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丙酮酸乙酯对重症急性胰腺炎大鼠肠黏膜

ＨＭＧＢ１表达的影响
栾正刚１，何忠野２，张成２，董明２，马晓春１，郭仁宣２

（中国医科大学附属第一医院 １．重症医学科 ２．普通外科，辽宁 沈阳 １１０００１）

　　摘要：目的　探讨丙酮酸乙酯（ＥＰ）对大鼠重症急性胰腺炎（ＳＡＰ）肠组织中高迁移率族蛋白 Ｂ１
（ＨＭＧＢ１）表达的影响，以期为 ＳＡＰ的治疗提供思路。方法　雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠９０只随机分为３组：Ａ组
为 ＳＡＰ组；Ｂ组为 ＳＡＰ＋ＥＰ处理组（ＥＰ组）；Ｃ组假手术对照组（对照组）。３组动物于术后 ３，６，１２，
２４，４８ｈ取材。测定血淀粉酶（ＡＭＹ）、Ｄ乳酸、肠组织丙二醛（ＭＤＡ）含量。通过光学显微镜观察肠组
织病理变化及免疫组织化学法观察 ＨＭＧＢ１在肠组织中的表达。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法进行 ＨＭＧＢ１检测。结
果　Ａ，Ｂ组 ＡＭＹ和 Ｄ乳酸水平明显升高，但 Ｂ组较 Ａ组显著降低（Ｐ＜０．０５）。Ａ组肠组织中 ＭＤＡ
明显高于 Ｃ组（Ｐ＜０．０１），Ｂ组肠组织中 ＭＤＡ升高幅度较 Ａ组小（Ｐ＜０．０５）。Ｂ组较 Ａ组肠组织病
理损伤明显减轻。Ａ组 ６ｈ时肠组织 ＨＭＧＢ１表达水平显著高于 Ｃ组，于 ２４ｈ达峰值，且持续至 ４８ｈ
（Ｐ＜０．０１）。Ｂ组肠组织 ＨＭＧＢ１表达水平均明显低于 Ａ组（Ｐ＜０．０５）。结论　ＳＡＰ时，ＨＭＧＢ１可介
导肠黏膜通透性增加。ＥＰ能显著抑制 ＨＭＧＢ１的表达，改善肠黏膜屏障功能，对 ＳＡＰ肠黏膜损伤有明
显的保护作用。 ［中国普通外科杂志，２００８，１７（３）：２１４－２１８］
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　　 重 症 急 性 胰 腺 炎 （ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ，
ＳＡＰ）继发肠黏膜损伤，可诱发肠道细菌和内毒素
移位，并最终导致脓毒症和多器官功能障碍［１－３］。

研究表明，高迁移率族蛋白１（ｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐ
ｂｏｘ１，ＨＭＧＢ１）是一类广泛存在于真核细胞内的
非组核蛋白，它作为重要的晚期炎症介质参与了

脓毒症的病理生理过程［４－６］。丙酮酸乙酯（ｅｔｈｙｌ
ｐｙｒｕｖａｔｅ，ＥＰ）是近年来发现的一种有效抗炎物
质，具 有 抗 氧 化、抗 炎 症 介 质 和 脏 器 保 护 作

用［７－８］。本研究通过制作大鼠 ＳＡＰ合并肠黏膜损
伤模型，观察 ＥＰ对模型动物肠黏膜损伤的影响，
探讨 ＥＰ对 ＳＡＰ大鼠肠黏膜损伤的防治机制。

１　材料与方法

１．１　材料
牛磺胆酸钠、ＥＰ、Ｄ乳酸脱氢酶及标准品购自

Ｓｉｇｍａ公司；羊抗 ＨＭＧＢ１单克隆抗体购自 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司；辣根过氧化物酶标记的兔抗羊 ＩｇＧ为
深圳晶美公司产品；免疫组织化学试剂盒购自福

州迈新生物技术公司；丙二醛（ＭＤＡ）试剂盒购自
南京建成生物工程研究所。健康雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠
９０只，体质量 ２７０～３３０ｇ，购自中国医科大学实
验动物学部。

