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■背景资料
重症急性胰腺炎
( S A P ) 是 最 易 发
生肠屏障功能受
损的重症疾病之
一 ,  而 肠 道 是 机
体最大的免疫器
官, 肠免疫屏障对
预防肠源性感染
发挥重要作用. 近
年来, 已有少数研
究报告益生菌、

肠内营养在改善
SAP肠道微生态
及细菌易位和减
少内源性感染方
面取得了初步结
果, 但深入、详细
的机制尚不清楚. 
因此采用益生菌
及肠内外营养对
SAP肠道黏附分
子及免疫屏障进
行研究, 具有一定
的临床指导意义.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of probiotics and 
enteral and parenteral nutrition (EN and PN) on 
peyer’s patch, intestinal mucosal addressin cell 
adhesion molecule-1 (MAdCAM-1) and immune 
barrier of rats with severe acute pancreatitis 
(SAP).

METHODS: SAP model was established in 30 
Sprague Dawley (SD) rats via biliary and pan-
creatic duct using sodium taurocholate and then 
were averagely divided into 3 groups: PN group, 
PN + EN group, and PN + EN + probiotics group. 
Twenty-four hours after modeling, the rats in 
each group were treated with the corresponding 

methods for 6 days. The nutrition support in the 3 
groups was isonitrogenic and isocaloric. At the 7th 
day, all the rats were sacrificed. The expression of 
CD4, CD8, MadCAM-1 and IgA in the terminal 
ileum mucosa and peyer’s patch were measured 
by immunohistochemistry. Vena cava blood and 
homogenated tissues of liver, lung and mesen-
teric lymph nodes were cultured to determine 
bacterial translocations.

RESULTS: The levels of CD4 and CD8 T cells, 
and the expression of MadCAM-1 and IgA in 
the terminal ileum mucosa and peyer’s node 
were significantly higher in PN + EN and PN + 
EN + probiotics group than those in PN group 
(P < 0.05). The level of CD8 T cells and the ex-
pression of MadCAM-1 were markedly higher 
in PN + EN + probiotics group than those in 
PN + EN group (P < 0.05). Bacterial transloca-
tions and mortality appeared in PN group with 
higher rates (70.2%, 75.6%) in comparison with 
those in PN + EN + probiotics (27.5%, 50.0%) 
and PN + EN group (30.5%, 52.4%)(P < 0.01 or P 
< 0.05). But there were no significant differences 
between PN + EN and PN + EN + probiotics 
group.

CONCLUSION: EN can increase the expression 
of CD4, CD8, MadCAM-1 and IgA in the termi-
nal ileum mucosa and peyer’s patch, reduce bac-
terial translocations, and improve the survival 
rate in SAP. This effect becomes more obvious 
when EN is combined with probiotics. Probiot-
ics seem to have litter effect in the protection of 
intestinal immune barrier.
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acute pancreatitis; Intestinal mucosal addressin cell 
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■研发前沿
益生菌、肠内营
养对SAP肠屏障
的保护作用; 肠道
黏附分子及淋巴
细胞归巢在SAP
时的变化.
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摘要
目 的 :  观 察 益 生 菌 及 肠 外、肠 内 营 养 对
重症急性胰腺炎(S A P)大鼠肠道黏附分子
MAdCAM-1及免疫屏障的影响. 

方法: 经胆胰管逆行注射50 g/L牛磺胆酸钠
制作SAP模型24 h后, 分别给予肠外营养(PN
组), 肠外+肠内营养(PN+EN组), 肠外+肠内营
养+益生菌(益生菌组), 持续6 d, 7 d时处死, 检
测腹腔脏器组织菌群易位率, 免疫组化法测定
末端回肠和Peyer结MAdCAM-1, CD4, CD8, 
IgA. 

结果: 益生菌组、P N+E N组C D4、C D8 T
细胞数量及IgA, MAdCAM-1表达高于PN
组(P <0.05); 益生菌组Peyer结MAdCAM-1, 
CD8表达高于PN+EN组(P <0.05). PN组菌群
易位率(70.2％)、7 d死亡率(75.6%)高于益
生菌组(27.5％, 50.0%)、PN+EN组(30.5％, 
52.4％)(P <0.01或 P <0.05), 但后两组间差异无
显著性意义.

结论: EN能增加MAdCAM-1表达, 提高SAP时
肠免疫屏障, 减少菌群易位, 提高生存率. 加用
益生菌后总体改善不明显.

