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急性坏死性胰腺炎大鼠胰腺高迁移率族蛋白－１
的表达及意义
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　　摘要：目的　探讨急性坏死性胰腺炎（ＡＮＰ）大鼠模型胰腺组织高迁移率族蛋白 －１（ＨＭＧＢ１）的
表达及其意义。方法　７２只大鼠随机分成３组，即对照组、ＡＮＰ组和正丁酸钠治疗组（治疗组）。逆行
性胰胆管注射５％牛磺胆酸钠建立 ＡＮＰ模型。ＥＬＩＳＡ法检测血清 ＴＮＦα和 ＩＬ１β水平；ＲＴＰＣＲ法检测
胰腺组织 ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ的表达，并观察其病理变化。结果　ＡＮＰ组血清 ＴＮＦα和 ＩＬ１β水平在 ＡＮＰ
建模后 ６ｈ达高峰，１２ｈ下降。ＡＮＰ组大鼠胰腺组织 ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ表达水平在 ＡＮＰ后 １２ｈ明显升高，
至 ２４ｈ仍维持在较高水平。治疗组胰腺组织 ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ表达水平在 ＡＮＰ后 １２，２４ｈ明显低于 ＡＮＰ
组（Ｐ＜０．０５），且同期胰腺损伤比 ＡＮＰ组轻（Ｐ＜０．０５）。建模后 ２４ｈ血清 ＴＮＦα和 ＩＬ１β水平 ＡＮＰ
组与治疗组间差异无显著性。结论　ＨＭＧＢ１作为晚期炎症因子参与了 ＡＮＰ的全身炎症反应。ＨＭＧＢ１
抑制剂正丁酸钠能降低 ＡＮＰ大鼠胰腺组织 ＨＭＧＢ１基因表达水平，减轻 ＡＮＰ胰腺组织的损伤。
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第５期 朱峰，等：急性坏死性胰腺炎大鼠胰腺高迁移率族蛋白－１的表达及意义

　　高迁移率族蛋白 －１（ｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｂｏｘ１，
ＨＭＧＢ１）是一类广泛存在于真核细胞内的非组核
蛋白。近年的研究结果［１］表明，ＨＭＧＢ１可能由巨
噬细胞分泌，作为重要的晚期炎症介质参与了脓

毒症的病理生理过程。笔者通过急性坏死性胰腺

炎（ａｃｕｔｅｎｅｃｒｏｔｉｚｉｎｇｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ，ＡＮＰ）大鼠模型，探
讨 ＨＭＧＢ１在 ＡＮＰ大鼠发病机制中所起的作用及
其意义，旨在为 ＡＮＰ的治疗提供新思路。

１　材料与方法

１．１　动物模型与分组
雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠 ７２只，体重 ２００～２５０ｇ，随

机分成 ３组，每组各 ２４只，即对照组，ＡＮＰ组，正
丁酸钠治疗组（治疗组）。实验前大鼠禁食 ２４ｈ，
自由饮水。２．５％戊巴比妥钠［３５ｍｇ／ｋｇ（体重）］
腹腔注射麻醉。腹正中切口，进入腹腔，找到胆

总管及胰管，胰管逆行穿刺插管；为防止逆行进

入肝脏及十二指肠，近肝门及十二指肠乳头处暂

时夹闭胰胆管两端，以 １ｍＬ／ｋｇ剂量经胰管内缓
慢匀速注入 ５％牛磺胆酸钠溶液（Ｓｉｇｍａ公司）。
对照组胰管内缓慢匀速注入等量生理盐水。治疗

组于模型制备后 ０．５ｈ和 ４ｈ，两次分别经尾静脉
缓慢匀速正丁酸钠，每次剂量 ５００ｍｇ／ｋｇ。对照组
和 ＡＮＰ组模型制备后 ０．５ｈ，４ｈ尾静脉注射等量
生理盐水。

各组按模型制备后 ６，１２，２４ｈ分成 ３个亚
组，每组 ８只。于上述时点分别再次开腹自下腔
静脉采血，切取胰腺，待测。

１．２　主要检测指标及方法
１．２．１　血清肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα），白细胞
介素 １β（ＩＬ１β）　血样在室温下静置２ｈ，待析出
血清后，将血清分装冻存于 －８０℃待检测。采用
酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）法检测各时点血清
ＴＮＦα和 ＩＬ１β水 平 （ＥＬＩＳＡ检 测 试 剂 盒 购 自

