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丹参酮
!H

对重症急性胰腺炎肺损伤大鼠

炎性细胞因子的影响

刘明东$沈永华

摘要$目的$探讨丹参酮
!H

对重症急性胰腺炎!

I/./2/ <CJK/ L<>C2/<K=K=I

"

MHN

#肺损伤!

4J>@ =>?J

#

2A

"

O(

#大鼠的改善作用及其可能机制$ 方法$予
MD

大鼠注射牛磺胆酸钠建立
MHN

模型!简称
MHN

组#"并

在此基础上给予丹参酮
!H

!

I-P=J0 K<>IQ=>->/!H IJ4R-><K/

"

M)M

#干预!简称
M)M

组#"同时设立假手术

对照组!简称
ME

组#"每组
!S

只大鼠$ 观察各组大鼠的生存状态%肺脏湿干重比%

+NE

试剂盒测定肺组织髓

过氧化物酶!

+NE

#活性%

T-R1J</2

方法测定肺组织病理损伤%采用
;O(MH

方法测定肿瘤坏死因子#

"

!

),U

#

"

#

和白细胞介素#

##

!

(O

#

##

#%采用免疫组化方法测定细胞间黏附分子#

#

!

(&H+

#

#

#表达水平$ 结果$

MHN

组大鼠

生存状态恶化"肺脏湿干重比%肺组织
+NE

活性%肺组织病理损伤评分以及细胞因子
),U

#

"

%

(O

#

##

和
(&H+

#

#

均明显高于
ME

组"而与
MHN

组比较"

M)M

组大鼠生存状态好转"肺脏湿干重比%肺组织
+NE

活性%肺组织病

理损伤评分及
),U

#

"

%

(O

#

##

%

(&H+

#

#

水平均明显下降"差异均有统计学意义!

N V"

!

"$

#$ 结论$丹参酮
!H

对

大鼠
MHNO(

有明显改善作用"其机制可能与改变肺脏细胞因子水平%减轻肺脏炎性细胞浸润有关$

关键词$重症急性胰腺炎肺损伤&丹参酮
!H

&肿瘤坏死因子#

"

&白细胞介素#

##

&细胞间黏附分子#

#

;RR/CK -R )<>IQ=>->/ !H -> &AK-W=>/I -R X<KI Y=KQ M/./2/ HCJK/ N<>C2/<K=K=I OJ>@ (>?J2A

$

O(Z

+=>@

#

P->@ <>P MT;, 6->@

#

QJ<

$

D/L<2K0/>K -R [<IK2-/>K/2-4-@A

!

HRR=4=<K/P D2J0 )-Y/2 T-IL=K<4

!

+/P=C<4 MCQ--4 -R ,<>?=>@ Z>=./2I=KA

!

,<>?=>@

$

!#"""8

%

H\M)XH&)

$

E1?/CK=./

$

)- /]L4-2/ KQ/ /RR/CK -R )<>IQ=>->/ !H -> I/./2/ <CJK/ L<>C2/<K=K=I

$

MHN

%

4J>@ =>?J2A

$

HO(

%

2<KI <>P =KI L-II=14/ 0/CQ<>=I05 +/KQ-PI

$

MD 2<KI Y/2/ =>?/CK/P Y=KQ I-P=J0

K<J2-CQ-4<K/ K- =>PJC/ MHN @2-JL

!

<>P KQ/> =>K/2./>/P Y=KQ I-P=J0 K<>IQ=>->/ ! H IJ4R-><K/

$

M)M

@2-JL

%

5 M=0J4K<>/-JI4A < IQ<0

!

-L/2<K=-> @2-JL

$

ME @2-JL

%

Y<I I/K JL5 )Q/2/ Y/2/ !S 2<KI => /<CQ

@2-JL5 )Q/ IJ2.=.<4 IK<K/ <>P Y/K

!

K-

!

P2A Y/=@QK 2<K=- -R 4J>@ K=IIJ/I Y/2/ -1I/2./P5 HCK=.=K=/I -R 0A

!

/4-L/2-]=P<I/

$

+NE

%

=> 4J>@ Y/2/ P/K/20=>/P 1A +NE 2/<@/>K W=K5 N<KQ-4-@=C CQ<>@/I -R 4J>@ K=IIJ/I

Y/2/ P/K/20=>/P 1A T-R1J</2 0/KQ-P5 ;]L2/II=-> 4/./4I -R KQ2// CAK-W=>/I

!

