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是临床常见的急
危重症, 当继发急
性肾损伤 (acute 
k i d n e y  i n j u r y, 
AKI)时死亡率明
显升高. 已有多项
研究表明, 炎症因
子参与SAP继发
AKI发病过程. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression of chemokine 
receptor CX3CR1 in acute kidney injury (AKI) 
associated with severe acute pancreatitis (SAP) 
in rats. 

METHODS: Thirty male Sprague-Dawley rats 
were randomly divided into an SAP group, 
a mild acute pancreatitis (MAP) group and 
a sham operation (SO) group, with 10 rats in 
each group. SAP was induced in rats with 3.5% 
sodium taurocholate, while MAP was induced 
with 20% L-arginine. Histopathological changes 
in the pancreas and kidney tissues were 
examined under a light microscope. Serum 
amylase, creatinine and urea nitrogen levels 
were detected. Localization and expression 
of CX3CR1 in the kidney were determined 
by Western blot and immunohistochemical 
staining. 

RESULTS: Compared with the MAP and 
SO groups, kidney histopathological score, 
levels of serum amylase, creatinine and urea 
nitrogen, as well as expression level of CX3CR1 
in kidney tissue in the SAP group increased 
significantly (P < 0.05). Spearman’s rank 
correlation analysis showed that expression 
of CX3CR1 was positively correlated with 
kidney histopathological score (r1 = 0.878, P < 
0.01). Pearson’s correlation analysis showed 
that expression of CX3CR1 was positively 
correlated with serum creatinine and urea 
nitrogen levels (r2 = 0.829, P < 0.01; r3 = 0.78, P 
< 0.01).

CONCLUSION: Chemokine receptor CX3CR1 
is involved in the process of SAP associated 
AKI, and its level can reflect the severity of 
AKI. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
目前趋化因子及
其受体在SAP继
发AKI中的作用
越 来 越 引 起 研
究者的关注 ,  但
趋 化 因 子 受 体
CX3CR1在SAP
继发AKI中的作
用鲜有报道. 
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摘要
目的: 炎症因子在重症急性胰腺炎(s e v e r 
acute pancreati t is, SAP)继发急性肾损伤
(acute kidney injury, AKI)中起重要作用, 探
讨趋化因子受体CX3CR1在大鼠SAP继发
AKI的表达及其作用. 

方法: 30只♂SD大鼠, 随机分为SAP组、轻
型急性胰腺炎(mild acute pancreatitis, MAP)
组及假手术(sham operation, SO)组, 每组10
只, 以3.5%牛磺胆酸钠建立S A P模型, 以
20% L -精氨酸建立MAP模型. 光镜下观察
胰腺及肾脏组织病理学表现; 检测血清淀粉
酶、肌酐及尿素氮水平; 蛋白质印迹法及免
疫组织化学法检测肾脏组织CX3CR1的表
达及定位. 

结果: SAP组胰腺及肾脏组织病理学评分、

血清淀粉酶、肌酐、尿素氮及肾脏组织
C X3C R1蛋白表达水平均较M A P组及S O
组显著升高(P <0.05). Spearman等级相关
系数及Peason相关系数分析示, 肾脏组织
CX3CR1表达水平与肾脏组织病理学评分、

血清肌酐及尿素氮水平呈正相关(r 1 = 0.878, 
P <0.01; r 2 = 0.829, P <0.01; r 3 = 0.78, P <0.01). 

结论: 趋化因子受体CX3CR1参与SAP继发
AKI过程, 其水平可反映AKI严重程度. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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趋化因子

核心提示: 目前对趋化因子受体CX3CR1在重症

急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)继发

急性肾损伤(acute kidney injury, AKI)的作用研

究报道较少. 本课题组前期研究已证实趋化因

子受体CX3CR1在SAP体外细胞中高表达, 本研

究表明CX3CR1在体内SAP继发AKI动物模型

中高表达, 且可作为SAP继发AKI严重程度的预

测指标. 
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
是临床常见的急危重症疾病, 常并发多器官损

伤的全身性并发症. 肾脏是较常见的胰腺外受

损器官. SAP患者一旦出现急性肾损伤(acute 
kidney injury, AKI), 其死亡率明显升高[1]. 已有

多项研究[2-6]表明, 炎症因子参与SAP继发AKI
发病过程. 本课题组前期研究[7]发现, 在SAP体
外细胞模型中, 趋化因子受体CX3CR1高表达, 
但其在SAP体内动物模型中的表达情况尚不

清楚. 因此, 本研究拟通过大鼠SAP合并AKI模
型, 观察趋化因子受体CX3CR1的表达情况, 希
望寻找出早期预测SAP合并AKI的指标. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂成年SD大鼠30只, 清洁级, 体
质量200-250 g, 由宁夏医科大学实验动物中

