
重症急性胰腺炎（severe acute pancreatitis，SAP）
是胰腺的一种具有高发病率和高死亡率的急性炎

症性疾病，通常伴有全身炎症反应综合征，甚至多

器官功能障碍综合征［1-2］。据报道，在过去十年里，

游离脂肪酸通过 IRE1/XBP1通路调控高甘油三酯血症性急性
胰腺炎肾损伤的机制研究
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［摘 要］ 目的：探讨游离脂肪酸通过 IRE1/XBP1通路调控高甘油三酯血症性急性胰腺炎肾损伤的机制。方法：将48只雄性

C57BL/6小鼠随机分为对照组（CON组）、重症急性胰腺炎组（SAP组）、高甘油三酯血症性急性胰腺炎组（HTGP组）和CD36抑
制剂组（SSO组）。在给予各组小鼠相应处理24 h后，获取小鼠血标本和胰腺、肾组织进行血清学检测、病理学分析及免疫荧光

染色。结果：相比SAP组，HTGP组有着较高的甘油三酯和游离脂肪酸水平，且HTGP组的胰腺炎及肾损伤更严重。在HTGP
组肾组织中，内质网应激相关的 IRE1、XBP1蛋白及介导游离脂肪酸摄取的CD36蛋白的表达水平比在SAP组更高。此外，当

给予HTGP组小鼠CD36抑制剂SSO后，SSO组小鼠较HTGP组胰腺及肾损伤减轻，炎症因子水平降低，且肾组织中 IRE1、XBP1
的表达水平也明显降低。结论：高甘油三酯血症性急性胰腺炎中，CD36介导的游离脂肪酸可激活内质网应激 IRE1/XBP1通路

调控相关肾损伤。
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The mechanism of free fatty acids regulating renal injury via IRE1/XBP1 pathway in
hypertriglyceridemic pancreatitis
YU Rong，PENG Yunpeng，ZHU Xiaole，HOU Chaoqun，MIAO Yi，LI Qiang*

Pancreas Center，the First Affiliated Hospital of Nanjing Medical University，Nanjing 210029，China

［Abstract］ Objective：This study aims to investigate the mechanism of free fatty acids regulating renal injury through IRE1 / XBP1
pathway in hypertriglyceridemic pancreatitis. Methods：Total 48 male C57BL/6 mice were randomly divided into control group（CON
group），severe acute pancreatitis group（SAP group），hypertriglyceridemic pancreatitis group（HTGP group）and CD36 inhibitor group
（SSO group）. At 24h after corresponding treatment，blood samples，pancreas and kidney tissues were obtained for serological
detection，pathological analysis and immunofluorescence staining. Results：Compared with SAP group，HTGP group had higher levels
of triglyceride and free fatty acids，and the severity of pancreatitis and renal injury in HTGP group were more severe. In the renal
tissues of HTGP group，the expression levels of IRE1 and XBP1 protein related to endoplasmic reticulum stress and CD36 protein
which mediated free fatty acid uptake were higher than those in SAP group. Additionally，after administration of CD36 inhibitor in
HTGP group，the pancreatic and renal injury，the levels of inflammatory factors and the expression levels of IRE1 and XBP1 in renal
tissue decreased significantly in SSO group as compared to HTGP group. Conclusion：In hypertriglyceridemic pancreatitis，CD36
mediated free fatty acids may activate endoplasmic reticulum stress through IRE1 / XBP1 pathway to regulate related renal injury.
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高甘油三酯血症成为仅次于胆结石和酒精的急性胰

腺炎（acute pancreatitis，AP）第三大病因，且高甘油三

酯血症性急性胰腺炎（hypertriglyceridemic pancreati⁃
tis，HTGP）在急性胰腺炎中的发病率增至 25.6%［3］。

HTGP患者更容易发生胰腺外器官损伤，最常见的

是急性肺损伤，其次是肾损伤［4］。急性肾损伤不仅

会加重胰腺炎的病情，还会发展为急性肾功能衰

竭，增加患者的病死率［5］。然而，目前HTGP相关肾

损伤的具体机制尚不清楚。

HTGP导致肾损伤的机制很复杂，但已有研究

发现肾小管上皮细胞凋亡坏死、炎症、内质网的功

能紊乱等在急性肾损伤发病机制中起重要作用［6］。

内质网是一种特殊的细胞器，负责分泌蛋白和膜蛋

白的合成、包装和组装。内质网的有效功能对细胞

功能和生存至关重要。一些干扰内质网功能的刺

激会破坏内质网内环境稳定，随后内质中未折叠或

错误折叠的蛋白质出现异常蓄积，从而导致内质网

应激，内质网应激反过来会激活未折叠蛋白反应和

细胞凋亡［7- 8］。肌醇需要酶 1（inositol⁃requiring en⁃
zyme⁃1，IRE1）/X盒结合蛋白 1（X⁃box binding pro⁃
tein 1，XBP1）通路是激活未折叠蛋白反应的通路之

