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■背景资料
胆道损伤只能减
少不能避免, 故损
伤后的处理极为
重要, 然而胆管的
特殊结构及作用, 
使得修复极为困
难, 特别是远期效
果无法预知, 主要
表现在修复后的
胆道再狭窄, 因此, 
研究胆道损伤后
吻合口狭窄的机
制及相关影响因
素, 是胆道损伤的
处理的重要依据.
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Abstract 
AIM: To observe the temporal expression of scar 
formation-related factors in obstructive bile duct 
injury and to explore the effect of timing of sur-
gery on the development of bile duct stricture 
after repair of obstructive bile duct injury.  

METHODS: A canine model of obstructive bile 
duct injury was developed. HE staining and 
Masson staining were used to observe the struc-
tural changes and collagen proliferation of the 
bile duct. Immunohistochemistry was used to 
determine the expression of macrophages (MΦ), 
α-smooth muscle actin (α-SMA), and transform-
ing growth factor-β1 (TGF-β1). 

RESULTS: In the early stage of bile duct injury 

(BDL5), mucosal edema and partial rupture of 
elastic fibers occurred. Prolonged obstruction led 
to mucosal thinning, continued proliferation of fi-
broblasts and collagen formation, and irregular fi-
ber arrangement. With the prolongation of injury, 
the proliferation of collagen fibers was enhanced 
[28.47 ± 4.06(BDL5) vs 59.92 ± 9.13(BDL30)], 
and scar-related factors α-SMA, MΦ , and 
TGF-β1 were highly expressed [MΦ: 0.262 ± 
0.031(BDL0) vs 0.409 ± 0.034(BDL5); α-SMA: 0.239 
± 0.035(BDL0) vs 0.387 ± 0.018(BDL5); TGF-β1: 
0.245 ± 0.033(BDL0) vs 0.386 ± 0.029(BDL5), all 
P < 0.05]. With the further lengthening of injury 
time, the expression of the above factors was not 
enhanced [MΦ: 0.409 ± 0.034(BDL5) vs 0.422 ± 
0.023(BDL30); α-SMA: 0.387 ± 0.018(BDL5) vs 0.358 
± 0.029(BDL30); TGF-β1: 0.386 ± 0.029(BDL5) vs 
0.389 ± 0.056(BDL30), all P > 0.05]. 

CONCLUSION: The duration of bile duct injury 
has no significant correlation with excessive scar 
formation of the bile duct wall. The timing of 
repairing bile duct is not the main factor for the 
development of anastomotic stricture.
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摘要
目的: 探讨手术时机的选择对胆道修复后吻
合口狭窄的影响.

方法:  运用家犬制作梗阻型胆管损伤的动
物模型, 通过HE染色及Masson特染分析损
伤后胆管壁的结构改变及胶原增生情况, 免
疫 组 织 化 学 法 测 定 胆 管 梗 阻 损 伤 后 不 同
时间段巨噬细胞MΦ、α -平滑肌肌动蛋白
(α-smooth muscle actin, α-SMA)、转化生长因
子-β1(transforming growth factor-β1, TGF-β1)
表达情况.

■同行评议者
陈进宏, 副主任医
师, 复旦大学附属
华山医院外科
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■研发前沿
胆道损伤后吻合
口的狭窄一直是
胆道外科难以攻
克 的 难 题 ,  究 其
原因是发生机制
及影响因素不明, 
目前通过病例的
回顾性分析总结
出一些因素可能
具有相关性.

结果: 胆管损伤后早期(BDL5)出现黏膜水肿, 
部分弹力纤维断裂, 随着梗阻时间延长, 黏
膜层变薄, 成纤维母细胞及胶原组织不断增
生, 纤维呈无规则排列, 随着损伤时间的延长, 
胶原纤维增生不断增强[28.47±4.06(BDL5) 
vs  59.92±9.13(BDL30)], 但是疤痕相关因子
MΦ、α-SMA 及TGF-β1在损伤后5 d即出现
高表达[MΦ: 0.262±0.031(BDL0) vs  0.409±
0.034(BDL5), α-SMA: 0.239±0.035(BDL0) 
vs  0.387±0.018(BDL5), TGF-β1: 0.245±
0.033(BDL0) vs  0.386±0.029(BDL5), P >0.05], 
而后随着损伤时间的延长, 其表达并未出现
增高[MΦ: 0.409±0.034(BDL5) vs  0.422±
0.023(BDL30), α-SMA: 0.387±0.018(BDL5) 
vs  0.358±0.029(BDL30), TGF-β1: 0.386
±0.029(BDL5) vs  0.389±0.056(BDL30), 
P <0.05], 两者无时效关系. 

