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·论著·

细胞焦亡相关分子在急性胰腺炎模型小鼠胰腺中 
的表达

赵梦琦 崔梦妍 江巧丽 陆颖影

【摘要】 目的 探究 3 种不同造模方式制备的急性胰腺炎（AP）模型小鼠胰

腺中细胞焦亡相关分子的表达水平和意义。方法 选取 20 只 SPF 级雄性 C57BL/6
小鼠，采用随机数表法分为对照组、雨蛙肽组（CAE 组）、CAE＋脂多糖（LPS）组、 
L- 精氨酸（L-Arg）组，每组 5 只，后 3 组分别制备 AP 模型。观察 4 组的胰腺组织

病理变化并予以评分，检测血清淀粉酶、脂肪酶、TNF-α、IL-1β、IL-18 水平，应用

实时荧光定量 PCR 法检测胰腺组织中凋亡相关斑点样蛋白（ASC）、天冬氨酸特异

性半胱氨酸蛋白酶 -1（Caspase-1）、Gasdermin D（GSDMD）、IL-1β的mRNA表达水平，应

用蛋白质印迹法和免疫荧光染色法检测胰腺组织中 NLRP3、Caspase-1 及 IL-1β 的蛋

白表达水平。结果 3 组 AP 模型小鼠的血清淀粉酶、脂肪酶、TNF-α、IL-1β、IL-18
及病理评分均较对照组升高，除 CAE 组的血清 TNF-α 和 IL-18 水平与对照组的差

异无统计学意义（P＞0.05）外，各组间其余指标的差异均有统计学意义（P 均＜0.05）。
3 组 AP 模型小鼠的胰腺组织中 ASC、Caspase-1、GSDMD 及 IL-1β 的 mRNA 表达

水平均较对照组明显升高，除 CAE 组 ASC 和 GSDMD 的 mRNA 表达水平与对照组

的差异无统计学意义（P＞0.05）外，各组间其余指标的差异均有统计学意义（P 
均＜0.05）。对照组胰腺组织中 NLRP3、活化的 Caspase-1（Cleaved-Caspase-1）、IL-1β
蛋白呈低表达，Caspase-1 前体（Pro-Caspase-1）和 IL-1β 前体（Pro-IL-1β）蛋白呈

高表达 ；3 组 AP 模型小鼠的胰腺组织中 NLRP3、Cleaved-Caspase-1、IL-1β 蛋白表

达水平较对照组升高，除 L-Arg 组与对照组的 NLRP3 表达水平差异无统计学意义 
（P＞0.05）外，其余差异均有统计学意义（P 均＜0.05）；而 3 组 AP 模型小鼠的胰

腺组织中 Pro-Caspase-1 和 Pro-IL-1β 表达水平则较对照组降低，其中 Pro-Caspase-1
与对照组的差异均有统计学意义（P 均＜0.05)。结论  AP 模型小鼠的胰腺组织中

