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摘　要:【目的】观察开腹置管手术对大鼠肝功能的影响。【方法】制备导管大鼠模型 ,在术后不同时点收集胆汁标本检测

胆汁流量(bile flow , BF)、总胆酸(to tal bile acid , TBA),谷丙转氨酶(ALT)和谷胱甘肽(glutathione , GSH/ GSSG)等重要肝功能

指标。【结果】BF 各时点值间无显著性差异(P 均>0.05);TBA在术后 24 h 内明显降低 , 各时点值间的两两比较 , 除48 与72

h之外 , 均有显著性差异(P <0.05 或 0.01);ALT 以术后 6 h 最高 ,但各组数值仍在正常范围;GSH 和 GSSG 在术后即时测

值最高 , 6 h最低 , 二者之间有正相关关系。【结论】开腹置管手术明显降低肝脏分泌胆酸的功能 ,但对胆汁分泌量 、ALT 、GSH

以及 GSSG 等其他肝功能的影响较小。
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Abstract:【Object ive】To observe the impact of catheterized surgery on hepatic function.【Methods】To

make chronic catheterized rat model , which was done by inserting catheters to abdominal aorta , inferior vena ca-

va , common bile duct and duodenum under sterized condit ion.Draw ing bile f rom biliary catheter to measure bile

flow rate , bile acid concentrat ion , GSH/GSSG and ALT for evaluating the hepat ic function.【Results】There

w as no difference betw een all g roups on bile flow rate(P >0.05);significant difference between TBA

g roups(P <0.05 o r 0.01)except the 48 and 72 h;the highest level of ALT w as at 6 h , but all groups were in

normal level;the value of GSH/GSSG were also in normal level , but the highest one w as 0 hour g roup , there

w as positive correlat ion betw een GSH and GSSG.【Conclusion】Surgical stimulation decreased hepatic function

on the secretion of bile acid significantly , but no much influence on the bile f low rate , ALT and GSH/GSSG.
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　　肝脏是人体最重要的器官之一 ,参与消化 、代

谢 、免疫等多种功能 。各类疾病和应激都会引起肝

功能的改变并导致身体状态的变化。国外利用先

进的导管大鼠模型制作方法 , 观察开腹置管手术

造成的刺激对几项重要的肝功能指标的影响 ,并探

讨各检测因素之间的相关关系。本文介绍此模型

的重建 ,旨在进一步应用此导管大鼠制作多种疾病

模型 ,开展对有关疾病发病机理和诊治基础等多方

面深层次的研究 。

1　材料与方法
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1.1　实验动物与手术

同批雄性 sprague-Daw ley 大鼠 16 只 ,体质量

250 ～ 350 g 。Ether 和 ketomin 麻醉大鼠后仰卧固

定于手术台 ,按无菌手术操作切开腹腔 ,暴露腹主

动脉 、下腔静脉 、胆总管及十二指肠。以穿刺法将

聚乙烯塑胶导管插入各管腔 ,另一端与预先已插置

于颈部的导管栓连接 ,再以缝线和快干胶固定(图

1)。

图 1　置管手术示例

Fig.1　Catheterized surgery

1.2　标本收集

以虹吸法将胆汁经穿插于胆总管导管栓的微

细硅胶管引流至容量测定管 ,计时留取胆汁 ,每次

15 min后关闭导管 。计测胆汁流量(BF)后吸出 5

μL胆汁置标本管并迅速转移至-78 ℃冰箱内保

存待检 。剩余的胆汁经十二指肠导管回输 。共收

取术后 0 、3 、6 、24 、48 、72 h 及 7 d 的胆汁标本 7组

(主动脉导管可供取血 ,腔静脉导管可供输液给药 ,

本实验仅作为手术操作 ,未经动静脉导管取血或输

液)。

1.3　标本检测

以荧光分光光度计测定各组标本中总胆酸

(TBA)含量 ,高压液相层析法(HPLC)测定谷胱甘

肽(GSH/GSSG), ELISA 酶标仪测定谷丙转氨酶

(A LT)。胆汁流量则按公式计算:BF =标本总重

量·胆汁比重
-1
·收集时间(min)

-1
。

1.4　统计学处理

各组测定数值采用均数加减标准差( x ±s)

