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Abstract
AIM: To investigate the patterns of hepatic cell 
death in rats with acute bile duct obstruction.

METHODS: Male Wistar rats were divided ran-
domly into bile duct ligation (BDL) group (n = 5) 
and control group (n = 5). The rats in BDL group 
underwent ligation and division of common bile 
duct to set up acute bile duct obstruction model 
according to Yoshidome’s maneuver, while the 
rats in the control group underwent dissociation 
of common bile duct only. All the animals were 
sacrificed for sampling on day 7. Flow cytom-
etry was used to determine the percentages of 
hepatocyte apoptosis and oncosis. Hematoxylin 
and eosin (H&E) staining and electron micros-
copy were used to observe hepatocyte apoptosis, 
oncosis and histopathological changes. An auto 
analyzer was used to examine the levels of se-
rum total bilirubin (TBIL), direct bilirubin (DBIL), 
alkaline phosphatase (ALP), glutamyl transpep-
tidase (γ-GT), alanine aminotransferase (ALT), 
aspartate aminotransferase (AST) and lactate 
dehydrogenase (LDH).

RESULTS: The percentage of liver cell onco-
sis or necrosis was significantly higher in BDL 
group than that in the control group (oncosis: 
25.41% ± 2.18% vs 6.12% ± 1.69%, P < 0.05; ne-
crosis: 3.99% ± 1.24% vs 0.79% ± 0.29%, P < 0.05), 
while the percentage of apoptosis was remark-
ably lower in BDL group (2.79% ± 1.43% vs 5.18% 
± 1.87%, P < 0.05). Moreover, the percentage 
of hepatic cell oncosis was higher than that of 
apoptosis in BDL group (25.41% ± 2.18% vs 2.79% 
± 1.43%, P < 0.05). Hepatic histopathological 
examination showed proliferation of bile duct 
and fibrous connective tissue, obvious increase 
of hepatic cell oncosis and liver cell cord de-
rangement in BDL group. The levels of serum 
TBIL, DBIL, ALP, γ-GT, AST, ALT and LDH in 
BDL group were all increased as compared with 
those in the control group (P < 0.05).

CONCLUSION: Oncosis is the dominant type of 
hepatic cell death in rats with acute bile duct ob-
struction, and the degree of hepatic injury has a 
close relationship with the oncosis or apoptosis 
of hepatic cells.
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摘要
目的: 通过建立大鼠急性胆道梗阻模型研究
梗阻性黄疸时肝细胞死亡方式. 

方法: ♂Wistar大鼠随机分为胆道结扎(BDL)
组和对照(C)组. BDL组采用Yoshidome法建
立急性胆道梗阻模型, 7 d后取材, 应用流式细
胞仪检测肝细胞胀亡和凋亡的百分比, HE染
色和电镜观察肝组织病理组织学改变以及肝
细胞凋亡、胀亡, 并检测血清总胆红素TBIL, 
DBIL, ALP, γ-GT, ALT, AST和LDH水平. 

结果: B D L组胀亡和坏死细胞百分比均显
著高于C组(胀亡: 25.41%±2.18% vs  6.12%

®

■背景资料
急性胆道梗阻往
往导致不同程度
的肝功能损伤甚
至急性肝功能衰
竭, 其损伤的确切
作用机制尚不清
楚. 胀亡和凋亡是
细胞的两种死亡
方式, 但目前对急
性胆道梗阻时肝
细胞的死亡方式
仍存在争议.
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±1.69%; 坏死: 3.99%±1.24% vs  0.79%±

0.29%; 均P <0.05), 而凋亡百分比显著低于C
组(2.79%±1.43% vs  5.18%±1.87%, P <0.05). 
BDL组胀亡细胞百分比显著高于凋亡(25.41%
±2.18% vs  2.79%±1.43%, P <0.05). 肝病理组
织学检查发现BDL组胆管增生, 纤维结缔组织
明显增生, 肝细胞索排列紊乱, 胀亡增加. BDL
组血清TBIL, DBIL, ALP, γ-GT, AST, ALT和
LDH水平均显著高于C组(P <0.05).

结论: 急性胆道梗阻时大鼠肝细胞死亡以胀
亡为主, 其肝功能损伤程度与肝细胞胀亡、凋
亡有密切关系.

