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生长抑素对急性出血坏死性胰腺炎肝损伤的

作用机制
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　　摘要：目的　探讨生长抑素对大鼠急性出血坏死性胰腺炎（ＡＨＮＰ）时肝损伤的治疗作用及其机
制。方法　逆行胰胆管注射牛磺胆酸钠（ＴＡＣ）制备 ＡＨＮＰ模型。动物分为假手术组（ＳＯ组），ＡＨＮＰ

生理盐水处理组（ＡＨＮＰ组）和 ＡＨＮＰ奥曲肽治疗组。各组动物术后 ３，６，１２ｈ剖杀，检测肝组织中

Ｔｏｌｌ样受体（ＴＬＲ）２，４ｍＲＮＡ和细胞核转录因子（ＮＦκＢ）的表达情况。结果　与 ＳＯ组比较，胰腺炎组

大鼠 ＴＬＲ２，４ｍＲＮＡ于 ３ｈ开始升高，于 １２ｈ达高峰（均 Ｐ＜０．０１）；肝组织中 ＮＦκＢ于 ３ｈ开始表达增

强，６ｈ达 高 峰。奥 曲 肽 组 肝 组 织 中 的 ＴＬＲ２，４ｍＲＮＡ及 ＮＦκＢ各 时 点 表 达 均 较 ＡＨＮＰ组 降 低

（Ｐ＜０．０５）。结论　生长抑素对 ＡＨＮＰ有显著的保护作用。其机制可能是通过抑制胰弹性蛋白酶的分

泌与激活，抑制 Ｔｏｌｌ受体和 ＮＦκＢ表达，降低炎症反应，从而减轻肝损伤。
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　　急性出血坏死性胰腺炎（ＡＨＮＰ）是一种级联
炎症反应，起病急，病情凶险，发展快，且多合并心

肺肾肝等多脏器的功能不全甚至衰竭，病死率高。

肝脏是最常受累的器官之一［１］。本实验通过对比

观察牛磺胆酸钠（ＴＡＣ）诱导的大鼠 ＡＨＮＰ模型以
及使用生长抑素治疗模型中 Ｔｏｌｌ样受体（ＴＬＲ）２，
４ｍＲＮＡ和细胞核转录因子（ＮＦκＢ）以及肿瘤坏死
因子 α（ＴＮＦα）、血清淀粉酶（ＡＭＹ）的变化，初步
探讨 ＡＨＮＰ时肝损伤的机制以及生长抑素对于 ＡＨ
ＮＰ合并肝损伤的治疗作用及机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物与主要试剂
雄性 ＳＤ大鼠 １２０只购自华中科技大学同济

医学院实验动物中心，体重 ２００～２５０ｇ。奥曲肽
注射液为诺华制药公司产品；ＮＦκＢＰ６５和 ＴＮＦ
α试剂盒购自武汉晶美生物工程有限公司；Ｔｒｉｚｏｌ
购自 Ｐｒｏｇｅｍａ公司（中国，香港）；逆转录酶试剂盒
及聚合酶链反应（ＰＣＲ）试剂盒购自 ＴＯＹＯＢＯＣＯ，
ＬＴＤ。
１．２　实验方法
１．２．１　动物分组与模型制备　采用随机数字表
达法分组。（１）假手术组（ＳＯ组，对照组），４０只；
（２）ＡＨＮＰ生理盐水处理组 （ＡＨＮＰ组），４０只；
（３）ＡＨＮＰ＋奥曲肽治疗组（治疗组），４０只。ＡＨ
ＮＰ组和治疗组采用牛磺胆酸钠（ＴＡＣ，Ｓｉｇｍａ公
司，美国）逆行胰胆管注射制备 ＡＨＮＰ模型，剂量
为 ５％的 ＴＡＣ０．１ｍＬ／１００ｇ，持续 １ｍｉｎ，滞留
４ｍｉｎ。治疗组［２］术后 ２，５，８，１１ｈ分次背部皮下
注射奥曲肽生理盐水溶液（１００μｇ／１００ｍＬ），剂
量为 １５μｇ／ｋｇ（体重）。ＡＨＮＰ组注射等容积生理
盐水。ＳＯ组（对照组）开腹翻动肠管后关腹。ＳＯ
组、ＡＨＮＰ组和奥曲肽治疗组大鼠于 ３，６，１２ｈ活
杀留取静脉血和肝标本待测。３组各留 １０只观
察 ２４ｈ病死率。
１．２．２　指标检测　（１）碘 －淀粉比色法测定血
清淀粉酶；（２）酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）测定肝
组织中 ＴＮＦα；（３）腹水量（ｍＬ）；（４）２４ｈ病死
率；（５）免疫组织化学 ＳＡＢＣ法（免疫组化）测定
肝组织中 ＮＦκＢ。免疫组化阳性产物为棕黄色颗
粒着色强度判断：（－）为未着色；（＋）为浅黄
色；（＋＋）为黄色；（＋＋＋）为棕黄色。每个标
本取 ６个高倍视野计算阳性细胞占总细胞的百分
率作为阳性比例。

