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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЕ МОДЕЛИРОВАНИЕ СТРИКТУРЫ 
ХОЛЕДОХОЕЮНОАНАСТОМОЗА

Аннотация. В результате экспериментального моделирования стриктуры холедохоеюноанастомоза на лаборатор­
ных животных выявлена роль специфических биомаркеров в установлении причин избыточного рубцевания билио­
дигестивных соустий. Предлагаемая модель позволяет изучить фазность течения патологического процесса и пато­
генеза развития стриктуры холедохоеюноанастомоза и наметить пути профилактики ее формирования в клиниче­
ских условиях.
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EXPERIMENTAL MODELING OF THE CHOLEDOCHOJUNOANASTOMOSIS STRICTURE

Abstract. As a result of experimental modeling of the choledochojejunostomy stricture n laboratory animals, the role 
of specific biomarkers in establishing the causes of excessive scarring of biliodigestive anastomoses was revealed. The proposed 
model is suitable for studying the phase nature of the pathological process and the pathogenesis of development of the chole
dochojejunostomy stricture, allowing one to outline ways how to prevent its formation in a clinical setting.
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Введение. Доброкачественные стриктуры холедохоеюноанастомозов (ХЕА) встречаются 
в 10–30 % наблюдений после реконструктивных операций на желчных протоках (ЖП) [1, 2]. 
По данным ряда авторов, от 62,3 до 75 % таких пациентов подвергаются повторным операциям 
в связи с развитием стриктур соустий [3, 4]. Данная патология часто осложняется рецидивирую­
щим холангитом, холангиолитиазом, печеночной недостаточностью и циррозом печени. Тради­
ционные повторные реконструктивные операции при стриктурах ХЕА и холангиолитиазе отно­
сятся к травматичным вмешательствам с высоким риском рецидива стриктур и снижением каче­
ства жизни пациентов [5, 6]. 

В последнее время все актуальнее становится поиск новых методов морфологического иссле­
дования с изучением молекулярных механизмов ремоделирования ЖП. Большое внимание уде­
ляется влиянию отдельных цитокинов на формирование рубцовой ткани в стенке протоков. 
К таким цитокинам относятся матричная металлопротеиназа 9 (ММР-9), интерлейкин 1 (IL-1), 
интерлейкин 6 (IL-6), фактор некроза опухолей-альфа (TNF-α), трансформирующий ростовой 
фактор бета-1 (TGF-β1) и др. [7–10].

Разработка эффективного метода медицинской профилактики стриктур желчевыводящих 
путей, а также функциональных нарушений и фибротических изменений печени после форми­
рования билиодигестивных анастомозов позволит своевременно применить комплекс корриги­
рующих лечебных мероприятий в клинике, что, в свою очередь, будет способствовать суще­
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ственному улучшению отдаленных результатов реконструктивно-восстановительных операций 
на внепеченочных желчных путях, сокращению временной нетрудоспособности, повышению ка­
чества жизни оперированных пациентов. Полученные результаты в совокупности могут внести 
значимый вклад в решение важной научно-практической задачи по повышению эффективности 
хирургического лечения пациентов со стриктурами ЖП и билиодигестивных анастомозов, ослож­
ненных механической желтухой.

Цель исследования – разработать экспериментальную модель стриктуры холедохоеюноанасто­
моза у лабораторных животных, максимально приближенную по своим характеристикам к клини­
ческим условиям, на основании оценки функционального состояния печени в условиях формирова­
ния патологического процесса с помощью биохимических маркеров в крови и тканях эксперимен­
тальных животных и биомаркеров, связанных с повреждением сосудов, воспалением и фиброзом, 
и изучения их роли в установлении причин развития стриктур желчных протоков. 

Материалы и методы исследования. Эксперимент проведен на половозрелых кроликах 
смешанных пород (в возрасте 6‒8 мес.) массой 3‒4,5 кг, содержащихся в стационарных условиях 
вивария (стандартные условия операционного блока на базе научно-исследовательской лабора­
тории) на полноценном стандартном пищевом рационе и в соответствии с необходимыми требо­
ваниями. При выполнении всех манипуляций были соблюдены этические принципы, изложен­
ные в постановлении Межпарламентской ассамблеи государств ‒ участников Содружества Не- 
зависимых Государств 31.10.2007 № 29-17 «О модельном законе «Об обращении с животными» 
и в соответствии с Европейской конвенцией по защите позвоночных животных, используемых 
для экспериментальных и других научных целей» (Страсбург, 1986). 

