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急性胆道感染对大鼠肝细胞凋亡
相关蛋白表达的影响

李娜1, 伊秀梅2, 张磊1（1.淄博市中心医院 消化内一科，山东 淄博 255000；2.淄博市中心医院 门诊，山东 

淄博 255000）

摘要：目的 研究急性胆道感染对大鼠肝细胞凋亡相关蛋白表达的影响。方法 选取实验大鼠35只，适

应喂养1周后将其随机分为5组，每组7只。实验组大鼠均于胆总管注入大肠埃希菌0.2 ml，诱导急性胆

道感染模型，分别于注入6小时、12小时、24小时和48小时后处死；对照组大鼠胆总管内注入生理盐

水，6小时后处死。留取各组大鼠肝组织，采用Tunel染色法统计凋亡肝细胞计数，采用免疫组织化学

法计算肝脏Bcl-2与Bax阳性表达率。结果 对照组肝细胞病理无明显改变，凋亡肝细胞少见；各实验

组均可见肝细胞坏死、变形，并发生凋亡。对照组凋亡指数显著低于感染6小时、12小时、24小时和

48小时组，差异有统计学意义（t值分别为5.921、7.559、8.919、10.520，P均＜ 0.001）。对照组和感

染6小时组Bcl-2阳性表达率分别为85.71%和71.43%，差异无统计学意义（χ2 = 0.000，P = 1.000）；感

染6小时和12小时组的Bcl-2阳性表达率显著高于感染12小时和24小时组（P均＜ 0.05）。对照组、感

染6小时、12小时、24小时和48小时组的Bax阳性表达率分别为14.29%、28.57%、42.86%、100.00%和

85.71%，组间差异有统计学意义（F = 9.314，P ＜ 0.001），Bax阳性表达率随感染时间延长呈升高趋

势，于感染48小时有所下降。结论 急性胆道感染短时间即可诱导肝细胞凋亡，并伴有凋亡相关蛋白

Bcl-2阳性表达率的下降和Bax阳性表达率的升高。

关键词：胆道感染，急性；肝细胞凋亡；感染模型
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Abstract: Objective To investigate the influence of acute biliary tract infection on apoptosis-related protein expression 
of liver cells in rats. Methods Total of 35 rats were selected and randomly divided into five groups after adaptive 
feeding for 1 week, 7 rats in each group. Rats in experimental groups were given injection of Escherichia coli into 
common bile duct to make acute biliary tract infection model and sacrificed after 6 h, 12 h, 24 h and 48 h of injection, 
respectively. Rats in control group were injected with normal saline into the common bile duct and sacrificed after 6 
hours of injection. The number of apoptotic liver cells was counted by Tunel staining and positive expression rate of 
Bcl-2 and Bax in liver were detected by immunohistochemistry method. Results The liver cells in control group had 
no obvious pathological changes and the apoptotic hepatocytes were rare. The liver cells in all experimental groups 
were found necrotic and deformed and occured apoptosis. The apoptosis index (AI) in control group were significantly 
lower than those at 6 h, 12 h, 24 h and 48 h after infection (t = 5.921, 7.559, 8.919, 10.520; P ＜ 0.001). The positive 
expression rate of Bcl-2 in control group and 6 h infection group were 85.71% and 71.43%, respectively, the difference 
had no statistical significance (χ2 = 0.000, P = 1.000). The positive expression rate of Bcl-2 in 6 h and 12 h infection 
groups were significantly higher than those of 12 h and 24 h infection group (P ＜ 0.05). The positive expression 
rate of Bax in control group, 6 h, 12 h, 24 h and 48 h infection group were 14.29%, 28.57%, 42.86%, 100.00% and 
85.71%, respectively, the difference was statistically significant (F = 9.314, P ＜ 0.001). The positive expression rate 
of Bax increased with time going on, and decreased in 48 h after infection. Conclusion Acute biliary tract infection 
can induce the apoptosis of liver cells in a short time, which is accompanied by decreased expression of apoptosis 
related protein Bcl-2 and increased expression of Bax.
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急性胆道感染属于临床常见胆道疾病，包括胆

管炎和急性胆囊炎，该病多伴发胆道肿瘤和胆道结

石等胆道疾病，相关数据显示全球范围内急性胆道

感染发病率为1%～3%[1]。急性胆道感染后内毒素

及细菌会对胆管黏膜造成影响，使其出现水肿、溃

疡及充血等变化，进一步引发肝功能异常，出现急

性化脓性感染甚至肝功能衰竭[2]。目前尚无急性胆

道感染对肝组织凋亡相关蛋白表达影响的报道[3]，

以往基于胆道感染动物模型所进行的实验研究仍存

在一定不足，有待进一步完善[4,5]。本研究通过建立

大鼠急性胆道感染模型，探讨急性胆道感染大鼠肝

细胞凋亡相关蛋白的表达，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料  本实验共选取35只雄性SD实验大

