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　 　 【摘要】　 目的 　 探讨胃动素（ＭＴＬ）、神经降压素（ＮＴ）及一氧化氮合酶（ＮＯＳ）对胆囊切除后

Ｏｄｄｉ 括约肌（ＳＯ）运动功能的影响。 方法　 在动物实验中，豚鼠造模组（胆囊切除）和对照组（开关

术）术后 １２ 周行 ＳＯ 压力测定（ＳＯＭ），计算受试者工作特征曲线（ＲＯＣ）下面积值（ＡＵＣ）及界限值，从
造模组中筛选出符合条件的豚鼠，作为 ＳＯ 运动功能障碍（ＳＯＤ）模型组。 采用放射免疫法检测 ＳＯＤ
模型组和对照组血浆 ＭＴＬ、ＮＴ 的含量及采用积分光密度值方法检测 ＳＯ 组织中 ＭＴＬ、ＮＴ 及 ＮＯＳ 蛋白

表达量。 在临床研究中，比较 ＳＯＤ 组（ＳＯ 压力＞４０ ｍｍＨｇ）和对照组患者血浆 ＭＴＬ、ＮＴ 含量。 结果　
根据 ＲＯＣ 曲线计算 ＡＵＣ 为 ０ ７５，豚鼠（ｎ＝ １０）ＳＯ 压力≥２９ ８ ｍｍＨｇ（界限值）为 ＳＯＤ 模型组。 ＳＯＤ
模型组（ｎ＝ １０）血浆 ＭＴＬ［（１９３ １６±２９ ２） ｐｇ ／ ｍＬ］和 ＮＴ 含量［（１０４ ５７±１９ ５２） ｐｇ ／ ｍＬ］均分别高于

对照组（ｎ＝ １１） 血浆 ＭＴＬ［（１５４ ２４± ２７ ６９） ｐｇ ／ ｍＬ］和血浆 ＮＴ 含量［（７９ ６５± １１ ２４） ｐｇ ／ ｍＬ］ （Ｐ＜
０ ０１）； ＳＯ 中 ＭＴＬ （ ３ ５５６ ７１± ４５５ ８０） 和 ＮＴ 蛋白表达量 （ ６ ３２１ ７４± ２０３ ５４） 高于对照组 ＭＴＬ
（３ ０７５ ９２±３５０ ０６）和 ＮＴ 蛋白表达量（５ ８４３ ５７±３４４ ００），而 ＮＯＳ 蛋白表达量（２ ９５４ ２１±１７３ ５４）低
于对照组（３ ３１４ ９１±２４６ ６７）（Ｐ＜０ ０５）。 临床研究 ＳＯＤ 组（ｎ ＝ １５）血浆 ＭＴＬ［（３５０ ９８±２４ ３１） ｐｇ ／
ｍＬ］和 ＮＴ 含量［（１０２ ３９±１９ ５６） ｐｇ ／ ｍＬ］分别高于对照组（ｎ ＝ １５）ＭＴＬ［（３１９ ５６±２３ ５４） ｐｇ ／ ｍＬ］和
ＮＴ 含量［（８０ ４５±１２ ３５）ｐｇ ／ ｍＬ］（Ｐ＜０ ０５）。 结论　 血浆 ＭＴＬ 和 ＮＴ 水平以及 ＳＯ 中 ＭＴＬ、ＮＴ 和 ＮＯＳ
蛋白表达量与 ＳＯＤ 发生有关。 检测血浆 ＭＴＬ 和 ＮＴ 可能对胆囊切除术后 ＳＯＤ 有辅助诊断作用。
　 　 【关键词】　 Ｏｄｄｉ 括约肌运动功能障碍；　 促胃动素；　 神经降压肽；　 一氧化氮合酶；　 括约肌

压力测定
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　 　 Ｏｄｄｉ 括约肌运动功能障碍（ＳＯＤ）常见于胆囊

