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摘要：目的 建立慢性胰腺炎性骨质疏松动物模型，分析慢性胰腺炎（ＣＰ）对小鼠骨质流失的影响及机制。 方法

４０ 只６～８ 周龄的昆明小鼠分为对照组（ｎ＝ ２０）和 ＣＰ 组（ｎ＝ ２０）。 腹腔注射 Ｌ⁃精氨酸构建 ＣＰ 小鼠模型；对照组注

射等量生理盐水。 分别在造模后第 ８ 周和第 １２ 周取材，ＨＥ 染色和 Ｍａｓｓｏｎ 染色观察小鼠胰腺的病理学改变；ｍｉｃｒｏ⁃
ＣＴ、ＨＥ 染色等观察小鼠骨质量及骨形态学改变；免疫组织化学染色检测骨形成标志 ＯＰＮ 和 Ｒｕｎｘ２ 蛋白表达；
ＥＬＩＳＡ 法检测小鼠粪便弹性蛋白酶⁃１、血清 ｖｉｔＤ、Ｃａ２＋和骨钙素的表达。 结果 与对照组相比，造模 ８ 周后 ＣＰ 组小

鼠胰腺实质结构出现萎缩、坏死，伴有大量炎细胞浸润且纤维化程度增加；股骨和胫骨的骨小梁密度下降，骨微结

构显著破坏，整体骨量下降（Ｐ＜０􀆰 ０５）；骨组织中骨形成标志蛋白 ＯＰＮ 和 Ｒｕｎｘ２ 表达显著下降（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 ＣＰ 组小

鼠粪便中粪便弹性蛋白酶⁃１、血清中 ｖｉｔＤ、Ｃａ２＋和骨钙素表达显著下降（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 随着造模时间延长至 １２ 周，上述

变化更显著。 结论 腹腔注射 Ｌ⁃精氨酸成功构建慢性胰腺炎性骨质疏松的小鼠模型，其病理机制与 ｖｉｔＤ 吸收障碍

导致骨形成减少相关。
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　 　 慢性胰腺炎（ｃｈｒｏｎｉｃ ｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ，ＣＰ）是胰腺实

质出现不可逆的损伤，其典型的临床表现可出现五

联征：腹痛、胰腺钙化、胰腺假性囊肿、脂肪泻及糖尿

病［１］。 流行病学调查显示近 ７０％的 ＣＰ 患者患有骨

质减少或骨质疏松症，发生低创伤性骨折的风险增

加［２⁃４］。 ２０２０ 年美国胃肠病学会发布的 ＣＰ 临床指

南虽已明确将骨质疏松症列为重要并发症，建议进

行骨密度筛查，但临床落实仍不理想［５］。
骨质疏松症发病的直接原因是由成骨细胞介

导的骨形成和由破骨细胞介导的骨吸收所维持的

平衡被打破，导致骨组织微结构破坏及骨量减少。
ＣＰ 患者具有多种可造成骨量降低的风险因素，包
括胰腺外分泌功能不全（ ｅｘｏｃｒｉｎｅ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｉｎｓｕｆｆｉ⁃
ｃｉｅｎｃｙ， ＥＰＩ）、脂溶性维生素缺乏、低体质指数、慢
性炎症、吸烟、喝酒和性腺机能减退等［６］ 。 然而，
慢性 胰 腺 炎 性 骨 质 疏 松 （ ｃｈｒｏｎｉｃ ｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ， ＣＰ⁃ＯＰ）确切的发病机制尚不

明确，而且目前多数研究局限于临床患者的数据

分析，尚缺乏成熟的动物模型。 本研究采用腹腔

注射精氨酸的方法构建 ＣＰ⁃ＯＰ 小鼠模型，并初步

探索 ＣＰ⁃ＯＰ 的发病机制，以期为胰⁃骨轴的实验研

究提供参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物：６ ～ ８ 周龄 ＳＰＦ 级雄性昆明小鼠，
体质量 ２８ ～ ３３ ｇ ［陕西中医药大学，许可证号为

ＳＹＫＸ⁃２０２６⁃００３］。 所有实验方案和程序均符合陕

西中医药大学实验动物伦理要求（动物伦理批号：

ＳＵＣＭＤＬ２０２４０３１１００７）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂：Ｌ⁃精氨酸（Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）；
ＨＥ 染色试剂盒和 Ｍａｓｓｏｎ 染色液（武汉博士德生物

工程有限公司）；Ｒｕｎｔ 相关转录因子 ２（ ｒｕｎｔ⁃ｒｅｌａｔｅｄ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ２，Ｒｕｎｘ２）抗体（Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司）；
骨桥蛋白 （ ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，ＯＰＮ） 抗体（武汉三鹰生物

