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ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ信号转导通路在重症急性胰腺炎
胰腺损伤中的作用

张成，栾正刚，郭仁宣，葛春林

（中国医科大学附属第一医院 普通外科，辽宁 沈阳 １１０００１）

　　摘要：目的　探讨磷脂酰肌醇 ３激酶／蛋白激酶 Ｂ（ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ）信号转导通路对重症急性胰腺炎
胰腺损伤的作用。方法　健康成年雄性 ＳＤ大鼠 ３０只，随机分为对照组、ＳＡＰ组（Ｓ组）和 ＳＡＰ＋ｗｏｒｔ

ｍａｎｎｉｎ（Ｓ＋Ｗ）组，每组１０只。胆胰管内逆行注射法制作 ＳＡＰ模型。制模６ｈ后取胰腺组织，检测各组

含水量、ＭＰＯ水平及病理改变；采用酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）及 ＲＴＰＣＲ技术检测胰腺组织 ＴＮＦα和

ＩＬ１β的蛋白及 ｍＲＮＡ的变化、蛋白印迹（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）法检测 ｐＰＫＢ的活性变化。结果　制模 ６ｈ后

Ｓ组和 Ｓ＋Ｗ组较对照组胰腺组织含水量增加（Ｐ＜０．０１），ＭＰＯ水平明显升高（Ｐ＜０．０１）；病理学发

现胰腺明显出血、坏死和炎性细胞浸润；胰腺组织 ＴＮＦα和 ＩＬ１β的蛋白及 ｍＲＮＡ水平明显增加

（Ｐ＜０．０１），ｐＰＫＢ水平明显升高（Ｐ＜０．０１）。Ｓ＋Ｗ 组较 Ｓ组胰腺组织水肿及病理改变减轻

（Ｐ＜０．０１）、ＭＰＯ水 平 降 低 （Ｐ＜０．０１），同 时 ＴＮＦα和 ＩＬ１β的 蛋 白 含 量 及 ｍＲＮＡ表 达 减 少

（Ｐ＜０．０１），ｐＰＫＢ水平降低（Ｐ＜０．０１）。结论　ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ信号传导通路被激活是重症急性胰腺炎

胰腺损伤的重要发病机制之一。
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　　 重 症 急 性 胰 腺 炎 （ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ，
ＳＡＰ）时胰腺组织常出现明显的出血、坏死及炎性
细胞浸润，并且产生大量炎性介质，成为全身炎症

级链反应的始动环节。近年发现，磷脂酰肌醇

３激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）信号转
导通路在脓毒败血症、过度机械通气等炎症反应

过程中发挥了重要的调节作用，抑制 ＰＩ３Ｋ信号转
导通路的激活可以明显减轻这些炎症反应［１－２］。

也有研究发现，阻断 ＰＩ３Ｋ转导通路可明显减弱蛙
皮缩胆囊肽刺激胰腺细胞造成的胰蛋白酶原激

活［３－４］。基于此，本课题拟通过研究 ＰＩ３Ｋ信号转
导通路在 ＳＡＰ胰腺损伤中的作用，以了解 ＳＡＰ的
发病机制。

１　材料与方法

１．１　动物分组与 ＳＡＰ模型的建立
健康成年雄性 ＳＤ大鼠 ３０只，体重２５０～３００ｇ，

购自中国医科大学动物部。随机分为对照组、

ＳＡＰ组（Ｓ组）和 ＳＡＰ＋ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ（ＰＩ３Ｋ抑制剂，
Ｓｉｇｍａ公司）组（Ｓ＋Ｗ 组），每组 １０只。大鼠实验
前 １２ｈ禁食，自由饮水。用２％戊巴比妥钠［东北
制药厂产品，０．１ｍＬ／１００ｇ（体重）］腹腔内注射麻
醉后，取上腹正中切口，进入腹腔后提起十二指肠

显露胰腺，从乳头处的十二指肠壁进针，逆行穿刺

胆胰管并固定；同时用动脉夹阻断胆胰管的肝门

端，以 ０．２ｍＬ／ｍｉｎ的速度向胆胰管内匀速注入体
积分 数 为 ５％ 的牛磺胆 酸钠 １ｍＬ／ｋｇ（体 重）
（Ｓｉｇｍａ公司）；注射后用动脉夹夹闭穿刺处 ５ｍｉｎ，
以防药液溢出并保持胰管内压力，然后关腹。对

