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ＴＬＣＫ对急性出血坏死性胰腺炎大鼠肺损伤
的影响

程石，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　探讨盐酸对甲苯磺酰Ｌ赖氨酸氯甲基甲酮（ＴＬＣＫ）对急性出血坏死性胰腺炎（ＡＨ
ＮＰ）肺损伤的保护作用。方法　将 ＳＤ大鼠随机分为 ７组，每组 １０只：①组为注射生理盐水的正常对

照组；②组为生理盐水静脉注射的 ＡＨＮＰ对照组；③组为 ５μｇ／ｋｇＴＬＣＫ干预 ＡＨＮＰ组；④组为１０μｇ／ｋｇ

ＴＬＣＫ干预组；⑤组为 ２０μｇ／ｋｇＴＬＣＫ干预 ＡＨＮＰ组。② ～⑤组均于 ＡＨＮＰ模型制成后立即静脉给予干

预药物；⑥组为制 ＡＨＮＰ模型３０ｍｉｎ前 ＴＬＣＫ干预组；⑦组为制 ＡＨＮＰ模型３０ｍｉｎ后 ＴＬＣＫ干预组（后２

组 ＴＬＣＫ均以 １０μｇ／ｋｇ剂量给药）。上述 ７组动物检测 ７ｄ生存率，用于筛选 ＴＬＣＫ的最佳给药时间和

剂量。ＡＨＮＰ模型采用逆行性胰胆管注射 ５％牛磺胆酸钠建立。根据筛选结果再将实验动物分为：假

手术对照组（Ｎ组），ＡＨＮＰ组（Ｐ组），ＴＬＣＫ干预组（于 ＡＨＮＰ模型制成后立即静脉给予 ＴＬＣＫ１０μｇ／ｋｇ）

（Ｔ组）。每组大鼠 ６只。后 ３组手术后 ６ｈ处死动物，行支气管肺泡灌洗获取肺泡巨噬细胞（ＡＭ），

并测定支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）中蛋白含量；检测 ＡＭ中 ＮＦκＢ活化情况及 ＡＭ分泌 ＴＮＦα水平。测

定肺组织髓过氧化物酶（ＭＰＯ）的变化，并行组织学检查。结果　① ～⑦组 ７ｄ生存率分别为 １００％，

０％，７０％，１００％，８０％，０％和 ９０％。Ｎ组肺组织 ＭＰＯ活性较低，ＢＡＬＦ蛋白含量亦低；Ｐ组和 Ｔ组显

著高于 Ｎ组（Ｐ＜０．０５），而 Ｔ组显著低于 Ｐ组（Ｐ＜０．０５）。Ｎ组 ＡＭ可检测到低水平 ＴＮＦα活性，Ｐ组

ＡＭ分泌 ＴＮＦα活性明显高于 Ｎ组及 Ｔ组（Ｐ＜０．０５）Ｎ组亦显著低于 Ｔ组（Ｐ＜０．０５）。ＮＦκＢ在 Ｎ组

不表达，Ｐ组高表达，Ｔ组低表达。结论　ＴＬＣＫ可通过抑制 ＮＦκＢ表达，减少炎症细胞因子的分泌，明

显减轻 ＡＨＮＰ所致肺损伤。ＴＬＣＫ干预的最佳剂量为 １０μｇ／ｋｇ，最佳时间为 ＡＨＮＰ发生后即时给药。
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　　急性肺损伤是急性出血坏死性胰腺炎（ＡＨ
ＮＰ）早期胰外最常见的并发症。本课题组前期研
究表明，核因子κＢ（ＮＦκＢ）的活化可能是其中
的关键因素［１］。ＴＬＣＫ（甲苯磺酰赖氨酸氯甲酮）
是一种丝氨酸蛋白酶抑制剂［２］，在体外细胞水平

