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不同胆汁引流方式对梗阻性黄疸大鼠肠黏膜屏障功能

的影响及机制
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摘   要 目的：探讨不同胆汁引流方式对梗阻性黄疸（OJ）大鼠肠黏膜功能的影响及其机制。

方法：将 60 只 SD 大鼠采用胆总管结扎法制作 OJ 模型，1 周后随机均分为无引流组（不行胆汁引

流术），内引流组（行胆汁内引流术）和外引流组（行胆汁外引流术），引流时间 1 周。以 20 只

假手术大鼠为对照组，实验共 2 周，结束时分别用 ELISA 法和 Western blot 法检测各组血清内毒

素水平和小肠黏膜组织闭锁蛋白（occludin）及闭锁小带蛋白 1（ZO-1）的表达，并观察小肠黏膜

组织形态学改变。

结果：大鼠造模后出现明显的 OJ 表现，二次手术后，内引流组大鼠一般情况明显好于无引流组和

外引流组。无引流组和外引流组 OJ 大鼠血清内毒素水平明显升高，与对照组比较，差异均有统

计学意义（均 P<0.01），而无引流组与外引流组间内毒素水平差异无统计学意义（P>0.05）；内

引流组 OJ 大鼠血清内毒素水平较无引流组和外引流组明显下降（均 P<0.01），与对照组水平无

统计学差异（P>0.05）。与对照组比较，无引流组和外引流组 OJ 大鼠小肠黏膜组织 occludin 及

ZO-1 蛋白表达均明显降低（均 P<0.01），且外引流组两者表达水平降低较无引流组更为明显（均

P<0.01）； 内 引 流 组 OJ 大 鼠 的 occludin 及 ZO-1 的 表 达 水 平 明 显 高 于 无 引 流 组 和 外 引 流 组（ 均

P<0.01），且基本接近对照组（均 P>0.05）。病理学观察显示，无引流组和外引流组 OJ 大鼠肠

黏膜结构破坏，大量或中量炎性细胞浸润，而内引流组 OJ 大鼠组肠黏膜结构完整，仅见少量炎性

细胞浸润。

结论：胆汁内引流对 OJ 大鼠肠黏膜屏障具有保护作用，其机制可能与胆汁维持肠黏膜上皮细胞间

紧密连接相关蛋白的表达有关。
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梗 阻 性 黄 疸（obstructive jaundice，OJ） 是

一种常见的临床综合征，治疗方法从胆汁的去向

来 看 可 分 为 胆 汁 内 引 流 术 和 胆 汁 外 引 流 术。OJ

可 通 过 胆 汁 缺 乏、 肝 脏 Kupffer 细 胞 功 能 下 降、

内毒素血症、释放细胞因子和造成氧化应激等多

种机制损伤肠黏膜的紧密连接，降低肠道防御能

力，导致肠道细菌移位和内毒素血症。本实验建

立 OJ 大 鼠 模 型， 分 别 对 其 施 行 胆 汁 内 引 流 术 和

胆汁外引流术，通过比较大鼠血清内毒素水平、

肠 黏 膜 上 皮 细 胞 间 紧 密 连 接 相 关 蛋 白 闭 锁 蛋 白

（occludin） 和 闭 锁 小 带 蛋 白 1（ZO-1） 的 含 量

和肠黏膜的光镜下表现，探究胆汁内、外引流对

OJ 大鼠肠黏膜紧密连接的影响。

1　材料与方法

1.1  主要材料

内 毒 素 免 疫 酶 联 依 附 试 验 试 剂 盒

（FA01908B， 上 海 沪 峰 化 工 有 限 公 司）， 一 抗

抗体 occludin（Sc8144， SANTA），ZO-1（BA2825，

ABSTRACT Objective: To investigate the effects of different biliary drainage methods on the intestinal mucosal barrier 

function in rats with obstructive jaundice (OJ) and the mechanisms.

Methods: Sixty SD rats were used to establish OJ models by common bile duct ligation. One week after 

operation, the rats were equally randomized into non-drainage group (underwent no biliary drainage), internal 

drainage group (underwent internal biliary drainage) and external drainage group (underwent external biliary 

drainage), and the drainage time was one week. Twenty SD undergoing sham operation served as control group 

and the total experiment time was two weeks. At the end of the experiment, the serum endotoxin level and 

protein expression of occludin and zona occludens 1 (ZO-1) in the tissues of small intestinal mucosa of each 

group were determined by ELISA assay and Western blot analysis respectively, and the histomorphological 

changes in small intestinal mucosa were also observed.

