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肥胖大鼠合并急性坏死性胰腺炎肝脏损伤评价∗

李满1　余佳1　梅方超1　项明伟1　周瑜1　王卫星1

　　[摘要]　目的:建立肥胖大鼠急性坏死性胰腺炎(ANP)模型并观察肝脏损伤特点。方法:40只雄性SD大鼠

随机分为普通饲料组(N组)和高脂饲料组(H 组),每组20只,分别采用普通饲料和高脂饲料喂养8周并监测体

重。然后分别将 N组和 H 组大鼠随机分为对照组(N-control组,H-control组,n=10)和 ANP组(N-ANP组,H-
ANP组,n=10)。ANP组大鼠通过胰胆管逆行注射牛磺胆酸钠方法建立 ANP模型,术后6h剖杀取材。全自

动生化仪测量血清淀粉酶(AMY)、脂肪酶(LIPA),血清甘油三脂(TG)、总胆固醇(TC),谷丙转氨酶(ALT)、和谷

草转氨酶(AST)水平,苏木精-伊红切片观察肝脏和胰腺组织病理变化。结果:高脂饲料喂养8周后大鼠体重明

显增加(P<0.05),腹腔脂肪组织增多,同时并发脂肪肝和高脂血症。联合胰胆管逆行注射牛磺胆酸钠方法建立

ANP模型后肥胖大鼠腹腔可见明显皂化斑及肝脏坏死灶,血清转氨酶水平以及肝脏病理评级较非肥胖大鼠明显

增高(P<0.05)。结论:高脂饲料喂养联合胰胆管逆行注射法可建立肥胖大鼠 ANP模型,肥胖大鼠发生 ANP时

肝脏损伤程度更重。
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pancreatitisandevaluationforliverinjury
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　　Abstract　Objective:Toestablishamodelofobesityratwithacutenecroticpancreatitis(ANP)andobserve
thecharacteristicsofliverinjury.Method:FortymaleSDratswerefirstlydividedintonormaldietgroup(Ngroup,
n=20)andhighfatdietgroup(Hgroup,n=20)randomly.After8weeksoffeedingwithstandardandhighfat
dietseparately,theratsinNgroupandHgroupwererandomlydividedintoshamoperationgroup(N-control/H-
controlgroup,n=10)andacutenecroticpancreatitis(N-ANP/H-ANPgroup,n=10)separately.ANPmodelwas
inducedbyretrogradeinfusionof5%sodiumtaurocholatesalinesolutionintobiliopancreaticduct,andratsineach
groupweresacrificedat6hoursaftertheoperation.Thelevelsofserumamylase(AMY),lipase(LIPA),triglycer-
ide(TG),totalcholesterol(TC),alanineaminotransferase(ALT)andaspartateaminotransferase(AST)were
measuredusingautomaticbiochemistryanalyzer.Pathologicalchangesofpancreasandlivertissueswereexamined
andpathologicalscoreswererecorded.Result:After8weeks,thebodyweightsofhighfatdietsgroupratswere
significantlyhigherthannormalgroup(P<0.05).Thereiswellmarkedincreaseandaccumulationofintraab-
dominalfatinHgroupandtheratswerecomplicatedbyfattyliverandhyperlipemia.Plentyofsaponificationand
adiponecrosiscouldbefoundinH-ANPgroupratsandtheconcentrationofserum ALT,ASTinadditiontothe
histologicalgradingofliverinjuryweresignificantlyhigherthanN-ANPgroup(P<0.05).Conclusion:Highfat
dietscoupledwithoperationscansuccessfullyestablishamodelofobesityratwithacutenecroticpancreatitis.Liv-
erinjuryismorecriticalduringtheprocessofANPespeciallyinobesityrats.
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　　急性胰腺炎(acutepancreatitis,AP)是临床常

见急腹症,多种因素导致病情快速进展转变为急性

坏死性胰腺炎(acutenecroticpancreatitis,ANP),
其病情进展快,并发生持续性的多器官功能损伤,
病死率可达30%〔1〕。多种因素可影响 AP的发生
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发展,临床研究显示肥胖也是影响 AP预后的重要

指标,肥胖因素可增加 AP的严重程度和患者病死

率〔2〕。随着肥胖患者增多,对肥胖合并 AP的研究

也逐渐受到学者关注。建立合适的动物模型,研究

肥胖合并 ANP患者病程进展特点、预后状况以及

肥胖对 ANP发展过程的影响机制等对临床治疗具

有重要意义。本实验旨在通过高脂饲料喂养并人

工干预诱导 ANP,观察肥胖大鼠与非肥胖大鼠合

并 ANP时肝脏损伤特点,为以后的研究奠定基础。
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1　材料与方法

