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　　摘要：目的　 探讨氯化钆（ＧｄＣｌ３）诱导急性坏死性胰腺炎（ＳＡＰ）肺泡巨噬细胞（ＡＭ）凋亡的可能
机制。方法　４８只成年 ＳＤ大鼠随机分为正常对照组、ＳＡＰ组、ＧｄＣｌ３治疗组，每组 １６只。逆行性胰胆
管注射 ５％牛磺胆酸钠建立 ＡＰ大鼠模型。经支气管肺泡灌洗获取 ＡＭ。检测支气管肺泡灌洗液
（ＢＡＬＦ）中肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα）和白细胞介素 １β（ＩＬ１β）含量。肺脏／胰腺组织 ＨＥ染色检查，透
射电镜观察和流式细胞仪 ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＦＩＴＣ及碘化丙啶（ＰＩ）双染色法检测 ＡＭ凋亡情况，并行 ＡＭ爬片
的 ＦａｓＬ免疫组化检查。结果　ＧｄＣｌ３治疗组电镜下可见典型凋亡形态学特征，ＢＡＬＦ中 ＴＮＦα和 ＩＬ１β
含量［（７．８４±０．７５）ｐｇ／ｍＬ，（８．５７±５．６４）ｐｇ／ｍＬ］较 ＳＡＰ组明显减低，差异均有显著性（Ｐ＜０．０５），
而 ＡＭ凋亡率明显增高（２２．４８±１．４４）％，与正常对照组、ＳＡＰ组相比差异也有显著性（Ｐ＜０．０５）；
ＧｄＣｌ３治疗组免疫组化 ＦａｓＬ阳性表达较正常组和 ＡＰ组明显增多（４１．６７±１１．６９）％，差异均有显著性
（Ｐ＜０．０５）。ＡＭ凋亡率与 ＡＭ 中 ＦａｓＬ阳性表达率呈明显的线性正相关（ｒ＝０．８３５，Ｐ＜０．００１）。
结论　ＧｄＣｌ３可能通过激活 ＦａｓＬ诱导 ＳＡＰ大鼠 ＡＭ发生凋亡进而减轻肺损伤。
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　　本课题前期研究表明，ＧｄＣｌ３可诱导急性坏
死胰腺炎（ＳＡＰ）大鼠肺泡巨噬细胞（ＡＭ）发生凋
亡从而减轻 ＳＡＰ所致的肺损伤［１］，但其机制尚不

明了。本研究通过观察 ＦａｓＬ在 ＡＭ中的表达，探
讨 ＧｄＣｌ３诱导 ＡＭ凋亡的可能机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组
健康成年雄性 ＳＤ大鼠 ４８只（北京动物实验

中心提供），体重 ２５０～３００ｇ，随机分成 ３组，每
组 １６只：ＳＡＰ组，逆行性胰胆管注射 ５％牛磺胆
酸钠制备 ＳＡＰ模型；ＧｄＣｌ３治疗组，在 ＳＡＰ模型制
成后即刻按１０ｍｇ／ｋｇ（体重），经阴茎背动脉注射
ＧｄＣｌ３；对照组，逆行性胰胆管注射生理盐水。
１．２　实验方法
１．２．１　支气管肺泡灌洗及细胞培养　制模后６ｈ
处死各组动物，然后取材。每组 １６只动物中，
８只用于流式细胞仪检测，２只用于电镜检查，
６只用于免疫组织化学（免疫组化）检测 ＦａｓＬ表
达；所有标本均重复检查 ２次。在动物处死后行
支气管肺泡灌洗，收集灌洗液，留取少量灌洗液，

以酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）法测定肿瘤坏死因
子 α（ＴＮＦα）和白细胞介素 １β（ＩＬ１β）。将灌洗
液离心获取细胞，于 ３７℃５％ＣＯ２培养箱中培养
１ｈ；用温培养液冲洗２次后收集细胞，调整细胞浓
度；再以 ２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，细胞沉淀备用。
右肺下叶用于组织学检查。

