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摘   要	 目的：探讨不同胆汁引流方式对梗阻性黄疸兔血清内毒素与免疫功能的影响。

方法：将 36 只新西兰白兔随机均分为假手术组、外引流组、内引流组。外引流组与内引流组先建立可

逆型梗阻性黄疸模型，7 d 后解除梗阻，分别行胆汁外引流与内引流；假手术组按相同时间间隔行 2 次

假手术。各组分别于造模前、造模后 7 d、引流术后 7 d 采血，检测肝功能指标、血清内毒素水平、血

中 CD4+CD25+ 调节性 T 细胞的比例。

结果：假手术组各时间点各项指标均无明显变化（均 P>0.05）；造模后 7 d，外引流组与内引流组血

清胆红素、转氨酶、内毒素水平均较造模前明显升高，血 CD4+CD25+ 调节性 T 细胞比例较造模前明显

降低（均 P<0.05）；行引流术 7 d 后，外引流组与内引流组肝功能指标、内毒素水平、CD4+CD25+ 调

节性 T 细胞比例均较造模后 7 d 明显恢复，但内引流组后两项指标的恢复程度均明显优于外引流组（均

P<0.05）。

结论：胆汁内引流较胆汁外引流更有利于梗阻性黄疸内毒素清除与机体免疫功能快速恢复。
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Abstract	 Objective: To investigate the influence of different biliary drainage methods on serum endotoxin level and 

immune function in rabbits with obstructive jaundice.

Methods: Thirty-six New Zealand rabbits were equally randomized into sham operation group, external drainage 

group and internal drainage group. Rabbits in external drainage group and internal drainage group underwent 

establishment of reversible obstructive jaundice model, followed by obstruction removal and then internal and 
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目 前 恶 性 梗 阻 性 黄 疸 的 根 治 性 方 法 是 外 科 手

