
书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报
!

!"#$

年
%

月第
&'

卷第
%

期
!!

!""

#

!""

$$$%&

'

())*%+,

()*+,-.)/0123*4056,)03+7.4.8*2

9

7,+.)*4:3.;,2<.8

9

#

/14=!"#$

#

>04=&'

#

?0=%

@AB

!

#"=&%!C

"

6D=/=#""E=!"#$=""%C#

!论
!

著!

!收稿日期"

!

!"#CG#!G#E

!!!!

!接受日期"

!

!"#$G"CG!E

!基金项目"

!

上海市卫生和计划生育委员会科研课题青年项目$

!"#CĈ "#FF
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!摘要"

!

目的
!

探讨一种更安全有效且符合生理解剖的反流性食管炎动物模型的建立方法&

方法
!

健康
$

个月龄新

西兰大白兔
C$

只#随机均分为
&

组!贲门括约肌切开术组$

(

组%#贲门括约肌部分切除术组$

]

组%#

Y024,

9

导尿管气囊扩张术

组$

J

组%&建模前行食管造瘘术#

&

组兔分别采用各自方法建立反流性食管炎模型#术前及术后
!

周进行
!CM

K

Q

值监测#术

后
C

周处死动物#观察大体标本及镜下标本&

结果
!

]

组死亡率较其余两组高$

8d"="$%

%&

]

组兔
!CM

内
K

Q

&

C

的时间百

分比'反流次数及
K

Q

&

C

持续时间超过
$-.3

的反流次数均高于其余两组#

J

组略高于
(

组#但差异无统计学意义(三组造模

成功率几近相同&造模成功的兔中#

]

组中重度反流性食管炎比例较高#但差异无统计学意义&

结论
!

贲门括约肌部分切除

术造模效果较为理想#但死亡率高(气囊扩张术术式简单#安全性高#造模效果理想#且符合正常生理解剖结构#适合内镜治疗

及其他新型治疗方法的基础研究&
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%松弛是胃食管反流病$

L

*<820,<0

K

M*

L

,*42,541X
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H̀O@

%发病的重要机制之一*
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&针对该病

因的治疗一直是国内外学者关注和研究的热点&合
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适的
H̀O@

动物模型对于
RH6

松弛发病的机制探

索以及治疗评价具有重要价值&目前较为公认的构

建
RH6

松弛动物模型的方法主要是贲门括约肌切

开术*

!G&

+和贲门括约肌部分切除术*

C

+

#但上述两种术

式人为破坏了
RH6

#不能完全解释反流性食管炎的

发病&理想的
H̀O@

动物模型应既具有典型的临

床指标及病理特征#又要尽可能地保持正常生理解

剖结构&因此#本研究采用小儿
#"Y2

双腔导尿管

$巴德
Y024,

9

J*8M,8,2

%行
RH6

球囊扩张术#尽可能

保持浆膜层及黏膜层的完整#并对比分析其与贲门

括约肌切开术和贲门括约肌部分切除术的建模效

果#寻求更安全有效且符合生理解剖的反流性食管

炎模型的建立方法&

C

!

材料和方法

#=#

!

实验动物与分组
!

健康
$

个月龄新西兰大白

兔
C$

只$第二军医大学实验动物中心%#雌雄不拘#

体质量
!=$

"

&_

L

#随机分为
&

组!贲门括约肌切开

术组$

(

组%#贲门括约肌部分切除术组$

]

组%#

Y02G

4,

9

导尿管球囊扩张术组$

J

组%#每组各
#$

只&

#=!

!

手术方法
!

术前
!CM

禁食#

'M

禁水#

#"Z

水

合氯醛$

&-R

"

_

L

%腹腔内注射#麻醉后仰卧固定于

木板上#常规备皮及消毒&

(

组选取剑突下正中切

口#长约
%)-

#逐层切开进入腹腔#充分暴露并游离

食管下端及胃食管交界区#自制
!

