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Abstract
AIM: To observe the effects of hypercholesterolemia (HC)
on tension of sphincter of Oddi (SO) in rabbits and to study
the mechanisms of the sphincter of Oddi dysfunction (SOD).

METHODS: Twenty-four New Zealand female rabbits were
divided randomly into control group and HC group (12 rabbits
each). Sphincter of Oddi muscle rings were dissociated
from both groups in vitro. Automatic contractility was
observed firstly. Then the contraction responses evoked
by KCl and CaCl2 and relaxation responses caused by
sodium nitroprusside (SNP) and nifedipine (Nif) were
measured.

RESULTS: Compared with control group, the automatic
contractile frequency of HC group was increased (P <0.05),
and the automatic contractile amplitude of HC group was
decreased (P <0.05). The tension of SO rings evoked by
KCl at low and moderate concentrations (10-40 mmol/L)
was significantly higher in HC group than in control group
(P <0.01). The maximum tension was not found differ-
ence between two groups, and both could be completely
relaxed by Nif (3 µmol/L). Compared with the control group,

relaxation responses of SO rings in HC group to SNP
(0.1 nmoL/L-1 mmoL/L) were markedly decreased after
the administration of KCl (60 mmoL/L) in HC group (P <0.01).
The minimum solution value (0.1 mmoL/L) of Ca2+ evoking
contraction in HC group was evidently lower than that of
the control group (1.0 mmoL/L) (P <0.001). Tensions of
SO rings evoked by Ca2+ (2.5 mmoL/L) were entirely relaxed
by Nif (3 µmoL/L) both in HC group and control group.
After the administration of KCl (60 mmoL/L) relaxation
responses of rabbit SO rings to Nif (0.1 nmoL/L-3 µmoL/L)
were not found difference between in the two groups. Nif
(3 µmoL/L) could completely inhibit the contraction re-
sponses evoked by KCl or CaCl2 in both groups.

CONCLUSION: Hypercholesterolemia can lead to SO dys-
function and increase the sensitivity of SO to KCl at low
and moderate concentrations in vitro. The overloading of
intracellular Ca2+ is an important reason for these
phenomena, which has no direct relation with L-type volt-
age-dependent calcium channels of smooth muscle cells.
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摘要

目的: 观察高胆固醇血症(hypercholesterolemia HC)兔离

体Oddi 括约肌(sphincter of oddi SO)张力的变化 探讨

其作用机制

方法: 新西兰雌兔24只随机分成两组: 对照组和HC模型组

各12 只 分别取两组SO制备成离体肌环 观察SO的

自主收缩运动及其对KCl 和Ca2+的收缩反应 以及对硝

普钠(sodium nitroprusside SNP)和硝苯吡啶(nifedipine

Nif)的舒张反应.

结果: HC组的自主收缩频率高于对照组(P <0.05 t = 2.86)

自主收缩波幅较对照组降低(P <0.05 t =2.48). 以10 mmoL/L

为浓度梯度累积加入KCl至90 mmoL/L HC组对中低浓

度KCl (10-40 mmoL/L)收缩反应高于对照组(P <0.01

t =4.01); 两组最大收缩力无显著差异 且均可被3 µmoL/L
Nif完全缓解. 用60 mmoL/L KCl预收缩SO肌环后加入SNP

(0.1 nmoL/L-1 mmoL/L) 在各个浓度点HC组的舒张反

应均明显低于对照组(P <0.01 t =5.12). SO肌环在无钙

Krebs液中温育5 min后复钙引起两组明显收缩反应所需的

Ca2+浓度分别为0.1和1. 0 mmoL/L HC组显著低于对照

组(P <0.01 t =4.91); 复钙2.5 mmoL/L诱发两组肌环的收缩

反应均可被3 µmoL/L Nif完全缓解. 用60 mmoL/L KCl预收
缩SO肌环后加入Nif 两组对Nif(0.1 nmoL/L-3 µmoL/L)



的舒张反应在各个浓度点均无明显差别. 在Krebs液中先加

入 3 µmoL/L Nif 再加入KCl CaCl2 两组肌环均未
发生收缩反应.

