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  [摘要] 目的 研究脂多糖(LPS)构建大鼠肝内胆管炎症动物模型的最佳浓度。方法 80只大鼠分为空

白对照组、模型组A、B和C,每组各20只。空白对照组按5
 

mL/kg在肝内胆管一次性注射生理盐水,模型组

A、B、C分别按5.00、2.50、1.25
 

mg/kg
 

3种不同浓度在肝内胆管一次性注射LPS构建大鼠肝内胆管炎症动物

模型,观察大鼠存活时间共7
 

d。分别于造模后2、4、6、8
 

h和7
 

d采取各组大鼠血液进行血常规、生化检测,观

察大鼠血常规中白细胞计数(WBC)、中性粒细胞百分比(N%)、丙氨酸氨基转移酶(ALT)和天门冬氨酸氨基转

移酶(AST)炎性指标;同时采取各组大鼠肝脏组织,进行苏木素-伊红染色观察大鼠肝脏组织病理特征。根据造

模结果分析LPS构建大鼠肝内胆管炎症动物模型的最佳浓度。结果 在造模后2、4、6、8
 

h及造模后7
 

d,模型

组C的 WBC、N%、ALT及AST水平较其他3组明显升高(P<0.05)。模型组肝脏病理均有不同程度改变,
其中模型组C肝脏病理组织炎性改变及肝损伤改变最为明显。结论 在肝内胆管注射1.25

 

mg/kg
 

LPS是构

建大鼠肝内胆管炎症动物模型的最佳浓度。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

optimal
 

concentration
 

of
 

lipopolysaccharide
 

(LPS)
 

in
 

construc-
ting

 

rat
 

model
 

of
 

intrahepatic
 

cholangitis.Methods A
 

total
 

of
 

80
 

rats
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

blank
 

control
 

group,the
 

model
 

group
 

A,the
 

model
 

group
 

B
 

and
 

the
 

model
 

group
 

C
 

with
 

20
 

rats
 

in
 

each
 

group.In
 

the
 

blank
 

control
 

group,5
 

mL/kg
 

sodium
 

chloride
 

injection
 

was
 

injected
 

into
 

intrahepatic
 

bile
 

duct
 

at
 

one
 

time.The
 

model
 

group
 

A,B,C
 

was
 

injected
 

with
 

LPS
 

at
 

5.00,2.50
 

and
 

1.25
 

mg/kg,respectively,to
 

establish
 

the
 

rat
 

model
 

of
 

intrahepatic
 

cholangitis.The
 

survival
 

time
 

of
 

the
 

rats
 

was
 

observed
 

for
 

7
 

days.Blood
 

samples
 

of
 

the
 

four
 

groups
 

were
 

taken
 

at
 

2,4,6,8
 

h
 

and
 

7
 

d
 

after
 

modeling,respectively,and
 

the
 

blood
 

routine
 

and
 

biochemi-
cal

 

tests
 

were
 

performed
 

to
 

observe
 

white
 

blood
 

cell
 

count
 

(WBC),percentage
 

of
 

neutrophils
 

(N%),alanine
 

aminotransferase
 

(ALT)
 

and
 

aspartate
 

transaminase
 

(AST)
 

inflammatory
 

indexes.At
 

the
 

same
 

time,liver
 

tissue
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

was
 

stained
 

with
 

hematoxylin-eosin
 

to
 

observe
 

the
 

pathological
 

characteristics
 

of
 

liver
 

tissue.According
 

to
 

the
 

modeling
 

results,the
 

optimal
 

concentration
 

of
 

LPS
 

to
 

construct
 

the
 

rat
 

model
 

of
 

intrahepatic
 

cholangitis
 

were
 

evaluated.Results In
 

the
 

mold
 

after
 

2,4,6,8
 

h
 

and
 

7
 

d
 

after
 

building,compared
 

with
 

the
 

other
 

three
 

groups,WBC,N%,ALT
 

and
 

AST
 

levels
 

in
 

the
 

model
 

group
 

C
 

significantly
 

elevated
 

(P<
0.05).Liver

 

pathology
 

in
 

the
 

model
 

group
 

was
 

changed
 

to
 

varying
 

degrees,among
 

which
 

the
 

changes
 

of
 

inflammatory
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tissue
 

and
 

liver
 

injury
 

in
 

the
 

model
 

group
 

C
 

were
 

the
 

most
 

obvious.Conclusion Intrahepatic
 

bile
 

duct
 

injec-
tion

 

of
 

1.25
 

mg/kg
 

LPS
 

is
 

the
 

best
 

concentration
 

for
 

the
 

establishment
 

of
 

rat
 

model
 

of
 

intrahepatic
 

cholangi-
tis.
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  胆石症是指胆道系统包括胆囊或胆管内外发生

