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脾虚大鼠胰岛胰多肽免疫阳性物质分布变化
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摘　要：脾虚证的临床表现以消化系统功能障碍为主，其中胰腺外分泌功能减退明显，且伴有食欲与体质量的显著

下降。胰多肽（ＰＰ）是胰岛周边Ｆ细胞分泌的主要胃肠激素，对胰腺外分泌功能与食欲的调节有抑制作用，可导致

氧化代谢增强，引起体质量下降。本试验旨在揭示大鼠胰岛胰多肽分泌变化与脾虚证发病之间的关系。笔者以利

血平脾虚大鼠模型为研究对象，采用ＳＰ染色进行免疫组织化学研究，观察大鼠胰岛中胰多肽免疫阳性物质的分布

情况。脾虚组与对照组的大鼠胰岛中胰多肽免疫阳性物质面积与胰岛面积百分比相比，胰头部分未见明显差异（犘

＞０．０５）；但脾虚组胰中、胰尾的ＰＰ免疫阳性物质所占面积极显著大于对照组（犘＜０．０１）。结果表明，脾虚证大鼠

胰岛中胰多肽总分泌量极显著增加。因此，胰多肽的分泌增加是导致脾虚证动物出现胰腺外分泌功能低下、食欲

减退以及体质量下降的主要因素。
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　　胰多肽（ＰＰ）是由３６个氨基酸残基组成的多

肽，其Ｃ末端均为酪氨酰胺。在多种哺乳动物甚至

鱼体内均存在相似结构的胰多肽，含有此类结构的

多肽构成胰多肽家族。胰多肽的三级结构，在对应

的胰多肽家族结合受体和激活Ｇ蛋白偶联受体过

程中发挥重要的作用［１２］。作为胃肠激素的一种，多

数研究报道已证实，胰多肽的生理功能包括：抑制胰

酶、胰腺ＨＣＯ－３ 和水的分泌；松弛胆囊；增强机体氧

化代谢作用；当体内胰多肽超出生理水平时引起食

欲降低［２］。胰多肽主要由胰腺中胰岛周缘的Ｆ细

胞（也称ＰＰ细胞）分泌，且在胰腺外分泌实质、胰管

上皮细胞内也分散存在Ｆ细胞。此外，胃肠道、脑

内也含有胰多肽免疫阳性物质［１］。

“脾主运化”是中（兽）医脏腑理论的重要组成部

分，其中，“运化”指消化、吸收、运输营养物质、水分

等功能。该理论体系中“脾”的功能状态与动物的身

体营养机能状态密切相关。脾虚证临床表现以消化

系统功能障碍为主，其中，胰腺外分泌功能低下（包

括胰液分泌减少，且胰酶活性降低）［３］、体质量下降

以及食欲减退都十分明显。可见动物出现眯眼、拱

背、少动、腹泻且肛周污秽，被毛稀疏无光泽。

作为中（兽）医理论的学术研究热点，“脾虚证”