),U

!

"

!

(O

!

##

!

<>P =>K/2C/44J

!

4<2 C/44 <PQ/I=-> 0-4/CJ4/

!

#

$

(&H+

!

#

%

Y/2/ P/K/CK/P 1A ;O(MH5 X/IJ4KI

$

)Q/ IJ2.=.<4 IK<K/ -R 2<KI => KQ/

MHN @2-JL Y<I P/K/2=-2<K/P5 )Q/ Y/K

!

K-

!

P2A Y/=@QK 2<K=-

!

+NE <CK=.=K=/I

!

L<KQ-4-@=C CQ<>@/I => 4J>@ K=I

!

IJ/I

!

<>P /]L2/II=-> 4/./4I -R ),U

!

"

!

(O

!

##

!

<>P (&H+

!

# =>C2/<I/P I=@>=R=C<>K4A 0-2/ => KQ/ MHN @2-JL

KQ<> => KQ/ ME @2-JL

$

N V"

!

"$

%

5 &-0L<2/P Y=KQ KQ-I/ => KQ/ MHN @2-JL

!

KQ/ IJ2.=.<4 IK<K/ -R 2<KI => KQ/

M)M @2-JL Y<I =0L2-./P

&

KQ/ Y/K

!

K-

!

P2A Y/=@QK 2<K=-

!

+NE <CK=.=K=/I

!

L<KQ-4-@=C CQ<>@/I => 4J>@ K=IIJ/I

!

<>P /]L2/II=-> 4/./4I -R ),U

!

"

!

(O

!

##

!

<>P (&H+

!

# -1.=-JI4A P/C2/<I/P => KQ/ M)M @2-JL

$

N V "

!

"$

%

5

&->C4JI=->

$

)<>IQ=>->/ !H Q<P 2/0<2W<14/ /RR/CK -> MNH O( 2<KI

!

YQ=CQ 0=@QK 1/ <II-C=<K/P Y=KQ

CQ<>@=>@ CAK-W=>/I 4/./4I <>P <KK/>J<K=>@ =>R=4K2<K=-> -R 4J>@ =>R4<00<K-2A C/44I 5

7;6*EXDM

$

I/./2/ <CJK/ L<>C2/<K=K=I 4J>@ =>?J2A

&

)<>IQ=>->/ !H

&

KJ0-2 >/C2-I=I R<CK-2

!

"

&

=>K/2

!

4/JW=>

!

##

&

=>K/2C/44J4<2 C/44 <PQ/I=-> 0-4/CJ4/

!

#
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$$急性胰腺炎$

<CJK/ L<>C2/<K=K=I

!

HN

%是一种常

见的急腹症!其中重症急性胰腺炎 $

I/./2/ <CJK/

L<>C2/<K=K=I

!

MHN

%病情凶险!病死率高!不仅表现为

胰腺局部的炎症!而且常常涉及全身多个器官' 而肺

损伤$

4J>@ =>?J2A

!

O(

%是
MHN

的常见并发症!被认为

是
MHN

早期死亡的首要原因(

#

)

' 中药丹参味苦!性

微寒!归心*肝经!具有祛瘀止痛*活血通经*清心除烦

的作用!临床广泛应用于心脑血管疾病的治疗(

!

)

' 丹

参酮
! H

$

I-P=J0 K<>IQ=>->/ ! H IJ4R-><K/

!

M)M

%是中药丹参的最主要有效成分!是丹参的水溶

性复合物'

M)M

具有抗炎作用(

%

!

S

)

!但其对
MHN O(

有无疗效!目前尚未见报道' 为此笔者采用牛磺胆

酸钠诱导的
MHN

大鼠模型(

$

!

9

)

!应用
M)M

实施干

预!观察
M)M

对
MHN

大鼠胰腺和肺组织损伤是否具

有保护作用!并通过检测肺组织中肿瘤坏死因子#

"

$

KJ0-2 >/C2-I=I R<CK-2

#

"

!

),U

#

"

%*白细胞介素#

##

$

=>K/24/JW=>

#

##

!

