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急性胰腺炎大鼠脾脏核因子 κＢ表达的意义
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　　摘要：目的　探讨脾脏在急性胰腺炎（ＡＰ）发病中作用。方法　实验大鼠随机分成 ４组：假手术
组，脾切除组，ＡＰ组，脾切除 ＋ＡＰ组。制模后 ３，６，１２ｈ分批处死动物，取材待检。光镜下观察胰腺组

织病理改变并进行病理学评分。采用免疫组织化学方法检测大鼠脾脏 ＮＦκＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ）ｐ６５

活化表达水平。结果　脾切除 ＋ＡＰ组 ６，１２ｈ胰腺病理学评分均低于 ＡＰ组（６ｈ：７．８３±０．７５３ｖｓ

９．６７±１．２１１；１２ｈ：９．６７±０．８１６ｖｓ１３±０．８９４）（Ｐ＜０．０１）；ＡＰ大鼠模型中脾脏 ＮＦκＢｐ６５活化阳性

表达 ３ｈ即明显（４６．９６７±１．１４８），６ｈ最强（５６．３３３±１．５８８），１２ｈ表达减弱（３６．９００±０．７５６），与

假手术组（３．４００±０．８００）差异均有显著性。结论　脾脏可以明显促进炎症介质的产生和释放，在

ＡＰ发病中起重要作用。 ［中国普通外科杂志，２００８，１７（３）：２３３－２３６］
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　　急性胰腺炎（ａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ，ＡＰ）的发病涉
及多种机制，是个多因素、多步骤的病理过程［１］。

“炎症因子级联瀑布效应”不仅是 ＡＰ的致病机制
之一，而且是所有致病因素的共同病理阶段［２］。

而脾脏是人体最大的外周免疫器官，含有多种免

疫活性细胞和免疫因子，其在 ＡＰ病程中的作用如
何还知之甚少。笔者制作大鼠 ＡＰ、切脾 ＋ＡＰ动
物模型，检测脾脏核因子 κＢ（ＮＦκＢ）的表达，以
期探讨脾脏在 ＡＰ发病中作用及可能机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组
ＳＤ大鼠７２只，雌雄分笼饲养，体重２５０～３５０ｇ，

随机分为 ４组：（１）假手术组；（２）切脾组；（３）
ＡＰ组；（４）切脾 ＋ＡＰ组，每组 １８只。
１．２　实验试剂

牛磺胆酸钠（购自美国 ｓｉｇｍａ公司），检测肿瘤
坏死因 子 α（ＴＮＦα）的酶联免疫吸附分 析 法
（ＥＬＩＳＡ）试剂盒（购自上海森雄科技实业有限公
司）。兔抗大鼠 ＮＦκＢｐ６５单克隆抗体、通用二
抗及 ＤＡＢ显色剂购自北京中杉公司。
１．３　动物模型的制作及标本留取

ＡＰ制作：大鼠术前禁食 １２ｈ。３％水合氯醛
腹腔内注射（０．１ｍＬ／１００ｇ）麻醉后，上腹正中切
口，用丝线结扎胆胰管入十二指肠下方肠管，胆胰

管肝门端用小动脉夹阻闭，用 ４号针头从胰胆管
远端 行 逆 行 胰 胆 管 穿 刺，４ ％ 牛 磺 胆 酸 钠
（０．１ｍＬ／１００ｇ体重）缓慢注入约 ２ｍｉｎ。注毕后
去除结扎丝线及小动脉夹，逐层缝合腹壁。所有

动物无术中死亡。假手术组仅行简单剖腹术，进

腹后用手翻动胃、脾及胰腺后复位，即关腹。脾切

＋ＡＰ组在切脾后再用上述方法制作 ＡＰ。术后禁
食，清醒后自由进水。术后大鼠均于背部皮下注

入生理盐水 ２ｍＬ／１００ｇ体重。标本留取：按随机
原则将各组大鼠分别于制模后 ３，６，１２ｈ后分 ３
批处死；麻醉后开腹，腹主动脉取血。切取脾脏、

胰腺的体部组织以 ４％甲醛溶液固定。
１．４　检测指标

病理切片采用苏木素 －伊红（ＨＥ）染色，光镜
观察脾脏、胰腺病理改变并参照 Ｒｏｎｇｉｏｎｅ等［３］方

法对胰腺病变程度进行评分。免疫组织化学法

（ＳＰ）检测脾脏 ＮＦκＢ的表达情况：阴性细胞胞浆
呈棕黄色，胞核蓝染；阳性细胞胞浆、胞核均为棕

黄色。高倍光镜下随机取 １０个视野的阳性细胞
数的平均数作为阳性表达细胞数。ＥＬＩＳＡ法测定
血清 ＴＮＦα。
１．５　统计学处理

所有资料用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。差异
显著 性 检 验 采 用 方 差 分 析，组 间 均 数 比 较 用