已有大量相关临床研究与病理模型构建的基础。其

中以利血平致大鼠脾虚模型是早已公认的方法，并

广泛用于“脾虚证”的相关研究［４５］。胰多肽对胰腺

外分泌功能和食欲的调节均有重要的意义，其生理

功能与脾虚证中所描述临床表现相互呼应，显然，胰

多肽的分泌变化对脾虚证的研究具有一定价值。但

至目前为止，尚未见关于脾虚证与胰多肽的相关研

究，因此，胰多肽作为动物脾虚证研究的一个新的切

入点。本试验选择分泌胰多肽的主要部位———胰腺

胰岛为对象，探讨利血平脾虚模型大鼠胰腺中胰多

肽免疫阳性物质分布变化，以反映胰多肽在脾虚模

型中的分泌情况，初步揭示胰多肽在脾虚证中的作

用，为进一步研究脾虚证发病机制与胰腺分泌机能

之间的关系提供有参考意义的信息。

１　材料和方法

１．１　实验动物

健康雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠１６只（体质量３００ｇ±２０

ｇ），购自北京维通利华实验动物技术有限公司。

１．２　药品、试剂和仪器

利血平注射液（１ｍｇ·ｍＬ
－１），购自广东邦民

制药有限公司；自配Ｂｏｕｉｎ固定液；兔抗人胰多肽多

克隆抗体，购自上海博思慧生物技术有限公司；ＳＰ

染色试剂盒，购自南京凯基生物科技发展有限公司。

ＲＭ２１２６型石蜡切片机，德国ＬＥＩＣＡ；ＢＸ５１病

理图像分析系统，日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ；显微图像分析系

统 ＭＩＡＳ及ＳｃｉｏｎＩｍａｇｅ软件等。

１．３　动物和模型建立

供试大鼠１６只适应性饲养３ｄ（定时给料，自由

饮水）。随机分为对照组和脾虚组，每组８只大鼠。

参照姚永莉等［６］的造模方法制备利血平脾虚大

鼠模型。脾虚组大鼠给予利血平０．１５ｍＬ·只－１

（０．５ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１），对照组大鼠给予生理盐水

０．１５ｍＬ·只－１，肌肉注射，１次·ｄ－１，连续７ｄ。

１．４　观测和采样

每日观察记录对照组和脾虚组大鼠的体质量、

采食量、精神状态、活动情况、大便性状、被毛光泽度

等。

第８天将大鼠断颈处死，取脾脏、肝脏、肾脏、心

脏、胸腺称重，计算脏器指数（ｍｇ·ｇ
－１×１００％体质

量）。迅速取出胰腺，分离胰头、胰中、胰尾，Ｂｏｕｉｎ

液固定。

１．５　切片制作

所取组织于Ｂｏｕｉｎ液中固定２４ｈ后，常规石蜡

包埋，制成５μｍ厚的连续切片，裱贴于涂有中性明

胶的载玻片，每张玻片裱贴２～５片。

１．６　免疫组化犛犘染色

３％ Ｈ２Ｏ２ 孵育切片１６ｍｉｎ。滴加即用型ＳＰ

染色试剂盒 Ａ液，放入电热恒温箱中，３７℃孵育

３０ｍｉｎ。即用型兔抗人胰多肽多克隆抗体（一抗），

３７℃孵育２ｈ。滴加Ｂ液，３７℃孵育５０ｍｉｎ。Ｃ

液，３７℃孵育３０ｍｉｎ。ＤＡＢ显色后立即镜检。苏木

精染液复染。

１．７　胰岛分布

从可观察到２个或２个以上胰岛的胰腺组织中

随机选取视野（无空白部分，放大倍数２００×），

ＢＸ５１病理图像分析系统取相，应用显微图像分析

系统 ＭＩＡＳ以及ＳｃｉｏｎＩｍａｇｅ软件，计算各视野中

胰岛总面积占视野面积的比例。以该值作为判断胰

岛分布变化的标准。

１．８　阳性面积计算

从胰头、胰中和胰尾三组切片中，观察最小直径

大于或等于８０μｍ
［７］且含免疫阳性物质的胰岛（放

大倍数４００×），每组从中随机选取２０个。ＢＸ５１病

６６８
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理图像分析系统取相，应用显微图像分析系统

ＭＩＡＳ以及ＳｃｉｏｎＩｍａｇｅ软件，算出每组所选胰岛总

面积及相应ＰＰ免疫阳性物质总面积，计算每组免

疫阳性物质总面积所占对应胰岛总面积的百分比。

以该值作为判断免疫阳性物质分布的标准。

１．９　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件对数据进行狋检验，

结果以平均值±标准差表示。犘＜０．０５为差异显

著，犘＜０．０１为差异极显著。

２　结　果

２．１　临床症状

大鼠在注射利血平后第３天出现明显腹泻症

状，且肛周污秽、四肢无力，活动频度下降、扎堆、拱

背、眯眼、内眼角分泌物增多，被毛枯槁无光泽等症

状，上述症状从第３天开始持续存在。

２．２　体质量

在造模的７ｄ内，脾虚组大鼠平均体质量下降，

而对照组大鼠平均体质量基本持平。利血平复制脾

虚模型的第４天开始，脾虚组大鼠平均体质量持续

性显著低于对照组平均体质量水平（图１）。

 差异极显著（犘＜０．０１）；差异显著（犘＜０．０５）。下同

图１　脾虚组与对照组大鼠体质量动态比较
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犵狉狅狌狆

２．３　采食量

造模后第２天，脾虚组的大鼠已经出现采食量

下降。而相比之下，对照组中大鼠的采食量基本不

变。利血平复制脾虚模型的第３天后，脾虚组大鼠

采食量显著低于初始水平（图２）。

２．４　脏器指数

完成利血平复制脾虚模型，脾虚组大鼠脾脏脏

器指数极显著降低；其他脏器指数均未见明显变化

（图３）。

图２　脾虚组与对照组大鼠采食量动态比较

犉犻犵．２　犇狔狀犪犿犻犮犮狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狋犺犲犳犲犲犱犻狀狋犪犽犲犻狀狉犪狋狊

