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目的
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探讨细胞凋亡在急性胰腺炎炎症中的作用及受体相互作用蛋白"
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$的调控作用%方法
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组(对照组&急性水肿性胰腺炎"

3VX
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次!另注射
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次脂多糖"

$8H
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$'对照组注射等量生理盐水
-

次%末端脱氧核苷酸转移酶介导

的
!h;X

原位切口末端标记法观察胰腺腺泡细胞凋亡!实时荧光定量
X7:

法检测
:4X$H:̀ 3

的表达!蛋白质免疫印迹法检测

:4X$

蛋白的表达%结果
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成功建立
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及
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小鼠模型%与对照组比较!
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个胰腺炎模型组均存在细胞凋亡!且与
3VX

组比

较!
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组小鼠细胞凋亡减少!差异有统计学意义"
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$%与对照组比较!

3VX

组
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及蛋白表达均升高!而
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参与急性胰腺炎的发病过程!可能与调控腺泡细胞凋亡有关%
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急性胰腺炎'水肿性胰腺炎'坏死性胰腺炎'细胞凋亡'受体相互作用蛋白
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急性胰腺炎是多种病因导致胰酶在胰腺内被激活后#引起

胰腺组织自身消化)水肿)出血甚至坏死的炎性反应*现有的

研究认为#实验性胰腺炎炎症程度与腺泡细胞的凋亡呈负相

关&
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*胰腺腺泡细胞的凋亡对于急性胰腺炎的临床转归是一

个有利的保护性反应&

1

'

*但胰腺腺泡细胞凋亡的调控机制尚

不明确*本研究建立急性水肿性胰腺炎$
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%小鼠模型#检测两种模型胰腺腺泡细胞凋亡及凋

亡调控基因受体相互作用蛋白$
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%在胰腺腺泡细胞的表达#进一步探讨细胞凋亡在胰腺炎

症中的作用及相关调控机制*
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材料与方法
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实验动物
!
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只雄性
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小鼠购自重庆腾鑫生物技术

有限公司#
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周龄#体质量
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!
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>&?
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仪器与试剂
!

雨蛙素和脂多糖均购自美国
5#

D

H>

公司#

血清淀粉酶和脂肪酶检测试剂盒均购自南京建成生物制品研
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及
5_6:QC<<,a>+=<Ca#F
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实时荧光定量
X7:

系统购自
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公司#荧光定量
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试剂盒购自日本
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末端脱氧核苷酸转移酶介导的
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原位切口末端标记

$

;h̀ VS

%试剂盒购自瑞士
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方法
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模型建立
!

急性胰腺炎动物模型的建立参考文献&
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将所有动物于实验前适应性喂养
$

周#术前禁食
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#自由饮

水*将
'%

只小鼠分为
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组!对照$
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组)

3̀ X

组*
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组小鼠腹腔注射雨蛙素
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组小鼠腹腔注射雨蛙素
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组腹腔注射与雨蛙素相同剂量的生理盐水#注射
-

次*
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标本收集和组织学检测
!

于最后
$

次注射后
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用

'9

戊巴比妥钠$

%&$HS

"

$%%

D

%行腹腔内注射麻醉#下腔静脉

抽取血液
%&8

!

$&%HS

#

'%%%C

"

H#,

离心
$%H#,

分离血浆#试

剂盒测定血清淀粉酶和脂肪酶含量*取胰腺组织#常规固定#

石蜡包埋#连续切片#苏木素
.

伊红$

ZV

%染色#行病理检查*
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;h̀ VS

法检测胰腺腺泡细胞凋亡
!

每只小鼠蜡块任

选
'

张切片#二甲苯脱蜡后#按照说明书测定细胞凋亡情况*

加
;h̀ VS

反应液#再加入转化剂
.Xe2

$

J",I<C=<C.Xe2

%#然

后与二氨基联苯胺$
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%反应显色#光学显微镜观察并计数*

;h̀ VS

阳性表达率
M

阳性表达细胞数"细胞总数
$̂%%9

*
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实时荧光定量
X7:

检测
:4XH:̀ 3

的表达
!