切除术后患者，发病原因尚不清楚。 Ｓｏｎａｄａ 等［１］ 曾

提出胆囊切除后阻断了胆囊与 Ｏｄｄｉ 括约肌（ＳＯ）之
间的神经内分泌通路，破坏了胆汁排泄调节反应，
而引起 ＳＯＤ 的假说。 然而并不是所有胆囊切除术

后患者均发生 ＳＯＤ， 少数胆囊在位者也有 ＳＯＤ 存

在，不能完全支持此学说。 近年报道切除犬的胆囊

４ 周行括约肌压力测定（ＳＯＭ）， 未发现基础 ＳＯ 压

力（ＢＳＰ）等有明显变化，但注射胆囊收缩素（ＣＣＫ）
后 ＳＯ 松弛反应减弱伴收缩紊乱［２］。 本研究通过对

制作的豚鼠 ＳＯＤ 模型及 ＳＯＤ 患者检测胃动素

（ＭＴＬ）、神经降压素（ＮＴ）及一氧化氮合酶（ＮＯＳ）的
变化，探讨其对 ＳＯ 运动功能的影响。

材料与方法

一、研究对象

１．实验动物造模：选择 ８ 周龄豚鼠（中国农业科

学院哈尔滨兽医研究所提供），雌雄不限，体重（３５０
±２０）ｇ，分为造模组和对照组 ２ 组，造模组（１９ 只）
行胆囊切除；对照组（１５ 只）仅行开关腹手术。 两组

术后 １２ 周分别开腹行 ＳＯＭ。 实验过程中两组因手

术或 ＳＯＭ 不成功，或有并发症、死亡的 １０ 只豚鼠被

剔除。 实验成功造模组 １３ 只，对照组 １１ 只。
２．临床资料：选择 ２０１４ 年 ３ 月至 ２０１５ 年 ３ 月期

间，ＥＲＣＰ 治疗胆道疾病患者中 １５ 例 ＳＯＤ 作为研究

对象（ＳＯＤ 组），其中胆囊切除术后 ＳＯＤ １１ 例（Ⅰ型

４ 例，Ⅱ型 ７ 例），胆总管结石伴 ＳＯＤ ４ 例。 男 １２
例，女 ３ 例，年龄 ４８ ～ ８０ 岁，平均（６４ ４６±１６ ６）岁。
对照组（健康志愿者）１５ 例，其中男 １０ 例，女 ５ 例，
年龄 ５０ ～ ７２ 岁，平均（６１ ６６±１０ ２）岁。 两组年龄、
性别相仿，具有可比性。

二、实验材料

１．造模用器械：造模用手术显微镜及手术相关

器械。

２．放免药盒和抗体：药盒：碘１２５Ｉ 胃动素和碘１２５Ｉ

神经降压素药盒（北京华埠力特生物技术研究所）；
Ｓｎ⁃６９５１３ 型免疫计数器。 抗体（武汉博士德生物工

程有限公司）：一抗胃动素抗体，神经降压素抗体，
一氧化氮合酶抗体。 二抗山羊抗兔 ＩｇＧ（武汉博士

德生物工程有限公司）。
３． ＳＯＭ 装置：丹麦 Ｐｏｌｙｇｒａｍ ＩＤ 型水灌注式测

压仪；ＳＯＭ⁃１８⁃５⁃Ｌｅｈｍａｎ⁃ＮＧ 型三腔水灌注式测压导

管，外径 ３ ５ Ｆｒ，每孔灌注速度为 ０ ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ。
三、方法

