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!基础研究!

清下化瘀方改善重症急性胰腺炎大鼠肠黏膜屏障

功能及对
M%6+NOPKN)7!

信号通路的影响

孔$婧#

"

!

$王晓素#

"

!

$周秉舵#

"

!

$李$英#

$徐亭亭#

摘要$目的$探讨清下化瘀方通过改善肠屏障功能治疗急性胰腺炎的作用机制# 方法$雄性
QI

大鼠

2"

只按随机数字表法分为
2

组$假手术组%模型组%清下化瘀方组&简称中药组'%醋酸奥曲肽注射液&善宁'

组%空白组"每组
#"

只# 采用逆胆胰管注射牛磺胆酸钠的方法建立重症急性胰腺炎大鼠模型" 分别予清下

化瘀方及善宁干预后取材"观察胰腺病理损伤程度及检测大鼠肠黏膜屏障功能改变&肠黏膜上皮损伤程

度'"并分析
M%6+NOPKN)7!

表达的变化# 结果$&

#

'胰腺组织病理损伤$与空白组及假手术组比较"模型组

大鼠胰腺病理总积分明显升高&

O R"

!

"#

'"提示造模成功# 与模型组比较"清下化瘀方中药组及善宁组胰腺病

理变化半定量积分明显降低&

O R"

!

"#

'# &

!

'肠上皮损伤程度比较$与空白组及假手术组比较"模型组肠黏膜

损伤明显增加&

O R"

!

"#

'"而中药组及善宁组对肠黏膜损伤有改善作用&

O R"

!

"#

'# 中药组与善宁组比较差异

无统计学意义&

O S"

!

"2

'# &

%

'肠屏障功能变化$空白组及假手术组肠黏膜上皮细胞表面微绒毛排列整齐"实

验各组回肠出现不同程度的线粒体肿胀"嵴不清"内质网肿胀"上皮细胞微绒毛脱落"上皮细胞连接增宽# &

9

'

M%6+NOPKN)7!

表达变化$模型组大鼠胰腺组织
M%6+NOP

%

N)7!

阳性表达较空白组及假手术组明显升高

&

O R"

!

"#

'"中药及善宁组表达较模型组显著降低&

O R"

!

"#

'# 结论$清下化瘀方作用于
QNO

的途径可能与

减轻重症急性胰腺炎大鼠的肠黏膜屏障的损伤"从而调控
M%6+NOPKN)7!

表达"减轻机体炎症反应有关#

关键词$重症急性胰腺炎( 清下化瘀方( 肠黏膜屏障(

M%6+NOPKN)7!
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$$急性胰腺炎$

@HV[< M@EHY<@[A[AC

"

NO

%是常见的

消化系统危重症之一"发展至中度及重症急性胰腺炎

$

C<.<Y< @HV[< M@EHY<@[A[AC

"

QNO

%后因发生多器官

功能衰竭$

?V1[AM1< -YF@E ZWC]VEH[A-E CWEZY-?<

"

+JIQ

%而致病死率高达到
2"f

'

#

(

) 近年来"肠屏障

功能障碍在全身炎症反应综合征导致的多器官功能衰

竭中的作用逐渐得到重视'

!

(

) 本课题组前期研究发

现'

%

(

"由于肠道黏膜破坏"肠道细菌移位引起的内毒

素血症是急性胰腺炎发展为重症乃至引起器官衰竭

的重要原因"而清下化瘀方对肠黏膜的保护作用是

肯定的"减少了肠源性内毒素血症的发生'

#

(

) 此外"

本课题组已通过前期动物实验提示'

9

(

"

)aX9K,7

"

!\

信号通路在急性胰腺炎的发生与进展中得到活化"

并可能参与启动调控
QNO

"在引发全身炎症反应综

合 征 $

CWC[<?AH AE]1@??@[-YW Y<CM-EC< CWE

"

ZY-?<

"

Q(XQ

%*

+JIQ

环节中起着+信使,作用&而

清下化瘀方对此+信使,有某种抑制作用) 尽管目前

已经认识到肠屏障功能障碍的重要作用"但对这一

机制的中间环节和具体机制仍未完全阐明) 而清下

化瘀方是通过何种途径降低
)aX9K,7

"

!\ ?X,N

表

达- 从而改善肠黏膜屏障功能"减轻炎症介质反应"

是本课题研究的方向)

清下化瘀方$原清下解胰方%"该方临床用于治疗

急性胰腺炎已数十年"临床有效率为
$!f

'

%

(

) 本研究

进一步探讨该方作用于肠黏膜屏障"减轻炎症反应的

分子生物学机制"为中医药治疗急性胰腺炎提供更充

分的实验依据)

材料与方法

#

$动物$雄性
QI

大鼠
2"

只"清洁级"

=

周龄"

体重
!""

