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Abstract
AIM: To investigate the influence of somatostatin 
anologue octreotide on the expression of 
pancreatitis-associated protein (PAP) and 
pathological changes in pancreas in rats with 
acute pancreatitis (AP). Then the level of 
serum PAP was measured by enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA).

METHODS: Eighty Wistar rats were random-
ized into group A, B, C and D, served as nega-
tive control group, sham operation group, AP 
model group and octreotide-treated group, re-
spectively. The experimental samples were col-
lected at the 6th and 12th hour in all the groups. 
The expression of PAP in pancreas was detected 
by semi-quantitative reverse transcription-poly-
merase chain reaction (RT-PCR) and immuno-
histochemistry (IHC) after the AP tissues were 

verified by pathological method. Then the level 
of serum PAP was measured by enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA)�.

RESULTS: IHC showed that the expression of 
PAP was significantly higher in group C than 
that in group B (χ2 = 26.11, P < 0.01), but it was 
markedly lower in group D than that in group C 
(χ2 = 15.65, P < 0.05). RT-PCR and ELISA dem-
onstrated a significant PAP increase in tissue 
and serum in group C, but a notable decrease in 
group D, and there were significant differences 
between group B, C and D (RT-PCR: F = 71.3, P 
< 0.01; ELISA: F = 925, P < 0.001). PAP expres-
sion at the 6th and 12th hour had obvious differ-
ence in group C (IHC: χ2 = 16.92, P < 0.05; RT-
PCR: t = 2.49, P < 0.05; ELISA: t = 2.56, P < 0.05), 
but not in the other groups (except the ELISA 
result). Dramatic pathological changes were ob-
served in group C.

CONCLUSION: PAP highly expressed at the 
early stage of AP, and it is sensitive to the treat-
ment of octreotide. PAP is also useful for the 
diagnosis and prognosis of acute panreatitis.
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Tong BF, Zhou HX, Zou XM, Peng H, Zhou WX, Yang 
WL. Influence of somatostatin anologue on pancreatitis-
associated protein in rats with acute pancreatitis. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007;15(16):1794-1799

摘要
目的: 观察生长抑素类似物(奥曲肽)对实验性
急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)胰腺炎相关
蛋白(pancreatitis-associated protein, PAP)的表
达及胰腺组织病理变化的影响. 

方法: Wi s t a r大鼠80只, 随机分为阴性对照
组、假手术组、手术组、治疗组, 每组均在6, 
12 h采集标本. 胰腺组织病理切片证实后, 对
PAP进行半定量RT-PCR及免疫组化检测, 其
血清做ELISA检测. 

®

■背景资料
近些年的研究发
现, 胰腺炎相关蛋
白在AP时大量合
成、分泌, 而在正
常胰腺及胰液中
并不存在; 并且其
与AP的发生、发
展密切相关, 故他
可作为AP的特异
性诊断指标, 用于
AP的治疗效果评
价和预后判断. 人
工合成的生长抑
素类似物已广泛
用于临床治疗急
性胰腺炎多年, 取
得了一定的治疗
效果, 但对其具体
作用机制至今尚
未完全阐明, 因此
我们研究生长抑
素类似物对PA P
蛋白水平和基因
表达的影响, 探讨
生长抑素类似物
和PA P之间的关
系, 将有助于进一
步揭示AP发病机
制和指导临床对
AP的治疗. 
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结果: 免疫组化结果显示, 手术组PA P表达
比假手术组显著增强(χ2 = 26.11, P <0.01), 治
疗组比手术组显著降低(χ2 = 15.65, P <0.05). 
RT-PCR及ELISA显示, PAP在手术后组织和
血清中的表达明显升高, 经奥曲肽治疗后明
显降低, 3组间有显著差异(RT-PCR: F  = 71.3, 
P <0.01; ELISA: F  = 925, P <0.001). 免疫组
化、RT-PCR及ELISA结果组内比较显示, 手
术组PAP表达随时间逐渐显著升高, 6, 12 h
之间比较有显著差异(χ2 = 16.92, P <0.05; t  = 
2.49, P <0.05; t  = 2.56, P <0.05), 而其他组(治
疗组ELISA结果除外)6, 12 h之间无显著差异
(P >0.05). 手术组病理改变明显.

