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Abstract
AIM: To examine the expression of microtubule-
associated protein 1 light chain 3 (LC3) and Be-
clin-1 in acute necrotizing pancreatitis (ANP) in 
rats and to analyze their significance.

METHODS: Thirty-six Sprague-Dawley rats 
were randomized into sham operation (SO) 
group and ANP group. ANP was induced in 
rats by retrograde injection of 5% sodium tauro-
cholate into the bili-pancreatic duct. Rats were 
killed at 3, 6, and 12 h after sodium taurocholate 
injection. Pancreatic histopathological changes 

and serum levels of several inflammatory fac-
tors were measured. The expression of LC3 and 
Beclin-1 in ANP at different time points was de-
tected by immunohistochemistry.

RESULTS: Pancreatic pathological changes were 
gradually exacerbated with time in the ANP 
group. Serum levels of amylase (AMY, U/L) 
and TNF-α (μg/L) were significantly higher in 
the ANP group than in the SO group at all time 
points (AMY: 3 h: 4 936 ± 1 207 vs 1 447 ± 355; 6 
h: 5 464 ± 768 vs 1 513 ± 333; 12 h: 6 139 ± 710 vs 
1 539 ± 231; TNF-α: 3 h: 111.24 ± 21.86 vs 56.14 
± 7.69; 6 h: 107.55 ± 33.05 vs 57.13 ± 11.30; 12 h: 
108.24 ± 24.83 vs 58.60 ± 9.54, all P < 0.05). The 
expression levels of LC3 and Beclin-1 in the pan-
creas were maintained at a very low level in the 
SO group, but started to elevate at 3 h in the ANP 
group and showed strong expression at 6 and 12 
h (all P < 0.05).

CONCLUSION: The expression levels of LC3 and 
Beclin-1 increased in ANP in rats, suggesting that 
up-regulation of autophagic activity may repre-
sent a response to injury in rats with ANP.

Key Words: Autophagy; Acute necrotizing pancre-
atitis; Microtubule-associated protein 1 light chain 3; 
Beclin-1
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摘要
目的: 研究大鼠急性坏死性胰腺炎(ANP)胰腺
组织LC3、Beclin1的表达, 并探讨其在ANP中
的作用及意义.

方法: 36只SD大鼠随机分为假手术(SO)组和
ANP组, ANP组采用胰胆管逆行注射5%牛磺胆
酸钠诱导制作大鼠ANP模型, SO组开腹后翻
动胰腺后关腹, 各组再分3、6和12 h 3个不同
时间点. 观察各组大鼠血清炎症因子及胰腺的
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■背景资料
自噬是细胞生长
发育、成熟分化
及死亡的重要调
控 机 制 ,  又 是 细
胞对不良环境的
一 种 防 御 机 制 . 
Beclin1蛋白是自
噬通路必须的磷
脂酰肌醇3磷酸激
酶(PI3K)复合物
的组成部分. 微管
相 关 蛋 白 1 轻 链
3(LC3)是目前观
察自噬现象是否
存在、研究自噬
活性较为可靠的
生物学标志物.

■同行评议者
郭晓钟, 教授, 中
国人民解放军沈
阳军区总医院消
化内科



病理改变, 运用免疫组织化学法检测各组大鼠
在不同时间点胰腺组织LC3和Beclin1的变化.

结果: ANP组血浆淀粉酶(U/L)、TNF-α(μg/L)
较S O组明显增加(血浆淀粉酶: 3 h: 4 936
±1 207 vs  1 447±355; 6 h: 5 464±768 vs  
1 513±333; 12 h: 6 139±710 vs  1 539±231; 
TNF-α: 3 h: 111.24±21.86 vs  56.14±7.69; 6 
h: 107.55±33.05 vs  57.13±11.30; 12 h: 108.24 
±24.83 vs  58.60±9.54, 均P <0.05), 且ANP组
大鼠胰腺病理改变随着时间延长加重. 正常
大鼠胰腺腺泡细胞LC3、Beclin1低表达, 大鼠
ANP 3 h后胰腺细胞LC3、Beclin1表达开始增
多, 在6和12 h呈强表达.

