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58

)退火
$" G

"

%!

)延伸

$" G

&循环
$"

次) 最后
%!

)延伸
#" :<L

"经
#

!

5 S

琼脂糖凝胶电泳鉴定
D&E

产物) 电泳鉴定后用凝胶

图像扫描仪测算各条带的光密度值"分别以
+(D

"

!

条

带与
XFDAY

条带光密度值比较表示其
:E2F

表达

水平)

8

孔细胞培养板"每孔加入
# :PE(DF

裂解液

*

#5" ::0-CP 2;&-

"

#S 2D6"

"

"

!

5S

脱氧胆酸钠"

"

!

#S MAM

"

5" ::0-CP )I<G

$

KY %

!

3

%"

#" ::0-CP

2;T

"

D+MT ;LV #

*蛋白酶抑制剂$罗氏公司%+"将

细胞裂解液转移至
#

!

5 :P

离心管"

#! """ I C:<L

离

心
$" :<L

"取上清"用
4&F

法测上清蛋白浓度) 灌制

#"S

的浓缩胶和
#!S

的分离胶"每泳道加总蛋白量

5" #N

"进行电泳分离"经湿转印到
D/AT

膜上$

4<0

"

E;V

公司" 美国%"在含有
5S

脱脂奶粉的
)4M)

$

#" ::0-CP )I<G

"

Y&-

"

KY %

!

5

"

#5" ::0-CP 2;&-

"

和
"

!

#S

吐温'

!"

%溶液中常温封闭
# Q

"然后分别加

入兔抗
+(D

"

!

多克隆抗体$

#

,

#"""

稀释%及小鼠抗大

鼠
"

"

;@J<L

单克隆抗体
#5

$

#

,

#"""

稀释%"

6

)孵育

过夜"然后加入
(EA.7 =""

相应标记的二抗$

#

,

!"""

稀释于
D4M

%"

6

)孵育过夜"

)4M)

洗涤"

BV.GG7.

红外成像系统$

E0@^-;LV

公司%扫膜)

+(D

"

!

的相对

含量用
+(D

"

!C"

"

;@J<L

灰度比值表示"灰度采用
d,;L

"

J<J.BL7

软件$

4<0

"

E;V

公司"美国%分析)

5

$统计学方法$应用
MDMM #$

!

"

统计软件"计

量数据以
U

(

G

表示"呈正态分布的采用
J

检验"呈非

正态分布的采用秩和检验"计数资料采用
$

! 检验"

D W"

!

"5

为差异有统计学意义)

结$$果

#

$各组大鼠一般状态比较$造模前大鼠活动灵

敏"反应灵活"皮毛润泽"饮水进食良好"呼吸平稳) 假

手术组情况与造模前基本相同) 造模后
MFD

组大鼠

活动明显减少"反应迟钝"表情痛苦"皮毛晦暗"呼吸困

难"食欲明显减退) 至造模完成"大鼠共死亡
"

只) 针

刺治疗组与对照组大鼠情况均介于
MFD

组与假手术

组之间"治疗组各方面情况均明显好于对照组)

!

$各组肺组织病理学结果比较$图
#

%$假手术组

肺组织未见明显病理变化"肺组织结构清晰"肺泡壁薄"无

中性粒细胞浸润)

MFD

组可见明显病理变化"肺间质充

血,水肿"炎性细胞浸润&肺泡间隔明显增厚"较多肺泡萎

缩"肺泡腔部分融合成肺大泡&毛细血管扩张"充血"局灶

性肺泡内出血) 针刺治疗组肺组织炎症较
MFD

组明显

减轻) 针刺对照组肺组织结构,肺组织炎症及肺间质充

血,水肿程度均介于
MFD

组与针刺治疗组之间)

$$注#

F

为假手术组&

4

为
MFD

组&

&

为针刺治疗组&

A

为针刺

对照组

图
#

$各组肺组织病理学结果$$

Y9

" *

#""

%

$

$各组大鼠血清
)2T

"

!

,

2B

及
+(D

"

!

蛋白表达

比较$表
#

%$

MFD

组血清
)2T

"

!

,

2B

及
+(D

"

!

蛋白

表
#

$各组大鼠血清
)2T

"

!

,

2B

及

+(D

"

!

蛋白表达比较$$

U

(

G

%

组别
L

)2T

"

!

$

NCP

%

2B

$

::0-CP

%

+(D

"

!

$

LNCP

%

假手术
#" #$

#

6

(

$

#

$ #

#

5

(

"

#

% #8

#

6

(

%

#

#

MFD #"

#6$

#

8

(

!!

#

6

!

8

#

8

(

!

#

!

!

%8

#

6

(

3

#

5

!