对降低 ＮＦκＢ表达有良好作用［３－４］。本研究通过

观察 ＴＬＣＫ干预前后 ＡＨＮＰ大鼠肺泡巨噬细胞
（ＡＭ）ＮＦκＢ的变化，探讨 ＴＬＣＫ对 ＡＨＮＰ肺损伤
所产生的作用。

１　材料与方法

１．１　动物分组及实验方法
选取近交系健康雄性 ＳＤ大鼠，体重 ２５０～

３００ｇ，６～８周龄（首都医科大学实验动物中心提
供）。动物随机分为７组，每组１０只：①组为注射
生理盐水的正常对照组；②组为生理盐水静脉注
射的 ＡＨＮＰ对照组；③组为 ５μｇ／ｋｇＴＬＣＫ干预
ＡＨＮＰ组；④组为 １０μｇ／ｋｇＴＬＣＫ干预 ＡＨＮＰ组；

⑤组为 ２０μｇ／ｋｇＴＬＣＫ干预 ＡＨＮＰ组。② ～⑤组
均于 ＡＨＮＰ模型制成后立即静脉给予干预药物；

⑥组为制 ＡＨＮＰ模型３０ｍｉｎ前 ＴＬＣＫ干预组；⑦组
为制 ＡＨＮＰ模型 ３０ｍｉｎ后 ＴＬＣＫ干预组（后 ２组
ＴＬＣＫ均以 １０μｇ／ｋｇ剂量给药）。① ～⑦组动物
手术后正常给予饲料及水。每天观察各组动物存

活情况，连续 ７ｄ，观察上述 ７组动物 ７ｄ生存率，
用于筛选 ＴＬＣＫ的最佳给药时间和剂量。ＡＨＮＰ
模型采 用 逆 行 性 胰 胆 管 注 射 ５％ 牛 磺 胆 酸 钠
［０．１ｍＬ／１００ｇ（体重）］建立。

然后根据筛选结果再将制备的 ＡＨＮＰ模型鼠
１８只随机分为：假手术对照组（Ｎ组），ＡＨＮＰ组
（Ｐ组），ＴＬＣＫ干预组（Ｔ组）（ＡＨＮＰ模型制成后
立即静脉给予 ＴＬＣＫ１０μｇ／ｋｇ）进行后续实验。
每组大鼠 ６只。
１．２　支气管肺泡灌洗

Ｎ，Ｐ，Ｔ组手术后 ６ｈ将动物处死，然后行支
气管肺泡灌洗，收集灌洗液（ＢＡＬＦ）。留取少量
ＢＡＬＦ，以考马斯亮蓝法测定蛋白含量。将 ＢＡＬＦ
离心获取肺泡巨噬细胞（ＡＭ），留取部分 ＡＭ用于
提取核蛋白和胞浆蛋白，剩余细胞于 ３７℃，５％
ＣＯ２中培养 ２４ｈ；取上清液，用于检测肿瘤坏死因
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子（ＴＮＦα）活性。ＴＮＦα检测用酶联免疫吸附法
（ＥＬＩＳＡ）。试剂盒购自美国 Ｒ＆Ｄ公司。大鼠右肺
下叶 用 于 组 织 学 检 查 及 测 定 髓 过 氧 化 物 酶

（ＭＰＯ）。ＭＰＯ测定方法见参考文献［５］。所有标本

重复检测 ２次。
１．３　核蛋白及胞浆蛋白提取

采用 Ｐｉｅｒｃｅ公司提供的 ＮＥＰＥＲκＢ细胞核和
细胞浆蛋白提取试剂盒，按说明书进行操作。提

取核蛋白和胞浆蛋白后保存，分别用于凝胶电泳

阻滞实验和免疫印迹实验检测 ＮＦκＢ的变化。
１．４　免疫印迹法检测 ＮＦκＢ的变化

将前述提取的胞浆蛋白用于检测 ＮＦκＢ的变
化。方法：ＳＤＳＰＡＧＥ制备样品；转移 ３～５ｈ；丽
春红 染 色；室 温 下 将 硝 酸 纤 维 素 膜 在 封 闭 液