心提供. 牛磺胆酸钠及L -精氨酸(美国Sigma公
司); 兔抗大鼠多克隆抗体(美国Abcam公司); 
辣根过氧化物酶(horseradish peroxidase, HRP)
标记二抗(北京中杉金桥生物技术有限公司); 
全蛋白提取试剂盒及BCA蛋白含量检测试剂

盒(南京凯基生物科技发展有限公司). 
1.2 方法

1.2.1 动物分组与大鼠动物模型制备: 30只
♂S D大鼠随机分为S A P组、轻型急性胰腺

炎(mild acute pancreatitis, MAP)组和假手术

(sham operation, SO)组, 每组10只. 大鼠适应

性饲养1 wk, 术前24 h禁食, 不禁水. SAP组大

鼠以1%戊巴比妥钠(0.6 mL/100 g)腹腔注射麻

醉, 正中切口入腹, 血管夹夹闭胆总管, 24号套

管针自十二指肠前壁穿刺进入胰管, 逆行性经

微量注射泵缓慢匀速(0.1 mL/min)注入5%牛

磺胆酸钠(0.1 mL/100 g), 1 min后见胰腺出现

出血、坏死样改变后, 去除血管夹, 逐层关腹[8]. 
MAP组大鼠分3次腹腔内注射20%L-精氨酸溶液

(1000 mg/100 g), 每次间隔1 h[9]. SO组仅行开关

腹手术. 
1.2.2 标本采集: 3组大鼠均于制模后24 h处死. 
1%戊巴比妥钠腹腔麻醉后, 原正中切口开腹, 
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■相关报道
近 年 来 趋 化 因
子 及 其 受 体 在
SAP中的作用越
来 越 受 到 研 究
者的关注 .  相关
报道表明 ,  趋化
因 子 M C P - 1 、
CCL2、SDF-1/
C X C R 4 轴 及
趋 化 因 子 受 体
CCR5、CXCR2
均参与SAP发生
发展过程. 

经腹主动脉穿刺取血, 离心后取上清置-80 ℃
冰箱保存待检. 留取大鼠胰腺、肾脏组织标

本, 一部分置于40 g/L多聚甲醛固定用于HE
染色和免疫组织化学检测, 余置于-80 ℃冰箱

待检. 
1.2.3 胰腺、肾脏组织病理学观察: 取胰腺及肾

脏组织HE染色, 光镜下阅片, 每张切片随机选取

5个视野并对组织损伤进行评分. 胰腺组织病理

学评分采用改良Grewal等[10]评分标准; 肾脏组织

病理学损伤评分采用Smith等[11]的评分标准. 
1.2.4 血清肌酐、尿素氮、淀粉酶水平检测: 将
血清标本送宁夏医科大学总医院检验科, 采用

Beckman X7型全自动生化分析仪检测血清肌

酐、尿素氮、淀粉酶水平. 
1.2.5 蛋白质印迹法检测大鼠肾脏组织CX3CR1
表达: 取适量肾脏组织, 抽提总蛋白, BCA蛋

白定量试剂盒定量. 取50 µg蛋白样品, SDS-
PAGE蛋白电泳分离并转移至PVDF膜, 分别加

入兔抗大鼠CX3CR1多克隆抗体(1∶1000)、
GAPDH抗体(1∶1000), 一抗4 ℃孵育过夜, 
TBST(Tris-HCL缓冲液+Tween)洗膜3次, 每次

10 min, 加入HRP标记的IgG二抗(CX3CR1 1∶
3000, GAPDH 1∶2000), 室温孵育2 h, ECL
显影. Bio-Rad数码成像系统扫描图片, 应用

Quantity One软件, 以GAPDH为内参定量分析

CX3CR1灰度值. 
1 .2 .6  免疫组织化学法测定大鼠肾脏组织

CX3CR1表达: 应用S-P法将石蜡切片常规脱

蜡至水, 修复抗原, 加入兔抗大鼠多克隆抗体

(CX3CR1工作液1∶400), 阴性对照加入PBS液
替代一抗, 4 ℃冰箱过夜, 加入HRP标记的通用

型二抗室温孵育30 min, DAB显色, 苏木素复

染, 切片脱水、透明. 以胞浆或胞膜呈棕黄色

染色为阳性细胞. 
统计学处理 应用统计软件SPSS17.0对数

据进行统计学分析, 所有数据采用mean±SD表

示, 多样本均数比较采用单因素方差分析, 两两

比较采用LSD法. 相关性分析采用Spearman等
级相关系数及Peason相关系数. P <0.05为差异

有统计学意义. 