取胰腺

组织#每块
$JH

'

#迅速置于
U/%Y

冻存*引物序列#

:4X]

!

8l.

7QQQ;Q;73QQ33;7333;7.'l

#
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抽提试剂盒的操作步骤#取冻存胰

腺组织
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提取总
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#并利用紫外分光光度计对提取的

:̀ 3

浓度进行测定#并制备
J2̀ 3

*采用实时荧光定量
X7:

法检测
:4XH:̀ 3

*经过最后的循环后#用
X7:

扩增仪自带

软件进行荧光定量分析*实时荧光定量
X7:

检测结果使用比

较阈值法进行定量分析#分析方法采用
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蛋白质免疫印迹$
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%检测
:4X

蛋白在

胰腺组织的表达
!

按蛋白提取试剂盒说明书提取各组小鼠胰

腺组织总蛋白*蛋白浓度由二喹啉甲酸$

673

%蛋白浓度测定

试剂盒测定*对所提取的蛋白样品进行电泳)转膜)封闭后#加

入一抗#

0Y

孵育过夜*加入过氧化物酶$

Z:X

%标记的二抗#

电化学发光$

V7S

%法显色*用
fE>,=#=

G

e,<

软件测定各条带

的积分吸光度值*鼠单克隆抗体
.

.>J=#,

作为内参对照*
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统计学处理
!

采用
5X55$-&%

统计软件进行数据分析#

计量资料以
E\2

表示#多组间比较采用方差分析#组间两两比

较采用
S52.,

检验(以
!

$

%&%8

为差异有统计学意义*
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!

结
!!

果
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病理切片观察
!

3VX

组小鼠胰腺呈现典型
3VX

改变#

小叶间隙增宽)水肿)充血#有中性粒细胞和单核细胞浸润#腺

泡细胞肿胀#但小叶结构完好#未见明显出血坏死#部分细胞内

脂质空泡形成*

3̀ X

组小鼠胰腺组织结构破坏明显#小叶排

列紊乱#叶间有明显的炎性反应)水肿#小叶边缘区大量腺泡细

胞坏死#局部有融合性坏死灶#局部血管壁出血)坏死#脂肪组

织坏死*

7è

组病理切片未见明显异常*见图
$

*

?&?

!

各组血清淀粉酶及脂肪酶水平比较
!

3VX

组与
3̀ X

组

小鼠血清淀粉酶及脂肪酶水平较对照组均升高#差异均有统计

学意义$

!

$

%&%8

%(且
3̀ X

组小鼠血清淀粉酶及脂肪酶水平

均高于
3VX

组#差异均有统计学意义$

!

$

%&%8

%*见表
$

*
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各组胰腺组织凋亡率比较
!

;h̀ VS

法检测对小鼠胰腺

组织凋亡情况#凋亡细胞的核呈棕黄色#染色质凝聚)浓缩*与

对照组相比较#胰腺炎造模小鼠胰腺腺泡细胞凋亡增加#差异

有统计学意义$

!

$

%&%8

%(与
3VX

组比较#

3̀ X

组中
;h̀ VS

阳性表达细胞减少#差异有统计学意义$

!

$

%&%8

%*见图
1

*
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!

7è

组(

6

!

3VX

组(

7

!

3̀ X

组*

图
$
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各组小鼠胰腺病理学改变%

ZV

染色&

1̂%%

'

!!

3

!

7è

组(

6

!

3VX

组(

7

!

3̀ X

组*

图
1

!!

;h̀ VS

法检测各组小鼠胰腺腺泡细胞凋亡%
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染色&

1̂%%

'
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!

:4X$H:̀ 3

的表达
!

各组小鼠胰腺组织
:4X$H:̀ 3

表达水平#见图
'

*与对照组$

1.

##

7=

值为
$&%%

%比较#

3VX

组

胰腺组织
:4XH:̀ 3

表达水平$

1.

