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　　摘要：目的　探讨急性胰腺炎（ＡＰ）外周血中性粒细胞（ＰＭＮ）的凋亡及 Ｘ连锁凋亡抑制蛋白（ＸＩ
ＡＰ）的表达意义。方法　采用流式细胞仪分别测定重症急性胰腺炎（ＳＡＰ）组，轻症急性胰腺炎（ＭＡＰ）

组和正常对照（ＮＣ）组外周血 ＰＭＮ的凋亡情况，采用 ＲＴＰＣＲ和 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ技术测定各组外周血

ＰＭＮ中 ＸＩＡＰｍＲＮＡ及蛋白的表达，分析 ＰＭＮ凋亡及 ＸＩＡＰ表达与疾病严重程度的关系。结果　ＰＭＮ凋

亡 ＳＡＰ组为（２．１５±０．４０）％，ＭＡＰ组为（４．１６±０．１４）％，ＮＣ组为（４．３１±０．１２）％，ＳＡＰ组和 ＭＡＰ

组 ＰＭＮ凋亡较 ＮＣ组明显减少（Ｐ＜０．０５），而 ＳＡＰ组 ＰＭＮ凋亡显著少于 ＭＡＰ组（Ｐ＜０．０１）。ＳＡＰ组

及 ＭＡＰ组 ＸＩＡＰｍＲＮＡ的表达较 ＮＣ组增加（Ｐ＜０．０５），而 ＳＡＰ组显著高于 ＭＡＰ组（Ｐ＜０．０１）。各组

ＰＭＮＸＩＡＰ蛋白水平与其 ｍＲＮＡ水平一致。结论　ＸＩＡＰ可能参与介导 ＳＡＰ外周血 ＰＭＮ的凋亡延迟，且

与疾病的严重程度有关。 ［中国普通外科杂志，２００８，１７（９）：８５２－８５６］
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第９期 廖立秋，等：急性胰腺炎外周血中性粒细胞凋亡及ＸＩＡＰ表达的意义

　　急性胰腺炎（ＡＰ）是临床上常见的急腹症，大
多数为轻型，但约有 ２５％的胰腺炎发展成重症急
性胰 腺 炎 （ＳＡＰ），引 起 全 身 炎 症 反 应 综 合 征
（ＳＩＲＳ），并逐渐发展为多器官衰竭（ＭＯＦ），病死
率可高达 ３０％ ～５０％［１］。研究发现，外周血中性

粒细胞（ＰＭＮ）凋亡延迟在 ＳＡＰ的发生发展中起
重要作用，是胰腺炎患者发生 ＳＩＲＳ并进展为 ＭＯＦ
的重要环节［２］。Ｘ连锁凋亡抑制蛋白（Ｘｌｉｎｋｅｄ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎ，ＸＩＡＰ）是凋亡抑制蛋白
家族中的一员，可能参与介导外周血 ＰＭＮ的凋亡
调节［３］。本研究拟通过检测 ＡＰ患者外周血 ＰＭＮ
凋亡及其 ＸＩＡＰ的表达，分析 ＸＩＡＰ在 ＳＡＰ外周血
ＰＭＮ凋亡延迟中的可能作用。

１　资料与方法

１．１　病例分组
ＳＡＰ组 １５例，系本院普外科 ２００６年 １２月—

２００８年 ４月住院的患者；其中男 ９例，女 ６例；年
龄 ２８～５８岁，平均（４６．６１±１４．４５）岁。轻症急
性胰腺炎（ＭＡＰ）组 １５例，均为本院普外科同期
住院患者；男 １０例，女 ５例；年龄 ３３～７４岁，平
均（５１．９５±１６．７６）岁。正常对照（ＮＣ）组１５例，
为正常志愿者；其中男 ８例，女 ７例；年龄 ２２～６０
岁，平均（４７．０５±１２．５１）岁。３组性别、年龄均
具有可比性（Ｐ＞０．０５）。
１．２　诊断标准

ＡＰ诊断均符合中华医学会消化病学分会胰
腺疾病学组 ２００３年 １２月制定的《中国急性胰腺
炎诊治指南（草案）》。不包括由胰腺肿瘤或其他

腹部肿瘤、手术、创伤、妊娠等引起的胰腺炎患者

及 ４８ｈ内死亡的爆发性胰腺炎患者。入院后患
者均给予胰腺炎常规治疗［４］。

１．３　实验方法及检测指标
１．３．１　ＰＭＮ的分离　ＮＣ组于检测日晨 ＡＰ患者
诊断明确后 ２４ｈ内空腹采集静脉血 ４０ｍＬ，分置
于含肝素液的干燥抗凝管内，摇匀待分离。每管