表示;多组资料均数比较 ,采用 F 检验 ,若有显著

性差异 ,则进一步作 q检验(各组均数间的两两比

较);BF 、TBA 、ALT 之间及 GSH/GSSH 之间关系

用直线相关分析 。

2　结　果

2.1　胆汁中各检测因素在不同时点的动态变化

胆汁中各检测因素在不同时点的动态变化见

表 1。从各组数值可见 , TBA 在术后 24 h 内明显

降低 , 48 h才恢复到正常水平 ,各时点值间的两两

比较 ,除 48 h与 72 h之间外 , 均有显著性差异(P

<0.05或 0.01);BF 各时点值间无显著性差异(P

均>0.05);ALT 以术后 6 h 最高 ,但各组数值仍在

正常范围 ,各时点值间的两两比较 ,无显著性差异

(P >0.05);GSH/GSSG 在术后即时测值最高 , 6

h最低 ,GSSG组各时点值间的两两比较 ,除 3 h 与

24 h 之间 、48 h与 168 h 之间外 ,均有显著性差异

(P <0.05或 0.01);GSH组各时点值间的两两比

较 ,除 0 h与 72 h之间 、3 h与 24 h之间外 ,均有显

著性差异(P <0.05或 0.01)。

表 1　各检测因素水平的动态变化

Table 1　The impact of different factors level ( x ± s)

Postoperating

time(t / h)

TBA

(mmoL/mL)

BF

(μL/min)

ALT

(μ/m L)

GSSG

(μmoL/ mL)

GSH

(μmoL/ mL)

　　　　0 19.65±1.39 21.79±6.15 4.89±0.49 1.12±0.23 0.79±0.28

3 24.77±2.32 22.12±6.85 7.12±0.48 0.49±0.05 0.45±0.06

6 23.21±1.79 22.27±7.14 9.42±1.02 0.37±0.15 0.32±0.21

24 28.25±1.94 21.86±5.13 4.87±0.74 0.51±0.09 0.49±0.07

48 58.03±3.46 24.41±5.09 4.74±0.63 0.62±0.09 0.64±0.09

72 60.79±1.73 25.49±5.46 4.22±0.54 0.71±0.07 0.70±0.05

168 57.87±4.69 24.99±4.49 3.92±0.64 0.58±0.08 0.58±0.07

　　　 F 777.43 1.23 138.61 64.12 19.73

　　　 P 1.37×10-84 0.30 1.47×10-47 7.08×10-33 2.58×10-15
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2.2　胆汁中 TBA、BF和 ALT在不同时点的动态

变化

胆汁中 TBA 、BF 和ALT 在不同时点的动态变

化如图 2示 ,胆汁 TBA在术后即时明显下降 , 24 ～

48 h内仍处较低水平 ,48 h后恢复正常并维持较稳

定状态。24 h 以内各组与 48 h之后各组有非常显

著性差异(P <0.001)。

图 2　TBA、BF和 ALT的动态变化

Fig.2　The impact of TBA、BF and ALT

BF 在术后各时点组测值之间均无显著性差异

(P >0.05),呈相当稳定状态 。

ALT 在术后逐渐升高 , 6 h达最高值 ,与其他

各组之间均有显著性差异(P <0.01),但各组数

值仍在正常范围内。

2.3　胆汁中 GSH/GSSG在不同时点的动态变化

胆汁中GSH/GSSG在不同时点的动态变化见

图 3。由图中可见 GSH 和 GSSG 均在术后即时升

至最高值 ,然后迅速下降 , 6 h达最低点 ,以后逐渐

回升 ,48 h后趋于相对稳定状态。

图 3　胆汁 GSSG/GSH水平的动态变化

Fig.3　The impact of bile GSSG/GSH level

2.4　各检测因素的相关性分析

经直线相关分析检测 , BF 、TBA 及 ALT 之间

无相关性;GSSG与 GSH 之间除 0时外 ,其余各时

点GSSG与 GSH 水平呈正相关关系 ,表 2。

表 2　术后各时点胆汁 GSSG 、GSH 水平的相关性分析

Table 2　Correlative analy sis of GSSH/GSH

Correlation

coefficient

Postoperating time(t / h)

0 3 6 24 48 72 168

r 0.15 0.87
1)

0.72
1)

0.87
1)

0.74
1)

0.72
1)

0.63
1)

　　1)P <0.05

3　讨　论

导管大鼠模型是近年来在国外开展应用的动

物实验模型 ,具有术后恢复快 、标本取样部位多 、快

捷稳定 、使用时间长等许多优点[ 1] 。实验时可同时

或分别从腔静脉 、门静脉 、胃肠道等管腔输注各种

药物或毒物 ,经主动脉和胆总管取标本检测各项生

化和分子生物学指标 ,以进行药物动力学 、血流动

力学和疾病发生机制等多方面的研究。本组实验

大鼠手术过程中均无明显出血 ,可排除缺血缺氧性

损伤 ,术后胆汁引流顺利 ,肠道通畅。实验完毕后

剖腹检查 ,肝脏大体未见异常 ,病理切片镜下观察

无肝内胆汁淤积或胆道阻塞现象。

测定胆汁流量 、血清和胆汁中酶系列水平已是

国际上公认的评价肝功能损害的主要方法
[ 2 , 3]

