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ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ对重症急性胰腺炎大鼠胰肝损伤
的保护作用

李丙所，蔡文科，任彦顺，党军强，周红兵，窦科峰，赵青川

（第四军医大学西京医院 肝胆外科，陕西 西安 ７１００３２）

　　摘要：目的　探讨 ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ预处理对重症急性胰腺炎（ＳＡＰ）大鼠肝损伤的保护作用及其可能机
制。方法　健康成年 ＳＤ大鼠 ５４只，随机分为对照组（Ｃ组）、ＳＡＰ组（Ｐ组）和 ＳＡＰ＋ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ组（ＰＷ
组），每组 １８只。除 Ｃ组以生理盐水代牛磺胆酸钠外，另两组逆行胆胰管注射 ５０ｇ／Ｌ牛磺胆酸钠制备
ＳＡＰ模型。各组分别于术后 ３，６，１２ｈ检测血清中 ＴＮＦα，ＡＬＴ，ＡＳＴ水平及肝组织中 ＮＦκＢ活性，观察
肝组织及胰腺组织的病理变化。结果　Ｐ组血清中 ＴＮＦα，ＡＬＴ，ＡＳＴ水平及肝组织中 ＮＦκＢ活性（积
分灰度）均显著高于 Ｃ组（Ｐ＜０．０１）；胰腺、肝组织病理损伤随病情进展而逐渐加重。ＰＷ组较 Ｃ组各
项指标均升高，但较 Ｐ组明显降低（Ｐ＜０．０１）；且胰腺、肝组织病理损伤亦较 Ｐ组减轻。结论　ｗｏｒｔ
ｍａｎｎｉｎ预处理对 ＳＡＰ大鼠胰肝损伤有一定的保护作用，其机制可能与其抑制了 ＮＦκＢ的活化、减少
ＴＮＦα等多种炎症因子的释放有关。 ［中国普通外科杂志，２００７，１６（１０）：９７６－９７８］
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第１０期 李丙所，等：ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ对重症急性胰腺炎大鼠胰肝损伤的保护作用

　　 重 症 急 性 胰 腺 炎 （ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ，
ＳＡＰ），除发生胰腺病变外，常伴有多器官损伤。
由于胰腺腺泡细胞受损后血管内皮细胞、淋巴细

胞、中性粒细胞、巨噬细胞等活化，释放出大量化

学因子和细胞因子，除加重胰腺体本身损伤外，还

可造成 ＳＡＰ时肝脏损伤［１］。核因子（ＮＦ）κＢ在缺
血再灌注（Ｉ／Ｒ）损伤的发展中，对某些促炎症因
子基因的表达起着重要的调节作用［２］。ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ
是 ＰＩ３Ｋ信号转导通路的抑制剂，它是否能通过抑
制 ＮＦκＢ的活化而减少炎性因子的释放，减轻
ＳＡＰ过程中的胰腺肝脏损伤？对此目前研究报道
甚少。笔者通过 ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ对大鼠的预处理，观察
其对 ＳＡＰ时胰腺肝损伤的保护作用。

１　材料和方法

１．１　材料
Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ（Ｓｉｇｍａ公司），牛磺胆酸钠（Ｓｉｇｍａ

公司）溶于生理盐水中终浓度 ５０ｇ／Ｌ。肿瘤坏死
因子 α（ＴＮＦα）酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）试剂
盒为晶美生物工程公司产品。成年雌性 ＳＤ大鼠
５４只，体重 ２２０～２７０ｇ，由第四军医大学实验动
物中心提供。

１．２　动物分组
将 ５４只大鼠随机分为 ３组：对照组（Ｃ组），

ＳＡＰ组（Ｐ组）和 ＳＡＰ＋ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ预处理组（ＰＷ
组），每组 １８只。各组又分为术后 ３，６，１２ｈ组，
每组 ６只。大鼠术前 １２ｈ禁食，自由饮水。
１．３　试验方法
１．３．１　 动 物 模 型 的 建 立 　１％ 戊 巴 比 妥 钠
（３０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉大鼠。取上腹部正中切
口，显露胰腺，确认胆胰管后，以动脉夹夹闭其远

端（靠近十二指肠）和近端（左右肝管汇合处），然

后对各组进行以下处理：Ｐ组及 ＰＷ 组用 １ｍＬ注
射器针穿刺贴近胆胰管十二指肠开口处之胆管，

以 ０．２ｍＬ／ｓ的速度匀速逆行注入 ５％牛磺胆酸钠
（０．８ｍＬ／ｋｇ）；注射毕以动脉夹继续夹闭胆胰管
３～４ｍｉｎ，使牛磺胆酸钠充分进入胰腺，关腹。Ｃ组
以同法给予等量生理盐水注入。ＰＷ 组于建模前
给予 ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ１．４ｍｇ／ｋｇ腹腔注射［３］，Ｃ组和Ｐ组
给予等量对应溶剂。

