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摘要: 目的 探究安胰颗粒对左旋精氨酸诱导的 SAP 大鼠胰腺组织 NF-κB、iNOS、COX-2 表达的影响。方法 120 只

SD 大鼠随机分为正常组、模型组、IL-10 干预组、安胰颗粒组 ( 8 g /kg) 。给药组预给药 3 d，左旋精氨酸诱导 SAP 模

型。HE 染色观察胰腺组织病理变 化，ＲT-PCＲ 测 定 胰 腺 NF-κB mＲNA 表 达，免 疫 组 化 检 测 iNOS、COX-2 表 达。
结果 左旋精氨酸诱导 SAP 模型 3、6、12 h 后，模型组胰腺组织 NF-κB mＲNA、iNOS 及 COX-2 表达均升高 ( P＜
0. 01) ; 经 IL-10 及安胰颗粒干预后，NF-κB mＲNA、iNOS 及 COX-2 表达降低 ( P＜0. 05) ; 安胰颗粒组与 IL-10 干预组

比较，差异无统计学意义。结论 安胰颗粒能有效抑制 NF-κB mＲNA、iNOS 及 COX-2 的表达，是其治疗重症急性胰

腺炎的机制之一。
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Effects of Anyi Granules on the pancreatic expression of NF-κB，iNOS and
COX-2 of SAP rats
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ABSTＲACT: AIM To investigate the effects of Anyi Granules on the expression of NF-κB，iNOS and COX-2 in
the pancreas tissue of L-arginine-induced severe acute pancreatitis ( SAP ) rats． METHODS One hundred and
twenty SD rats were randomly divided into normal group，model group，IL-10 intervention group，and Anyi
Granules group ( 8 g /kg) ． L-arginine induced SAP models were established，and 3-day corresponding dosing upon
groups later demanding futher interventions was practiced． The rats were subjected to observation of the pathological
pancreas changes by HE staining，the determination of pancreatic expression of NF-κB mＲNA by ＲT-PCＲ，and the
detection of iNOS and COX-2 expression by immunohistochemistry． ＲESULTS The overall increased pancreatic
expression of NF-κB mＲNA，iNOS and COX-2 in the model group was observed at 3，6，and 12 h after L-arginine
induction ( P＜0. 01) ． The two groups intervened with either IL-10 or Anyi Granules shared decreased expression of
NF-κB mＲNA，iNOS and COX-2 ( P ＜ 0. 05 ) ; and were observed with no statistically significant difference．
CONCLUSION Anyi Granules highlight the SAP treatment due to their effective inhibition on the expression of
NF-κB mＲNA，iNOS and COX-2．
KEY WOＲDS: Anyi Granules; severe acute pancreatitis ( SAP) ; NF-κB / iNOS-COX-2 signaling pathway
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重 症 急 性 胰 腺 炎 ( severe acute pancreatitis，
SAP) 是临床内科诊疗疾病中常见的需要长期治疗

及有 着 高 死 亡 率 的 急 危 重 症，总 体 病 死 率 高 达

20%～30%［1］。起病早期可发生全身炎症反应综合

征 ( systemic inflammatory response syndrome，

SIＲS) ，随后导致多器官功能障碍综合征 ( multiple
organ syndrome，MODS) ［2］。研究表明 SAP 发病机

制与细胞因子存在强相关性，细胞因子不仅参与炎

症反应，同时可激活胰腺组织信号通路而参与胰腺

微循环改变过程。核因子-κB ( nuclear factor-κB，

NF-κB) 作为首动因子与多种细胞因子具有上下游

关系。当 NF-κB 被不适当激活而异常增高时，一

方面 引 起 肿 瘤 坏 死 因 子 ( tumor necrosis factor，
TNF) 、白细胞介素 ( interleukin，IL) 等炎症因子

基因转录后大量表达［3］，引发 SIＲS; 另一方面通

过一系列联级反应放大刺激诱导型一氧化氮合成酶

( inducible nitric oxide synthase，iNOS) 、环氧合酶-2
( cyclo-oxygenase，COX-2) 等血管微循环相关因子