１．２　实验方法
１．２．１　建立 ＳＡＰ模型和实验设计　动物于实验
前 １２ｈ禁食，不禁水。随机分成 ３组，每组３０只。
Ａ组为 ＳＡＰ组；Ｂ组为 ＳＡＰ＋ＥＰ处理组（ＥＰ组）；
Ｃ组为假手术对照组（对照组）。动物模型制作采
用 Ａｈｏ等［９］的方法。腹腔注射 １０％水合氯醛，以
０．３ｍＬ／１００ｇ（体重）剂量麻醉动物后剖腹。在
手术显微镜下通过胆胰管逆行注射 ５％牛磺胆酸
钠 ０．１ｍＬ／１００ｇ（体重），注射速度 ０．１ｍＬ／ｍｉｎ。
Ｃ组仅翻动胰腺。Ｂ组于造模成功后 ２ｈ开始经
尾静脉注射 ＥＰ溶液 ４０ｍｇ／（ｋｇ·６ｈ）（ＥＰ溶于
乳酸钠林格液中，２８ｍｍｏｌ／Ｌ）。Ｃ组与 Ａ组于同
一时点注射等量的乳酸钠林格液。各组动物分别

在３，６，１２，２４，４８ｈ取材，每时点６只。腹主动脉
采血，离心（３０００ｒ／ｍｉｎ，１５ｍｉｎ）分离血浆，冻存

于 －８０℃ 待 测。无 菌 采 取 组 织，液 氮 速 冻，
－７０℃贮存备用。
１．２．２　指标测定　测定 ３组动物各时点的血淀
粉酶（ＡＭＹ）值；以硫代巴比妥酸（ＴＡＢ）比色法测
定 ＭＤＡ；用改良酶学分光光度法检测血浆 Ｄ乳酸
水平。

１．２．３　免疫组化染色检测肠组织 ＨＭＧＢ１的表
达　肠组织石蜡切片脱蜡、水化，３％ Ｈ２Ｏ２孵育
５ｍｉｎ，ｐＨ６．０枸橼酸缓冲液微波修复（９５℃，
１０ｍｉｎ），加 １∶１００稀释羊抗 ＨＭＧＢ１单克隆抗体，
４℃过夜。复温后加入生物素标记的兔抗羊 ＩｇＧ
抗体，３７℃ ３０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色。同时设不加一抗
的阴性对照。

１．２．４　免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）分析　取肠组织
２００ｍｇ于 ＲＩＰＡ裂解液中研磨后，以 Ｂｒａｄｆｏｒｄ法行
蛋白定量。取 ４０μｇ蛋白行 ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶
电泳后转膜。用 ５％脱脂奶粉封闭过夜；加入
１∶４００羊抗 ＨＭＧＢ１抗体，４℃过夜；漂洗后加入辣
根过 氧 化 物 酶 标 记 的 兔 抗 羊 ＩｇＧ，３７℃ 孵 育
６０ｍｉｎ；漂洗后以电化学发光法（ＥＣＬ）显影。用密
度扫描仪测定各条带的光密度值（ＯＤ值），以代
表蛋白的表达量。

１．２．５　肠组织学观察　在距盲肠 ５ｃｍ处取回肠
２ｃｍ，１０％甲醛固定，制成石蜡切片，苏木素／伊
红（ＨＥ）染色，行常规病理检查。
１．３　统计学处理

数据均以 ｘ±ｓ表示。采用 ＳＰＳＳ统计分析软
件行单因素方差分析和 ｑ检验。Ｐ＜０．０５为差异
有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＡＭＹ值的变化
Ａ组各时点 ＡＭＹ明显均高于 Ｃ组，差异有显

