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Abstract
AIM: To investigate gene expression of reg I in 
intestinal tissues in rats with acute necrotizing 
pancreatitis (ANP) and to determine correlation 
between reg Ⅰ  gene expression and intestinal 
mucosal lesion.

METHODS: Sprague-Dawley rats were ran-
domly allocated into the control group (n = 40) 
and ANP group (n = 80). The rats in control 
group received laparotomy only. In ANP group, 
30 g/L sodium taurocholate was injected under 
constant temperature into the pancreatic duct 
to develop the ANP model. Reverse transcrip-
tase polymerase chain reaction (RT-PCR) was 
performed to detect reg Ⅰ  mRNA level in pan-
creas and intestines. The pathologic changes 
of pancreas and intestines were observed, the 
permeability of intestinal mucosa was estimated. 

The measured parameters were evaluated to 
find whether correlation exited between reg Ⅰ  
mRNA expression level and pathological muco-
sal changes of ANP. 

RESULTS: The intestinal pathological scores of 
ANP rats were significantly higher than that of 
control group at 12, 24, 36 h (1.8 ± 0.89 vs 0.2 ±
0.42, 3.3 ± 1.17 vs 0.3 ± 0.48, 4.2 ± 0.95 vs 0.3 ± 0.48, 
all P < 0.01), postoperatively. The excretory rate 
of [99mTc]-DTPA in ANP rats were higher at 12, 
24, 36 h, postoperatively, compared with control 
group (34.70% ± 4.03% vs 4.62% ± 1.17%, 54.63% 
± 6.94% vs 6.14% ± 1.42%, 66.83% ± 7.56% vs 7.48% 
± 0.92%, all P < 0.01). Reg Ⅰ  mRNA was highly 
expressed in intestine in ANP rats compared 
with that in control group. Reg Ⅰ  expression 
level was positively correlated with intestinal 
pathological scores(r = 0.6728, P < 0.01) and with 
intestinal permeability (r = 0.7092, P < 0.01). 

CONCLUSION: Reg Ⅰ  mRNA expression is up-
regulated in intestinal tissues in ANP rats, and 
expression level of reg Ⅰ  is positively correlated 
with severity of intestinal mucosal lesion caused 
by ANP. 
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摘要
目的: 研究regⅠ 在急性坏死性胰腺炎(acute 
necrotizing pancreatitis, ANP)大鼠肠组织中的
表达, 探讨该基因的表达与ANP肠黏膜损害的
关系. 

方法: Sprague-Dawley大鼠随机分为假手术对
照组(n  = 40)和ANP组(n  = 80). 对照组开腹后
只翻动胰腺, ANP组大鼠胰胆管恒速逆行注射
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■背景资料
由于人再生基因
regⅠ 与人类疾病
的密切相关性, 目
前该基因已引起
了人们极大的关
注与重视, 又由于
人regⅠ 基因生理
状态下在人胰腺
组织中表达较高
或仅仅只在胰腺
组织中表达, 因此
该基因在胰腺疾
病中的表达和临
床意义更是成为
研究热点. 

■同行评议者
樊 晓 明 ,  主 任 医
师, 复旦大学附属
金山医院消化科; 
闻勤生, 教授, 中
国人民解放军第
四军医大学唐都
医院消化内科



30 g/L牛磺胆酸钠, 制成ANP大鼠模型. 观察胰
腺和小肠的病理改变及小肠黏膜通透性的改
变, 应用逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)检测胰
腺、小肠组织中regⅠ  mRNA的表达水平, 并
研究所观察指标与regⅠ 基因表达的相关性.  

结果: ANP组大鼠术后12, 24和36 h肠黏膜组
织病理学评分明显高于对照组(1.8±0.89 vs 
0.2±0.42, 3.3±1.17 vs  0.3±0.48, 4.2±0.95 
vs  0.3±0.48, 均P <0.01); ANP组大鼠[99mTc]-
DTPA排泄率术后12, 24和36 h较对照组均明
显增加(34.70%±4.03% vs  4.62%±1.17%, 
54.63%±6.94% vs 6.14%±1.42%, 66.83%±

7.56% vs 7.48%±0.92%, 均P <0.01); 与对照组
相比, ANP组大鼠小肠组织中reg Ⅰ的mRNA
水平过度表达, reg Ⅰ的表达水平分别与肠黏
膜病理学评分和肠黏膜通透性指数正相关(r  = 
0.6728, 0.7092, 均P <0.01). 

结论: ANP时大鼠小肠组织中regⅠ  mRNA的
表达水平明显上调且与ANP所致肠黏膜损害
的严重程度相关. 

