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IRE1对重症急性胰腺炎大鼠淋巴细胞凋亡的作用研究
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摘 要:目的 探讨肌醇需求酶1(inositolrequiringenzyme1,IRE1)对重症急性胰腺炎(severeacutepancreatitis,SAP)
大鼠淋巴细胞凋亡的作用。方法 随机选取20只成年SD大鼠,分成假手术组(SO组,n=10)和重症急性胰腺炎组

(SAP组,n=10)两组。SO组大鼠开腹仅翻动胰腺后立即关腹,SAP组经胰胆管逆行注射5%牛磺胆酸钠法构建SAP
模型。分别于术后12h取材,HE染色观察胰腺组织病理损伤程度并进行评分,记录血清淀粉酶、脂肪酶结果,RT-qPCR
检测脾淋巴细胞IRE1mRNA、含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶-3(Caspase-3)mRNA表达情况,流式细胞术检测脾

淋巴细胞凋亡率。结果 与SO组比较,SAP组脾淋巴细胞IRE1mRNA、Caspase-3mRNA的表达明显升高,淋巴细胞

凋亡增加,IRE1表达与Caspase-3表达呈正相关,与脾淋巴细胞凋亡率呈正相关(P <0.05)。结论 IRE1高表达与

Caspase-3表达增高相关,可能是SAP淋巴细胞凋亡增加的原因。
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EffectofIRE1onlymphocyteapoptosisinratswithsevereacutepancreatitis
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  Abstract: Objective Toinvestigatetheeffectofinositolrequiringenzyme1(IRE1)onlymphocyteapop-
tosisinratswithsevereacutepancreatitis(SAP). Methods TwentyadultSDratswererandomlydividedin-
totwogroups:shamoperationgroup(SOgroup,n=10)andsevereacutepancreatitisgroup(SAPgroup,n=
10).IntheSOgroup,thepancreaswasturnedandtheabdomenwasclosedimmediatelyafterlaparotomy.In
theSAPgroup,5%sodiumtaurocholatewasretrogradeinjectedintothepancreaticbileducttoestablishSAP
models.Thesampleswerecollectedat12haftersurgery.HEstainingwasadoptedtoobservethepathological
damageofpancreatictissuesandscoreit.Serumamylaseandlipasewererecorded.RT-qPCRwasusedtode-
tectthemRNAexpressionsofIRE1andcysteine-containingCaspase-3inspleniclymphocytes.Theapoptotic
rateofspleniclymphocyteswasdetectedbyflowcytometry. Results ComparedwiththeSOgroup,theSAP
grouphadtheexpressionsofIRE1mRNAandCaspase-3mRNAsignificantlyincreasedinspleniclymphocytes
andlymphocyteapoptosisincreased.TheexpressionofIRE1waspositivelycorrelatedwiththeexpressionof
Caspase-3andwiththeapoptosisrateofspleniclymphocytes(P <0.05). Conclusion Highexpressionof
IRE1iscorrelatedwiththeincreasedexpressionofCaspase-3,whichmaybethereasonfortheincreasedapop-
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tosisofSAPlymphocytes.
  Keywords: severeacutepancreatitis;IRE1;Caspase-3;lymphocytes;apoptosis

  重症急性胰腺炎(severeacutepancreatitis,SAP)
是消化内科常见的急危重症,约占急性胰腺炎(acute
pancreatitis,AP)20%,该病起病凶险、并发症多、治疗

费用高、预后差、病死率高[1-2]。临床上SAP的早期表

现为全身炎症反应综合征(systemicinflammatoryre-
sponsesyndrome,SIRS),晚期常因继发感染导致多器

官功能障碍(multipleorgandysfunction,MODS)。有

研究发现淋巴细胞凋亡异常导致机体免疫失衡是

SAP患者继发感染及脓毒症的重要原因[3],但其分子

机制尚不清楚。最近研究发现肌醇需求酶1(inositol
requiringenzyme1,IRE1)参与了细胞凋亡的调节[4],
而IRE1是否参与SAP淋巴细胞凋亡的调节文献报

