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雨蛙素及脂多糖在小鼠急性胰腺炎建模中的应用

郑英强, 黄 娟, 曾凡才, 周翔宇

®

■背景资料
研究人体急性胰
腺炎(acute pan-
creatitis, AP)存在
诸多困难, 目前制
备AP模型的方法
各异, 找到一种发
病机制与人类相
似而又方便可靠
的模型建立方法, 
无疑对AP的研究
具有重要的推动
作用. 
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Abstract
AIM: To establish typical mouse models of mild 
or severe acute pancreatitis induced with caeru-
lein (CAE) and/or lipopolysaccharides (LPS).

METHODS: Fifty healthy adult male C57 mice 
were randomly divided into five groups (with 

10 mice in each group): a control group (CON 
group), the caerulein 7 group (CAE 7 group), 
a caerulein 7 plus LPS group (CAE 7 + LPS 
group), a caerulein 13 group (CAE 13 group), 
and a caerulein 13 plus LPS group (CAE 13 + 
LPS group). All the animals were killed three 
hours after the last intraperitoneal injection. 
The pancreas was carefully removed for micro-
scopic examination and further observed under 
a transmission electron microscope (TEM). 
Serum amylase and lipase concentrations were 
assayed.

RESULTS: Enzyme levels and pathological 
score in all the experimental groups were sig-
nificantly higher than those in the CON group 
(amylase lowest CAE 7 group: 27020 U/dL ± 
3443 U/dL vs CON group: 2696 U/dL ± 400 
U/dL, P < 0.01; lipase content lowest CAE 7 
group: 1379 U/L ± 283 U/L vs CON group: 33 
U/L ± 13 U/L, P < 0.01; pathological score low-
est CAE 7 group: 5.8 ± 0.9 vs CON group: 0.1 ± 
0.3, P < 0.01). Compared with the CAE 7 group, 
the enzyme levels and pathological score in 
the CAE 13 + LPS group increased more sig-
nificantly (CAE 13 + LPS group amylase: 46969 
U/dL ± 11852 U/dL vs CAE 7 group amylase: 
27020 U/dL ± 3443 U/dL, P < 0.01; CAE13 + 
LPS group lipase: 1962 U/dL ± 496 U/dL vs CAE 
7 group lipase: 1379 U/dL ± 283 U/dL, P < 0.05; 
CAE13 + LPS group pathological score : 11.1 ± 
1.1 vs CAE 7 group pathological score : 5.8 ± 0.9, 
P < 0.05). The grade of pathological changes in 
the CAE 13 + LPS group was significantly high-
er than that in the CAE 13 group (CAE 13 + LPS 
group: 11.1 ± 1.1 vs CAE 13 group: 10.1 ± 0.99, 
P < 0.05). The ultrastructure of acinar cells was 
damaged in the CAE 7 group, and the rough 
endoplasmic reticulum and mitochondria were 
markedly swollen. However, in the CAE 13 + 
LPS group, the acinar cells were seriously dam-
aged.

CONCLUSION: Caerulein alone by intraperito-
neal injection 7 times can be used to prepare a 
typical model of acute edematous pancreatitis, 
and caerulein by intraperitoneal injection 13 
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■研发前沿
胰腺炎模型的建
立包括侵入性和
非侵入性方法: 侵
入性方法操作复
杂, 对实验动物损
伤大, 部分实验结
果不可靠; 非侵入
性方法操作简单, 
但有时胰腺的病
理改变往往过重
或过轻, 并不能满
足实验需要, 在雨
蛙素基础上改良
胰腺炎模型的建
立成为一个获得
理想动物模型的
良好突破口.

times plus LPS at the last time can be used to 
produce typical acute necrotizing pancreatitis.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 利用雨蛙素(caerulein, CAE)及脂多糖
(lipopolysaccharides, LPS)复制典型的轻重型
急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)模型.

方法: C57小鼠50只, 随机分为5组: 正常对照
组(CON组)、CAE 7次组(CAE 7组)、CAE 7
次加LPS组(CAE 7+LPS组)、CAE 13次组
(CAE 13组)及CAE 13次加LPS组(CAE 13 + 
LPS组), 检测血淀粉酶、脂肪酶水平, 组织病
理学及透射电镜观察. 

