
■背景资料
腺泡细胞的凋亡
和坏死与急性胰
腺炎的病理生理
密切相关 ,  诱导
腺泡细胞从坏死
向凋亡转变有望
成为急性胰腺炎
的有效治疗手段. 
急性胰腺炎时腺
泡细胞的死亡反
应成为研究中的
热点 ,  但目前仍
缺乏对腺泡细胞
的凋亡与坏死进
行原位检测的有
效指标和方法.
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Abstract
AIM: To detect acinar cell death in rats with 
acute pancreatitis (AP) by TdT-mediated dUTP 
nick labeling (TUNEL) staining and to study 

the correlation between the morphology of 
TUNEL positive cells and their death modes. 

METHODS: Acute necrotizing pancreatitis 
(ANP) was induced in rats by injection of 4% 
sodium taurocholate in the pancreaticobiliary 
duct, and the pathological changes in pancreatic 
tissue were observed. Pancreatic tissue sections 
were stained by TUNEL, and the morphological 
changes of TUNEL positive cells were evaluated 
under a light microscope. 

RESULTS: Compared to the sham operated 
group, the pancreas of ANP rats exhibited 
typical pathological changes of AP, and had a 
large number of TUNEL positive acinar cells. 
The TUNEL positive cells showed various 
morphologic characteristics, which included the 
manifestations of both apoptosis and necrosis. 
The apoptotic morphology was characterized 
by nuclear condensation and karyorrhexis 
fol lowed by the formation of apoptotic 
bodies, while necrotic cells demonstrated 
nuclear swelling, karyolysis and cytoplasmic 
vacuolization. There were significant differences 
between the morphologic characteristics of the 
two cell death modes. 

CONCLUSION: TUNEL staining itself cannot 
well differentiate the apoptosis and necrosis of 
acinar cells in AP. However, when combined 
with the morphologic characteristics of TUNEL 
positive cells, TUNEL staining can preliminarily 
identify the two modes of cell death.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
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■研发前沿
TUNEL染色是检
测组织细胞原位
凋亡的最直观方
法 ,  但其同时也
可对坏死细胞产
生阳性染色 .  细
胞形态学表现是
判断细胞死亡方
式 的 可 靠 依 据 , 
将其与TUNEL染
色相结合有助于
提高TUNEL染色
检测AP时腺泡细
胞凋亡与坏死的
特异性 ,  从而更
好地应用于基础
及临床研究.

Key Words: Acute pancreatitis; TdT-mediated 
dUTP nick labeling; Apoptosis; Necrosis
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摘要 
目的: 通过脱氧核糖核苷酸末端转移酶介导
的缺口末端标记(TdT-mediated dUTP nick 
labeling, TUNEL)染色检测大鼠急性胰腺炎
(acute pancreatitis, AP)中腺泡细胞的死亡情
况, 探讨TUNEL染色阳性细胞的形态与细胞
死亡方式之间的关系.

方法:  大鼠随机分为A N P组和假手术组
(sham operation, SO), 每组6只, 利用4%的
牛磺胆酸钠胰胆管逆行注射建立大鼠急性
坏死性胰腺炎(acute necrotizing pancreatitis, 
ANP)模型, 对两组大鼠胰腺组织进行病理学
观察并采用TUNEL技术对胰腺组织切片进
行染色, 光镜下观察TUNEL染色阳性细胞的
形态学表现.

结果: 对比假手术组, ANP组大鼠胰腺组织
出现典型的AP样病理改变, 同时可见大量的
TUNEL染色阳性腺泡细胞. 阳性细胞之间的
形态学特点各异, 其中既有细胞呈凋亡表现, 
如核固缩和核破裂伴凋亡小体形成; 也有细
胞呈坏死表现, 如核膨胀、核溶解以及胞质
空泡化. 两种细胞死亡方式的形态学表现之
间存在显著差异. 

结论: AP时, TUNEL染色并不能很好地区分
腺泡细胞的坏死与凋亡, 但其联合阳性染色
细胞的形态学特征可初步鉴别两种细胞死
亡方式. 