结石的疾病,是胆道系统中最常见的病变[1],肝内胆

管结石是胆结石的一种类型。我国胆石症的发病率

呈逐年递增趋势[2],其中肝内胆管结石的发病率在

2.0%~2.5%[3],欧美地区的发病率相对较低[4],其
在韩国及日本均是常见疾病。目前肝内胆管结石的

发病机制尚未明确,多认为它与胆道细菌和寄生虫感

染、胆管炎和胆汁淤滞、遗传和环境、饮食与代谢等多

种因素有关[5-8],且各种因素可相互作用促进结石形

成。因其易于复发并感染,能够引起肝左叶的萎缩、
纤维化和功能减弱,故本病治疗难度较大,具有复发

率高、残石率高、与肝内胆管癌关系密切等特点,在全

世界范围内属于难治型胆道疾病[9-11]。目前研究多倾

向于利用动物模型构建炎症环境[12-13],这已经被证实

是一种有效的研究方法。因此,本课题组提出构建炎

症动物模型,通过参照文献方法[14],在肝内胆管注射

脂多糖(LPS)构建大鼠肝内胆管炎症动物模型,探讨

肝内胆管炎症参与结石形成的机制,现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物

无特殊病原体(SPF)级健康雄性大鼠80只,体重

200~250
 

g,由长沙天勤生物技术有限公司提供,实验

动物许可证SCXK桂2011-0001。大鼠放置于饲养

笼,室内温度控制在23~25
 

℃,湿度保持在48%~
62%,适应性饲养7

 

d后进行实验。

1.1.2 试剂与仪器

熊去氧胆酸胶囊(意大利贝斯迪大药厂,国药准

字H20150398,0.25克/粒,25粒/盒)。LPS(北京索

莱宝科技有限公司,国药准字L8880,10毫克/支)。
全自动组织脱水机(Leica

 

ASP300S)、展烤片机(ZK-
PJ-1A 型)、Thermo

 

Shandon 切 片 机 (A78100101
型)、病理石蜡包埋机(TMA81010100)、全自动苏木

素-伊红(HE)染色仪器(DAKEWE)、倒 置 显 微 镜

(CKX41)、细 胞 自 动 计 数 器、超 低 温 冰 箱

(EXF40086V)、
 

台 式 高 速 冷 冻 离 心 机(Centrifuge
 

5810R)、超净工作台(SW-CJ-IFD)、日立7180自动生

化分析仪(HITACHI)、希森美康XT-1800i全自动血

液分析仪。

1.2 方法

1.2.1 腹腔内胆总管注射LPS诱导大鼠肝内胆管炎

症形成

1.2.1.1 实验分组

将80只大鼠分为空白对照组、模型组A、模型组

B和模型组C,每组各20只,放置于干净的饲养笼内

正常喂食饲养,自来水饮食共7
 

d。
1.2.1.2 模型构建

各组大鼠常规饲养7
 

d后,将1
 

mg
 

LPS重悬于1
 

mL无菌平衡盐溶液或细胞培养基,轻轻旋涡振荡直

至粉末完全溶解,变成模糊的淡黄色溶液,即得到

1
 

mg/mL的储存液。用浓度为10%的水合氯醛按1
 

mL/200
 

g通过左(右)下腹部采用腹腔注射大鼠进行

麻醉,将大鼠麻醉后、腹部剃毛、腹部朝上、一次性橡

皮筋固定四肢放置于木板上、聚维酮碘或乙醇消毒,
在剑突下靠右作横行切口,直径2~3

 

cm,切开皮肤、
肌肉、腹膜、找到十二指肠,用眼科镊子提起十二指

肠,再仔细观察十二指肠的肠系膜,找到淡黄色的韧

性很好的小管,即肝内胆管(见图1)。为研究不同浓

度的LPS构建大鼠肝内胆管炎症动物模型,本次实验

分为4组进行浓度研究对比,从中筛选出构建肝内胆

管炎症动物模型的最佳造模方案,空白对照组按5
 

mL/kg在肝内胆管一次性注射0.9%生理盐水,模型

组A、B、C分别按5.00、2.50、1.25
 

mg/kg
 

3种不同

浓度在肝内胆管一次性注射LPS构建大鼠肝内胆管

炎症动物模型(见图2)。均予常规饲料正常喂食,自
来水饮食,放置于干净饲养笼内,观察大鼠存活时间,
共7

 

