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摘     要             背景与目的：ATP 柠檬酸裂解酶 （Acly） 在多种组织中广泛表达，被证实在许多炎症性疾病中发挥着重

要作用，但是 Acly 在急性胰腺炎 （AP） 胰腺损伤中的作用目前尚不清楚。因此，本研究通过建立小鼠

AP 模型，观察 Acly 对 AP 小鼠胰腺损伤的影响，初步探讨其作用机制。

方法：将雄性 12 只 C57BL6/J 品系 AclycKO （胰腺 Acly 基因条件性敲除） 小鼠与 12 只 Aclywt （胰腺存在 Acly

基因） 小鼠随机分为 AP 组 （腹腔注射 100 μg/kg 雨蛙素，6 次/d，间隔 1 h，连续 4 d） 与对照组 （相同

方式注射生理盐水），每组 AclycKO 小鼠与 Aclywt 小鼠各 6 只。在造模完成后 24 h 收集胰腺组织标本，观

察胰腺病理学改变，检测胰腺组织巨噬细胞标志物 CD68 与中性粒细胞标志物髓过氧化物酶 （MPO） 表

达，以及核因子 NF-κB p65、Toll 样受体 4 （TLR4） 与促炎因子 TNF-α、IL-1β的表达。

结果：与对照组比较，AP 组小鼠胰腺出现明显胰腺病理改变，且 AclycKO 小鼠胰腺病理损伤较 Aclywt 小鼠

更严重，胰腺组织炎症与坏死评分较 Aclywt 小鼠明显升高 （均 P<0.05）。AP 组中，AclycKO 小鼠胰腺组织

CD68、MPO 表达均较 Aclywt 小鼠增强 （均 P<0.05）；AclycKO 小鼠胰腺组织 NF-κB p65 核阳性比例及 TLR4、

TNF-α、IL-1β表达均较 Aclywt 小鼠升高 （均 P<0.05）。

结论：Acly 有抗 AP 胰腺损伤的作用，其机制可能与抑制 NF-κB 信号通路的活化，从而削弱炎症反应

有关。
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Abstract             Background and Aims: ATP citrate lyase (Acly) is widely expressed in various tissues and has been 

shown to play a crucial role in many inflammatory diseases. However, the role of Acly in acute 
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pancreatitis (AP)-induced pancreatic injury remains unclear. This study was conducted to investigate the 

effect of Acly on pancreatic injury in a mouse AP model and to preliminarily explore its underlying 

mechanism.

Methods: Twelve male C57BL6/J AclycKO mice (conditional pancreatic Acly knockout) and twelve 

Aclywt mice (with intact pancreatic Acly expression) were randomly divided into AP groups 

(administered caerulein at 100 μg/kg intraperitoneally, 6 times/d, with 1-hour intervals, for 4 consecutive 

days) and control groups (administered saline in the same manner), with six AclycKO mice and six Aclywt 

mice in each group. Pancreatic tissue samples were collected 24 hours after modeling to observe 

pathological changes in the pancreas and to measure the expression of the macrophage marker CD68, the 

neutrophil marker myeloperoxidase (MPO), as well as nuclear factor NF-κB p65, Toll-like receptor 4 

(TLR4), and pro-inflammatory factors TNF-α and IL-1β.

Results: Compared with the control group, the AP group exhibited significant pathological changes in 

the pancreas. The pathological damage in AclycKO mice was more severe than in that in Aclywt mice, with 

significantly higher inflammation and necrosis of pancreatic tissue scores in AclycKO mice (all P<0.05). 

In the AP group, the pancreatic expressions of CD68 and MPO were significantly higher in AclycKO mice 

than those in Aclywt mice (both P<0.05). Additionally, AclycKO mice showed increased nuclear positivity 

for NF-κB p65 and elevated expression of TLR4, TNF-α, and IL-1β compared with Aclywt mice (all P<0.05).

