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小鼠胰腺大部分切除后再生集中区来源的初步探索 *
赵 冶 王 法 张立新 杨小荣 朴善花 滕春波△

（东北林业大学生命科学学院发育生物学研究室 黑龙江哈尔滨 150040）

摘要 目的：探讨胰腺在某些损伤或病理条件下，由于细胞活跃增殖产生再生集中区域的细胞来源。方法：将 27只成年 ICR系小
鼠分为 9组，每组 3只，其中 1组进行假手术，其余 8组进行小鼠胰腺大部分切除，分别在切除后 12h，24h、36h、48h、3d、5d、7d、
10d取材及冰冻切片，采用 H-E染色、免疫荧光染色方法检测损伤后各时间段胰腺组织的形态变化和细胞增殖率。结果：H-E染色
发现，胰腺手术 72h后，剩余胰腺中就出现由细胞角蛋白阳性导管样结构组成的再生集中区，此区域细胞随后分化为功能性细胞
类型，10d后消失检测不到。对胰腺再生集中区的定位研究表明，它们仅出现于切除后的伤口边缘。BrdU标记表明，胰腺再生集中
区为细胞快速增殖区域，其出现与总导管增殖率提高同时发生，主 /大导管和小导管增殖率上升都晚于再生集中区的出现。结论：
小鼠胰腺大部分切除后再生集中区可能来源于腺泡细胞的快速增殖，而不是经由总 -主 /大 -小导管 -快速增殖区这一途径引起
的来源于导管上皮细胞。
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ABSTRACTObjective: To investigate the cell source of focal areas in residual mouse pancreata after partial pancreatectomy. Methods:

Pancreata after partial pancreatectomy was performed in ICR mouse. The rats were sacrificed at 12hours, 24hours, 36hours, 48hours,
3days, 5days, 7days, 10days after operation respectively. H-E staining and immunofluorescence was used to detect the changes in pancre-
ata cell morphology and cell proliferation rate after partial pancreatectomy. Results: The H-E staining analysis showed that there were focal
areas full of cytokeratin-positive duct-like structures at 72h after surgery, then these areas differentiated rapidly and disappeared after 10
days. Localizing the focal areas in residual pancreata showed that they only situated nearby the cut edge, but not uninjured portion. BrdU
labeling tests showed that focal areas were rapidly proliferating areas, and they appeared simultaneously with the increase of common
ducts cell proliferation. The focal areas was earlier than the increase of main/large and small ducts cell proliferation. Conclusion: Focal
areas in residual mouse pancreata maybe come from the rapid proliferation of acinar cells, but not from the common ducts-main/large
ducts-small ducts-focal areas pathway in partial pancreatectomized mice.
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前言

胰腺是一个具有内、外分泌双重功能的器官，主要由腺泡、
导管和胰岛组成，其中胰岛β细胞缺乏引起胰岛素分泌不足
或胰岛素功能障碍会导致糖尿病。一些研究发现，在糖尿病病
人体内，胰腺组织可以再生，产生新胰岛[1]。用链脲佐菌素处理
新生大鼠制作的糖尿病动物模型，在一段时间内血糖能够回复

正常，原因在于胰腺能通过细胞新生而使β细胞数量恢复 [2]。
此外，在导管结扎[3]、玻璃纸包裹[4]或胰腺切除[5]等物理性破坏，

以及过表达干扰素γ（IFNγ）[6]或转化生长因子α（TGFα）[7]

等转基因动物模型中也观察到胰腺内分泌和外分泌细胞的再

生现象。对一些胰腺物理损伤和转基因损伤动物模型研究发
现，胰腺再生过程中出现再生集中区域（focal regions/focal ar-
eas），这些区域由密集的导管样结构组成，它们瞬时存在，几天
内就可以分化为包括胰岛和腺泡的新胰腺小叶[3,5,6]。然而，再生
集中区的细胞来源还不清楚。本实验利用手术切除大部分胰腺
制作损伤模型，研究胰腺损伤后再生集中区的定位及来源，为

探索胰腺再生机制提供线索。

1 材料方法

1.1 动物分组及胰腺大部分切除
ICR品系 4～6周龄的健康雄性小白鼠购自吉林大学医学
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院实验动物中心。术前饥饿处理 12h。手术时首先打开腹腔，找
到胰腺连接脾的部位，将连脾的部分轻轻移除，仅留连肠系膜