Results: Rats presented overt symptoms after OJ model creation, while the general conditions of rats of 

internal drainage group were better than those of non-drainage group and external group after the second 

operation. The serum endotoxin levels in OJ rats of non-drainage group and external drainage group were 

increased markedly, and their differences versus control group reached statistical significance (both P<0.01), 

but no significant difference was observed between the two drainage groups (P>0.05); the serum endotoxin 

level in OJ rats of internal drainage group was significantly lower than that in OJ rats of non-drainage group or 

external drainage group (both P<0.01), and showed no significant difference versus control group (P>0.05). 

Compared with control group, the protein expressions of occludin and ZO-1 in small intestinal mucosa in rats 

of non-drainage group and external drainage group were significantly decreased (all P<0.01), and the degree 

of decrease in external group was more evident than that in non-drainage group (both P<0.01); the expression 

levels of the two proteins in internal drainage group were significantly higher than those in non-drainage group 

or external drainage group (all P<0.01), and were similar to those in control group (both P>0.05). As seen at 

the pathological examination, the intestinal mucosal integrity was damaged in OJ rats of both non-drainage 

group and external group with large or moderate amounts of inflammatory cell infiltration, while the intestinal 

mucosal integrity was maintained intact with less inflammation in OJ rats of internal drainage group.

Conclusion: Internal biliary drainage has protective effect on the intestinal mucosal barrier in OJ rats, and 

the mechanism is probably due to the maintaining effect of bile on tight junction-related protein expression in 

intestinal epithelial cells.
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武汉博士德生物工程有限公司），Braford 蛋白含

