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摘要 目的：建立豚鼠过敏性休克模型，研究胃促胰酶和肥大细胞在过敏性休克诊断上的应用。方法：20只清洁级豚鼠随机分为
10只实验组和 10只对照组，应用混合人血清构建的过敏模型，ELISA方法测定豚鼠血清 IgE含量，免疫组化染色观察胃促胰酶
在喉头、气管、肺、胃、肠的表达，肥大细胞特殊染色计数肥大细胞。结果：实验组豚鼠有 70%发生过敏性休克死亡，实验组豚鼠血
清中 IgE的含量显著高于对照组豚鼠(P<0.05)，实验组豚鼠于喉头、气管、肺胃促胰酶的表达高于对照组(P<0.05)，实验组豚鼠于喉
头、气管、肺、胃的肥大细胞总数高于对照组豚鼠(P<0.05)，肺组织观察到肥大细胞脱颗粒。结论：胃促胰酶和肥大细胞可以为过敏
性休克死亡的法医学鉴定提供参考。
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Application of Chymase and Mast Cell in Guinea Pig Death of
Anaphylactic Shock*

To establish guinea pig anaphylactic shock model and explore the application of chymase and mast cell in
diagnosing anaphylactic shock. 20 healthy guinea pigs were random classified into experiment group (n=10) and control group
(n=10). The mixed human serum-induced anaphylactic shock model was established. The ELISA was used to detect the serum IgE in
guinea pig. Immunohistochemistry was used to detect the expression of chymase in larynx, trachea, lung, stomach and bowel. Toluidine
blue was used to count mast cells. 70 percent of guinea pigs died due to anaphylactic shock. The serum IgE of experiment group
was significantly higher than that of control group, P<0.05, and chymase-positive mast cells were found in the larynx, trachea, lung and
not found in the stomach and bowel. There was significant difference between the two groups, P<0.05. The total mast cells were found in
the larynx, trachea, lung and stomach, P<0.05 compared with control group.The degradulation of mast cells was found in the lung.

The chymase and mast cells can assist in forensic diagnosis of anaphylactic shock.
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前言

过敏性休克死亡是法医学工作中常见的急死之一，同时是

易导致医疗纠纷的一类急死。法医学诊断上，因缺乏特异性的

指标及检验方法，通常采用排除法进行综合判断。因此，研究简

单易行的病理诊断方法，成为许多法医病理工作者的研究方

向。过敏反应过程中，肥大细胞(Mast cell, MC)参与并释放相关
酶类，胃促胰酶(chymase)就是其中之一。本实验应用胃促胰酶
的免疫组化染色、肥大细胞特殊染色研究过敏性休克动物模

型，以期为过敏性休克死亡诊断提供实际参考。

1 材料和方法

1.1 实验材料
1.1.1 样本及动物 10人以上的健康人的血清来自重庆市物
证鉴定中心志愿者，清洁级豚鼠 20只，体重 250-300 g，性别不
限，由重庆市第三军医大学附属大坪医院动物中心提供。将豚

