
第１５卷第１０期
２００６年１０月

中国普通外科杂志

ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＧｅｎｅｒａｌＳｕｒｇｅｒｙ
　　　　　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．１５　Ｎｏ．１０

Ｏｃｔ．　２００６

　　文章编号：１００５－６９４７（２００６）１０－０７６１－０５
·基础研究·

甘遂对重症急性胰腺炎大鼠核因子 －κＢ活化
的影响

张翼１，２，吕新生１，孙维佳１，李小荣２，陈道瑾２

（中南大学 １．湘雅医院 普通外科，湖南 长沙 ４１０００８；２．湘雅三医院 普通外科，湖南 长沙 ４１００１３）

　　摘要：目的　观察重症急性胰腺炎（ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ，ＳＡＰ）大鼠胰腺核因子 κＢ（ｎｕｃｌｅａｒ
ｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ）的活性变化及甘遂对其的影响，以探讨甘遂治疗 ＳＡＰ的作用机制。方法　将 ＳＤ大
鼠随机分为假手术组（Ｓ组）、重症急性胰腺炎组（ＳＡＰ组）、甘遂治疗组（Ｋ组），每组 ４０只。分别在
手术后 ２，６，１２，２４ｈ处死大鼠后检测血清淀粉酶水平、胰腺组织核内 ＮＦκＢ／ｐ６５蛋白表达、胰腺组
织光镜检查、各组术后 ７２ｈ死亡率。结果　 （１）血清淀粉酶：与 Ｓ组比较，ＳＡＰ组 ２，６，１２，２４ｈ均显
著升高（Ｐ＜０．０１）；Ｋ组与 ＳＡＰ组比较，除 ２ｈ外，其余各时间点均有显著降低（Ｐ＜０．０１），但仍高
于对照组（Ｐ＜０．０１）；（２）核内 ＮＦκＢ／ｐ６５蛋白表达：Ｓ组表达量极弱；ＳＡＰ组 ２，６，１２ｈ表达均显
著高于 Ｓ组（Ｐ＜０．０１），Ｋ组 ６，１２ｈ表达量显著低于 ＳＡＰ组（Ｐ ＜０．０１）；（３）光镜观察：Ｓ组胰腺
组织结构正常，ＳＡＰ组胰腺组织有出血坏死及炎性细胞浸润，Ｋ组胰腺组织损害较 ＳＡＰ组减轻。（４）
７２ｈ死亡率：Ｓ组死亡率为 ０％；Ｋ组为 １２．５％，两者均明显低于 ＳＡＰ组（６２．５％）（Ｐ ＜０．０５）。结
论　甘遂能有效治疗 ＳＡＰ，其机制可能是通过减轻胰腺组织中 ＮＦκＢ活化而发挥治疗作用。
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ＣＬＣｎｕｍｂｅｒ：Ｒ５７６　　　　　　Ｄｏｃｕｍｅｎｔｃｏｄｅ：Ａ