（１ｘＴＢＳ，５％脱脂奶粉）封闭 １～２ｈ；室温下，在经
封闭液（同上）稀释的第一步抗体（一抗）中孵育

１ｈ；用 ＴＢＳＴ（０．２％ Ｔｗｅｅｎ２０）洗膜 ３次，每次
５ｍｉｎ；室温下，在经封闭液稀释的第二步抗体（二
抗）中孵育 ６０ｍｉｎ；用 ＴＢＳＴ（０．２％Ｔｗｅｅｎ２０）洗膜
３次，每次 ２０ｍｉｎ，共 １ｈ；用 ＴＢＳ洗膜 ５ｍｉｎ后
显色。

１．５　凝胶电泳阻滞实验
探针合成由北京赛百盛公司提供。ＮＦκＢ寡

核苷 酸 探 针 正 义 链 为 ５′ＡＧＴＴＧＡＧＧＧＧＡＣＴＴＴＣ
ＣＣＡＧＧＣ３′， 反 义 链 为 ３′ＴＣＡＡＣＴＣＣＣＣＴ
ＧＡＡＡＧＧＧＴＣＣＧ５′。ＮＦκＢ突变寡核苷酸探针正
义链为 ５′ＡＧＴＴＧＡＧＧＣＧＡＣＴＴＴＣＣＣＡＧＧＣ３′，反义
链为 ３′ＴＣＡＡＣＴＣＣＧＣＴＧＡＡＡＧＧＧＴＣＣＧ５′。操作步
骤：（１）探针溶解。（２）探针配对。将互补寡核苷
酸链各取 ２５μＬ／５０μＬ以下程序退火：８８℃ ２
ｍｉｎ→６５℃ １０ｍｉｎ→３７℃ １０ｍｉｎ→２５℃ ５ｍｉｎ→
室温。退火后将探针稀释至 １０μｍ。（３）探针标
记。（４）配置 ６％聚丙烯酰胺凝胶。（５）上样。
（６）加热探针 １μＬ，室温（２５℃）放置 ２０ｍｉｎ。
（７）加 １μＬ１０ｘ上样缓冲液 ３５０Ｖ＜１０ｍｉｎ（之前
预电泳 １０ｍｉｎ），至溴酚蓝电泳至 ３／４处时停止。
（８）干胶 １～２ｈ，－７０℃压片 １ｄ。（９）显影。
１．６　组织学检查

将 Ｎ，Ｐ，Ｔ３组大鼠的肺组织置 １０％福尔马
林液中浸泡，石蜡包埋，行 ＨＥ染色，光镜下专人
读片。并行组织学评分，方法详见文献［５］。

１．７　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。统计采用 ＳＰＳＳ１０．０软件分析。

２　结　果

２．１　７组大鼠的 ７ｄ生存率
① ～⑦ 组 ７ｄ生 存 率 分 别 为 １００％，０％，

７０％，１００％，８０％，０％和 ９０％。②⑥组与①组
比较差异有显著性（均为 Ｐ＜０．０５），③④⑤⑦组
与①组比较差异无显著性（Ｐ＞０．０５）。③④⑤⑦
组与②组比较差异有显著性（均为 Ｐ＜０．０５），⑥
组与②组比较差异无显著性（Ｐ＞０．０５）（表 １）。
２．２　Ｎ，Ｐ，Ｔ组大鼠肺组织 ＭＰＯ活性，ＢＡＬＦ蛋

白含量，ＡＭ 分泌 ＴＮＦα的变化
大鼠肺组织 ＭＰＯ活性较低，ＢＡＬＦ中有少量蛋

白，并可查到低水平 ＴＮＦα活性，Ｐ组各指标均显
著高于 Ｎ组（均为 Ｐ＜０．０５），Ｔ组 ＭＰＯ及 ＴＮＦα
亦明显高于 Ｎ组（Ｐ＜０．０５），而低于 Ｐ组（均为
Ｐ＜０．０５）（表 ２）。

