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雨蛙素诱导急性胰腺炎中胰腺再生修复的损伤程度依赖性

差异研究
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摘     要             背景与目的：急性胰腺炎 （AP） 再生修复过程具有显著异质性，其与初始损伤程度的关系尚缺乏系统

阐明。本研究构建不同损伤强度的 AP 小鼠模型，探讨胰腺再生修复的病理学特征及其损伤程度依赖性

规律。

方法：采用雨蛙素腹腔注射建立 AP 小鼠模型，分为 7 次注射组 （轻度） 和 10 次注射组 （中重度）。于

造模后第 1、3、5、7 天取材，通过 HE 染色及病理评分评估胰腺损伤程度；免疫荧光检测腺泡-导管化

生 （ADM） 标志物 （CK19、SOX9） 及巨噬细胞极化标志物 （F4/80、iNOS、CD206）；Masson 染色及

α-SMA 免疫组化评估纤维化水平；Ki-67 免疫组化分析细胞增殖活性。

结果：10 次注射组胰腺损伤显著重于 7 次注射组 （P<0.05），表现为弥漫性受累及修复延迟。ADM 反应

显著增强，CK19 及 SOX9 表达明显升高；巨噬细胞浸润增加并以 M1 型极化为主；纤维化沉积 （胶原体

积分数及 α -SMA 表达） 显著加重 （P<0.05）。细胞增殖呈“早期增强、峰值延迟”特征。相比之下，

7 次注射组损伤局限、修复较快，各项病理改变程度较轻。

结论：雨蛙素不同注射强度可诱导 AP 小鼠呈现梯度化损伤表型，胰腺再生修复过程具有明确的损伤程

度依赖性异质性，涉及 ADM、巨噬细胞极化、纤维化及细胞增殖的协同调控。
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Methods: Cerulein-induced AP mouse models were established using two regimens: 7 injections (mild 

injury) and 10 injections (moderate-to-severe injury). Pancreatic tissues were collected on days 1, 3, 5, 

and 7. Histopathological injury was evaluated using HE staining and scoring. Immunofluorescence was 

used to assess acinar-to-ductal metaplasia (ADM) markers (CK19, SOX9) and macrophage polarization 

markers (F4/80, iNOS, CD206). Fibrosis was evaluated by Masson staining and α -SMA 

immunohistochemistry. Cell proliferation was assessed by Ki-67 staining.

Results: The 10-injection group exhibited significantly more severe pancreatic injury and delayed repair 

compared with the 7-injection group (P<0.05). ADM was markedly enhanced, with increased expression 

of CK19 and SOX9. Macrophage infiltration was elevated with a predominance of M1 polarization. 

Fibrosis was significantly aggravated, as evidenced by increased collagen deposition and α -SMA 

expression (P<0.05). Cell proliferation showed a pattern of early activation with a delayed peak. In 

contrast, the 7-injection group showed localized injury and rapid recovery with milder pathological 

changes.

Conclusion: Different cerulein injection regimens induce graded injury phenotypes in AP mice. 

Pancreatic regeneration exhibits injury severity-dependent heterogeneity, involving coordinated 

regulation of ADM, macrophage polarization, fibrosis, and cell proliferation.
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急性胰腺炎 （acute pancreatitis，AP） 是临床最

