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Abstract
AIM: To investigate the cytotoxic effects of seven 
different bile acids on pancreatic acinar AR42J 
cells by detecting the survival, necrosis and 
apoptosis of AR42J cells incubated with different 
bile acids.

METHODS: The effects of different bile acids 
on the survival of rat AR42J cells were detected 
by methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) assay. 
Cell morphological changes were observed by 
microscopy and fluorescence microscopy. Cell 

apoptosis and necrosis were determined by an-
nexin-V and propidium iodide double staining 
and flow cytometry. 

RESULTS: Cholic acid (CA), glycocholic acid 
(GCA), and glycodeoxycholic acid (GDCA) at 
doses ranging from 0.1 to 1.0 mmol/L had no 
cytotoxic effects on AR42J cells. Deoxycholic 
acid (DCA), chenodeoxycholic acid (CDCA) and 
lithocholic acid (LCA) at doses ≥ 0.3 mmol/L, 
and taurodeoxycholic acid (TDCA) at doses ≥ 
0.4 mmol/L induced cytotoxic effects on AR42J 
cells in a dose-dependent manner.  No signifi-
cant differences were noted in the apoptotic 
rate and necrotic rate between untreated AR42J 
cells and those treated with 0.8 mmol/L of CA 
(apoptotic rate: 1.2% vs 0.9%; necrotic rate: 1.0% 
vs 1.0%). The apoptotic rate and necrotic rate of 
AR42J cells treated with 0.4 mmol/L of DCA 
were 45.2% and 8.9%, respectively, while those 
treated with 0.8 mmol/L of DCA were 18.6% 
and 45.4%, respectively. 

CONCLUSION: Different bile acids exert differ-
ent cytotoxic effects on AR42J cells. Some bile 
acids induce the apoptosis and/or necrosis of 
AR42J cells in a dose-dependent manner. 

Key Words: AR42J cell; Bile acid; Acute pancreati-
tis; Acute biliary pancreatitis; Apoptosis; Necrosis
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摘要
目的: 探讨7种不同胆汁酸对AR42J胰腺腺泡
细胞的损伤作用, 检测在各种胆汁酸作用下胰
腺腺泡细胞的存活率和凋亡/坏死的改变.

方法: 以大鼠AR42J胰腺腺泡细胞系为研究
对象, 应用MTT法检测7种不同胆汁酸对细胞
存活率的影响和剂量与时间依赖性, 采用光学
显微镜和荧光显微镜观察细胞形态学改变与
凋亡/坏死的变化, 流式细胞术AV/PI双染法检
测细胞的凋亡/坏死率.  

®

■背景资料
急性胆源性胰腺
炎在我国发病率
较高, 占急性胰腺
炎的50%-80%, 而
其发病机制至今
未完全阐明, 重症
型临床救治非常
棘手.

■同行评议者
周晓东 ,  副教授 , 
南昌大学第一附
属医院消化内科
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结果: CA, GCA和GDCA在0.1-1.0 mmol/L
内对A R42J细胞不具有损伤作用; 而D C A, 
CDCA和LCA分别从0.3 mmol/L开始, TDCA
从0.4 mmol/L开始, 呈剂量依赖性对AR42J
细胞产生损伤作用. 0.8 mmol/L CA组细胞凋
亡率与坏死率同CON组无明显区别(1.2% vs  
0.9%; 1.0% vs  1.0%, 均P >0.05); 0.4 mmol/L 
DCA组细胞凋亡率和坏死率分别为45.2%和
8.9%;  0.8 mmol/L DCA组细胞凋亡率和坏死
率分别为18.6%和45.4%.

结论: 7种胆汁酸对AR42J细胞的损伤作用不
同, 主要表现为凋亡或/和坏死, 同剂量相关. 