１．动物实验方法

（１）造模手术：豚鼠术前禁食禁水 １０ｈ，戊巴比

妥钠（６０ ｍｇ ／ ｋｇ）腹腔注射麻醉。 在操作台上豚鼠

常规消毒，切开腹壁 ２ ～ ３ ｃｍ，顺行性切除胆囊后

关腹。
（２）豚鼠 ＳＯＭ 方法：造模组和对照组豚鼠分别

开腹，手术显微镜下横行切开十二指肠壁，经乳头

开口向胆管内用导丝逆行引导插入测压导管。 测

压管的红色标记插入乳头内超过 １ ｃｍ 后，先测胆总

管压力（ＣＢＤＰ），再将标记退出至乳头口，测 ＢＳＰ，
测压 ２ 次，每次至少 ３０ ｓ。

（３）标本收集和处理：采血：ＳＯＭ 成功后处死豚

鼠，立即在左心尖处采血 ２ ｍＬ 注入预冷 ４℃的试管

（内含 ７ ５％乙二胺四乙酸二钠 ３０ μＬ 和抑肽酶 ４０
μＬ）中，混匀后离心，收集上清液，－３０℃冰冻保存，
备用放射免疫法检测血浆 ＭＴＬ 和 ＮＴ 含量。 括约肌

组织收集：切除胆总管、十二指肠乳头，用 １０％甲醛

溶液固定。
（４）病理学检查：应用免疫组化 Ｐｏｗｅｒ Ｖｉｓｉｏｎ

（ＰＶ）二步法及计算积分光密度值检测括约肌中

ＭＴＬ、ＮＴ、ＮＯＳ 蛋白表达量。
（５）确定豚鼠 ＳＯＤ 模型方法：对照组和造模组

ＳＯＭ 结果进行统计学分析，确定测定值的上下限、
组距，分别计算出所有截断点的敏感度、特异度，并
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作图绘成受试者工作特征曲线（ＲＯＣ）。 得出两组

间 ＳＯ 压力检测数据重叠区内最佳界限值（Ｃｕｔ⁃ｏｆｆ
值），造模组中 ＳＯ 压力升高≥界限值的豚鼠为 ＳＯＤ
模型。

（６）积分光密度值检测方法：每例随机分析 ３
个不同视野，取其平均值作为该例积分光密度。 积

分光密度＝阳性面积×平均光密度。 平均光密度表

示在视野内所有选定对象（如：阳性细胞）的平均反

应强度。 染色结果细胞核呈蓝色，蛋白表达位于胞

质中，阳性为淡黄色或黄棕色。

表 １　 两组豚鼠 Ｏｄｄｉ 括约肌中 ＭＴＬ、 ＮＴ 及 ＮＯＳ 蛋白表达量（ｘ±ｓ）

组别 例数 ＭＴＬ ＮＴ ＮＯＳ

ＳＯＤ 模型组 １０ ３ ５５６ ７１±４５５ ８０ ６ ３２１ ７４±２０３ ５４ ２ ９５４ ２１±１７３ ５４

对照组 １１ ３ ０７５ ９２±３５０ ０６ ５８４３ ５７±３４４ ００３ ３１４ ９１±２４６ ６７
　 　 注：ＭＴＬ：胃动素；ＮＴ：神经降压素；ＮＯＳ：一氧化氮合酶；ＳＯＤ：Ｏｄｄｉ 括约肌运动功能障碍