1.1　实验动物与材料

40只SPF级雄性SpragueDawley大鼠(湖南

斯莱克景达实验动物有限公司),每只体质量180g
左右;普通饲料(采用标准鼠粮,武汉大学人民医院

实验动物中心统一配制),高脂饲料(ResearchDi-
ets,D12492)。牛磺胆酸钠(美国,Sigma),异氟烷

(上海雅培制药有限公司)。
1.2　方法

1.2.1　动物饲养及分组　40只大鼠在SPF级环

境下适应性喂养2d后按随机数字表法分为2组:
正常饲料组(N 组,n=20)和高脂饲料组(H 组,n
=20)。N组每日添加足够量普通饲料,H 组每日

添加足够量高脂饲料,连续喂养8周。每3天称量

并记录大鼠体重。8周后,分别将 N 组和 H 组大

鼠进一步随机分为2组,其中 N组分为非肥胖对照

组(N-control,n=10)和非肥胖合并 ANP 组(N-
ANP组,n=10);H 组分为肥胖对照组(H-control
组,n=10)和肥胖合并 ANP组(H-ANP组,n=
10)。
1.2.2　手术造模　实验前所有大鼠禁食12h,自
由饮水。动物取仰卧位,异氟烷吸入麻醉(氧流量2
L/min,4%异氟烷诱导麻醉,2.5%异氟烷维持麻

醉),上腹正中切口入腹。肝门处分离出胆总管后,
用无损伤血管夹夹闭。4.5号注射针头穿十二指肠

壁,经十二指肠乳头逆行穿刺进入胰管,以微量注

射泵恒速(0.1ml/min)向胰管注入5%牛磺胆酸钠

(1ml/kg)造模,夹闭主胰管5min后观察胰腺组

织出现水肿、出血等改变。大鼠术后皮下注射葡萄

糖氯化钠溶液补液(20ml/kg),麻醉苏醒后禁食不

禁水。N-control组和 H-control组大鼠不实施手

术,与造模组大鼠同一时间剖杀取材。
1.2.3　指标检测和分析　各组大鼠于造模后6h
处死,下腔静脉穿刺采血,2000r/min离心15min
后分离血清冻存,武汉大学人民医院检验科全自动

生化 仪 (日 本 奥 林 巴 斯)检 测 大 鼠 血 清 淀 粉 酶

(AMY)、脂肪酶(LIPA)、甘油三脂(TG)、总胆固

醇(TC),谷丙转氨酶(ALT)和谷草转氨酶(AST)
水平。迅速留取适量胰头和肝脏组织,4%多聚甲

醛固定,常规石蜡包埋切片行苏木精-伊红染色光

学显微镜下观察病理变化。参考Schmidt等〔3〕方

法根据胰腺是否出现水肿、坏死、出血和脂肪坏死

及血管炎性细胞浸润等对胰腺进行病理学评分。
参考Camargo等〔4〕方法对肝脏组织行病理学评级。
1.3　统计学处理

采用SPSS22.0统计软件进行数据分析,计量

数据以■x±s表示,数据比较采用独立样本t检验,
肝脏病理评级采用独立样本非参数检验。以P<

0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　肥胖造模结果

2组大鼠初始体重比较差异无统计学意义,按
照实验方案喂养,大鼠体质量增长稳定。2周后 H
组体重增加速度明显加快,8周后体重大于 N 组,
差异有统计学意义(t=7.026,P=0.000),见表1、
图1f。开腹可见高脂饲料喂养大鼠腹腔脂肪堆积,
腹膜后及肾周脂肪明显增多(图1a)。分别取 N-
control组和 H-control组大鼠血清测量 TG和 TC
水平。如表2所示,H 组大鼠血清 TG和 TC水平

较 N组增高,差异有统计学意义(t=3.903,P=0.
001;t=4.422,P=0.000),表明大鼠采用高脂饲料

喂养后并发高脂血症。N组大鼠肝脏表面光滑,边
缘锐利,呈暗红色(图1b);H 组大鼠肝脏肉眼观见

肝脏呈灰黄色,弥漫性肿大,边缘较钝,表面红黄相

间(图1c)。光镜下肝细胞肿大,细胞质内充满大小

不等的脂肪空泡,细胞核被挤压移位至脂滴边缘

(图1d、e),呈典型脂肪肝表现。

表1　不同喂养时间大鼠体重 g,■x±s

时间 N组 H 组

0周 202.1±8.90 205.3±10.77
1周 246.5±13.30 254.3±8.98
2周 309.9±20.06 318.1±17.17
3周 355.5±21.99 375.9±25.471)

