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胆总管内注射无水乙醇致胆道闭锁动物模型的建立
葛军涛袁 李龙袁 魏延栋袁 王海斌袁 乔国梁袁 张震袁 刘垚袁 明安晓

渊首都儿科研究所袁北京摇 员园园园圆园冤
摇 摇 揖摘要铱 摇 目的摇 应用胆总管内注射无水乙醇建立 杂阅 大鼠胆道闭锁模型遥 方法 摇 将 杂阅 雄性大鼠随机分为实

验组和对照组袁在实验组中经静脉留置针插入胆总管注入无水乙醇袁对照组注入生理盐水遥 观察 杂阅 大鼠的生化及

病理结果遥 结果 摇 在实验组中 杂阅 大鼠根据病理及生化检测分为肝功能持续恶化组和肝功能修复组袁肝功能持续

恶化组在 愿 周以后生化明显高于对照组及肝功能修复组遥 常规 匀耘 染色及 杂酝粤尧酝葬泽泽燥灶 染色也出现明显变化遥 结

论摇 胆总管无水乙醇注射诱导胆道闭锁模型是一种可靠的动物模型袁此动物模型会帮助人们进一步研究胆道闭锁

提供更多的研究手段遥
揖关键词铱 摇 胆道闭锁曰肝硬化曰无水乙醇曰 大鼠模型

揖中图分类号铱 匝怨缘鄄猿猿摇 摇 揖文献标识码铱 粤摇 摇 揖文章编号铱 员园园缘鄄源愿源苑渊圆园员源冤 园猿鄄园园缘园鄄园猿
阅燥蚤院员园郾 猿怨远怨 辕 躁援 蚤泽泽灶援 员园园缘 原 源愿源苑郾 圆园员源郾 园猿郾 园员园
陨灶躁藻糟贼蚤燥灶 燥枣 藻贼澡葬灶燥造 蚤灶贼燥 贼澡藻 糟燥皂皂燥灶 遭蚤造藻 凿怎糟贼 贼燥 藻泽贼葬遭造蚤泽澡 葬 则葬贼

皂燥凿藻造 燥枣 遭蚤造蚤葬则赠 葬贼则藻泽蚤葬
郧耘 允怎灶鄄贼葬燥袁 蕴陨 蕴燥灶早袁 宰耘陨 再葬灶鄄凿燥灶早袁 宰粤晕郧 匀葬蚤鄄遭蚤灶袁 匝陨粤韵 郧怎燥鄄造蚤葬灶早袁在匀粤晕郧 在澡藻灶袁 蕴陨哉 再葬燥袁 酝陨晕郧 粤灶鄄曾蚤葬燥

