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腺苷酸活化蛋白激酶在重症急性胰腺炎大鼠肠黏膜屏障损伤机制中的作用

游　扬，杨　歆，常　杏，邓盛瑜，李　静，杨仕明，凌贤龙　　（４０００３７重庆，第三军医大学新桥医院消化内科）

　　［摘要］　目的　探讨腺苷酸活化蛋白激酶（ＡＭＰａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）在重症急性胰腺
炎ＳＤ大鼠肠道紧密连接损伤中的作用。方法　 给予 ＳＤ大鼠腹腔注射不同剂量的２０％ Ｌ精氨酸溶
液，分别制备大鼠重症急性胰腺炎（ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ，ＳＡＰ）及轻症急性胰腺炎（ｍｉｌｄａｃｕｔｅ
ｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ，ＭＡＰ）模型，通过检测血清淀粉酶水平、胰腺病理改变以证实胰腺炎模型构建成功。对 ＳＡＰ
大鼠分别给予ＡＭＰＫ抑制剂ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ和谷氨酰胺灌胃处理，小肠组织切片染色观察大鼠小肠组织
损伤情况；ＦＩＴＣＤｅｘｔｒａｎ通透实验检测肠道通透性；免疫组化和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法分别检测肠黏膜细胞
αＳＮＡＰ、ＡＭＰＫ和紧密连接蛋白ｏｃｃｌｕｄｉｎ的表达情况。结果 　病理切片证实胰腺炎模型构建成功，并且
抑制ＡＭＰＫ后明显降低重症急性胰腺炎的病理损伤；ＳＡＰ大鼠肠黏膜损伤明显，而加入 ＡＭＰＫ抑制剂
ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ或肠黏膜保护剂谷氨酰胺可明显抑制 ＳＡＰ大鼠肠黏膜损伤；ＳＡＰ组建模４８ｈ（４１０．２５±
７８０）的肠道通透性相对于对照组（０．５１±０．６１）显著增强（Ｐ＜０．０５），而加入 ＡＭＰＫ抑制剂 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｃ４８ｈ的Ｃｏｍ组（３７２．９５±９．３３）或肠黏膜保护剂谷氨酰胺的 Ｇｌｎ组（３６７．９３±１８．９０）（Ｐ＜０．０５），可
明显降低ＳＡＰ大鼠肠道通透性；重症急性胰腺炎时，αＳＮＡＰ表达下调（Ｐ＜０．０５），而ＡＭＰＫ表达明显增
强（Ｐ＜０．０５），加入ＡＭＰＫ抑制剂可以明显上调 ｏｃｃｌｕｄｉｎ的表达（Ｐ＜０．０１），提示 ＡＭＰＫ对 ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋
白存在负性调控。结论　 ＡＭＰＫ信号在大鼠重症急性胰腺炎肠黏膜损伤中过度活化，可通过负性调控
ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白的表达导致肠黏膜损伤，从而促进肠黏膜通透性增强。
　　［关键词］　 重症急性胰腺炎；腺苷酸活化蛋白激酶；肠屏障；ｏｃｃｌｕｄｉｎ；紧密连接
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ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｉｎＳＡＰｒａｔｓ（Ｐ＜０．０５）．ＩｎＳＡＰｒａｔｓ，ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆαＳＮＡＰｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５），ｗｈｉｌｅｔｈａｔｏｆＡＭＰＫｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｏｂｖｉｏｕｓｌｙ（Ｐ＜
００５）．ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＡＭＰＫｇｒｅａｔｌｙｅｎｈａｎｃｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｏｃｃｌｕｄｉｎ（Ｐ＜０．０５），ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇａｎｅｇａｔｉｖｅ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＡＭＰＫａｎｄｏｃｃｌｕｄｉｎ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＡＭＰＫｓｉｇｎａｌｉｓｏｖｅｒａｃｔｉｖａｔｅｄｉｎｔｈｅｄａｍａｇｅｏｆ
ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｕｃｏｓａｉｎＳＡＰｒａｔｓ，ａｎｄｅｘｅｒｔｓｎｅｇａｔｉｖｅｍｏｄｕｌａｔｉｏｎｏｎｏｃｃｌｕｄｉｎｔｏｉｎｄｕｃｅｔｈｅｄａｍａｇｅ，ａｎｄｔｈｕｓ
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　　重症急性胰腺炎（ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ，ＳＡＰ）
起病急、进展快、病死率高，早期即可诱发全身炎症反