关键词: 益生菌; 肠内营养; MAdCAM-1; 重症急性

胰腺炎
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0  引言

重症急性胰腺炎(SAP)由于病程长、病情重, 易
发生肠屏障功能障碍, 导致肠道菌群或内毒素

易位, 从而影响预后. 近年, 采用益生菌及肠内

营养来保护SAP时肠屏障功能逐渐受到学者关

注, 并取得初步肯定的意见. 本研究对SAP大鼠

实施益生菌及肠外、肠内营养, 观察他们对肠

道黏膜地址素细胞黏附分子-1(MAdCAM-1)表
达及免疫屏障的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂SD大鼠(复旦大学医学院动物中心提

供, 清洁级); 50 g/L牛磺胆酸钠 (Sigma公司); 益
生菌(上海交通大学昂立生命技术研究所提供, 
主要成分为植物乳杆菌及其代谢产物, 活性为

106 cfu/mL); 200 g/L Intralipid (SSPC); 85 g/L复

方氨基酸(Novamin, SSPC); 水乐维他(SSPC); 安
达美(SSPC); 百普素(Nutricia公司); 山羊抗大鼠

MAdCAM-1多克隆抗体(Santa Cruz 公司); 小鼠

抗大鼠IgA多克隆抗体(Santa Cruz 公司); 小鼠抗

大鼠CD4、CD8单抗(Serotec 公司); 二抗为Envi-
sion(即用型, Dako公司); 电动玻璃匀浆仪(宁波

新芝生物科技股份有限公司); 心脑浸出液(Oxid 
公司) . 选择♂SD大鼠82只, 体质量250-300 g. 禁
食不禁水12 h, 20 g/L盐酸氯胺酮(100 mg/kg)ip
麻醉后, 将大鼠固定于仰卧位, 颈部和腹部去毛, 
1 g/L新洁而灭酊消毒, 按Aho法[1]建立SAP模型,  
正中切口打开腹腔, 于十二指肠内侧找到片状分

布的胰腺及胆管, 将4.5号针头经系膜对侧肠壁

逆行插入胆管, 结扎胆管末端和针头, 无创血管

夹夹闭肝门处胆管, 均匀缓慢推注50 g/L牛磺胆

酸钠(1 mL/kg), 推注时间约5 min, 10 min后松

开血管夹和结扎线, 8字缝合肠壁处穿刺点. 在距

盲肠约40 cm小肠处荷包埋入另一硅胶管, 外径

为12 mm, 并将其沿腹壁皮下潜行至颈背部肩

胛间引出, 经该管给予肠内营养液及益生菌. 旁
正中切口剪开颈部皮肤, 钝性分离出颈外静脉, 
经颈外静脉置入外径为12 mm的硅胶管, 皮下

隧道潜行至颈背部引出, 经该管给予肠外营养

液. 颈外静脉插管及空肠造瘘管穿过螺旋式弹

簧圈与我们自行设计的360。旋转式输液装置相

连接[2]. 肠外营养液及肠内营养液以微量输液泵

24 h均匀输入.
1.2 方法 将实验动物随机分为3组, 造模成功后

前24 h均给予生理盐水2 mL/h, 肠外营养组(PN
组): 2-6 d给予PN支持, 肠外营养＋肠内营养组

(PN＋EN组): 2-6 d给予PN＋EN支持, 益生菌

组: 2-6 d给予PN＋EN支持, 同时经空肠造瘘管

滴入益生菌10 mL/d. 实验组均于第7 d处死取

末端回肠组织进行免疫组化. 正常对照组同样

予以颈外静脉插管, 禁食不禁水24 h处死, 取末

端回肠组织进行免疫组化. PN液均采用500 g/L 
GS、200 g/L Intralipid、复方氨基酸(Novamin)
作为基本营养成分, 各组均等氮、等热量, 每天

提供非氮热量1 003 kJ/kg(约240 kCal/kg), 供氮

459 mg, 加入RI比例为糖(g)∶胰岛素(U)=4∶ 1, 
维生素和微量元素由水乐维他和安达美, 肠内

营养由短肽标准型高能营养多聚合剂(百普素). 
PN组热氮量100%由PN液提供, 微量输液泵保

持输液速度约33 mL/h, 80 mL/d静脉输入. PN
＋EN组, 80%的热氮量由PN提供, 64 mL/d静
脉输入, 20%由EN提供, 百普素用温水按1 g∶

■创新盘点
本文对SAP时肠
道 黏 膜 地 址 素
细胞黏附分子 -1 
( M A d C A M - 1 )
进 行 研 究 ,  并 初
步探讨了SAP时
MAdCAM-1对肠
免疫屏障的影响.
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4 mL稀释成16 mL, 再用生理盐水将后者以1∶
2稀释至24 mL, 1 mL/ h经空肠造瘘管滴入, 每
日EN供能200.6 kJ/kg(48 kCal/kg). 益生菌组在