渊悦葬责蚤贼葬造 陨灶泽贼蚤贼怎贼藻 燥枣 孕藻凿蚤葬贼则蚤糟泽袁 月藻蚤躁蚤灶早 员园园园圆员袁 悦澡蚤灶葬冤

揖粤遭泽贼则葬糟贼铱摇 韵遭躁藻糟贼蚤增藻摇 栽燥 藻泽贼葬遭造蚤泽澡 葬 灶藻憎 则葬贼 皂燥凿藻造 燥枣 遭蚤造蚤葬则赠 葬贼则藻泽蚤葬 遭赠 责怎则藻 藻贼澡葬灶燥造 蚤灶躁藻糟贼蚤燥灶 蚤灶贼燥 贼澡藻 糟燥皂皂燥灶
遭蚤造藻 凿怎糟贼援 酝藻贼澡燥凿泽 摇 粤 糟葬贼澡藻贼藻则 憎葬泽 蚤灶泽藻则贼藻凿 葬灶凿 枣蚤曾藻凿 蚤灶 贼澡藻 糟燥皂皂燥灶 遭蚤造藻 凿怎糟贼 蚤灶 皂葬造藻 杂阅 则葬贼泽援 杂葬造蚤灶藻 渊愿 则葬贼泽冤 燥则 责怎则藻
藻贼澡葬灶燥造 渊员远 则葬贼泽冤 憎葬泽 蚤灶躁藻糟贼藻凿 贼澡则燥怎早澡 贼澡藻 糟葬贼澡藻贼藻则袁则藻泽责藻糟贼蚤增藻造赠袁 葬灶凿 贼澡藻 遭蚤燥糟澡藻皂蚤糟葬造 葬灶凿 责葬贼澡燥造燥早蚤糟葬造 糟澡葬灶早藻泽 蚤灶 贼澡藻 则葬贼泽
憎藻则藻 藻曾葬皂蚤灶藻凿援 砸藻泽怎造贼泽 摇 杂阅 则葬贼泽 蚤灶 贼澡藻 藻曾责藻则蚤皂藻灶贼葬造 早则燥怎责 憎藻则藻 凿蚤增蚤凿藻凿 蚤灶贼燥 葬 责藻则泽蚤泽贼藻灶贼 蚤灶躁怎则赠 葬灶凿 葬 则藻泽贼燥则葬贼蚤燥灶 燥枣 造蚤增藻则
凿赠泽枣怎灶糟贼蚤燥灶 早则燥怎责泽 葬糟糟燥则凿蚤灶早 贼燥 责葬贼澡燥造燥早蚤糟葬造 葬灶凿 遭蚤燥糟澡藻皂蚤糟葬造 凿藻贼藻糟贼蚤燥灶援 陨灶 贼澡藻 责藻则泽蚤泽贼藻灶贼 蚤灶躁怎则赠 早则燥怎责袁 遭蚤燥糟澡藻皂蚤糟葬造 蚤皂责葬蚤则鄄
皂藻灶贼泽 憎藻则藻 泽蚤早灶蚤枣蚤糟葬灶贼造赠 澡蚤早澡藻则 葬贼 愿 憎藻藻噪泽 葬枣贼藻则 藻贼澡葬灶燥造 蚤灶躁藻糟贼蚤燥灶 贼澡葬灶 贼澡燥泽藻 蚤灶 贼澡藻 糟燥灶贼则燥造 早则燥怎责 葬灶凿 则藻泽贼燥则葬贼蚤燥灶 早则燥怎责援 阅蚤泽鄄
贼蚤灶糟贼 责葬贼澡燥造燥早蚤糟葬造 糟澡葬灶早藻泽 蚤灶 贼澡藻 造蚤增藻则 憎藻则藻 燥遭泽藻则增藻凿 怎泽蚤灶早 匀耘袁 杂酝粤袁 葬灶凿 酝葬泽泽燥灶 泽贼葬蚤灶蚤灶早援 悦燥灶糟造怎泽蚤燥灶泽摇 陨贼 蚤泽 葬 则藻造蚤葬遭造藻
葬灶蚤皂葬造 皂燥凿藻造 燥枣 遭蚤造蚤葬则赠 葬贼则藻泽蚤葬 蚤灶凿怎糟藻凿 遭赠 蚤灶躁藻糟贼蚤燥灶 燥枣 责怎则藻 藻贼澡葬灶燥造 蚤灶贼燥 贼澡藻 糟燥皂皂燥灶 遭蚤造藻 凿怎糟贼 蚤灶 贼澡藻 则葬贼援 陨贼 憎蚤造造 责则燥增蚤凿藻 葬
怎泽藻枣怎造 贼燥燥造 蚤灶 枣怎贼怎则藻 泽贼怎凿蚤藻泽 燥枣 遭蚤造蚤葬则赠 葬贼则藻泽蚤葬援

揖运藻赠 憎燥则凿泽铱摇 月蚤造蚤葬则赠 葬贼则藻泽蚤葬曰 蕴蚤增藻则 糟蚤则则澡燥泽蚤泽曰 孕怎则藻 藻贼澡葬灶燥造曰 砸葬贼袁 皂燥凿藻造

摇 摇 胆道闭锁 渊遭蚤造蚤葬则赠 葬贼则藻泽蚤葬袁 月粤冤是以肝内外胆管

闭锁和梗阻性黄疸为特点的小儿外科常见畸形袁其
病因和发病机制未明使得临床研究也受到极大限

制遥 尽管胆道闭锁患儿成功的进行手术治疗伴随而

来的还会有慢性肝脏疾病以至于大部分患儿必须接

受肝移植遥 文献报道咱员暂 葛西手术和肝移植的联合

应用可以使患儿的十年生存达到 怨园豫 遥 但是 缘园 多

年来人们在探索胆道闭锁的动物模型中所获得的单

一临床应用少之又少遥 员怨缘苑 年开始袁 杂赠皂藻燥灶蚤凿蚤泽
咱圆暂就通过结扎成年大鼠的胆总管来建立动物胆道

闭锁模型袁后来 阅怎皂燥灶贼咱猿暂通过胆总管注射福尔马林

来诱导胆管炎袁 近猕猴轮状病毒咱源 原 远暂 致胆道闭锁

的模型让研究者们收到极大鼓舞袁成为 近普遍被

接受的一种动物模型遥 但是种种动物模型并没有完
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全的模拟胆道闭锁临床上的表现袁所以我们建立了

