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［摘 要］ 目的：筛选急性胰腺炎（acute pancreatitis，AP）潜在致病代谢物，并基于动物及细胞模型探讨α ⁃酮戊二酸（alpha⁃
ketoglutarate，αKG）调控X线修复交叉互补3蛋白（X ray repair cross⁃complementing protein 3，XRCC3）诱发AP的分子机制。方

法：通过孟德尔随机化（Mendelian randomization，MR）研究，结合两轮独立的Meta分析，从遗传学角度筛选与AP发病相关的代

谢物，并采用逆方差加权（inverse variance weighted，IVW）方法评估代谢物与AP的因果效应。随后，构建C57BL/6小鼠AP动物

模型及AR42J细胞模型，分别通过腹腔注射αKG和培养基共培养的方式，验证其对胰腺腺泡细胞损伤及炎症反应的影响。检

测指标包括细胞活性、炎症因子水平、组织病理学变化。此外，利用RNA测序分析αKG处理前后AR42J细胞的全转录组差异，

并通过免疫组化、Western blot等技术验证XRCC3的表达变化及其在AP发病中的作用。结果：MR研究及Meta分析结果显示，

αKG与AP发病存在正向因果关系，而吲哚丙酸（indolepropionate，INDO）则表现出潜在的保护作用。细胞实验表明，10 μmol/L的
αKG可显著抑制AR42J细胞活性，并促进白细胞介素（interleukin，IL）⁃6、IL⁃1β等炎症因子的分泌。动物模型中，腹腔注射αKG
可诱导小鼠AP的发生，表现为胰腺组织水肿、腺泡细胞损伤及血清炎症因子水平升高。全转录组测序结果表明αKG通过抑制

XRCC3的表达，削弱DNA损伤修复能力，从而加剧胰腺腺泡细胞损伤。免疫组化和Western blot显示αKG处理后AR42J细胞

中XRCC3表达显著下调，此外，过表达XRCC3可在一定程度上逆转αKG对腺泡细胞的损伤作用。结论：本研究首次在遗传学

层面证实αKG是AP的致病代谢物，其通过抑制XRCC3介导的DNA修复通路，加剧胰腺腺泡细胞损伤及炎症反应。该发现为

AP的代谢机制研究提供了新视角，提示靶向αKG⁃XRCC3轴可能成为潜在治疗策略。
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［Abstract］ Objective：To screen potential pathogenic metabolites of acute pancreatitis（AP）and explore the molecular mechanism
of α⁃ketoglutarate（αKG）regulating X ray repair cross ⁃complementing protein 3（XRCC3）to induce AP based on animal and cell
models. Methods：The study first conducted a Mendelian randomization（MR）study combined with two rounds of independent Meta⁃
analysis to screen metabolites related to the onset of AP from a genetic perspective，and used the inverse variance weighted（IVW）

method to evaluate the causal effect of metabolites on AP. Subsequently，AP animal models in C57BL/6 mice and AR42J cell models
were constructed. The effects of αKG on pancreatic acinar cell injury and inflammatory response were verified by intraperitoneal
injection of αKG and co⁃culture with the medium，respectively. The detection indicators included cell viability，levels of inflammatory
factors，and histopathological changes. In addition，RNA sequencing was used to analyze the whole transcriptome differences in AR42J
cells before and after αKG treatment，and the expression changes of XRCC3 and its role in the onset of AP were verified by
immunohistochemistry and Western blot techniques. Results：The MR study and Meta⁃analysis results showed that αKG had a positive
causal relationship with the onset of acute pancreatitis，while indolepropionate（INDO）showed a potential protective effect. Cell
experiments indicated that 10 μmol/L of αKG could significantly inhibit the viability of AR42J cells and promote the secretion of
inflammatory factors such as interleukin⁃6（IL⁃6）and IL⁃1β. In the animal model，intraperitoneal injection of αKG could induce the
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急性胰腺炎（acute pancreatitis，AP）是临床常见