术。然而研究 [1-2]表明梗阻性黄疸患者术后易发生

腹 腔 出 血 、 胆 瘘 、 腹 腔 内 感 染 、 肝 肾 功 能 衰 竭 等

并 发 症 ， 这 可 能 与 患 者 黄 疸 后 肝 肾 功 能 受 损 、 免

疫 功 能 低 下 有 关 。 M a k i 等 [ 3 ]建 议 梗 阻 性 黄 疸 患 者

进 行 外 科 根 治 性 手 术 前 宜 先 行 胆 汁 外 引 流 术 ， 以

恢 复 肝 功 能 和 免 疫 功 能 [ 2 ]。 但 关 于 术 前 减 黄 目 前

仍有争议 [4-6]。本研究建立可逆型梗阻性黄疸兔模

型 ， 通 过 观 察 胆 汁 内 外 引 流 前 后 血 清 内 毒 素 和 血

CD4+CD25+调节性T细胞的变化，来探讨梗阻性黄

疸 胆 汁 内 外 引 流 对 机 体 免 疫 功 能 的 作 用 ， 为 临 床

选择胆汁引流方式提供依据。

1  材料与方法

1.1  实验动物

新西兰白兔36只，雌雄不限，体质量2.0~2.5 kg，

由 南 通 大 学 动 物 实 验 中 心 提 供 。 分 笼 单 独 饲 养 ，

常 规 饲 料 喂 养 ， 自 由 进 食 与 饮 水 ， 维 持 环 境 温 度

15~20 ℃。动物购回后适应性饲养1周，无异常表

现后开始造模。

1.2  可逆型梗阻性黄疸模型的建立

采用盐酸赛拉嗪（0.3 mL/kg）+地西泮（1 mg/kg）

（ 肌 注 ） 麻 醉 成 功 后 ， 动 物 平 卧 固 定 ， 正 中 切 口

进 腹 ， 充 分 暴 露 后 游 离 胆 总 管 ， 切 断 胆 总 管 后 分

别 向 肝 与 十 二 指 肠 方 向 插 入 硅 胶 管 （ 静 脉 输 液 针

上的硅胶管），两端用5 -0的丝线在胆总管处双重

缝扎固定；3 -0丝线缝合腹膜及肌层，留置针的夹

闭器夹闭硅胶管并缝于皮下[7]。术后肌注盐酸环丙

沙星（5 mg/kg）预防感染。

1.3  实验分组与处理

实验新西兰大白兔随机分为3组：假手术组、

外引流组、内引流组，每组12只。麻醉成功后，

动 物 平 卧 固 定 ， 腹 部 正 中 切 口 进 腹 ， 充 分 暴 露 后

游离胆总管，假手术组用5 -0丝线打松结，但并不

结扎和切断胆管，术后第7天，麻醉后去除部分缝

线 后 再 次 重 新 缝 合 。 外 引 流 组 先 建 立 可 逆 型 梗 阻

性黄疸模型，造模后第7天，麻醉后去除部分缝线

暴 露 夹 闭 器 和 硅 胶 管 ， 剪 断 硅 胶 管 引 至 体 外 并 固

定 形 成 胆 汁 外 引 流 ， 再 重 新 缝 合 切 口 。 内 引 流 组

建立可逆型梗阻性黄疸模型后第7天，麻醉后去除

部 分 缝 线 暴 露 夹 闭 器 和 硅 胶 管 ， 去 除 夹 闭 器 后 恢

复胆汁内引流，再重新缝合切口。

1.4  观察指标

分 别 于 造 模 前 、 造 模 后 第 7 天 、 引 流 术 后 第

7天，股静脉抽血2 mL，1 mL置于无热源离心管

中，以3 000 r/min进行离心，5 min后分离出血清，

检测血清内毒素和总胆红素（TBIL）、直接胆红素

（DBIL）、谷丙转氨酶（ALT）；1 mL置入一次性

使用真空采血管（EDTA.K2，2.0 mg/mL）中，当

天即用流式细胞仪检测CD4+CD25+调节性T细胞的

比例。采血后静脉内推注生理盐水2 mL。

external biliary drainage respectively at 7 d after model was established, while those in sham operation group were 

subjected to two sham operations with the same time interval. Blood samples were collected before and 7 d after 

model establishment, and 7 d after drainage as well, and then the liver function parameters, serum endotoxin level 

and the ratio of CD4+CD25+ regulatory T cells in peripheral blood were determined.

Results:  No significant change was noted in any of the indexes at any time point in sham operation group (all 

P>0.05). In external drainage group and internal drainage group at 7 d after model establishment, the serum 

levels of bilirubin, transaminase and endotoxin were all increased, but the ratios of CD4+CD25+ regulatory T 

cells were decreased significantly compared with the levels before model establishment. At 7 d after drainage, the 

liver function parameters, serum endotoxin level, and ratio of CD4+CD25+ regulatory T cells were all significantly 

recovered in either external drainage group or internal drainage group compared with those at 7 d after model 

establishment, but the degrees of recovery of the latter two parameters in internal drainage group were greater than 

those in external drainage group (all P<0.05).

Conclusion: Internal biliary drainage for obstructive jaundice is more beneficial than external biliary drainage in 

eliminating endotoxin and accelerating recovery of immune function.

Key words	 Cholestasis; Drainage; Endotoxemia; T-Lymphocytes, Regulatory
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2.3  各组血清内毒素水平的变化

假 手 术 组 血 清 内 毒 素 水 平 各 时 间 点 差 异 无

统 计 学 意 义 （P> 0 . 0 5 ） ； 造 模 后 第 7 天 ， 外 引 流

与 内 引 流 组 血 清 内 毒 素 水 平 较 造 模 前 明 显 增 高

（ 均 P < 0 . 0 5 ） ， 但 两 组 升 高 程 度 无 统 计 学 差 异

（P> 0 . 0 5 ） ； 引 流 术 后 第 7 天 ， 外 引 流 与 内 引 流

组 血 清 内 毒 素 水 平 较 造 模 后 第 7 天 明 显 下 降 （ 均

P<0 .05），但内引流组组下降程度大于外引流组

（P<0.05），基本恢复至造模前水平（P>0.05）

（表2）。

2.4  各组血 CD4+CD25+ 调节性 T 细胞比例的变化

假手术组CD4+CD25+调节性T细胞比例各时间

点差异无统计学意义（P>0.05）；造模后第7天，

外引流组与内引流组CD4+CD25+调节性T细胞比例

较造模前明显下降（均P<0 .05），但两组降低程

度无统计学差异（P>0.05）；引流术后第7天，外

引流组与内引流组CD4 +CD25+调节性T细胞比例较

造模后第7天明显升高（均P<0.05），但内引流组

升高程度大于外引流组（P<0 .05），基本恢复至

造模前水平（P>0.05）（表3）。

表 2　各组不同时间血清内毒素水平（pg/mL）
Table 2　Serum endotoxin levels in each group at different time 

points (pg/mL)
组别 造模前 造模后 7 d 引流术后 7 d

假手术组 5.5±0.7 5.6±0.9 4.9±0.9
外引流组 5.4±0.7 52.6±6.81)      9.3±1.41), 2)