结果: 各实验组酶学水平及病理评分明显高
于对照组(淀粉酶含量最低的CAE 7组: 27020 
U/dL±3443 U/dL vs  CON组: 2696 U/dL±
400 U/dL, P <0.01; 脂肪酶含量最低的CAE 7
组: 1379 U/L±283 U/L vs  CON组: 33 U/L±
13 U/L, P <0.01; 病理评分最低的CAE 7组: 5.8
±0.9 vs  CON组: 0.1±0.3, P <0.01); 与CAE 7
组相比, CAE 13+LPS组酶学水平及病理评
分升高更明显(CAE 13+LPS组淀粉酶: 46969 
U/dL±11852 U/dL vs  CAE 7组淀粉酶: 27020 
U/dL±3443 U/dL, P <0.01; CAE 13+LPS组
脂肪酶: 1962 U/dL±496 U/dL vs  CAE 7组
脂肪酶: 1379 U/dL±283 U/dL, P <0.05; CAE 
13+LPS组病理评分: 11.1±1.1 vs  CAE 7组病
理评分: 5.8±0.9, P <0.05); CAE 13+LPS组较
CAE 13组病理评分改变更明显(CAE 13+LPS
组: 11.1±1.1 v s  C A E 13组: 10.1±0.99, 
P <0.05); 电镜示CAE 7组细胞线粒体和粗面
内质网扩张水肿, CAE 13+LPS组细胞坏死、
间质结构破坏. 

结论: 单纯CAE腹腔注射7次可制典型急性水
肿型胰腺炎模型, CAE 13次加末次LPS腹腔注
射可制典型急性坏死型胰腺炎模型, 是研究不
同程度AP较理想的模型.

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 7次腹腔注射雨蛙素可以成功诱导轻
型急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP); 13次腹腔注
射雨蛙素加末次脂多糖(lipopolysaccharides)注射
更容易诱导典型的重型AP的病理改变. 此方法对
于研究AP的发病机制和转归提供了良好的动物
模型.
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0  引言

急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)临床常见, 
而研究人体AP存在诸多困难[1], 建立动物模型, 
深入研究AP的发病机制, 轻型向重型的转归机

制具有重要的意义. 过去研究, 不同的种属和

不同的动物模型被采用来模拟AP, 有的是针对

病因学研究[2-4], 有的是模拟临床[5,6], 就发病机

制的研究而言, 雨蛙素(caerulein, CAE)或CAE
联合脂多糖(lipopolysaccharides, LPS)(LPS是
一种内毒素)在CAE诱导的轻型胰腺炎的基础

上, 联合腹腔内注射大剂量LPS, 产生内毒素血

症, 促使AP向重症急性胰腺炎(severe AP, SAP)
进展诱导小鼠AP模型由于具有建模方便、无

创伤性等特点被广泛采用[7]. 但是剂量、诱导

时间等各个文献还不统一, 本文就我们诱导AP
的经验作一交流.

1  材料和方法

1.1 材料 50只♂C57小鼠(购自重庆腾鑫生物技

术有限公司), 10周龄, 体质量22-24 g, 随机分

为5组: CAE 7次组(CAE 7组)、CAE 7次+LPS
组(CAE 7+LPS组)、CAE 13次组(CAE 13组)、
CAE 13次+LPS组(CAE 13+LPS组)及正常对照

组(CON组).
1.2 方法
1.2.1 模型建立和标本收集: 将所有动物于实验

前适应性喂养1 wk, 术前禁食12 h, 自由饮水. 
CAE 7组与CAE 13组小鼠腹腔注射CAE(50 
µ g/k g), 分别连续7次与13次 ,  每次间隔1 h; 
CAE 7+LPS组与CAE 13+LPS组在最后一次注



WCJD|www.wjgnet.com 2014-09-28|Volume 22|Issue 27|

4070               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志   2014年9月28日   第22卷   第27期 

■相关报道
常用的诱导小鼠
A P模型的方法
是用雨蛙素 ( 5 0 
µg/kg)腹腔注射
7次 ,  每次间隔1 
h, 但这往往仅能
造成轻型胰腺炎
的模型 ,  如果要
复制急性坏死型
胰腺炎模型 ,  还
需加注一次大剂
量的脂多糖(lipo-
polysaccharides, 
LPS)(10 mg/kg), 
我们通过实验发
现 ,  此方法还存
在需改进之处.

射CAE时, 加注一次LPS(15 mg/kg); 对照组腹

腔注射相同体积的生理盐水. 所有分组于最后

一次注射后3 h用3%戊巴比妥钠(0.1 mL/100 g)
行腹腔内注射麻醉, 麻醉满意后将小鼠平卧固

定于手术台, 术野备皮, 75%乙醇消毒, 铺无菌

单, 取上腹部正中切口进腹, 整个手术过程严

格无菌操作. 开腹后, 首先肉眼观察各器官病

理改变, 然后充分游离出下腔静脉, 用1 mL注
射器从下腔静脉抽取血液0.5-1.0 mL, 以3000 
r/min离心10 min分离血浆, 用试剂盒(购自南京