前组的基础上经空肠造瘘管分三次滴入益生菌

10 mL/d. PN液配方(含量/L): 500 g/L Glucose: 
330 mL; 85 g/L Novamin: 450 mL; 200 g/L 
Intralipid: 170 mL; 水乐维他: 10 mL; 安达美: 
10 mL; 100 g/L KCl: 10 mL; 100 g/L NaCl: 
10 mL; RI: 40 U; 肝素: 400 U; 非蛋白热卡: 
4350 kJ; 总氮量: 5740 mg. 观察大鼠一般情况、

反应灵敏度、活动度及死亡情况. 所有组织标

本用100 g/ L中性缓冲甲醛固定; 采用石蜡包

埋, 5 μm厚连续切片, 经脱腊、水化及0.01 mol/
L(pH 6.0)柠檬酸盐缓冲液抗原修复后滴加抗体. 
一抗分别为山羊抗大鼠MAdCAM-1多克隆抗体, 
小鼠抗大鼠IgA多克隆抗体, 小鼠抗大鼠CD4, 
CD8单抗(Serotec 公司), 二抗为Envision. 阴性

对照: 用PBS代替一抗. 0.4 g/L DAB+0.3 mL/L 
H2O2显色8 min左右, 镜下控制显色程度, 即时

终止; 水洗3 min, 复染(苏木素衬染30 s, 水洗, 
盐酸乙醇蓝化2 s, 水洗, 微波蓝化), 常规树脂封

片;阳性为棕黄色或棕褐色, 并呈颗粒状, 背景

呈紫蓝色. 使用HPIAS 1000高清晰度彩色图文

病理报告分析系统, 光密度法测定每视野相应

细胞CD4, CD8, MAdCAM-1, IgA密度, 并计算

阳性显色面积占测量窗内的百分比. 取腔静脉

血1 mL, 肠系膜淋巴组织、肝脏中叶、肺脏右

叶组织匀浆后分别倒入心脑浸出液管中35℃增

菌培养, 18-24 h后置于伊红美蓝平板35℃培养, 
18-24 h后计数鉴定. 菌群易位率 = 培养阳性的

样本数/检测的总样本数×100%.
统计学处理 所得数据用mean±SD表示, 

采用S A S6.12软件包进行c2检验、方差分析, 
P <0.05认为有统计学意义.

2  结果

实验组大鼠造模24 h后均出现不同程度萎靡不

振, 对外界刺激反应度下降, 其中以PN组最为

明显. 益生菌组死亡率明显低于PN组(50.0% vs 
75.6%, P <0.05), PN＋EN组(52.4%)与PN组相比

差异无统计学意义, 但总体优于PN组. PN＋EN
组与益生菌组相比差异无统计学意义.
2.1 菌群易位率 PN＋EN组、益生菌组低于PN
组(70.2％), 其中益生菌组最低(27.5％, P <0.01), 
PN＋EN组(30.5%)与益生菌组相比差异无统计

学意义.
2.2 末端回肠黏膜免疫组化 实验组CD4, CD8, 
M a d C A M - 1 ,  I g A表达均低于正常对照组

图  1  末端回肠黏膜免疫组化图片. A: CD4; B: CD8; C: MAdCAM-1; D: IgA. A1, B1, C1, D1 :  正常对照组; A2, B2, C2, D2: PN组; 
A3, B3, C3, D3: PN+EN组; A4, B4, C4, D4 : 益生菌组.
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D1

B2
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■应用要点
对探讨益生菌、

肠内营养对SAP
时肠屏障的保护
机制, 具有一定意
义. 为临床SAP应
用益生菌、肠内
营养提供一定理
论依据.
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(P <0.05). 其中PN组低于PN＋EN组、益生菌组

(P<0.05), 而后两组间比较差异无统计学意义, 但
总体上益生菌组数值高于PN＋EN组(图1).
2 .3  P e y e r结免疫组化  实验组C D4,  C D8 , 
MadCAM-1, IgA表达均低于正常对照组(P<0.05). 
PN组CD4、IgA表达低于PN＋EN组、益生菌

组(P <0.05), 而后两组间比较差异无统计学意义

(P >0.05), 但总体上益生菌组数值高于PN＋EN
组. PN组CD8, MAdCAM-1表达低于PN＋EN组

(P<0.05), 后者又低于益生菌组(P<0.05)(图2).

