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Abstract
AIM: To analyze the correlations of the degrees 
of acute pancreatitis with the duration of bile-
pancreatic duct obstruction (BPDO) and acinar 
cell apoptosis by observing the change of bile 
duct pressure. 

METHODS: The model of acute pancreatitis was 
established by ligation of bile-pancreatic duct. 
Bile duct pressure was examined 4, 8, and 12  h 
after BPDO as well as 1 and 3  d after removal of 
BPDO. Flow cytometry was used to detect the 
acinar cell apoptosis (AnnexinV-FITC/PI assay) 
and the expression of Caspase-3. 

RESULTS: Compared with that in control group 
(16.42 ± 1.03), the pressure of bile-pancreatic 
duct increased with the prolonging of obstruc-
tion duration (49.98 ± 3.05, 90.20 ± 8.66, 589.00 ± 
60.10 for 4, 8, 12 h after obstruction, respective-
ly). When BPDO was removed, the pressure de-
creased and returned to the normal level within 
1 d (17.50 ± 2.84, 16.37 ± 0.46 for 1 and 3 d after 

removal of obstruction, respectively), and the 
difference was significant (P < 0.01). AnnexinV-
FITC/PI assay showed that the number of apop-
totic cells increased significantly 4 h after BPDO, 
but it decreased while the number of dead cells 
increased 12 h after BPDO. However, after re-
moval of BPDO, acinar cell apoptosis increased 
while cell death decreased markedly with the 
prolonging of BPDO (P < 0.01). Caspase-3 detec-
tion confirmed that apoptosis reached the peak 
at 4 h, and then decreased gradually. Cell death 
was mostly observed at 12 h. One day after re-
moval of BPDO, cell death still covered the most 
percentage, but 3 d later, apoptosis was signifi-
cantly observed (P < 0.01). 

CONCLUSION: Enhancement of bile duct pres-
sure is one of the mechanisms in the patho-
genesis of acute pancreatitis, which leads to a 
decrease of acinar cell apoptosis. It is effective to 
resume the enhanced pressure to normal level at 
the early stage in the prevention of the disease 
from development. 
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摘要
目的: 结合胆管压力的变化来探讨胰腺炎轻
重程度与胆胰管梗阻时间及腺泡细胞凋亡的
关系. 

方法: 采用结扎胆胰管的方法制成胰腺炎模
型. 分别于梗阻后4、8、12 h以及解除梗阻
后1、3 d分别测定胆管压力. 流式细胞分析
法检测胰腺腺泡细胞AnnexinV-FITC/PI和
Caspase-3的表达. 

结果: 与正常对照组(16.42±1.03)相比, 随
着梗阻时间的延长, 胆管压力明显增高(4, 8, 
12 h分别为49.98±3.05, 90.20±8.66, 589.00

■背景资料
急性胆源性胰腺
炎通常是由于胆
总管、胰管受到
不同程度的梗阻, 
造成胆汁返流入
胰管 ,  激活胰酶 , 
损害胰腺细胞, 或
造成胰液排出受
阻 ,  胰 管 内 压 升
高, 导致胆源性胰
腺炎的发生. 近年
来, 大量的研究发
现, 在不同程度的
急性胰腺炎动物
模型中胰腺炎的
严重程度与胰腺
腺泡细胞凋亡是
呈负相关的, 表明
细胞凋亡可能是
对胰腺细胞损伤
有益的保护反应, 
并有可能减轻急
性胰腺炎的严重
程度. 在梗阻早期
腺泡细胞以坏死
为主, 随着梗阻时
间的延长坏死细
胞逐渐增多; 在解
除梗阻后腺泡细
胞凋亡率增加而
坏死减少. 
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±60.10), 而在解除梗阻后, 压力迅速下降并
在1 d即恢复正常(1, 3 d分别为17.50±2.84, 
16.37±0.46), 变化显著(P <0.01). AnnexinV-
FITC/PI检测显示梗阻4 h时细胞凋亡较多, 
至梗阻12 h时, 腺泡细胞凋亡明显减少而坏
死增加; 在解除梗阻后, 随着时间的延长凋亡
明显增多, 坏死逐渐减少, 变化显著(P <0.01). 
C a s p a s e-3检测显示在梗阻4 h时凋亡表达
最高, 梗阻8 h已明显减少, 12 h则以坏死为
主要表达方式; 解除梗阻后1 d仍以坏死为
主, 到第3天则表现出大量的凋亡, 变化显著
(P <0.01).
 
结论: 胆管压力升高引起的胆胰液返流是胰
腺炎的发病机制之一, 并可引起胰腺腺泡细胞
的凋亡减少, 而早期恢复正常胆胰管压力可使
细胞凋亡增多, 有效的阻止急性胰腺炎的病情
发展.  