© 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: 现有证据表明脱氧核糖核苷酸末

端转移酶介导的缺口末端标记(TdT-mediated 
dUTP nick labeling, TUNEL)在检测急性胰腺

炎时腺泡细胞凋亡方面缺乏特异性. 本研究提

示TUNEL染色结合细胞学形态特点可初步区

分腺泡细胞的凋亡与坏死, 从而提高TUNEL染

色在检测急性胰腺炎时腺泡细胞死亡反应中

的特异性. 
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0  引言

急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)时, 腺泡细

胞大量死亡. 细胞凋亡和坏死是两种主要的死

亡方式, 因其各自在AP的病理生理中发挥重要

的作用, 近来已成为AP研究领域中的热点[1]. 许
多研究[1-3]表明, 人为干预以强化AP时腺泡细

胞的凋亡反应有助于AP严重程度的缓解, 提示

其潜在的临床应用价值. 相关的基础研究亦可

为临床开发出新型的AP治疗手段提供理论及

实验依据. 长久以来, 脱氧核糖核苷酸末端转

移酶介导的缺口末端标记(TdT-mediated dUTP 
nick labeling, TUNEL)染色被认为是凋亡检测

的经典方法之一, 但其检测细胞凋亡的特异性

一直存在争议. 有学者认为, TUNEL阳性结果

只能反应核内的DNA发生断裂, 并不能很好地

区分凋亡与坏死[4]; 也有观点认为, 细胞发生

凋亡或坏死时, 其各自的形态学特征存在明显

的差异, 并可作为对细胞凋亡或坏死进行辨别

的依据[5]. 因此, 本实验在急性坏死性胰腺炎

(acute necrotizing pancreatitis, ANP)动物模型的

基础上, 利用TUNEL法对胰腺组织切片进行染

色, 结合阳性染色细胞的形态学特点的差异分

析胰腺腺泡细胞的死亡方式.

1  材料和方法

1.1 材料 健康清洁级♂SD大鼠12只, 体质量

200 g左右, 由苏州大学实验动物中心提供. 
牛磺胆酸钠(美国Sigma公司); TUNEL试剂盒

及蛋白酶K工作液(美国罗氏公司).
1.2 方法

1.2.1 动物模型的制备: 大鼠随机分为ANP组
和假手术组(sham operation, SO), 每组6只. 实
验前禁食16 h, 自由饮水, 实验前3 h禁水. ANP
模型制备参考Wittel等[6]所用方法: 2%戊巴比

妥钠溶液腹腔内注射麻醉, 固定、消毒、剖腹, 
找到胰胆管, 用无损伤动脉夹夹闭肝门部胆管, 
从胰胆管开口十二指肠系膜缘对侧肠壁穿刺插

■相关报道
F o r t u n a t o 等 在
2009年报道了酒
精联合脂多糖诱
导的急性胰腺炎
模型 ,  其对急性
胰腺炎时腺泡细
胞的凋亡与坏死
进 行 了 深 入 研
究 .  该研究利用
TUNEL染色结合
细胞形态学表现
对腺泡细胞的死
亡方式进行了初
步的鉴别 ,  并且
深入地研究了自
噬、坏死与凋亡
三者之间的关系.
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入24号肠管套针, 连接微量输液泵以0.1 mL/min
的速度推注4%牛磺胆酸钠0.1 mL/100 g, 注毕

后观察5 min拔管, 移除动脉夹, 缝合十二指肠

穿刺口并关腹. 术后于大鼠后肢皮下注射生理

盐水10 mL以补足液体. SO组开腹后仅将十二

指肠提出切口, 翻动胰腺后关腹. 以胰腺组织

病理检查判断造模是否成功.
1.2.2 胰腺组织病理学检查: 两组大鼠于造模后

12 h处死, 取大鼠胰腺组织固定于40 g/L多聚

甲醛溶液中, 常规脱水、包埋、切片成4 μm, 
苏木素-伊红(HE)染色后光镜下观察. 典型的

ANP病理表现为胰腺组织间质出血, 组织明显

水肿, 大量炎性细胞浸润, 组织细胞大片坏死. 
1.2.3 胰腺组织TUNEL染色: TUNEL染色步

骤按TUNEL试剂盒(美国罗氏公司)说明进行: 
胰腺组织石蜡切片60 ℃烤片15 min, 依次置

入二甲苯中脱蜡, 梯度乙醇水化; 蛋白酶K工

作液室温下处理切片10 min, 磷酸盐缓冲液

(phosphate buffer solution, PBS)漂洗3次; 加
入配置好的TUNEL反应工作液(TdT∶核酸

混合液 = 1∶9), 37 ℃下孵育1 h; 3%H2O2甲

醇溶液室温处理10 min, PBS漂洗3次; 加入

转化-过氧化物酶溶液, 37 ℃下孵育30 min, 
PBS漂洗3次; 加入二氨基联苯胺显色, PBS冲
洗, 苏木素复染胞核, 梯度乙醇脱水, 二甲苯

透明, 中性树胶封片, 光镜下见细胞核棕染为

TUNEL阳性染色, 观察并记录阳性细胞的胞

核以及胞质形态.  

