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·基础论著· 

急性胰腺炎大鼠肠上皮细胞 αSNAP 表达 
及其与肠黏膜通透性的关系 

陈代兴  李力力  颜婧  周源  杨歆  游扬  凌贤龙 

【摘要】  目的  探讨急性胰腺炎大鼠肠上皮细胞 αSNAP 表达及其与肠黏膜通透性的关系。方法  采
用逆行胰胆管注射 3.8%和 0.5%的牛黄胆酸钠溶液的方法制备重症急性胰腺炎模型和轻症急性胰腺炎模型。

并分别于 1 d、2 d、3 d 处死动物，比较各组的胰腺病理改变、肠黏膜病理改变；肠道通透性的变化以及肠

上皮 occludin 蛋白和 αSNAP 蛋白的表达状况。结果  SO 组胰腺组织无明显变化；肠绒毛形态正常；1 d、
2 d、3 d 肠组织病理评分（1∶1∶1）；SO 组血清 TNF-α、内毒素水平无明显变化；肠道通透性为 1 d，

（11.08±4.22）µg/20 ml；2 d，（8.31±1.74）µg/20 ml；3 d，（16.50±8.83）µg/20 ml。MAP 组胰腺小叶

排列松散、水肿，有少量炎性细胞浸润；1 d、2 d、3 d 肠组织病理评分分别为 1.500±0.54、1.88±0.35、
2.13±0.64；血清 TNF-α、内毒素水平轻微升高，肠道通透性轻微升高[1 d：（75.39±34.40）µg/20 ml；2 d：
（123.50±5.09）µg/20 ml；3 d：（66.11±9.48）µg/20 ml]。SAP 组胰腺组织坏死、大量炎症细胞浸润；肠

绒毛出现明显水肿、倒伏、萎缩，肠上皮细胞坏死、脱落，1 d、2 d、3 d 肠组织病理评分分别为 3.38±0.52、
4.13±0.84、5.13±0.84；SAP 组大鼠血清 TNF-α、内毒素水平明显升；肠道通透性明显升高 [1 d：
（379.34±25.38）µg/20 ml；2 d：（586.52±57.35）µg/20 ml；3 d：（489.76±105.36）µg/20 ml]；SAP 组

大鼠肠上皮细胞 occludin 和 αSNAP 蛋白表达明显下调。结论  急性胰腺炎早期，特别是 SAP，常伴随肠黏

膜通透性增加、血清 TNF-α 和内毒素水平提高，进一步诱发全身炎症反应综合征（SIRS）和多器官功能障

碍综合征（MODS）。肠上皮细胞 αSNAP 表达下调，进而导致 occludin 表达降低，进而引起肠黏膜屏障通

透性的增加，进一步诱发 SIRS 和 MODS。 

【关键词】  胰腺炎；  肠屏障；  大鼠 
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【Abstract】  Objective  To investigate the expression of αSNAP in rats with acute pancreatitis and its 
relationship with intestinal permeability. Methods  Seventy-two Sprague Dawley rats were randomized into 
groups of SO, MAP and SAP. MAP and SAP models of rats was induced by retrograde injection of sodium 
taurocholate into the biliopancreatic duct in a pressure- and volume-controlled manner over 10 min. All 
experimental animals were killed in 1 d, 2 d and 3 d for detecting pancreatic pathological condition, change of 
intestinal villi pathology and intestinal permeability, as well as the expression of occludin and αSNAP in the 
intestinal epithelial cells. Results  Pancreatic pathology of SO group showed that pancreatic tissue was normal; 
Intestinal villi morphology also was normal; intestinal pathology scores were 1∶1∶1; the level of serum TNF-α 
and endotoxin in the SO rats have no increase; Intestinal permeability in SO group [1 d: (11.08±4.22)µg/20 ml; 2 d: 
(8.31±1.74)µg/20 ml; 3 d: (16.50±8.83)µg/20 ml].Pancreatic pathology of MAP group showed that pancreatic 
lobule arranged loosely edema a few of inflammatory cells infiltrate; intestinal pathology scores were 1.500±0.54; 
1.88±0.35; 2.13±0.64; the level of serum TNF-α and endotoxin in the SO rats Moderately elevated; Intestinal 
permeability in SO group[1 d, (75.39±34.40)µg/20 ml; 2 d, (123.50±5.09)µg/20 ml; 3 d, (66.11±9.48)µg/20 ml]. 
Pancreatic pathology in SAP group showed that pancreatic tissue necrosis, a large amount of inflammatory cells 
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infiltrate; Intestinal villi marked edema, lodging, atrophy, intestinal epithelial cells necrosis and abscission in SAP 
rats; serum TNF-α and endotoxin in the SAP rats markedly elevated; Intestinal permeability in SAP group 
markedly elevated [1 d: (379.34±25.38)µg/20 ml; 2 d: (586.52±57.35)µg/20 ml; 3 d: (489.76±105.36)µg/20 ml]. 
Immunofluorescence and Western blot showed that compared with the SO, MAP groups, expression of occluding 
and αSNAP in rat intestinal epithelial cells were markedly downregulated in SAP group. Conclusions  In early 
stage of acute pancreatitis, particularly SAP, often associated with increased permeability of the intestinal 
epithelium, and serum levels of TNF-α and endotoxin levels are increased. αSNAP downregulation in intestinal 
epithelial cells might reduce occludin expression and cause increased permeability of the intestinal barrier, induced 
MODS and SIRS. 