１．３．２　标本收集　３组分别于建模后 ３，６，１２ｈ
每组处死 ６只大鼠，门静脉取血，观察胰腺大体病
理改变；并留取胰腺组织，以 ４％多聚甲醛固定。
解剖腹腔暴露肝脏，观察其大体病理改变，取 ２块
０．５ｃｍ３肝中叶组织，一块以 ４％多聚甲醛液固
定，另一快迅速置入冻存管 －８０℃冻存，备用。

１．３．３　血清 ＴＮＦα、谷丙转氨酶（ＡＬＴ）和谷草转
氨酶（ＡＳＴ）含量测定　将门静脉所取血置室温下
１ｈ，待样本完全凝固后以 ２５００ｒ／ｍｉｎ速度离心
１５ｍｉｎ，吸取上清液，严格按照 ＥＬＩＳＡ试剂盒说明
测定３，６，１２ｈ血清 ＴＮＦα含量；以 ＴＲＡＣＥ半自动
生化分析仪测定 ３，６，１２ｈ血清 ＡＬＴ和 ＡＳＴ含量。
１．３．４　肝组织 ＮＦκＢ活性测定　参照文献的方
法对肝组织进行核蛋白提取，并用考马斯亮蓝测

定蛋白浓度后置于 －７０℃保存．以 γ－３２Ｐ在 Ｔ４
激酶的作用下标记 ＮＦκＢ探针。探针序列为 ５′
ＡＧＴＴＧＡＧＧＧＧＡＣＴＴＴＣＣＣＡＧＧＣ３′。将标记的探针
与肝组织核蛋白结合后，置于非变性聚丙稀酰胺

凝胶中电泳并进行放射自显影；用凝胶扫描分析

仪对显影结果进行分析［４］；以积分灰度值表示

ＮＦκＢ的活性变化。
１．３．５　病理形态学观察　对胰腺组织、肝组织
常规石蜡包埋、切片、ＨＥ染色后于光学显微镜下
观察病理改变。

１．４　统计学处理
使用 ＳＰＳＳ统计软件进行数据分析。实验结果

以 ｘ±ｓ表示。各组血清 ＴＮＦα，ＡＬＴ，ＡＳＴ含量及
ＮＦκＢ活性比较作 ｔ检验。

２　结　果

２．１　ｗｏｒｔｍａｎｉｎ预处理对 ＳＡＰ大鼠血清 ＴＮＦα
的影响

ＳＡＰ大鼠模型诱导成功后，Ｐ组各时间点血
清 ＴＮＦα浓度较 Ｃ组明显升高（Ｐ＜０．０１），以３ｈ
浓度最高，尔后逐渐降低；ＰＷ组血清 ＴＮＦα浓度
较之 Ｐ组比较明显下降（Ｐ＜０．０５），但仍较前
Ｃ组明显增高（Ｐ＜０．０５）（表 １）。

表１　ｗｏｒｔｍａｎｉｎ预处理对术后 ＳＡＰ大鼠血清 ＴＮＦα的影响
（ｎｇ／Ｌ，ｘ±ｓ）

组别 ｎ ３ｈ ６ｈ １２ｈ

Ｃ ６ ４０．３２±１０．２７ ４３．６７±１１．３６ ４４．１８±９．７８

Ｐ ６ ５８７．６２±４５．１３１） ３６４．４８±３９．２６１） ２３５．１７±２６．８７１）

ＰＷ ６ ４２６．１４±３２．３１１），２） ２９２．２８±２７．３７１），２） １７２．６５±２０．５２１），２）

　　注：１）与Ｃ组比较Ｐ＜０．０１；２）与Ｐ组比较Ｐ＜０．０５

２．２　ｗｏｒｔｍａｎｉｎ预处理对 ＳＡＰ大鼠血清 ＡＬＴ和
ＡＳＴ的影响

Ｐ组和 ＰＷ组血清 ＡＬＴ和 ＡＳＴ含量在 ３～１２ｈ
内持续升高，显著高于 Ｃ组．而 ＰＷ组血清 ＡＬＴ和
ＡＳＴ浓度较 Ｐ组显著降低（Ｐ＜０．０１），但仍高于
Ｃ组（Ｐ＜０．０１）（表 ２）。