常 见 的 急 腹 症 之 一 ， 以 起 病 急 骤 、 严 重 程 度 异 质

性 为 主 要 特 征 ， 病 情 可 从 轻 症 、 中 重 症 进 展 至 危

及 生 命 的 重 症 阶 段 ， 其 较 高 的 发 病 率 和 死 亡 率 给

全球医疗系统带来了沉重负担[1-4]。AP 的病理生理

过 程 复 杂 且 涉 及 多 因 素 调 控 ， 核 心 起 始 环 节 为 胰

腺 腺 泡 细 胞 内 胰 酶 的 过 早 激 活 ， 进 而 引 发 胰 腺 实

质 自 我 消 化 ， 随 后 启 动 局 部 及 全 身 性 炎 症 反 应 级

联[5]。 该 病 理 进 程 可 导 致 胰 腺 坏 死 、 局 部 并 发 症

（如胰腺假性囊肿、包裹性坏死等） 及全身性炎症

反 应 综 合 征 （systemic inflammatory response 

syndrome， SIRS）； 在 严 重 情 况 下 ， 重 症 急 性 胰 腺

炎 （severe acute pancreatitis，SAP） 相关的多器官功

能 障 碍 综 合 征 （multiple organ dysfunction syndrome，

MODS） 仍 是 患 者 死 亡 的 主 要 原 因[6-7]。 因 此 ， 在

AP 早期阻断炎症进展，对于促进胰腺组织修复再

生、改善患者预后至关重要。

AP 的疾病进展具有明确的阶段性特征，主要

包 括 初 始 的 炎 症 反 应 阶 段 与 后 续 的 组 织 再 生 修 复

阶段 [8-9]。其中，再生修复过程是损伤后胰腺功能

与 结 构 完 整 性 恢 复 的 核 心 环 节 ， 但 其 效 率 与 性 质

显 著 依 赖 于 初 始 损 伤 的 严 重 程 度[10]。 在 轻 症 AP

（mild acute pancreatitis， MAP） 中 ， 胰 腺 组 织 的 再

生 反 应 通 常 较 为 完 全 ， 可 有 效 恢 复 正 常 结 构 与 功

能 ； 而 SAP 常 伴 随 广 泛 的 胰 腺 坏 死 、 纤 维 化 及 再

生 能 力 受 损 ， 进 而 增 加 慢 性 胰 腺 炎 或 胰 腺 功 能 不

全的发生风险[11-12]。目前，关于这种损伤程度依赖

性 再 生 修 复 差 异 的 调 控 机 制 尚 未 完 全 阐 明 ， 成 为

制约靶向治疗研发的关键瓶颈[13]。

雨 蛙 素 诱 导 的 AP 模 型 因 能 紧 密 模 拟 人 类 AP

的 临 床 特 征 与 病 理 进 程 ， 已 被 广 泛 应 用 于 相 关 基

础研究[13-14]。该模型通过调整雨蛙素的给药剂量与

注 射 频 率 ， 可 精 准 诱 导 出 不 同 严 重 程 度 的 胰 腺 炎

表型：已有研究证实，7 次腹腔注射雨蛙素可成功

构建 MAP 模型[15]，而更高的注射频率 （如 10 次注

射） 则可诱导中重症急性胰腺炎 （moderately severe 

acute pancreatitis， MSAP） 表 型 ， 为 系 统 比 较 不 同

损 伤 程 度 下 胰 腺 再 生 修 复 机 制 提 供 了 理 想 的 实 验

工具。现有研究表明，AP 的再生修复过程受多种

细 胞 与 分 子 机 制 的 协 同 调 控 ， 包 括 胰 腺 星 状 细 胞

激 活 、 炎 性 细 胞 因 子 信 号 传 导 及 细 胞 外 基 质

（extracellular matrix，ECM） 重塑等 [16-17]，但 MAP 与

SAP 中这些调控机制的差异仍缺乏系统性解析。

尽管雨蛙素诱导 AP 模型已在胰腺炎研究中得

到 广 泛 应 用 ， 但 MAP 与 SAP 之 间 再 生 修 复 过 程 的

组 织 学 特 征 及 核 心 调 控 机 制 尚 未 被 全 面 阐 明 。 明
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确 这 些 差 异 对 于 开 发 促 进 胰 腺 再 生 的 靶 向 治 疗 策