Запланированные оперативные вмешательства у животных осуществляли под внутривенным 
наркозом с соблюдением всех правил биоэтики. Для обезболивания вводили наркотические ве­
щества (фентанил 0,005 % + дроперидол 0,01 % в соотношении 2 : 1 на 100 г массы тела). 

Все животные были разделены на две группы (по 20 особей в каждой). Время наблюдения 
после моделирования патологии составило 15 и 30 сут. По истечении указанного времени жи­
вотных выводили из эксперимента в соответствии со стандартами GLP путем введения макси­
мальной дозы 2%-го тиопентала натрия, после чего выполняли забор материала (участок зоны 
ХЕА с участком печени) для последующего морфологического исследования.

В группе 1 (контрольной) под общим наркозом выполняли лапаротомию и визуальную реви­
зию внутренних органов. Выделяли общий ЖП (ОЖП) на всем протяжении. Дистальную часть 
ОЖП резецировали. Формировали анастомоз между проксимальной частью ОЖП и петлей тон­
кой кишки, отключенной по Ру, однорядным узловым швом нитью 6/0‒7/0. Далее формировали 
терминолатеральный энтероэнтероанастомоз по общепринятой методике в 10 см от связки Трейца 
однорядным непрерывным швом нитью 5/0‒6/0. Брюшную стенку послойно ушивали непрерыв­
ным швом (рис. 1). 

В группе 2 (основной) операцию выполняли по той же методике, что и в группе 1, обкалывая 
зону анастомоза (участок ОЖП и тощей кишки) нитратом калия (селитра). На 15-е и 30-е сутки 
после операции кроликов выводили из эксперимента и производили забор тканей зоны анасто­
моза и клеток печени для гистологического и иммуногистохимического исследования, а также 
сыворотки крови для иммуноферментного анализа (ИФА), выполняли биохимический анализ 
крови (БАК).

Биохимические исследования. Для выполнения лабораторных исследований забор крови из вен 
правого уха животных проводился до операции, а затем на 15-е и 30-е сутки. Исследование сы­
воротки крови в подавляющем большинстве случаев выполняли сразу после ее получения. 

Иммуноферментный анализ. В сыворотке крови экспериментальных животных (кролики) 
методом количественного твердофазного иммуноферментного анализа типа «сэндвич» опре- 
деляли содержание уровней VEGF, IL-1β, PDGF-AA, IL-6 с помощью коммерческих наборов 
реагентов фирмы FineTest (Китай). Измерение проводили с помощью фотометра универсаль- 
ного Ф300 («Витязь», РБ), количественное содержание перечисленных показателей в исследуе­
мых образцах рассчитывали по калибровочной кривой, построенной по стандартным концент
рациям.
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                                                    a                                                                               b

Рис. 1. Методика формирования холедохоеюноанастомоза у кроликов: а – схема (1 – печень; 2 – общий желчный 
проток; 3 – холедохоеюноанастомоз; 4 – желудок; 5 ‒ петля тощей кишки, отключенная по Ру; 6 – желчный пузырь); 
b – интраоперационное фото (1 – печень; 2 – общий желчный проток; 3 – холедохоеюноанастомоз; 4 – петля тощей 

кишки, отключенная по Ру)

Fig. 1. Method of forming choledochojejunostomy in rabbits: a – scheme (1 – liver; 2 – common bile duct; 
3 – choledochojejunostomy; 4 – stomach; 5 – Roux loop of jejunum; 6 – gallbladder); b – intraoperative photo (1 – liver; 

2 – common bile duct; 3 – choledochojejunostomy; 4 – Roux loop of jejunum)

Морфологические исследования. Для проведения гистологического исследования осуществля­
ли забор зоны анастомоза и участка печени. Эти фрагменты фиксировали в 10%-м нейтральном 
формалине, а затем промывали в проточной воде в течение 24 ч и обезвоживали в спиртах вос­
ходящей концентрации (70, 80, 96 %, абсолютный спирт). После этого полученный материал 
проводили по стандартному протоколу и заливали в парафин. Из готовых парафиновых блоков 
изготавливали срезы толщиной 3 мкм, которые окрашивали гематоксилином-эозином (обзорная 
окраска) и трихромом (выявление соединительной ткани (СТ)). Изучение препаратов и изготов­
ление микрофотографий выполняли с помощью светового микроскопа Motic (Китай). 

