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核转录因子一KB在大鼠重症急性胰腺炎中的表达 
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重症急性胰腺炎(SAP)病死率较 

高，目前尚无特异性治疗措施。近年来研 

究认为，包括肿瘤坏死因子、白细胞介 

素、血小板活化因子、磷脂酶 A 花生四 

烯酸代谢产物、内皮素等细胞因子、趋化 

因子、黏附分子和诱生型一氧化氮合酶 

(iNOS)在内的炎症介质上调，参与了 

SAP的发病及病情进展过程，是导致 

SAP高病死率的原因之一“ 。已证实 

核转录因子一 B(NF— B)在细胞内调控 

多种炎症介质转录过程中发挥了关键作 

用，并参与了 SAP炎症介质作用的调 

控 。NF—KB通常以由NF—KB／ReI家 

族组成的同源或异源复合物形式存在， 

其中最常见的为 p65／pS0异二聚体 ，也 

是其活性的主要形式 。因此，本实验拟 

通过研究 NF～KB p65在SAP大鼠胰腺 

组织中的表达，探讨 NF～ B在 SAP中 

所起的作用及其可能机制。 

1 材料与方法 

1．1 实验分组和动物模型制备：雄性清 

洁级 SD大鼠 48只，体重 250～280 g， 

按随机数字表法分为生理盐水对照组 

(NS组)和 SAP组，各组又分为 3、6和 

12 h 3个 亚组 ，每个亚组 8只大 鼠。参照 

Lankisch等 介绍的方法，向胆胰管内 

注入质量分数为 3．5 的牛磺胆酸钠 

1 ml／kg制备 SAP模型。NS组仅向胆胰 

管注射与牛磺胆酸钠等量的无菌生理盐 

水。分别于制模后 3、6和 12 h用乙醚麻 

醉大鼠后 ，先以心脏穿刺取血 3～5 ml， 
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4 C下 3 000×g离 心 15 rain，取血清于 