内引流组 5.2±0.6 56.8±5.41)   5.7±0.92)

注：1）与造模前比较，P<0.05；2）与造模后 7 d 比较，
P<0.05 

Note: 1) P<0.05 vs. value before model establishment; 2) P<0.05 
vs. value at 7 d after model establishment

1.4.1  血 清 内 毒 素　 使 用 兔 内 毒 素 Elisa 试 剂 盒

（上海研域化学试剂有限公司），严格按试剂盒说

明书采用固相夹心法酶联免疫吸附法（ELISA）检

测血清中血清内毒素水平。

1.4.2  肝功能测定　使用日立 7600 全自动生化分

析仪检测血清 TBIL、DBIL、ALT。

1.4.3  血 CD4+CD25+ 调 节 性 T 细 胞 比 例　 使 用

试 剂 有： 淋 巴 细 胞 分 离 液（ 北 京 鼎 国 昌 盛 生 物 技

术有限公司），Anti-Rabbit CD4 FITC（Antigenix

公 司 ），Purified Mouse Anti-Rabbit CD25（BD 

Pharmingen 公司），Alexa Flour 647 donkey anti-
mouse IgG（Life Technologies 公 司）， 严 格 按 试

剂盒说明书对样本进行标记，标记后的样本经 BD 

FACSCalibur 流 式 细 胞 仪 分 析，Cellquest 软 件 获

取与分析数据，记录阳性细胞百分率。

1.5  统计学处理

采用SPSS 19.0统计学软件进行数据分析，所

有 数 据 用 均 数 ± 标 准 差 （x± s） 表 示 ， 组 间 比 较

采用单因素方差分析，P<0 .05为差异具有统计学

意义。

2  结　果

2.1  各组动物死亡情况

假手术组无动物死亡；外引流组造模后有2只

动 物 死 亡 ， 行 外 引 流 后 无 动 物 死 亡 ； 内 引 流 组 造

模后有1只动物死亡，内引流后无死亡情况；各组

死 亡 动 物 解 剖 可 见 大 量 黄 色 腹 水 ， 考 虑 为 胆 瘘 致

腹膜炎。

2.2  一般情况及肝功能改变

外 引 流 组 与 内 引 流 组 建 立 可 逆 型 梗 阻 性 黄 疸

模 型 后 3  d 出 现 黄 疸 ， 表 现 为 兔 耳 及 巩 膜 黄 染 ，

行 胆 汁 内 外 引 流 后 ， 兔 耳 及 巩 膜 黄 染 情 况 明 显 好

转；假手术组兔耳及巩膜未见黄染。

假 手 术 组 各 肝 功 能 指 标 各 时 间 点 差 异 均 无

统 计 学 意 义 （ 均 P > 0 . 0 5 ） ； 造 模 后 第 7 天 ， 外

引 流 与 内 引 流 组 肝 功 能 指 标 较 造 模 前 明 显 增 高

（ 均 P < 0 . 0 5 ） ， 但 两 组 之 间 差 异 无 统 计 学 意 义

（ P > 0 . 0 5 ） ； 引 流 术 后 第 7 天 ， 外 引 流 与 内 引

流 组 肝 功 能 指 标 均 较 造 模 后 第 7 天 明 显 下 降 （ 均

P<0 .05），且均与造模前水平差异无统计学意义

（均P>0.05）（表1）。

表 1　各组不同时间肝功能指标
Table 1　Liver function parameters in each group at different time points