(O

#

##

%*细胞间黏附分子#

#

$

=>

#

K/2C/44J4<2 C/44 <PQ/I=-> 0-4/CJ4/

#

#

!

(&H+

#

#

%水

平初步探讨相关机制!为
M)M

应用于
MHN O(

的临床

治疗提供理论依据'

材料与方法

#

$动物$雄性
ML2<@J/

#

D<Y4/A

$

MD

%品系大

鼠
F!

只!

9

周龄!体重
!"" ^!$" @

!购自浙江省实验

动物中心!于无特殊病原体$

MNU

%条件下饲养' 动物

合格证号
!"":H#!!

'

!

$药物$牛磺胆酸钠$美国
M=@0<

公司%!使用

前配制成
$_

的溶液&丹参酮
!H

注射液$主要成分#

丹参酮
!H

磺酸钠!

! 0O

#

#" 0@G

支!上海第一生化药

业有限公司!批号#

T%#"!!$$8

%&盐酸氯胺酮注射液

$主要成分#盐酸氯胺酮!

! 0O

#

"

!

# @G

支!江苏恒瑞医

药股份有限公司!批号#

T%!"!!8!"

%'

%

$试剂$

+NE

试剂盒$南京建成生物工程研究

所%&大鼠
),U

#

"

*

(O

#

##;O(MH

试剂盒$德国
\/>P/2

公司%&兔抗大鼠
(&H+

#

#

多克隆抗体$美国
O/@/>P

公司%'

S

$仪器$

`Y8"H

漩涡混合器$宁波新芝生物科

技股份有限公司%&磁力搅拌器$上海蒲江分析仪器

厂%&低速离心机$

3<2=RJ@/%

!

"

!

+/@<RJ@/#

!

"

!

[/2

#

0<>A

%&超速离心机 $

&/>K2=RJ@/$S#$D

!

;LL/>

#

P-2R

!

[/20<>A

%&超速低温离心机$

\/CW0<> &-J4

#

K/2

!

H44/@2< )+

#

!!X &/>K2=RJ@/

!

[/20<>A

%&分光

光度仪 $

\/CW0<>

!

DZ9S"

!

[/20<>A

%&

TN

计

$

\/CW0<>

%&电泳仪$

\=-

#

X<P

!

N-Y/2L<C \<I=C

!

Z5M5H

%&凝胶成像和分析系统$

Z3N

!

\/CW0<>GZ3

)2<>I=4=4J0=><K-2

!

Z5M5H

%&解剖光学显微镜$

E4A0

#

LJI

!

'<L<>

%'

$

$方法$

$

!

#

$

MHN O(

模型建立及药物干预$将
F!

只大

鼠按体重分层随机分为
%

组!每组
!S

只!分别为假手

术对照组$简称
ME

组%*重症急性胰腺炎组$

MHN

组%

和丹参酮
!H

干预组$

M)M

组%'

F!

只
MD

大鼠模型

制备前
#! Q

禁食!

! Q

禁饮'

MHN

及
M)M

组
S8

只

MD

大鼠予以氯胺酮$

#"" 0@GW@

%腹腔注射麻醉后!

取上腹正中切口逐层入腹!暴露胰腺及十二指肠!在近

肝门处找到胆总管!用动脉夹夹闭!再用
S

号半头皮针

经十二指肠壁*十二指肠乳头穿刺入胆胰管
"

!

$ C0

!

以
# 0OGW@

的剂量*

"

!

! 0OG0=>

的速度注入
$_

无菌

牛磺胆酸钠!用动脉夹夹闭靠近十二指肠乳头的胆胰

管远端!

$ 0=>

后可见胰腺肿胀*充血!去除动脉夹使

胆胰管复通!用纱布压迫穿刺孔!检查无胆漏后关腹!

大鼠
MHN

模型制备完成&

ME

组大鼠开腹后仅做十二

指肠翻动并触摸胰腺数&

M)M

组在造模前
%" 0=>

腹

腔注射丹参酮
!H

$

!" 0@GW@

%!其他操作同
MHN

组

次(

$

!

9

)

' 每组在术后
%

*

9

*

#!

*

!S Q S

个时间点!各取
9

只大鼠!处死大鼠采集血液及胰腺和肺组织样本'

$

!

!

$观察指标及检测方法

$

!

!

!