犫犲狋狑犲犲狀狊狆犾犲犲狀 犱犲犳犻犮犻犲狀犮狔 犵狉狅狌狆 犪狀犱 犮狅狀狋狉狅犾

犵狉狅狌狆

图３　脾虚组与对照组大鼠脏器指数比较

犉犻犵．３　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狋犺犲狏犻狊犮犲狉犪犾犻狀犱犲狓犻狀狉犪狋狊犫犲狋狑犲犲狀

狊狆犾犲犲狀犱犲犳犻犮犻犲狀犮狔犵狉狅狌狆犪狀犱犮狅狀狋狉狅犾犵狉狅狌狆

２．５　胰岛分布变化

脾虚组与对照组胰头、胰中、胰尾中胰岛与胰腺

面积比未见显著差异（犘＞０．０５，图４），即２组中胰

岛的分布无明显变化。

图４　胰头、中、尾的胰岛分布变化

犉犻犵．４　犞犪狉犻犪狋犻狅狀狅犳狆犪狀犮狉犲犪狋犻犮犻狊犾犲狋狊犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀

２．６　免疫组化犛犘染色

２．６．１　组织学观察　　经ＳＰ染色，苏木精复染后，

免疫阳性物质在光镜下呈棕黄色。胰腺中胰多肽

（ＰＰ）免疫阳性物质主要分布于胰岛周围。部分胰岛

周缘所显示的ＰＰ免疫阳性区内可分辨出细胞形态，

即Ｆ细胞，其形状不规则，有椭圆形，三角形等（图

５Ａ）。偶见ＰＰ阳性物质于胰腺腺泡细胞间（图５Ｂ）。
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Ａ．ＰＰ细胞主要分布于胰岛周缘（箭头，４００×）Ｂ．ＰＰ免疫阳性物质偶见于胰腺腺泡细胞之间（箭头，２００×）

Ａ．ＴｈｅＰＰｃｅｌｌｓｏｆｒａｔａｒｅｍａｉｎｌｙｌｏｃａｔｅｄａｔｔｈｅｒｉｍｏｆｔｈｅｐａｎｃｒｅａｔｉｃｉｓｌｅｔ；Ｂ．Ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅａｒｅａｃａｎｂｅｆｏｕｎｄｉｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ

ａｃｉｎａｒｃｅｌｌｓ

图５　犘犘免疫阳性物质在胰岛的分布

犉犻犵．５　犇犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狅犳犘犘狆狅狊犻狋犻狏犲狊狌犫狊狋犪狀犮犲犻狀狆犪狀犮狉犲犪狋犻犮犻狊犾犲狋

２．６．２　胰多肽免疫阳性物质分布　　以胰岛周缘

分布的ＰＰ免疫阳性区域作为观察分析对象（图６）。

由表１结果可知，胰中、胰尾的ＰＰ免疫阳性物质总

面积与胰岛总面积的比值差异极显著（犘＜０．０１），

脾虚组的免疫阳性物质面积所占比例大于对照组；

而胰头差异不显著（犘＞０．０５）。

Ａ、Ｂ、Ｃ．对照组大鼠胰头、中、尾处胰岛周缘ＰＰ免疫阳性物质分布；Ｄ、Ｅ、Ｆ．脾虚组大鼠胰头、中、尾处胰岛周缘ＰＰ免疫阳

性物质分布

Ａ，Ｂ，Ｃ．ＴｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＰＰＩＲａｒｅａｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｄ，Ｅ，Ｆ．ＴｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＰＰＩＲａｒｅａｉｎｓｐｌｅｅｎｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｇｒｏｕｐ
图６　犘犘免疫阳性物质在胰腺不同部位的分布

犉犻犵．６　犇犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狅犳犘犘狆狅狊犻狋犻狏犲狊狌犫狊狋犪狀犮犲犪狋犱犻犳犳犲狏犲狀狋狆犪狉狋狅犳狆犪狀犮狉犲犪狊

表１　胰头、中、尾胰岛中犘犘细胞分布变化

犜犪犫犾犲１　犞犪狉犻犪狋犻狅狀狅犳犘犘犐犚犮犲犾犾狊’犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀犻狀狆犪狀犮狉犲犪狋犻犮犻狊犾犲狋狊狅犳狋犺犲犺犲犪犱，犫狅犱狔犪狀犱犲狀犱狅犳狋犺犲狆犪狀犮狉犲犪狊

分组 Ｇｒｏｕｐ

ＰＰ细胞面积／胰岛面积

ＴｈｅａｒｅａｏｆＰＰＩＲｃｅｌｌｓ／ｔｈｅａｒｅａｏｆｐａｎｃｒｅａｔｉｃｉｓｌｅｔ

胰头 Ｈｅａｄｏｆｐａｎｃｒｅａｓ 胰中Ｂｏｄｙｏｆｐａｎｃｒｅａｓ 胰尾 Ｅｎｄｏｆｐａｎｃｒｅａｓ

脾虚组Ｓｐｌｅｅｎｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｇｒｏｕｐ ３．５７±１．３７ ８．１９±１．９９ １９．３８±３．４８