　　重症急性胰腺炎（ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ，ＳＡＰ）

是临床常见急腹症，起病急，病情重，其病死率目前

仍高达 ２０％ ～４０％［１］。核转录因子 －κＢ（ＮＦκＢ）

是一个广泛存在于细胞中的具有多向性转录调节

作用的蛋白质因子，它能与多种炎症介质和细胞因

子等基因启动子部位的 κＢ位点相结合，调控这些

基因的转录和表达，在急性胰腺炎的发生发展中起

着重要的作用［２］。我科 ２０世纪 ７０年代开始在临床

上应用中药甘遂治疗 ＳＡＰ并取得满意的临床效果，

但其作用机理尚不甚清楚。本研究旨在探讨重症

急性胰腺炎大鼠胰腺核因子 κＢ（ＮＦκＢ）的活性变

化及甘遂对其的影响。

１　材料和方法

１．１　主要试剂和药品

牛磺胆酸钠（ｓｉｇｍａ公司）；甘遂粉（中南大学湘

雅医院中药房提供，陕西产）；ｐ６５兔抗大鼠多克

隆抗体（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）；βａｃｔｉｎ兔抗大鼠多

克隆抗体 （ｓｉｇｍａ公司）；ＨＲＰ标记的羊抗兔二抗

（ｓｉｇｍａ公司）；ＢＣＡ蛋白分析试剂盒（美国 Ｐｉｅｒｃｅ公

司）；ＥＣＬ化学发光试剂盒（Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司）。

１．２　动物模型建立

参照薛建国等［３］介绍胰腺被膜下注射 ５％牛磺

胆酸钠的建模方法。注射后整个胰腺均匀隆起，约

１０ｍｉｎ后胰腺出现肉眼可见的水肿出血，表明制作

ＳＡＰ模型成功，背部皮下注射生理盐水 ２０ｍＬ／ｋｇ。

术后自由饮食饮水。

１．３　动物分组和处理

健康雄性 ＳＤ大鼠 １２０只（中南大学湘雅医学

院实验动物学部提供），体重（２００±５０）ｇ，随机分

为 ３组：（１）假手术组（Ｓ组）；（２）重症急性胰腺炎

组（ＳＡＰ组）；（３）甘遂治疗组（Ｋ组）。每组 ４０只。

Ｓ组仅行开腹术，ＳＡＰ组和 Ｋ组均制作重症急性胰

腺炎模型。在模型制作成功后 Ｋ组立即给予甘遂

灌胃（２００ｍｇ／ｋｇ，用生理盐水配成 １ｍＬ混悬液），１

次／８ｈ，共 ２～３次，Ｓ组和 ＳＡＰ组给予同等容积的

生理盐水灌胃。

１．４　观测指标及检测方法

术后 ２，６，１２，２４ｈ点每组随机各选取 ８只处死

后采集血液和组织标本行下列检测。

１．４．１　血清淀粉酶（ＡＭＳ）　采用日立 ７１７０Ａ型

全自动生化分析仪测定。

１．４．２　胰腺组织核内 ＮＦκＢ／ｐ６５蛋白表达　采

用 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测。（１）组织核蛋白提取：称

取胰腺组织 １００ｍｇ研磨离心重悬于 ４００μＬ缓冲液

Ａ（１０ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ，１．５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，１０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＫＣｌ，０．５ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ，０．２ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ）中，超声粉

碎离心弃上清得细胞核后再重悬于 １００μＬ缓冲液

Ｃ（２０ｍｍｏｌ／Ｌ ＨＥＰＥＳ，２５％ 蔗 糖，０．４２ ｍｍｏｌ／Ｌ

ＮａＣｌ，１．５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，０．２ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，０．５

ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ，０．２ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ）中，离心后上清即