２．临床研究方法

（１）ＳＯＭ 方法及标本收集： ＳＯＭ 前 ２４ ｈ 停用

可能影响括约肌运动功能的药物。 空腹镇静状态

下行 ＥＲＣＰ，十二指肠镜下选择性胆管插管，在治疗

ＥＲＣＰ 前行 ＳＯＭ，方法见参考文献［３］。 ＳＯＤ 组和对

照组患者采静脉血 ２ ｍＬ，放射免疫法检测血浆 ＭＴＬ
和 ＮＴ 含量，进行对比。

（２）ＳＯＤ 诊断标准：根据罗马Ⅲ诊断标准［４］。
（３）血浆 ＭＬＴ 和 ＮＴ 正常值：参照试剂盒提供

的正常参考值，血浆 ＭＴＬ 正常值为（３２６±５８） ｐｇ ／
ｍＬ；血浆 ＮＴ 正常值为（７４ ３±３０ ５５） ｐｇ ／ ｍＬ。

四、统计学分析

采用 ＳＰＳＳ １６ ０ 统计软件对各组数据做统计分

析。 计量资料用 ｘ±ｓ 表示，采用 ｔ 检验，Ｐ＜０ ０５ 为

有统计学意义。 对比应用 ＲＯＣ 曲线，计算 ＲＯＣ 曲

线下面积值（ＡＵＣ）及界限值。

结　 　 果

一、动物实验

１．两组豚鼠 ＳＯＭ 结果：测得对照组豚鼠 ＢＳＰ 均

值为（２６ ７１±６ ２３） ｍｍＨｇ（１ ｍｍＨｇ ＝ ０ １３３ ｋＰａ），
ＣＢＤＰ 均值为（２ ３５ ±０ ５８）ｍｍＨｇ。 根据对照组与

造模组测定结果对比绘制 ＲＯＣ 曲线，计算其 ＡＵＣ
为 ０ ７５，据此得出两组间的界限值为 ２９ ８ ｍｍＨｇ
（图 １），造模组 １３ 只豚鼠中 １０ 只超过此值豚鼠纳

入 ＳＯＤ 模型组， ＳＯＤ 模型组 ＣＢＤＰ（３ ６±１ ０８ ｍｍ⁃
Ｈｇ），与对照组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０ ０５）。

２．两组豚鼠血浆 ＭＴＬ、ＮＴ 含量：ＳＯＤ 模型组（ｎ

图 １　 根据对照组和造模组括约肌压力测定结果对比绘制 ＲＯＣ
曲线

＝ １０）血浆 ＭＴＬ 含量为（１９３ １６±２９ ２） ｐｇ ／ ｍＬ、ＮＴ
含量为（１０４ ５７±１９ ５２） ｐｇ ／ ｍＬ。 对照组（ｎ ＝ １１）血
浆 ＭＴＬ 含量为（１５４ ２４±２７ ６９） ｐｇ ／ ｍＬ、血浆 ＮＴ 含

量为（７９ ６５±１１ ２４）ｐｇ ／ ｍＬ，两组相比，ＳＯＤ 模型组

血浆 ＭＴＬ、ＮＴ 含量均高于对照组，差异有统计学意

义（Ｐ＜０ ０１）。
３．两组豚鼠 ＳＯ 中 ＭＴＬ 及 ＮＴ、ＮＯＳ 蛋白表达量

（图 ２）：表 １ 中 ＳＯＤ 模型组 ＳＯ 中 ＮＯＳ 蛋白表达量

低于对照组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０ ０５）； ＭＴＬ
和 ＮＴ 蛋白表达量均高于对照组，差异具有统计学

意义（Ｐ＜０ ０５）。
二、临床研究结果

１．ＳＯＤ 组 ＳＯＭ 结果：１５ 例 ＳＯ 基础压力（７０ ７２
±２１ ４０）ｍｍＨｇ；收缩振幅为（５６ ０８±２３ ９７）ｍｍＨｇ；
收缩频率为（３９ ４４±２６ ５２）次 ／ ｍｉｎ。

２．ＳＯＤ 组和对照组患者血 ＭＴＬ、ＮＴ 含量检测结

果： ＳＯＤ 组 （ ｎ ＝ １５） 血浆 ＭＴＬ 含量为 （ ３５０ ９８ ±
２４ ３１）ｐｇ ／ ｍＬ，ＮＴ 含量为（１０２ ３９±１９ ５６） ｐｇ ／ ｍＬ；
对照组（ｎ ＝ １５）血浆 ＭＴＬ 含量为（３１９ ５６±２３ ５４）
ｐｇ ／ ｍＬ，ＮＴ 含量为（８０ ４５±１２ ３５） ｐｇ ／ ｍＬ。 两组相