4周 385.9±44.14 436.3±39.581)

5周 413.0±42.42 476.8±39.131)

6周 433.9±38.69 507.9±40.711)

7周 460.4±42.53 540.9±44.731)

8周 473.2±35.31 578.6±46.141)

　　与 N组比较,1)P<0.05。

2.2　肥胖合并 ANP模型的建立

如表3所示,造模后6h,N-ANP组和 H-ANP
组大鼠血清 AMY、LIPA 水平分别较 N-control组

和 H-control组 升 高,差 异 有 统 计 学 意 义 (P <
0.05)。光镜下观察N-control组和 H-control组大

鼠胰腺组织未见明显改变。而 N-ANP 组和 H-
ANP组造模后胰腺组织可见腺泡水肿、片状坏死,
间质出血,大量炎性细胞浸润(图2),病理评分均较

假手术组增加。
2.3　肥胖大鼠合并 ANP损伤特点

造模6h后 H-ANP组血清胰脂肪酶水平比

N-ANP组高,差异有统计学意义(t=3.251,P=
0.006),见表3。开腹可见,H-ANP组大鼠胰腺组

织出血坏死,胰周、肠系膜及腹腔脂肪大量皂化斑

形成(图3a),肝脏表面凸凹不平,可见片状浅黄色

软化灶(图3b)。N-ANP组和 H-ANP组大鼠胰腺

组织均出现出血、坏死等典型改变,且病理切片可
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a:H 组大鼠腹腔脂肪;b:N组大鼠肝脏离体标本;c:H 组大鼠肝脏离体标本;d、e:N-control组和 H-control组大鼠肝组织切

片(×200);f:大鼠体重变化曲线图。
图1　大鼠肥胖造模情况

表2　大鼠血清TG、TC水平 U/L,■x±s

组别 TG TC
N-control组 0.52±0.17 1.66±0.35
H-control组 0.81±0.211) 2.24±0.581)

　　与 N-control组比较,1)P<0.05。

见 H-ANP组大鼠胰腺组织坏死面积、炎性细胞浸

润较 N-ANP组大鼠更重,病理评分增加。N-con-
trol组和 H-control组相比,大鼠血清转氨酶水平

无明显差异;而 ANP组大鼠血清转氨酶水平均比

control组高,且 H-ANP组大鼠血清转氨酶水平明

表3　大鼠血清AMY、LIPA水平及胰腺病理评分 U/L,■x±s

组别 AMY LIPA 胰腺病理评分/分

N-control组 2137.7±314.25 63.9±21.16 0.30±0.11
N-ANP组 8681.7±1779.411) 9464.2±2923.611) 11.97±1.831)

H-control组 2257.5±492.50 28.7±6.02 0.31±0.11
H-ANP组 7325.0±2928.001) 17765.0±8348.91)2) 12.61±1.961)

　　与control组比较,1)P<0.05;H-ANP组与 N-ANP组比较,2)P<0.05。

a:N-control组大鼠;b:N-ANP组大鼠;c:H-control组大鼠;d:H-ANP组大鼠。
图2　大鼠胰腺组织病理切片(×200)

显高于 N-ANP组,差异有统计学意义(图4)。光

镜下观察 HE切片,N-ANP组细胞水肿,肝血窦结

构紊乱,肝细胞点状坏死。H-ANP组肝细胞明显

水肿,可见片状坏死和出血灶,炎性细胞浸润,病理

评级较 N-ANP组明显增高(表4、图5)。说明肥胖

合并 ANP时对肝脏损伤较 N组加重。
3　讨论

生活习惯的改变导致肥胖人口数量快速增加,
世界卫生组织统计数据显示,从1980~2008年全

世界肥胖人数增加将近一倍〔5〕。脂肪组织过多堆
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a:造模后6h腹腔改变,示胰腺出血、坏死,示腹腔脂肪和肠系膜皂化斑;b:离体肝脏组织,示肝脏表面凸凹不平和浅黄色软化

