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西罗莫司抑制胆管缺血后代偿性增生的初步研究
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［摘要］　目的：探讨雷帕霉素对大鼠肝内胆管缺血后代偿性增生的影响。方法：雄性ＳＤ大鼠随机分配到对照组（假手术组，

ｎ＝２８），假手术＋雷帕霉素组（ｎ＝２８），缺血组（ｎ＝３２），缺血＋雷帕霉素组（ｎ＝３２），缺血组完全离断肝脏动脉血供，雷帕霉素

处理组每日予雷帕霉素２．０ｍｇ／ｋｇ灌胃，术后１、３、７、１４ｄ处死动物，取肝组织行 ＨＥ、Ｋｉ６７染色，高倍镜视野下计数汇管区

内小叶间胆管，汇管区周围小胆管，Ｋｉ６７阳性及阴性胆管细胞，计算平均小叶间胆管及汇管区周围胆管数目（总计数胆管数

目／总汇管区数目），Ｋｉ６７（＋）胆管细胞／Ｋｉ６７（－）胆管细胞比值。结果：与对照组比较，缺血组术后平均小叶间胆管数量明

显增加，给予雷帕霉素后，胆管缺血大鼠术后７、１４ｄ平均小叶间胆管数目减少；术后３ｄ，缺血组Ｋｉ６７阳性与阴性胆管细胞比

值达到高峰１．５９±０１７，明显高于对照组，给予雷帕霉素后，峰值水平降低。结论：雷帕霉素影响缺血胆管上皮细胞Ｋｉ６７抗

原表达，抑制肝内胆管代偿性增生。

［关键词］　西罗莫司；胆管；缺血；增生；Ｋｉ６７抗原

［中图分类号］　Ｒ６５７．３　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２００８）０７０８０００４

Ｒａｐａｍｙｃｉｎｉｎｈｉｂｉｔｓｃｏｍｐｅｎｓａｔｏｒｙｂｉｌｅｄｕｃｔｇｒｏｗｔｈａｆｔｅｒｉｓｃｈｅｍｉｃｉｎｊｕｒｙ

ＷＵＴｉａｎｔｉａｎ，ＹＡＮＧＧｕａｎｇｓｈｕｎ，ＺＨＡＯＪｕｎ，ＹＡＮＧＮｉｎｇ，ＺＨＡＮＧＨａｉｂｉｎ，ＺＨＯＮＧＸｉｎｐｉｎｇ，ＳＨＡＯＺｈｕｏ

ＳｅｃｏｎｄＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＢｉｌｉａｒｙＳｕｒｇｅｒｙ，ＥａｓｔｅｒｎＨｅｐａｔｏｂｉｌｉａｒｙＨｏｓｐｉｔａｌ，ＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００４３８，Ｃｈｉｎａ

［ＡＢＳＴＲＡＣＴ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｉｍｐａｃｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎｏｎｃｏｍｐｅｎｓａｔｏｒｙｂｉｌｅｄｕｃｔｇｒｏｗｔｈｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｉｓｃｈｅｍｉｃｉｎｊｕｒｙ．

Ｍｅｔｈｏｄｓ：ＭａｌｅＳＤｒａｔｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙａｓｓｉｇｎｅｄｔｏ４ｇｒｏｕｐｓ：ｓｈａｍ （ｎ＝２８），ｓｈａｍ＋ｒａｐａｍｙｃｉｎ（ｒａｐａ，ｎ＝２８），ｉｓｃｈｅｍｉａ（ｎ＝３２），

ｉｓｃｈｅｍｉａ＋ｒａｐａｇｒｏｕｐ（ｎ＝３２）．Ｃｏｍｐｌｅｔｅｈｅｐａｔｉｃａｒｔｅｒｉａｌｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｉｎｔｈｅｌａｔｔｅｒ２ｇｒｏｕｐｓ；ｇａｓｔｒｉｃｌａｖａｇｅｗｉｔｈｒａｐａｍｙｃｉｎ
（２ｍｇ／ｋｇ／ｄａｙ）ｗａｓｇｉｖｅｎｔｏｒａｔｓｉｎｒａｐａｇｒｏｕｐｓ．Ｆｒｅｓｈｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄｏｎｄａｙ１，３，７，ａｎｄ１４ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅｌｙａｎｄｗｅｒｅ

ｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ（ＨＥ，Ｋｉ６７）．Ｉｎｔｅｒｌｏｂｕｌａｒｂｉｌｅｄｕｃｔｗｉｔｈｉｎｐｏｒｔａｌｔｒａｃｔａｎｄｐｅｒｉｐｏｒｔａｌｂｉｌｅｄｕｃｔｕｌｉｗｅｒｅ

ｃｏｕｎｔｅｄｉｎＨＥｓｔａｉｎｅｄｓｅｃｔｉｏｎｓ．Ｋｉ６７ｐｏｓｉｔｉｖｅａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｂｉｌｅｄｕｃｔｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｏｕｎｔｅｄｉｎＫｉ６７ｉｍｍｕｎｏｌａｂｅｌｌｅｄｓｅｃｔｉｏｎｓ．

Ａｖｅｒａｇｅｉｎｔｅｒｌｏｂｕｌａｒｄｕｃｔｓ，ｐｅｒｉｐｏｒｔａｌｄｕｃｕｌｉａｎｄ ｒａｔｉｏｏｆＫｉ６７ｐｏｓｉｔｉｖｅｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ／ｎｅｇａｔｉｖｅｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃａｌｃｕｌａｔｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：

Ｉｓｃｈｅｍｉａｇｒｏｕｐｈａｄｏｂｖｉｏｕｓｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｎｕｍｂｅｒｏｆｉｎｔｅｒｌｏｂｕｌａｒｄｕｃｔｓｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｓｈａｍｇｒｏｕｐ．Ｒａｐａｍｙｃｉｎｌａｖａｇｅｉｎｈｉｂｉｔｅｄｉｎｔｅｒｌｏｂｕｌａｒ

ｄｕｃｔｉｎｃｒｅａｓｅｏｎｄａｙ７ａｎｄｄａｙ１４ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅｌｙｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｉｓｃｈｅｍｉａｇｒｏｕｐ．ＩｎｉｓｃｈｅｍｉａｇｒｏｕｐＫｉ６７（＋）／（－）ｒａｔｉｏｒｅａｃｈｅｄｉｔｓ

ｐｅａｋｌｅｖｅｌ（１．５９±０１７）３ｄａｙｓａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎ，ｂｅｉｎｇｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｓｈａｍｇｒｏｕｐ．Ｒａｐａｍｙｃｉｎｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｐｅａｋｖａｌｕｅ

ｏｆＫｉ６７（＋）／（－）ｒａｔｉｏ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＲａｐａｍｙｃｉｎｃａｎｒｅｄｕｃｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫｉ６７ａｎｔｉｇｅｎａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｃｏｍｐｅｎｓａｔｏｒｙｂｉｌｅｄｕｃｔｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

ｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｉｓｃｈｅｍｉｃｉｎｊｕｒｙ．
［ＫＥＹＷＯＲＤＳ］　ｓｉｒｏｌｉｍｕｓ；ｂｉｌｅｄｕｃｔｓ；ｉｓｃｈｅｍｉａ；ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ；Ｋｉ６７ａｎｔｉｇｅｎ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００８，２９（７）：８００８０３］

［收稿日期］　２００７１１２８　　　　［接受日期］　２００８０３１３
［作者简介］　吴田田，博士生．Ｅｍａｉｌ：ｗｕｔｔｉａｎ＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ
通讯作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２１２５０７０７６９，Ｅｍａｉｌ：ｄｆｇｄｚｊ＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ

　　肝脏外科领域中、手术损伤、肝脏移植、脏器保
存、栓塞介入治疗都可能破坏肝脏动脉系统，影响胆
管血供，导致胆管损伤。胆管增生是胆管损伤后的
重要代偿性反应，利于恢复胆汁引流，改善肝内胆汁
淤积［１］。ｍＴＯＲ特异性抑制剂西罗莫司的抗增殖
活性是否会影响肝内胆管代偿性增生，目前未见报
道。本研究通过完全离断大鼠肝脏动脉血供，建立

