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下调 CCN1 表达抑制重症急性胰腺炎炎性反应
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摘 　 要 　 目的 　 探究富半胱氨酸蛋白 61(Cyr61 / CCN1)在重症急性胰腺炎( severe acute pancreatitis, SAP)大鼠模型中的表

达水平,及其对胰腺组织炎症的影响。 方法 　 36 只 SD 雄性大鼠随机分成空白对照组( control 组)、SAP 模型组(SAP 组)及SAP +
CCN1 干预组(CCN1 治疗组);采用 4% 牛磺胆酸钠逆行胰胆管注射制备 SAP 大鼠模型,分别于造模后 6、12、18h 检测各指标;采
用 ELISA 法检测血清 TNF - α 表达情况及血清淀粉酶(AMY)的水平,HE 染色方法观察胰腺病理形态学改变,Western blot 法检

测胰腺组织 CCN1 活化情况。 结果 　 与 control 组比较,SAP 组 AMY、TNF - α 血清水平随造模时间延长明显升高,胰腺损伤程度

逐步加重(P < 0. 05),SAP 各组 CCN1 表达水平明显高于空白对照组;CCN1 治疗组 AMY、TNF - α 血清水平较 SAP 组明显下降,
胰腺损伤程度明显减轻(P < 0. 05),各时间点比较,差异均有统计学意义(P < 0. 05)。 结论 　 CCN1 在 SAP 早期炎性反应过程中

可能起促进作用,下调 CCN1 的表达可减轻 SAP 炎性反应。
关键词 　 重症急性胰腺炎 　 富半胱氨酸蛋白 61　 肿瘤坏死因子 α
中图分类号 　 R333　 　 　 　 文献标识码 　 A　 　 　 　 DOI　 10. 11969 / j. issn. 1673-548X. 2022. 07. 021

Down - regulation of CCN1 Inhibits Inflammatory Response in Severe Acute Pancreatitis. 　 GUO Meixia, LI Minli, WU Xiaowei, et al.
Department of Gastroenterology, General Hospital of Eastern Theater Command, Jiangsu 210002, China

Abstract　 Objective　 To investigate the expression of Cysteine - rich 61( Cyr61 / CCN1) in severe acute pancreatitis ( SAP) rats
and the effect of pancreatic tissue inflammation. Methods　 A total of thirty - six male SD rats were randomized into control groups (Con-
trol groups) , SAP groups and CCN1 treatment groups. SAP was induced by retrograde infusion of 4% sodium taurocholate into the bilio-
pancreatic duct. Detect each indicator at 6, 12, 18h. The levels of amylase (AMY),TNF - α in serum were determined by ELISA. The
histopathologic changes of pancreas were examined under a light microscope. The expression of CCN1 in pancreas was detected by Western
blot. Results　 Compared with the normal control group, the serum levels of AMY and TNF - α in the SAP group increased significantly
with prolonged modeling time. In addition, SAP groups showed severe degrees of pancreatic injury gradually (P < 0. 05) . The expression
of CCN1 was significantly higher in SAP groups than the control group. Compared with the SAP group, the serum levels of AMY and
TNF - α in the CCN1 treatment groups reduced significantly with prolonged modeling time. Pancreatic injury was significantly reduced
(P < 0. 05) . Conclusion　 CCN1 plays an important role in SAP rats, and down - regulating the expression of CCN1 can alleviate the SAP
inflammatory response.
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　 　 重症急性胰腺炎( severe acute pancreatitis,SAP)
是由多种病因导致的胰腺局部炎性和坏死,并且伴有