%

!!" F

) 由中国科学院上海斯莱克实验动

物有限公司提供'

Q58P

$沪%

!"#6

#

""9"

("实验前

在上海中医药大学附属岳阳中西医结合医院实验动物

中心适应性饲养
#

周"给予常规饲料及自由饮水"昼夜

交替
#! ^

"饲养环境为清洁级) 本实验经上海中医药

大学附属岳阳中西医结合医院实验动物使用与管理委

员会批准$

,-/55aN&

#

!"#6

#

"!2

%)

!

$主要试剂及仪器$牛磺胆酸钠$

C-ZAV? [@V

"

Y-H^-1@[<

"美国
QAF?@

公司"批号#

)

#

9""$

%"使用

前用注射用水配成
2f

的牛磺胆酸钠"

9

&存放) 戊

巴比妥钠$

M<E[-b@YbA[@1 C-ZAV?

"国药集团化学试剂

有限公司"批号#

*Q!""2#

%"使用前用注射用水配成

!f

戊巴比妥钠"

9

&避光保存) 醋酸奥曲肽注射液

$善宁诺华制药有限公司"

"

!

# ?FK?a

) 批号#

U!"#6"$96

%) 免疫组化试剂"购于上海沃森生物医

学科技公司) 樱花全自动密闭式组织脱水机*包埋机"

购自日本樱花精机株式会社
0(O

"

>%""7

&超薄切片制

刀机*切片机"购自德国
a<AH@

&

Ja5+O`Q

全自动显

微镜照相装置购自奥林巴斯光学工业株式会社&

J

"

a5+O`Q

显微镜
\82"

"购自奥林巴斯光学工业株式

会社&透射电子显微镜"购自荷兰
OU(a(O

&

(+Q

细胞图

象分析系统"购自上海申腾信息技术有限公司

%

$清下化瘀方组成和制备$清下化瘀方组成#生

大黄
$ F

$柴胡
#! F

$延胡索
#! F

$丹参
#2 F

$赤

芍
#2 F

$焦山栀
$ F

$枳实
#" F

$枳壳
#" F

$红藤

%" F

) 药物制备方法#上述药物分别置于煎药锅内"加

水浸没生药约
# H?

"浸泡半小时后先武火煮沸"煮沸

后改为文火煎煮
#2 ?AE

"去渣"浓缩至每毫升含生药

# F

"即浓度为
#""f

) 置冰箱中
9

&保存"使用前混



!!"#'%! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
##

月第
%$

卷第
##

期
&'()*+

"

,-./ !"#$

"

0-1/ %$

"

,-

!

##

匀) 实验所需中药由上海中医药大学附属岳阳中西医

结合医院中药房提供)

9

$动物分组及
QNO

大鼠动物模型建立$实验分

组#

2"

只大鼠按随机数字表法分为
2

组#假手术组*模

型组 *清下化瘀方组$简称中药组%*善宁组*空白组"

每组
#"

只) 模型组*中药组*善宁组进行造模)

QNO

动物模型的建立已在前期工作中得到验证'

9

(

#造模前

禁食
#! ^

"不禁水&

!f

戊巴比妥钠
"

!

! ?aK#"" F

腹

腔麻醉"待麻醉起效后固定于手术板"备皮"新洁尔灭

酊消毒腹部皮肤"沿腹白线正中切口"切口长度为
!

H?

