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急性胰腺炎大鼠早期生长反应基因 －１
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　　摘要：目的　研究早期生长反应基因 －１与急性胰腺炎（ＡＰ）肝脏损害的关系。方法　先将２４只
雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机均分为 Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ４组，分别于胆总管内逆行注入生理盐水或不同浓度牛磺胆酸
钠溶液，３ｈ后处死动物，留取血清和肝脏组织。另将 ３０只雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机均分为 Ｅ，Ｆ，Ｇ，Ｈ，Ｉ等
５组，胆管内逆行注射５％牛磺胆酸钠溶液，分别于注射后１，３，６，１２，２４ｈ处死动物同上法留取标本。
检测血清 ＡＳＴ，ＬＤＨ，ＴＮＦα，ＩＬ１β水平，并对肝组织进行 ＥＧＲ１免疫组化染色。结果　（１）Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ
组动物 ＴＮＦα，ＩＬ１β，ＡＳＴ及 ＬＤＨ水平均随着牛磺胆酸钠浓度的升高而上升；（２）免疫组化染色显示，
在不同注药剂量的 ＡＰ组，肝组织 ＥＧＲ１表达量随 ＡＰ病情的加重而升高，并与肝实质酶、炎性细胞因
子水平均呈显著正相关，且表达部位也有所不同。ＥＧＲ１在 ＡＰ造模后不同时间肝组织的表达，具有
极明显的细胞种类与部位的差异。结论　ＥＧＲ１可能与 ＡＰ时伴发的肝脏损害有关，其机制可能与其
介导炎性细胞因子生成有关。 ［中国普通外科杂志，２００７，１６（５）：４２２－４２５］
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： Ｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ／ｐａｔｈｏｌ；ＥａｒｌｙＧｒｏｗｔｈＲｅｓｐｏｎｓｅＦａｃｔｏｒ；ＴｕｍｏｒＮｅｃｒｏｓｉｓＦａｃｔｏｒα；Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β
ＣＬＣｎｕｍｂｅｒ：Ｒ６５７．５１　　　　　　Ｄｏｃｕｍｅｎｔｃｏｄｅ：Ａ

　　目前认为急性胰腺炎（ＡＰ）多器官功能障碍
综合征发生的机制可能与单核巨噬细胞系统异常

激活并产生过多的炎性细胞因子如肿瘤坏死因子

α（ＴＮＦα）、白细胞介素 １β（ＩＬ１β）等有关［１－２］。

由于胰腺血流在回流心脏前流经肝脏，且库普弗

细胞占整个机体固定巨噬细胞群的 ８０％ ～９０％，
是产生炎性细胞因子的主要效应细胞之一。因此

肝脏是 ＡＰ最常累及的胰外器官之一。肝损害对
ＡＰ的病情及预后有着重要影响。本研究观察核
转录 因 子 早 期 生 长 反 应 基 因 －１（ｅａｒｌｙｇｒｏｗｔｈ
ｒｅｓｐｏｎｓｅｆａｃｔｏｒ１，ＥＧＲ１）在不同程度的 ＡＰ及 ＡＰ
发病后不同时间肝组织的表达情况。现将结果报

告如下。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　 实 验 动 物 　 雄 性 ＳＰＦ级 Ｗｉｓｔａｒ大 鼠
５４只，体重 ２３０～２５０ｇ，购自第三军医大学实
验动物中心。

１．１．２　主要试剂　牛磺胆酸钠购自 Ｓｉｇｍａ公司。
兔抗大鼠 ＥＧＲ１多克隆抗体购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。
大鼠 ＴＮＦα及 ＩＬ１β酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）
试剂盒购自晶美公司。

１．２实验方法
１．２．１　ＡＰ诱导及动物分组　先将２４只大鼠，随
机均分为 Ａ（对照），Ｂ，Ｃ，Ｄ４组，剖腹按分组的
顺序分别向胆管内逆行注射生理盐水，１％，３％，
５％牛磺胆酸钠溶液［０．７５ｍＬ／ｋｇ，（体重）］，行
ＡＰ制模。３ｈ后处死动物。将另 ３０只大鼠，随机
均分为 Ｅ，Ｆ，Ｇ，Ｈ，Ｉ等 ５组，同上法注射 ５％牛磺
胆酸钠溶液（０．７５ｍＬ／ｋｇ），分别在注射后 １，３，６，
１２，２４ｈ处死动物。
１．２．２　采集标本及检测指标　在各相应时点，
以 ３％戊巴比妥钠腹腔注射麻醉动物后剪开胸
腔，自主动脉先后灌注生理盐水及 １０％中性福尔
马林后取肝组织。灌注前穿刺右心耳取血分离血