为核蛋白提取液，ＢＣＡ蛋白分析试剂盒测定核蛋白

浓度，－８０℃冻存。（２）Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测：取样品

（１００μｇ／孔）与 １×ＳＤＳ加样液混合，电泳分离蛋白

并转移至硝酸纤维素膜上，依次加一抗（ｐ６５兔抗

大鼠多克隆抗体，βａｃｔｉｎ兔抗大鼠多克隆抗体，工

作浓度均为 １∶２００），二抗（ＨＲＰ标记的羊抗兔二

抗 ，工作浓度 １∶５０００），ＥＣＬ发光法检测，放射自

显影，并进行半定量（以 βａｃｔｉｎ为内参照，用 ｐ６５／

βａｃｔｉｎ的灰度密度比值表示结果）检测。再重复实

验 ２次，结果进行分析。

１．４．３　光镜检查　取小块胰腺组织立即放入 ４％

的多聚甲醛中固定，石蜡包埋切片，ＨＥ染色，高倍

镜下观察组织结构的改变。

１．４．４　大鼠死亡率观测　术后各组随机选取 ８只

观察 ７２ｈ死亡率。

１．５　统计学方法

所有计量资料用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，Ｐ

＜０．０５认为有统计学意义，采用 ＳＰＳＳ１０．０统计软

件分析完成。
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２　结　果

２．１　血清淀粉酶水平

ＳＡＰ组血清淀粉酶水平 ２ｈ就显著升高，２４ｈ达

高峰，均显著高于 Ｓ组（Ｐ＜０．０１）；Ｋ组与 ＳＡＰ组

比较，除 ２ｈ外，其余各时间点均有显著降低（Ｐ ＜

０．０１），但仍高于 Ｓ组（Ｐ＜０．０１）（表 １）。

２．２　胰腺组织核内 ＮＦκＢ／ｐ６５蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ检测

结果

Ｓ组各时间点核内 ＮＦκΒ蛋白表达量极弱；

ＳＡＰ组在 ２ｈ表达量明显增强，６ｈ达高峰 （Ｐ ＜

０．０１），１２ｈ后表达逐渐减弱；Ｋ组在 ６ｈ及 １２ｈ表

达量均著显低于 ＳＡＰ组（Ｐ ＜０．０１），２４ｈ点 ３组

差异无显著性（图 １）（表 ２）。

表 １　各组各时间点血清淀粉酶水平（Ｕ／Ｌ）（ｘ±ｓ）

组别 ２ｈ ６ｈ １２ｈ ２４ｈ

Ｓ组 ８７０．１±１４２．５ ９３４．５±１１７．３ ９２０．７±１２５．６ ８９２．９±１３６．１

ＳＡＰ组 １９３５．２±４８１．６１） ６３７３．２±１３４５．８１） ７２３５．２±１３０３．４１） ７８２５．３±１４３４．５１）

Ｋ组 ２１０７．６±４６９．４１） ３２３１．７±７３１．２１），２） ２８１５．２±５８３．５１），２） ２３８１．８＋５２７．１１），２）

　　　　 注：１）与Ｓ组比较，Ｐ＜０．０１；２）与ＳＡＰ组比较，Ｐ＜０．０１

２ｈ ６ｈ １２ｈ ２４ｈ

图１　胰腺组织核内ＮＦκΒ／ｐ６５蛋白表达的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显影结果

表２　核内ＮＦκＢ／ｐ６５蛋白半定量值（ｐ６５／βａｃｔｉｎ比值）（ｘ±ｓ）

组别 ２ｈ ６ｈ １２ｈ ２４ｈ

Ｓ组 ０．０９１±０．０１５ ０．０９５±０．０１８ ０．１０２±０．００７ ０．１０１±０．０１６

ＳＡＰ组 ０．４１５±０．１１２１） ０．７１５±０．１５４１） ０．３３５±０．０８２１） ０．１１８±０．０２１

Ｇ组 ０．４０２±０．１１５１） ０．４３２±０．１２１１），２） ０．２１５±０．０５７１），２） ０．１０５±０．０１５

　　　　 注：１）与Ｓ组比较，Ｐ＜０．０１；２）与ＳＡＰ组比较，Ｐ＜０．０１

２．３　光镜观察

Ｓ组胰腺组织腺泡细胞结构基本正常；ＳＡＰ组

可见胰腺组织出血坏死及炎性细胞浸润，并随时间

延长而加重；Ｋ组 ２，６ｈ与 ＳＡＰ组没有明显差别，

１２ｈ后，胰腺组织损害较 ＳＡＰ组减轻（图 ２－３）。

图 ２　ＳＡＰ组 １２ｈ点胰腺组织 ＨＥ染色（×４００）胰腺大片

状坏死

图 ３　Ｋ组 １２ｈ点胰腺组织 ＨＥ染色（×４００）胰腺坏死程

度较 ＳＡＰ组减轻
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２．４　７２ｈ死亡率
Ｓ组为 ０％；Ｋ组为 １２．５％（１／８），两组均明显

低于 ＳＡＰ组（６２．５％）（５／８）（均 Ｐ＜０．０５）。

３　讨　论

重症急性胰腺炎时，机体释放大量的炎症介质

和细胞因子进入血循环，触发炎症介质瀑布样级联

反应，促成了全身炎症反应综合征（ＳＩＲＳ）和多器官
功能障碍综合征（ＭＯＤＳ），这是造成 ＳＡＰ死亡的重
要原因［４］。因此，减少炎症介质的过度产生以减轻

炎症反应和组织损伤对于改善 ＳＡＰ的病情有着重
要意义。

ＮＦκＢ广泛存在于机体各种细胞胞质中，是许
多炎症介质和细胞因子表达所必须的转录因子。

ＮＦκＢ主要是由 ｐ６５和 ｐ５０两个亚基组成的异源
二聚体，未被激活时位于细胞胞浆并和抑制蛋白

ＩκＢ结合在一起，在某些刺激因素作用下 ＩκＢ与 ＮＦ
κＢ解离并被降解，ＮＦκＢ随即被激活而进入胞核，
与多种炎性蛋白基因启动子部位的 κＢ位点相结
合，调控这些基因的转录和表达［５］。因此，ＮＦκＢ
的活化能引起一系列炎症介质和细胞因子基因的