Conclusion: Acly exerts a protective effect against AP-induced pancreatic injury, possibly by inhibiting 

the activation of the NF-κB signaling pathway, thereby mitigating the inflammatory response.
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急性胰腺炎 （acute pancreatitis，AP） 是由多种

因 素 引 起 的 胰 腺 酶 原 异 常 激 活 导 致 的 胰 腺 局 部 炎

症 ， 甚 至 蔓 延 至 全 身 的 炎 症 反 应[1]。 许 多 研 究[2-3]

表 明 ， 受 损 的 胰 腺 腺 泡 细 胞 分 泌 趋 化 因 子 ， 早 期

募 集 巨 噬 细 胞 和 中 性 粒 细 胞 等 炎 症 细 胞 向 胰 腺 局

部浸润，通过合成并释放肿瘤坏死因子α（TNF-α）、

白细胞介素 1β（IL-1β） 等多种促炎因子，形成炎

症级联放大效应。此外，核因子 κB （NF-κB） 信 号

通 路 对 炎 症 因 子 的 转 录 与 翻 译 起 到 重 要 的 调 节

作用[4]。

ATP 柠 檬 酸 裂 解 酶 （ATP citrate lyase， Acly）

在 哺 乳 动 物 体 细 胞 广 泛 表 达 ， 是 分 子 量 为 480 kD

的 同 源 四 聚 体 结 构 ， 属 于 脂 酰 辅 酶 A 合 成 酶 超 家

族的一员，由 1 101 个氨基酸残基构成，含有 6 个

结 构 域[5]。 Acly 不 仅 在 胰 腺 导 管 腺 癌[6]、 肝 细 胞

癌[7]、 结 肠 癌[8] 以 及 肺 癌[9] 等 多 种 恶 性 肿 瘤 的 发 病

和 进 展 过 程 发 挥 重 要 作 用 ， Acly 也 参 与 包 括 脓 毒

血症[10]、肥胖相关肾损伤[11]、代谢功能障碍相关的

脂 肪 性 肝 炎[12] 等 多 种 急 性 与 慢 性 炎 症 反 应 的 调 节

过 程 ， 但 是 Acly 在 AP 胰 腺 损 伤 中 的 作 用 尚 不 清

楚 。 因 此 ， 本 研 究 通 过 建 立 小 鼠 AP 模 型 ， 观 察

Acly 对 AP 小鼠胰腺损伤的影响，初步探讨其作用

机制，以期为 AP 的防治提供新的靶点。

1     材料与方法 

1.1 实验动物　

Aclyfl/fl 小鼠购自上海南方模式科技股份有限公

司 ， 实 验 动 物 生 产 许 可 证 号 ： SCXK （沪） 2017-

0010； Ptf1aCreERT/+ 小 鼠 购 自 江 苏 集 萃 药 康 生 物 科 技

股 份 有 限 公 司 ， 实 验 动 物 生 产 许 可 证 号 ： SCXK

（苏） 2018-0008；实验动物饲养于福建医科大学动

物 实 验 中 心 SPF 级 屏 障 环 境 ， 环 境 室 温 （22±

2） ℃，相对湿度 40%~60%，12 h 昼夜交替，实验

动 物 使 用 许 可 证 号 ： SYXK （ 闽 ） 2020-0005。

Aclyfl/fl 小 鼠 与 Ptf1aCreERT/+ 小 鼠 交 配 繁 育 出 胰 腺 条 件

性 Acly 敲除小鼠，即 Aclyfl/fl-Ptf1aCreERT/+小鼠 （AclycKO）

用 于 本 研 究 动 物 实 验 ， 以 Aclyfl/fl 小 鼠 为 基 因 对 照

（Acly 基因存在） 小鼠 （Aclywt）。
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1.2 主要试剂　

