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L- 精氨酸和雨蛙素诱导急性胰腺炎模型的对比研究
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摘要 目的：研究 L- 精氨酸和雨蛙素分别诱导 SD 大鼠急性胰腺炎（AP）模型的差异，为进一步研究急性胰腺炎提供可靠模型。方

法：L- 精氨酸采用 3 次腹腔注射，间隔 1 h，雨蛙素采用 7 次腹腔注射，间隔 1 h 诱导急性胰腺炎模型。碘 - 淀粉比色法检测血清

淀粉酶水平，血清脂肪酶测定试剂盒检测脂肪酶活性，胰腺组织切片观察组织的破坏情况，TUNEL 法检测腺泡细胞凋亡。结果：

①L- 精氨酸诱导的大鼠模型血清淀粉酶和脂肪酶水平在诱导成功后 6 h 即显著升高，蛙皮素诱导的大鼠模型在 12 h 显著升高，

与正常对照组比较均有统计学差异(P<0.05)，提示急性胰腺炎建模成功。②L- 精氨酸诱导的模型中胰腺组织结构破坏，有大片出

血坏死灶、大量炎细胞浸润；而蛙皮素诱导的模型组织腺泡、间质水肿，炎性细胞浸润，少量散在出血坏死灶，血管变化常不明显，

渗液清亮。结论：L- 精氨酸和雨蛙素均能诱导 SD 大鼠急性胰腺炎模型，L- 精氨酸诱导重症急性胰腺炎，雨蛙素诱导轻型急性胰

腺炎，是研究急性胰腺炎的良好模型。
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ABSTRACT Objective: To investigate the difference of the models of acute pancreatitis(AP) induced by L-arginine and cerulein, so

as to provide reliable models for further study of the acute pancreatitis. Method: Acute pancreatitis was induced in Sprague-Dawley rats

either by giving three intraperitoneal injections of L-arginine, each at concentrations of 200 mg/100g body weight, with an interval of 1 h,

or by giving seven intraperitoneal injections of cerulein, each at concentrations of 40 μg/kg body weight, with an interval of 1 h. Severity

of AP was assessed by analysis of serum amylase and lipase activity. Samples of pancreas were taken for measuring hematoxylin-eosin

staining. Apoptosis in pancreatic acinar cell was determined with terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridine

triphosphate nick-end labeling technique (TUNEL). Result : ①Serum amylase and lipase activity has significantly increased at 6 h

timepoint in the model of AP induced by L-arginine, and more higher with the extension of time. It has significantly increased at 12 h

timepoint in the model induced by cerulein. Both have significantly difference(P<0.05).②The administration of L-arginine caused severe

necrotizing pancreatitis, including large hemorrhage focal necrosis, and obvious inflammatory infiltration. However, there were edema of

acinus and interstitial, a small amount of inflammatory cell infiltration in the model, which induced by cerulein. Conclusion : Acute

pancreatitis were induced by L-arginine and cerulein. L-arginine could induce severely, and cerulein induce mildly. There both are

feasible models of acute pancreatits for further research.
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前言

急性胰腺炎是临床上常见的急腹症之一，由多种病因导致

胰酶在胰腺内被激活后引起胰腺组织自身消化、水肿、出血甚

至坏死的炎症反应[1, 2]。临床以急性上腹痛、恶心、呕吐、发热和

血胰酶增高等为特点[3]。发病率约为 40/10 万，20 %的轻型患者

虽经严格正规治疗后仍发展成重症急性胰腺炎，且死亡率高达

30 %，给患者带来巨大的生命威胁[4, 5]。急性胰腺炎的发病机制

目前尚不清楚，建立与人类急性胰腺炎相似的动物模型至关重

要。本研究旨在通过观察二种不同药物诱导的急性胰腺炎模型

对比，为下一步更好的进行研究该疾病做基础。

1 材料与方法

1.1 实验动物与试剂

实验使用 SD 大鼠，6-8 周，180-220g，由第四军医大学实验

动物中心提供。α- 淀粉酶测定试剂盒购买于四川迈克生物科技

股份有限公司；脂肪酶检测试剂盒由上海荣盛生物技术有限公

司提供；TUNEL 试剂盒由罗氏(Roche)公司嘉美诺斯生物科技

2810· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.12 NO.15 MAY 2012

图 1 A 组胰腺组织切片 HE 染色 (200×)

Fig. 1 Hematoxylin-eosin staining of pancreatic issue of group A (200×)

图 2 B 组胰腺组织切片 HE 染色 (200×)

Fig. 2 Hematoxylin-eosin staining of pancreatic issue of group B (200×)