一。IRE1是最保守的内质网应激传感器，是调节细

胞功能障碍的关键分子。XBP1是 IRE1α RNA酶活

性靶向的RNAs之一，活化 IRE1α切割XBP1 mRNA
产生转录活性形式（XBP1s），有助于恢复蛋白质稳

态并促进细胞保护［9-10］。

长期摄入高脂饮食可引起外源性脂肪吸收增

加，导致高脂血症，血清甘油三酯、游离脂肪酸水平

升高［11］。急性胰腺炎时，在多种炎症介质的作用

下，患者机体大多处于全身炎症反应的高代谢状

态，热量与蛋白质供给不足，垂体肾上腺轴功能改

变，胰岛素分泌减少，胰高血糖素升高导致糖利用

率下降，此时脂肪代谢轻度亢进，且由胰腺自身消

化后产生少量游离脂肪酸进入血液，从而导致游离

脂肪酸的升高［12］。另外，胰腺外分泌腺泡细胞中富

含脂肪酶，可水解甘油三酯生成游离脂肪酸和甘

油。高浓度的游离脂肪酸具有脂肪毒性，既引起炎

症反应，又对胰腺腺泡和血管内皮细胞造成损伤［13］。

同时，游离脂肪酸水平升高还可触发氧化应激和内

质网应激［14-15］。CD36，又称游离脂肪酸转运蛋白，

是一种单链跨膜表面糖蛋白，属于B类清道夫受体

家族［16-17］。CD36在肾脏内的各种细胞类型中表达，

包括近端肾小管上皮细胞、足细胞和系膜细胞［17］。

CD36作为一个多功能受体，与长链游离脂肪酸配体

结合后可介导脂质摄取、细胞凋亡［18］。因此猜测

CD36介导游离脂肪酸摄取诱发的内质网应激可能

是HTGP相关肾损伤的重要发病机制。

本实验通过建立动物模型，运用组织形态学、

免疫荧光等技术检测重要的内质网应激相关因子的

表达，进一步探讨高甘油三酯血症性急性胰腺炎中游

离脂肪酸如何调控内质网应激而加重肾损伤。

1 材料和方法

1.1 材料

SPF级别雄性C57BL/6小鼠 48只，3~4周龄、体

重20~25 g，由南京医科大学实验动物中心提供。所

有动物实验按照南京医科大学动物伦理和福利委

员会的指导方针进行的（批准编号为 IACUC ⁃
1902019）。高脂对照饲料（10%kcal脂肪热量）、高

脂饲料（60%kcal脂肪热量）（Research Diets公司，美

国）。雨蛙素和脂多糖（Sigma⁃Aldrich公司，美国）。

磺基⁃N⁃琥珀酰亚胺基油酸酯（sulfo⁃N⁃succinimidyl
oleate，SSO）（MedChemExpress 公司，美国）。 IRE1
抗体、XBP1抗体和DAPI（Abcam公司，英国）；CD36
抗体（Proteintech公司，美国）；全自动生化分析仪

（Olympus公司，日本）；ELISA试剂盒（南京建成公

司）；光学显微镜（Nikon公司，日本）；石蜡切片机

（Leica公司，德国）。

1.2 方法

1.2.1 小鼠分组及处理

在实验之前所有小鼠均接受适应性饲养 1周，

按照实验中心 SPF级别饲养条件饲养。48只小鼠

随机分为对照组（CON组）、SAP组、HTGP组和CD36
抑制剂组（SSO组），每组12只。CON组和SAP组小

鼠均予高脂对照饲料（10%kcal脂肪热量）喂养，而

HTGP组和 SSO组予高脂饲料（60%kcal脂肪热量）

喂养。喂养 8周后开始造模，模型建立前小鼠禁食

12 h，但可自由饮水。将配制好的雨蛙素和脂多糖

稀释复温，以待腹腔注射。SAP组小鼠腹腔注射雨

蛙素（50 μg/kg），每小时1次，共7次，并在最后一次

注射雨蛙素1 h后追加腹腔注射一次脂多糖（10 mg/
kg）。CON组用等量生理盐水代替雨蛙素和脂多

糖。HTGP组、SSO组的雨蛙素和脂多糖的注射剂量

和方法同 SAP组，SSO组在最后一次追加注射脂多

糖后予溶于 1%DMSO的 CD36特异性抑制剂 SSO，

以50 mg/kg的剂量单次灌胃给药。造模成功后，在第

一次注射雨蛙素24 h后，对所有小鼠实施安乐死，获

得血样本、胰腺组织、肾组织以进一步分析。
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1.2.2 血清学检测