技术有限公司）；ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （上海酶联生物科技

有限公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 小鼠的分组及处理：将小鼠按数字随机法分

成 ２ 组，每组 ２０ 只。 模型组小鼠腹腔注射 ２０％的

Ｌ⁃精氨酸，注射剂量为 ３ ｇ ／ ｋｇ，每天 ２ 次，间隔 １ ｈ，
每周 １ ｄ。 对照组小鼠注射等量的生理盐水。 正常

喂养，连续注射，分别在第 ８ 周和第 １２ 周取材。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＨＥ 和 Ｍａｓｓｏｎ 染色观察胰腺组织病理：小鼠

胰腺组织固定后，经脱水后石蜡包埋，取 ３ μｍ 厚的

切片。 ＨＥ 染色观察胰腺组织形态学改变，Ｍａｓｓｏｎ
染色观察胰腺组织纤维化程度。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 测定骨密度及骨微结构参数：小鼠

右侧胫骨用 ４％多聚甲醛固定 ４８ ｈ，ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 扫描后

进行分析和三维重建， 观察小鼠骨密度 （ ｂｏｎｅ
ｍｉｎｅｒａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ， ＢＭＤ）、骨体积分数 （ ｂｏｎｅ ｖｏｌｕｍｅ
ｆｒａｃｔｉｏｎ， ＢＶ ／ ＴＶ）、骨小梁厚度（ ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ，
Ｔｂ􀆰 Ｔｈ）和骨小梁数目（ ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｎｕｍｂｅｒ， Ｔｂ􀆰 Ｎ）的
变化情况。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＨＥ 观察骨组织病理：小鼠右侧股骨用 ４％
多聚甲醛固定 ４８ ｈ，ＥＤＴＡ 脱钙 １ 个月后包埋于石

蜡中，取 ５ μｍ 厚的冠状切片。 ＨＥ 染色观察骨组织

病理改变。

７７０１



基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ａｎｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２６􀆰 ４６（８）

１􀆰 ２􀆰 ５　 免疫组化法检测小鼠骨组织中 Ｒｕｎｘ２ 和

ＯＰＮ 阳性表达：小鼠股骨切片二甲苯脱蜡后，过氧

化氢灭活内源性酶，使用枸橼酸缓冲液进行抗原修

复，封闭后切片，分别与 Ｒｕｎｘ２ 和 ＯＰＮ 抗体孵育过

夜。 次日经 ＰＢＳ 冲洗后二抗染色 １ ｈ，ＤＡＢ 显色。
光学显微镜观察和拍照，采用 Ｉｍａｇｅ⁃ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 软

件测量切片平均吸光度（ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ， Ａ）。
１􀆰 ２􀆰 ６　 ＥＬＩＳＡ 法检测小鼠粪便 ＦＥ⁃１ 水平及血清骨

代谢指标水平：取小鼠粪便和血清，参照各自 ＥＬＩＳＡ
试剂盒说明书检测各组小鼠粪便中粪便弹性蛋白

酶⁃１（ｆｅｃａｌ ｅｌａｓｔａｓｅ⁃１， ＦＥ⁃１）及血清中 ｖｉｔＤ、钙和骨

钙素（ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ， ＢＧＰ）表达水平。
１􀆰 ３　 统计学分析

应用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 软件进行分析，计量

资料以均数±标准差（ｘ±ｓ） 表示。 两组间比较采用 ｔ
检验，每组实验重复 ３ 次以上。

２　 结果

２􀆰 １　 各组实验小鼠胰腺组织病理学变化和纤维化

程度

ＨＥ 染色显示，造模 ８ 周后，与对照组相比，
ＣＰ 组胰腺组织出现萎缩、坏死及大量炎细胞浸

润；造模 １２ 周后，胰腺损伤进一步加重，胰腺组

织实质结构大面积消失（图 １Ａ） 。 Ｍａｓｓｏｎ 染色显

示，造模时间越久，ＣＰ 组胰腺组织中胶原纤维表

达越高（图 １Ｂ） 。
２􀆰 ２　 各组实验小鼠骨微结构改变

图 ２Ａ 从上至下依次为 ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 扫描后各组小

鼠胫骨纵断面、横断面及横断面三维重建图。 结果

显示各组小鼠皮质骨厚度几乎不变；随着建模时间

的延长，ＣＰ 模型组小鼠骨小梁密度不断下降，结构

显著破坏，整体骨量下降（图 ２Ａ）。 图像定量分析

骨微结构参数，结果显示第 ８ 周时 ＢＭＤ、ＢＶ ／ ＴＶ 和

Ｔｂ􀆰 Ｎ 下降 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 造模 １２ 周时， ＣＰ 组的

ＢＭＤ、ＢＶ ／ ＴＶ、Ｔｂ􀆰 Ｔｈ 和 Ｔｂ􀆰 Ｎ 显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）
（图 ２Ｂ）。
２􀆰 ３　 各组实验小鼠骨形态学改变