全身性炎性反应和多器官功能损害的疾病,“炎症瀑

布”反应学说是目前国际认可的发病机制之一。 研

究显示, SAP 早期释放了大量炎性介质, 并且通过一

系列生物级联放大效应, 释放促炎性细胞因子, 主

要包括 TNF - α、 IL - 6 等,这些炎性介质在 SAP 发

生、发展中起重要调节作用 [1,2] 。 CCN1 是一种分泌

丰富的、富含半胱氨酸的、肝素结合的细胞外基质相

关蛋白,被认为具有介导细胞黏附和诱导细胞迁移的

功能。 研究发现,CCN1 作为一种新的促炎性细胞因

子参与类风湿关节炎、系统性红斑狼疮的发病机制,
提示 CCN1 作为炎性介质在炎症性疾病中扮演着重

要角色,但 CCN1 在急性胰腺炎中的作用尚未见报

道 [3 ~ 5] 。 本研究通过观察 CCN1 信号通路与促炎性

细胞因子在 SAP 早期炎性反应过程中的变化,进一

步阐明 SAP 炎症发病机制。
材料与方法

1. 材料和主要仪器:健康 SPF 级 SD 雄性大鼠 36
只,6 ~ 8 周龄,体质量 250g 左右,购自重庆恩斯维尔

生物科技有限公司。 牛磺胆酸钠购自美国 Sigma 公
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司;CCN1shRNA 质粒由威斯腾生物构建,肿瘤坏死因

子 α (TNF - α)和 AMY 的 ELISA 试剂盒均购自中国

北京丽科创欣生物科技有限公司;垂直板电泳转移装

置、Trans - Blot 转膜装置、电泳仪购自美国 Bio - Rad
公司,多功能酶标仪购自美国 Thermo Fisher 公司;一
抗:CCN1(兔来源),二抗:羊抗兔 IgG 均购自英国

Abcam 公司。
2. 方法:(1)动物分组及 SAP 模型制备:SD 大鼠

随机分为空白对照组( control 组)、SAP 模型组( SAP
组)和 SAP + CCN1 干预组( CCN1 治疗组),每组 12
只。 术前 12h 禁食,饮水自由。 实验大鼠称重,7% 水

合氯醛(5ml / kg)注射于腹腔进行麻醉,将大鼠仰卧

位固定,取上腹正中切口,显露胰腺,确认胰胆管,以
无创动脉夹于近肝门处夹毕胰胆管 (近端于左右肝

管汇合处远,端于近十二指肠处);在贴近十二指肠

开口处逆行穿刺胰管,以微量注射器注射 4% 牛磺胆

酸钠,给药剂量 1ml / kg,速度 0. 2ml / min;为保证牛磺

胆酸钠充分进入胰腺,注射完毕后继续将胰胆管夹毕

(约 5min 后胰腺组织出现肉眼可见的充血、水肿);
补充腹腔积液,确认腹腔内无活动性出血后两层关

腹。 对照组大鼠模拟胰胆管穿刺操作,但不予以注射

任何药物。 (2)给药方式:C 组于造模前 12h 按照 50
微克 / 只的剂量尾静脉注射 CCN1shRNA 质粒,1 次注

射。 A、B 组于相同时间点注射等量 0. 9% 氯化钠溶

液。 CCN1shRNA 质粒的构建:在 pLVX - shRNA2 载

体中构建 CCN1shRNA。 目的核苷酸序列:5′ - GTG-
GAGTTAACAAGAAACA - 3′。 按照制造商的说明,使
用 EntransterTM - in vivo 转染试剂进行转染,重组质粒

测序验证并大量抽提。 (3)取材时间点:SAP 建模后

6、12、18h。 实验鼠称重并麻醉,开腹于腹主动脉取

血,静置血液 1 ~ 2h 后离心(3000r / min,20min,4℃ ),
取上层血清于 - 20℃ 保存用于 ELISA 检测。 取胰腺

组织两份,一份放入 4% 多聚甲醛中 4℃保存用于 HE
检测;另一份置于 - 80℃ 冰箱中保存用于 Western
blot 法检测。

3. 统计学方法:采用 SPSS 19. 0 统计学软件对数

据进行统计分析。 符合正态分布的计量资料以均

数 ± 标准差( x ± s)表示,组间比较采用两独立样本 t
检验,以 P < 0. 05 为差异有统计学意义。

结 　 　 果

1. SAP 组大鼠血清 AMY 水平的变化:与 control
组比较,SAP 组大鼠血清 AMY 水平均明显升高,该效

应与时间呈正相关,3 个时间点中 18h 达最高水平,各

组间比较差异均有统计学意义(P 均 < 0. 05,表 1);
CCN1 治疗组大鼠血清 AMY 水平较 SAP 组明显下降,
各组间比较,差异均有统计学意义(P 均 < 0. 05,表 1)。