鼠随机分为实验组 10只和对照组 10只。
1.1.2 实验试剂及仪器 豚鼠 IgE ELISA试剂盒(加拿大 HCB
公司)，小鼠抗胃促胰酶抗体(美国 santa cruz公司)，甲苯胺蓝，
酶标仪(雷杜 RT-6100)，低温高速离心机(Beckman)。
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图 1 喉头、气管、肺、胃、肠的 HE染色
Fig. 1 Harris-eosin staining in the larynx, trachea, lung, stomach and bowel
注：(A)实验组喉头粘膜下血管扩张充盈，周围大量嗜酸粒细胞(× 400)；
(B)对照组喉头粘膜下血管周围未检见嗜酸性粒细胞(× 400)；(C)实验组
气管粘膜及粘膜下较多嗜酸性粒细胞(× 400)；(D)对照组气管粘膜未检
见嗜酸性粒细胞 (× 400)；(E) 实验组肺泡腔扩张融合，肺泡壁变薄(×
200)；(F)对照组肺泡间毛细血管扩张充盈(× 200)；(G)实验组肺间质血管
周围嗜酸性粒细胞浸润(× 400)；(H)实验组肺间质气管粘膜呈花瓣样改
变(× 200)；（I）实验组胃粘膜固有层散在嗜酸性粒细胞浸润(× 400)；(J)实
验组肠粘膜层散在嗜酸性粒细胞浸润(× 400)
Note: (A) lots of eosinophils located in the larynx mucosa of experiment
group,magnification× 400; (B) no eosinophils were found in larynx muscosa
of control group, magnification × 400; (C) more eosinophils located in
trachea mucosa of experiment group, magnification × 400; (D) no
eosinophils were found in larynx muscosa of control group,magnification×
400; (E) alveolar ectasia , and alveolar septum was thinner in experiment
group, magnification × 200; (F) alveolar septum capillaries congested in
control group, magnification × 200; (G) eosinophils located in alveolar
septum of experiment group, magnification× 400;(H) bronchia mucosa was
petal-like in alveolar septum of experiment group, magnification× 200; (I)
eosinophils located in stomach lamina propria mucosae of experiment group,
magnification× 400;(J) eosinophils located in bowel mucosa of experiment
group, magnification× 400

1.2 实验方法
本研究采用陈炯垣[1]混合人血清构建的动物模型。

1.2.1 致敏原的准备 将 10人以上健康人的血清混合后，以
3000 r/min离心 10 min，取上清液按实验组数分装并于 -80 ℃
低温保存。实验组致敏的过敏原为 1:2稀释的混合人血清，诱
发过敏的过敏原稀释比例为 1:10[1]。
1.2.2 过敏模型的构建 豚鼠适应性饲养一周后，在实验组豚

鼠双侧后爪掌皮内注射过敏原稀释液(1:2)各 0.1 mL，隔一天同
样方法、剂量注射过敏原以加强免疫，对照组以 0.9%的生理盐
水代替，方法、剂量同实验组，两次致敏后室温环境下饲养 2周
[1]。激发过敏反应前，所有豚鼠禁食（不禁水）12小时。所有豚鼠
后腿足背剃毛显露足背静脉，固定豚鼠后腿并用止血带扎住近

心端，显露足背静脉后，将抽有 1 mL过敏原稀释液(1:10)的注
射器刺入豚鼠后腿足背静脉，回抽见血后注入过敏原诱发过敏

反应。对照组以同种方式注射等量的 0.9%的生理盐水[1]。

1.2.3 动物解剖、取材、常规 HE染色 实验组死亡的豚鼠取

心腔血 1.5 mL置于 EP管内，室温静置 1小时，4 ℃ 2500转离
心 15 min，取上清部分，冻存备用。取喉头、气管、肺、胃、肠，4
℃下 4%的多聚甲醛固定 72小时，常规做 HE染色。实验组未
死的豚鼠和对照组的豚鼠均放置 12小时后脱颈处死，方法同
上。

1.2.4 豚鼠血清 IgE检测 取豚鼠血清，按照豚鼠 IgE ELISA
试剂盒说明书的方法进行检测。

1.2.5 胃促胰酶免疫组化检测 各脏器切 4 滋m厚切片置于涂
有多聚赖氨酸的载玻片上，拷片后，脱蜡至水，柠檬酸盐进行抗

原修复 15 min，内源性过氧化物酶阻断 30 min，含 0.5%的 Tri-
tonX-100的 PBS溶液通透 20 min，2%的山羊非免疫血清封闭
20 min，滴加 1:50稀释的小鼠抗胃促胰酶抗体 4 ℃过夜，二抗
37 ℃孵育 30 min，DAB染色 5 min，苏木素核复染，脱水，二甲
苯脱酒精，中性树脂封片。胞浆呈黄色或胞浆周围有黄色颗粒