部分，缝合腹腔。对照小鼠同样进行麻醉及打开腹腔，但不去除
胰腺。胰腺切除后 12h，24h、36h、48h、3d、5d、7d、10d等几个时
间点处死小鼠，取出剩余胰腺称重及分析胰腺的增殖和再生，

其中每个时间点至少取 3只小鼠进行分析。
1.2 组织切片及染色
胰腺组织包埋后进行冰冻切片。H-E染色用切片首先在

4%的多聚甲醛中室温固定 30 min，苏木精染色 10～20 min后
盐酸分色，0.5%伊红染色 10～15 min后系列酒精脱水，二甲苯
透明，加拿大树胶封片，镜检照相。
对在 H-E染色中观察到增生区域切片的邻片按照常规方

法进行免疫荧光染色。Ⅰ抗包括兔抗淀粉酶（Rabbit & Amy-
lase，Sigma-Aldrich，1：1000），兔抗细胞角蛋白 （Rabbit &
Pan-ck，Zymed，1:100） 和鼠抗 BrdU（mouse&BrdU，Zymed，1：

80），Ⅱ抗为羊抗兔 -FITC（北京中杉金桥，1:100）和羊抗鼠 -Ro-
damine（北京中杉金桥，1∶200），免疫染色后 DAPI复染显示
细胞核。
1.3 BrdU标记及细胞增殖率分析
称量手术及假手术小鼠体重，然后按 100μg/g体重比例

给小鼠腹腔注射 BrdU，注射 12h后取材，制作 5μm厚度冰冻
切片。
首先对 12h、24h、36h、48h、3d和 5d取材的手术及假手术

小鼠胰腺切片，通过 H-E染色鉴别各级导管。含有不同大小导
管的胰腺切片按照 Teng等发表的方法进行 Brdu免疫荧光染
色[8]，DAPI复染。根据各级导管上的 BrdU阳性细胞占总细胞
的比值计算导管细胞的增殖情况，每个时间点做 3个重复试
验，对实验结果进行统计学分析。
导管类型的区分参考 Bonner-weir等的标准，定义于表 1：

表 1 小鼠胰腺中各级导管的分级
Table 1 Classification of mouse pancreatic ducts

总导管 total duct 主导管 main duct 大导管 large duct 小导管 small duct

＞ 100细胞
＞ 100 cells

20-100细胞
20-100 cells

20-100细胞
20-100 cells

5-10细胞
5-10 cells

有小外突，有大量结缔组织包围

A small protrusion surrounded by a

large number of connective tissue

低柱状或立方上皮，有中量结缔

组织包围

Low columnar or cuboidal

epithelium, surrounded by the

amount of connective tissue

低柱状或立方上皮，有中量结缔

组织包围 /

Low columnar or cuboidal

epithelium, surrounded by the

amount of connective tissue

立方上皮，少量结缔组织包围

Cuboidal epithelium, surrounded by

a small amount of connective tissue

2 实验结果

2.1 组织化学染色观察胰腺再生过程
正常 6-8周小鼠经手术切除连接脾和胃上的胰腺，保留十
二指肠内侧胰头部分。将切除的胰腺和剩余的胰腺进行称量和
比较发现，手术切除的胰腺为胰腺总重的 80%，因而本实验为
胰腺大部分切除。在胰腺切除 24h，残余胰腺充血、水肿，偶有
组织坏死改变，第 3d水肿和充血现象明显减轻，第 5d时胰腺
基本恢复正常形态。
我们对胰腺大部分切除 24h、3d、5d、7d及 10d后剩余胰腺

样品切片后进行 H-E染色。结果发现，胰腺切除后 24h样品中
不同区域胰腺组织学染色与正常胰腺相似，细胞均匀分布，细

胞较大，包括深染的腺泡、单层扁平上皮或立方上皮包围的导
管，及浅染的大小不同的圆形胰岛（图 1A）；然而，在胰腺切除
3d的剩余样品中发现有苏木精染色淡染区域，此区域包含密
集的管状结构，管状结构中细胞排列紧密，较周围正常胰腺细

胞体积小（图 1B，C），免疫荧光染色发现，这些管状区域细胞为
细胞角蛋白阳性（图 1D-F），此区域与前人报道的再生集中区
一致。在胰腺切除 5d和 7d的样品中也发现了类似的再生集中
区域，但在切除后 10d和正常样品中没发现类似区域。
为了进一步分析胰腺再生集中区开始出现的时间和位置，