2  结果

2.1 胰腺组织病理学表现 SO组胰腺腺泡结构

完整, 间质未见水肿, 未见炎症细胞浸润或腺

泡细胞坏死(图1A). MAP组胰腺间质明显水

肿, 少量炎症细胞浸润及极少量腺泡细胞坏

死(图1B). SAP组胰腺腺泡细胞大片坏死, 间
质出血, 大量炎症细胞浸润(图1C). SAP组胰

腺组织病理学评分较MAP组和SO组显著升高

(P <0.05)(表1), MAP组胰腺组织病理学评分较

A B

C

图  1  各组大鼠胰腺组织病理学表现(HE×200). A: SO组; B: MAP组; C: SAP组. SO组: 假手术组; MAP组: 轻型急性胰腺

炎组; SAP组: 重症急性胰腺炎组.
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■创新盘点
对 于 趋 化 因 子
受体CX3CR1在
SAP继发AKI中
的表达及作用少
有报道 .  本实验
通过免疫组织化
学法及免疫印迹
法证实CX3CR1
在大鼠SAP继发
AKI模型中表达
明显升高 ,  且其
升高水平与SAP
继发AKI严重程
度相关 ,  可作为
预 测 S A P 继 发
AKI的指标.

SO组明显升高(P <0.05)(表1). 
2.2 肾脏组织病理学表现 SO组未见明显病理

学改变(图2A). MAP组肾小管上皮轻度水肿, 
少量炎症细胞浸润(图2B). SAP组可见肾小球

退行性变, 肾小管上皮水肿、坏死, 管腔明显

狭窄, 肾间质淤血, 炎症细胞浸润(图2C). SAP
组肾脏组织病理学评分较MAP组及SO组显著

升高(P <0.05)(表1). 
2.3 各组大鼠血清淀粉酶、肌酐、尿素氮测定

结果 SAP组血清淀粉酶较MAP组及SO组显著

升高(P <0.05)(表1), MAP组较SO组明显升高

(P <0.05)(表1). SAP组血清肌酐较MAP组及SO
组显著升高(P <0.05)(表1). SAP组血清尿素氮

较MAP组及SO组显著升高(P <0.05)(表1).
2.4 各组大鼠肾脏组织CX3CR1表达结果 蛋白

质印迹法检测结果: SAP组肾脏组织CX3CR1

蛋白表达水平(2.19±0.26)较MAP组(1.36±
0.17)及SO组(1.33±0.18)显著升高(P <0.05)(图
3B). 

免疫组织化学法检测结果: 在SO组肾脏

组织中呈低表达或不表达(图4A), 在MAP组肾

脏组织中呈中度表达(图4B), CX3CR1蛋白在

SAP组肾脏组织中呈高表达(图4C). 
2.5 相关性分析 Spea rman等级相关系数分

析表明, 肾脏组织中C X3CR1蛋白表达水平

与肾脏组织病理评分呈正相关(r 1 = 0.737, 
P <0.01). Peason相关系数分析表明, 肾脏组

织中CX3CR1蛋白表达水平与血清肌酐及尿

素氮水平均呈正相关(r 2 = 0.793, P <0.01; r 3 = 
0.627, P <0.01; r 2及r 3为肾脏组织CX3CR3蛋白

水平分别与血清肌酐及尿素氮水平之间的相

关系数). 

A B

C

图  2  各组大鼠肾脏组织病理学表现(HE×200). A: SO组; B: MAP组; C: SAP组. SO组: 假手术组; MAP组: 轻型急性胰

腺炎组; SAP组: 重症急性胰腺炎组.

     分组 淀粉酶(U/L) 肌酐(µmol/L) 尿素氮(mmol/L) 胰腺病理学评分(分) 肾脏病理学评分(分)

SO组 1177±123.5   38.8±8.06       7.5±2.6       0.40±0.25       0.62±0.22

MAP组 1979±401.5a   42.0±8.83a       8.7±2.2a       3.25±0.35a       0.63±0.20

SAP组 3249±339.6ac   74.7±13.4ac     22.2±3.8ac       10.5±0.85ac       7.30±0.37ac

aP<0.05 vs  SO组; cP<0.05 vs  MAP组. SO组: 假手术组; MAP组: 轻型急性胰腺炎组; SAP组: 重症急性胰

腺炎组. 

表  1  各组大鼠血清淀粉酶、肌酐、尿素氮及胰腺、肾脏病理学评分 (mean±SD)
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■应用要点
本研究通过大鼠
SAP继发AKI模
型 ,  观察趋化因
子受体CX3CR1
的表达情况 ,  希
望寻找出早期预
测SAP合并AKI
的指标 ,  为临床
早期发现及诊断
SAP合并AKI提
供理论依据.

