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腹腔穿刺引流对重症急性胰腺炎大鼠相关肝损伤的保护作用

朱玉乾1,郑传明2,宁长青1

[摘要]目的:探讨腹腔穿刺引流(APD)对重症急性胰腺炎(SAP)大鼠相关肝损伤的影响。 方法:将 30 只 SD 大鼠随机分为

SAP 未处理组(SAP 组)、SAP APD 组(APD 组)和假手术组(SHAM 组),每组 10 只。 通过应用牛磺胆酸钠诱导重症急性胰腺

炎模型,利用 ELISA 法检测大鼠外周血中肿瘤坏死因子鄄琢(TNF鄄琢)、白细胞介素(IL)鄄6 及 IL鄄10 表达量;利用 Western blotting
法检测肝组织中 Toll 样受体 4(TLR4)、磷酸化 NF鄄资B 抑制蛋白(p鄄I资B)、白细胞介素鄄1 受体相关激酶 4(IRAK鄄4)、磷酸化肿瘤

坏死因子受体相关因子 6(TRAF6)和核转录因子鄄资B(NF鄄资B) p65 的蛋白表达水平;在光镜下对肝组织进行形态学观察。 结

果:肝组织病理学结果显示 APD 组肝组织损伤程度轻于 SAP 组而重于 SHAM 组;在外周血中,与 SHAM 组比较,APD 组 TNF鄄
琢 、IL鄄6、IL鄄10 的表达水平均明显升高(P < 0. 01);与 SAP 组比较,APD 组 TNF鄄琢、TL鄄6 的表达水平降低(P < 0. 01),IL鄄10 表达

水平明显升高(P < 0. 01)。 在肝组织中,与 SHAM 组比较,APD 组 TLR4、p鄄I资B、IRAK鄄4、TRAF6 和 NF鄄资B p65 蛋白表达水平均

明显升高(P < 0. 01);与 SAP 组比较,APD 组 TLR4 蛋白表达水平均明显降低(P < 0. 01)。 结论:SAP 合并肝损伤大鼠早期应

用 APD 治疗可减轻肝细胞损伤,且 APD 抑制 SAP 大鼠肝损伤可能通过抑制 TLR4 / NF鄄资B 信号通路表达来实现。
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Protective effect of abdominal paracentesis drainage
against liver injury in rats with severe acute pancreatitis

ZHU Yu鄄qian1,ZHEN Chuan鄄ming2,NING Chang鄄qing1

(1. Department of Emergency Surgery,Fuyang Hospital Affiliated to Anhui Medical University,Fuyang Anhui 236000;
2. Department of Emergency Surgery,The First Affiliated Hospital of Bengbu Medical College,Bengbu Anhui 233004,China)

[Abstract] Objective:To investigate the effect of abdominal paracentesis drainage (APD) against liver injury in rats with severe acute
pancreatitis (SAP). Methods:Thirty SD rats were randomly divided into SAP untreated group (SAP group),SAP APD group (APD
group) and sham operation group (SHAM group),with 10 rats in each group. Sodium taurocholate was used to induce SAP model,
ELISA method was used to detect the expression of tumor necrosis factor鄄 琢 (TNF鄄琢),interleukin (IL)鄄6 and IL鄄10 in rat peripheral
blood;Western blotting was used to detect protein expression levels of TLR4,p鄄I资B,IRAK鄄4,TRAF6 and NF鄄资B p65 in liver tissue;
morphology of liver tissue under microscope was observed. Results:The liver histopathological results showed that the degree of liver
tissue damage in the APD group was lighter than that of the SAP group and heavier than that of the SHAM group. In peripheral blood,
compared with SHAM group,the expression levels of TNF鄄琢,IL鄄6 and IL鄄10 in APD group were significantly increased (P < 0. 01);
compared with SAP group,the expression levels of TNF鄄琢 and TL鄄6 in APD group decreased (P < 0. 01),and the expression level of
IL鄄10 increased significantly (P < 0. 01). In liver tissue,compared with SHAM group,the expression levels of TLR4,p鄄I资B,IRAK鄄4,
TRAF6 and NF鄄资B p65 protein in APD group increased significantly (P < 0. 01);compared with SAP group,the expressions level of
TLR4, p鄄I资B, IRAK鄄4, TRAF6 and NF鄄资B p65 protein in APD group decreased significantly ( P < 0. 01 ). Conclusions: Early
application of APD in rats with SAP combined with liver injury can reduce liver cell damage,and APD inhibits liver damage in SAP rats
may be achieved by inhibiting the expression of TLR4 / NF鄄资B signaling pathway.
[Key words] severe acute pancreatitis;liver injury;abdominal paracentesis drainage

摇 摇 重症急性胰腺炎(SAP)继发引起全身炎症反应 综合征 ( systemic inflammatory response syndrome,
SIRS)常导致严重的并发症,如急性呼吸窘迫综合