比较，ＳＯＤ 组血浆 ＭＴＬ、ＮＴ 含量均高于对照组，差
异具有统计学意义（Ｐ＜０ ０１）。

讨　 　 论

胆囊切除术后 ＳＯＤ 的发生率约 １３％，胆囊在位

的患者为 ０ ９％［５］。 发生 ＳＯＤ 时胆汁或胰液排出功
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图 ２　 胃动素（ＭＴＬ）、神经降压素（ＮＴ）、一氧化氮合酶（ＮＯＳ）在 Ｏｄｄｉ 括约肌（ＳＯ）中表达　 ２Ａ：ＭＴＬ 在 ＳＯ 中表达　 ＰＶ 二步法 ×４００；２Ｂ：
ＮＴ 在 ＳＯ 中表达　 ＰＶ 二步法 ×４００；２Ｃ：ＮＯＳ 在 ＳＯ 中表达　 ＰＶ 二步法 ×４００

能不全， ＳＯＭ 显示 ＢＳＰ 升高，同时有 ＳＯ 收缩频率

异常等功能紊乱表现。 ＢＳＰ 正常范围 ３～３５ ｍｍＨｇ，
如≥４０ ｍｍＨｇ 则提示 ＳＯＤ， ＢＳＰ 升高是诊断 ＳＯＤ
的“金标准” ［６⁃７］。 本研究临床病例中， 胆囊切除术