d。造模过程中对死亡的大鼠进行解剖,提取肝

脏组织待后期进行病理检测。

图1  暴露大鼠肝内胆管

1.2.2 标本采集

用浓度为10%的水合氯醛按1
 

mL/200
 

g通过左

(右)下腹部采用腹腔注射进行大鼠麻醉。分别于造

模后2、4、6、8
 

h和7
 

d采集各组3只大鼠股动脉血液

标本,每只2
 

mL。同时于造模后7
 

d取各组3只大鼠

肝脏组织,切除右肝脏边缘组织,大小为0.3
 

cm×0.5
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cm,放置于甲醛溶液中浸泡待后期行病理检测。取完

标本后使用空气栓塞方法将大鼠处死。

图2  肝内胆管注射LPS

1.2.3 血液标本血常规、生化指标检测

大鼠股动脉血液放入4
 

℃的冰箱60
 

min,分别检

测白细胞计数(white
 

blood
 

cell,WBC)、中性粒细胞

百分比(percentage
 

of
 

neutrophils,
 

N%)、丙氨酸氨

基转移酶(alanine
 

aminortransferase,ALT)及天门冬

氨酸氨基转移酶(aspartate
 

transaminase,AST)的水

平变化。
1.2.4 HE染色观察大鼠肝脏组织病理特征

通过肝脏组织标本固定、脱水透明、石蜡包埋,切
片厚度在4

 

μm,展片,捞片,烘片脱去溶化组织间隙

的石蜡,将烤好的切片用弹簧夹夹好,放入全自动 HE
仪器中进行HE染色,取出吹干、封片,干燥后在显微

镜下观察肝脏组织病理切片。
1.3 统计学处理

采用SPSS20.0软件进行数据分析,计量资料以

x±s表示,比较采用方差分析;计数资料以频数或百

分率表示,比较采用χ2 检验,以P<0.05为差异有统

计学意义。
2 结  果

2.1 各组存活率比较

80只大鼠共存活45只,存活率为56%。术后

15
 

d大鼠伤口基本愈合,4组存活率比较,差异有统

计学意义(χ2=16.406,P=0.001),见表1。
表1  各组存活率比较(n=20)

组别 存活数(n) 死亡数(n) 存活率

空白对照组 15 5 75%

模型组A 5 15 25%

模型组B 9 11 45%

模型组C 16 4 80%

2.2 结果分析

2.2.1 不同时间段各组 WBC、N%、ALT及AST水

平比较

模型组C的 WBC、N%在造模8
 

h,ALT、AST在

造模后2、4、6、8
 

h较其他3组明显升高,差异有统计

学意义(P<0.05),见表2。
表2  不同时间段各组 WBC、N%、ALT及AST水平

   比较(n=3,x±s)

项目 空白对照组 模型组A 模型组B 模型组C

WBC(×109/L)

 2
 

h 4.2±2.3 4.1±1.2 5.5±1.4 5.7±1.2

 4
 

h 3.5±1.8 4.5±1.7 6.3±1.5 5.2±1.3

 6
 

h 3.6±2.1 4.8±1.3 5.9±2.1 7.1±2.3

 8
 

h 3.9±2.5 5.2±1.3 6.8±1.3 8.3±1.4ab

N%(%)

 2
 

h 5.3±2.2 6.9±2.7 7.6±3.1 9.2±3.4

 4
 

h 5.5±2.1 7.1±2.3 8.2±3.2 9.7±2.6

 6
 

h 6.1±2.3 7.3±2.6 7.8±2.5 10.2±3.5

 8
 

h 6.4±2.5 7.6±2.3 7.6±2.4 10.2±2.7ab

ALT(U/L)

 2
 

h 20±14 40±15 51±16a 81±15ab

 4
 

h 22±17 42±16 57±13a 92±17ab

 6
 

h 24±12 45±11 55±18a 102±13ab

 8
 

h 25±13 47±18a 60±14a 97±13ab

AST(U/L)