细胞焦亡相关分子 NLRP3、Caspase-1、ASC、GSDMD、IL-1β 的表达均上调，提示

细胞焦亡可能在 AP 发生和发展过程中发挥了重要作用。 
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【Abstract】 Objective  This paper intends to explore the expression levels and significance of 
pyroptosis-related molecules in the pancreas of acute pancreatitis (AP) model mice prepared by three 
different modeling methods. Methods  Twenty SPF grade male C57BL/6 mice were selected and randomly 
assigned to the control group, the cerulein group (CAE group), the CAE＋lipopolysaccharide (LPS) group, 
and the L-arginine (L-Arg) group according to the number table method. Each group had 5 mice, and AP 
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models were prepared in the last 3 groups. The pathological changes of the pancreatic tissue in the 4 groups 
were observed and scored. The serum amylase, lipase, TNF-α, IL-1β, and IL-18 levels were detected, and 
real-time quantitative PCR was used to detect apoptosis-related spotting proteins (ASC), cysteinyl aspartate 
specific proteinase-1 (Caspase-1), Gasdermin D (GSDMD), and IL-1β mRNA expression levels in the 
pancreatic tissue. Western blotting and immunofluorescence staining were used to detect expression levels 
of NLRP3, Caspase-1, and IL-1β protein in pancreatic tissue. Results The serum amylase, lipase, TNF-α, 
IL-1β, IL-18, and pathological scores of the AP model mice in the three groups are higher than those in the 
control group. Except for the levels of serum TNF-α and IL-18 in the CAE group and the control group, 
there are no significant differences (P＞0.05), and the differences in other indicators between the groups 
are statistically significant (P＜0.05). The mRNA expression levels of ASC, Caspase-1, GSDMD, and IL-1β 
in the pancreatic tissue of the three AP model mice groups are significantly higher than those in the control 
group. Except for the mRNA expression levels of ASC and GSDMD between the CAE group and the control 
group, there are no significant differences (P＞0.05), and the differences of other indicators between the 
groups are statistically significant (P＜0.05). The expression of NLRP3, activated Caspase-1 (Cleaved-
Caspase-1), and IL-1β protein in the pancreatic tissue of the control group is low, and Caspase-1 precursor 
(Pro-Caspase-1) and IL-1β precursor (Pro-IL-1β) ) protein was highly expressed. The expression levels of 
NLRP3, Cleaved-Caspase-1 and IL-1β in the pancreatic tissue of AP model mice in the three groups are 
higher than those in the control group, except that there is no significant difference in the expression levels of 
NLRP3 between the L-Arg group and the control group (P＞0.05), the rest of the differences are statistically 
significant (P＜0.05). However, the expression levels of Pro-Caspase-1 and Pro-IL-1β in the pancreatic tissue 
of AP model mice in the three groups are lower than those in the control group, and the difference between 
Pro-Caspase-1 and the control group is statistically significant (P＜0.05). Conclusion The expression 
levels of pyroptosis-related molecules, including NLRP3, Caspase-1, ASC, GSDMD, and IL-1β, are all up-
regulated in the pancreatic tissue of AP model mice, suggesting that pyroptosis may play an important role in 
the occurrence and development of AP.
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急性胰腺炎（AP）是临床常见急腹症，是一

种可由轻度自限性病程发展为重度的合并多器官

功能衰竭的系统性疾病 [1]。AP的发病机制较复杂，

目前普遍认为其与炎性反应、氧化应激、微循环

障碍、肠道菌群移位等相关。随着研究的不断深

入，近年来发现的一种细胞程序性死亡模式——细

胞焦亡，与细胞凋亡及细胞坏死一同被认为对 AP
的发生及预后有重要影响。细胞焦亡是一种由天

冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶（Caspase）介导的

具有促炎和溶解作用的细胞死亡模式，其有特殊

的形态学和作用机制，主要表现为细胞质膜破裂，

细胞内促炎物质释放，此外还存在核凝聚、染色

体 DNA 断裂和降解等现象 [2]。本研究主要观察以

3 种方式制备的 AP 模型小鼠的细胞焦亡相关因子

的表达，探讨细胞焦亡在 AP发生和发展中的作用。

1 材料与方法

1.1 动物模型制备和分组

选取 20 只 SPF 级雄性 C57BL/6 小鼠（购自上

海雷根生物科技有限公司），体质量为 20～25 g，采

用随机数表法分为对照组、雨蛙肽组（CAE 组）、 
CAE＋ 脂 多 糖（LPS） 组 和 L-精 氨 酸（L-Arg）
组，每 组 5 只，后 3 组 分 别 制 备 AP 模 型。L-Arg
组 给 予 腹 腔 注 射 8% L-Arg（4 g/kg，pH＝7.0） 
2 次，2 次中间间隔 1 h，注射完成后 72 h 麻醉小鼠

取血，处死小鼠取胰腺组织 ；CAE 组给予腹腔注

射雨蛙肽（50 μg/kg，1 次 /h），注射 10 次后间隔 1 h
麻醉小鼠取血，处死小鼠取胰腺组织 ；CAE＋LPS
组给予腹腔注射雨蛙肽（50 μg/kg，1 次 /h），注射 
10 次后，间隔 1 h 再注射 1 次 LPS（5 mg/kg），间隔

