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氯膦酸二钠脂质体对大鼠重症急性胰腺炎肺损伤的影响及与

Akt、MAPK（ERK1/2）通路的关系
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摘   要 目的：探讨氯膦酸二钠脂质体（LC）对大鼠重症急性胰腺炎（SAP）肺损伤的影响及与 Akt、MAPK
（ERK1/2）通路的关系。

方法：将 48 只 SD 大鼠随机均分为假手术组、SAP 模型组（模型组）、SAP 模型 +LC 处理组（LC 组），

后两组采用膜下注射 5% 牛磺胆酸钠制作 SAP 模型，并分别于造模后尾静脉注射空白脂质体与 LC。各

组分别于术后 2、6�h 后检测血清淀粉酶（AMS）、IL-6、TNF-α 的含量，观察肺组织病理学变化，及

肺组织中 Akt 和 MAPK（ERK1/2）的表达。

结果：与假手术组比较，模型组与 LC 组血清 AMS、IL-6 及 TNF-α 含量、肺组织病理学评分，肺组织

Akt 和 MAPK（ERK1/2）表达水平均明显升高，且均随时间延长而更加明显（均 P<0.05），但 LC 组

的上述指标在各时间点上均明显低于模型组（均 P<0.05）。

结论：LC 有减轻大鼠 SAP 肺损伤的作用，机制可能与肺泡巨噬细胞吞噬 LC 后，Akt 和 MAPK（ERK1/2）

信号通路抑制，从而减少炎症细胞因子的释放有关。

关键词 胰腺炎，急性坏死性；肺损伤；氯膦酸；巨噬细胞，肺泡
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Abstract Objective: To investigate the effect of liposomal clodronate(LC) on lung injury secondary to severe acute 
pancreatitis (SAP) in rats and its relations with Aktand MAPK (ERK1/2) pathways. 
Methods: Forty-eight SD rats were equally randomized into sham operation group, SAP model group (model group) 
and SAP model plus LC treatment group (LC group), and in the latter two groups, SAP model was created by injection 
of 5% sodium taurocholate beneath the pancreatic capsule, and after that were given naked liposome and LC respectively 
by tail vein injection. In each group at 2 and 6 h after operation, the serum levels of amylase (AMS), IL-6, and TNF-αwere 
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急性胰腺炎（AP）是常见的外科急腹症，尤

其 是 重 症 急 性 胰 腺 炎 （ S A P ） 临 床 表 现 凶 险 ， 病

死率高达30% [1]。发生SAP时，大量的炎症细胞浸

润 及 炎 症 因 子 释 放 ， 引 发 过 度 炎 症 反 应 最 终 造 成

全身炎症反应综合征（SIRS），甚至导致多器官

功能障碍综合征（MODS） [2]。肺是在SAP发生时

最易受到侵害的器官，急性肺损伤（ALI）是SAP

最常见的并发症。肺巨噬细胞（AM）在SAP肺损

伤 中 发 挥 重 要 作 用 ， 激 活 的 A M 可 释 放 大 量 的 炎

症细胞因子如白介素6（IL-6）和肿瘤坏死因子α

（TNF-α），最终引起全身多器官的损伤[3]。

氯 膦 酸 二 钠 （ c l o d r o n a t e ） 是 一 种 人 工 合 成

的 双 膦 酸 脂 ， 是 一 种 破 骨 细 胞 抑 制 剂 ， 临 床 多 用

于骨质疏松的治疗 [4]。有研究 [5]表明，巨噬细胞可

吞噬注入人体内的氯膦酸二钠脂质体（liposomal �

c l o d r o n a t e ， L C ） ， 消 化 脂 质 体 释 放 氯 膦 酸 二

钠 ， 在 巨 噬 细 胞 内 聚 集 达 到 一 定 浓 度 后 ， 巨 噬

细 胞 失 去 活 性 并 凋 亡 。 研 究 [ 6 - 7 ]表 明 ， 炎 症 细 胞

因 子 的 基 因 转 录 及 表 达 需 要 活 化 核 转 录 因 子 κ B

（ N F - κ B ） ， 其 中 N F - κ B 的 活 化 与 磷 酸 肌 醇 3 -

激 酶 （ P I 3 - K ） 和 丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶 [ m i t o g e n -
act iva ted � prote in � kinase，MAPK（ERK1/2）]信