关键词: reg Ⅰ 基因; 急性坏死性胰腺炎; 肠黏膜损

害; 逆转录聚合酶链反应
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0  引言

急性坏死型胰腺炎(acute necrotizing pancreatitis, 
ANP)病程凶险, 并发症多, 病死率高[1]. 肠黏膜损

害所致肠道细菌或内毒素移位并发脓毒症及脓

毒症相关的多器官功能衰竭是发病2-3 wk死亡

的主要原因, 死亡率可达50%, 也是ANP时威胁

生命的主要并发症之一. 因此, ANP时的肠黏膜

损害被认为是目前影响ANP死亡率最重要的风

险因素之一[2]. ANP时肠黏膜损害的发病机制一

直是研究热点, 近年来, 再生基因regⅠ在ANP发
生发展过程中的作用日益受到重视, 但对于其在

ANP时肠黏膜损害中的作用了解甚少. 我们探讨

ANP大鼠模型中regⅠ基因在肠组织中的表达情

况, 探讨其表达与肠黏膜损害的相关性, 以期进

一步了解ANP时肠黏膜损害的病理机制、发展

过程, 为ANP的治疗提供实验和理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康成年Sprague-Dawley大鼠120只, 体
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质量230-270 g. 实验前禁食12 h, 不禁饮水. 10 
g/L氯胺酮100 mg/kg, ip麻醉. 采用胆胰管内逆行

注射30 g/L牛磺胆酸钠1 mL/kg制作ANP模型(n  = 
80). 假手术对照组(n  = 40)仅将十二指肠提出切

口, 轻轻翻动胰腺3次, 不注射牛磺胆酸钠, 余操

作步骤与ANP组相同. 分别于术后12, 24和36 h各
处死20只ANP大鼠和10只对照组大鼠, 留取末段

回肠、胰腺和门静脉血标本. 获取新鲜组织后, 
立即切成块状并投入液氮, 保存在-80℃超低温

冰箱中, 或经40 g/L甲醛固定后脱水包埋、常规

切片. 血液分离血浆后进行淀粉酶测定(碘-淀粉

比色法). 
1.2 方法 
1.2.1 肠黏膜通透性的检测: 用同位素99mTc标记

的亚锡喷替酸(99mtechnetium diethlene triamine 
pentacetic acid, 99mTc-DTPA)为探针, 分子直径为

11 nm, 可反映肠黏膜腺管细胞间紧密连接的通

透性. 一般情况下, 仅有不到10%的DTPA可以通

过正常肠黏膜, 当肠黏膜受损、通透性增加时, 
更多的DTPA可以通过肠黏膜, 进入血液循环, 
而后迅速从肾脏排出, 因此尿液中同位素脉冲

数可以间接反映肠黏膜通透性. 肠黏膜通透性

(%) = [99mTc]-DTPA排泄率(%) = (尿液测定值-本
底测定值)×总尿量/(药物测定值-本底测定值)
×100%. 

用灭菌生理盐水淋洗钼 -锝发生器获得

[99mTc](中国核动力研究设计院第一研究所)淋
洗液, 放射活度仪测定其放射活度, 灭菌生理盐

水将其稀释成放射活度为3.7 MBq DTPA(中国

原子能科学研究院同位素所)标记. 术中于近端

空肠内缓慢注入3.7 MBq [99mTc]-DTPA. 术后放

入代谢笼, 留取12, 24和36 h尿液. 于上述时相

点测量大鼠尿液, 用放射免疫γ计数器测定尿中

[99mTc]-DTPA脉冲数. 
1.2.2 r e gⅠ 半定量分析: 总R N A的提取按照

TRIzol法. 简介如下, 将组织置于TRIzol裂解液中

研碎, 裂解后依次以氯仿、异丙醇抽提, 在冷乙

醇中沉淀, 溶于不含RNA酶的水中, -80℃冰箱保

存. 上述RNA经过DNA酶处理后, 总RNA被逆转

录成cDNA(大连宝生物公司逆转录试剂盒), 逆
转录所得cDNA在-20℃保存. 应用Primer premier
软件进行引物设计, regⅠ基因和GAPDH的引物

序列见表1. 所有引物由Invitrogen公司合成. 
PCR反应体积为25 μL, 含cDNA模板3 μL、

25 mmol/L MgCl2 1 μL、上下游引物各1.5 μL
和0.25 μL 83.35 mkaf/L Tap酶. 反应条件如下: 
94℃预变性2 min, 94℃变性30 s, 54℃复性30 s, 
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■相关报道
大量研究发现reg
Ⅰ 基因与人类疾
病关系密切 ;  reg
Ⅰ 基因作为一种
再生基因, 在组织
炎症或损伤后, 其
表达上调, 发挥组
织细胞再生和修
复功能; 近年来研
究发现 ,  regⅠ 基
因作为参与急性
胰腺炎的发生发
展过程的成员, 其
在ANP时在胰腺
组织中表达上调
且对损伤的胰腺
组织起修复作用
目前逐渐明确. 但
对于regⅠ 基因在
ANP时小肠组织
中的表达水平还
不清楚, 在ANP时
肠黏膜损害中的
作用了解甚少.

