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Abstract
AIM: To explore the effect of micro-ecological 
enteral nutrition (EN) with prebiotics on the 
intestinal barrier dysfunction and endotoxin 
t r a n s l o c a t i o n i n r a t s w i t h s e v e r e a c u t e 
pancreatitis (SAP).

METHODS: SAP specific enteral nutrition for-
mula (EN-S) was prepared based on the nutri-
tional and metabolic characteristic of SAP, and 
the micro-ecological EN formula was prepared 
with EN-S plus prebiotics (PRE-EN). Sixty-four 
Spraugue Dawley rats were divided randomly 

and averagely into 8 groups: sham operation 
control 4-day group, sham operation control 
7-day group, SAP with EN-S 4-day group, SAP 
with EN-S 7-day group, SAP with PRE-EN 4-day 
group, SAP with PRE-EN 7-day group, SAP 
with PN 4-day group, and SAP with PN 7-day 
group, named as group A, B, C, D, E, F, G and 
H, respectively. The rat model of SAP was estab-
lished by injection of 38 g/L sodium taurocho-
late (1 mL) beneath the pancreatic capsule. The 
nutritional therapy began after SAP model was 
established. The rats were killed on day 4 and 
7, respectively. The serum levels of endotoxin 
and diamine oxidase (DAO) were detected. The 
apoptosis of intestinal mucosal epithelial cells 
were analyzed with terminal deoxynucleotidyl-
transferase mediated dUTP-biotin nick and 
labeling (TUNEL) method, and the apoptosis 
index (AI) was calculated.

RESULTS: At each time point, the levels of 
plasma endotoxin and DAO, and the value of AI 
were significantly higher in group C (158.7 ± 23.9 
EU/L, 5.17 ± 0.62 kU/L, 50.5% ± 9.7%), D (140.5 
± 20.9 EU/L, 4.09 ± 0.49 kU/L, 41.6% ± 7.8%), 
E (110.4 ± 14.4 EU/L, 3.44 ± 0.59 kU/L, 48.9% ± 
8.5%), F (88.16 ± 30.4 EU/L, 2.83 ± 0.96 kU/L, 
33.8% ± 5.1%), G (202.0 ± 30.3 EU/L, 7.29 ± 0.68 
kU/L, 63.5% ± 6.7%) and H (210.2 ± 30.3 EU/L, 
7.57 ± 1.01 kU/L, 64.7% ± 10.4%) than those in 
group A (39.6 ± 13.1 EU/L, 2.01 ± 0.34 kU/L, 
22.6% ± 3.3%) and B (40.7 ± 12.4 kU/L, 2.12 ± 0.42 
kU/L, 23.1% ± 5.4%) (P < 0.01), and the above 
indexes were also markedly lower in group C, D, 
E and F than those in group G and H (P < 0.01). 
The levels of endotoxin and DAO in group E 
and F were markedly lower than those in group 
C and D, and AI value was significantly lower 
in group F than that in group D (P < 0.05). As 
compared with those on day 4, the level of DAO 
and the value of AI in EN-S and PRE-EN groups 
were significantly decreased on day 7 (P < 0.01), 
and there was a decreasing trend without sig-
nificance for plasma endotoxin level.

CONCLUSION: Micro-ecological EN with pre-

®

■背景资料
重症急性胰腺炎
( S A P ) 是 临 床 常
见的危急重症, 由
于肠屏障功能受
损 ,  肠 源 性 细 菌
和内毒素易位引
起 继 发 感 染 ,  所
导致的多器官功
能障碍综合征是
患者死亡的主要
原 因 ,  目 前 尚 缺
乏有效的治疗手
段. 近年来, 添加
微生态调节剂的
肠内营养在维护
肠屏障功能完整
性方面的作用被
提 升 到 较 高 地
位. 微生态调节剂
主要包括益生菌
(probiotics)、益
生元(prebiotics)
及 两 者 共 同 构
成 的 合 生 素
(synbiotics), 他们
在保护肠屏障功
能方面的作用既
有 共 性 ,  也 有 区
别. 与活菌制剂相
比, 益生元不会对
机体产生任何毒
副作用, 同时还具
有可溶性食物纤
维的基本特性; 具
有良好的耐消化
性, 不易被唾液、

胰液、肠液中的
酶类分解, 可以到
达结肠, 被结肠内
细菌代谢. 目前关
于益生元对肠屏
障功能作用研究
报道较少, 而且相
关作用机制不明
确 ,  尚 需 深 入 研
究. 
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biotics is beneficial in maintaining intestinal 
barrier function, decreasing the apoptosis of 
intestinal epithelial cells and the occurrence of 
endotoxin translocation. EN is superior to PN in 
maintaining intestinal barrier function.

