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Abstract
AIM: To establish a rat model of chronic 
pancreatitis and determine dorsal root ganglion 
(DRG) segments projecting to the pancreas, in 
order to lay a foundation for further study of 
the pathogenesis of chronic visceral pain

METHODS: Adult male Sprague Dawley rats 

were randomly divided into an experimental 
group and a control group. The experimental 
group was intravenously given 8 mg/kg body 
weight dibutyltin dichloride to induce chronic 
pancreatitis, and the control group was injected 
with ethanol solution. Mechanical withdraw 
threshold at different time points was detected. 
Rats of the two groups were sacrificed after 8 wk. 
HE staining was used to detect the histological 
changes of pancreatic tissue, and RT-PCR was 
used to measure c-fos mRNA expression in DRG. 

RESULTS: Compared with the control group, 
the rats in the experimental group showed 
chronic inflammation in pancreatic tissue at 8 
wk and had significantly decreased mechanical 
withdraw threshold. 1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'-
tetramethindo-carbocyanine perchlorate (Dil) 
retrograde tracing confirmed that the dorsal 
root ganglion (DRG) segments projecting to the 
pancreas were T8-12, and c-fos expression in 
DRG significantly increased (P < 0.05). 

CONCLUSION: The dorsal root ganglion (DRG) 
segments projecting to the pancreas are T8-12. 
c-fos expression in chronic DRG significantly 
increases in rats with chronic pancreatitis pain.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 建立慢性胰腺炎(chronic pancreatitis, 
CP)模型, 检测模型大鼠背根神经节(dorsal 
root ganglion, DRG)的胰腺节段, 并通过物理
及化学检测方法论证模型可行性, 为进一步
探讨慢性内脏疼痛的发生机制奠定基础. 

方法: 选取成年SD大鼠为实验对象, 分为实
验组和对照组, 实验组一次性经尾静脉注射
二丁基二氯化锡溶液, 对照组注射等剂量的
乙醇溶液, 注药前后不同时间点测定机械缩
足反射阈值, 8 wk后处死两组大鼠, 通过HE
染色对比两组大鼠胰腺组织病理变化, 选取
正常大鼠行1,1'-双十八烷基-3,3,3',3'-4甲基吲
哚羰花青-高氯酸盐(1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'-
tetramethindo-carbocyanine perchlorate, Dil)逆
行示踪明确支配胰腺的DRG段, 通过RT-PCR
法测两组大鼠DRG的c-fos指标的mRNA的表
达变化. 

结果: 注药8 wk后, 与对照组相比, 实验组大
鼠胰腺组织显示明显的慢性炎症表现; 痛阈
值明显降低; Dil逆行示踪证实支配胰腺组织
的脊髓神经表达节段在T8-12, DRG的c-fos表
达较对照组增多(P<0.05). 

结论: CP疼痛模型成功, 支配胰腺的DRG段
在T8-12, c-fos的表达在慢性疼痛刺激条件下
明显增多, 提示模型成功. 