关键词: 梗阻性黄疸; 肝脏; 胀亡; 凋亡 
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0  引言

梗阻性黄疸是外科经常遇到的临床问题, 此类

患者解除胆道梗阻后往往有不同程度的肝功能

不全甚至出现急性肝功能衰竭. 但目前国内外

对梗阻性黄疸损伤的确切作用机制尚不完全清

楚. 一般认为细胞死亡分为胀亡和凋亡, 坏死只

是发生胀亡或凋亡后细胞死亡的形态学变化[1].
但目前对梗阻性黄疸时肝细胞死亡方式仍存在

争议[2-4], 因此, 本实验通过建立大鼠急性胆道梗

阻模型, 应用流式细胞仪等技术研究梗阻性黄

疸时肝细胞死亡方式, 为梗阻性黄疸的损伤机

制提供新的实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 Wistar♂大鼠, 体质量270±20 g, 中国

医科大学盛京医院实验动物中心提供; 胀亡和

凋亡检测试剂盒(Annexin V-FITC和PI)购自美国

BD公司.
1.2 方法 将10只♂Wistar大鼠随机分为胆管结

扎组(BDL组, n  = 5)和对照组(C组, n = 5). 参照

Yoshidome  et al [5]报道的方法建立急性胆道梗阻

模型, 稍加改动: 各组大鼠用100 g/L水合氯醛(按
3 μL/g) ip麻醉, 取正中切口入腹. BDL组3/0丝
线结扎并切断胆总管, C组仅游离胆总管, 不结

扎. 术后大鼠均单笼饲养, 常规进食水. 造模7 d
后取材, 自腹主动脉采血3 mL, 静置20 min, 3000 
r/min离心10 min, 将血清转移至塑料弹头中, 置
于-20℃冰箱中保存, 待测血清胆红素和生化酶

水平; 快速夹取肝组织, 用锡箔纸包裹后置于液

氮中, 再转至-80℃冰箱中保存, 待做流式细胞仪

检测; 取1.0 cm×1.0 cm×1.0 cm大小肝组织置

于40 g/L甲醛中固定, 待做病理组织学检查; 取
0.2 cm×0.2 cm×0.2 cm大小肝组织置于25 g/L
戊二醛溶液中固定, 待做电镜检查. 处死大鼠. 
观察大鼠一般情况. 血清TBIL, DBIL, ALP, γ-GT, 
AST, ALT和LDH水平测定用Hitachi 7600全自动

生化分析仪检测. 肝组织块常规石蜡包埋, 切片, 
HE染色, 光镜下观察肝病理组织学变化. 肝组

织块常规锇酸后固定, 梯度脱水, 包埋, 聚合, 超
薄切片, 柠檬酸铅-醋酸双氧铀双染色, 用Hitachi 
H-600型透射电镜观察肝组织超微结构改变.
1.2.1 流式细胞仪检测肝细胞胀亡和凋亡  用
Medicon(BD流式细胞仪制备单细胞仪器)降解

肝组织块, 50 mm Filcon滤器过滤细胞悬液, 离
心, 弃上清, 加Binding Buffer缓冲液, 调节细胞

浓度至5×108-1×109个/L, 加AnnexinV-FITC和
PI, 室温避光放置, 用美国BD-FACSCalibur型流

式细胞仪测定各类细胞百分数. 结果分析: 正常

细胞, Annexin V, PI均低染; 胀亡细胞, Annexin 
V, PI均高染; 凋亡细胞, Annexin V高染、PI低染; 
坏死细胞, PI高染、Annexin V低染.

统计学处理 所有数据采用统计软件SPSS 
11.5进行t检验分析, P<0.05被认为有统计学意义.

2  结果

BDL组体质量减轻明显, 尿呈深黄色, 胆总管明

显扩张, 肝叶肿大呈淤胆样改变, 肠道淤滞(图
1). 而C组体质量轻度增加, 尿不黄, 胆总管无扩

张, 肝脏颜色正常、有光泽, 肠道无淤滞. 血清

TBIL, DBIL, ALP, γ-GT, AST, ALT和LDH水平

测定BDL组血清各项指标水平均显著高于C组

(P <0.05)(表1).

■研发前沿
胀亡有别于凋亡, 
是目前细胞死亡
方式的研究热点, 
但其确切的作用
机制有待进一步
研究.

表  1  各组血清TBIL, DBIL, ALP, γ-GT, AST, ALT和LDH水平
比较(mean±SD, n  = 5)

     
项目                                C组                             BDL组

TBIL(μmol/L)　　  1.32±0.22            112.86±15.31a 

DBIL(μmol/L)         1.08±0.45              93.14±15.06a

ALP(nkat/L)      1105.55±422.25      5324.40±860.17a

g-GT(nkat/L)        11.67±7.50            290.06±64.18a

AST(nkat/L)      1566.98±260.05      7884.91±1412.78a

ALT(nkat/L)        746.82±246.88      1550.31±518.77a

LDH(nkat/L)     7721.54±2742.88  13182.64±1901.38a

aP<0.05 vs  C组.
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2.1 肝组织病理组织学检查 BDL组胆管增生明