结论: 胆管损伤后时间的长短与管壁疤痕是
否过度形成无关, 故胆管修复时间不是术后吻
合口狭窄的主要因素.

关键词: 胆道损伤; 巨噬细胞; 转化生长因子-β1; 
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0  引言

胆管损伤修复后吻合口狭窄是胆道外科医生处

理胆道损伤后最为苦恼的并发症, 他的发生不

仅给患者带来严重伤害, 而且也给胆道外科医

生再处理制造难度, 如何避免胆管手术后吻合

口的狭窄已经被大家共同讨论和分析, 但目前

仍未获得确切的相关因素和相应的对策; 同时

吻合口的狭窄与疤痕过度增生直接相关, 手术

干预时机的选择是否对术后吻合口的狭窄相关

目前仍未科学依据证实. 本实验通过动物实验, 
动态观察胆管损伤后损伤胆管壁内疤痕相关因

子的表达情况, 以求证明两者之间的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 选用本地健康家犬60只, 雌雄不限, 平
均体质量12 kg, 自行购买家犬, 借用安徽医科大

学动物实验室进行手术及饲养观察. 饲养条件

为室温22 ℃-25 ℃, 湿度40%-60%的圈养, 自由

进水和食物. 

1.2 方法

1.2.1 分组: 随机分成5个实验组, 每组12头, 分
别为胆道梗阻5 d组(BDL5组), 胆道梗阻10 d
组(BDL10组), 胆道梗阻15 d组(BDL15组)及
胆道梗阻20 d组(BDL20组)和胆道梗阻30 d组 
(BDL30组), 由于对照组(BDL0组)的取材不影响

后期实验组, 即将5 d组同时作为对照组使用.
1.2.2 造模: 模拟临床梗阻型胆道损失的发生原

理, 分离出胆总管后再止血钳钳夹结扎进行制

作, 具体步骤为: 实验动物术前禁食12 h, 用3%
戊巴比妥钠(1 mg/kg)静注麻醉, 取仰卧位, 固定

于手术台上,备皮,碘酒、乙醇消毒手术野并铺

巾, 取右上腹腹直肌切口进腹, 首先沿着肝脏面

暴露出肝门部, 找到胆总管, 距十二指肠上缘0.5 
cm处游离出胆总管, 上下游离范围不超过1 cm, 
锐性分离、双重结扎胆总管,梗阻型胆道损伤模

型建立完毕后, 逐层关腹, 术后肌注青霉素180
万单位(2次/d)进行预防感染3 d, 普通饲养. 
1.2.3 标本收集及检测: 采集标本为损伤处胆管, 
对照组标本于制作损伤模型中已获得, 实验组

分别留待胆道梗阻后第5、10、15、20和30天
再次进腹手术, 获得损伤胆管标本

1.2.4 所需观察指标: 对所获得胆管标本进行

HE染色及Masson特染, 观察不同时间段胆管

壁结构的改变及胶原纤维的表达情况, 同时通

过免疫组化检测疤痕相关因子α-SMA、MΦ及

TGF-β1的表达情况, 免疫组化基本原理为: 一抗

和组织切片中的抗原结合后, 用生物素标记的

二抗与一抗结合, 再使用链霉素抗生素蛋白—

过氧化物酶放大系统产生低背景、高放大效果

来测定组织细胞中的抗原. 具体步骤为: 固定: 
PBS浸洗盖玻片2次, 各1 min后用4%多聚甲醛

浸泡30 min, PBS彻底浸洗盖玻片3次, 各5 min, 
空气干燥10 min后PBS浸洗2 min, 破膜: 0.5% 
Tri tonX-100(PBS配制)孵育2次, 各5 min, 3% 
H2O2去离子水孵育10 min, 以消除内源性过氧化

氢酶的活性,蒸馏水冲洗, PBS浸泡5 min, 封闭: 
正常山羊血清工作液封闭, 室温置湿盒中孵育

15 min, 倾去, 勿洗结合MΦ、α-SMA、TGF-β1
一抗: 滴加适当比例(1∶50-1∶200)稀释的一

抗, 置湿盒中37 ℃孵育3 h(用PBS缓冲液代替一

抗作为阴性对照), PBS浸洗5 min, 各3次滴加生

物素化二抗工作液, 置湿盒中室温孵育10 min, 
PBS浸洗5 min, 各3次滴加辣根酶标记链霉卵白

素工作液, 置湿盒中室温孵育10 min, PBS浸洗

5 min, 各3次DAB显色: 新鲜配制DAB-H2O2底物
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■相关报道
有 研 究 发 现
TGF-β1与胆道闭
锁肝纤维化的发
生、发展密切相
关 ,  抑制TGF-β1
的表达有望阻止
胆道闭锁患儿肝
纤维化进程, 而且
TGF-β1能够使成
纤维细胞DNA的
合成明显增加.