雨 蛙 素 （货 号 ： HY-A0190） 购 自 MCE 公 司 ，

NF-κB p65 一抗 （货号：8242s） 购自 CST 公司，髓

过氧化物酶 （MPO） 一抗 （货号：ab208670） 购自

Abcam 公 司 ， 巨 噬 细 胞 标 志 物 CD68 一 抗 （货 号 ：

GB113109）、IL-1β一抗 （货号：GB11113） 均购自

Servicebio 公司，TNF-α一抗 （货号：60291-1-Ig）、

Toll 样受体 4 （TLR4） 一抗 （货号：19811-1-AP）、

CoraLite488 山羊抗兔荧光二抗 （货号：SA00013-2）

均购自 Proteintech 公司。ElivisionTMsuper HRP 免疫组

化 检 测 试 剂 盒 购 自 福 州 迈 新 生 物 技 术 开 发 有 限 公

司 （货号：KIT-9921）。

1.3 实验方法　

1.3.1 动 物 模 型 制 备　 选 取 8~10 周 龄 的 雄 性

C57BL6/J 品 系 AclycKO 小 鼠 （12 只） 与 Aclywt 小 鼠

（12 只），随机分为对照组与 AP 组，每组 AclycKO 小

鼠 与 Aclywt 小 鼠 各 6 只 。 AP 组 腹 腔 注 射 雨 蛙 素

（100 μg/kg），6 次/d，间隔 1 h，连续 4 d。对照组

将雨蛙素换成生理盐水，其他操作同 AP 组。于最

后 1 次注射雨蛙素或者生理盐水后 24 h 予异氟烷气

体 麻 醉 后 ， 处 死 小 鼠 ， 获 取 胰 腺 组 织 。 胰 腺 组 织

以 4% 多聚甲醛固定 24 h 后常规石蜡包埋。

1.3.2 小鼠胰腺组织病理学观察　石 蜡 切 片 脱 蜡

后，经梯度乙醇水化，苏木精-伊红 （HE） 染色，

再 梯 度 乙 醇 脱 水 、 二 甲 苯 透 明 后 ， 以 中 性 树 脂 封

片 固 定 。 在 光 学 显 微 镜 下 观 察 胰 腺 病 理 学 改 变 ，

每 张 切 片 随 机 选 取 6 个 高 倍 视 野 （×200） 参 照

Wildi 等[13] 的方法进行胰腺组织病理学评分 （包括

水肿评分、炎症评分和坏死评分）。

1.3.3 免 疫 组 化 法 检 测 胰 腺 组 织 NF- κB p65 及

TNF-α蛋白表达　小鼠胰腺组织石蜡切片经脱蜡、

水化、抗原修复后冷却至室温，3% 过氧化氢溶液

灭 活 内 源 性 过 氧 化 物 酶 ， 10% 山 羊 血 清 室 温 封 闭

1 h，NF-κB p65 一抗 （1∶200）、TNF-α一抗 （1∶200）

孵 育 后 4 ℃ 过 夜 ， 二 抗 孵 育 后 经 DAB 显 色 ， 苏 木

精 染 色 后 梯 度 乙 醇 脱 水 ， 二 甲 苯 透 明 、 中 性 树 胶

封片固定。以光学显微镜高倍视野下 （×400） 细

胞核或细胞质棕黄色颗粒为阳性表达。TNF-α阳性

表达经 Image-pro plus 6.0 专业图像分析软件统计阳

性染色信号的平均光密度作为结果判定标准。

1.3.4 免疫荧光法检测胰腺组织 CD68、MPO、TLR4

及 IL-1β表达　小鼠胰腺组织石蜡切片经脱蜡、水

化 、 抗 原 修 复 后 冷 却 至 室 温 ， 10% 山 羊 血 清 室 温

封闭 1 h，兔源一抗 CD68 （1∶200）、MPO （1∶800）、

TLR4 （1∶200） 及 IL-1β （1∶400） 孵 育 后 4 ℃ 过

夜 ， 山 羊 抗 兔 荧 光 二 抗 （1∶200） 孵 育 1 h 后 以 含

DAPI 的水性封片剂封片。以荧光显微镜高倍视野

下 （×200） 绿色荧光为阳性表达，DAPI 指示细胞

核，呈蓝色荧光。CD68、MPO、IL-1β统计阳性表

达的细胞数目，TLR4 阳性表达经 Image-pro plus 6.0

专 业 图 像 分 析 软 件 统 计 阳 性 荧 光 信 号 的 平 均 荧 光

强度作为结果判定标准。

1.4 统计学处理　