的一类消化系统急症，绝大多数病情温和且呈自限

性，预后良好。但是，约有 20%的患者病情会发展

为中重度或重度AP，这些患者可能会出现多器官功

能障碍或胰腺坏死，需要更高水平的诊疗管理（如入

住重症监护病房），或需要对AP并发症进行干预（如

坏死组织清除术），病死率高，临床预后极差［1-2］。最

新研究表明，AP的发病率每年以 2%~5%的速度递

增，全球范围内每10万人的发病人数在3.4~73.4例，

而我国的发病率约为 60/10万［3］。虽然在过去十年

中，AP管理方面的进步使其死亡率呈下降趋势，但

总体人群死亡率仍保持不变［4-5］。因此，改善此类疾

病的临床诊治现状迫在眉睫，而这其中的关键便是

探索其发病因素及相应的发病机制。

近年来，大量的研究表明代谢物可通过多种机

制参与疾病的发生发展，例如代谢物的异常蓄积或

代谢途径的紊乱直接导致疾病［6-7］；细胞内外代谢物

通过影响代谢酶或信号蛋白功能致细胞信号活动

异常及疾病发生［8］；代谢物通过磷酸化、泛素化、乙

酰化等翻译后修饰方式影响靶蛋白的功能，进而影

响疾病发生［7，9］。事实上，代谢物在AP的发病过程

中同样扮演关键角色。研究显示，双歧杆菌来源的

乳酸通过TLR4/MyD88及NLRP3/Caspase1依赖方式

抑制胰腺局部及系统性炎症反应，进而影响AP发
生发展［10］；嘌呤代谢产物肌苷酸可加速骨髓生成和

AP进展［11］。尽管多种代谢物已被报道可通过相应

的路径参与AP的发生发展，但是目前仍缺乏研究

系统性阐述血清代谢物与AP间的因果关系，何种

代谢物是致病因素、何种代谢物可作为疾病诊断/预
后标志物仍尚未可知。

近年来，孟德尔随机化（Mendelian randomiza⁃

tion，MR）研究越来越多地用于探索疾病的发病因

素［12-13］。该方法的核心是利用遗传变异作为工具变

量，减少传统观察性研究中混杂因素，精确推断暴

露因素与结局因素间的因果关系。因此，本课题组

利用MR研究在遗传层面探索血清代谢物与AP发
病间的因果关系，对筛选所得的代谢物在AP动物

和细胞模型中进行验证和机制探索。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 对象

从公开可得的全基因组关联分析（genome⁃wide
association study，GWAS）数据库中筛选适合MR研

究的遗传变异。AP共涉及两个样本，汇总统计量取自

IEU GWAS数据库。第1个样本共涉及3 022例AP，
195 144 例对照；第 2 个样本共涉及 3 798 例 AP，
476 104例对照。与血清代谢物相关的单核苷酸多态

性（single nucleotide polymorphism，SNP）来自一项研

究（UK Twin Study），共纳入 7 824例，涉及 480个血

清代谢物［14-15］。本MR研究采取双向两样本设计，

分析遵循 3项核心假设：相关性、独立性和排除限

制。相关性即遗传工具与暴露相关；独立性即遗传工

具与混杂因素无关；排除限制即遗传工具仅通过暴

露影响结局。以 P < 5×10-6的显著阈值选取与血

清代谢物及AP相关的 SNP 作为工具变量（instru⁃
mental variable，IV），并通过clumping（间距10 000 kb，
r2 < 0.001）排除连锁不平衡。为避免弱工具变量偏

倚，剔除统计量F<10的IV。
1.1.2 动物与试剂

清洁级C57BL/6小鼠（雄性，4周龄，体重25 g左
右），购买自南京医科大学实验动物中心，所有实验

occurrence of AP in mice，manifested as pancreatic tissue edema，acinar cell injury，and elevated serum inflammatory factor levels.
RNA⁃seq analysis revealed that αKG exacerbated acinar cell injury by inhibiting the expression of XRCC3 and weakening the DNA
damage repair ability. The expression of XRCC3 in AR42J cells was significantly down ⁃ regulated after αKG treatment，which was
verified by immunohistochemistry and Western blot. Additionally，overexpression of XRCC3 could partially reverse the damage effect
of αKG on acinar cells. Conclusion：This study is the first to confirm at the genetic level that αKG is a pathogenic metabolite of AP，
which exacerbates acinar cell injury and inflammatory response by inhibiting the XRCC3 ⁃ mediated DNA repair pathway. This
discovery provides a new perspective for the metabolic mechanism research of AP and suggests that targeting the αKG⁃XRCC3 axis
may be a potential therapeutic strategy.
［Key words］ acute pancreatitis；α⁃ketoglutarate；XRCC3；Mendelian randomization；DNA damage repair
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动物均在标准实验环境下饲养。大鼠胰腺外分泌

