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热休克蛋白 ２７在大鼠急性胰腺炎中的表达
及其对细胞间连接的影响

何忠野，葛春林，郭克建，郭仁宣

（中国医科大学附属第一医院 普通外科，辽宁 沈阳 １１０００１）

　　摘要：目的　探讨热休克蛋白 ２７（ＨＳＰ２７）在轻型急性胰腺炎（ＭＡＰ）及重症急性胰腺炎（ＳＡＰ）大
鼠模型中的表达及其对腺泡细胞间连接的影响。方法　雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠 ９０只，随机分 ３组：Ａ组为
ＳＡＰ组，Ｂ组为 ＭＡＰ组，Ｃ组为对照组。３组动物于成模后 １，３，８ｈ分批处死。检测血清淀粉酶
（ＳＡＭ），计算胰腺系数；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ半定量分析 ＨＳＰ２７蛋白和磷酸化蛋白含量；ＲＴＰＣＲ半定量分析
ＨＳＰ２７ｍＲＮＡ表达；透射电镜观察细胞间连接的变化。结果　Ａ，Ｂ组 ＳＡＭ水平升高，但 Ｂ组明显低于
Ａ组 （Ｐ＜０．０５）；Ａ组胰腺系数迅速升高并持续增长，间质水肿严重（Ｐ＜０．０５），细胞间连接损伤；
Ｂ组间质水肿比 Ａ组轻（Ｐ＜０．０５），细胞连接比较稳定；Ａ，Ｂ两组 ＨＳＰ２７蛋白及其 ｍＲＮＡ表达均显
著高于对照组 （Ｐ＜０．０５），Ｂ组明显高于 Ａ组 （Ｐ＜０．０５）；Ｂ组 ＨＳＰ２７磷酸化蛋白 （Ｓｅｒ７８）含量显
著高于对照组和 Ａ组（Ｐ＜０．０５），Ａ组与对照组比较无明显差异（Ｐ＞０．０５）。结论　细胞间连接破
坏是急性胰腺炎的共同特征，但 ＳＡＰ损伤更严重，可能与细胞间连接调控因子 ＨＳＰ２７及其磷酸化表达
相对下降。提示 ＨＳＰ在 ＡＰ发生、发展中具有重要作用。
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　　在急性胰腺炎（ＡＰ）发生的早期阶段，细胞
连接结构破坏，细胞间隙扩大，使腺泡腔内富含

蛋白及消化酶的液体通过细胞间隙进入间质引起

胰腺水肿。小热休克蛋白 ２７（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ
２７，ＨＳＰ２７）在 ＡＰ时参与了连接复合体形成的调
控［１］，因而认为 ＨＳＰ２７的表达可能对 ＡＰ的结果
有影响。轻型急性胰腺炎（ＭＡＰ）预后较重症急
性胰腺炎（ＳＡＰ）为好［２］。本研究通过探讨 ＨＳＰ２７
在不同类型 ＡＰ模型中的表达及其对细胞间连接
的影响，旨在进一步了解 ＡＰ发病机制的异同及
其发生、发展规律。

１　材料和方法

１．１　材料
牛磺胆酸钠购自 Ｓｉｇｍａ公司；１０％水合氯醛

注射液系本院制剂室制备；透射电镜、ＳＸＰ１Ｂ手
术显微 镜 购 自 上 海 光 学 仪 器 厂；多 克 隆 兔 抗

ＨＳＰ２７抗体购自武汉博士德公司；ＨＳＰ２７磷酸化
抗体（Ｓｅｒ７８）购自深圳精美生物试剂公司；聚合
酶链反应（ＰＣＲ）引物及试剂盒为 ＴａＫａＲａ公司
产品。雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠 ９０只，体重 ２００～２５０ｇ，
由本校实验动物中心提供。

１．２　实验设计与方法
１．２．１　建立 ＡＰ模型　动物于实验前 １２ｈ禁食，
不禁水。随机分为 ３组，每组 ３０只。Ａ组为 ＳＡＰ
组，Ｂ组为 ＭＡＰ组，Ｃ组为假手术对照组。采用
胰胆管注射 方 法 复 制 动 物 模 型［３］。腹 腔 注 射