１．２．３　肝组织 ＴＬＲ２，４ｍＲＮＡ的表达　无菌留取
肝组织约 ５０ｍｇ，采用 Ｔｒｉｚｏｌ一步法提取细胞总
ＲＮＡ。用半定量逆转录聚合酶链（ＲＴＰＣＲ）技术测
定 ＴＬＲ２，４ｍＲＮＡ的表达，以肌动蛋白（βａｃｔｉｏｎ）作
为内参对照。大鼠 ＴＬＲ２序列为：５′ＣＧＣＴＴＣＣＴ
ＧＡＡＣＴＴＧＴＣＣ３′（正义链），５ＧＧＴＴＧＴＣＡＣＣＴＧＣＴ
ＴＣＣＡ３′（反义链），扩增片段为 ３００ｂｐ。大鼠
ＴＬＲ４序列为：５，ＡＴＣＡＧＴＧＴＡＴＣＧＧＴＧＧＴＣ一 ３（正
义链），５，ＧＧＣＴＣＴＧＧＡＴＡＡＡＧＴＧＴＣ一 ３（反义链），
扩增片段为 ３５０ｂｐ。内参照引物 βａｃｔｉｎ：上游为
５′ＣＴＡＴＣＧＧＣＡＡＴＧＡＧＣＧＧＴＴＣ３′，下 游 为 ５′ＣＴ
ＴＡＧＧＡＧＴＴＧＧＧＧＧＴＧＧＣＴ３′，扩增片段长度７６０ｂｐ。
引物 均 由 上 海 生 工 生 物 工 程 有 限 公 司 合 成。

ＴＬＲ２一般条件为：９４℃ ５ｍｉｎ，９４℃ ３０ｓ，５５℃
３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，７２℃ ７ｍｉｎ，循环 ２５～３０次。
ＴＬＲ４一般条件为：９４℃ ５ｍｉｎ，９４℃ ３０ｓ，５１℃
３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，７２℃ ７ｍｉｎ，循环 ２５～３０次。
βａｃｔｉｏｎ一般条件为：９４℃ ５ｍｉｎ，９４℃ ４５ｓ，５３℃
４５ｓ，７２℃ ４５ｓ，７２℃ ７ｍｉｎ，循环２５～３０次。以
目的基因 ＴＬＲ２，４ｍＲＮＡ与内参对照 βａｃｔｉｎｍＲＮＡ
的积分吸光度比值表示 ｍＲＮＡ相对表达量。
１．３　统计学处理

数据以均数士标准差（ｘ±ｓ）表示。采用 ＳＰＳＳ
１１．０统 计软 件包 进行 ｔ检验及 方差 分析 等。
Ｐ＜０．０５为差异有显著意义。

２　结　果

２．１　血清淀粉酶和肝组织 ＴＮＦα的变化
ＡＨＮＰ组淀粉酶和 ＴＮＦα于术后 ３ｈ开始升

高，１２ ｈ达 高 峰，且 均 明 显 高 于 ＳＯ 组 （均
Ｐ＜０．０１），各时间点间有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
治疗 组 淀 粉 酶 及 ＴＮＦα 明 显 低 于 ＡＨＮＰ组
（Ｐ＜０．０５），但 仍 明 显 高 于 对 照 组 （Ｐ＜０．０５）
（表１）。
２．２　腹水量和病死率

ＳＯ组大鼠未见腹水积聚。ＡＨＮＰ组大鼠术后
３，６，１２ｈ腹水量分别为（５．８±１．１）ｍＬ，（１０．９３±
２．０）ｍＬ和（１３．６±３．５）ｍＬ。治疗组大鼠于各
时点腹水量均较 ＡＨＮＰ组减少，３，６，１２ｈ腹水量
分别为（４．３±０．７）ｍＬ，（７．４±１．３）ｍＬ和（１０．１±
２．３）ｍＬ（Ｐ＜０．０５）。对照组大鼠未见死亡，治
疗组 １２，２４ｈ病死率分别为 １０．０％和 ３０．０％，
明显低于 ＡＨＮＰ组的５０．０％和９０．０％（Ｐ＜０．０５）。

