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雷公藤内酯醇对大鼠重症急性胰腺炎肺损伤的影响

李兴旺1，尚 游2，张冰1，李 军1，胡明品1，连庆泉1

(1．温州医学院附属第二医院麻醉科，浙江温州325027； 2．华中科技大学同济医学院

附属协和医院麻醉科，湖北武汉430022)

【摘要】目的探讨雷公藤内酯醇对重症急性胰腺炎(sAP)肺损伤大鼠的保护作用及其可能机制。方法

将36只雄性Wistar大鼠随机分为假手术组(sham组)、模型组和雷公藤内酯醇处理组(Tri组)3组，每组6只。

sham组仅行剖腹术}Tri组和模型组采用牛磺胆酸钠胰胆管逆行注射法复制SAP肺损伤模型，然后分别腹腔

注射雷公藤内酯醇O．2 mg／kg或等量生理盐水。制模后6 h处死动物，取肺组织测定肺组织肿瘤坏死因子吨

(TNF—a)、白细胞介素一1p(IL一1p)的mRNA表达、蛋白含量及核转录因子一KB(NF一娼)活性。结果 与sham组

比较，模型组肺组织TNF—a mRNA与IL—lp mRNA表达及蛋白含量、NF—KB活性均显著升高，与模型组比较，

Tri组上述指标均明显降低，差异均有统计学意义(P均<o．01)。结论雷公藤内酯醇对SAP肺损伤大鼠具有

一定保护作用，与抑制NF—KB活性进而下调TNF—d、IL一1p等炎症因子表达有关。
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【Abstract】 objective To investigate the protective effects of triptolide on severe acute pancreatitis

(SAP)一a8sociated lung injury in rat8 and assess its possibIe mechanism．Metho凼 Thirty—six male Wistar rats

250一300 g in weight were randomly di、rided into three groups(咒=6 each)：sham，model and triptolide(Tri)

g∞ups． Sham group only underwent laparotomy． Immediately after undergoing retrograde injection of 80djum

taurocholate into pancreatic duct， Tri and model groups received intra—peritoneal injection of triptolide

0．2 mg／kg or equal amount of normal saline，respectively． Six hours after sodium taurocholate injection，the

rats were sacrificed． The lun98 were removed for the deteminations of the mRNA and protein expres8ion

levels of tumor necrosis facto卜a(TNF—a)and interleukin一1p(IL—lp)，and nuclear facto卜d3(NF—KB)activity．

Results Compared with sham group，model group showed a significant increase in the mRNA and protein

expression level8 of TNF—a and IL一1p，and NF—KB activity in the lung tissues(an P<O．01)．In Tri group，all

of these indexes were significantly lower than those of Inodel group (an P<0．01)．Conclusion The

treatment with triptolide has protective effects against SAP-associated lung injury in rats． The underlying

mechanism is probabiy via a down—regulation in 1ung innamnlatory cytokines，such as TNF—a and IL—lp’

through the inhibition of NF—KB activity．

Il【ey words】 triptolide，severe acute pancreatitis，acute respiratory distress syndrome

重症急性胰腺炎(SAP)病情凶险，病死率高达

20％～30％，1周内死亡者多由肺损伤所致。SAP肺

损伤发病机制复杂，其中炎症反应在此过程中发挥

了重要作用[1]，因此，抗炎疗法的研究就成为人们对

该病症最感兴趣的问题之一。雷公藤内酯醇是植物

雷公藤分离的一种生物碱，具有抗炎和免疫抑制的

作用，在临床上已广泛应用瞳q]。目前，该药对SAP
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肺损伤的影响尚无定论。本研究旨在通过复制SAP

动物模型，观察雷公藤内酯醇对SAP肺损伤的影

响，并初步探讨其作用机制，为防治SAP肺损伤提

供参考依据。

1材料与方法

1．1 动物分组及模型制备：36只雄性Wistar大

鼠，8周龄，体重250～300 g(由同济医学院实验动

物中心提供)。按随机数字表法分为3组：假手术组

(sham组)、模型组、雷公藤内酯醇处理组(Tri组)，

每组6只。实验前大鼠禁食12 h、自由饮水。腹腔注
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射乌拉坦1 g／kg麻醉大鼠，采用牛磺胆酸钠胰胆管