ＨＥ 染色显示对照组骨小梁结构完整，排列整

齐；ＣＰ 组股骨体积和骨小梁数量明显减少，骨小梁

损伤，分布离散不规则，骨髓腔中脂肪细胞数量增

加。 造模 １２ 周时，ＣＰ 组小鼠骨组织上述病理学形

态改变更明显（图 ３）。
２􀆰 ４　 各组实验小鼠胰腺外分泌功能及血清骨形成

指标改变

ＦＥ⁃１ 反映胰腺分泌消化酶的能力，其水平与

ＥＰＩ 正相关。 ＥＬＩＳＡ 检测显示随着造模时间的延

长，ＣＰ 组小鼠粪便中 ＦＥ⁃１ 含量不断降低（Ｐ＜０􀆰 ０１）
（图 ４Ａ）。 血清骨形成指标检测发现，ＣＰ 组小鼠血

清中 ｖｉｔＤ、Ｃａ２＋ 和 ＢＧＰ 的表达水平显著降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）（图 ４Ｂ～Ｄ）。

Ａ􀆰 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ； Ｂ􀆰 Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ
图 １　 各组实验小鼠胰腺组织病理学变化和纤维化程度

Ｆｉｇ １　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ａｎｄ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

８７０１



李娜　 Ｌ⁃精氨酸诱发慢性胰腺炎性骨质疏松动物模型的建立及其机制

Ａ􀆰 ３Ｄ ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂｏｎｅ； Ｂ􀆰 ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｃｈａｒｔ ｏｆ ＢＭＤ， ＢＶ ／ ＴＶ， Ｔｂ􀆰 Ｔｈ ａｎｄ Ｔｂ􀆰 Ｎ ｉｎ ｍｉｃｅ，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＯＮ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ； ＢＭＤ􀆰 ｂｏｎｅ ｍｉｎｅｒａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ； ＢＶ ／ ＴＶ􀆰 ｂｏｎｅ ｖｏｌｕｍｅ ｆｒａｃｔｉｏｎ；
Ｔｂ􀆰 Ｔｈ􀆰 ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ； Ｔｂ􀆰 Ｎ􀆰 ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｎｕｍｂｅｒ．

图 ２　 各组实验小鼠骨微结构改变

Ｆｉｇ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｂｏｎｅ ｍｉｃｒｏａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｎ＝５）

图 ３　 各组实验小鼠骨形态学改变

Ｆｉｇ ３　 Ｂｏｎｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ５　 各组实验小鼠骨组织中骨形成指标表达

免疫组化染色显示，对照组骨组织中 ＯＰＮ 和

Ｒｕｎｘ２ 高表达，ＣＰ 模型组表达显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
随着造模时间延长，ＣＰ 模型组骨组织中 ＯＰＮ 和

Ｒｕｎｘ２ 表达下降更明显（Ｐ＜０􀆰 ０１）（图 ５）。

３　 讨论

近年来，研究表明 ＣＰ 和骨代谢之间具有密切关
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ａｎｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２６􀆰 ４６（８）

Ａ􀆰 ＦＥ⁃１ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｅｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ；Ｂ－Ｄ􀆰 ｖｉｔＤ， Ｃａ２＋ ａｎｄ ＢＧＰ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ； ∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１ ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ； ＦＥ⁃１􀆰 ｆｅｃａｌ ｅｌａｓｔａｓｅ⁃１；ｖｉｔＤ􀆰 ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ；ＢＧＰ􀆰 ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ．

图 ４　 各组实验小鼠胰腺外分泌功能改变及血清骨形成指标表达

Ｆｉｇ ４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｅｘｏｃｒｉｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｂｏｎｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
　 　 　 ｍｉｃｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｎ＝５）

Ａ􀆰 ＯＰＮ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ；Ｂ􀆰 Ｒｕｎｘ２ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ； ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１，
∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ．

图 ５　 各组实验小鼠骨组织中骨形成指标表达

Ｆｉｇ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｂｏｎｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ ｂｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｎ＝５）