结论: PAP是AP早期表达明显升高的蛋白, 对
奥曲肽反应敏感, 对胰腺炎的诊断和预后判断
有一定作用.

关键词: 生长抑素类似物; 急性胰腺炎; 胰腺炎相关

蛋白; 大鼠
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0  引言

近些年的研究发现 ,  由于胰腺炎相关蛋白

(pancreatitis-associated protein, PAP)在急性胰腺

炎(acute pancreatitis, AP)时大量合成、分泌, 而
在正常胰腺及胰液中并不存在; 并且其与AP的
发生、发展密切相关, 故他可作为AP的特异性

诊断指标, 并可用于AP的治疗效果评价和预后

判断[1-8]. 人工合成的生长抑素类似物已广泛用

于临床治疗急性胰腺炎多年, 取得了一定的治

疗效果[9-16], 但对其具体作用机制至今也尚未完

全阐明, 因此我们研究生长抑素类似物对PAP蛋
白水平和基因表达的影响, 探讨生长抑素类似

物和PAP之间的关系, 将有助于进一步揭示AP
发病机制和指导临床对AP的治疗.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂健康成年Wis tar大鼠80只, 体质量

180-200 g, 由哈尔滨医科大学第二临床医学院

实验动物中心提供, 适应性饲养1 wk后开始实

验. 奥曲肽购自诺华公司. 牛磺胆酸钠(970 g/L)
购自Sigma公司. 琼脂糖购自上海蓝季科技发展

有限公司. TRIzol试剂为Invitrogen公司产品, RT
试剂盒(A3500)购自Promega公司. PAP及β-actin

引物由上海申能博彩生物科技有限公司合成, 
引物序列(由Primer3软件设计)如下: PAP(目的

片段长度为330 bp): 上游:  5'TGCTCTCCTGC
CTGATGCTCTTAT3'; 下游: 5'TACTCCACTCC
CATCCACCTCCAT3'. β-actin(目的片段长度为

452 bp): 上游: 5'GAGAGGGAAATCGTGCGTG
AC3'; 下游: 5'CATCTGCTGGAAGGTGGACA3'. 
小鼠抗大鼠PAP单克隆抗体购自美国R&D公司, 
兔抗小鼠超敏试剂盒(UltraSensitiveTM SP, 即用

型)购自福州迈新生物技术有限公司, 操作按说

明书进行. 大鼠PAP定量ELISA试剂盒购自美国

Rapidbio公司.
1.2 方法 
1.2.1 动物模型的建立及标本采集 将实验动物

随机分为4组, 分别为A组(阴性对照组)、B组(假
手术组)、C组(手术组)、D组(治疗组), 每组20
只. 各组内每10只分别于造模后6和12 h采集标

本. 用100 mL/L水合氯醛(3 mL/kg)腹腔注射麻

醉大鼠, 固定于无菌手术台, 消毒腹部皮肤, 正
中切口进腹, 于十二指肠内侧可见片状分布的

胰腺. 在近肝门端胆胰管用无损伤金属夹将其

夹闭, 通过十二指肠侧壁用注射器针头穿入胆

胰管, 细丝线活结结扎胆胰管和针头, 用WZS-50
型微量注射泵(浙江大学仪器厂)以20 μL/min速
度逆行注射3.5 g/100 mL牛磺胆酸纳(1 mL/kg), 
然后松开结扎线和金属夹, 两层连续缝合关闭

