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清胰颗粒对重症急性胰腺炎大鼠肝'肾组织

G+H7#

表达的影响

杨元生#

!

!

"陈"垦!

"谢文瑞%

"王"晖8

摘要"目的"探讨清胰颗粒"

I?BJK? H2>BL4/

!

IMH

#对重症急性胰腺炎"

N/./2/ >@LO/ P>B@2/>O?O?N

!

QRS

#大鼠肝$肾组织中高迁移率族通道蛋白
#

"

A?JA 0-1?4?OK J2-LP 1-T

$

#

!

G+H7#

#表达的影响% 方法

$8

只
QE

大鼠按随机数字表分为假手术"

NA>0 -P/2>O?-B

!

QF

#组$

QRS

组和
IMH

组&

QRS

动物模型采

用
$U

牛黄胆酸钠"

N-V?L0 O>L2-@A-4>O/

!

Q)&

#诱导&苏木精和伊红"

A/0>O-TK4?B >BV /-N?B

!

G=

#染色

评价
%

组大鼠肝$肾病理损伤!

=W(QR

法测血清淀粉酶"

>0K4>N/

!

R+Q

#$丙二醛"

+ER

#$白细胞介素$

#

"

(W

$

#

#和
G+H7#

水平!免疫组化检测肝$肾组织中
G+H7#

蛋白表达&逆转录 #聚合酶链式反应"

X)

$

S&X

#检测肝$肾组织
G+H7# 0X,R

表达% 结果"

QRS

组大鼠肝$肾组织病理评分$血清
R+Q

$

+ER

$

(W

$

#

和
G+H7#

水平和肝$肾组织
G+H7#

蛋白及
0X,R

表达均较
QF

组明显升高"

S Y"

!

"$

!

S Y"

!

"#

#&

IMH

能有效下调上述各指标血清水平和肝$肾组织
G+H7#

蛋白及
0X,R

表达量!治疗
6! A

疗效最显著

"

S Y"

!

"$

!

S Y"

!

"#

#!并呈时效依赖性% 结论"

G+H7#

参与
QRS

并发肝$肾组织损伤过程!

IMH

可有效

抑制
G+H7#

表达!从而减轻
QRS

时肝$肾组织损伤%

关键词"清胰颗粒&重症急性胰腺炎&高迁移率族通道蛋白
#

&免疫组化

=ZZ/@O -Z I?BJK? H2>BL4/ -B G+H7# =TP2/NN?-B ?B W?./2 >BV X/B>4 )?NNL/N -Z Q/./2/ R@LO/ S>B

$

@2/>O?O?N X>ON

"

MR,H ML>B

$

NA/BJ

#

!

!

!

&G=, [/B

!

!

\(= */B

$

2L?

%

!

>BV *R,H GL?

8

"

# E/P>2O0/BO -Z

H>NO2-/BO/2-4-JK

!

Q/@-BV RZZ?4?>O/V G-NP?O>4<\?BA>? G-NP?O>4

!

HL>BJV-BJ SA>20>@/LO?@>4 &-44/J/

!

HL>B

$

J]A-L

$

$#"%""

%&

! ^>@L4OK -Z (BO/2B>4 +/V?@?B/

!

&4?B?@>4 +/V?@>4 &-44/J/
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$
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$
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%&
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!

^?2NO RZZ?4?>O/V G-NP?O>4

!

HL>BJV-BJ

SA>20>@/LO?@>4 _B?./2N?OK

!

HL>BJ]A-L

$

$#"";"

%&

8 ^>@L4OK -Z SA>20>@-4-JK

!

&A?B/N/ +/V?@>4 &-44/J/

!

HL>BJV-BJ SA>20>@/LO?@>4 _B?./2N?OK

!

HL>BJ]A-L

$

$#"""9

%

R7Q)XR&)

%

F1`/@O?./

%

)- /TP4-2/ OA/ /ZZ/@O -Z I?BJK? H2>BL4/

$

IMH

%

-B A?JA 0-1?4?OK J2-LP 1-T

$

#

$

G+H7#

%

/TP2/NN?-BN ?B 4?./2 >BV 2/B>4 O?NNL/N -Z N/./2/ >@LO/ P>B@2/>O?O?N

$

QRS

%

2>ON 5 +/OA-VN

^?ZOK

$

Z-L2 QP2>JL/

$

E>a4/K

$

QE

%

2>ON a/2/ V?.?V/V ?BO- OA/ NA>0

$

-P/2>O?-B

$

QF

%

J2-LP

!