细胞即AR42J细胞由本课题组常规保存，最初购买

自美国ATCC。雨蛙素（Cerulein）、α ⁃酮戊二酸（al⁃
pha⁃ketoglutarate，αKG）、吲哚丙酸（indolepropionate，
INDO）（上海源叶生物科技有限公司）；胎牛血清

（fetal bovine serum，FBS）、F12K 培养基（Thermo
Fisher Scientific公司，美国）；抗体：X线修复交叉互

补3蛋白（X ray repair cross⁃complementing protein 3，
XRCC3）、β肌动蛋白（β⁃actin）以及HRP标记抗兔和

抗小鼠二抗（Proteintech公司，美国）；酶联免疫吸附

测定（enzyme⁃linked immunosorbent assay，ELISA）试
剂盒：白细胞介素（interleukin，IL）⁃6、IL⁃1β、转化生

长因子 ⁃β1（transforming growth factor β1，TGF⁃β1）
（北京欣博盛生物科技有限公司）；细胞计数试剂盒⁃
8（cell counting kit⁃8，CCK⁃8）（MCE公司，美国）；4%
多聚甲醛、BCA 蛋白定量试剂盒、RIPA 裂解液、

PMSF、QuickBlockTM阻断缓冲液（上海碧云天生物

技术有限公司）；Lipofectamine 3000（Thermo Fisher
Scientific公司，美国）；TRIzol试剂、2×Taq Plus Master
Mix、HiScript Ⅱ Q Select RT SuperMix for qPCR（南

京诺唯赞生物科技有限公司）。

1.2 方法

1.2.1 动物和细胞模型构建

C57BL/6小鼠（雄性，4周龄，体重25 g左右）适应

性饲养1周后，随机分为4组，每组10只。对照组：腹

腔注射等量生理盐水；αKG组：腹腔注射10 mg/kg的
αKG；AP组：造模时腹腔注射50 μg/kg雨蛙素，每小时

腹腔注射1次，共注射10次；AP+ INDO组：AP造模基

础上，最后1次追加腹腔注射 INDO（50 mg/kg）。腹腔

注射的αKG和 INDO的浓度参考既往已有的文献报

道［16-17］。动物实验符合3R原则，且已获得南京医科

大学实验动物福利伦理委员会动物实验伦理审查

批准，伦理号为：IACUC⁃2507054。以AR42J细胞为

基础构建体外模型，αKG组：培养基中加入不同浓

度的αKG共培养；AP组：培养基中加入10 nmol/L雨
蛙素共培养；INDO组：培养基中加入10 nmol/L雨蛙

素和不同浓度 INDO共培养。

1.2.2 标本留取

血液标本：实验小鼠造模成功后，第 1次注射

αKG或雨蛙素开始 24 h 后，经眼球摘除取血法，收

取血液于医用促凝管内，常温放置 30 min后，4 ℃，

3 000 r/min离心 10 min，吸取上层血清分装于200 μL
离心管内，标记后存储在-80 ℃冰箱。组织标本：小

鼠眼球采血完成后，经脱颈处死小鼠。沿胸腹部正

中线解剖，充分暴露腹腔，胸腔。迅速分离胰腺组

织，用RNA Later冲洗并将胰腺组织分成 3部分，第

一部分使用 4%多聚甲醛固定，后放置于 4 ℃冰箱

中，剩余两部分立即分别放置于液氮罐中。细胞上

清标本：6孔板中细胞培养 24 h 后，留取培养液，离

心后留取上清液检测。

1.2.3 CCK⁃8细胞增殖检测

将AR42J细胞以 3×103个/孔接种于 96孔板，设

置空白对照（无细胞培养基）及实验组（αKG、INDO
按预设梯度浓度处理），每组设3个复孔。37 ℃培养

24 h后，弃去原培养基，每孔加入含10% CCK⁃8试剂

的无血清培养基100 μL，避光孵育2 h。使用酶标仪

于450 nm波长测定吸光度值，根据吸光度值按公式

计算细胞存活率。

1.2.4 炎症因子检测

对细胞上清和血清分别进行炎症因子水平检

测，IL⁃6、IL⁃1β和TGF⁃β1水平根据制造商的说明书

用ELISA试剂盒进行定量检测。

1.2.5 苏木精⁃伊红染色法（hematoxylin⁃eosin stain⁃
ing，HQE）和免疫组化染色（immunohistochemistry，
IHC）