腹腔[17-18]. 假手术组于胆胰管逆行注射等剂量生

理盐水, 手术组于术后30 m in背部皮下注射奥

曲肽(20 μg/kg). 各组动物每10只分别于造模后

6和12 h处死大鼠, 于下腔静脉采血后离心(3000 
r/min), 保留血清, -20℃冻存备用. 完整切除胰腺

组织, 部分于中性甲醛中固定, 另一部分立即至

于-195℃液氮保存备用. 
1.2.2 病理评估 每标本随机选取×100视野30个, 
每视野划分100个网络, 计算该区域正常与坏死

胰腺组织所占网格数目及间质浸润炎症细胞数

量. 坏死为丧失正常腺泡细胞结构及HE改变, 选
取造模成功者进行下一步实验. 
1.2.3 免疫组化检测 选取造模成功的标本按试

剂盒说明, 采用DAB显色, 苏木素复染. 用推荐

的阳性标本和磷酸盐缓冲液(PBS)代一抗分别

做阳性和阴性对照. 高倍视野分4区各计数100
个细胞, 求其平均数值. 阳性判断标准: 阳性细

胞≤25%为+(弱阳性), 25%-50%为++(阳性), ≥
50%为+++(强阳性), 未见阳性染色为-(阴性). 
1.2.4 胰腺总RNA的提取及RT-PCR 将保存于液

■同行评价
文章有一定的可
读, PAP蛋白发现
到现在已有20余
年, 是否具有临床
意义尚难评价, 但
考虑国内外相关
报道较少, 因此有
一定价值.
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氮中的胰腺组织研碎后加1 mL TRIzol试剂, 按
试剂盒说明书提取RNA后至于-80℃保存. 采
用紫外分光光度仪测定A 260/A 280比值为1.9, 按
1A  = 40 mg/L计算RNA含量. 逆转录反应: 按
A3500试剂盒说明书进行反应, 将RNA逆转录

为cDNA. PCR反应: 每0.2 mL Eppendorf管中加

入MgCl2 (25 mmol/L) 2 μL, 10×反应缓冲液2.5 
μL, dNTP(10 mmol/L) 0.5 μL, 上下游特异引物1 
μL, Tag DNA聚合酶0.5 μL, 各实验样品(cDNA) 
2 μL, 加入RNase Free dH2O 15.5 μL, 补足25 μL
反应体系, 94℃ 5 min, 94℃ 30 s, 56℃ 30 s, 72℃ 
22 s, 后三步反应进行35个循环, 结束前72℃ 7 
min以充分延伸, 产物置4℃保存. 
1.2.5 PCR产物电泳及ELISA检测 PCR产物经

20 g/L琼脂糖凝胶电泳, 紫外灯下观察结果, 以
b-actin为内参照, 结果以PCR产物/b-actin比值

表示. 按照试剂盒说明测定各组血清标本PAP 
含量.
统计学处理 所有数据以均数加减标准差

(mean±SD)表示. 用t检验、χ2检验、单因素方

差分析及多个样本均数间的多重比较进行显著

性检验, P≤0.05表示差异具有显著性.

2  结果

2.1 病理组织学改变 阴性对照组及假手术组胰

腺无明显病理改变. 其余各组均可见胰腺组织

出血成血块, 多叶成片坏死, 成堆炎细胞浸润, 
或破坏原组织, 胰腺炎的炎症改变随时间延长

病变明显加重, 相继有间质水肿、灶性出血、

白细胞浸润、脂肪坏死、腺泡坏死、小脓肿、

大出血等(图1).
2.2 免疫组化检测结果 A组及B组在胞质中呈

阴性或极少有弱阳性表达. C组在胞质中呈较

强棕黄色表达. D组介于两者之间. 与B组相比, 
C组PAP的表达差异有统计学意义(χ2 = 26.11, 

P <0.01, 图2A-B). 与C组相比, D组PAP的表达差

异有统计学意义(χ2 = 15.65, P <0.05, 图2C-D). 另
外, C组中12 h的PAP蛋白90%呈强阳性表达, 且
颜色较深, 而6 h组中仅40%呈强阳性, 两者相比