快速表达而发生胰腺微循环障碍导致 MODS 走向

死亡。本 研 究 从 核 因 子 层 面 出 发，探 讨 NF-κB /
iNOS-COX-2 信号通路对 SAP 时胰腺微循环的影响

及安胰颗粒治疗 SAP 的作用机制。
1 材料

1. 1 动物 清洁级雄性健康 SD 大鼠 120 只，体质

量 200 ～ 250 g，购自广西医科大学实验动物中心

［动物生产许可证号 SCXK ( 桂) 2017-0002］。
1. 2 药物和试剂 安胰颗粒［4］由大承气汤化裁，

主要含有生大黄、玄明粉、甘遂、红藤、莪术等，

由广西中医药大学监制，江阴天江药业有限公司调

配 颗 粒 制 剂 ( 批 号 1207303 ) ; 白 介 素-10 ( rh
IL-10， 美 国 PeproTech 公 司 ) ; 左 旋 精 氨 酸

( L-arginine，北京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司 ) ; EDTA
( pH= 9. 0) 抗原修复液 ( 武汉赛维尔生物科技有

限公司，货号 G1203) ; TＲIzol 试剂 ( 美国 Thermo
Fisher 公司，货号 15596-026) ; ＲNase 抑制剂 ( 美

国 ABI 公 司，货 号 N8080119 ) ; 逆 转 录 试 剂 盒

( 美国 Thermo Fisher 公司，货号 K1622) ; PCＲ 检

测试剂盒 ( 德国 Qiagen 公司，货号 208054 ) ; 苏

木素染液 ( 武汉赛维尔生物科技有限公司，货号

G1004) ; HＲP 标记山羊抗大鼠 IgG ( 武汉赛维尔

生 物 科 技 有 限 公 司， 货 号 GB23302， 稀 释 比

1 ∶ 200) ; 组化试剂盒 DAB 显色剂 ( 武汉赛维尔

生物科技有限公司，货号 G1211) 。
1. 3 仪器 OCT 包埋剂 ( 日本 Sakura 公司) ; ABI

7500 实时荧光定量 PCＲ 仪 ( 美国 ABI 公司) ; 台

式高速冷冻离心机 ( 湖南湘仪实验室仪器开发有

限公司) ; 包埋机 ( 武汉俊杰电子有限公司) ; 病

理切片机 ( 上海徕卡仪器有限公司) ; 脱色摇床

( 武汉赛维尔生物科技有限公司) ; 成像系统、正

置荧光显微镜 ( 日本尼康公司) 。
2 方法

2. 1 分组、造模及给药 大鼠适应性喂养 3 d，随

机分为正常组、模型组、IL-10 干预组、安胰颗粒

组。大鼠造模前禁食 12 h，不禁水，左旋精氨酸

( 生理盐水配成 6%溶液) 按 150 mg /100 g 给药剂

量每隔 1 h 腹腔注射 1 次，共 3 次，诱导 SAP 模

型［5-6］。IL-10 干 预 组 造 模 前 1 次 给 予 rh IL-10
10 000 U预处理后诱导 SAP ; 安胰颗粒组造模前给

予安胰颗粒 ( 8 g /kg) 进行灌胃，连续预给药 3 d
后诱导 SAP ; 正 常 组 和 模 型 组 予 适 量 生 理 盐 水

灌胃。
2. 2 样本采集 各组于造模后 3、6、12 h 时间点

腹腔注射 10%水合氯醛 ( 0. 4 mg /g) ，麻醉大鼠，

开腹见不同程度血性腹水，肉眼见胰腺组织水肿、
出血或色苍白坏死。摘取胰头组织，一部分用于

mＲNA 提取 ( 存于液氮) ，一部分用于病理学评分

及免疫组化检查 ( 4%中性甲醛固定) 。
2. 3 胰腺组织 NF-κB mＲNA 测定 引物由赛默

飞公司设计，引物序列见表 1。TＲIzol 法提取样

本总 ＲNA，取 2 μg ＲNA 进行去 DNA 处理，采用

Thermo 试 剂 盒 进 行 逆 转 录， 再 取 逆 转 录 好 的

cDNA 作为模 板 进 行 ＲT-PCＲ 检 测，反 应 条 件 为

95 ℃，2 min; 95 ℃，5 s; 60 ℃，30 s，共 40
次循环。以 β-actin 为内 参，采 用 2－ΔΔct 法 进 行 数