清，以 自 动 生 化 分 析 仪 检 测 天 冬 氨 酸 转 氨 酶

（ＡＳＴ）、乳酸脱氢酶（ＬＤＨ），每一血清标本均检测
３次取平均值。ＥＬＩＳＡ法检测 ＴＮＦα及 ＩＬ１β。
肝组织常规石蜡切片，按试剂说明书以 Ｅｎｖｉｓｉｏｎ二
步法检测 Ｅｇｒ１蛋白，以图像分析软件 ｉｍａｇｅｐｒｏ
ｐｌｕｓ４．５进行半定量分析。

１．３　统计学处理
统计数据以（ｘ±ｓ）表示，样本的均数比较及

相关分析分别采用 ＳＰＳＳ１２．０独立样本 ｔ检验与
双变量相关分析，以 Ｐ＜０．０５为差异有显著性。

２　结　果

２．１　ＡＰ发病后不同时间肝实质酶及炎性细胞因
子水平的变化

Ｂ，Ｃ，Ｄ组肝实质酶 ＡＳＴ，ＬＤＨ及炎性细胞因
子 ＴＮＦα，ＩＬ１β均比 Ａ组显著增高，且 Ｃ，Ｄ组的
ＩＬ１β高于 Ｂ组，Ｄ组的 ＴＮＦα高于 Ｃ组（表 １）。
表明注射不同剂量牛磺胆酸钠所致 ＡＰ的严重度
不同。

ＡＰ造模后 不同 时 间 检 测 结 果 显 示，各 组
ＡＳＴ，ＬＤＨ，ＴＮＦα，ＩＬ１β均随时间延长而逐渐升
高，表明 ＡＰ在制模后 ２４ｈ病情随病程延长而有
加重的趋势（表 ２）。

表 １　不同程度 ＡＰ组 ＡＳＴ，ＬＤＨ及 ＴＮＦα，ＩＬ１β的变
化（ｘ±ｓ）

组别 ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ） ＬＤＨ（Ｕ／Ｌ） ＴＮＦα（ｐｇ／ｍＬ） ＩＬ１β（ｐｇ／ｍＬ）

Ａ组 １６６．６７±３２．８５ １８６．３３±４３．５９ ２６．７８±１０．９５ ２５．４０±６．６８

Ｂ组 ２１０．３３±６７．４８１） ２６４．６７±６０．４８１） ５５．４８±１８．７３１） ８７．６８±２５．０６１）

Ｃ组 ２９６．１７±７１．３１１） ３６３．３３±８５．８５１） ８８．９０±３１．８５１） １８２．８２±４９．２６２）

Ｄ组 ５０７．３３±１０１．６８２）５０５．１７±１１７．１９２） １３７．９２±４８．６１２） ２４８．２０±５４．７５２）

　　　注：１）与Ａ组相比Ｐ＜０．０５；２）与Ａ组相比Ｐ＜０．０１

表２　ＡＰ造模后不同时间ＡＳＴ，ＬＤＨ，ＴＮＦα，ＩＬ１β的变化

组别 ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ） ＬＤＨ（Ｕ／Ｌ） ＴＮＦα（ｐｇ／ｍＬ） ＩＬ１β（ｐｇ／ｍＬ）

