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Abstract
A I M :  T o i n v e s t i g a t e t h e e x p r e s s i o n o f 
transforming growth factor -β1 (TGF-β1) during 
wound healing in rat bile duct and analyze its 
role and significance in the process of biliary 
stricture formation.

METHODS: A rat model of bile duct trauma 
was established by surgery. The expression of 
TGF-β1 in traumatic tissue at weeks 1, 2, 4 and 8 
after operation was examined by immunohisto-
chemistry. 

RESULTS: TGF-β1 was highly expressed in 
granulation tissue, fibroblasts, macrophages and 
vascular endothelial cells. The counts of TGF-
β1-positive cells in traumatic tissue at different 
time points were obviously higher than that in 
normal tissue (65.47% ± 5.52%, 63.80% ± 4.32%, 
59.55% ± 5.30% and 58.17% ± 6.70% vs 12.35% ± 
3.43%, respectively; all P < 0.01). 

CONCLUSION: The high expression of TGF-β1 
can induce vigorous proliferation of fibroblasts, 
oversynthesis of collagen, and fibrosis and thick-
ening of the bile duct wall, thereby resulting in 
biliary stricture formation. 

Key Words: Wound healing; Biliary stricture; Trans-
forming growth factor-β1; Immunohistochemisty
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摘要
目的: 观察TGF-β1在大鼠胆管损伤修复愈合
过程中的表达, 并探讨其在术后胆道狭窄形成
过程中的作用及意义.

方法: 通过建立大鼠胆管损伤狭窄模型, 分别
于术后1、2、4和8 wk取材行TGF-β1免疫组
织化学染色, 并观察其阳性细胞数. 

结果: 损伤狭窄胆管组织中TGF-β1主要表达
于肉芽组织、成纤维细胞、巨噬细胞、血管
内皮细胞. 损伤狭窄组TGF-β1的阳性细胞数
不同时间均明显高于正常胆管组织(65.47%
±5.52%, 63.80%±4.32%, 59.55%±5.30%, 
58.17%±6.70% vs  12.35%±3.43%, 均P<0.01).

结论: TGF-β1高表达造成损伤胆管愈合过程
中成纤维细胞增殖旺盛、胶原过度合成, 从而
导致胆管壁纤维化增厚、瘢痕挛缩引发胆管
狭窄.

关键词: 损伤修复; 胆管狭窄; 转化生长因子-β1; 
免疫组织化学

王国辉, 蒋桂星, 崔云甫, 胡占良. TGF-β1在大鼠胆管损伤修复

过程中的表达.  世界华人消化杂志  2010; 18(5): 502-505

http://www.wjgnet.com/1009-3079/18/502.asp

0  引言

医源性胆管狭窄的处理是胆道外科的一大难

题, 术后突出表现为胆道瘢痕性挛缩和管腔狭

®

■背景资料
近年来随着肝脏
外科的高速发展, 
胆管损伤狭窄的
问题也日益突出. 
主要见于胆道手
术 ,  尤其是近年
来普遍推广的小
切口胆囊切除术
及腹腔镜胆囊切
除术. TGF-β为一
类多功能聚合肽
家族 ,  是具有多
种生物学功能的
细胞因子 ,  与伤
口愈合关系密切, 
其亚型T G F - β 1
是目前已知与瘢
痕形成关系最密
切、最具代表性
的生长因子. 

■同行评议者
吴泰璜, 教授, 山
东省立医院肝胆
外科
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窄, 尤以肝门部或肝门部以上胆管狭窄为著. 转
化生长因子-β1(transforming growth factor-β1, 
TGF-β1)是目前已知与瘢痕形成最为密切、最

具有代表性的生长因子[1,2], 与瘢痕的发生发展

密切相关, 并且也影响瘢痕挛缩. 医源性胆管狭

窄是指因手术损伤或与手术有关因素造成的术

后胆管狭窄. 近年来随着肝脏外科的高速发展, 
胆管损伤狭窄的问题也日益突出[3,4]. 主要见于

胆道手术, 尤其是近年来普遍推广的小切口胆

囊切除术及腹腔镜胆囊切除术, 此外胃大部切

除术、肝破裂修补术、肝切除术时也可发生. 
另外, 内镜下括约肌切开术, ERCP检查时也有致

胆管损伤的. 为了阐明医源性胆管狭窄形成的

机制, 本实验通过建立大鼠肝外胆管损伤修复

模型, 术后动态观察TGF-β1在愈合过程中的表

达, 并探讨其在术后胆道狭窄形成过程中的作

用及意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 选用健康Vistar大鼠40只, 雌雄不限, 体
质量130-200 g(由哈尔滨医科大学附属第二医院

动物实验中心提供). 把实验动物随机分成5组, 
手术组术前晚禁饮食, 100 g/L水合氯醛3 mL/kg
腹腔注射诱导麻醉后, 固定于手术台上备皮、腹

部碘伏消毒, 无菌条件下经上腹部正中切口约

2 cm逐层进腹, 提出十二指肠寻及胆总管, 在近

十二指肠处游离一段长约1 cm的胆总管, 用1枚
显微血管夹钳夹90 min. 90 min时取出显微血管

夹, 3-0号丝线间断缝合关闭腹腔. 
1.2 方法 
1.2.1 标本的采集及检测: 于术后1、2、4和8 wk, 
采用脱颈法分别处死实验动物. 剪取钳夹部位肝