1 h 麻醉小鼠取血，处死小鼠取胰腺组织 ；对照组

给予腹腔注射 PBS（50 μg/kg，1 次 /h），注射 10 次

后，间隔 1 h 麻醉小鼠取血，处死小鼠取胰腺组织。

分离血浆，置于 -80 ℃冰箱保存 ；取胰腺组织，一

部分立即放入冻存管后置于液氮中保存，其余以 4%
多聚甲醛固定备用。

1.2 胰腺组织病理学检查

胰腺组织以 4% 多聚甲醛溶液固定，经脱水、

石蜡包埋、切片后行 H-E 染色，在光学显微镜下
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观察组织病理学变化。胰腺组织病理学评分参考

Schmidt 标准 [3]，从水肿、出血、坏死、炎性细胞

浸润 4 个方面进行评分。

1.3 血清学指标检测

3 个 AP 模型组和对照组小鼠麻醉后均于眼球

取血，分离血清，采用 1500-056 型全自动生物化

学分析仪（德国 Thermo 公司）检测血清淀粉酶和

脂肪酶，采用 ELISA法检测血清炎性因子（TNF-α、
IL-1β、IL-18）水平（试剂盒购自上海联科生物科

技有限公司），按照说明书操作。

1.4 实时荧光定量 PCR 法检测细胞焦亡相关分子

的 mRNA 表达水平

应用 TRIzol 试剂（购自上海新贝生物科技有

限公司）提取胰腺组织总 RNA，采用实时荧光定

量 PCR 法检测 Caspase-1、凋亡相关斑点样蛋白

（ASC）、Gasdermin D（GSDMD）、IL-1β 的 mRNA表

达水平（RT 试剂盒和 SYBGreen 荧光定量 PCR 试

剂盒均购自上海新贝生物科技有限公司）。引物由

上海新贝生物科技有限公司设计并合成，以 Rplpo
为内参，引物序列见表 1。根据公式 2－△△Ct 计算目

的基因 mRNA的相对表达量。

表 1 引物序列

引物名称 序列

ASC
正向 ：5'-CTGCTCAGAGTACAGCCAGAAC-3'

反向 ：5'-CTGTCCTTCAGTCAGCACACTG-3'

Caspase-1
正向 ：5'-GGCACATTTCCAGGACTGACTG-3'

反向 ：5'-GCAAGACGTGTACGAGTGGTTG-3'

GSDMD
正向 ：5'-GCGCTTTGTTCCATCGGAAAG-3'

反向 ：5'-CCATTTCCAAGCTCTCCAGTTCTG-3'

IL-1β
正向 ：5'-TGGACCTTCCAGGATGAGGACA-3'

反向 ：5'-GTTCATCTCGGAGCCTGTAGTG-3'

Rplpo
正向 ：5'-TTATAACCCTGAAGTGCTCGAC-3'

反向 ：5'-CGCTTGTACCCATTGATGATG-3'

1.5 蛋白质印迹法检测相关蛋白表达水平

应用 RIPA裂解液（碧云天生物技术有限公司）

提取胰腺组织总蛋白，应用 BCA 试剂盒（碧云天

生物技术有限公司）测定蛋白浓度。采用蛋白质印

迹法检测胰腺组织中 NLRP3、Caspase-1 前体（Pro-
Caspase-1）、活 化 的 Caspase-1（Cleaved-Caspase-1）、
IL-1β 前 体（Pro-IL-1β）、IL-1β 蛋 白 表 达 水 平，以

GAPDH 为内参，最后用 ECL 化学发光试剂（美

国 Thermo 公 司）进 行 显 影。兔 抗 小 鼠 NLRP3、
Cleaved-caspase1、Pro-IL-1β、IL-1β 抗体（美国 CST

公司）和兔抗小鼠 Pro-Caspase-1 抗体（英国 Abcam
公司）的工作浓度均为 1 ︰ 1 000 ；羊抗兔 IgG-HRP
二抗（美国 CST 公司）的工作浓度为 1 ∶ 5 000。
应用 Amersham Imager 600 全自动化学发光成像分

