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■背景资料
胆管梗阻、胆汁
淤积是比较常见
的病理环境, 较长
时间的梗阻会使
肝损害加重, 形成
肝纤维化及胆汁
性肝硬化, 而肝纤
维化是一个极其
复杂的动态过程, 
具 有 可 逆 性 .  因
此, 早期预防和阻
断肝进行性纤维
化是治疗的关键. 
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Abstract
AIM: To establish and evaluate an adjustable 
cholestatic liver fibrosis animal model induced 
by bile duct ligation in vitro.  

METHODS: Thirty male Wistar rats were ran-
domly divided into three groups, namely, a 
sham operation group (A, n = 5), an in vivo bile 
duct ligation group (B, n = 5) and an in vitro ad-
justable bile duct ligation group (C, n = 5). Rats 
in each group were sacrificed 7 and 10 days after 
successful modelling, respectively. The gross 
morphology and morphological changes of the 
liver were observed. 

RESULTS: The relative expression of α-smooth 
muscle actin (α-SMA) mRNA in groups B and C 
significantly increased compared with group A 

on days 7 and 10 after modelling (group B: 5.95 
± 1.21 vs 8.55 ± 1.34, 5.01 ± 0.27 vs 8.06 ± 0.21, P < 
0.05; group C: 6.62 ± 1.25 vs 8.55 ± 1.34, 5.14 ± 0.90 
vs 8.06 ± 0.21, P < 0.05), although there were no 
significant differences between groups B and C 
(6.62 ± 1.25 vs 5.95 ± 1.21, 5.14 ± 0.90 vs 5.01 ± 0.27, 
P > 0.05). The expression of COL1 and α-SMA 
genes showed similar trends to α-SMA mRNA 
expression. 

CONCLUSION: The animal model of cholestatic 
liver fibrosis induced by adjustable bile duct 
ligation in vitro is a stable and reliable model, 
with advantages of simplicity, short processing 
cycle, and easy for intervention.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 通过体外胆总管结扎法建立胆汁淤积
性肝纤维化动物模型, 观察其与传统体内胆总
管结扎法的区别并对该动物模型进行探讨与
评价. 

方法: ♂Wistar大鼠30只随机分为3组, 即A假
手术对照组、B体内胆总管结扎组和C体外可
调式胆总管结扎组. 分别于造模成功后第7天
和第10天处死大鼠, 每组每时相点保证大鼠5
只, 留取标本, 观察大鼠肝脏的大体形态学以
及病理形态学变化. 

结果:  B组第7天和第10天纤维化基因α-平
滑肌动蛋白(α-smooth muscle actin, α-SMA) 
m R N A的相对表达量与A组各时相点相比
均有升高(5.95±1.21 vs  8.55±1.34, 5.01±
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■研发前沿
肝纤维化动物模
型的造模方法很
多, 但是每种方法
都有各自的优缺
点, 因此, 理想的
造模方法一直是
人们探讨的方向.

0.27 vs  8.06±0.21, P <0.05), C组在各时相点
α-SMA mRNA的相对表达量也有所升高(6.62
±1.25 vs  8.55±1.34, 5.14±0.90 vs  8.06±
0.21, P <0.05); 而C组α-SMA mRNA 的相对表
达量和B组相比, 各时相点之间却不存在差异
(6.62±1.25 vs  5.95±1.21, 5.14±0.90 vs  5.01
±0.27, P >0.05). COL1 基因和α-SMA 基因的
表达变化趋势在各组中相似. 

结论: 体外可调式胆汁淤积性肝纤维化动物
模型造模方法简单, 形成周期短, 便于日后进
行再通干预治疗, 是一种稳定、可靠的肝纤维
化模型. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 体外可调式胆汁淤积性肝纤维化动物