道较少。为明确IRE1在大鼠SAP淋巴细胞凋亡中

的作用,本研究应用逆行胰胆管注射牛磺胆酸钠诱导

SD大鼠SAP动物模型,RT-qPCR检测脾脏淋巴细胞

IRE1mRNA、Caspase-3mRNA的表达情况,流式细

胞术检测淋巴细胞凋亡,初步探讨IRE1对SAP大鼠

脾淋巴细胞凋亡的作用,为阐明SAP机体免疫失衡机

制,寻找干预和治疗SAP新靶点,提供可靠的理论依

据。
1 材料与方法

1.1 材料 20只体重控制在250~300g的成年SD
大鼠,牛磺胆酸钠(美国Sigma);大鼠淀粉酶和脂肪酶

测定试剂盒(北京冬歌博业生物科技有限公司);总
RNA提取试剂盒(上海闪晶分子生物科技有限公司);
FastkingRTKit(上海闪晶分子生物科技有限公司);
SYBRGreen(上海闪晶分子生物科技有限公司);PCR
引物IRE1、Caspase-3合成(上海捷倍思基因技术有

限公司);Anti-IRE1抗体、Anti-Caspase-3抗体(默克

生命科学);紫外分光光度计;罗氏LightCycler96实

时荧光定量PCR仪。
1.2 方法

1.2.1 动物分组 采用随机数字表法将20只大鼠随

机分为假手术组(SO组)、SAP组,每组10只。SO组

大鼠仅开腹翻动胰腺后关腹,SAP组大鼠在胰胆管逆

行注射5%牛磺胆酸钠0.1ml/100g构建SAP模

型[5]。
1.2.2 胰腺组织病理学及评分 按照Schmidt评分

细则及方法[6],胰腺组织石蜡包埋,超薄切片机切成4
微米/片,HE染色后,采用双盲法,转显微镜下由两名

病理医生进行阅片评分,随机选取5个400×视野/
片,进行观察以下4种病理状态:①水肿(edema);②
出血(hemorrhage);③坏死(necrosis);④炎症浸润

(inflammatoryinfiltration),这4种病理状态作为病

理损伤严重程度评分的参考依据,逐一进行评分,并做

好记录。
1.2.3 淀粉酶和脂肪酶检测方法 按照大鼠淀粉酶

和脂肪酶检测试剂盒说明书进行检测。
1.2.4 脾脏淋巴细胞分离 研磨脾脏组织,制备脾脏

组织单细胞悬液,加1×PBS或1640无血清培养液3
ml按照1∶1比例稀释;混匀,37℃水浴中平衡,吸取

脾脏组织单细胞悬液至淋巴细胞分离液液面上,置于

20℃,2000r/min水平离心机离心20min,吸取乳白

色淋巴细胞层,加入15ml离心管中,然后加入细胞洗

涤液10ml,混匀细胞,离心10min(转速1500r/
min),倒掉上清液,重复操作本步骤一次。将重悬的

细胞 转 移 到 平 皿 中,5%CO2 培 养 箱 中 设 定 温 度

37℃,进行培养60min,待单核细胞贴壁后,收集所需

的淋巴细胞悬液。
1.2.5 RT-qPCR 检 测 IRE1 mRNA、Caspase-3
mRNA 表 达 内 参β-actin引 物 序 列:F5′-GGGAAT
GGGTCAGAAGGACT-3′,R5′-CTTCTCCATGTCG
TCCCAGT-3′。IRE1序列:F5′-GGACTGCCTGGGT
CTTTGAT-3′,R5′-TGTGGGGTCAAACGCCTATT
-3′。Caspase-3序列:F5′-CTAGCTCCTAGTCTCTG
CTCCC-3′,R5′-TCCGTCCCCAATACGTGTCGAA
TGCA-3′。按照操作说明书,分别提取各组脾脏组织

的总RNA,采用紫外分光光度计检测OD260、OD280
其浓度。抽取2μg总 RNA采用逆转录法合成cD-
NA,将其存入-80℃冰箱。采用SYBRGreen扩增cD-
NA,并使用 PCR 仪检测。以β-actin分析IRE1和

Caspase-3的mRNA表达水平。每组设3个复孔进行

对照,利用2-△△CT法计算IRE1及 Caspase-3的 mR-
NA相对表达量。
1.2.6 流式细胞术检测淋巴细胞凋亡 分离好的淋

巴细胞悬液,采用低温PBS重复洗涤细胞,细胞用1×
BindingBuffer调为1×106/ml,吸取100μl淋巴细胞

悬液转移至5ml流式管中,各加入5μlPI和5μl
AnnexinV-FITC,缓慢混匀细胞悬液,孵育(条件为:
室温25℃,避光15min),将400μl1×BindingBuffer
加入每个流式管,上机检测。
1.3 统计学方法 应用统计学软件GraphPadPrism
8.0.2及SPSS23.0对实验数据进行处理,进行正态