OA/ QRS J2-LP

!

>BV OA/ IMH J2-LP >@@-2V?BJ O- 2>BV-0 V?J?ON O>14/5 X>ON ?B OA/ QRS J2-LP a/2/ ?BVL@/V 1K ?B`/@O?BJ $U

N-V?L0 O>L2-@A-4>O/
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%

5 W?./2 >BV 2/B>4 P>OA-4-J?@>4 @A>BJ/N a/2/ -1N/2./V 1K G= NO>?B?BJ5 Q/2L0

@-BO/BON -Z >0K4>N/

$

R+Q

%!

+ER

!

(W

$

#

!

>BV G+H7# a/2/ V/O/@O/V 1K =W(QR5 G+H7# P2-O/?B /TP2/NN?-BN

?B 4?./2 >BV 2/B>4 O?NNL/N a/2/ O/NO/V 1K ?00LB-A?NO-@A/0?NO2K5 G+H7# 0X,R /TP2/NN?-BN ?B 4?./2 >BV 2/

$

B>4 O?NNL/N a/2/ V/O/@O/V 1K 2/./2N/V O2>BN@2?PO?-B S&X5 X/NL4ON

%

)A/ P>OA-4-J?@>4 N@-2/N

!

N/2L0 4/./4N

-Z R+Q

!

+ER

!

(W

$

# >BV G+H7#

!

>BV P2-O/?B >BV 0X,R G+H7# /TP2/NN?-BN ?B 4?./2 >BV 2/B>4 O?NNL/N a/2/

?B@2/>N/V 0-2/ -1.?-LN4K ?B OA/ QRS J2-LP OA>B ?B OA/ QF J2-LP

$
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&

"$

!

S Y"

&

"#

%

5 R44 -Z OA/0 @-L4V 1/
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$

2/JL4>O/V 1K IMH ?BO/2./BO?-B

!

a?OA OA/ 0-NO N?JB?Z?@>BO /ZZ/@O N//B >O 6! A

$

S Y"

&

"$

!

S Y"

&

"#

%

?B >

O?0/

$

/ZZ/@O 2/4>O?-BNA?P5 &-B@4LN?-BN
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G+H7# P>2O?@?P>O/V ?B QRS @-0P4?@>O/V 4?./2 >BV 2/B>4 ?B`L2?/N5 IMH
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@-L4V /ZZ/@O?./4K ?BA?1?O G+H7# /TP2/NN?-BN

!

OA/2/1K >OO/BL>O?BJ QRS @-0P4?@>O/V 4?./2 >BV 2/B>4 ?B`L2?/N5

[=M*FXEQ

%

I?BJK? H2>BL4/

&

N/./2/ >@LO/ P>B@2/>O?O?N

&

A?JA 0-1?4?OK J2-LP 1-T

$

#

&

?00LB-A?NO-

$

@A/0?NO2K

""重症急性胰腺炎$

N/./2/ >@LO/ P>B@2/>O?O?N

!

QRS

%是临床的急腹症!病程中常有肝'肺'肾等胰外器

官损伤!病死率较高!是临床治疗的一大难题( 清胰颗

粒是本课题组依据大承气汤组方优化成清胰汤并提炼

成固体剂型而得名!该方剂已被临床验证治疗
QRS

有

效)

#

!

!

*

( 高迁移率族通道蛋白
#

$

A?JA 0-1?4?OK J2-LP

1-T

$

#

!

G+H7#

%为近几年研究较多且广泛的参与机体

炎症反应的核蛋白!我们先前的研究显示
G+H7#

可能

参与
QRS

多器官损伤过程!清胰颗粒$

IMH

%对
QRS

诱发的器官损伤有保护作用)

%

*

( 本研究基于以上研究!

旨在运用
IMH

干预
QRS

大鼠!探讨
IMH

对大鼠肝'肾

中
G+H7#

表达影响及其作用!现报告如下(

材料与方法

#

"材料

#

!

#

"动物"健康
NP2>JL/

$

V>a4/K

$

QE

%大鼠

$8

只!雌雄不限!月龄$

:

%

%

%个月!体重$

!#"

%

!"

%

J

!

由广东省医学实验动物中心提供!许可证号#

Q&\\

$粤%

!"";

#

!""!

(

#

!

!