加入 ６％葡聚糖生理盐水溶液 １０ｍＬ，３７℃水浴
中静置 ６０ｍｉｎ。将淋巴细胞分离液（天津灏洋）
平衡至室温，抽取其中 ２０ｍＬ加入另一 ５０ｍＬ离
心管 Ａ内。吸取抗凝血上层缓慢加入淋巴细胞分
离液中，静置 ５ｍｉｎ；２０℃，２０００ｒ／ｍｉｎ，离 心
２０ｍｉｎ。当溶液分 ４层时，弃去第 １层和第 ２层，
加入等体积红细胞裂解液（ＮＨＣｌ８．２９ｇ，ＫＨＣＯ３
１ｇ，ＥＤＴＡ０．３７ｇ，加 ｄｄＨ２Ｏ至 １Ｌ，新鲜配置）混
匀，冰上裂解 １５ｍｉｎ；４℃，１０００ｒ／ｍｉｎ，离 心

１０ｍｉｎ。见管底有沉淀，再次加入等体积红细胞裂
解液，混匀，冰上裂解 １０ｍｉｎ；４℃，１０００ｒ／ｍｉｎ，
１０ｍｉｎ离心去上清液。以磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）
１０ｍＬ洗涤 细 胞沉 淀，４℃，１０００ｒ／ｍｉｎ，离 心
５ｍｉｎ，２次。取少许 ＰＭＮ行瑞氏染色和台盼蓝染
色，纯度大于 ９５％，活力大于 ９８％。收集适量细
胞进行以下实验。

１．３．２　 ＰＭＮ凋亡测定 　 取 １０５新鲜 分离的
ＰＭＮ，７５％乙醇固定。由北京鼎国生物技术有限
公司采用流式细胞仪以 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ染色法检
测 ＰＭＮ凋亡细胞所占的比例（％）。
１．３．３　逆转录多聚酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测
ＸＩＡＰ的 ｍＲＮＡ水平　取 ５×１０７个细胞，加入 ＴＲ
ＩＺＯＬ１ｍＬ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ），按试剂盒说
明书提取细胞中总 ＲＮＡ。用紫外分光光度计测定
Ａ２６０／Ａ２８０值，重复 ３次。测得该比值稳定于
１．８～２．０，计算总 ＲＮＡ浓度。取 ０．５μｇ的 ＲＮＡ
按逆转录试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）说明书
逆转录合成 ｃＤＮＡ，然后进行 ＸＩＡＰ和 βａｃｔｉｎ同管
ＰＣＲ扩 增。ＸＩＡＰ引 物 序 列：上 游 ５′ＴＧＧ ＣＡＣ
ＧＡＧ ＣＡＧ ＧＧＴＴＴＣ ＴＴＴＡ３′，下 游 ５′ＴＧＧ ＧＧＴ
ＴＡＧＧＴＧＡＧＣＡＴＡＧＴＣＴＧＧ３′（扩增产物片段
４０４ｂｐ）。βａｃｔｉｎ引物序列：上游 ５′ＧＴＣＡＴＣ
ＡＣＣＡＴＴＧＧＣＡＡＴＧＡＧ ３′，下 游 ５′ＣＧＴＣＡＣ
ＡＣＴＴＣＡ ＴＧＡ ＴＧＧ ＡＧＴＴ３′（扩 增 产 物 片 段
１２１ｂｐ）。引物序列由上海生工生物工程技术有
限公司合成。ＰＣＲ反应体系为 ２５μＬ。反应条
件：ＸＩＡＰ９５℃预变性 ３ｍｉｎ后，９４℃变性 ３０ｓ，
５６℃退火 ３０ｓ，７２℃延伸 １ｍｉｎ；共 ３０个循环，最
后 ７２ ℃ 延 伸 １０ ｍｉｎ。 扩 增 后 产 物 在 含 有
０．５ｍｍｏｌ／Ｌ溴化乙啶的 １．５％琼脂糖凝胶中电泳
３０ｍｉｎ。电泳后将凝胶经 Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ图像处理系
统中测定各产物的光密度（ＯＤ）。扩增产物 ＯＤ
值均以 βａｃｔｉｎ为基准进行校正。
１．３．４　免疫印迹（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ）检测 ＸＩＡＰ的
蛋白表达水平　收集 ５×１０８个细胞，加入 ２×十
二烷基硫酸钠 （ＳＤＳ）蛋白裂解液 ５０μＬ，裂解
１５ｍｉｎ；超声裂解 ５ｓ，３次；沸水变性 １０ｍｉｎ。依
据蛋白浓度测定试剂盒（南京凯基生物）说明测