表达差异有统计学意义(χ2 = 16.92, P <0.05, 图
2B-C). D组中6 h与12 h相比PAP的表达差异无统

计学意义(χ2 = 9.91, P >0.05). 
2.3 胰腺组织PAP基因在6及12 h的表达 阴性对

照组未见PAP表达. B组、C组及D组的mRNA
表达明显增强(图3), 3组之间差异具有显著性(F  
= 71.3, P <0.01, 表1). 各组AP 6与12 h相比较, B
组与D组mRNA表达的差异不具有显著性(0.05 
vs  0.06, t = 0.82, P >0.05; 0.14 vs  0.16, t  = 1.33, 
P >0.05), C组PAP的表达差异具有显著性(0.32 vs  
0.37, t  = 2.49, P <0.05).
2.4 血清中PAP的含量 阴性对照组血清中未能

检测到PAP. B组中可检测少量PAP. C组及D组

血中PAP的含量明显增加, 3组之间差异具有显

著性(F = 925, P <0.001). 各组AP 6与12 h相比较, 
B组PAP含量差异不具有显著性(230 vs  243, t = 
1.21, P >0.05), C组、D组两时间点的PAP含量

差异具有显著性(1378 vs  1606, t = 2.56, P <0.05; 
1294 vs  1399, t  = 2.78, P <0.05, 表2).

3  讨论

AP是以胰腺自身消化为基础, 胰腺实质坏死为

主要特征的一种全身性疾病, 发病机制目前尚

不完全清楚. 因其起病急、病情重、发展快、

并发症多、病死率高而不断受到消化内外科

医生以及基础医学学者们的重视. 而AP发病的

不确定性一直困扰着他的临床诊断和处理. 目
前, 该病诊断的“金标准”为高分辨率CT以及

Ranson和APACHEⅡ评分系统[19]. 高分辨率CT
在临床常规应用受到一定限制, 而评分系统不

仅需要测定很多指标, 而且在症状发生后48 h

A B

图  1  造模后胰腺组织病理改变(HE染色). A: 6 h; B: 12 h.
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才可判断. 虽有重症监护和内外科积极处理, 但
SAP的病死率仍在20%-40%. 尽早明确诊断和积

极干预对SAP的预后至关重要, 因此国内外医学

界一直试图建立一种既有较高敏感性、特异性

和准确性, 又简单易行的急诊SAP鉴别方法. 
PAP是Keim et al [20]在1984年发现的一种新

的分泌型蛋白质. 由于这种蛋白质仅发现于诱

发AP模型的胰液中, 因此称为PAP. PAP在胰腺

外分泌部腺泡细胞的粗面内质网合成, 并储存

于酶原颗粒中. 在正常胰腺及胰液中检测不出

PAP, 仅在胰腺炎发生后, 尤其重症胰腺炎, 胰腺

的酶蛋白基因表达迅速调整[21], 许多编码胰腺

酶蛋白的mRNA水平显著降低, 其中淀粉酶, 胰

蛋白酶原I, 糜蛋白酶原B, 弹力蛋白酶1, 前羧肽

酶A等的mRNA水平在急性期降低了50%. 相反, 
PAP mRNA表达明显升高, 本实验结果也证实

了这一点. 由于PAP基因在胰腺腺泡细胞中过表

达, 在胰液及血清中都可检测到较高水平PAP. 
因此, PAP可望成为胰腺炎的一个特异性的早期

诊断指标. 病理研究发现PAP水平与胰腺炎的严

M    1    2     3    4    5     6

500 bp 452 bp
330 bp

图  3  胰腺组织PAP基因在6及12 h的表达. 上行为β-actin, 
下行为目的基因; M: marker; 1: 空白对照组; 2: 假手术12 h

组; 3: 手术6 h组; 4: 手术12 h组; 5: 治疗6 h组; 6: 治疗12 h组.