胰腺组织在 4%多聚甲醛中固定，然后包埋于

石蜡块中，切成 4 μm厚的切片，用于HE染色。免

疫组化染色用于分析 XRCC3在胰腺组织中的表

达。包埋蜡块经脱蜡、水化、抗原修复等步骤后，用

XRCC3一抗孵育过夜，冲洗后与二抗在室温下孵育

1 h。最后，加入二氨基联苯胺显色，苏木精反染

色。HQE染色和 IHC均通过Case Viewer软件进行

扫描和观察。

1.2.6 蛋白免疫印迹实验（Western blot，WB）
胰腺组织在RIPA裂解缓冲液和PMSF中裂解，

随后将裂解物在4 ℃下以 12 000 r/ min离心15 min，
获得总蛋白上清液。测定蛋白浓度后煮沸变性电

泳，转移到PVDF膜上。用QuickBlockTM阻断缓冲液

在室温下对膜进行 15 min的封闭处理，然后在 4 ℃
下与一抗孵育过夜。第 2天用TBST洗涤PVDF膜，

在室温下用二抗孵育2 h，洗涤3次后行ECL化学发

光试剂检测。

1.2.7 XRCC3过表达质粒构建及转染

XRCC3过表达质粒由上海吉凯基因公司设计

构建。将正处于对数增长阶段的AR42J细胞接种

至6孔板中，接种密度为2×105个/孔，待次日细胞密

度达到 70%~80%时使用Lipo3000按照说明书进行

质粒转染，转染后 48 h，收集细胞并通过WB检测
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XRCC3的表达水平。

1.2.8 实时荧光定量 PCR（quantitative real time
polymerase chain reaction，RT⁃qPCR）

按照TRIzol试剂使用说明书提取细胞总RNA，
用逆转录试剂盒（HiScript Ⅱ Q Select RT SuperMix
for qPCR）将 RNA反转录成 cDNA。采用 RT⁃qPCR
法，以β⁃actin为内参基因检测XRCC3的mRNA水

平。XRCC3上游引物序列：5′⁃GCTACCGAGTGCCT⁃
GAAGAA⁃3′；下游引物序列：5′ ⁃CAGCAGAATG⁃
GAGTAGCCACA⁃3′；β⁃actin上游引物序列：5′⁃ AG⁃
ATGTGATCAGCAAGCAG⁃3′；下游引物序列：5′⁃GC⁃
GCAAGTTAGGTTTTGTCA⁃3′。
1.2.9 转录组测序