略 、 阻 断 疾 病 向 慢 性 化 进 展 具 有 重 要 意 义 。 本 研

究通过构建梯度损伤的 AP 小鼠模型，系统整合腺

泡 - 导 管 化 生 （acinar-to-ductal metaplasia， ADM）、

巨 噬 细 胞 极 化 、 纤 维 化 及 细 胞 增 殖 等 关 键 病 理 过

程 ， 揭 示 胰 腺 再 生 修 复 的 损 伤 程 度 依 赖 性 协 同 调

控机制。

1     材料与方法 

1.1 实验动物　

6~8 周龄雄性 C57BL/6J 小鼠购自湖南斯莱克景

达 实 验 动 物 有 限 公 司 。 实 验 前 ， 所 有 小 鼠 均 饲 养

于 SPF 级无菌环境中，给予标准实验室饲料及自由

饮水，环境温度控制在 （25±2） ℃，采用 12 h 光

照/12 h 黑暗的循环光照模式。所有动物实验严格

遵 循 减 少 （reduction）、 优 化 （refinement）、 替 代

（replacement） 的 3R 原则，并经中南大学动物伦理

委员会批准 （编号：22240）。

1.2 试剂　

雨蛙素 （Cerulein，货号 HY-A0190） 购自美国

MedChemExpress 公 司 。 一 抗 ： F4/80 （ 货 号

GB11027） 购 自 武 汉 赛 维 尔 生 物 科 技 有 限 公 司 ；

CD206 （ 货 号 24595）、 诱 导 型 一 氧 化 氮 合 酶

（iNOS， 货 号 13120） 购 自 美 国 Cell Signaling 

Technology 公司 （中国上海分公司）。二抗：辣根过

氧 化 物 酶 （HRP） 标 记 山 羊 抗 兔 IgG （H+L， 货 号

GB23303）、 Cy3 标 记 山 羊 抗 兔 IgG （H+L， 货 号

GB21303）、 FITC 标 记 驴 抗 兔 IgG （货 号 GB22403）

及 FITC 标记山羊抗鼠 IgG （货号 GB22301） 购自武

汉赛维尔生物科技有限公司；F （AB'） 2 片段化抗

鼠 IgG （H+L， Alexa Fluor®594 偶 联 ， 货 号 8890）、

抗大鼠 IgG （H+L，Alexa Fluor®488 偶联） 购自美国

Cell Signaling Technology 公司。

1.3 小鼠AP模型的建立　

本研究采用两种梯度损伤模型：7 次注射诱导

模 型 与 10 次 注 射 诱 导 模 型 。 选 取 同 批 次 6~8 周 龄

雄性 C57BL/6J 小鼠，随机分为 7 次注射组、10 次注

射 组 及 同 龄 正 常 对 照 组 ， 每 组 均 设 置 足 够 样 本 量

以保障实验重复性与统计效力。其中，7 次注射组

小鼠每间隔 1 h 腹腔注射 50 μg/kg 雨蛙素，累计注

射 7 次 ； 10 次 注 射 组 按 相 同 剂 量 与 间 隔 腹 腔 注 射

雨蛙素，累计注射 10 次；正常对照组不进行雨蛙

素注射，仅给予等体积生理盐水腹腔注射处理。

模型构建后，于末次注射后第 1、3、5、7 天

进 行 分 时 间 点 样 本 采 集 ， 每 个 时 间 点 从 各 组 中 随

机 选 取 适 量 小 鼠 实 施 麻 醉 处 死 ， 剖 取 胰 腺 组 织 ，

用 于 后 续 各 项 组 织 学 及 分 子 生 物 学 检 测 ； 同 时 收

集 正 常 对 照 组 对 应 时 间 点 的 胰 腺 组 织 ， 作 为 基 线

参 照 用 于 对 比 分 析 ， 确 保 损 伤 程 度 与 再 生 修 复 特

征的量化评估具有可靠对照依据。

1.4 样本采集　

经 指 定 处 理 后 ， 严 格 遵 循 动 物 福 利 伦 理 要 求

及实验动物伦理审查规范，对小鼠实施麻醉处死，

以 最 大 限 度 减 少 小 鼠 痛 苦 ， 随 后 立 即 开 展 样 本 采

集 操 作 ： 用 无 菌 镊 子 小 心 摘 除 小 鼠 眼 球 ， 采 集 眶

静脉血，将血液样本转移至 1.5 mL EP 管中，静置

后 用 于 淀 粉 酶 和 脂 肪 酶 的 定 量 检 测 。 随 后 迅 速 解

剖 小 鼠 并 取 出 胰 腺 组 织 ， 胰 腺 组 织 分 为 两 部 分 处

理：一部分立即放入 4% 多聚甲醛溶液中固定，用

于后续 HE 染色、Masson 染色等组织学分析；另一

部分快速置于-80 ℃超低温冰箱中保存，备用后续

分子生物学及生化检测实验。

1.5 组织学评估　

胰 腺 组 织 样 本 经 4% 多 聚 甲 醛 固 定 后 石 蜡 包

埋，连续切片 （厚度 3~5 μm） 进行 HE 染色，用于

组织病理学评分。参照 Schmidt 等[18] 提出的标准评

估 AP 损伤的病理特征 （补充表 1），评分指标包括

水肿、坏死、炎症及出血。由 2 名经验丰富的病理

医师对 HE 切片进行双盲观察与评估：每张切片随

机选取 10 个高倍视野分别评分，最终得分取各视

野评分的平均值。

1.6 Masson染色　

严 格 按 照 试 剂 盒 说 明 书 步 骤 进 行 操 作 ， 具 体

流 程 如 下 ： 将 固 定 后 的 胰 腺 组 织 切 片 依 次 放 入

Masson 二 甲 苯 Ⅰ、 二 甲 苯Ⅱ、 二 甲 苯Ⅲ中 进 行 梯 度

脱 蜡 ， 每 步 浸 泡 时 间 遵 循 试 剂 盒 说 明 ， 确 保 脱 蜡

彻底；脱蜡完成后，经无水乙醇、95% 乙醇、75%

乙 醇 进 行 梯 度 复 水 ， 使 切 片 恢 复 水 合 状 态 以 适 配

后续染色；复水后采用 1% 冰醋酸进行分化处理 ，

分 化 完 成 后 迅 速 进 行 脱 水 操 作 ， 最 后 滴 加 中 性 树

胶 进 行 封 片 ， 晾 干 后 备 用 。 Masson 染 色 可 使 组 织

中 的 胶 原 纤 维 呈 现 特 异 性 蓝 色 ， 便 于 区 分 纤 维 化

区 域 与 正 常 胰 腺 组 织 。 采 用 Image J 1.52 软 件 对

Masson 染 色 切 片 进 行 定 量 分 析 ， 计 算 纤 维 化 区 域

占 比 ， 以 胶 原 体 积 分 数 （collagen volume fraction，
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CVF） 表 示 ， 具 体 计 算 公 式 为 ： CVF= 胶 原 纤 维 面