据分析。
表 1 引物序列

Tab. 1 Primer sequence

基因名称 引物序列( 5'-3')
β-actin 正向 CCCATCTATGAGGGTTACGC

反向 TTTAATGTCACGCACGATTTC
NF-κB 正向 GTACTTGCCAGACACAGACGA

反向 TGAAAAGGCATAGGGCTGGG

2. 4 胰腺组织病理切片 取各组的部分胰腺组织，

解冻并脱水，石蜡包埋成功后切为多个 5 μm 样本

切片，经展片及烤片后脱蜡并分别进行苏木素及伊

红染液染色，冲洗、脱水、脱蜡、风干封片后在光

学显微镜下取 10 个视野摄片保存。经病理学评分

后显示造模成功。
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2. 5 胰腺组织 iNOS、COX-2 测定 取 4%中性甲

醛固定的样本，切取所需部位组织块按常规步骤脱

水浸蜡包埋及切片，展片、捞片、控片、烤片处理

后对组织切片进行浸泡、修复、孵育、DAB 显色、
苏木素染色、脱水等处理后封片保存，拍照，采用

免疫组化累积光密度值 ( IOD) 分析方法 ( 每组内

每张切片随机挑选至少 3 个 200 倍视野进行拍照) ，

将相 同 的 黄 棕 色 判 读 为 阳 性 作 为 选 择 标 准，用

Image-Pro Plus 6. 0 进行分析，计算每张照片阳性

的累积光密度值。
2. 6 统计学分析 采用 SPSS 22. 0 软件进行统计

分析，计量资料以 ( x±s) 表示。正态分布且方差

齐时，多组间比较采用方差分析，两两比较采用

LSD 法; 不 满 足 正 态 分 布 或 方 差 不 齐 时，采 用

Kruskal-Wallis 非参数检验并作组间多重比较。按

α= 0. 05检验水准。
3 结果

3. 1 胰腺组织损伤及病理学观察 正常组见正常

白色胰腺组织，无明显腹水，病理标本见完整胰腺

小叶及腺泡结构。模型组开腹见大量深红色血性腹

水，腹水量随时间增加而增加，胰腺组织模糊不清

呈暗红色，伴渗血或坏死; 病理下见胰腺小叶、腺

泡、细胞间隙增宽，胰腺小叶结构改变，大量炎症

细胞浸润，腺泡肿胀、空泡化、坏死，且发生时间

早。IL-10 干预组及安胰颗粒组开腹见红色血性腹

水，腹水量较模型组少，胰腺组织水肿呈苍白色或

见点状出血，胰腺边界模糊; 病理下见胰腺小叶轻

度水肿、间隙增宽、灶性或点状坏死，其水肿、变

性坏死、炎症细胞浸润程度较模型组减轻。各组病

理切片见图 1。

图 1 造模后 6 h 各组大鼠胰腺组织病理学 ( HE，×200)

Fig. 1 Image of pancreatic histopathology of each group
six hours after modeling ( HE，×200)

3. 2 胰腺组织 NF-κB mＲNA 表达检测 左旋精氨

酸诱导 SAP 模型 3、6、12 h 后，模型组胰腺组织

NF-κB mＲNA 表达均升高 ( P＜0. 01) ; 经 IL-10 及

安 胰 颗 粒 干 预 后， NF-κB mＲNA 表 达 降 低

( P＜0. 05) ; IL-10 干预组及安胰颗粒组各时间点比

较，差异无统计学意义，见表 2。尚不能认为安胰

颗粒组抑制 NF-κB mＲNA 表达能力较 IL-10 干预

组佳。
表 2 安胰颗粒对胰腺组织 NF-κB mＲNA 表达的影响 ( x±s，n=10)

Tab. 2 Effects of Anyi Granules on pancreatic expression of NF-κB mＲNA( x±s，n=10)

组别 3 h 6 h 12 h
正常组 1. 79±0. 31 2. 06±0. 23 2. 28±0. 47
模型组 14. 72±0. 70＊＊ 16. 91±0. 64＊＊ 19. 97±0. 83＊＊