照组以相同给药途径注射等量生理盐水。Ｓ＋Ｗ
组于制模前 ４ｈ腹腔注射 ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ１．４ｍｇ／ｋｇ［５］；
对照组和 ＳＡＰ组制模前给予等量对应溶剂。各组
大鼠在模型制成 ６ｈ后处死，取胰腺组织待测。
１．２　检测指标及方法
１．２．１　胰腺组织病理学检查　常规制作石蜡切
片并 ＨＥ染色。病理评分标准按 Ｋｕｓｓｋｅ［６］法，根据
出血、坏死面积及炎性细胞浸润数量进行评分

（分别给予 ０～４分），定量分析其病损程度。
１．２．２　胰腺湿／干重比率测定　将称重的大鼠胰
腺于１６０℃烘烤２４ｈ，再称重，计算湿／干重比率。

１．２．３　胰腺髓过氧化物酶（ＭＰＯ）检测　严格按
照试剂盒（南京建成生物试剂公司）说明书操作。

１．２．４　酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测胰腺组
织肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα）和白细胞介素 １β
（ＩＬ１β）的含量　胰腺组织称重后，－２０℃制成
１０％匀浆，离心取上清液。具体步骤严格按说明
书操作（ＥＬＩＳＡ试剂盒购自美国 Ｇｅｎｚｙｍｅ公司）。
１．２．５　免疫印迹（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）检测胰腺组织
ＰＫＢ及 ｐＰＫＢ的活性　胰腺组织加入 ４倍体积细
胞裂解液，进行研磨和超声裂解，１００００ｒ／ｍｉｎ离
心 ２０ｍｉｎ；收集上清液，考马斯亮蓝法进行蛋白定
量。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分离样品（４０μｇ）后电转移至硝
酸纤维膜上，封闭后，加入一抗（ＰＫＢ或 ｐＰＫＢ）
（１∶１０００，ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司），室温下
免疫沉淀１ｈ，摇洗后加入标记二抗（１∶２０００），室
温下作用 ２ｈ。增强化学发光（ＥＣＬ）浸膜，显影。
照片在图像分析仪上进行分析定量，记录相应蛋

白条带的平均光强度值（ＯＤ），并计算 ｐＰＫＢ和
ＰＫＢ吸光度值的比值。
１．２．６　逆转录 －聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测
胰腺组织 ＴＮＦαｍＲＮＡ和 ＩＬ１βｍＲＮＡ的变化　
（１）ＲＮＡ提取：ＴＲＩｚｏｌ一步法提取 ＲＮＡ。（２）反转
录：采用 ＴａＫａＲａ公司试剂盒合成 ｃＤＮＡ。（３）ＰＣＲ
扩增：大鼠 ＴＮＦα引物序列上游为 ５′ＧＧＣＣＡＣ
ＣＡＣＧＣＴＣＴＴＣＴＧ３′，下 游 为 ５′ＧＣＣＡＴＴＧＧＣＣＡＧ
ＧＡＧＧＧＣ３′，扩增片段 ２２９ｂｐ。ＩＬ１β引物序列上
游为 ５′ＡＧＡＡＧＣＴＧＴＧＧＣＡＧＣＴＡＣＣＴ３′；下游为 ５′
ＴＴＧＧＧＡＴＣＣＡＣＡＣＴＣＴＣＣＡＧ３′，扩增片段 ４００ｂｐ。
βａｃｔｉｎ 引 物 序 列 上 游 为 ５′ＧＣＣＡＡＣＣＧＴ
ＧＡＡＡＡＧＡＴＧ３′，下 游 为 ５′ＣＣＡＧＧＡＴＡＧＡＧＣＣＡＣ
ＣＡＡＴ３′，扩增片段 ７００ｂｐ。ＰＣＲ反应条件：９４℃，
２ｍｉｎ，预变性；然后以 ９４℃，３０ｓ，５８℃，３０ｓ，
７２℃，４０ｓ，进行 ３０个循环后，７２℃１０ｍｉｎ延伸。
反应完成后将 ＰＣＲ扩增产物（ＴＮＦα，ＩＬ１β和
βａｃｔｉｎ的 ｃＤＮＡ）用 １．５％琼脂糖凝胶电泳检测。
凝胶用美国 Ｋｏｄａｋ凝胶扫描分析系统扫描，计算
目的基因与相对 βａｃｔｉｎ表达量的比值。
１．３　统计学处理

所有数据均以 ｘ±ｓ表示。组间差异采用单因
素方差分析或 ｔ检验。数据经 ＳＰＳＳ１１．０统计分
析软件处理完成。
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２　结　果