© 2015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: 本实验目的即为建立慢性胰腺炎模

型, 检测模型大鼠背根神经节的胰腺节段, 并

通过物理及化学检测方法论证模型可行性, 为
进一步探讨慢性内脏疼痛的发生机制奠定实

验基础. 
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0  引言

慢性胰腺炎(chronic pancreatitis, CP)的主要症

状常为频繁的、难控制的内脏痛. 80%-90%的

CP患者出现顽固性疼痛[1], 常常是CP患者就诊

的主要原因, 有其重要的社会、经济影响, 后
果包括因残疾引起的待岗失业、多次住院治

疗、患者生活质量的降低、超额药物控制以

及各种对疾病的检查干预手段. 
以CP为代表性的内脏痛信息在神经系统

内的转导是一个相当复杂的过程, 关于产生

机制, 有两个主要理论出现: 其一, 疼痛的产

生是由于管内压狭窄引起的管内压增高, 胰
腺纤维化, 胰腺间质高压, 胰腺缺血[2]; 其二, 
生物活性物质和炎症细胞的浸润致周围神经

损伤[3], 使多种神经生长因子、神经活性递质

的数量及表达增加, 初级传入神经传导通路

的致敏等因素对内脏痛的产生和维持发挥了

重要作用[3-6]. 内脏痛的机制探讨已经取得了

一定进展, 但各种研究都无法完全解释内脏

痛复杂的产生机制及有效的治疗手段, 仍有

待细致、深入的探讨. 
背根神经节(dorsal root ganglion, DRG)的

神经元是周围神经系统主要的传入神经元, 是
伤害性信号向中枢系统传递的中转站. 本实验

为建立可靠的CP模型, 并在大鼠DRG找到胰腺

相关节段, 通过相关节段DRG的c-fos表达变化, 
从而进一步论证慢性疼痛模型成功, 为下一步

探讨内脏痛的发生机制以及减轻疼痛的治疗

方法奠定实验基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 成年♂SD大鼠45只, 质量200-250 g, 
由湖北医药学院实验动物中心提供. 在湖北医

药学院实验动物中心饲养1 wk后造模, 造模过

程中死亡20只, 其余分为2组, 实验组、对照组

各10只. 造模后在湖北医药学院实验动物中心

喂养. 
1.2 方法

1.2.1 模型建立: 实验组大鼠一次性经尾静脉

注入药物二丁基二氯化锡(dibutyltin dichloride, 
DBTC)的800 mL/L乙醇溶液(配制方法: 在400 
mL无水乙醇加入400 mg DBTC, 再慢慢加入生

理盐水定容至500 mL, 摇匀)DBTC按8 mg/kg
体质量计算注药量[7], 对照组一次性经尾静脉

注射等剂量的800 mL/L乙醇溶液(配制方法: 
在400 mL无水乙醇加入生理盐水定容至500 
mL, 摇匀). 两组大鼠均在湖北医药学院实验室

动物中心喂养, 常规饲料和饮水不限8 wk. 
1 .2 .2  疼痛行为学指标机械缩足反射阈值

■相关报道
研究表明, CP的
疼痛通常被认为
是由综合因素导
致的, 包括导管和
实质内的压力增
加, 胰腺神经的改
变, 胰腺的局部缺
血和胰腺神经疤
痕的形成. 并发症
包括假性囊肿, 胆
总管阻塞, 发展为
胰腺癌, 考虑也可
能与胰腺的疼痛
相关.
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(mechanical withdraw threshold, MWT): 各组

大鼠于注药前1 d、注药后1 d、注药后4 wk
和注药后8 wk分别测定MWT值. 将大鼠放在

测试笼内, 用测试探针直接刺激大鼠左足底, 
每隔10 s应用1次, 共测3次, 取平均值. 用药后

4、8 wk分别测定MWT值, 每次测量均在上午

8:00-10:00进行. 
1.2.3 胰腺组织HE染色: 8 wk后处死两组大鼠, 
10%水合氯醛(300 mg/kg)腹腔注射麻醉成功

后, 仰卧位固定, 开腹取胰腺组织, 蜡块包埋, 
脱蜡, 染色、脱水、自然晾干, 中性树胶封片, 
显微镜下观察结果. 
1.2.4 背根节段的示踪: 取正常大鼠10%水合

氯醛(300 m g/k g)行腹腔注射麻醉成功后仰

卧位固定 ,  于上腹部行直径5 c m常规备皮 , 
消毒, 做1.5 cm纵形切口, 暴露胰腺, 找到胰

管, 在胰管及胰腺组织中注入荧光染料1,1'-
双十八烷基-3,3,3',3'-4甲基吲哚羰花青-高氯

酸盐(1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethindo-
carbocyanine perchlorate, Dil)(以甲醇溶解, 浓
度1%), 注射15-20个点, 每点注射1-2 μL, 术后

