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抗 ＴＮＦα治疗对重症急性胰腺炎肺损伤
ＮＦκＢ信号通路的影响
程石，杨彬，闫文貌，史敬东，宋茂民

（首都医科大学附属北京天坛医院 普通外科，北京 １０００５０）

　　摘要：目的　探讨抗肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα）治疗对重症急性胰腺炎（ＳＡＰ）大鼠肺泡巨噬细胞
（ＡＭ）细胞核因子 κＢ（ＮＦκＢ）信号通路的影响。方法　ＳＤ大鼠随机分为对照组、ＳＡＰ组、抗 ＴＮＦα抗

体治疗组。每组再分为术后 １，３，６，１２ｈ４个时相组，每时相 ６只。逆行性胰胆管注射 ５％牛磺酸钠

建立 ＳＡＰ大鼠模型。从支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）获取 ＡＭ，检测 ＡＭ分泌 ＴＮＦα水平，并检测 ＢＡＬＦ中

蛋白含量、肺组织髓过氧化物酶（ＭＰＯ）水平。以 ＲＴＰＣＲ法测定 ＡＭＴＮＦαｍＲＮＡ的表达。行肺组织病

理学检查及免疫组化检查 ＮＦκＢ的表达。结果　对照组肺组织较少有 ＮＦκＢ活化的 ＡＭ，ＳＡＰ各组肺

组织均可见 ＮＦκＢ活化，且随时间进展 ＮＦκＢ由细胞质逐渐进入细胞核。ＴＮＦα抗体治疗组仍有少

量 ＮＦκＢ活化。ＡＮＰ大鼠肺损伤随病情进展而加重。肺组织 ＭＰＯ及 ＢＡＬＦ蛋白含量随时间延长而升

高，１２ｈ达最高值，分别为（１０．７８±０．５８）Ｕ／ｇ和 （２０１１．０±１０５．５）μｇ／ｍＬ。ＡＭ分泌 ＴＮＦα水平

也逐渐升高，至 ６ｈ达高峰［（１６２４．２±１４９．２）ｐｇ／ｍＬ］，１２ｈ回落。ＴＮＦαｍＲＮＡ的表达与 ＴＮＦα的

变化趋势相似。ＳＡＰ大鼠上述各组指标与正常对照组相比均有统计学差异（Ｐ＜０．０５）。ＴＮＦα抗体

治疗组各指标仍显著高于正常对照组（Ｐ＜０．０５），但低于 ＳＡＰ组（Ｐ＜０．０５）。ＡＭ分泌 ＴＮＦα活性与

ＭＰＯ及 ＢＡＬＦ蛋白含量呈正相关（ｒ＝０．６５，０．７６，Ｐ＜０．０１）。结论　抗 ＴＮＦα治疗可抑制 ＳＡＰ大鼠

的 ＴＮＦα对 ＡＭＮＦκＢ活化的反馈激活作用，并可直接减少 ＴＮＦα，进而减轻肺损伤。
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ＣＬＣｎｕｍｂｅｒ：Ｒ６５７．５１　　　　　　Ｄｏｃｕｍｅｎｔｃｏｄｅ：Ａ

　　ＮＦκＢ是一种普遍存在的转录因子，其活化
后可导致大量炎症介质释放引起肺损伤［１］。研究

表明以 ＴＮＦα为中心环节的炎症介质复合网络的
失控在重症急性胰腺炎（ＳＡＰ）肺损伤发生中扮演
重要角色 ［２－４］。本研究通过观察抗 ＴＮＦα单克隆
抗体治疗后 ＳＡＰ肺泡巨噬细胞（ＡＭ）ＮＦκＢ活性
的变化，以探讨其对 ＮＦκＢ信号通路的影响。

１　材料与方法

１．１　实验分组
健康成年 ＳＤ大鼠 ７２只，雌雄不拘，体重 ２５０

～３００ｇ。随机分组：（１）对照组，自胰胆管内逆
行注入生理盐水。（２）ＳＡＰ组，自胰胆管内逆行
注入 ５％牛磺酸钠［０．１ｍＬ／１００ｇ（体重）］。（３）
ＴＮＦα抗体治疗组，在 ＳＡＰ制模后即刻给予ＴＮＦα
抗体（美国 ＰＢＨ公司）［１０ｍｇ／ｋｇ（体重）］，尾静
脉注射。每组又根据 ＳＡＰ制成后不同时点，再分
为 １，３，６，１２ｈ组，每组 ６只动物。
１．２　支气管肺泡灌洗