量检测试剂盒、辣根过氧化酶标记抗体（兔抗羊

IgG 和 羊 抗 兔 IgG， 南 京 凯 基 生 物 科 技 发 展 有 限

公司），硝酸纤维素膜（NC，美国 Pall 公司）。

1.2  实验动物与分组

健 康 纯 系 SD 大 鼠 80 只， 雌 雄 不 限， 鼠 龄

12~14 周， 体 质 量 270~320 g， 由 扬 州 大 学 动 物

实验中心提供。清洁环境和标准饲料喂养，自由

饮用清洁水。动物使用前适应性喂养 1 周，温度

保 持 在 18~25 ℃， 相 对 湿 度 保 持 在 40%~70%，

12 h 明暗交替采光。

将 其 中 60 只 SD 大 鼠 采 用 胆 总 管 结 扎 法 制

作 OJ 模型，1 周后随机均分为无引流组（不行胆

汁引流术），内引流组（行胆汁内引流术）和外

引流组（行胆汁外引流术），引流时间 1 周。另 

20 只大鼠行假手术作为对照组。

1.3  模型制作方法

实验大鼠术前 8 h 禁食，自由饮水。各组予 1%

戊巴比妥钠（3.5 mg/100 g）腹腔注射麻醉，固定，

腹部皮肤准备，严格皮肤消毒后铺巾。取上腹正

中切口进腹，游离出胆总管。假手术组不予结扎

胆 总 管 并 关 腹。OJ 模 型 组 于 距 十 二 指 肠 入 口 约 

1.0 cm 处以 4-0 号丝线双重结扎胆总管后关腹。

1 周后假手术组、无引流组作开腹游离胆总管后

关腹处理；内引流组开腹，予硬膜外导管跨过结

扎处连接胆总管膨大段与正常段，使之再通，远

近端均以 4 -0 号丝线双重结扎固定；外引流组开

腹，在胆总管结扎近端膨大段插入聚乙烯外引流

管，以 4 -0 号丝线双重结扎固定后沿腹壁皮下由

颈背部双侧肩胛间引出并缝合固定。

1.4  检测指标

1.4.1  内毒素水平检测　二次手术 1 周后，各组

大 鼠 于 腔 静 脉 取 血 2 mL， 沉 淀 后 4 ℃ 离 心， 取 

0.1 mL 以上血清 -70 ℃冰箱保存待测。采用内毒

素免疫酶联依附试验试剂盒，ELISA 法测定大鼠

血清内毒素水平，具体方法按说明书操作。

1.4.2  occludin 和 ZO-1 蛋 白 表 达 检 测　 二 次

手 术 1 周 后， 取 各 组 大 鼠 回 肠 黏 膜 组 织 100 mg

以 上， 用 生 理 盐 水 冲 洗 后 放 入 EP 管 -70 ℃ 冰

箱 冻 存 待 测。 取 100 mg 大 鼠 回 肠 黏 膜 组 织， 加

入 400 mL 单去污剂裂解液裂解 [ 含苯甲基磺酰氟

（PMSF）]，组织粉碎、匀浆，冰浴、裂解 30 min； 

12 000 r/min 4 ℃离心 5 min，取上清液至 -20 ℃

保 存， 采 用 Braford 蛋 白 含 量 检 测 试 剂 盒 测 定 蛋

白浓度。以 GAPDH（单克隆内参抗体）作为内参。

将样本用裂解缓冲液稀释至相同浓度，加入上样

缓冲液；混合后 95~100 ℃煮沸蛋白变性 5 min， 

冰 上 冷 却 上 样， 分 别 经 浓 缩 胶 恒 压 80 V 电 泳

约 30 min， 分 离 胶 100 V 电 泳 约 90 min。 准 备

凝 胶 滤 纸 及 NC， 按 恒 流 200 mA 通 电， 湿 电 转

移 120 min。NC 膜 需 在 5% 脱 脂 奶 粉 封 闭 液 中

封 闭（4 ℃， 过 夜）， 弃 去 封 闭 液， 不 洗。 将 样

本 按 约 0.1 mL/cm2 的 量 加 入 封 闭 液 和 适 量 一 抗

抗 体 occludin，ZO-1， 摇 床 摇 荡 孵 育（4 ℃，

过 夜 ）， 磷 酸 盐 吐 温 缓 冲 液（PBST） 漂 洗 滤

膜 4 次， 每 次 10 min。 将 膜 和 与 辣 根 过 氧 化 物

酶（HRP） 结 合 的 二 抗 辣 根 过 氧 化 酶 标 记 抗 体

（ 兔 抗 羊 IgG）（ 封 闭 液 稀 释 1:5 000）、 辣 根

过 氧 化 酶 标 记 抗 体（ 羊 抗 兔 IgG）（ 封 闭 液 稀 释 

1:5 000），室温下摇荡孵育 2 h，然后用 PBST 充

分 洗 膜， 漂 洗 4 次， 每 次 10 min。 按 0.1 mL/cm2 

显 影 液 计 算 用 量， 将 显 影 液 加 于 NC 膜 上， 室

温 放 置 1 min。 暗 室 下 胶 片 显 影， 扫 描。 数 码

相 机 照 相 后， 使 用 Photoshop 进 行 图 像 处 理， 

Gel-Pro32 软件分析灰度值。

1.4.3  肠黏膜形态学检测　二 次 手 术 1 周 后， 取

各 组 大鼠距回 盲部约 5 cm 处回肠组 织，于 冰 浴

下沿纵轴剪开肠管，清洗肠内容物，滤纸将水吸

干 后 40 g/L 甲 醛 溶 液 固 定， 切 片 后 行 苏 木 精 -

伊 红（HE） 染 色， 实 体 显 微 镜 下 观 察 肠 黏 膜 形

态变化。

1.5  统计学处理

检 测 数 据 用 均 数 ± 标 准 差（x±s） 表 示。

各指标分组间比较，方差齐者用方差分析及两两

比较的 t 检验；方差不齐者，采用秩和检验。所

有 数 据 均 采 用 SPSS15.0 统 计 软 件 包 进 行 分 析，

P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  各组大鼠一般情况

结扎大鼠胆总管后 1 周，造成大鼠食纳变差，

活动减少，全身皮毛发黄，尿液变黄，近心端胆

管膨大，肝脏弥漫性肿大，呈淡黄色，质地稍硬，
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甚至出现砂粒感。给予胆汁外引流术后，可见大

量胆汁通过引流管排出体外，大鼠食纳未见明显

好转，活动较少，体质量多有减轻，病死率较高。

对照组无死亡，无引流组死亡 9 只，内引流组死

亡 5 只，外引流组死亡 7 只；而内引流组大鼠在

胆汁内引流术后，食纳转好，活动增多，体质量

明显增加，肝脏色泽渐恢复，质地变软，病死率

较低。

2.2  各组大鼠内毒素水平

实 验 结 束 时，无 引 流 组 和 外 引 流 组 OJ 大 鼠

血清内毒素水平明显升高，与对照组比较，差异

均 有 统 计 学 意 义（ 均 P<0.01）， 而 无 引 流 组 与

外引流组间比较，内毒素水平差异无统计学意义

（P>0.05）；内引流组 OJ 大鼠血清内毒素水平较

无引流组和外引流组明显下降（均 P<0.01），基

本接近对照组水平（P>0.05）（表 1）。

表 1　各组大鼠血清内毒素水平（x±s，pg/mL）
Table 1　The serum level of endotoxin of rats in each group (x±s, 

pg/mL)

