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　　摘　要：目的　探讨Ｅ钙粘蛋白（Ｅｃａｄ）在急性胰腺炎中的表达及对其严重性的诊断价值。方法　２４只雄性ＳＤ大鼠随机均

分为对照组、轻症急性胰腺炎组（ＭＡＰ组）和重症急性胰腺炎组 （ＳＡＰ组）。通过腹腔注射Ｌ精氨酸造模，建模２４ｈ后测定血清

中淀粉酶活性及Ｅｃａｄ表达变化，胰腺组织进行病理组织学观察，蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测胰腺组织Ｅｃａｄ的蛋白表达。

结果　ＭＡＰ组和ＳＡＰ组胰腺病理评分、血清淀粉酶值明显高于对照组（犘＜０．０５），ＳＡＰ组与 ＭＡＰ组比较差异也有统计学意义

（犘＜０．０５）；血清Ｅｃａｄ酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测结果显示：ＭＡＰ组（１０２５．５０±１３１．３３）ｐｇ／ｍＬ和ＳＡＰ组（１５６１．７５±

１４４．８２）ｐｇ／ｍＬ均明显高于对照组（６２６．５０±７２．１２）ｐｇ／ｍＬ，且两组之间比较差异也有统计学意义（犘＜０．０５）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

胰腺组织中ＳＡＰ组Ｅｃａｄ表达强于对照组及 ＭＡＰ组。结论　Ｅｃａｄ在急性胰腺炎早期表达明显增高，对其严重性具有一定的诊

断价值。
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　　急性胰腺炎（ａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ，ＡＰ）是一种具有潜在严重

后果的常见疾病，尤其重症急性胰腺炎（ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉ

ｔｉｓ，ＳＡＰ）病情复杂，临床表现凶险，可导致胰外多器官的严重

损伤而致功能衰竭，病死率高［１２］。目前尚无单一的指标能在

发病早期（４８ｈ内）快速、准确、方便的预测急性胰腺炎的严重

程度［３］。Ｐｉｔｔａｒｄ等
［４］，Ｓｅｗｐａｕｌ等

［５］研究发现全身炎性反应和

ＡＰ患者中Ｅ钙粘蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ，Ｅｃａｄ）的表达明显增高，

且其表达增高在疾病早期即被发现。本实验通过建立轻症胰

腺炎（ｍｉｌｄｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓａｃｕｔｅ，ＭＡＰ）及ＳＡＰ的大鼠模型，通过

分析各组 Ｅｃａｄ表达情况，揭示 Ｅｃａｄ在 ＡＰ中的早期诊断

价值。

１　材料与方法

１．１　实验动物　雄性ＳＤ大鼠２４只，体质量１６０～１８０ｇ，清

洁级，购自浙江省实验动物中心，大鼠适应性饲养１周后进行

造模实验。大鼠随机均分为３组：对照组、轻症急性胰腺炎组

（ＭＡＰ组）、重症急性胰腺炎组（ＳＡＰ组）。大鼠实验前禁食１２

ｈ，通过Ｌ精氨酸腹腔注射造模（ＭＡＰ组为６％ Ｌ精氨酸，剂

量１ｇ·ｋｇ
１·次１；ＳＡＰ组为２０％ Ｌ精氨酸，剂量２．５ｇ·

ｋｇ
１·次１），共２次，间隔１ｈ，对照组注射等量生理盐水；造模

前后均自由饮水。

１．２　方法

１．２．１　主要试剂及试剂盒　Ｌ精氨酸、戊巴比妥钠（国药化学

试剂有限公司）；Ｅｃａｄ酶联免疫吸附剂测定（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄ

ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检测试剂盒（美国 ＧＢＤ公司）；

羊抗大鼠Ｅｃａｄ抗体（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）；ＥＣＬ显像试剂盒

（美国Ｐｉｅｒｓ公司）。

１．２．２　标本采集与检测　大鼠于成功造模２４ｈ后经２％戊巴

比妥钠溶液腹腔注射麻醉（５０ｍｇ／ｋｇ）。留取血清用于血淀粉

酶及ＥＬＩＳＡ检测。血清淀粉酶活性采用全自动生化分析仪测

定，血清Ｅｃａｄ表达按照ＥＬＩＳＡ说明书检测。留取大鼠的胰
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腺组织一部分用１０％中性甲醛固定２４～４８ｈ，石蜡包埋行病