ｑ检验。

２　结　果

２．１　各组大鼠不同时点 ＴＮＦα水平
ＡＰ组及脾切除 ＋ＡＰ组与假手术组及脾切除

组相比，ＴＮＦα水平均显著升高（Ｐ＜０．０１）；随时
间的延长 ＡＰ组和脾切除 ＋ＡＰ组 ＴＮＦα水平均有
升高；ＡＰ组不同时点间差异均有有显著性。切脾
＋ＡＰ组 ６ｈ与３ｈ，１２ｈ与６ｈ组比较差异无显著
性 （Ｐ＞０．０５），但 １２ｈ组与 ３ｈ组差异有显著性。
ＡＰ组与脾切除 ＋ＡＰ组相比，６ｈ和 １２ｈＴＮＦα
水平均增高，差异有显著性（Ｐ＜０．０１），３ｈ则无
统计学差异（表 １）。

表１　血清ＴＮＦα各时相浓度（ｎ＝６）（ｐｇ／Ｌ，ｘ±ｓ）

　　　　组别 制模后３ｈ 制模后６ｈ 制模后１２ｈ

　　　假手术组 ０．２９９±０．６０１ ０．２５７±０．６１０ ０．４０９±０．４４６

　　　切脾组 ０．６８０±１．３０１ ０．４６４±０．８４３ １．１００±１．２８６

　　　ＡＰ组 １０．７５１±３．８８７１），２） ２２．２６０±４．８０６１），２）．４） ４１．６２８±９．９７５１），２），４），５）

　　　切脾＋ＡＰ组 １０．０３１±４．９８９１），２） １６．７４３±５．６５１１），２），３） ２１．１３３±６．３２４１），２），３），４）

　　注：同时点不同组之间比较，１）与假手术组比较Ｐ＜０．０５，２）与切脾组比较Ｐ＜０．０５，３）与ＡＰ组比较Ｐ＜０．０５；同组不同时点之间比较，

４）与３ｈ比较 Ｐ＜０．０５，５）与６ｈ比较Ｐ＜０．０５

２．２　大鼠胰腺病理学改变
２．２．１　大体观察　ＡＰ及脾切 ＋ＡＰ组 ３ｈ时点

胰腺组织轮廓消失，呈黏冻状出血坏死改变，腹

水呈淡红色；ＡＰ组 ６，１２ｈ时点胰腺组织广泛出

４３２
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血坏死，范围扩大，胰腺周围大网膜及腹膜有较

多皂化斑点，腹腔内大量血性腹水。切脾 ＋ＡＰ组
腹水量及病变程度在 ６，１２ｈ均较 ＡＰ组明显减
轻。假手术组及脾切组胰腺肉眼观呈淡粉红色，

颜色均匀一致。

２．２．２　光镜检查　ＡＰ组和脾切除 ＋ＡＰ组可见
胰腺腺泡细胞肿胀，灶性坏死，腺泡细胞间有大

量炎症细胞浸润；小叶排列紊乱，其间充斥大量

炎性渗出；坏死区内腺泡结构消失，胞核溶解；叶

间隙增宽，间质微血管破裂，大量红细胞溢出；病

变严重程度随术后时间延长而加重。脾切除 ＋
ＡＰ组在 ６，１２ｈ时腺泡坏死范围及炎症浸润程度
均较 ＡＰ组减轻。假手术组和脾切除组除部分胰
腺腺泡细胞水肿外，小叶结构存在，间质清晰，间

质内偶见炎症细胞浸润。胰腺病理学评分中，３ｈ
时 ＡＰ组和脾切除 ＋ＡＰ组之间差异无显著性。
６ｈ，１２ｈ时脾切除 ＋ＡＰ组评分较 ＡＰ组降低且差
异有显著性（表 ２）。

表２　各组大鼠胰腺病变严重程度评分比较（ｎ＝６，ｘ±ｓ）

　　　　组别 制模后３ｈ 制模后６ｈ 制模后１２ｈ

　　　假手术组 １．３３±０．５１６ １．３３±０．５１６ １．３３±０．５１６

　　　脾切组 ２．１７±０．４０８ １．８３±０．４０８ １．８３±０．４０８

　　　ＡＰ组 ６．３３±０．５１６１），２） ９．６７±１．２１１１），３） １３±０．８９４１），３），４）

　　　脾切＋ＡＰ组 ５．８３±０．７５３１），２） ７．８３±０．７５３１），２），３） ９．６７±０．８１６１），２），３）

　　注：同时点不同组之间比较：１）与假手术组比较Ｐ＜０．０５；２）与切脾组比较Ｐ＜０．０５，同组不同时点之间比较：３）与３ｈ比较Ｐ＜０．０５；４）与

６ｈ比较Ｐ＜０．０５

２．３　免疫组化法（ＳＰ）检测脾脏 ＮＦκＢｐ６５表
达的结果

假手术组脾脏中罕见 ｐ６５表达阳性细胞。
ＡＰ组 ３ｈ脾脏中可见 ＮＦκＢＰ６５表达阳性细胞广
泛分布，有较多核转移，胞核内 ｐ６５阳性细胞数
４６．９６７±１．１４８与假手术组的 ３．５６７±０．１９７比