鼠，体质量为（340 ± 30）g，均选购于北京维通利

华实验动物技术有限公司。

1.2 实验仪器及试剂  本研究以大肠埃希菌（中国

生物制品鉴定中心）作为胆道感染的致病菌，菌

液浓度为5 × 109/ml；选用SP免疫组织化学染色

试剂盒，由上海奇康生物科技有限公司提供；台

式高速冷冻离心机购于艾本德中国有限公司；兔

多克隆蛋白（rabbit polyclonal to bcl-2）（工作浓

度：1∶100）、兔多克隆BSX（rabbit polyclonal to 
bsx）（工作浓度：1∶200）均购自于上海拜力生

物科技有限公司。

1.3 实验方法

1.3.1 饲养及造模  本研究所选大鼠均经常规适应性饲

养1周，自由进食、饮水，光照-黑暗12小时交替，

大鼠随机分组，每组各7只，其中一组为对照组，

其余均为实验组，分别实施手术操作并于手术完成

后6小时、12小时、24小时和48小时接受检测或处

理。急性胆道感染大鼠造模操作按照以下方法进

行：将3%戊巴比妥注射至大鼠腹腔内行麻醉，用药

剂量为30 mg/kg，选取大鼠上腹部正中位置行切口并

进入腹腔。对照组大鼠胆总管内注入生理盐水，剂

量为0.2 ml；实验组大鼠选择胆总管十二指肠上部约

1 cm近端位置注入大肠埃希菌，浓度为5 × 109/ml，剂

量为0.2 ml，建立急性胆道感染动物模型，术后取大

鼠胆道组织染色检查，均造模成功。所有大鼠术后仅

可食用无菌糖盐水并采取单笼饲养，记录胆道注射试

剂时间，并于饲养笼旁进行标记。

1.3.2 肝组织切片的制备  对照组大鼠注射生理盐水

6小时后处死；实验组根据分组计划，依次于术后6
小时、12小时、24小时和48小时处死，快速留取肝

组织，于10%的甲醛液中固定6～12小时，取出后

进行石蜡包埋切片，行HE和Tunel染色。

1.3.3 HE染色  大鼠肝组织切片经HE染色后，光学

显微镜下观察病理形态学，包括：肝组织结构、细

胞完整程度及肝细胞脂肪坏死、出血、充血和变性

等情况。

1.3.4 Tunel染色  大鼠肝组织切片经Tunel染色后统

计凋亡指数，具体方法为：根据显微镜下阳性细胞

的分布状态，选择3～4个不重叠阳性视野，放大20
倍后对视野内阳性细胞数量进行统计，计算凋亡指

数（apoptosis index，AI），AI = 阳性细胞数/总细

胞数。

1.3.5 免疫组织化学法检测Bcl-2及Bax的表达  本研

究选取Bcl-2、Bax作为细胞凋亡标志蛋白，采用免

疫组织化学技术检测各组大鼠肝细胞中Bcl-2及Bax
表达。观察对比5组阳性Bcl-2及Bax表达细胞，以

褐色判定为阳性，无明显着色判定为阴性。

1.4 统计学处理  本研究数据均采用SPSS 18.0统计软

件进行处理，计量资料以   ± s表示，组间对比采用

重复测量方差分析以及t检验。以P ＜ 0.05为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 病理学特征  观察5组大鼠肝组织切片后发现，

对照组大鼠肝细胞排列规整，细胞质呈红色，细胞

核呈蓝色，病理变化不明显；实验组大鼠肝细胞均

可见坏死、变形，且坏死灶随时间的延长其数量增

加且面积扩大。感染6小时组可见炎细胞浸润，肝

细胞存在小灶性变性且坏死，坏死灶内多伴有大量

红细胞，并出现散在肝细胞嗜酸性变性；感染12小
时组主要表现为胞浆深红染，细胞核呈固缩状，大

鼠肝细胞嗜酸性变性，可偶见坏死灶内细菌；感染

24小时组炎细胞浸润，肝细胞局灶性变性且坏死；

感染48小时组脂滴沉淀于胞浆内，且肝细胞存在脂

肪变性，见图1。
2.2 Tunel阳性细胞数的比较  各组间凋亡指数的差异

有统计学意义（F = 22.375，P ＜ 0.001）；对照组

肝细胞凋亡指数显著低于感染6小时、12小时、24
小时和48小时组，差异有统计学意义（t值分别为

5.921、7.559、8.919、10.520，P均＜ 0.001）；随

感染时间的延长，各组的Tunel阳性细胞数呈增大

趋势，见表1。
2.3 各组Bcl-2和Bax的阳性表达率  对照组与感染

6小时组Bcl-2阳性表达率差异无统计学意义（χ2 = 
0.000，P = 1.000）；感染6小时组和感染12小时组

Bcl-2阳性表达率均显著高于感染24小时和48小时组

（P均＜ 0.05）。各组间Bax阳性表达率差异有统

x
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计学意义（F = 9.314，P = 0.000），实验组Bax阳
性表达随着时间延长呈增多趋势，于感染48小时下