左右"用血管钳固定皮肤"避免损伤皮下小血管"

暴露腹腔"用弯镊子寻找十二指肠$位于右侧腹腔深

部"被肝叶覆盖"较一般小肠为粗%) 双手持镊轻拉肠

段"在无影灯下充分暴露胰腺&脾脏和胃底间呈条索

状"为胰腺体部和尾部"胰头部分呈网膜状"胆管和胰

管共有一通道"为胆胰管"肉眼可见其一端开口于十二

指肠"呈一白色光点"另一端与胆道相连) 用动脉夹阻

断胆胰管入肝门处"左手中指垫纱布"拇指与食指夹持

胰头部"用
!!

号套管针针头沿白色光点处缓慢穿刺

胆胰管"进针
"

!

2 H?

后拔除针芯"继续进针
# H?

)

用微量泵以
#! ?aK^

的速度"

# ?aKcF

的剂量持续匀

速输入
2f

的牛磺胆酸钠"注完后继续维持压力

% ?AE

&去动脉夹"观察胰体和胰尾部情况"可见胰腺

有明显出血点和水肿"逐层缝合肌层和皮肤) 假手术

组仅在常规消毒后"做开腹术"翻转胰腺"后关腹) 空

白组不作处理) 术后"于所有实验动物左右后肢皮下

各注射生理盐水
! ?a

)

2

$干预方法$根据大鼠和人用药剂量的折算倍

数是
=

!

%

倍"中药每毫升含生药
# F

"按照大鼠灌胃容

积
!" ?aKcF

"每只大鼠给药约
9 ?a

) 中药组于造模

前
! ^

*造模后
#

*

##

*

!% ^

予中药灌胃) 善宁组于对

应时间点根据大鼠体重按
#" "FK cF

的剂量皮下注射

善宁) 对照组和模型组均于相同时间点予等量的生理

盐水灌胃)

=

$标本采集$所有组别均于造模后
!9 ^

取材)

在距离回盲部
#" H?

处取约
# H?

左右回肠组织"沿系

膜剖开后于冰生理盐水中充分涮洗"

#"f

中性福尔马林

溶液固定) 将肠组织切成
"

!

2 ??

小块"

!

!

2f

戊二醛

固定后"常规电镜样品制备"透射电子显微镜下观察微

绒毛结构及肠上皮细胞连接结构) 活体取
"

!

2 H?

%的

$胰头部%胰腺组织一块"用体积分数为
9f

的甲醛固

定"后行石蜡包埋*切片"免疫组织化学检测)

;

$检测指标及方法

;

!

#

$一般情况$各组大鼠术后表现及存活率

观察)

;

!

!

$胰腺病理学观察$取各组大鼠胰腺组织做

病理学评价"大鼠胰腺组织固定于
9f

甲醛溶液"常规

脱水*透明*石蜡包埋*切片$

9 "?

%*

U>

染色后观察

组织学改变"根据
QM-Y?@EE

等评定标准评分'

2

(

"以

观察造模及治疗效果)

;

!

%

$回肠组织电镜观察$取回肠末端组织标

本"用生理盐水冲洗"常规电镜样品制备"透射电子显

微镜下观察微绒毛结构及肠上皮细胞连接结构) 根据

&^AV &'

等'

=

(方法测量肠黏膜损伤程度)

"

级为正

常&

#

级为绒毛顶端上皮下间隙增宽&

!

级为绒毛顶端

上皮下间隙进一步扩大"绒毛尖端上皮抬高与固有膜

剥离&

%

级为绒毛上皮成块脱落&

9

级为上皮完全脱

落"仅有固有膜&

2

级为固有层崩解"出现出血与溃疡)

;

!

9

$大鼠胰腺组织
M%6+NOP

*

N)7!

免疫组化

法检测$采用
QO

$链霉素抗生物素蛋白 #过氧化酶

免疫组化%法检测胰腺
M%6+NOP

的表达"具体步骤

如下#二甲苯脱蜡&经梯度乙醇水化&浓度由高到低&微

波抗原修复
#2 ?AE

$

$6

&%$修复液为
MU=

!

"

的枸橼

酸盐缓冲液%&室温冷却
!" ?AE

后"磷酸盐缓冲液

$

O\Q

%漂洗
%

次"滴加质量分数为
"

!

%f

过氧化氢孵

育
%" ?AE

"消除内源性过氧化物酶&

"

!