Иммуногистохимические исследования. Для определения уровней экспрессии маркеров кле­
точной пролиферации использовали поликлональные антитела PAI 1 (Elabscience, Китай), VEGF 
(R&D systems, США), IL-1b (Thermo Fisher, США), IL-6 (Abcam, США) в соответствии с протоко­
лами производителя. Количественную оценку экспрессии биомолекулярных маркеров выполня­
ли путем анализа цифрового изображения, полученного с помощью микроскопа Leica DMLS 
с программным изображением (Leica, Германия) и цифровой камерой JVC, применяя алгоритм 
positive pixel count и программу для морфометрии Aperio Image Scope 12.3.3 (Leica, Германия).

Статистический анализ. Для анализа полученных данных использовали статистический 
метод исследования (пакеты приложений Microsoft Office XP и программы Statistica, версия 10), 
для проверки числовых значений на нормальность распределения – критерий Шапиро–Уилка. 
Различия между выборками оценивали, используя U-тест Манна–Уитни и тест Краскела–Уоллеса. 
При распределении, отличном от нормального, данные представляли в виде медианы (Ме) и интер­
вала между 25-й и 75-й процентилями.  Результаты считали достоверными при р < 0,05.

Результаты и их обсуждение. У всех животных примерно через неделю наблюдались при­
знаки общей интоксикации: все кролики становились беспокойными, клинически отмечались 
повышение температуры тела, тахикардия. Макроскопически в группе 2 при выведении живот­
ных из эксперимента в брюшной полости наблюдали умеренно выраженный спаечный процесс 
в ее верхнем этаже, расширение холедоха выше зоны анастомоза до 5–7 мм, напряжение желч- 
ного пузыря и проксимальных отделов желчевыводящих путей. При макроскопическом исследо­
вании печени определяли отечность ткани органа. После пересечения холедоха выше зоны ана­
стомоза при заборе материала желчь изливалась под давлением, была темно-зеленой окраски, 
жидкой консистенции, мутная, иногда встречались мягкие желчные сгустки.
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Гистологическое исследование биоптатов тканей, взятых из краев зоны анастомоза у живот­
ных группы 1 на 15-е сутки, показало воспалительную инфильтрацию стенки ОЖП, более вы­
раженную со стороны слизистой оболочки (СО), с образованием рыхлой отечной СТ. Стенка хо­
ледоха была отечной, в СО выявлены кровоизлияния, расширенные и полнокровные сосуды 
микроциркуляторного русла (рис. 2, а), вокруг шва визуализировался плотный рубец (рис. 2, b). 
Со стороны печени: внутрипеченочные ЖП расширены, очаговая пролиферация с очаговым пе­
ридуктальным фиброзом и формированием аденоматозных структур, а также участки лимфоги­
стиоцитарной инфильтрации ткани с мелкими очагами некроза гепатоцитов (рис. 2, с).

На 30-e сутки в зоне анастомоза отмечено формирование грубого соединительнотканного 
рубца (рис. 3, а). В области шва визуализировалась грануляционная и незрелая рубцовая ткань 
(рис. 3, b). Вокруг шва наблюдались многочисленные клетки инородных тел и диффузно-очаговая 
лимфогистиоцитарная инфильтрация. Признаки эпителизации и участки нерезорбированного 
некроза отсутствовали.

Со стороны печени выявлялись умеренная лимфогистиоцитарная инфильтрация портальных 
трактов и их перивенозный отек, пролиферация клеток Купфера с расширением междолько- 
вых, поддольковых и центральных вен. В отдельных портальных венах отмечались фибриновые 
тромбы, выстилание фибрином стенки вен. Наблюдалась очаговая пролиферация ЖП и пери­
дуктальная лимфоцитарная инфильтрация.