各组大鼠手术后，分别在不同时点处死取大

鼠，取右肺下叶用于组织学检查、测定 ＭＰＯ及免
疫组织化学法（免疫组化）检测 ＮＦκＢ的表达。
ＭＰＯ测定方法见参考文献［５］。然后行支气管肺泡

灌洗，收集灌洗液（ＢＡＬＦ），以考马斯亮蓝法测定
蛋白含量。将 ＢＡＬＦ离心获取细胞，于 ３７℃，５％
ＣＯ２中培养 ２４ｈ，取上清液，用于检测 ＴＮＦα。

ＴＮＦα检 测 用 酶 联 免 疫 吸 附 法，试 剂 盒 购 自
Ｂｉｏｓｏｕｒｃｅ公司。所有标本重复检查 ２次。
１．３　逆转录 －多聚酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测

ＡＭ ＴＮＦαｍＲＮＡ
具体方法见参考文献［５］。

１．４　肺组织 ＮＦκＢｐ６５蛋白的检测
采用 ＡＢＣ法进行免疫组化染色检测肺组织中

ＮＦκＢ亚单位 ｐ６５蛋白的表达。试剂盒购自武汉
博士德公司。结果判定：细胞染色呈棕黄色为阳

性，定位于细胞浆和细胞核。阳性率计算方法：数

５个不含支气管的高倍视野，分别计算阳性细胞
数和总细胞数。阳性率 ＝阳性细胞数／总细胞数
×１００％。
１．５　组织学检查

将各组大鼠肺组织按常规置 １０％福尔马林液
中浸泡，石蜡包埋，行 ＨＥ染色。
１．６　统计学处理

所有数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。差异
显著性采用方差分析并行等级相关分析，统计采

用 ＳＰＳＳ１０．０软件分析。

２　结　果

２．１　肺组织 ＭＰＯ及 ＢＡＬＦ蛋白含量的变化
对照组大鼠肺组织 ＭＰＯ活性较低。ＳＡＰ１ｈ

组与对照组之间差异无显著性（Ｐ＞０．０５），３ｈ
组明显高于对照组并随时间的延长逐渐升高
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（Ｐ＜０．０５）。抗 ＴＮＦα抗体治疗除 １ｈ组外其余
３个时相组均显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）；与
ＳＡＰ组相比除 １ｈ组外，其余３个时相均显著低于