１０％水合氯醛以０．３ｍＬ／１００ｇ体重麻醉动物后剖
腹。在手术显微镜下通过胆胰管分别逆行注射

５％（ＳＡＰ）和２％（ＭＡＰ）牛磺胆酸钠 ０．１ｍＬ／１００ｇ
体重，注射速度 ０．１ｍＬ／ｍｉｎ。Ｃ组仅翻动胰腺不
作上述处理。各组动物分别在 １，３，８ｈ分批处
死，每时点杀 １０只。剖腹后，迅速切取胰腺去除
脂肪、淋巴结，称湿重。切取 １ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ
固定于 ２％戊二醛溶液中送电镜检查，其余组织
部分 ＨＥ染色，另部分存于 －７０℃冰箱内备检。
１．２．２　ＳＡＭ及病理分数　测定 ３组动物各时点
的淀粉酶（ＳＡＭ）值。切片 ＨＥ染色后依 Ｓｐｏｒｍａｎｎ
Ｈ方法进行病理评分。
１．２．３　计算胰腺系数和透射电子显微镜观察　
按公式计算：胰腺系数 ＝胰腺湿重（ｇ）／大鼠体
重（ｇ）×１００％。拟进行电镜观察的标本，以 ２％
戊二醛固定，环氧树脂 ６１８包埋，８００Ａ超薄切
片，透射电镜观察。

１．２．４　免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）分析　２００ｍｇ胰

腺组织研磨粉碎后，加入 １０００μＬ新鲜配制的冷
蛋 白 裂 解 液 （５０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ７．５，
１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，１％ ＳＤＳ），经
４℃，１４０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，去上清液并测定蛋
白浓度，取 ４０μｇ蛋白与上样缓冲液混合，煮沸
５ｍｉｎ，置于 ＳＤＳ变性聚丙烯酰胺凝胶电泳，电转
移至 ＰＶＤＦ膜，用 ５％脱脂奶粉液封闭过夜，分别
与 １∶２００的多克隆兔抗 ＨＳＰ２７抗体和 ＨＳＰ２７磷
酸化抗体（Ｓｅｒ７８）孵育后加入二抗孵育 ６０ｍｉｎ显
色。采用凝胶成像分析系统（ＧＤＳ８０００）测定条
带的面积和灰度值，所得积分灰度值代表蛋白的

表达量。

１．２．５　ｍＲＮＡ表达分析　取胰腺组织约 １００ｍｇ，
加入 ＲＮＡｏｕｔ１ｍＬ（天泽基因工程有限公司）研磨
吹打成匀浆，依次以氯仿、异丙醇、乙醇及 ｄｄＨ２Ｏ
等抽提 ＲＮＡ后，逆转录为 ｃＤＮＡ（ＴａｋａＲａ逆转录
试剂盒）；应用德国 ＰｒｉｍｅｒＥｘｐｒｅｓｓ引物设计软件
进行引物设计（引物由大连宝生物公司合成）。

引物 序 列 为：ＨＳＰ２７ （２６２ｂｐ），上 游，５′ＡＣ
ＧＡＡＧＡＡＡＧＧＣＡＧＧＡＴＧＡＡ３′；下 游，５′ＧＡＴＧＧＧ
ＴＡＧＣＡＡＧＣＴＧＡＡＧＧ３′。βａｃｔｉｎ（７００ｂｐ），上 游，
５′ＧＣＣＡＡＣＣＧＴＧＡＡＡＡＧＡＴＧ３′；下 游，５′ＣＣＡＧ
ＧＡＴＡＧＡＧＣＣＡＣＣＡＡＴ３′。ＰＣＲ 反 应 条 件 如 下：
９４℃预变性 ３ｍｉｎ，９４℃４５ｓ，６１℃４０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，
扩增 ３５个循环，７２℃延伸 １０ｍｉｎ，４℃终止反应。
取 １０μＬ扩 增 产 物 经 １．５％ 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳
（４５Ｖ，１２０ｍｉｎ），溴化乙锭染色后，于凝胶成像分
析系统（ＧＤＳ８０００）中进行条带密度扫描分析，
以 ＨＳＰ２７与 βａｃｔｉｎ条带密度比值表示 ＨＳＰ２７
ｍＲＮＡ的表达水平。
１．３　统计学处理

数据均以 ｘ±ｓ（率的比较经正态性转换）表
示。统计采用 ＳＰＳＳ软件 ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ，Ｔｕｋｅｙｔ
检验方法。