关键词: AR42J细胞; 胆汁酸; 急性胰腺炎; 急性胆

源性胰腺炎; 凋亡; 坏死
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0  引言

急性胆源性胰腺炎(acute biliary pancreatitis, 
ABP)在我国发病率较高, 占急性胰腺炎(acute 
pancreatitis, AP)总数的50%-80%[1]. 目前普遍认

为, ABP是由于胆管炎症等病理因素使胆管内

压力升高, 胆汁通过共同通道反流入胰管, 激活

胰酶原, 导致胰腺自身消化而引起胰腺炎, 但其

确切的发病机制尚未完全明确[2-4]. 人们在20世
纪中期便利用胆胰管逆行性注射胆汁酸而成功

复制了AP动物模型, 该模型同AP的临床发病特

点和病理性改变均符合, 成为研究AP发病机制

和治疗的常用动物模型之一[5]. 正常人胆汁中

的胆汁酸(bile acid)按结构可分为两大类: 一类

为游离型胆汁酸, 包括胆酸(cholic acid, CA)、
脱氧胆酸(deoxycholic acid, DCA)、鹅脱氧胆

酸(chenodeoxy cholic acid, CDCA)和少量的石

胆酸(litho chalic acid, LCA). 另一类是上述游离

胆汁酸与甘氨酸或牛磺酸结合的产物、称结合

型胆汁酸. 主要包括甘氨胆酸(glycocholic acid, 
GCA)、甘氨鹅脱氧胆酸(glycochenodeoxycholic 
acid, GCDCA), 牛黄胆酸(taurocholic acid, TCA)
及牛黄脱氧胆酸(taurodeoxycholic acid, TDCA)
等. 有研究表明在胆汁淤积所致肝脏损害的病

理过程中胆汁酸的毒性作用起重要作用[6,7]. 刘
昌等[8]的研究显示胆汁中的胆酸对人胰腺癌细

胞PANC 1和MIAPaCa 2细胞株体外增殖有显著

抑制作用, 导致细胞表面微绒毛变短变疏, 细胞

内线粒体、粗面内质网发生空泡变性的改变, 
其抑制机制在于胆酸的细胞膜毒性作用. 然而

各种胆汁酸成分的细胞毒性作用是否相同, 特
别是对胰腺腺泡细胞具有怎样的作用, 还未见

相关的报道. 因此, 我们以大鼠AR42J胰腺腺泡

细胞系为研究对象, 选用人胆汁中4种游离胆汁

酸CA、DCA、CDCA和LCA, 及3种结合胆汁酸

TDCA、GDCA和GCA, 观察他们对细胞存活的

影响, 并进一步探讨胆汁酸诱导胰腺腺泡细胞

损伤的机制.

1  材料和方法

1.1 材料 AR42J大鼠胰腺腺泡细胞系, 购自中

科院上海细胞库. Ham's F12K培养基购自美国

Sigma-Aldrich公司, FBS购自美国Gibco公司; 
CA, DCA, GCA, LCA购自美国Alfa Aesar公司; 
CDCA, TDCA, GDCA购自美国Sigma-Aldrich公
司; MTT购自美国Sigma-Aldrich公司; 碘-淀粉法

淀粉酶活性检测试剂盒购自南京建成生物工程

研究所; Annexin V-FITC/PI细胞凋亡检测试剂盒

购自北京创根胜泰科技有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 大鼠胰腺腺泡细胞系AR42J细
胞于含200 mL/L的胎牛血清、100 kU/L青霉

素、100 mg/L链霉素的Ham's F12K培养液中, 在
37 ℃、50 mL/L CO2及饱和湿度的培养箱中培

养. 细胞每3-4 d换液1次, 用0.125%胰酶+0.02% 
EDTA消化, 以1∶3-1∶5传代1次. 
1.2.2 四甲基偶氮唑盐(MTT)实验检测胆汁酸对
AR42J细胞生长和增殖的影响: 取对数生长期

的AR42J细胞, 消化后成单个细胞悬液, 以2×
104/100 μL细胞密度接种96孔板, 24 h后换液, 设
立对照(CON)组, CA组, DCA组, GCA组, CDCA
组, TDCA组, GCDCA组和LCA组. 以上7个胆汁

酸处理组, 每组分别设立10个浓度梯度: 0.1、
0.2、0.3、0.4、0.5、0.6、0.7、0.8、0.9和1.0 
mmol/L. 每个浓度设3个复孔, 置于培养箱中培

养24 h后, 每孔加MTT溶液(5 g/L in PBS)10 μL, 
继续孵育4 h. 终止培养, 小心吸弃孔内培养上清

液, 每孔加150 μL DMSO, 振荡10 min, 使结晶物

充分融解. 选择490 nm波长, 应用酶标仪测定各

孔吸光度(A )值, 记录结果. 按以下公式计算细胞

存活率: 细胞存活率(%) = (实验组A值-空白组

/(对照组A值-空白组A值)×100%. 以检测胆汁

酸作用的浓度依赖性关系. 