"# ?-1Ka O\Q

$

MU;

!

9

% 漂洗
%

次"每次
2 ?AE

&加质量分数为
!f

的

正常山羊血清封闭背景&弃去封闭血清"加一抗

M%6+NOP

单克隆抗体
#

'

#""

"

9

&过夜&

O\Q

液洗
%

次"每次
2 ?AE

&加生物素化羊抗鼠二抗
(F_

$

#

'

!""

稀释%"

%;

&孵育
# ^

&

O\Q

液洗
%

次"每次
2 ?AE

&

IN\

显色&自来水冲洗"苏木素复染细胞核&水洗"脱

水"透明"中性树胶封固&阴性对照以
O\Q

代替一抗进

行上述染色) 着色强度判断#$ #%为未着色"$

g

%为

浅黄色"$

g g

%为黄色"$

g g g

%为棕黄色&取
%

个高

倍视野计算阳性细胞占总细胞的百分率作为阳性比

例)

N)7!

免疫组化法检测同上)

6

$统计学方法$采用
QOQQ !"

!

"

统计软件" 统

计描述中计量资料采用
B

(

C

表示) 计量资料用单因

素方差分析统计"组间多重比较采用
aQI

法&计数资

料采用卡方检验"等级资料采用秩和检验) 均为双侧

检验"

O R"

!

"2

为差异有统计学意义

结$$果

#

$各组大鼠术后表现及死亡记录$造模
!9 ^

后"假手术组因麻醉意外死亡
#

只&模型组死亡
#

只)

空白组及假手术组动物较活泼"反应较灵敏"进食正

常&模型组动物"活动与摄食明显减少"精神萎靡"对
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声*光*痛刺激反应迟钝) 开腹后"模型组大鼠肉眼可

见大量淡黄色或红色血性腹水"胃肠鼓胀明显"胰腺呈

大片状凝固性坏死"腹腔脏器粘连"全胰及周围小网膜

囊*邻近的肠系膜*腹膜后脂肪组织及切口部位均可见

黄色皂化斑和黑紫色坏死灶) 各给药组亦可见类似改

变"但较模型组为轻) 假手术组及空白组胰腺及腹腔

无异常)

!

$各组大鼠胰腺病理变化比较$图
#

%$空白组

及假手术组胰腺细胞结构正常"包膜完整) 模型组大

鼠出现广泛凝固性坏死"间质水肿明显"大量单核和中

性粒细胞浸润"提示造模成功) 中药及善宁治疗组较

模型组病变程度相对减轻)

图
#

%各组大鼠胰腺组织病理变化比较

$

U>

" )

!""

%

%

$各组大鼠胰腺组织病理变化半定量积分比较

$表
#

%$与空白组及假手术组比较"模型组胰腺病理

半定量积分明显升高$

O R"

!

"#

%) 与模型组比较"中

药组及善宁组胰腺病理变化半定量积分明显降低

$

O R"

!

"#

%)中药组与善宁组比较差异无统计学意义

$

O S"

!

"2:

)

9

$各组大鼠小肠组织电镜结果$图
!

%$空白组

及假手术组肠黏膜上皮细胞表面微绒毛排列整齐"绒

毛表面完整光滑"柱状上皮细胞结构完整&细胞质内细

胞器丰富"结构完整*清晰"无水肿扩张&细胞间紧密连

接*中间连接*桥粒及缝隙连接清楚"无增宽&固有层腺

体结构及各种细胞结构正常) 模型组*善宁组和中药

表
#

%各组大鼠胰腺组织病理变化

半定量积分比较$$分"

B

(

C

%

组别
E

半定量积分

空白
#" "

*

!"

(

"

*

##

假手术
$ "

*

%!

(

"

*

#9

模型
$

=

*

22

(

"

*

2%

!"

善宁
#"

%

*

9$

(

"

*

9$

#

中药
#"

%

*

%9

(

"

*

2!

#

$$注#与空白组比较"

!

O R "

!

"#

&与假手术组比较"

"

O R "

!

"#

&与模

型组比较"

#

O R"

!