分布和方差齐性检验。符合正态分布的实验数据用

(췍x±s)表示,两组间比较采用独立样本t检验。P <
0.05为差异有统计学意义。线性相关分析采用Pear-
son相关分析法,P <0.05认为差异具有统计学意

义。
2 结果

2.1 大鼠胰腺病理评分 SO组胰腺腺泡结构清晰,
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无明显水肿,偶有炎性细胞浸润;SAP组胰腺腺泡高

度水肿,出现腺泡结构的破坏,可见间质内的红细胞渗

出和出血、坏死,血管损伤或血栓形成,间质水肿,间

隔模糊变宽,炎症反应明显,可见脂肪坏死,导管扩张,
腺泡细胞萎缩。按照Schmidt评分细则,SAP组与

SO组比较,胰腺病理组织学评分显著性增加,见表1。

表1 大鼠胰腺病理组织损伤评分

组别 n 水肿 炎症 出血 坏死 总分

SO组 10 0 0 0 0 0
SAP组 10 2.70±0.95 2.70±0.82 2.80±0.92 2.80±0.74 10.05±2.01

 注:表内计量资料数据以(췍x±s)表示。

2.2 大鼠的血清淀粉酶和脂肪酶水平 SAP组中大

鼠的血清淀粉酶和脂肪酶水平含量均显著升高,与SO
组相比,差异有统计学意义(P<0.001),见表2。

表2 大鼠的血清淀粉酶和脂肪酶水平含量  单位:U/L

组别 n 淀粉酶 脂肪酶

SO组 10 1146.99±87.11 36.54±4.12
SAP组 10 9490.40±275.79a 1996.68±59.68a

t 91.225 103.616
P <0.001 <0.001

 注:表内计量资料数据以(췍x±s)表示。

2.3 大鼠脾脏淋巴细胞IRE1、Caspase-3mRNA相

对表 达 量  SO 组 大 鼠 脾 脏 淋 巴 细 胞 中IRE1 、
Caspase-3mRNA相对表达量呈低表达,SAP组大鼠

中IRE1mRNA相对表达量显著升高,与SO组相比,
差异有统计学意义(P<0.05),见图1。

注:与SO组相比较,*:P<0.05。

图1 大鼠脾脏淋巴细胞中IRE1、

Caspase-3mRNA相对表达量

2.4 流式细胞术检测大鼠脾淋巴细胞凋亡情况 使

用二维散点图表示大鼠脾淋巴细胞凋亡率,以Annex-
in-VFITC为横坐标,PI为纵坐标,以阴性对照、PI单

染管和FITC单染管设定界限,把淋巴细胞分成:正常

活细胞(左下象限 Q4,Annexin-VFITC-、PI-);早
期凋亡细胞(右下象限 Q3,Annexin-VFITC+、PI
-);死亡细胞(右上象限 Q2,Annexin-VFITC+、PI
+)。SAP组脾淋巴细胞凋亡率与SO组比较,脾淋巴

细胞凋亡率升高(P<0.001),见表3、图2。

表3 实验大鼠脾血淋巴细胞凋亡率

组别 n 凋亡率/%

SO组 10 5.80±0.30
SAP组 10 12.49±0.33a

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与SO组相比,a:t
=47.436,P<0.001。

2.5 SAP大鼠脾淋巴细胞中IRE1与Caspase-3mR-
NA相对表达量相关分析 SAP组中脾脏淋巴细胞

IRE1mRNA与脾脏淋巴细胞Caspase-3mRNA相对

表达量呈正相关(r=0.884,P <0.05),提示脾脏淋

巴 细 胞 IRE1 mRNA 表 达 增 高,脾 脏 淋 巴 细 胞

Caspase-3mRNA水平随之上升,见图3。
2.6 SAP大鼠脾淋巴细胞中IRE1mRNA表达与凋

亡率的相关分析 SAP组中脾脏淋巴细胞IRE1mR-
NA与脾脏淋巴细胞凋亡率呈正相关(r=0.875,P
<0.05),显示脾淋巴细胞中IRE1表达的增高,脾脏

淋巴细胞凋亡率升高,见图4。
3 讨论

SAP是由胰腺的局部炎症引发严重的全身多器

官损害的疾病,它主要以致命的 MODS和SIRS为特

征[7]。尽管临床上大部分的SAP患者能够得到及时

诊断和必要的治疗,但治疗手段和方法的选择仍然十

分有限[8]。目前,SAP仍然是一个高发病率和死亡率

的消化系统疾病,据统计仅在欧洲SAP患者死亡率甚

至高达44%[9]。AP首先从无菌的局部炎症开始,诱
发SIRS,然后是代偿性抗炎反应综合征(compensato-
ryanti-inflammatoryresponsesyndrome,CARS),有
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SO组