较差异有显著性 （Ｐ＜０．０１）；６ｈｐ６５阳性细胞
数为 ５６．３３３±１．５８８增加最明显，１２ｈ阳性细胞
数减少 ３６．９００±０．７５６，与假手术组 ３．４００±
０．８００比较差异有显著性 （Ｐ＜０．０１）。６ｈ组与
３，１２ｈ组差异均有显著性（图 １）。

图１　脾脏ＮＦκＢ的表达　Ａ：ＡＰ组６ｈ；Ｂ：假手术组６ｈ（ＳＰ×４００）

３　讨　论

ＮＦκＢ是一类能与多种基因启动子或增强子

的 κＢ位点特异性结合，并启动基因转录的蛋白

质。其常见的作用形式是 ｐ５０和 ｐ６５组成的异

源二聚体。研究显示，ＮＦκＢ参与了 ＡＰ的发病，
并认为它的活化是 ＡＰ早期的重要事件［４］，ＴＮＦα

等因子所启动的级联反应起始于 ＮＦκＢ的活化，

活化的 ＮＦκＢ进入细胞核，与特异的 ＤＮＡ位点结

合，从而启动白细胞介素 ６（ＩＬ６），ＴＮＦα等许多

细胞因子、炎症介质、黏附分子和急性期反应蛋

白的基因表达，控制它们的转录［５－６］。产生的大

量炎症细胞因子，引发炎症介质的“级联瀑布反

应”。其中 ＴＮＦ是具有广泛生物学活性的非特异

５３２
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性炎症介质。在实验性 ＡＰ中，ＴＮＦα在疾病初
期即开始升高，２ｈ后达峰值，是 ＡＰ的始动因子
之一［７］，也是导致胰腺外器官损伤的主要因子，

对 ＡＰ的进展起着重要的作用，并且和 ＡＰ的严重
程度有关［８］。尽管 ＮＦκＢ存在于许多细胞，但巨
噬细胞和其他免疫细胞是目前已知 ＮＦκＢ的主
要来源。脾脏是人体最大的免疫器官，含有多种

免疫活性细胞和免疫因子，在机体炎症反应中发

挥一定的作用［９］。脾脏内与炎症反应有关的免疫

细胞主要有 ＭФ、自然杀伤（ＮＫ）细胞、Ｂ细胞及 Ｔ
细胞等。ＭФ分泌的细胞因子主要包括 ＴＮＦα，
ＩＬ１，ＩＬ６和 ＩＬ８。脾脏与胰腺相毗邻，胰脾血
管相互有许多交通支。脾脏在炎症反应时所分

泌的炎症因子迅速大量地进入胰腺组织，可能加

重胰腺炎的病情。鲁正等［１０］通过实验证实，脾切

除 ＋ＡＰ组的 ＴＮＦα和 ＩＬ１β含量及细菌移位率
均显著低于 ＡＰ组，且肠黏膜病变减轻，说明脾脏
在炎症反应中，可明显促进炎性介质的产生和释

放，加重炎症反应，脾脏切除可改善病情。可能

是由于脾脏切除使免疫促进作用丧失，因而免疫

活性细胞对外源性刺激的敏感性下降，导致活性

炎症介质产生及释放减少，阻止了 ＡＰ病情的发
展。本实验制作 ＡＰ及切脾 ＋ＡＰ模型，也支持此
结论．本资料显示切除脾脏后６，１２ｈ胰腺病变明
显减轻，较 ＡＰ组有显著差异；ＴＮＦα的水平随病
变加重而升高。脾切除 ＋ＡＰ组的 ＴＮＦα在 ６ｈ
和 １２ｈ较 ＡＰ组明显降低。而 ６ｈ组和 １２ｈ组比
较差异无显著性，此现象有异于 ＡＰ组。研究发
现，作为炎症调节的关键性因子 ＮＦκＢ，在 ＡＰ模
型的脾脏中明显表达，较假手术组有显著差异；

其表达高峰出现在６ｈ，１２ｈ时降低。可见脾脏切
除后，失去了脾脏的大量细胞内 ＮＦκＢ的激活，
从而减少了其下游 ＴＮＦα等炎性介质的产生，减
弱了炎性反应强度，进而减轻了胰腺的损伤。脾

