
基金项目：贵州省省长专项资金项目（编号：黔省专合字（２００８）１０６号）
作者简介：肖青川（１９７４０９—），男，硕士，主治医师，研究方向：肝胆胰基础与临床，Ｅｍａｉｌ：ｂｅｄｌｌｘｉａｏ＠１６３ｃｏｍ
通信作者：兑丹华（１９５７０６—），女，本科，教授，肝胆胰科主任，研究方向：胰腺炎，Ｅｍａｉｌ：ｄｄｈ１９７５＠１６３ｃｏｍ

清胰Ⅱ号颗粒剂对急性重症胰腺炎大鼠
胰腺损伤的保护作用
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摘要　目的：观察清胰Ⅱ号颗粒剂对重症急性胰腺炎（ＳｅｖｅｒｅＡｃｕｔｅＰａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ，ＳＡＰ）大鼠胰腺损伤的保护作用并探讨其
机制。方法：将１８只ＳＤ大鼠随机等分为假手术组（Ａ组）、ＳＡＰ组（Ｂ组）、治疗组（Ｃ组）。以３０ｇ／Ｌ牛磺胆酸钠逆行注
入胰胆管制作大鼠ＳＡＰ模型。Ｃ组以２５０ｇ／Ｌ清胰Ⅱ号颗粒剂灌胃给药（１０ｍＬ／ｋｇ），１次／６ｈ，Ａ组、Ｂ组用同等剂量生理
盐水以相同方式灌胃。制模后２４ｈ取材，用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测胰腺组织中Ｈｍｇｂ１ｍＲＮＡ表达，ＥＬＩＳＡ测定胰腺组织中一
氧化氮和内皮素１浓度，同时观察胰腺组织病理改变，测定胰腺组织湿／干重比值。结果：Ｂ组有胰腺组织损伤改变，
Ｈｍｇｂ１ｍＲＮＡ的表达上调，一氧化氮和内皮素１浓度升高；清胰Ⅱ号颗粒剂可下调胰腺组织中Ｈｍｇｂ１ｍＲＮＡ的表达，降低
一氧化氮及内皮素１浓度，减轻胰腺病理损害程度。结论：Ｈｍｇｂ１、一氧化氮及内皮素１在ＳＡＰ胰腺损伤中可能具有重要
作用，清胰Ⅱ号颗粒剂可能通过下调胰腺组织中Ｈｍｇｂ１ｍＲＮＡ的表达，降低一氧化氮和内皮素１浓度，减轻胰腺组织的
病理改变，从而保护胰腺损伤。
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　　重症急性胰腺炎（ＳｅｖｅｒｅＡｃｕｔｅＰａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ，
ＳＡＰ）发生时，首要出现的是胰腺自身的病理生理变
化，包括胰腺的充血、水肿、出血及坏死，内外分泌功

能的紊乱等，胰腺损伤是发生这些变化的基础。普

遍认为 ＳＡＰ胰腺损伤发生机制是胰腺微循环障
碍［１］。而多种炎性反应递质、细胞因子在胰腺微循

环障碍中起重要作用。本实验通过观测清胰Ⅱ号颗
粒剂干预措施下，ＳＡＰ大鼠胰腺组织病理学变化、内
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皮素１（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎ１，ＥＴ１）、一氧化氮（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ，
ＮＯ）浓度变化及胰腺组织中高迁徙率族蛋白１（ｈｉｇｈ
ｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｂｏｘ１，Ｈｍｇｂ１）ｍＲＮＡ表达改变，探讨
清胰Ⅱ号颗粒剂对 ＳＡＰ大鼠胰腺损伤是否有保护
作用，及其可能的作用机制，以便为该药的开发应用

提供理论依据。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　清洁级ＳＤ大鼠１８只，购自第三军医
大学野战外科研究所动物室（动物质量合格证号