【Key words】  Pancreatitis;  Intestinal barrier;  Rats  

 
急性胰腺炎（acute pancreatitis，AP）分为轻症急

性胰腺炎（mild acute pancreatitis，MAP）和重症急性

胰腺炎（severe acute pancreatitis，SAP）。作为临床常

见的急腹症，SAP 早期胰腺局部损伤的同时往往伴发

其他脏器功能障碍。肠道通透性增加、肠源性感染是

导致 SAP 死亡的主要原因之一。研究显示，SAP 时大

量细胞因子激活及内毒素造成机体毛细血管渗漏，肠黏

膜组织水肿、缺血、坏死，occludin 蛋白等表达下降[1-2]，

从而引起肠道屏障功能障碍、肠道细菌移位、内毒素

和炎性细胞因子进入血循环，诱发和加重全身炎症反

应综合征（systemic inflammatory response syndrome，
SIRS）和多器官功能障碍综合征（multiple organ 
dysfunction syndrome，MODS）[3-4]。 

Occludin 蛋白对维持肠上皮紧密连接基本结构和

功能起重要作用[5]；而 αSNAP（alpha soluble NSF- 
attachment proteins）为一种新型的膜融合蛋白，可调

节上皮细胞间顶端连接和紧密连接的分解与重建，进

而影响细胞的跨膜电阻，调节上皮细胞间的通透性[6]。

因此，研究 AP 时肠上皮通透性改变及其与 occludin
和 αSNAP 蛋白表达的关系，对 AP 肠黏膜屏障保护可

能具有重要意义。 

材料和方法 

一、实验动物与试剂 
SD 雄性大鼠购自第三军医大学新桥医院实验动

物中心，体重 220～250 g。牛黄胆酸钠（ sodium 
taurocholate）、FITC-Dextran（MW，71200 Da）购自

Sigma 公司。TNF-α、内毒素 ELISA 试剂盒购自 R&D
公司。兔抗 occludin 多克隆抗体、鼠抗 αSNAP 多克隆

抗体购自 Santa Cruz 公司。兔抗 β-actin 多克隆抗体、

蛋白提取试剂盒、BCA 蛋白定量试剂盒购自碧云天公

司。Alexa488-驴抗兔二抗、Alexa568-羊抗鼠二抗购

自 Invitrogen 公司。 
二、实验分组与模型制备 
AP 实验大鼠模型制备参照 Schmidt 等[7]方法并改

良：SD 大鼠术前禁食 12 h、禁水 6 h；1%戊巴比妥钠

30 mg/kg 腹腔麻醉，无菌条件下上腹正中切口进腹，

于十二指肠内侧见片状分布的胰腺；找到胆胰管，将

肝门部胆胰管用无损伤动脉夹夹闭。从胆胰管开口十

二指肠系膜缘对侧肠壁穿刺插入导管，导管进入肠腔

后对准膨大壶腹中心插入胆胰管约 1 cm，微量泵以

0.1 ml/min 速度推注 5%牛黄胆酸钠溶液 1 ml/kg，观察

10 min 后拔管；去除动脉夹，缝合十二指肠穿刺口并

关腹，即为 SAP 组模型。同法以 0.5%的牛黄胆酸钠溶

液制备 MAP 组模型。假手术组（Sham-operated group，
SO）仅翻动胰腺后关腹。大鼠清醒后自由饮水、禁食。 

三、观察指标 
手术完成后 1 d、2 d、3 d 分别处死 SD 大鼠，观

察指标及方法如下。 
1. 胰腺病理改变：取胰体中部腺组织 5 g，生理盐

水轻柔冲洗，4%多聚甲醛溶液固定。苏木精-伊红染色，

