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组胺和类胰蛋白酶在大鼠慢性胰腺炎疼痛中的作用
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　　［摘要］　目的　探讨组胺和类胰蛋白酶在慢性胰腺炎（ＣＰ）疼痛发生与维持中的作用。方法　制备ＣＰ模型大鼠，检测
模型组和对照组大鼠胰腺标本中的组胺和类胰蛋白酶含量并进行比较；然后将模型组和对照组大鼠胰腺标本孵育上清分别注

射于正常大鼠足底，观察注射后０．５、１、３、５、７ｈ大鼠痛觉阈值变化；以模型组大鼠胰腺标本孵育上清注射正常大鼠足底，并给

予 Ｈ１ 受体阻断剂和蛋白酶抑制剂，观察其对痛敏的治疗作用。结果　ＣＰ模型大鼠的胰腺局部组胺及类胰蛋白酶分泌量较
对照组增高（Ｐ＜０．０５），其标本孵育上清在注射后５ｈ内有明显的痛觉致敏作用，且该作用可被 Ｈ１ 受体阻断剂和蛋白酶抑制

剂所逆转。结论　组胺和类胰蛋白酶是ＣＰ顽固性疼痛发生维持中的重要介质。
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　　慢性胰腺炎（ｃｈｒｏｎｉｃｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ，ＣＰ）是由多

种病因引起的胰腺组织和功能不可逆的慢性炎症性

疾病，以胰腺腺泡萎缩、破坏、间质纤维化为主要病

理特征。我国最近一次流行病学调查显示，１９９４年

至２００４年间ＣＰ患病率约为１３／１０万，且有逐年增

多的趋势［１］。疼痛是ＣＰ最常见、治疗最困难的症

状［２］。ＣＰ疼痛发生的机制主要包括胰腺组织内或

胰管高压、炎症既发的局部酸中毒、胰腺局部的介质

分泌改变所致微环境变化及其继发性神经性改变、

遗传性因素或个体因素等，目前认为，中枢或周围神

经系统的变化在ＣＰ疼痛的发生与维持中起重要作

用，多种神经肽或神经生长因子、细胞因子共同参与
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ＣＰ疼痛的发生与维持［３］，但引起这种变化的具体原