应 用 GraphPad Prism 8 统 计 软 件 进 行 分 析 ， 计

量 资 料 以 均 数 ± 标 准 差 （x̄ ± s） 表 示 ， 两 组 间 比

较采用 t 检验，多组间比较采用单因素方差分析，

P<0.05 为差异有统计学意义。

2     结　果 

2.1 对照组与AP组小鼠胰腺组织病理学改变　

HE 染色结果显示，对照组 AclycKO 小鼠与 Aclywt

小 鼠 胰 腺 组 织 均 未 见 明 显 异 常 改 变 。 与 对 照 组 比

较 ， AP 组 小 鼠 发 生 AP 后 24 h， Aclywt 小 鼠 胰 腺 组

织 在 光 镜 下 可 见 明 显 结 构 破 坏 ， 伴 细 胞 坏 死 、 炎

性 细 胞 浸 润 、 残 存 的 腺 泡 水 肿 ， 而 同 组 内 AclycKO

小 鼠 胰 腺 组 织 损 伤 明 显 加 重 ， 胰 腺 炎 症 评 分 与 坏

死评分较 Aclywt 小鼠升高 （均 P<0.001）（图 1）。

2.2 AP组小鼠胰腺组织巨噬细胞浸润情况　

免 疫 荧 光 染 色 结 果 显 示 ， 发 生 AP 后 24 h，

CD68 阳性巨噬细胞 （绿色荧光） 在 Aclywt 小鼠胰腺

组织大量浸润，而 AclycKO 小鼠胰腺组织中 CD68 阳

性 巨 噬 细 胞 较 Aclywt 小 鼠 明 显 增 多 （P<

0.001）（图 2）。

2.3 AP组小鼠胰腺组织中性粒细胞浸润情况　

免 疫 荧 光 染 色 结 果 显 示 ， 发 生 AP 后 24 h，

MPO 阳性中性粒细胞 （绿色荧光） 在 Aclywt 小鼠胰

腺 组 织 大 量 浸 润 ， 而 AclycKO 小 鼠 胰 腺 组 织 中 MPO

阳 性 中 性 粒 细 胞 较 Aclywt 小 鼠 明 显 增 多 （P<

0.001）（图 3）。
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图1　对照组与 AP 组小鼠胰腺组织病理学检测  A：组织病理学观察 （HE×200）；B：水肿评分；C：炎症评分；D：坏死

评分

Figure 1　Histopathological examination of pancreatic tissue in control and AP groups  A: Histopathological observation (HE×

200); B: Edema score; C: Inflammation score; D: Necrosis score  
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图2　AP小鼠胰腺组织CD68阳性巨噬细胞表达　　A：CD68 免疫荧光染色 （×200）；B：CD68 阳性细胞计数

Figure 2　 Expression of CD68-positive macrophages in the pancreatic tissue of AP mice  A: CD68 immunofluorescence 

staining (×200); B: Count of CD68-positive cells  
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图3　AP小鼠胰腺组织MPO阳性中性粒细胞表达  A：MPO 免疫荧光染色 （×200）；B：MPO 阳性细胞计数

Figure 3　Expression of MPO-positive neutrophils in the pancreatic tissue of AP mice  A: MPO immunofluorescence staining 

(×200); B: Count of MPO-positive cells
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2.4 AP 组 小 鼠 胰 腺 组 织 NF- κB p65、TLR4 与