结论: 在离体条件下 HC可导致SO张力异常 SO处于

易激惹状态 其机制与SO细胞内钙离子浓度([Ca2+]i)过载

有关 而该过载状态与L 型电压依赖性钙通道(L-type

Voltage-dependent calcium channels L-VDCs )无关.
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0   引言

胆系疾病近年来不断增多[1-5] 已成为研究热点[6-10]. 然

而高胆固醇血症(HC)对胆管系统影响的研究少见. Wei et

al [11]在研究HC对 SO运动功能的影响中发现 经胆固

醇(cholesterol Ch)饲养 4 wk后 HC兔 SO压力增高

且收缩幅度下降 舒张功能受损 提示HC可引起SO

舒缩功能异常. Wang et al [12]通过SO细胞原代培养证实

HC可致细胞内钙离子浓度([Ca2+]i)呈过载状态 但机

制尚不明确. 我们通过制备SO肌环 用灌流法在离体

条件下观察HC对兔SO肌环张力的影响 初步探讨其

发生机制.

1   材料和方法

1.1 材料  新西兰雌兔由第四军医大学实验动物中心提供;

胆固醇(Ch)分析纯 购自上海化学试剂公司; NaCl

KCl NaHCO 3 MgCl 2 NaH 2PO 4 葡萄糖 二甲

基亚砜(DMSO) 分析纯 购自西安化学试剂厂; 硝普钠

(sodium nitroprusside SNP) 硝苯吡啶(nifidipine

Nif) EGTA CaCl2 购自美国Sigma 公司; 张力换能器

JZ-BK 型 购自中国贝科公司; 台式自动平衡记录仪

XWTD464型 购自上海大华仪表厂; 电子天平ACA-

100型 购自美国Denver 公司; 解剖显微镜PM-6型

购自日本Olympus 公司. 新西兰兔24只 2-3 mo

体质量 1.8-2.2 kg 随机分为2组 每组12 只. 对照

组(Control)饲以标准饲料 实验组(HC)饲以标准饲料+Ch.

1 g/d 每周6 d 停喂1 d 共8 wk. 高Ch血症模型判定

标准[人类疾病的动物模型 1982: 120-129]: 兔血清总Ch

浓度小于3.0 mmoL/L为正常 大于10 mmoL/L为达到高

Ch血症标准. 实验开始前将血清总Ch大于3.0 mmoL/L

兔剔除.

1.2 方法  经耳缘静脉注入约10 mL空气处死兔 迅速

分离SO段 在解剖显微镜下小心去除SO周围脂肪与

结缔组织 取其近心段并修剪成横径为4 mm的肌环. 肌

环一端藉不锈钢丝挂钩固定于肌槽底部的挂钩上 另

一端通过挂钩与肌肉张力换能器相连. 肌槽内盛37 

Krebs液 并持续充以50 mL/L CO2+ 950 mL/L O2混合

气. Krebs 液组成(mmoL/L): NaCl 115.0 KCl 5.9

NaHCO3 22.8 MgCl2 1.2 NaH2PO4 1.2 CaCl2 2.5

葡萄糖 10.0 pH= 7.4. 另每组随机选取2例沿横轴切

取宽约4 mm肌环进行光镜观察 标本用40 g/L 甲醛

固定 HE 染色组织学检查.

1.2.1 SO肌环反应性测定  将肌环置于Krebs液中温育

首先给予0.6 g 初始前负荷 在平衡的过程中 通过

旋钮不断调节张力 使其稳定在初始前负荷水平 每隔

20 min 换1次Krebs液. 平衡60 min后以60 mmoL/L KCl

为激动剂 以0.2 g为步幅逐步提高前负荷值至其产生

最大收缩反应 此时的静息张力即为最适静息张力 随

后实验均在各肌环最适静息张力下进行. 首先记录两组

的自主收缩波幅和频率 绘制波形曲线. 收缩反应通过

加入累积浓度的KCl (10-90 mmoL/L)测得 记录不同

浓度肌环的收缩反应. 舒张反应测定是先用60 mmoL/L

的KCl 预收缩肌环 等收缩力平稳后 加入累积浓度

(0.1 nmoL/L-1 mmoL/L)的SNP同时记录不同浓度下肌环的

舒张反应 用同样的方法纪录累积浓度 (0.1 nmoL/L-

3 µmol/L)的Nif的舒张反应. 其舒张作用以所引起的舒张
幅度占KCl预收缩幅度的百分比表示. 肌张力变化经张

力换能器转换为电信号后由台式自动平衡记录仪记录.

由所得数据绘制累积浓度-效应曲线.

