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细胞核转录因子 κＢ在慢性胰腺炎组织中表达
的研究

张国伟，周杰，廖彩仙，林艺雄

（南方医科大学附属南方医院 肝胆血管外科，广东 广州 ５１０５１５）

　　摘要：为探讨细胞核转录因子 κＢ（ＮＦκＢ）在慢性胰腺炎抗凋亡机制中的作用。笔者将慢性胰
腺炎组织以及正常人胰腺组织各 ２０例，采用免疫组织化学方法检测其 ＮＦκＢ的表达，并采用原位标

记法检测细胞凋亡。结果示慢性胰腺炎细胞凋亡指数高于对照组（Ｐ ＜０．０５）。慢性胰腺炎组

ＮＦκＢｐ６５阴性细胞数低于对照组（Ｐ＜０．０５）。提示慢性胰腺炎腺泡细胞凋亡与 ＮＦκＢ的活性降低有

关。
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　　目前对慢性胰腺炎的发病机制尚无明确结论，
治疗也很棘手。其与急性胰腺炎差别在于，该病主

要以腺泡细胞的萎缩和腺泡结构被纤维组织替代

为特征。目前认为细胞凋亡是腺泡细胞死亡的主

要方式之一，其中核转录因子 κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ，
ＮＦκＢ）在炎症细胞中的激活可能是其抗凋亡的主
要途径之一。越来越多的研究表明 ＮＦκＢ是一种
介导细胞内信号传递的重要转录因子，它可以被许

多刺激剂激活引起大量炎性介质的释放。１９９６年
自 Ａｎｔｗｅｒｐ［１］发现 ＮＦκＢ能抑制由肿瘤坏死因子 α
（ＴＮＦα）诱导的细胞凋亡以来，这方面的研究正不
断地深入。笔者采用免疫组织化学方法（免疫组

化）检测其 ＮＦκＢ，采用原位末端标记法检测慢性
胰腺炎和正常胰腺组织中的细胞凋亡，旨在探讨

ＮＦκＢ在慢性胰腺炎凋亡发生机制中的作用。

１　资料和方法

１．１　病例资料来源
４０例标本中，慢性胰腺炎 ２０例，正常胰腺组织

２０例（壶腹部肿瘤中正常组织）。２５例来自手术所
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００（手机）；Ｅｍａｉｌ：ｇｕｏｗｅｉｚｈａｎｇ７７＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ。