一 70 C下保存；然后处死大鼠，取胰腺组 

织 ，进行相关指标检测 。 

1．2 检测指标及方法 

1．2、1 血清淀粉酶活性测定：采用酶 

法 ，在全自动生化分析仪上测定。 

1．2．2 组织病理学检查：胰腺组织用体 

积分数为 4 的中性 甲醛 固定，常规石 

蜡包埋、切片，苏木素一伊红(HE)染色 ， 

按 Rongione等。 标准进行组织学评分。 

1．2．3 胰腺组织 NF—KB p65的表达： 

免疫组化应用过氧化物酶标记的链霉卵 

白素法 (streptavidin peroxidase，SP)检 

测，操作步骤按说明书进行。所有切片均 

由两位病理科医师独立阅片后综合评 

定，以磷酸盐缓冲液(PBS)代替一抗作 

为阴性对照。NF— B p65定位于细胞浆 

内，阳性染色为棕黄色或棕褐色。 

1．2．4 胰腺 组 织 NF—KB p65 mRNA 

检测：采用半定量逆转录一聚合酶链反应 

(RT—PCR)法检测。用一步法总 RNA 

提取试剂(Trizo1)提取胰腺组织中的总 

RNA，取每个标本的总 RNA 2 ftg进行 

逆转录并 合成 cDNA，采用 PCR扩增 

NF— B p65，同时扩增三磷酸甘油醛脱 

氢酶(GAPDH)作为内参照物，每个标本 

至少重复 3遍。NF—KB p65引物序列： 

5 一GACCTGGAGCAAGCCATTAG 一3 

(正 义 链 )；5 一ATCAGAAGGCCGCCG 

AAGC一3 (反义链)，扩增产物长度为 

459 bp；GAPDH 引物序 列：5f_TGAT 

GACATCAAGAAGGTGGTGAAG 一3 

(正 义 链 )；5 一TCCTTGGAGGCCATG 

TGGGCCAT一3 (反义链)，扩增产物长 

度 为240 bp。PCR条 件：94℃预变性 

3 min；94 ℃ 40 S，58 C 30 S，72 C 

45 S，共 3O个 循 环；最 后 72‘C延 伸 

10 min。扩增产物在质量分数为 1．5 

的琼脂糖凝胶上电泳分离，并在凝胶成 

像系统 中计算每 个标本 扩增 产物与 

GAPDH的积分光密度比值。 

1．3 统计学处理：所有数据以均数±标 

准差( ±s)表示 ，使用 Stata7．0统计软 

件，以t检验和单因素方差分析对各组 

均数进行显著性检 验，相关分析采用 

Spearman相关分析。P％0．05为差异有 

统计学意义 。 

2 结 果 

2．1 血清淀粉酶测定结果 (图 1A)： 

SAP组 3 h血清淀粉酶水平较 NS组明 

显升高，6 h达到高峰，12 h稍有下降 

NS组血清淀粉酶于 3 h达到高峰，6 h 

开始下降，12 h已降至正常水平。SAP 

组与 NS组组间同时间点 比较差异均 

有显著性 (P均<0．05)；同时 NS组及 

SAP组内各时间点比较差异也均有显 

著性 (P 均<0．05)。 

2、2 大鼠胰腺组织病理学变化(图 1B， 

彩色插页图 2)：NS组早期胰腺组织可 

见部分间质水肿，有少量炎性细胞浸润， 

偶见点状出血，极少量腺泡细胞坏死，随 

时间延长，胰腺组织损害明显减轻。SAP 

组胰腺组织于制模后 3 h可见明显的小 

叶间质水肿，片状出血，炎性细胞浸润， 

部分腺泡细胞变性坏死；6 h和 12 h可 

见大量炎性细胞浸润，片状出血 ，胰腺小 

叶结构破坏，大量腺泡细胞坏死。两组组 

内各时间点胰腺组织学评分比较差异均 

有显 著性 (P 均 < 0．05)，SAP组 与 NS 

组组间相同时间点比较差异也均有显著 

性 (P均 <0．05)。 

2．3 胰腺组织免疫组化染色结果(彩色 

插页图 3)：NS组各时间点可见胰腺组 

织内NF—KB p65少量表达；SAP组 3 h 

可见胰腺腺泡细胞 NF— B p65明显活 

化，细胞浆及核呈棕黄色或棕褐色，6 h 

表达达高峰，12 h有所回落。SAP组各 

时间点 NF—KB p65表达均较 NS组高。 

2．4 胰腺组织 NF—KB p65 mRNA的 

表 达(图 1C，图 4)：RT—PCR 检测显示 

NF～KB p65在 NS组和 SAP组中均有 

表达，但 SAP组表达明显强于 NS组， 

两组相同时间点相比差异均有显著性 

(P均< 0．05)；SAP组 6 h和 12 h表达 

均强于 3 h(P均<0．05)，而 NS组各时 

间点间表达强度比较差异均无显著性 

(P均>0．05)。 
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注：与 NS组比较： P<O．05；与本组 3 h比较： P<O．05’与本组 6 h比较： P<O．05 

图1 血清淀粉酶、胰腺组织学评分和 NF—KB p65 mRNA的积分光密度比值 

Figure 1 Amylase·index of pancreatic damage and NF—KB p6S mRNA expression relative GAPDH 

M l 2 3 4 5 6 

M 为 Marker；1～3为 SAP组 3、6和 12 h’ 

4～6为 NS组 3、6和 12 h 

图4 胰腺组织NF—KB p65mRNA的表达 

Figure 4 Expressio~of NF—KB p65 mRNA 

in pancreatic tissues 

2．5 NF—KB p65 mRNA表达与胰腺 

组织学评分、血清淀粉酶的相关性分析 

(表 1)：NF—JoB p65 mRNA表达与胰腺 

组织学评分、NF—ecB p65 mRNA与血 

清淀粉酶水平、血清淀粉酶水平与胰腺 

组织学评分间均呈正相关。 

裹 1 NF—KB p65 mRNA与各指标 

的相 关性 分析 

3 讨 论 

SAP发病机制复杂，病情凶险，多 

数患者可发展成为全身炎症反应综合 

征(SIRS)，最终导致多器 官功能衰竭 

(M0F)甚至死亡“““ 。 

NF—JoB是一种广泛存在于体内多 

种细胞的核转录因子，参与多种疾病的 

病理生理过程，在机体的免疫和炎症反 

应以及凋亡调控等方面发挥着重要作 

用 。研究证实，SAP时NF—JoB在其发 

病的早期即被激活，可诱导细胞因子、趋 

化因子、生长因子、氧 自由基、iN0S和 

C一反应蛋白(CRP)等表达，促进局部炎 

症病变向全身多系统、多器官发展c ， 

从而导致 SIRS和多器官功能障碍综合 

征 (M0DS)的发生“ ” 。 

本研究结果表明，诱导SAP 3 h后， 

胰腺组织中NF—KB p65表达即开始上 

调，6 h达到高峰，12 h有所下降，但仍 

显著高于正常水平，与 Gukovsky等 

研究结果基本相同。有研究表明，急性胰 

腺炎时引起胰腺和肺损伤，致使血淀粉 

酶、细胞因子及胰腺和肺组织 NF—xB 

的表达明显增高“ ，该结果与本研究结 

果基本相同。NF— B过度表达与胰腺 

组织及腺泡细胞损伤程度有明显的正相 

关性。因此，NF—xB参与了SAP发病及 

病变进展过程，可能是SIRS和MODS发 

生的原因之一。抑制 NF—JoB过度表达 

可能减轻 SAP胰腺组织损伤的程度，值 

得进一步研究。 
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A：NS组 3 h；B：NS组 6 h；C：NS组 1 2 h；D：SAP组 3 h；E：SAP组 6 h；F SAP组 1 2 h 

图2胰腺组织病理学变化(HE，×200) 

Figure 2 Pathological change of pancreatic tissues(HE，×200) 
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图3 NF—K B p65在胰腺组织中的表达(免疫组化，X200) 
Figu re 3 Expression of NF—K B p65 in pancreatic tissues(immunohistochemistry，X 200) 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