"药物"清胰颗粒由柴胡'黄芩'木香'白芍'

枳实'厚朴'丹参'延胡索'黄连'大黄组成!

#" 0J<

包!

!" 0J

清胰颗粒相当于生药量
#!% J

!由广东药学院

中药学院按照制药工艺流程制备清胰颗粒)

8

*

!实验产

品批号#

##"##9$8

(

#

!

%

"主要试剂"牛黄胆酸钠$美国!

Q?J0>

公

司%&白介素$

#

$

(W

$

#

%和
G+H7# =W(QR

试剂盒$美

国!

)S(

公司%&兔抗大鼠
G+H7#

多克隆抗体$美国!

Q>BO> &2L]

公司%&山羊抗兔辣根过氧化物酶标记二

抗$北京博奥森生物技术有限公司%&

QS:""#

免疫组

化试剂盒$北京中杉金桥生物技术有限公司%&

)2?]-4

试剂$美国!

(B.?O2-J/B

公司%&

X)

$

S&X

试剂盒 $美

国!

R7(

公司%(

#

!

8

"主要仪器"

RBOA-N !"#"

型酶标仪$奥地

利!

RBOA-N O>1O/@ ?BNO2L0/BON

公司%&切片机 $德

国!徕卡
X+!#%$

%&

S&X

仪$德国!

7?-0/O2>

公司%&

7(F

$

XRE

凝胶成像系统$美国!

7?-

$

X>V

公司%(

!

"方法

!

!

#

"

QRS

模型建立"参照文献)

$

*( 逆行胰胆

管注射
$U

牛黄胆酸钠 $

N-V?L0 O>L2-@A-4>O/

!

Q)&

%诱导大鼠
QRS

肝'肾组织损伤模型(

!

!

!

"分组"

QE

大鼠
$8

只!按随机数字表法随

机分为假手术$

QF

%组'

QRS

组和
IMH

组!每组
#;

只!

QRS

组和
IMH

组于造模前
#! A

分别给予生理盐

水$

# 0W<#"" 0J

%和
IMH

$

# 0W<#"" 0J

%灌胃!建

模后禁食不禁水!

IMH

组每
#! A #

次予
IMH

兑水

$

*

&

#

&

#

%经口灌胃$

# 0W<#"" 0J

%!并于
!8

'

8;

'

6! A %

个时间点分批每组各
9

只心脏采血处死大鼠(

!

!

%

"

R+Q

和
+ER

血清水平检测"采用比色

法( 大鼠心脏采血
! 0W

!室温放置
! A

'低温低速

$

8

'!

% $"" 2 <0?B

%离心后取上清液! #

!"

'保存备

用( 按南京建成
R+Q

和
+ER

试剂盒方法操作!测各

时间点大鼠血清
R+Q

和
+ER

含量(

!

!

8

"

(W

$

#

和
G+H7#

血清水平检测"采用
=W(QR

法( 大鼠全血处理方法同上!按
=W(QR

试剂盒操作说

明测大鼠血清
(W

$

#

和
G+H7#

含量!观察各组大鼠不

同时间点炎症因子的变化趋势(

!

!

$

"大鼠肝'肾组织病理"采用
G=

染色( 取大

鼠右侧肝'肾组织!用
#"U

甲醛过夜固定'脱水'石蜡包

埋!病理切片$厚度为
8 !0

%!常规烘箱融蜡'二甲苯脱

蜡'梯度酒精脱水'木素#伊红$

G=

%染色后!晾干封片(

光镜下按肾脏实质炎性细胞浸润'充血水肿和组织出血

及坏死
%

个维度$

"

#细胞浆空泡形成&

#

#细胞核固缩!胞

质嗜色增加!细胞界线消失&

$

#肝腱索断裂'细胞坏死'

出血%参考文献)

8

*行病理评分!参照
&>0>2J- &R

标

准)

9

*自行改良版对肝脏行病理评分$表
#

%!由两位病理

科医师对肝'肾组织病理切片进行盲法评分!取均值(

表
#

%改良版
&>0>2J-

肝脏病理学评分标准"$分%

分级
" # ! % 8 $

"

无
Y#"U Y#"U Y#"U Y#"U Y#"U

#

无
Y$U 9U

(

#"U ##U

(

!$U !9U

(

$"U

)

$"U

$

无 细胞结构模糊 散在!

Y#U #U b$U 9U

(

#"U

)

#"U

!