模型是研究肝纤维化发病机制和寻找理想抗肝

纤维化治疗药物研究的较理想模型.
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0  引言

在肝胆外科临床中, 胆管梗阻、胆汁淤积是比

较常见的病理环境, 早期及时有效的引流, 大部

分患者可取得满意的效果; 但是在我国有相当

部分患者由于对疾病的认识不够或者经济的原

因, 造成梗阻时间延长, 肝损害加重, 甚者形成

肝纤维化及胆汁性肝硬化, 这部分患者后期即

使接受了成功的引流, 但黄疸消退缓慢, 肝功能

恢复不良, 术后并发症发生率高, 平均住院天数

延长, 治疗费用增加, 心理负担加重等等, 严重

危害了患者的生活质量及生存率[1]. 而肝纤维化

是由多种致病因子所致的肝内结缔组织异常增

生, 是各种慢性肝病最终发展成肝硬化的必经

病理阶段, 具有可逆性[2]. 因此, 早期预防和阻断

肝进行性纤维化是治疗的关键. 本实验研究就

是通过体外胆总管结扎法诱导胆汁淤积性肝纤

维化动物模型, 为进一步研究肝纤维化发病机

制和临床防治提供一种方法和手段. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠30只(中国人民解放军

军事医学科学院卫生学环境医学研究所提供). 

11-13周龄, 体质量250-300 g. 标准条件下喂养, 
并保持手术前至少1 wk的12 h白-黑周期的环境

条件. 经检疫合格, 无疾病者入选. 
1.2 方法

1.2.1 实验分组: 健康♂Wistar大鼠30只, 采用随

机数字表法分为3组: 即A组假手术对照、B组体

内胆总管结扎和C组体外可调式胆总管结扎. 分
别于造模成功后第7天和第10天处死大鼠, 每组

每个时相点成功造模5只. 造模不成功的实验动

物剔除补做. 
1.2.2 胆汁淤积性肝纤维化动物模型的建立: 术
前禁食15 h, 不禁水, 称量大鼠质量, 以10%水合

氯醛0.3 mL/100 g腹腔内注射麻醉, 麻醉完全后, 
将大鼠固定于手术台上, 取生理盐水湿润大鼠

剑突下上腹部皮毛以利于备皮, 备皮范围3.5 cm
×3 cm, 然后碘伏消毒, 铺自制洞巾, 于上腹正中

切口2.5-3.0 cm入腹, 以胃幽门部为标志, 拇食指

轻翻转十二指肠, 暴露胆总管后, 在肝右叶下缘

与胆总管交点处分离胆总管上端, 然后由上向

下游离到胆总管胰腺段以上. A: 假手术对照组: 
只剖腹游离胆总管, 不做胆总管结扎. B: 体内胆

总管结扎组: 以4-0丝线双结扎胆总管中上1/3处. 
C: 体外可调式胆总管结扎组: 应用眼科剪在游

离的胆总管上下两处分别造口(不横断), 置入直

径约1 mm长约25 cm硅胶管的两端, 以4-0丝线

双固定此硅胶管于胆总管上下两端, 硅胶管的

中段以4-0丝线缠绕固定, 以腹腔穿刺套管针沿

大鼠腹部切口操作, 自皮下经过大鼠右侧颈背

部建立皮下隧道, 经皮下顺着硅胶管中段丝线

自大鼠颈后皮腹引出硅胶管, 固定硅胶管, 自颈

部暴露出的硅胶管观察胆汁引流通畅后, 结扎

体外硅胶管至完全梗阻. 各组大鼠术后均腹腔

内滴入0.2 mL左氧氟沙星注射液, 关闭腹膜及皮

肤层. 术后当天禁食水, 术后第2天给予普通饲

料喂养, 自由摄取食物和水. 
1.2.3 观察指标: (1)大体形态学观察: 解剖大鼠

取材后用肉眼直接观察其肝脏形态及颜色变

化; (2)HE染色观察肝脏组织病理学变化: 常规脱

水、透明、石蜡包埋, 5 μm厚度连续切片, 苏木

精-伊红染色(HE), 在光学显微镜下观察肝组织

病理形态学改变, IDA-2000高清晰度数码显微图

像分析系统采集图像; (3)RT-PCR检测肝组织中

α-平滑肌动蛋白(α-smooth muscle actin, α-SMA)
和COL1: 采用RT-PCR方法检测各组肝组织中

α-SMA、Ⅰ型胶原蛋白(COLI)表达的动态变化. 
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■创新盘点
体内胆总管结扎
法虽然操作方法
简单, 纤维化形成
周 期 短 ,  稳 定 性
好, 但是在进行胆
汁内引流时需要
再次手术, 不仅增
加了手术难度, 而
且使动物耐受性
降低,死亡率增加. 
而体外胆总管结
扎法则避开了上
述的局限性, 具有
优越性.