１．２．２　透射电子显微镜检察　将前述获得的细
胞团按常规制备电镜超薄切片，透射电镜观察。

１．２．３　流式细胞仪检测 ＡＭ　将前述获得的 ＡＭ
以 ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＦＩＴＣ和碘化丙啶（ＰＩ）双染色法于流
式细胞仪（美国 ＦＡＣＳｃａｎ）上样，观察散点图。
１．２．４　肺组织病理学检查　将各组大鼠肺组织
置 １０％甲醛溶液浸泡，石蜡包埋切片，行 ＨＥ染
色，光学显微镜下观察。

１．２．５　肺泡灌洗液 ＴＮＦα和 ＩＬ１β测定　按
ＢｉｏＳｏｕｒｅ公司的 ＴＮＦα和 ＩＬ１βＥＬＩＳＡ试剂盒说

明书操作。

１．２．６　ＦａｓＬ表达的检测　采用免疫组化法，将
获得的 ＡＭ行细胞爬片，按北京中杉金桥生物技
术有限公司的免疫组化试剂盒说明书操作。胞浆

呈棕黄色反应者为阳性细胞。４００倍高倍视野下
计算 １０００个细胞中阳性细胞数，并以百分数表
示，作 ＦａｓＬ阳性计数值。
１．３　统计学处理

数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。数据作正
态性检验、方差齐性检验，采用单因素方差分析及

线性相关分析。所有数据均经 ＳＰＳＳ１１．５软件处
理。

２　结　果

２．１　肺组织学改变
ＳＡＰ组肺间隔弥漫增厚，肺间质明显充血、水

肿，大量中性粒细胞浸润；ＧｄＣｌ３治疗组肺组织改
变与 ＳＡＰ组相比有所减轻，但仍有中性粒细胞浸
润，肺呈轻度水肿改变。表明治疗组动物肺损伤

有一定程度的减轻（图 １）。
２．２　ＢＡＬＦ中 ＴＮＦα和 ＩＬ１β含量的改变

对照组 ＢＡＬＦ中 ＴＮＦα和 ＩＬ１β含量较低，治
疗组与对照组相比，差异无显著意义（Ｐ＞０．０５）；
ＳＡＰ组 两 指 标 均 高 于 对 照 组、治 疗 组 （均

Ｐ＜０．０１）。

表１　ＢＡＬＦ中ＴＮＦα和ＩＬ１β含量（ｎ＝８）

分组 ＴＮＦα（ｐｇ／ｍＬ） ＩＬ１β（ｐｇ／ｍＬ）

对照 ７．８５±０．５２ ４．５２±４．０６

ＳＡＰ ９．０１±１．１３１） ３４．１６±１１．５７１）

ＧｄＣｌ３治疗 ７．８４±０．７５１），２） ８．５７±５．６４１），２）

　　注：１）与对照组比较，Ｐ＜０．０５；２）与ＳＡＰ组相比较，Ｐ＜０．０５

２．３　透射电子显微镜检测结果
对照组、ＳＡＰ组均无典型细胞凋亡形态出现；

ＧｄＣｌ３治疗组ＡＭ可见典型凋亡形态学特征（图２）。

３７９
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图１　各组大鼠肺组织ＨＥ染色病理图片（×４００）　Ａ：对照组；Ｂ：ＳＡＰ组；Ｃ：ＧｄＣｌ３治疗组

图２　大鼠ＡＭ电镜照片　Ａ：正常ＡＭ；Ｂ：早期凋亡ＡＭ；Ｃ：中期凋亡ＡＭ

２．４　流式细胞仪检测结果和免疫组化结果
对照组大鼠 ＡＭ凋亡率高于 ＳＡＰ组而低于

ＧｄＣｌ３治疗组，差异均有显著意义（Ｐ＜０．０１）；治
疗组凋亡率显著高于其余两组（均为 Ｐ＜０．０１）
（图３）。治疗组 ＡＭ胞浆中 ＦａｓＬ表达率明显高于

ＳＡＰ组和对照组 （均 Ｐ＜０．０１）；ＳＡＰ组与对照组
相比，差异无显著意义（Ｐ＞０．０５），但 ＡＰ组较正
常对照组略低（图 ４）。ＡＭ凋亡率与 ＡＭ中 ＦａｓＬ
阳性表达率呈明显的线性正相关（ｒ＝０．８３５，
Ｐ＜０．００１）。
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图３　各组大鼠ＡＭ流式细胞仪散点图　Ａ：对照组；Ｂ：ＳＡＰ组；Ｃ：ＧｄＣｌ３治疗组