应综合征（ｓｙｓｔｅｍｉｃｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｓｙｎｄｒｏｍｅ，
ＳＩＲＳ）和多器官功能障碍综合征 （ｍｕｌｔｉｐｌｅｏｒｇａｎ
ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＭＯＤＳ）等严重并发症。研究表
明，ＳＡＰ早期除了胰腺局部损伤外，同时伴随大量细胞
因子产生、激活和释放，造成肠道紧密连接相关蛋白

ｏｃｃｌｕｄｉｎ等表达下降［１－２］，促使肠道通透性增加，肠源

性感染加重，诱发和加重全身并发症 ［３－４］。

　　可溶性ＮＳＦ附着蛋白α（ａｌｐｈａｓｏｌｕｂｌｅＮＳＦａｔｔａｃｈ
ｍｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｓ，αＳＮＡＰ）蛋白已被证实可调节包括
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白在内的肠道紧密连接蛋白的表达，从而
调节上皮细胞间顶端连接和紧密连接的分解与重建，

最终影响肠道通透性［５－７］。腺苷酸活化蛋白激酶

（ＡＭＰａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）是一种真核细
胞中高度保守的丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶，在体内发挥
重要的调控作用［８－１０］。已有实验证实 ＡＭＰＫ可被
αＳＮＡＰ负性调节 ［１１］，但 ＡＭＰＫ在调控 ｏｃｃｌｕｄｉｎ表达
中的作用并不清楚。本研究拟通过构建重症急性胰腺

炎模型，通过给予 ＡＭＰＫ抑制剂，以阐明重症急性胰
腺炎时，ＡＭＰＫ可通过负性调控 ｏｃｃｌｕｄｉｎ的表达，而导
致肠黏膜损伤和肠黏膜屏障的损害，进而促进肠道通

透性增加，为重症急性胰腺炎肠道屏障的保护提供理

论依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物、试剂
　　实验动物用 ＳＤ大鼠３０只、雄性、６周龄，体质量
１８０～２２０ｇ／只，生产合格证号 ＳＹＸＫ（军）２０１２００１３，
购自第三军医大学新桥医院实验动物中心。Ｌ精氨
酸、Ｌ谷氨酰胺（Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司）；ＡＭＰＫ抑制剂 Ｃｏｍ
ｐｏｕｎｄＣ（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；ＴＮＦα、ＦＩＴＣＤｅｘｔｒａｎ（ＭＷ，
７００００Ｄａ）（Ｓｉｇｍａ公司）；兔抗 ｏｃｃｌｕｄｉｎ多克隆抗体、兔

抗 αＳＮＡＰ单克隆抗体、兔抗 ＡＭＰＫ单克隆抗体、
αＳＮＡＰ慢病毒质粒和表达载体（Ｏｒｉｇｅｎｅ公司）；鼠抗
ＧＡＰＤＨ单克隆抗体、蛋白提取试剂盒、ＢＣＡ蛋白定量
试剂盒（碧云天公司）；辣根过氧化物酶标记山羊抗兔

ｌｇＧ二抗、辣根过氧化物酶标记山羊抗鼠ｌｇＧ二抗、生物
素链霉卵白素免疫组化检测试剂盒（ＳＰ９０００）（北京
中杉金桥公司）。

１．２　实验分组与模型制备
　　ＳＡＰ实验大鼠模型制备参照 Ｍｏｌｅｒｏ等［１２－１３］描述

的方法，分别通过腹腔注射不同剂量的２０％浓度Ｌ精
氨酸溶液诱导轻、重症急性胰腺炎。将 ＳＤ大鼠３０只
随机分为５组，每组６只，分别为对照组、轻症急性胰
腺组、重症组急性胰腺炎（ＳＡＰ组）、ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ处理
组（重症Ｃｏｍ组）和谷氨酰胺处理组（重症Ｇｌｎ组），大
鼠诱导造模前禁食水１２ｈ。ＳＡＰ组、重症Ｃｏｍ组和重
症Ｇｌｎ组都诱导重症急性胰腺炎，均用制备的２０％ Ｌ
精氨酸溶液腹腔注射３次，每次间隔１ｈ，按照２．０ｇ／ｋｇ
体质量给药；轻症胰腺炎组（ＭＡＰ组）用２０％ Ｌ精氨
酸溶液腹腔注射１．０ｇ／ｋｇ体质量，方法同上；正常对
照组腹腔注射等量无菌生理盐水３次，方法同上。造
模成功后自由饮水、禁食。从最后１次注射后１２ｈ开
始灌胃给药［１４－１５］，重症Ｃｏｍ组给予ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ水溶
液２ｍＬ，浓度１０μｍｏｌ／Ｌ，８ｈ重复１次；重症Ｇｌｎ组给
予谷氨酰胺溶液２ｍＬ，浓度０．１６ｇ／ｍＬ，方法同上；对
照组给予等量生理盐水，方法同前。其间所有组给予