后 ＳＯＤ １１ 例 （７３ ３％），胆囊在位 ４ 例 （２６ ７％），
ＢＳＰ 平均 ７２ ７ ｍｍＨｇ 且伴收缩频率紊乱，主要是

ＳＯＤⅡ型和Ⅰ型， 未包括Ⅲ型者。
Ｇｒｉｖｅｌｌ［８］等观察到仓鼠具有独立的 ＳＯ 运动性

反映区，可分别测得胆管压力及十二指肠压力，仓
鼠 ＳＯ 的基本结构、平滑肌分布以及其胆道系统与

人类相似，且 ＣＢＤＰ ＜３ ｍｍＨｇ。 ＦＡＮ［２］ 等报道通过

切除犬的胆囊制作动物模型，测 ＢＳＰ 均值为 １７ ７５
ｍｍＨｇ、ＣＢＤＰ 均值为 ６ ３８ ｍｍＨｇ。 本实验测得的

ＢＳＰ 均值 （ ２６ ７１ ｍｍＨｇ） 超过报道的犬 ＢＳＰ 值

（１７ ７５ ｍｍＨｇ），是否为豚鼠 ＳＯ 内腔狭小，测压管

外径相对粗（３ ５ Ｆｒ），使测得压力偏高尚不清楚。
ＭＴＬ 是多肽激素，主要由存在于胃窦、十二指

肠、近端小肠黏膜的内分泌细胞分泌，具有协调胃

肠运动和分泌的功能。 可通过作用于肠道神经系

统中的神经元触发消化间期移行性复合运动

（ＭＭＣ）Ⅲ相的发生。 Ⅲ相期间的 ＭＴＬ 血浆浓度达

高峰。 Ⅲ相运动传导进入十二指肠时，可以观察到

ＳＯ 与十二指肠平滑肌同步强烈收缩，此时 ＳＯ 依赖

于十二指肠平滑肌，而在 Ｉ 相 ＳＯ 持续独立性收缩。
ＭＴＬ 可促进 ＳＯ 运动，刺激胆囊平滑肌收缩，增加胆

汁分泌，大剂量可使动物 ＳＯ 强烈收缩甚至痉挛。
既往研究表明，胃肠道平滑肌细胞膜上存在 Ｃａ２＋通

道，可影响胃肠平滑肌收缩，平滑肌收缩时的 Ｃａ２＋来

源于细胞外液 Ｃａ２＋内流和细胞内钙库 Ｃａ２＋释放［９］，

而 ＭＴＬ 可作用于肌细胞膜，活化钙通道，刺激细胞

内肌浆网释放 Ｃａ２＋，使其浓度升高，导致平滑肌细胞

收缩［１０］。 在本动物实验切除豚鼠胆囊的 ＳＯＤ 模型

中，ＳＯ 组织中 ＭＴＬ 通过抗体显色，测量染色阳性区

的光密度参数，得出其在细胞胞浆中的蛋白表达量

及血浆含量均明显高于对照组（Ｐ＜０ ０５），其结果与

ＭＴＬ 活化钙通道，释放 Ｃａ２＋，增加平滑肌收缩机制

一致。 本动物实验豚鼠 ＳＯＤ 模型 ＭＴＬ 在其 ＳＯ 组

织中的蛋白表达量及血浆含量均明显高于对照组

（Ｐ＜０ ０５）；本临床研究 ＳＯＤ 患者血浆中 ＭＴＬ 含量

亦高于对照组（Ｐ＜０ ０５），与报道 ＳＯ 运动功能不足

的患者血浆中 ＭＴＬ 含量低于对照组的结论［１１］ 相

符，说明胃动素具有收缩 ＳＯ 的作用，可能与 ＳＯＤ 的

发生有关。
ＮＴ 是一种脑与胃肠肽，分布于胃肠黏膜开放型

Ｎ 细胞中，回肠分布最多，空肠亦可见，部分存在于

肠神经纤维内，可通过其特异性受体作用于神经中

枢和外周消化系统。 ＮＴ 可降低人类食管下括约肌

压力、抑制胃肠蠕动及胃排空动力作用明显，尚可

刺激胰腺分泌［１２］。 ＮＴ 对 ＳＯ 的影响研究较少。 报

道犬的胆囊和 ＳＯ 中存在 ＮＴ 特异性受体，大量 ＮＴ
可使犬与豚鼠的胆囊收缩运动增加 ４２％ ～ ４８％， 亦

可导致 ＳＯ 收缩［１３］。 本实验中，豚鼠 ＳＯＤ 模型 ＳＯ
组织 ＮＴ 的蛋白表达量及血浆含量与对照组比较均

相应增高（Ｐ＜０ ０５），且在我们临床研究中，ＳＯＤ 患

者血浆中 ＮＴ 含量较对照组升高（Ｐ＜０ ０５）， 提示

ＮＴ 可影响 ＳＯ 的运动功能。
ＮＯＳ 是非肾上腺素能非胆碱能神经调控的抑

制性神经递质，具有神经传导、胃肠保护、调节内分
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泌等功能［１４］。 硝基脂是一氧化氮前体，临床上应用

硝基脂类药物，如给予硝酸甘油可促进一氧化氮释

放，可使 ＳＯ 松弛［１５］，以前曾有用于促进胆管结石排

石和提高 ＥＲＣＰ 插管成功率。 已有研究表明，ＮＯＳ
广泛分布于 ＳＯ 平滑肌中，且通过 ＮＯＳ 抑制神经元

对 ＳＯ 的运动起到抑制的作用［１６］。 在本实验中通过

组织病理学检测可见 ＳＯ 肌层中存在大量 ＮＯＳ 细

胞，豚鼠 ＳＯＤ 模型 ＳＯ 组织 ＮＯＳ 的蛋白表达量明显

减少（Ｐ＜０ ０５），证实了 ＮＯＳ 具有抑制 ＳＯ 运动，降
低 ＳＯ 压力的作用。

综上所述，我们观察到 ＳＯＤ 模型豚鼠血浆中

ＭＬＴ 和 ＮＴ 的含量增加以及其 ＳＯ 中 ＭＬＴ 和 ＮＴ 的

蛋白表达量高于对照组，ＮＯＳ 表达低于对照组，差
异具有统计学意义。 此外，在临床研究的 ＳＯＤ 患者

中也观察到血浆中 ＭＴＬ 和 ＮＴ 含量高于对照组。 结

果提示胆囊切除后血浆中 ＭＴＬ 和 ＮＴ 水平以及其

ＳＯ 中 ＭＴＬ、ＮＴ 和 ＮＯＳ 蛋白表达量影响 ＳＯ 运动功

能，可能与 ＳＯＤ 发生有关。 检测血浆中 ＭＴＬ 和 ＮＴ
可能对胆囊切除后 ＳＯＤ 有辅助诊断作用。 但本研

究例数较少，检测激素和神经递质的种类有限，而
且 ＳＯＤ 发生机制复杂，尚有待进一步深入研究。
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