组别
TBIL（μmol/L） DBIL（μmol/L） ALT（U/L）

造模前 造模后 7 d 引流术后 7 d 造模前 造模后 7 d 引流术后 7 d 造模前 造模后 7 d 引流术后 7 d
假手术组 2.9±0.7 3.0±0.7 3.3±0.8 2.1±0.6 2.3±0.6 2.5±0.7 40.9±8.6 44.9±8.3 42.8±5.6
外引流组 2.8±0.8 61.1±6.61) 4.7±2.32) 2.0±0.5 50.6±6.41) 3.8±2.02) 41.6±7.9 80.4±17.31) 50.1±12.62)

内引流组 2.8±0.7 60.4±7.81) 4.0±1.8 2) 2.1±0.6 48.8±7.61) 3.2±1.52) 43.8±8.6 83.1±15.31) 47.3±7.22)

注：1）与造模前比较，P<0.05；2）与造模后 7 d 比较，P<0.05  
Note: 1) P<0.05 vs. value before model establishment; 2) P<0.05 vs. value at 7 d after model establishment
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表 3　各组不同时间 CD4+CD25+ 调节性 T 细胞比例（%）
Table 3　Ratio of CD4+CD25+ regulatory T cells in each group 

at different time points (%)
组别 造模前 造模后 7 d 引流术后 7 d

假手术组 8.7±0.9 9.0±0.9 9.2±0.9
外引流组 8.8±0.8 5.7±0.91) 6.7±1.01), 2)

内引流组 8.6±0.7 5.5±0.71) 8.7±0.82)

注：1）与造模前比较，P<0.05；2）与造模后 7 d 比较，
P<0.05

Note: 1) P<0.05 vs. value before model establishment; 2) P<0.05 
vs. value at 7 d after model establishment