取新鲜标本，１５例来自本院病理科。慢性胰腺炎

组男 １６例，女 ４例，平均年龄 ４９．８岁。正常胰腺

组男 １５例，女 ５例，平均年龄 ５０．９岁。所有病例

均经病理诊断。

１．２　标本制备

手术标本迅速保存在低温冰箱（－４０℃），经

１０％福尔马林液固定 ２４ｈ后，沿胰腺横断面切取大

小为 ０．５ｃｍ×０．５ｃｍ×０．２ｃｍ胰腺组织，经脱水、

透明、浸蜡后石蜡包埋。新鲜及陈旧标本用轮转式

切片机对蜡块进行连续切片，片厚 ４μｍ。取组织片

置于经氨丙基三氧基硅烷（ＡＰＥＳ）预处理的载玻片

上，置 ６０℃烤箱中烤 ３ｈ备用。新鲜及陈旧标本

ＨＥ染色方法相同。

１．３　细胞凋亡的检测

采用武汉博士德生物工程有限公司细胞凋亡

检测试剂盒。切片脱蜡、水化（３个二甲苯，３个无

水乙醇，均无梯度）→新鲜配制的 ３％Ｈ２Ｏ２室温灭

活 １０ｍｉｎ，水洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ→柠檬酸 －柠檬酸

钠缓冲液修复抗原→切片标本置于湿盒内，加入

ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅＫ消化 １０ｍｉｎ→滴加 ＴｄＴ和 ＤＩＧｄＵＴＰ标

记液，置入湿盒中，３７℃标记 ２ｈ→ＴＢＳ冲洗 ３次，

每次 ５ｍｉｎ→加入封闭液，室温 ３０ｍｉｎ，甩掉封闭液，

不洗→ 加入生物素化地高辛抗体，置入湿盒中，

３７℃反应 ３０ｍｉｎ→三苄基硅（ＴＢＳ）冲洗 ３次，每次

５ｍｉｎ→每张切片加 １滴链霉亲和素 －生物素 －过
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氧化物酶复合物（ＳＡＢＣ），３７℃ ６０ｍｉｎ→ＴＢＳ冲洗 ４

次，每次 ５ｍｉｎ→ＤＡＢ显色液，室温显色，镜下控制

→苏木精轻度复染，水洗，返蓝，３７℃烘干，封片。

ＨＥ染色后各组胰腺组织中典型的细胞细胞凋亡形

态学变化为：细胞核固缩，染色质凝集，核破裂及凋

亡小体形成等（图 １，２）。光镜下计数 ４个高倍视

野凋亡细胞数和总细胞数，凋亡指数（ａｐｏｐｔｏｔｉｃｉｎ

ｄｅｘ，ＡＩ）＝凋亡细胞数／总细胞数 ×１００％。

图 １　 正常胰腺组织细胞凋亡免疫组化（×２０） 图 ２　 慢性胰腺炎组织细胞凋亡免疫组化（×２０）

１．４　ＮＦκＢ的检测

采用 ＤＡＫＯ公司的 ＮＦκＢｐ６５抗体（ｓｃ８０８８）

和羊抗兔 ＩｇＧ。采用二步法，切片脱蜡、水化（３个

二甲苯，３个无水乙醇，均无梯度）→新鲜配制的

３％Ｈ２Ｏ２室温灭活１０ｍｉｎ，水洗３次，每次 ５ｍｉｎ→微

波修复抗原→切片标本置于湿盒内，山羊血清封闭

液，室温孵育 ２０ｍｉｎ→甩去多余液体，不洗，滴加

ＮＦκＢｐ６５抗体（１∶４００稀释），３７℃ ３０ｍｉｎ→ＴＢＳ

冲洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ→加 １滴生物素化羊抗兔 ＩｇＧ，

３７℃ ２０ｍｉｎ→ＴＢＳ冲洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ→每张切片

加一滴 ＳＡＢＣ３７℃ ２０ｍｉｎ→ＴＢＳ冲洗４次，每次５ｍｉｎ

→ＤＡＢ显色液，室温显色，镜下控制→苏木精轻度

复染，水洗，返蓝，３７℃烘干，封片。阴性对照：ＴＢＳ

代替一抗。阳性对照：人乳腺导管细胞癌切片（试

剂盒自备）。结果判断：胰腺腺泡细胞胞浆或胞膜

被染色呈棕黄色为阳性细胞。计算每个 ２０倍镜下

平均横切面中 １００个胰腺腺泡细胞 ＮＦκＢｐ６５阳性

细胞数（共取 １０个视野，求取平均数），结果以百

分数表示（图 ３，４）。

图 ３　 正常胰腺组织 ＮＦκＢ免疫组化（×２０） 图 ４　 慢性胰腺炎组织 ＮＦκＢ免疫组化（×２０）

１．５　统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１０．０进行方差齐性检验、单因数方差

分析比较。

２　结　果

免疫组化结果显示：慢性胰腺炎细胞凋亡指数

高于对照组，两组差异有显著性（Ｐ ＜０．０５）（表

１６８
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１）。慢性胰腺炎组 ＮＦκＢｐ６５阳性细胞数低于对照

组，差异有显著性（Ｐ＜０．０５）（表 ２）。

表 １　胰腺组织细胞凋亡免疫组化检测阳性单位比较表

（ｘ±ｓ）

组别 ｎ 细胞凋亡指数 Ｐ值

慢性胰腺炎

对照

２０

２０

０．４３％±０．０９％

０．２１％±０．０７％
＜０．０５

表２　胰腺组织ＮＦκＢｐ６５蛋白免疫组化检测值（ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＮＦκＢｐ６５阳性细胞数 Ｐ值