自由饮水，禁食。

１．３　观察指标
　　最后１次腹腔注射后２４ｈ和４８ｈ分别处死ＳＤ大
鼠，取大鼠胰腺和肠道组织，观察指标及方法如下。

１．３．１　血清淀粉酶和血钙　　心脏采血、分离血清，
检测血清淀粉酶活性和血钙浓度。

１．３．２　胰腺病理改变　　取胰腺中部胰体组织约
３ｇ，４％多聚甲醛溶液固定，ＨＥ染色，病理切片光镜下
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观察，按改进后 Ｓｃｈｍｉｄｔ标准［１６］进行评分以评价胰腺

病理改变。

１．３．３　肠黏膜病理学改变　　取末端回肠约５ｃｍ，
生理盐水轻柔冲洗，４％多聚甲醛溶液固定，ＨＥ染色，
病理切片光镜下观察。小肠黏膜损伤程度评估参照

Ｃｈｉｕ’ｓ［１７－１８］评分法。每个动物观察 １０个视野，评分
均数为小肠黏膜病理评分。

１．３．４　肠黏膜通透性检测　　大鼠离体肠黏膜通透
性检测参照Ｎｅｖａｄｏ等［１９］的方法。取末端空肠约５ｃｍ
肠段，灌入 ２００μＬ浓度为 ４０ｍｇ／ｍＬ的 ＦＩＴＣＤｅｘｔｒａｎ
溶液后封闭两端。设定荧光强度标准曲线，检测肠囊

外溶液 ＦＩＴＣＤｅｘｔｒａｎ荧光强度。按照标准曲线换算率
计算出２０ｍＬ生理盐水内总的 ＦＩＴＣＤｅｘｔｒａｎ量，即反
映肠黏膜通透性的变化［２０］。

１．３．５　免疫组化检查肠黏膜蛋白表达　　取末端回
肠约５ｃｍ，生理盐水轻柔冲洗，４％多聚甲醛溶液固定
后石蜡切片。将切片分为每组３张，按照 ＳＰ９０００试
剂盒操作步骤，分别加载兔抗 αＳＮＡＰ抗体（１∶１００）、
兔抗 ＡＭＰＫ抗体（１∶１００）和兔抗 ｏｃｃｌｕｄｉｎ抗体
（１∶２００）孵育。光镜下观察并分析结果。
１．３．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 αＳＮＡＰ、ＡＭＰＫ和 ｏｃｃｌｕｄｉｎ
蛋白表达　　取各组 ＳＤ大鼠末端空肠，刮取肠黏膜
组织。将适量新鲜肠黏膜组织剪碎，加入含 ＰＭＳＦ的
ＲＩＰＡ裂解液匀浆，低温裂解２０ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ取上
清即总蛋白。用 ＢＣＡ法测定蛋白浓度后，取５０ｍｇ蛋

白上样，经 １０％ ＳＤＳＰＡＧＥ分离胶电泳后转至 ＰＶＤＦ
膜上，５％脱脂奶粉封闭；分别加入兔抗 ｏｃｃｌｕｄｉｎ抗体
（１∶１０００）、兔抗 ＡＭＰＫ抗体（１∶５０００）和兔抗 αＳＮＡＰ
抗体（１∶５０００），４℃过夜；用 ＴＢＳＴ洗膜 １０ｍｉｎ×
３次，加入羊抗兔和羊抗鼠二抗，３７℃轻摇 １ｈ，ＴＢＳＴ
洗膜１０ｍｉｎ×３次；曝光后照相，采用 ＡｌｐｈａＶｉｅｗ软件
进行图像分析，以目的条带与 βａｃｔｉｎ光密度值之比表
示目的蛋白的相对表达量。

１．４　统计学处理
　　实验数据应用ＳＰＳＳ１８．０统计软件进行统计学处
理，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示；两组均数的比较采用 ｔ检
验；多组均数的比较采用单因素方差分析。

