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肠内延伸型胆管支架置入前后实验猪胆道
菌群多样性分析

徐晓芬 1 程卓 1 闫秀娥 1 常虹 1 张耀朋 1 郑炜 1 刘文正 1 王迎春 1 张阔 2 
黄永辉 1

1 北京大学第三医院消化科，北京 100191；2 北京大学医学部实验动物科学部，北京 
100191
通信作者：黄永辉，Email：13911765322@163.com

【摘要】　目的　通过动物实验对比肠内延伸型胆管支架（enteral extended biliary stent，EEBS）和

传统塑料支架置入前后的胆道菌群变化，初步探索 EEBS 在预防支架堵塞中的可能机制。方法　

12只健康巴马小型猪采用简单随机方法分为传统塑料支架组（n=6）和EEBS组（n=6），在支架置入前

及置入后 4周拔除支架时采集胆汁标本进行 16S rRNA基因测序，分析比较不同支架置入前后胆汁菌

群结构及多样性。结果　12只实验猪均未发生急性胆管炎、穿孔、出血、死亡等并发症，支架置入 8 d
后内镜复查两组支架均已脱落，于此时采集胆汁标本进行菌群分析。两组实验猪的胆道菌群在门水

平主要是变形菌门、厚壁菌门和拟杆菌门。Alpha 多样性分析显示传统塑料支架组支架置入后

Shannon指数（P=0.004）和 Simpson指数（P=0.008）较前显著减小；Beta多样性分析也提示传统塑料支

架置入前后菌群结构发生显著变化（Anosim：R=0.514 8，P=0.011）。EEBS 组支架置入前后 Observed 
species 指数（P=0.095）、Chao1 指数（P=0.136）、Shannon 指数（P=0.353）和 Simpson 指数（P=0.227）及

Beta多样性（Anosim：R=0.059 3，P=0.187）差异均无统计学意义。差异菌LEfSe分析显示，传统塑料支

架组支架置入后脆弱拟杆菌、变形菌门-γ变形菌纲-肠杆菌目-肠杆菌科-埃希_志贺菌属-大肠埃希

菌丰度显著升高，EEBS组支架置入后脱硫菌门-脱硫菌纲-脱硫菌目-脱硫菌科-嗜胆菌属丰度显著

升高。结论　EEBS短期置入后胆道菌群变化较小，可能通过延长反流路径达到了预防肠胆反流的

效果。

【关键词】　胆道；　菌群；　肠胆反流；　肠内延伸型胆管支架；　塑料支架

基金项目：国家自然科学基金（82070653）；北京市自然科学基金（7222207）

Analysis of biliary microbiota in experimental pigs before and after enteral extended biliary stents 
implantation 
Xu Xiaofen1, Cheng Zhuo1, Yan Xiu'e1, Chang Hong1, Zhang Yaopeng1, Zheng Wei1, Liu Wenzheng1, 
Wang Yingchun1, Zhang Kuo2, Huang Yonghui1

1 Department of Gastroenterology, Peking University Third Hospital, Beijing 100191, China; 2 Department of 
Laboratory Animal Science, Peking University Health Science Center, Beijing 100191, China
Corresponding author: Huang Yonghui, Email: 13911765322@163.com

【Abstract】  Objective　To compare the changes of biliary microbiota after enteral extended biliary 
stents (EEBS) implantation with that of conventional plastic stents in animal experiment, and to preliminarily 
investigate its possible mechanism in preventing stents occlusion. Methods　A total of 12 healthy Bama 
minipigs were randomly assigned to the conventional plastic stent group (n=6) and the EEBS group (n=6) using 
simple random method. The bile samples of all pigs were collected before stents implantation and 4 weeks after 