条橡皮筋$从无菌

手套取材%#从食管后方提起食管#并向上下两端拉

伸
RH6

#使
RH6

保持张力#于胃食管交界区前壁做

一长约
&)-

的纵行切口$食管侧
!)-

#胃侧
#)-

%#

完全切开胃食管交界区平滑肌#使胃黏膜及食管黏

膜外露$图
#(

%&

]

组术前经口插入胃管#在胃管支

撑下#切开并游离胃食管交界区的平滑肌#将胃食管

交界区前
#

"

!

周径的平滑肌完整切除#使胃黏膜及

食管黏膜充分外露$图
#]

%&

J

组!撑开并固定兔上

颚#经口插入
#"Y2

双腔导尿管&取剑突下正中切

口#长约
%)-

#逐层切开进入腹腔#充分暴露并游离

食管下端及胃食管交界区#在食管后方放置
!

条橡

皮筋#标记
RH6

的近端及远端$图
#J

%#向导尿管气

囊内注入
E-R

气体后#向外拉出气囊直至拉不出

为止#此时气囊位于胃食管交界处&抽出气囊气体

后#向食管内拉入
!

"

&)-

#使气囊位于
RH6

处#注

入
E-R

气体#见下端食管括约肌充分扩张#并以橡

皮筋从食管后方牵拉食管以固定扩张的球囊$图

#J

%#维持
$-.3

#重复
!

次#每次间隔
&-.3

&术后

处理!

&

组兔术后
!CM

禁食$术后当天下午可进水%#

术后
#

"

!+

少量进食#术后
&

"

C+

恢复正常饮食&

图
C

!

E

组兔反流性食管炎建模手术

M%

'

C

!

L"#

'

(#%($-,#($/.34%$1%&

''

.$/#,($,

*

1.

'

(.4#(-4")

6%$(.$(9,6(4%&#.33%/$,-E

'

#,"

*

$

(

!

J*2+.*<

K

M.3)8,2.3).<.03

(

]

!

J*2+.*<

K

M.3)8,2

K

*28.*44

9

2,G

<,)8.03

(

J

!

]*44003+.4*8*8.0305Y024,

9

)*8M,8,2

#=&

!

食管下段
K

Q

监测
!

建模前行食管造瘘术#以

#"Z

水合氯醛麻醉#取颈正中切口为手术入路#常规

消毒'铺单后#切开皮肤'肌肉组织#探及食管#荷包

缝合食管侧壁#直径约
"=$)-

#切开食管侧壁#置入

内径
"=E)-

橡皮管
"=$)-

后#荷包缝合固定$图

!

%#注意保持橡皮管内径通畅#将橡皮管缝合固定于

食管壁及肌肉组织&在深浅筋膜间建立皮下隧道并

开口至颈后中线#将橡皮管沿皮下隧道引出并固定

在颈后正中线皮肤开口处#缝合皮肤#封闭橡皮管开

口#术毕&

K

Q

值测定采用荷兰
776

公司
A2.03

便

携式
K

Q

监测仪#将导管电极在
K

Q

分别为
%="

及

#="%

的缓冲液中校正&开放橡皮管#置入
K

Q

值监

测电极
#")-

左右$位于
RH6

上方
$)-

%&将
K

Q

值监测仪用自制腹带固定于兔背部&术前及术后第

F

天监测
!CM

下端食管
K

Q

值#观察
!CM

内
K

Q

值
&

C

的时间所占百分比'反流次数'持续时间超过

$-.3

的反流次数及最长反流时间&

图
D

!

食道造瘘术

M%

'

D

!

2$,

*

1.

'

(.4-%$/"4./%,&

#=C

!

食管黏膜肉眼及光镜病理观察
!

术后
C

周处

,

!C%

,
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应用
Y024,

9

导尿管建立兔反流性食管炎模型

死动物后#取下食管下段及部分贲门组织#纵行切开

食管壁#以生理盐水轻冲洗食管腔#肉眼观察食管黏

膜并按照食管炎指数评分标准*

$

+进行评分#具体评

分标准为
"

级!正常(

(

*

!点状或条状发红'糜烂
&

!

处(

(

U

!点状或条状发红'糜烂
%

!

处(

$

级!有条状

发红'糜烂#并有融合#但并非全周性#融合
&

%$Z

(

)

级!病变广泛#发红'糜烂融合呈全周性#融合
%

%$Z

&将食管标本置于
#"Z

甲醛中固定
#!

