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　　摘要：目的　观察他克莫司（Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ，ＦＫ５０６）对重症急性胰腺炎（ＳＡＰ）大鼠肺损伤的潜在治疗
作用并探究其机制。方法　健康雌性 ＳＤ大鼠 ５４只，随机分为对照组（Ｃ组）、ＳＡＰ组（Ｓ组）、ＳＡＰ＋
Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ治疗组（ＳＴ组）。检测 ３组大鼠术后 ３，６，１２ｈ血清肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα）及基质金属蛋
白酶 ９（ＭＭＰ９）水平、支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）蛋白含量、肺组织髓过氧化物酶（ＭＰＯ）活性，并计算
存活率，观察肺组织及胰腺组织的病理变化。结果　Ｓ组血清 ＴＮＦα及 ＭＭＰ９水平和 ＢＡＬＦ蛋白含量
及肺组织髓过氧化物酶（ＭＰＯ）活性均较对照组显著升高（Ｐ＜０．０１）；与 Ｓ组比较，ＳＴ组 １２ｈ后上述
指标均明显降低［ＴＮＦα：（１７１．３１±１９．５８）ｖｓ（２４３．１７±２６．１９）；ＭＭＰ９：（１６５８．３２±２７．４９）ｖｓ
（２９８７．３４±３４．５３）；ＭＰＯ：（２．７５±０．２２）ｖｓ（１１．２７±０．４９）；ＢＡＬＦ：（６３１．５８±５７．２５）ｖｓ（１９８７．３９±
１５８．３４）］（均 Ｐ＜０．０１），ＳＴ组存活率高于 Ｓ组（Ｐ＜０．０１）。组织病理切片提示 Ｓ组胰腺、肺组织损
伤随病情进展而逐渐加重；ＳＴ组较 Ｓ组减较。结论　Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ可有效降低 ＳＡＰ大鼠肺损伤的严重程
度，能提高其存活率，对 ＳＡＰ有一定的治疗作用。其机制可能与减少肺脏的毛细血管渗透性、抑制中
性粒细胞（ＰＭＮ）释放 ＭＰＯ和 ＭＭＰ９及抑制 ＴＮＦα等炎症介质的释放有关。
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　　本课题前期研究表明，他克莫司（Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ，
ＦＫ５０６）对急性重症胰腺炎（ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉ
ｔｉｓ，ＳＡＰ）所致肺损伤具有明显的保护作用［１］，但

其机制不明。本研究通过给 ＳＡＰ大鼠腹腔注射
ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ（１．０ｍｇ／ｋｇ），观察其对 ＳＡＰ并发肺损伤
可能的治疗作用，并初步探讨其内在机制。

１　材料和方法

１．１　材料
Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ注射剂（购自日本腾泽公司，５ｍｇ／ｍＬ），

牛磺胆酸钠（购自美国 Ｓｉｇｍａ公司），大鼠肿瘤坏
死因子 α（ＴＮＦα）放射免疫试剂盒（购自解放军
总医院），大鼠基质金属蛋白酶 ９（ＭＭＰ９）酶联免
疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）试剂盒（购自美国 ＲａｐｉｄＢｉｏ实
验室），ＵＶ７５０４型紫外可见分光光度计（上海精
密仪器表有限公司）。健康雌性 ＳＤ大鼠５４只，体
重 １８０～２２０ｇ，由第四军医大学实验动物中心提
供。

１．２　实验方法
１．２．１　动物分组　将大鼠随机分为对照组（Ｃ
组），ＳＡＰ组（Ｓ组），ＳＡＰ＋Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ组（ＳＴ组），
每组 １８只，每组又随机平均分为术后 ３，６，１２ｈ
时相组。每时相组 ６只。
１．２．２　 模 型 建 立 　 采 用 ５％ 牛 磺 胆 酸 钠
（４０ｍｇ／ｋｇ）沿胰胆管逆行注射构建 ＳＡＰ大鼠模
型［２］。ＳＴ组在 ＳＡＰ模型建立后立即腹腔注射
Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ（１．０ｍｇ／ｋｇ）。Ｃ组注射等量生理盐水。
１．２．３　标本收集　３组分别于术后 ３，６，１２ｈ处
死 ６只大鼠，心脏取血，留取胰腺和肺组织待用。
夹闭左肺支气管，行右肺支气管肺泡灌洗术，共

３次，收集支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）混匀后离心
（１５００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ），取上清 －７０℃冻存并测
定 ＢＡＬＦ蛋 白 含 量［３］。取 小 块 左 肺 组 织，迅 速

－８０℃冻存，待测髓过氧化物酶（ＭＰＯ）活性。
１．２．４　血清 ＴＮＦα和 ＭＭＰ９水平测定　心脏取
血，置室温下 １ｈ后离心取上清液（２５００ｒ／ｍｉｎ，
５ｍｉｎ），按照 ＴＮＦα放射免疫试剂盒和 ＭＭＰ９

ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书测定各组大鼠３，６，１２ｈ血清
ＴＮＦα和 ＭＭＰ９含量。
１．２．５　 肺组织 ＭＰＯ活性检测 　 取肺组织约
１００ｍｇ，加 ５ｇ／Ｌ溴化十六烷基三甲胺（ＨＴＡＢ）
１ｍＬ制备匀浆，反复冻融３次并超声粉碎（１０ｓ×
３次），４℃离心（３０００ｒ／ｍｉｎ，３０ｍｉｎ）取上清液
０．１ｍＬ加入邻联二茴香胺缓冲液 ２．９ｍＬ，保持
２５℃，立即在分光光度计 ４６０ｎｍ波长下扫描
２ｍｉｎ，记录 ３０ｓ和 ９０ｓ时的吸光度差值，以此
１ｍｉｎ内吸光度的变化代表酶活力的改变，ＭＰＯ活
力单位（Ｕ／ｇ）＝（ΔＡ４６０／ｍｉｎ）／１１．３×［ｇ（所加
组织量）／Ｌ（反应液）］。
１．２．６　病理形态学观察　胰腺和肺组织用 ４％
多聚甲醛固定，常规 ＨＥ染色后于光镜下观察病
理改变。

１．３　统计学处理
使用 ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行数据分析。实

验结果以 ｘ±ｓ表示，行 ｔ检验分析组间差异。

２　结　果

２．１　各组大鼠血清 ＴＮＦα水平的变化
Ｓ组和 ＳＴ组 ＴＮＦα水平在各时相均高于Ｃ组

（Ｐ＜０．０１）；ＳＴ组较 Ｓ组明显降低（Ｐ＜０．０５），
呈时间依赖性（表 １）。

表１　各组大鼠血清ＴＮＦα的变化（ｎｇ／Ｌ，ｘ±ｓ）

组别 ｎ ３ｈ ６ｈ １２ｈ

Ｃ组 ６ ４３．９３±１０．４９ ４３．６７±１１．０６ ４４．５８±１０．３２

Ｓ组 ６ ５９３．６２±４６．１３１） ３７５．４８±３７．３８１） ２４３．１７±２６．１９１）

ＳＴ组 ６ ４６９．８６±３１．３４１），２） ３０６．６５±２８．１２１），２） １７１．３１±１９．５８１），２）

　　注：１）与Ｃ组比较Ｐ＜０．０１；２）与Ｓ组比较Ｐ＜０．０５

２．２　各组大鼠血清 ＭＭＰ９的变化
Ｓ组和 ＳＴ组 ＭＭＰ９水平在各时相均高于Ｃ组

（Ｐ＜０．０１）；ＳＴ组较 Ｓ组明显降低（Ｐ＜０．０５），呈
时间依赖性（表 ２）。
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表２　各组大鼠血清ＭＭＰ９的变化（ｎｇ／ｍＬ，ｘ±ｓ）

组别 ｎ ３ｈ ６ｈ １２ｈ

Ｃ组 ６ ２６．３１±２１．８０ ２７．５２±２０．６９ ２６．８０±２２．８６

Ｓ组 ６ １１４７．６８±２２．１９１） ２９４３．６１±３２．１４１） ２９８７．３４±３４．５３１）

ＳＴ组 ６ ８８７．６２±２５．６１１），２） １４６７．５８±２２．３７１），２） １６５８．３２±２７．４９１），２）

　　注：１）与Ｃ组比较Ｐ＜０．０１；２）与Ｓ组比较Ｐ＜０．０５

２．３　各组大鼠肺组织 ＭＰＯ活性的变化
Ｓ组和 ＳＴ组 ＭＰＯ水平在各时相均高于 Ｃ组

（Ｐ＜０．０１）；ＳＴ组较 Ｓ组明显降低（Ｐ＜０．０５），
呈时间依赖性（表 ３）。

表３　各组大鼠肺组织ＭＰＯ活性的变化（Ｕ／ｇ，ｘ±ｓ）

组别 ｎ ３ｈ ６ｈ １２ｈ

Ｃ组 ６ ０．９８±０．０６ １．０５±０．０７ １．０６±０．０９

Ｓ组 ６ ３．９６±０．２７１） ８．３７±０．３８１） １１．２７±０．４９１）

ＳＴ组 ６ １．８７±０．０８１），２） ２．２５±０．１６１），２） ２．７５±０．２２１），２）

　　注：１）与Ｃ组比较Ｐ＜０．０１；２）与Ｓ组比较Ｐ＜０．０１

２．４　各组大鼠 ＢＡＬＦ蛋白含量的变化
Ｓ组各时间点 ＢＡＬＦ中的白蛋白含量明显高

于 Ｃ组（Ｐ＜０．０１），并随时间的延长而逐渐增
加；ＳＴ组 ＢＡＬＦ蛋 白 含 量 较 Ｓ组 明 显 降 低
（Ｐ＜０．０１），呈时间依赖性，说明 Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ减少
ＳＡＰ肺脏的血管渗透（表 ４）。