析系统（美国 GE 公司）扫描，以目的条带与内参

条带的灰度值比值表示蛋白表达水平。

1.6 免 疫 荧 光 染 色 法 检 测 胰 腺 组 织 中 NLRP3、
Caspase-1、IL-1β 的蛋白表达水平

采用免疫荧光染色法检测胰腺组织中 NLRP3、
Caspase-1、IL-1β 的蛋白表达水平。胰腺组织石蜡

切片经烤片、脱蜡、水化、抗原修复后，PBS 冲洗 
5 min×3 次 ；置于湿盒，始终保持湿润，组织化学

笔封闭后滴加封闭剂，室温下封闭 1 h ；PBS 冲洗

5 min×3 次，分别孵育 NLRP3、Caspase-1 和 IL-1β
一抗（1 ︰ 100）后 4 ℃过夜。次日早晨室温下复

温 30 min 后，PBS 冲洗 5 min×3 次，孵育相对应

的荧光二抗（1 ∶ 200），避光放置 1 h ；PBS 冲洗

5 min×3 次，滴加 DAPI，避光孵育＜8 min，再次

PBS 冲洗 5 min×3 次，滴加防荧光淬灭剂，封片，

每张切片随机选取 10 个不重叠的视野图像，荧光

显微镜下拍照观察。

1.7 统计学分析

应用 GraphPadPrism 7.0 软件进行统计学分析。

计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，2 组符合

正态分布的数据间比较采用 t 检验，3 组及以上的

比较采用单因素方差分析，不符合正态分布的数

据采用 Kruskal-Wallis 检验。P＜0.05 为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 各组的胰腺组织病理学变化

对照组胰腺组织病理无明显变化，CAE 组、

CAE＋LPS 组和 L-Arg 组小鼠的胰腺组织均出现不

同程度的水肿（叶内、小叶内、腺泡间、细胞间隔

增大）、出血、坏死和炎性细胞浸润等病理改变，4
组的病理评分分别为 0.6±0.1、3.4±0.4、10.1±0.8
和 9.3±0.8，3 组 AP 模型小鼠的胰腺组织病理评

分均显著高于对照组，差异均有统计学意义（P 
均＜0.05），胰腺组织病理改变以 CAE＋LPS 组和

L-Arg组较为严重。见图 1。
2.2 各组的血清淀粉酶、脂肪酶水平比较

对 照 组、CAE 组、CAE＋LPS 组 和 L-Arg 组

的 血 清 淀 粉 酶 水 平 分 别 为（574.6±67.3）U/L、
（1 388.0±264.5）U/L、（1 196.0±142.4）U/L 和

（1 755.0±233.4）U/L ；血 清 脂 肪 酶 水 平 分 别 为
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（253.0±29.5）U/L、（775.7±14.2）U/L、（586.8± 

