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单纯性胰腺创伤后大鼠胰腺细胞增殖状况的实验研究

陈光宇，戴睿武△，罗　皓，陈振宇，陈　涛，黎冬暄，吕润华，汤礼军
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　　摘　要：目的　构建大鼠单纯性胰腺创伤模型观察胰腺细胞增殖变化特点并探讨胰腺细胞增殖与组织损伤的关系。方法　

将６０只 Ｗｉｓｔａｒ大鼠分为２组：撞击组（采用ＢＩＭⅢ生物撞击机构建胰腺创伤大鼠模型，４０只）和对照组（假手术组，２０只），每组

大鼠于建模后６、２４、７２ｈ，７ｄ处死，采用分光光度法检测各组大鼠血清淀粉酶（ＡＭＳ）、脂肪酶（ＬＰＳ）活性，通过ＴＵＮＥＬ染色和流

式细胞技术测定胰腺组织细胞死亡并分析细胞周期分布特点，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定胰腺组织Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白的表达。结果　撞击组

大鼠ＬＰＳ活性升高时相点晚于ＡＭＳ且持续时间较长，ＴＵＮＥＬ染色、流式细胞检测、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果揭示胰腺创伤可诱导胰腺

组织细胞凋亡和代偿性增生。胰腺细胞增殖变化特点表明胰腺创伤后的最佳治疗时间是发病２４ｈ内。结论　同时检测ＡＭＳ和

ＬＰＳ有助于判定胰腺的外分泌功能受损情况。
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　　随着交通事故的频发及可产生较强冲击波的现代武器的

广泛应用，胰腺创伤的发病率逐年上升。胰腺是一类具有分泌

功能的实质性脏器，胰腺创伤后可引起出血、胰瘘、炎症、创伤

后胰腺炎的发生，病死率高达２０％
［１２］。目前针对胰腺创伤的

研究关注于其诊治方法，而胰腺创伤后的病理生理变化尚不完

全清楚。本研究前期实验成功构建了一种模拟单纯性胰腺创

伤的大鼠模型［３］，为了进一步了解胰腺创伤后大鼠胰腺细胞增

殖变化特点，进行了以下研究。

１　材料与方法

１．１　实验动物与试剂　实验使用健康雄性ＳＰＦ级 Ｗｉｓｔａｒ大

鼠６０只，体质量２００～２２０ｇ，平均（２０８．９±８．５）ｇ，由四川大学

华西医学中心实验动物研究所提供。戊巴比妥钠购于美国

Ｓｉｇｍａ公司，血清淀粉酶（ａｍｙｌａｓｅ，ＡＭＳ）、脂肪酶（ｌｉｐａｓｅ，ＬＰＳ）

测定试剂盒购于南京建成公司，ＴＵＮＥＬ染色试剂盒购于瑞士

Ｒｏｃｈｅ公司，细胞周期检测试剂盒购于美国ＢＤ公司，兔抗大

鼠Ｂｃｌ２、Ｂａｘ购于美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，βａｃｔｉｎ内参抗体购于

上海康成公司，辣根过氧化酶标记的羊抗兔二抗购于武汉博士

德公司，ＥＣＬ发光试剂盒购于美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，组织蛋白提

取试剂盒及ＢＣＡ蛋白定量测定试剂盒购于南京碧云天公司。

１．２　动物分组及模型制备　所有大鼠按随机数字表法分为撞

击组（４０只）和对照组（２０只），将每组大鼠平均分为４个小组，

分别于建模后６、２４、７２ｈ，７ｄ处死各小组大鼠。所有大鼠建模

前禁食１２ｈ，建模后任意进食饮水。动物模型制备方法如下，

（１）撞击组：给予３％戊巴比妥钠（０．１ｍＬ／１００ｇ）麻醉大鼠后

取腹壁正中切口，在胰腺下方垫一小塑料片，用ＢＩＭⅢ生物撞

击机产生４００ｋＰａ恒定压力气流冲击胰腺组织
［３］构建胰腺创

伤大鼠模型。（２）对照组：仅行开腹手术，翻动胰腺数次后

关腹。

１．３　检测指标及方法　每组大鼠分别于建模后腹腔动脉采血

处死，留取血清、胰腺组织待测。

１．３．１　血清相关指标检测　ＡＭＳ、ＬＰＳ活性按试剂盒说明采

用分光光度法检测。

１．３．２　ＴＵＮＥＬ法检测胰腺细胞凋亡　严格按照试剂盒说明

书操作，胰腺细胞核中有棕黄色颗粒者为凋亡细胞，每张切片
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在４００倍镜下选取５个视野，计算凋亡细胞数和总细胞数，凋