"

!CM

#

再将标本脱水'石蜡包埋#进行
QGH

染色#并于光镜

下评估食管炎指数#评价标准为!轻度$鳞状上皮增

生'黏膜固有层乳头延伸'上皮细胞层内炎细胞浸

润%(中度$黏膜糜烂%(重度$溃疡形成#

]*22,88

食管

改变%

*

$

+

&术后
C

周存活且组织学有食管炎表现的

可视为造模成功&

#=$

!

统计学处理
!

采用
6D66#F="

软件进行统计

学处理#多组计量资料根据数据是否正态分布分别

采用方差分析$正态分布%和非参数检验$非正态分

布%#本研究多组计量资料均符合正态分布#故

均采用方差分析&多组计数资料采用
+

!检验比较&

检验水准$

#

%为
"="$

&

D

!

结
!

果

!=#

!

一般情况
!

(

组死亡
!

只$

!

"

#$

%#死亡原因分

别为食管穿孔和腹腔感染&

]

组死亡
'

只$

'

"

#$

%#

其中
!

只因食管缺损过大修补后导致食管狭窄而厌

食#

#

只因严重的反流导致窒息#

!

只出现食管穿孔#

#

只死于术后
#

周腹部伤口感染&

J

组死亡
#

只$

#

"

#$

%#死于腹腔内出血&

]

组死亡率较其余两组增高

$

8d"="$%

%&

!=!

!K

Q

值检测
!

术后
!

周#

(

'

]

'

J

各组分别有

#&

'

F

'

#C

只兔进行食管下段
K

Q

值测定&

&

组兔术

后
K

Q

&

C

的时间百分比'反流次数及
K

Q

&

C

持续

时间超过
$-.3

的反流次数均高于术前$

8

&

"="$

#

表
#

%(而
]

组兔上述指标均高于其余两组#

J

组略

高于
(

组#但差异均无统计学意义&

!=&

!

病理观察

!=&=#

!

大体标本
!

(

组存活兔中
'

只食管黏膜光

滑#未见明显炎症反应#

!

只出现条状红斑#

C

只出现

条状红斑伴融合#另外
#

只黏膜白色溃疡及瘢痕&

]

组造模成功
E

只#

#

只出现数个细小红点#

$

只出现

片状红斑及糜烂#

!

只呈全周性糜烂伴融合(

J

组中

$

只食管黏膜正常#

&

只出现了黏膜数个充血点及条

带#

C

只出现局部黏膜糜烂#但未扩散食管全周#且

无明显缺损#

!

只为全周性红肿#

&

组造模成功率几

近相同$表
!

%#排除死亡兔后#

]

组中重度食管炎的

发生率较高#但差异无统计学意义&

表
C

!

各组兔术前及术后
D

周
DS1

*

I

值监测结果比较

8.3C7,9

*

.#%$,&,-DS1

*

I9,&%/,#%&

'

#($"4/$

*

#(,

*

(#./%5(4

B

.&6D0((T$

*

,$/,

*

(#./%5(4

B

%&/1(E

'

#,"

*

$

!!!!!!!
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K
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K

,2*8.;,4

9

D0<80

K
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( ,d#$ ,d#&

N08*48.-,

K

Q

&

C

$

Z

%

#=!"c"=$E ##='!c##=%# "=""$

?1-U,2052,541X,

K

.<0+,< #'=#&c$=!C $'='Cc&F=$" "=""!

?1-U,2052,541X,

K

.<0+,<

#

$-.3 "=C%c"=%C $="%cC=$% "=""!

] ,d#$ ,dF

N08*48.-,

K

Q

&

C

$

Z

%

#=&$c"='% !"=!'c#E="& "="#C

?1-U,2052,541X,

K

.<0+,< #%=%&c$="# E'=EFcCC=&E "=""!

?1-U,2052,541X,

K

.<0+,<

#

$-.3 "=$&c"=%C F=##cC='E "=""#

J ,d#$ ,d#C

N08*48.-,

K

Q

&

C

$

Z

%

#=&Ec"='% #$='!c#'=&! "=""E

?1-U,2052,541X,

K

.<0+,< #E=C"cC=C$ %C=#$cCF=%C "=""C
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K

.<0+,<

#

$-.3 "=E"c"=FC '="EcC=C' "=""#

,
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表
D

!