所有血样本室温静置 30 min后在离心机上以

3 000 r/min离心10 min，收集上清并-80 ℃保存。血

清游离脂肪酸、甘油三酯、淀粉酶采用全自动生化

分析仪进行测定。血清肿瘤坏死因子⁃α（TNF⁃α）、

白细胞介素⁃6（IL⁃6）和白细胞介素⁃1β（IL⁃1β）水平

根据制造商的方案使用酶联免疫吸附试验（ELISA）
试剂盒进行定量。

1.2.3 组织病理学分析

将石蜡包埋的胰腺和肾脏标本切成 4 μm厚的

切片，并进行HE染色。所有组织切片均由两名对

实验不知情的病理学家在400倍放大的光学显微镜

下观察，根据之前制定的评分标准对胰腺和肾组织

的病理学变化进行评估［19-20］。

1.2.4 免疫荧光检测CD36、IRE1和XBP1的表达

肾标本石蜡切片脱蜡、水合、抗原修复后冷却

至室温。用PBS稀释的3%BSA阻断30 min，然后与

一抗4 ℃孵育过夜，PBS冲洗3次后与相应荧光素偶

联的二抗孵育。核用DAPI复染，封片。在荧光显

微镜下观察并采集图像，然后通过 Image Pro Plus
6.0软件进行分析。

1.3 统计学分析

实验数据用平均值±标准差（x ± s）表示，用

SPSS22.0软件进行统计分析。多组比较采用单因素

方差分析（ANOVA）；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 各组小鼠血清甘油三酯和游离脂肪酸水平

四组小鼠的血清甘油三酯和游离脂肪酸水平

测量结果如表 1所示，予高脂饲料喂养的HTGP组

和SSO组小鼠的血清甘油三酯含量相较于高脂对照

饲料喂养的CON组和 SAP组小鼠明显增高。这表

明高甘油三酯血症小鼠模型的成功构建。与CON
组相比，SAP组有较高的游离脂肪酸水平，而HTGP
组血清游离脂肪酸水平含量更高。但使用CD36抑
制剂 SSO的HTGP小鼠，其血清甘油三酯和游离脂