征(acute respiratory distress syndrome,ARDS)和多器

官功 能 障 碍 综 合 征 ( multiple organ dysfunction
syndromes, MODS), 造成较高的死亡率[1 - 2]。 在

SAP 中,炎性介质和细胞因子的释放及肠道肠黏膜

的破坏,可导致失调的病原体和内毒素从肠道转移

到区域淋巴结、门静脉和外周血系统,造成全身性感
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染[3]。 胰腺炎性介质可通过门静脉直接损伤肝细

胞,也可刺激库普弗细胞表达肿瘤坏死因子鄄琢
(TNF鄄琢)、白细胞介素(IL)鄄6 等细胞因子参与 SAP
相关的局部和全身炎症反应的发展[4]。 在 SAP 的

早期阶段,肝脏会刺激 TNF鄄琢 的产生,随着病情的

发展,过多的 TNF鄄琢 被释放到血液循环中,会导致

远处器官的损伤,这表明肝损伤在 SAP 继发 MODS
的发生发展中起着核心作用[5]。 因此,改善肝损伤

的治疗方法对减轻 SAP 的严重程度非常重要。 胰

腺炎相关腹水 ( pancreatitis鄄associated ascitic fluid,
PAAF)在 SAP 的发展过程中起着重要的作用,它包

含大量有害物质包括 TNF鄄琢、IL 和内毒素,可诱导

胰腺组织坏死和加重炎症反应[6]。 研究[7 - 8] 表明,
早期腹腔穿刺引流(abdominal paracentesis drainage,
APD)通过引流 PAAF 已被证实可降低循环炎症因

子水平、减缓多器官衰竭、降低死亡率且不会增加感

染率,可以减少局部并发症发生和缩短住院时间。
以上表明 APD 是治疗 SAP 一种安全有效的措施。
所以早期研究 APD 对 SAP 合并肝损伤具有重要意

义,且目前此方面机制研究较少。 故本研究对 SAP
合并肝损伤大鼠早期应用 APD,旨在探讨其保护

SAP 大鼠相关肝损伤的潜在机制。

1摇 材料与方法

1. 1 摇 动物与试剂 摇 SD 大鼠(雌雄不拘) 体质量

300 ~ 320 g,取自安徽医科大学实验动物中心。 在

整个实验过程中,所有大鼠均在无病原体的设施中

饲养 和 喂 养, 昼 夜 周 期 为 12 h。 牛 磺 胆 酸 钠

(PIONEER3434)购于陕西帕尼尔生物科技有限公

司,Toll 样受体 4(TLR4)、MyD88、I资B鄄琢、核转录因

子鄄资B(NF鄄资B) p65(Lys310)、白细胞介素鄄1 受体相

关激酶(IRAK4)及磷酸化肿瘤坏死因子受体相关因

子 6(TRAF6)、p鄄p65 购于 MDL 公司。 动物实验按

照安徽医科大学动物伦理委员会的指导方针进行。
1. 2摇 动物实验及分组摇 30 只大鼠根据随机数字表

分为 SAP 未处理组(SAP 组)、SAP 腹腔穿刺引流组

(APD 组)和假手术组(SHAM 组),每组 10 只。 在

SAP 组和 APD 组中,使用微量注射泵通过胰管逆行

注射 5%牛磺胆酸钠(0. 1 mL / 100 g)诱发胰腺炎。
APD 组在诱发胰腺炎后立即将带真空球的引流管

置入右下腹。 假手术组大鼠除开腹外不做任何手术

处理。 实验中采用异氟醚(PPSJ鄄010070,美国)用麻

醉机进行麻醉。 模型建立 24 h 后处死大鼠。 收集

血液样本、肝脏组织立即保存于 - 80 益冰箱备用。
1. 3摇 肝脏组织病理学分析 摇 肝脏组织样本用 4%
多聚甲醛溶液固定,石蜡包埋后切片用苏木精 - 伊

红(HE)染色,然后使用光学显微镜观察切片。
1. 4摇 外周血中细胞因子 TNF鄄琢、IL鄄6 及 IL鄄10 检测

摇 采用酶联免疫吸附试验(ELISA)试剂盒(上海纪

宁生物有限公司,中国)检测血清 TNF鄄琢、IL鄄6 及 IL鄄
10 水平并根据制造商手册执行。
1. 5摇 肝组织中 TLR4、p鄄I资B、IRAK鄄4、TRAF6 和 NF鄄
资B p65 蛋白检测摇 采用蛋白质提取试剂盒(上海纪