针刺治疗
#"

55

#

!

(

3

#

!

"

$

#

6

(

"

#

3

"

!6

#

5

(

=

#

"

"

针刺对照
#"

=5

#

6

(

#$

#

#

"#

5

#

!

(

#

#

!

"#

6%

#

!

(

=

#

#

"#

$$注#与假手术组比较"

!

D W"

#

"5

&与
MFD

组比较"

"

D W"

#

"5

&与针

刺治疗组比较"

#

D W"

#

"5
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!

%

!!&($$!

表达均明显高于假手术组$

D W"

!

"5

%"针刺治疗组各

指标均低于
MFD

组和针刺对照组$

D W"

!

"5

%)

6

$各组肺和大肠组织
+(D

"

! :E2F

表达水平比

较$表
!

"图
!

%$

MFD

组肺和大肠组织
+(D

"

! :E2F

表达水平均明显高于假手术组$

D W"

!

"5

%"针刺治疗

组各指标均低于
MFD

组和针刺对照组$

D W"

!

"5

%)

表
!

$各组肺和大肠组织
+(D

"

! :E2F

表达水平比较$$

U

(

G

%

组别
L

肺组织
+(D

"

! :E2F

大肠组织
+(D

"

! :E2F

假手术
#" $

#

!

(

#

#

6 5

#

$

(

$

#

5

MFD #"

#!

#

5

(

5

#

%

!

$5

#

=

(

=

#

6

!

针刺治疗
#"

6

#

5

(

$

#

#

"

#!

#

#

(

6

#

5

"

针刺对照
#"

#"=

#

6

(

$

#

=

"#

!!

#

"

(

$

#

6

"#

$$注#与假手术组比较"

!

D W"

#

"5

&与
MFD

组比较"

"

D W"

#

"5

&与针

刺治疗组比较"

#

D W"

#

"5

$$注#

F

为假手术组&

4

为针刺治疗组&

&

为
MFD

组&

A

为

针刺对照组

图
!

$各组肺与大肠组织
+(D

"

! :E2F

的表达水平

5

$相关性分析$针刺治疗组,

MFD

组及针刺对照

组大鼠血清
+(D

"

!

蛋白表达水平与肺,大肠组织
+(D

"

!

:E2F

表达水平之间均呈正相关 $

I 肺 e "

!

==%

"

I 大肠 e"

!

="#

"

D W"

!

"5

%)

讨$$论

MFD

并发
FP(

的病理机制尚未完全阐明)

MFD

的发生发展过程中"细胞因子及炎症介质起着重要作

用"其导致机体过度炎症反应$

G.GJ7:<@ <LR-;::;

"

J0I. I7;@J<0L G.LVI0:7

"

M(EM

%从而使胰腺出血坏

死不断恶化"胰外脏器损伤不断加重"终致多器官功能

障碍"其中
FP(

是患者早期死亡的主要原因) 研究表

明#肺泡巨噬细胞$

;-H70-;I :;@I0KQ;N7

"

F+

%活化

可能是急性胰腺炎肺损伤的重要途径)

F+

活化后可

产生许多活性介质"如
2B

,

)2T

"

!

,花生四烯酸等代谢

产物"这些物质均为前炎症介质"可引起炎性细胞聚

集"并浸润入肺"引起肺损伤*

6

+

)

)2T

"

!

是一种主要由
F+

,

)

细胞和
2_

细胞产

生的可溶性多肽)

)2T

"

!

产生的始动因素仍不清楚"

产生具有组织特异性"首先在胰腺组织中表达"继而出

现在远处器官)

)2T

"

!

主要通过细胞毒作用,激活炎

症细胞及损伤微循环导致胰腺及胰外器官损害) 在

MFD

鼠的模型中"发现
)2T

"

!

在
MFD

后
$" :<L

即

明显升高"当应用抗
)2T

"

!

多克隆抗体以阻断
)2T

"

!

后则能明显减轻胰腺炎的严重程度且提高生存率*

5

+

)

2B

由
P

"精氨酸$

P

"

;IN

%和分子氧在一氧化氮合

成酶$

2BM

%的催化下生成) 研究发现"

2B

作为
MFD

时的损伤因子之一"其机制是增加了血管通透性及蛋

白渗出)

2B

的双重作用可能与其剂量有关"即低分

子
2B

$主要由血管内皮细胞经
2BM

催化产生的%有

益于组织器官的保护"免受血管因素和氧自由基损伤&

而高水平
2B

$主要由激活的
F+

和淋巴细胞产生%可

直接引起组织细胞的损伤*

8

+

)

本课题组前期研究提示"在'肺与大肠相表里(理

论指导下"针刺能显著减轻
MFD

时肺损伤"其机制与

抑制
F+

功能"抑制
F+

分泌
)2T

"

!