关键词: 急性梗阻性胰腺炎; 胆胰管压力; 腺泡细胞
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0 引言

急性胰腺炎的死亡率高达10%以上, 急性胆源性

胰腺炎(acute biliary pancreatitis, ABP)占急性胰

腺炎的34%-54%. 常因结石通过或嵌顿在壶腹

部, 胆胰管共同通路梗阻, 导致胆汁反流至胰管, 
诱发胰腺实质损伤而引起[1]. 急性胰腺炎病情的

严重程度与胰腺腺泡细胞凋亡程度密切相关, 
凋亡基因及其信号的传导在该作用中起着重要

的调节作用. 
我们通过结扎胆胰管制成急性胰腺炎模型, 

检测解除梗阻前后胰腺腺泡细胞凋亡的情况, 
结合胆管压力的变化来探讨胰腺炎轻重程度与

腺泡细胞凋亡及梗阻时间的关系. 

1 材料和方法

1.1材料

1.1.1 实验动物 ♂SD大鼠(清洁型)35只, 质量为

200-250 g, 上海西普尔公司提供. 随机分为6组: 
正常对照组, 梗阻4 h组, 8 h组及12 h组; 解除

梗阻1 d组及3 d组. 
1.1.2 主要试剂及溶液 胶原酶X I、透明质酸

酶、胰蛋白酶抑制因子、Fluo-3/AM(荧光标记

细胞内钙离子示踪剂)、多聚赖氨酸, 均购自美

国Sigma公司; Hanks液; 无钙Hanks液; HBSS液
(含2.5 g/L牛血清白蛋白和0.1 g/L的刀豆胰蛋

白酶抑制因子的Hanks平衡盐溶液); 无钙HBSS
液; Caspase-3和AnnexinV-FITC/PI试剂盒购自晶

美生物公司. 
1.1.3 主要仪器 微型生物换能器(安徽蚌埠微型

电子仪器设备公司). 流式细胞分析仪(FACSVam 
cage SE, 美国B-D公司). 
1.2方法

1.2.1 动物模型的建立 采用结扎胆胰管的方法

制成梗阻型胰腺炎模型. 用2 g/L的乌拉坦腹腔

注射麻醉(6 mL/kg), 将大鼠仰卧固定, 上腹剑突

下正中开腹后, 确认胆胰管, 沿十二指肠寻找并

确认胆胰管, 将腰麻管(塑料经改良与大鼠胆胰

管直径基本吻合)逆行刺入胆胰管末端, 将胆胰

管末端与腰麻管一起扎紧, 固定后逐层关腹, 在
体外结扎腰麻管使胆管梗阻. 梗阻组分别于梗

阻后4、8和12 h测定胆管压力后处死大鼠取胰

腺组织检测. 解除梗阻组于梗阻12 h后解除梗

阻, 并于解除梗阻后1、3 d分别测定胆管压力

后处死大鼠取胰腺组织检测. 
1.2.2 胰腺腺泡细胞的分离 参照Zhou et al [2]和

Padfield et al [3]方法并改良. 处死大鼠取胰腺组

织, 于大试管内剪碎组织, 加入10 mL消化液(含
0.2 g/L XI胶原酶和0.4 g/L透明质酸酶的Hanks
液), 37℃振荡水浴温孵10 min, 并通以950 mL/
L O2和50 mL/L CO2混合气体, 静置. 更换消化

液再温孵10 min, 静置. 重复两次, 将收集的上

清液用200目尼龙网过滤, 500 r/min离心3 min, 
弃上清液, HBSS液洗2次, 收集胰腺腺泡细胞. 
将胰腺腺泡细胞混悬于无钙的HBSS液中, 经台

盼蓝排斥实验证实细胞存活90%以上, 计数在

109-1013个细胞/L间. 
1.2.3 腺泡细胞凋亡的检测 按试剂盒说明在细

胞悬液中加入AnnexinV-FITC, 避光孵育10 min, 
再加入碘化丙锭液(终浓度为 1 mg/L), 采用流

式细胞分析. AnnexinV-FITC阳性而PI阴性为凋

亡, AnnexinV-FITC阴性而PI阳性为坏死. 
1.2.4 Caspase-3的检测 按试剂盒说明在细胞

悬液中加入缓冲液后在冰中孵育10 min, 再加

入含10 mmo l/L DTT的缓冲液和含1 mmo l/L 
DEVD-AFC的酶化物后于37℃孵育1 h, 立即在

流式细胞仪上进行分析. 
统计学处理 所测数据用mean±SD表示, 通

过SPSS11.0统计软件, 采用单因素方差分析对各

组均数进行显著性检验, P<0.05具有显著性差异. 