对照组Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ ２．７８±１．８３ ４．０８±０．９３ ７．７１±３．５９

３　讨　论

３．１　利血平复制脾虚模型

脾虚证动物临床主要表现为食欲减退，眯眼拱

背，精神沉郁，伴有腹泻等症状，消化系统功能紊乱。

利血平通过耗竭中枢和外周肾上腺素能神经末梢囊

泡内递质而较为持久的抑制交感神经系统功能，使

得副交感神经系统作用相对增强，胃肠道等处的类
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胆碱功能活性增强，从而造成胃肠道蠕动亢进，出现

肠黏膜充血、出血、腹泻等功能紊乱，表现出脾虚证

的主要临床症状，这与修宗昌等［８］率先建立诊断标

准及其后来多人改进确定的脾虚证动物模型判定标

准相吻合。而后利血平复制脾虚模型就成为探究

“脾虚证”发病机制、病理变化以及其他相关研究公

认的常用方法之一［４５］。

Ｓｃｈｗａｒｔｚ等认为，对胰多肽（ＰＰ）最敏感的组织

是胰腺外分泌部分和胆道［９］，而且ＰＰ主要由胰腺

胰岛周缘的Ｆ细胞（ＰＰ细胞）产生和分泌。因此本

试验研究定位于胰腺胰岛。另一方面，影响胰多肽

自发性分泌的因素复杂且呈多相性调节———包括进

食、昼夜变化与动物年龄等［８１０］。为尽可能消除上

述ＰＰ分泌影响因素，选择实验动物为健康成年大

鼠，且日龄、性别以及禁食时间、取材时间均相同。

在本试验中，动物造模第３天时，脾虚组大鼠已开始

出现腹泻、眯眼、精神沉郁等症状，随后食欲、体质量

持续明显下降；而对照组无明显改变。第７天时，脾

虚组大鼠的体质量与采食量显著低于对照组；肝、脾

脏器指数均小于对照组。由此可见，本试验所建立

的动物模型临床表现符合脾虚证的发病特点，即脾

虚证大鼠模型复制成功

３．２　脾虚大鼠胰腺分泌胰多肽功能增强

胰多肽对胰腺外分泌功能（包括胰酶的分泌、胰

腺 ＨＣＯ－３ 和水的分泌）具有明显的抑制作用
［１］，可

导致食欲减退，氧化代谢作用增强，体质量下

降［２，１０１１］。在脾虚证与胰腺外分泌功能关系的研究

中多次报道了胰腺外分泌酶包括胰淀粉酶、脂肪酶

以及其同工酶分泌减少，胰液总量减少［３，１２１４］，这些

现象与ＰＰ分泌增多所引发的生理效应一致。迷走

神经胆碱能兴奋是刺激ＰＰ分泌最有力的因素
［９］，

利血平通过抑制交感神经功能，从而引起副交感神

经系统作用继发性亢进。所以，在利血平复制的脾

虚模型中，ＰＰ分泌增强是有合理依据的。

本试验从两个方面表明在脾虚状态下存在ＰＰ

分泌增强的现象。其一，脾虚大鼠胰岛ＰＰ免疫阳

性物质分布面积总体显著性增大；其二，脾虚组和对

照组中胰头、胰中和胰尾的胰岛分布无明显变化，排

除了局部胰岛中ＰＰ免疫阳性物质分泌增多在整体

胰腺中分泌总量并未增多的可能性。

综上所述，大鼠胰多肽（ＰＰ）的分泌增强与脾虚

证发病机制中迷走神经功能紊乱密切相关，且脾虚

状态下胰腺外分泌功能低下，体质量与食欲减退的

原因之一为体内ＰＰ分泌增强。

大鼠生后发育期间胰岛中ＰＰ免疫阳性物质分

泌也有加强［７］，但与该试验结果不同的是，前者的变

化伴随于大鼠的成长，偏向于说明大鼠出生后ＰＰ

细胞尚未达到完全成熟，而是随着年龄增长逐渐成

熟，属于生理正常变化，而后者则发生于成年大鼠由

正常生理状态转变为脾虚的病理状态，因此两种变

化的性质不同。

４　结　论

本试验初步表明，在利血平致脾虚大鼠模型中，

胰腺分泌胰多肽功能增强使胰多肽分泌增多，是导

致动物消化系统功能紊乱、食欲减退、采食量减少、

体质量下降的重要原因之一。
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