脏在 ＡＰ发病的作用中是早期事件。并观察到脾
切除 ＋ＡＰ组 ６ｈ和 １２ｈ的病变还是有差异，表
现为加重。提示单纯切脾不能完全阻止胰腺炎

的病情进展，仍有较多使病情加重的其他因素，

如腹 腔 巨 噬细 胞、肝 脏的库 普弗 细胞等的 作

用［１１］。

参考文献：

［１］　姚玮艳，袁耀宗．急性胰腺炎发病机制的新进展［Ｊ］．

现代实用医学，２００５，１７（９）：５２５－５２７．

［２］　ＧｒａｎｇｅｒＪ，ＲｅｍｉｃｋＤ．Ａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ：ｍｏｄｅｌｓ，ｍａｒｋｅｒｓ，

ａｎｄｍｅｄｉａｔｏｒｓ［Ｊ］．Ｓｈｏｃｋ，２００５，２４（Ｓｕｐｐｌ１）：４５－

５１．

［３］　ＲｏｎｇｉｏｎｅＡＪ，ＫｕｓｓｋＡＭ，ＫｗａｎＫ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１０ｒｅ

ｄｕｃｅｓｔｈｅｓｅｖｅｒｉｔｙｏｆａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓｉｎｒａｔ［Ｊ］．Ｇａｓｔｒｏｅｎ

ｔｒｏｌｏｇｙ，１９９７，１１２（３）：９６０－９６７．

［４］　张翼，吕新生，孙维佳，等．甘遂对重症急性胰腺炎大

鼠核因子κＢ活化的影响［Ｊ］．中国普通外科杂志，

２００６，１５（１０）：７６１－７６５．

［５］　ＡｌｇｕｌＨ，ＴａｎｄｏＹ，ＳｃｈｎｅｉｄｅｕＧ．Ａｃｕｔｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｐａｎｃｒｅａ

ｔｉｔｉｓａｎｄＮＦＫａｐｐａＢ／Ｒｅｌａｃｔｉｖａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｐａｎｃｒｅａｔｏｌｏｇｙ，

２００２，２（６）：５０３－５０９．

［６］　余枭，李永国．ＮＦκＢ在重症急性胰腺炎中作用研究

进展［Ｊ］．中国普通外科杂志，２００３，１２（１２）：９３０－

９３２．

［７］　ＭｅｗｓＰ，ＰｈｉｌｉｐｓＰ，ＦａｈｍｙＲ，ｅｔａｌＰａｎｃｒｅａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｓ

ｒｅｓｐｏｎｄｔｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｙｔｏｋｉｎｅｓ：ｐｏｔｅｎｔｉａｌｒｏｌｅｉｎｃｈｒｏｎｉｃ

ｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ［Ｊ］．Ｇｕｔ，２００２，５０：５３５－５４１．

［８］　ＮｏｒｍａｎＪＧ，ＦｉｎｋＧｕ，Ｄｅｎｈａｍ Ｗ，ｅｔａｌ．Ｔｉｓｓｕｅｓｐｅｃｉｆｉｃ

ｃｙｔｏｋｉｎｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｄｕｒｉｎｇｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ，Ａ

ｐｒｏｂａｂｌｅｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｆｏｒｄｉｓｔａｎｔｏｒｇａｎｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｄｉｇ

ＤｉｓＳｃｉ，１９９７，４２（８）：１７８３－１７８８．

［９］　ＢｒａｓｅｌｍａｎｎＳ，ＴａｙｌｏｒＶ，ＺｈａｏＨ，ｅｔａｌ．Ｒ４０６，ａｎｏｒａｌｌｙ

ａｖａｉｌａｂｌｅｓｐｌｅｅｎｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｂｌｏｃｋｓＦｃｒｅｃｅｐｔｏｒ

ｓｉｇｎａｌｉｎｇａｎｄｒｅｄｕｃｅｓｉｍｍｕｎｅｃｏｍｐｌｅｘｍｅｄｉａｔｅｄｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ

［Ｊ］．ＪＰｈａｒｍａｃｏｌＥｘｐＴｈｅｒ，２００６，３１９（３）：９９８－

１００８．

［１０］鲁正，朱言亮，何长林，等．大鼠急性胰腺炎反应中脾

脏对肠屏障功能的影响 ［Ｊ］．中国普通外科杂志，

２００５，１４（５）：３３５－３３７．

［１１］ ＹｕｋｉｏＭ，ＫａｚｕｎｏｒｉＴ，ＫａｚｕｈｉｋｏＳ，ｅｔａｌ．Ｄｏｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ

ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｐｌａｙａｎｅｓｓｅｎｔｉａｌｒｏｌｅｉｎｔｈｅｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｃｕｔｅ

ｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓｉｎｒａｔｓ？［Ｊ］．Ｐａｎｃｒｅａｓ，２００３，２７（３）：２５３－

２６０．

６３２