５２２
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表１　各组大鼠血清ＡＭＹ，肝组织ＴＮＦα水平的变化（ｘ±ｓ）

组别 时点（ｈ）　　淀粉酶（Ｕ／Ｌ） 　　ＴＮＦα（ｐｇ／ｍｇ）

ＳＯ ３ 　　１１０５±１６６ 　　１．０５±０．２４

６ 　　１２１４±２０５ 　　１．１３±０．２８

１２ 　　１２９６±１７５ 　　１．３４±０．２１

ＡＨＮＰ ３ 　　６９３１±１３９８１） 　　２．５９±０．３４０１）

６ 　　１０８１２±１９２６１） 　　２．８６０±０．３６１）

１２ 　　１６８３５±２６３５１） 　　３．５４０±０．４９１）

治疗 ３ 　　４０３９±１０２０１），２） 　　１．８６±０．３０１），２）

６ 　　８１９４±１３１５１），２） 　　２．０８±０．３９１），２）

１２ 　　１０３２５±１８５６１），３） 　　２．４４±０．３２１），２）

　　注：１）与 ＳＯ组同时点比 Ｐ＜０．０１；２）与 ＡＨＮＰ组同时点比
Ｐ＜０．０５；３）与ＡＨＮＰ组同时点比Ｐ＜０．０１

２．３　肝组织 ＨＥ病理切片和 ＮＦκＢ表达的变化
ＳＯ组大鼠肝小叶结构正常，肝索排列整齐，

肝细胞形态正常。ＡＨＮＰ组术后 ３ｈ可见肝细胞气
泡样变性，肝细胞界边不清，胞浆呈颗粒状；术后

６ｈ汇管区内可见炎性细胞浸润，小叶周边的肝细
胞发生嗜酸性变性，并可见浓缩的凋亡小体；术后

１２ｈ肝小叶出现大片状出血坏死及灶性坏死。治

疗组于各时点均较 ＳＡＰ组病变明显减轻。ＳＯ组
ＮＦκＢ少量表达；ＡＨＮＰ组于 ３ｈ时 ＮＦκＢ蛋白表
达增强，６ｈ达高峰，１２ｈ稍降低，均较 ＳＯ组明显
升高（Ｐ＜０．０５）；治疗组明显低于 ＡＨＮＰ组但显
著高 于 ＳＯ 组 的 表 达，且 均 有 统 计 学 意 义
（Ｐ＜０．０５）（表 ２－３）。

表２　各组大鼠肝脏ＮＦκＢ表达阳性比例比较 （例，ｎ＝３０）

组别 时点（ｈ）０～２％ ２％～２９％ ３０％～６９％ ７０％～１００％

ＳＯ ３ １０ ０ ０ ０

６ １０ ０ ０ ０

１２ １０ ０ ０ ０

ＡＨＮＰ１） ３ ０ ２ ８ ０

６ ０ ０ ２ ８

１２ ０ ２ ５ ３

治疗１），２） ３ ０ ７ ３ ０

６ ０ １ ７ ２

１２ ０ ３ ７ ０

　　注：１）与ＳＯ组同时间点比 Ｐ＜０．０５；２）与 ＡＨＮＰ组同时间点比

Ｐ＜０．０５

表３　各组大鼠ＮＦκＢ表达强度比较 （例，ｎ＝３０）

组别
时点３ｈ

（－） （＋） （＋＋） （＋＋＋）

时点６ｈ

（－） （＋） （＋＋） （＋＋＋）

时点１２ｈ

（－） （＋） （＋＋） （＋＋＋）

ＳＯ １０ ０ ０ ０ １０ ０ ０ ０ １０ ０ ０ ０

ＡＨＮＰ１） ０ ８ ２ ０ ０ ０ １ ９ ０ ４ ５ １

治疗１）２） １ ６ ３ ０ ０ ２ ５ ３ １ ３ ６ ０

　　注：１）与ＳＯ组同时间点比Ｐ＜０．０５；２）与ＡＨＮＰ组同时间点比Ｐ＜０．０５

２．４　肝组织 ＴＬＲ２，４ｍＲＮＡ的表达
ＳＯ组 ＴＬＲ２，４ｍＲＮＡ少量表达（０．０２０±０．００５

和 ０．０２４±０．００４）。ＡＨＮＰ组 肝 组 织 ＴＬＲ２，
４ｍＲＮＡ于 ３ｈ开 始 升 高 （０．０９７±０．０２０和
０．３４２±０．０５７），６ｈ继续升高（０．１７５０±．０３５和
０．６１２±０．１５４），于 １２ｈ达高峰（０．６２８±０．１４６