亡指数（ＡＩ）＝凋亡细胞数／总细胞数×１００％。

１．３．３　流式细胞技术观察胰腺细胞凋亡和增生　参考文献

［４］所述方法，应用细胞周期检测试剂盒（碘化丙啶染色）在流

式细胞仪上用ＦｌｏｗＪｏ程序分析Ｇ０／Ｇ１ 期，Ｓ期和Ｇ２／Ｍ 期细

胞分布情况并计算出增殖指数（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ，ＰＩ）［参考

公式：ＰＩ＝ （Ｓ＋Ｇ２／Ｍ）／（Ｇ０／Ｇ１＋Ｓ＋Ｇ２／Ｍ）×１００％］，同时

通过该软件检测ＡＩ。

１．３．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测胰腺组织Ｂｃｌ２、Ｂａｘ的表达　参照

组织蛋白提取试剂盒说明提取胰腺组织蛋白并用ＢＣＡ法测定

蛋白浓度；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ操作过程如下：用上样针吸取２０μｇ蛋

白至十二烷硫酸钠聚丙烯酰胺电泳凝胶上进行电泳分离并转

至聚偏氟乙烯（ＰＤＶＦ）膜（购于美国 Ｒｏｃｈｅ公司），随后将

ＰＶＤＦ膜置于质量浓度５ｇ／ｍＬ脱脂牛奶中封闭１ｈ，然后在４

℃下分别用Ｂｃｌ２（１∶５００）、Ｂａｘ抗体（１∶５００）和βａｃｔｉｎ内参

抗体（１∶２０００）孵育过夜，再分别将膜放入含有二抗（１∶１

０００）的脱脂牛奶中孵育３ｈ，用ＥＣＬ显色液显影于感光胶片

上，最后用 ＵＶＰＢｉｏｓｐｅｃｔｒｕｍ４１０凝胶成像系统对 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ目的条带扫描后进行分析，蛋白含量以条带的光密度值

（Ｉｎｔ）×面积（ｍｍ２）表示，以此代表 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ的相对表

达量。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计分析。计量

资料用狓±狊表示，采用单因素方差分析进行组间均数比较，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　血清相关指标检测结果　建模后撞击组大鼠６、２４、７２ｈ、

７ｄ存活率分别为１００％、８０％、７０％、７０％，对照组大鼠均存

活。血清ＡＭＳ活性：撞击组大鼠血清ＡＭＳ活性在建模后６ｈ

迅速升高，建模后２４ｈ达最高值，在建模７２ｈ急剧下降；撞击

组大鼠血清ＬＰＳ活性在建模后６ｈ也开始上升，建模后７２ｈ

达最高值，建模后７ｄ恢复正常值；这提示胰腺创伤后大鼠血

清ＬＰＳ活性升高晚于ＡＭＳ，但其升高持续时间长于 ＡＭＳ；对

照组各时相点间大鼠血清 ＡＭＳ和ＬＰＳ活性差异无统计学意

义（犘＞０．０５），见表１。

２．２　胰腺细胞凋亡和增殖情况　ＴＵＮＥＬ染色与流式细胞仪

检测结果都提示撞击组各时相点大鼠胰腺细胞 ＡＩ在建模后

６ｈ最高，随后逐渐下降，但均较对照组高；撞击组大鼠胰腺细

胞ＰＩ在建模后６ｈ降低，建模后２４ｈ则显著上升，建模后７ｄ

达最高值；对照组各时相点间大鼠ＡＩ和ＰＩ差异均无统计学意

义（犘＞０．０５），见图１，表２、３。

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测胰腺组织Ｂｃｌ２、Ｂａｘ表达　采用 ＵＶＰ

Ｂｉｏｓｐｅｃｔｒｕｍ４１０图像分析系统测出各条带的光密度值半定量

显示出Ｂｃｌ２、Ｂａｘ在胰腺组织内的表达情况，撞击组大鼠胰腺

组织Ｂｃｌ２表达随时间推移逐渐增强，而Ｂａｘ的表达则随时间

推移逐渐减弱，对照组大鼠胰腺组织各时相点Ｂｃｌ２、Ｂａｘ表达

无明显差异，见图２、表４。

表１　　建模后各组大鼠血清中ＡＭＳ、ＬＰＳ活性（狓±狊，Ｕ／Ｌ）

项目

６ｈ

撞击组

（狀＝１０）

对照组

（狀＝５）

２４ｈ

撞击组

（狀＝８）

对照组

（狀＝５）

７２ｈ

撞击组

（狀＝７）

对照组

（狀＝５）

７ｄ

撞击组

（狀＝７）

对照组

（狀＝５）

ＡＭＳ ４５９２．０±４６７．０ ９０１．０±２１７．０ａ ７９４８．０±６２３．０ｂ１０７４．０±２５４．０ａ ２９３７．０±３２５．０ｂ ９８５．０±１３６．０ａ １１４２．０±２８９．０ｂ ９６４．０±１４８．０