２．１　胰腺湿／干重比值及 ＭＰＯ的变化
与对照组比较，Ｓ组的胰腺组织湿／干重比值

和 ＭＰＯ水平明显升高（Ｐ＜０．０１）。Ｓ＋Ｗ组的升
高趋势被明显抑制（Ｐ＜０．０１）（表 １）。
２．２　胰腺组织学评分

Ｓ组成模后大体可见胰腺明显肿胀、出血、坏
死及血性腹水形成。Ｓ＋Ｗ 组胰腺的肿胀、坏死
及血性腹水明显减轻。显微镜下可见，Ｓ组胰腺
出现明显出血、灶状坏死和炎性细胞浸润，而

Ｓ＋Ｗ组坏死及炎性细胞浸润明显减少（表 １）。
表１　３组大鼠胰腺组织湿干重比值、ＭＰＯ及病理组织学的

变化（ｘ±ｓ）

分组 　湿／干比值 　ＭＰＯ活性（Ｕ／ｇ） 　病理学评分
对照 　１．４４±０．２２ 　０．２５±０．０６ 　０．１９±０．０３
Ｓ 　２．８１±０．３５１） 　０．９１±０．１３１） 　９．７２±１．０６１）

Ｓ＋Ｗ 　１．９３±０．３０２） 　０．５６±０．０５２） 　４．３２±０．７４２）

　　注：１）与对照组比较，Ｐ＜０．０１；２）与Ｓ组比较，Ｐ＜０．０１

２．３　胰腺组织 ＴＮＦα和 ＩＬ１β蛋白的变化
与正常对照组相比，Ｓ组胰腺组织中 ＴＮＦα

和 ＩＬ１β含量明显升高（Ｐ＜０．０１），而 Ｓ＋Ｗ 组
ＴＮＦα和 ＩＬ１β含量显著低于 Ｓ组（Ｐ＜０．０１）
（表 ２）。
２．４　胰腺组织 ＴＮＦα和 ＩＬ１βｍＲＮＡ的变化

对照组胰腺组织有少量 ＴＮＦα和 ＩＬ１βｍＲ
ＮＡ表达；Ｓ组胰腺组织 ＴＮＦα和 ＩＬ１βｍＲＮＡ表
达较对照组明显增加（Ｐ＜０．０１）。而 Ｓ＋Ｗ 组
ＴＮＦα和 ＩＬ１βｍＲＮＡ转录水平显著低于 Ｓ组
（Ｐ＜０．０１）（表 ２）（图 １）。
２．５　胰腺组织 ＰＫＢ和 ｐＰＫＢ活性的变化

对照组 ＰＫＢ总蛋白表达丰富，但磷酸化水平
较低。Ｓ组 ＰＫＢ磷酸化迅速升高，较对照组增加
明显（Ｐ＜０．０１）；Ｓ＋Ｗ 组 ＰＫＢ的磷酸化被明显
抑制，与 Ｓ组相比差异有极显著性（Ｐ＜０．０１）
（表 ２）（图 ２）。

表２　３组大鼠胰腺组织内ＴＮＦα，ＩＬ１β蛋白及ｍＲＮＡ含量和ＰＫＢ活性的变化（ｘ±ｓ）

分组 ＴＮＦα含量（ｐｇ／ｍＬ） ＩＬ１β含量（ｐｇ／ｍＬ） ＴＮＦαｍＲＮＡ表达 ＩＬ１βｍＲＮＡ表达 ｐＰＫＢ／ＰＫＢ值

对照 　４２．４±１２．２ 　３５．７±７．６ 　０．１４±０．０３ 　０．１７±０．０４ 　０．３９±０．０３

Ｓ 　３５０．８±９１．７１） 　２４９．５±５８．４１） 　０．７１±０．０６１） 　０．８３±０．１１１） 　０．６３±０．０８１）

Ｓ＋Ｗ 　１７０．６±５５．３２） 　８３．０±１５．８２） 　０．４２±０．０４２） 　０．２５±０．０４２） 　０．４２±０．０６２）

　　注：１）与对照组比较，Ｐ＜０．０１；２）与Ｓ组比较，Ｐ＜０．０１
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　　　　图１　大鼠胰腺组织内ＴＮＦα和ＩＬ１βｍＲＮＡ的表达
１：对照组；２：Ｓ组；３：Ｓ＋Ｗ组；Ｍ：ｍａｒｋｅｒ