杂阅 大鼠胆总管内无水乙醇注射模型来模拟胆道闭

锁并与胆道闭锁临床表现进行了对比遥
员摇 材料与方法

员郾 员摇 材料

杂孕云 级 杂阅 雄性大鼠袁圆源 只袁体重 员缘园 耀 员苑园 早袁
购自中国人民解放军军事医学科学院实验动物中心

揖杂悦载运渊军冤圆园园怨 原 园园员员铱遥 其中 员远 只作为实验组

从胆总管注入无水乙醇袁愿 只作为对照组胆总管内

注入生理盐水遥 所有大鼠饲养于北京大学医学部实

验动物科学部揖杂再载运渊京冤圆园员员 原 园园猿怨铱袁室温渊圆圆 依
圆冤益曰湿度 缘园豫 耀苑园豫 袁自由进食尧饮水遥 术前当晚

禁食遥 术后相同条件下饲养袁明暗周期各 员圆 澡遥
员郾 圆摇 手术方法

大鼠采用 造豫戊巴比妥钠 渊员园 滋蕴 辕 早冤腹腔麻醉

后袁取仰卧位袁固定四肢后置于手术台袁沿剑突及左

右肋缘分层切开皮肤袁找到肝十二指肠韧带袁在显微

镜下分离胆总管袁用 圆 条 远 原 园 手术线提起胆总管然

后插入密闭式静脉留置针渊留置针直径 园郾 苑 皂皂袁长
度 员怨 皂皂冤然后拔出针芯观察是否有胆汁流出袁有胆

汁流出证明在胆总管内袁留置针头端达到尾状叶水

平然后将手术线打结固定袁通过微量调节注射器注

入无水乙醇或生理盐水渊无水乙醇的注射剂量院基
于大鼠注入 园郾 员愿 皂蕴 黑墨水于肝脏后袁可以在肝脏

表面看到黑色颗粒袁故根据大鼠体重计算剂量为

员郾 圆 滋蕴 辕 早遥 自实验起观察 愿 周安乐死动物冤遥 随后

保持无水乙醇或生理盐水于肝内 缘 皂蚤灶 后拔下微量

调节注射器使液体自然流出遥 静脉留置管远端切断

插入空肠渊距离 栽则藻蚤贼扎 韧带 猿 糟皂冤袁并且用 员员 原 园 尼

龙线缝合固定渊如图 员冤遥 结扎胆总管远端并切断胆

总管遥 实验完成后动物禁食一天后给予食物和水遥
员郾 猿摇 观察指标

分别在 园尧圆尧源尧远尧愿 周尾部取血袁取血量为员 皂蕴遥
然后放入离心机 猿缘园园 则 辕 皂蚤灶 离心 缘 皂蚤灶袁取上层血浆

测总胆红素渊栽月陨蕴冤尧谷丙转氨酶渊粤蕴栽冤谷草转氨酶

渊粤杂栽冤遥
员郾 源摇 病理摇

取肝脏同一叶渊左后叶冤组织放入 源豫甲醛中固

定袁然后石蜡包埋作连续切片并行 匀耘 染色尧酝葬泽泽燥灶
染色尧杂酝粤 染色遥 光学显微镜下观察并拍照遥 观察

比较实验组与对照组肝脏外形以及肝脏组织常规切

片袁匀耘 染色在显微镜下观察肝内外胆管管腔有无

狭窄尧闭塞袁胆管周围有无明显炎症反应袁肝细胞有

无变性坏死袁肝细胞内有无淤胆袁以及肝脏有无炎性

注院在胰胆管汇合点以上切开胆总管袁用 圆 条 远 原 园 手术线提起

胆总管然后插入密闭式静脉留置针渊园郾 苑 皂皂 伊员怨 皂皂冤袁留置针