26.5）U/L 和（629.9±15.6）U/L。与对照组相比，

3 组 AP 模型小鼠的血清淀粉酶、脂肪酶水平均显

著升高，差异均有统计学意义（P 均＜0.05）。见图 2。

图 1 4 组小鼠的胰腺组织病理图像 H-E 染色 ×200 A 对照组 B  CAE组 C  CAE＋LPS 组 D  L-Arg组

注：与对照组相比，*P＜0.05，**P＜0.01，****P＜0.000 1
图 2 4 组小鼠的血清淀粉酶和脂肪酶水平比较 A 血清淀粉酶 B 血清脂肪酶

2.3 各组的血清中炎性因子水平比较

ELISA 法检测结果显示，对照组、CAE 组、

CAE＋LPS 组、L-Arg 组的血清 TNF-α 水平分别为

（24.7±4.5）pg/mL、（29.3±6.0）pg/mL、（96.0± 

16.5）pg/mL 和（103.8±31.2）pg/mL；血 清 IL-1β
水平分别为（1.5±0.4）pg/mL、（3.0±0.4）pg/mL、

（18.5±2.4）pg/mL和（3.9±0.4）pg/mL；血清 IL-18 
水平分别为（88.9±4.7）pg/mL、（178.7±37.2）pg/mL、

（173.7±33.8）pg/mL 和（250.0±67.0）pg/mL。3 组

AP 模型小鼠的血清 TNF-α、IL-1β、IL-18 水平均较

对照组升高，除 CAE组的血清 TNF-α和 IL-18 水平

与对照组的差异无统计学意义（P＞0.05）外，各

组间其余指标的差异均有统计学意义（P 均＜0.05）。
见图 3。
2.4 各 组 的 胰 腺 组 织 中 细 胞 焦 亡 相 关 分 子 的

mRNA 表达水平比较

3 组 AP 模型小鼠的胰腺组织中细胞焦亡相关

分 子 ASC、Caspase-1、GSDMD 及 IL-1β 的 mRNA
表 达 水 平 均 较 对 照 组 升 高， 除 CAE 组 ASC 和

GSDMD 的 mRNA表达水平与对照组的差异无统计

学意义（P＞0.05）外，各组间其余指标的差异均

有统计学意义（P 均＜0.05）。见图 4。
2.5 各组的胰腺组织中 NLRP3、Caspase-1、IL-1β
的蛋白表达水平比较

蛋白质印迹法检测结果显示，对照组胰腺组

织 中 NLRP3、Cleaved-Caspase-1、IL-1β 蛋 白 呈 低

表达， Pro-Caspase-1 和 Pro-IL-1β 蛋白呈高表达。3
组 AP 模 型 小 鼠 的 胰 腺 组 织 中 NLRP3、Cleaved-
Caspase-1、IL-1β 蛋白表达水平较对照组升高，除

L-Arg 组与对照组的 NLRP3 表达水平差异无统计

学意义（P＞0.05）外，其余差异均有统计学意义（P
均＜0.05)；而 3 组 AP 模型小鼠的胰腺组织中 Pro-
Caspase-1 和 Pro-IL-1β 表达水平则较对照组降低，

其中 Pro-Caspase-1 与对照组的差异均有统计学意

义（P 均＜0.05)。这说明 AP 造模后前体蛋白转为

活性状态，AP时胰腺腺泡细胞发生焦亡。见图 5。
免疫荧光染色结果显示，NLRP3、Caspase-1、

IL-1β 蛋白在胰腺腺泡细胞胞质中表达，且与对

照组相比，3 组 AP 模型小鼠胰腺组织中 NLRP3、
Caspase-1、IL-1β 的蛋白表达水平均明显升高。与
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CAE 组相比，CAE＋LPS 组和 L-Arg 组的 NLRP3、
IL-1β 蛋白表达水平明显升高，而 3 组 AP 模型小

鼠胰腺组织中 Caspase-1 蛋白的表达水平相似。见

图 6。
3 讨论

AP 是一种复杂的胰腺炎性反应，大多数患者

病情为轻度且具有自限性，但根据 2012 年修订版

AP 亚特兰大分类标准，约有 30% 的 AP 患者被归

为中度 AP，约有 10% 患者被归为重度 AP[4]，重度

AP 患者多伴有多器官损伤。胰腺腺泡细胞死亡方

式及途径一直是研究的热点。近年来细胞焦亡已

在免疫性疾病、感染性疾病、动脉粥样硬化、恶

性肿瘤等多种疾病的研究中被报道，其在疾病中

发挥的作用也越来越受到重视。细胞焦亡的特征

是将 Pro-Caspase-1 激活为 Cleaved-Caspase-1，后者

可切割 GSDMD 形成具有打孔功能的 N 端，使细

胞完整性丧失后发生渗透性溶解而导致细胞死亡，

其也可切割 Pro-IL-1β、Pro-IL-18 形成成熟的促炎

因子 IL-1β 和 IL-18 并促进其释放 [5]，进而募集炎

性细胞，加重炎性反应。

细胞焦亡相关分子包括炎性小体、效应分

子、“杀手蛋白”GSDMD 等，其中炎性小体是一

注：与对照组相比，*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001，****P＜0.000 1，ns为P＞0.05
图 4 4 组 小 鼠 的 胰 腺 组 织 中 细 胞 焦 亡 相 关 分 子 的 mRNA 表 达 水 平 A ASC mRNA  B Caspase-1 mRNA  