我们将 9只小鼠胰腺大部分切除后 3d和 5d的剩余胰腺样品
分为两部分，一部分为切口到十二指肠回弯处，另一部分为十

二指肠上剩余胰腺，每隔 100μm厚度的样品中抽取一张切片

进行苏木精染色观察。结果发现，胰腺切除 3d和 5d样品中，再
生集中区域仅出现在靠近切口边缘处（图 2），远离切口处的胰
腺组织中没有发现再生集中区域。
对再生集中区进行连续切片染色观察发现，其一侧边缘呈

现未分化状态：细胞密度不均匀，密集区域呈小管状分布，稀疏

区域无明显结构（图 2A）；再生集中区的中间区域逐渐开始分
化：出现典型的组织形态结构，一些细胞围成有腔的管状（图

2B，C），利用淀粉酶免疫染色发现，部分管状细胞开始表达淀
粉酶，表明它们为刚刚开始分化的腺泡细胞（图 2D）。
胰腺切除不同样品中的再生集中区域大小相差较大，小的

再生集中区域基本为快速增殖并未分化状态，大再生集中区均

出现典型分化胰腺组织结构。
上述 H-E及苏木精染色结果表明，在胰腺大部切除后 3d

开始，胰腺伤口附近开始出现胰腺再生集中区，此后再生集中

区逐渐分化，到 10d完全消失。
2.2 胰腺大部分切除后增殖情况分析
为了进一步对再生集中区细胞增殖率进行分析，我们对胰

腺切除后 3d、5d和假手术小鼠注射 BrdU，在注射后 12h处死
小鼠取出胰腺，通过苏木精染色定位再生集中区后，利用免疫

荧光染色分析细胞增殖比率变化。从 BrdU和 DAPI共染结果
发现，切除 3d样品再生集中区中细胞增殖率为 12.752%；胰腺
切除 5d出现的再生集中区域细胞增殖率为 13.636%；而假手
术对照组相应区域的细胞增殖率仅为 2.941%左右。上述结果
表明，胰腺再生集中区为一个细胞增殖非常迅速的区域。
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图 1：胰腺大部分切除 5天后剩余胰腺及假手术对照胰腺切片的 H-E染色：A．对照胰腺切片 H-E染色代表性结果；B．胰腺切除 5d切片观察到

的再生集中区域；C．B图中再生集中区域的放大；D．对再生集中区域利用细胞角蛋白进行免疫染色代表性结果；E．DAPI染色显示细胞核；
F．D和 E图的叠加图（100×）

A. Fig.1: H-E staining of sections from the sham controls or the residual pancreata after pancreatectomy for 5 days：The representative result of H-E

staining of section from the sham controls; B. The representative result of H-E staining of sections from the residual pancreata after pancreatectomy for 5

days; C. The representative result of immunofluorescence staining of sections from the residual pancreata after pancreatectomy for 5 days; D. DAPI

staining (blue) represents cell nuclei; F. Merge of D and E（100×）.

为了探明胰腺再生集中区产生与胰腺导管细胞增殖的关

系，我们对胰腺大部分切除后不同时间点各级导管细胞增殖情

况进行了分析。结果发现，在胰腺大部切除 60h内胰腺剩余部
分各级导管中 Brdu阳性细胞比率与假手术对照相似，均小于

图 2：胰腺切除 5d剩余部分再生集中区的定位及分化分析：A-C：胰腺剩余部分边缘再生集中区连续切片苏木精染色代表性结果；D：淀粉酶染色

分析再生集中区分化情况；（100×）
Fig.2: Localization and differentiation analysis of focal areas in the residual pancreata after pancreatectomy for：A-C: The representative hematoxylin

staining result of the focal areas located in the fringe of the residual pancreas after pancreatectomy for 5 days; D. Immunofluorescence staining analysis

using the antibody against amylase to determine the differentiation of the focal areas

图 3 胰腺各级导管胰腺大部切除后不同时间增殖率统计
Fig.3 Analysis of proliferation rate in pancreatic ductal cells after partial pancreatectomy at different time points.
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2%（图 3）。在胰腺大部切除 72h，胰腺总导管和主导管上 Brdu
阳性细胞比率增加（总导管 3.79±0.36%；主导管 1.85±
0.56%），在第 5 天达到最高（总导管 4.52±0.54%；主导管
3.68±0.18%），而小导管直到切除手术的第 7天细胞增殖率明
显增加到 3.25%±0.38%，此后 Brdu阳性细胞减少。对腺泡细
胞分析发现，其细胞增殖情况变化与小导管相似。虽然实验动
物（小鼠和大鼠）和切除胰腺的比例不同，我们的实验发现，与