联。 临床研究显示 ＣＰ 患者骨质疏松症的患病率可

达 ２３％～３９％，骨量减少的患病率高达 ４０％～７０％，椎
体骨折风险较健康人群增加 ２～４ 倍［４］。 但目前有关

ＣＰ 和骨质疏松症相关性的研究多来自临床报道，基

于动物模型的发病机制研究较少。 本研究采用长时

间、低剂量腹腔注射 Ｌ⁃精氨酸的方法，构建 ＣＰ⁃ＯＰ 小

鼠模型。 造模 ８ 周时，ＣＰ 小鼠已经开始出现骨密度

降低，骨微结构破坏及骨量减少的表现。 当连续造模
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１２ 周时，ＣＰ 小鼠的骨组织结构破坏更明显。 以上结

果证实本研究成功构建了 ＣＰ⁃ＯＰ 小鼠模型。 近期有

研究采用腹腔注射雨蛙素的方法构建 ＣＰ⁃ＯＰ 小鼠模

型，造模 ８ 周出现骨密度、骨小梁厚度和骨体积分数

显著降低的表现［７］，与本研究结果基本一致。 相比之

下，本研究使用腹腔注射 Ｌ⁃精氨酸的方法更简便，成
本较低（雨蛙素每周注射 ３ ｄ，每天 ６ 次；Ｌ⁃精氨酸每

周注射 １ ｄ，每天 ２ 次）；且最新研究提示 Ｌ⁃精氨酸法

与人 ＣＰ 的分子特征相似度更高（雨蛙素与人 ＣＰ 有

２％基因相似度，Ｌ⁃精氨酸为 ２２％），构建的 ＣＰ⁃ＯＰ 模

型与人类疾病更相似［８］。
慢性、系统性的炎症通过促进破骨细胞功能，加

速骨吸收引发骨质疏松，传统观点认为 ＣＰ 小鼠体

内大量炎症细胞因子的释放会促进骨丢失，从而诱

发骨质疏松［９］。 本研究基于 ＣＰ⁃ＯＰ 小鼠模型发现

ＣＰ 会破坏骨形成，导致骨代谢失衡。 ＢＧＰ、ＯＰＮ 和

Ｒｕｎｘ２ 是骨形成相关标志物。 造模 ８ 周和 １２ 周时，
ＥＬＩＳＡ 显示 ＣＰ 组小鼠血清中 ＢＧＰ 表达水平显著降

低，免疫组化染色显示 ＣＰ 组小鼠骨组织中 ＯＰＮ 和

Ｒｕｎｘ２ 表达水平显著降低。
ＣＰ 疾病进展过程中，腺泡和导管细胞逐渐破坏，

导致胰酶和碳酸氢盐分泌减少，最终导致消化、吸收

不良引起 ＥＰＩ。 轻度 ＥＰＩ 的症状主要与脂肪吸收不

良有关，包括腹胀、痉挛和胀气，而严重 ＥＰＩ 的症状包

括原因不明的体质量减轻和脂肪泻［１０］。 临床研究中

常用粪便中脂肪含量或 ＦＥ⁃１ 含量测定胰腺的外分泌

功能。 研究表明 ＣＰ 患者中 ＢＭＤ、骨矿物质含量的降

低与粪便中脂肪含量升高或 ＦＥ⁃１ 降低呈正相关［１１］。
ＥＰＩ 引起脂肪吸收不良，导致 ＣＰ 患者脂溶性维生素

吸收障碍。 研究表明 ＣＰ 患者的脂溶性维生素 Ａ、Ｄ、
Ｅ 和 Ｋ 水平显著降低，同时检测到血清中 ＢＧＰ 水平

降低［１２］。 本研究发现造模 ８ 周，ＣＰ 小鼠粪便中 ＦＥ⁃１
含量显著降低，血清中 ｖｉｔＤ 和 Ｃａ２＋含量显著降低；造
模 １２ 周时上述改变更明显。 提示 ＣＰ 进展过程中，
ＥＰＩ 加重促使脂溶性 ｖｉｔＤ 吸收不良，引起血钙减少，
导致骨形成减少，诱发骨质疏松。

综上所述，本研究通过长时间、低剂量腹腔注射

Ｌ⁃精氨酸的方法成功构建 ＣＰ⁃ＯＰ 小鼠模型，且初步

探索 ＣＰ 导致 ｖｉｔＤ 吸收障碍，抑制骨形成，诱发骨质

疏松的发病机制。 这不仅为深入探究 ＣＰ⁃ＯＰ 的发

病机制提供了动物模型，而且为胰⁃骨轴机制的深入

研究提供了参考。
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