1.2.2 复钙对肌环收缩反应的观察  肌环在无钙Krebs(含

EGTA 50 µmol/L)液温育的方式有2种[中国病理学与
毒理学杂志 1996;10(1):34-38]: (1) 5 min 完全去除细

胞外Ca2+而不影响细胞内Ca2+释放; (2) 1 h 导致细胞内

钙耗竭. 按第1种方式温育5 min 换上不含EGTA的无

钙Krebs液 然后加累积浓度CaCl2 (0.01-2. 5 mmoL/L)

记录两组肌环的收缩反应. 然后按第2种方式温育1 h

按相同方法记录肌环对CaCl2的收缩反应. 实验结束

后 用滤纸吸干肌环表面水分 用电子天平称重.

        统计学处理  采用统计软件SPSS10.0进行数据的统

计学分析. 实验数据以mean±SD表示 两组间数据比
较采用 t 检验 P <0.05 为差异显著.

2   结果

两组SO肌环的外径 长度 质量均无显著差异(表1).

光镜下观察各组SO平滑肌均排列规整 未见明显的炎

细胞浸润和纤维组织增生.

表1  高胆固醇血症组与对照组SO肌环物理参数(n =12, mean±SD)

分组   外径 (mm)  长度 (mm)  重量 (mg)

对照组(Control) 1.52 0.03 4.23 0.07 2.12 0.09

实验组 (HC) 1.48 0.04 4.21 0.07 2.13 0.08

2.1 SO自主收缩波幅及频率  将肌环置于Krebs液中平

衡30 min 待 SO肌环自主收缩平稳后 HC组的 SO

肌环的自主收缩频率高于对照组(P <0.05) 而自主收

缩波幅较对照组降低(P <0.05) (表2). 对照组自主收缩波

形规则 频率稳定 而 HC 组呈大小不一 宽窄不
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等的不规则波形(图1).

表2  两组SO肌环的平均自主收缩波幅和频率(n =12, mean±SD)

分组 频率(f/min)    波幅 (g)

对照组(Control) 8.0 0.6 0.21 0.02

实验组 (HC) 9.3 0.5a 0.18 0.02b

aP <0.05, t =2.86, bP <0.05, t = 2.48 vs Control.

图1  兔 SO肌环自主收缩波形曲线.

图2  HC组和对照组兔SO肌环对KCl 的收缩反应.

2.2 KCl 和复钙所致 SO肌环的收缩反应  低浓度(10-

40 mmoL/L) KCl诱发HC组SO肌环的收缩力较对照组

显著提高. 10 mmoL/L时HC组为40 10 g/g较对照组

增加45% (P <0.05);  20 mmoL/L 时 HC组为120 30 g/g

较对照组增加67% (P <0.01); 30 mmoL/L 时HC组为340

60 g/g较对照组增加85% (P <0.01); 40 mmoL/L 时HC组

为510 80 g/g较对照组增加57% (P <0.01); 50 mmoL/L

HC 组为 640 80 g/g 与对照组无明显差异; 在 60

70 80 90 mmoL/L等浓度点 两组亦无显著差异. 可

见两组SO肌环对KCl最大收缩力无显著差异(图2).

        肌环在无钙Krebs液(含EGTA 50 µmol/L)温育5 min
后换上不含EGTA的无钙Krebs 从 0.01 mmoL/L开始

复钙 当至0.1 mmoL/L时 可引发HC组明显的收缩

幅度为20.0 g/g 而对照组未发生明显收缩反应; 复钙

至 0.4 mmoL/L HC组收缩幅度为60.0 10.0 g/g 对

照组仍未见明确收缩反应; 复钙至1.0 mmoL/L 可引发对

照组幅度为65. 0 10.0 g/g的收缩反应 HC组为95. 0

20.0 g/g HC组明显高于对照组(P <0.01); 继续复钙至

2.5 mmoL/L 两组的收缩反应差别不明显. 由此可见

能引发HC组和对照组收缩反应对应的Ca2+浓度分别为

0.1和1 mmoL/L HC组显著低于对照组(P <0.001 图3).

洗脱后 两组肌环在无钙Krebs(含EGTA  50 µmoL/L)液
温育 1 h后换成不含EGTA 的无钙Krebs 重新复钙

2.5 mmoL/L 两组肌环均发生收缩反应 上述收缩反

应均可被3 µmoL/L Nif完全缓解.