Key Words: Severe acute pancreatitis; Enteral nu-
trition; Prebiotics; Intestinal barrier dysfunction; 
Endotoxin translocation
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摘要
目的: 研究重症急性胰腺炎(SAP)大鼠早期给
予添加益生元的微生态肠内营养后对肠屏障
损害和内毒素易位的作用及其机制. 

方法: 根据S A P营养代谢特点配制专用E N
配方(EN-S), 并添加低聚半乳糖益生元制成
微生态肠内营养配方(RPE-EN). 64只SD大
鼠被随机分成8组(n  = 8): 假手术对照4 d组, 
假手术对照7 d组, SAP+EN-S治疗4 d组、

SAP+EN-S治疗7 d组、SAP+PRE-EN治疗4 d
组、SAP+PRE-EN治疗7 d组、SAP+PN治疗4 
d组、SAP+PN治疗7 d组. 采用胰被膜下均匀
注射38 g/L牛磺胆酸钠法建立SAP大鼠模型, 
营养治疗在模型建立成功后即开始. 分别在第
4天和第7天处死大鼠, 分别采用偶氮基质显色
法和辣根过氧化物酶检测血浆内毒素和二胺
氧化酶(DAO)水平, 采用TUNEL法检测小肠
上皮细胞凋亡, 并计算凋亡指数(AI). 

结果: E N-S、P R E-E N及P N组的血浆内毒
素(4 d组: 158.7±23.9, 110.4±14.4, 202.0±
30.3 EU/L vs  39.6±13.1 EU/L; 7 d组: 140.5±
20.9, 88.16±30.4, 210.2±30.3 EU/L vs  40.7±
12.4 EU/L)、DAO (4 d组: 5.17±0.62, 3.44±
0.59, 7.29±0.68 kU/L vs  2.01±0.34 kU/L; 7 d
组: 4.09±0.49, 2.83±0.96, 7.57±1.01 kU/L vs  
2.12±0.42 kU/L)和AI (4 d组: 50.5%±9.7%, 
48.9%±8.5%, 63.5%±6.7% vs  22.6%±3.3%; 
7 d组: 41.6%±7.8%, 33.8%±5.1%, 64.7%±

10.4% vs  23.1%±5.4%)显著高于假手术对
照组(P <0.01), 而EN-S和PRE-EN组的内毒
素、DAO和AI显著低于相同时间点的PN组
(P <0.01); PRE-EN组的内毒素、DAO水平显
著低于相同时间点的EN-S组(P <0.01), 而AI显
著低于EN-S 7 d组(P <0.05); EN-S和PRE-EN 7 
d组与4 d组相比, DAO水平和AI显著降低, 内

毒素水平有降低趋势, 但未检出显著性差异.

结论: 添加益生元的微生态E N有助于维护
SAP大鼠肠屏障功能, 减少肠上皮细胞凋亡, 
减少内毒素易位的发生; EN在维护SAP大鼠
肠屏障功能方面的作用优于PN.