定义为阳性细胞，每张切片在高倍镜(× 400)下随机选择 10个
视野(视野之间无交叉)，计数胃促胰酶阳性细胞。
1.2.6 肥大细胞特殊染色 利用甲苯胺蓝染色法对各脏器的

肥大细胞进行染色，染色后胞浆呈紫红色，胞核呈蓝色。每张切

片在高倍镜(× 400)下随机选择 10个视野(视野之间无交叉)，
计数肥大细胞。

1.3 统计学分析
数据采用均数± 标准差（x± s）表示，实验组与对照组之间

均数比较采用两独立样本 t检验，用 SPSS 16.0统计软件分析
处理，P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 豚鼠过敏表现与解剖所见
实验组豚鼠中有 7只经静脉注射人混合血清后 30 s，活动

减少，1 min 出现甩头、打喷嚏、咳嗽，之后逐渐躁动并掻鼻，2
min左右出现原地打转，蹦跳样动作，2 min 30 s出现倒地、抽
搐、呼吸急促、口鼻部紫绀、眼球呈暗红色，3 min左右出现深大
呼吸，部分豚鼠出现大小便失禁。5 min左右停止呼吸，心跳维
持 3 min左右死亡。另有 3例豚鼠出现躁动后，于 20 min左右
出现抖毛后，恢复正常呼吸及活动状态。

对照组豚鼠未出现过敏表现。

解剖见，实验组豚鼠喉头水肿，并有少量泡沫。双肺高度膨

隆，表面散在少量斑片出血。心脏未见心包积血。胸腔未见积

血。腹腔内胃及肠管水肿。

对照组豚鼠喉头未见水肿，双肺淤血，心脏未见心包积血。

胸腹腔其他脏器未见异常。

2.2 HE染色所见
实验组豚鼠喉头及气管粘膜水肿，粘膜下血管扩张充盈，

肺组织见肺泡腔高度扩张、肺泡壁变薄，支气管粘膜痉挛呈花

瓣样改变(图 1H)，胃、肠管粘膜下层血管扩张充盈。喉头(图
1A)及气管粘膜、粘膜下(图 1C)，肺支气管及血管(图 1E、G)、肺
泡壁，胃粘膜及肠粘膜（图 1I、J）见较多量嗜酸性粒细胞浸润。
对照组各脏器未检见嗜酸性粒细胞（图 1B、D、F）。
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2.3 IgE检测
实验组豚鼠 IgE含量（264.94± 39.37）mg/L，显著高于对

照组豚鼠（103.57± 12.84）mg/L，两者比较差异具有统计学意
义（P<0.05）（表 1）。实验组死亡豚鼠的 IgE含量显著高于实验
组未死豚鼠的 IgE含量，差异具有统计学意义（P<0.05）。

2.4 免疫组化染色
实验组胃促胰酶阳性肥大细胞主要位于肺间质小血管周

围(图 2A)及喉头粘膜下层(图 2C)、气管粘膜(图 2D)。阳性细胞
边界不清，部分细胞内阳性颗粒较少。胃及肠组织未检见胃促

胰酶阳性肥大细胞。对照组于气管粘膜下及肺泡间隔(图 2B)偶
见阳性细胞，形态完整。实验组和对照组在喉头、气管及肺组织

的表达具有显著性差异（P<0.05）（表 2）。

2.5 肥大细胞特殊染色
实验组肥大细胞边界不清，周围散在紫红色的细颗粒，主要

位于肺间质血管周围(图 3C)。胃(图 3D)、肠粘膜下偶见肥大细
胞，喉头及气管粘膜下层(图 3A、B)血管周围间质部分肥大细胞
脱颗粒不明显。对照组阳性细胞边界较清，周围未见脱颗粒，仅