·论著·
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stents placement. The biliary microbiota composition and diversity before and after different stents 
implantation were analyzed by 16S rRNA gene sequencing and compared. Results　 No complications 
including acute cholangitis, perforation, bleeding, or death occurred in 12 pigs. Eight days after stents 
implantation, stents were out of bile duct in all pigs under endoscopy, while the bile samples were collected 
again for analysis. The main composition of biliary microbiota at the phylum level were Proteobacteria, 
Firmicutes and Bacteroidota. Alpha-diversities revealed the Shannon (P=0.004) and Simpson index (P=
0.008) significantly decreased in the conventional stent group after stents placement, and Bata diversity 
analysis also showed a significant difference in microbial composition (Anosim: R=0.514 8, P=0.011). There 
was no significant difference in Observed species index (P=0.095), Chao1 index (P=0.136), Shannon index 
(P=0.353), Simpson index (P=0.227) or Bata diversity (Anosim: R=0.059 3, P=0.187) in the EEBS group 
before and after stents placement. LEfSe algorithm indicated Bacteroides_fragilis and Proteobacteria ‑
Gammaproteobacteria‑Enterobacterales‑Enterobacteriaceae‑scherichia_Shigella‑Escherichia_coli significantly 
increased in the conventional stent group, and Desulfobacterota ‑ Desulfovibrionia ‑ Desulfovibrionales ‑
Desulfovibrionaceae‑Bilophila significantly increased in the EEBS group after stents placement. Conclusion　
The biliary microbiota change slightly after EEBS implantation in the short-term, and EEBS may prevent 
duodenobiliary reflux by prolonging the reflux path.

【Key words】 Biliary tract; Microbiota; Enterobiliary reflux; Enteral extended biliary stent; 
Plastic stent

Fund program: National Natural Science Foundation of China (82070653); Beijing Natural Science 
Foundation (7222207)

内镜下胆管塑料支架置入广泛用于肝外胆管

良恶性狭窄的治疗中［1］，但始终存在支架堵塞问

题，中位通畅时间仅 2~4个月［2］。研究发现微生物

的定植及生物膜的形成可能是引起支架堵塞的始

发因素［3］，肠胆反流可能是支架堵塞过程中的关键

因素［4］。针对支架堵塞问题，既往有研究通过在支

架远端增设抗反流装置设计出多种抗反流支架，在

随机对照试验中显示出不同程度延长支架通畅时

间的效果［5‑6］。但也有研究发现抗反流装置极易发

生毁损导致支架早期堵塞［7‑8］。因此，我们研究团

队从延长肠胆反流路径的角度出发，研发了肠内延

伸型胆管支架（enteral extended biliary stent，EEBS）
（专利号：ZL201620979681.5），拟通过延长支架在

十二指肠内的长度预防肠胆反流，在前期回顾性研

究中EEBS相较于传统塑料支架显著延长支架通畅

时间［9］，但不同支架置入后胆道菌群的变化有待进

一步探索。本研究拟通过动物实验对EEBS及传统

塑料支架置入前后实验猪的胆道菌群变化进行对

比分析，初步探索新型支架避免堵塞的可能机制。

材料与方法

一、EEBS的设计

EEBS 由 8.5 Fr 鼻 胆 引 流 管（美 国 Boston 
Scientific 公司生产）自头端截取 26 cm 长度改制而

成（图1），支架头端具有“猪尾状”弯曲弧度，可以使

支架高位悬挂于肝内胆管避免移位，多侧孔结构利

于胆汁引流，而尾端则可以延伸至十二指肠腔远端，

使肠胆反流路径明显延长减少肠内容物反流至胆

道，预防支架堵塞。材质为聚氯乙烯，与传统塑料支

架相同，比较柔软，可以长期安全地放置于体内。

二、实验动物与分组

健康 10 个月龄雌性巴马小型猪 12 只，体重

25~30 kg，由北京大学医学部动物实验中心提供，

并通过北京大学第三医院实验动物伦理委员会审

查（SA2021355）。采用简单随机的方法，通过计算

机生成随机数字序列，将实验猪随机分为 2 组，每

组 6只，分别为传统塑料支架组和EEBS组，其中传

统组使用的塑料支架为美国 Boston Scientific 公司

的直型8.5 Fr × 7 cm胆管支架。

三、内镜下胆汁采集及支架置入

实验猪术前禁食 24 h，禁水 12 h，经麻醉后四

肢外展仰卧固定于实验操作台上。肠镜（型号为日

本Fujinon EJ450）经食管、胃到达十二指肠球部，找

图1　肠内延伸型胆管支架
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到十二指肠乳头，导丝引导下利用三腔括约肌切开