关键词: 重症急性胰腺炎; 肠内营养; 益生元; 肠屏

障损害; 内毒素易位 
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
患者后期的细菌和内毒素易位以及多器官功

能衰竭是导致患者死亡的主要原因[1-3], 其发生

与肠屏障破坏有密切关系. 肠外营养(parenteral 
nutrition, PN)用于SAP治疗的主要弊端是无法给

肠屏障提供良好的保护, 容易导致后期并发症

的出现, 因此早期给予SAP患者肠内营养(enteral 
nutrition, EN)近年来被重新受到重视[4-6]. 微生态

EN是在普通EN的基础上添加某些微生态调节

剂(包括益生菌、益生元和合生素), 以增强对肠

屏障功能的保护作用. 一直以来人们多关注于

对益生菌的研究而忽略了益生元类物质在临床

的应用价值. 低聚糖类益生元作为一类重要的

微生态调节剂, 可以促进肠内益生菌生长, 对维

护肠屏障功能受损具有一定作用[7-9]. 在众多低

聚糖中被称为双歧杆菌生长因子的低聚半乳糖

(galacto-oligosaccharides, GOS)是很有发展前景

的一种. 本研究根据SAP营养代谢特点研制合成

专用的EN配方(EN-S), 并在该配方基础上添加

GOS益生元制成微生态EN制剂(EN-PRE), 通过

对SAP模型大鼠肠上皮细胞凋亡分析和血浆内

毒素与二胺氧化酶(diamine oxidase, DAO)检测, 
研究该EN-S, EN-PRE和PN在肠屏障功能损害和

内毒素易位发生中的作用效果. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂清洁级SD大鼠64只, 6-7周龄, 
体质量250±8 g(由第二军医大学实验动物中

心提供). 动物适应性喂养7 d后进行实验. 此期

间自由进食和饮水. 950 g/L水解乳清单白(美国

GRANDE公司), 低聚半乳糖GOS(西安德施普

生物制品有限公司), 内毒素鲎试剂盒(上海市

■研发前沿
如何维护肠屏障
功能的完整性一
直是临床多种应
激性疾病治疗的
关键和难点, 免疫
微生态制剂正成
为解决该问题的
一个重要武器而
受到越来越多的
关注.

■相关报道
近年来有研究发
现在SAP患者肠
内营养中应用益
生元具有改善临
床预后的作用, 动
物实验也发现具
有改善肠屏障的
作用, 但对其作用
机制研究不明确, 
有关对肠上皮细
胞凋亡的调节作
用未见报道.
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医学化验所), 辣根过氧化物酶(Sigma公司), 邻
茴香胺甲醇溶液(Sigma公司), 尸胺二氢氯化物

(Sigma公司), TUNEL原位检测试剂盒(Roche公
司), 肠内营养泵(flocate 800型肠内输注泵, 荷兰

Nutricia公司), 静脉推注泵(Flo-Gard 6201, Baxter
公司), 台式高速低温离心机(Beckman公司), 
UV754分光光度计(上海第三分析仪器厂).
1.2 方法