积/组 织 总 面 积 ×100%， 每 个 样 本 选 取 3~5 个 随 机

视野进行测量，取平均值用于统计学分析。

1.7 免疫荧光染色　

免 疫 荧 光 石 蜡 切 片 常 规 脱 蜡 至 水 后 ， 放 入

pH6.0 柠 檬 酸 盐 缓 冲 液 修 复 盒 中 ， 121 ℃ 高 温 高 压

抗 原 修 复 20 min， 自 然 冷 却 后 用 PBS （pH7.4） 洗

涤 3 次 。 滴 加 5% 牛 血 清 白 蛋 白 （BSA） 封 闭 液 ，

37 ℃孵育 30 min 以阻断非特异性结合位点。切片

分 别 加 入 对 应 一 抗 （F4/80、 iNOS、 CD206、

Amylase、 CK19、 SOX9）， 4 ℃ 湿 盒 孵 育 过 夜 ； 次

日室温复温 30 min，PBS 洗涤 3 次后，加入荧光素

标记二抗，室温避光孵育 1 h。PBS 洗涤后，滴加

DAPI 染 液 室 温 避 光 染 色 5 min 以 标 记 细 胞 核 ， 同

时 加 入 自 发 荧 光 淬 灭 剂 降 低 背 景 干 扰 。 对 于 同 源

物 种 来 源 的 一 抗 ， 采 用 酪 胺 信 号 放 大 试 剂 盒 （货

号 G1235-100T，武汉赛维尔生物科技有限公司） 进

行 荧 光 双 标 染 色 。 通 过 荧 光 显 微 镜 采 集 图 像 ， 使

用 Image J 1.52 软 件 定 量 分 析 F4/80 ⁺ iNOS ⁺、 F4/80 ⁺
CD206 ⁺、Amylase ⁺CK19 ⁺及 Amylase ⁺SOX9 ⁺双阳性细