２　结果

２．１　病理学检查
　　大体上，ＳＡＰ组大鼠胰腺出血明显，肠道黏膜水
肿，腹腔积液；而 ＭＡＰ组大鼠胰腺仅见轻微充血（图
１）。光镜下显示：对照组胰腺组织未见明显病理改
变；ＭＡＰ组胰腺小叶排列较为松散，有轻微水肿，少量
炎性细胞浸润；ＳＡＰ组胰腺组织大片坏死，组织形态模
糊，炎性细胞浸润明显。重症 Ｃｏｍ组和重症 Ｇｌｎ组胰
腺病理改变相对于 ＳＡＰ组明显减轻 （图 ２）。
Ｓｃｈｍｉｄｔ［１６］评分：ＭＡＰ组与ＳＡＰ组在２４ｈ和４８ｈ均有
统计学差异（Ｐ＜０．０５）；ＳＡＰ组与重症 Ｃｏｍ组和重症
Ｇｌｎ组有统计学差异（Ｐ＜０．０５，表１）。
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Ａ：对照组；Ｂ：ＭＡＰ组；Ｃ：ＳＡＰ组；Ｄ：重症Ｃｏｍ组；Ｅ：重症Ｇｌｎ组
图１　各组大鼠急性胰腺炎造模４８ｈ后胰腺以及腹腔大体观
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Ａ：对照组；Ｂ：ＭＡＰ组；Ｃ：ＳＡＰ组；Ｄ：重症Ｃｏｍ组；Ｅ：重症Ｇｌｎ组
图２　各组急性胰腺炎大鼠４８ｈ胰腺组织病理变化　（ＨＥ×４００）

７７９　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（９）



!"

#

$

%

Ａ：对照组；Ｂ：ＭＡＰ组；Ｃ：ＳＡＰ组；Ｄ：重症Ｃｏｍ组；Ｅ：重症Ｇｌｎ组
图３　各组急性胰腺炎大鼠４８ｈ肠黏膜病理变化　（ＨＥ×４００）

表１　各组大鼠胰腺组织病理 Ｓｃｈｍｉｄｔ标准评分（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 ２４ｈ ４８ｈ

对照组 ０．１７±０．２６ ０．３３±０．４１

ＭＡＰ组 ７．００±０．６３ ６．９２±０．８１

ＳＡＰ组 １４．０８±０．８６ａ １４．６７±０．６８ａ

重症Ｃｏｍ组 １２．００±０．７１ａｂ １２．５０±０．７８ａｂ

重症Ｇｌｎ组 １２．６７±０．８８ａｂ １２．１７±０．８２ａｂ

ａ：Ｐ＜００１，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜００１，与ＳＡＰ组比较

２．２　肠黏膜病理学检查
　　光镜下，对照组肠黏膜未见明显损伤；ＭＡＰ组肠
绒毛轻微缩短，黏膜边缘轻微损伤；ＳＡＰ组肠黏膜内炎
症细胞浸润，绒毛形态不规则，破坏明显，黏膜糜烂坏

死，炎性渗出物及脱落坏死的肠黏膜上皮；重症 Ｃｏｍ
组与重症Ｇｌｎ组肠黏膜相对较完整，有少量坏死，肠绒
毛轻微缩短（图３）。肠组织病理评分按 Ｃｈｉｕ’ｓ标准
的评分：ＭＡＰ与ＳＡＰ组、ＳＡＰ组与重症 Ｃｏｍ组和重症
Ｇｌｎ组比较在２４ｈ和４８ｈ均有统计学差异（Ｐ＜０．０５，
表２）。

表２　各组大鼠小肠组织病理 Ｃｈｉｕ’ｓ标准评分（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 ２４ｈ ４８ｈ

对照组 １ １

ＭＡＰ组 １．８３±０．７５ ２．００±０．６３

ＳＡＰ组 ３．５０±０．５５ａ ４．３３±０．５２ａ

重症Ｃｏｍ组 ３．００±０．６３ａ ３．３３±０．５２ａｂ

重症Ｇｌｎ组 ３．００±０．６３ａ ３．５０±０．５５ａｃ

ａ：Ｐ＜００１，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜００１，ｃ：Ｐ＜００５，与
ＳＡＰ组比较