1.2.1 动物分组及模型建立 64只SD大鼠被随机

分成8组(n  = 8只): 假手术对照4 d组, 假手术对

照7 d组, SAP+EN-S治疗4 d组、SAP+EN-S治疗

7 d组、SAP+PRE-EN治疗4 d组、SAP+PRE-EN
治疗7 d组、SAP+PN治疗4 d组、SAP+PN治疗

7 d组. 实验前大鼠禁食12 h以上, 自由饮水. 采
用25 g/L硫喷妥钠腹腔注射麻醉, 无菌条件下经

上腹正中切口进腹, 暴露胰腺, 用1 mL注射器从

胰尾部开始被膜下多点缓慢均匀注入38 g/L牛
磺胆酸钠1 mL, 使整个胰腺均匀隆起, 胰腺组织

可在短时间内出现充血、水肿, 继则可见包膜

下胰腺组织点状或小片状出血, 约2 min后轻轻

把胰腺复位, 分层缝合腹部切口. 对照组切开腹

腔后, 轻翻胰腺后缝合切口. 胰腺病理学检查证

实模型组发生出血坏死.
1.2.2 喂养途径建立 胃十二指肠置管方法: 经胃

幽门区, 置入已用生理盐水充盈的外径1.5 mm
无菌硅胶管, 远端位于空肠屈氏韧带以下5 cm左

右, 在胃部荷包缝合固定, 经皮下隧道将硅胶管

自颈部引出, 用自制背扣固定于颈部皮肤, 连接

于肠内营养输注泵. 颈外静脉插管方法: 钝行分

离出颈外静脉, 经颈外静脉置入已用生理盐水

充盈的外径为1.2 mm无菌硅胶管, 用丝线结扎

固定, 随后将硅胶管由颈背部皮下隧道引出, 导
管穿过弹簧, 用自制背扣固定于颈部皮肤, 并连

接于静脉推注泵.
1.2.3 营养给予方式 各EN组待术后动物清醒后

6 h给予少量生理盐水冲洗肠管, 12 h时起肠内

滴注EN制剂, 从最初1.0 mL/h的滴速逐渐增加, 
至术后36 h滴速达到2.0 mL/h, 50 mL/d, 之后维

持此速度; PRE-EN组动物每天营养液内添加

1.0 g GOS益生元; PN组静脉营养液滴注速度在

术后36 h内从1.0 mL/h增加至2.0 mL/h, 50 mL/d.
1.2.4 标本收集及测定 分别在造模后第4天和第

7天处死动物, 腹主动脉取血, 将血液置于抗凝

管中, 2500 r/m离心15 min, 同时取1 cm回肠组

织, 40 g/L中性福尔马林固定. 内毒素检测采用

鲎试剂盒, 用偶氮基质显色法检测. 血浆二胺氧

化酶采用分光光度法测定[10], 在样品管中先后加

入标本、0.2 mol/L pH7.2的磷酸缓冲液、辣根

过氧化物酶、邻茴香胺甲醇和尸胺二氢氯化物. 
在37℃水浴中孵育30 min后, 用紫外分光光度计

在436 nm处测DAO活性. 肠上皮细胞凋亡检测, 
将经福尔马林固定的标本常规石蜡切片, 二甲

苯脱蜡入水, 双蒸水洗, 0.01 mol/L PBS洗涤3次, 
每次5 min, 取标记溶液(含有核苷酸的混合液的

反应液)100 μL做二张阴性对照片, 将酶浓缩溶

液(TdT)50 μL与标记溶液450 μL混合, 置37℃温

箱1 h; 0.01 mol/L PBS洗涤3次, 每次5 min, 滴加

converter-AP, 37℃温箱中30 min, 0.01 mol/L PBS 
缓冲液洗涤3次, 每次5 min, BCIP/NBT显色, 双
蒸水洗涤, GVA封片. 计数每100个上皮细胞中

凋亡细胞个数, 即凋亡指数(apoptotic index, AI), 
每张切片各任选3个视野, 求其平均值.

统计学处理 采用SPSS11.5软件进行统计分

析, 实验结果以mean±SD表示, 运用方差分析统

计, P <0.01或P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 血浆内毒素结果 在第4天和第7天两个时间

点, 与假手术对照组相比, 各SAP组的血浆内毒

素浓度显著升高(P <0.01), 其中PN组水平最高; 
EN-S和PRE-EN组水平显著低于PN组(P <0.01), 
EN-S组水平显著高于对应时间点的PRE-EN组

(P <0.01); EN-S和PRE-EN 7 d组与对应的4 d组相

比, 水平呈降低趋势但无显著性差异, 而PN 7d
组与4 d组相比水平呈升高趋势(P >0.05)(表1).
2.2 血浆二胺氧化酶结果 在第4天和第7天两个

时间点, 各SAP组的血浆DAO浓度显著高于假

手术对照组(P <0.01), 其中PN组水平最高; EN-S
和PRE-EN组水平显著低于PN组(P <0.01), EN-S
组显著高于对应时间点的PRE-EN组(P <0.01); 
EN-S和PRE-EN 7 d组与对应的4 d组相比, 水平

显著降低(P <0.01), 而PN组无此差异(表1).
2.3 小肠上皮细胞凋亡 显微镜下观察原位凋亡

检测结果显示, 与假手术对照组相比, 各SAP
组隐窝处可见较多的凋亡上皮细胞分布, PN组

的凋亡细胞数量最多, PRE组的数量少于EN-S
组(图1). 各S A P组的A I显著高于假手术对照

组(P <0.01), EN-S和PRE-EN组显著低于PN组

(P <0.01); EN-S和PRE-EN 7 d组显著低于4 d组
(P <0.05), 而PN 4 d和7 d组相比无显著性差异; 
在第7天时, PRE-EN组的AI显著低于EN-S组
(P <0.05)(表1).