数据分析采用目的基因相对表达量2-△△Ct法. 
统计学处理 采用SPSS16.0统计软件进行统

计分析. 多组比较采用多因素方差分析, 两两比

较采用t检验. P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 大体形态学 A组: 标本在相应时相点各肝叶

均色泽红润, 表面光滑. B组: 第7天可见肝脏逐

渐黄染并肿胀, 部分质地变硬, 肝脏淤血、水肿, 
40 g/L甲醛浸泡肝叶标本后, 可见表面粗糙, 颜
色灰白等肝组织早期纤维化的表现, 并且随着

梗阻时间的延长肝纤维化逐渐加重. C组: 与B组
的形态学变化相似. 
2.2 HE染色 A组: 未见炎性细胞浸润、亦未见肝

细胞变性、坏死等. B组: 第7天可见炎性细胞浸

润, 肝细胞肿胀, 少数出现变性坏死, 重者见片

状出血和坏死, 肝组织汇管区可见胆管增生和

纤维细胞增生性改变, 第10天肝小叶结构受到

破坏, 肝细胞变性及坏死, 纤维化程度逐渐加重. 
C组: 与B组的病理变化相似. 
2.3 RT-PCR检测肝组织中α-SMA和COL1 如
表1所示, 第7天B组α-S M A m R N A的相对表

达量和A组相比升高了6.13倍(P <0.05), C组

α -S M A m R N A的相对表达量比A组升高了

6.72倍(P <0.05), 而B组和C组相比, 差异没有

统计学意义(P >0.05); B组第10天与A组相比

α-SMA mRNA的相对表达量明显增高到12.73
倍(P <0.05), C组α-SMA mRNA表达升高了13.38
倍, 而B组和C组相比, 差异也没有统计学意义

(P >0.05). 由表2可见第7天B组COL1 mRNA表达

比A组升高了9.03倍(P <0.05), 第10天升高至9.87
倍(P <0.05), C组COL1 mRNA表达在第7天比A组

升高了9.94倍(P <0.05), 第10天时进一步升高至

10.71倍(P <0.05), B组和C组各时相点相比, 差异

没有统计学意义(P >0.05); 可见, α-SMA和COL1
基因表达随着胆管梗阻时间的延长表达量也逐

渐升高; 并且我们研究发现α-SMA和COL1基因

表达变化趋势在各组中具有一致性.  