Ｅｎｄｏｇｅｎ公司）。具体操作步骤按说明书进行。
１．２．２　胰腺组织 ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ的表达　采用逆
转录聚合酶链反应技术（ＲＴＰＣＲ）检测胰腺组织
中 ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ的表达（总 ＲＮＡ提取及逆转录
试剂盒均为 Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品），以三磷酸甘油醛
脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）作为内对照。大鼠 ＨＭＧＢ１序列
（扩增片段为 ６８０ｂｐ）：５′－ＡＴＧＧＧＣＡＡＡＧＧＡＧＡＴＣ
ＣＴＡ３′（上游）；５′－ＡＡＴＴＣＡＴＣＡＴＣＡＴＣＡＴＣＴＴＣＴ
３′（下游）。ＧＡＰＤＨ序列（扩增片段为 ３０９ｂｐ）：５′
－ＴＣＣＣＴＣＡＡＧＡＴＴＧＴＣＡＧＣＡＡ３′（上游）；５′－ＡＧ
ＡＴＣＣＡＣＡＡＣＧＧＡＴＡＣＡＴＴ３′（下游）。ＰＣＲ反应条
件：９４℃预变性 ３ｍｉｎ，９４℃４５ｓ，６１℃４０ｓ，７２℃
１ｍｉｎ；扩增３５个循环后７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃终止
反应。取 １０μＬ扩增产物经 １．５％琼脂糖凝胶电
泳（１２０Ｖ，４０ｍｉｎ），溴化乙锭染色后，于凝胶成像
分析系统（ＧＤＳ８０００）中进行条带密度扫描分
析。以 ＨＭＧＢ１与 ＧＡＰＤＨ 条 带 密 度 比 值 表 示
ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ的表达水平。
１．２．３　胰腺组织学评分　胰腺组织用 １０％中性
福尔马林液固定，石蜡包埋，切片，ＨＥ染色观察。
光镜下专人阅片，并进行组织学评分。胰腺组织

病理学评分采用的 Ｓｃｈｉｍｉｄｔ评分方法［２］。

１．３　统计学处理
数据均以 ｘ±ｓ表示。采用 ＳＰＳＳ１０．０软件行

ｔ检验及单因素方差分析，ＳＮＫｑ检验。Ｐ＜０．０５
为差异有显著性。

２　结　果

２．１　血清 ＴＮＦα和 ＩＬ１β水平的变化
ＡＮＰ组大鼠血清 ＴＮＦα和 ＩＬ１β水平在 ＡＮＰ

建模后迅速升高，约在 ６ｈ达高峰，之后迅速下
降，１２ｈ即大幅下降，然后一直维持至 ２４ｈ。治疗
组大鼠血清 ＴＮＦα和 ＩＬ１β水平均低于 ＡＮＰ组，
且在 ６ｈ和 １２ｈ差异显著（Ｐ＜０．０５）（表 １）。

表１　各组建模后各时点血清ＴＮＦα及ＩＬ１β检测值（ｎｇ／Ｌ，ｘ±ｓ）

组别 ｎ
血清ＴＮＦα检测值

６ｈ １２ｈ ２４ｈ

血清ＩＬ１β检测值

６ｈ １２ｈ ２４ｈ

对照 ８ ２０．１±５．４ ２１．９±４．９ ２０．４±６．２ １９．５±２．１ ２０．５±３．６ １８．７±２．５

ＡＮＰ ８ １５９．９±１８．７１） ７２．８±９．５１） ３７．８±８．１１） １２１．８±７．２１） ５６．６±８．３１） ４３．９±５．６１

治疗 ８ ９７．５±９．２１），２） ４５．０±５．７１），２） ３５．４±６．９１） ７８．６±８．８１），２） ３５．６±８．０１），２） ３３．４±５．２１）

　　　　注：１）与对照组比较Ｐ＜０．０５；２）与ＡＮＰ组比较Ｐ＜０．０５
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２．２　胰腺组织中 ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ表达水平的变化
ＡＮＰ组大鼠胰腺组织 ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ水平在

ＡＮＰ后 １２ｈ明显升高，至 ２４ｈ仍维持在较高水
平。治疗组胰腺组织 ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ水平 １２ｈ和
２４ｈ明显低于 ＡＮＰ组（Ｐ＜０．０５）（表 ２）（图 １）。

表２　各组建模后各时点胰腺组织 ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ的变
化（积分光密度比值，ｘ±ｓ）

组别 ｎ
各组动物胰腺组织ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ变化
６ｈ １２ｈ　　 ２４ｈ　　

对照 ８ ０．６０±０．１１ ０．６２±０．１３　　 ０．７０±０．１４　　
ＡＮＰ ８ ０．７８±０．１５ ２．１２±０．１６１）　 １．４５±０．２２１）　
治疗 ８ ０．７１±０．２０ １．３１±０．２１１），２） １．１３±０．１５１），２）

　　注：１）与对照组比较Ｐ＜０．０５；２）与ＡＮＰ组比较Ｐ＜０．０５
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　　图１　３组动物胰腺组织中 ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ的表达　　
Ａ：治疗组；Ｂ：ＡＮＰ组；Ｃ：对照组