■创新盘点
本研究通过SAP
大鼠模型, 证实在
肠内营养中添加
低聚半乳糖益生
元可以通过调节
肠道上皮细胞凋
亡, 起到防止内毒
素易位和维持肠
黏膜屏障完整性
的作用.
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3  讨论

肠上皮细胞层构成机体的最前沿防御屏障, 具
有抵御肠腔内有害微生物和潜在致病菌侵入外

周脏器的作用. 由多种原因导致的SAP患者肠屏

障功能破坏是全身继发感染及MODS发生的主

要原因, 直接导致疾病的死亡率增加[11-13]. 如何

维护患者肠屏障功能的完整性一直是临床上一

个非常重要而且棘手的问题. 随着EN作用被重

新认识, 多项研究已证实早期空肠EN是安全的, 
而且有助于维持SAP患者肠屏障功能、减少内

毒素和细菌易位的发生[14-16]. 本研究根据SAP营
养需要和代谢特点, 研制适用于SAP的EN-S制
剂, 前期研究已证实该配方具有改善SAP大鼠蛋

白质代谢和电解质平衡的作用[17]. 本研究我们在

该EN配方中添加一类重要的微生态调节剂——

GOS益生元, 通过观察对SAP大鼠血浆内毒素、

DAO和肠黏膜上皮细胞凋亡的观察, 探讨其对

肠屏障的保护作用. 
研究结果显示与假手术对照组相比, 各SAP

组的血浆内毒素浓度显著升高. 内毒素是主要

由肠道G-菌产生的一种大分子分解产物, 正常情

况下, 完整的肠屏障可以将内毒素局限于肠腔

内[18]. 但当肠屏障受损时, 则会穿过受损的肠屏

障进入外周血循环, 激活单核巨噬细胞系统, 使
其释放多种炎性介质, 大多数SAP患者外周血中

都可以检测出内毒素, 而且这些患者90%以上都

可能死于内毒素血症[19-21]. 本研究中, 与PN组相

比, 不论是EN-S还是PRE-EN都可以显著降低血

浆内毒素水平, 而且PRE-EN组的水平显著低于

EN-S组, 说明在EN中添加GOS益生元可以有效

改善SAP的内毒素血症. 另一方面随着营养治疗

时间的延长, EN-S组和PRE-EN组的内毒素水平

■应用要点
本研究通过动物
实验研究添加益
生元肠内营养对
SAP肠屏障的保
护 作 用 机 制 ,  为
SAP患者寻求新
的有效的营养辅
助治疗途径, 为临
床应用包括益生
元在内的微生态
肠内营养制剂提
供理论依据.

A B

DC

图  1  TUNEL检测小肠上皮凋亡细胞呈深棕色(×400). A: 假手术对照7 d组; B: SAP+EN-S 7 d组; C: SAP+PRE-EN 7 d组; D: 

SAP+PN 7 d组.

表  1  血浆内毒素水平, DAO浓度和小肠黏膜上皮细胞AI结果(mean±SD, n  = 8)

     
                                            内毒素水平(EU/L) 	                  DAO浓度(kU/L)	                                 AI(%)

                                       4 d	                  7 d	            4 d	                         7 d	                      4 d	           7 d              

假手术对照           39.6±13.1           40.7±12.4          2.01±0.34          2.12±0.42            22.6±3.3       23.1±5.4

SAP+EN-S        158.7±23.9b,d,f     140.5±20.9b,d,f      5.17±0.62b,d,f      4.09±0.49b,d,f,h      50.5±9.7b,f     41.6±7.8b,d,f,h

SAP+PRE-EN    110.4±14.4b,f      88.16±30.4b,f        3.44±0.59b,f        2.83±0.96b,f,h       48.9±8.5b,f     33.8±5.1b,f,h 

SAP+PN             202.0±30.3b       210.2±30.3b          7.29±0.68b         7.57±1.01b          63.5±6.7b      64.7±10.4b

bP<0.01 vs  假手术对照组; dP<0.01 vs  SAP+PRE-EN组; fP<0.01 vs  SAP+PN组; hP<0.01 7 d vs  4 d组.