表 1　 control 组、SAP 组及 CCN1 治疗组血清 AMY
水平变化(μmol / L,x ± s,n = 4)

时间点 control 组 SAP 组 CCN1 治疗组

6h 18. 98 ± 0. 68 45. 58 ± 0. 80∗ 27. 28 ± 1. 01 #

12h 20. 25 ± 1. 28 64. 06 ± 1. 97∗ 39. 90 ± 1. 58 #

18h 19. 40 ± 1. 50 97. 96 ± 1. 83∗ 61. 43 ± 2. 10 #

　 　 与 control 组比较,∗ P < 0. 05;与 SAP 组比较,#P < 0. 05

　 　 2. SAP 组大鼠血清 TNF - α 表达情况:与对照组

比较,SAP 组血清 TNF - α 表达水平明显上调,并随

着作用时间延长而逐渐升高,造模 18h 时升至 3 个时

间点的最高值,与对照组比较,差异均有统计学意义

(P 均 < 0. 05,表 2);CCN1 治疗组大鼠血清 TNF - α
表达较 SAP 组明显下降,各组间差异均有统计学意

义(P 均 < 0. 05,表 2)。

表 2　 control 组、SAP 组及 CCN1 治疗组血清 TNF - α
水平变化(pg / ml, x ± s,n = 4)

时间点 control 组 SAP 组 CCN1 治疗组

6h 57. 47 ± 1. 70 104. 87 ± 2. 05∗ 68. 05 ± 2. 86 #

12h 55. 83 ± 0. 93 180. 78 ± 3. 74∗ 95. 30 ± 2. 03 #

18h 56. 83 ± 2. 08 221. 55 ± 3. 35∗ 141. 88 ± 2. 30 #

　 　 与 control 组比较,∗ P < 0. 05;与 SAP 组比较,#P < 0. 05

　 　 3. 胰腺组织病理学检查:依据 Kusske 评分标准,
从分别从水肿、炎症、出血、坏死 4 个方面对各组病理

进行评估比较,对照组大鼠胰腺结构未见明显异常,
腺泡结构正常,排列整齐。 SAP 组 6h 胰腺小叶正常

结构发生改变,间隙增宽,间质充血水肿;SAP 组 12h
胰腺小叶结构破坏,可见少量片状坏死,部分间质血

管破裂,并可见大量炎性细胞浸润,胰周脂肪液化坏

死;SAP 18h 组胰腺组织见大量坏死区,坏死区腺泡

正常结构完全消失(图 1)。 与 control 组比较,各时间

点大鼠胰腺病理评分比较,差异均有统计学意义(P
均 < 0. 05,表 3);CCN1 治疗组大鼠胰腺小叶结构破

坏、炎性细胞浸润较 SAP 组明显减轻,与 SAP 组比

较,各时间点大鼠胰腺病理评分差异均有统计学意义

(P 均 < 0. 05,表 3)。
　 　 4. SAP 大鼠胰腺 CCN1 表达情况:Western blot 法
检测结果显示,CCN1 在 control 组大鼠胰腺几乎无表

达,SAP 组 6h 可见少量表达,随时间延长,CCN1 表达

上调,SAP 12h组表达明显增加,18h升至最高值,各
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图 1　 大鼠胰腺组织病理切片(HE, × 100)
　

表 3　 control 组、SAP 组及 CCN1 治疗组 Kusske
评分(分,x ± s,n = 4)