宁生物有限公司)从大鼠肝脏组织中提取蛋白质。
蛋白浓度使用 BCA 蛋白检测试剂盒(上海纪宁生物

有限公司)测定。 使用 SDS鄄PAGE 在凝胶电泳中对

每个蛋白质样品进行等效分离后将它们转移至

PVDF 膜上。 然后用小牛血清封闭 1 h,在 4 益下孵

育过夜。 加入二抗,室温孵育 1 h 后,再用 TBST 洗

涤膜 3 次。 通过增强的化学发光法(ECL)进行曝

光、显影及定影,并用 FluorChem 灰度分析软件进行

分析,计算各蛋白吸光度值的比值。
1. 6摇 统计学方法摇 采用单因素方差分析和 q 检验。

2摇 结果

2. 1摇 肝脏组织病理学分析摇 光镜下观察:SHAM 组

肝细胞混浊肿胀不明显,较少炎性细胞浸润,肝窦及

肝细胞间质淤血不明显;APD 组肝细胞轻度混浊肿

胀,少量炎性细胞浸润;SAP 组肝细胞混浊肿胀明

显,较多炎性细胞浸润,肝窦及肝细胞见明显淤血表

现(见图 1)。
2. 2摇 外周血血清中 TNF鄄琢、IL鄄6、及 IL鄄10 的表达水

平摇 与 SHAM 组比较,APD 组 TNF鄄琢 、IL鄄6、IL鄄10 的

表达水平均明显升高(P < 0. 01);与 SAP 组比较,
APD 组TNF鄄琢、TL鄄6 的表达水平均明显降低 (P <
0. 01),IL鄄10 表达水平明显升高(P <0. 01)(见表 1)。
2. 3摇 肝组织 TLR4、p鄄I资B、IRAK鄄4、TRAF6 和 NF鄄资B
p65 蛋 白 表 达 水 平 摇 与 SHAM 组比较, APD 组

TLR4、p鄄I资B、IRAK鄄4、TRAF6 和 NF鄄资B p65 蛋白表

达水平均明显升高(P < 0. 01);与 SAP 组比较,APD
组 TLR4、p鄄I资B、IRAK鄄4、TRAF6 和 NF鄄资B p65 蛋白

表达水平均明显降低(P < 0. 01)(见表 2)。

3摇 讨论

摇 摇 SAP 是一种潜在具有致命性的急性炎症性疾

病,发病率和死亡率均较高[9]。 肝脏作为 SAP 病人
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胰腺外易受累器官之一,其受损可以促进 SAP 的进

展,临床上肝损伤是 SAP 严重程度的重要指标,对
SAP 的预后有重要的预测价值[10]。 本研究中,我们

发现 SAP 大鼠表现出严重的肝脏组织结构的损伤

改变。 PAAF 因包含大量有毒物质及炎性介质,因
此,任何去除 PAAF 的策略或方法都可能有效治疗

SAP 及其相关并发症。 本研究表明,早期 APD 可以

有效缓解和控制 SAP 的严重程度及减轻肝组织损

伤。 这是微创在治疗胰腺炎进程中重要的发展和补

充,具有重要的临床意义。 在探究 APD 对 SAP 继发

肝损伤组织病理学研究的同时,我们更致力于进一

步探究 APD 对 SAP 相关肝损伤的潜在治疗机制。

摇 表 1摇 3 组大鼠外周血血清中 TNF鄄琢、IL鄄6、IL鄄10 的表达水

平比较(x 依 s;pg / mL)

分组 n TNF鄄琢摇 摇 摇 IL鄄6摇 摇 摇 IL鄄10摇 摇 摇

SHAM 组 10 15. 54 依 1. 25摇 摇 摇 43. 21 依 4. 12摇 摇 摇 52. 12 依 6. 78摇 摇 摇

SAP 组 10 35. 06 依 3. 23** 120. 34 依 15. 33** 47. 32 依 1. 09*

APD 组 10 22. 64 依 4. 07**吟吟 85. 15 依 9. 46**吟吟 82. 13 依 2. 88**吟吟

F — 102. 50摇 摇 131. 90摇 摇 192. 50摇 摇

P — <0. 01摇 摇 < 0. 01摇 摇 < 0. 01摇 摇

MS组内 — 9. 520摇 摇 113. 800摇 摇 18. 480摇 摇

摇 摇 q 检验:与 SHAM 组比较*P < 0. 05,**P < 0. 01;与 SAP 组比较吟吟
P <0. 01

表 2摇 3 组大鼠肝组织 TLR4、p鄄I资B、IRAK鄄4、TRAF6 和 NF鄄资B p65 蛋白表达水平的比较(x 依 s)

分组 n TLR4 p鄄I资B IRAK鄄4 TRAF6 NF鄄资B p65

SHAM 组 10 0. 41 依 0. 03 0. 51 依 0. 01 0. 33 依 0. 02 0. 42 依 0. 03 0. 31 依 0. 01

SAP 组 10 1. 34 依 0. 21** 1. 05 依 0. 34** 0. 87 依 0. 13** 0. 91 依 0. 13** 0. 93 依 0. 10**