■创新盘点
本文结合梗阻前
后胆胰管的压力
变化、梗阻的时
间及解除梗阻的
时间来探讨细胞
凋亡和胰腺炎的
病情变化. 
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2 结果

2.1 形态学改变 正常对照组胰腺组织无明显病

理改变. 在胰腺炎各组大体可见胰腺肿大, 呈灰

白色, 严重者胰腺大片出血、有黄色坏死灶, 腹
水, 腹腔脏器黏连, 大网膜、肠系膜和脏器表面

可见皂化斑. 光镜下可见叶间隙增宽、水肿, 中
性粒细胞渗出, 血管充血变形, 血管破裂、大量

出血, 胰腺腺泡解体、胞质空泡形成及坏死. 以
上表现均随梗阻时间延长而加重, 解除梗阻后

随时间延长有所好转. 
2.2 胆管压力的变化 随着梗阻时间的延长, 胆管

压力明显增高. 而在解除梗阻后, 压力迅速下降, 
在1 d内即恢复正常(表1). 
2.3 腺泡细胞凋亡的表现 与正常对照组相比, 
AnnexinV-FITC/PI染色显示梗阻4 h时细胞凋

亡较多, 梗阻12 h时, 腺泡细胞凋亡明显减少而

坏死增加. 梗阻8 h与4 h相比无明显变化. 解
除梗阻后, 凋亡细胞明显增多, 坏死逐渐减少. 
Caspase-3在梗阻4 h时凋亡表达最高, 梗阻8 h
已明显减少, 12 h以坏死为主要表达方式; 解除

梗阻后1 d仍以坏死为主, 第3天则表现出大量

的凋亡(表2). 

3 讨论

胆石嵌顿于壶腹部或排石损伤引起壶腹部水

肿, 壶腹部压力超过胰管分泌压, 造成胆胰液返

流入胰管是急性胆源性胰腺炎发病的重要原因. 
临床上行早期治疗性经内镜逆行胰胆管造影

(ERCP)可有效的缓解病情, 然而早期解除梗阻

对急性胰腺炎的病程发展所起作用机制尚不清

楚. 近年来有大量的文献报道认为, 急性胰腺炎

的病情轻重程度与腺泡细胞的凋亡程度呈负相

关. 轻型胰腺炎时腺泡细胞以凋亡为主, 此时胞

膜完整, 凋亡小体被巨噬细胞吞噬, 无溶酶体和

炎症介质等的释放. 重症胰腺炎时腺泡细胞以

坏死为主, 胞膜破裂, 引起多种酶和炎症介质的

释放, 诱发了更严重的炎症反应, 产生瀑布样效

应, 最终可导致死亡. 可见细胞凋亡是机体对胰

腺腺泡受损的一种保护性反应[4]. 
由于多种原因导致的壶腹部暂时性或功能

性的梗阻, 导致胆管压力大于胰管压力(正常生

理情况下胰管压力大于胆管压力), 胰液引流不

畅. 当胰管被暂时或持久阻塞, 胰管内压力升高

(正常值不超过12 cm H2O)达60 cm H2O时, 可
引起胰腺腺泡膜的破裂, 胰酶释放入胰腺间质

组织, 引发胰腺炎. 曾有人通过增加狗的腹压来

制造胰腺炎模型, 发现由于腹压上升引起胆管

压力的升高, 可使胰腺炎加重[5]. Acosta et al [6]

也认为胆源性胰腺炎的严重程度与壶腹部梗阻

的持续时间呈正相关. 在本研究中, 结扎大鼠胆

胰管可在短时间内明显增高胆管内压力, 并随

着时间的延长, 压力增高幅度也随着增加. 与此

相应, 胰腺组织水肿坏死也逐渐加重; 胰腺腺泡

细胞凋亡逐渐减少, 而坏死明显增加. 在解除梗

阻后, 1 d内胆管压力恢复至正常水平, 至第3天
时, 胰腺组织的水肿坏死情况明显好转, 腺泡细

胞凋亡也明显增加. 可见梗阻所引起的胆胰管

返流是胰腺炎的发病机制之一, 而早期恢复正

常胆胰管压力可有效的阻止急性胰腺炎的病情

发展. 

  

表  1  急性胰腺炎大鼠模型在梗阻解除前后的胆管压力变化的表达

组别 正常对照 梗阻4  h 梗阻8  h 梗阻12  h 解除梗阻1  d 解除梗阻3  d

鼠数 (n ) 6 6 7 6 5 5
胆管压力	 16.42±1.03 49.98±3.05b 90.20±8.66b 589±60.1b 17.50±2.84 16.37±0.46

  

表  2  急性胰腺炎大鼠模型在梗阻解除前后腺泡细胞凋亡的表达

组别 正常对照 梗阻4  h 梗阻8  h 梗阻12  h 解除梗阻1  d 解除梗阻3  d

鼠数 (n ) 6 6 7 6 5 5
AnnexinV 0.58±0.55 16.96±2.96b 17.10±4.27b 3.63±0.43b 18.47±6.87b 69.81±5.46b

Caspase-3 7.85±1.49 48.65±5.08b    9.74±2.31bd 0.65±0.38b   9.34±3.98b    52.2±9.25bf

bP<0.01 vs  正常对照组.

bP<0.01 vs 正常对照组; dP<0.01 vs 梗阻4 h; fP<0.01 vs 解除梗阻1  d. 