肪酸水平与HTGP组没有显著差异（P > 0.05）。
2.2 高甘油三酯血症加重SAP小鼠的胰腺、肾损伤

及全身炎症反应

CON组、SAP组和HTGP组小鼠胰腺组织病理

学变化如图1A所示，SAP组小鼠胰腺可见组织结构

破坏、炎性细胞浸润、出血和腺泡细胞坏死，而CON
组胰腺组织病理大体正常。与 SAP组相比，HTGP

组结构损伤更明显，更多炎性细胞浸润伴坏死、出

血增加。根据Schmidt评分标准，SAP组的组织学评

分也显著高于CON组，而与SAP组比，HTGP组评分

更高。血清淀粉酶是急性胰腺炎诊断的重要生化

指标，也是衡量造模是否成功的标志之一。与CON
组比，SAP组和HTGP组的血清淀粉酶水平显著升

高，而 SAP组和HTGP组的血清淀粉酶没有显著差

异（图 1B）。血清炎症因子 IL⁃1β、IL⁃6、TNF⁃α水平

是急性胰腺炎严重程度的衡量指标，也是全身炎症

反应的标志物。如图 1C所示，相比 SAP组，HTGP
组小鼠血清 IL⁃1β、IL⁃6、TNF⁃α水平明显增高，差异

有统计学意义。上述结果表明SAP及HTGP小鼠模

型的成功构建，且高甘油三酯血症可加重SAP导致

的胰腺损伤甚至全身炎症反应。肾损伤是发生

SAP时常见的胰外并发症之一，其发生率仅次于

肺损伤［4］。比较 3组小鼠模型的肾组织病理改变，

图 1D显示与CON组相比，SAP组肾小管上皮细胞

肿胀、刷状缘缺失、间质水肿、细胞质空泡化、细胞

坏死和肾小管腔内出现坏死细胞碎片，而HTGP组的

肾损伤严重程度和肾组织学评分明显高于SAP组。

因此，高甘油三酯血症可加重胰腺炎相关肾损伤。

2.3 高甘油三酯血症促进重症急性胰腺炎小鼠肾

组织中 IRE1及XBP1表达

游离脂肪酸被广泛认为是HTGP的发病机制之

一，存在于胰腺腺泡细胞中的脂肪酶可将甘油三酯

水解成游离脂肪酸和甘油［13］。游离脂肪酸是评价

脂代谢紊乱的重要指标，是启动内质网应激的重要

因素［21-22］。IRE1、XBP1是内质网应激的相关通路蛋

白，采用免疫荧光染色评估 IRE1和XBP1在肾组织

中的表达水平。如图 2 所示，CON 组的 IRE1 和

XBP1蛋白未见明显表达，SAP组和HTGP组的 IRE1
和XBP1表达水平都显著升高，但 SAP组和HTGP
组这两组间相比，HTGP组肾组织中 IRE1和XBP1
表达水平进一步升高。由此可知，高甘油三酯血

症增加了重症急性胰腺炎小鼠肾组织中的内质网

应激。

表1 血清甘油三酯和游离脂肪酸水平

Table 1 Serum levels of triglyceride and free fatty acids

CON组

SAP组

HTGP组

SSO组

甘油三酯（mmol/L）
1.35 ± 0.25#*

1.43 ± 0.27#*

6.85 ± 0.43#*

5.92 ± 0.82#*

游离脂肪酸（μmol/L）
151.53 ± 25.47#*

273.92 ± 34.43#*

778.37 ± 50.69#*

810.26 ± 18.14#*

与CON组比较，#Р < 0.05；与SAP组比较，*Р < 0.05。
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A：CON组、SAP组和HTGP组小鼠胰腺组织HE染色及病理评分；B：血清淀粉酶水平；C：血清炎症因子 IL⁃1β、IL⁃6和TNF⁃α水平；D：CON
组、SAP组和HTGP组小鼠肾组织HE染色及病理评分。两组比较，*Р < 0.05，**Р < 0.01，***Р < 0.001。

图1 高甘油三酯血症对SAP小鼠胰腺、肾损伤、血清淀粉酶水平及炎症因子的影响

Figure 1 Effects of hypertriglyceridemia on pancreatic and renal injuly，serum amylase and inflammatory factors in SAP
mice
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2.4 CD36介导的游离脂肪酸可能通过激活 IRE1/
XBP1通路加重HTGP肾损伤

CD36是代谢组织中脂肪酸摄取的主要参与者，

CD36介导的内吞作用可将脂肪酸转运到细胞［23］。

免疫荧光染色法检测肾小管细胞上CD36的表达水

平。结果如图 3所示，CON组中几乎没有阳性表达

的CD36，SAP组和HTGP组CD36阳性表达明显，且

相比SAP组，HTGP组的CD36阳性率更高。
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两组比较，*Р < 0.05，**Р < 0.01，***Р < 0.001。
图2 CON组、SAP组和HTGP组肾组织中 IRE1、XBP1的免疫荧光染色及阳性百分比

Figure 2 Immunofluorescence staining and positive percentage of IRE1 and XBP1 in renal tissue of CON group，SAP
group and HTGP group
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为了进一步探索是否是CD36介导的游离脂肪