外胆管1 cm, 生理盐水冲洗管腔内胆汁, 40 g/L中
性甲醛固定, 常规脱水、透明、浸蜡、包埋制成

蜡块, 沿胆总管横切面切片, 制成厚度5 μm的连

续切片, 分别行HE染色和免疫组织化学染色. 
1.2.2 免疫组织化学: 采用SP法, 第一抗体: 兔
TGF-β1多克隆抗体购于Santa Cruz公司, 第二抗

体: 抗TGF-β1多抗为生物素标记的羊抗兔IgG
及免疫组织化学SP试剂盒均购于ZYMED公司. 
染色步骤: 石蜡切片, 常规脱蜡至水; 30 mL/L 
H2O2孵育5 min, 消除内源性过氧化物酶活性; 
蒸馏水冲洗, PBS浸泡5 min, 微波炉抗原修复; 
50 mL/L-100 mL/L正常山羊血清(PBS稀释)封
闭, 室温孵育10 min; 倾去血清, 滴加一抗, 工作

浓度为1∶50, 4 ℃过夜; PBS冲洗5 min×3次; 滴

加生物素标记的二抗, 37 ℃孵育30 min; PBS冲
洗5 min×3次; 滴加适量的辣根酶标记的链霉

卵白素, 37 ℃孵育30 min; PBS冲洗5 min×3次;  
DAB显色剂显色; 自来水充分冲洗; 苏木素复染, 
脱水, 透明, 封片, 观察. 
1.2.3 结果判定标准: 阳性细胞评定标准: 以细

胞膜和/或细胞质染成棕黄色为阳性细胞. 细胞

的着色强度可分为以下级数: “-”为阴性细

胞;  “+”为细胞膜和/或细胞质染成淡棕黄色; 
“+++”为深棕黄色; “++”则介于两者之间.
统计学处理 应用VIDAS图像分析仪, 对各

组切片单位面积阳性细胞数进行定量分析. 所
有数据均用mean±SD表示, 差异性分析采用方

差分析. P <0.05有显著性差异.

2  结果

2.1 表达部位 TGF-β1表达于肉芽组织、成纤维

细胞、巨噬细胞、血管内皮细胞胞质和细胞膜.胞质和细胞膜.和细胞膜. 
正常胆管成纤维组织中表达较弱. 
2.2 TGF-β1在胆道愈合过程中的表达 TGF-β1在
术后各期表达均较强, 无显著性差别, 与正常对

照组比较TGF-β1表达存在显著性差异(n  = 8, 均均
P <0.01, 表1).

3  讨论

胆道手术或损伤后, 即使经满意修复, 后期仍易

出现瘢痕增生形成胆管狭窄. 胆管狭窄的处理

是胆道外科的一大难题[5]. 传统的方法是胆肠吻

合, 修复和重建胆汁进入肠道的通路. 但术后常

发生吻合口的再次狭窄, 临床上不得不反复手

术, 以纠正吻合口反复狭窄, 严重者最后只得依

赖肝移植手术. 因此, 诸多学者对胆管狭窄的形

成机制进行研究, 以求预防与治疗胆管狭窄的

方法和途径. 
瘢痕形成是创面愈合的必然产物, 任何创

伤的愈合均伴有不同程度的瘢痕形成, 但病变

部位胶原的过量沉积又可导致瘢痕的过度增生. 
近年来, 人们逐渐认识到TGF-β1在创伤修复方

面所起的重要作用. 随着研究的深入, 目前已知

TGF-β1是与瘢痕形成关系最密切、最具代表性

的生长因子[1,2], 并且认为其为导致纤维化的关

键细胞因子[6]. TGF-β1是一种调节细胞增殖、

分化、细胞间基质表达的一类多功能细胞因

子. TGF-β1在伤口愈合早期可刺激细胞外基质

(extracellular matrix, ECM)的产生, 抑制蛋白酶

和基质酶的活性, 从而促进ECM沉积, 强烈地促

■相关报道
Tokuda等已证实
胆管组织局部的
缺血缺氧可造成
TGF-β1的高表达, 
而TGF-β1的持续
表达又可通过自
分泌机制导致后
续的TGF-β1大量
分泌和过度表达, 
进而引起 E C M
的过度沉积 .  而
ECM刺激成纤维
细胞分泌更多的
TGF-β1, 形成一
正反馈效应, 最终
造成局部组织瘢
痕过度增生, 管腔
狭窄. 
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进前胶原蛋白Ⅰ的合成, 刺激纤维素结合素的

