
www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2007年10月18日; 15(29): 3092-3096
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 基础研究 BASIC RESEARCH

胰蛋白酶在猪慢性胰腺炎胰腺组织中的分布及免疫组化
阳性标准

唐 伟, 张小明, 赵建农, 舒 健, 邵 阳, 谢贤雍, 朱建均

唐伟, 张小明, 赵建农, 舒健, 川北医学院附属医院放射科 四
川省南充市 637000
邵阳, 川北医学院附属医院生物医学工程 四川省南充市 
637000
谢贤雍, 朱建均, 川北医学院附属医院病理科 四川南充市 
637000
唐伟, 2005年川北医学院硕士生, 主要从事MRI相关基础和临床
研究.
教育部新世纪优秀人才支持计划, No. NCET-06-0820  
通讯作者: 张小明, 637000, 四川省南充市文化路63号, 川北医
学院附属医院放射科. zhangxm@nsmc.edu.cn
收稿日期: 2007-05-09   修回日期: 2007-10-04

Distribution of pancreatic 
trypsin in pigs with chronic 
pancreatitis, and a positive 
trypsin standard for 
immunohistochemical studies 

Wei Tang, Xiao-Ming Zhang, Jian-Nong Zhao, 
Jian Shu, Yang Shao, Xian-Yong Xie, Jian-Jun Zhu

Wei Tang, Xiao-Ming Zhang, Jian-Nong Zhao, Jian Shu, De-
partment of Radiology, the Affiliated Hospital of North Sichuan  
Medical College, Nanchong 637000, Sichuan Province,  
China 
Yang Shao, Department of Biomedical engineering, the 
Affiliated Hospital of North Sichuan Medical College, Nan-
chong 637000, Sichuan Province, China 
Xian-Yong Xie, Jian-Jun Zhu, Department of Pathology, 
Affiliated hospital of North Sichuan Medical College, Nan-
chong 637000, Sichuan Province, China 
Supported by: the Program of New Century Excellent Tal-
ent, Ministry of Education of China, No. NCET-06-0820
Correspondence to: Xiao-Ming Zhang, Radiology Depart-
ment, the Affiliated Hospital of North Sichuan Medical Col-
lege, 63 Wenhua Road, Nanchong 637000, Sichuan Province, 
China. zhangxm@nsmc.edu.cn
Received: 2007-05-09    Revised: 2007-10-04 

Abstract
AIM: To study a positive primary trypsin 
standard for the immunohistochemical study of 
pigs with chronic pancreatitis, the distribution 
of pancreatic trypsin in chronic pancreatitis, and 
correlation of the distribution of trypsin with 
severity of chronic pancreatitis.

METHODS: Pancreatic tissues were from four 
normal pigs and 14 with chronic pancreatitis 

of varying severity. The distribution of trypsin 
and a positive standard for pancreatic trypsin in 
pigs with chronic pancreatitis were studied by 
streptavidin-peroxidase conjugated immunohis-
tochemical methods. The correlation between 
the positive standard and the severity of chronic 
pancreatitis was analyzed.

RESULTS: Trypsin was stained brown in the cy-
toplasm, extracellular mesenchyme and pancre-
atic duct. The degree of staining for trypsin was 
strong positive (++) in mild chronic pancreatitis, 
moderately positive (+) in moderate chronic 
pancreatitis, and weakly positive (±) in severe 
chronic pancreatitis. There were significant dif-
ferences in the degree of trypsin staining among 
the three groups (P < 0.05). The degree of stain-
ing was correlated with the severity of chronic 
pancreatitis (r = 0.742).

CONCLUSION: Trypsinogen is abnormally 
activated in the cytoplasm, extracellular mesen-
chyme and pancreatic duct in pigs with chronic 
pancreatitis. The positive standard for trypsin 
is reasonable. The level of positive staining 
for trypsin decreased following the increases 
in pancreatic fibrosis in chronic pancreatitis. 
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摘要
目的: 建立慢性胰腺炎(CP)胰蛋白酶免疫组化
阳性判断标准, 探讨胰蛋白酶在CP中的分布
特征及与CP严重程度的关系. 

方法: 取正常猪4例及不同程度CP猪14例的胰
腺组织, 用链菌素亲生物素-过氧化酶连接法
(streptavidin peroxidase conjugated method, SP) 

®

■背景资料
慢性胰腺炎发病
率 逐 年 上 升 ,  其
发病机制及其纤
维化机制尚未明
确, 本文通过检测
轻、中、重度慢
性胰腺炎胰蛋白
酶的表达, 探讨胰
蛋白酶在慢性胰
腺炎病理过程中
的可能机制.
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免疫组化法检测胰蛋白酶在实验性CP胰腺组织
中的分布特征并初步建立阳性判断标准, 分析
胰蛋白酶的阳性标准与CP严重程度的相关性.