表４　各组大鼠ＢＡＬＦ蛋白含量的变化（ｍｇ／Ｌ，ｘ±ｓ）

组别 ｎ ３ｈ ６ｈ １２ｈ

Ｃ组 ６ ２６５．７４±１２．７３ ２９８．２６±１７．５４ ３０７．５９±１６．５２

Ｓ组 ６ ８９１．６１±５５．８１１） １４８５．６７±１１４．５６１） １９８７．３９±１５８．３４１）

ＳＴ组 ６ ４６２．１７±２８．３３１），２） ５２７．９４±５０．６３１），２） ６３１．５８±５７．２５１），２）

　　注：１）与Ｃ组比较Ｐ＜０．０１；２）与Ｓ组比较Ｐ＜０．０１

２．５　大鼠存活率
Ｃ组大鼠生存良好。ＳＴ组大鼠全部存活；Ｓ组

大鼠死亡率随时间逐渐增高，３，６，１２ｈ存活率分
别为 １００％（６／６），７５％（４／６），５０％（３／６）；结
果表明 Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ治疗明显提高了 ＳＡＰ大鼠的生
存率，两组比较差异均有显著性（Ｐ＜０．０１）。
２．６　大鼠胰腺和肺组织的病理变化
２．６．１　肺组织病理变化　Ｓ组大鼠 １２ｈ后肉眼
见全肺充血，斑片状坏死；镜下见肺间质水肿，肺

泡结构紊乱，血管扩张瘀血，大量炎细胞浸润，以

中性粒细胞为主（图 １Ｂ）。ＳＴ组上述变化明显减
轻（图 １Ｃ）。
２．６．２　胰腺组织病理变化　Ｓ组 １２ｈ后肉眼可
见血性腹水，胰腺水肿坏死，胰周及网膜可见皂化

斑。光镜下见胰腺大片坏死，间质出血并炎细胞

浸润，小叶轮廓破坏（图 ２Ｂ）。ＳＴ组上述变化明
显减轻（图 ２Ｃ）。

图１　１２ｈ肺组织病理变化（ＨＥ×２００）　　Ａ：对照；Ｂ：ＳＡＰ；Ｃ：ＳＡＰ＋Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ（１．０ｍｇ／ｋｇ）

图２　１２ｈ胰腺组织病理变化（ＨＥ×２００）　　Ａ：对照；Ｂ：ＳＡＰ；Ｃ：ＳＡＰ＋Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ（１．０ｍｇ／ｋｇ）
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３　讨　论

急性肺损伤是 ＳＡＰ患者最常见的并发症，患
病率和病死率高。ＳＡＰ并发肺损伤机制远未阐
明，一般认为是由于消化酶过早激活导致胰腺细

胞发生自溶，而后胰酶和单核巨噬细胞释放，过

度激活中性粒细胞（ＰＭＮ），并产生大量炎症介质
及细胞因子，从而导致全身多器官损害和致死性

衰竭，肺是最早损害的器官［４－５］。ＴＮＦα和白介
素 １β（ＩＬ１β）等在 ＳＡＰ级联反应中起始动作用，
ＰＭＮ分 泌 的 ＭＰＯ 和 ＭＭＰ９也 起 重 要 作 用。
ＭＭＰ９使肺毛细血管通透性增加，中性粒细胞和
巨噬细胞迁移于肺泡腔内致肺结构的破坏，加重

了 ＳＡＰ继发性肺损伤，ＭＭＰ９抑制剂及地塞米松
可抑 制 细 胞 黏 附 和 ＭＭＰ９的 表 达 从 而 减 轻
ＳＡＰ［６－８］。

Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ应用于防治器官移植急性排斥反
应和特异反应性皮炎。研究表明 Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ抗炎
的可能机制是通过抑制炎性中性粒细胞迁移和

抑制活化蛋白 １（ＡＰ１）和核因子 κＢ（ＮＦκＢ）的
转录激活，从而抑制细胞因子 ＴＮＦ及 ＩＬ１β，抑
制髓过氧化物酶、腺苷脱氨酶，抑制炎症介质缓

激肽、组胺等［９］。Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ还可通过抑制单核细
胞趋化蛋白 １（ｍｏｎｏｃｙｔｅｃｈｅｍｏａｔｔｒａｃｔａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ１，
ＭＣＰ１）和杀伤性细胞（ｋｉｌｌｅｒｃｅｌｌ，ＫＣ）的活性，阻
止 ＳＡＰ继发性肺损伤和纤维化［１０］。本研究表明

Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ下调了 ＳＡＰ大鼠血清 ＴＮＦα及 ＭＭＰ９
的表达水平，降低了胰腺组织 ＭＰＯ活性，使 ＢＡＬＦ
白蛋白含量下降，使 ＳＡＰ大鼠肺组织、胰腺组织病
理改变明显减轻，明显提高 ＳＡＰ大鼠存活率。本
研究结果提示，早期应用 Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ对 ＳＡＰ继发性
的肺损伤具有一定的治疗作用。其机制可能与抑

制炎症级联反应，降低肺毛细血管渗透性有关。
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