和下调
2B

水平

有关*

%

+

&针刺治疗组
<2BM

,

72BM :E2F

表达量低于

MFD

组和针刺对照组"提示针刺能明显抑制
<2BM

和

72BM :E2F

在肺组织中的过量表达"从而对肺组织

起到明显保护作用*

=

+

)

+(D

是一种多细胞来源的趋化性细胞因子"具有

多种生物学活性"尤其在炎症反应中表现突出)

+(D

可分为
+(D

"

#

,

!

,

$

,

6

和
5

共
5

种亚型)

+(D

"

!

可能

是炎症早期的促炎性细胞因子"其在炎症早期的短期

急剧释放可能趋化和激活了多种炎症细胞"使之在肺

内大量浸润聚集"从而启动与维持炎症反应导致肺损

伤) 关于
+(D

"

!

的产生机制"目前研究不多"主要由激

活的单核巨噬细胞,血管内皮细胞和中性粒细胞"在

PDM

,

)2T

"

!

,

(P

"

#

等刺激下产生)

D;GJ0I &+

等*

3

+

在雨蛙素诱导的小鼠
FD

肺损伤模型中"发现急性胰

腺炎小鼠血清,胰腺和肺组织
+(D

"

!

含量明显升高&免

疫组化研究显示
+(D

"

!

主要表达在胰腺和肺组织巨噬

细胞和血管内皮细胞上&用抗
+(D

"

!

抗体分别在制模

前后进行干预"均明显减轻胰腺和肺组织损伤的严重

程度"研究结果提示
+(D

"

!

通过介导白细胞的趋化和

活化在小鼠
FD

肺损伤模型的病理过程中发挥了关键

作用)

消化管,呼吸道及腺的上皮组织大多来源于原始

消化管的内胚层"这种胚胎学上的共同来源被认为是

'肺与大肠相表里(的生理结构基础*

#"

+

) 本实验中"

针刺治疗组,

MFD

组及针刺对照组大鼠血清
+(D

"

!

的

含量"与肺,大肠组织
+(D

"

! :E2F

表达水平之间均

呈正相关"再次验证了上述胚胎学上的观点)

临床经验表明"肠道菌群移位是导致
MFD

早期的

FP(

,内毒素血症,多器官功能不全及后期的胰腺,胰周

感染,败血症等的重要因素*

##

+

) 根据'肺与大肠相表
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%

里(的理论"针刺治疗组在对照组的基础上"加针刺大

肠经的商阳,合谷,曲池穴和大肠俞"能通里攻下"促进

胃肠道的排空"改善肠壁血供"保护肠道黏膜屏障"防

止肠道细菌移位"促进内毒素排泄"清胰保肺) 本实验

结果显示"针刺治疗组
8 Q

后血清
)2T

"

!

,

2B

及

+(D

"

!

含量"肺与大肠组织中
+(D

"

! :E2F

表达水平

均低于
MFD

组和针刺对照组"再次验证'肺与大肠相

表里(理论指导下的针刺治疗疗效优于单纯针刺肺与

胰腺相关经络腧穴的治疗)

MFD

病理过程中"

+(D

"

!

作为早期的促炎性细胞

因子"趋化和激活了以中性粒细胞为主的炎性细胞"介

导了肺损伤*

#!

+

) 本实验结果提示"在'肺与大肠相表

里(理论指导下"针刺治疗能抑制
+(D

"

! :E2F

在肺

与大肠组织的过度表达"降低血清
+(D

"

!

含量"从而

明显减少炎性介质在肺内浸润聚集"减轻肺损伤"保护

肺组织)

目前"除胰性脑病 $

K;L@I7;J<@ 7L@7KQ;-0K;

"

JQ.

"

D9

%实验动物模型较有争议"研究者大多选择从

颈内动脉注入精制猪活性磷脂酶
F

!

复制模型外"

MFD

及其伴发的大多数胰外器官损伤 $其中包括

FP(

%的动物模型"均普遍采用胰胆管逆行注入牛黄胆

酸钠的方法"该技术相对完善"大鼠死亡率低"已得到

学术界广泛认可*

#$

+

)

本实验也从针刺治疗
MFD

伴发
FP(

的角度出发"

印证了肺与大肠相表里的理论治疗肺与大肠相关脏腑

疾病的科学性和可行性) 未来"我们会将研究进一步

进行"通过动态追踪观察更多分子变化来深入探究本

实验的机理"系统观察记录
MFD

大鼠的死亡率及生存

时间"并结合转化医学*

#6

+的理念指导临床)
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