APD 组 10 0. 75 依 0. 14**吟吟 0. 71 依 0. 12**吟吟 0. 52 依 0. 09**吟吟 0. 61 依 0. 06**吟吟 0. 52 依 0. 05**吟吟

F — 102. 80 17. 19 88. 62 85. 56 236. 70

P — <0. 01 < 0. 01 < 0. 01 < 0. 01 < 0. 01
MS组内 — 0. 022 0. 043 0. 001 0. 007 0. 004

摇 摇 q 检验:与 SHAM 组比较**P < 0. 01;与 SAP 组比较吟吟P < 0. 01

摇 摇 在 SAP 的早期阶段,胰腺中受损和死亡的腺泡

细胞会释放内源性危险刺激物作为损伤相关分子模

式(DAMPs),通过影响巨噬细胞来激活和加剧炎症

反应[11]。 炎性细胞因子的调节在不同的炎症性疾

病中都有多种信号通路表达,如 TLR4 / NF鄄资B 轴信

号、Janus 激酶 /信号转导和转录激活因子 ( JAK /
STAT)轴信号和转化生长因子鄄茁 / SMAD 相关蛋白

激酶(TGF鄄茁 / SMAD)轴信号转导,参与促炎细胞因

子基因的调控[12 - 13]。 在本研究中,我们建立了 SAP
继发肝损伤大鼠模型,以确定 APD 是否可以通过调

节 TLR4 / NF鄄资B 信号通路减轻与 SAP 相关的全身

炎症反应和肝损伤。 研究结果表明,APD 改善了

SAP 大鼠的炎症细胞因子和肝损伤,这可能与

TLR4 / NF鄄资B 信号通路的抑制密切相关。
在包括胰腺炎在内的许多炎症性疾病中,脂多

糖(LPS)刺激的 TLR4 经历寡聚化并招募其下游,包
括依赖髓样分化因子 88 ( myeloid differentiation
factor8 8, MyD88 ) 途 径 和 非 依 赖 MyD88 途 径,
MyD88 进一步激活 IRAK鄄4,这是 IRAK1 激活和降

解所必需的,活化的 IRAK1 TRAF6 使 UEV1A(泛素

偶联酶 E2 变异 1 亚型 a)和 UBC13(泛素偶联酶

13)形成复合物并启动激酶级联反应,包括转化生

长因子鄄茁 激活激酶 1(TAK1)和 I资B( IKKs),IKKs
磷酸化 I资B 并导致其降解,从而消除 I资B 对 NF鄄资B
亚基的抑制作用,释放的 NF鄄资B 亚基从细胞质转移

到细胞核,进而诱导促炎细胞因子基因的表达,如
TNF鄄琢、IL鄄6 等[14 - 15]。 NF鄄资B 是由 p50 和 p65 亚基

以及 I资B鄄琢 组成的无活性复合体,其中以 p65 最具

有转录活性,现已被证实是机体介导炎症反应的枢

纽,在急性肝损伤中起关键作用[16]。 本实验中,我
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们观察到 TLR4、 p鄄I资B、 IRAK鄄4、 TRAF6 和 NF鄄资B
p65 在 APD 组的肝组织中蛋白表达水平较 SAP 组

明显降低,提示 APD 可能通过抑制 TLR4 / NF鄄资B 信

号通路减轻 SAP 大鼠肝组织损伤。
TNF鄄琢 是参与炎症反应重要因素之一,不仅诱

导细胞凋亡和坏死,而且进入血液后诱导 IL鄄6 等 IL
的表达,从而引起瀑布样炎症反应并导致 SIRS[17]。
IL鄄10 是一种抗炎细胞因子,可抑制内毒素刺激的促

炎细胞因子 TNF鄄琢 和 IL鄄6 的产生,也抑制辅助性 T
细胞的活化和 IL鄄6 的合成,从而抑制炎症介质的级

联反应及延缓全身炎症反应的发生[18]。 基于以上

研究,表明通过上调 IL鄄10 基因表达可以减轻急性

胰腺炎诱导的炎性损伤。 本研究结果表明,APD 可

以降低 SAP 大鼠循环血液中 TNF鄄琢 和 IL鄄6 表达水

平,增加 IL鄄10 表达水平,说明 APD 在 SAP 促炎因

子和抑炎因子表达平衡方面发挥重要作用,但其具

体机制还需进一步深入研究。
综上所述,本研究结果表明,APD 治疗可减轻

SAP 大鼠肝损伤,且 APD 抑制 SAP 大鼠肝损伤可能

通过抑制 TLR4 / NF鄄资B 信号通路表达来实现。 本研

究可为 APD 治疗 SAP 相关肝损伤提供相关机制研

究参考。
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