显, 纤维结缔组织明显增生并向肝小叶内扩展

(图2A), 肝窦变窄, 肝细胞胀亡明显(图2B); C组
肝小叶结构清楚, 肝细胞无肿胀, 肝细胞索排列

规则, 肝窦较宽(图2C).
2.2 肝组织电镜观察 C组肝细胞核呈圆形, 核膜

完整, 染色质分布正常, 线粒体丰富、结构清晰, 
内质网完整, 糖原颗粒丰富(图3A). BDL组可见

胀亡和凋亡细胞. 胀亡细胞: 线粒体肿胀、嵴破

坏或消失, 内质网崩解、颗粒消失, 染色质边集

(图3B). 凋亡细胞: 细胞皱缩, 质膜完整, 胞质致

密、退行性变, 内质网扩张与胞膜融合, 染色质

密度增高呈半月形(图3C).
2.3 流式细胞仪检测肝细胞胀亡与凋亡 C组仅有

少量肝细胞胀亡和凋亡. BDL组胀亡和坏死细胞

百分比均显著高于C组(P <0.05), 且BDL组胀亡

细胞百分比显著高于凋亡. 虽然BDL组凋亡细

胞百分比低于C组, 但无统计学差异(P >0.05)(表
2, 图4). 

3  讨论

胀亡是细胞的另一种死亡方式[6], 日益受到国内

外学者的高度关注. 但目前对梗阻性黄疸时肝

细胞死亡方式尤其胀亡的研究甚少, 而且对其

确切的死亡方式持有不同的观点: Miyoshi et al [2]

研究认为胆道梗阻后肝细胞死亡的主要形式是

细胞凋亡, 但Fickert et al [3], Gujral et al [4]研究小

鼠梗阻性黄疸模型时发现肝细胞死亡的主要类

型是胀亡而不是凋亡. 这可能是因为胀亡和凋

亡均可出现双链DNA断裂、跨膜电位减少等, 
因此采用TUNEL、凝胶电泳和跨膜电位等方法

均不能有效地区别这两种细胞[7]. 目前最佳的鉴

别方法是采用形态学和AnnexinV-FITC与PI双染

色并借助流式细胞仪进行鉴别. 因为胀亡细胞

和早期凋亡细胞两者细胞膜上磷脂对称性改变

表  2  各组坏死、胀亡、凋亡及正常细胞的构成(mean±SD, n  = 5, %)

     
分组                   坏死                      胀亡                     凋亡                        正常

C组             0.79±0.29         6.12±1.69         5.18±1.87         87.91±3.14

BDL组        3.99±1.24a  　 25.41±2.18a        2.79±1.43a        67.81±3.17

aP<0.05 vs  C组.

图   1   B D L 组
扩 张 的 胆 总
管, 肝脏肿胀.

A

B

C

图  2  各组肝组织HE改变(HE). A: BDL组胆管增生明显, 纤

维结缔组织增生并向肝小叶扩展(×100); B: BDL组胆管增

生明显, 肝窦变窄, 可见大量胀亡细胞(箭头所指)(×400); C: 

C组肝小叶结构清晰, 肝细胞无肿胀, 肝细胞索排列规则, 肝

窦较宽(×400).

■相关报道
自从1995年提出
胀亡概念后, 陆续
有相关文献报道. 
但对梗阻性黄疸
肝细胞死亡方式
仍不是很明确, 有
的研究认为胆道
梗阻后肝细胞死
亡的主要形式是
细胞凋亡, 但也有
的研究梗阻性黄
疸时肝细胞死亡
的主要类型是胀
亡而不是凋亡.
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使磷脂酰丝氨酸暴露于细胞膜外, 可特异性结