著性（Ｐ＜０．０１）；Ｂ组各时点 ＡＭＹ均明显低于 Ａ
组（Ｐ＜０．０５），但均明显高于 Ｃ组（Ｐ＜０．０１）
（表 １）。
２．２　血浆 Ｄ乳酸水平的变化

Ａ组６ｈ后各时点血浆 Ｄ乳酸明显高于 Ｃ组，

５１２
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差异有显著性（Ｐ＜０．０１）；Ｂ组 ６ｈ后各时点血
浆 Ｄ乳酸明显低于 Ａ组（Ｐ＜０．０５），但均明显高
于 Ｃ组（Ｐ＜０．０１）（表 １）。
２．３　肠组织中 ＭＤＡ的变化

Ｂ组各时点肠组织 ＭＤＡ水平均显著低于Ａ组
（Ｐ＜０．０５），但高于 Ｃ组（Ｐ＜０．０１）（表 １）。

２．４　免疫组化法观察 ＨＭＧＢ１在肠组织中的
表达

Ａ组大鼠肠黏膜细胞 ＨＭＧＢ１表达阳性率较
Ｃ组显著升高，Ｂ组 ＨＭＧＢ１表达阳性细胞数较
Ａ组明显减少，但较 Ｃ组明显升高（图 １）。

表１　各组血ＡＭＹ，Ｄ乳酸和肠组织ＭＤＡ的变化（ｘ±ｓ）

检测指标 组别 ｎ
时点（ｈ）

３ ６ １２ ２４ ４８

ＡＭＹ（Ｕ／Ｌ） Ａ ６ ２２４６±２１８１） ３８３４±４５７１） ５２０７±５８２１） ８６０４±４８３１） １１７４２±５２６１）

Ｂ ６ １３４８±１６３１），２） ２１６４±１８５１），２） ２８６０±２２４１），２） ４２６１±５０８１），２） ７２５３±４７２１），２）

Ｃ ６ ６６２±８２　 ７４６±１５６ ７２７±２２１ ６８２±１１６ ７４０±１２４

Ｄ－乳酸（μｇ／ｍＬ） Ａ ６ ３．３４±０．７６ ９．６２±３．２４１） １１．４５±２．８３１） １７．５２±４．５４１） １５．６４±２．３７１）

Ｂ ６ ３．２１±０．７２ ５．６１±２．４３１），２） ８．２７±１．２４１），２） １２．１４±２．２１１），２） ９．９６±２．６４１），２）

Ｃ ６ ３．１６±０．６５ ３．０６±１．６４ ４．０２±０．７８ ４．２４±１．６３ ４．１１±０．８２

ＭＤＡ（ｎｍｏｌ／ｍｇ） Ａ ６ １３．５±０．８１） １８．１±１．３１） ２０．４±１．６１） ２６．２±０．７１） ３３．４±２．６１）

Ｂ ６ ７．５±０．６２） ９．５±１．２１），２） １２．８±１．４１），２） １６．７±０．９１），２） ２０．２±１．７１），２）

Ｃ ６ ７．３±０．５ ６．８±１．３ ８．４±１．５ ７．６±１．１ ８．２±１．６

　　注：１）与Ｃ组比较Ｐ＜０．０１；２）与Ａ组比较Ｐ＜０．０５

图１　各组大鼠肠组织细胞中ＨＭＧＢ１的表达 （ＩＨＣ×２０）　Ａ：ＳＡＰ组（Ａ组）；Ｂ：ＳＡＰ＋ＥＰ组（Ｂ组）；假手术对照组（Ｃ组）

２．５　ＨＭＧＢ１蛋白表达的变化
光密度扫描结果显示 Ｃ组各时点大鼠肠组织

ＨＭＧＢ１表达较低；与 Ｃ组相比，Ａ组 ６ｈ后各时
点可见肠组织中出现明显增强的 ＨＭＧＢ１表达条
带（Ｐ＜０．０１）；ＳＡＰ６ｈ后，Ａ，Ｂ两组蛋白条带表

达均明显升高；Ａ组 １２ｈ后蛋白条带信号持续升
高，至 ＳＡＰ４８ｈ时蛋白条带表达在较高水平；与
Ａ组相比，Ｂ组 ＨＭＧＢ１表达信号减弱（Ｐ＜０．０５）
（表 ２）（图 ２）。