头端达到尾状叶水平时双重结扎遥 胆总管远端结扎并切断袁静
脉留置针远端切断并放入空肠内固定遥
摇 摇 图 员摇 手术方法

晕燥贼藻院 栽燥 糟怎贼 贼澡藻 糟燥皂皂燥灶 遭蚤造藻 凿怎糟贼 葬遭燥增藻 贼澡藻 责葬灶糟则藻葬贼蚤糟 凿怎糟贼 糟燥灶鄄
枣造怎藻灶糟藻袁 憎蚤贼澡 贼憎燥 远 原 园 泽怎则早蚤糟葬造 贼澡则藻葬凿 贼燥 造蚤枣贼 贼澡藻 凿怎糟贼袁 葬灶凿 贼澡藻灶 蚤灶鄄
泽藻则贼 贼澡藻 糟造燥泽藻凿 蚤灶贼则葬增藻灶燥怎泽 糟葬贼澡藻贼藻则 渊园郾 苑 皂皂 伊 员怨 皂皂冤援 栽澡藻 藻灶凿
燥枣 贼澡藻 糟葬贼澡藻贼藻则 灶藻藻凿造藻 蚤泽 责造葬糟藻凿 贼燥 贼澡藻 糟葬怎凿葬贼藻 造燥遭藻 造藻增藻造 憎蚤贼澡 凿燥怎遭鄄
造藻 造蚤早葬贼蚤燥灶援 栽澡藻 凿蚤泽贼葬造 糟燥皂皂燥灶 遭蚤造藻 凿怎糟贼 蚤泽 造蚤早葬贼藻凿 葬灶凿 糟怎贼援 栽澡藻
凿蚤泽贼葬造 蚤灶贼则葬增藻灶燥怎泽 糟葬贼澡藻贼藻则 蚤泽 糟怎贼 葬灶凿 枣蚤曾藻凿 蚤灶 贼澡藻 躁藻躁怎灶怎皂援
摇 摇 云蚤早援 员摇 阅藻泽糟则蚤遭贼蚤燥灶 燥枣 贼澡藻 泽怎则早蚤糟葬造 责则燥糟藻凿怎则藻

细胞浸润遥 酝葬泽泽燥灶 染色观察纤维化以及 杂酝粤 染色

观察汇管区动尧静脉及胆管平滑肌变化遥
员郾 缘摇 统计分析

所有结果用 渊軃曾 依 泽冤表示袁采用 杂孕杂杂 员怨郾 园 分

析袁计量资料采用秩和检验和 栽 检验渊孕臆园郾 园缘冤遥
圆摇 结果

圆郾 员摇 动物手术后表现

实验组中的 缘 只大鼠渊猿员郾 圆缘豫 冤和对照组中的

远 只大鼠渊苑缘豫 冤存活到术后 愿 周袁通过解剖发现实

验组中大鼠可能死于术后禁食时间过短袁因为发现

胃部有大量食物堆积而肠道内空虚遥 实验组中大鼠

死亡原因除了死于禁食时间过短外袁发现有严重的

肝硬化腹水和营养不良遥 同时我们通过病理发现在

实验组中同样存在两种病理变化遥 通过大鼠生化检

测结果观察到实验组的生化结果也存在很大差异袁
有一类实验组大鼠总胆红素尧谷丙转氨酶尧谷草转氨

酶呈进行性加重袁我们暂且称之为持续损伤组渊胆
道闭锁模型冤曰另一组大鼠总胆红素尧谷丙转氨酶尧
谷草转氨酶在术后升高后又慢慢恢复到正常值范

围袁我们暂且称之为恢复组遥

员缘
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圆郾 圆摇 肝脏生化及病理染色

持续损伤组总胆红素尧谷丙转氨酶及谷草转氨

酶如图 圆遥 持续损伤组相对应的病理变化如图 猿遥
恢复组总胆红素尧谷丙转氨酶及谷草转氨酶如图 源遥
恢复组相对应的病理变化如图 缘渊图 圆尧猿 见彩插 苑袁
图 源袁缘 见彩插 愿冤遥
圆郾 猿摇 术后解剖所见