ＳＣＸＫ（军）２０１２００８），体质量 １５０～２００ｇ，雌雄不
拘。

１１２　药物　牛磺胆酸钠（美国 Ｓｉｇｍａ公司）。清
胰Ⅱ号颗粒剂（遵义医学院附属医院研制）。
１１３　试剂与仪器　大鼠 ＥＴ１、ＮＯ定量 ＥＬＩＳＡ试
剂盒（上海西唐生物科技有限公司）。反转录反应

试剂、ＲＮＡｉｓｏＲｅａｇｅｎｔ、ＰＣＲ反应试剂（大连宝生物
工程有限公司），荧光定量ＰＣＲ仪器（ｉＣｙｃｌｅｒｉＱ，Ｂｉｏ
ｒａｄ公司）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　采用随机数字表法，将１８
只大鼠等分为假手术组（Ａ组）、ＳＡＰ组（Ｂ组）、治疗
组（Ｃ组）。参照文献［２］的方法复制 ＳＡＰ模型：１００
ｇ／Ｌ水合氯醛注射腹腔麻醉大鼠，上腹正中切口进
腹。

１２２　给药方法　Ａ组进腹后仅翻动肠管即关腹；
其余２组大鼠开腹后提起十二指肠，用血管夹分别
夹住肝门部胰胆管和十二指肠端，向胰胆管内逆行

缓慢注入３０ｇ／Ｌ牛磺胆酸钠溶液２ｍＬ／ｋｇ，时间１
ｍｉｎ，后保持２ｍｉｎ再关腹。制模后１ｈ每组大鼠灌
胃：Ａ、Ｂ组喂饲生理盐水１０ｍＬ／ｋｇ，Ｃ组喂饲等量
２５０ｇ／Ｌ清胰Ⅱ号颗粒剂。其后，重复灌胃 １次／６
ｈ。２４ｈ后处死大鼠，取材检测各相关指标。
１２３　检测指标与方法　胰腺组织形态学观察和
湿／干重比值测定：处死大鼠后，取胰腺组织做常规
ＨＥ染色。采用盲法，由专人在光学显微镜镜下观察
胰腺组织病理改变，并进行病理评分［３］。用吸水纸

吸干新鲜胰腺组织水分，电子天平称量湿重。再置

于干燥箱中，６０℃干燥７２ｈ，称量干重，计算湿／干
重比值。胰腺组织中 Ｈｍｇｂ１基因 ｍＲＮＡ表达水平
测定和相对定量分析：以 ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法检测胰腺
组织内Ｈｍｇｂ１及βａｃｔｉｎ的ｍＲＮＡ表达水平［１］。以

βａｃｔｉｎ作为内参，引物上游序列：５′ＴＧＡＣＡＧＧＡＴＧ

ＣＡＧＡＡＧＧＡＧＡ３′，下 游 序 列：５′ＴＡＧＡＧＣＣＡＣ
ＣＡＡＴＣＣＡＣＡＣＡ３′，产物长度１０４ｂｐ（大连宝生物合
成）。Ｈｍｇｂ１基因引物，上游序列：５′ＴＧＧＧＡＡＡＣＴ
ＧＧＡＧＣＡＡＡＡＣＣ３′，下 游 序 列：５′ＡＣＣＡＣＡＡＧＡ
ＣＡＣＣＣＣＴＣＡＣＣ３′，产物长度１２３ｂｐ。反应条件：预
变性：９５℃，１０ｓｅｃ，１个循环。ＰＣＲ反应：９５℃，５
ｓｅｃ，６０２℃（内参基因为６１６℃），２０ｓｅｃ，４０个循
环。熔解曲线分析：５５℃开始采集信号，６０次。用
Ｂｉｏｒａｄ公司提供的基因表达分析软件 Ｇｅｎｅｘｘｌｓ进
行相对定量分析、处理数据。胰腺组织中 ＥＴ１和
ＮＯ浓度的测定：取每组相同质量的胰腺组织进行匀
浆，离心分离后取上清，－２０℃保存。各样品中ＥＴ
１和ＮＯ的含量，依照大鼠 ＥＴ１、ＮＯ定量 ＥＬＩＳＡ试
剂盒中提供的方法分别进行检测。