Ｅ组 ２３４．６８±６１．２５ ２１６．６７±４７．２０ ６４．５８±２２．３１ １０３．６３±７７．０４

Ｆ组 ５０７．３３±１０１．６８ ５０５．１７±１１７．１９ １３７．９２±４８．６１ ２４８．２０±５４．７５

Ｇ组 ７９１．５０±１２１．６０ ６５２．３５±１２２．２１ １９３．４２±６２．７９ ３２９．２４±８８．５３

Ｈ组 ９６５．３３±２２０．４３ ８７４．８３±１２０．９６ ２７４．４６±９７．２３ ４４７．２９±１３２．５４

Ｉ组 １０７４．５２±４４９．２８１１３８．３７±３８７．５１ ３１７．４５±８８．６４ ５２６．４２±１０８．７３

　　　注：与Ｅ组相比Ｐ＜０．０１

２．２　不同程度 ＡＰ的不同时间肝组织 ＥＧＲ１表
达情况及图像分析结果

肝组织免疫组化染色显示：ＥＧＲ１仅在对照
组（Ａ组）肝细胞胞浆中有极少量表达，而 Ｂ，Ｃ，Ｄ
组肝细胞胞浆中表达明显增多，小部分肝细胞核

内也有表达；此外在小部分肝窦内皮细胞中也有

３２４
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表达（图 １）。图像半定量分析显示：随着牛磺胆
酸钠浓度的升高，ＥＧＲ１的表达量不断增多，Ｂ，
Ｃ，Ｄ组 ＥＧＲ１表达均较 Ａ组显著增高；Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ
４组依次为 ３５．５８，５６．１７，７１．００及 １３５．５２。将
ＥＧＲ１半定量结果与胰腺炎病情指标 ＡＳＴ，ＬＤＨ，
ＴＮＦα，ＩＬ１β分别进行相关分析，结果均呈显著正
相关 （ｒ分 别 为 ０．７１，０．７３，０．６７，０．６２，均
Ｐ＜０．０５）。

观察 ＥＧＲ１在 ＡＰ造模后不同时间肝组织的
表达，发现在胰腺炎造模后 １ｈ（Ｅ组），ＥＧＲ１开
始在肝组织内表达，主要以核内为主，大量肝窦内

皮细胞表达阳性（胞核和胞浆均有）。此外，还可

见库普弗细胞内 ＥＧＲ１表达。ＡＰ造模后 ３ｈ（Ｆ
组），总的表达强度有所增加，但核内表达较前减

弱。６ｈ后（Ｇ组）肝细胞胞浆和胞核表达进一步

减弱，且已不见肝窦内皮细胞的表达。１２ｈ（Ｈ
组）和 ２４ｈ后（Ｉ组）已不见肝细胞核内表达，且胞
浆表达水平也随时间的延长而明显下降（图 ２）。
经图像半定量分析，以 ＡＰ造模后 ３ｈ表达最为强
烈，而在 ２４ｈ后，肝组织 ＥＧＲ１表达程度与与对
照组（Ａ）已基本接近（表 ３）。

表３　ＡＰ造模后不同时间肝组织ＥＧＲ１半定量结果

　　组别 　　ＥＧＲ１

　　Ｅ组 ７６．８０±１１．５３

　　Ｆ组 １３５．５２±５６．２２

　　Ｇ组 ６７．２５±１３．８６

　　Ｈ组 ５６．９０±１８．６８

　　Ｉ组 ３９．８７±１１．３４
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图１　不同程度ＡＰ组肝组织中ＥＧＲ１的表达（Ｅｎｖｉｓｉｏｎ二步法×４００）
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图２　ＡＰ造模后不同时间肝组织中ＥＧＲ１的表达（Ｅｎｖｉｓｉｏｎ二步法×４００）

３　讨　论

ＥＧＲ１是立早基因家族中最重要的一员，是

一种核转录因子，与细胞增生、分化、凋亡及炎性

反应密切相关［３］。许多核转录因子包括 ＡＰ１，

ＮＦΚＢ，ＥＧＲ１等在不同类型细胞中可以介导不

同刺 激 因 子 调 控 ＴＮＦα、转 化 生 长 因 子 β１

（ＴＧＦβ１）、血小板源性生长因子（ＰＤＧＦ）等的表

达。因此，ＥＧＲ１的活化成为许多炎症相关疾病

发生发展的重要环节。重症急性胰腺炎（ＳＡＰ）由

“局部炎症”发展成为“全身炎症”是其显著病理

特征之一［４］。“全身炎症”的表现之一是全身炎

症反应综合征（ＳＩＲＳ）。ＥＧＲ１作为一种立早基

因在 ＳＡＰ从最初的局部炎症转变为严重威胁生

命的全身病变中有无作用，如何起作用，目前国

内外研究极少。Ｊｉ等［５］发现 ＥＧＲ１基因缺失小

鼠以雨蛙素诱导 ＡＰ后，其单核细胞趋化蛋白 －１

（ＭＣＰ１）、组织因子（ＴＦ）、细胞间黏附分子 －１

（ＩＣＡＭ１）等基因表达水平均较以同样方法诱导

ＡＰ的正常小鼠显著降低，并且肺脏病变程度也有

所减轻。陈学清等［６］发现大鼠在注射雨蛙素 ２ｈ

后，绝大部分胰腺腺泡出现 ＥＧＲ１高表达，且胞

核和胞浆均有表达。

本实验发现，此转录因子在肝组织中的表达
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不仅与 ＡＰ病变程度有关，而且在发病后不同时