刀（美国 Boston Scientific 公司生产）进行胆道插管

并用无菌注射器分别抽取胆汁 3~5 mL，存储于

-80℃冰箱用于菌群分析。

抽取胆汁后，在两组实验猪的胆管内分别置入

传统塑料支架和 EEBS支架。其中，传统塑料支架

头端置入胆管后，肠腔外露部分约 2 cm。EEBS 支

架头端置入胆管约 7 cm 后，将支架尾端置入胃腔

内。最后在 X 线透视下确认支架位置良好并退出

内镜。

四、内镜下支架拔除及胆汁采集

支架置入后 3 d 复查 X 线检查确认支架位置。

计划 4 周后再次行内镜操作利用鼠齿钳将支架取

出，并再次分别抽取胆汁 3~5 mL 用于菌群分析，

方法同前。实验完成后对所有实验猪进行安

乐死。

五、菌群分析方法

采用 16S rRNA 基因测序技术，对胆汁样本进

行 DNA 提 取 和 检 测 后 ，选 用 16S rRNA 基 因

V3~V4 片段并利用 NovaSeq6000 测序平台（美国

Illumina 公司）进行扩增、测序获得原始数据，之后

进行拼接、过滤、去嵌合体质控获得高质量有效数

据，并以97%的一致性将有效序列聚类成为操作分

类单元（operational taxonomic units，OTUs），根据

OTU 结果进行物种注释并获得对应的物种分类信

息及丰度分布情况。分别对两组支架置入前后胆

道菌群的物种构成、Alpha和Beta多样性进行分析，

对比不同支架置入前后胆道菌群多样性变化。

Alpha多样性通过Observed species、Chao1、Shannon
和 Simpson 指数进行评估：Observed species 指数和

Chao1 指 数 代 表 物 种 丰 富 度 ；Shannon 指 数 和

Simpson指数代表物种多样性及均匀度。Beta多样

性采用主坐标分析 PCoA，并通过 Anosim 相似性分

析进行差异显著性检验，P<0.05认为差异具有统计

学意义，最后利用 LEfSe分析进行组间物种差异显

著性分析，寻找每组支架置入前后具有显著差异的

物种。

结 果

一、实验猪一般情况

两组实验猪均未发生急性胆管炎、出血、穿孔、

死亡等并发症，支架置入后 3 d复查 X 线检查支架

位置良好。支架置入后 7 d传统塑料支架组有 2只

实验猪支架随粪便排出，X 线检查发现两组剩余

10只实验猪的其他支架均移位或脱出。于支架置

入后 8 d 复查肠镜显示实验猪的支架均已脱出胆

管，于此时抽取胆汁进行分析。

二、胆道菌群测序数据质量评估

所有 24份胆汁标本经测序共获得 2 240 444条

原始序列，经质控共有 1 814 401 条有效序列用于

后续分析，质控有效率达 80.98%，经聚类后得到

9 233 个 OTUs。基于 OTUs 的稀释性曲线显示，测

序数量的增加曲线趋于平坦，说明测序数据量较合

理，后续分析结果可以较好反映样品中菌群的实际

情况。

三、两组支架置入前后胆道菌群的分类组成

两组支架置入前后在门水平上最大丰度占前