因仍不明了。

Ｈｏｏｇｅｒｗｅｒ等
［４］在ＣＰ患者的尸检中发现，胰腺

组织中肥大细胞数目增多，并与患者生前的疼痛有

相关性。肥大细胞是一种表达高亲和力ＩｇＥ受体的

多功能免疫细胞，可释放组胺、５羟色胺、白三烯及

类胰蛋白酶等大量炎症介质［５６］。肥大细胞胞内含

有预形成的组胺与神经生长因子（ＮＧＦ），可被趋化

因子 ＭＣＰ１和 ＭＩＰ１α等激活释放［７］。此外在实验

性自身免疫性前列腺炎模型中发现，ＮＧＦ的高表达

可提高神经元的兴奋性，并能增加周围组织中神经

元的密度［８］，且肥大细胞是该模型所致慢性盆腔痛

发生的重要介质之一［９］。以上这些研究提示，肥大

细胞的激活释放产物组胺、类胰蛋白酶等可能参与

了ＣＰ的顽固性疼痛，并由ＮＧＦ调节。本研究观察

了ＣＰ模型大鼠胰腺中肥大细胞特异性产物组胺及

类胰蛋白酶的释放变化，并探讨了组胺和类胰蛋白

酶在ＣＰ疼痛发生与维持中的作用。

１　材料和方法

１．１　动物与试剂　健康清洁级雄性ＳＤ大鼠，体质

量２００～２５０ｇ（第二军医大学实验动物中心）、三硝

基苯磺酸（ＴＮＢＳ；Ｓｉｇｍａ公司，批号Ｐ２２９７）、Ｈａｎｋ’ｓ
液（Ｇｉｂｃｏ公司，批号１４１８５）、ＥＬＩＳＡ试剂盒（上海市

博蕴生物科技有限公司）、Ｈ１受体阻断剂ｐｙｒｉｌａｍｉｎｅ
（Ｓｉｇｍａ公司，批号 Ｐ５５１４）、丝氨酸蛋白酶抑制剂

ＦＵＴ１７５（Ｓｉｇｍａ公司，批号Ｎ０２８９）。

１．２　ＣＰ模型与标本处理　雄性ＳＤ大鼠１８只，按

随机分组法分为对照组和ＣＰ组，各９只。采用逆行

胰胆管注射（２％ＴＮＢＳ、１０％乙醇、ＰＢＳ０．５ｍＬ）的

方法制备ＣＰ模型，对照组逆行胰胆管注射ＰＢＳ０．５

ｍＬ。造模４周后处死大鼠，取胰腺标本放入－８０℃
冻存备用。其中每例模型所取标本分为２份，一份

做组胺、类胰蛋白酶与 ＮＧＦ释放测定，一份孵育上

清用于大鼠足底注射观察其周围神经激活作用。

１．３　ＣＰ胰腺标本组胺、类胰蛋白酶与ＮＧＦ释放浓

度测定　采用ＥＬＩＳＡ法测定ＣＰ胰腺标本的组胺、

类胰蛋白酶和ＮＧＦ的自发性释放。标本取出后，迅

速浸入含２ｍＬＨａｎｋ’ｓ液（３７℃）的离心管中，匀浆

处理后去上清，加入１ｍＬＨａｎｋ’ｓ液后放入９５％

Ｏ２／５％ＣＯ２培养箱中孵育２５ｍｉｎ。其中检测组胺的

样本迅速加热至９５℃以防其被组织中的组胺酶降解

而变性。所有样本经２００×ｇ离心１０ｍｉｎ后，取孵

育上清１５０μＬ于－８０℃冻存待测。上清取完后，将

剩余组织吸干称量。应用ＥＬＩＳＡ试剂盒分别测定

组胺和类胰蛋白酶在孵育上清中的含量，并将结果

按标本质量标准化进行单位组织释放定量。

１．４　胰腺孵育上清的致痛作用测定　取１８只雄性

ＳＤ大鼠，随机分为３组，每组６只，将１００μＬ生理

盐水或等量上述正常对照组上清和ＣＰ组上清分别

注射至左侧足底。造模前行基线测定，给药后分别

测时间点０．５、１、３、５和７ｈ的机械性痛敏。大鼠机

械性痛敏的测定方法同文献［１０］所述，将大鼠置于

一组２０ｃｍ×２０ｃｍ×３０ｃｍ的深色有机玻璃盒中，盒

底为０．５ｃｍ×０．５ｃｍ的铁丝网。大鼠于安静状态

适应３０ｍｉｎ后，用不同克数的ｖｏｎＦｒｅｙ细丝垂直作

用于大鼠左后足底中部，接触时间２～３ｓ，观察其缩

足时的克数值，间隔５ｍｉｎ重复测定，取４次缩足反

应的平均克数记为缩足阈值，作为反映机械痛敏感

性的指标。

１．５　药物对ＣＰ胰腺孵育上清致痛作用的影响　取

２４只雄性ＳＤ大鼠，随机分为４组，首先行基线测定

后行ＣＰ胰腺孵育上清足底注射，继而按组别同侧足

底皮下分别注射 Ｈ１受体阻断剂ｐｙｒｉｌａｍｉｎｅ（４０μｇ／