理切片检查，另一部分液氮冻存用于提取蛋白。

１．２．３　胰腺组织病理学评分　苏木精伊红（ＨＥ）染色后，每

张切片随机选取１０个高倍镜视野，以水肿、感染、出血和坏死

评价胰腺组织损伤程度。具体参考Ｒｏｎｇｉｏｎｅ等
［６］的评分标准

进行病理评分，各项最低分为０分，最高分为４分，取各项评分

之和为最终得分。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测胰腺组织Ｅｃａｄ蛋白水平改变 　考

马斯亮蓝染色测定提取胰腺组织蛋白样品浓度并调整各上样

量至３０μｇ，加入２×上样缓冲液，煮沸５ｍｉｎ后取上清液在制

备好的１０％的十二烷基聚丙烯酰胺凝胶电脉（ＳＤＳＰＡＧＥ）上

（每份样品按顺序加至２个孔中）行垂直电泳分离。硝酸纤维

素膜电转移印迹。以含５％脱脂奶粉封闭，而后将膜从正中剪

开，一部分加入羊抗大鼠Ｅｃａｄ抗体（１∶１０００稀释），再以辣

根过氧化物酶耦联兔抗羊ＩｇＧ抗体（１∶２０００稀释）孵育；另外

一部分加入小鼠抗大鼠βａｃｔｉｎ（１∶１０００稀释），再以辣根过氧

化物酶耦联山羊抗小鼠ＩｇＧ抗体（１∶４０００稀释）孵育，以上各

步骤间用ＰＢＳＴ常温下充分洗膜，最后用增强化学发光法

（ＥＣＬ）显色。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，采用ＡＮＯＶＡ单因素方差分析，以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　胰腺等组织大体形态及病理学改变　ＳＡＰ组大鼠胰腺

组织出血坏死，部分见血性腹水，光镜示胰腺小叶轮廓破坏，间

质水肿，中性粒细胞和单核细胞浸润；ＭＡＰ组可见胰腺肿大，

胰腺周围少量脂肪坏死，光镜下可见部分胰腺组织明显小叶间

水肿，少量炎性细胞浸润，未见出血和腺泡细胞坏死；对照组大

鼠腹腔无渗出，胰腺无水肿，病理切片光镜下无明显改变。病

理评分：ＭＡＰ组（６．７５±２．１２）分和ＳＡＰ组（１０．３８±０．５６）分

明显高于对照组（１．７５±０．１６）分，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），且ＳＡＰ组与 ＭＡＰ组比较，ＳＡＰ组高于 ＭＡＰ组（犘＜

０．０５），见表１。

表１　　各组胰腺病理评分、血清淀粉酶和Ｅｃａｄ

　　比较情况（狓±狊，狀＝８）

组别 胰腺病理评分（分） 血清淀粉酶（Ｕ／Ｌ） Ｅｃａｄ（ｐｇ／ｍＬ）

对照组 １．７５±０．１６ ３０１．７５±２６．８９ ６２６．５０±７２．１２

ＭＡＰ组 ６．７５±２．１２ａ １００３．８３±１１１．５２ａ １０２５．５０±１３１．３３ａ

ＳＡＰ组 １０．３８±０．５６ａｂ １４９７．２９±３１９．５７ａｂ １５６１．７５±１４４．８２ａｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与 ＭＡＰ组比较。