大鼠胆管缺血模型，观察大鼠胆管增生情况及西罗
莫司对胆管增生的影响。

１　材料和方法

１．１　实验动物　雄性ＳＤ大鼠（体质量３００～４００ｇ）
购自第二军医大学动物实验中心，于第二军医大学

ＳＰＦ动物饲养中心饲养，昼夜节律，自由进食、水。所
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有实验动物随机分为４组：（１）缺血组（ｎ＝３２）；（２）缺
血＋西罗莫司组（ｎ＝３２）；（３）假手术组（对照组，ｎ＝
２８）；（４）假手术＋西罗莫司处理组（ｎ＝２８）。

１．２　胆管缺血模型的建立　自制面罩予实验动物
持续吸入乙醚，监测呼吸深度及频率，及时调整乙醚
吸入量；麻醉满意后，常规安尔碘消毒上腹部，正中
切口进腹（切口长约４ｃｍ）；显露肝脏，完全游离肝
周围结缔组织；向头侧轻轻牵拉肝脏，显露肝门，分
离肝动脉，靠近肝动脉分叉处离断结扎肝动脉；游离
并横断胆总管，置入内支撑管，结扎固定；观察肝门
部胆管无增粗，无胆漏，去除乙醚面罩，关腹。假手
术组大鼠持续乙醚吸入麻醉，行开关腹手术。西罗
莫司处理组自手术日始每日予西罗莫司２．０ｍｇ／ｋｇ
灌胃，其他组予生理盐水２ｍｌ／ｋｇ灌胃。

１．３　组织标本的获取　各实验组于术后第１、３、７日
分别处死６只实验动物，术后１４ｄ处死全部动物（此
时缺血组ｎ＝７，缺血＋西罗莫司组ｎ＝６，对照组ｎ＝
８，假手术＋西罗莫司组ｎ＝７）。乙醚吸入麻醉，显露
肝脏，切取肝脏组织，置１０％中性甲醛中固定。

１．４　免疫组化检测　１０％中性甲醛固定标本送第
二军医大学长海医院实验病理科予石蜡包埋，切片，
行 ＨＥ 染色及 Ｋｉ６７染色（ＥｎＶｉｓｉｏｎ方法，抗鼠

Ｋｉ６７一抗购自ＤＡＫＯ公司，按１１００稀释）。高
倍镜视野下，每只实验动物 ＨＥ切片观察１５～２０
个汇管区，分别计数汇管区内小叶间胆管、汇管区周
围小胆管，计算平均小叶间胆管及汇管区周围胆管
数目（总计数胆管数目／总汇管区数目）。Ｋｉ６７染色
切片分别计数 Ｋｉ６７阳性及阴性胆管细胞，计算阳
性阴性胆管细胞比值，即 Ｋｉ６７（＋）胆管细胞数／

Ｋｉ６７（－）胆管细胞数。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１００统计学软件，结
果以珚ｘ±ｓ珔ｘ表示，多个独立样本比较采用 Ｋｒｕｓｋａｌ
ＷａｌｌｉｓＨ 检验，两独立样本间的比较采用秩转换处
理后行ＯＮＥＷＡＹＡＮＯＶＡ检验，Ｐ＜００５时认为
存在统计学差异。

２　实验结果

２．１　ＨＥ及Ｋｉ６７染色分析　术后对照组及假手
术＋西罗莫司组未见明显胆管增生反应，Ｋｉ６７阳性
染色未见增强，而缺血组胆管增生反应明显，包括小
叶间胆管的增生，汇管周围胆管增生，同时可见汇管
区内小动脉的增生，汇管区出现大量Ｋｉ６７阳性胆管
细胞，肝细胞Ｋｉ６７染色未见增强。缺血＋西罗莫司
组术后也可见胆管增生和Ｋｉ６７阳性增强（图１）。

图１　术后ＨＥ染色（Ａ～Ｄ）及Ｋｉ６７染色（Ｅ～Ｈ）照片
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３ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅｌｙ，ｂｕｔｉｎａｒｅｌａｔｉｖｅｌｙｍｉｌｄｅｒｍａｎｎｅｒ（Ｈ）．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００（ＡＤ）；×４００（ＥＨ）
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２．２　胆管计数分析