１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１９０软件进行统计
学分析。对数据进行正态性、方差齐性检验。符合

正态分布且方差齐同，进行方差分析。差异有统计

学意义，进而行两两比较的 ｑ检验。资料呈偏态分
布或方差不齐，进行秩和检验，将数据经秩转换后，

作两两比较的ｑ检验。以Ｐ＜００５为差异有统计学
意义。

２　结果
２１　胰腺组织形态学观察和病理学评分比较　光
学电子显微镜下胰腺组织形态学观察：Ａ组胰腺组
织偶见炎性细胞浸润，无明显水肿、出血、坏死，腺泡

结构完整。制模后的Ｂ组胰腺组织可见大量炎性细
胞浸润，间质水肿、结构破坏，组织大片出血、坏死，

腺泡肿胀。而清胰Ⅱ号颗粒剂干预后的Ｃ组胰腺组
织炎性细胞浸润，间质水肿、出血、坏死及腺泡的破

坏程度均较 Ｂ组减轻。量化后的 Ｂ组胰腺组织病
理学评分高于 Ａ组（Ｐ＜００１），Ｃ组胰腺病理学评
分小于Ｂ组（Ｐ＜００５）。见表１。
２２　胰腺组织湿／干重比值比较　３组中，Ｂ组胰腺
组织湿／干重比值明显高于 Ａ组（４８４±０２３ＶＳ
３３７±０２２，Ｐ＜００１）。而 Ｃ组胰腺组织湿／干重
比值明显低于 Ｂ组（４３９±０２９ＶＳ４８４±０２３，Ｐ
＜００１）。
２３　其他各项指标检测　与Ａ组比较，Ｂ组胰腺组
织中 Ｈｍｇｂ１ｍＲＮＡ相对表达量显著上调（Ｐ＜
００１），ＥＴ１、ＮＯ浓度均显著升高（均Ｐ＜００１）。与
Ｂ组比较，Ｃ组胰腺组织中 Ｈｍｇｂ１ｍＲＮＡ相对表达
量明显下调（Ｐ＜００１），且 ＥＴ１、ＮＯ浓度均明显降
低（均Ｐ＜００１）。见表１。
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表１　各组胰腺组织病理学评分、ＮＯ及ＥＴ１浓度、Ｈｍｇｂ１ｍＲＮＡ相对表达量比较（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 组织病理学评分 ＮＯ（ｎｍｏｌ／Ｌ） ＥＴ１（ｎｇ／Ｌ） Ｈｍｇｂ１ｍＲＮＡ

Ａ ０６８±０８１ ３３２３３±４５１９ １６００±１３８ ２８９±０７４
Ｂ １２００±１２６ ５７０００±６８５２ ２５９３±１４３ ８３２７５±４７１２

Ｃ ９６７±１２１▲ ４４４６７±２８０２△△ ２０８８±０９３△△ ２０１１３±２９１１△△

　　注：Ｐ＜００１ｖｓＡ组；△△Ｐ＜００１ｖｓＢ组；▲Ｐ＜００５ｖｓＢ组。

３　讨论
既往实验研究表明，在 ＳＡＰ的发生、发展过程

中，由于胰腺组织微循环障碍进而导致的胰腺组织

缺血损伤是一个重要因素［４］。ＳＡＰ时，引发胰腺损
伤的涉及因素众多，而胰腺组织局部体液因素的调

节作用尤其重要。ＥＴ１和ＮＯ是内皮细胞分泌的２
种重要的血管活性物质。ＮＯ由 Ｌ精氨酸和分子氧
在ＮＯ合酶的催化下生成。作为一种内源性血管舒
张剂、炎性反应递质、血小板聚集抑制因子和神经递