慢性胰腺炎

对照

２０

２０

３．４４％±０．３３％

１２．０３％±１．２７％
＜０．０５

３　讨　论

ＮＦκＢ广泛存在于真核生物中，是一个由复杂

的多肽亚单位组成的蛋白家族。作为信号传导途

径中的枢纽，它与免疫、肿瘤的发生、发展，细胞凋

亡的调节以及胚胎发育等重要事件有着密切联

系，是一种重要的核转录因子。细胞死亡存在两

种方式即坏死和凋亡。细胞凋亡（ａｐｏｐｔｏｓｉｓ）是机

体生长发育、细胞分化和病理状态中细胞自主性

死亡的过程。与急性胰腺炎不同，慢性胰腺炎主

要以腺泡细胞的萎缩与腺泡结构被纤维组织替代

为特征。目前认为细胞凋亡是腺泡细胞死亡的主

要原因之一。众所周知，ＴＮＦα与肿瘤坏死因子

受体（ＴＮＦＲ１）结合后可通过信号转导途径诱导细

胞凋亡，但同时通过另一条信号转导途径激活与

细胞存活相关的基因 ＮＦκＢ，而 ＮＦκＢ抑制 ＴＮＦ

α诱导的细胞凋亡，其有关 ＮＦκＢ抑制 ＴＮＦα诱

导的细胞凋亡机制直到最近才阐明。ＴＮＦα在诱

导细胞凋亡的同时通过活化 ＮＦκＢ建立细胞的快

速防御机制，在凋亡启动阶段即已阻断死亡信号

的传 递。ＮＦκＢ可 激 活 ＴＮＦＲ相 关 因 子 ＴＲＡＦ１，

ＴＲＡＦ２，ｃＩＡＰ（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ）和 ＩＡＰ２。这些

基因产物可相互协同在早期抑制 ＴＮＦα诱导的细

胞凋 亡；同 时 ＮＦκＢ 对 重 要 的 凋 亡 相 关 分 子

ｃａｓｐａｓｅ８有 直 接 阻 断 作 用，而 由 此 抑 制 一 系 列

ｃａｓｐａｓｅ的 活 化。这 也 是 其 抗 细 胞 凋 亡 的 重 要 机

制［２］。ＩＬ６，ＩＬ８介导的细胞凋亡被认为与急慢

性胰腺炎密切相关。Ｂｌａｎｃｈａｒｄ［３］等通过用抗氧化

剂抑制 ＮＦκＢ的活性，减少上述因子的表达，可明

显减轻胰腺急慢性炎症的程度。慢性胰管阻塞的

小鼠，喂饲乙硫氨酸后可出现腺泡细胞凋亡及腺

体萎缩。在喂饲乙醇及低蛋白饮食的啮齿动物的

胰腺组织中亦可见腺泡细胞的凋亡，后者与人类

的慢性胰腺炎极相似。从上述实验可见，慢性胰

腺炎腺泡细胞凋亡指数升高，ＮＦκＢ阳性率随之

显著降低。提示慢性胰腺炎腺泡细胞的死亡方式

以凋亡为主。由于细胞凋亡往往不伴随剧烈的炎

症反应，这也可以解释为何慢性胰腺炎与急性胰

腺炎有着截然不同的临床特征。本实验结果也提

示在慢性胰腺炎中，凋亡指数升高与 ＮＦκＢ因子

活性下调有关。

从本实验的观察中可以看出，ＮＦκＢ在慢性胰

腺炎的发生、发展中起了重要作用。如果设计出

合理的抑制 ＮＦκＢ的因子，可望在治疗慢性胰腺

炎、癌症或各种炎性疾病方面产生巨大的影响。
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