对照组
模型组

无引流组 内引流组 外引流组
20.638±2.111 41.360±2.4041) 21.113±1.8742), 3) 38.772±2.1391)

注：1）与对照组比较，P<0.01；2）与无引流组比较，
P<0.01；3）与外引流组比较，P<0.01

1) P<0.01 vs. control group; 2) P<0.01 vs. non-drainage 

group; 3) P<0.01 vs. external drainage group

2.3  各组大鼠小肠黏膜 occludin 和 ZO-1 表达

情况

与对照组比较，无引流组和外引流组 OJ 大鼠

小肠黏膜上皮细胞间紧密连接相关蛋白 occludin

及 ZO-1 的 表 达 均 明 显 降 低（ 均 P<0.01），且 外

引流组两者表达水平降低尤为明显，与无引流组

比较，差异有统计学意义（均 P<0.01）；内引流

组 OJ 大鼠的 occludin 及 ZO-1 的表达水平明显高

于无引流组和外引流组（均 P<0.01），基本接近

对照组（均 P>0.05）（图 1）。

2.4  肠黏膜的光镜表现

对照组大鼠肠黏膜上皮结构完整，无明显充

血及炎性细胞异常浸润。无引流组 OJ 大鼠肠黏膜

上皮结构杂乱，部分上皮细胞脱落，并可见大量

急性炎性细胞浸润，肠黏膜淋巴滤泡增生、数目

增多，部分区域出现纤维化。内引流组 OJ 大鼠肠

黏膜上皮结构完整，可见少量炎性细胞浸润，肠

黏膜淋巴滤泡正常，未见出现纤维化。外引流组

OJ 大鼠肠黏膜上皮结构有失完整，可见中等量炎

性细胞浸润，肠黏膜淋巴滤泡数目稍增多，未见

出现纤维化（图 2）。

图 1　各组大鼠小肠黏膜 occludin 和 ZO-1 蛋白的表达　　A：Western blot 条带；B：各组 occludin 和 ZO-1 蛋白的灰度值比

较　　1：对照组；2：无引流组；3：内引流组；4：外引流组　　1）与对照组比较，P<0.01；2）与无引流组比较，
P<0.01；3）与外引流组比较，P<0.01

Figure 1　The protein expressions of occludin and ZO-1 in small intestinal mucosa in rats of each group　　A: Western blot bands;  
B: Comparison of the gray values of occluding and ZO-1 protein　　1: Control group; 2: Non-drainage group; 3: Internal drainage 
group; 4: External drainage group　　1) P<0.01 vs. control group; 2) P<0.01 vs. non-drainage group; 3) P<0.01 vs. external 
drainage group
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3　讨　论