■研发前沿
急性坏死型胰腺
炎 (ANP)时肠黏
膜损害的发病机
制一直是研究热
点,  regⅠ 基因在
ANP发生发展过
程中的作用日益
受到重视.
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72℃延伸1 min, 32个循环, 72℃延伸7 min, 4℃
终止反应. 反应完成后, 取5 μL扩增产物常规进

行15 g/L琼脂糖凝胶电泳(100 V, 40 min), 鉴定扩

增产物. 以上PCR扩增重复3遍, 结果经过计算机

扫描(ImageMaster VDS), 用标准曲线法进行reg
Ⅰ的半定量分析. 
1.2.3 胰腺和小肠组织的病理学检查: 胰腺、小

肠组织于40 g/L甲醛溶液中固定12 h后, 常规石

蜡包埋、切片, HE染色, 进行光镜观察. 用单盲

法对胰腺、小肠组织进行病理学评分. 
统计学处理 用SPSS软件对数据进行统计

学分析, 计量资料采用t检验, 各组数据以mean±
SD表示, P <0.05为差异有显著性. 

2  结果

2.1 淀粉酶水平和病理学变化 ANP组血淀粉酶

活性显著高于假手术对照组(P <0.05). 开腹证实

腹腔内有血性腹水, 可见胰腺出血斑和坏死灶. 
镜下病理检查也证实ANP的发生. ANP组大鼠术

后12 h肠黏膜即出现水肿; 术后24 h肠黏膜水肿

加重, 上皮变性、坏死; 术后36 h肠黏膜重度水

肿, 上皮变性、坏死、脱落, 局部肠黏膜表面被

覆假膜, 黏膜及黏膜下层可见血管扩张、出血

及炎症细胞浸润(表2). 
2.2 ANP时肠黏膜通透性的影响 用同位素法检

测肠黏膜通透性, 发现与对照组相比, ANP组大

鼠术后12 h[99mTc]-DTPA排泄率明显增加, 而且

随着时间推移, 其排泄率逐渐增加(表2), 提示肠

黏膜通透性增加. 
2.3 小肠组织regⅠ  mRNA的表达 分别于术后

12, 24和36 h各处死20只ANP大鼠和10只假手术

对照组大鼠, 留取末段回肠组织, 以检查regⅠ  
mRNA的表达, 12 h上述基因的表达见图1. 在小

肠组织中, regⅠ和GAPDH都得到了有效扩增, 
各个标本中GAPDH基因的扩增基本一致(图1). 
将RT-PCR检测小肠中regⅠ  mRNA的表达与肠

黏膜病理学评分和肠黏膜通透性指数进行相关

性分析, 结果发现, regⅠ的表达水平分别与肠黏

膜病理学评分(r  = 0.6728, P <0.01)和肠黏膜通透

性指数(r  = 0.7092, P <0.01)明显正相关(图2). 

3  讨论

肠道细菌或内毒素移位是导致胰腺肠源性感染

的主要原因, 由此并发的脓毒症及脓毒症相关

的多器官功能衰竭死亡率可达50%. 肠道黏膜屏

障功能的损害是造成肠道细菌移位的重要原因. 
对于肠黏膜损害, 目前比较一致的意见是组织

表  1  PCR所用的引物序列及扩增产物大小

     
基因名称           引物	                                                     序列	           		   扩增片段(bp)

SregⅠ	      上游引物      	        5'-GCC AGG AGG CTG AAG AAG-3'	          316

	      下游引物       	        5'-CCA GTG TCC CAG GAT TTG-3'	

GAPDH	      上游引物      	        5'-GTT CAA CGG CAC AGT CAA-3'      	          671

	      下游引物       	        5'-CCT CAG TGT AGC CCA GGA T-3'	

■应用要点
本研究进一步了
解了ANP时肠黏
膜损害的病理机
制、发展过程, 为
ANP的治疗提供
实验和理论依据. 

图  1  ANP大鼠小肠组织中regⅠ 和GAPDH的表达. 1-3：

ANP组术后12, 24, 36 h; 4-6: 对照组术后12, 24, 36 h; M: 

DNA marker.