#

$大鼠生存状态$采用
a/<4->@<4I

标准

$

$

分制%评价各组大鼠的生存状况!介于两者之间取

平均分'

H

#正常大鼠!活动自如$

$

分%&

\

#意识清醒!

呼吸平稳!对外界刺激反应较敏锐!能站立行走!但步

态较缓慢!不及正常大鼠!处于亚正常状态$

S

分%&

&

#

意识清醒!不能四肢站立行走!可有自主爬行能力$

%

分%或有头部自主活动$

!

!

$

分%&

D

#嗜睡!呼吸较急

促*浅快!呼吸动度可!对锐性疼痛刺激或有较好反应

$

!

分%!或反应迟钝*背毛明显耸立$

#

!

$

分%&

;

#昏

迷*静卧不动!只有微弱的腹式呼吸运动$浅慢%!或明

显节律紊乱*对外界刺激无明显反应!或极度迟钝*背

毛耸立$

#

分%&

U

#死亡$

"

分%'

$

!

!

!

!

$肺脏湿干重比$取右肺上叶滤纸吸干表

面的渗液及血迹称重后!将其置于
8"

%的烤箱中连

续烘烤
F! Q

至恒重!测定干组织重量!以组织湿
G

干重

比反映组织水肿程度'

$

!

!

!

%

$肺组织
+NE

活性测定$具体操作参照

试剂盒说明书'

$

!

!

!

S

$肺组织病理学损伤变化$肺组织用石蜡

包埋!行
S $0

切片!由两名经验丰富的病理科医师盲

法条件下阅片' 肺组织的病理学损伤评分标准参照
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方法(

F

)

!观察水肿*炎性细胞浸润和出血

对肺脏损伤进行病理学计分!以上述
%

项之和为肺脏

损伤评分!总分为
:

分' 每张切片随机计
$

个视野!取

其平均分作为该切片的病理损伤评分!代表其损伤

程度'

$

!

!

!

$

$肺组织
),U

#

"

*

(O

#

##

水平测定$大鼠处

死后快速切取肺组织!取右肺下叶约
#"" 0@

置于液

氮中! "

8"

%保存备用' 检测前准确称取肺组织重

量!以去离子水为匀浆介质!按重量体积比为
#

&

#:

将

其制备成
$_

的组织匀浆' 参照
;O(MH

试剂盒说明书

测定肺组织
),U

#

"

*

(O

#

##

水平'

$

!

!

!

9

$

(&H+

#

#

蛋白表达$免疫组织化学染色

观察
(&H+

#

#

蛋白在肺组织中的表达' 一抗采用兔抗

大鼠
(&H+

#

#

多克隆抗体!二抗为羊抗兔多克隆抗体'

光镜下观察!胞膜和间质呈棕黄色为阳性!阳性积分计

算方法#随机观察
%

个高倍视野!分别计算阳性细胞数

,#

*总细胞数
,

!同时进行阳性细胞着色强度$

U

%判

断#浅黄色为
#

分!黄色为
!

分!棕黄色为
%

分!最终的

阳性积分
b,#G,

'

U

(

F

)

'

$

!

%

$统计学方法$应用
MNMM #%

!

"

统计软件!

计量资料以
]

(

I

表示!

%

组比较采用单因素方差分

析!组间比较采用
M,7

检验'

N V"

!

"$

为差异有统计

学意义'

结$$果

#

$各组大鼠生存状况评分比较$表
#

%$各组大

鼠均未见死亡发生!

MHN

组在各时间点的生存状况评

分均不及
ME

组$

N V"

!

"$

%'

M)M

组预处理后在各时

间点
MHN

大鼠的生存状况评分增高$

N V"

!

"$

%!且在

观察时间内保持相对稳定!但仍低于
ME

组大鼠的生

存状况评分$

N V"

!

"$

%'

!

$各组大鼠肺脏湿干重比比较$表
!

%$

MHN

组

在各时间点的肺脏湿干重比均显著高于
ME

组$

N V

"

!

"$

%!

M)M

预处理后显著改善了
MHN

大鼠肺组织的

水肿情况!

M)M

组各时间点的湿干重比均低于
MHN

组$

N V"

!

"$

%!但仍高于
ME

组$

N V"

!