■应用要点
近10 a, 对急性胆
源性胰腺炎早期
治疗性ERCP虽被
认可, 但是仍缺乏
相应的研究资料, 
在临床上广泛推
广仍有一定的难
度, 因此本课题通
过研究胰腺炎轻
重程度与胆胰管
梗阻时间及腺泡
细胞凋亡的关系
来探讨临床早期
治疗性ERCP的应
用意义. 
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在细胞凋亡早期, 细胞表面发生变化, 细胞

膜内部的磷脂酰丝氨酸(PS)迁移到细胞外层表

面, 巨噬细胞就是通过识别凋亡细胞表面细胞

的磷脂酰丝氨酸将凋亡细胞或凋亡小体吞噬, 
保护机体避免因细胞内部暴露引起的炎症反

应. AnnexinV是一种对Ca2+依赖, 对PS有高度亲

和力的磷脂结合蛋白, 可作为探针识别细胞膜

表面是否有PS, 从而识别凋亡细胞. Caspase是
半胱氨酸天门冬氨酸蛋白酶(cysteinyl aspartate-
specific proteinase)的简称, 参与细胞凋亡和炎症

反应. 其中Caspase-3(CPP32 apopain)是哺乳动物

细胞凋亡中的关键酶. 临床常用Caspase 3来检

测早早期的细胞凋亡. 
在急性胰腺炎中, Caspase通过多种途径参

与腺泡细胞的凋亡, 包括细胞膜途径、线粒体

途径和内质网途径[7-8]. Frossard et al [9]用Cx32 
基因缺失的大鼠制作急性胰腺炎模型, 表现出

胰腺炎连续的发病过程 ,  腺泡细胞数目减少 , 
Caspase-3活性下降. Gallagher et al [10]对胰腺炎细

胞凋亡情况进行检测发现, Fasl、Fasl-mRNA和

Caspase-3增加. 在本研究中, 随着梗阻时间的延

长, Caspase-3的活性逐渐减少; 而在解除梗阻后, 
随着时间的延长, 残留的腺泡细胞再生, 逐步恢

复了胰腺腺泡细胞的功能, 其死亡方式也逐渐

转为凋亡, Caspase-3的活性也逐渐增加. 
并且我们发现 ,  在梗阻4 h组和8 h组间 , 

Caspase-3和AnnexinV变化的幅度不大, 而12 h
组与上两组相比两项指标均发生明显的变化, 
即凋亡明显减少, 大量的细胞走向坏死. 相应的

在梗阻解除后第1天, Caspase-3和AnnexinV所反

映的细胞凋亡增加并不明显, 而在第3天两项指

标发生了明显变化, 细胞凋亡明显增加. de Dios 
et a l [11]的研究也认为对于梗阻24 h以上的胰腺

腺泡细胞的坏死是无法逆转的, 只有在解除梗

阻3 d后胰腺腺泡细胞才能通过凋亡方式死亡. 
由本研究可见, 在胆管梗阻早期, 胆管的压

力上升还不多, 此时胰腺腺泡细胞尚有一定的

代偿能力, 其死亡方式以凋亡为主; 而当压力持

续上升, 腺泡细胞膜破裂, 大量坏死引起急性胰

腺炎的发生. 当梗阻解除后, 胆管压力迅速下降, 
但在开始时仍有大量腺泡细胞坏死, 只有经过

一定的时间后才逐步恢复正常. 因此在临床上, 
对于胆源性胰腺炎患者采用早期ERCP+十二指

肠乳头括约肌切开术(EST)的治疗, 可以有效减

轻甚至阻止急性胰腺炎的发生与发展. 
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■同行评价
急性胆源性胰腺
炎在急性胰腺炎
中占重要比例, 本
研究以动物模型
胆管压力变化来
探讨胰腺炎轻重
程度与细胞凋亡
及梗阻时间关系, 
研究目的明确. 研
究设有对照组, 研
究观察指标合理, 
科学性强. 实验数
据经统计学处理
图表简明、清晰, 
结果可信度强. 结
论分析与实验结
合较紧密, 逻辑性
好. 结论论证了急
性胰腺炎早期治
疗重要性和尽早
解除梗阻 ( 引流 )
的重要性作出了
理论上的支持, 具
有一定的理论和
临床指导意义. 