ＬＰＳ ２２８．６±３１．４ ４２．５±１４．３ａ ８５１．２±１２３．２ｂ ４９．６±１１．７ａ １３３９．７±２４１．６ｂ ４３．８±１２．６ａ ７４１．４±１２６．８ｂ ４６．３±１３．５ａ

　　ａ：犘 ＜０．０５，与撞击组同期比较；ｂ：犘＜０．０５，与前一时相点组内比较。

　　Ａ：对照组；Ｂ：撞击组建模后６ｈ；Ｃ：撞击组建模后２４ｈ；Ｄ：撞击组建模后７２ｈ；Ｅ：撞击组建模后７ｄ；胰腺细胞核中有棕黄色颗粒者为凋亡

细胞。

图１　　各时相点大鼠胰腺细胞凋亡情况检测（ＴＵＮＥＬ染色×４００）

３４４重庆医学２０１５年２月第４４卷第４期



表２　　建模后各组大鼠ＡＩ（狓±狊，％）

项目

６ｈ

撞击组

狀＝１０

对照组

狀＝５

２４ｈ

撞击组

狀＝８

对照组

狀＝５

７２ｈ

撞击组

狀＝７

对照组

狀＝５

７ｄ

撞击组

狀＝７

对照组

狀＝５

ＡＩ（ＴＵＮＥＬ） １１．４７±０．７９ ０．４４±０．１５ ８．５４±０．６３ ０．３９±０．１３ ４．２３±０．３８ ０．３５±０．１４ ２．３１±０．１２ ０．３５±０．１３

ＡＩ（流式细胞检测） １２．８９±１．６７ ０．５３±０．２６ ９．４８±１．３１ ０．５６±０．２５ ４．８４±０．６７ ０．６６±０．３２ １．９６±０．８７ ０．５７±０．２４

表３　　建模后各组大鼠胰腺细胞增殖情况（狓±狊，％）

细胞周期

６ｈ

撞击组

狀＝１０

对照组

狀＝５

２４ｈ

撞击组

狀＝８

对照组

狀＝５

７２ｈ

撞击组

狀＝７

对照组

狀＝５

７ｄ

撞击组

狀＝７

对照组

狀＝５

Ｇ０／Ｇ１ ９５．３８±２．１４ ９２．１７±１．２９ ９０．７６±１．４８ ９６．０７±１．３６ ８４．９２±２．４１ ９４．６７±１．５１ ７５．２４±２．６１ ９５．４６±１．２５

Ｓ １．１７±０．２４ １．６３±０．３１ ３．４７±０．５４ １．５４±０．２６ １．３６±０．７９ １．６２±０．２７ ４．２５±１．２５ １．５７±０．２８

Ｇ２／Ｍ ２．５４±０．３５ ３．９８±０．４８ ６．２４±０．８２ ３．３２±０．４１ １３．３７±１．２８ ３．５０±０．５１ ２０．４８±２．３１ ３．２４±０．４９

ＰＩ ３．７３±１．４３ ５．６５±１．０７ ９．７６±１．２５ ４．９５±０．９６ １４．６２±１．９７ ５．１４±０．９２ ２４．７６±２．９８ ４．７５±０．８６

表４　　建模后各组大鼠胰腺组织Ｂｃｌ２、Ｂａｘ的表达（Ｉｎｔ×ｍｍ２，狓±狊）

项目

６ｈ

撞击组

（狀＝１０）

对照组

（狀＝５）

２４ｈ

撞击组

（狀＝８）

对照组

（狀＝５）

７２ｈ

撞击组

（狀＝７）

对照组

（狀＝５）

７ｄ

撞击组

（狀＝７）

对照组

（狀＝５）

Ｂａｘ ２４５．６８±２１．０７ ３８．２１±６．３４ ２１５．５３±１９．３６ａ ４１．５３±６．７８ １５７．２４±１６．３２ａ ３９．６４±７．０５ １２０．８５±１０．３６ａ ４０．３６±６．８７