■研发前沿
目前普遍认为急
性胰腺炎的始发
事件为胰腺腺泡
细胞的损伤, 胰腺
腺泡细胞凋亡与
坏死的发生及其
机制成为当前研
究的热点. 
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取对数生长期的AR42J细胞, 消化后成单个

细胞悬液, 以1×104/100 μL细胞密度接种96孔
板, 24 h后换液, 设立CON组和三个胆汁酸处理

组: CA组、DCA组和CDCA组, 各处理组胆汁酸

浓度为0.4 mmol/L, 各处理组按照以下培养时间

分为5个亚组: 12、24、36、48和60 h, 每组设3
个复孔, 于相应时间点应用MTT法测定各组细

胞存活率, 具体方法同上. 以检测胆汁酸作用的

时间依赖性关系. 
1.2.3 AV/PI双染色观察AR42J细胞凋亡/坏死的
改变: 磷脂酰丝氨酸(phosphatidylserine, PS)正
常位于细胞膜的内侧, 但在细胞凋亡的早期, PS
可从细胞膜的内侧翻转到细胞膜的表面, 暴露

在细胞外环境中. Annexin-V是一种相对分子质

量为35-36 kDa的Ca2+依赖性磷脂结合蛋白, 能
与PS高亲和力特异性结合. 碘化丙啶(propidine 
iodide, PI)是一种核酸染料, 他不能透过完整

的细胞膜 ,  但在凋亡中晚期的细胞和死细胞 , 
P I能够透过细胞膜而使细胞核红染 .  因此将

Annexin-V与PI匹配使用, 就可以将凋亡早晚期

的细胞以及死细胞区分开来. 取对数生长期的

AR42J细胞, 使其浓度为1×106/mL接种6孔板, 
分为4组, 分别为CON组, 0.8 mmol/L CA处理组, 
0.4 mmol/L DCA处理组和0.8 mmol/L DCA处理

组. 置于培养箱中培养24 h后, 消化收集细胞成

单细胞悬液. 收集细胞, 1 000 r/min离心5 min, 弃
上清. 用PBS洗2次, 1 000 r/min离心5 min. 用200 
μL的1×孵育缓冲液(Binding buffer)重悬细胞. 
分别加入10 μL Annexin V-FITC和10 μL碘化丙

啶(propidium iodide), 室温避光孵育15 min. 再加

入300 μL 1×孵育缓冲液重悬细胞, 离心后取细

胞沉淀涂片, 在荧光显微镜下观察. 正常活细胞

胞膜完整, 不能被荧光染色; 早期凋亡细胞胞膜

为绿色荧光(Annexin-V染色阳性); 晚期凋亡和

死细胞胞膜为绿色荧光, 胞核红色荧光(AV与PI
染色双阳性); 胞膜已破碎的坏死细胞为胞核红

色(PI染色阳性). 
1.2.4 流式细胞术检测细胞凋亡/坏死率: 取对数

生长期的1×106/mL AR42J细胞, 分为4组, CON
组, 0.8 mmol/L CA处理组, 0.4 mmol/L DCA处理

组和0.8 mmol/L DCA处理组. 置于培养箱中培

养24 h后, 消化收集细胞成单细胞悬液, 通过流

式细胞仪(FCM)采用Annexin-V/PI双染法对其进

行凋亡率和坏死率检测, 按照试剂盒说明书进

行操作.
统计学处理  采用SPSS12.0统计软件进行单

因素方差分析, 组间比较采用LSD法.

2  结果

2.1 各种胆汁酸对AR42J细胞作用的浓度依赖性
关系 CA, GCA和GDCA在浓度为0.1-1.0 mmol/L
内对AR42J细胞的存活率没有显著影响, 对细

胞的生长和存活没有损害作用; 而DCA, CDCA
和LCA分别从0.3 mmol/L浓度开始, TDCA从0.4 
mmol/L浓度开始, AR42J细胞的存活率明显下

降, 均显著抑制细胞的生长和存活, 具有细胞毒

作用, 且呈剂量依赖性增强(图1). 
2.2 胆汁酸对AR42J细胞损伤作用的时间依赖性
关系 0.4 mmol/L的CA在对AR42J细胞作用60 h
的时间内, 对细胞存活率没有明显的影响, 不损