持续组肝脏损伤表面可见明显的结节袁腹腔内

可见明显的大量腹水以及明显的曲张静脉丛袁说明

持续损伤组大鼠发生明显的肝硬化及门脉高压遥 如

图 远渊彩插 愿冤遥
猿摇 讨论

胆道闭锁临床表现为阻塞性黄疸袁陶土样大便

和肝脾肿大三联症袁基本的病理变化为肝内外胆管

进行性炎症和肝纤维化袁此种疾病无论是对于病人

及其家庭尧就诊医生尧社会来讲都是一种悲剧咱苑暂 袁尽
管患儿成功的进行葛西手术袁但大部分患儿 后不

得不进行肝移植手术以及面对肝移植后的器官排斥

和其他继发病遥 几种动物模型前面已经介绍过袁胆
总管切除模型会导致近端的胆总管明显扩张袁导致

动物在术后 源 周死亡遥 相反袁胆总管结扎模型会导

致胆管的再通袁肝脏的功能和形态可以恢复正常遥
在胆总管内注射甲醛诱导硬化性胆管炎的动物模型

中袁肝脏的组织学检查显示胆管周围有炎症细胞浸

润以及小胆管的纤维性胆管炎和增生袁但是汇管区

周围的肝细胞是正常的遥 在猕猴轮状病毒感染小鼠

模拟胆道闭锁的模型中袁小鼠肝脏颜色淡黄至深黄袁
部分肝缘呈鲜黄色坏死样袁肝包膜紧张袁表面颗粒

状袁质韧袁胆囊萎缩或膨大袁肝外胆道呈条索状狭窄

和闭锁遥 匀耘 染色显示肝内汇管区大量炎症细胞浸

润袁淤胆明显袁部分肝缘组织出现点灶样或大块坏

死曰肝外胆管连续切片见胆管狭窄和闭锁袁胆管壁增

厚袁胆管内皮细胞不规则增生袁伴有大量炎症细胞浸

润袁有时候会发现肝外胆道闭锁近端的膨大遥 但是

肝内胆管变化比较轻微袁更深层次的研究发现动物

模型中的小鼠并没有像人一样出现严重的肝脏纤维

化和门脉高压遥 小鼠的病毒模型至少是对病毒学说

的一种支持袁因为注射病毒的新生小鼠发生了胆道

的梗阻遥 但 悦燥燥贼泽 等咱愿暂在 近的研究中发现人类的

胆管上皮和小鼠的胆管上皮一样对猕猴轮状病毒敏

感袁这种发现表明在人类的胆道闭锁疾病病因中猕

猴轮状病毒或许起着很大的潜在性作用遥
在目前的酒精模型中袁持续损伤组中的大鼠发

生了肝脏的损伤并且导致硬化性的胆管炎遥 在这些

动物中虽然肝外胆道在显微镜下并没有闭锁但是肝

内胆道病理变化特点和胆道闭锁非常类似遥 运赠燥鄄
噪葬灶藻 等咱怨暂在 圆园园员 年做过选择性的肝叶渊大约肝重

苑园豫 冤注射无水乙醇袁剂量约为 园郾 远 滋蕴 辕 早遥 结果显

示术后第 员源 天注射部分肝叶重量减少到整个肝重

的 缘园豫 袁而未注射部分肝叶重量增加 员郾 远 倍袁胆汁

流量和胆汁酸明显增加遥 组织结构上注射无水乙醇

肝叶部分肝内胆管被破坏并且发生纤维化及炎症细

胞浸润袁 终导致肝内胆管闭锁但不坏死遥 血清转

氨酶在术后第 员源 天时回到正常范围遥 所以在目前

的无水乙醇模型中袁我们认为恢复组有可能由于无

水乙醇的量不足引起的袁换句话说在无水乙醇注射

过程中可能发生了酒精的泄漏遥 即使无水乙醇的量

充足袁但是大鼠间先天性的胆管直径以及注射速度

和对无水乙醇的反应也存在差异遥
我们认为此动物模型基于无水乙醇胆总管注射

引起胆管上皮损伤袁导致硬化性胆管炎及其他继发反

应袁继发反应通过引起胆管的破坏和纤维组织的替代

发生肝内胆管的堵塞同时伴随胆管的增生遥 总之袁此
大鼠的酒精模型与临床上胆道闭锁模型非常类似袁所
以袁此模型对于研究胆道闭锁有进一步的帮助遥

渊本文图 圆 耀 远 见彩插 苑袁愿冤遥
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