７７９
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表２　ｗｏｒｔｍａｎｉｎ预处理对ＳＡＰ术后大鼠血清ＡＬＴ和ＡＳＴ含量的影响（ｎ＝６，μｋａｔ／Ｌ，ｘ±ｓ）

组别
３ｈ

ＡＬＴ ＡＳＴ
６ｈ

ＡＬＴ ＡＳＴ
１２ｈ

ＡＬＴ ＡＳＴ
Ｃ ０．８２±０．０９ １．２３±０．１０ ０．８５±０．１２ １．２６±０．１０ ０．８７±０．０９ １．２８±０．１１
Ｐ ２．６２±０．１５１） ３．４５±０．１２１） ３．４６±０．１３１） ３．９６±０．１４１） ４．４３±０．１３１） ４．９２±０．１４１）

ＰＷ ２．０３±０．１３１），２） ２．５６±０．１４１），２） ２．６５±０．１１１），２） ３．０４±０．１３１），２） ３．４２±０．１２１），２） ３．９５±０．１３１），２）

　　注：１）与Ｃ组比较Ｐ＜０．０１；２）与Ｐ组比较Ｐ＜０．０１

２．３　ｗｏｒｔｍａｎｉｎ预处理对ＳＡＰ大鼠肝组织ＮＦκＢ活
性的影响

除 Ｃ组外，其余 ２组在术后 ３ｈ肝组织中
ＮＦκＢ存在显著活化，６ｈ后活化程度下降，但仍
显著高于 Ｃ组（Ｐ＜０．０５）；术后 １２ｈＮＦκＢ活化
程度下降至接近 Ｃ组水平，与 Ｃ组差异无显著
（Ｐ＞０．０５）；Ｐ组 ＮＦκＢ活化程度在３～６ｈ均显
著高于 ＰＷ组（表 ３）。
表３　各组大鼠术后肝组织ＮＦκＢ活性积分灰度（ｎ＝６，ｘ±ｓ）
组别 ３ｈ ６ｈ １２ｈ
Ｃ ０．７１±０．１０ ０．７３±０．１１ ０．７３±０．１１
Ｐ ３．２３±０．４８１） １．９８±０．３２１） ０．８２±０．１３
ＰＷ ２．０６±０．４３１），２） １．３６±０．２１１），２） ０．７８±０．１２

　　注：１）与Ｃ组比较Ｐ＜０．０１；２）与Ｐ组比较Ｐ＜０．０５

２．４　胰腺和肝组织的大体及微观病理变化
Ｃ组大鼠肝呈鲜红色，表面光滑，无渗出及出

血；光学显微镜下未见肝小叶、汇管区有明显变

化。胰腺未见明显异常改变。Ｐ组 １２ｈ可见腹腔
内大量血性腹水，胰腺水肿、明显坏死，呈深棕色，

整个肝脏充血肿胀；镜下见肝小叶汇管区内大量

炎性 细 胞 浸 润，局 部 可 见 肝 细 胞 凝 固 性 坏 死

（图１）。ＰＷ组上述变化较 Ｐ组明显减轻（图２）。

图１　Ｐ组术后１２ｈ肝病理变化　图２　ＰＷ组术后１２ｈ肝病理变化
　　　（ＨＥ×１００）　　　　　　（ＨＥ×１００）

３　讨　论
在急性胰腺炎病例中，１０％ ～２５％属于 ＳＡＰ，

病死率高达 ２０％ ～３０％［３］。死亡的主要原因多

系合并全身多脏器功能损害，而肝脏是最常受累

的器官之一。急性胰腺炎所引起的肝损害不但

可以加重胰腺炎病情，肝功能的好坏还直接关系

到其他脏器并发症的出现与否。关于 ＳＡＰ出现
脏器并发症的机制，目前尚未完全阐明［５］，但认

为是由于胰腺腺泡细胞受损后胰酶释放和单核

－巨噬细胞的激活，并释放大量炎症介质及细胞

因子，产生级联瀑布效应，从而导致包括肝损伤

在内的全身多器官损害［６］。

在引发 ＳＡＰ时，蛋白激酶 Ｂ（ＰＫＢ）磷酸化水
平明显升高，大量单核细胞募集到肝脏，肝组织

中 ＮＦκＢ发生了显著活化，它可促进与炎症有关
的多种基因的转录［７］，使血中 ＴＮＦα含量明显增
加，活化并释放出氧自由基、各种蛋白酶及炎症

因子等，从而参与多种原因引起的组织损伤过

程［８－９］。据此笔者考虑，如果给予 ＰＩ３Ｋ信号转导
通路的特异性抑制剂 ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ抑制单核细胞的
募集与活化，或许可以在一定程度上改善 ＳＡＰ时
的肝损伤。