号 通 路 有 关 �。 通 过 P I 3 - K 信 号 通 路 介 导 蛋 白 激 酶

（protein � kinase �B，Akt）以及MAPK（ERK1/2）

信号通路介导MAPK活化，促使巨噬细胞增殖、分

化，最终释放大量炎症细胞因子。本研究将LC注

入SAP大鼠体内，观察其对肺损伤及Akt和MAPK

（ERK1/2）活性的影响，讨论clodronate对SAP大

鼠肺损伤的保护作用及机制。

1　材料与方法

1.1  材料

体 质 量 3 5 0 � g 左 右 S D 大 鼠 （ 江 苏 大 学 动 物 中

心 提 供 ） ； 氯 膦 酸 二 钠 （ 上 海 伟 进 生 物 科 技 有 限

公司）；牛磺胆酸钠（美国Sigma公司）；IL-6、  

TNF -α � ELISA试剂盒（美国Invi t r ogen公司）；

兔抗人P -Akt单克隆抗体、兔抗人P -p44/42MAPK

（ERK1/2）单克隆抗体（美国Cell�Signaling公司）。 

1.2  方法

1.2.1  LC  的制备参照文献  [8]　制备大直径多层脂

质体，获得浓度约为  5 �mg/mL  的  LC  悬液，并测定

脂质体中氯膦酸二钠包封率约为  6%。相同方法制

作空白脂质体。

1.2.2  动 物 分 组 及 处 理　SD  大 鼠  48  只， 随 机 分

为 3 组：假手术组、模型组（SAP+ 空白脂质体组）、 

LC 组（SAP+clodronate 脂质体组）。各组又随机分为

两小组：术后 2�h 组和术后 6�h 组。大鼠术前 12�h 禁

食，自由饮水，麻醉按大鼠体质量（2�mg/kg）肌肉

注射氯胺酮。成功麻醉后，模型组和  LC  组行开腹

胰腺被膜下均匀注射  5 �%  牛磺胆酸钠（2 �mL/kg）

制 作  SAP  模 型  [9]， 假 手 术 组 行 开 腹 胰 腺 被 膜 下 均

匀注射生理盐水（2�mL/kg）模拟胰腺被膜穿刺操作。

成功造模后，假手术组、模型组、LC 组分别经大鼠

尾静脉注射生理盐水、空白脂质体、LC（4�mL/kg， 

0.5 �mL/min）。脂质体注射时予以常温下静置  3 �h，

注射前摇晃均匀，整个注射过程保持常温。2、6 �h

后分别处死动物。

1.2.3  标本测定　2、6�h 各组大鼠肠系膜上静脉取

血 2�mL，离心 10�min�，离心机转速 3 000� r/min，�

-20 �℃保存离心所得上层血清。测定各个时相的血

清 淀 粉 酶（amylase，AMS）、IL-6、TNF-α（ 严

格按照试剂盒说明书）。

1.2.4  肺组织形态学观察　2、6 � h 各组大鼠取左

下肺组织标本 2 � cm 左右，40 � g/L 甲醛溶液固定，

修剪、脱脂、石蜡包埋和切片，苏木精 - 伊红（HE）

染色后观察其病理改变。评分标准见文献 [10]。按

照 试 剂 盒 说 明 书 采 用 链 霉 素 抗 生 物 素 蛋 白 过 氧 化

measured, and pathological changes, as well as Akt and MAPK (ERK1/2) expressions in the lung tissue were observed. 
Results: In both model group and LC group compared with sham operation group, the serum levels of AMS, 
IL-6 and TNF-α,the pathological score, and the expression levels of Akt and MAPK (ERK1/2) were significantly 
increased, and all became evident as time went on (all P<0.05), but all above parameters in LC group were 
significantly lower than those in model group at each time point (all P<0.05). 
Conclusion: LC has alleviative effect against SAP-induced lung injury in rats, and the mechanism may be 
associated with reduced inflammatory factors that result from inhibition of Akt and MAPK (ERK1/2) signaling 
pathways after LC uptake by alveolar macrophages.

Key words Pancreatitis, Acute Necrotizing; Lung injury; Clodronic Acid; Macrophages, Alveolar
CLC number: R657.5
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酶（streptavidin-perosidase，SP） 免 疫 组 化 方 法

测定肺组织 Akt、MAPK（ERK1/2）的表达。免疫

组 化 评 分（HIS） 标 准 见 文 献 [11]，HIS= 染 色 细 胞

数量 × 染色强度评分。

1.3  统计学处理

实 验 结 果 以 均 数 ± 标 准 差 （ x ± s ） 表 示 ， 采

用SPSS � 16.0统计软件进行数据分析，采用单因素

方 差 分 析 ， 方 差 不 齐 采 用 K r u s k a l - W a l l i s 检 验 ，

P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  LC 对 SAP 大鼠血清 AMS、IL-6、TNF-α 的

