

　　鉴于此，我们用可吸收缝线缝扎一半胆总管的方
法来制备胆管良性瘢痕狭窄模型。当然，也有学者用

结扎法［１１－１２］、电凝法［１３－１４］、钳夹法［１５－１６］来制备模型。

本模型的制备方法有其特有的优点：①通过缝针损伤
胆管全层，胆汁酸能接触到损伤的组织，能更好地模拟

临床情况；②使用６０可吸收缝线，由于缝针直径小，
不会过度损伤胆管而造成胆漏，其次，可吸收缝线避免

了异物肉芽肿的形成；③缝扎一半胆总管，避免全结扎
而引起的肝功能衰竭；④模型制备比较方便，有效缩短
手术时间。用血清肝功能检测、ＨＥ染色、Ｍａｓｓｏｎ三色
染色、免疫组化Ⅰ、Ⅲ型胶原染色验证模型制备成功。
胆管损伤初期主要是胆汁酸刺激引起炎症反应；随后

主要是肉芽组织的增生，包括 ＭＦＢ、胶原组织、炎症细
胞和新生血管的增生；随着胆汁酸持续刺激，ＭＦＢ大
量分泌胶原后形成纤维细胞，广泛增生的胶原组织逐

渐形成增生性瘢痕组织。因此，对胆管良性瘢痕狭窄

形成过程的深入研究，有助于治疗胆管良性瘢痕狭窄。
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