图3  复Ca2+ 引发HC组及对照组的收缩反应.

2.3 SO肌环对SNP及Nif的舒张反应  先用60 mmoL/L
KCl 预收缩肌环 等收缩力平稳后 加入累积浓度
(0.1 nmoL/L-1 mmoL/L)的SNP 记录不同浓度下肌环舒
张的百分率 与对照组相比 HC组SO肌环对SNP的舒
张反应在各浓度点明显降低. 在1 µmoL/L HC组舒张率
为21.4% 较对照组降低32.0% (P <0.01); 10 µmoL/L 时
HC组舒张率为45.9% 较对照组降低46.0% (P <0.01);
0.1 mmoL/L 时 HC组舒张率为67.7% 较对照组降低
32.0%(P <0.01); 1 mmoL/L 时 HC组舒张率为75.2%
较对照组降低35.0% (P <0.01 图 4). 上述结果表明HC

组对SNP舒张反应在各个浓度点较对照组均下降.

图4  HC组和对照组兔SO肌环对SNP的舒张反应.

        用 60 mmoL/L KCl预收缩肌环 等收缩力平稳后

加入累积浓度 (0.1 nmoL/L-1 2 3 µmoL/L) 的Nif 记
录不同浓度下肌环舒张的百分率 两组在各个浓度点
对 Nif 的舒张反应均无明显差异 3 µmoL/L Nif 可
100%舒张两组 SO肌环. 反之 在Krebs 液中先加入

3 µmol/L Nif 然后分别加入60 mmoL/L KCl和2.5 mmoL/L
CaCl2预刺激 发现两组SO肌环均未发生收缩反应

1116                ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R                世界华人消化杂志   2004 年 5月 15 日  第 12 卷  第 5 期

对照组

HC组

200

160

120

80

40

0

Te
ns

io
n 

(g
/g

)

HC
Control

     0.01                 0.1        0.4      1       2.5

c (CaCl2)/(mmol/L)

aP <0.01,t=4.19
vs Control

a

a

a

0     10   20    30   40    50    60   70    80    90    100

c (KCl)/(mmol/L)

1000

800

600

400

200

0

Te
ns

io
n 

(g
/g

)

HC
Control

aP <0.05,t=2.52,
bP <0.01,t=4.01,
vs Control

a
b

b

b

100

80

60

40

20

0

R
el

ax
at

io
n 

(%
)

    10     9      8      7      6      5      4      3      2

SNP (-log(mol/L))

HC
Control

aP <0.01,t=5.12
vs Control

a

a

a
a



且节律性收缩运动消失. 洗脱后继续温育30 min 待自

主运动恢复正常 加入60 mmoL/L KCl 两组均可达

到最大收缩幅度 分别加入3 µmoL/L Nif 两组均可
完全舒张(图5).

图5  HC组和对照组兔SO肌环对Nif的舒张反应.

3   讨论

Oddi 括约肌包绕于胰胆管汇合进入十二指肠处 是独

立于十二指肠壁平滑肌 具有精细分工的肌性结构

在神经与激素的共同作用下 产生协调的舒缩运动

对调节胆囊充盈 控制胆汁排出及维持胆道系统正常

压力具有重要作用. 已经证实胆囊切除术后可诱发其功

能紊乱 进一步研究发现胆囊切除术前可能已经存在

SO肌动力异常. 1997年Szilvassy et al [13]首次报道HC和

高甘油三酯血症合并Oddi括约肌功能紊乱(sphincter of

oddi dysfunction SOD)的病例. SOD可诱发胆道疾病 胰

腺疾病及胃肠道等疾病的发生[14]. HC可损害兔SO的舒张

功能[15] 可能是原发性SOD的重要诱因之一. 相继的实

验研究[16-18]表明HC可导致兔SO压力增高 舒张功能受

损 提示HC可引起SO舒缩功能异常. Wei et al [19] 研究

证实 HC所致的SOD的组织结构与单纯胆囊切除术后

犬SOD组织结构具有惊人的一致性. 但到目前为止有关

HC与SOD的关系仍有许多不明之处.