病理切片光镜下观察，按改进后 Schmidt 标准[7]进行评

分以评价胰腺病理改变。 
2. 肠黏膜病理学检查：取末端回肠 10 cm，4%多

聚甲醛溶液固定。苏木精-伊红染色，病理切片 100 倍

光镜下观察。小肠黏膜损伤程度评估参照 Chiu's[8]评分

法：0 分：正常黏膜；1 分：绒毛顶端上皮下间隙增大；

2 分：上皮层和固有层中度分离；3 分：绒毛两侧有大

量分离伴有部分绒毛顶端破损；4 分：绒毛破损伴有固

有层毛细血管大量暴露；5 分：固有层破坏、出血及溃

疡。每个动物观察 10 个视野，评分总和为小肠黏膜病

理评分。 
3. 肠黏膜通透性检测[9]：取距回盲部 4 cm 的末端

空肠 5 cm 后，生理盐水轻柔冲洗。将一端结扎封闭，

另一端灌入 200 µl 浓度为 40 mg/ml 的 FITC-Dextran
溶液后结扎。将肠段放入装有 20 ml 生理盐水的小杯

中，37 ℃摇动 60 min。将荧光强度的标准曲线设定为

0、10、20、30、40、50 µg/ml 梯度，检测取肠囊外溶

液 FITC-Dextran 荧光强度，换算为 µg/ml，计算出 20 ml
生理盐水内总的 FITC-Dextran 量，即反映肠黏膜通透
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性的变化。 
4. 血清 TNF-α、内毒素检测：腹主动脉取血，分

离血清，ELISA 法检测血清中 TNF-α、内毒素浓度。 
5. 免疫荧光检测肠黏膜 occludin 和 αSNAP 的分

布：取距回盲部 9 cm 的空肠 2 cm 后，生理盐水轻柔

冲洗，4%多聚甲醛（pH 7.45）固定 24 h 后，PBS 漂

洗，冰冻切片剂包埋，5 µm 连续切片。用 PBS 漂洗

5 min，以 0.1% TritonX-100 透明处理 10 min。PBS 漂

洗 3 遍后滴加 6%正常山羊血清，室温下封闭 1 h。弃

去山羊血清后，滴加兔抗 occludin 抗体（1∶50）和鼠

抗 αSNAP 抗体（1∶100），4 ℃冰箱孵育过夜，弃去

一抗，PBS 漂洗 3 遍，滴加 Alexa488-驴抗兔二抗（1∶
500），Alexa568-羊抗鼠二抗（1∶500），37 ℃孵育

1 h，PBS 洗去二抗，DAPI 染核 5 min，蒸馏水漂洗 3
遍，封片，激光共聚焦显微镜下观察 occludin 和 αSNAP
的分布。 

6. Western blot 检测 αSNAP 和 occludin 蛋白表达：

取各组 SD 大鼠末端空肠，刮取肠黏膜组织。将取新鲜

组织适量剪碎，加入预冷的裂解液匀浆，加入抽提试

剂，低温离心 30 min，上清即总蛋白。用 BCA 法测定

蛋白质浓度后，取 50 mg 蛋白上样，经 10% SDS- PAGE
分离胶电泳后转至 PVDF 膜上，脱脂奶粉封闭；分别

加入兔抗 occludin 抗体（1∶1000）和鼠抗 αSNAP 抗

体（1∶1000），4 ℃过夜；用 TBST 洗膜 10 min×3
次，加入羊抗兔和羊抗鼠二抗，37 ℃微摇 1 h，TBST
洗膜 10 min×3 次；曝光后照相，用 Alpha View 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。 
四、统计学处理 
应用 SPSS 17.0 统计软件进行统计学处理，计量资