术后
D

周
E

组兔食管大体观察

8.3D

!

2$,

*

1.

'

(.4-%&6%&

'

$,-#.33%/$"&6(#6%#(+/5%$%,&D0((T$

*

,$/,

*

(#./%5(4

B

%&/1(E

'

#,"

*

$

(

L

201

K

]

L

201

K

J

L

201

K

8;*41,

J0-

K

*2.<0305808*4)*<,<

!

J*<,<

$

,

%

#$ #$ #$

!

61)),<<514-0+,4<Z

$

,

"

:

%
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$

%

"

#$

%
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$

E
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%

"
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%

EE=F

$

E

"

F

%

'C=&

$

F

"

#C

%

"=#E%

2̀*+,05,<0

K

M*

L
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!!!

"Z

$

,

"

:

%

C'=!

$

'

"

#&

%

##=#

$

#

"

F

%

&$=%

$

$

"

#C

%

"=$%E

!!!!!!!!!!! (

*

#

(

UZ

$

,

"

:

%

#$=C

$

!

"

#&

%

##=#

$

#

"

F

%

!#=C

$

&

"

#C

%

!!!!!!!!!!! $

Z

$

,

"

:

%

&"=E

$

C

"

#&

%

$$='

$

$

"

F

%

!E='

$

C

"

#C

%

!!!!!!!!!!! )

Z

$

,

"

:

%

%=%

$

#

"

#&

%

!!=!

$

!

"

F

%

#C=&

$

!

"

#C

%

!=&=!

!

光镜下标本
!

按照食管炎指数分级#

(

组存

活兔中
'

只无明显食管炎表现#

!

只轻度损伤#

&

只

中度损伤#

!

只重度损伤#重度损伤主要表现为部分

鳞状上皮固缩'脱落#肌层纤维断裂(

]

组中仅
#

只

食管黏膜正常#

'

只中度损伤#

!

只重度损伤#重度损

伤主要表现为鳞状上皮广泛糜烂及融合#肌层纤维

缺失(

J

组中
$

只食管黏膜无明显溃疡#

!

只轻度损

伤#

C

只中度损伤#另外
&

只重度损伤#重度损伤主

要表现为黏膜组织大量炎症细胞浸润$图
&

%#肌纤

维细胞增厚及细胞膨胀#部分肌纤维断裂&光镜下#

&

组兔整体及存活兔食管炎指数差异无统计学意义

$表
&

%&

图
E

!

兔建模后光镜下的食管黏膜组织

M%

'

E

!

2$,

*

1.

'

(.49"+,$./%$$"(,-#.33%/

'

.$/#,($,

*

1.

'

(.4#(-4")9,6(4"&6(#9%+#,$+,

*

(

(

!

71)01<-,-U2*3,4*

9

,213+,2M.

L

M-*

L

3.5.)*8.03;.,V

(

]

!

71<)14*2.<-1)0<*4*

9

,213+,2M.

L

M-*

L

3.5.)*8.03;.,V

(

J

!

71G

)01<-,-U2*3,4*

9

,2*3+-1<)14*2.<-1)0<*4*

9

,213+,240V-*

L

3.5.)*8.03;.,V=A2.

L

.3*4-*

L

3.5.)*8.03

!

f!""

$

(

#

]

%#

fE"

$

J

%

E

!

讨
!

论

胃食管反流病的发病机制可概括地分为两种!

$

#

%胃食管括约肌松弛引起的抗反流屏障薄弱($

!

%

胃排空障碍引起的胃内压增高&根据两种发病机

制#目前已建立多种反流性食管炎的动物模型&其

中以前者为理论依据建立动物模型的方法主要有贲

门括约肌切开术*

!G&

+

'贲门括约肌部分切除术*

C

+

&从

本研究结果看#贲门括约肌部分切除术造模成功率

较高#但其安全性较差&该术式切除胃食管交界区

前
#

"

!