２．３　肠黏膜通透性
　　与对照组大鼠比较，ＳＡＰ组、重症 Ｃｏｍ组和重症
Ｇｌｎ组大鼠肠道通透性明显增加（Ｐ＜０．０５）。给予
ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ以及谷氨酰胺后，重症Ｃｏｍ组和重症Ｇｌｎ
组大鼠肠道通透性较ＳＡＰ组明显降低（Ｐ＜０．０５，表３）。

表３　各组大鼠肠黏膜屏障对ＦＩＴＣＤｅｘｔｒａｎ的通透性
（ｎ＝６，μｇ／２０ｍＬ，珋ｘ±ｓ）

组别 ２４ｈ ４８ｈ

对照组 ０．２２±０．１４ ０．５１±０．６１

ＭＡＰ组 ９９．５９±５．３４ １０２．４２±５．２６

ＳＡＰ组 ３９４．１７±１９．９３ａ ４１０．２５±７．８０ａ

重症Ｃｏｍ组 ３６３．００±１８．４５ａｂ ３７２．９５±９．３３ａｃ

重症Ｇｌｎ组 ３５１．０８±１７．６９ａｃ ３６７．９３±１８．９０ａｃ

ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．０１，与ＳＡＰ
组比较

２．４　免疫组化、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肠上皮组织αＳＮＡＰ、
ＡＭＰＫ和ｏｃｃｌｕｄｉｎ表达

　　４８ｈ大鼠肠黏膜组织免疫组化检测中，与对照组
相比，ＳＡＰ组 αＳＮＡＰ和 ｏｃｃｌｕｄｉｎ表达明显下降，而
ＡＭＰＫ表达明显增加；给予 ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ后，肠黏膜细
胞 αＳＮＡＰ表达无明显变化，ＡＭＰＫ表达受到抑制，
ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达增加，其中 ＡＭＰＫ表达于细胞核，
ｏｃｃｌｕｄｉｎ表达于细胞膜（图４）。用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测小
肠组织，也出现相同的表达趋势。与对照组αＳＮＡＰ比
较，ＳＡＰ组、重症 Ｃｏｍ组和重症 Ｇｌｎ组均有明显降低
（Ｐ＜００５），重症 Ｃｏｍ组相对 ＳＡＰ组表达增高（Ｐ＜
００５），重症 Ｇｌｎ组与 ＳＡＰ组间差异无统计学意义；
ＳＡＰ组的ＡＭＰＫ相对对照组明显增高（Ｐ＜０．０５），重
症Ｃｏｍ组和重症 Ｇｌｎ组相对于对照组差异均无统计
学意义，而重症Ｃｏｍ组（Ｐ＜０．０１）和重症 Ｇｌｎ组（Ｐ＜
０．０１）的 ＡＭＰＫ相对于 ＳＡＰ组降低；ＳＡＰ组相对于对
照组的ｏｃｃｌｕｄｉｎ表达降低（Ｐ＜０．０５），重症 Ｃｏｍ组和
重症 Ｇｌｎ组相对于对照组差异均无统计学意义，重症
Ｃｏｍ组（Ｐ＜０．０１）和重症Ｇｌｎ组（Ｐ＜０．０５）的ｏｃｃｌｕｄｉｎ
蛋白表达较ＳＡＰ组增高（图５）。结果提示：①αＳＮＡＰ
对ＡＭＰＫ蛋白负性调节；②使用 ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ后，肠黏
膜细胞中 ＡＭＰＫ的表达被抑制，ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达
增加。
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图４　免疫组化检测各组急性胰腺炎大鼠造模４８ｈ后肠黏膜αＳＮＡＰ、ＡＭＰＫ和ｏｃｃｌｕｄｉｎ的表达与分布　（ＳＰ×４００）

表４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组大鼠肠黏膜蛋白灰度值
变化（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 αＳＮＡＰ ＡＭＰＫ ｏｃｃｌｕｄｉｎ
对照组 １ １ １
ＭＡＰ组 ０．８１±０．０８ ０．９５±０．１４ １．０７±０．１８
ＳＡＰ组 ０．４９±０．１７ａ １．５６±０．２２ａ ０．５５±０．１８ａ

重症Ｃｏｍ组 ０．６５±０．１４ａｂ ０．６５±０．１８ｃ １．２２±０．２１ｃ

重症Ｇｌｎ组 ０．４８±０．１６ａ １．２２±０．２１ｃ ０．９５±０．１６ｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．０１，与ＳＡＰ
组比较
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１：对照组；２：ＭＡＰ组；３：ＳＡＰ组；４：重症Ｃｏｍ组；５：重症Ｇｌｎ组
图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肠上皮组织αＳＮＡＰ、ＡＭＰＫ和