和 １．０３３±０．１７２），各时点间均有显著性差异
（均 Ｐ＜０．０１）。治疗组肝组织的 ＴＬＲ２，４ｍＲＮＡ
表达降低 ３ｈ为 ０．０３３±０．０６和 ０．１５７±０．０３；
６ｈ为 ０．１２０±０．０３和 ０．２８６±０．０８；１２ｈ
０．２２９±０．０７和 ０．７１０±０．２０，各时点间均有显
著性差异（均 Ｐ＜０．０５）。
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图１　胰腺炎组和治疗组ＴＬＲ２和ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达变化　Ａ：胰腺组；Ｂ：治疗组
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３　讨　论

大量研究表明，ＡＨＮＰ时多器官功能不全
（ＭＯＤＳ）和全身炎性反应综合征（ＳＩＲＳ）与白细胞
过度活化和炎性细胞因子大量释放密切相关，但

对于其上游途径即 ＡＨＮＰ时如何导致炎性细胞因
子与白细胞活化则仍不清楚。

目前认为，胰酶的过早激活对于 ＡＨＮＰ的发
病是最直接的因素。有研究［３－４］探讨了胰弹性蛋

白酶在胰腺外（炎性）细胞因子的产生过程中起

主要作用，在胰腺的局部炎症与胰外器官损害全

身炎症反应的发生之间起桥梁作用。

近来研究表明，Ｔｏｌｌ样受体及其信号途径在
炎症反应过程中发挥重要作用［５－８］；ＴＬＲ与其配
体相结合后，激活 ＮＦκＢ移入核内［９－１０］。ＮＦκＢ
是广泛存在于细胞中具有多种转录调节作用的

核转录因子，它能参与多种炎症细胞因子过度表

达，参与多种疾病过程。Ｊａｆｆｒａｙ等［１１］发现，腹腔内

注射胰弹性蛋白酶在 ３０ｍｉｎ内即可激活 ＮＦκＢ，
表明急性胰腺炎（ＡＰ）病程与 ＮＦκＢ活化密切
相关。

本研究观察到，ＳＯ组肝脏中 ＮＦκＢ少量表
达，而 ＡＨＮＰ肝脏中 ＮＦκＢ表达增强，且 ６ｈ达高
峰。ＡＨＮＰ组在 ３ｈ时 ＴＬＲ２，４ｍＲＮＡ表达开始增
高，６～１２ｈ继续升高。同时 ＴＮＦα在 ＡＨＮＰ组
亦明显升高。提示 ＴＬＲ，ＮＦκＢ，ＴＮＦα这一信号
通路参与 ＡＨＮＰ的发生。

本实验显示，ＡＨＮＰ组 ＴＬＲ２，４ｍＲＮＡ和ＮＦκＢ
表达明显增强（Ｐ＜０．０１），而治疗组各指标表达
均较 ＡＨＮＰ组明显降低。提示生长抑素在胰腺炎
中可以抑制 ＴＬＲ２，４ｍＲＮＡ和 ＮＦκＢ的表达。
Ｈｉｅｔａｒａｎｔａ等［１２］认为胰弹性蛋白酶激活全身系统免

疫反应，导致胰外脏器功能障碍，在 ＡＨＮＰ的病理
过程中发挥重要作用；并认为胰弹性蛋白酶是通

过激活 ＴＬＲ受体和 ＮＦκＢ所介导的。本实验同
时看到治疗组腹水量、２４ｈ病死率、血清淀粉酶
及肝组织的 ＴＮＦα均明显降低（Ｐ＜０．０５）。由
此可推测生长抑素可能系通过抑制胰弹性蛋白

酶的激活，抑制 ＴＬＲ２，４ｍＲＮＡ和 ＮＦκＢ的表达，
进而抑制 ＴＮＦα等炎症因子而发挥治疗作用。
本文结果为临床使用生长抑素治疗胰腺炎提供

了进一步的实验依据。
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