ｍＬ，１００μＬ；Ｓｉｇｍａ公司）、丝氨酸蛋白酶抑制剂

ＦＵＴ１７５（５０μｇ／ｍＬ，１００μＬ，Ｓｉｇｍａ公司）、二者合

用（１００μＬ）或等量生理盐水，观察注射后１ｈ药物对

炎性机械痛敏的影响。

１．６　统计学处理　实验数据用ＳＰＳＳ１７．０软件进

行分析，计量资料采用珚ｘ±ｓ表示，ＥＬＩＳＡ测定采用

ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ 检验，行为学测试时间均数比较采

用ｔ检验。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＣＰ模型大鼠胰腺局部组胺及类胰蛋白酶释放

增加　我们用ＥＬＩＳＡ试剂盒检测了肥大细胞相关

释放及脱颗粒产物的含量变化，结果发现，在对照组

和ＣＰ组中，组胺含量分别为（１１５．９±２２．０）ｎｇ／

（ｍＬ·ｍｇ）和（２７０．６±４４．２）ｎｇ／（ｍＬ·ｍｇ），差异

有统计学意义（Ｐ＝０．０１０６，图１Ａ）；类胰蛋白酶含

量分别为（１９１．９±２１．６）ｐｇ／（ｍｉｎ·ｍｇ）和（３２０．５±

３２．２）ｐｇ／（ｍｉｎ·ｍｇ），差异有统计学意义（Ｐ＝

０．００４，图１Ｂ）；ＮＧＦ含量分别为（１７．４３±１．４１）ｐｇ／

（ｍｉｎ·ｍｇ）和（１４．８３±１．７０）ｐｇ／（ｍｉｎ·ｍｇ），差异

无统计学意义（Ｐ＝０．３４０１，图１Ｃ）。

２．２　ＣＰ胰腺孵育上清对大鼠有直接的痛觉致敏作
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用　在给药前及给药后０．５、１、３、５、７ｈ对大鼠足底

进行机械痛阈值测定，结果发现生理盐水注射组和

正常胰腺上清注射组的机械痛阈值在注射后早期较

注射前有所降低但很快恢复（图２Ａ、２Ｂ）；ＣＰ胰腺孵

育上清注射组机械痛阈值在注射后较注射前明显降

低并持续到注射后５ｈ（图２Ｃ），说明ＣＰ胰腺孵育上

清中的炎性介质能直接导致痛觉的发生并维持较长

时间。

图１　ＣＰ大鼠胰腺内组胺（Ａ）、类胰蛋白酶（Ｂ）和ＮＧＦ（Ｃ）的ＥＬＩＳＡ测定

Ｆｉｇ１　ＥＬＩＳＡａｓｓａｙｏｆｈｉｓｔａｍｉｎｅ（Ａ），ｔｒｙｐｔａｓｅ（Ｂ）ａｎｄＮＧＦ（Ｃ）ｉｎｔｈｅｐａｎｃｒｅａｓｏｆＣＰｒａｔｓ

ＨＣ：Ｈｅａｌｔｈｙｃｏｎｔｒｏｌ；ＣＰ：Ｃｈｒｏｎｉｃｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ；ＮＧＦ：Ｎｅｒｖｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ．Ｐ＜０．０５；ｎ＝９，珚ｘ±ｓ

图２　生理盐水（Ａ）、正常胰腺上清（Ｂ）和ＣＰ上清（Ｃ）足底注射后痛阈值变化

Ｆｉｇ２　Ｐａｗｗｉｔｈｄｒａｗａｌｔｈｒｅｓｈｏｌｄｃｈａｎｇｅｓａｆｔｅｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ（Ａ），

ＨＣ（Ｂ）ａｎｄＣＰ（Ｃ）ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｉｎｔｏｒａｔｈｉｎｄｐａｗ

ＨＣ：Ｈｅａｌｔｈｙｃｏｎｔｒｏｌ；ＣＰ：Ｃｈｒｏｎｉｃｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ；Ｐｒｅ：Ｐｒｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｐｒｅ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