胞 数 量 及 平 均 灰 度 值 （MGV）， 平 均 荧 光 强 度

（Mean） =区域内荧光强度总和/区域面积，以此反

映目的蛋白表达水平。

1.8 免疫组化染色　

小鼠胰腺组织经 4% 多聚甲醛固定 24~48 h 后，

常 规 梯 度 脱 水 、 石 蜡 包 埋 并 制 作 4 μm 连 续 切 片 。

切 片 脱 蜡 至 水 后 ， 置 于 pH6.0 柠 檬 酸 盐 缓 冲 液 中

121 ℃ 高 温 高 压 抗 原 修 复 20 min， 自 然 冷 却 后 用

PBS （pH7.4） 洗涤。滴加 3% 过氧化氢溶液室温避

光孵育 15 min 阻断内源性过氧化物酶活性，PBS 洗

涤后，5% 牛血清白蛋白 （BSA） 37 ℃封闭 30 min。

分 别 加 入 兔 抗 小 鼠 α -SMA 多 克 隆 抗 体 （1∶200）、

兔抗小鼠 Ki-67 单克隆抗体 （1∶150），4 ℃湿盒孵

育过夜，阴性对照以 PBS 替代一抗；次日室温复温

30 min 后，PBS 洗涤 3 次。滴加 HRP 标记山羊抗兔

IgG 二抗 （1∶500），37 ℃孵育 30 min，PBS 洗涤后

DAB 室温避光显色 3~5 min，蒸馏水终止显色，苏

木 素 复 染 5 min， 盐 酸 乙 醇 分 化 30 s， 自 来 水 返 蓝

10 min。 经 梯 度 脱 水 、 二 甲 苯 透 明 后 中 性 树 胶 封

片 。 由 2 名 资 深 病 理 医 师 双 盲 选 取 5 个 ×400 高 倍

视野，采用 Image J 1.52 软件定量分析阳性细胞数

量 及 平 均 光 密 度 （MOD）， MOD= 区 域 内 积 分 光 密

度 （IOD） /区 域 面 积 ， 以 此 反 映 目 的 蛋 白 相 对 表

达水平。

1.9 统计学处理　

所有数据均以至少 3 次独立实验的均值±标准

差 （x̄ ± s） 表 示 。 在 采 用 参 数 统 计 方 法 前 ， 对 数

据 分 布 进 行 了 正 态 性 检 验 评 估 。 采 用 GraphPad 

Prism 8.1 软件进行统计学分析。两组间比较采用双

尾独立样本 t 检验；多组间比较采用单因素方差分

析 ， 后 续 以 Dunnett 检 验 进 行 多 重 比 较 。 P<0.05 为

差异有统计学意义。

2     结　果

2.1 胰腺组织病理改变　

胰腺组织病理学观察结果显示，7 次注射组与

10 次 注 射 组 于 造 模 后 第 1 天 均 出 现 显 著 的 胰 腺 组

织损伤。其中，7 次注射组仅表现为局灶性胰腺损

伤 ， 病 变 区 域 周 边 仍 保 留 大 量 正 常 胰 腺 组 织 ； 而

10 次 注 射 组 胰 腺 损 伤 程 度 随 时 间 进 展 持 续 加 重 ，

损伤范围于第 1、3、5 天逐步扩大并最终累及全胰

腺 腺 体 （图 1A）。 两 组 病 理 学 半 定 量 评 分 结 果 证

实 ， 在 第 1 、 3 、 5 、 7 天 各 观 察 时 间 点 ， 10 次

注射组的总体胰腺损伤评分均显著高于 7 次注射组

（图 1B），具体体现为水肿程度、炎性细胞浸润及

组织坏死均较 7 次注射组更为严重，而两组间出血

评 分 差 异 无 统 计 学 意 义 。 两 组 胰 腺 组 织 的 损 伤 后

修复进程存在显著差异：至第 7 天时，7 次注射组

胰腺组织结构已基本恢复，而 10 次注射组仅呈现

部 分 修 复 ， 该 差 异 在 水 肿 消 退 及 腺 泡 细 胞 坏 死 修

复过程中尤为显著。水肿消退方面，两组均自第 3

天起进入缓解阶段，第 7 天时 7 次注射组水肿已基

本消退，10 次注射组仍存在明显水肿病灶；炎性

浸润方面，7 次注射组于第 3 天即出现炎性细胞浸

润 减 少 ， 10 次 注 射 组 则 表 现 为 延 迟 性 炎 症 缓 解 ；

腺泡细 胞 坏 死 修 复 存 在 明 显 时 序 差 异 ， 7 次 注 射

组 至 第 7 天 才 呈 现 明 确 修 复 特 征 ， 而 10 次 注 射

组 于 第 3 天即启动部分修复反应；出血程度方面，

7 次注射组在各观察时间点均保持相对稳定，10 次

注射组则表现出显著的动态波动 （图 1C-F）。
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2.2 ADM相关标志物的表达　

胰腺组织免疫荧光结果显示，CK19 作为导管

上 皮 特 征 性 标 志 物 ， 其 在 7 次 注 射 组 中 的 表 达 于

第 1 天开始升高，第 5 天达到峰值，第 7 天明显下

降 （P<0.05）；SOX9 是调控 ADM 发生与进展的关键

转录因子，其表达同样自第 1 天起上调，第 1、3、

7 天无明显差异，第 5 天达最高水平。10 次注射组

CK19 表 达 的 整 体 变 化 趋 势 与 7 次 注 射 组 一 致 ， 但

各 时 间 点 平 均 荧 光 强 度 均 明 显 更 高 （部 分 P<

0.05）；SOX9 表达在第 1 天即显著升高并达到峰值，

其余时间点的变化趋势与 7 次注射组相近 （图 2）。

2.3 胰腺组织巨噬细胞浸润及极化表型　

巨 噬 细 胞 是 调 控 胰 腺 炎 症 损 伤 与 修 复 进 程 的

核心免疫细胞，主要分为促炎型 M1 表型与抗炎修

复型 M2 表型。其中，F4/80 为总巨噬细胞标志物，

iNOS 为 M1 型 巨 噬 细 胞 特 异 性 标 志 物 ， CD206 为

M2 型巨噬细胞特异性标志物。胰腺组织免疫荧光

染色及定量分析结果显示：7 次注射组中，总巨噬

细胞标志物 F4/80 于第 3 天上调，第 5 天逐渐下降，

至第 7 天基本无阳性表达；M1 型巨噬细胞标志物

iNOS 自 第 3 天 开 始 升 高 ， 第 7 天 降 至 极 低 水 平 ；

M2 型 巨 噬 细 胞 标 志 物 CD206 于 第 1 天 即 出 现 表 达

升 高 ， 并 在 整 个 观 察 周 期 内 维 持 相 对 稳 定 水 平 。

10 次 注 射 组 中 ， F4/80 的 动 态 变 化 趋 势 与 7 次 注

射 组 基 本 一 致 ， 但 各 时 间 点 阳 性 细 胞 数 量 均 显 著

高于 7 次注射组；iNOS 表达于第 1 天即显著上调，

第 3 天达到峰值，随后自第 5 天至第 7 天呈逐渐下

降趋势；CD206 表达自第 1 天开始升高，第 5 天达

到 峰 值 ， 第 7 天 有 所 降 低 （图 3）。 定 量 统 计 结 果

证实，在胰腺炎症损伤与修复的整个动态过程中，

F4/80 阳 性 、 iNOS 阳 性 的 M1 型 巨 噬 细 胞 浸 润 始 终

占据主导地位。 
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图1　不同注射次数诱导小鼠 AP 后的胰腺病理损伤及评分　　A：两组小鼠胰腺组织病理形态学改变 （HE 染色）（比例尺：

10 μm）；B：胰腺组织总病理损伤评分；C：胰腺组织水肿评分；D：炎性细胞浸润评分；E：组织坏死评分；F：胰腺

出血评分  

Figure 1　 Pancreatic histopathological injury and scoring in mice with acute pancreatitis induced by different injection 

regimens　　A: Representative HE-stained sections (scale bar: 10 μm); B: Total pathological score; C: Edema score; D: 

Inflammation score; E: Necrosis score; F: Hemorrhage score  
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图2　不同注射次数对小鼠胰腺腺泡 ADM 及 CK19、SOX9 表达的影响　　A-D：免疫荧光染色检测胰腺组织中 CK19 与

SOX9 的表达与定位 （比例尺：40 μm）；E：CK19 平均荧光强度定量分析；F：SOX9 平均荧光强度定量分析  

Figure 2　 Effects of different injection regimens on ADM and expression of CK19 and SOX9 in mouse pancreas　　 A-D: 

Immunofluorescence staining of CK19 and SOX9 (scale bar: 40 μm); E: Quantification of CK19 fluorescence intensity; F: 