##

7=

值为
$&(%

%增加(

3̀ X

组小鼠胰腺组织
:4XH:̀ 3

表达$

1.

##
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值为
%&'%

%较
3VX

组减少*
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:4X$

蛋白的表达
!

各组胰腺组织
:4X

蛋白的表达#见图

0

*

3VX

组小鼠胰腺组织
:4X

蛋白表达较对照组明显增加(与

3VX

组比较#

3̀ X

组胰腺组织
:4X

蛋白的表达明显减少#差
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1%$)

年
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月第
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卷第
1$

期
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各组小鼠血清淀粉酶及脂肪酶
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水平比较%
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各组小鼠胰腺组织
:4X$H:̀ 3

表达

图
0

!!

各组小鼠胰腺组织
:4X$

蛋白的表达
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讨
!!

论
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急性胰腺炎临床病变程度轻重不等#轻者以胰腺水肿为

主#临床多见#病情常呈自限性#预后良好*而重症患者胰腺病

变常表现为出血坏死#临床经过凶险#死亡风险高*胰腺病理

变化的轻重程度和急性胰腺炎的临床表现密切相关#但是调控

胰腺炎症严重程度的具体因素尚不明确*本研究成功建立了

水肿型和坏死型两种急性胰腺炎小鼠模型#探讨这两种不同炎

症程度急性胰腺炎的可能影响因素*

腺泡细胞死亡是急性胰腺炎症过程中的重要病理特征#因

此探讨腺泡细胞死亡的机制具有重要意义&

0

'

*研究认为#腺泡

细胞的坏死和凋亡共同存在于急性胰腺炎的不同病理类型中*

凋亡是受调控的细胞自主的程序性死亡#胰腺腺泡细胞凋亡可

保护腺泡细胞损伤#并可减轻胰腺炎症程度&

8

'

*本研究发现#

3VX

小鼠胰腺腺泡细胞凋亡较
3̀ X

小鼠明显增多#显示胰腺

炎性病变的严重度和细胞凋亡呈负相关#诱导胰腺腺泡细胞的

凋亡可能在一定程度上减轻胰腺的炎症程度*

过去细胞坏死被视为不受信号调控的无序过程#而最近的

研究证实细胞坏死也存在程序性调控#称为程序性坏死*

:4X

是一种丝氨酸"苏氨酸蛋白激酶#在细胞的凋亡与存活)程序性

坏死等过程中发挥着关键性的作用&

)

'

*

:4X$

为
:4X

家族中的

第
$

个成员#其介导的细胞程序性坏死在调控细胞死亡中起重

要作用#抑制
:4X$

可以减轻坏死性细胞死亡#这已经被有关

脑出血)肝脏缺血再灌注)小肠缺血等体内和$或%体外的研究

所证实&

-./

'

*有关
:4X$

在胰腺炎中的作用#以往研究用雨蛙

素诱导胰腺炎#

:4X

水平和细胞坏死程度直接相关*

S#E

等&

(

'

通过体外实验也证实
:4X$

可介导细胞坏死*本研究则是分

别用雨蛙素及雨蛙素加脂多糖诱导不同的胰腺炎模型#探讨

:4X$

的表达情况*结果显示!

3VX

小鼠胰腺组织中
:4X$

H:̀ 3

及蛋白表达均较
3̀ X

小鼠明显增加#证实
:4X$

参与

了急性胰腺炎的发生)发展过程*相较于单独使用雨蛙素#加

用脂多糖后#基因水平和蛋白水平都证实
:4X$

表达明显降

低#说明脂多糖抑制了
:4X$

的表达*

有关坏死调控蛋白
:4X$

在胰腺炎中的具体作用机制#目

前尚不清楚*

_>"

等&

$%

'研究证实#

:4X$

通过调节死亡受体介

导巨噬细胞的自噬和凋亡*在胰腺癌细胞中敲除
:4X$

后#原

本对肿瘤坏死因子相关的凋亡诱导配体$

;:34S

%诱导凋亡抵

制的细胞变得对
;:34S

诱导凋亡异常的敏感#说明
:4X$

有

抑制细胞凋亡的作用&

$$

'