缓冲液, 室温避光显色5-20 min(光镜下观察: 待
细胞着棕色而背底色较淡时, 弃显色液), 蒸馏水

冲洗充分, 清除残余显色剂, 复染: 苏木素复染

30 s-1 min, 水冲洗, 脱水: 常规梯度乙醇(70%、

80%、90%乙醇各浸泡5 min 1次, 95%乙醇, 浸
泡5 min 2次、100%乙醇浸泡5 min 3次)二甲苯

透明, 中性树胶封片同时运用CMIAS多功能图

像分析系统定量测定胶原纤维、α-SMA、MΦ 
及TGF-β1的表达情况. 

统计学处理 采用SPSS13.0软件包进行统计

学分析, 计量资料采用mean±SD表示, 组间比

较采用单因素方差分析, P <0.05为差异有统计

学意义. 

2  结果

2.1 损伤后不同时间段胆管壁的结构改变 HE染
色后观察到正常组犬胆管内壁表面光滑, 镜下

可见成高柱状上皮细胞, 纤维组织层中的胶原

纤维及弹性纤维排列有序. 当胆管损伤后, 早期

(BDL5、BDL10)管壁炎性细胞浸润增多, 黏膜

水肿明显, 且出现部分黏膜断裂, 上皮细胞间隙

增大, 细胞受损, 胶原纤维排列被破坏, 杂乱无

章, 成纤维母细胞及胶原纤维增生, 至梗阻后期

(BDL15、BDL20、BDL30)管壁增厚, 炎性细胞

浸润减少水肿减轻, 成纤维母细胞增生及胶原

组织增生广泛且伴玻璃样变性, 小血管增生, 黏

膜层变薄, 上皮细胞绒毛低平(图1).
2.2 损伤后不同时间胆管壁内胶原纤维的改变 
我们运用特染-Masson染色观察胆管壁内胶原纤

维的排列及增生情况, 通过Masson染色后, 胶原

被染成亮绿色, 镜下观察可见正常胆管壁内胶

原纤维排列整齐, 颜色较淡, 损伤后的胆管壁排

列整齐的胶原纤维被破坏, 取而代之的是错中

交错的排列, 且染色加深, 通过计算机图像处理

系统半定量分析胶原含量显示, 在我们观察的30 
d内, 损伤胆管壁内的胶原含量随着损伤时间的

延长而不断增加, 未见有胶原纤维增生减弱的

现象(图2, 3).
2.3 巨噬细胞(MΦ)在胆管损伤过程中的表达  
MΦ的阳性结果表达位于胆道黏膜固有层, 黏膜

下层较少, 正常胆管表达较弱, 胆管损伤后5 d及
出现高表达, 且之后一直维持在该水平, 光密度

的半定量分析提示MΦ在损伤早期即出现高表

达, 随着损伤时间的延长, 表达强度无明显增强, 
维持在高水平, 统计学分析损伤各组见无统计

学意义(图4-7). 
2.4 α-SMA在胆管损伤过程中的表达 α-SMA
表达位于肌成纤维细胞(M F B)、平滑肌细胞

胞质和细胞膜, 正常胆管壁平滑肌组织表达较

弱, 胆管损伤后持续高表达, 对照组胆管α-SMA
表达较弱/+, 损伤胆管呈现高表达, 半定量分析

α-SMA的表达与损伤时间无关, 光密度值在损

A CB

D FE

100 mm 100 mm 100 mm

100 mm 100 mm 100 mm

图  1  不同时间段胆管梗阻损伤后受损胆管的HE染色(×100). A: 对照组; B: BDL5组; C: BDL10组; D: BDL15组; E: BDL20组; 

F: BDL30组.
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■应用要点
该文集中讨论临
床上争议的问题, 
该结论的确立将
减少梗阻性胆道
损伤患者因修复
时间的选择带来
的身心创伤, 也进
一步证实胆道修
复后远期效果的
获得主要靠手术
的精细操作和修
复方式决定, 减少
医师再处理胆道
损伤上的自欺欺
人及犹豫, 减轻患
者的痛苦. 