IL-10 干预组 6. 84±0. 32△ 10. 48±0. 27△ 13. 91±0. 81△

安胰颗粒组 5. 62±0. 42△ 9. 93±0. 35△ 13. 73±0. 55△

注: 与正常组比较，＊＊P＜0. 01; 与模型组比较，△P＜0. 05。

3. 3 胰腺组织 iNOS 的表达检测 左旋精氨酸诱导

SAP 模 型 3、6、12 h 后，模 型 组 大 鼠 胰 腺 组 织

iNOS 表达升高 ( P＜0. 01) ; 经 IL-10 及安胰颗粒干

预后，iNOS 表达降低 ( P＜0. 01) ; IL-10 干预组及

安胰颗粒组各时间点比较，差异无统计学意义，见

表 3。尚不能认为安胰颗粒组抑制 iNOS 的表达能

力较 IL-10 干预组佳。各组胰腺组织 iNOS 第 12 小

时的免疫组化见图 2。
表 3 安胰颗粒对胰腺组织 iNOS 表达的影响 ( x±s，n=10)

Tab. 3 Effects of Anyi Granules on pancreatic iNOS expression ( x±s，n=10)

组别 3 h 6 h 12 h
正常组 1 089. 45±218. 77 1 057. 83±187. 07 1 062. 67±167. 30
模型组 3 019. 91±390. 94＊＊ 3 894. 33±351. 59＊＊ 4 883. 14±384. 15＊＊

IL-10 干预组 1 482. 60±96. 58△△ 1 512. 92±137. 04△△ 1 548. 38±73. 62△△

安胰颗粒组 1 526. 25±85. 38△△ 1 590. 28±105. 24△△ 1 602. 53±75. 53△△

注: 与正常组比较，＊＊P＜0. 01; 与模型组比较，△△P＜0. 01。
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图 2 免疫组化检测造模后 12 h 各组胰腺组织 iNOS、COX-2 表达 ( ×200)

Fig. 2 Detection of pancreatic iNOS and COX-2 expression of each group twelve hours after modeling by
immunohistochemical ( ×200)

3. 4 胰腺组织 COX-2 的表达检测 左旋精氨酸诱

导 SAP 模 型 3、6、12 h 后， 模 型 组 胰 腺 组 织

COX-2表达升高 ( P＜0. 01) ，且 12 h 达到高峰; 经

IL-10 及 安 胰 颗 粒 干 预 后， COX-2 表 达 降 低

( P＜0. 01) ; IL-10 干预组及安胰颗粒组各时间点比

较，差异无统计学意义，见表 4。尚不能认为安胰

颗粒组抑制 COX-2 的表达能力较 IL-10 干预组佳。
各组胰腺组织 COX-2 第 12 小时的免疫组化见图 2。

表 4 安胰颗粒对胰腺组织 COX-2 表达的影响 ( x±s，n=10)

Tab. 4 Effects of Anyi Granules on pancreatic COX-2 expression ( x±s，n=10)

组别 3 h 6 h 12 h
正常组 261. 31±21. 20 302. 67±27. 06 288. 30±39. 80
模型组 2 790. 86±318. 53＊＊ 3 197. 52±404. 03＊＊ 3 333. 57±346. 40＊＊

IL-10 干预组 537. 00±43. 68△△ 585. 50±37. 52△△ 612. 22±62. 52△△

安胰颗粒组 576. 45±35. 90△△ 627. 64±22. 84△△ 629. 93±53. 92△△

注: 与正常组比，＊＊P＜0. 01; 与模型组比较，△△P＜0. 01。

4 讨论

炎性浸润及微循环障碍同时影响 SAP 进程及

预后，众多研究已表明炎症因子参与 SAP 的发生，

但从微循环角度研究尚有不足，本实验从 NF-κB
对其下游因子 iNOS、COX-2 影响的角度阐明 SAP
时发生微循环障碍的可能机制。NF-κB［7-9］是人体

中普遍存在的核转录因子，通常存在于细胞质且无

活性，SAP 时 NF-κB 受到刺激后迅速激活并移至

细胞核中，易位过程中介导众多炎症基因的表达，

进一步激活促炎细胞因子、趋化因子、黏附分子及

包括 iNOS、COX-2 在内的诱导酶等，而这些因子

或酶的表达又进一步激活更多的 NF-κB，如此循环

往复，炎症反应及微循环障碍持续加重。本实验

中，模型组造模后 3 h NF-κB 表达明显升高，12 h
达到本实验观察的峰值，表明 NF-κB 在 SAP 开始

的 12 h 内呈递增趋势。一氧化氮合酶 ( nitric oxide
synthase，NOS) 广 泛 存 于 内 皮 细 胞、巨 噬 细 胞、
血小板和胰腺中，在分子水平上调控 NO 合成。其