图２　大鼠胰腺组织内ＰＫＢ及ｐＰＫＢ的表达变化
１：对照组；２：Ｓ组；３：Ｓ＋Ｗ组

３　讨　论

目前认为，胰腺细胞内胰蛋白酶原的异位激

活［７］、钙离子的异常内流及核因子 ＮＦκＢ的过度
活化［８］是炎症早期的特征性病理改变。这些改变

均与细胞内多种信号转导通路的活化密切相关。

由于 ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ信号转导通路反应迅速，使细胞
能对致病因子的刺激及时反应，因而在机体的炎

症与免疫过程中发挥了关键作用。研究表明，细

菌内毒素（ＬＰＳ）、过敏毒素 Ｃ５ａ等可与各自受体
结合，通过 Ｇ蛋白偶联受体的细胞内羧基端激活
ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ转导通路，进而活化 ＮＦκＢ；此过程在
炎症反应中发挥了核心的调节作用。

ＰＩ３Ｋ是普遍存在于各种细胞的异二聚体酯
类激酶复合物。研究显示，细胞内 ＰＩ３Ｋ活化后，
ＰＩ３Ｋ的产物磷脂酰肌醇３，４Ｐ２和磷脂酰肌醇３，
４，５Ｐ３可以直接激活 ＰＩ３Ｋ的直接下游 ＰＫＢ；活
化的 ＰＫＢ可以导致 ＩκＢα磷酸化，使 ＩκＢα与核因

０７９
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子 ＮＦκＢ解离，ＮＦκＢ被活化并入核，结合到特
定的启动子或促进子上，进而提高炎性介质基因

的转录活性［９－１０］，最终导致细胞产生大量的炎性

细胞因子。

本实验显示，ＳＡＰ模型制成 ６ｈ后，胰腺组织
出现明显的水肿及坏死灶，镜下可见大量炎性细

胞浸润和局灶性坏死。这说明 ＳＡＰ模型建立成
功。结果还发现，正常胰腺组织中 ＰＫＢ总蛋白表
达较为丰富，但磷酸化 ＰＫＢ的水平较低，ＳＡＰ形
成后 ＰＫＢ磷酸化显著高于正常对照组。表明 ＳＡＰ
大鼠胰腺组织内 ＰＩ３Ｋ信号转导通路显著活化并
参与了炎性反应的产生。此外胰腺组织内 ＴＮＦα
和 ＩＬ１βｍＲＮＡ水平及蛋白含量在 Ｓ组明显增加，
使用 ＰＩ３Ｋ信号转导通路抑制剂 ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ后，胰
腺组织内 ＰＫＢ的活化被明显抑制，胰腺的病理组
织学改变明显缓解，坏死及炎性细胞浸润明显减

少，作为代表中性粒细胞浸润程度的 ＭＰＯ水平也
显著降低，胰腺的含水量明显减少，ＴＮＦα和
ＩＬ１βｍＲＮＡ的表达及蛋白的含量也明显下降。
说明 ＰＩ３Ｋ信号转导通路调控了 ＳＡＰ时胰腺组织
的炎症反应，并调节了炎性介质 ＴＮＦα和 ＩＬ１β
的产生，进而在 ＳＡＰ的全身炎症反应中发挥作用。

近期有研究发现，用 ＰＩ３Ｋ基因敲除鼠制成的
胰腺炎模型，胰腺组织内细胞坏死明显减少，而

作为保护性因素的细胞凋亡却明显增加，同时胰

腺及肺脏组织内中性粒细胞的浸润明显减少，胰

腺炎症反应明显减轻［３］。ＧｕｋｏｖｓｋｙＩ等［４］发现，

ＰＩ３Ｋγｐ１１０亚单位是调节胰腺细胞炎症反应的
关键；这种调节作用是通过对胰腺细胞钙离子内

流、胰蛋白酶原激活及核因子活化的调控而发挥

作用的。本研究显示 ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ具有明显的减轻
胰腺炎症反应的作用。此结果与之相符。这将

有助于从新的角度认识 ＳＡＰ的发病本质，并为采
取积极的干预措施提供理论依据。

关于 ＳＡＰ时胰腺组织内 ＰＩ３Ｋ信号转导通路
被活化的机制仍不清楚。异位激活的胰蛋白

酶［１１］、肠道细菌内毒素移位入血［１］、氧自由基产

生增多都可能直接活化 ＰＩ３Ｋ；目前尚不明了这是

一种抑或多种刺激因素联合作用的结果。
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