结论: 大鼠ANP后胰腺组织Beclin1和LC3增
多, 表明ANP后胰腺自噬活性增强, 其表达与
炎症变化程度相关, 细胞自噬增强是可能对损
伤的反应.

关键词: 自噬; 急性坏死性胰腺炎; 微管相关蛋白1

轻链3; Beclin1
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0  引言

自噬(autophagy)是细胞利用溶酶体降解自身受

损的细胞器和大分子物质的过程, 是真核细胞特

有的生命现象[1], 这一过程在细胞清除废物、重

建结构以及生长发育中、维持内环境稳定中起

重要作用, 并与疾病的发生密切相关[2,3]. 现研究

表明, 自噬是细胞生长发育、成熟分化及死亡的

重要调控机制, 又是细胞对不良环境的一种防御

机制. Beclin1蛋白是自噬通路必须的磷脂酰肌

醇3磷酸激酶(phosphatidylinositol-3-kinase, PI3K)
复合物的组成部分[4,5]. 微管相关蛋白1轻链3(mi-
crotubule-associated protein 1 light chain 3, MAP1-
LC3, LC3)是目前观察自噬现象是否存在、研究

自噬活性较为可靠的生物学标志物[6,7]. 本文通

过检测大鼠急性坏死性胰腺炎(acute necrotizing 
pancreatitis, ANP)后胰腺Beclin1和LC3表达的变

化, 了解ANP发生后胰腺细胞的自噬变化与炎症

的关系, 以进一步揭示急性胰腺炎(acute pancre-
atitis, AP)发生发展的机制.

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂Sprague-Dawley大鼠, 体质量
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200-250 g(由苏州大学动物实验中心提供). 牛磺

胆酸钠购自Sigma公司, TNF-α试剂盒购自上海

西唐生物公司, LC3和Beclin1兔多克隆抗体购自

Santa Cruz公司, 辣根过氧化物酶标记羊抗兔IgG
购自北京博奥森生物公司, SABC免疫组织化学

试剂盒北京博奥森生物公司.
1.2 方法 
1.2.1 分组: 将大鼠随机分成假手术(SO)组及

ANP组, 每18只. 各组再分为术后3、6、12 h 3个
亚组, 每组6只. 
1.2.2 造模及组织处理: ANP组, 模型制备采用改

良的Aho方法[8], 以0.1 mL/min的速度向胰胆管

内逆行注入5%(1 mL/kg)牛磺胆酸钠建立大鼠

ANP模型. SO组, 开腹后仅翻动胰腺, 即关腹. 各
组分别于术后3、6和12 h腹主动脉抽血, 分离血

浆保存于-20 ℃中备测, 将大鼠处死. 留取胰腺

和肺组织, 40 g/L甲醛固定用于常规病理学检查

和免疫组织化学检测. 
1.2.3 观察指标和检测: (1)血淀粉酶(amylase, 
A M Y):  采用全自动生化分析仪检测 ,  血浆

TNF-α采用ELISA 方法检测, 严格按试剂盒说

明进行操作; (2)胰腺病理学改变: 取固定的各组

胰腺标本石蜡包埋, 4 μm连续切片, 行常规HE
染色, 采用盲法由专科医师在光镜下阅片, 每张

切片随机选择5个高倍视野, 观察胰腺组织病

理变化; (3)免疫组织化学检测胰腺组织LC3和
Beclin1的表达: 40 g/L甲醛固定的胰腺组织, 常
规脱水, 石蜡包埋, 制备成4 μm厚连续切片, 经
二甲苯脱蜡及梯度乙醇水化后, PBS冲洗, 正常