                                                 a                                                                                                    b

c

Рис. 2. Гистологическое исследование биоптатов тканей, взятых на 15-е сутки из краев зоны анастомоза 
(а – окраска гематоксилином и эозином; b – окраска трихром) и из ткани печени (c – окраска гематоксилином 

и эозином) у животных группы 1. ×100

Fig. 2. Histological examination of tissue biopsies taken on the 15th day from the edges of the anastomosis zone (a – hematoxylin 
and eosin staining; b – trichrome staining) and from the liver tissue (c – hematoxylin and eosin staining) 

in animals of group 1. × 100
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                                                 a                                                                                                    b

Рис. 3. Зона анастомоза у животных группы 1 на 30-е сутки (a, b – окраска трихром). ×100

Fig. 3. Anastomosis zone in the group 1 animals on the 30th day (a, b – trichrome staining). ×100

В группе 2 на 15-e сутки в зоне анастомоза отмечались распространенная выраженная лимфо­
цитарная инфильтрация всех слоев СО, наложения фибрина по линии анастомоза. Определялся 
язвенно-некротический дефект слизистой, частично заполненный гнойно-некротическими масса­
ми. Наблюдалась выраженная сосудистая реакция: капилляры были резко расширены, перепол­
нены кровью. В области швов отмечались некроз и воспаление тканей. Наблюдалось также зна­
чительное утолщение стенки протока за счет разрастания грануляционной и фиброзной ткани  
(очагово замещающей мышечную и серозную оболочки) с очагами склероза (рис. 4, а) и грануля­
ционной тканью разной степени зрелости (рис. 4, b).

В печени наблюдалось расширение портальных траков, в отдельных венах отмечалась сепа­
рация плазмы, центральные вены были очагово расширены. Выявлены очаговая пролиферация 
с эктазией ЖП, перидуктальный отек и лимфоцитарная инфильтрация тканей (рис. 4, с).

Во 2-й группе на 30-e сутки в зоне анастомоза, слизистой и мышечной оболочках отмечалась 
выраженная лимфоцитарная инфильтрация. Вокруг шва располагалась рыхлая отечная СТ (рис. 5, а). 
Наблюдались обилие клеток инородных тел, мелкие локусы некроза в СО, обширные поля гра­
нуляционной и фиброзной ткани разной степени зрелости (рис. 5, b). Коллагеновые волокна СТ 
располагались хаотично, клеточная структура представлена преимущественно фибробластами. 
Стенка протока утолщена за счет формирования плотного рубца (рис. 5, c).

В ткани печени животных группы 2 на 30-e сутки отмечалась очаговая зернистая и жировая 
дистрофия гепатоцитов, в отдельных участках – формирование септ. Наблюдались распростра­
ненные перипортальные лейкоцитарные инфильтраты. Центральные вены были расширены, часто 
с оксифильным гомогенным содержимым. В синусоидных капиллярах определялись очаги сла- 
джирования эритроцитов. Выявлялись расширенные подкапсульные и внутрипеченочные ЖП 
с лимфогистиоцитарной инфильтрацией и формированием стриктур.

Таким образом, согласно результатам морфологического исследования, в группе контроля 
(группа 1) на 15-е и 30-е сутки отмечалось адекватное заживление анастомоза с формированием 
в зоне соустья невыраженной рубцовой ткани (как элемент стандартных регенеративных процессов 
при формировании соустья). В группе 2 при воздействии на ткани соустья нитрата калия отмечено 
такое же формирование некроза слизистой и глубжележащих тканей с образованием рубца, как 
и при ишемическом повреждении ткани, с развитием грубой СТ и стриктуры анастомоза и после­
дующими изменениями в ткани печени – возникновением холангита и холестатического синдрома.

Результаты иммуногистохимического исследования экспрессии основных биомаркеров вос­
паления и начала фибротических процессов в зоне анастомоза представлены в табл. 1.

Количественный анализ экспрессии IL-6 показал статистически значимое повышение этого 
цитокина по сравнению с контрольными значениями, при этом уровень его экспрессии оставался 
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стабильно высоким и в динамике эксперимента. В то же время количественный анализ экспрессии 
IL-1b выявил резкое повышение уровня провоспалительного цитокина в группе 1 (преимущественно 
на ранних сроках эксперимента). Так как ИЛ-6 является одним из основных медиаторов воспаления 
с широким спектром действия, повышение его экспрессии свидетельствует о выраженной вос­
палительной реакции в тканях, при этом увеличение экспрессии IL-1b на ранних сроках экспе­
римента может свидетельствовать об острейшей фазе воспаления.  