２．２．１　小叶间胆管计数　术后各时间点对照组小
叶间胆管数目无明显变化（Ｐ＝０８９４，图２Ａ）。假
手术＋西罗莫司组与对照组间胆管数目无明显差异
（各时间点Ｐ＞００５）。缺血组小叶间胆管数量术
后明显增加，术后７ｄ平均小叶间胆管数量达到
（４．６０±０６５），显著高于对照组（０８８±００６，Ｐ＜
０００１），术后１４ｄ小叶间胆管数量达到（４．９４±
０３３），仍 显 著 高 于 对 照 组 （０９３±００４，Ｐ＜
０００１）。术后７ｄ，缺血＋西罗莫司组平均小叶间胆
管数为 （２．５３±０４４），明显低于缺血组 （Ｐ＝
００３４）；术后１４ｄ，缺血＋西罗莫司组平均小叶间胆
管数仍低于缺血组（Ｐ＝００２６）。

图２　小叶间胆管计数（Ａ）、汇管周围胆管计数（Ｂ）和

Ｋｉ６７阳性阴性细胞比值（Ｃ）

Ｆｉｇ２　Ｉｎｔｅｒｌｏｂｕｌａｒｂｉｌｅｄｕｃｔｃｏｕｎｔｉｎｇ（Ａ），

ｂｉｌｅｄｕｃｔｃｏｕｎｔｉｎｇａｔｐｅｒｉｐｏｒｔａｌｂｉｌｅｄｕｃｔｕｌｉ（Ｂ）ａｎｄ

Ｋｉ６７ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｔｏｎｅｇａｔｉｖｅｃｅｌｌｒａｔｉｏ
Ｐ＜０００１ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜００５ｖｓｉｓｃｈｅｍｉａｇｒｏｕｐ．１，３，７ｄ：

ｎ＝３２ｆｏｒｉｓｈｃｈｅｍｉａｇｒｏｕｐ，ｎ＝３２ｆｏｒｉｓｃｈｅｍｉａ＋ｒａｐａｍｙｃｉｎｇｒｏｕｐ，ｎ

＝２８ｆｏｒｓｈａｍｇｒｏｕｐ，ｎ＝２８ｆｏｒｓｈａｍ＋ｒａｐａｍｙｃｉｎｇｒｏｕｐ；１４ｄ：ｎ＝７，

６，８ａｎｄ７，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；珚ｘ±ｓ

２．２．２　汇管区周围胆管计数　术后对照组、假手

术＋西罗莫司组汇管区周围胆管增生不明显（图

２Ｂ）。与对照组比较，缺血组术后１、３、７、１４ｄ平均
汇管区周围胆管数量均明显增加（Ｐ值均＜０００１）。
缺血＋西罗莫司组平均汇管区周围胆管数量也有增
加，各时间点平均值均低于缺血组，但仅于术后第

１、７ｄ形成统计学显著差异［术后１ｄ：缺血＋西罗莫
司组 （１．０２±０１５）ｖｓ缺血组（１．５０±００８），Ｐ＝
００４２；术后７ｄ：缺血＋西罗莫司组 （１．０７±０１５）

ｖｓ缺血组（１．８４±０３８），Ｐ＝０００９］。

２．３　Ｋｉ６７阳性阴性胆管细胞比值　对照组术后
该比值无明显变化，各时间点比较无统计学差异
（Ｐ＝０２５３，图２Ｃ），缺血组术后Ｋｉ６７阳性阴性胆
管细胞比值明显升高，术后３ｄ达到峰值（１．５９±
０１７），明显高于对照组（００５±００１，Ｐ＜０００１）；
缺血＋西罗莫司组 Ｋｉ６７阳性阴性胆管细胞比值
也于术后３ｄ达到峰值，但其峰值水平（０９９±
０１６）明显低于缺血组（Ｐ＝０００２）。

３　讨　论

　　西罗莫司是ｍＴＯＲ的特异性抑制剂，它主要与
细胞内受体ＦＫＢＰ１２结合，形成ＦＫＢＰ西罗莫司复
合物，该复合物与ｍＴＯＲ分子上ＦＲＢ结构域结合，
抑制ｍＴＯＲ激酶活性［２３］，进而影响细胞增殖分化，
使细胞周期停留在Ｇ１期，发挥抗增殖活性。作为抗
排异用药，西罗莫司已经在器官移植领域得到广泛
应用。最近研究发现，西罗莫司还具有抗肿瘤［４５］、
抗肝纤维化［６］、延缓多囊性肾病进展［７８］、防治冠状动
脉成型术后再狭窄［９］等药效。然而，越来越多的文献
提示，西罗莫司可能导致严重的不良反应，如肺毒
性［１０１１］，血管性水肿［１２］，抑制边缘供肾内皮细胞的自
身修复［１３］、影响受损肾小管上皮细胞的增生修复［１４］