ＳＡＰ组（均 Ｐ＜０．０５）。各组大鼠 ＢＡＬＦ蛋白含量
变化情况与 ＭＰＯ活性变化趋势相近（表 １－２）。

表１　肺组织ＭＰＯ含量变化（Ｕ／ｇ，ｘ±ｓ）

组别 制模后１ｈ 制模后３ｈ 制模后６ｈ 制模后１２ｈ

对照 １．０３±０．０９ １．０６±０．１１ １．０８±０．０７ １．０５±０．０８

ＳＡＰ １．３５±０．１０ ３．５４±０．２９１） ８．５８±０．５４１） １０．７８±０．５８１）

抗ＴＮＦ抗体治疗 １．１７±０．０７ ２．２３±０．１１１），２） ４．２５±０．３１１），２） ３．０９±０．４７１），２）

　　注：１）与对照组比较，Ｐ＜０．０５；２）与ＳＡＰ组比较，Ｐ＜０．０５

表２　ＢＡＬＦ蛋白含量的变化（μｇ／ｍＬ，ｘ±ｓ）

组别 制模后１ｈ 制模后３ｈ 制模后６ｈ 制模后１２ｈ

对照 ２７５．９±１０．２ ２８３．５±１３．８ ２６４．４±１７．６ ２８９．４±１５．３

ＳＡＰ ３５１．２±３１．８１） １０２０．６±７８．５１） １８２５．３±２１７．３１） ２０１１．０±１０５．５１）

抗ＴＮＦ抗体治疗 ３８１．８±２５．８１） ３９８．１±３０．３１），２） ４１０．７±３２．６１），２） ３９６．２±１６．４１），２）

　　注：１）与对照组比较，Ｐ＜０．０５；２）与ＳＡＰ组比较，Ｐ＜０．０５

２．２　ＡＭ 分泌 ＴＮＦα活性
对照组 ＴＮＦα活性水平低。ＳＡＰ组各时相

ＴＮＦα活性显著高于对照组 （Ｐ＜０．０５）。抗
ＴＮＦα抗体治疗各时相组 ＴＮＦα活性明显高于

对照组，差异均有显著性（Ｐ＜０．０５）；但除１ｈ组
外，其余 ３个时相均明显低于 ＳＡＰ组（Ｐ＜０．０５）
（表 ３）。

表３　各组大鼠肺泡巨噬细胞分泌ＴＮＦα活性 （ｐｇ／ｍＬ，ｘ±ｓ）

组别 制模后１ｈ 制模后３ｈ 制模后６ｈ 制模后１２ｈ

对照 １５７．１±２９．１ １６３．５±３２．３ １５１．８±２１．６ １６０．３±２０．３

ＳＡＰ ２６５．７±４３．４１） ９５７．３±１４５．９１） １６２４．２±１４９．２１） ７１６．７±５３．６１）

抗ＴＮＦ抗体治疗 ２５２．９±２５．４１） ２７６．３±２８．１１），２） ２９４．９±２８．２１），２） ２７２．６±２２．８１），２）

　　注：１）与对照组比较，Ｐ＜０．０５；２）与ＳＡＰ组比较，Ｐ＜０．０５

２．３　ＡＭ ＴＮＦαｍＲＮＡ的表达
对照组 ＡＭＴＮＦαｍＲＮＡ的表达极少；ＳＡＰ１ｈ

组有少量表达，６ｈ组表达最显著，１２ｈ组表达又
降低。ＳＡＰ各组与对照组相比差异均有显著意义

（Ｐ＜０．０５）。抗 ＴＮＦα抗体治疗组与对照组相
比，各时相仍较高，差异均有显著性（Ｐ＜０．０５）；
但与 ＳＡＰ组各时相比较又明显降低，除 １ｈ组外，
其余各时相差异均有显著性（Ｐ＜０．０５）（表４）。

表４　各组大鼠肺泡巨噬细胞ＴＮＦαｍＲＮＡ的表达

组别 制模后１ｈ 制模后３ｈ 制模后６ｈ 制模后１２ｈ

对照 ０．３３５±０．０１５ ０．３１８±０．０１１ ０．３２３±０．０１７ ０．３２９±０．０１３

ＳＡＰ ０．４３３±０．０１８１） ０．８１７±０．０１３１） １．１２７±０．０６９１） ０．７３２±０．０１２１）

抗ＴＮＦ抗体治疗 ０．４３５±０．０１２１） ０．４４５±０．０１６１），２） ０．４５０±０．０１７１），２） ０．４４３±０．０１７１），２）

　　注：１）与对照组比较，Ｐ＜０．０５；２）与ＳＡＰ组比较，Ｐ＜０．０５

１２２
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２．４　肺组织 ＮＦκＢ活性改变
对照组肺组织中 ＮＦκＢ活化的 ＡＭ 较少。

ＳＡＰ各组肺组织均可见 ＮＦκＢ活化，并随时间而
进展，逐渐呈强阳性反应。阳性反应产物不仅分

布于细胞质中，并由细胞质更多地进入细胞核

（图 １）。抗 ＴＮＦα抗体治疗组仍可观察到ＮＦκＢ

少量活化，但很少进入细胞核（图 ２）。与对照组
相比，ＳＡＰ和抗 ＴＮＦα抗体治疗组 ＮＦκＢ活性阳
性率均显著性增高 （Ｐ＜０．０５）；抗 ＴＮＦα抗体
治疗组与 ＳＡＰ组相比除 １ｈ组外，其余 ３个时相
差有显著性降低 （Ｐ＜０．０５）（表 ５）。