质，ＮＯ最主要的生物学功能是传递信息、舒张血管
和细胞毒作用。有研究显示，ＮＯ可能主要通过扩
张血管、提高胰腺血流量、改善胰腺微循环，以减轻

ＳＡＰ时胰腺的亚细胞器损害，特别是减轻对线粒体
和溶酶体的氧化损伤［５］。同时，ＮＯ可以对抗异位
胰蛋白酶原的激活，抑制胰腺内胰蛋白酶和血清脂

肪酶活性，进而实现对胰腺的保护作用［６］。关于

ＮＯ在ＳＡＰ发病中的作用也有不同的认识。Ｈｏｓｓａｍ
等［７］以蛙皮素诱发大鼠水肿型急性胰腺炎，观察到

用ＬＮＮＡ阻断内源性 ＮＯ后，胰腺组织水肿减轻，
同时代表血管通透性的Ｅｖａｎｓｂｌｕｅ漏出减少，而ＮＯ
底物Ｌ精氨酸能逆转ＬＮＮＡ的作用，因此，ＮＯ导致
胰腺损伤的机制是增加了蛋白的渗出和血管通透

性。在本实验中，我们发现，复制大鼠 ＳＡＰ模型后，
胰腺组织中ＮＯ含量明显增高，反映胰腺组织损伤
的病理学指标如湿干重比值、病理学评分明显改变，

胰腺损伤明显，表明高浓度的 ＮＯ可能介导了 ＳＡＰ
时的胰腺损伤。ＥＴ１是迄今发现的最强的长效缩
血管物质。研究发现对 ＥＴ１反应最明显的血管是
微动脉分枝部，ＥＴ１可使其收缩甚至使血管腔完全
闭塞，ＥＴ１的血管选择性作用对调节微循环血流量
具有重要意义［８］。还有动物研究显示，静脉注射

ＥＴ１可使胰腺血流量明显下降，而胰腺血流量明显
增加则出现在给予选择性ＥＴ１受体拮抗剂后，表明
在胰腺组织缺血缺氧的损伤过程中 ＥＴ１发挥了重
要作用［９］。目前认为，急性胰腺炎时，ＥＴ１引发胰
腺损伤的主要机制是：血管内皮细胞产生的ＥＴ１使
胰腺小动脉痉挛，胰腺供血不足，胰腺组织缺血，而

缺血又可导致产生更多ＥＴ１，从而形成急性胰腺炎

性反应细胞因子ＥＴ１正反馈的病理生理过程，这一
恶性循环的直接后果就是加重胰腺组织的损伤［１０］。

在我们的研究中，也观察到，诱导大鼠产生 ＳＡＰ后，
胰腺组织中 ＥＴ１的含量显著增加，胰腺损伤明显。
而给予清胰Ⅱ号颗粒剂干预后，出现相反的变化。

急性胰腺炎时，一定浓度的ＥＴ１可刺激 ＮＯ产
生增加。合适水平的 ＮＯ通过对抗 ＥＴ１缩血管作
用，改善胰腺微循环，减轻白细胞内皮的相互作用
等，对胰腺损伤有保护作用。而过多释放的 ＮＯ不
但对胰腺损伤无保护作用，反而会介导胰腺组织损

伤的发生和发展：一是高水平的 ＮＯ可引起血管过
度扩张，血液瘀滞，组织氧利用减少，直接导致胰腺

损伤发生；二是 ＮＯ还有自由基性质的细胞毒性作
用，促使胰腺组织损伤加重。

Ｈｍｇｂ１是一类广泛存在于真核细胞内的非组
蛋白，在人体分布十分广泛。可在单核巨噬细胞、中

性粒细胞、血小板、肝细胞等细胞核和细胞质中表

达。在炎性反应发生时，由于其相对于 ＩＬ、ＴＮＦα
等早期炎性反应递质出现的晚，而以晚期炎性反应

递质著称。有研究显示，用纯化的 Ｈｍｇｂ１加入巨噬
细胞培养物中，可明显刺激 ＮＯ、ＩＬ１、ＩＬ６、ＩＬ８及
ＴＮＦα的产生，且呈剂量依赖性［１１］。这表明作为晚