"#

组小肠主要表现为细胞死亡的两种不同形式#凋亡和

坏死"包括不同程度的线粒体肿胀"嵴不清"内质网肿

胀"上皮细胞微绒毛稀疏*长短不一"排列紊乱*部分呈

倒伏脱落"上皮细胞连接增宽*部分紧密连接增宽或

开放)

图
!

%各组大鼠小肠组织电镜%$柠檬酸铅染色" )

2"""

%

2

$各组大鼠肠黏膜损伤程度比较$表
!

%$与空

白组及假手术组比较"模型组肠肠黏膜损伤程度升高

$

O R"

!

"#

%) 与模型组比较"中药组及善宁组肠黏膜

损伤程度明显减轻$

O R "

!

"#

%) 中药组与善宁组比

较" 差异无统计学意义$

O h"

!

$;2

%)
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表
!

%各组大鼠肠黏膜损伤程度比较%$只%

组别
E

肠黏膜损伤程度

"

级
#

级
!

级
%

级
9

级
2

级

空白
#" $ # " " " "

假手术
$ 6 # " " " "

模型
$ " " " 2 9 "

善宁
#" # ; ! " " "

中药
#" " $ # " " "

=

$各组大鼠胰腺
M%6+NOP

*

N)7!

阳性表达比

较$表
%

% $与空白组及假手术组比较"模型组

M%6+NOP

*

N)7!

阳性表达水平升高$

O R "

!

"#

%&与

模型组比较"中药组及善宁组表达显著降低 $

O R

"

!

"#

%) 中药组与善宁组比较差异无统计学意

义 $

O S"

!

"2

%)

表
%

%各组大鼠胰腺
M%6+NOP

*

N)7!

阳性表达比较$$

B

(

C

%

组别
E M%6+NOP N)7!

空白
#" !

*

"$

(

#

*

92 #

*

6=

(

#

*

#=

假手术
$ !

*

=2

(

#

*

;% !

*

"$

(

#

*

9=

模型
$

=

*

=%

(

!

*

;$

!"

2

*

"=

(

!

*

6=

!"

善宁
#"

9

*

2$

(

!

*

="

#

!

*

9!

(

#

*

==

#

中药
#"

9

*

%%

(

#

*

9=

#

!

*

;%

(

#

*

="

#

$$注#与空白组比较"

!

O R "

!

"#

&与假手术组比较"

"

O R "

!

"#

&与模

型组比较"

#

O R"

!

"#

讨$$论

近年来"随着科技发展与研究手段的进步"国内外

研究学者在
QNO

的病因及发病机制等方面的认识日

益加深"在
QNO

时伴有肠源性内毒素血症$

AE[<C[AE@1

<EZ-[-B<?A@

"

(>)+

%的发生"这一点已形成共识"就

急性胰腺炎而言"

(>)+

可使急性胰腺炎由轻症向重症

转化'

=

(

) 由肠源性内毒素血症导致急性重症胰腺炎

继发感染是胰腺炎患者死亡的第二大原因) 然而"

(>)+

在
QNO

的发展中如何起作用"却罕见报道)

肠道是机体最大的细菌存储所和内毒素中心"肠

道本身具有屏障保护功能"正常情况下肠黏膜上皮细

胞*细胞间紧密连接具有机械屏障功能"能有效阻止有

害物质从腔内移位至其他脏器"即使有少量细菌穿过

肠黏膜屏障也能被肠道的免疫系统吞噬)

QNO

时伴

随肠屏障的损伤"大量肠源性内毒素释放入血激活体

内炎症因子"促进全身炎症反应综合征和多器官功能

障碍的发生'

;

(

)

QNO

时机体处于应激和休克状态"肠道作为机体

应激器官之一"由于各种不利因素的影响"极易发生肠

黏膜缺损*萎缩"肠屏障严重受损"肠道通透性增加)

前期研究发现清下化瘀方对
QNO

发生时化学屏障*免

疫屏障的保护作用是肯定的'

%

(

) 本研究进一步明确

清下化瘀方可减轻肠黏膜损伤程度从而保护肠道机械

屏障功能)

在
QNO

的发生进展过程中"由于循环血液中肠源

性内毒素水平升高"会产生诸如
,7

"

!\

*

),7

"

#

*

(a

"

#$

*

(a

"

=

*

(a

"

6

等多种细胞炎性因子"并产生一系列炎

症级联瀑布反应"丝裂原活化蛋白激酶$

?A[-F<E @H

"

[A.@[<Z MY-[<AE cAE@C<

"

+NOP

%信号通路在炎症反

应中可能起着重要的调节作用) 各种体内外刺激因素

如各种炎症细胞因子*生长因子*氧自由基*缺血缺氧*

渗透压改变*休克和感染等均可激活该信号通路) 激

活的
M%6+NOP

可使它的直属下游底物活化转录因

子
!