表２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析ＨＭＧＢ１的表达（ｘ±ｓ）

组别 ｎ
时点（ｈ）

３ ６ １２ ２４ ４８

Ａ ６ ３１．２±５．５ ６６．４±５．４１） ８３．７±１３．２１） １２８．４±３０．７１） １０５．２±２２．７１）

Ｂ ６ ２７．７±４．５ ４６．１±８．６１）２） ５０．６±１１．３１）２） ６８．８±８．６１）２） ６５．２±８．３１）２）

Ｃ ６ ２７．３±４．８ ２８．２±５．２ ２７．６±４．５ ２９．３±４．７ ３０．１±５．６

　　注：１）与Ｃ组比较Ｐ＜０．０１；２）与Ａ组比较Ｐ＜０．０５
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图２　各组肠组织中ＨＭＧＢ１的表达

２．６　光学显微镜观察肠组织病理变化
Ｃ组肠黏膜未见异常。Ａ组在 ６ｈ后即可见

到小肠黏膜和黏膜下层间质水肿、血管充血；黏

膜层有中性粒细胞浸润，肠绒毛毛细血管充血，

部分区域肠绒毛顶部上皮细胞脱落。上述病理

损害随着时间的延长而逐渐加重。２４ｈ后出现
绒毛间质充血水肿，绒毛上皮坏死脱落，中性粒

细胞浸润等表现。４８ｈ后黏膜上皮出现变性萎
缩，绒毛变短。Ｂ组肠组织病理损伤明显减轻
（图 ３）。

图 ３　各组肠黏膜组织学表现（ＨＥ×２０）　　Ａ：Ｃ组大鼠肠黏膜的组织学形态基本正常；Ｂ：ＳＡＰ６ｈ肠绒毛顶
部上皮细胞脱落，间质排列疏松呈水肿表现，但绒毛排列尚整齐；Ｃ：ＳＡＰ１２ｈ肠绒毛顶部上皮下腔隙扩大
并与固有层分离，中性粒细胞浸润，绒毛两两融合；Ｄ：ＳＡＰ２４ｈ中央乳糜管扩张；Ｅ：ＳＡＰ２４ｈ肠绒毛排列
不规则并两两融合；Ｆ：ＳＡＰ后 ４８ｈ，肠黏膜上皮出现变性萎缩，绒毛变短，间距增宽，间质充血水肿；Ｇ：ＥＰ
治疗后肠组织病理损伤明显减轻

３　讨　论

ＳＡＰ来 势 凶 猛，病 程 进 展 快，病 死 率 高 达

２０％ ～３０％［１０］。肠道是应激反应的中心器官之

一。研究显示，ＳＡＰ容易发生肠屏障功能障碍是

ＳＡＰ并发感染，诱发和加重全身炎症反应综合征、

多器官功能障碍综合征且病死率居高不下的症

结所在［１１－１３］。研究表明，在感染性脓毒血症、败

血症和烧伤等情况下，ＨＭＧＢ１作为晚期细胞介质

在循环和组织中显示出延迟和高水平表达，可明

显影响肝、肺、肠等重要器官的功能，并进一步诱

导其他细胞因子如 ＴＮＦα和 ＩＬ１的产生；它们是

内毒素血症的致死效应的重要细胞介质［１４］。

本研究发现：Ａ组在发病 ６ｈ即有肠黏膜充

血水肿伴中性粒细胞浸润，并随病程发展而加

重；与之相伴随的是绒毛上皮变性坏死脱落，肠

道屏障通透性增加。蛋白半定量分析表明，ＳＡＰ

发病后大鼠肠组织中 ＨＭＧＢ１表达延迟增高，并

于发病 ２４ｈ后 ＨＭＧＢ１表达处于高水平并持续至

４８ｈ。ＨＭＧＢ１可时间 －剂量依赖性地增加肠上

皮通透性［１５］，而这必将引发肠源性感染和内毒素

血症，进而导致全身炎症反应综合征和多器官功

能障碍综合征。

研究揭示，ＥＰ是一种稳定的亲脂性的丙酮酸

衍生物，是有效的氧自由基清除剂，广泛应用于

医学领域。ＥＰ也是一种有效的抗炎药物，可调节

多种炎症介质的释放，包括早期 ＴＮＦα，一氧化

氮（ＮＯ）和晚期 ＨＭＧＢ１等炎症介质［１６－１７］，对 ＳＡＰ
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和脓毒症等原因引起的全身炎症反应综合征组