定蛋白浓度，计算蛋白量。将蛋白分装于 －２０℃
保存备用。取蛋白 ２０μｇ，经 １０％十二烷基硫酸
钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）１２０ｖ电泳
９０ｍｉｎ，１２０Ｖ恒压转膜 ７０ｍｉｎ，５％脱脂牛奶室温
封闭 ２ｈ，经 ０．５μｇ／ｍＬ抗 ＸＩＡＰ抗体（Ｒ＆Ｄ），孵
育 ４℃ 过 夜，洗 一 抗 １５ｍｉｎ，４次；抗 羊 二 抗

３５８
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（ＳａｎｔａＣｒｕｚ）１∶１００００稀释室温孵育５０ｍｉｎ；洗二
抗 １５ｍｉｎ，４次；加 ＥＣＬ显色液（ＰｉｅｒｃｅＣｈｅｍｉｃａｌ），
暗室压片，显影，定影。抗 βａｃｔｉｎ抗体 （Ｓｉｇｍａ）以
１∶１００００稀释，室温孵育 １ｈ；洗一抗 １５ｍｉｎ，
４次；抗鼠二抗 （ＳａｎｔａＣｒｕｚ）１∶１００００稀释室温
孵育 ５０ｍｉｎ；洗二抗 １５ｍｉｎ，４次；加 ＥＣＬ显色液
（ＰｉｅｒｃｅＣｈｅｍｉｃａｌ），暗室压片，显影，定影。蛋白条
带灰度值均以 βａｃｔｉｎ为基准进行校正。
１．４　统计学处理

数据采用 ＳＰＳＳ１３统计分析软件包进行处理。
所得数值以均数 ±准差表示，组间差异采用单因

素方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＰＭＮ凋亡情况
所测结果发现，各 组 ＰＭＮ都有 一定 凋亡。

ＳＡＰ组为（２．１５±０．４０）％，ＭＡＰ组为（４．１６±
０．１４）％，ＮＣ组为（４．３１±０．１２）％，ＳＡＰ组和
ＭＡＰ组 ＰＭＮ凋亡较 ＮＣ组明显减少（Ｐ＜０．０５），
ＳＡＰ组 ＰＭＮ凋亡显著少于 ＭＡＰ组（Ｐ＜０．０１）
（表１）（图 １）。

表１　各组外周血ＰＭＮ凋亡比例及ＸＩＡＰｍＲＮＡ和蛋白表达

组别 例数 男 女 年龄（岁） ＰＭＮ凋亡比例（％） ＰＭＮＸＩＡＰｍＲＮＡ ＰＭＮＸＩＡＰ蛋白

ＮＣ １５ ９ ６ ４７．０５±１２．５１ ４．３１±０．１２ ０．１７±０．０２ １．３７±０．０６

ＭＡＰ １５ １０ ５ ５１．９５±１６．７６ ４．１６±０．１４１） ０．４９±０．０６３） １．７７±０．０３３）

ＳＡＰ １５ ８ ７ ５０．６１±１４．４５ ２．１５±０．４０１），２） １．５４±０．１３２），３） ２．５２±０．０９２），３）

　　注：１）与ＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５；２）与ＭＡＰ组比较，Ｐ＜０．０１；３）与ＮＣ组比较，Ｐ＜０．０１
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图１　流式细胞仪检测各组ＰＭＮ凋亡情况及比较　　１）与ＮＣ比较，Ｐ＜０．０１，２）与ＭＡＰ比较，Ｐ＜０．０１