3  讨　论

3.1  梗阻性黄疸时血清内毒素的变化

梗 阻 性 黄 疸 时 胆 汁 不 能 顺 利 排 入 肠 道 ， 导 致

肠 道 胆 汁 酸 、 免 疫 球 蛋 白 等 缺 乏 ， 可 引 起 肠 道 革

兰 氏 阴 菌 过 度 生 长 ， 产 生 大 量 内 毒 素 ， 引 起 肠 道

黏膜损伤和门静脉内毒素血症[8]。内毒素经过门静

脉 到 达 肝 脏 ， 大 量 的 内 毒 素 合 并 高 胆 红 素 血 症 可

抑制Kupf fer细胞吞噬功能，使大量内毒素无法清

除 直 接 进 入 体 循 环 形 成 全 身 内 毒 素 血 症 ， 加 剧 高

胆 红 素 血 症 引 起 的 全 身 各 个 脏 器 损 伤 。 本 研 究

发 现 梗 阻 性 黄 疸 模 型 建 立 后 肝 功 能 指 标 和 血 清

内 毒 素 水 平 较 假 手 术 组 明 显 增 高 ， 与 文 献 [ 2 , 9 ]报

告 一 致 。

3.2  梗 阻 性 黄 疸 时 血 CD4+CD25+ 调 节 性 T 细

胞的变化

调节性T细胞是具有调节免疫反应的淋巴细胞

亚群，主要通过抑制自身反应性T细胞来介导免疫

耐受和缓冲炎症反应[10]。正常情况下调节性T细胞

维 持 在 一 定 水 平 ， 以 维 持 机 体 的 免 疫 平 衡 。 本 实

验结果显示梗阻性黄疸模型建立后血CD4 +CD25 +

调 节 性 T 细 胞 的 比 例 较 假 手 术 组 明 显 降 低 。

CD4+CD25+调节性T细胞明显减少，可造成免疫抑

制 能 力 的 缺 失 ， 从 而 可 能 会 导 致 许 多 不 同 的 免 疫

相关疾病 [11]。梗阻性黄疸时血清IL -6和TNF -α等

促炎症因子水平增高，调节性T细胞水平降低时分

泌IL-10、TGF-β等炎症抑制因子减少，减弱了炎

症 抑 制 作 用 ， 可 加 重 靶 器 官 损 伤 。 另 外 有 研 究 表

明 活 化 巨 噬 细 胞 具 有 很 强 的 抗 炎 潜 能 ， 参 与 免 疫

调 节 、 组 织 再 塑 、 寄 生 虫 杀 伤 和 肿 瘤 诱 导 ， 调 节

性T细胞能促进活化巨噬细胞的诱导 [12]，调节性T

细 胞 的 下 调 会 导 致 替 代 性 活 化 巨 噬 细 胞 的 减 少 ，

导致一系列的免疫功能变化。由此可见调节性T细

胞的下降可导致机体免疫功能低下。

3.3  梗阻性黄疸时血清内毒素变化与血 CD4+CD25+

调节性 T 细胞变化的关系

梗阻性黄疸时兔血CD4+CD25+调节性T细胞下

降 ， 可 能 是 高 胆 红 素 血 症 和 内 毒 素 血 症 共 同 作 用

的 结 果 ： ⑴  内 毒 素 可 改 变 机 体 的 T 细 胞 的 免 疫 平

衡。有研究 [13]表明内毒素可导致CD4 +/CD8 +T细胞

比例下降，CD4+T细胞比例减少，CD8+T细胞比例

增多。另有研究 [14]发现内毒素的上升可引起Th1/

Th2T细胞平衡发生变化，即Th1细胞分泌IFN -γ

和IL-2减少，Th2细胞分泌功能基本不受影响，而

IL-2是T细胞生长因子（TCRF），可促进T淋巴细

胞的增殖。CD4+T细胞比例减少和IL-2水平下降会

导致CD4+CD25+调节性T细胞减少。⑵ 抗原识别反

应可使调节性T细胞数量增加，抑制活性增强，并

向抗原所在的组织聚集 [ 15]。梗阻性黄疸时内毒素

水 平 增 加 ， 导 致 各 个 器 官 内 抗 原 识 别 反 应 增 强 。

⑶ CD25是IL-2受体的α链，梗阻性黄疸时患者外

周血淋巴细胞IL-2的活性明显下降，IL -2R表达阳

性率明显降低 [16]，说明胆红素可导致CD25水平下

调，间接地使调节性T细胞减少。

3.4  胆汁内外引流前后血清内毒素、血 CD4+CD25+

调节性 T 细胞的变化及意义

研究 [17-19 ]发现血清内毒素水平与手术创 伤程

度、术后SIRS及术后并发症发生率相关。此外，

手 术 创 伤 可 以 活 化 中 性 粒 细 胞 和 单 核 巨 噬 细 胞 分

泌大量的促炎症因子，如IL-6、TNF-α等，高水平

的促炎症因子可以导致器官损伤。调节性T细胞的

减少导致其分泌的IL-10、TGF-β等炎症抑制因子

减少，炎症抑制作用减弱，靶器官损伤可加重。

本 研 究 发 现 胆 道 梗 阻 解 除 后 血 清 内 毒 素 水 平

明 显 下 降 ， C D 4 +  C D 2 5 +调 节 性 T 细 胞 比 例 升 高 ，

说明减黄有助于改善细胞免疫功能。有研究 [ 20]表

明 单 纯 胆 汁 外 引 流 对 细 胞 免 疫 的 改 善 不 如 胆 汁 外

引 流 加 胆 汁 酸 喂 养 ， 而 胆 汁 内 引 流 在 改 善 细 胞 免

疫 时 更 快 且 效 果 更 好 ， 这 可 能 与 自 分 泌 的 胆 汁 更

好 的 改 善 了 机 体 肝 功 能 、 营 养 情 况 和 血 液 状 态 。

说 明 胆 汁 重 新 进 入 肠 道 恢 复 胆 盐 肝 肠 循 环 的 重 要

性。Sano等 [21-22 ]发现肠内胆汁也是维持机体免疫

的 重 要 组 成 ， 其 中 胆 盐 能 有 效 分 解 对 细 胞 免 疫 有

抑 制 作 用 的 内 毒 素 ， 胆 汁 还 有 助 于 提 高 梗 阻 性 黄

疸时肠黏膜内T淋巴细胞数量，抑制肠道内革兰氏

阴 性 细 菌 的 过 度 繁 殖 ， 减 少 内 毒 素 的 产 生 ， 维 持

肠 道 黏 膜 屏 障 的 完 整 性 ， 减 少 了 梗 阻 性 黄 疽 时 细

菌 移 位 的 发 生 率 。 本 实 验 结 果 提 示 ， 胆 汁 内 引 流

在降低血清内毒素、升高CD4 +CD25+调节性T细胞
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比例方面优于胆汁外引流，因此梗阻性黄疸条件允

许下应尽可能采用胆汁内引流的方式解除黄疸。
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