ｏｃｃｌｕｄｉｎ表达

３　讨论

　　重症急性胰腺炎发病早期由于胰腺自身酶系的异
常激活、胰液对胰腺及其周围组织的自身消化，释放出

大量炎症细胞因子，引起肠黏膜损伤，肠道通透性增

高，诱发和加重ＳＩＲＳ和ＭＯＤＳ［３－４，２１］。
　　完整的肠屏障可以有效地阻止肠腔内细菌、毒素、
炎症因子等移位［２２］。与肠屏障关系最为密切的机械

屏障由肠上皮细胞间的紧密连接构成，它是由一系列

跨膜蛋白和外周蛋白相互作用而形成的一个复杂的蛋

白体系。ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白是构成细胞间紧密连接最重要
的蛋白质分子之一，其与细胞质中 ＺＯ１等蛋白结合形
成紧密连接的基本结构［５］。我们既往的研究［７］以及

本研究的结果都显示，ＳＡＰ大鼠肠黏膜受到不同程度
的损伤，肠道通透性升高，表明重症急性胰腺炎的确导

致肠道黏膜屏障的破坏，进而引起肠道通透性增高，肠

腔内的致病菌、毒素和炎症因子等入血，最终加重胰腺

炎及并发症的症状。

９７９　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（９）



　　肠道黏膜屏障损害的机制是什么呢？αＳＮＡＰ是一
种新型的膜融合蛋白，是 ＳＮＡＲＥ调节膜融合过程中
的重要受体，而 ＳＮＡＲＥ蛋白与上皮细胞间连接形成
和顶端基地细胞间极性的建立密切相关［７］。我们前

期的研究及本研究中均观察到，在 ＳＡＰ大鼠的小肠黏
膜中，αＳＮＡＰ表达下降的同时伴随 ｏｃｃｌｕｄｉｎ表达的降
低，肠道通透性的增加。提示重症急性胰腺炎时，肠上

皮细胞αＳＮＡＰ表达降低可能通过 ｏｃｃｌｕｄｉｎ的表达来
影响肠黏膜屏障功能，进而影响肠道通透性。

　　我们还观察到，ＡＭＰＫ的表达在重症急性胰腺炎
时有明显变化。ＡＭＰＫ作为细胞能量代谢的关键感受
器，在体内可感受多种状态下的能量变化，包括机体在

营养下降、激素、抗糖尿病药物和体育运动等应激条件

下，调节细胞内 ＡＭＰ／ＡＴＰ比例，促进细胞能量代
谢［２３－２４］。同时，活化的ＡＭＰＫ还可引起ｐ５３聚集和抑
制肿瘤细胞增殖［２５］。此外，还有文献［２６－２７］报道
ＡＭＰＫ在体内与线粒体功能和自噬等相关。本研究发
现 ＡＭＰＫ在重症急性胰腺炎肠黏膜细胞中表达明显
增加，而ＳＡＰ大鼠肠道αＳＮＡＰ和ｏｃｃｌｕｄｉｎ表达明显下
降。在给予ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ抑制 ＡＭＰＫ表达后，ｏｃｃｌｕｄｉｎ
蛋白表达增加，再给予肠黏膜保护剂谷氨酰胺后，

ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达亦增加。结果提示，ＡＭＰＫ可负性调
节ｏｃｃｌｕｄｉｎ的表达，从而实现对肠道通透性的调节。
　　Ｗａｎｇ等［１１］的研究已发现，αＳＮＡＰ可负性调控
ＡＭＰＫ的磷酸化活性。结合我们的研究结果，在 ＳＡＰ
大鼠肠道中，αＳＮＡＰ表达下降，负性调节 ＡＭＰＫ表达，
然后ＡＭＰＫ又负性调节 ｏｃｃｌｕｄｉｎ表达，从而实现对肠
道通透性的调节。在重症急性胰腺炎治疗中，通过改

善肠道通透性，阻断肠道有害物质入血，作为重症急性

胰腺炎早期治疗和临床症状缓解的重要方法，对肠屏

障调节的研究至关重要。但是，在重症急性胰腺炎时

哪些因素影响αＳＮＡＰ表达以及 ＡＭＰＫ在肠屏障调节
中的具体作用机制仍不清楚，还需进一步研究。
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