结果: 胰蛋白酶在CP胰腺组织主要表现为腺
泡细胞质内、间质及胰管内棕色或棕黄色染
色, 染色程度在轻度CP以强阳性(++)为主, 中
度CP以中等阳性(+)为主, 重度CP以弱阳性
(±)为主, 3组染色程度之间差异有统计学意
义(P <0.05). 胰蛋白酶强阳性染色与慢性胰腺
炎严重程度具有相关性(r = 0.742).

结论: 胰蛋白酶原异常活化可见于腺泡细胞
质内、间质及胰管内, 建立了胰蛋白酶阳性判
断标准. 随着慢性胰腺炎实质纤维化, 胰蛋白
酶阳性率降低.
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0  引言

正常胰腺分泌多种消化酶 ,  其中以蛋白酶、

淀粉酶和脂肪酶为主 [1]. 慢性胰腺炎(chron ic 
pancreatitis, CP)典型病理学表现为胰腺实质纤

维化[2-3]. 由于胰腺组织结构不可逆的受损, 导
致不同程度的腺泡萎缩和胰管变形, 故CP患者

呈不同程度的外分泌功能不足, 各种酶分泌下

降. 胰蛋白酶是一种肽链内切酶, 可作为一种

酶的激活因子激活弹性蛋白酶和磷脂酶A2, 后
二者和胰腺的损伤有直接关系[4]. 激活的弹性

蛋白酶可选择性地消化破坏血管壁的弹性纤

维, 活化的磷脂酶A2能使卵磷脂和脑磷脂转变

为溶血卵磷脂和溶血脑磷脂. 这些物质具有很

强的细胞毒性作用, 可导致组织坏死, 胰蛋白酶

在胰腺组织损伤过程中发挥中心作用[5]. 但胰

蛋白酶在CP中的分布变化尚未见国内外文献

报道. 我们应用链菌素亲生物素-过氧化酶连接 
法[6](streptavidin peroxidase conjugated method, 
SP)免疫组化检测胰蛋白酶在小型猪CP的分布, 
并初步建立一种胰蛋白酶的阳性判断标准, 以
探讨其在CP的分布特征及与慢性胰腺纤维化程

度的相关性.

1  材料和方法

1.1 材料 18头西双版纳小型猪, 其中4头正常猪, 

14头通过胰管结扎建立CP动物模型. CP纤维化

的程度分为Ⅰ-Ⅲ级[7-8], Ⅰ级: 轻微纤维化, 即纤

维化分布以小叶周围为主; Ⅱ级: 中度纤维化, 
纤维化扩展到小叶内、腺泡之间; Ⅲ级: 重度纤

维化和极重度纤维化, 小叶内的纤维化相互融

合, 形成较大面积的纤维化或者广泛的纤维化

形成. 根据上述标准, 本组有CPⅠ级6例, Ⅱ级

4例, Ⅲ级4例, 诊断由病理证实. 全部标本用40 
g/L甲醛固定, 石蜡包埋, 4 μm连续切片, 其中Ⅰ

级6张切片, Ⅱ级和Ⅲ级分别为5张切片. 抗人胰

蛋白酶mAb(RAB-0012, 6.0 mL)和SP试剂盒购

自福州迈新生物技术开发公司.
1.2 方法 应用SP免疫组化检测胰蛋白酶在小型

猪慢性胰腺炎的分布. SP法免疫组化染色, DAB
显色, 苏木精复染, 中性树胶封片. 胰蛋白酶在

CP胰腺组织内主要表现为腺泡细胞质内、胰管

内及间质呈棕色或棕黄色染色, 以正常胰腺免

疫组化染色为对照, 分为强阳性(++), 染色程度

明显高于正常胰腺组织染色; 中等阳性(+), 染色

程度稍高于正常胰腺组织染色; 弱阳性或无阳

性染色(±), 染色程度明显低于正常胰腺组织染

色3个等级. 每张切片随机观察5个高倍镜(×40)
视野, 如果一个视野同时出现不同阳性等级, 以
不同阳性等级所占该视野的百分比计, 分别计

算Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ级CP各种染色程度视野占所观察的

每种CP总视野的百分比.
统 计 学 处 理  采用四格表确切概率法和

Spearman秩(∣r∣≤1)分析, P <0.05为有统计学

意义.