间的表达也各不相同。首先，不同程度的 ＡＰ，其

肝组织的表达不仅在程度上存在差异，而且在表

达部位上也有所不同。对于相对较轻型的胰腺

炎，如 １％牛磺胆酸钠胆胰管注射组（Ｂ），在发病

后 ３ｈ，ＥＧＲ１仅表达于肝细胞胞浆中；而随着牛

磺胆酸钠浓度的升高，则开始出现肝细胞核内的

表达，且其数量随着胰腺炎程度的加重而增加。

其次，ＥＧＲ１在 ＡＰ发病后不同时间肝组织的表

达具有各自显著的特点。发病后 １ｈＥＧＲ１在肝

细胞表达以核内为主。此外，几乎所有肝窦内皮

细胞均有表达（胞核和胞浆），还可见到几个库普

弗细胞（胞核及胞浆均有）的表达。发病后 ３ｈ，

ＥＧＲ１已几乎不在内皮细胞表达，但在肝细胞的

表达仍然很强烈。６ｈ后其在肝细胞的表达明显

下降，但仍可见少数核内表达。１２ｈ及 ２４ｈ后，

肝细胞表达数量进一步下降，也几乎见不到核内

表达。第三，中心静脉周围的肝细胞阳性表达比

例高 于 其 他 部 位 的 肝 细 胞。本 研 究 还 显 示，

ＥＧＲ１在肝组织表达的量与反映 ＡＰ病情严重程

度的各指标如肝实质酶、炎性细胞因子均呈显著

正相关，表明ＥＧＲ１可能在 ＡＰ并发的肝损害中起

重要作用。这种作用可能是通过介导炎性细胞

因子生成来实现的。

目前国内外尚无同类研究。初令等［７］观察了

ＥＧＲ１在大鼠矽肺不同时间肺组织的表达情况，

发现二氧化硅粉尘吸入后 １～７ｄＥＧＲ１在肺组

织中主要表达于肺泡巨噬细胞，且大部分位于胞

核，而在 １４～２８ｄ，表达部位主要在胞浆。朱斌

等［８］观察了 ＮＦκＢ在 ＡＰ大鼠肺组织中的表达，

也表现出与本研究相似的特点；即在生理盐水胆

胰管注射大鼠，ＮＦκＢ仅在胞浆中有少量表达，

而在 ３．５％牛磺胆酸钠胆胰管注射组，其表达部

位则主要在胞核。Ｊｉ等［５］虽然对 ＥＧＲ１在胰腺

组织的表达进行了观察，但未说明具体表达部

位。陈学清等［６］观察到 ＥＧＲ１ｍＲＮＡ和蛋白早在

造模后 １ｈ即可出现，高峰位于造模后 ２ｈ，并可持

续到 ４ｈ。笔者观察到的高峰位于 ＡＰ造模后 ３ｈ。

因为目前国内外无商品化 ＥＧＲ１磷酸化抗体供

应，本研究所用抗体为非磷酸化抗体，与前两篇

相关文献［５－６］所用抗体完全相同。

本实验观察到的 ＥＧＲ１在不同程度的 ＡＰ及

ＡＰ造模后不同时间肝组织表达的差异，可能与其

作为核转录因子本身的特点有关。首先，ＥＧＲ１

在肝细胞不同部位表达的差别，可能反映了不同

程度 ＡＰ的功能状态有差异。在核内表达，意味

着 ＥＧＲ１核内易位，反映其作为转录因子发挥对

靶基因的转录调控作用。其次，ＡＰ造模后不同时

间细胞表达类型不同，可能反映了在肝内不同细

胞该基因起作用的时间不同，或为肝内不同类型

细胞对应激的敏感性不同。例如，本研究观察到

内皮细胞阳性表达仅仅发生于发病后 １ｈ，而 ３ｈ

后则几乎消失，可能反映了 ＥＧＲ１在内皮细胞中

表达的特点；即其在内皮细胞发挥作用很早但持

续时间很短。这正是此类立早基因的作用特点。

至于肝脏中心静脉周围的肝细胞阳性表达比例

较高，可能与血管周围的肝细胞受到较多外来刺

激（如细胞因子、氧自由基等）有关。
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