２．３　Ｈ１受体阻断剂和蛋白酶抑制剂可部分逆转ＣＰ
胰腺孵育上清的致痛敏作用　对ＳＤ大鼠行ＣＰ孵育

上清足底注射诱发痛敏后，继而同侧足底皮下分别注

射Ｈ１受体阻断剂ｐｙｒｉｌａｍｉｎｅ和（或）丝氨酸蛋白酶抑

制剂ＦＵＴ１７５，结果显示：单独应用 Ｈ１受体阻断剂有

减轻疼痛的趋势，但与应用生理盐水相比差异无统计

学意义［（１６．８７±１．１８）ｇｖｓ（２１．０８±０．７５）ｇ，Ｐ＞
０．０５］，单独应用蛋白酶抑制剂有显著抑制痛敏作用

［（１６．８７±１．１８）ｇｖｓ（２６．９５±１．１９）ｇ，Ｐ＜０．０５］，联

合应用Ｈ１受体阻断剂和蛋白酶抑制剂时则能更大程

度地抑制痛敏［（１６．８７±１．１８）ｇｖｓ（２９．２３±１．４４）ｇ，

Ｐ＜０．０１，图３］。提示相对于 Ｈ１受体阻断剂，蛋白酶

抑制剂在逆转ＣＰ胰腺孵育上清的致痛敏作用中发挥

更大的作用。

图３　不同药物处理后对痛敏的抑制作用

Ｆｉｇ３　Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｐａｗｗｉｔｈｄｒａｗａｌｔｈｒｅｓｈｏｌｄ

ｃｈａｎｇｅｓｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｒｕｇｔｈｅｒａｐｉｅｓ

Ａ：Ｖｅｈｉｃｌｅ；Ｂ：Ｐｙｒｉｌａｍｉｎｅ；Ｃ：ＦＵＴ１７５；Ｄ：Ｐｙｒｉｌａｍｉｎｅ＋

ＦＵＴ１７５．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｖｅｈｉｃｌｅ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ
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　　ＣＰ的慢性炎症改变是不可逆的，其病理变化主