!

9

"肝'肾组织
G+H7#

蛋白表达"采用免疫

组化法检测( 取右侧肝'肾组织切片!常规脱蜡'脱水!

按中山金桥
QS:""#

免疫组化试剂盒步骤操作!兔抗

大鼠一抗
G+H7#

$

#

&

#""

%!

ER7

试剂盒显色!晾干'

封片!着色细胞为
G+H7#

表达阳性( 磷酸盐缓冲液

$

S7Q

%替代一抗作为阴性对照组( 光镜下按阳性细

胞百分率#

Y #"U

为 $ #%!

#"U

(

!$U

为 $

c

%!

!9U

(

$"U

为$

c c

%!

d $"U

为$

c c c

%&染色强

度#基本不着色为$ #%!淡黄色为$

c

%!黄色为$

c
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c

%!棕黄色为$

c c c

%!由两位病理科医师对肝'肾

免疫组化结果进行盲法评分!取均值(

!

!

6

"肝'肾组织
G+H7# 0X,R

表达"参考文

献)

6

*!采用逆转录#聚合酶链式反应$

X)

$

S&X

%检测(

取右侧肝'肾组织各
#"" J

!按
)2?]-4

试剂盒方法提取

总
X,R

!紫外分光检测
X,R

浓度!

#

!

!U

琼脂糖胶电泳

检测
X,R

完整性( 按
X)

$

S&X

试剂盒说明书操作!

X)

合成第一条链
@E,R

$

!" !W

%!反应条件#

8!

'逆

转录
9" 0?B

!

:$

'灭活逆转录酶
$ 0?B

!

8

'终止反

应
$ 0?B

!#

!"

'冻存备用&

S&X

合成第二条链
E,R

$

!$ !W

%!为使扩增结果有可比性!设定内参
HRSEG

和

目的基因
G+H7#

的反应条件一致为#

:8

'预变性!

8

0?B

!

:8

'变性
%" N

'

$;

'退火
%" N

'

6!

'延伸
$"

0?B

'循环次数
%8

次!末次循环后
6!

'延伸
$ 0?B

( 引

物由广州
(B.?O2-J/B

公司合成$表
!

%(

S&X

产物用含

=7

的
#

!

!U

琼脂糖凝胶电泳!

7?-

$

XRE

凝胶成像系统摄

片分析( 以
E,R

$

+>2C/2

作为分子量参照!结果以同一

样本上
G+H7#<HRSEG

光密度值之比半定量表示(

表
!

%

S&X

合成引物序列

目的基因 引物序列 引物长度

G+H7#

上游#

$

*$

HRHRHH&RRRR)H)&R)&R)

$

%

*

!$" 1P

下游#

$

*$

HHHR)&&))HRR&))&))))

$

%

*

HRSEG

上游#

$

*$

R&&R&RH)&&R)H&&R)&R&

$

%

*

8$" 1P

下游#

$

*$

)&&R&&R&&&)H))H&)H)R

$

%

*

!

!

;

"统计学方法"采用
QSQQ #;

!

"

统计软件进

行分析!计量资料以
T

%

N

表示( 组间比较应用重复测

量两因素多水平方差分析!配对资料采用
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检验和多因

素间相关分析!
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和
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和
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组比较!差异均有统计学
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"各组大鼠肝'肾组织
G+H7# 0X,R

表达结

果比较$图
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!表
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G+H7# 0X,R

在
QF

组大鼠

肝'肾组织中表达量少且各时间点相对稳定!

QRS

组

大鼠其表达随时间逐渐增多!与免疫组化结果相一致!

两组比较!差异有统计学意义$

S Y"
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%&予
IMH

干

预后肝'肾组织中
G+H7# 0X,R

表达减少!

6! A

后

疗效明显!与
QRS

组比较!差异有统计学意义$

S Y

"

!

"$

%!但
6! A
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%各组大鼠肝'肾组织
G+H7# 0X,R

表达电泳图

讨""论

RS

为临床常见病!大约
#"U

(

!"U

进展为

QRS

!

QRS

是一种病情凶险'并发症多'病死率较高的

急腹症!尽管近年来对其诊疗水平不断提高!但总体病

死率仍高达
#6U

(

%"U

)

;

!

:

*

(

QRS

并发多器官损伤

的机制目前尚不十分清楚!我们的前期研究表明!