伤胆管组间无统计学意义(图5, 7). 
2.4 TGF-β1在胆管损伤过程中的表达 TGF-β1表
达位于肉芽组织、成纤维细胞、巨噬细胞、及

血管内皮细胞的胞质和细胞膜, 正常胆管壁组

织中表达弱, 胆管损伤后持续高表达, 对照组胆

管TGF-β1表达较弱, 损伤胆管内持续高表达, 定
量分析TGF-β1的表达与损伤时间无关, 损伤胆

管组中吸光度值无统计学差异(图6, 7). 

3  讨论

胆道损伤随着腹腔镜在基层的不断普及而有上

升趋势[1], 他的发生一直是困扰胆道外科医生的

一个难题, 不仅其处理难道大, 更重要的是其处

理不当后导致严重后果, 突出表现为修复后的

胆道再狭窄, 因此, 如何才能获得修复后的良好

远期效果一直是胆道外科医生努力的方向. 目

前对于造成狭窄的相关因素的临床分析研究较

多[2-4], 但目前没有科学的实验依据和数据佐证

这些因素; 同时目前研究发现疤痕形成是创伤

性组织愈合的一个病理生理过程, 胆肠吻合口

也不例外[5], 而疤痕的形成离不开胶原及瘢痕相

关因子的增生和表达, 目前的胆道损伤再狭窄

的基础研究主要集中在组织细胞的凋亡上[6], 对
于时机选择是否影响再狭窄未见报道. 本实验

通过观察损伤胆管壁不同时间段内胶原纤维及

瘢痕相关因子α-SMA、MΦ及TGF-β1的表达情

况, 分析手术干预时机是否对术后吻合口狭窄

产生影响. 
正常胆管是一种纤维弹性薄壁管道, 黏膜

下主要为大量纤维组织, 平滑肌成分较少, 当胆

管损伤后, 黏膜下纤维成分断裂, 愈合过程中大

量纤维细胞转化为功能活跃的成纤维细胞, 导
致胶原大量合成, 细胞外基质过度沉积, 改建较

差, 最终容易导致瘢痕过度增生, 吻合口狭窄[6]. 
同时胆汁中的胆盐透过破坏的黏膜层与胶原纤

维接触可刺激胶原的持续合成, 导致吻合口的

纤维化. 本实验观察到, 随犬胆管梗阻时间的延

长, 胆管结构破坏持续加重, 且成纤维细胞及胶

原组织持续增生. 由此可知, 损伤因素的存在将

持续刺激受损胆管壁的胶原纤维增生, 故早期

解除损伤因素是阻断胶原纤维过度增生的唯一

办法, 从此角度分析, 胆管损伤后应该尽快处理. 
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图  2  胆管梗阻性损伤不同时期胆管中胶原纤维的变化(Masson染色×100). A: 对照组; B: BDL5组; C: BDL10组; D: BDL15

组; E: BDL20组; F: BDL30组.
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图  3  损伤胆管后不同时期胆管壁中胶原含量的定量分析.
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然而瘢痕的形成不单单仅与胶原纤维的增

生相关, 而且与一些疤痕相关因子有关, 其中

MΦ(巨噬细胞)、TGF-β1及α-SMA是目前研究

比较明确的与瘢痕形成相关的因子. 国内耿智

敏[7]就提出: (1)胆管愈合方式属于过度愈合; (2)
肌成纤维细胞功能活跃, 持续存在, 是导致胆管

瘢痕性挛缩的重要原因; (3)MΦ(巨噬细胞)、
TGF-β1及α-SMA高表达是造成胆管愈合过程

中成纤维细胞增殖旺盛、细胞外基质过度沉

积、胆管疤痕性挛缩的重要因素. 肌成纤维细

胞(MFB)是一种在超微结构上兼有成纤维细胞

和平滑肌细胞两者特征的非典型的成纤维细胞, 

A CB

D FE

图  4  胆管梗阻性损伤后不同时期胆管中MΦ的表达情况(阳性细胞染色为棕黄色, ×400). A: 对照组; B: BDL5组; C: BDL10

组; D: BDL15组; E: BDL20组; F: BDL30组.
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图  5  胆管梗阻性损伤后不同时期损伤胆管中α-SMA的表达情况(阳性细胞染色为棕黄色, ×400). A: 对照组; B: BDL5组; C: 

BDL10组; D: BDL15组; E: BDL20组; F: BDL30组.