料以均数±标准差（ sx ± ）表示；两组均数的比较用

t 检验；多组均数的比较采用单因素方差分析。P＜0.05
有显著性差异。 

结    果 

1. 胰腺病理学检查：光镜下 SO 组的胰腺组织未

见明显改变；MAP 组胰腺小叶排列松散、水肿，有少

量炎性细胞浸润，3 d 后最为显著；SAP 组胰腺组织大

片坏死，血管破裂出血，炎性细胞浸润明显，3 d 只见

坏死后留下的胰腺腺泡空泡和少量炎性细胞（图 1）。

胰腺病理评分按改进后 Schmidt 标准的评分：MAP、
SAP 组与 SO 组比较在 1 d、2 d、3 d 均有统计学差异

（P＜0.05）（表 1）。 
2. 肠黏膜病理学检查：光镜下 SO 组肠黏膜未见

明显损伤；MAP 组肠绒毛轻微缩短，其他未见明显改

变；SAP 组肠黏膜内炎症细胞浸润，间质水肿，绒毛

形态不规则，黏膜糜烂坏死，炎性渗出物及脱落坏死的

肠黏膜上皮。随着病程进展，以 3 d 最为显著（图 2）。

肠组织病理评分按 Chiu's 标准的评分：MAP、SAP 组

与 SO 组比较在 1 d、2 d、3 d 均有统计学差异（P＜0.05，
表 2）。 

表 1  各组大鼠胰腺组织病理 Schmidt 标准评分（ sx ± ） 

组别 鼠数 1 d 2 d 3 d 

SO 组 8 1.88±0.34b 2.09±0.26b 2.00±0.68b 

MAP 组 8 4.86±0.61ab 5.06±0.59ab 5.35±0.62ab 

SAP 组 8 10.63±0.51 12.95±0.39 13.91±0.45 

F 值  655.2 1246 896.3 

P 值  ＜0.0001 ＜0.0001 ＜0.0001 

注：与 SO 组比较，aP＜0.05；与 SAP 组比较，bP＜0.05 

表 2  各组大鼠肠黏膜病理 Chiu's 标准评分（ sx ± ） 

组别 鼠数 1 d 2 d 3 d 

SO 组 8 1b 1b 1b 

MAP 组 8 1.50±0.54ab 1.88±0.35ab 2.13±0.64ab 

SAP 组 8 3.38±0.52 4.13±0.84 5.13±0.84 

F 值  67.97 75.93 98.56 

P 值   ＜0.0001  ＜0.0001  ＜0.0001 

注：与 SO 组比较，aP＜0.05；与 SAP 组比较，bP＜0.05 
  

3. 肠黏膜通透性：MAP 组和 SAP 组肠道通透性

明显增加，MAP 组和 SAP 组在 2 d 的通透性达到顶峰，

其中 SAP 组比 MAP 组增加更为显著（P＜0.05，表 3）。 

表 3  各组大鼠肠黏膜屏障对 FITC-Dextran 的 
通透性（µg/20 ml， sx ± ） 

组别 鼠数 1 d 2 d 3 d 

SO 组 8 11.08±4.22b 8.31±1.74b 16.50±8.83b 

MAP 组 8 75.39±34.40ab 123.50±5.09ab 66.11±9.48ab 

SAP 组 8 379.34±25.38 586.52±57.35 489.76±105.36 

F 值  628.4 846.8 180.1 

P 值  ＜0.0001 ＜0.0001 ＜0.0001 

注：与 SO 组比较，aP＜0.05；与 SAP 组比较，b P＜0.05 
  

4. 血清 TNF-α、内毒素检测：MAP 组和 SAP 组

血清 TNF-α、内毒素浓度明显增加，SAP 组更加明显。

血清 TNF-α 水平在 2 d 时达到顶峰，3 d 时相对降低；

而 SAP 组的血清内毒素水平在 1 d 即达到顶峰，随之

开始降低，各组之间在各时相点均有统计学差异（P
＜0.05，表 4，5）。 

5. 免疫荧光检测 occludin 和 αSNAP 分布：SO 组

肠绒毛形态完好，肠上皮的 occludin 和 αSNAP 表达无

明显改变；MAP 组肠绒毛轻微缩短，3 d 时肠上皮的

occludin 和 αSNAP 表达减弱；SAP 组肠绒毛形态不规 
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表 4  各组大鼠血清 TNF-α 水平（pg/ml， sx ± ） 