2  结果

2.1 胰腺组织胰蛋白酶的表达 正常胰腺组织免

疫组化染色显示蓝色的腺泡细胞圆形细胞核及

胰管结构, 背景染色呈浅淡黄色(图1A). Ⅰ级CP
免疫组化染色显示, 在腺泡细胞质内、间质及

胰管内呈棕色染色, 以腺泡细胞质染色为主, 染
色程度较深, 但在一些间质区域可见浅淡棕黄

色染色(图1B); Ⅱ级CP免疫组化显示在腺泡细

胞质内、间质及胰管内呈棕色或棕黄色染色, 
以腺泡细胞质染色为主, 且可见梭形的纤维细

胞核, 在纤维细胞核区域无阳性染色(图1C); Ⅲ
级CP免疫组化可见大量的梭形纤维细胞核, 主要

呈无阳性染色区域, 在少量的腺泡细胞核周围及

一些间质区域可见深浅不一的阳性染色(图1D). 
2.2 胰蛋白酶阳性判断标准 用OlympusBX50型
号光学显微镜每张切片随机观察5个高倍镜视

■研发前沿
慢性胰腺炎典型
病理特点是胰腺
实质纤维化, 是多
种因素作用的结
果, 胰蛋白酶与慢
性胰腺炎纤维化
的机制是研究的
重点.

■相关报道
有 学 者 发 现 ,  胰
蛋白酶通过参与
蛋 白 酶 激 活 受
体-2(PAR-2)信号
传导, 促进肿瘤细
胞纤维化, 在慢性
胰腺炎纤维化中
研究较少.
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为, 胰腺炎的发生主要是由于胰腺组织腺泡中

的胰酶被过度激活, 并通过细胞膜释放至间质

而使胰腺自身消化所致[11-14]. 我们应用免疫组化

SP法检测胰蛋白酶在小猪CP组织中表达与分布

特征, 结果发现, CP组织胰蛋白酶在腺泡细胞质

内、间质及胰管内呈阳性染色, 提示胰蛋白酶

的异常活化可以发生在胰腺3个部位: 腺泡细胞

质内、间质及胰管内. 
我们通过胰管结扎建立CP动物模型[15], 在

结扎胰管之后, 胰管内压超过腺泡生理分泌生

理压, 腺泡细胞的功能就会受到很大的影响, 消
化酶的分泌排出被阻断, 但合成和细胞内转运

仍在继续, 溶酶体水解酶和消化酶酶原的隔离

状态被扰乱, 结果溶酶体水解酶和消化酶酶原

颗粒得以接触, 从而使胰蛋白酶原在腺泡细胞

内被激活[16-18]. 但是, 胰腺自身消化过程起始还

有争议[19]. 我们发现, 胰蛋白酶在CP的分布以

腺泡细胞为主, 而且胰蛋白酶原是在腺泡细胞

内被激活的. 我们认为胰腺自身消化过程可能

从腺泡细胞开始, 而不是在间质及胰管内, 间
质及胰管内胰蛋白酶阳性染色与胰蛋白酶从

基底膜侧异常排除有关[20], 这有待于从亚细胞

水平通过电子显微镜技术去研究. Hernanden  
e t a l [21-23]研究了45例患者的血浆胰蛋白酶的

变化, 包括正常志愿者18例, 轻、中度乙醇性

CP16例, 非黄胆性胰腺癌7例, 钙化性CP4例. 血

野(×40). Ⅰ级CP总共观察30个视野, 其中强阳

性视野率73%, 中等阳性视野率20%, 弱阳性视

野率为7%; Ⅱ级CP总共观察了25个视野, 其中

强阳性视野率16%, 中等阳性视野率72%, 弱阳

性视野率为12%; Ⅲ级CP总共观察了25个视野, 
其中强阳性视野率4%, 中等阳性视野率12%, 弱
阳性视野率为84%. 三组之间差异有统计学意义

(P <0.05, 表1), 而且强阳性视野率与CP的纤维化

程度有高度相关性(r  = 0.742).

3  讨论

胰蛋白酶在胰酶的激活和组织损伤过程中起重

要的作用[9]. 胰蛋白酶能直接降解细胞外基质, 
激活其他蛋白水解酶, 加强对细胞外基质、基

底膜的降解[10].  胰蛋白酶原是胰蛋白酶的前体, 
是一种分子质量为25 kDa的蛋白酶, 在生理情

况下, 胰蛋白酶原以酶原的形式从腺泡细胞分

泌, 通过出胞作用排到腺泡腔内, 经胰管系统排

入十二指肠而被肠激酶活化[11]. 大多数学者认

■创新盘点
慢性胰腺炎的胰
腺自身消化过程
从腺泡细胞开始, 
而不是起源于间
质及胰管.

■应用要点
本文以猪慢性胰
腺炎为研究对象, 
得出了慢性胰腺
炎的胰蛋白酶的
表达轻度较重度
强烈, 对慢性胰腺
炎的早期诊断提
供了一条思路. 利
用分子影像手段
监测胰蛋白酶在
胰腺组织中的分
布达到慢性胰腺
炎的早期诊断.