逆行注射法复制大鼠SAP肺损伤模型，以胰腺出现

肿胀、点状出血、坏死、皂化斑形成等改变为制模成

功。打开微血管夹，移去硬膜外导管，缝闭小孔后逐

层关腹。

1．2药物干预措施及处理方法：关腹后即刻，Tri

组腹腔注射雷公藤内酯醇(福建省医学科学院研究

所提供)O．2 mg／kg；模型组给予等量生理盐水；

sham组开腹后仅翻动胰腺和十二指肠后关腹，不注

入牛磺胆酸钠，其余操作同模型组。注射牛磺胆酸钠

后6 h处死动物，采集标本。

1．3标本采集与指标检测

1．3．1肺组织肿瘤坏死因子一a(TNF—a)、白细胞介

素一1p(IL一1p)mRNA表达：留取部分右肺中叶组织，

采用实时定量聚合酶链反应(PCR)测定肺组织中

TNF—a、IL一1p的mRNA表达。所需引物由北京赛

百盛基因技术有限公司合成。首先采用一步法提取

肺组织匀浆中总RNA(提取试剂盒购自美国

Promega公司)，按反转录试剂盒说明书操作获得

cDNA(试剂盒购自日本TaKaRa公司)。荧光定量

PCR反应体系为25弘l，内含终浓度为500 ng的

cDNA模板、250 nm01／L的上下游引物及12．5肛l

的2×荧光DNA染料混合物。反应条件：94℃

2 min，之后94℃40 s、60℃40 s、72℃40 s，40个

循环。用双标准曲线法对目的基因进行相对定量测

定。荧光DNA染料混合物和7000型定量PCR仪

均购自美国Applied Biosystems公司。

1．3．2肺组织TNF—a、IL一1p蛋白含量：采用酶联

免疫吸附法(ELISA)，试剂盒购自深圳晶美生物工

程有限公司。TNF—a、IL一18的蛋白含量用实测值与

组织匀浆中总蛋白比值表示。总蛋白采用考马斯亮

蓝法测定。

1．3．3肺组织核转录因子一娼(NF一心)活性：取冰

冻肺组织，提取核蛋白，测定蛋白浓度。采用ELISA

法测定NF一心的DNA结合活性，试剂盒由美国

active motif公司提供，严格按说明书操作。NF—KB

活性以吸光度(A)值表示。

1．4统计学处理：采用SPSS 11．0软件进行统计学

分析，计量资料以均数士标准差(z士s)表示，方差齐

时组间比较采用单因素方差分析，方差不齐时组间

比较采用秩和检验，P<O．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1 肺组织TNF—a、IL一1p的mRNA表达及蛋白

含量(表1)：与sham组比较，模型组和Tri组肺组

织TNF吨、IL一1p的mRNA表达及蛋白含量均显著

升高，而T“组则较模型组明显降低(P均<0．01)。

表l 各组大鼠肺组织TNF—a、IL一1p的mRNA表达

及蛋白含量比较(i士i)

． 动物 TNF—a 几一lp TNF—a蛋白 IL—lp蛋白
组别

效mRNA mRN-A (ng／g) (ng／g)

8ham组 6 O．09士0．03 0．07士0．03 4．87士O．12 2．07士0．19

模型组 6 o．93士0．05I o．53士O．09-54．10士1．10·30．09士O．20I

Tri组 6 0．42士O．06“0．17士O．08‘。20．80土2．31Ib 14．86士O．23Ib

注：与sham组比较，3P<O．01l与模型组比较，。P<0．01

2．2肺组织NF—KB活性(图1)：与sham组比较，

模型组和Tri组肺组织NF—KB活性均明显升高

(P均<o．01)，而Tri组NF—KB活性则较模型组明

显降低(P<O．01)。
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注：与sham组比较，6P<o．01；与模型组比较，。P<o．01

圈l各组大■肺组织NF一妞活性的比较

3讨论

虞文魁等[13观察到，肺损伤贯穿于急性胰腺炎

整个病程，肺损伤组患者的病死率明显增加，治愈率

下降；肺损伤患者均伴有不同程度的全身炎症反应

综合征(SIRS)，而且随着时间延长，肺损伤的发生

率明显增加。这些结果表明在急性胰腺炎患者中，肺

损伤一方面是炎症反应发展的结果；另一方面通过

引起机体缺氧、细胞坏死、变性，刺激多种细胞因子

和炎症介质释放，又加重了机体炎症反应，对患者的

病情和预后造成影响。积极有效地对肺损伤进行干

预治疗是非常重要的。

为了探讨雷公藤内酯醇发挥肺保护作用的机

制，本研究中观察了其对肺组织炎症因子表达的影

响。研究已证实，雷公藤可通过减少嗜酸粒细胞，从

而抑制哮喘大鼠的气道炎症及肺纤维化[5]。SAP发

生后，多种生物活性物质随血液循环作用于肺组织，

导致肺脏炎症反应。其中TNF—a、IL一1p是具有代表

性的炎症因子[6。7]。本实验中模型组TNF—a、IL一1p的
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mRNA表达及蛋白含量均较sham组升高，表明