合标记有FITC的AnnexinV, 因此单用此法不能

特异地区别这两种细胞, 而PI不能进入细胞膜完

整的细胞, 只能通过损伤的细胞膜结合在DNA
双螺旋链之间. 双染后可鉴别这两种细胞[7]. 因
此本实验应用流式细胞仪检测肝细胞胀亡和凋

亡能准确地反映细胞死亡情况. 胀亡典型特征

为细胞肿胀、核溶解、胞质空泡的形成, 类似

细胞水变性等形态学改变. 染色质分散、凝集

在核膜和/或核仁周围, 或聚集成团块; 细胞器肿

胀尤以线粒体为著[8]. 胀亡是大量相邻细胞死亡, 
在以前的病理学文献中表现为片状坏死现象[9]. 
凋亡典型改变是胞质萎缩、核固缩、染色质新

月形凝集和凋亡小体形成[1]. 
本实验结果显示, 大鼠急性胆道梗阻后血

清胆红素、A L P和γ-G T水平均显著高于对照

组, 说明梗阻性黄疸模型建立成功, 而且肝病理

组织学检查亦进一步得到证实. 本研究发现急

性胆道梗阻大鼠肝细胞死亡以胀亡为主, 凋亡

相对较少. 这是因为细胞凋亡和胀亡与刺激强

度、作用时间有关. 刺激强度较弱、作用时间

较短时以凋亡为主; 反之, 细胞损伤相对严重时

以胀亡为主. 还可能与凋亡是主动耗能过程、

需要ATP, 而胀亡是被动性死亡、不需要能量有

关[10]. 因此影响细胞ATP水平的因素可影响细胞

死亡方式的选择[11].
胆道梗阻时肝脏胆盐和胆红素堆积, 破坏

肝细胞能量代谢, 导致ATP含量下降, 引起肝细

胞内钙超载, 激活胀亡膜特异性受体porimin, 其
与配体结合后使膜通透性增加, 导致细胞胀亡[6]. 
此外胆盐还可影响细胞膜ATP活性, 损害生物膜

的功能, 导致细胞胀亡[12]. 能量代谢障碍还可生

成大量自由基(ROS), 破坏细胞膜的完整性, 使
之通透性增加, 造成肝细胞损伤. 肠道内胆盐缺

乏以及sIgA分泌减少导致细菌和LPS大量入血

引起肠源性内毒素血症[13-14]. 内毒素直接干扰

图  3  肝细胞凋亡和胀亡的超微结构改变. A: C组正常肝细

胞(×6000); B: BDL组胀亡细胞(×8000); C: BDL组凋亡细胞

(×8000).

■应用要点
本研究结果将对
梗阻性黄疸肝脏
损伤作用机制的
研究具有指导意
义, 提供新的研究
思路和方向.
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图  4  各组肝细胞胀亡和凋亡流式细胞图(右上象限为胀亡
细胞, 右下象限为凋亡细胞, 左下象限为正常细胞, 左上象限
为坏死细胞). A: C组; B: BDL组.
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 肝细胞能量代谢, 抑制Na+-K+ATP酶活性, 此外

还激活Kupffer细胞, 后者激活中性粒细胞产生

大量ROS, 导致肝细胞损伤[15]. 内毒素还可促使

Kupffer细胞、内皮细胞与中性粒细胞释放白三

烯、TNF-α、白细胞介素、NO等导致肝脏微循

环障碍, 引起组织损伤[16-19]. 此外肝纤维化、微

循环紊乱以及肝窦血供减少均进一步加剧肝细

胞“能源危机”, 促使其胀亡[20-22]. 因此胆道梗

阻导致肝细胞能量代谢障碍, ATP产生不足, 细
胞无法全部完成凋亡, 进而选择细胞胀亡, 表现

在本实验中肝细胞死亡以胀亡为主且较对照组

明显增加, 凋亡反而相对较少. 肝细胞凋亡增加

与凋亡机制的启动有关[23-30]. 例如胆盐中的甘氨

鹅脱氧胆酸钠(GCDC)可通过蛋白激酶C介导肝

细胞凋亡, 随着GCDC浓度增高, 细胞凋亡率增

加[28-30]. 然而, 细胞胀亡和凋亡有许多相似之处, 
存在某些共同信号通路如Fas, caspases等, 但有

关胀亡的具体分子机制如基因调控等还不清楚, 
有待进一步研究[11,31].

总之, 急性胆道梗阻大鼠肝细胞死亡方式以

胀亡为主, 且肝功能损伤程度与肝细胞胀亡、

凋亡有密切关系. 
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本刊讯 “2007中华肝胆胰脾外科(国际)论坛”应澳门特区外科学会的盛情邀请于2007-04-13/16在澳门举办, 

现将征文通知公布如下:

1 征文内容

(1)肝癌诊断及外科与综合治疗: 新诊断技术-可切除与否的界定-综合治疗与序贯化思路-对复发转移的研究进

展-微创技术实际应用的可能性; (2)医源性胆管损伤的预防-胆管下端功能状态对修复及重建的影响-肝胆管结

石外科治疗的新经验-肝门胆管癌根治性切除的实施与效果; (3)胰腺炎-重症急性、出血坏死性、“凶险性”-

治疗中早期复苏的策略与实施-相关并发症的预防和处理; (4)胰腺癌-早期诊断的思路与进展-根治术在当前的

含义和尺度-术前减黄与并发症的处理; (5)脾功能研究进展-保脾和切脾含义和抉择-PH时单纯切脾的指征与价

值; (6)肝移植-应用指征的决策-供肝切取与保存-技术性与非技术性并发症-再移植-远期存活的努力.

2 投稿要求及截稿日期
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征文”. 截稿日期: 2007-01-31. 正式代表发论文证书并授一级继续教育学分. 来稿请寄:《中华肝胆外科杂志》

编辑部.
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