Quantification of SOX9 fluorescence intensity  

517



中国普通外科杂志 第 35 卷 

http://www.zpwz.net

2.4 胰腺组织胶原沉积及肌成纤维细胞活化　

胰 腺 组 织 Masson 染 色 结 果 显 示 ， ADM 较 显 著

的 区 域 伴 随 更 高 的 CVF， 提 示 该 区 域 胶 原 沉 积 更

为 明 显 。 7 次 注 射 组 CVF 自 第 1 天 起 缓 慢 升 高 ，

第 5 天达到峰值，第 7 天呈回落趋势；10 次注射组

CVF 于 第 1 天 缓 慢 上 升 ， 第 3 天 出 现 短 暂 下 降 后 ，

第 5 天急剧升高，第 7 天最终降低，且在第 1、5、

7 天 各 时 间 点 的 CVF 均 显 著 高 于 7 次 注 射 组

（图 4A-B）。胰腺组织 α -SMA 免疫组化染色结果显

示，7 次注射组 α-SMA MOD 于第 1 天上调，第 5 天

达 到 峰 值 ， 第 7 天 逐 渐 下 降 ； 10 次 注 射 组 α -SMA

表达的动态变化趋势与 7 次注射组一致，但各对应

时间点的 MOD 值均显著高于 7 次注射组 （图 4C-D）。

2.5 胰腺组织增殖活性　

胰 腺 组 织 Ki-67 免 疫 组 化 染 色 结 果 显 示 ： 与

第 0 天比较，7 次注射组各时间点 Ki-67 阳性细胞数

量仅呈现轻微波动，无明显改变；而 10 次注射组

Ki-67 阳性细胞数量于第 3 天显著升高，第 5 天达到

峰值，第 7 天有所回落 （图 5）。 
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图3　两组不同处理小鼠巨噬细胞极化相关指标的变化趋势　　A-D：免疫荧光染色显示胰腺组织中 M1 型巨噬细胞标志物

iNOS 与 M2 型巨噬细胞标志物 CD206 的表达定位 （比例尺：40 μm）；E：总巨噬细胞标志物 F4/80 阳性细胞数量定量分

析；F：M1 型巨噬细胞标志物 iNOS 阳性细胞数量定量分析；G：M2 型巨噬细胞标志物 CD206 阳性细胞数量定量分析

Figure 3　Macrophage infiltration and polarization in pancreatic tissues under different injury severities　　 A-D: 

Immunofluorescence staining of iNOS (M1) and CD206 (M2) (scale bar: 40 μm); E: Quantification of F4/80⁺ macrophages; 

F: Quantification of iNOS⁺ M1 macrophages; G: Quantification of CD206⁺ M2 macrophages  
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3     讨　论 

AP 的病理生理进程本质是炎症损伤与再生修

复的动态失衡，该过程涉及腺泡细胞、免疫细胞、

间 质 细 胞 及 ECM 的 复 杂 网 络 调 控[19-22]。 本 研 究 通

过雨蛙素梯度注射构建 MAP、MSAP 小鼠模型，系

统 解 析 胰 腺 损 伤 程 度 与 再 生 修 复 表 型 的 关 联 性 ，

核 心 发 现 如 下 ： 重 度 损 伤 （10 次 注 射 组） 可 诱 导

更 广 泛 的 ADM、 M1 型 巨 噬 细 胞 主 导 的 极 化 失 衡 、

显著增强的纤维化沉积及“早期激活、峰值延迟”

的 细 胞 增 殖 特 征 ， 且 上 述 病 理 过 程 存 在 紧 密 的 相

互 调 控 关 系 ， 共 同 决 定 胰 腺 修 复 的 效 率 与 结 局 。

该 发 现 不 仅 为 AP 损 伤 修 复 的 “ 程 度 依 赖 性 异 质

性 ” 提 供 了 直 接 实 验 证 据 ， 更 揭 示 了 多 病 理 环 节

协 同 调 控 的 潜 在 机 制 ， 为 临 床 干 预 策 略 的 优 化 提

供了新思路。

胰 腺 具 有 强 大 的 再 生 潜 能 ， 其 修 复 模 式 高 度

依 赖 初 始 损 伤 强 度[23-24]。 本 研 究 中 ， 7 次 注 射 组

（轻度损伤） 表现为局灶性损伤及快速完全修复，

而 10 次注射组 （中重症损伤） 呈现弥漫性胰腺受

累、损伤持续加重及修复延迟，这与临床 MAP 和

SAP 的预后差异高度吻合[25]。值得注意的是，两种
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图4　不同注射次数对小鼠胰腺组织胶原沉积及肌成纤维细胞活化的影响　　A-B：Masson 染色观察胰腺组织胶原沉积及
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Figure 4　 Collagen deposition and myofibroblast activation in pancreatic tissues　　 A-B: Masson staining and CVF analysis 

(scale bar: 10 μm); C-D: α-SMA immunohistochemistry and quantitative analysis (scale bar: 10 μm)  
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Figure 5　Cell proliferation dynamics in pancreatic tissues　　A-B: Ki-67 staining and quantitative analysis (scale bar: 10 μm)
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模 型 的 损 伤 - 修 复 特 征 为 AP 基 础 研 究 提 供 了 精 准