降，见表1。
3 讨论

急性胆道感染可使致病菌快速产生内毒素并

融入血液中，通过激活单核巨噬细胞及中性粒细

胞产生大量自由基与细胞因子[6,7]。有研究显示，

致病菌内毒素会造成肝脏等组织细胞出现凋亡[8]。

细胞凋亡又称程序性细胞死亡（programmed cell 
death，PCD），是区别于细胞坏死的细胞主动性

死亡，该过程涉及蛋白质表达、激活和调控等系列

反应[9]。国外学者指出，由于凋亡细胞可能会被巨

噬细胞和（或）正常细胞吞噬，类似肝细胞更新速

度相对较快的组织在正常状态下很难进行凋亡细胞

的观察[10,11]。急性胆道感染过程中肝细胞是否存在

凋亡、由何种机制引起等均未明确定论，临床多借

助动物实验进行研究[12,13]。以往动物实验研究中细

菌注入后以结扎动物远端胆总管的方法建立模型来

研究急性胆道感染肝细胞是否产生细胞凋亡，该方

法相对容易，但易导致胆总管梗阻，胆总管梗阻本

身即可造成肝细胞凋亡，对最终实验结果造成影

响，效果不理想[14]。

本研究急性胆道感染动物模型的建立无需进行

远端胆总管结扎，仅借助菌液浓度的增加来建立动

物模型，以减少对最终实验结果造成的干扰。对照

组凋亡指数显著低于各感染组，对照组与感染6小
时组和感染12小时组Bcl-2阳性表达率差异显著，

且感染24小时和48小时Bcl-2阳性表达率与感染6小
时和12小时相比均下降。可说明急性胆道感染初期

即出现肝细胞凋亡，且凋亡程度随感染时间的延长

呈增加趋势，并贯穿急性胆道感染整个过程。此结

果与相关研究结果大致相同
[15,16]，因此可认为细胞

凋亡可通过清除受损肝细胞来达到减少细胞成分泄

露及炎症反应对细胞外空间结构造成的影响，可在

一定程度上延缓肝细胞凋亡或坏死。国外学者研

究[17,18]表明，细胞凋亡相关蛋白与Bcl-2家族存在关

联，Bcl-2家族分为抑制凋亡蛋白及促凋亡蛋白两

类，包括Bcl-2、Bax和Bak等，其中Bcl-2为抑制凋

亡蛋白，Bax为促凋亡蛋白。Bcl-2和Bax为同源蛋

白，均可单独形成二聚体或两者联合形成二聚体，

表 1  各组大鼠肝细胞凋亡指数、肝组织 Bcl-2 和 Bax 的阳性表达率

组别 凋亡指数（ x ± s） Bcl-2阳性表达率（%） Bax阳性表达率（%）

对照组（n = 7）   7.25 ± 1.26 85.71   14.29

感染6小时组（n = 7） 19.31 ± 5.24 71.43   28.57

感染12小时组（n = 7） 25.13 ± 6.13 57.14   42.86

感染24小时组（n = 7） 38.42 ± 9.16 14.29 100.00

感染48小时组（n = 7）   48.39 ± 10.27   0.00   85.71

F值 12.354     7.316       7.765

P值          ＜ 0.001             ＜ 0.001              ＜ 0.001

         注：与对照组相比，感染 6 小时、12 小时、24 小时和 48 小时组凋亡指数的 t 值分别为 5.921、7.559、8.919、10.520，P 均＜ 0.001
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图 1 肝组织病理切片（免疫组织化学染色，× 400）
注：A 为对照组；B 为感染 6 小时组；C 为感染 12 小时组；D 为感染 24 小时组；E 为感染 48 小时组
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Bcl-2形成二聚体后抑制肝细胞凋亡的效果更好，

而Bax形成的二聚体促凋亡作用更强[19,20]。本研究

结果显示，与对照组相比，感染12小时及24小时组

Bcl-2表达差异显著；感染12小时与感染24小时和

48小时组相比，Bcl-2及Bax表达差异显著；各组间

Bax表达差异显著，Bax的表达于感染12小时和24
小时呈增多趋势，感染48小时后有所下降。由此可

见，感染早期出现肝细胞凋亡可能与Bax表达的增

多有关，感染24小时和48小时凋亡细胞数量增加可

能与Bcl-2的减少有关。

综上所述，急性胆道感染后短时间内即可出现

肝细胞凋亡，且贯穿于整个感染阶段，这可能与感

染导致凋亡相关蛋白Bcl-2及Bax表达改变有关，值

得进一步研究。本研究为临床急性胆道感染治疗提

供了理论依据。
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