２　结　果

２．１　ＳＡＭ 值（Ｕ／Ｌ）及病理分数的变化
Ａ组各时点 ＳＡＭ和病理分数明显升高，与 Ｃ

组差异有显著性（Ｐ＜０．０５）；Ｂ组各时点明显低
于 Ａ组（Ｐ＜０．０５）（附表）。
２．２　胰腺系数变化

制模 １ｈ后，Ａ组胰腺含水量开始增加，胰腺
系数均 持 续 升高，与 Ｃ组 比 较 差 异 有 显 著 性
（Ｐ＜０．０５）；Ｂ组各时点明显低于 Ａ组（Ｐ＜０．０５）
（附表）。
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２．３　超微结构的改变
透射电镜观察显示：Ａ组在 １ｈ后出现细胞间

连接破坏，细胞间隙增宽；此时 Ｂ组细胞间连接
仍保持完整，３ｈ后才发生变化（图 １）。
２．４　ＨＳＰ２７及其磷酸化蛋白（Ｓｅｒ７８）表达的变化

Ｃ组各时点 ＨＳＰ２７蛋白均呈低表达。Ａ组
ＨＳＰ２７蛋白表达于造模后 １ｈ即有增高，３ｈ后达
顶峰，之后逐渐下降，８ｈ恢复到正常水平。Ｂ组
各时点 ＨＳＰ２７蛋白表达水平，均显著高于 Ａ组，
差异均有显著性（Ｐ ＜０．０５）（附表）（图 ２）；
Ａ组 与 对 照 组 比 较 １ｈ，３ｈ点 亦 高 于 Ｃ 组
（Ｐ＜０．０５）。Ｂ 组 各 时 点 ＨＳＰ２７磷 酸 化 蛋 白
（Ｓｅｒ７８）含量亦显著高于对照组及 Ａ组（Ｐ＜０．０５）；

Ａ组与对照组比较无显著性差异（均 Ｐ＞０．０５）
（附表）（图 ３）。

! "

　　图１　电镜观察细胞连接变化 （箭头所指为细胞间连接复
合体）（×２００００）　　Ａ：ＳＡＰ１ｈ细胞间连接破坏；Ｂ：ＭＡＰ１ｈ细
胞间连接复合体结构完好
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图２　ＨＳＰ２７蛋白在３组组织中的表达 图３　ＨＳＰ２７磷酸化蛋白（Ｓｅｒ７８）在３组组织中的表达

２．５　ＨＳＰ２７ｍＲＮＡ表达

ＲＴＰＣＲ对胰腺组织中 ＨＳＰ２７ｍＲＮＡ水平的

半定量检测结果：Ａ，Ｂ两组 ｍＲＮＡ表达水平高于

Ｃ组（均 Ｐ＞０．０５）；Ｂ组各时点又显著高于 Ａ组

（Ｐ＜０．０５）（附表）（图 ４）。 !""#$

%""#$

&""#$

'""#$

! """#$

( ) * +) * + ) * +

!, -,%,

! !!

./.#$

'""#$

图４　ＨＳＰ２７ｍＲＮＡ在３组组织中的表达　　Ａ：ＳＡＰ组；　
　Ｂ：ＭＡＰ组；Ｃ：对照组

附表　ＳＡＭ等的检测结果（ｘ±ｓ）

项目 ｎ
Ａ组

１ｈ ３ｈ ８ｈ

Ｂ组

１ｈ ３ｈ ８ｈ

Ｃ组

１ｈ ３ｈ ８ｈ

ＳＡＭ（Ｕ／Ｌ） １０ ３５８９．５±２３１．６１） ６０２２．９±５３１．２１）１２２０７．２±５９３．６１）１９１７．９±１９４．８１），２）２６８９．８±５２１．１１），２）５６５２．７±４４３．８１），２）７２５．５±２２３．２７０６．２±１１５．９７４９．７±１２４．５

ＨＳＰ２７（Ｕ） １０ ４０．３±０．８１） ５２．１±１．２１） ２６．３±０．９ ５０．１±１．３１），２） ７０．２±１．１１），２） ３９．３±０．７１），２） ２４．２±０．８ ２５．０±０．７ ２５．４±１．１
ＨＳＰ２７

磷酸化（Ｕ）
１０ ２３．７±０．４ ２２．７±１．０ ２４．３±０．８ ５０．２±０．７１），２） ６７．９±１．４１），２） ４０．２±１．２１），２） ２３．３±１．５ ２２．８±１．６ ２２．９±１．０