２．２　ＰＭＮ中 ＸＩＡＰ的 ｍＲＮＡ和蛋白表达水平
３组 ＰＭＮ均有 ＸＩＡＰｍＲＮＡ的表达，ＮＣ组表达

量很低。ＳＡＰ，ＭＡＰ组 ＸＩＡＰｍＲＮＡ的表达较 ＮＣ组
增加：ＳＡＰ组为 １．５４±０．１３ＭＡＰ组为０．４９±０．

００６，ＮＣ组为 ０．１７±０．０２（Ｐ＜０．０１）。ＳＡＰ组
显著高于 ＭＡＰ组（Ｐ＜０．０１）ＭＡＰ高于 ＮＣ组（Ｐ
＜０．０５）。各组 ＰＭＮＸＩＡＰ蛋白水平与其ｍＲＮＡ水
平一致（图 ２）（表 １）。
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图 ２　各组外周血 ＰＭＮＸＩＡＰｍＲＮＡ和蛋白表达　Ａ：各组外周血 ＰＭＮＸＩＡＰｍＲＮＡ的表达；Ｂ：各组外周血 ＰＭＮＸＩ
ＡＰ蛋白的表达

３　讨　论

ＳＡＰ发生后，ＰＭＮ过度激活，从循环中向炎症
部位迁移，组织中的 ＰＭＮ数量大增，通过释放活
性氧自由基和蛋白水解酶，促使组织损伤和炎症

迁延，造成 ＳＩＲＳ和 ＭＯＦ［５］。正常情况下，ＰＭＮ生
存周期很短，以凋亡方式死亡，为巨噬细胞识别。

这一过程对维持内环境的稳定和促使已发生的

炎症局限及消退具有重要意义［６］。ＡｎｗａｒＳ等［７］

在 ＳＩＲＳ的临床表现中发现外周血 ＰＭＮ凋亡延
迟，认为凋亡延迟引起的 ＰＭＮ寿命延长可能与
ＳＩＲＳ或 ＭＯＦ相关。Ｏ′Ｎｅｉｌ等［８］发现，ＡＰ尤其是
ＳＡＰ时，ＰＭＮ凋亡延迟，且 ＳＡＰ炎性反应消退依
赖于 ＰＭＮ凋亡。ＳＡＰ的炎性反应持续存在及继
发组织损伤与 ＰＭＮ凋亡的延缓有关。本研究利
用流式细胞技术，检测正常健康人，ＭＡＰ和 ＳＡＰ
的 ＰＭＮ凋亡，发现 ＰＭＮ凋亡在各组间差异均有
显著性。ＡＰ时 ＰＭＮ凋亡明显较对照组延缓，尤
以 ＳＡＰ为著。说明 ＡＰ患者 ＰＭＮ凋亡延迟，且与
疾病的严重程度有关联。

许多与炎症相关的因子可以影响 ＰＭＮ自发
性凋亡的发生进程，其中以粒细胞集落刺激因子

的抑制作用最强［９］。其机制是抑制 ｃａｓｐａｓｅ３／９
的活性。ｃａｓｐａｓｅ３被称为＂死亡执行者＂，正常时
以无活性的前体形式存在于细胞浆中，其激活是

ＰＭＮ凋亡的主要途径；激活的 ｃａｓｐａｓｅ３通过蛋白
水解作用激活 ＤＮＡ酶 （ｃａｓｐａｓｅａｃｔｉｖａｔｅｄＤＮａｓｅ，
ＣＡＤ），介导细胞染色体 ＤＮＡ碎裂和磷脂酰丝氨
酸 （ＰＳ）移向膜外，启动细胞凋亡。因此 ＰＭＮ中
ｃａｓｐａｓｅ３激活的减少将导致细胞凋亡延迟。研
究发现，ＳＩＲＳ时外周血 ＰＭＮ凋亡显著延迟，其机
制为线粒体膜电位维持使从线粒体进入胞浆的

细胞色素 Ｃ减少，从而使激活的 ｃａｓｐａｓｅ９减少；
同时，ｃａｓｐａｓｅ３的减少活化核转录因子（ＮＦｋＢ），
导致 ＰＭＮ凋亡延迟［１０］。

凋亡抑制基因（ＩＡＰ）是 Ｃｒｏｏｋ等［１１］于 １９９３年
在杆状病毒中发现的一类新的癌基因家族，是一

类重要的负性调节 ｃａｓｅｐａｓｅ激活的内源性蛋白。
目前发现的人类凋亡抑制基因共有 ８种，ＸＩＡＰ是
ＩＡＰ家族中的一员，其基因定位于 Ｘｑ２５，ｍＲＮＡ全
长 ２５４０ｂｐ，编码分子质量约为 ５４ｋＤ含 ４９７个
氨基酸的蛋白质，其 Ｎ端有３个 ＢＩＲ结构，Ｃ端有
一个环指结构，有着很强的凋亡抑制作用［１２］。