C GSDMD mRNA  D IL-1β mRNA

注：与对照组相比，*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001，ns为P＞0.05

图 3 4 组小鼠的血清中炎性因子水平比较 A TNF-α B IL-1β C IL-18
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图 6 4 组小鼠胰腺组织中 NLRP3、Caspase-1、IL-1β 的蛋白表达水平比较 免疫荧光染色法 ×200 A Caspase-1  

蛋白 B  IL-1β蛋白 C NLRP3 蛋白

注：与对照组相比，*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001，ns为P＞0.05
图 5 4 组小鼠的胰腺组织中 NLRP3、Pro-Caspase1、Cleaved-Caspase-1、Pro-IL-1β、IL-1β 的蛋白表达水平比较 A 蛋

白电泳图 B 柱形图
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类大分子蛋白复合体，主要包括 NLRP3、NLRP1、
NLRC4、NLRP6、AIM2、pyrin 等，其中被研究得

较多的是 NLRP3。有研究报道，抑制 NLRP3 激活，

可通过抑制炎性反应减轻 AP 症状，NLRP3 活性增

强也是诱导急性肺损伤（ALI）的原因之一 [6-7]。这

些研究结果均表明抑制 NLRP3 活性对于 AP 及其

诱导的 ALI 具有治疗潜力。炎性 Caspase 可特异性

作用于 GSDMD 蛋白，即使被不同类型的 Caspase
作用，也都可导致细胞焦亡，是介导细胞焦亡过

程的关键蛋白 [2,8]。有研究表明，下调 GSDMD 蛋

白的表达可抑制与炎性反应相关的细胞焦亡 [9]。

细胞焦亡过程中的效应分子包括 IL-1β、IL-18 和高

迁移率组蛋白 1（HMGB1）等，它们是诱导细胞

因子和趋化因子释放、促进炎症级联反应的关键

环节，与 AP 病情严重程度密切相关 [10]。HMGB1
可导致多器官损伤，是在 AP 病程中介导肠道细菌

移位的重要因素之一 [11]。根据既往研究结果推测，

HMGB1 可能通过抑制 NF-κB 通路和 NLRP3 激活，

阻遏肠道细胞焦亡进程，进而抑制肠道炎性反应，

维持肠道稳态，从而减轻胰腺的炎性反应 [12-13]，但

胰腺与肠道细胞焦亡之间的关系有待进一步探讨。

本研究结果显示，与对照组相比，以 3 种

方式制备的 AP 模型小鼠的胰腺组织病理损伤明

显，血清淀粉酶、脂肪酶及炎性因子 TNF-α、IL-
1β、IL-18 水平升高，胰腺组织中细胞焦亡相关分

子（Caspase-1、ASC、GSDMD 和 IL-1β） 的 表 达

水平升高，提示在 AP 小鼠中存在细胞焦亡，且

可加重炎性反应。本文探究了以不同造模方式制

备的 AP 小鼠胰腺中细胞发生焦亡的情况，但仅

观察了 AP 中 Caspase-1 介导的需炎性小体参与的

经典途径的细胞焦亡相关分子表达情况，而未对

Caspase-4/5/11 介导的不需炎性小体参与的非经典

途径进行研究，并且尚未探索在 AP 进程中哪种胰

腺的细胞发生焦亡而发挥了作用。目前研究已经

发现细胞焦亡的发生、发展对于 AP 病情严重程度

及预后具有重要意义，但细胞焦亡在 AP 病程中的

具体作用机制还有待深入研究，其在 AP 治疗及预

后方面的应用潜力也需进一步探索。
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