常规使用青霉素160万单位于腹腔, 层次关闭

缝合, 恢复1 wk. 再以10%水合氯醛麻醉成功

后, 仰卧位固定去除腹腔脏器, 去头, 背部正中

切口剪开皮肤, 分离筋膜及肌肉, 充分暴露背

根, 0 ℃取DRG(T6-S1), 冰盒保存, 立即行冰冻

切片, 2张/节段, 在正置显微镜下照相并保存. 
1.2.5 RT-PCR法检测DRG的c-fos mRNA: 取两

组大鼠在10%水合氯醛注射麻醉下, 仰卧位固

定, 开腹除去腹腔脏器, 冲洗, 断头, 冰中快速

分离脊髓T8-12节段DRG, 进行总RNA抽提, 逆
转录, PCR扩增, 电泳, BandScan凝胶成像分析

系统分析电泳图像光密度值, 经β-actin校正得

到相对c-fos mRNA的RD值. 
统计学处理 用SPSS17.0对结果进行软件

处理, 计量资料以mean±SD表示, 采用两样本

均数t检验比较各组表达差异, P <0.05为差异有

统计学意义. 

2  结果

2.1 大鼠的胰腺组织病理变化 对照组实质结构

完整, 有少量炎细胞浸润, 小叶间有轻度水肿

和增宽; 实验组可见间质内炎性细胞浸润广泛, 
多为淋巴细胞和浆细胞, 血管充血, 小叶明显

水肿, 结构破坏, 实质组织片状坏死, 腺泡萎缩

消失, 腺泡周围存在纤维化, 显示慢性炎症表

现(图1). 
2.2 大鼠疼痛行为学指标MWT的变化 与对照

组对比, 实验组在注药前、注药后1 d及注药

后4 wk差异均无统计学意义(P >0.05), 但注药

后8 wk两者差异有统计学意义(P <0.01). 与注

药前对比, 实验组注药后1 d、注药后4 wk及注

药后8 wk差异有统计学意义(P <0.01); 对照组

注药后1 d及注药后4 wk差异均有统计学意义

(P <0.01), 注药后8 wk与注药前相比无差异无

统计学意义(P >0.05). 提示注药后8 wk实验组

痛阈值明显降低(表1). 
2.3 胰腺逆行示踪结果 荧光显微镜下, Dil的
红色荧光在神经节细胞内有明显聚集, 成簇成

群, 节细胞多呈卵圆形, 大小不一, 其颜色的深

浅与Dil的聚集含量相关, T6、T7及T13、S1荧
光表达不明显, T8-12均有表达, 以T9-12显著, 
提示支配胰腺组织的背根神经的表达节段在

T8-12(图2).
2.4 DRG的c-fos mRNA的表达 实验组大鼠的

RD值为1.217±0.401, 对照组为0.879±0.053, 
两组表达差异有统计学意义(P <0.05), 提示实

验组DRG的c-fos表达较对照组增多(图3). 

3  讨论

慢性致残性疼痛是大多数CP患者最常见的症

状, 他们描述这种疼痛为深部的、持久的、难

以忍受的疼痛, 可放射到腰背部, 呈现餐后痛

和自发痛, 与饮酒相关, 腹痛部位和疼痛程度

存在明显的个体差异. 传统观念认为, 疼痛的

感知及调节主要是由神经元所介导的, 因此认

为疼痛在脊髓水平的出现和传导与脊髓神经

元及其递质相关. 本实验目的就是在大鼠脊髓

神经水平研究疼痛的发生机制, 从而引申慢性

疼痛的治疗办法. 

     

表  1  两组大鼠不同时间机械痛阈值变化 (n  = 10, 
mean±SD)

时间 实验组 对照组

注药前 76.00±20.656 68.60±24.075

注药后1 d  24.50±13.954d  30.60±16.133d

注药后4 wk  25.80±19.211d  43.00±17.920d

注药后8 wk   39.70±21.778bd 72.00±19.322

bP<0.01 vs  对照组注药后8 wk; dP<0.01 vs  注药前.