图１　　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｅｃａｄ蛋白的表达

２．２　血清淀粉酶和Ｅｃａｄ表达水平　全自动生化分析仪检测

显示：血清淀粉酶值 ＭＡＰ组和ＳＡＰ组明显高于对照组，且

ＳＡＰ组与 ＭＡＰ组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。ＥＬＩＳＡ

检测血清Ｅｃａｄ结果显示 ＭＡＰ组和ＳＡＰ组均明显高于对照

组，且 ＳＡＰ组与 ＭＡＰ组比较差异也有统计学意义（犘＜

０．０５），见表１。

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测胰腺组织中Ｅｃａｄ蛋白的表达　与预

染蛋白 Ｍａｒｋ相对比，βａｃｔｉｎ和Ｅｃａｄ特异性免疫印迹条带的

相对分子量分别为４３×１０３ 和１２０×１０３（图１）。经电脑扫膜

其灰度示，ＳＡＰ组Ｅｃａｄ表达明显强于对照组及 ＭＡＰ组。

３　讨　　论

ＡＰ系多种病因导致胰酶在胰腺内被激活后消化自身胰

腺及其周围组织所引起的化学性炎性反应［７］；临床症状轻重不

一，轻者有胰腺水肿，重者胰腺发生坏死或出血，可出现休克和

腹膜炎甚至多器官功能障碍，病情凶险，病死率高［８］。近年来

ＡＰ的发病率呈增长趋势，虽然积极采取各种治疗方法，但病

死率仍高达２０％～３０％
［１］。由于血清淀粉酶高低不一定反映

病情轻重，临床胰腺病理取材困难等原因，ＡＰ的早期诊断、早

期治疗及疾病严重程度的早期判断仍然是亟待解决的难题。

由于发病因素较复杂，目前ＡＰ确切的发病机制尚未完全

阐明。Ｒｉｎｄｅｒｋｎｅｃｈｔ等
［９］提出的白细胞过度激活假说受到普

遍的认可，该假说认为异常激活的胰酶在造成胰腺损伤的同

时，激活了胰腺内的炎症细胞，使其释放炎症介质，而这些介质

进入血液循环激活了机体其他组织的炎症细胞，进一步释放大

量的炎症介质而产生一系列连锁反应促成全身炎性反应综合

征和多器官功能障碍综合征［１０］。Ｅｃａｄ是一个相对分子量为

１２０×１０３ 的钙依赖性细胞黏附分子，介导上皮细胞间黏附的

跨膜糖蛋白，在细胞外钙离子参与下介导同种亲和性细胞间的

黏附［１１］；Ｅｃａｄ的异常表达，导致细胞易去分化，细胞间连接松

散，易于脱落，并进一步诱导血管炎症细胞因子等生成，促进趋

化因子转移［１２１３］。Ｐｉｔｔａｒｄ等
［４］研究发现全身炎性反应综合征

患者可溶性Ｅｃａｄ的表达水平显著增高，更为重要的是，可溶

性Ｅｃａｄ显著增高在炎性反应早期即被发现。

本研究参照Ｃｚａｋó等
［１４］的急性胰腺炎造模方法的，腹腔

注射Ｌ精氨酸建立ＡＰ的大鼠模型，检测血清淀粉酶值和胰腺

病理，结果显示 ＭＡＰ组和ＳＡＰ组血清淀粉酶值和胰腺病理

评分均较对照组明显增高，差异有统计学意义，证实造模成功。

Ｅｃａｄ的ＥＬＩＳＡ检测结果及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测胰腺组织中Ｅ

ｃａｄ蛋白的表达都显示ＳＡＰ组 Ｅｃａｄ的含量显著高于 ＭＡＰ

组，且两者都显著高于对照组，提示急性胰腺炎早期（本实验设

定为２４ｈ）Ｅｃａｄ蛋白高表达，与Ｓｅｗｐａｕｌ等
［５］有类似的结果，

提示Ｅｃａｄ在 ＡＰ早期具有一定的诊断价值，可能是判断 ＡＰ

严重程度的一个早期客观指标［１５］。本研究为了与现阶段急性

胰腺炎诊断的实验室“金标准”———血清淀粉酶比较，选取了造

模后２４ｈ为采样时间。其更确切的临床诊断价值尚需多个时

间点的对照和临床大样本多中心的统计学分析。
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