２．３　正丁酸钠治疗对 ＡＮＰ大鼠胰腺组织损伤

的影响

对照组各时点腹腔内未见异常，胰腺轻度水

肿；光镜下，除局限间质水肿外，胰腺结构完全正

常。ＡＮＰ各组可见腹腔内有不等量的血性腹水，

胰腺体积增大，呈紫红至紫黑色，胰周组织也出

现不同程度的水肿，可见散在或成片的皂化斑。

ＡＮＰ各亚组镜下改变随时间的延长而逐渐加重。

光镜下，可见胰腺腺泡的病理改变表现为细胞周

界消失、细胞核崩解成碎片状，同时有明显的出

血、水肿及片状坏死，大量炎症细胞浸润。治疗

组可见胰腺体积增大，呈紫红色，胰周组织也出

现轻度水肿，各亚组腹腔内腹水和皂化斑明显减

少。光镜下，胰腺出血不明显，腺泡细胞变性和

腺小叶结构破坏程度较轻，炎症细胞浸润减少。

ＡＮＰ建模后 ２４ｈ时治疗组动物胰腺组织损伤较

ＡＮＰ组明显减轻（图 ２）（表 ３）。

!

!

图２　２４ｈ时胰腺组织的病理变化（×２００）　　Ａ：ＡＮＰ组；Ｂ：治疗组

表３　各组建模后各时点胰腺病理评分比较

组别
胰腺病理评分

６ｈ １２ｈ ２４ｈ

ＡＮＰ ５．８±０．４ ９．７±０．８ １１．８±１．２

治疗 ３．５±０．８ ５．５±０．５ 　７．０±０．９

Ｐ值 ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０１

３　讨　论

近年来已经认识到 ＡＮＰ早期大量炎症因子

过度 释 放 导 致 严 重 的 全 身 炎 症 反 应 综 合 征

（ＳＩＲＳ），是造成全身毛细血管渗漏综合征、多器

官功能不全综合征（ＭＯＤＳ）、多器官衰竭（ＭＯＦ）

的重要原因［３－４］。但本实验结果显示，早期释放

的炎症因子如 ＴＮＦα和 ＩＬ１β等均在 ＡＮＰ后迅
速升高至峰值，随即迅速下降。此时，炎症反应

和脏器损害仍在继续，提示可能有某些晚期炎症

因子参与了病理过程。

高迁移率族蛋白（ＨＭＧ）是一大类高度保守
的蛋白质，相对分子质量较低（约 ３０ｋＤ），带电荷
氨基酸含量丰富，因其在聚丙烯酰胺凝胶电泳中

迁移迅速而得名［５］。ＨＭＧＢ１是 ＨＭＧ家族成员之
一，既往的研究表明它是细胞核内含量最丰富的

非组蛋白染色质蛋白，可参与 ＤＮＡ复制、细胞分
化及基因表达等多种细胞生命活动。最近发现，

细胞经内毒素刺激后，可将 ＨＭＧＢ１分泌到细胞
外，介导内毒素的致死效应。由于内毒素攻击后

０２４
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ＨＭＧＢ１的产生明显晚于其他介质并持续时间较
长，故被称为脓毒症的“晚期”介质［６］。与 ＴＮＦα
和 ＩＬ１β等早期细胞因子相比，ＨＭＧＢ１出现较晚
且持续时间更长，因而可能成为脓毒症防治切实

可行 的 潜 在 干 预 目 标［７－８］。本 实 验 对 ＡＮＰ时
ＨＭＧＢ１表达的调控机制及其与胰腺损害的关系
进行了初步探讨，旨在为其防治提供新的思路。

本研究结果表明，与 ＴＮＦα等早期炎症因子
不同，ＡＮＰ时胰腺组织 ＨＭＧＢ１表达增高较晚，且
持续时间较长，至 ＡＮＰ建模后 ２４ｈ仍维持在高水
平。表明 ＨＭＧＢ１作为晚期炎症因子参与了 ＡＮＰ
的全身炎症反应。为了进一步明确 ＨＭＧＢ１表达
在 ＡＮＰ中的意义，笔者采用 ＨＭＧＢ１的抑制剂正
丁酸钠［９］进行治疗，观察其对胰腺组织损伤的影

响。结果显示，正丁酸钠能明显下调 ＡＮＰ大鼠胰
腺 ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ表达水平，而且显著减轻胰腺损
伤程度。正丁酸钠可能系通过降低胰腺 ＨＭＧＢ１
水平，以及减轻 ＨＭＧＢ１所导致的晚期炎症反应，
对 ＡＮＰ大鼠产生有利的影响。

ＨＭＧＢ１作为晚期炎症因子参与 ＡＮＰ的晚期
炎症反应，通过各种途径下调 ＨＭＧＢ１水平或拮
抗其作用，可能在 ＡＮＰ的炎症调控中具有重要意
义。ＨＭＧＢ１作为晚期炎症介质，有望成为新的治
疗靶点。
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