2  结果

2.1 胰腺组织病理学改变 SO组大鼠胰腺组织

光镜下腺体小叶及腺泡结构清晰完整, 间质轻

度水肿(图1A). ANP组胰腺组织内可见大片腺

泡细胞坏死, 腺泡细胞空泡化明显, 腺泡及小

叶正常结构被破坏, 间质明显水肿, 实质及间

质内炎症细胞浸润, 间质内血管扩张或出血

(图1B).
2.2 胰腺组织TUNEL染色情况 SO组偶见个别

阳性棕染细胞(图2A), ANP组见大量的细胞核

染成深棕色(图2B). ANP组TUNEL染色阳性细

胞具有多种形态, 具体表现为: (1)核固缩: 棕染

细胞核体积缩小, 染色质颗粒状固缩或在核膜

下边集形成环形、新月体形(图3A); 可合并胞

质空泡化(图3B); (2)核膨胀: 棕染细胞核体积

膨大, 但核膜尚完整, 形态较规则, 常合并胞质

空泡化(图3C); (3)核破裂: 棕染细胞核大小不

一, 核膜破裂, 染色质碎片与胞膜结构形成凋亡

小体(图3D); 如合并胞质空泡化, 则染色质在胞

内弥漫分布(图3E); (4)核溶解: 核内DNA被酶

解, 核内染色质淡染, 有的仅余核轮廓(图3F).

A

B

图  1  HE染色检测大鼠胰腺组织病理学改变(×200). A: 假

手术组; B: 急性坏死性胰腺炎组. 

A

B

图  2  大鼠胰腺组织TUNEL染色(×400). A: 假手术组胰腺

组织内偶见个别棕染阳性细胞; B: 急性坏死性胰腺炎组胰

腺组织见大量棕染阳性细胞.

■创新盘点
本 研 究 通 过
TUNEL法对急性
坏死性胰腺炎胰
腺组织进行染色, 
分析了TUNEL染
色阳性细胞之间
的形态学差异以
及其与细胞死亡
方式的关系 ,  揭
示TUNEL染色联
合细胞形态学观
察可用于初步鉴
别腺泡细胞的坏
死与凋亡情况.

50 μm

50 μm 20 μm

20 μm
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3  讨论

胰腺腺泡细胞的损伤被认为是AP的起始事件, 
其中腺泡细胞的凋亡和坏死是细胞损伤的两

种主要死亡结局[7]. 凋亡时, 细胞胞膜结构完

整, 凋亡小体形成, 并可诱导吞噬细胞对其进

行清除, 不诱发局部炎症反应; 而坏死表现为

胞膜的破坏, 胞内致炎物质释放, 可诱发或放

大局部炎症[8,9]. 在多种AP动物模型中都可观

察到AP的严重程度与腺泡细胞凋亡的程度呈

反比, 与坏死呈正比[10]. 多种干预手段, 如大黄

承气汤治疗以及抑制内源性硫化氢合成等, 可
通过诱导腺泡细胞凋亡以减轻实验性AP的严

重程度[11,12]. 因此, 诱导细胞凋亡有望成为AP
的新型临床治疗手段, 对AP时腺泡细胞死亡反

应的检测也有助于判断实验性或临床AP的严

重程度. 但目前, 如何有效而又特异地检测腺

泡细胞的原位死亡反应仍是一大难题.
细胞凋亡的检测手段有多种, 其中TUNEL

是最直观的原位检测方法之一, TUNEL的工作

原理是利用脱氧核糖核苷酸和生物素所组成

的衍生物对凋亡细胞核DNA断裂产生的3'-OH
末端进行原位标记, 核酸内切酶活化使DNA降

解断裂是TUNEL法检测凋亡的基础[13]. 但也有

许多研究[14,15]表明, 细胞坏死时也可发生DNA
断裂, 并能被TUNEL法所检测到; 另一方面, 
AP往往同时出现大量的细胞凋亡和坏死, 这些

因素都能降低TUNEL法在检测AP腺泡细胞凋

亡中的特异性. 与此同时, 有学者观察了AP时
TUNEL染色阳性腺泡细胞的形态, 发现其形态

学特征之间存在明显的差异, 通过辨别这种差

异, 可对TUNEL阳性细胞是凋亡还是坏死进行

初步的判定[16]. 本实验中, 大鼠予4%牛磺胆酸

A

C

B

D

E

图  3  急性坏死性胰腺炎组大鼠胰腺组织TUNEL染色阳性细胞形态学特征(×2500). A: 核固缩; B: 核固缩伴胞质空泡化; 