建成生物制品研究所)测定血清淀粉酶和脂肪

酶含量.
1.2.2 组织学检测及病理评分: 取胰腺组织(约1 
mm3), 沁入2.5%戊二醛固定, 留作透射电镜观

察; 再完整切除小鼠胰腺, 常规固定, 石蜡包埋, 
连续切片, 苏木素-伊红(HE)染色, 由3位专业的

病理医师双盲阅片, 每张切片随机选取10个视

野, 对每个视野参照Schmidt's组织学病理分级

法[8]进行评分(表1), 各项积分总和为最终得分, 
10个视野的平均分计为每张切片的最后病理

评分.
统计学处理 各组数据采用mean±SD表示, 

用SPSS17.0软件处理数据, 采用t检验进行两样

本均数比较. P <0.05代表差异有统计学意义.

2  结果

2.1 各组肉眼观及病理切片观察
2.1.1 各组肉眼观: CAE 7组胰腺组织呈现轻重不

一的水肿, 包膜紧张, 胰腺轮廓模糊, 伴有散在

的充血, 多数有大量浅红色腹水形成, 胰外器官

未见异常. CAE 7组+LPS组及CAE 13组与CAE 
7组相似. CAE 13+LPS组腹腔有少量血性积液, 
胰腺轮廓消失, 呈暗灰色, 体积增大, 胰腺可见

广泛分布的暗红色点灶状坏死, 胰腺、胰周及

肠系膜根部均有白色皂化斑形成, 胃肠道部分

充血、扩张; 肾包膜紧张, 包膜下偶可见出血点; 

肝色变暗, 略显肿胀. CON组胰腺组织形态学未

见明显改变.
2.1.2 各组病理切片观察: CAE 7组胰腺呈现典

型水肿性胰腺炎改变, 小叶间隙增宽、水肿、

充血、有中性粒细胞和单核细胞浸润, 腺泡细

胞肿胀, 但小叶结构完好, 未见明显出血坏死, 
部分细胞内可见脂质空泡形成. CAE 13+LPS组
胰腺组织结构破坏明显, 小叶排列紊乱, 小叶间

有明显的炎症反应、水肿, 小叶边缘区大量腺

泡细胞坏死, 局部有融合性坏死灶, 邻近坏死灶

的腺泡细胞小且脱颗粒明显, 胞内空泡形成, 间
质内动脉痉挛, 静脉扩张淤血, 有炎细胞附着

管壁, 局部血管壁出血、坏死, 脂肪组织坏死. 
CAE 7+LPS组及CAE 13组介于CAE 7组与CAE 
13+LPS组之间. CON组病理切片未见明显异常

(图1).
2.2 胰腺组织电镜观察 CAE 7组细胞胞核核质

水肿, 粗面内质网扩张, 酶原颗粒明显减少, 胞
质内可见少量自噬性空泡形成. CAE 13+LPS
组细胞轮廓不清, 结构破坏; 细胞核内染色质边

集, 胞质内大量自噬性空泡形成, 粗面内质网扩

张明显, 部分破坏断裂形成絮状结构、酶原颗

粒明显减少. CON组胰腺超微结构正常, 可见

胞核、粗面内质网、线粒体和大量的酶原颗粒

(图2). 
2.3 血清淀粉酶及脂肪酶值 与CON组比较, 各
实验组的酶含量均明显升高 ,  差异有统计学

意义(P <0.01);  实验组中酶含量最高的C A E 
13+L P S组与含量相对最低的C A E 7组比较 , 
CAE 13+LPS组的升高趋势更明显(P <0.05). 各
组胰腺损伤的病理学评分也有类似的变化趋势

(表2). 

3  讨论

AP为胰酶消化自身胰腺及周围组织所引起的化

学性炎症[9], 临床症状轻重不一. 当前, 对于AP的

表  1  Schmidt's胰腺组织病理学评分标准

     

病理改变 
分值 

0 1 2 3

间质水肿 无 小叶间 小叶内 腺泡孤岛状

炎细胞浸润 无   <20个  20-50个 >50个

实质坏死 无 <5% 5%-20% >20%

实质出血 无 1-2处 3-5处 >20%
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■创新盘点
通过比较几种常
用的雨蛙素诱导
A P模型的方法 , 
在传统雨蛙素注
射次数及脂多糖
剂量基础上加以
改进, 总结出一套
较为简便可靠的, 
可分别制备不同
程度AP的方法.