$

@H[A.@[<Z [Y@ECHYAM[A-E ]@H[-Y !

"

N)7

"

!

%磷酸

化) 已被磷酸化的
N)7

"

!

也能以同构二聚体或异构

二聚体复合物的方式与
',P

通路下游底物化因子蛋

白
NO

"

#

结合"提高其生物学效应"促进下游靶基因的

表达'

6

(

)

+NOP

通过胞内信号通路传递调节体内细

胞增殖*细胞分化*细胞凋亡以及各种应激和炎症反应

等多种生理过程"其中
M%6+NOP

则是最主要*目前

研究最深入的
+NOP

家族成员之一"是调节胰腺腺泡

细胞中多种细胞因子和趋化因子表达的主要信号

途径'

$

(

)

炎症刺激"如
aOQ

*

),7

"

#

和缺血 #再灌注等均

可介导中性粒细胞*单核细胞和内皮细胞等先天性免

疫细胞
M%6+NOP

激活'

#"

(

)

M%6+NOP

信号的活化

被认为与
QNO

的发生*发展密切相关'

##

(

) 国内外动

物实验研究发现"

QNO

模型诱导后"胰腺组织的

M%6+NOP

显著活化"并可进一步激活
,7

"

!\

等信

号通路表达"而使用
M%6+NOP

抑制剂能明显减少循

环中
(a

"

#

*

),7

"

#

这些促炎性细胞因子的量"从而能够

能够降低
QNO

大鼠死亡率'

#!

"

#%

(

) 但对其通路的具体

作用途径未见详细阐述)

伴随肠源性内毒素的释放入血"在细胞膜作用于

)-11

样受体
9

后可激活两条通路#即
+NO%P

及

+WI66

通路"继而激活一系列下游调控因子"其中需

要说明的是
+NO%P

通路)

+NOP

超家族的
%

个亚

族#

>XP

*

',P

*

M%6+NOP

"分别对应的下游底物是#

QX7

*

NO

"

#

*

N)7!

"而其底物之间又可以逐步化生"最

终促使靶基因
,7

"

!\ ?X,N

的表达"导致炎症因子

的泛滥) 研究证实#

O%6 +NOP

的抑制剂
Q\!"%26"

的作用途径是竞争性地与
M%6+NOP

的
N)O

位点结合

而阻止其磷酸化下游的活化转录因子
N)7!

"进而阻断

其酶活性的活化"而并不直接参与
O%6 +NOP

磷酸

化'

#9

(

) 因此"

N)7!

的含量高低是反映
M%6 +NOP

酶
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活性的重要指标) 本研究发现
QNO

时
+NOP

信号通

路中的
M%6+NOP

及
N)7!

基因表达均上升"由此推断

该条信号转导通路在疾病的发生发展过程中得到激活)

清下化瘀方可作用调节
M%6+NOPKN)7!

信号分子"降

低其阳性表达"减少炎症介质释放) 研究结果显示中药

组也有相同趋势善宁组
M%6+NOP

*

N)7!

表达与模型

组比较差异有统计学意义$

O R"

!

"#

%"考虑
N)7!

为下

游因子"存在着复杂的网络关系"不仅受
M%6+NOP

调

控"也可能与
NO

"

#

等激活有关"故
M%6+NOPKN)7!

活

化可能不是善宁的主要作用途径)

本研究发现清下化瘀方可调控作用
M%6+NOPK

N)7!

通路"对
QNO

起保护作用"并且在疾病发生发

展过程中
N)7!

可能存在其它上游调控因子"说明也

许还有其他通路参与其中"这也为今后中医药多靶点

作用研究提供新一个思考方向)

利益冲突#无)
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