从每个胰腺样本的200 mg组织中提取RNA，对
照组和αKG组的小鼠各取3个独立样本送至华大基

因（深圳）进行RNA测序。随后按照制造商的方案

制备 cDNA文库。构建好的文库在合格后进行质量

检测和测序。测序获得的数据称为原始读段或原

始数据。经过质量控制后，将过滤后的干净读段与参

考序列进行比对。比对完成后，通过统计比对率、读

段在参考序列上的分布等，经过第2次质量控制（比

对质量控制），对基因进行定量分析以及基于基因表

达水平的各种分析（主要包括成分、相关性、差异基因

筛选等），并针对所选样本中差异表达的基因进行基

因本体论（gene ontology，GO）功能显著性富集分析、

通路显著性富集分析、聚类、蛋白质相互作用网络

和转录因子等更深入地挖掘和分析。

1.3 统计学方法

本MR主要研究血清代谢物与AP的双向因果

关联。以逆方差加权（inverse variance weighted，
IVW）法为主要方法评估不同SNP的因果效应；另用

孟德尔随机化⁃Egger回归（Mendelian randomization⁃
Egger regression，MR⁃Egger）、加权中位数、简单模式

及加权模式法验证 IVW结果。其中 MR⁃Egger 法通

过加入截距项检测水平多效性。进一步使用 Co⁃
chran’s Q和MR⁃PRESSO 评估SNP间异质性并识别

潜在异常SNP。所有统计分析在 R 3.6.3 中完成，使

用TwoSampleMR 0.5.6 和 MR⁃PRESSO 1.0包。后续

验证实验中，结果以均值±标准差（x ± s）的形式呈

现，采用 SPSS 20.0统计软件进行统计学分析，两组

间比较采用 t检验。P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 AP血清代谢物特征

首先基于两轮独立的MR研究，在遗传层面探

索了血清代谢物与AP发病间的因果关系。研究结

果显示，αKG、INDO等代谢物可能与AP间存在因果

关系，而后基于两轮结果的Meta分析进一步表明，

αKG可能是该疾病的致病因素，而 INDO则是保护

因素（表1、图1）。
2.2 αKG抑制AR42J细胞活性

为进一步验证αKG、INDO在AP发病过程所发

表1 与AP存在因果关系的血清代谢物（基于两轮独立MR分析）

Table 1 Serum metabolites causally associated with AP（based on two rounds of independent MR analyses）

Exposure
αKG
αKG
bilirubin（E，E）*

bilirubin（E，E）#

bilirubin（Z，Z）*

bilirubin（Z，Z）#

biliverdin*

biliverdin#

INDO
INDO
X⁃11530*

X⁃11530#

X⁃12329*

X⁃12329#

P

0.01
0.02
0.01
0.04
0.02
0.01
0.04
0.05
0.00
0.01
0.00
0.01
0.03
0.03

Method
IVW
IVW
IVW
IVW
IVW
IVW
IVW
IVW
IVW
IVW
IVW
IVW
IVW
IVW

NSNP
11
11
14
08
19
09
27
13
16
14
19
10
25
24

β

1.02
1.07
0.33
0.37
0.22
0.34
0.26
0.40

-0.56
-0.73
0.43
0.56
0.06
0.09

SE
0.42
0.46
0.13
0.18
0.09
0.13
0.13
0.20
0.19
0.26
0.15
0.21
0.03
0.04

OR
2.77
2.92
1.39
1.45
1.25
1.40
1.29
1.49
0.57
0.48
1.53
1.75
1.06
1.09

95%CI
1.22-6.25
1.18-7.26
1.08-1.80
1.02-2.06
1.04-1.49
1.08-1.83
1.01-1.66
1.01-2.21
0.39-0.83
0.29-0.81
1.15-2.04
1.16-2.65
1.00-1.12
1.01-1.18

*denotes the ebi⁃a⁃GCST90018789 dataset；#denotes the finn⁃b⁃K11_ACUTPANC dataset. IVW：inverse variance weighted；NSNP：number of
SNPs；Beta：Beta coefficient；SE：standard error；OR：odds ratio；95% CI：95% confidence interval.
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A：Analysis of the relationship between serum αKG and the incidence of AP based on the ebi⁃a⁃GCST90018789 dataset，with different lines repre⁃
senting various statistical methods. B：Analysis of the relationship between serum αKG and the incidence of AP based on the finnb⁃K11_ACUTPANC
dataset. C：Analysis of the relationship between serum INDO and the incidence of AP based on the ebi⁃a⁃GCST90018789 dataset. D：Analysis of the rela⁃
tionship between serum INDO and the incidence of AP based on the finnb⁃K11_ACUTPANC dataset. E：Two rounds Meta⁃analysis of the relationship
between αKG and the incidence of AP based on the ebi⁃a⁃GCST90018789 and finnb⁃K11_ACUTPANC datasets. F：Two rounds Meta⁃analysis of the re⁃
lationship between INDO and the incidence of AP based on the ebi⁃a⁃GCST90018789 and finnb⁃K11_ACUTPANC datasets.

图1 αKG、INDO与AP发病因果关系分析图

Figure 1 Causal relationship analysis of αKG and INDO with the onset of AP
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A C

A：In AR42J cells，the optimal intervention concentrations of αKG and INDO were determined using the CCK⁃8 assay（n=5）；B：The effect of αKG
（10 μmol/L）on the levels of cytokines IL⁃1β，IL⁃6，and TGF⁃β1 in the culture supernatant of AR42J cells was measured by ELISA（n=3）；C：The effect
of INDO（0.1 μmol/L）on the levels of cytokines IL⁃1β，IL⁃6，and TGF⁃β1 in the culture supernatant of AR42J cells was measured by ELISA（n=3）. *P <
0.05 and **P < 0.01.