工具：7 次注射模型可用于解析生理性修复机制，

10 次注射模型则更适合模拟 SAP 中“损伤放大-修

复 受 阻 ” 的 病 理 进 程 ； 该 精 细 化 模 型 选 择 ， 弥 补

了 既 往 研 究 多 采 用 单 一 损 伤 模 型 、 难 以 全 面 覆 盖

AP 疾病异质性的不足。

从 机 制 层 面 分 析 ， 重 度 损 伤 对 胰 腺 修 复 的 阻

碍 作 用 通 过 多 重 途 径 协 同 实 现 ： 一 方 面 ， 广 泛 的

腺 泡 细 胞 坏 死 导 致 “ 再 生 种 子 细 胞 ” 大 量 减 少 ，

直 接 削 弱 胰 腺 再 生 基 础 ； 另 一 方 面 ， 持 续 的 炎 症

微 环 境 打 破 修 复 相 关 信 号 通 路 的 时 空 平 衡 ， 进 一

步 抑 制 修 复 进 程 [26] 。 本 研 究 发 现 ， 10 次 注 射 组

M1 型巨噬细胞浸润峰值提前且强度显著升高，而

M2 型巨噬细胞极化明显延迟 （CD206 峰值于第 5 天

出现），这种“促炎-抗炎失衡”是损伤放大的核

心驱动因素-M1 型巨噬细胞分泌的肿瘤坏死因子 α、

白 细 胞 介 素 6 等 炎 症 因 子 ， 既 可 加 剧 腺 泡 细 胞 坏

死，又能直接抑制腺泡细胞增殖与再分化[27-30]。本

研 究 进 一 步 证 实 ， 这 种 巨 噬 细 胞 极 化 失 衡 与 损 伤

程 度 存 在 剂 量 依 赖 性 关 联 ， 为 “ 靶 向 巨 噬 细 胞 极

化调控 AP 损伤强度”提供了直接实验依据，也与

既往研究中巨噬细胞极化失衡参与 AP 严重程度调

控的结论相呼应[31-33]。

ADM 作为胰腺损伤后腺泡细胞可塑性的核心

表现，是连接损伤与再生的关键病理节点[34-35]。本

研究发现，ADM 的发生范围与强度随损伤程度增

加 而 显 著 增 强 （10 次 注 射 组 呈 现 全 胰 腺 弥 漫 性

ADM）， 且 ADM 区 域 与 胶 原 沉 积 呈 明 显 空 间 相 关

性，提示 ADM 不仅是胰腺修复的启动环节，更可

能 通 过 调 控 ECM 重 塑 参 与 纤 维 化 进 程 。 机 制 上 ，

ADM 的启动依赖 SOX9 介导的转录重编程[36-37]；本

研究中，10 次注射组 SOX9 表达于第 1 天即达峰值，

且导管上皮标志物 CK19 表达持续升高，表明重度

损伤可通过快速激活 SOX9 信号，加速腺泡细胞向

导管样细胞转化。ADM 的“双刃剑”效应在不同

损 伤 模 型 中 表 现 尤 为 显 著 ： 7 次 注 射 组 ADM 呈 局

灶性分布，且随修复进程 （第 7 天） 逐渐逆转，体

现其生理性修复价值；而 10 次注射组 ADM 持续存

在 且 伴 随 纤 维 化 加 重 ， 提 示 持 续 重 度 损 伤 可 能 导

致 ADM 从“可逆性修复”向“癌前病变启动”转

化[34,38]。 这 与 临 床 观 察 到 的 “ 反 复 AP 发 作 增 加 胰

腺导管腺癌风险”现象高度一致[34,39]，本研究为该

临 床 关 联 提 供 了 明 确 的 病 理 机 制 解 释 ， 即 损 伤 程

度过强或持续时间过长，可打破 ADM 的可逆性平

衡，推动其向胰腺上皮内瘤变病变进展。

胰腺纤维化是 AP 修复失败的核心标志，其本

质 是 ECM 合 成 与 降 解 的 失 衡[40-41]。 本 研 究 通 过

Masson 染色 （CVF 定量） 与 α -SMA 免疫组化证实，

10 次 注 射 组 纤 维 化 程 度 显 著 高 于 7 次 注 射 组 ， 且

纤 维 化 进 程 与 ADM、 巨 噬 细 胞 极 化 存 在 紧 密 的 协

同调控关系：一方面，ADM 区域的导管样细胞可

分 泌 转 化 生 长 因 子 β （transforming growth factor β，

TGF- β） 等 细 胞 因 子 ， 激 活 胰 腺 星 状 细 胞

（pancreatic stellate cells， PSC） 转 化 为 肌 成 纤 维 细

胞 （α-SMA 阳性）；另一方面，M1 型巨噬细胞分泌

的 白 细 胞 介 素 1β 可 进 一 步 放 大 PSC 激 活 ， 形 成

“ADM- 巨 噬 细 胞 -PSC” 的 促 纤 维 化 调 控 网 络 。 该

发现与 Xiang 等[42] 提出的观点一致，而本研究的创

新 点 在 于 首 次 明 确 该 网 络 的 损 伤 程 度 依 赖 性 激 活