Bonner等对胰腺进行 90%切除的结果相似，小鼠胰腺大部分
切除后各级导管细胞增殖率也随着切除时间延长呈现增加趋

势，但与胰腺再生集中区的出现与各级导管增殖变化没有明显

相关性。

3 讨论

胰腺部分或大部分切除是一个广泛用于研究胰腺再生的

模型。本研究通过对小鼠胰腺大部分切除后再生情况研究发
现，在切除后 3d至 7d，除了胰腺各级导管和腺泡细胞增殖率
上升，残留胰腺中均出现富含密集导管样结构的再生集中区

域。这些再生集中区域中细胞呈现高 BrdU阳性，随着切除时
间的延长逐渐向功能细胞分化，到切除 10d后再生集中区完全
分化消失。这些再生集中区域与 Bonner-Weir等对青年大鼠胰
腺进行 90％切除后发现的局部区域一致[5]，类似的再生集中区

在过表达干扰素γ（IFNγ）的小鼠胰腺损伤模型[6]，胰导管结

扎模型[3]，及糖灌注的大鼠胰岛再生模型[9]中都被观察到。
有研究认为，胰腺损伤后再生集中区的出现起源于胰腺导

管上干细胞的增殖和分化。Bonner-Weir在 90%胰腺切除模型
中观察到，胰腺切除后 24h总导管细胞首先快速增殖，随后主 /
大导管和小导管相继发生快速增殖，最后细胞增殖发生在再生

集中区的导管样结构上，他们认为，这种胰腺各级导管增殖波

动是位于导管上的干细胞通过增殖和分化重演了早期胚胎胰

腺发育过程[5]。在本研究中也发现，从切除 3d到 7d，胰腺总导
管、主导管和小导管呈现类似的增殖波动现象。然而，与 Bon-
ner-Weir等结果不同的是，胰腺再生集中区出现于切除手术的
第 3天，与总导管增殖率提高同时发生，主／大和小导管增殖
峰的出现都晚于再生集中区的出现，暗示小鼠大部分胰腺切除

后再生集中区的形成不是经由总 -主 -小导管 -快速增殖区这
一途径产生。进一步的，我们通过对剩余胰腺样品进行连续切
片后 H-E染色观察首次发现，胰腺切除后再生集中区域仅出现
在靠近切口附近，而不出现于未损伤部分，暗示再生集中区域

可能源于伤口附近部位细胞增殖分化形成。一些研究显示，腺
泡、导管或内分泌细胞通过退分化和转分化形成其它的细胞类
型[10-12]。Lipsett等（2002）对糖灌注大鼠模型研究认为，再生集中
区可能源于腺泡细胞退分化产生[8]。Blaine等（2010）最近通过
细胞世系追踪研究发现，腺泡细胞能够对生长因子做出应答，

转分化为胰腺导管样结构[13]。进一步暗示胰腺大部分切除后再
生集中区不是来自导管细胞，而是源于腺泡细胞[14-16]。然而，由
于胰腺再生集中区出现时间短，没有合适的细胞分子标记，目

前无法通过细胞世系追踪手段直接对再生集中区的来源进行

追踪。
目前，胰腺再生集中区是来源于干 /祖细胞增殖和分化，

还是来源于损伤部位细胞退分化后的增殖再生还不清楚。胰腺
中存在干 /祖细胞，它们在胰腺损伤或病理条件下能够进行活

跃的增殖和分化，以适应机体对病理因子的刺激也已被实验所

证实[17,18]，但胰腺干 /祖细胞在活体的具体定位及在损伤再生
过程中起到何种程度的作用还有争议。Dor等通过世系追踪研
究认为，胰腺干 /祖细胞在胰腺大部分切除后的再生过程中不
起主要作用[16]，而是胰腺的胰岛和腺泡细胞自身增殖分裂在损

伤后再生过程中起作用[16,19,20]。本研究利用反转录病毒对大部分
胰腺切除后再生细胞的世系追踪研究也发现，胰腺分化细胞

（尤其是腺泡细胞）自身分裂增殖在损伤后再生过程中起作用，

这与 Zhang L等人的报道一致[21]。因而，胰腺损伤后再生集中区
的来源还有待于进一步探索。
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综上所述，本实验通过对模拟微重力条件下培养 PC12细
胞的研究，发现了模拟微重力对于 PC12细胞具有诱导细胞衰
老的作用，但是关于模拟微重力是如何影响 PC12细胞衰老的
细胞和分子生物学机制还有待更深入的发掘和探讨。
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