■创新盘点
胰腺是一个有着
非常良好的神经
支配的器官 .  胰
腺神经敏感的物
质有 :  化学物质
(炎症介质)、物
理 变 化 ( 热 ,  p H
值 ) 及 机 械 刺 激
(张力)这几类刺
激 .  生物活性物
质和炎症介质对
胰腺神经的损害
是最近提出的另
一个胰腺炎疼痛
机制的推动因素.

胡先平, 等. 慢性胰腺炎疼痛模型大鼠背根神经节胰腺节段的确定



2015-06-18|Volume 23|Issue 17|WCJD|www.wjgnet.com 2777

本实验通过尾静脉注射DBTC建立大鼠胰

腺炎模型, 具有操作简单、建模时间短、CP发
病率高及费用低等优点. 研究[8]表明, 注药后28 d
内, 大鼠的各项生化指标(淀粉酶、脂肪酶、碱

性磷酸酶、血清胆红素、胆汁酸浓度等)都明

显升高[8-10]. 研究[8]结果表明DBTC诱导胰腺炎

有着双重的发病机制: (1)作用在胰胆管上皮细

胞导致上皮坏死并阻塞胆管, 然后出现胆汁淤

积和间质性胰腺炎; (2)在血管的DBTC对胰腺

细胞的直接损害作用(线粒体损伤, 细胞自噬, 
细胞坏死), 随后出现间质的水肿和炎症浸润. 
这两个过程都导致胆汁淤积、胆管阻塞从而发

生这类DBTC诱导的胰腺炎的慢性进程倾向. 本
实验通过DBTC诱导大鼠CP模型是有效的. 研
究[8]报道注药4 wk后1/3的大鼠出现了CP表现, 
在预实验中, 我们发现注药8 wk后所有的大鼠