图４　各组大鼠ＡＭＦａｓＬ表达免疫组化照片（×２００）　Ａ：正常对照组；Ｂ：ＡＰ组；Ｃ：ＧｄＣｌ３治疗组
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表２　肺泡巨噬细胞凋亡率和肺泡巨噬细胞 ＦａｓＬ阳性表达
率（ｘ±ｓ，％）

分组 ＡＭ凋亡率（ｎ＝８） ＡＭＦａｓＬ阳性表达率（ｎ＝６）

对照 １１．２８±１．０１ ７．５０±２．１０

ＳＡＰ ６．８６±１．３５１） ５．６７±２．３４

ＧｄＣｌ３治疗 ２２．４８±１．４４１），２） ４１．６７±１１．６９１），２）

　　注：１）与对照组比较，Ｐ＜０．０５；２）与ＡＰ组相比较，Ｐ＜０．０５

３　讨　论
急性肺损伤是 ＳＡＰ早期胰外最常见的并发

症。本课题前期研究表明，ＳＡＰ发生后，ＡＭ可活
化而导致肺损伤［２］。如果能抑制巨噬细胞活化或

中和其释放的炎性介质，将有助于改善 ＳＡＰ所致
的肺损伤。鉴于后者处理比较复杂，临床实施可

行性差，因此有必要寻找一种抑制巨噬细胞活化

的物质。为此笔者曾应用巨噬细胞的良性抑制

剂氯化钆来处理 ＡＭ，发现 ＧｄＣｌ３能诱导急性胰腺
炎大鼠 ＡＭ发生凋亡，减少其分泌炎症介质，进而
减轻肺损伤［１］。但 ＧｄＣｌ３如何诱导 ＡＭ发生凋亡
仍不清楚。

近年来有研究表明 Ｆａｓ／ＦａｓＬ系统活化可能参
与了巨噬细胞的凋亡［３－６］。Ｋｉｔｓｍｕｒａ等［４］在内毒

素诱导的小鼠急性肺损伤中发现，伤后 Ｆａｓ抗原
在 ＡＭ的表达明显上调，ＦａｓＬ的表达在伤后１ｄ就
明显增强，并且 Ｆａｓ，ＦａｓＬ表达的增强与 ＡＭ凋亡
的增加呈平行关系。提示 Ｆａｓ／ＦａｓＬ系统活化可
能参与 ＡＭ凋亡的机制。Ｐｅｎｇ和 Ｇａｌｌａｇｈｅｒ的研究
表明 Ｆａｓ／ＦａｓＬ系统的激活可诱导 ＡＰ肝脏 Ｋｕｐｆｆｅｒ
细胞发生凋亡，进而导致肝损伤［５－６］。

本实验结果发现，ＳＡＰ时 ＡＭ胞浆中 ＦａｓＬ表
达较低，ＡＭ凋亡明显减少，而用氯化钆干预治疗
后，ＡＭ胞浆中 ＦａｓＬ表达明显增高，ＡＭ凋亡明显

增多且两者之间存在明显的正相关。这表明氯

化钆可能通过 ＦａｓＬ激活而启动凋亡信号通路，促
使 ＡＭ凋亡。检测 ＢＡＬＦ中炎性细胞介质 ＴＮＦα
和 ＩＬ１β含量，发现 ＳＡＰ时明显增加，而 ＧｄＣｌ３治
疗后则明显减低。说明氯化钆可能通过激活

ＦａｓＬ而诱导 ＡＭ凋亡，从而减少炎性炎症介质的
分泌，并进而减轻了肺损伤。组织学检查结果进

一步证实上述结论。

ＦａｓＬ激活后如何启动凋亡程序？推测可能是
激活核因子κＢ进而经过一系列的蛋白酶级联反
应最终活化凋亡执行者 ｃａｓｐａｓｅ３，启动核酸内切
酶剪切 ＤＮＡ引发凋亡。但其具体机制仍有待深
入研究。
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