酸激活内质网应激加重HTGP肾损伤，在HTGP模

型上利用CD36特异性抑制剂 SSO验证。根据组织

病理学改变、淀粉酶及炎症因子水平评估小鼠模型

的建立以及SSO对HTGP小鼠肾损伤的影响。如图

4A⁃C所示，虽然两组血清淀粉酶水平没有显著差

异，但使用CD36抑制剂SSO后HTGP小鼠胰腺病理

损伤减轻，血清中炎症因子 IL⁃1β、IL⁃6和TNF⁃α水
平显著降低。此外，SSO组的肾损伤严重程度也明

显减轻（图 4D）。比较 HTGP 组和 SSO 组 IRE1 及

XBP1的表达水平。结果发现，使用了SSO的 HTGP
小鼠肾组织中 IRE1、XBP1 的表达水平较未使用

SSO的HTGP小鼠显著降低（图5）。结合以上结果，

发现CD36介导游离脂肪酸的摄取可能激活了内质网

应激IRE1/XBP1通路，从而加重HTGP相关肾损伤。

3 讨 论

SAP是一种致命性的急腹症，常伴有多器官衰

竭，且死亡率较高。当 SAP合并肾功能衰竭时，患

者死亡率上升到 75%［24］。既往研究表明，HTGP患

两组比较，***Р < 0.001。
图3 CON组、SAP组和HTGP组肾组织中CD36的免疫荧光染色及阳性百分比

Figure 3 Immunofluorescence staining and positive percentage of CD36 in renal tissue of CON group，SAP group and
HTGP group
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Figure 4 Effects of CD36 inhibitor SSO on pancreatic and renal injuly，serum amylase and inflammatory fators in HTGP
mice
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者早期更容易出现胰腺外器官损伤，其中肾损伤的

发生率约为40%，仅次于肺损伤［25］。然而，对于HT⁃
GP相关的肾损伤却很少被阐述。因此本研究是建

立在HTGP的模型上对肾损伤的机制进行探索，为

这一并发症的治疗提供潜在靶点和预防策略。

在当前研究中，首先在高脂饲料喂养后联合应

用雨蛙素和脂多糖建立HTGP小鼠模型并诱导肾损

伤。本研究发现 SAP组和HTGP组的血清甘油三

酯、淀粉酶水平显著增加，胰腺损伤加重，表明成功

诱导了HTGP模型。与 SAP组相比，HTGP组血清

TNF⁃α、IL⁃1β和 IL⁃6水平显著增加表明高甘油三酯

血症加重了 SAP的全身炎症反应。此外，HTGP组

的肾组织病理学改变也提示HTGP小鼠肾损伤更严

重。游离脂肪酸的积聚被认为是引发HTGP发病机

制的关键因素之一，高浓度的游离脂肪酸具有很强

的细胞毒性和脂毒性［13］。此外，脂肪酸可在肾小管

上皮细胞中诱导内质网应激，长期或严重的内质网

应激可诱导肾小管上皮细胞凋亡［26］。既往研究报

道，内质网应激参与急性肾损伤的发生发展，在肾

功能紊乱中起重要作用［27］。内质网应激传感器

PERK、IRE1α或ATF6介导的 3种内质网应激相关

途径已被证实参与了细胞凋亡的诱导［10］。XBP1是
ATF6 通路和 IRE1 通路共同作用位点。在 IRE1/
XBP1通路中，IRE1α介导XBP1 mRNA表达产生有

效的转录激活剂XBP1，激活编码内质网伴侣的基

因，降低内质网应激［28］。分析每组小鼠血清中游离

脂肪酸水平，结果显示HTGP小鼠血清游离脂肪酸

水平相比 SAP小鼠显著升高。免疫荧光染色法评

估 3组小鼠肾组织中 IRE1和XBP1的表达水平，结

果显示高脂喂养的HTGP小鼠肾脏中 IRE1和XBP1
的表达水平明显高于非高脂喂养的 SAP组。CD36
是一种B类清道夫受体，是介导肾小管细胞中游离

脂肪酸摄取的主要受体，两者结合后可导致脂质积

累和细胞损伤［29］。免疫荧光染色检测3组小鼠肾小

管细胞中与游离脂肪酸结合的CD36受体的表达水

平，提示HTGP小鼠肾组织中CD36的表达比SAP组

明显增加。由此猜测，CD36介导游离脂肪酸转运到

细胞可能激活内质网应激加重HTGP肾损伤。进一

步在HTGP小鼠模型上用CD36抑制剂SSO验证，结

果发现抑制CD36后HTGP肾组织中内质网应激蛋白

IRE1、XBP1表达水平明显降低，且肾损伤程度减轻。

综上所述，本研究表明在实验性HGTP模型中，

高甘油三酯血症加重了SAP相关肾损伤，其可能的发

病机制是高甘油三酯血症促进了由CD36介导的游离

脂肪酸的摄取，高浓度的游离脂肪酸激活 IRE1/XBP1
通路，进而增强内质网应激加重HGTP相关肾损伤。

因此，本研究也许可以为高甘油三酯血症性急性胰腺

炎伴肾损伤患者缓解病情提供了一个很好的治疗策

略，但仍存在一些限制，没有验证另外两条内质网应

激通路，以及没有探索游离脂肪酸参与HTGP肾损伤

的其他机制，这有待于今后进一步研究。
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