病灶。
图3　肥胖大鼠合并ANP病理改变

图4　各组大鼠血清ALT和AST水平

表4　各组大鼠肝脏组织病理评级 例

组别
例

数

分级

0 Ⅰ Ⅱ Ⅲ
秩均值

N-control组 10 10 0 0 0 10.00
N-ANP组 10 0 3 6 1 27.251)

H-control组 10 9 1 0 0 11.15
H-ANP组 10 0 0 4 6 33.601)2)

　　与control组比较,1)P<0.05;H-ANP组与 N-ANP组

比较,2)P<0.05。

积会对机体健康造成严重影响。大量研究表明,肥
胖与全身多器官多系统疾病有关如内分泌系统〔6〕、

心血管系统〔7〕和消化系统〔8〕等,研究肥胖与疾病之

间关系可以指导临床治疗并有助于改善疾病预后。
本实验通过使用高脂饲料喂养SD大鼠其体重增长

稳定,8周后成功获取肥胖模型,并出现典型的脂肪

肝、血脂升高的情况,方法简易可行。对饲养得到

的肥胖大鼠采用胰胆管穿刺逆行注射牛磺胆酸钠

方法造模,成功建立了肥胖大鼠 ANP模型。该模

型符合人体营养性肥胖并发 ANP的生理过程,可以

应用于研究肥胖与ANP之间关系的动物实验中。
　　ANP发病机制复杂,临床上多种因素可导致

病情快速进展转变为ANP,增加诊治难度。研究

a:N-control组大鼠;b:N-ANP组大鼠;c:H-control组大鼠;d:H-ANP组大鼠。
图5　大鼠肝脏组织病理切片(×400)

·435·



第7期 李满,等.肥胖大鼠合并急性坏死性胰腺炎肝脏损伤评价

结果发现,肥胖大鼠诱发 ANP时胰腺组织坏死严

重,炎性细胞浸润更明显,说明肥胖患者发生 ANP
时病情可能更重,与目前临 床 研 究 结 果 基 本 一

致〔2,9〕。由于重症 ANP临床上多因全身炎症反应

综合征等因素导致多器官损伤,因此,肥胖大鼠并

发 ANP时血清及组织炎性递质表达水平、多器官

损伤情况等还需深入研究以对 ANP严重程度进行

更准确的评估。肥胖患者机体处于一种慢性炎症

状态〔10〕,Segersvard等〔11〕认为肥胖可以改变细胞

因子相关基因的表达而增加肿瘤坏死因子-α在多

器官中的水平,进而加重 ANP时肝、肺损伤程度。
大量炎性递质产生和释放诱导炎症瀑布反应导致

恶性循环加重病情并引起多器官功能损伤,而肥胖

患者发生胰腺炎时血清白介素-1、6和肿瘤坏死因

子-α等水平高于非肥胖患者,并且与中心性体脂分

布有关〔12〕。肥胖患者腹腔内大量脂肪组织堆积、内
脏器官脂质沉积,AP发生时胰脂肪酶释放可以导

致脂肪组织坏死产生大量游离脂肪酸,促进轻型

AP转化为重症 AP导致多器官功能障碍,而且这

一过程与胰腺组织坏死程度无特定联系〔13-14〕。游

离脂肪酸使细胞内钙释放并影响线粒体功能导致

细胞死亡,严重的脂毒性可以促进炎症反应、组织

坏死以及多器官损伤发生发展而加重胰腺炎病

情〔15〕。本实验发现,H 组大鼠并发 ANP时血清脂

肪酶水平明显升高,腹腔可形成大量典型皂化斑。
肝脏组织出现片状坏死灶,肝功能以及肝脏病理损

伤明显加重,提示可能与腹腔脂肪坏死以及脂肪肝

的形成有关。且最新临床研究也发现非酒精性脂

肪肝患者发生 AP时出现重症 AP以及器官损伤和

局部并发症的概率更大〔16〕。肝脏毗邻胰腺且有丰

富的门静脉血供,ANP发病过程中肝脏对炎性因

子的调节和分布起至关重要的作用,是 ANP引起

多器官损伤过程的关键环节〔17〕,肥胖大鼠更易发生

脂肪坏死同时促进炎症及氧化应激反应〔18〕。
因此,临床需更加关注肥胖患者发生 AP时病

程进展,早期采取护肝治疗措施。通过建立肥胖大

鼠 ANP模型,为进一步探讨肥胖对 AP严重程度的

影响及其加重器官损伤的机制奠定了实验基础,对
临床制定多学科综合治疗方案具有重要指导意义。
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