要包括胰腺腺泡萎缩、破坏和间质纤维化，临床以反

复发作的上腹部疼痛和（或）胰腺内外分泌功能不全

为主要表现，可伴有实质钙化，胰管扩张、结石及假

性囊肿形成等。绝大部分ＣＰ患者伴随有特殊类型

的上腹深部重度疼痛，部分伴有严重的腰背部放射

痛。近年来，关于胰腺顽固性疼痛机制的研究越来

越集中到胰腺局部微环境的变化上。相继有研究发

现人类ＣＰ中的神经周围变化，并证明组织局部酸

环境、神经激肽受体１、生长相关蛋白４３、酪氨酸受

体激酶Ａ（ＴｒｋＡ）、脑源性神经营养因子（ＢＤＮＦ）等

与ＣＰ疼痛的强度或频率相关［１１１４］。有研究报道了

５０例ＣＰ患者的病理检查结果，并在临床收集了其

疼痛严重程度，发现胰腺多伴有不同比例的嗜酸性

粒细胞神经周围炎症浸润，并与疼痛的严重程度相

关，同时还伴有神经直径的增大［１５］。

　　ＣＰ的疼痛属于慢性内脏痛的一种，近年的很多

关于内脏痛的研究发现，局部炎症或肿瘤引起的肥

大细胞聚集浸润都和疼痛有关，如 Ｔｈｅｏｈａｒｉｄｅｓ
等［１６］在无菌性膀胱炎患者中发现，疾病和疼痛都与

肥大细胞及其介质相关；在对ＣＰ患者的尸检中发

现，生前疼痛不明显的患者肥大细胞数目与正常胰

腺相近，而疼痛明显的患者则发现肥大细胞的数目

显著增多［４］；在肥大细胞缺陷的 ＫｉｔＷｓｈ／ＫｉｔＷｓｈ小鼠

ＣＰ模型中，胰腺炎引起的疼痛行为学变化明显降

低［４］。肥大细胞常与神经有明显的毗邻关系，肥大

细胞释放的介质可能是通过 ＮＧＦ与神经细胞发生

持续的信号联系［１７］。此外，还有研究证明，肠易激

综合征（ＩＢＳ）患者中的结肠组织活检标本的组胺和

类胰蛋白酶释放水平与患者的疼痛有关［１８］。ＩＢＳ是

临床中最常见的内脏疼痛之一，该结果表明，组胺和

类胰蛋白酶可能是外周神经敏化机制中的重要介

质。

　　由于ＣＰ患者的早期诊断率不高，且临床中采

用手术治疗的病例并不多，因此较难获得合适的手

术胰腺标本进行研究。我们采用ＣＰ模型大鼠，可

以获得ＣＰ胰腺孵育上清，进一步可测得其中各种

炎症介质或细胞因子的释放。本研究主要检测了肥

大细胞特异性脱颗粒产物组胺和类胰蛋白酶水平，

发现两者在ＣＰ模型大鼠胰腺标本中的含量显著升

高；进一步应用离体胰腺标本孵育上清对大鼠足底

进行注射，发现ＣＰ模型大鼠胰腺标本孵育上清可

明显增加大鼠足底的痛觉过敏，因此我们认为组胺

和类胰蛋白酶是介导ＣＰ疼痛的关键介质。组胺是

引起瘙痒反应最有效的药物，但当有明显痛觉刺激

或化学刺激存在时，瘙痒的感觉常常被抑制［１９］，此

时组胺更主要地在局部酸环境的作用下，增加

ＴＲＰＶ１通道的敏感性，进而对痛觉过敏产生作用。

本研究中，ＣＰ的胰腺中类胰蛋白酶含量比正常对照

胰腺的增高，说明胰腺中存在肥大细胞浸润，且处于

活化状态。虽然本研究样本量较小，但作为肥大细

胞持续性活化的标志，类胰蛋白酶或许可作为胰腺

疾病潜在的生物学标志之一。

　　在慢性盆腔疼痛综合征中关于 ＮＧＦ的研究表

明，ＮＧＦ还直接与疼痛严重程度相关［２０］。而在实验

性自身免疫前列腺炎模型研究中发现疾病早期有肥

大细胞数目增多，与之相反，ＮＧＦ在３０ｄ之后仍处

于较低水平，提示ＮＧＦ释放发生于肥大细胞激活脱

颗粒之后［９］。ＮＧＦ通过调节伤害性感受神经元的

敏感性调节机体疼痛，并在组织损伤和炎症后的痛

觉产生与维持中起到重要作用［２１］。治疗性的 ＮＧＦ
抑制可以降低大量内脏痛动物模型的疼痛相关行为

学变化［２２］。因此，我们还检测了ＣＰ模型大鼠胰腺

标本孵育上清中ＮＧＦ的水平，但发现其增加并不明

显。可能的原因一是在标本获得时 ＮＧＦ还未到表

达增加的高峰，另一种可能则是在胰腺的慢性炎症

趋化下，ＮＧＦ 作用发挥表现在其高亲和力受体

ＴｒｋＡ表达的变化上［２２］。

　　组胺的作用受体包括 Ｈ１、Ｈ２、Ｈ３及近年新发现

的 Ｈ４受体，但认为其主要作用仍作用于 Ｈ１［５］。在

间质性膀胱炎的神经动物模型研究中，针对于组胺

受体的治疗具有减轻疼痛的作用［２３］。但在我们的

研究中发现，单独应用 Ｈ１受体阻断剂仅有减轻疼痛

的趋势，单独应用蛋白酶抑制剂作用较为明显。当

联合用药时，蛋白酶抑制剂相对于 Ｈ１受体阻断剂发

挥更优势的作用。可能的原因还包括ＣＰ同时伴有

胰蛋白酶等其他的蛋白酶抑制剂作用产物增加。

　　本研究通过 ＣＰ胰腺标本孵育上清行足底注

射，观察到ＣＰ微环境变化后所产生的炎性介质对

周围神经的直接敏化作用，且 Ｈ１阻断剂或蛋白酶抑

制剂可部分逆转这一作用。这些发现表明，组胺和

类胰蛋白酶在ＣＰ周围神经敏化的发生和维持中起着

重要作用。本研究的局限在于实验中足底注射直接

反映躯体疼痛而非上清对内脏神经的作用，且治疗药
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物的作用仅限于足底局部，全身用药对ＣＰ疼痛的治

疗效果尚不明确。由于组胺和类胰蛋白酶都是肥大

细胞特异性的释放产物，因此抗肥大细胞治疗或肥大

细胞稳定剂的临床应用是我们进一步的研究方向。
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