分为 3 种亚型［10］，其中神经型和内皮型在细胞及

组织中持续存在但只生成极少量的 NO; 诱导型只
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有在如 NF-κB 的下游因子 ( 肿瘤坏死因子、白介

素 1、干扰素-α 等) 刺激下才生成，诱导型 NOS
的生成能刺激产生大量的 NO。NO 是一种参与微

循环和炎症反应的高活性自由基，在机体中不仅是

一种信号分子也是内毒素或促炎细胞因子，与 SAP
的严重程度密切相关［3］。SAP 过程中，iNOS 生成

增加引起 NO 过度表达，造成胰腺微血管难治性扩

张，血流瘀滞，胰腺微循环缺血，同时引起的胰腺

缺血-再灌注损伤过程中生产大量氧自由基，直接

损害包括胰管内皮细胞在内的胰腺微循环血管系

统，引起严重的微循环障碍［11-13］。本实验发现模

型组 iNOS 的表达明显升高，进一步证实 iNOS 与

SAP 的密切关系。COX-2 是花生四烯酸转化为前

列环素、血栓素和前列腺素等生理活性类花生酸的

限速酶，在机体正常情况下在组织中不可测或表达

极少，只有炎症发生时才会表达，因此其异常表达

与炎症轻重程度密切相关［14］。SAP 过程中，NF-
κB 可诱导 COX-2 生成，COX-2 的代谢产物中前列

腺素 E2 ( prostaglandin，PGE2 ) 在炎症、胰岛破

坏和抑制胰岛素分泌中起着关键作用［15-16］。COX-2
亦可刺激 NO 生成增多，协同前列腺素直接影响胰

岛细胞增殖、分化和血管生成，加快胰岛细胞凋亡

而使胰腺微循环障碍进一步加重［17-18］。NO 还可增

强 COX-2 的活性，二者在相关研究的免疫反应性

评分中表现出显著相关性［18］，在 SAP 中协同发挥

作用，共同参与并加重胰腺微循环障碍。
安胰颗粒是以大承气汤加减理气止痛、清热解

毒、活血祛瘀等药而成。SAP 早期即可出现微循

环障碍，而轻症胰腺炎中并不明显，因此安胰颗粒

特别选择了甘遂、红藤、莪术三药，轻症胰腺炎则

不用，是安胰颗粒临床应用加减使用的特点。而红

藤、莪术用于重症急性胰腺炎的文献鲜见，红藤功

效清热解毒、活血止痛、治肠痈腹痛要药，莪术破

血祛瘀、行气止痛，二药主要针对重症胰腺炎热毒

血瘀 互 结 的 病 理 本 质 所 用。方 中 红 藤 通 过 调 节

NF-κB信 号 通 路，抑 制 细 胞 因 子 TNF-α、 IL-1β、
IL-10 的分泌，下调血栓素 2 水平及血栓素 2 与前

列环素 2 的比值等来抑制或延缓炎症反应及损害，

改善血管通透性以达到有效的抗炎抗凝作用［19-22］。
莪术可有效降低 NF-κB 的表达来减少血管内皮因

子 ( 如 NO) 的表达，NO 生成的减少既能缓解血

液粘稠易凝状态，还能较好的抑制 COX-2，以减少

其下游的 PGE2 介导的炎症免疫反应，达到缓解

SAP 病情的目的［23-27］。安胰颗粒的配伍特点对于

SAP 不仅清热通腑、理气止痛，更有活血祛瘀之

功，为其能有效治疗 SAP 提供进一步的可靠证据。
在本实验中，由左旋精氨酸诱导的 SAP 在经过安

胰颗粒灌胃预处理 3 d 后，水肿、炎性浸润、细胞

损伤及胰腺出血坏死较模型组明显减轻，胰腺组织

中 NF-κB、iNOS、COX-2 表达也明显下降，表明安

胰颗粒可能通过抑制三者的表达以减轻 SAP 时的

炎症反应及微循环障碍程度。
本实验表明，SAP 发生时核因子-κB 大量表

达，iNOS、COX-2 表达也显著增加，安胰颗粒能

显著降低 SAP 大鼠胰腺组织 NF-κB、iNOS、COX-2
表达，通过阶梯性降低细胞因子的表达而改善胰腺

微循环障碍的严重程度从而达到治疗 SAP 的目的。
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