山羊血清封闭背景, 室温l5 min; 加一抗LC3抗
体和Beclin1(1∶200), 4 ℃过夜, PBS冲洗; 滴
加生物素化二抗工作液, 37 ℃孵育1-2 h, PBS
洗冲; 加入辣根酶标记链霉卵白素1滴, 37 ℃
孵育, 30 min, PBS冲洗; 使用DAB显色试剂盒

显色, 自来水冲洗切片1-2 min; 切片苏木素复

染、梯度酒精脱水、二甲苯透明、中性树胶

封片, 显微镜观察. 以胞质出现棕黄色颗粒细

胞为阳性细胞, 随机观察5个高倍视野, 根据其

中阳性细胞的比率和染色深度分别进行评估, 
最后综合评定. (1)阳性细胞的比率评分: 0分为

阳性细胞数占总细胞数<10%, 1分为阳性细胞

数占总细胞数10%-25%, 2分为阳性细胞数占

总细胞数26%-50%, 3分为阳性细胞数占总细

胞数51%-75%, 4分为阳性细胞数占总细胞数

>75%%; (2)染色深度评分: 0分为无染色, 1分为

淡黄色, 3分为黄色至棕黄色, 2分为染色强度介
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■研发前沿
随着对细胞自噬
的分子机制的深
入研究, 自噬在疾
病中的作用引起
了广泛的重视. 最
近的研究表明自
噬活性的异常与
AP关系密切 ,  已
成为目前探讨AP
发生发展研究的
新靶点.
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于1分与3分之间; (3)总积分 = 阳性细胞比率评

分+染色强度评分.
统计学处理 数据以mean±SD表示, 使用

SPSS15.0统计软件, 多组间比较采用方差分析

(A N O VA), 实验组与对照组比较采用最小显

著差法(LSD), 实验组之间比较采用t检验, 以
P <0.05为差异具有统计学意义.

2  结果

2.1 AMY、TNF-α表达水平 ANP组各时间点

AMY及TNF-α水平均较SO组显著升高(P <0.05, 
表1). 
2.2 胰腺病理学改变 SO组光镜下大鼠胰腺组织

基本正常, 各亚组之间无明显差异性. ANP组可

见胰腺腺泡水肿及腺泡结构破坏、消失, 叶间

隔、小叶间隔及腺泡间隔显著增宽, 腺泡细胞

呈不同程度变性坏死, 周围出血, 随着时间的延

长, 病变呈进行性加重. 
2.3 LC3和Beclin1的表达 LC3阳性表达见于细胞

质, 细胞核中未见表达. SO组各时间点大鼠胰腺

细胞胞质见少量LC3阳性细胞. 在ANP组中, 制
模3 h后腺泡细胞胞质中LC3阳性细胞增多,并持

续增高, 在6、12 h呈强表达, 胞质棕褐色, 着色

加深, 胰岛细胞的表达多于腺泡细胞(图1). SO组

各时间点腺泡细胞内LC3阳性表达无明显差别, 
ANP组比SO组各相应时间点胰腺LC3阳性细胞

表达增加, 差异具有统计学意义(P <0.05); ANP组
各时间点比较, 6 h组比3 h组胰腺LC3阳性细胞

表达增加, 12 h比6 h阳性细胞增多, 差异具有统

计学意义(P <0.05, 表2). 
Beclin1阳性表达主要见于细胞质, 正常胰

腺Beclin1阳性细胞低表达, 在ANP各组胰腺腺

泡细胞有阳性表达, 其中, 在ANP 12 h呈强表达

(图2), ANP组与SO组比较, 腺泡细胞LC3和Be-
clin1阳性在各时间点表达有明显增加, ANP组各

时间点比较, Beclin1阳性细胞表达有明显差别, 
差异具有统计学意义(P <0.05, 表2).