合成, 为胶原蛋白的蓄积提供网络, 增加整合体

和其他膜受体, 加强细胞与基质的相互作用, 有
利于炎性细胞向创伤部位的移动, 诱导肉芽组

织的形成, 促进组织损伤后的修复, 但如果过度

作用或持续表达, 将会导致瘢痕形成[7,8]. 
胆道损伤修复模型的建立主要有以下几种: 

(1)用Walker-256瘤株近肝门部胆总管内接种, 致
胆管浸润造成损伤狭窄; (2)用双极电凝电灼烧

伤使胆总管组织发生变性、坏死、纤维组织修

复等病理改变, 引发胆管组织慢性纤维瘢痕狭

窄; (3)用手术器械直接损伤胆总管内壁上皮组

织, 造成胆管损伤模型; (4)胆总管内注入乙醇致

胆总管上皮组织发生变性、坏死、增生, 引发

胆管组织慢性纤维瘢痕狭窄; (5)胆总管双重结

扎造成梗阻性黄疸; (6)切开胆总管行胆管端端

吻合或胆肠吻合[9]; (7)用显微血管夹钳夹胆总管

造成胆管损伤修复模型. 本实验采用钳夹法建

立胆管损伤修复模型, 是由于此法与其他几种

方法相比具有操作简单, 技术较易掌握, 便于开

展, 对实验动物打击较小, 成功率高的特点, 便
于科学研究, 并且已有相关文献的报道[10]. 

本实验结果显示术后大量炎性细胞表达了

TGF-β1, 证实和说明了TGF-β1主要是由炎性细

胞合成和分泌. 另外, 术后损伤狭窄的胆管壁中

有大量的炎性细胞浸润, 表明慢性炎症是胆管

瘢痕狭窄的重要因素, 并且表明TGF-β1参与了

胆管壁炎症反应的调节. 
本研究结果显示TGF-β1的高表达与胆道瘢

痕增生有密切关系. 正常对照组TGF-β1阴性表

达或弱阳性, 实验组TGF-β1持续阳性表达. 说明

正常胆管壁TGF-β1表达较弱, 损伤狭窄的胆管

壁TGF-β1表达较强. TGF-β1作为主要的传递物, 
单独或协同, 直接或间接在细胞和ECM相互作

用中起重要作用, 导致炎性细胞、修复细胞和

胶原代谢调控失常, 从而延长了胆管损伤修复

愈合的过程, 使ECM过度沉积、瘢痕挛缩, 最终

形成胆管狭窄. 

本研究中TGF-β1的持续高表达可能与胆汁

的刺激作用引起管壁的慢性炎症及胆管夹闭造

成组织缺血缺氧有关. 胆汁有阻碍损伤组织愈

合和致纤维化的作用[11], 并且胆汁中的胆盐对

损伤组织有明显的致瘢痕作用[12]. 因此, 胆汁刺

激作用是炎症持续存在, 大量的炎症细胞聚集

持续合成和分泌TGF-β1, 导致成纤维细胞增殖

旺盛, 胶原过度合成, 管腔瘢痕狭窄. 另外, 胆管

夹闭可导致组织缺血缺氧, 缺血缺氧将损害胆

道黏膜, 胆汁渗出至管壁, 导致胆管炎、纤维化

和水肿, 从而压迫临近胆管的血管丛, 进一步加

重缺血缺氧. 如此恶性循环, 最终将导致胆管纤

维化和狭窄. 另外, 损伤胆管组织缺血缺氧可造

成TGF-β1的高表达[13], 而TGF-β1的持续表达又

可通过自分泌机制导致后续的TGF-β1大量分泌

和过度表达, 进而引起ECM的过度沉积, ECM刺

激成纤维细胞分泌更多的TGF-β1, 形成一正反

馈效应, 最终造成局部组织瘢痕过度增生, 从而

导致胆管壁纤维化增厚、瘢痕挛缩而发生狭窄. 
在瘢痕组织中内皮细胞的过度增殖可以导致微

血管的闭塞[14], 加上肌成纤维细胞的收缩, 又加

重了缺血缺氧状态[15], 缺血缺氧反过来又能刺激

内皮细胞的增殖, 一方面加重血管的阻塞, 另一

方面还会增强细胞的活性, 增加组织的耗氧量, 
诱发胶原的合成增加, 而沉积在血管周围的胶

原又妨碍了氧的扩散, 加重缺血缺氧状态, 甚至

引起血管的退化, 血管数量减少. 形成了一个不

断加剧的缺血缺氧的恶性循环. 缺氧能诱导成

纤维细胞TGF-β1表达上调[16], 最终导致管腔狭

窄. 缺氧也可以直接刺激ECM的增加, 从而促进

前胶原蛋白Ⅰ的合成, 诱导肉芽组织的合成, 促
进组织损伤后的修复, 但是如果缺氧持续存在, 
损伤组织则会过度修复形成瘢痕狭窄. 

因此, 设法减少炎症反应的量和程度, 缩短

愈合时间, 抑制TGF-β1的过度表达及其活性, 抑
制和阻断TGF-β1的信号传导途径, 改善组织供

血供氧将有助于预防和减少术后胆管瘢痕增生

和管腔狭窄的发生.
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