组别 鼠数 1 d 2 d 3 d 

SO 组 8 11.59±5.55b 17.64±5.75b 14.11±4.83b 

MAP 组 8 55.43±9.62ab 86.77±22.31ab 38.26±10.93ab 

SAP 组 8 174.76±35.50 203.96±60.54 119.02±29.20 

F 值  123.6 50.73 72.77 

P 值  ＜0.0001 ＜0.0001 ＜0.0001 

注：与 SO 组比较，aP＜0.05；与 SAP 组比较，b P＜0.05 

表 5  各组大鼠血清内毒素水平（pg/ml， sx ± ） 

组别 鼠数 1 d 2 d 3 d 

SO 组 8 9.53±7.92b 8.87±4.05b 8.65±5.03b 

MAP 组 8 
54.36±11.43a

b 
67.98±8.86ab 88.97±9.06ab 

SAP 组 8 208.15±24.47 197.51±22.99 137.18±31.70 

F 值  355.3 357.6 90.52 

P 值  ＜0.0001 ＜0.0001 ＜0.0001 
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注：与 SO 组比较，aP＜0.05；与 SAP 组比较，b P＜0.05 

则，明显萎缩，肠上皮细胞坏死、脱落，occludin 和

αSNAP 表达明显减弱（图 3）。 
6. Western blot检测肠上皮组织 occludin和αSNAP

表达：MAP组较SO组肠上皮细胞的occludin和αSNAP
表达水平轻微降低；而 SAP 组与 SO 组、MAP 组比较，

肠上皮细胞的 occludin 和 αSNAP 表达水平明显降低，

以 3 d 时最为显著。见图 4。  

讨    论 

急性胰腺炎为临床常见重症急症，特别是 SAP，
死亡率约 20%[10-11]。急性胰腺炎早期肠黏膜屏障损伤、

肠道细菌易位，进而引发肠源性感染和全身炎性反应

是死亡的主要原因。肠黏膜屏障由机械屏障、免疫屏

障、化学屏障和生物屏障四部分组成，其中机械屏障

能有效地阻止肠腔内细菌、毒素、炎症因子等移位[12]，

对维持肠黏膜屏障结构和功能有重要作用。 
本研究结果显示，急性胰腺炎时胰腺组织损伤的

程度与肠黏膜组织损伤的程度是平行的。特别是 SAP
时，肠黏膜通透性增加，血清内毒素水平升高。这与

Yasuda、Vasilescu 等[13-14]的报道结果是一致。SAP 时

产生的 TNF-α 增加，加重肠屏障损伤，导致肠道通透

性升高，进而引起血清内毒素升高，进一步诱发 SIRS
和 MODS。 

与肠黏膜屏障关系最为密切的机械屏障是由肠上

皮细胞间的紧密连接构成。紧密连接是由一系列跨膜

蛋白和外周蛋白相互作用而形成的一个复杂的蛋白体

系，能被多种因素所调控[15]。Occludin 蛋白作为紧密

连接最重要的蛋白质分子之一，其与胞质中 ZO1 等蛋

白结合形成紧密连接的基本结构，相邻上皮细胞通过

它进行连接，封闭细胞间隙。它的功能状态对上皮/内
皮通透性变化起着重要调控作用[16]。本研究结果显示，

当 SAP 组肠黏膜组织受损，肠屏障通透性增加，相应

地肠上皮细胞的 occludin 表达减少，提示：SAP 时肠

上皮 occludin 表达下调可能是肠道通透性增加的因素

之一[17]。但 occludin 蛋白在肠黏膜屏障损害中的作用

及是否有其他重要的调节途径尚需进一步探讨[18]。 
αSNAP（35 kD）是 Clary 等发现的一个新型膜

融合蛋白[19]，是 SNARE 调节囊泡融合的关键调控因

子[20-21]，在各种 SNARE 复合体的分解和回收中起重要

作用[22]。SNARE 蛋白与上皮细胞间连接形成和顶端-
基底细胞间极性的建立相关[23-24]。Naydenov 等[6]的研

究显示，αSNAP 调节上皮细胞间顶端连接和紧密连接

的分解与重建，进而影响细胞的跨膜电阻和上皮细胞

间的通透性。本研究发现，在 SAP 组中，随着肠上皮

细胞的 αSNAP 表达减少，肠黏膜屏障的通透性随之升

高，且与 occludin 的表达变化是平行的。提示：SAP
肠上皮细胞 αSNAP表达降低可能通过调节 occludin的
表达来影响肠黏膜屏障功能。 

通过对大鼠急性胰腺炎模型的研究，结果显示：

急性胰腺炎早期，特别是 SAP，常伴随肠黏膜通透性

增加、血清TNF-α和内毒素水平提高，进一步诱发SIRS
和 MODS。肠上皮细胞 αSNAP 表达下调，进而导致

occludin 表达降低，可能是引起肠黏膜屏障通透性的增

加的机制之一。 
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