织损伤有显著保护作用［１８－１９］；并可降低失血性休

克、脓毒症、缺血／再灌注动物的病死率［１７，２０］。

本研究发现，经 ＥＰ治疗后，肠组织 ＨＭＧＢ１表
达水平明显低于 ＳＡＰ组，肠组织病理损伤明显减
轻，肠黏膜屏障功能得以明显改善。进一步揭示

ＥＰ对 ＳＡＰ大鼠肠黏膜屏障的保护作用，为 ＳＡＰ的
治疗提供了新的思路。
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［１５］ＳａｐｐｉｎｇｔｏｎＰＬ，ＹａｎｇＲ，ＹａｎｇＨ，ｅｔａｌ．ＨＭＧＢ１Ｂｂｏｘｉｎ

ｃｒｅａｓｅｓｔｈｅｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｏｆＣａｃｏ２ｅｎｔｅｒｏｃｙｔｉｃｍｏｎｏｌａｙｅｒｓａｎｄ

ｉｍｐａｉｒｓｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｂａｒｒｉｅｒｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ

ｏｇｙ，２００２，１２３（３）：７９０－８０２．

［１６］ ＦｉｎｋＭＰ．Ｅｔｈｙｌｐｙｒｕｖａｔｅ：ａｎｏｖｅｌａｎｔｉｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙａｇｅｎｔ

［Ｊ］．ＪＩｎｔｅｒｎＭｅｄ，２００７，２６１（４）：３４９－３６２．

［１７］ＦｉｎｋＭＰ．Ｅｔｈｙｌｐｙｒｕｖａｔｅ：ａｎｏｖｅｌｔｒｅａｔｍｅｎｔｆｏｒｓｅｐｓｉｓ［Ｊ］．

ＣｕｒｒＤｒｕｇＴａｒｇｅｔｓ，２００７，８（４）：５１５－５１８．

［１８］ＹａｎｇＲ，ＵｃｈｉｙａｍａＴ，ＡｌｂｅｒＳＭ，ｅｔａｌ．Ｅｔｈｙｌｐｙｒｕｖａｔｅａ

ｍｅｌｉｏｒａｔｅｓｄｉｓｔａｎｔｏｒｇａｎｉｎｊｕｒｙｉｎａｍｕｒｉｎｅｍｏｄｅｌｏｆａｃｕｔｅｎｅ

ｃｒｏｔｉｚｉｎｇｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ［Ｊ］．ＣｒｉｔｉｃａｌＣａｒｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，２００４，

３２（７）：１４５３－１４５９．

［１９］ＵｌｌｏａＬ，ＯｃｈａｎｉＭ，ＹａｎｇＨ，ｅｔａｌ．Ｅｔｈｙｌｐｙｒｕｖａｔｅｐｒｅｖｅｎｔｓ

ｌｅｔｈａｌｉｔｙｉｎｍｉｃｅｗｉｔｈｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｌｅｔｈａｌｓｅｐｓｉｓａｎｄｓｙｓｔｅｍｉｃｉｎ

ｆｌａｍｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２００２，９９

（１９）：１２３５１－１２３５６．

［２０］ＹａｎｇＨ，ＯｃｈａｎｉＭ，ＬｉＪ，ｅｔａｌ．Ｒｅｖｅｒｓｉｎｇｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｓｅｐ

ｓｉｓｗｉｔｈａｎｔａｇｏｎｉｓｔｓｏｆｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｂｏｘ１

［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２００４，１０１（１）：２９６－
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