表  1  慢性胰腺炎胰蛋白酶免疫组化染色强度视野率(%)

      
	        

++		    +         	                ±

CPⅠ         73(22/30)             20(6/30)	          7(2/30)     

CPⅡ         16(4/25)               72(18/25)	        12(3/25)

CPⅢ           4(1/25)               12(3/25)	        84(21/25)

图  1  胰腺组织免疫组化染色(SP×200). A: 猪正常胰腺胰蛋白酶表达; B: Ⅰ级CP胰蛋白酶表达; C: Ⅱ级CP胰蛋白酶表达; 

D: Ⅲ级CP胰蛋白酶表达.

A B

C D
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浆胰蛋白酶在基础水平时前3组相似. 进食(牛
奶)2 h后, 血浆胰蛋白酶水平在正常志愿者和

胰腺癌组明显降低, 而在轻、中度乙醇性CP组
不降低. 进食前后, 血浆胰蛋白酶水平在钙化

性CP近乎消失. 他们推测这是由于在CP炎症早

期, 腺泡细胞的损伤较轻微, 生理性刺激可导致

胰蛋白酶和胰蛋白酶原的强烈表达, 并分泌到

胰腺间质, 最后到血浆所致. 我们的实验结果

证实了Hernanden et al的推测. 我们根据胰腺纤

维化的程度, 将CP分为3期[7-8], 即轻、中、重度

CP, 并对其进行胰蛋白酶免疫组化染色. 结果发

现在轻、中度CP, 胰蛋白酶染色程度较深, 而在

重度CP, 胰蛋白酶染色呈弱阳性, 说明我们所建

立的阳性判断标准具有一定的合理性. 但特别

要指出的是本文中定量分析不是对组织中的胰

蛋白酶含量进行分析, 而是对胰蛋白酶反应阳

性程度进行定量. 
胰蛋白酶能降解细胞外基质 .  M i y a t a  

et al [24-27]报道胰蛋白酶通过参与蛋白酶激活受体

-2(PAR-2)信号传导, 促进细胞纤维化. 另外有研

究报道, 重度纤维化的胰腺癌较轻、中度纤维化

胰腺癌细胞中PAR-2表达更高, 提示PAR-2的活

化可能参与胰腺癌细胞的纤维化[28-29]. 我们发现, 
CP纤维化程度与胰蛋白酶强阳性染色呈负相关, 
这可能与CP在发展过程中腺泡细胞功能受到影

响, 胰蛋白酶分泌下降有关[30]. 至于胰蛋白酶能

否促进CP纤维化发展, 从胰蛋白酶能降解细胞

外基质, 激活其他蛋白水解酶, 造成胰腺自生消

化的作用来看, 胰蛋白酶和CP纤维化具有一定

的相关性, 但其详细机制有待于进一步研究.
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■名词解释
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蛋白酶的前体, 是
一种分子质量为
25kDa的蛋白酶 , 
由两种同工酶组
成, 包括胰蛋白酶
原-1(阳离子型)和
胰蛋白酶原-2(阴
离子型)两种亚型, 
主要发挥食物消
化酶的作用.
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■同行评价
本文内容很重要, 
具有一定的临床
意义.
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第三届国际微创外科论坛暨 2007 年天津市
消化内镜学年会征文通知

本刊讯 为了跟踪国际发展的最新态势, 加强该领域的交流与合作, 由天津市医学会主办, 天津市南开医院、

天津市微创外科中心承办的“第三届国际微创外科论坛暨2007年天津市消化内镜学年会”将于2007-11-02/04

在天津举办.

本次会议还将邀请澳大利亚、奥地利、日本、香港等国家和地区及国内内镜、腹腔镜领域的知名专家与

会, 以专题讲座及操作演示等方式展示当前微创外科(肝胆胰脾胃肠)领域的最新前沿技术, 其中包括: 大会专

题演讲及大会论文交流; 微创手术实况演示; 内镜操作实况演示; 世界级大师精彩手术实况演示; 国家级继续

教育项目; 微创手术新技术与新器械; 微创外科手术设备与器械展示. 

1      征文内容和要求

征文内容: 凡是与本次会议内容相关的实验研究、临床工作总结、新方法、新技术、新器械等论文, 尚未在全

国性学术会议上交流和尚未在国内外正式刊物上发表过的论文. 征文要求: 论文、摘要、软盘各一份, 论文字

数限4000字以内, 摘要800字以内, 按“目的、方法、结果、结论”. 摘要中写明:“题目、作者、单位(包括城

市和邮编). 

2      联系方式

邹富胜, 300100, 天津市南开区三纬路122号, 天津市南开医院. 注明会议论文.