（北京）有限公司提供。实验在第四军医大学西京医院肝胆胰脾

外科实验室完成。
1.2 实验方法和步骤

1.2.1 动物处理 54 只 SD 大鼠购于第四军医大学实验动物中

心，SPF 级，6-8 周，约 200g 左右。置于第四军医大学西京医院

肝胆胰脾外科实验室动物房饲养。动物给予充足饲料和水，12

h 灯光 /12 h 黑暗环境下适应 1 周。实验动物随机分成 3 组 A

组（正常对照组 6 只）；B 组（雨蛙素诱导组 24 只）；：C 组（L- 精

氨酸诱导组 24 只）

1.2.2 试剂的配制 L- 精氨酸粉末 20 g 溶于 100 ml 0.9 %的氯

化钠溶液中，搅拌并加热至 30℃左右，氢氧化钠调整溶液 pH

值至 7.0，配成 20 %的 L- 精氨酸溶液。雨蛙素粉末 0.5 mg 先涡

旋振荡，使之脱离管壁，溶于 1000 μL 生理盐水中，配成存储液

储存于 -80℃冰箱中。
1.2.3 诱导急性胰腺炎模型 诱导前 12 h 禁食水。配制好的 20

%L- 精氨酸溶液腹腔注射 3 次，2.0g/kg 体重，间隔 1 h；腹腔注

射配制好的雨蛙素 7 次，40 μL/kg 体重，间隔 1 h；正常对照组

腹腔注射等量无菌生理盐水 6 次，间隔 1 h。模型诱导后给予动

物进食水。
1.2.4 血清和组织检测 药物注射最后一次后 3、6、12、24 h 处

死相同数量的动物模型（6 只），在无菌操作下迅速从下腔静脉

获取血液、腹腔获取胰腺组织。血液经 4000 rpm 离心 5 min，小

心吸取上层血清，存储于 -80℃保存用于检测淀粉酶和脂肪酶

活性；胰腺组织剪成块状浸泡于 4 %多聚甲醛溶液中，用于组

织石蜡切片和 TUNEL 法检测。胰腺组织病理学评分：在光镜

下由三位病理科医师双盲随机阅片，每张切片随机选择 5 个高

倍视野，观察胰腺组织病理学的变化，按照 schmidt 等标准从水

肿、出血、坏死及炎症细胞浸润 4 个方面进行评分。
1.3 统计学分析

各分组所得计量数据采用均数±标准差 ( x±s) 表示，用

SPSS13.0 软件处理数据，两组间均数比较用 t 检验。检验水准

α=0.05，P<0.05 有统计学意义。

2 结果

2.1 急性胰腺炎模型病理及评分

A 组（正常对照组）大鼠模型胰腺组织石蜡切片显示组织

结构完整，纹理清晰，腺泡细胞排列整齐，几乎无细胞破坏和炎

症细胞浸润（图 1）。B 组（雨蛙素诱导的急性胰腺炎大鼠）肉眼

观组织水肿、肿胀，变硬，少量坏死，周围组织可见钙化灶，大量

淡黄色腹水渗出；镜下见组织结构紊乱，纹理交错，腺泡细胞点

状坏死，少量炎症细胞浸润（图 2）。而 C 组（L- 精氨酸诱导的急

性胰腺炎）肉眼见胰腺腺体增大、肥厚，呈暗紫色，坏死灶散在

分布；镜下见脂肪坏死，腺泡严重破坏，血管被消化，大片状出

血，腺泡及小叶结构模糊不清（图 3）。胰腺组织病理评分如表1。

2.2 血清淀粉酶和脂肪酶活性

A 组血清淀粉酶和脂肪酶水平无明显升高，在各点保持相

对较平稳水平；C 组为 L- 精氨酸诱导的急性胰腺炎模型，血清

淀粉酶和脂肪酶水平在 6 h 时即明显升高，并随着时间的延长

仍持续上升，显著高于 A 组（P<0.01）；B 组为雨蛙素诱导的急

性胰腺炎模型，血清淀粉酶和脂肪酶在 6 h 有明显升高，12 h

达到最高峰（P<0.05），24 h 时淀粉酶水平明显下降，接近正常

水平（表 2）。
2.3 TUNEL 法检测胰腺组织腺泡细胞的凋亡

A 组仅有少量的腺泡细胞凋亡，而 B 组可见明显的大量腺

泡细胞凋亡，呈片状，并随着时间的延长有显著的上升；C 组有

少量凋亡细胞，呈点状分布，但凋亡指数随着时间延长而降低。

（表 3）。

3 讨论

急性胰腺炎是突发的急性腹部胰腺组织炎症反应，其发病

率随着人们生活水平的提高有明显的上升趋势，但治疗方式却

仍以传统的支持治疗为主[6-8]，没有重大进展，致使总死亡率仍

然保持较高水平[9]。虽对于急性胰腺炎的基础研究已持续多年，

但动物模型的制备却不够理想，没有符合人类急性胰腺炎的良

好模型。Wittel 等使用 4 %牛磺胆酸钠在 10 倍光学放大镜下逆

行性总胆管注射小鼠，制备 SAP 模型，并报道已成功诱导[10]。该

模型腺泡细胞坏死是以胰头部位广泛区域的坏死为特征的，与

临床病理有细微差距，且制备模型时需开腹手术，操作过程复
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表 2 不同时间段血清淀粉酶水平（U/L, x±s）

Table 2 Serum amylase at each timepoints

Note : a P＜0.05, group B compared with group A；b P＜0.01, group C compared with group A.