■同行评价
本文设计合理, 结
论可靠, 有一定的
科学性以及临床
指导意义.



www.wjgnet.com

2728               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年9月18日  第19卷  第26期

他与瘢痕挛缩关系密切[8], 从成纤维细胞到MFB, 
需要有α-SMA 的表达, α-SMA作为成纤维细胞

向MFB分化的标志, 实际上也就成MFB的重要

标志[9]. TGF-β1是一种强烈的促细胞分裂剂, 对
多种细胞的分裂、繁殖和迁移起作用, 并能增加

血管化和趋化成纤维细胞、单核细胞及巨噬细

胞到损伤部位, 促进创伤部位纤维化[10]. 同时有

研究发现TGF-β1与胆道闭锁肝纤维化的发生、

发展密切相关, 抑制TGF-β1的表达有望阻止胆

道闭锁患儿肝纤维化进程, 而且TGF-β1能够使

成纤维细胞DNA的合成明显增加[11,12]. 研究还发

现TGF-β3可能是通过调节瘢痕组织中成纤维

细胞的增殖和/或凋亡水平, 来实现对瘢痕形成

的调节, 因此TGF-β3表达水平的失控可能是病

理性瘢痕形成的重要诱因之一[13], 是目前已知

与瘢痕形成关系最密切、最有代表性的生长因

子, 对多种细胞的分裂、繁殖和迁移起作用, 可

由多种细胞合成[14]. 炎性细胞和修复细胞的一

系列活动是伤口愈合的基础, 巨噬细胞(MΦ)作
为主要的炎症和免疫细胞, 除参与组织炎症及

免疫反应外, 更重要的是通过释放多种介质, 直
接或间接、单独或协同影响着组织的血管化和

纤维化[15]. 他可以释放多肽生长因子包括巨噬

细胞源性生长因子(macrophage-derived growth 
factor, MDGF)、白介素-1(interleukin-1, IL-1)、
TGF-β、血小板源性生长因子(platelet derived 
growth factor, PDGF)、表皮生长因子(epidermal 
growth factor, EGF)、肿瘤坏死因子(tumor ne-
crosis factor, TNF)及γ-干扰素(γ-interferon, γ-IFN)
等, 酶类包括胶原酶、弹性蛋白酶、纤溶酶原

激活物等[16,17], 其在伤口愈合过程中一方面参

与对成纤维细胞增殖和胶原合成的调节, 另一

方面活化和低氧的MΦ能产生伤口血管生成因

子(WAF), 以促进血管形成和肉芽组织增生. 因
此, 愈合早期MΦ聚集有利于伤口肉芽组织生长

及修复, 但伤口上皮愈合后局部MΦ等免疫细胞

仍大量聚集被认为是继发瘢痕增生的重要因素, 
在此过程中细胞因子可能是免疫细胞发挥作

用的中间媒体[18]. 本实验观察发现胆管损害后

α-SMA、MΦ及TGF-β1在胆管损伤后即表现为

高表达, 他们的表达并未因梗阻时间的延长而

出现明显增加, 半定量分析其表达量与损伤时

间之间无统计学差异, 由此分析胆管损伤后胆
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图  6  胆管梗阻性损伤后不同时期胆管中TGF-β1的表达情况(阳性细胞染色为棕黄色, ×400). A: 对照组; B: BDL5组; C: 

BDL10组; D: BDL15组; E: BDL20组; F: BDL30组.
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图  7  胆管梗阻性损伤后不同时期内损伤胆管中MΦ、
α-SMA 和TGF-β1的吸光度值.
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管壁中的疤痕因子并未因损伤时间的延长而不

断增强表达, 而是停留在某个高表达水平, 故修

复时间的选择对疤痕因子的表达无意义, 理论

上可以推断修复时间与术后胆管壁修复过程中

疤痕的过度增生, 直至导致胆管狭窄无关. 
从以上实验结果看, 胆管损伤后与瘢痕修复

相关的因子即出现高表达, 且持续维持在一个

高水平, 这些因子的高表达, 导致胶原合成增加, 
从而进行自我修复. 故从理论上讲手术处理时

机的选择与术后吻合口狭窄并无必然联系; 但
是早期解除损伤因素, 即可避免胆管壁结构破

坏的加重, 减轻修复后的塑形难度, 从而使修复

的胆管恢复原有状态, 减少吻合口的狭窄. 本实

验告诉我们, 修复时间对损伤胆管壁的疤痕修

复无重要意义, 由此排除手术时机的因素后, 我
们认为手术技巧和使用正常胆管进行吻合是减

少术后吻合口狭窄重要因素. 
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