        本组实验结果显示 HC组兔SO肌环自主收缩运

动发生改变 其特征为收缩波幅降低 波形不规则 呈

大小不一 频率不等的杂乱波形 但两组最大收缩幅度

无明显差别. 进一步研究发现 浓度为10-40 mmoL/L

KCl诱发HC组SO肌环的收缩力较对照组显著提高. KCl

的主要作用是破坏细胞内外电化学平衡 使细胞膜去极

化 激活L-VDCs 引发Ca2+内流 提高[Ca2+]i 触发

平滑肌收缩. 在这一调节过程中 细胞的极化状态是关

键因素之一. 本组结果显示在低浓度KCl的刺激下HC

组SO的反应性提高 似可提示实验组SO细胞质膜更

易发生去极化. 进一步研究表明 HC组SO肌环对平滑

肌舒张剂SNP的舒张反应在各个浓度点较对照组均明

显降低 其最大舒张率也显著下降 而组织学检查HC

组SO未见纤维化改变. 上述结果证实HC可导致SO张

力功能异常 且SO肌环对激动剂的反应呈明显易激惹

状态.

        Theilmeier et al [20]发现HC损害了血管平滑肌的舒张

功能. Fleischhacker et al [21]在观察血管平滑肌舒张功能

时发现 HC确可提高血管平滑肌的反应性 并提出其

可能原因是细胞内Ca2+分布的改变所致. 由于平滑肌细

胞 [ C a 2 + ] i 的动态平衡以及由此而激活钙调素

(calmodulin CaM)是调节平滑肌功能状态的重要机制

之一. 已有报道[22-24]高Ch可影响[Ca2+]i的代谢 刺激细

胞内肌浆网内储钙释放 使[Ca2+]i 升高. 本组观察无钙

Krebs液中复钙对SO肌环的影响 结果证实复钙引起

实验组SO肌环收缩所需加入的Ca2+浓度仅为0.1 mmoL/L

而对照组所需Ca2+浓度为1.0 mmoL/L. 在 L-VDCs 功

能正常的前提下 细胞外Ca2+进入细胞内是启动及提

高细胞内[Ca2+]i 升高的重要途径. 已经证实 [Ca2+]i 升

至1 µmoL/L是Ca2+与CaM结合激活信号转导途径使平
滑肌收缩的阈浓度 而当细胞[Ca2+]i升高到一定程度时

通过膜电位改变又致L-VDCs 暂时失活 [Ca2+]i 下降.

在这一调节过程中细胞外Ca2+内流是启动环节之一. 细

胞外复钙可引发血管平滑肌的收缩运动 其机制与细

胞外Ca2+通过L-VDCs流入到细胞内 引起细胞[Ca2+]

i升高有关. 何令帅et al [25]也报道复钙可使细胞外Ca2+内

流 通过升高细胞[Ca2+]i 直接引发平滑肌收缩. 本组实

验显示 低浓度的细胞外Ca2+即可引发HC组SO收缩

说明HC组 SO细胞[Ca2+]i 基础值处于较高水平 由此

降低了Ca2+激活CaM的阈值 这是低浓度Ca2+即可诱

发HC组SO肌环收缩的原因之一. 杨向新et al [26]的研究

结果证实在HC 作用下 SO 细胞[Ca2+]i 呈过载状态

与本实验结果完全相符.

        L-VDCs是细胞外Ca2+进入细胞内的主要通道 对

[Ca2+]i 的调节有着重要的作用. Craig et al [27] 发现Nif对

离体条件下负鼠SO的动力功能有显著改善作用. Craig

et al  [28-29]还发现L-VDCs 拮抗剂对SOD 有改善功能.

Clunn et al [30]研究发现在HC并未直接改变平滑肌细胞

L-VDCs功能. 我们采用双氢嘧啶类(DHPs)钙拮抗剂Nif

观察对SO的舒张效应. 结果发现两组SO肌环对Nif在

各个浓度点的舒张反应无显著差异 CaCl2 KCl等所

引发SO肌环的收缩反应也均可被Nif完全缓解. 提示HC

作用下 SO细胞的L-VDCs调节[Ca2+]i的功能并未受到

损害 证实HC组SO细胞[Ca2+]i过载状态并非是L-VDCs

功能改变所致.

      总之 我们通过复制HC兔模型 制备SO肌环

在离体条件下观察发现HC 导致 SO 肌环张力状态异

常 SO 处于易激惹状态. 其机制与[Ca2+]i 过载有关

并且该过载状态并非由L-VDCs功能改变所致. 至于HC

是如何引起SO细胞[Ca2+]i 过载 其原因尚需进一步研

究阐明.
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