喉头、气管粘膜下血管周围间质及肺间质偶见肥大细胞。（表 3）

3 讨论

过敏性休克是一种以过敏原致敏，IgE 介导的 I型变态反
应，它起病隐匿，发病突然，致死率高；过敏原包括食物、蚊虫叮

咬、药物等，在我国，不同于西方国家，以抗生素类药物为主[2]。

表 1 实验组及对照组 IgE含量结果（x± s）

Table 1 Comparison of IgE between experimental group

and control group（x± s）

Group IgE(mg/L)

Experimental group

Control group

264.94± 39.37*

103.57± 12.84

注：*实验组与对照组比较，P<0.05。

Note：* P<0.05, compared with control group.

图 2 喉头、气管及肺的胃促胰酶免疫组化染色（× 400）

Fig. 2 Immunohistochemical staining of chymase in the larynx, trachea,

lung (× 400)

注：(A)肺组织血管周围见较多胃促胰酶阳性肥大细胞；(B)对照组肺间

质偶见少量阳性肥大细胞；(C)喉头粘膜下检见较多胃促胰酶阳性肥大

细胞；(D)气管粘膜检见较多胃促胰酶阳性肥大细胞。

Note: (A) more anti-chymase mast cells located in alveolar septum of

experiment group; (B) less anti-chymase mast cells located in alveolar

septum of control group;(C) more anti-chymase mast cells located in larynx

mucosa of experiment group;(D) more anti-chymase mast cells located in

trachea mucosa.

表 2 胃促胰酶阳性肥大细胞在各脏器的表达（x± s）

Table 2 The number of chymase-positive mast cells in

different organs（x± s）

Organ
Experimental group

(number)

Control group

(number)

Larynx

Trachea

Lung

Stomach

Bowel

17± 1.2*

13± 2.2*

42± 2.7*

0

0

0

0.28± 0.08

0.6± 0.13

0

0

注：实验组与对照组比较，* P<0.05。

Note: * P<0.05, compared with control group.

图 3 肥大细胞 -甲苯胺蓝特殊染色（× 400）
Fig. 3 Toluidine blue staining of mast cells(× 400)

注：(A)实验组喉头下检见肥大细胞；(B)实验组气管粘膜下检见肥大
细胞；(C)实验组肺间质周围检见脱颗粒的肥大细胞；(D)实验组胃组

织检见少量肥大细胞。

Note: (A) mast cells located in larynx of experiment group;(B)mast cells
located in trachea mucosa of experiment group; (C) degradulated mast

cells located in alveolar septum of experiment group;(D)mast cells
located in stomach of experiment group.

表 3 特殊染色 -各脏器肥大细胞总数（x± s）
Table 3 The total number of mast cell in different organs by toluidine

blue staining（x± s）

Organ
Experimental group

(number)

Control group

(number)

Larynx

Trachea

Lung

Stomach

Bowel

10± 1.1*

8± 1.4*

20± 3.5*

1.6± 0.5*

0.4± 0.13

0.4± 0.12

0.4± 0.1

0.8± 0.15

0

0

注：实验组与对照组比较，* P<0.05。
Note: * P<0.05, compared with control group.
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在西部重庆急死病例中，过敏性休克占 4.9%[3]。法医学诊断上，

过敏性休克因缺乏相应的特异性指标，而成为国内法医工作者

长期研究的课题[4-9]。

本研究预实验阶段按照传统的过敏动物模型[10]，出现(1)豚
鼠过敏死亡成功率低，耗费豚鼠数量大；(2)因激发时需要心腔
注射，在操作中心包积血发生率非常高；(3)周期长，从致敏到激
发需要 3周。因此本研究采用陈建立的过敏模型[1]，实验组过敏

性休克发生率为 100%，死亡率为 70%。实验组无论从个体表
现、解剖所见，还是血清学和病理学检查，均与过敏性休克的典

型变化相符，并且将实验的周期缩短为 2周。与陈不同之处在
于(1)实验组豚鼠过敏性猝死的发生率为 70%，低于陈的研究；
(2)激发浓度为 1:10，高于陈的 1:20（1:20的浓度仅出现过敏症
状，并不致死）。分析考虑激发时选择后足背静脉注射，血管极