3  讨论

重症急性胰腺炎易造成肠屏障功能受损, 导致

肠道菌群或内毒素易位, 继发感染和炎症介质

的过度激活, 发生系统炎症反应乃至多器官功

能衰竭. 因此, 维护SAP时的肠屏障功能尤其是

免疫屏障显得更加重要. 近年来对SAP患者采

用EN或益生菌日渐增多, 不少研究认为EN或

益生菌能够减少SAP感染性并发症和降低死亡

率, 改善预后[3-6]. 而就益生菌及EN对SAP肠免疫

屏障尤其是黏附分子影响的研究尚不多. 黏附

分子MAdCAM-1是肠道淋巴细胞归巢的主要地

址素, 正常情况下选择性表达于肠黏膜固有层

和Peyer结高内皮静脉(HEV)的内皮细胞, 对淋

巴细胞向肠道的定向迁移以及肠免疫屏障的维

护起重要作用[7]. 不同的营养途径对肠黏膜免疫

屏障有重要影响. 有研究发现予以禁食鼠TPN 
24 h后, Peyer结的MAdCAM-1表达即明显下降, 
并且肠相关淋巴结(GALT)细胞数量明显减少; 
而恢复EN 12 h后, MAdCAM-1表达和GALT细
胞数量又开始逐渐上升. 因此有学者认为EN能

够提高MAdCAM-1的表达, 维持GALT细胞数

量, 此外EN还能刺激Th2细胞因子IL-4、IL-10
生成, 而后者与B细胞的增殖、分化及IgA的合

成分泌密切相关[8-9]. 临床亦发现术前接受EN的

结肠癌患者末端回肠GA LT细胞数量明显高于

TPN者[10]. 动物实验中有报道EN联合使用益生

菌能够减轻急性胰腺炎(AP)的病理评分[11]. 临床

亦发现益生菌能够减少AP的继发感染率[6].
我们发现SAP 大鼠PN 1 wk后, 出现Peyer

结、肠黏膜MAdCAM-1表达下降, 并伴有GALT
萎缩, CD4、CD8 T 细胞数量减少, IgA分泌降

低. 而PN+EN组或益生菌组MAdCAM-1表达

明显优于PN组, CD4, CD8 T细胞数量及IgA表

达亦高于PN组. 益生菌组总体水平高于PN＋

EN组, 尤其是Peyer结MAdCAM-1、CD8表达

高于PN＋EN组(P <0.05). 提示SAP大鼠在PN期

间地址素MAdCAM-1表达下降, 引起T、B等

■名词解释
肠道相关淋巴组
织(GALT): 按解
剖及功能分为诱
导部位和效应部
位 ,  前 者 主 要 为
Peyer淋巴结 ,  后
者主要为肠固有
层和上皮内淋巴
细胞. 幼稚淋巴细
胞于Peyer淋巴结
处 接 触 抗 原 ,  增
殖、成熟、分化
为效应或记忆淋
巴细胞, 后者返回
血流进而归巢到
肠固有层、上皮
内等效应部位发
挥免疫作用.

图  2  Peyer结免疫组化图片. A: CD4; B: CD8; C: MAdCAM-1; D: Ig A. A1, B1, C1, D1 :  正常对照组; A2, B2, C2, D2: PN组; A3, 
B3, C3, D3: PN+EN组; A4, B4, C4, D4 : 益生菌组.
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淋巴细胞肠道归巢减少, 继而导致肠黏膜免疫

屏障功能下降, 而EN、益生菌能够改善地址素

MAdCAM-1表达, 促进肠道淋巴细胞归巢及淋

巴组织的增生, 从而对肠免疫屏障具有维护作

用. 从腹腔脏器细菌易位率和死亡率分析, PN组

细菌易位率和死亡率明显升高, PN+EN组第7 d
死亡率较PN组无统计学意义(P =0.064 1), 但总

体有下降趋势, 而益生菌组死亡率明显优于PN
组(P <0.05). 此外, 使用EN或益生菌后细菌易位

率都有明显改善. 但益生菌组与PN＋EN组细菌

易位率及死亡率相比差异无统计学意义.
本实验表明 ,  E N能够提高肠黏膜M A d-

CAM-1表达, 增加CD4, CD8细胞数量及IgA的分

泌, 从而增强肠黏膜免疫屏障, 对预防SAP肠源

性感染发挥重要作用. 加用益生菌后虽总体改

善不明显, 但Peyer 结MAdCAM-1, CD8表达高

于PN＋EN组. 如提高益生菌使用剂量、时间或

加用其他治疗SAP方法, 可能会得到意想不到的

效果.
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■同行评价
重症急性胰腺炎
是临床上病死率
高的疾病之一, 该
文章从基础着手, 
建立SAP动物模
型, 研究益生菌及
不同营养途径对
SAP肠黏附分子
及免疫屏障的影
响, 设计具有一定
的科学性, 结论具
有一定的说服力.
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