本实验结果表明：给予 ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ预处理血清
ＴＮＦα水平、血清 ＡＬＴ和 ＡＳＴ含量显著下降，肝
组织中 ＮＦκＢ活化显著降低，肝组织、胰腺组织
病理改变减轻。说明 ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ预处理对 ＳＡＰ所
致的胰腺及肝损伤具有一定的保护作用。其作

用机制 可 能 与 其 抑 制 了 ＮＦκＢ的 活 化、减 少
ＴＮＦα等多种炎症因子的释放等有关。

参考文献：

［１］　ＡｎｎｅＤ，ＪａｃｑｕｅｓＤ．Ｎｅｗｆｒｏｎｔｉｅｒｓｉｎｔｈｅｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｅ
ｖｅｎｔｉｏｎｏｆｐｏｓｔＥＲＣＰｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ：ｔｈｅｃｙｔｏｋｉｎｅｓＪＯＰ［Ｊ］．
Ｐａｎｃｒｅａｓ，２００３，４（１）：４９－５７．

［２］　程石，宋茂民，史敬东等．核因子 κＢ活化对急性坏死
性胰腺炎肺泡巨噬细胞炎症介质表达德影响及意义

［Ｊ］．中华肝胆外科杂志，２００６，１２（１１）：７６４－７６６．
［３］　ＳｉｎｇｈＶＰＪ，ＳａｌｕｊａＡＫＪ，ＢｈａｇａｔＬ，ｅｔａｌ．Ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉ

ｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｔｒｙｐｓｉｎｏｇｅｎｍｏｄｕｌａｔｅｓｔｈｅ
ｓｅｖｅｒｉｔｙｏｆａｃｕｔｅｏｆｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＩｎｖｅｓｔ，２００１，１０
（８）：１３８７－１３９５．

［４］　王惠珍，解 军，徐 钧，等．凝胶滞留电泳法测定大鼠肝
组织细胞核 ＮＦκＢ结合活性［Ｊ］．山西医科大学学
报，２００１，３２（１）：１５－１７．

［５］　邹树，田伏洲，汤礼军，等．急性胰腺炎大鼠早起生长
反应基因 －１与肝损害德关系［Ｊ］．中国普通外科杂
志，２００７，１６（５）：４２２－４２５．

［６］　徐军，刘学民，马清涌，等．中性粒细胞在大鼠急性重
症胰腺炎肺损伤中的作用机制［Ｊ］．第四军医大学学
报，２００５２６（１６）：１４７２－１４７３．

［７］　ＡｌｔａｖｉｌｌａＤ，ＳａｉｔｔａＡ，ＧｕａｒｉｎｉＳ，ｅｔａｌ．Ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｃａｕｓｅｓ
ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢａｃｔｉｖａｔｉｏｎｉｎａｃｕｔｅｈｙｐｏｖｏｌｅｍｉｃｈｅｍｏｒ
ｒｈａｇｉｃｓｈｏｃｋ［Ｊ］．ＦｒｅｅＲａｄｉｃＢｉｏＪＭｅｄ，２００１，３０（２）：
１０５５－１０６６．

［８］　ＷａｎｇＺ，ＣａｓｔｒｅｓａｎａＭＲ，ＤｅｔｍｅｒＫ，ｅｔａｌ．ＡｎＩｋａｐｐａＢａｌｐｈａ
ｍｕｔａｎｔｉｎｈｉｂｉｔｓｃｙｔｏｋｉｎｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎ
ｈｕｍａｎｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＪＳｕｒｇＲｅｓ，２００２，
１０２（２）：１９８－２０６．

［９］　ＨｅｌｉｎＥ，ＶａｉｎｉｏｎｐａａＲ，ＨｙｙｐｉａＴ，ｅｔａｌ．Ｍｅａｓｌｅｓｖｉｒｕｓａｃｔｉ
ｖａｔｅｓＮＦｋａｐｐａＢａｎｄＳＴＡＴｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓａｎｄｐｒｏｄｕｃ
ｔｉｏｎｏｆＩＦＮａｌｐｈａ／ｂｅｔａａｎｄＩＬ６ｉｎｔｈｅｈｕｍａｎｌｕｎｇｅｐｉｔｈｅｌｉ
ａｌｃｅｌｌｌｉｎｅＡ５４９［Ｊ］．Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，２００１，２９０（１）：１－１０．

８７９