表达上调，导致它们的大量产生进而参与机体的炎

症反应。近年来随着对 ＳＡＰ发病机制认识的不断
深入，有关 ＮＦκＢ的活化在急性胰腺炎中的作用研
究逐渐增多。Ｄｕｎｎ等［６］在大鼠急性胰腺炎中发现

ＮＦκＢ活性在诱导后 ４ｈ明显升高，并持续 ２４ｈ，其
调控的 ＴＮＦαｍＲＮＡ也随之升高，用异戊巴比妥阻断
ＮＦκＢ活性后，ＴＮＦαｍＲＮＡ表达也降低，胰腺炎的
严重程度减轻。Ｂｌｉｍａｎ等［７］在大鼠胰腺炎模型中发

现胰腺组织 ＮＦκＢ的活性显著升高，同时胰腺组织
ＩＬ６和 ＫＣ（ＩＬ８类似物）的 ｍＲＮＡ表达也明显上
调，给予 ＮＡＣ（Ｎ－乙酰半胱氨酸）后可抑制 ＮＦκＢ
活化及 ＩＬ６和 ＫＣ的产生。Ｃｈｅｎ等［８］采用经胰管注

射的方法直接将含有目的基因的腺病毒（Ａｄｐ６５）
注入胰腺，发现注入 Ａｄｐ６５后，ＮＦκＢ目的基因在
胰腺内表达，产生大量活化的 ＮＦκＢ，并伴有严重
的炎症反应发生，在胰腺内可以见到大量中性粒细

胞浸润及广泛的组织病理损伤；而整合了对照基因

的腺病毒未见引起胰腺内 ＮＦκＢ的表达和活化，亦
未见胰腺组织的病理损伤。上述研究表明 ＮＦκＢ
活化在急性胰腺炎的发生发展中起着重要作用。

本研究也观察到 ＳＡＰ成模后 ２ｈ胰腺组织 ＮＦκＢ就
有明显激活，６ｈ活性（核内 ＮＦκＢ／ｐ６５表达）达到
高峰，并持续到 ２４ｈ，明显高于 Ｓ组，与此同时血清
淀粉酶也逐渐上升，胰腺损害逐渐加重，提示 ＳＡＰ
早期就有 ＮＦκＢ的活化并参与了 ＳＡＰ的炎症反应
进而引起 ＳＡＰ的生化和病理改变。

临床上应用中药甘遂治疗 ＳＡＰ效果良好［９］，但

其作用机理尚不甚清楚。本研究发现用甘遂治疗

大鼠 ＳＡＰ后胰腺组织的 ＮＦκＢ活性显著下降，同时
血清淀粉酶也降低，胰腺病理损害得到改善，动物

死亡率降低。表明甘遂能够通过抑制 ＳＡＰ时胰腺
组织的 ＮＦκＢ活性，对 ＳＡＰ的生化和病理改变及预
后产生有利影响。其作用机制可能为甘遂通过抑

制 ＳＡＰ胰腺组织的 ＮＦκＢ活性，阻止 ＮＦκＢ从胞浆
进入胞核，从而可能减少炎症介质和细胞因子如

ＴＮＦα及 ＩＬ６等的产生和释放，从而减轻 ＳＡＰ的炎
症反应。本研究提示甘遂通过抑制 ＮＦκＢ活化而
起到治疗 ＳＡＰ的目的，这可能是其治疗 ＳＡＰ的作用
机理之一。

甘遂为大戟科植物，主要由一些二萜类和三萜

类化合物等组成。过去研究表明其有泻下、逐饮等

功能［１０］。近年来研究发现甘遂有明显的免疫抑制

和抗炎等作用。李嗣英等［１１］用甘遂粗制剂腹腔注

射后可使小鼠脾细胞在体外由植物血凝素（ＰＨＡ）
和刀豆素 Ａ（ｃｏｎＡ）诱导的淋巴细胞转化显著抑制，
表明甘遂有明显的免疫抑制作用。Ｗｕ等［１２］发现甘

遂的 ２个二萜类有效成分 ＫａｎｓｕｉｐｈｏｒｉｎｅＡ和 Ｋａｎ
ｓｕｉｐｈｏｒｉｎｅＢ的体内代谢物为蛋白激酶 Ｃ（ＰＫＣ）抑制
剂。Ｏｇａｔａ等［１３］证实 ＰＫＣ可导致 ＮＦκＢ活化，而应
用 ＰＫＣ抑制剂灯盏花素治疗后可抑制 ＮＦκＢ的活
化。刘浩等［１４］也发现雷公内酯醇等免疫抑制剂对