图2 αKG、INDO对胰腺腺泡细胞的作用

Figure 2 Effects of αKG and INDO on pancreatic acinar cells
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挥的作用，构建了相应的细胞模型及动物模型。以

AR42J细胞为基础构建细胞模型，通过设定αKG、
INDO浓度梯度，筛选各自最佳的作用浓度。CCK⁃8
结果显示αKG可抑制AR42J细胞活性，INDO可以

在一定程度上对抗雨蛙素导致的AR42J细胞活性

下降，但差异无统计学意义，最终选定 10 μmol/L的
αKG、0.1 μmol/L的 INDO作为最佳作用浓度用于后

续实验（图2A）。

10 μmol/L的αKG、0.1 μmol/L的 INDO分别刺激

AR42J细胞后，检测细胞上清液细胞因子水平，结果

表明αKG可促进细胞因子 IL⁃6、IL⁃1β和TGF⁃β1的
分泌（图 2B）；而 INDO未能减少雨蛙素导致的细胞

因子分泌（图2C）。
2.3 αKG促进胰腺腺泡细胞损伤诱发AP

为了进一步明确αKG和 INDO在AP中的作用，

在动物模型中进行了验证。结果表明，与公认的雨

蛙素诱发动物AP模型结果相似，腹腔注射αKG也

可以诱导小鼠AP的发生，表现为胰腺组织水肿、坏

死，腺泡细胞损伤。但在雨蛙素诱发AP后，INDO的

干预并没有显著改善小鼠胰腺组织炎症损伤（图

3A）。小鼠血清中细胞因子的检测结果表明，αKG
可以显著增加血清中促炎因子 IL⁃1β与 IL⁃6的水平

（图 3B），而 INDO并没有对小鼠血清中 3种细胞因

子产生显著影响（图3C）。因此，腹腔注射αKG可以

诱发小鼠AP，而在雨蛙素诱发AP后，INDO的干预

并不能减轻小鼠AP的严重程度。

2.4 αKG通过抑制XRCC3表达促进胰腺腺泡细胞

损伤

为了探索αKG诱发AP的潜在机制，利用αKG
处理前后的AR42J细胞进行RNA⁃seq，以对比分析

两组腺泡细胞全转录组的表达差异。结果表明，两

组间基因表达存在显著差异（图 4A）。而通过差异

基因表达水平聚类分析和深入筛选分析，最终筛选

出了差异表达前 10位的基因，包括肌球蛋白重链 9
（myosin heavy chain 9，Myh9）、DNA损伤修复相关的

XRCC3、含 G⁃patch 结构域蛋白 8（G⁃patch domain
containing 8，Gpatch8）等基因（图 4B）。通过对这

10种差异基因进行大量的文献回顾，发现XRCC3在
细胞损伤修复中有着至关重要的作用，所以选择

XRCC3作为潜在的靶点进行下一步的实验验证。在

AR42J细胞层面的验证结果表明，αKG干预后可以显

著降低XRCC3的mRNA和蛋白表达量（图 4C、D）。
同样，在动物层面的免疫组化染色验证结果表明，

αKG干预后可以显著降低XRCC3的阳性表达（图
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A：The effects of cerulein，αKG，and the combination of cerulein and INDO on the histopathological inflammatory injury of mouse pancreatic tissue
after intervention（scale bar=100 μm，n=6）；B：The effect of αKG on the levels of serum cytokines IL⁃1β，IL⁃6，and TGF⁃β1 in mice（n=5）；C：The effect
of the combination of cerulein and INDO on the levels of serum cytokines IL⁃1β，IL⁃6，and TGF⁃β1 in mice（n=5）. *P < 0.05 and **P < 0.01.