SAP组

注:SO组淋巴细胞凋亡率(Q3:5.05%)

明显低于SAP组(Q3:12.40%)。

图2 流式细胞术检测实验大鼠脾淋巴细胞凋亡率

图3 SAP大鼠脾淋巴细胞中IRE1与Caspase-3
mRNA表达水平的相关性

图4 SAP大鼠脾淋巴细胞中IRE1与凋亡率的相关性

相关研究表明在SAP小鼠中SIRS和CARS可并行发

展[10],最终导致机体免疫抑制。SAP初期始于胰腺组

织的局部炎症,可导致多种胰腺外器官功能障碍的发

生,然而,潜在的机制仍不清楚[11]。研究表明淋巴细

胞大量凋亡导致SAP患者淋巴细胞亚群减少,是影响

机体产生免疫抑制的重要因素[5,12]。我们采用流式细

胞术检测SAP大鼠脾淋巴细胞凋亡率,结果发现SAP
淋巴细胞凋亡率增高,与前人的研究结果一致[13-14],提
示机体免疫功能受损。

内质网应激(endoplasmicreticulumstress,ERS)
是新近研究发现的调控细胞凋亡的信号转导通路[15]。
细胞应激是 AP等胰腺疾病发生的先决条件,当细胞

受到刺激时,内质网发生紊乱,且堆积着大量的错误/
未折叠蛋白质,引发未折叠蛋白反应(UPR)以保持内

质网稳态。但持续性内质网应激可诱发炎症,严重时

可致细胞凋亡,且与AP的细胞凋亡存在显著关系[16]。
越来越多的证据表明ERS是损伤胰腺腺泡细胞的早

期反应,是AP的发病机制之一[15]。
IRE1内质网应激信号途径,是启动的触发 UPR

的最保守的途径[17]。有文献报道AP通过IRE1通路

激活胰腺的ERS,IRE1、XBP1mRNA和蛋白水平显

著升高[4],而ERS可能通过胰腺腺泡细胞凋亡导致实

质损伤[18]。IRE1α内切酶是ERS的关键调控因子,控
制着肿瘤细胞的存活和凋亡。抑制IRE1α内切酶可

导致剪接XBP1的减少,从而降低癌细胞的增殖,增加

细胞的死亡[19]。通过抑制自适应的UPR反应信号通

路,IRE1还激活内质网应激通路,促进细胞死亡和胰

腺炎[20]。我们研究发现SAP大鼠脾淋巴细胞IRE1
表达明显升高,提示SAP时内质网IRE1途径激活,
IRE1可能参与SAP的发病,这与JiaG等[21]在其他

动物身上的研究结论相符,但是否与淋巴细胞凋亡相

关尚 不 明 确,因 此 我 们 进 一 步 检 测 了 脾 淋 巴 细 胞

Caspase-3表达,并进行了相关研究。
为明确IRE1与SAP淋巴细胞凋亡的关系,我们
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做了IRE1与Caspase-3表达及淋巴细胞凋亡率相关

性分析,结果显示SAP组中脾脏淋巴细胞中IRE1
mRNA表达增高,同时脾脏淋巴细胞Caspase-3mR-
NA水平及淋巴细胞凋亡率亦升高。进一步分析发

现,脾脏淋巴细胞IRE1mRNA表达水平与Caspase-3
mRNA表达水平呈正相关,IRE1mRNA与淋巴细胞

凋亡率呈正相关。综合以上分析,IRE1高表达,有可

能是在SAP中导致淋巴细胞凋亡增加的重要原因。
淋巴细胞是一种重要的炎性细胞,其表达水平通常代

表着炎症水平的高低。在SO组中,淋巴细胞的比例

低,凋亡水平低,正说明了SO组中淋巴细胞处于一个

良性的循环中。相反,淋巴细胞在SAP组中的高表达

与高凋亡,说明了淋巴细胞的生成与因抗炎所致的凋

亡,处于一个高速的循环之中。由于淋巴细胞能分泌

诸多炎性因子,炎性因子在SAP患者体内的蓄积,可
导致“炎症风暴”的产生,这是胰腺炎患者死亡最常见

的原因之一[22-23]。因此通过调控IRE1的表达,干预

淋巴细胞的凋亡,减少炎症因子的释放可能是SAP的

一个新的治疗思路。
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