的平滑肌#不仅消除了下端食管抗胃酸反流

的高压带#还切断了括约肌与胃的悬带纤维#钝化

Q.<

角#最大限度破坏了胃食管交界区的抗反流解

剖结构&但括约肌缺损部分组织张力较大#强度减

,

CC%

,
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第
%

期
=

王
!

斌#等
=

应用
Y024,

9

导尿管建立兔反流性食管炎模型

弱且血供较差#术中及术后增加胃食管穿孔及感染

的风险&贲门括约肌切开术是最常用的建模手术之

一#其将括约肌纵行切开#对括约肌损伤较小#虽安

全性高#但造模成功率较低#目前国内外单纯使用贲

门括约肌切开方法建立模型的研究相对较少#多采

用贲门括约肌切开联合幽门缩窄法建立模型*

'G%

+

&

表
E

!

术后
D

周
E

组兔食管光镜下观察

8.3E
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!!!!!!!!!!!!!
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$
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"
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$

!

"
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"

"
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%
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"
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!!!!!!!!!!!!!
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"
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"

#C

%

!!!!!!!!!!!!!

6,;,2,Z

$
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%
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$

&
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!!

球囊扩张法理论来源于贲门失弛缓的治疗原理#

通过球囊机械扩张#使部分括约肌肌纤维拉长甚至断

裂#造成
RH6

松弛&其优势在于不必锐性切开贲门括

约肌#降低了手术操作失误引起的食管穿孔及狭窄的

风险#安全性较高#同时球囊扩张使食管壁全周受力

均匀#若扩张强度适度#

QGH

染色后可见食管壁肌层

四周多处肌纤维损伤#建模效果较好&但扩张强度较

难把握#强度不够建模效果不理想#若强度过高则导

致穿孔&前期有研究*

E

+采用专用气囊$

J2,W.2,

L

1.+G

,+

#美国
]0<8036).,38.5.)

公司%制备
H̀O@

动物模型#

而本研究利用临床更常用的
Y024,

9

导尿管#实验取材

更方便#建模效果也较理想&

由于本研究首次提出使用
Y024,

9

导尿管行球

囊扩张术#操作经验不足#故采用直视下观察和评估

食管扩张程度#以寻找最合适的扩张强度&通过实

验中的观察和体会#总结以下经验#$

#

%扩张强度!扩

张球囊的注射速度需缓慢均匀#扩张至食管呈半透

明状即可#扩张的球囊通过变薄的浆膜层'黏膜下层

及黏膜层隐约可见#此时部分肌纤维已被扩张断裂&

由于不同兔食管壁厚度不同#因此承受的张力也不

尽相同#管壁较薄的只需注入
$-R

即可呈半透明

状#而管壁较厚的则需
#"-R

#因此扩张强度应根据

食管粗细而定&直视肉眼观察可降低因扩张过度导

致食管穿孔的风险&$

!

%固定球囊!球囊扩张
RH6

时需维持数分钟#但在维持过程中光滑的球囊常会

随食管及胃的蠕动波滑入胃腔#使扩张效果大打折

扣&因此可采用无菌手套取材自制的橡皮筋固定在

RH6

上下两端#球囊扩张时以橡皮筋固定球囊位置#

保证球囊不会下滑&$

&

%持续时间!有时单次扩张效

果不佳#最好每次持续
&

"

$-.3

#重复
!

"

&

次#确保

肌纤维断裂&简而言之#球囊扩张需定位准确'缓慢

加压及反复扩张&

胃食管反流病的内镜治疗主要是胃底折叠术#

目的是纠正
RH6

松弛'提高
RH6

压力#目前在临床

广泛开展#但胃底折叠术手术方式很多#且不同术式

的安全性及疗效评价尚存有争议*

FG#"

+

&此外#新型

治疗方式如食管括约肌电刺激疗法*

##

+及磁场感应

疗法*

#!

+正处于研究中&因此#需要探讨一些既不改

变解剖结构#又符合
RH6

松弛发病机制的动物模

型&通过对比目前较为常见的
&

种
RH6

松弛动物

模型制备方法#球囊扩张术更符合生理解剖结构及

发病机制#保留了完整的胃食管交界区#且安全性及

有效性均较高#适合作为内镜治疗及其他新型治疗

方法的基础研究&
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