"$

%'

%

$各组大鼠肺组织
+NE

活性比较$表
%

%$

ME

组肺组织
+NE

活性维持在较低水平!

MHN

组大鼠肺

组织中
+NE

活性在各时间点均高于
ME

组 $

N V

"

!

"$

%!

M)M

组各时间点肺组织
+NE

活性仍然高于

ME

组$

N V"

!

"$

%!但与
MHN

组比较!均显著下降!差

异有统计学意义$

N V"

!

"$

%'

S

$各组大鼠肺组织病理学损伤评分比较$表
S

%

ME

组肺组织水肿*炎性细胞浸润*出血及损伤总分均

为
"

'

MHN

组肺组织水肿*炎性细胞浸润*出血和组织

损伤总评分在造模后
% Q

即升高!

#! Q

达到峰值!持

表
#

$各组大鼠生存状况评分比较$$分!

]

(

I

%

组别
生存状况评分
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$
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$$注#与
ME

组同期比较!

!

N V"

)

"$

&与
MHN

组同期比较!

"

N V"

)

"$

&括号内数据为样本数&下表同

表
!

$各组大鼠肺脏湿干重比比较$$

]

(

I

%

组别
肺脏湿干重比
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表
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$各组大鼠肺组织
+NE

活性比较$$

ZG@

湿重!

]

(
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%

组别
+NE
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"!"#&$" 中国中西医结合杂志
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年
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月第
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卷第
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期
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!
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!

3-45 %$

!

,-

!

##

续至
!S Q

$

N V "

!

"$

%'

M)M

组大鼠肺组织水肿*炎

性细胞浸润*出血和损伤总积分虽仍有升高!但与

MHN

组比较!各时间点的各项指标均显著降低!差异

有统计学意义$

N V"

!

"$

%'

表
S

$各组大鼠肺组织病理学损伤评分比较$$分!

]

(

I

%

组别
>

时间 水肿 炎性细胞浸润 出血 总分
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%
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(
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(
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$各组大鼠肺组织细胞因子水平比较$表
$

%$

MHN

组各时间点肺组织细胞因子水平均显著高于
ME

组$

N V "

!

"$

%!

M)M

组预处理后各时间点
),U

#

"

*

(O

#

##

水平虽仍高于
ME

组!但均低于
MHN

组$

N V

"

!

"$

%'

表
$

$各组大鼠肺组织细胞因子水平比较$$
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%

(
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(
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$各组大鼠肺组织中
(&H+

#

#

表达比较$图
#

!

表
9

%$

MHN

组在各时间点的肺组织
(&H+

#

#

表达均

显著高于
ME

组$

N V"

!

"$

%!

M)M

组预处理后在各时

间点均显著降低了
MHN

大鼠肺组织的
(&H+

#

#

表达

$

N V"

!

"$

%!但仍明显高于
ME

组大鼠$

N V"

!

"$

%'

讨$$论

MHN

是临床常见疾病!可引起全身多脏器功能衰

竭'

MHN O(

是其早期最主要的并发症和死亡原因!其

临床特点和病理变化类似于急性呼吸窘迫综合征$

<

#

CJK/ 2/IL=2<K-2A P=IK2/II IA>P2-0/

!

HXDM

%!以

肺毛细血管壁和肺泡壁的损害为特征' 有研究报道!

在
MHN

发病
#

周内的死亡病例中!

MHN O(

占
$"_

以

上(

#

)

' 近年来!虽然不断出现有关
HN

的新理论和新

治疗应用于临床!但
MHN

的病死率仍然居高不下!究

其原因!就是在于未能有效预防和治疗
MHN O(

' 所

以!对于
MHN O(

的治疗必须探索新的策略'

丹参酮
!H

是临床常用药物!近年来多项研究证

实其具有抗炎作用' 它能抑制脂多糖$

4=L-L-4AI<C

#

CQ<2=P/I

!

ONM

% 诱导库普弗细胞 $

7JLRR/2 C/44I

!

7&

%分泌
),U

#

"

*

(O

#

8

!并有升高
(O

#

9

的效应!对
ONM

诱导肝细胞损伤起修复与保护作用(

8

)

' 同时丹参酮

!H

预防性给药能抑制脑缺血"再灌注损伤过程中的

炎症反应(

:

)

&在
XH*!9S

!