TNF-α、IL-1β表达情况　

NF-κB 受炎症刺激由细胞质向细胞核内迁移，

处 于 活 化 状 态 ， 激 活 下 游 的 炎 症 信 号 通 路 。 免 疫

组化结果显示，NF-κB p65 蛋白阳性表达为视野内

细 胞 质 或 细 胞 核 被 染 成 棕 黄 色 。 发 生 AP 后 24 h，

NF-κB p65 在 Aclywt 小 鼠 胰 腺 组 织 细 胞 质 和 细 胞 核

中 呈 明 显 阳 性 表 达 ， 而 AclycKO 小 鼠 胰 腺 组 织 中

NF-κB p65 阳性表达明显增多，细胞核阳性比例明

显升高 （P<0.001）（图 4）；免疫荧光和免疫组化染色

结果显示，TLR4、TNF-α、IL-1β在 Aclywt 小鼠胰腺组

织 呈 明 显 阳 性 表 达 ， AclycKO 小 鼠 胰 腺 组 织 中 TLR4

绿 色 荧 光 强 度 明 显 增 强 、 TNF-α 表 达 明 显 增 加 ，

IL-1β阳性细胞数目显著增多 （P<0.001）（图 5-7）。  
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图4　AP小鼠胰腺组织NF-κB p65表达检测结果  A：NF-κB p65 免疫组化染色 （×400）；B：NF-κB p65 核阳性细胞比例

Figure 4　Detection of NF-κB p65 expression in the pancreatic tissue of AP mice  A: NF-κB p65 immunohistochemical staining 

(×400); B: Proportion of NF-κB p65 nuclear-positive cells
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图5　AP小鼠胰腺组织TLR4表达检测  A：TLR4 免疫荧光染色 （×200）；B：TLR4 平均荧光强度

Figure 5　Detection of TLR4 expression in the pancreatic tissue of AP mice  A: TLR4 immunofluorescence staining (×200); 

B: Average fluorescence intensity of TLR4
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图6　AP组小鼠胰腺组织TNF-α表达检测  A：TNF-α免疫组化染色 （×400）；B：TNF-α平均光密度

Figure 6　Detection of TNF-α expression in the pancreatic tissue of AP mice  A: TNF-α immunohistochemical staining (×400); 

B: Average optical density of TNF-α
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3     讨　论 