Высвобождение провоспалительных цитокинов в сочетании с повышенным уровнем тромби­
на также провоцирует и усиливает синтез PAI-1, являющегося белком острой фазы воспаления. 
PAI-1 оказывает антифиброзный эффект, который связан с повышенной активностью матрикс­
ных металлопротеиназ, повышенной проницаемостью сосудов, ингибированием плазминогена 
и изменением содержания трансформирующего фактора роста-β (TGF-β), способствующего фи­
брогенезу. Снижение экспрессии PAI-1 при этом является прогностическим признаком прогресси­
рования фиброза.

Воспаление всегда сопряжено с процессами ангиогенеза. К наиболее хорошо изученным регуля­
торам ангиогенеза относится фактор роста сосудистого эндотелия (VEGF). Показатель экспрессии 
VEGF в основной серии был достоверно выше, чем в контрольной группе (р < 0,05). Снижение 
уровня экспрессии фактора роста сосудистого эндотелия может свидетельствовать о начале фазы 
заживления.

Результаты иммуноферментного анализа представлены в табл. 2.

                                                 a                                                                                                    b

c

Рис. 4. Зона анастомоза у животных группы 2 на 15-е сутки (a, b – окраска трихромом; 
c – окраска гематоксилином и эозином). ×100

Fig. 4. Anastomosis zone in the group 2 animals on the 15th day (a, b – trichrome staining; 
c – hematoxylin and eosin staining). ×100
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                                                  a                                                                                                  b

c

Рис. 5. Зона анастомоза у животных группы 2 на 30-е сутки (a, b – окраска гематоксилином и эозином; 
c – окраска трихромом). ×100 

Fig. 5. Anastomosis zone in the group 2 animals on the 30th day (a, b – hematoxylin and eosin staining; 
c – trichrome staining). ×100

Т а б л и ц а  1.  Иммуногистохимическая оценка экспрессии биомаркеров в зоне анастомоза кроликов, 
Ме (25 %; 75 %)

T a b l е  1.  Immunohistochemical assessment of biomarker expression in the anastomosis zone of rabbits, 
Ме (25 %; 75 %)

Сроки выведения 
животных 

из эксперимента

Группа 1 Группа 2
р

VEGF (40,93)* PAI 1 (39,48)* IL-1β (53,69)* IL-6 (31,86)* VEGF (40,93)* PAI 1 (39,48)* IL-1β (53,69)* IL-6 (31,86)*

15-е сутки 78,64 43,85 78,30 41,69 51,42 39,25 46,79 42,65 <0,05
30-е сутки 50,67 52,31 38,44 34,52 37,83 47,54 32,81 50,52 <0,05

П р и м е ч а н и е.  Здесь и в табл. 2 звездочкой обозначены контрольные значения.

Т а б л и ц а  2.  Динамика биомаркеров в крови кроликов, Ме (25 %; 75 %) 

T a b l е  2.  Dynamics of biomarkers in the blood of rabbits, Ме (25 %; 75 %)

Сроки 
выведения 
животных 

из эксперимента

Группа 1 Группа 2

р
PDGF (18,35)* VEGF (1096,00)* IL-1β (125,50)* IL-6 (446,00)* PDGF (18,35)* VEGF (1096,00)* IL-1β (125,50)* IL-6 (446,00)*

15-е сутки 21,00 858,00 112,00 438,00 20,50 858,00 143,00 496,00 <0,05
30-е сутки 28,10 810,00 131,00 451,00 17,25 810,00 235,50 1025,50 <0,05
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Так как PDGF также является важным фактором хемотаксиса, пролиферации и активации 
образующих матрикс клеток (в том числе миофибробластов), можно предположить, что повы­
шенная концентрация биомаркера связана с процессами фиброгенеза. Сниженные показатели 
VEGF в сыворотке крови кроликов группы 2 свидетельствуют о выраженной тканевой пролифе­
рации в зоне анастомоза и о начале репаративных процессов. Повышенные значения IL-1b и IL-6 
указывают на выраженное воспаление в зоне соустья, особенно на 30-е сутки на фоне поврежде­
ния тканей при инъекции нитрата калия и запуске репаративных процессов с формированием 
грубоволокнистой СТ.