特征-重度损伤通过增强 ADM 与 M1 型巨噬细胞极

化 ， 共 同 加 速 胰 腺 纤 维 化 进 程 。 值 得 注 意 的 是 ，

10 次注射组 CVF 在第 3 天短暂下降后急剧升高，这

一动态变化可能反映了“炎症消退-修复启动”的

短暂干预窗口：第 3 天前，M1 型巨噬细胞主导的

炎 症 反 应 抑 制 PSC 激 活 ； 第 3 天 后 ， 尽 管 M2 型 巨

噬 细 胞 极 化 （CD206 升 高） 启 动 修 复 ， 但 过 度 的

ADM 与 ECM 沉积已形成不可逆损伤，最终导致纤

维 化 持 续 加 重 。 该 结 果 提 示 ， 临 床 干 预 需 精 准 把

握“炎症消退期”（本研究中为第 3 天左右），通过

抑制 ADM 过度激活或调控巨噬细胞极化，阻断胰

腺纤维化进展。

细胞增殖是胰腺再生的核心动力，Ki-67 作为

增殖标志物的动态变化可直接反映胰腺修复潜能。

本 研 究 发 现 ， 7 次 注 射 组 （轻 度 损 伤） Ki-67 阳 性

细胞数量无显著变化，而 10 次注射组呈现“第 3 天

升 高 、 第 5 天 达 峰 、 第 7 天 回 落 ” 的 特 征 ， 这 种

“损伤依赖性增殖增强”可能是胰腺对重度损伤的

代 偿 性 机 制 ， 即 通 过 加 速 残 留 腺 泡 细 胞 或 导 管 样

细 胞 增 殖 ， 弥 补 广 泛 坏 死 导 致 的 细 胞 丢 失 。 但

10 次 注 射 组 第 7 天 增 殖 活 性 明 显 下 降 ， 且 伴 随 纤

维化持续加重，提示增殖潜能耗尽可能与 ECM 僵

硬 微 环 境 密 切 相 关 ： 过 度 沉 积 的 胶 原 可 通 过 整 合

素信号抑制细胞增殖，形成“纤维化-增殖抑制”

的 恶 性 循 环 ， 这 也 明 确 解 释 了 SAP 患 者 胰 腺 功 能

恢 复 率 显 著 降 低 的 核 心 病 理 机 制 。 与 既 往 研 究 相

比，本研究的创新点在于揭示了细胞增殖与 ADM、
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纤 维 化 的 协 同 调 控 关 系 ： 10 次 注 射 组 ADM 峰 值

（第 3~5 天） 与 Ki-67 增殖峰值高度重合，提示 ADM

过程中可能存在“导管样细胞增殖-再分化”的修

复 路 径 ， 但 过 度 纤 维 化 最 终 阻 断 了 该 修 复 路 径 的

完 成 。 该 发 现 为 临 床 促 进 SAP 患 者 胰 腺 再 生 提 供

了 新 的 干 预 靶 点 ， 即 在 增 强 细 胞 增 殖 的 同 时 ， 需

同步抑制胰腺纤维化，避免“增殖-纤维化失衡”。

本 研 究 仍 存 在 一 定 局 限 性 ： 其 一 ， 未 深 入 探

讨 调 控 “ADM- 巨 噬 细 胞 - 纤 维 化 ” 网 络 的 关 键 分

子 机 制 （如 TGF-β/Smad、 NF-κB 等 信 号 通 路 的 具

体作用）；其二，未关注胰腺内分泌功能的修复情

况 ， 而 SAP 患 者 常 伴 随 胰 岛 功 能 损 伤 ， 其 修 复 规

律仍需进一步明确；其三，动物模型与人类 AP 的

病理生理特征存在一定差异，本研究发现的损伤-

修 复 规 律 需 临 床 样 本 进 一 步 验 证 。 基 于 上 述 局 限

性 ， 未 来 研 究 可 从 三 个 方 面 展 开 ： 首 先 ， 通 过 单

细 胞 测 序 技 术 解 析 ADM 细 胞 、 巨 噬 细 胞 与 PSC 的

异 质 性 及 其 相 互 作 用 的 分 子 对 话 机 制 ； 其 次 ， 开

发 靶 向 SOX9 或 M1 型 巨 噬 细 胞 的 特 异 性 抑 制 剂 ，

验 证 其 在 改 善 SAP 胰 腺 修 复 中 的 作 用 ， 为 临 床 转

化提供实验依据；最后，构建更贴近临床的 AP 动

物模型 （如合并胆道梗阻或高脂血症的 AP 模型），

进一步验证本研究发现的核心规律。

综上，本研究通过梯度损伤 AP 小鼠模型，系

统揭示了胰腺再生修复的损伤程度依赖性异质性，

明 确 了 ADM、 巨 噬 细 胞 极 化 、 纤 维 化 与 细 胞 增 殖

的协同调控网络。该发现不仅深化了对 AP 病理生

理机制的理解，更为临床优化 SAP 的治疗策略、改

善患者长期预后提供了重要的实验依据与理论支撑。
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