分组 
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出现降低的趋势, 而PN组则相反, 提示早期EN
可减轻肠内毒素的吸收. 

DAO是人类和所有哺乳动物肠黏膜上层绒

毛细胞胞质中具有高度活性的细胞内酶, 而在

其他组织中则含量少、活性低. 肠黏膜细胞受

损、坏死后该酶释放入血, 或随坏死脱落的肠

黏膜细胞进入肠腔内, 导致血浆和肠腔DAO活

性增高. DAO在外周血中活性稳定, 因而可以反

映肠黏膜屏障的完整性和损伤程度[22-23]. 导致体

内DAO活性发生改变的因素可能包括[24]: (1)与
营养途径有关: 动物研究发现胃肠长期无负荷

状态会导致肠黏膜萎缩, 血浆DAO活性升高; (2)
肠急性缺血: DAO活性改变与肠缺血有关, 把
大鼠肠系膜动脉夹闭60 min后肠DAO活性降低

66%, 而血浆DAO活性则显著增高. 本研究结果

表明, EN-S和PRE-EN与PN组相比, DAO水平

显著降低, PRE-EN组水平显著低于EN-S组, 说
明EN尤其是添加益生元的PRE-EN有助于减少

SAP时的肠黏膜受损程度. 
动物研究发现, SAP时肠黏膜上皮细胞凋亡

与肠道黏膜功能受损有关, 与对照组相比, SAP
组的凋亡指数显著增加, 尤其是隐窝部凋亡细

胞的增加, 可使细胞总体数目减少, 细胞间紧密

连接分离, 使内毒素、细菌等大分子物质容易

通过, 发生内毒素和细菌易位[25-26]. 有研究通过

抑制SAP大鼠的胱门蛋白酶(一种参与细胞凋亡

的关键酶)发现可以显著减少肠上皮细胞凋亡, 
改善肠通透性, 减少内毒素易位的发生, 并降低

动物的死亡率[27]. 导致SAP肠上皮凋亡的可能

原因如下: 内脏血流灌注减少, 肠黏膜缺血缺氧; 
肠蠕动减慢, 肠上皮受损, 细菌容易黏附并穿

过肠上皮, 引起炎症反应以及细胞因子的产生; 
细菌黏附分子表达的异常, 致使上皮细胞与细

胞基质间连接破坏以及氧自由基的作用等. 本
研究结果显示, 各SAP组的AI显著高于对照组, 
EN-S和PRE-EN组显著低于PN组, PRE-EN 7 d组
显著低于EN-S 7 d组, 提示EN在改善及缓解上

皮细胞凋亡方面的作用优于PN, 而且添加GOS
益生元有助于进一步提高EN在缓解凋亡方面的

作用. 目前有关益生元调节细胞凋亡在肠屏障

功能方面的作用尚未见报道, 但某些对结肠癌

的实验研究发现, 益生元物质通过调节结肠上

皮细胞凋亡, 起到一定的预防癌症形成作用[28].
本研究结果提示添加GOS益生元的微生态

EN可以增强EN维持肠黏膜屏障完整性的作用, 
其作用机制可能包括[29-30]: (1)GOS刺激肠内双歧

杆菌和乳酸杆菌等有益菌的生长, 抑制有害菌

增殖, 维持肠内菌丛平衡; (2)刺激肠管相关淋巴

组织的活性以及免疫物质的生成, 增强肠免疫

功能; (3)增强宿主吞噬细胞的活性, 提高机体特

异性和非特异性抗感染能力; (4)作为肠道内益

生菌的营养底物, 发酵后产生各种短链脂肪酸, 
给肠上皮细胞提供能量和营养, 从而有利于肠

上皮细胞再生, 促进屏障功能修复.
随着人们对免疫微生态营养支持在临床治

疗中重要性的认识, 以及各种新型益生元产品

的开发, 有关益生元在维持SAP等重症应激性疾

病中的作用及其机制还值得进一步深入探讨. 
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■同行评价
本文研究了添加
益生元肠内营养
对重症急性胰腺
炎肠屏障损害和
内毒素易位的作
用, 新颖度高, 内
容 详 实 ,  结 果 可
信, 有较高的科学
价值.
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