。

各种疾病 、外源性损伤和应激状态均会引起肝功能

的改变并对机体内环境产生重要影响 ,其病理生理

机制众多 ,其中谷胱甘肽(GSH/GSSG)在肝脏疾病

中的作用日益受到重视
[ 4]
。本组实验检测结果表

明 ,开腹置管手术对大鼠的刺激明显降低术后头

24 h 的胆酸分泌 ,但对胆汁流量的影响甚微 ,术后

7 d内各时段的胆汁流量处于稳定水平。由于该手

术创伤未造成缺血缺氧性损伤 ,故对肝酶的影响较

小 ,ALT 、GSH 和 GSSG 均在正常范围之内 , 但仍

可见GSH及 GSSG 在术后即时释放增加 ,可能与

应激对答反应有关 ,且在术后 6 h 降至最低点 ,此

时ALT 则升至最高水平 ,至 48 h后趋于相对稳定

状态 ,是否与该时点肝细胞谷胱甘肽消耗过多相对

不足而导致ALT 增加有关 ,尚待进一步研究 。

此模型的制备为下一步开展对败血症 、胆汁淤

积症等疾病的发生机理和治疗用药方面的研究提

供了实验基础 ,为排除手术刺激带来的干扰 ,应在

术后 48 h才开始进行其他的实验研究。
(下转第 441 页)
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性明显降低 ,即使不应用免疫抑制剂 ,胸腺内移植

后亦可长期存活 。

为了证实经低温 24 ℃后的胰岛是否诱导了受

体对供体的特异性无反应性 ,我们对胸腺内移植物

长期存活的受体进行再次胸腺外移植。结果发现

未经培养的胰岛胸腺内移植的受体左肾被膜下的

胰岛未见排斥 ,而培养后胰岛胸腺内移植的受体不

仅左肾被膜下的胰岛则可见淋巴细胞浸润胸腺内

的胰岛也被排斥 ,表现为受体小鼠血糖增高 ,表明

再次胸腺外移植诱发了对首次胸腺内胰岛移植物

的排斥反应。

小鼠胰岛细胞中含Ⅰ类抗原 ,又有含 Ⅱ类抗原

的树突状细胞和内皮细胞 ,并且具有抗原递呈功

能 ,胰岛的免疫原性主要源于 Ⅱ类抗原。研究证

实 ,低温 24 ℃培养 、抗 MHC-Ⅱ类抗原单抗和抗树

突状细胞的单抗均可清除胰岛的 Ⅱ类抗原 ,降低胰

岛的免疫原性[ 3 , 4] 。辅以免疫抑制剂 ,经上述处理

的胰岛移植到同种异体的肾被膜下 ,肝内及腹腔 ,

功能存活时间延长。本试验中 ,培养后胰岛免疫原

性明显降低 ,即便不应用 ATS 胸腺内移植后获长

期存活 ,但免疫原性减低后的胰岛胸腺内移植诱导

免疫耐受没有成功 ,其可解释可能是 ,低温 24 ℃培

养的胰岛清除了 Ⅱ类抗原 , Ⅰ类抗原亦明显减少 ,

未能刺激受体诱发排斥反应。受体应用 ATS 后 ,

外周大部分T 淋巴细胞被除去 ,促使骨髓内前胸腺

细胞进入胸腺 ,在表达外源性 MHC 抗原的环境中

发育 ,但由于胸腺内供体特异性Ⅰ类抗原的数量不

足以诱导受体对供体移植物Ⅰ类抗原的耐受 ,同时

由于供体移植物经 24 ℃培养后 Ⅱ类抗原明显减少

或消失 ,受体亦未形成对供体 Ⅱ类抗原抗原的免疫

耐受 ,再次移植供体新鲜分离的胰岛到受体肾被膜

下激发了受体对胸腺内及胸腺外移植物的排斥反

应 ,表明供体移植物激活的淋巴细胞可达胸腺实

质 ,这一点同本实验分组中的第①组试验结果是一

致的。而胸腺内移植新鲜分离的胰岛 ,应用 ATS

后 ,移植物存活时间延长 ,经过胸腺内免疫耐受诱

导 ,形成了受体对供体胰岛的特异性无反应性。因

此 ,胰岛中含Ⅱ类抗原的抗原递呈细胞在胸腺诱导

免疫耐受中起主要作用 ,而且 Ⅰ类 、Ⅱ类抗原在诱

导免疫耐受中起协同作用。这一现象的机理还值

得进一步探讨。
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