伤细胞. 而DCA和CDCA对细胞作用12 h就使细

胞存活率下降, 24 h开始且随时间延长, 细胞存

活率下降越来越显著, 对AR42J细胞损伤的细胞

毒作用呈时间依赖性(图2). 
2.3 细胞损伤的形态学观察 在相差光学显微镜

下观察胆汁酸作用24 h的AR42J细胞变化. 发现

0.8 mmol/L CA组细胞同CON组相比细胞密度

和形态均无明显改变; 0.4 mmol/L DCA组和0.4 
mmol/L CDCA组细胞变化相似, 同CON组细胞

相比细胞密度明显降低, 出现较多悬浮的凋亡

细胞和死细胞; 0.8 mmol/L DCA组和0.8 mmol/L 
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图  2  胆汁酸作用不同时间对AR42J细胞存活率的影响. 
aP<0.05, bP<0.01 vs  CON组.

■相关报道
自从1901年Opie
提出“胆汁反流
共同通道学说”
以来, 人们对于胆
汁在胰腺炎发病
中的作用有了较
深入的认识, 相关
的动物模型研究
非常多. 系统深入
的细胞与分子水
平研究报道还不
多见. 
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CDCA组细胞变化相似, 同CON相比细胞密度更

低, 贴壁的活细胞很少, 出现大量悬浮的凋亡细

胞、死细胞和细胞碎片(图3). 在荧光显微镜下

进一步观察AR42J细胞在胆汁酸CA或DCA作用

24 h, 经Annexin-V/PI双染后, 凋亡与坏死的改

变. 发现0.8 mmol/L CA组细胞和CON组细胞相

同, 均未出现凋亡与坏死细胞; 0.4 mmol/L DCA
组细胞则出现较多的凋亡早期细胞和凋亡晚

期细胞(分别为胞膜绿色荧光和胞膜绿色荧光+
核红色荧光)和少量坏死细胞(核红色荧光); 0.8 
mmol/L DCA组细胞出现更多的坏死细胞和较

少的凋亡细胞(图4). 
2.4 胆汁酸诱导AR42J细胞凋亡率和坏死率的
改变 0.8 mmol/L CA组细胞凋亡率与坏死率

同CON组无明显区别(1.2% vs  0.9%; 1.0% vs  
1.0%); 0.4 mmol/L DCA组细胞凋亡率和坏死率

分别为45.2%和8.9%, 均明显高于CON组细胞; 
0.8 mmol/L DCA组细胞凋亡率为18.6%, 明显高

于CON组而低于0.4 mmol/L DCA组, 坏死率为

45.4%, 明显高于CON组和0.4 mmol/L DCA组. 

3  讨论

A B P在我国占A P总数的一半以上, 在美国占

25%-45%, 但世界各地不同作者的病因统计结

果差别极大, 最低的仅为3%, 最高的达75%[4]. 
1901年Opie在1例死于AP患者的尸检中, 发现

一结石嵌塞于Vater壶腹, 因而表明结石嵌塞于

胆胰管共同通道末端使胆汁反流到胰管能引起

AP. 这一发现直到20世纪70年代中期才被接受, 
使ABP成为一个独立的疾病[9], 揭开了对其研究

的序幕. 此后, 尽管人们对ABP发病机制形成了

多种认识, 但还没有完全达成共识. 因其发病率

高、发病独特、重症型救治棘手死亡率高, 而
成为亟待攻克的难题. 

可以认为, 随胆汁异常反流入胰管的胆汁

酸, 造成胰腺腺泡细胞功能与结构损害是大多

数ABP发病的一个关键性因素. 人们在20世纪中

期便利用胆胰管逆行性注射胆汁酸而成功复制

了AP动物模型, 该模型同AP的临床发病特点和

病理性改变均符合, 成为研究AP发病机制和治

疗的常用动物模型之一[5,10,11]. 在此基础之上, 我

图   3   胆 汁 酸 对
A R 4 2 J 细 胞 生 长
与 增 殖 影 响 的 形
态学观察(×200) . 
A: CON组; B: 0.8 

mmol/L CA组; C: 

0.4 mmol/L DCA

组; D: 0.8 mmol/L 

DCA组 ;  E :  0 . 4 

mmo l / L  CDCA

组; F: 0.8 mmol/L 

CDCA组.