图3 αKG、INDO对胰腺腺泡细胞作用的体内验证

Figure 3 In vivo validation of the effects of αKG and INDO on pancreatic acinar cells

NC αKG

Con
cen

trat
ion

ofI
L⁃1

β
（

pg/
mL

）

250
200
150
100
50
0

**

NC αKGCon
cen

trat
ion

ofT
GF

⁃β1
（

pg/
mL

）

6 000

4 000

2 000

0NC αKG

Con
cen

trat
ion

ofI
L⁃6

（
pg/

mL
）

150

100

50

0

**

Cerule
in

Con
cen

trat
ion

ofI
L⁃6

（
pg/

mL
）

150

100

50

0

ns

Cerule
in+IN

DOCerule
in

Con
cen

trat
ion

ofI
L⁃1

β
（

pg/
mL

）

300

200

100

0

Cerule
in+IN

DO Cerule
in

Con
cen

trat
ion

ofT
GF

⁃β1
（

pg/
mL

）

*

Cerule
in+IN

DO

8 000
6 000
4 000
2 000

0

B

C

4E）。为了进一步明确XRCC3是αKG的下游靶点，在

AR42J细胞中转染XRCC3过表达质粒并在蛋白表达

层面进行验证（图4F）。XRCC3过表达体系构建成功

后与αKG共培养，结果表明，XRCC3过表达可以在一

定程度上逆转αKG的细胞损伤作用（图4G）。以上实

验表明，αKG可能是通过抑制XRCC3的表达，进而诱

导胰腺腺泡细胞损伤。

3 讨 论

本研究基于MR方法筛选出与AP具有潜在因

果关系的代谢物，并结合细胞与动物实验，系统性

探讨了αKG在AP发病中的作用与分子机制，尤其

聚焦其对DNA损伤修复关键蛋白XRCC3的调控。

研究结果提示，αKG不仅是AP的潜在危险代谢物，

而且可以通过抑制XRCC3介导的DNA修复通路，

促进胰腺腺泡细胞损伤和炎症反应，从而推动AP
的发生发展。

代谢物作为细胞代谢活动的产物，反映了机体

在生理与病理状态下的功能特征。近年来，代谢组

学被广泛应用于疾病标志物筛选、病理机制探索等

多个方面［18-19］。然而，代谢组研究往往面临样本异质

性大、影响因素多、因果关系不明确等问题。传统的

观察性研究往往难以确定代谢物与疾病之间的因果

方向。因此，MR方法作为一种类随机对照试验的遗

传流行病学工具，在疾病机制研究中逐渐显示其独特

优势［20］。MR研究利用遗传变异作为工具变量，克服

了混杂因素与反向因果的干扰，有助于揭示暴露因

素与疾病结果之间的真实因果关系［21-22］。

本研究通过对公开的 GWAS数据进行MR分

析，首次在遗传层面发现αKG与AP之间存在正向
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A：Based on RNA⁃seq，the differential expression of mRNA in the whole transcriptome of AR42J cells before and after αKG treatment was com⁃
pared and analyzed，presented as a volcano plot（n=3）；B：Cluster analysis of differentially expressed genes between the two groups based on differential
gene expression levels（n=3）.C：RT⁃PCR was used to examine XRCC3 mRNA expression levels in AR42J cells（n=3）；D：Western blot was used to de⁃
tect XRCC3 protein expression levels in AR42J cells（n=3）；E：IHC was performed to detect XRCC3 protein expression levels in mouse pancreatic tissue
（scale bar=100 μm，n=6）；F：In AR42J cells，Western blot was used to detect changes in XRCC3 protein expression after XRCC3 overexpression（n=
3）；G：After overexpressing XRCC3 and co⁃culturing with αKG，CCK⁃8 was used to measure AR42J cell viability（n=3）. *P < 0.05 and **P < 0.01.

图4 αKG通过抑制XRCC3表达诱导胰腺腺泡细胞损伤

Figure 4 αKG induced pancreatic acinar cell injury by suppressing XRCC3 expression
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因果关系，提示其可能作为致病因子促进AP的发