ＨＳＰ２７ｍＲＮＡ １０ １．１±０．０６１） １．３±０．０５１） ０．８±０．０７１） １．４±０．０５１），２） ２．１±０．０４１），２） １．２±０．０５１），２） ０．６±０．０４ ０．６±０．０４ ０．６２±０．０６

病理评分 １０ ５．８±０．４１） ９．７±０．８１） １１．８±１．２１） ３．５±０．８１），２） ５．５±０．５１），２） ７．０±０．９１），２） ０ ０ ０

胰腺系数 １０ ３．３±０．３１） ３．６±０．３１） ４．９±０．５１） ２．９±０．１２） ３．３±０．２１），２） ３．８±０．２１），２） ２．７±０．１ ２．９±０．２ ２．８±０．１

　　　　注：１）与Ｃ组比较Ｐ＜０．０５；２）与Ａ组比较Ｐ＜０．０５

３　讨　论
在 ｃｈｏｌｅｃｙｓｔｏｋｉｎｉｎ（ＣＣＫ）诱导的大鼠 ＭＡＰ和小

鼠 ＳＡＰ中，细胞极性消失，间隙扩大，引起胰腺组

织水肿。细胞间隙扩大的机制是由于细胞连接复

合体结构的破坏。这一结构不仅调控细胞间的黏

附和连接，而且还影响细胞内 ａｃｔｉｎ细胞骨架的结

构和细胞内蛋白的极性分布［４］。ＨＳＰ２７是一种小

热休克蛋白，可由细胞应激性刺激诱导表达，起分

子伴侣作用［５］。有研究发现，ＨＳＰ２７高表达可通

过稳定细胞间连接复合体而起到减轻胰腺水肿的

作用［６］。ＨＳＰ２７的调节机制依赖于它的蛋白及磷

酸化蛋白表达，通过 ｐ３８ＭＡＰＫ信号传导路活化
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ＨＩＦα稳定细胞连接结构［７－８］。

本研究发现细胞连接复合体解聚、破坏是不

同类型的实验性急性胆源性胰腺炎的共有特征，

进一步说明了细胞连接的变化是 ＡＰ发生、发展中

的早期事件。在 ＳＡＰ发病早期即有胰腺水肿形成

并随病程发展逐渐加重，与之相伴随的是细胞间

黏连复合体严重破坏，细胞间隙扩大。而 ＭＡＰ细

胞连接受损程度较轻，说明细胞连接的变化可能

对于 ＡＰ的预后或分型有影响。ＨＳＰ２７是细胞连

接复合体结构的上游调控因子，本研究发现 ＡＰ时

ＨＳＰ２７蛋白表达升高；此结论同 Ｔａｓｈｉｒｏ等［９］的报

道相似。其可能原因是，ＡＰ时 ＨＳＰ２７可由氧自由

基、细胞因子等损伤因素诱导表达，起细胞应激保

护作用［１０－１１］。在 ＭＡＰ中，ＨＳＰ２７蛋白及其 ｍＲＮＡ

表达均明显高于 ＳＡＰ，揭示 ＨＳＰ２７的表达对 ＡＰ的

结果和分型亦有影响。同时因 ＨＳＰ２７ｍＲＮＡ表达

不同，也说明 ＡＰ早期已有基因表达的改变。因

ＨＳＰ２７以磷酸化依赖方式调节细胞连接的变化，

本研究结果显示，ＭＡＰ时 ＨＳＰ２７Ｓｅｒ７８表达明显

升高，ＳＡＰ中该蛋白的表达与对照组无明显差别。

提示 ＳＡＰ时，虽然 ＨＳＰ２７蛋白表达升高，但因蛋

白磷酸化程度相对较低而导致对细胞连接结构稳

定能力下降，细胞水肿较重。

总之，本研究揭示了细胞连接复合体损伤是

ＡＰ的共有特征，但在不同阶段其表达有明显差

异，ＳＡＰ损伤较 ＭＡＰ更严重，这主要是因为调控

因子 ＨＳＰ２７及其磷酸化表达相对下降。说明在

ＡＰ发生、发展中炎症介质的表达是不同的。
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