3  讨论

自噬是细胞利用溶酶体降解自身受损的细胞器

■相关报道
研 究 表 明 ,  在 雨
蛙 肽 诱 导 的 A P
中 ,  胰 腺 组 织 中
Beclin1的表达增
加且与自噬空泡
变化一致, 提示自
噬被激活且参与
腺泡细胞的自噬
空泡的形成.

图  1  SABC免疫组织化学检测大鼠胰腺组织不同时间点LC3的表达变化(×400). A: SO组; B: ANP 3 h; C: ANP 6 h; D: ANP 

12 h.

A B

C D

表  1  各组大鼠不同时间点血浆AMY、TNF-α表达水平

     
分组    AMY(U/L)     TNF-a(μg/L)

SO

    3 h 1 447±355   56.14±7.69

    6 h 1 513±333   57.13±11.30

    12 h 1 539±231   58.60±9.54

ANP

    3 h 4 936±1 207a 111.24±21.86a

    6 h 5 464±768ac 107.55±33.05ac

    12 h 6 139±710ace 108.24±24.83ace

aP<0.05 vs  SO组; cP<0.05 vs  ANP 3 h; eP<0.05 vs  ANP 6 h.
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和大分子物质的过程, 是真核细胞特有的生命

现象, 主要通过对长寿命蛋白以及细胞器的降解

和再利用, 对细胞进行调节[9]. 现研究表明, 自噬

是细胞生长发育、成熟分化及死亡的重要调控

机制, 又是细胞对不良环境的一种防御机制[10]. 
除此之外, 自噬参与多种疾病的病理过程, 如肿

瘤、神经退行性病变、心脏疾病、病原体感染等

密切相关[11-16]. 随着对细胞自噬的分子机制的深

入研究, 自噬在疾病中的作用引起了广泛的重视.
AP的发病率呈增加趋势. 尽管近年来有关

AP的发病机制和临床诊治有了一定的进展, 但
AP尤其是重症急性胰腺炎(severe acute pancre-
atitis, SAP)依然是临床常见且严重危及患者生

命的急性炎症性疾病. SAP可发展为全身炎症反

应综合征、胰腺坏死进而并发多器官功能障碍, 
导致患者死亡[17,18], 然而目前针对SAP尚无确切

有效的治疗方法. 最近的研究表明自噬活性的

异常与AP关系密切[19-21], 已成为目前探讨AP发
生发展研究的新靶点. 

LC3是哺乳动物细胞中酵母ATG8(Aut7/
Apg8)基因的同源物, 定位于前自噬泡和自噬泡

膜表面, 参与自噬体的形成. LC3有Ⅰ型和Ⅱ型

之分. 未发生自噬时, 细胞内合成的LC3经过加

工, 成为胞质可溶性的Ⅰ型LC3, 常规表达. 当自

体吞噬发生时, Ⅰ型LC3经泛素样加工修饰过程, 
与自噬膜表面的磷脂酰乙醇胺结合, 形成Ⅱ型

LC3. LC3-Ⅱ结合并始终位于胞内自噬体的膜上, 
其含量的多少与自噬泡数量的多少成正比[3,22]. 
因此LC3表达强度与自噬活性密切相关. 最近研

究提示, LC3-Ⅱ在雨蛙肽、酒精等诱导的ANP
时明显增加[23-25]. 本研究结果显示在SO组胰腺

组织中LC3以低表达为主, 在牛黄胆酸钠诱导的

ANP组, LC3的表达在3 h增强且随时间延长表

达增加, 与前述报道相似. SO组胰腺LC3表达水

平显著低于ANP组, 提示在5%牛黄胆酸钠所致

的ANP中, 自噬被激活, 胰腺组织中存在LC3表
达增强, 主要在细胞质中表达, 且6-12 h达到高

峰, 表明在ANP时, 自噬活性增强可能是腺泡细

胞对损伤的一种反应. 