ＸＩＡＰ可 通 过 ＢＩＲ１ＢＩＲ２结 构 与 ｃａｓｐａｓｅ３及
ｃａｓｐａｓｅ７的活性部位结合，直接抑制细胞凋亡的
效应分子［１３－１４］，并可通过 ＢＩＲ３环指结构抑制线
粒体途径的起始分子 ｃａｓｐａｓｅ９从而抑制凋亡的
起始步骤［１５］。在慢性 ＰＭＮ性白血病患者中发现
ＰＭＮ凋亡延迟，其内有 ＸＩＡＰ蛋白高表达；说明
ＸＩＡＰ参与了 ＰＭＮ的凋亡［３］。ＭｉｃａＬ等［１６］也发现

ＳＩＲＳ时内毒素通过诱导产生 ｃＩＡＰ２加速活化降
解 ｃａｓｐａｓｅ３，从而延迟 ＰＭＮ的凋亡。本研究结果
显示，正常人 ＰＭＮ仅低表达 ＸＩＡＰ，ＡＰ尤其是 ＳＡＰ
患者 ＰＭＮ高表达 ＸＩＡＰ，其水平与各组 ＰＭＮ凋亡
延迟相关，推测 ＸＩＡＰ可能参与调控 ＡＰ时 ＰＭＮ的
凋亡延迟。特别是 ＳＡＰ时外周血 ＰＭＮ通过高表
达 ＸＩＡＰ，抑制 ｃａｓｐａｓｅ的激活，使自身凋亡延迟，
导致持续释放炎症介质；其在 ＡＰ病情恶化中起
重要作用。
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欢迎订阅２００９年《中国普通外科杂志》

《中国普通外科杂志》是国内外公开发行的国家级期刊（ＩＳＳＮ１００５－６９４７／ＣＮ４３－１２１３／Ｒ），面向广大从事
临床、教学、科研的普外工作者，以实用性为主，及时报道普通外科领域的新知识、新技术、临床研究及实用性临

床经验。办刊宗旨是：传递学术信息，加强相互交流；提高学术水平，促进学科发展；注重临床研究，服务临床实

践。

《中国普通外科杂志》由国家教育部主管，中南大学主办，中南大学湘雅医院承办。主编吕新生教授，顾问由

中国科学院及工程院院士汤钊猷、吴孟超、吴咸中、郑树森、夏家辉、黄志强、裘法祖、黎介寿等多位国内外著名普

通外科专家担任，编委会成员由国内外普通外科资深专家学者组成。出版周期短，时效性强。开设栏目有述评、

专题研究、基础研究、临床研究、简要论著、临床报道、文献综述、误诊误治与分析、手术经验与技巧、国内外学术

动态，病案报告。《中国普通外科杂志》已进入多个国内外重要检索系统和大型数据库，如：美国化学文摘（ＣＡ），
俄罗斯文摘（ＡＪ），中国科学引文数据库（ＣＳＣＤ），中国科技论文与引文数据库（中国科技论文统计源期刊），中国
学术期刊综合评价数据库，中国期刊网全文数据库（ＣＮＫＩ），中文科技期刊数据库，中文生物医学期刊文献数据库
（ＣＭＣＣ），万方数据 －数字化期刊群，中国生物医学期刊光盘版等，影响因子已居同类期刊前列，并在科技期刊评
优评奖活动中多次获奖。

中国普通外科杂志编辑部已全面采用远程投稿、审稿、采编系统，出版周期和时效性将进一步提高。欢迎订

阅，欢迎赐稿。

《中国普通外科杂志》为月刊，国际标准开本（Ａ４幅面），每期 ９６页，每月 １５日出版。内芯采用进口亚光铜
版纸印刷，图片彩色印刷，封面美观大方。定价 １２．０元／册，全年 １４４元。国内邮发代号：４２－１２１；国际代码：Ｍ
－６４３６。编辑部可办理邮购。编辑部地址：湖南省长沙市湘雅路 ８７号（湘雅医院内）　邮政编码：４１０００８　
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