AP 是常见的消化系统急腹症，其发生发展是

一 个 复 杂 的 生 物 学 过 程[14]， 不 仅 涉 及 胰 腺 局 部 的

损伤，受损的胰腺腺泡细胞释放大量的趋化因子、

细 胞 因 子 和 黏 附 分 子 ， 还 可 招 募 循 环 中 的 免 疫 细

胞 向 胰 腺 炎 症 区 域 迁 移 浸 润 ， 之 后 坏 死 的 腺 泡 细

胞 内 容 物 作 为 损 伤 相 关 分 子 模 式 （DAMPs） 进 一

步 激 活 巨 噬 细 胞 、 中 性 粒 细 胞 在 内 的 炎 症 细

胞[15-17]。 此 外 ， NF-κB 信 号 通 路 活 化 已 被 证 实 是

AP 发生的早期事件[18-20]。Toll 样受体作为 DAMPs 可

以 经 NF-κB 调 控 促 炎 因 子 、 趋 化 因 子 和 黏 附 分 子

的 转 录 与 翻 译 过 程 ， 而 抑 制 NF-κB 通 路 可 以 减 轻

AP 的 炎 症 反 应 水 平[21]。 当 前 ， Acly 在 肿 瘤 相 关 疾

病中得到了深入的研究[22-23]。近来，Acly 在急性炎

症 中 的 作 用 受 到 越 来 越 多 的 关 注 。 Li 等[24] 在 脂 多

糖 诱 导 的 内 皮 细 胞 损 伤 模 型 中 发 现 ， 抑 制 内 皮 细

胞 的 Acly 可 以 明 显 改 善 炎 症 反 应 ， 缓 解 内 皮 细 胞

损 伤 和 功 能 障 碍 。 此 外 ， Santarsiero 等[25] 在 脂 多 糖

诱 导 的 巨 噬 细 胞 炎 症 模 型 中 发 现 ， Acly 核 迁 移 可

以激活 NF-κB 通路从而促进下游促炎因子的释放。

然而，AP 时 Acly 是否可以通过激活 NF-κB 通路发

挥作用，尚不清楚。

与既往脂多糖诱导的急性炎症损伤研究不同，

本 研 究 结 果 发 现 ， 胰 腺 组 织 条 件 性 敲 除 Acly 后 可

以 明 显 加 重 雨 蛙 素 诱 导 小 鼠 AP 后 的 胰 腺 损 伤 程

度 ， 这 提 示 Acly 在 AP 发 病 过 程 中 具 有 重 要 的 意

义。此外，在胰腺组织 Acly 敲除后，AP 小鼠胰腺

组织的 CD68 阳性的巨噬细胞、MPO 阳性的中性粒

细 胞 浸 润 数 目 明 显 增 多 ， 表 明 胰 腺 组 织 Acly 的 表

达在胰腺局部炎症反应中发挥着关键的保护作用，

但作用机制仍不清楚。

既 往 有 多 项 研 究[21, 26-27] 证 实 ， TLR4 作 为 一 种

跨膜蛋白，通过激活 NF-κB 发挥促炎作用参与 AP

的调控过程。此外，AP 发生发展过程中，受损的

腺 泡 细 胞 、 活 化 的 巨 噬 细 胞 、 中 性 粒 细 胞 等 均 可

释放包括 TNF-α、IL-1β在内的促炎介质，这些因

子作为 DAMPs，再度刺激 NF-κB 的促炎调控机制，

进 一 步 形 成 炎 症 级 联 反 应 的 恶 性 循 环[28-30]， 并 且

TNF-α、IL-1β等促炎因子的表达与 AP 的严重程度

成正相关[31]。为此，本研究进一步验证了上述 NF-κB

信 号 通 路 关 键 因 子 是 否 受 Acly 敲 除 的 影 响 。 实 验

结果显示，AP 时，小鼠胰腺组织的 TLR4、NF-κB、

TNF-α、 IL-1β 呈 阳 性 表 达 ， 而 胰 腺 Acly 敲 除 后 ，

AP 小鼠胰腺组织 TLR4 表达进一步升高，NF-κB 核

迁移与活化增加，TNF-α、IL-1β表达也明显升高。

以 上 结 果 表 明 ， 敲 除 Acly 加 重 AP 所 致 的 胰 腺 损

伤 ， 可 能 是 通 过 促 进 NF-κB 通 路 的 活 化 ， 刺 激 胰

腺 的 促 炎 因 子 合 成 与 释 放 ， 放 大 腺 泡 细 胞 与 炎 症

细胞之间的级联效应来实现的。

综上所述，本研究通过雨蛙素诱导的小鼠 AP

模型，发现胰腺组织特异性敲除 Acly 通过促进 NF-κB

通 路 的 活 化 ， 加 强 炎 症 反 应 水 平 ， 募 集 更 多 炎 性

细胞，加重胰腺损伤，揭示了 Acly 作为 AP 炎症反

应 调 节 的 关 键 节 点 ， 为 AP 的 治 疗 提 供 了 新 的

靶点。

利益冲突：所有作者均声明不存在利益冲突。

作者贡献声明：闫昕负责动物实验、数据收集和文

章撰写；丁庆祝负责动物实验、数据分析；洪育蒲负责实
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图7　AP组小鼠胰腺组织 IL-1β表达检测  A：IL-1β免疫荧光染色 （×200）；B：IL-1β阳性细胞计数

Figure 7　Detection of IL-1β expression in the pancreatic tissue of AP mice  A: IL-1β immunofluorescence staining (×200); 

B: Count of IL-1β-positive cells  
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