10 的物种以变形菌门（Proteobacteria）、厚壁菌门

（Firmicutes） 和 拟 杆 菌 门 （Bacteroidota） 为

主（图2）。

两组支架置入前后在属水平上最大丰度占前

10的物种，以埃希‑志贺菌属（Escherichia‑Shigella）、

普 氏 菌 属 7 （Prevotella_7） 和 放 线 菌 属

（Actinobacillus）为主（图3）。

四、两组支架置入前后胆道菌群的 Alpha多样

性分析

Alpha 多样性结果如图 4 所示，传统塑料支架

注：CA指传统塑料支架置入前；CB指传统塑料支架置入后；EA指肠内延伸型胆管支架置入前；EB指肠内延伸型胆管支架置入后

图2　门水平物种分布丰度柱状图 2A：传统塑料支架组；2B：肠内延伸型胆管支架组  图3　属水平物种分布丰度柱状图 3A：传统塑

料支架组；3B：肠内延伸型胆管支架组
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组支架置入后 Shannon 指数（P=0.004）和 Simpson
指数（P=0.008）较前显著减小，而 Observed species
指数（P=0.219）和Chao1指数（P=0.484）差异无统计

学意义，说明支架置入后菌群多样性及均匀度减少

但物种丰富度无明显变化，可能存在某些优势菌显

著增多。但EEBS组支架置入前后Observed species
指数（P=0.095）、Chao1 指数（P=0.136）、Shannon 指

数（P=0.353）和 Simpson指数（P=0.227）差异均无统

计学意义。

五、两组支架置入前后胆道菌群的Beta多样性

分析

主坐标分析 PCoA 显示，传统塑料支架组支架

置入前后样本有明显聚集现象且分布距离较远（图

5A），Anosim相似性分析显示支架置入前后微生物

群落结构差异有统计学意义（R=0.514 8，P=0.011，
图 5B）。而EEBS组中，主坐标分析PCoA显示支架

置入前后样本虽有聚集但分布距离较近（图 6A），

Anosim 相似性分析也显示支架置入前后微生物群

落结构差异无统计学意义（R=0.0593，P=0.187，
图6B）。

六、两组支架置入前后胆道菌群的差异物种

分析

LEfSe 分析显示，传统塑料支架组支架置入后

脆 弱 拟 杆 菌（Bacteroides_fragilis）、变 形 菌 门

（Proteobacteria）-γ变形菌纲（Gammaproteobacteria）- 
肠 杆 菌 目 （Enterobacterales） - 肠 杆 菌 科

（Enterobacteriaceae）-埃希_志贺菌属（Escherichia_
Shigella）-大肠埃希菌（Escherichia_coli）丰度显著

升高（图7）。

而 在 EEBS 组 ，支 架 置 入 后 脱 硫 菌 门

（Desulfobacterota）- 脱硫菌纲（Desulfovibrionia）‑脱
硫 菌 目 （Desulfovibrionales） - 脱 硫 菌 科