细，操作中难免部分混合血清扩散到周围组织间隙，直接导致

进入血液循环的量出现不足。

在血清总 IgE的结果上看，本研究结论跟既往的研究结论
[11]相同，实验组豚鼠的血清 IgE含量显著高于对照组。实验发
现过敏致死的血清 IgE含量显著高于过敏未致死的，说明过敏
强度越大，血清 IgE含量越高。因各种因素(IgE对热不稳定、半
衰期短[12]、死后溶血及凝血)的影响，IgE在非过敏性休克死亡
者血清中偶有异常升高的情况，使其在临案实践中的应用价值

受到一定的限制[13,14]。

胃促胰酶占肥大细胞总蛋白的 3%，合成后与肝素蛋白多
糖结合形成复合物存在于胞浆颗粒中。本研究发现实验组胃促

胰酶阳性细胞主要表达于肺间质血管周围和喉头粘膜下层、气

管粘膜，并观察发现部分阳性细胞胞浆颗粒较少，考虑系肥大

细胞脱颗粒及自身蛋白含量低造成。

本研究在肥大细胞计数方面采用甲苯胺蓝特殊染色法[15]。

实验组在喉头及气管粘膜下、肺间质及胃肠粘膜下等发现胞浆

紫红色的肥大细胞，肥大细胞脱颗粒以肺明显，在喉头、气管、

肺及胃的肥大细胞计数上与对照组的比较有显著性差异。但在

数量上低于免疫组化阳性细胞计数，分析原因考虑肥大细胞大

量脱颗粒后不易着色，造成数量上低于免疫组化结果。因此，肥

大细胞特殊染色只能作为辅助技术。

肥大细胞胞浆内包括 2种特异性蛋白酶，分别是类胰蛋白
酶(tryptase)、胃促胰酶。胃促胰酶在不同种属和不同肥大细胞
分型的表达均不相同 [16]，在人类，胃促胰酶只有 1种，又叫
CMA1，仅表达于 MCTC型肥大细胞中，其含有 2种特异性蛋
白酶，主要位于皮肤、肠粘膜下层和其他器官的结缔组织内[17]。

最近在人过敏性休克猝死的肺组织中发现仅含胃促胰酶的

C-MC[18]。在豚鼠，胃促胰酶同样只有一种，基因序列与人的有

77%的相似性，并编码含有 337个氨基酸的蛋白，其长度与人
的一样，均属于 琢-胃促胰酶[19]，这是本实验采用小鼠抗人胃促

胰酶单克隆抗体的依据。本研究采用连续切片分别做免疫组化

和特殊染色，阳性细胞表达位置不完全一致（比如在胃组织免

疫组化未检见阳性细胞，而在特殊染色检见肥大细胞），考虑系

特殊染色不能对肥大细胞进行亚型区分致表达位置的不对应。

另外，胃促胰酶在其他方面的检测也具有一定的优势。

Hajime Nishio通过血清学方法检出有过敏性反应患者的血清
胃促胰酶非常高，其他死因致死的死者绝大部分无法检出，而

且血清中的胃促胰酶的稳定性要优于 IgE，胃促胰酶在 30 ℃保
存 5天，60%的标本能保持初始活性，在反复冻融的情况下，其

浓度能保持 5天[20]。

本文在血清 IgE检测、胃促胰酶免疫组化和肥大细胞计数
三种方法的结果均证实实验组较对照组有统计学意义。将血清

IgE检测和胃促胰酶免疫组化两种方法联合已有过研究 [12]，本

文在此基础上结合了肥大细胞特殊染色，使结论更可信，且三

种方法易操作，希望对今后的过敏实际案例有一定的参考价

值。
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