等。这表明，西罗莫司抗增殖活性既带来广阔临床应
用前景，也可能导致严重的不良反应。

　　本实验中，ＨＥ染色结果显示，对照组术后未见
明确胆管增生，而缺血组胆管增生明显，既包括小叶
间胆管增生，也包括汇管区周围小胆管的增生，这与

Ｂｅａｕｓｓｉｅｒ等［１］报道的结果一致。在增生胆管周围，
还可见小动脉增生。小叶间胆管计数发现，与对照
组相比缺血组术后汇管区小叶间胆管数目明显增

多，术后２周内与时间变化呈现正相关趋势。西罗
莫司处理胆管缺血大鼠后，小叶间胆管数目增加幅
度下降，术后７ｄ、１４ｄ与缺血组间表现出显著差异
（Ｐ值分别为００３４及００２６），这提示：西罗莫司对
胆管缺血大鼠肝内小叶间胆管的代偿性增生有抑制

作用。
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　　汇管周围胆管计数结果显示，与对照组比较，缺
血组术后汇管周围小胆管数目增加，提示汇管周围
小胆管也参与代偿性增生反应，促进肝内胆管系统
功能的恢复。给予西罗莫司后，胆管缺血大鼠汇管
周围胆管数目下降，并于术后１、７ｄ具有统计学差
异。我们认为，汇管周围小胆管参与代偿性增生反
应，西罗莫司对于该反应可能存在抑制作用。

　　Ｋｉ６７抗原是细胞Ｇ１、Ｓ、Ｇ２及 Ｍ期出现的一种
耐酸核抗原，半衰期约６０～９０ｍｉｎ，在ＤＮＡ合成过
程中发挥重要作用，是调节细胞周期必不可少的组
成部分，它与细胞增殖密切相关，其含量反映细胞增
殖活性。细胞脱离增生期后，Ｋｉ６７被迅速降解，故
采用Ｋｉ６７抗原作为检测细胞增殖指标时，结果的
可靠性高于半衰期长的增生细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａ
ｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）。本实验Ｋｉ６７染
色结果显示，对照组术后汇管区内 Ｋｉ６７阳性染色
未见增强，缺血组术后汇管区内 Ｋｉ６７阳性胆管细
胞明显增多，同时肝细胞染色无明显增强。完全阻
断肝脏动脉血供后，肝细胞仍可以获得门静脉滋养，
无明显缺血表现，而胆管系统因其血供的单一性，缺
血明显，代偿性增生显著，胆管上皮细胞增殖活性增
强。术后３ｄ缺血组汇管区Ｋｉ６７（＋）胆管数目胆
管Ｋｉ６７（－）胆管数目比值达到高峰，西罗莫司处理
后峰值水平下降（１．５９±０１７ｖｓ０９９±０１６，Ｐ＝
０００２）。这提示，西罗莫司抑制缺血后肝内胆管Ｋｉ
６７抗原表达，影响胆管增生。

　　假手术＋西罗莫司处理组与对照组之间胆管形
态，数量及Ｋｉ６７抗原表达均无明显差异，提示西罗
莫司仅抑制胆管的代偿性增生反应，对于正常静止
期胆管上皮无明确影响。

　　肝内胆管血供主要来自肝动脉系统，通过胆管
周围动脉丛供给［１５１６］。肝脏移植等肝脏外科手术以
及介入栓塞，介入化疗等操作都可能损伤肝脏动脉
系统［１７］，造成肝内胆道系统的缺血，缺氧，导致胆管
损伤。胆管损伤后上皮细胞出现代偿性增生反应，
对于代偿肝内胆管系统功能不全，促进胆汁引流有
着重要的意义［１］。此时应用西罗莫司，一定程度上
抑制了胆管上皮细胞 Ｋｉ６７抗原表达，影响肝内胆
管代偿性增生反应，不利于胆道系统功能的恢复，还
可能加重肝内胆汁淤积。
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