Результаты проведенных биохимических исследований представлены в табл. 3. 

Т а б л и ц а  3.  Динамика биохимических показателей у животных, Ме (25 %; 75 %) 

T a b l е  3.  Dynamics of biochemical parameters in animals, Ме (25 %; 75 %)

Показатель Контроль
1-я группа (n = 20) 2-я группа (n = 20)

15-е сутки 30-е сутки р 15-е сутки 30-е сутки р

Холестерин, ммоль/л 1,1 0,53
(0,49; 0,59)

1,25
(0,85; 1,85) <0,05 4,13

(3,25; 5,86)
3,0

(2,50; 3,05) 0,225

Билирубин, мкмоль/л 126,3 75,9 
(71,5; 78,0)

98,3
(93,7; 111,0) <0,05 80,1

(60,3; 106,3)
124,5

(100,0; 126,0) <0,05

ЩФ, Е/л 111,3 49,2*

(45,41; 54,1)
112,2

(105,3; 113,5) р < 0,05 94,8
(91,7; 99,0)

121,0
(120,09; 126,6) 0,345

АЛТ, Е/л 56,2 54,9
(53,7; 57,5)

66,7
(64,8; 70,0) р = 0,345 113,0*

(109,8; 144,0)
60,0

(59,4; 64,0) <0,05

АСТ, Е/л 27,3 12,9*

(12,5; 13,9)
57,9

(54,5; 60,0) р < 0,05 130,0*

(120,0; 180,0)
35,0

(29,9; 37,0) <0,05

CРБ, мг/л 5,5 13,0*

(12,6; 13,8)
2,9

(2,7;3,5) р < 0,05 30,0*

(29,0; 33,4)
0,06*

(0,04; 0,07) <0,05

П р и м е ч а н и е. * – различия с контрольной группой статистически значимы при р < 0,05.

В группах 1 и 2 на 15-е сутки после операции уровень С-реактивного белка (СРБ) в крови 
значительно превышал контрольный (р < 0,05), что свидетельствовало о развитии острофазовой 
воспалительной реакции в ответ на операционную травму, а на 30-е сутки снижался. 

На 15-е сутки в группе 2 выявлены сдвиги ферментов АЛТ, АСТ в сторону повышения 
их уровня в 2,1 раза (р < 0,05) и 4,8 раза (р < 0,05) соответственно. Повышение у кроликов этой 
группы уровня СРБ в 5,5 раза (р < 0,05) свидетельствовало о развитии и прогрессировании холе­
статического и цитолитического синдромов на фоне механической желтухи и холангита.

Заключение. Разработана и апробирована новая экспериментальная модель стриктуры холе­
дохоеюноанастомоза у кроликов, подтверждаемая морфологическим исследованием и динами­
кой биохимических показателей крови оперированных животных. 

Регенерация в зоне анастомоза у животных группы 1 завершается рубцеванием, у животных 
двух групп отмечаются удлинение сроков регенерации, сохранение воспалительного инфильт
рата тканей в зоне соустья на 30-е сутки с отсутствием эпителизации, избыточным разрастанием 
грубоволокнистой соединительной ткани и появлением очагов склероза (формирование рубцо­
вых стриктур).

Диагностическое значение для выявления риска склероза и избыточного рубцевания в зоне 
регенерации тканей имеет снижение уровня экспрессии VEGF в сыворотке крови.

Наиболее информативным иммуногистохимическим критерием острой фазы воспаления 
в зоне билиодигестивного соустья является повышение экспрессии IL-6 и PAI-1, а острейшей 
фазы воспаления – увеличение уровня IL-1β на 30-е сутки в обеих экспериментальных группах.

На 15-е сутки после операции установлено повышение уровня трансфераз в крови лаборатор­
ных животных, зафиксирована интенсификация воспалительной реакции, что свидетельствует 
о прогрессировании холестатического и цитолитического синдромов на фоне холангита.
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Использование разработанной модели холедохоеюноанастомоза в дальнейших исследованиях 
позволит установить биохимические, морфологические и иммуногистохимические критерии про­
гнозирования развития осложнений гепатобилиарной патологии, что и определит выбор лечебно-
профилактической тактики ведения пациентов. 
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