影响

与假手术组比较，模型组和LC组血清AMS、

IL -6、TNF -α含量均明显升高，且随时间延长而

逐渐增加（均P <0.05），与模型组比较，LC组血

清AMS、IL-6、TNF-α含量在2 �h和6 �h均明显降低

（均P<0.05）（图1）。

2.2  肺组织病理理学检查

假 手 术 组 肺 组 织 结 构 清 晰 ， 肺 泡 壁 完 整 ， 间

质无渗出；模型组2 � h部分肺泡壁破裂，肺泡腔融

合，少量单核巨噬细胞及中性粒细胞浸润；6 � h大

部 分 肺 泡 壁 破 裂 ， 肺 泡 腔 大 面 积 融 合 ， 大 量 炎 症

细胞浸润，肺组织结构紊乱；LC组肺组织病理变

化趋势与模型组相似，但损伤程度较轻（图2）。

病 理 学 评 分 结 果 显 示 ， 与 假 手 术 组 比 较 ， 模 型 组

及LC组，肺组织病理评分评分均明显升高，且均

随时间延长而增加（均 P <0.05），但LC组各时间

点评分均低于模型组（均P<0.05）（图3）。
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图 1　各组血清 AMS、IL-6、TNF-α 水平比较
Figure 1　Comparison of serum levels ofAMS, IL-6 and TNF-α among groups

图 2　各组肺组织病理变化（HE×200）　　A：假手术组 2�h；B：模型组 2�h；C：LC 组�2�h；D：假手术组 6�h；E：模型组 6�h；
F：LC 组 6�h

Figure 2　Pathological changes of lung tissues in each group (HE×200)　　A: Sham operation group 2 h; B: Model group 2 h; C: LC group 2 h; 
D: Sham operation group 6 h; E: Model group 6 h; F: LC group 6 h
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图 3　各组肺组织病理评分比较
Figure 3　Comparison of pathological score of lung tissue among groups
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2.3  免疫组化检测肺组织 Akt 表达

肺 组 织 A k t 的 表 达 主 要 存 在 肺 巨 噬 细 胞 的 细

胞 质 内 ， 呈 棕 黄 色 颗 粒 状 。 模 型 组 和 L C 组 A k t 表

达 量 均 较 假 手 术 组 明 显 增 多 ， L C 组 A k t 表 达 量 较

模型组减少（图4）；免疫组化评分结果显示，与

假 手 术 组 比 较 ， 模 型 组 与 L C 组 肺 组 织 A k t 免 疫 组

化 评 分 均 明 显 升 高 ， 且 均 随 时 间 延 长 而 增 加 （ 均

P<0.05），LC组肺组织Akt免疫组化评分在各时间

点均低于模型组（均P<0.05）（图5）。
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图 5　各组肺组织 Akt 免疫组化评分比较
Figure 5　Comparison of immunohistochemical score forAkt in 

lung tissue among groups

2.4  免疫组化检测肺组织 MAPK（ERK1/2）表达

M A P K （ E R K 1 / 2 ） 的 表 达 存 在 肺 巨 噬 细 胞

细 胞 质 ， 淡 黄 色 小 颗 粒 。 模 型 组 和 假 手 术 组 相 比

较 ， A k t 的 表 达 量 明 显 增 多 ， L C 组 和 假 手 术 组 相

比 较 ， A k t 的 表 达 量 增 多 ， 但 较 组 表 达 明 显 减 少

（图6）。与假手术组比较，模型组与LC组肺组织

MAPK（ERK1/2）免疫组化评分均明显升高，且

均随时间延长而增加（均 P <0.05），但LC组肺组

织MAPK（ERK1/2）免疫组化评分在各时间点均

低于模型组（均P<0.05）（图7）。

A B C

D E F

图 4　免疫组化检测肺组织 Akt 表达（×200）　　A：假手术组 2�h；B：模型组 2�h；C：LC 组�2�h；D：假手术组 6�h；�

E：模型组 6�h；F：LC 组 6�h
Figure 4　Immunohistochemical staining for Aktexpression in lung tissue (×200)　　A: Sham operation group 2 h; B: Model group 2 h;  

C: LC group 2 h; D: Sham operation group 6 h; E: Model group 6 h; F: LC group 6 h
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图 7　各组肺组织 MAPK（ERK1/2）免疫组化评分比较
Figure 7　Comparison of immunohistochemical score forMAPK 