SAP肺损伤时它们处于高表达状态。TNF—d可以直

接损伤肺实质细胞，增加肺血气屏障的通透性，促进

炎性细胞(如中性粒细胞)在肺内的募集、激活；同时

它作为重要的始发因子在细胞和亚细胞水平上发生

一系列的级联反应，诱导IL一1p等细胞因子的产生。

IL一1p也具有类似TNF—a的作用，促进中性粒细胞

脱颗粒，参与炎症级联反应。使用这两种因子的拮抗

剂或抗体可以减轻SAP肺损伤。本研究中，Tri组

肺组织TNF—a、IL—lp的mRNA表达及蛋白含量均

较模型组显著降低，说明雷公藤内酯醇能够抑制它

们的生成，降低其致损伤作用。由此可见，雷公藤内

酯醇对肺损伤的防治效果，至少部分是通过抑制

TNF—a、IL—lp的产生，从而抑制炎症反应而实现的。

NF—KB是普遍存在于真核细胞中具有序列特

异性的转录因子，是与SAP肺损伤关系密切的关键

信号转导因子[8]。通常情况下，NF—KB存在于细胞质

中，与其抑制蛋白结合，处于功能失活状态。SAP发

生后，一系列细胞刺激因子(如致炎细胞因子、内毒

素、活性蛋白酶)作用于肺脏组织细胞，使这些细胞

内与NF一媚结合的抑制蛋白降解，NF—KB得以激活

并移位进入细胞核并结合于特定基因的KB序列。

如TNF—a、IL一1等炎症因子的基因调控区(启动子／

增强子)上存在KB结合位点，NF—KB被激活后可诱

导这些炎症介质基因的表达。因此，NF—KB在SAP

肺损伤的发生发展中起了重要作用[9]。有研究证实，

抑制NF—KB活化对SAP时肺脏具有保护作用u引。

本研究中，模型组NF—KB活性较sham组显著升高，

Tri组NF—KB活性较模型组显著降低，说明雷公藤

内酯醇能够降低SAP后肺组织NF—KB活性，进而

·科研新闻速递·

抑制了TNF—a、IL一1p等炎症因子的表达。

综上所述，雷公藤内酯醇可减轻SAP肺损伤，

这种保护作用与其抑制肺组织NF—KB激活，进而下

调TNF吨、IL一1p等炎症因子的表达有关。
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瑞西巴库治疗吸入性炭疽的疗效观察

吸人性炭疽的高死亡率与炭疽杆菌毒素介导的损伤作用有很大关系。瑞西巴库是人类IgG^轻链的单克隆抗体，美国的

科研人员发现瑞西巴库对炭疽毒素自身的保护性抗原具有明显的破坏作用。他们以感染炭疽杆菌的兔和猴进行随机对照实

验，评估瑞西巴库治疗的有效性。将动物暴露在炭疽杆菌孢子气体中，剂量相当于半数致死量的200倍，自动物出现症状开始

监测保护性抗原。一次性分别单独静脉注射安慰剂或瑞西巴库40 mg／kg，观察兔和猴的存活时间点分别是14 d和28 d。再向

333例健康人体静脉注射瑞西巴库40 mg／kg进行安全性试验。在所有动物中，检测出保护性抗原的时间与菌血症出现时间相

关(r=o．9，P<o．001)。注射瑞西巴库治疗后，兔的存活率(44％)和猴的存活率(64％)显著高于安慰剂组(存活率均为o，兔

P=o。003，猴P<o．001)。安全性试验中，瑞西巴库的半衰期约为20～22 d，足够浓度是机体能够获得治疗作用的前提，可给

机体提供强大的保护作用，却未发现明显副作用。研究人员认为，瑞西巴库能提高吸入性炭疽动物的存活率，健康人群预防使

用可提高人体抵抗力，是安全可靠的。

扬明星，编译自‘N EngI J Med>，2009，361(2)：135—144；胡 淼，审校
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