A B

C D

E F

■创新盘点
本研究从不同胆
汁酸成分对胰腺
腺泡细胞不同损
伤特点, 将为深入
探寻胆源性胰腺
炎的发病机制和
临床诊治措施提
供有益的线索. 
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们进一步深入研究各种胆汁酸成分对胰腺腺泡

细胞的损伤性作用和功能的影响. 大鼠AR42J胰
腺腺泡细胞系具有胰腺腺泡细胞的绝大多数功

能, 而成为进行AP体外实验研究的标准胰腺腺

泡细胞系[12-14]. 因此, 我们以大鼠AR42J胰腺腺

泡细胞系为研究对象, 选用人胆汁酸中4种主要

的游离胆汁酸CA、DCA、CDCA和LCA, 及3种
结合胆汁酸TDCA、GDCA和GCA, 观察他们对

细胞存活的影响, 并进一步探讨胆汁酸诱导胰

腺腺泡细胞损伤的机制. 
本研究证实了胆汁酸对胰腺腺泡细胞的直

接损伤性作用, 并首次对比研究了各种不同成

分的作用特点, 发现DCA、CDCA和LCA的细

胞毒作用最强, 0.3 mmol/L作用24 h即显著降低

细胞存活率; TDCA其次, 0.4 mmol/L作用24 h显
著降低细胞存活率; 而初级胆汁酸CA和甘氨结

合型胆汁酸(GCA、GDCA)则在0.1-1.0 mmol/L
浓度范围内作用24 h不具有细胞毒作用, 不影

响细胞的存活率. 显示次级胆汁酸和游离型胆

汁酸的细胞毒作用可能更强一些, 但又不是绝

对的, 同各种胆汁酸特异的结构和理化性质有

关. 胆汁酸具有表面活性作用, 因为他的分子结

构有两性, 一端为烷基, 具有亲油性, 可以和油

脂类结合; 另一端为羟基和羧基, 具有亲水性. 
因此, 体内胆汁酸最重要的功能是消化食物中

的脂肪和脂溶性物质(油溶性维生素和胆固醇

等). 另一方面, 胆汁酸具有多种毒性作用, 包括

细胞毒作用及急、慢性毒性作用[15]. 胆汁酸的

毒性作用在胆汁淤积所致肝脏损害的病理过程

中起重要作用[6,7]. 刘昌等[8]的研究显示胆汁中

的胆酸对人胰腺癌细胞PANC 1和MIAPaCa 2细
胞株体外增殖有显著抑制作用, 导致细胞表面

微绒毛变短变疏, 细胞内线粒体、粗面内质网

发生空泡变性的改变, 其抑制机制在于胆酸的

细胞膜毒性作用. 大量的研究表明, 胆汁酸作用

途径与作用效果具有多样性, 不仅依靠其“去

污性”溶解细胞膜导致细胞崩解坏死, 还可以

诱导细胞内基因表达的改变, 诱导肝癌细胞、

结肠癌细胞、卵巢癌细胞、食管癌细胞等多种

细胞发生凋亡[16-21]. 另有研究发现, 熊脱氧胆酸

(ursodeoxycholic acid)还具有对抗其他胆汁酸诱

导的细胞凋亡作用[22,23]. 
本研究继续深入探讨胆汁酸对胰腺腺泡细

胞的作用特点和功能影响, 发现DCA和CDCA对

细胞的损伤作用相同, 高浓度时主要表现为细

胞膜崩解、破碎, 细胞溶解坏死, 较低浓度时除

坏死外还表现为细胞凋亡的改变. 显示胆汁酸

对胰腺腺泡细胞的损伤作用呈现双重性, 与以

往的动物模型实验表现相符[24,25], 即低浓度胆汁

酸导致胰腺腺泡细胞凋亡较多而坏死较少, 病
情较轻, 反之则坏死较多凋亡较少, 病情较重. 
细胞凋亡是受基因调控的细胞自主的有序的死

亡, 包含了复杂的调控机制, 与细胞坏死有着本

质区别, 不引起炎症刺激. 
总之, 我们研究发现, 人胆汁酸内的7种成分

对大鼠AR42J胰腺腺泡细胞的损伤作用不同, 其
中DCA、CDCA、LCA和TDCA具有明显的细

胞毒作用, 在较低浓度时表现为凋亡和坏死, 较
高浓度时则主要表现为细胞坏死. 本研究将为

进一步揭示胆源性AP的发病机制和探寻防治措

施提供有益的启示. 
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■同行评价
本研究通过体外
实验比较分析了
胆汁酸的各种成
份对胰腺腺泡细
胞的毒性作用, 具
有一定的创新性
和可读性.
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