OJ 可 导 致 机 体 一 系 列 病 理 生 理 变 化， 其 中

肠 黏 膜 屏 障 受 损 以 及 细 菌 移 位 是 其 重 要 组 成 部 

分 [1-2]， 严 重 影 响 患 者 的 预 后。 肠 上 皮 细 胞 和 以

紧 密 连 接、 黏 附 连 接 和 桥 粒 等 为 主 要 方 式 的 相

邻 细 胞 间 的 连 接 构 成 了 肠 黏 膜 屏 障 中 的 机 械 屏

障，其中的紧密连接在维持肠壁通透性中作用最

大 [3-4]， 其 普 遍 存 在 于 靠 近 管 腔 端 的 相 邻 细 胞 膜

间， 可 选 择 性 地 阻 挡 胃 肠 道 内 多 种 病 原 体 [5-6]。

紧密连接主要由 4 种跨膜蛋白组成：闭锁蛋白，

claudins，tricellulin 和连接黏附分子（junctional 

adhesion molecule1，JAM-1）；它们通过连接复

合 物 蛋 白（ZO-1，ZO-2，ZO-3 等） 与 细 胞 骨 架

结构（微管，微丝，中丝）连接在一起共同构成

紧 密 连 接 复 合 物 [7]， 其 中 occludin 和 ZO-1 是 重

要的组成部分 [8]。高志光等 [9] 还认为，ZO-1 为跨

膜蛋白与细胞骨架结构的连接搭建了平台，其结

构和功能与紧密连接的其他组成成分密切相关，

常被作为研究肠黏膜通透性和屏障功能的实验指

标。所以本实验选择 occludin 和 ZO-1 作为代表，

探 究 两 种 不 同 的 胆 汁 引 流 方 式 对 OJ 大 鼠 肠 黏 膜

上皮细胞间紧密连接的影响。

本实验建立了 OJ 大鼠模型，2 周后无引流组

OJ 大鼠肠黏膜的闭锁蛋白和 ZO-1 表达明显下降，

并且形成了严重的内毒素血症。有学者 [10-11] 提出

在许多病理状态下，包括 OJ，肠黏膜上皮细胞间

紧密连接功能发生改变，细胞间空隙加大，肠黏

膜通透性增高，导致包括内毒素在内的大分子物

质及细菌移位。笔者通过建立胆汁内、外引流的

大 鼠 OJ 模 型， 突 出 研 究 胆 汁 在 损 伤 与 修 复 过 程

中的作用。内引流组大鼠通过胆汁内引流，达到

了完全恢复胆汁正常生理排泄的目的，无引流组

OJ 大鼠虽一直处于梗阻状态，但血液内高浓度的

胆红素可弥散入肠腔，肠道内的胆汁成分并未完

全 缺 失； 而 外 引 流 组 OJ 大 鼠 由 于 胆 汁 外 引 流，

可以看成肠道内胆汁完全缺失。

肠 道 内 的 胆 汁 具 有 重 要 的 生 理 功 能： ⑴ 能

使某些 G– 菌的细胞膜瓦解，防止肠道内条件致

病菌的过度繁殖，在维持肠道内环境稳定方面起

重要作用；⑵ 肠道内的胆汁能促进肠黏膜上皮细

胞 增 生， 并 减 少 其 凋 亡 [12-13]； ⑶ 胆 汁 中 的 胆 汁

酸盐（胆盐）能与肠腔内的内毒素结合成不易吸

收的去垢剂样复合物，从而减少内毒素从肠道吸

图 2　各组大鼠肠黏膜组织的光镜所见（HE×200）　　A：对照组；B：无引流组；C：内引流组；D：外引流组
Figure 2　The microscopic findings in rats’ intestinal mucosal tissues of each group (HE×200)　　A: Control group; B: Non-drainage 

group; C: Internal drainage group; D: External drainage group
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收； ⑷ 胆 汁 内 含 有 sIgA， 能 增 加 肠 道 黏 膜 的 防

护能力，能影响小肠内集合淋巴滤泡的数量及大

小； ⑸ 胆 汁 对 肠 黏 膜 有 营 养 作 用 [14]， 肠 道 内 胆

汁缺乏可导致肠黏膜紧密连接蛋白表达下降，使

细菌与内毒素移位增多。本实验外引流组大鼠肠

黏 膜 紧 密 连 接 蛋 白 occludin 和 ZO-1 的 表 达 明 显

低于内引流组，也显著低于无引流组。据此可以

说明胆汁在紧密连接相关蛋白表达中所起的重要

作用。除了胆汁对其表达的直接影响外，OJ 行胆

汁外引流术在肠黏膜紧密连接方面效果差于内引

流术，可能还与外引流造成几乎全部胆汁通过外

引流管排出体外有关，这样使得胆盐正常的肠肝

循环不能建立，大鼠脂肪吸收不良、水电解质紊

乱和一些免疫物质丢失 [15-16]。

Ogata 等 [17] 通 过 动 物 实 验 发 现， 向 OJ 大 鼠

肠道内注入胆汁，可使肠黏膜的完整性和渗透性

维持正常。陈振勇等 [18] 也发现，OJ 大鼠补充外

源性胆汁后，闭锁蛋白、ZO-1 和磷肌球蛋白轻链

激酶（MLCK）的水平及分布有一定程度的恢复。

至 于 胆 汁 内、 外 引 流 术 对 OJ 大 鼠 肠 黏 膜 紧 密 连

接的不同影响，以及是否还有其他因素参与，参

与的程度如何等问题还需要进一步探讨。
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