■应用要点
大鼠ANP后胰腺
组 织 B e c l i n 1 和
L C 3 增 多 ,  表 明
ANP后胰腺自噬
活性增强, 其表达
与炎症变化程度
相关, 细胞自噬增
强是可能对损伤
的反应.

表  2  不同时间点大鼠胰腺组织LC3和Beclin1评分

     
分组        LC3     Beclin1

SO

    3 h 0.80±0.84 0.60±0.89

    6 h 1.20±1.30 0.80±0.84

    12 h 0.60±0.89 1.00±0.71

ANP

    3 h 3.4±0.55a 3.20±1.10a

    6 h 4.80±0.84ac 4.60±1.14ac

    12 h 6.20±0.84ace 6.40±0.55ace

aP<0.05 vs  SO组; cP<0.05 vs  ANP 3 h; eP<0.05 vs  ANP 6 h.

图  2  SABC免疫组织化学检测大鼠胰腺组织不同时间点Beclin1的表达变化(×400). A: SO组; B: ANP 3 h; C: ANP 6 h; D: 

ANP 12 h.

A B

C D
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Becl in1是酵母ATG6的同系物, 也是哺乳

动物参与自噬的特异性基因[26], 通过与ClassⅢ 
PI3K形成复合物参与自噬体的形成通过与Class
ⅢPI3K形成复合体, 从而使磷脂酰肌醇磷酸化, 
产生PI3P, 在自噬前体复合物的形成及自噬小

体膜的来源中发挥重要作用[27,28]. 研究表明, 在
雨蛙肽诱导的AP中, 胰腺组织中Beclin1的表达

增加且与自噬空泡变化一致, 提示自噬被激活

且参与腺泡细胞的自噬空泡的形成[24]. 本研究

发现, Beclin1在ANP发生后3 h增加, 在6 h和12 h
持续升高, 与LC3的表达基本一致, 提示自噬在

ANP时被激活, 可能与AP的发生发展有关. 
然而, 在哺乳动物中关于自噬发生的机制仍

然不明确[29], 自噬相关基因Beclin1和LC3在ANP
后上调在其发生中的具体作用亦尚不清楚, 通
过对Atg5基因敲除的老鼠注射雨蛙肽, 建立AP
模型, 发现在Atg5基因敲除的老鼠, 仅表现局部

的轻微炎症, 且胰蛋白酶原的激活有很大的减

少, 故认为在AP早期的胰腺腺泡细胞内, 自噬

通过在胰蛋白酶原激活为胰蛋白酶过程中可能

扮演一个不好的作用[23]. 本次研究我们观察AP
后自噬相关基因Beclin1和LC3表达均增加, 而且

LC3和Beclin1 的表达同ANP发生时间呈一定程

度的相关性, 随着时间的延长, LC3和Beclin1的
表达逐渐升高, 推测激活的LC3和Beclin1可能

参与AP的早期发生过程. 另外, 通过对AMY、

TNF-α和胰腺的病理学检测, 我们发现, 随着时

间延长, 胰腺的炎症程度和病理改变增加, 与相

关报道一致[30]. 另外, 随着AP的炎症程度增加, 
LC3和Beclin1表达也进一步增加, 故认为ANP后
LC3和Beclin1的升高与AP的炎症程度相关, 推
测ANP早期自噬的激活参与到腺泡细胞的炎症

过程, 但自噬激活如何引起炎症因子的变化有

待于进一步研究. 
总之, LC3与Beclin1在5%牛黄胆酸钠诱导

的ANP胰腺组织中的表达上调, 且升高的程度

与ANP的炎症程度相一致, 提示自噬在ANP早
期被激活, 参与到ANP发生发展过程. 但自噬激

活的具体机制目前尚未完全明确, 随着对自噬

研究的不断深入, 进一步阐明AP后自噬激活的

机制, 明确其在AP发生发展中的作用, 从而为寻

新的治疗靶点提供重要的理论依据. 
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