3  讨论

S A P合并A K I, 不仅加重胰腺损伤 ,  同时可

能引起急性肾衰竭并增加死亡率 ,  相关数

据表明, SAP并发急性肾衰竭时死亡率高达

45%-50%[12]. 趋化因子通过与其特异性受体结

合介导白细胞的趋化运动从而参与SAP炎症

反应过程, 因而近年来趋化因子及其受体在

SAP中的作用越来越受到研究者的关注[13-17]. 
CX3CR1是趋化因子CX3C亚家族的唯一成员

Fractalkine(FKN)的特异性受体, 属于趋化因子

受体超家族, 是具有7次跨膜结构的G-蛋白偶

联受体, 主要表达在CD16+ NK细胞、CD14+单

核细胞和CD3+、CD8+ T淋巴细胞上[18], 其特异

性配体FKN同时具有黏附和趋化两种功能, 因
此二者结合不依赖整合素作用, 可以直接介导

CX3CR1阳性细胞的黏附和趋化, 从而参与多

种炎症性疾病[19-22]. 但CX3CR1及其配体FKN在

SAP中的表达及作用近两年才见相关报道[7,23-25]. 
本研究免疫组织化学结果显示CX3CR1在SAP
组肾脏组织中高表达, 在MAP组及SO组肾脏

组织中呈中低表达或不表达, Western blot结果

显示CX3CR1在SAP组肾脏组织中的表达较

MAP组及SO组显著升高(P <0.05)(图3), 同时胰

腺及肾脏HE染色观察到, SAP组胰腺及肾脏组

织中有大量炎症细胞浸润, 伴有组织出血、坏

死表现, 同时组织病理损伤评分较MAP组及

SO组显著升高(P <0.05)(表1). 由此推测, SAP发
生后, 表达CX3CR1的NK细胞、T淋巴细胞及

单核细胞被大量激活, 与其配体FKN特异性结

合, 诱导趋化大量炎症细胞进入胰腺组织, 促
进炎症级联反应发生、发展, 从而导致大量胰

腺腺泡细胞坏死及胰腺外器官肾脏受累, 引起

肾小球、肾小管等继发性病变. 
目前血清肌酐和尿素氮仍是临床上最常

用来检测肾功能的指标 [26]. 但血清肌酐浓度

多在肾功能减退50%以上时才升高, 且其水平

受年龄、性别、肌肉组织量及药物等因素影

响,所以依赖血清肌酐及尿素氮水平评价肾功

能可能因肾损伤和肾功能异常之间的时间差

而导致失去治疗的最佳时机并导致AKI的高

A

B

C

图  4  免疫组织化学法各组大鼠肾脏组织CX3CR1表达(SP
×200). A: SO组; B: MAP组; C: SAP组. SO组: 假手术组; 

MAP组: 轻型急性胰腺炎组; SAP组: 重症急性胰腺炎组.
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图  3  Western blot法各组大鼠肾脏组织CX3CR1蛋白表达. 
A: Western blot结果; B: CX3CR1蛋白相对表达量. aP<0.05 

vs  SO组; cP<0.05 vs  MAP组. SO组: 假手术组; MAP组: 轻

型急性胰腺炎组; SAP组: 重症急性胰腺炎组. 
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■同行评价
本文探讨趋化因
子受体CX3CR1
在大鼠SAP继发
AKI中的表达及
作用 ,  对临床上
SAP继发AKI的
诊断提供了一种
新的思路 ,  该文
立题准确 ,  方法
得当, 内容新颖, 
具有较好的学术
价值.

死亡率[27]. 因此需要寻找其他更好地反映AKI
发生及其严重程度的生物学标志物. Huang等[3]

的研究表明, 降钙素原水平在SAP继发AKI患
者血清中明显升高. Dent等[28]报道, 血清中性

粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋白(NGAL)在
早期诊断AKI的敏感性及特异性均较血清肌

酐高. Cho等[29]报道, 尿肝脏型脂肪酸结合蛋白

(L -FABP)在AKI患者中明显升高. Wu等[30]发现

与野生型缺血再灌注损伤小鼠相比, IL-18(-/-)
的缺血再灌注损伤小鼠的肾损伤程度更轻, 说
明IL-18参与缺血再灌注肾损伤. 本研究中相

关性分析结果显示, 大鼠肾脏组织C X3C R1
蛋白表达水平与肾脏病理学评分、血清肌酐

及尿素氮等肾脏损伤严重程度的指标呈正相

关, 因此我们认为CX3CR1可以反映AKI严重

程度. 
总之 ,在 S A P病程中 ,  趋化因子受体

CX3CR1可能参与介导AKI的发生, 并可以反

映SAP继发AKI的严重程度. 但其具体作用机

制仍有待进一步深入研究. 
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