Ｂｃｌ２ １７３．５１±１５．４８ ０ ２３１．５４±１９．６３ａ ０ ２８４．９３±２４．２８ａ ０ ３４６．７５±２７．１９ａ ０

　　ａ：犘＜０．０５，与同组上一时间点比较。

　　Ａ：对照组；Ｂ：撞击组建模后６ｈ；Ｃ：撞击组建模后２４ｈ；Ｄ：撞击组

建模后７２ｈ；Ｅ：撞击组建模后７ｄ。

图２　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测撞击组胰腺组织Ｂｃｌ２、Ｂａｘ的表达

３　讨　　论

本研究中参照前有方法［３］构建了大鼠胰腺创伤模型并观

察胰腺创伤７ｄ内的相关生理变化。研究发现胰腺创伤后的

早期阶段（６～２４ｈ）大鼠活动减少，仅保持基本生命活动的被

动体位。创伤后２４～７２ｈ，多数大鼠已逐渐开始进食及活动，

创伤后７２ｈ至７ｄ时，大鼠均存活并能完成正常生理活动，这

说明２４ｈ内是胰腺创伤的危险时段，胰腺创伤的相关治疗应

尽早进行。血清胰酶活性的检测结果提示撞击组大鼠血清

ＡＭＳ活性在早期即升高但持续时间短，而ＬＰＳ活性升高出现

较晚而持续时间长，这种现象与通过注射雨蛙素等化学方法诱

导大鼠急性胰腺炎的酶学变化类似［５６］。通过对酶学结果的分

析，作者认为同时测定血清ＡＭＳ和ＬＰＳ活性有助于评估胰腺

的外分泌功能［７］。

细胞凋亡是胰腺疾病的一种保护性反应［８］。促凋亡蛋白

Ｂａｘ和抗凋亡蛋白Ｂｃｌ２被认为是细胞死亡的关键调控因子，

它们能产生同源二聚体化和异源二聚体化，这两种蛋白之间的

比例决定了凋亡的发生［９１０］。ＴＵＮＥＬ染色和流式细胞仪检测

结果提示 ＡＩ在胰腺创伤早期阶段（６ｈ）即升高达极值并随时

间推移逐渐下降。本研究利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术检测Ｂａｘ和

Ｂｃｌ２的表达来评估机体调控细胞死亡的能力。结果表明撞击

组大鼠胰腺组织内Ｂａｘ的表达在创伤后６ｈ最强，此时Ｂｃｌ２

的表达则较弱。Ｂａｘ的表达在创伤后２４ｈ均逐渐减弱，而Ｂｃｌ

２的表达则随时间推移逐渐增强。基于以上结果作者推断胰

腺细胞凋亡活动在胰腺创伤后早期（６ｈ以前）增强，随后凋亡

小体形成并被吞噬细胞清除。创伤２４ｈ后，随着胰腺组织自

我修复和凋亡小体的清除，组织损伤程度逐渐改善，新发的凋

亡细胞也逐渐减少，故总凋亡细胞数降低［１１］。以上结果也提

示胰腺创伤干预的关键时相点在２４ｈ内。

作者利用流式细胞仪观察细胞周期分析了胰腺细胞增殖

情况，结果显示撞击组大鼠胰腺细胞ＰＩ在创伤后早期（６ｈ）有

所下降，但与对照组比较无明显差异，此时撞击组大鼠胰腺细

胞ＡＩ最高，表明创伤后早期细胞凋亡最显著。创伤２４ｈ后，

ＰＩ逐渐增高，在创伤７ｄ后达最高值，但ＡＩ却随时间推移而降

低。以上 ＡＩ的 变 化 与 ＴＵＮＥＬ 染 色 结 果 一 致，验 证 了

ＴＵＮＥＬ染色的结果，另外也提示在创伤２４ｈ后细胞增殖修复

机制已激活，胰腺细胞的增殖修复在创伤后期将持续存在。同

时通过流式细胞仪对细胞凋亡比率的检测作者注意到创伤早

期（６ｈ）细胞凋亡比率较高，但是创伤２４ｈ后凋亡细胞明显减

少，说明胰腺创伤后存在机体代偿性地抑制细胞凋亡的机制，

对机体损伤起到了保护调节作用。

本研究中借助前期建立的大鼠单纯性胰腺创伤动物模型

探讨了胰腺创伤后细胞增殖的变化规律。创伤造成胰腺组织

破坏可在早期发生，胰腺细胞内溶酶体破坏后引起胰酶激活是

胰腺创伤后细胞破坏及组织损伤较其他腹腔内脏器伤情更重

的原因［１２］。通过ＴＵＮＥＬ染色、流式细胞仪检测凋亡发现创

伤后２４ｈ胰腺已开始激发自我修复机制。Ｂｃｌ２及Ｂａｘ蛋白

的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果揭示机体对胰腺创伤后凋亡的干预

关键时相点在２４ｈ内。最后，流式细胞仪对ＰＩ的检测验证了
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细胞增殖情况，细胞增生启动于胰腺创伤早期，在７ｄ达到高

峰。确定胰腺创伤后细胞增殖的变化规律为以后针对胰腺创

伤后治疗的相关研究提供了理论基础。
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