期炎性反应递质的 Ｈｍｇｂ１，反过来又可以增加早期
炎性反应递质的大量释放。近年的动物实验和临床

研究都发现在急性胰腺炎发生时，体内的 Ｈｍｇｂ１水
平升高，且升高程度与疾病严重程度呈正相关，而用

Ｈｍｇｂ１阻滞剂丙酮酸乙酯干预后，肝、肺、肾功能及
胰腺、肺等病理组织学改变得到明显改善，病死率降

低，表明Ｈｍｇｂ１是急性胰腺炎急性炎性反应和器官
损伤的重要递质［１２１４］。在我们的研究中亦发现，

ＳＡＰ发生后，胰腺组织中 Ｈｍｇｂ１ｍＲＮＡ的表达明显
上调。

清胰Ⅱ号颗粒剂是一种中药复方制剂，内含大
黄、栀子、丹皮等主要成分。我们前期对 ＳＡＰ发病
机制中相关细胞因子ＴＮＦα、ＣＤ４４、ＩＬ１、ＩＬ６、ＭＣＰ
１等的作用进行了研究［１５１７］，也观察到清胰Ⅱ号颗
粒剂有抑制促炎性反应细胞因子 ＴＮＦα、ＣＤ４４、ＩＬ
１、ＩＬ６等释放的作用［１８］。在本实验中，我们还发
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现，诱发大鼠ＳＡＰ发生２４ｈ后，胰腺组织湿／干重比
值增加，胰腺炎性反应水肿、出血坏死明显，出现胰

腺损伤，胰腺组织中 ＮＯ、ＥＴ１水平均升高，Ｈｍｇｂ１
ｍＲＮＡ表达上调。而经过清胰Ⅱ号颗粒剂干预后，
胰腺湿／干重比值降低，胰腺病理组织学改变减轻，
同时，ＳＡＰ大鼠胰腺组织中的 ＮＯ、ＥＴ１水平降低，
Ｈｍｇｂ１ｍＲＮＡ表达下调。由此，我们推测清胰Ⅱ号
颗粒剂对 ＳＡＰ胰腺损伤有保护作用，除了与降低
ＮＯ、ＥＴ１等炎性反应递质浓度有关外，还可能与下
调胰腺组织Ｈｍｇｂ１ｍＲＮＡ表达有关。但是，在这一
过程中是否存在Ｈｍｇｂ１与ＮＯ及ＥＴ１的协同作用，
尚需进一步研究。
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［１６］李鹏，王玲君，兑丹华．ＣＤ４４在重症急性胰腺炎大鼠肝脏表达

及清胰Ⅱ号颗粒剂保护作用的实验研究［Ｊ］．贵阳医学院学报，

２０１１，３６（６）：５６１５６４．

［１７］尚献会，李建国，范振海，等．ＭＣＰ１在 ＳＡＰ大鼠胰腺及肠黏膜

组织中的表达［Ｊ］．中国普外基础与临床杂志，２０１４，２１（７）：８２２

８２６．

［１８］ＺｈａｎｇＪＷ，ＺｈａｎｇＧＸ，ＣｈｅｎＨＬ，ｅｔａｌ．ＴｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆＱｉｎｇｙｉ

ｄｅｃｏｃｔｉｏｎｉｎｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓｉｎｄｕｃｅｄｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｂａｒｒｉｅｒｉｎｊｕ

ｒｙ．［Ｊ］．ＷｏｒｌｄＪＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ，２０１５，２１（１２）：３５３７３５４６．

（２０１６－０７－３１收稿　责任编辑：徐颖）

·８７８· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ａｐｒｉｌ２０１７，Ｖｏｌ．１２，Ｎｏ．４