表  1  胰腺组织PAP在6及12 h的表达

     
分组                                          6 h	          12 h  

A组(阴性对照组)             0                           0

B组(假手术组)                0.05±0.02            0.06±0.03

C组(手术组)                    0.32±0.04b          0.37±0.05be

D组(治疗组)                    0.14±0.03d          0.16±0.04d

bP<0.01 vs  B组; dP<0.01 vs  C组; eP<0.05 vs  C组中6 h.

表  2  血清中6及12 h的PAP水平(ng/L)

     
分组                                              6 h	                12 h  

A组(阴性对照组)                          0                            0

B组(假手术组)                          230                        243

C组(手术组)                            1378b                     1606be

D组(治疗组)                            1294d                     1399dc

bP<0.01 vs  B组; cP<0.05 vs  D组中6 h; dP<0.01 vs  C组; eP<0.05 

vs  C组中6 h.

A B

C D

图  2  胞质中PAP免疫组化结果, 胞质棕黄色为阳性细胞(DAB染色,×400). A: B组, 无黄染; B: C组6 h; C: C组12 h; D: D组12 h.
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重程度密切相关[22], 胰腺炎程度越高, PAP水平

也就越高. 随着病情控制和患者逐渐恢复, 血清

PAP水平开始不断下降[23]. 因此, PAP可作为急性

期胰腺炎轻重程度、病情预测的依据和病程追

踪观察的血清指标. 近年来人工合成的生长抑

素八肽拟似剂——奥曲肽, 广泛用于临床治疗

AP, 取得了一定的治疗效果, 但对其具体作用机

制至今尚未完全阐明. 目前, 较为公认的理论为

奥曲肽通过直接和间接的抑制胰酶的释放和活

化, 松弛Oddi's括约肌, 降低胰管压力, 减少胰管

内胰液进入胰腺组织, 减轻由此引起的胰腺自

身消化, 从而在AP的治疗中发挥重要作用[24], 近
年来, Hietaranta et al [25]认为, 生长抑素可能通过

抑制胰弹性蛋白酶的释放, 进而使TLR信号通路

所调控的NF-κB的表达降低, 从而下调了炎性细

胞因子的基因表达, 这可能是生长抑素治疗胰

腺炎的主要机制. 
本实验结果证实, C组中随造模时间延长, 

PAP mRNA表达明显升高. 奥曲肽在各时间点都

可明显降低PAP在胰腺组织中的基因表达. 这提

示奥曲肽有可能也是通过TLR信号通路实现其

对PAP的表达调控, 而应用PAP的优势在于他的

特异性较炎性因子为强. 本实验从多个角度验

证了随胰腺炎时间延长, PAP在基因水平、蛋白

水平及外周血中表达明显增强, 应用奥曲肽治

疗后, 从各个层次均可使PAP表达下降, 而D组中

6与12 h相比PAP基因及蛋白的表达差异无统计

学意义则提示在今后的实验中可将造模时间延

长并增加给药次数以进一步观察有无变化. 
虽然, PAP产生的确切机制目前尚不清楚, 

但在AP时其增高的程度明显高于其他疾病却

是不争的事实. 采用ELISA法, 免疫组化法和

RT-PCR方法从蛋白水平和mRNA水平的检测

均支持这一点. 对于PAP的功能, 尚处于探索中, 
Motoo et al [26]研究发现通过诱导PAP mRNA的表

达, 合成PAP而抑制胰腺腺泡细胞凋亡的发生, 
而奥曲肽治疗AP的机制之一可能是诱导损伤的

胰腺细胞凋亡以减轻炎症反应[27], 故奥曲肽可能

是通过抑制PAP mRNA的表达, 从而达到治疗胰

腺炎的目的. 奥曲肽可直接作用于PAP并从各个

层次降低其表达, 其机制尚未完全明了, 进一步

研究其机制及PAP蛋白的功能将有助于揭示AP
的病因, 指导AP患者的早期诊断和预后判断.
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