表５　各组大鼠肺组织ＮＦκＢ活性（１００％）

组别 制模后１ｈ 制模后３ｈ 制模后６ｈ 制模后１２ｈ

对照 ４．３±１．３ ４．４±１．２ ４．２±１．５ ４．３±１．６

ＳＡＰ １２．３±１．６１） ２４．６±４．０１） ３０．１±８．５１） ２７．３±５．４１）

抗ＴＮＦ抗体治疗 ６．７±１．９１） ７．９±２．６１），２） １０．５±３．７１），２） ７．７±３．１１），２）

　　注：１）与对照组比较，Ｐ＜０．０５；２）与ＳＡＰ组比较，Ｐ＜０．０５

图１　ＳＡＰ各时相组ＮＦκＢｐ６５免疫组化染色（ＡＢＣ法×４００）　　Ａ：ＳＡＰ３ｈ组；Ｂ：ＳＡＰ６ｈ组；Ｃ：ＳＡＰ１２ｈ组

图２　抗ＴＮＦ抗体治疗组两时相组ＮＦκＢｐ６５免疫组化染色（ＡＢＣ法×４００）　Ａ：抗ＴＮＦ抗体治疗组６ｈ组；Ｂ：抗ＴＮＦ抗体
治疗组１２ｈ组

２．５　各组大鼠肺组织学改变
ＳＡＰ组 １ｈ，肉眼见肺轻度水肿；光镜下见肺

间质水肿、充血、单核细胞及少量中性粒细胞浸

润。３ｈ，肉眼见肺水肿，少量淡黄色胸水；光镜
下见间质明显充血、水肿，大量中性粒细胞浸润。

６ｈ，肺表面散在出血点，少量淡血性胸水；光镜
下见间质水肿、炎性细胞浸润，偶见间质内出血。

１２ｈ，肺表面弥漫性出血点，肺体积缩小，有血性
胸水；光镜下见间质出血，肺泡及气管内出血，肺

血管内有中性粒细胞浸润，肺泡塌陷实变。抗

ＴＮＦα抗体治疗组，大体标本可见各时相的表现
基本为轻度肺水肿；光镜下见肺间质水肿、充血、

单核细胞及少量中性粒细胞浸润。各时相的表

现无明显差异。对照组肺组织肉眼及光镜下均

正常。

２．６　相关性分析
相关性分析发现，ＡＭ分泌 ＴＮＦα活性与肺

ＭＰＯ变化呈正相关（ｒ＝０．６５，Ｐ＜０．０１）。ＡＭ
分泌 ＴＮＦα活性与 ＢＡＬＦ蛋白含量变化呈正相关
（ｒ＝０．７６，Ｐ＜０．０１）。

２２２
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３　讨　论

本课题组的前期研究［６］表明，ＴＮＦα与 ＳＡＰ
致急性肺损伤的发生密切相关，应用抗 ＴＮＦα单
克隆抗体预处理后肺损伤可减轻。但抗 ＴＮＦα
单克隆抗体治疗后对 ＮＦκＢ的影响尚少见报道。

肺脏中的 ＴＮＦα主要由 ＡＭ分泌。本研究发
现 ＳＡＰ１ｈＡＭ分泌 ＴＮＦα活性即有升高，６ｈ达
到高峰。同时 ＡＭ ＴＮＦαｍＲＮＡ表达检测发现与
ＴＮＦα的活性变化趋势相符合，表明在 ＳＡＰ早期
不仅血中 ＴＮＦα的表达升高，而且肺脏本身的
ＴＮＦα表达也明显升高。应用抗 ＴＮＦα抗体治
疗后，ＡＭ分泌 ＴＮＦα活性及 ＴＮＦαｍＲＮＡ的表达
较 ＳＡＰ组均有明显降低（Ｐ＜０．０５）。同时本实
验在 ＳＡＰ发生后的不同时点检测了 ＢＡＬＦ蛋白含
量和肺组织 ＭＰＯ活性这两个衡量肺损伤程度的
重要指标，结果显示 ＳＡＰ发生后，随着时间推移，
两者均逐渐升高，提示肺损伤逐渐加重。同时还

发现，ＳＡＰ组各时相前述两个指标升高与 ＴＮＦα
表达升高呈正相关；表明 ＴＮＦα的释放增加激活
了中性粒细胞，从而诱发炎症反应，最终造成肺

损伤。应用 ＴＮＦα抗体治疗后，前述两个指标较
ＳＡＰ组有明显降低，表明 ＴＮＦα抗体可减轻肺损
伤。组织学检查结果也从形态学上为上述结论

提供了直接的证据。

ＮＦκＢ作为一种普遍存在的转录因子，其活
化后可调控多种炎症介质包括 ＴＮＦα的分泌。
ＮＦκＢ的活化有经典信号通路和替代通路。前炎
症介质，特别是 ＴＮＦα是经典信号通路的主要刺
激因子［７－８］。本研究检测的 ＮＦκＢ主要亚单位
ｐ６５的结果显示，对照组肺组织较少见 ＮＦκＢ活
化的 ＡＭ，ＳＡＰ各组肺组织均可见到 ＮＦκＢ已被
活化，并随时间进展由细胞浆更多地进入细胞

核，提示 ＳＡＰ发生后，ＮＦκＢ被快速激活，并开始
发挥调控作用，其活性变化与 ＴＮＦα活性变化趋

势吻合；表明 ＴＮＦα的分泌受到活化的 ＮＦκＢ调
控。应用抗 ＴＮＦα抗体治疗后，虽仍可观察到
ＮＦκＢ活化，但已很少进入细胞核；表明 ＮＦκＢ
活化受到抑制，但其活性并未明显随时间变化。

治疗组 ＡＭ分泌的 ＴＮＦα活性除较 ＳＡＰ组明显降
低外，各时相间 ＴＮＦα活性无明显差别；这与
ＮＦκＢ变化趋势相符合。上述结果表明抗 ＴＮＦα
单克隆抗体治疗后除可直接减少 ＴＮＦα的产生
外，更主要是通过抑制 ＴＮＦα对 ＳＡＰＡＭ ＮＦκＢ
活化的反馈激活作用从而减少 ＴＮＦα的产生，最
终减少过量 ＴＮＦα分泌导致的副作用，从而减轻
肺损伤。
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