生。同时也发现 INDO可能作为保护性代谢物参与

抗炎过程。此发现不仅丰富了AP的潜在代谢机制

图谱，也为进一步研究提供了方向。αKG是三羧酸

循环中的关键中间产物，广泛参与能量代谢、氨基

酸合成和氧化稳态调控等生物过程［23-24］。近年来，

越来越多的研究发现αKG具有复杂的双向生物学

效应，其在不同细胞类型和病理背景中可能发挥完

全不同的功能。例如，αKG通过激活AMPK⁃PGC⁃
1α/Nrf2通路预防高脂血症诱导的脂肪肝线粒体功

能障碍和氧化应激［25］。其还能作为重要的信号分

子介导免疫调节和细胞分化［26］。然而，本研究发现

在AP细胞及动物模型中，外源性补充αKG反而可

诱导胰腺组织水肿、腺泡细胞损伤及促炎因子（如

IL⁃6、TGF⁃β1）水平升高，提示其在AP背景下可能具

有促炎、致病作用。这一结果提示，在急性炎症反
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应中，αKG的功能可能由有益转向有害，其机制亟

待进一步探讨。

转录组测序和后续分子验证实验结果提示，

αKG的致病作用可能部分通过抑制DNA修复通路

实现。在所有差异表达基因中，DNA损伤修复相关

基因XRCC3的下调最为突出。XRCC3属于RAD51
家族，是同源重组修复通路的重要成员，负责修复

双链DNA断裂。既往研究表明，XRCC3的缺失或表

达下降可导致细胞对氧化应激、放疗化疗等损伤因素

的易感性增加，甚至诱导细胞凋亡或恶性转化［27-28］。

本研究发现，在αKG处理的AR42J细胞及小鼠胰腺组

织中，XRCC3蛋白表达水平显著下降，提示其可能成

为αKG作用的重要靶点。更为重要的是，XRCC3的
过表达可在一定程度上逆转αKG对腺泡细胞的损伤

作用，进一步证实其在AP发病过程中的关键调控作

用。因此推测，在AP病理状态下，αKG积聚可通过表

观调控、转录或蛋白质翻译等方式抑制XRCC3表达，

削弱细胞对DNA损伤的修复能力，从而诱导细胞凋

亡、释放炎症因子并加重胰腺组织损伤。

本研究初步观察到 INDO具有一定的保护效

应，尽管其在动物实验和细胞实验中的作用尚未达

到统计学差异，但其作为色氨酸代谢产物，在已有

研究中被证实具有抗炎、抗氧化、保护屏障等多种生

物学活性［29］。尤其在肠道微生态研究中，吲哚衍生物

可通过调节免疫微环境，从而发挥抗炎作用［30］。虽然

在本研究模型中，INDO未能显著改善雨蛙素诱导

的AP病理变化，但这可能与其剂量、作用时间、给

药方式等因素有关。未来研究应进一步优化实验

设计，探索其真实作用机制，明确其是否能作为潜

在的代谢治疗靶点或干预手段。

本研究最大的亮点在于将MR方法与实验验证

相结合，首次在遗传因果层面明确了αKG与AP发
病之间的正向关系，突破了传统代谢组学研究的观

察性限制。同时构建了细胞和动物模型系统验证这

一因果关系，并深入探讨其可能机制，为后续机制研

究和药物靶点筛选提供了理论依据。然而，研究仍存

在一定局限性。第一，MR研究本质上仍依赖于

GWAS数据库，其结果受限于样本量、种群结构及工

具变量的选择准确性。第二，尽管验证了αKG对胰腺

细胞的直接损伤作用，但其具体作用靶点及调控机

制尚需进一步探讨，如是否涉及表观遗传修饰、氧化

应激通路等。第三，XRCC3的下调是否由αKG诱导

的特异性效应还是继发于细胞损伤仍未明确，需通过

CRISPR/Cas9等技术进一步探讨因果关系。

在临床方面，AP作为一种高发高致残率的急腹

症，其早期识别及干预至关重要。若未来研究进一

步证实αKG在AP早期即呈持续升高状态，则其有

望成为一种新的预测标志物。同时，XRCC3作为

αKG作用的下游通路，其表达水平的动态变化也

可作为预后评估或靶向干预的依据。此外，调控

体内αKG水平的干预手段，如靶向代谢通路的酶

抑制剂、肠道微生物调节剂等，亦可能成为新的治

疗策略。然而，考虑到αKG在正常细胞功能中的

重要作用，其治疗窗口、安全剂量不良反应等仍需

充分研究。

总之，本研究为AP的代谢机制研究提供了新

思路，拓展了代谢物在炎症性疾病中的功能认知。

未来应通过更大样本量、多中心、多组学整合研究

进一步验证和完善相关发现，为AP的精准防治提

供理论支持。
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