（Desulfovibrionaceae）-嗜胆菌属（Bilophila）丰度显

著升高（图8）。

讨  论

正常生理状态下，Oddi括约肌可以维持一定的

压力状态防止肠胆反流的发生［10］，胆管塑料支架置

入后其抗反流屏障功能消失，十二指肠内容物极易

反流至胆管，并可能引起支架堵塞。既往研究通过

扫描电镜对堵塞支架进行分析，发现支架内表面有

生物膜形成，堵塞物中也含有大量细菌等微生物及

其代谢产物［4］，有研究通过对堵塞物中微生物的种

类进行分析，发现在门水平主要包括变形菌门、厚

壁菌门，还有放线菌门、梭杆菌门和拟杆菌门等［11］，

与肠道菌群尤其小肠菌群具有相似性［12‑13］，因此肠

道菌群可能是堵塞物中微生物的主要来源，支架堵

塞物中膳食纤维的发现也证实了肠胆反流的存

在［14‑15］，因此肠胆反流可能是引起支架堵塞的关键

因素。

本研究团队设计的EEBS支架是拟通过延长肠

胆反流路径减少肠道反流物对胆道微生态的影响，

预防支架内堵塞物的形成，并通过动物实验对不同

类型塑料支架置入后胆道菌群的变化进行初步探

索，为以后进一步评估新型支架预防肠胆反流的效

果及机制奠定实验基础。

本研究发现两组支架置入前猪的胆汁菌群以

变形菌门、厚壁菌门和拟杆菌门为主，推测健康猪

的胆汁中可能是含菌的，这与 Jiménez 等［16］的研究

结果相一致。在胆道菌群的多样性分析中，传统塑

料支架组支架置入后胆道菌群的 Alpha 及 Beta 多

样性均发生了显著变化，说明传统支架短期置入对

胆道菌群的影响较大。而 EEBS 组支架置入前后

Alpha 及 Beta 多样性均差异无统计学意义，说明

EEBS 相较于传统塑料支架对胆道菌群的影响较

小，提示可能通过延长反流路径达到了预防肠胆反

流的效果，这可能是其预防支架堵塞的主要机制。

在组间差异显著性分析中，本研究也发现传统

塑料支架组支架置入前后差异菌的种类较多，其中

注：CA指传统塑料支架置入前；CB指传统塑料支架置入后；EA指肠内延伸型胆管支架置入前；EB指肠内延伸型胆管支架置入后；a P<0.01
图4　两组支架置入前后Alpha多样性分析 4A：Chao1指数；4B：Observed指数；4C：Shannon指数；4D：Simpson指数
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支架置入后变形菌门‑肠杆菌科‑埃希_志贺菌属‑大
肠埃希菌的丰度显著升高，一定程度上验证了肠胆

反流的存在。此外，研究表明大肠埃希菌具有鞭毛

结构和糖萼产生能力，可以早期黏附定植于支架表

面形成生物膜［17］，其具有的 β‑葡萄糖醛酸酶活

性［18‑19］，可以水解结合胆红素与钙离子结合形成胆

红素钙，参与支架堵塞物中胆泥的形成［18， 20］，也是

胆色素结石形成的主要机制［21‑22］。而在 EEBS 组，

本研究也发现支架置入后嗜胆菌属丰度显著升高，

嗜胆菌属是一种专性厌氧革兰阴性杆菌，对胆盐具

有极强耐受性，既往曾在多种感染性疾病的临床标

本中培养出来［23］，也有研究显示嗜胆菌属可能参与

胆色素结石的形成［24］，但在支架堵塞物中的报道却

较少见，支架置入后其丰度升高的原因及机制有待

进一步探讨。

本研究也存在一定的局限性。第一，两组支架

均存在早期脱落问题，原因可能为此次实验猪为健

康猪模型，胆管无狭窄段，且猪的胆管较短直，因此

支架不易固定。第二，本研究中将 EEBS支架尾端

置入胃腔可能与正常情况下置入十二指肠远端的

菌群环境不同，这是由于猪的胆管较短直［25‑26］，且

开口位于十二指肠球部紧邻幽门处，在推送导管将

EEBS支架尾端置入十二指肠腔远端时导丝极易脱

出，无法良好固定于胆管原位置，因此无法将支架

尾端置入十二指肠腔内，但由于猪的胆管开口邻近

幽门，传统支架置入后远端开口距离胃腔较近，两

组支架开口均位于上消化道，文献报道人的胃体、

胃窦及十二指肠黏膜的菌群结构具有相似性［27］，因

此理论上两组菌群仍具有可比性。第三，未进行胆

道菌群的功能预测及胆汁酸代谢分析，胆道菌群变

化与支架堵塞物及胆汁酸代谢的关系有待进一步

探索。

综上所述，本研究通过动物实验菌群分析显

示，相较于传统塑料支架，EEBS置入后胆道菌群的

变化较小，提示可能通过延长反流路径达到了预防

肠胆反流的效果，这可能是其预防支架堵塞的主要

机制。将来有待临床研究探索不同支架对人体胆

道菌群及胆汁酸代谢的影响及其参与支架堵塞的

发生发展过程和机制。
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