ＮＦκＢ的活化有抑制作用。提示甘遂抑制 ＮＦκＢ
的活性可能与其免疫抑制和抑制 ＰＫＣ活性有关。
其作用机制有待进一步深入研究。
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儿童直肠冗长症１例
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　　患者　男，１３岁。因排便时肛
门有“肿块”脱出 ８年余入院。８年前
患儿在排便时有肛门异物感，继之，排

便时均 有 “肿 块”脱 出，排 便 结 束 后

“肿块”可自行回纳，无排便疼痛、便

血及黏液便，未作任何诊治。既往体

健，无 特 殊 疾 病 史。体 查：体 重３１．５
ｋｇ。消瘦，营养稍差。心肺（－）。腹
部平坦，全腹无压痛及反跳痛，未扪及

包块。肛门外观无异常，肛门指检未

触及肿块，指套不染血，但肛门松弛，

嘱其用力排便时可见约 ５．０ｃｍ环形
肿块脱出肛门外，呈玫瑰花样，表面黏

膜光滑完整，无糜烂及出血。钡餐肠

造影示结肠、直肠肠管通畅，未见狭窄

及受压征象。临床诊断为直肠脱垂。

完善肠道准备后，在连硬外麻下行经

肛门乙直肠切除术，术中见从齿状线

至前腹膜反折的直肠长度为 １８．０ｃｍ，
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盆底松弛，在张力下固定乙状结肠于

直肠肌鞘 ４针，以乙状结肠系膜悬吊
盆底，切除乙直肠共 ２６．０ｃｍ，吻合乙

状结肠和直肠末端。病理报告：肠管

壁充血水肿，黏膜层中见散在淋巴细

胞浸润。术后 ２４ｈ进食，１周复查钡灌
肠无异常发现，治愈出院。随访 １年，

排便 ０～１次／ｄ，无复发和肛门狭窄。
讨论 　 正常儿童的直肠长约９．６

ｃｍ，成人约 １６．０ｃｍ，而本例患儿从齿
状线 至 前 腹 膜 反 折 的 直 肠 长 达１８．０

ｃｍ，加上上段直肠，其直肠总长度为
２３．０ｃｍ，是儿童直肠平均长度的 ２．５

倍，参照乙状结肠冗长症的诊断标准，

诊断为直肠冗长症。

在儿童直肠脱垂的发生中，滑动疝

学说得到了学者们的普遍接受，由于

直肠黏膜乃至直肠全层滑动，近端直

肠或乙状结肠套入远端直肠甚至脱出

肛门外，因此表现为直肠脱垂，又称为

直肠套叠或直肠疝。营养不良、长期

腹泻、便秘是儿童直肠脱垂的常见原

因，通过增加营养、治疗原发病多可以

治愈，而该患儿的直肠脱垂发生过程

中直肠滑动可能存在，由于直肠黏膜

与肌层的结构疏松，排便时随着黏膜

的滑动并牵拉全层向远端滑动，久而

久之，直肠将有不同程度被拉长，但难

以完全解释该例患儿的直肠冗长，是

由于直肠脱垂导致的直肠增长还是直

肠冗长导致脱垂，两者的因果关系尚

难确定。由于直肠冗长，随着反复的

排便和腹压增高，使冗长的直肠近端

套入远端，继而脱出肛门外表现为直

肠脱垂。这也就不难解释为什么本例

患儿在没有任何明确病因情况下发生

直肠脱垂，而且随着机体的发育历时 ８

年仍不自愈。因此，对无明确诱因或

病因发生直肠脱垂并不随机体发育而

愈的患儿应想到有直肠冗长存在之可

能。

对于直肠冗长导致的直肠脱垂，用

传统方法如硬化剂注射、肛门环缩或

经腹直肠悬吊将难以达到理想的治疗

效果，应切除多余的直肠并作盆底悬

吊。经肛门乙直肠切除是可供选择的

手术途径和治疗方法，而术中切除多

余肠管后在张力下吻合，以达到利用

乙状结肠系膜和骶前韧带悬吊盆底的

目的。本例患儿的治疗结果表明，采

用该法的治疗效果确切。
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