时间点 control 组 SAP 组 CCN1 治疗组

6h 0. 33 8. 67∗ 6. 30 #

12h 0. 33 11. 67∗ 7. 33 #

18h 0. 33 13. 33∗ 9. 33 #

　 　 与 control 组比较,∗ P < 0. 05;与 SAP 组比较,#P < 0. 05

时间点与 control 组比较,差异均有统计学意义 ( P
均 < 0. 05);CCN1 治疗组胰腺组织 CCN1 表达明显减

少,各时间点与 SAP 组比较差异均有统计学意义(P
均 < 0. 05,图 2)。

图 2　 CCN1 蛋白表达检测

1 ~ 3. control 组 6、12、18h;4 ~ 6. SAP 组 6、12、18h;7 ~ 9. CCN1 治疗组 6、12、18h;各组分别于 6、12、18h 检测大鼠胰腺组织 CCN1 蛋白表达

　

讨 　 　 论

重症急性胰腺炎在发病早期,胰腺腺泡细胞受损

后胰酶释放、单核 - 吞噬细胞激活,大量的细胞因子

释放,从 而 触 发 炎 性 介 质 瀑 布 样 级 联 反 应 ( cas-
cades),迅速导致的全身炎症反应综合征 ( systemic
inflammatory reaction syndrome, SIRS) 和多器官衰竭

(multiple organ failure, MOF)。 阻断胰腺炎早期炎症

级联反应可作为突破口,寻找胰腺炎新的治疗靶点。
本课题组早期研究发现,TNF - α、IL - 1、IL - 6

是急性胰腺炎的主要促炎性细胞因子,且血清及胰

腺组织中的浓度随造模时间延长明显升高, 西地那

非作用于牛黄胆酸钠诱导的急性胰腺炎大鼠中,发
现TNF - α、IL - 6 基因表达明显被抑制后,胰腺炎

症较 对 照 组 明 显 减 轻 [6 ~ 8] 。 本 研 究 结 果 表 明,
TNF - α 在 SAP 组大鼠血清浓度明显升高,与之前

的研究结果一致,且于造模前 12h 按照 50 微克 / 只
的剂量尾静脉注射 CCN1shRNA 质粒后,发现血清

TNF - α 及 AMY 浓 度 较 SAP 组 明 显 降 低, 表 明

CCN1 抑制剂可通过降低炎性介质 TNF - α 浓度,
从而达到减轻炎症的目的。

既往研究发现 CCN1 可诱导炎性细胞因子单核

细胞趋化蛋白 - 1(MCP - 1) mRNA 及蛋白水平表达

增加,且呈剂量及时间依赖性;分别用 CCN1 受体阻

断剂即整合素 αvβ3, FAK 抑制剂, PI3K 抑制剂及

AKT 抑制剂干预后发现 NF - κB 明显抑制 [9] ,提示

CCN1 参与炎性反应的发生、发展。 CCN1 因其在炎

症中的作用而受到特别关注,本研究旨在探讨 CCN1
对牛磺胆酸钠诱导的急性胰腺炎大鼠模型的影响,结
果表明,SAP 组大鼠血清及胰腺组织中 CCN1 较 con-
trol 组明显增加,随着造模时间延长,CCN1 浓度呈上

升趋势,胰腺组织炎症坏死评分较正常对照组明显增

加,说明 CCN1 在急性胰腺炎中呈时间依赖性,且与

胰腺 组 织 炎 症 程 度 呈 正 相 关; 经 尾 静 脉 注 射

CCN1shRNA 质粒的急性胰腺炎大鼠,血清及胰腺组

织中 CCN1 浓度明显降低,胰腺组织的炎症坏死较

SAP 组明显减轻。 该方法对大鼠 SAP 模型具有良好

的治疗效果,抑制 CCN1 可降低胰腺炎症、炎性细胞

因子表达,这些发现支持了 CCN1 抑制剂在动物模型

中的抗炎作用,这为研发急性胰腺炎新的治疗靶点提

供依据。
综上所述,本研究证实了 CCN1 和 TNF - α 在急

性胰腺炎中扮演重要角色,与炎症严重程度呈正相

关,抑制了 CCN1 的表达, 胰 腺 炎 症 明 显 减 轻, 但

CCN1 是否是这条信号通路的始动因素,是哪个信号
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因子激活了这条信号通路,是否还有其他炎性细胞因

子参与其中,还需要开展进一步研究,这也是本课题

组下一步的研究方向。
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