G+H7#

在
QRS

大鼠多个损伤器官中表达均增加!推

测其可能参与
QRS

时多器官损伤过程)

%

*

( 临床数据

显示胰腺炎患者血清
G+H7#

水平明显升高!且与胰

腺病理损伤程度呈正相关)

#"

*

!

W-J?NO?@

回归分析显

示!血浆
G+H7#

是
QRS

患者住院期间死亡的独立危

险因素)

##

*

( 研究显示给予
G+H7#

抗体可以改善

QRS

实验动物的病情)

#!

*

!可见
G+H7#

可能是
QRS

的治疗靶点(

G+H7#

是一种广泛存在的高度保守的胞内

E,R

结合蛋白)

#%

*

!是一个致炎和促炎双重因子!参与

调控机体炎症反应的发生'发展及转归等过程)

#8

*

(

G+H7#

自身具有毒性作用!被释放入细胞质后参与

炎症介质的释放'细胞转移'损伤修复及血管生成等过

程)

#$

!

#9

*

(

QRS

时
G+H7#

在细胞外与
),^

$

%

'
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#

'

WSQ

等重要促炎因子相互作用!相互促进分泌!形成

正反馈作用)
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*

( 研究发现
QRS

早期
R+Q

'

(W

$

#

和

+ER

即升高!之后
G+H7#

表达增加!放大和加重炎

症反应并触发
Q(XQ

和
+FEQ

)

;

*

!下调
G+H7#

表达

可减轻器官损伤)

#;

*

( 本研究显示血清和肝'肾组织中

G+H7#

表达增多趋势与血清
(W

$

#

和
+ER

升高趋势

相同!其血清表达量与两者血清水平呈正相关$

2 e
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!
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%( 早期中药干预
QRS

可

抑制炎症反应和氧化应激从而减轻
QRS

的病情)
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*

!

IMH

可明显降低
QRS

患者血中
),^

$

%

'

(W

$

9

'

(W

$

;

浓

度从而显著改善患者的预后)

!

*

( 本研究发现
QRS

大鼠

经
IMH

干预后血清中
R+Q

'

(W

$

#

'

G+H7#

和
+ER

含

量均下降!肝'肾组织中
G+H7#

蛋白表达减少!肝'肾

组织病理损伤减轻!

6! A

点最显著!表明
IMH

可有效

抑制
QRS

的炎症反应和氧化应激!减轻器官损伤!研究

发现
IMH

治疗
QRS

呈现时效依赖性(

综上所述!本研究结果显示炎症介质和氧化应激

因子在
QRS

早期即明显升高!之后
G+H7#

蛋白表达

增加!肝'肾损伤加重!
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#

与
G+H7#

表达呈正相关!

三者参与
QRS

时肝'肾损伤&给予
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干预后
QRS

大鼠血清
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+ER

及
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含量均下降!肝'肾组

织中
G+H7#

表达减少! 病理损伤减轻! 可见!

G+H7#

可能是治疗
QRS

肝'肾损伤的靶点( 但其确

切作用机制还需进一步行
G+H7#

基因敲除或沉默等

分子生物实验进一步验证!而
IMH

的单体有效成分

则需深入研究(
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全国第四届影像学中西医结合青年医师论坛纪要

由中国中西医结合学会医学影像专业委员会主办!青年委员会和丽水市中心医院承办的第四届

全国影像学中西医结合青年医师论坛于
!"#$

年
$

月
#8

'

#6

日在浙江省丽水市举办% 本次论坛专

题讲座仍以青年委员为主体!共安排
%9

位中青年学者专题演讲%

会议期间医学影像专业委员会主任委员"兼青年委员会主任委员#张东友教授还主持召开全体青

年委员工作会议!他代表医学影像专业委员会对论坛的成功举办表示祝贺!殷切期望全体青年委员加

强学习与交流!并对青年委员会下一阶段工作进行部署% 候任主任委员侯键教授也对青年委员会的

工作表示肯定!并勉励全体青年委员在各自岗位上再创新的佳绩%

通过本次论坛!全体青年委员更加坚定从事中西医结合影像学研究的信心% 与会代表一致认为

将对中西医结合影像学学科发展起到积极的促进作用% 本次论坛期间还进行了(中国中西医结合影

像学杂志)编委换届!并召开了(中国中西医结合影像学杂志)第四届第一次编委工作会议%

"中国中西医结合学会医学影像专业委员会供稿#