Group Number 3h 6h 12h 24h

Group A 6 0 0.32±0.12 0.41±0.15 0.14±0.06

Group B 6 4.63±1.22 a 5.62±2.02 a 6.32±2.87 a 3.26±1.96 a

Group C 6 4.56±2.98 b 5.69±2.63 b 8.54±3.65 b 9.85±2.55 b

表 3 各组大鼠组织细胞凋亡检测结果 (x±s）

Table 3 Result of cell apoptosis at each timepoints

Group Number 3h 6h 12h 24h

Group A 6 489.36±123.33 503.98±163.38 512.77±205.66 506.78±136.59

Group B 6 633.53±238.64 1205.69±325.52● 2196.56±326.78● 965.63±254.67●

Group C 6 933.45±213.23 2305.23±465.93▲ 3022.55±956.64▲ 3877.57±698.36▲

Note :● P＜0.05, group B compared with group A；▲ P＜0.01, group C compared with group A.

图 3 C 组胰腺组织切片 HE 染色 (200×)

Fig. 3 Hematoxylin-eosin staining of pancreatic issue of group C (200×)

Group Number 3h 6h 12h 24h

Group A 6 0.86±0.26 1.02±0.32 1.63±0.54 1.25±0.21

Group B 6 2.36±1.38 6.39±2.35 a 10.61±3.44 a 5.23±3.69 a

Group C 6 5.32±2.89 b 9.56±3.32 b 13.68±2.54 b 16.69±3.36 b

表 1 不同时间点胰腺组织病理评分( x±s)

Table 1 Pathological severity scores at each timepoints

Note : a P＜0.05, group B compared with group A；b P＜0.05, group C compared with group A.

周围有散在钙化灶，大量淡黄色腹水渗出，镜下见组织结构紊

乱，纹理交错，腺泡细胞点状坏死，少量炎症细胞浸润；L- 精氨

酸诱导的急性胰腺炎胰腺腺体增大、肥厚，呈暗紫色，坏死灶散

在分布，镜下见脂肪坏死，腺泡严重破坏，血管被消化，大片状

出血，腺泡及小叶结构模糊不清，均与临床上急性胰腺炎疾病

相似。石蜡组织切片凋亡细胞检测同样证实轻型急性胰腺炎腺

体腺泡破坏较少，而重症急性胰腺炎破坏明显增多。虽然与其

他方法有众多的相似之处，但本实验具有更明显的优势，对模

型的建立进行了更深入的探讨[4, 9, 11, 15-18]。
急性胰腺炎模型对于该疾病的基础研究非常关键，良好的

模型应该模拟临床上疾病的病因和发病机制。目前急性胰腺炎

的制作模型有很多，如牛黄胆酸钠逆行胰胆管注射[19]，大剂量

杂，不利于对在体组织的观察(如对胰腺微循环的观察)，初学者

较难掌握。Werner Hartwig 等利用静脉内大剂量注射雨蛙素及

肠激酶建立了 SAP 小鼠模型，该模型是在雨蛙素诱导小鼠急

性轻型胰腺炎的基础上，静脉内注入肠激酶(EK)，肠激酶激活

蛋白酶加重胰腺炎炎症反应的[11]。肠激酶的使用使得该模型不

但造成重症急性胰腺炎，而且诱发其他重要器官的炎症反应，

且剂量要求较大，小鼠的反应不一，模型不够稳定。Tani 等首次

使用了 2 次腹腔内注射过量 L- 精氨酸（4 g/kg）诱导大鼠急性

胰腺炎[12]，但 Dawra 等认为该模型胰腺损伤进展缓慢，在 L- 精

氨酸注射后 72h 达到高峰，胰腺损伤组织出现了纤维重建，同

时伴随肺损伤[4]。
本实验利用小剂量多次腹腔注射雨蛙素或 L- 精氨酸的方

式诱导轻型或重症急性胰腺炎大鼠模型。从血清学方面看，雨

蛙素诱导的轻型急性胰腺炎淀粉酶和脂肪酶活性均在 6 h 时

开始升高，12h 达到最高峰，24 h 时明显下降；而 L- 精氨酸诱导

的重症急性胰腺炎在 6h 时已明显升高，与对照组比较有统计

学意义，并随着时间的延长仍持续上升，到 24 h 时到高峰，均

与众多临床上分析该疾病结果近似[13, 14]。从组织形态学方面看，

雨蛙素诱导的轻型急性胰腺炎胰腺组织水肿、肿胀、变硬，组织
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L- 精氨酸腹腔注射[20]，雨蛙素联合脂多糖或肠激酶静脉注射或

腹腔多次注射[21]，以及无胆碱乙硫氨酸膳食[22]等等，但都因各种

原因不能很好的模拟人体疾病而对急性胰腺炎的基础研究产

生影响。本实验通过小剂量多次注射雨蛙素或 L- 精氨酸诱导

轻型或重症急性胰腺炎，无创伤性，操作简单易学，很好的模拟

了人体急性胰腺炎的发病机制，为将来进一步研究急性胰腺炎

提供了良好的基础。
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