均有明显的CP表现, 本实验造模时间选取8 wk. 
羰花青荧光染料D i l在细胞生物学的应

用有着久远的历史, 近些年主要作为神经元

的示踪剂. 早在1985年, 科学家就发现[11]这些

染料分子在神经系统可作为优秀的逆行与顺

行的示踪剂, 紧接着发现这些染料在培养的

神经元细胞上能够被保留, 他们标记在神经

元细胞胞体上, 无毒, 高度亲脂, Dil标记的主

要机制一向被认为是迁移进细胞膜及侧向扩

散, 而不会越过轴突, 可使整个细胞膜染成橙

红色, 这些特点使Dil成为优秀的示踪剂. 国外

研究[12]表明, DRG的T8-12是胰腺疼痛在背根

上表达的节段. 本实验中, 我们取了T6-S1节
段的DRG, 通过Dil的逆行性示踪, 发现背根节

段T6、T7及T13、S1的荧光表达不明显, 而以

T8-12明显, 提示支配胰腺组织的背根表达节

段在T8-12, 与Vardanyan等[12]的研究结果一致. 
亦有Fasanella等[13]研究表明胰腺逆行示踪后的

DRG段在T9-12, 与本实验结果无明显相左, 下
一步研究可考虑用多种示踪剂逆行示踪, 明确

相关节段. 
本实验中大鼠注药8 wk后机械痛阈明显

降低、DRG的c-fos mRNA表达增强, 提示大鼠

存在疼痛感觉和痛敏改变. c-fos在脊髓水平的

表达通常被视为伤害信息的传输路径在神经

元激活的一种象征, 与疼痛超敏感和疼痛持续

有着密切的关系. 研究[14]表明, 最开始急性伤

害性刺激主要激活脊髓浅角的c-fos表达, 经过

反复的刺激, 才会诱发脊髓疼痛控制中心c-fos
的表达, 才能产生疼痛过敏, 异常疼痛的慢性

疼痛症状[15]. c-fos在神经元的表达增强提示了

DRG兴奋性增高, 提示慢性疼痛模型成功. 
但也有研究[16,17]表明, DBTC模型的不足

之处是对胰腺外器官有一定的非致死性毒性

作用, 例如动脉粥样硬化和肝、肺、肾的纤维

化. 如何尽量避免胰腺外主要器官损伤有待更

深入的研究, 我们猜想可能的解决途径之一是

给予少量而多次的注射, 但药物对血管壁和尾

图   1   造 模 后
8 wk大鼠胰腺
病理改变(HE染
色). A, B: 对照

组: 实质结构完

整, 有少量炎细

胞浸润, 小叶间

有 轻 度 水 肿 和

增宽; C, D: 实

验组: 间质内炎

性 细 胞 浸 润 广

泛, 多为淋巴细

胞 和 浆 细 胞 、

血 管 充 血 、

结 构 破 坏 、 实

质 组 织 片 状 坏

死 、 腺 泡 萎 缩

消 失 、 腺 泡 周

围存在纤维化; 

A, C: ×200; B, 

D: ×400.

A B

C D

20 μm

20 μm 20 μm

20 μm

■应用要点
本实验为建立可
靠的CP模型, 并
在大鼠背根神经
节找到胰腺相关
节段 ,  为下一步
探讨内脏痛的发
生机制以及减轻
疼痛的治疗方法
奠定实验基础.
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H

图  2  经Dil逆
行标记的胰腺
在背根神经节
上的示踪结果
(荧光显微镜×
100). Dil的红色

荧光在神经节

细胞内有明显

聚集, 成群成簇, 

节细胞多呈卵

圆形, 大小不一, 

其颜色的深浅

与Dil的聚集含

量相关, T7及S1

荧光表达不明

显, T8-12均有

表达, 以T9-12

为显著. A: T7; 

B: T8; C: T9; 

D: T10; E: T11; 

F: T12; G: T13; 

H :  T14 .  D i l : 

1,1'-双十八烷

基-3,3,3',3'-4甲

基吲哚羰花青-

高氯酸盐.

A B

2000

1000
750
500
250
100

实验组

c-fos

实验组

β-actin

对照组

β-actin

对照组

c-fos
bp

图   3   两 组 大
鼠DRG的c-fos 
mRNA的表达. 
A: c-fos mRNA

的RT-PCR电

泳图; B: 两组大

鼠DRG的c-fos

与β-actin的比

值RD. aP <0.05 

vs  对照组. M: 

DNA Marker. 

DRG: 背根神

经节.

相
对

表
达

量

1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

a

对照组         实验组

■名词解释
背根神经节 :  是
指来源于神经嵴
的脊神经节内的
感觉神经母细胞
发出轴突 ,  呈束
状 ,  左右对称地
从神经管的背部
进入 ,  此时的脊
神经节即改称为
背根神经节 .  他
的神经元是周围
神经系统主要的
传入神经元 ,  是
伤害性信号向中
枢系统传递的中
转站.
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部软组织的刺激性很强, 可出现血管硬化、阻

塞, 药物外渗, 沿静脉黑色斑、组织水肿、缺

血、坏死, 甚至断尾的并发症, 增加动物的痛

苦和不配合, 故其浓度、注射技术和次数有待

更进一步的摸索和统一. 
本实验通过尾静脉注射DBTC建立CP模

型, 注药8 wk后, 实验组机械痛阈明显降低、

利用D i l逆行示踪证实了支配胰腺组织的脊

髓神经表达节段在T8-12, 且此节段的DRG的

c-fos mRNA表达增强, 提示CP慢性疼痛模型

成功, 为下一步探讨CP疼痛机制及缓解疼痛方

法提供了实验基础. 
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■同行评价
本 文 立 题 新 颖 , 
有一定的临床应
用价值 ,  思路清
晰 ,  文章科学性
强, 设计合理.
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