F

巨噬细胞系!丹参酮
!H

还能抑制
ONM

引起的促炎介质如一氧化氮$

,E

%*

),U

#

"

*

(O

#

##

等的产生(

#"

)

' 另外!它能增加细胞内活

性氧族$

2/<CK=./ -]A@/> IL/C=/I

!

XEM

%的产生!进

而诱导血红素加氧酶$

Q/0/-]A@/><I/

#

#

!

TE

#

#

%的

表达(

##

)

' 丹参酮
! H

的抗炎作用还表现在对氧化氢

处理的脐静脉内皮细胞系与
ONM

攻击的免疫细胞的

保护作用上(

#!

"

#S

)

' 鉴于丹参酮
! H

的抗炎作用!已

有研究证实其对于
O(

具有治疗作用' 在丹参酮
!H

治

疗
ONM

所致大鼠
O(

的研究中!人们发现应用丹参酮

!H

可以减轻多形粒细胞$

N+,

%在肺组织中的浸润!

抑制肺组织中磷脂酶
H!

的活性!显著减轻肺组织的

病理学损伤(

#S

)

'

本实验中!笔者认为丹参酮
!H

对
MHN O(

有治

疗作用' 首先!应用丹参酮
!H

可以改善
MHN O(

大

鼠的生存状态' 通过对大鼠生存状态的评价笔者发

现!虽然
M)M

组大鼠生存状态的积分仍然低于
ME

组!但是与
MHN

组比较已有显著提高!反映出丹参酮

!H

对
MHN O(

大鼠生存状态的改善作用' 其次!笔者

表
9

$各组大鼠肺组织中
(&H+

#

#

表达比较$$分值!

]

(

I

%
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#
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年
##

月第
%$

卷第
##

期
&'()*+

!

,-./01/2 !"#$

!

3-45 %$

!

,-

!

##

"!"#'$"

$$注#

H

为
ME

组!其中
H#

*

H!

*

H%

*

HS

!分别为
%

*

9

*

#!

*

!S Q

&

\

为
MHN

组!其中
\#

*

\!

*

\%

*

\S

!分别为
%

*

9

*

#!

*

!S Q

&

&

为
M)M

组!其中
&#

*

&!

*

&%

*

&S

!分别为
%

*

9

*

#!

*

!S Q

图
#

$各组大鼠各时间段肺组织
(&H+

#

#

免疫组织化学染色结果$$ '

!""

%

发现丹参酮
!H

可以减轻
MHN O(

大鼠的肺水肿' 研

究表明应用丹参酮
!H

后!肺脏湿干重比与
MHN

组比

较有显著下降!说明丹参酮
!H

可以减轻
MHN O(

的

肺水肿' 第三!丹参酮
!H

可以减少
MHN O(

肺组织

中性粒细胞的浸润!下调炎性细胞因子
),U

#

"

*

(O

#

##

和
(&H+

#

#

的表达水平' 通过对
%

组大鼠肺脏
+NE

活性测定发现!丹参酮
!H

可以显著降低
MHN O(

大

鼠肺组织中
+NE

的活性!间接反映其可降低肺组织

中炎性细胞的浸润'

),U

#

"

*

(O

#

##

是重要的炎性因

子!参与
O(

的发病'

+NE

*

(&H+

#

#

在
O(

起病
% Q

后

即可增高!在
O(

的发病过程中起着重要的作用(

#$

!

#9

)

'

丹参酮
!H

可降低炎性细胞浸润*下调炎性因子水平!

因此其可能通过上述机制改善
MHN O(

' 最后!在对肺

组织的病理学评价中!我们发现在造模后的各时间点

M)M

组肺组织的水肿*炎症*出血评分及病理损伤总

评分均较
MHN

组显著下降!从病理学上印证了丹参酮

!H

对
MHN O(

的治疗作用'

总之!笔者认为丹参酮
!H

可以通过降低肺组

织中的
+NE

活性!减少中性粒细胞向肺组织的浸

润!同时下调肺组织中
),U

#

"

*

(O

#

##

*

(&H+

#

#

等细

胞因子的水平!从而改善大鼠的生存状态!减轻肺组

织水肿!减轻肺组织的病理损伤程度!实现治疗
MHN

O(

的目的!这一发现为
MHN O(

的治疗指出了新的

方向'
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