M       1       2       3       4       5       6

GAPDH

regⅠ

表  2  ANP大鼠肠黏膜组织病理学评分和肠黏膜通透性

     
	                         肠黏膜病理学评分	                                       [99mTc]-DTPA排泄率(%)

                       12 h		  24 h	           36 h                            12 h	                         24 h	                         36 h

对照组	 0.2±0.42	             0.3±0.48	      0.3±0.48	   4.62±1.17	   6.14±1.42	 7.48±0.92

ANP组	 1.8±0.89b            3.3±1.17b        4.2±0.95b	 34.70±4.03b	 54.63±6.94b          66.83±7.56b

bP<0.01 vs  对照组.

分组  
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损伤、感染、缺血等因素导致胃肠道黏膜屏障

功能受损、免疫抑制和肠道菌群改变, 三者相

互作用可促使肠源性细菌和内毒素通过血液、

淋巴、腹膜等途径移位至远隔器官. 移位的肠

道细菌和毒素使循环中的细胞因子再次升高, 
对全身各脏器造成再次损害, 形成所谓的“二

次打击”, 但其确切机制还不清楚. 研究表明, 
肠源性内毒素血症不仅与ANP的严重程度密切

相关, 而且是导致ANP并发多器官功能衰竭的

主要原因[3]. 
人regⅠ基因编码的RegⅠ蛋白含166个氨基

酸, 分子质量约为16-19 kDa左右, 是一种分泌蛋

白, 其主要功能是促进胰岛细胞的增殖和改善

糖尿病的发病状态, 同时与胰腺结石的形成也

存在密切关系. 大量研究发现regⅠ基因与人类

疾病关系密切, 在人类糖尿病、胃溃疡、胰腺

炎、心肌梗死、胃肿瘤、肝脏肿瘤、结直肠肿

瘤等疾病的发生发展过程中均存在着不同程度

的regⅠ基因的过度表达或表达下调[4-10], 但其表

达水平的改变在这些疾病的发生发展过程的作

用目前尚不清楚. 自1988年Terazono et al [11]成功

将regⅠ基因分离出来后, 为阐明regⅠ基因的功

能, 研究人员做了大量的工作, 研究热点及研究

较明确的部分主要集中在炎症和损伤方面, 发
现作为再生蛋白, regⅠ主要是作为一种生长因

子存在于胰腺中, 这可有他与钙依赖性凝集素

的结构相似性、对胰腺β细胞和导管细胞的促

有丝分裂效应[12]以及逆转术后高血糖的功能[13]

所证实. 同时在其他组织中也有regⅠ基因的的

表达, 包括胃组织细胞[14]; 用水浸淹大鼠造成应

激性胃黏膜损害的模型, 在愈合过程中可见reg
Ⅰ基因的表达上调, 说明regⅠ基因参与了胃肠

组织的再生和生长[15]; 而且已发现急性胰腺炎

也可导致regⅠ基因表达的上调; 将RegⅠ蛋白

的受体基因转入胰腺β细胞株RINm5F中, 使其

受体表达上调, 再将其暴露于含RegⅠ蛋白的培

养液中, 结果显示细胞的有丝分裂增强[18]. 以上

都说明regⅠ基因作为一种再生基因, 在组织炎

症或损伤后, 其表达上调, 发挥组织细胞再生和

修复功能. 近年来研究发现, regⅠ基因作为参与

急性胰腺炎的发生发展过程的成员, 其在ANP
时在胰腺组织中表达上调且对损伤的胰腺组织

起修复作用目前逐渐明确并已得到公认[6,19]. 然
而regⅠ在ANP时小肠组织中的表达水平还不清

楚, regⅠ在ANP肠黏膜损害中的作用也不清楚. 
我们发现, 与假手术对照组相比, ANP小肠

组织中regⅠ  mRNA水平过度表达, regⅠ的表达

与小肠组织病理学评分和肠黏膜通透性指数相

关. 基于Reg Ⅰ蛋白及其受体蛋白在胰腺组织中

参与胰腺损伤修复这一事实, 推测ANP时机体

为促进肠黏膜损害的修复而导致regⅠ基因的上

调, 从而对肠黏膜损害起修复作用. 但是过度表

达的regⅠ是否可能加剧ANP时肠黏膜的损害尚

不清楚. 在ANP时通过外部干预手段上调或下

调小肠组织中regⅠ的表达, 是否可能导致肠黏

膜屏障的改变, 值得进一步探讨. 
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图  2  ANP小肠中reg I 的表达与肠黏膜病理学评分和肠黏膜通透性指数相关. A: 肠黏膜病理学评分; B: 肠黏膜通透性指数.
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■同行评价
本文为进一步研
究regⅠ 在ANP时
肠黏膜损害中的
作用和意义提供
了基础, 具有较好
的学术价值.
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