(ERK1/2) in lung tissue among groups

3　讨　论

肺 是 S A P 时 胰 腺 外 器 官 中 最 早 受 到 损 害 的 器

官 ， 在 S A P 早 期 合 并 肺 损 伤 可 高 达 7 0 % [ 1 2 ]。 S A P

时 ， 多 种 炎 症 介 质 大 量 释 放 入 血 ， 通 过 血 液 循 环

到 达 肺 组 织 ， 致 使 肺 脏 功 能 严 重 降 低 ， 形 成 严 重

的低氧血症、急性呼吸窘迫综合征（ARDS）等。

肺受损后，AM大量活化，产生和释放更多的炎症

介质，可引起SIRS，甚至MODS。AM促进肺组织

早期炎症反应，药物通过抑制AM活化，可减轻肺

组织的损害。程石等[13-15]研究表明，氯化钆可通过

抑制AM中NF-κB活化，使得促凋亡信号通路占优

势，促进AM凋亡，减少炎症介质的分泌，最终减

轻肺损伤。

L C 注 入 体 内 后 ， 形 成 有 毒 性 的 腺 苷 三 磷 酸

（ATP）类似物，被巨噬细胞吞噬，致使巨噬细胞

选 择 性 凋 亡 。 体 内 其 它 细 胞 如 平 滑 肌 细 胞 ， 不 能

吞 噬 体 循 环 中 游 离 的 氯 膦 酸 二 钠 ， 同 时 氯 膦 酸 二

钠 的 半 衰 期 较 短 ， 对 体 内 除 吞 噬 细 胞 以 外 的 其 他

细胞无明显影响[16]。

Akt是一种丝氨酸/苏氨酸（Ser/Thr）激酶，

其 活 化 需 要 通 过 P I 3 - K 信 号 通 路 。 部 分 磷 酸 肌 醇

能 够 磷 酸 化 A k t 结 构 相 应 位 点 激 活 A k t ， 使 P I 3 - K

信 号 通 路 下 游 的 S e r / T h r 磷 酸 化 ， 促 进 巨 噬 细 胞

的 增 殖 、 分 化 [ 1 7 ]。 此 外 ， A k t 可 调 控 抗 凋 亡 和 促

凋亡基因的转录，从而调节细胞凋亡的过程 [ 18]。

M A P K 同 样 是 一 种 S e r / T h r 激 酶 ， 活 化 的 M A P K 参

与单核/巨噬细胞、中性粒细胞的功能性反应，其

中p38MAPK能进一步磷酸化低分子热休克蛋白，

促进炎症细胞因子产生 [ 19]。通过免疫组化法观察

A B C

D E F

图 6　免疫组化检测肺组织 MAPK（ERK1/2）表达（×200）　　A：假手术组 2�h；B：模型组 2�h；C：LC 组�2�h；D：假手
术组 6�h；E：模型组 6�h；F：LC 组 6�h

Figure 6　Immunohistochemical staining for MAPK (ERK1/2)expression in lung tissue (×200)　　A: Sham operation group 2 h; B: Model 
group 2 h; C: LC group 2 h; D: Sham operation group 6 h; E: Model group 6 h; F: LC group 6 h
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SAP大鼠肺组织中Akt和MAPK（ERK1/2）的表达

情 况 ， 可 了 解 体 内 炎 症 的 轻 重 程 度 ， 进 而 可 确 认

LC减轻SAP相关肺损伤的机制 [20]。与假手术组相

比，模型组肺组织中Akt和MAPK（ERK1/2）的表

达 明 显 增 多 ， 提 示 在 S A P 相 关 肺 损 伤 中 ， 通 过 激

活PI3-K/Akt和MAPK（ERK1/2）信号通路，炎症

细胞因子可促进Akt和MAPK（ERK1/2）的表达，

最 终 促 使 巨 噬 细 胞 增 殖 、 分 化 ， 大 量 炎 症 细 胞 因

子，最终导致全身各个器官损伤。LC组较模型组

肺组织Akt和MAPK（ERK1/2）的表达减少，说明

LC能够抑制PI-3K/Akt和MAPK（ERK1/2）信号通

路，减少Akt和MAPK（ERK1/2）的表达，减轻炎

症反应。

本 实 验 通 过 检 测 S A P 大 鼠 肺 组 织 中 A k t 和

MAPK（ERK1/2）的表达及血清中AMS、IL -6及

TNF -α的水平，了解LC治疗前后，肺组织中Akt

和MAPK（ERK1/2）的活性及血清中AMS、IL -6

及TNF-α水平的变化。结果显示，注入LC后，血

清AMS、IL -6及TNF -α明显下降，肺组织的病理

损 害 显 著 减 轻 ， 病 理 学 评 分 降 低 。 本 研 究 表 明 ，

LC能阻断Akt和MAPK（ERK1/2）信号通路，减少

肺组织中Akt、MAPK（ERK1/2）的表达，减少炎

症细胞因子释放，减轻炎症反应，进而阻止SAP多

脏器损伤的进一步发展。LC是否对肺巨噬细胞有

促进凋亡作用，有待于进一步深入研究。
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