C: 核膨胀伴胞质空泡化; D: 核破裂伴凋亡小体形成; E: 核破裂伴染色质弥散胞内; F: 核溶解. 箭头示相应细胞形态学特征. 

F

■应用要点
本 研 究 通 过 将
TUNEL染色与细
胞形态学观察相
结合 ,  提高了其
在检测急性胰腺
炎时腺泡细胞凋
亡与坏死中的特
异性 ,  从而为急
性胰腺炎病理生
理的临床及基础
研究提供了更加
优化的细胞死亡
检测方法.
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钠胰胆管内逆行灌注后, 病理学观察显示胰腺

组织出现典型的ANP病理改变, 提示造模成功. 
进一步利用TUNEL法对胰腺组织切片进行染

色, 结果显示ANP组大鼠胰腺组织内出现多量

的棕染阳性细胞, 胞核及细胞的形态各异, 其胞

核的形态学表现可基本概括为上述的核固缩、

核膨胀、核破裂及核溶解四种类型; 胞质的形

态学表现可有凋亡小体形成和胞质空泡化. 
凋亡和坏死虽然都指向细胞的不可逆性

死亡, 但两种细胞死亡方式的形态学特征却存

在明显的不同[17]. 细胞凋亡时, 胞质和胞核发

生固缩, 继而细胞核发生裂解产生核碎片, 核
碎片与胞质内成分一起被胞膜结构包绕形成

凋亡小体[18]; 坏死则表现为细胞整体结构的膨

胀, 细胞膜结构崩解, 核固缩、核破裂及核溶

解[19]. 由此可见, 核破裂合并凋亡小体形成是

细胞凋亡的特异性表现, 核膨胀及核溶解则指

向坏死. 然而, 核固缩及核破裂既可在凋亡也

可在坏死时发生[20], 如何对此类情况下的细胞

死亡方式进行辨别? 在本实验中, 我们观察到

许多的TUNEL阳性细胞出现胞质空泡化. 胞质

空泡化是AP中常见的病理现象, 研究[21]表明这

种病理现象源于细胞自噬通路的受阻. 自噬是

细胞内重要的物质与能量再生通路,其功能状

态可影响细胞的死亡过程. Fortunato等[16]认为

AP时TUNEL检测阳性合并胞质空泡化提示腺

泡细胞正在发生坏死; 细胞发生空泡化时, 自
噬通路受阻, 导致胞内的ATP耗竭, 从而促进了

细胞坏死. Degterev等[22]则认为自噬参与了细

胞的“程序性坏死”, 若细胞同时出现自噬和

凋亡的形态学特征提示细胞正在发生“程序

性坏死”[23]. 因此在AP胰腺组织中, TUNEL阳
性细胞的空泡化现象是判定坏死的重要指标.

总之, 基于检测断裂DNA的TUNEL法可

反应AP中腺泡细胞的死亡情况, 但TUNEL染
色阳性本身并不能很好地区分凋亡与坏死, 两
者之间的鉴别还需结合阳性染色细胞的形态

学特点. 在TUNEL染色阳性的腺泡细胞中, 核
膨胀及核溶解表明细胞坏死; 核固缩、核破裂

连同凋亡小体形成指向细胞凋亡; 而无论核形

态,如细胞发生空泡化, 则提示细胞发生坏死. 
目前鉴定细胞原位死亡最可靠的指标还是形

态学特征, TUNEL仍是这一领域的经典方法, 
重视TUNEL检测中的细胞形态学特性可进一

步优化此法在AP腺泡细胞死亡反应研究中的

应用, 从而更有利于实验或临床中的AP病理生

理研究.
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■同行评价
本文对实验性急
性胰腺炎胰腺组
织 进 行 病 理 及
TUNEL检查, 结
合细胞形态学特
点对腺泡细胞的
死亡方式进行鉴
别 ,  研究设计尚
可 ,  但需要指出
该研究的临床指
导意义.
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