3  讨论   

在胆胰肿瘤、胆管结石等外科胆道梗阻中, 胆
汁淤积是比较常见的病理因素. 而这种病理因

素若长期反复作用于肝脏, 可产生肝细胞的变

性坏死, 继而肝细胞再生和纤维组织增生, 导致

肝纤维化, 甚者引起肝硬化, 成为世界上公认的

复杂而棘手的问题. 因此, 早期及时有效的认识

这种疾病是治疗的关键. 肝纤维化是各种慢性

肝病最终发展成肝硬化的必经病理阶段, 具有

可逆性. 因此探讨和研究肝纤维化发生机制和

治疗措施具有极其重要的临床意义. 
胆汁淤积性肝纤维化动物模型的建立是研

究肝纤维化发生机制以及药物对该病干预效果

的基础. 在实验动物的选择上, 综合文献我们发

现研究者造模使用的动物品种很多, 有大型动物

如兔、狗、猪等, 小型动物有大鼠和小鼠[3-11]. 而
在本研究中我们参照国外文献常用的动物品种, 
选择应用最广泛, 数量最多的♂Wistar大鼠, 其性

格温顺, 进食量少, 生长发育快(10周龄时雄鼠体

质量可达280-300 g), 抗病力强, 头部也较宽. 文
献中记载造模方法也有好多, 但每种造模方法都

有自己的优点和缺点. 理想的肝纤维化动物模型

应该与人类肝纤维化相似, 病变发展具有动态

性, 纤维化过程稳定, 并且造模方法简单, 重复性

好, 形成率高, 死亡率低等[12,13]. 在本研究中我们

主要采用单纯胆总管结扎法(体内/体外). 传统的

体内胆总管结扎法虽然操作方法简单, 形成肝纤

维化周期短, 稳定性好, 但是应用比较局限, 在进

行胆汁内引流时往往需要再次进行手术, 不仅增

加了手术的难度, 而且使动物的耐受性降低, 增
加了动物的死亡率. 而体外胆总管结扎法则避开

了上述的局限性, 并且拥有和传统体内胆总管结

扎法相同的病理过程, 具有优越性. 

表  1  第7与10天各组大鼠α-SMA相对表达量(n = 5, 
mean±SD)

     
分组

              第7天             第10天

      △Ct 2-△△Ct     △Ct 2-△△Ct

A组 8.55±1.34  1.00 8.06±0.21   1.00

B组 5.95±1.21  6.13a 5.01±0.27 12.73a

C组 6.62±1.25  6.72ac 5.14±0.90 13.38ac

aP<0.05 vs  A组; cP<0.05 vs  B组.

表  2  第7与10天各组大鼠COL1相对表达量(n  = 5, mean
±SD)

     
分组

                  第7天                 第10天

      △Ct 2-△△Ct       △Ct 2-△△Ct

A组 4.21±0.46  1.00 6.35±2.74   1.00

B组 3.04±0.87  9.03a 4.33±0.86   9.87a

C组 2.31±1.80  9.94ac 4.74±0.94 10.71ac

aP<0.05 vs  A组; cP<0.05 vs  B组.
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■同行评价
本文设计合理, 数
据分析及统计学
方法得当, 是研究
肝纤维化发病机
制和寻找理想抗
肝纤维化治疗药
物研究较理想的
模型. 

体外胆总管结扎法在进行手术操作时, 我
们认为有几点需要注意的, 首先, 分离胆管时要

谨慎, 避免损伤胆管周围的血管, 影响模型的成

功率, 并能防止损伤过大. 然后, 胆管的两处造

口位置的选择也很重要, 近端如果太靠近肝门, 
结扎困难, 增加操作难度; 远端太靠近十二指肠, 
容易损伤胆管周围的胰腺组织, 出现胰腺炎、

出血等并发症. 我们在实验中造口近端选择在

肝右叶下缘与胆总管交点处以下, 造口远端选

择在胆管胰腺段以上. 最后, 选择4-0丝线双固定

硅胶管时, 力度要适中, 避免过紧导致胆道部分

或者完全梗阻, 过松引起硅胶管脱落, 造模失败. 
另外, 胆管梗阻时间与纤维化之间的关系, 

国外文献指出, 胆管梗阻7-15 d可出现早期肝纤

维化. 秦冬梅等[14]采用胆总管结扎建立肝纤维化

模型, 通过病理组织学发现在第5天, 模型组大

鼠全部都处于肝纤维化Ⅰ和Ⅱ期阶段; 在第10
天, 模型组大鼠大部分已经处于肝纤维化Ⅲ期

阶段; 在第14天, 模型组大鼠大部分处于肝纤维

化Ⅲ期阶段, 一部分处于Ⅳ期阶段已形成肝硬

化. 一些研究认为肝纤维化发生在BDL术后第7
天, 以后随着胆管梗阻时间的延长进一步发展. 
我们在实验前期的研究中[15,16]也已经发现肝纤

维化发展过程中, 第7天之后为持续的肝脏纤维

化进程. 并且在本研究中, 胆总管结扎第7天和

第10天均出现了较显著的纤维增生样改变, 表
明使用胆总管结扎法(体内/体外) 诱导的肝纤维

化动物模型复制成功. 
总之, 本研究所建立的体外可调试胆汁淤积

性肝纤维化动物模型造模方法简单, 形成周期短, 
形成的肝纤维化稳定可靠, 并且便于日后进行再

通干预治疗, 因此是研究肝纤维化发病机制和寻

找理想抗肝纤维化治疗药物研究的较理想模型.  
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