 2
 

h 13±7 51±15 61±23a 112±31ab

 4
 

h 17±9 55±13 65±18a 120±18ab

 6
 

h 21±11 53±11 71±15a 125±26ab

 8
 

h 23±12 57±14a 75±22a 131±15ab

  a:P<0.05,与空白对照组比较;b:P<0.05,与模型组A、B比较。

2.2.2 造模后7
 

d各组 WBC、N%、ALT及AST水

平比较

模型组C的 WBC、N%、ALT及AST水平较其

他3组明显升高,差异有统计学意义(P<0.05),见
表3。
表3  造模后7

 

d各组 WBC、N%、ALT、AST水平比较

   (n=3,x±s)

组别
WBC

(×109/L
 

)
N%
(%)

ALT
(U/L)

AST
(U/L)

空白对照组 5.0±3.7 5.1±3.5 21±16 18±15

模型组A 8.2±3.0a 7.5±5.5a 43±18a 55±24a

模型组B 8.5±2.5a 10.5±3.1a 62±23a 72±34a

模型组C 12.9±3.3ab 13.5±3.2ab 112±32ab 123±40ab

  a:P<0.05,与空白对照组比较;b:P<0.05,与模型组A、B比较。

2.2.3 造模后7
 

d各组肝脏组织病理结果

使用LPS造模7
 

d后,通过 HE染色,空白对照

组可见完整的正常肝细胞形成,未见炎性细胞浸润;
模型组A肝血窦间隙增大,炎性细胞呈向心性浸润;
模型组B炎性细胞浸润程度较模型组A轻;模型组C
可见肝内胆管排列紊乱,大量炎性细胞浸润肝内胆
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管,见图3。

  A:空白对照组;B:模型组A;C:模型组B;D:模型组C。

图3  肝脏病理结果(HE,×40)

3 讨  论

肝内胆管结石是肝胆外科中最常见的疾病,给人

们的健康带来严重影响。目前肝内胆管结石的发病

机制尚未明确,大部分学者认为其形成与肝内胆管炎

症密切相关。LPS是革兰阴性菌致病的重要因素之

一,它可以激活机体内皮细胞、平滑肌细胞、成纤维细

胞及单核吞噬细胞,诱导炎性因子合成和释放[15-16]。
相关研究显示,LPS可以诱导动物模型发生炎性反

应,如急性肝损伤、急性肺损伤、急性肾损伤[17-19]。本

实验采用LPS构建大鼠肝内胆管炎症动物模型,通过

血常规、生化检测及肝脏组织 HE染色探求肝内胆管

炎症参与结石形成的机制。在实验中严格控制LPS
注射剂量,有效减少了实验动物造模过程中的死亡

率,提高了造模成功率,其中模型组C的成活率较高;
不同浓度LPS可致大鼠 WBC、N%、ALT、AST水平

升高,模型组C最明显;肝脏病理组织可见肝内胆管

大量炎性细胞浸润。
在造模过程中发现以下几个问题:(1)LPS溶液

应储存于硅烷化容器内,在使用前需旋涡振荡至少30
 

min,如果振荡时间不够,则很难看到溶液变淡黄色。
LPS储存液可进一步用无菌平衡盐或细胞培养基稀

释至需要的浓度。该储存液(1
 

mg/mL)可放在4
 

℃
保存,大约1个月稳定。(2)每次腹腔注射前及灌胃

前大鼠需禁食,麻醉时,麻醉药需要根据大鼠体重计

算精准,避免麻醉剂量过大导致大鼠死亡。(3)对于

注射LPS的浓度,在造模过程中比较了5.00、2.50、
1.25

 

mg/kg这3种浓度,最终通过造模致死率,总结

出最佳的肝内胆管 LPS注射浓度为1.25
 

mg/kg。
(4)所有实验大鼠造模后,每只大鼠需要放置单独的

笼子里,避免双方互相斗殴致死。(5)造模术口应横

切,较好找到胆总管,术口切口不宜超过3
 

cm。如果

切口过大会使造模后大鼠因体温下降甚至失血过多

导致死亡。(6)室内温度低于23
 

℃会导致大鼠体温

下降或切口感染,进而伤口难愈合最后导致死亡。因

此,要保持室内温度控制在23~25
 

℃,湿度保持在

45%~65%,有利于大鼠生存及结石的形成,使造模

更容易成功[20]。
综上所述,肝内胆管注射1.25

 

mg/kg
 

浓度的

LPS是构建大鼠肝内胆管炎症动物模型的最佳浓度,
本研究为肝内胆管炎症动物模型的构建奠定了理论

基础,为相关临床与基础研究提供了新方法、新思路

及指导作用。
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