*

#̀O+<C<+A=

等&

$1

'也证实#抑制
:4X$

可减轻脂多糖诱导的细胞凋亡*其机制是#抑制
:4X$

发挥抗

炎效应#且增加了抗氧化活性&

$1

'

*结合本研究结果#

3VX

组小

鼠的细胞死亡以凋亡为主#坏死较少#而调控程序性死亡的

:4X$

却明显增加(

3̀ X

组小鼠的细胞死亡以坏死为主#凋亡

较少#此时
:4X$

却明显减少*造成这种差异的原因目前尚不

清楚#笔者推测可能是
3VX

过程中细胞坏死更多接受程序性

调控#而
3̀ X

可能以非程序性调控坏死为主*是否
:4X$

介

导的程序性死亡和细胞凋亡通过相互调控而发挥作用#其具体

的机制是后续研究关注的重点*
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内皮细胞产生的有丝分裂原#可以促进内皮细胞的增殖并调控

新生血管的形成*研究发现#

cVQ]

可以促进成年大鼠海马区

局部神经的新生并改善大鼠的认知功能#抑制
cVQ]

表达可

以阻断局部环境诱导的神经新生&

).-

'

*

62̀ ]

是中枢神经系统

内广泛存在的神经营养因子#在神经元的分化)发育)维持神经

元功能及修复等多发面发挥重要的作用#可以促进海马神经的

再生和学习记忆功能的恢复&

/

'

*

,<+=#,

主要在未分化和具有分裂能力的细胞中表达#在神

经系统中主要表达于神经干细胞$

,<EC>@+=<HJ<@@+

#

5̀7+

%#随

着
5̀7+

的分化#

,<+=#,

表达水平逐渐降低并于细胞成熟后停

止*因此#

,<+=#,

表达水平可以反应细胞的增殖水平&

(.$%

'

*在

手术后
$

周#

6

)

7

)

2

组大鼠
,<+=#,

水平较
3

组$假手术组%大

鼠明显升高#说明大鼠存在神经干细胞的增殖#随着细胞的分

化和成熟#大鼠
,<+=#,

表达水平下降*

既往研究发现#

cVQ]

和
62̀ ]

均可以促进
5̀7+

的增

殖#

cVQ]

的主要作用为早期促进中枢神经系统的神经干细胞

增殖&

$$

'

#而
62̀ ]

可以同时促进神经干细胞的增殖和分

化&

$1

'

*因此#

cVQ]

和
62̀ ]

在脑缺血大鼠认知功能的恢复

中发挥重要作用#均受
Xd3.7:V6

途径的调控&

$'

'

*

Q:V6

作

为一种核转录因子#其活化受
Xd3

的调控*

Q:V6

磷酸化形

式
L

Q:V6

与靶基因启动区
2̀ 3

序列结合#从而调节下游基

因的转录*

Xd3

抑制剂
.Z/(1Z7@

可以通过抑制
Q:V6

的活

化而抑制
cVQ]

和
62̀ ]

的表达&

$0.$8

'

*本次研究中#与
7

组

大鼠相比#

2

组大鼠的
cVQ]

)

62̀ ]

和认知功能均明显下降#

说明
;a5

可能通过调控
Xd3.Q:V6.62̀ ]

"

cVQ]

途径改善

大鼠的认知功能*但研究中#尽管
2

组大鼠的认知功能和

,<+=#,

表达水平明显低于
7

组#但仍高于
6

组#说明
Z/(1Z7@

不能完全阻断
;a5

引起大鼠
5̀7+

的增殖和分化#

;a5

还可

以通过其他机制促进脑缺血大鼠的认知功能恢复*具体机制

有待于进一步研究*

综上所述#低频
;a5

可以明显改善脑缺血大鼠的认知功

能#其作用与环磷腺苷效应元件结合蛋白及其下游基因

$

cVQ]

)

62̀ ]

%的表达有关*
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