发病机制仍未完全清楚[10,11], 缺乏对轻型向重型

相互转归的认识, 以及采取有效地干预手段阻

止AP向重型的发生发展. 这就需要建立动物模

型来模拟人类AP来进行研究.
尽管很多的动物种属都可以用来诱导AP模

型, 包括兔子[12]、猫、狗、猪等, 最广泛使用的

图  2  胰腺典型电镜改变(×6000). A: CON组, 超微结构正常; B: CAE 7组, 核质水肿, 粗面内质网扩张, 酶原颗粒明显减少; 
C: CAE 13+LPS组, 细胞轮廓不清, 细胞核内染色质边集, 粗面内质网扩张明显, 酶原颗粒明显减少. CON: 正常对照; CAE: 

雨蛙素; LPS: 脂多糖.

C

BA

图  1  胰腺典型病理变化(HE×400). A: CON组, 无明显病理改变; B: CAE 7组, 小叶间隙增宽、水肿、炎细胞浸润, 未见明
显坏死; C: CAE 13+LPS组, 小叶排列紊乱、水肿、炎细胞大量浸润, 腺泡细胞呈点状坏死, 局部有融合性坏死灶. CON: 正

常对照; CAE: 雨蛙素; LPS: 脂多糖.

A B

C
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动物仍是啮齿类动物[13,14], 尤其是小鼠, 因为他

更容易标准化和易于获得; 更重要的是, 更方便

对小鼠遗传性状操作来诱导基因敲除和转基因

动物, 进行更深入的机制探讨[15]. 本课题组正是

采用小鼠作为建立模型的对象.
过去150年, 许多学者设计了不同的动物

模型来研究AP的发病机制[16]. 这些模型有力地

推动了对该疾病的细胞生物[17]、遗传性状[18,19]

和分子机制认识, 以及对新的治疗手段的尝试. 
就探讨发病机制和病因学的角度而言, CAE诱
导的AP模型仍然被最广泛使用[20]. CAE是胆囊

收缩素的肽类似物, 能强烈刺激胰腺的外分泌, 
使胰蛋白水解酶大量释放, 引起胰腺腺泡的自

身消化诱导AP模型[21,22]. 自从1977年Lampel[23]

首先报道成功利用CAE诱导AP动物模型以来, 
由于具有快速诱导、非侵入性、高重复性、高

实用性的特点以及典型的AP组织学改变, CAE
诱导的AP模型已经成为最广泛采用的AP模型

之一.
早期的用药途径是通过静脉给药, 需要插

入大鼠尾静脉和颈静脉导管, 后来的学者改进

为经腹腔注射, 还有学者认为腹腔内给药往往

能获得更为严重和持久的损害[24,25]. 用药剂量

的研究发现, CAE在0-50 µg/kg的剂量范围内炎

症的严重程度是剂量依赖性的, 但超过50 µg/kg
后, 腺泡的最大损害程度不再随剂量的增加而

有显著的加重, 因此50 µg/kg是较为合适的剂量

浓度[6].
目前, 在用小鼠诱导AP模型时, 较为公认方

法是用CAE (50 µg/kg)腹腔注射7次, 每次间隔1 
h, 但这往往仅能诱导轻型胰腺炎[14,25,26], 这在我

们的实验中也得到了证实. 如果要复制重型AP, 
需要加大注射次数或者加注LPS[27,28], 但是文献

报道不一致: 有的文献报道13次注射CAE可以

诱导胰腺发生坏死性的炎症改变[27]; 有的学者

则认为, 7次CAE注射后, 需要加注一次大剂量

的LPS (10 mg/kg)触发所谓的“二重伤害”, 即
胰腺的炎症加细菌感染, 从而加重炎症反应从

局部向全身发展[29].
为了建立比较可靠的重型AP模型, 本实验

组就不同的建模方法进行验证. 通过浓度梯度, 
CAE的浓度采用经典的50 µg/kg, 而LPS浓度选

择15 mg/kg. 结果发现, CAE 7组的淀粉酶及脂

肪酶较对照组显著增高, 组织学结果显示胰腺

组织广泛的水肿, 炎细胞浸润, 无明显出血坏

死, 符合轻型胰腺炎的病理特征. CAE 7+LPS
组病理改变与CAE 7组相似. CAE 13+LPS组
的淀粉酶及脂肪酶升高幅度在CAE 7组的基础

上又有所增加, 出现明显的坏死、出血、炎症

浸润, 胰外器官不同程度的损害, 符合重型AP
的病理特征. CAE 13组胰腺坏死程度介于CAE 
7+LPS组与CAE 13+LPS组之间, 总体来说坏死

程度不典型.
总之, 7次腹腔注射CAE可以成功诱导轻型

AP, 13次腹腔注射CAE加末次LPS注射更容易诱

导典型的重型AP. 单独使用CAE和CAE联合LPS
诱导不同的AP模型, 与人类AP的病程及组织学

改变相似[30], 对于研究AP的发病机制和转归提

供了良好的动物模型.
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