表１　７组大鼠的７ｄ生存率（％）

组别 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７

生存率 １００％ ０％１） ７０％２）１００％２）８０％２） ０％１） ９０％２）

　　注：１）与１组比较，Ｐ＜０．０５；２）与２组比较，Ｐ＜０．０５

表２　各组大鼠各项指标结果（ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别 ＭＰＯ（Ｕ／ｇ） ＢＡＬＦ蛋白含量（μｇ／ｍＬ） ＴＮＦα（ｐｇ／ｍＬ）

Ｎ １．０８±０．０７ ２６４．４±１７．６ １５１．８±２１．６

Ｐ ８．５８±０．５４１） １８２５．３±２１７．３１） １６２４．２±１４９．２１）

Ｔ ７．３９±０．８０１），２） １６０８．８±８９．４１） ９５６．３±１０５．５１），２）

　　注：１）与Ｎ组较，Ｐ＜０．０５２）与Ｐ组比较，Ｐ＜０．０５

２．３　免疫印迹结果
ＮＦκＢ在 Ｎ组不表达，而 Ｐ组呈高表达，Ｔ组

不表 达。Ｈｉｓｔｏｎ为 内 参，在 各 组 均 表 达 一 致。
Ｌａｍｉｎ在各组均表达（图 １）。
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图 １　各组 ＡＭ核蛋白提取物的免疫印迹结果　１：Ｎ

组 ２：Ｐ组 ３：Ｔ组
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２．４　凝胶电泳阻滞结果
用 ＮＦκＢ为探针的 Ｐ组 ＡＭ核蛋白提取物行

凝胶电泳阻滞特异性竞争实验结果显示 Ｐ组条带
明显，５０％特异性竞争条带变淡，１００％特异性竞
争条带消失；而未加核蛋白的阴性对照无条带出

现（图 ２）。用 ＮＦκＢ为探针的各组 ＡＭ核蛋白提
取物作凝胶电泳阻滞试验结果显示，Ｐ组条带明
显，Ｔ组无条带，Ｎ组无条带，Ｐ组非特异竞争条
带亦较 Ｔ，Ｎ组明显（图 ３）。

!"#$%
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图 ２　Ｐ组 ＡＭ核蛋白提取物的凝胶电泳阻滞图
１：Ｐ组；２：５０％特异性竞争；３：１００％特异性竞
争；４：未加核蛋白的阴性对照
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图 ３　各组 ＡＭ核蛋白提取物的凝胶电泳阻滞图
１：Ｐ组；２：Ｔ组；３：Ｎ组；４：Ｐ组非特异竞争

２．５　组织学所见
Ｐ组肉眼见轻度肺水肿，有散在出血点，少量

淡血性胸水；光镜下，间质水肿、炎性细胞浸润，

偶见间质内出血。Ｔ组：大体观各时相的表现基
本为轻度肺水肿；光镜下，肺间质水肿、充血、单

核细胞及少量中性粒细胞浸润。两组均表现为肺

损伤，但 Ｐ组损伤更重。Ｎ组肉眼观及光镜下基
本正常。

３　讨　论

ＮＦκＢ作为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］。笔者等

前期研究表明，ＡＭ的活化可以导致大量炎症介质
释放加重 ＡＨＮＰ所致肺损伤，因此降低 ＮＦκＢ的表
达有助于减轻肺损伤［１，５］。ＴＬＣＫ可以抑制 ＮＦκＢ
的活化并保护巨噬细胞活力［３］。目前对其研究多

限于体外细胞水平［６］，体内的作用研究较少。

鉴于以 ＴＮＦα为中心环节的炎症介质复合网
络的失控在 ＡＨＮＰ肺损伤发生中扮演重要角色
［７－８］，本研究应用 ＴＬＣＫ处理后的 ＡＨＮＰ大鼠观察
其由 ＡＭ分泌的 ＴＮＦα活性变化。结果表明 Ｔ组
ＴＮＦα活性较 Ｐ组有明显降低（Ｐ＜０．０５），但高于
正常对照组（Ｐ＜０．０５）。检测各组 ＡＭ核内 ＮＦ
κＢ表达的结果显示，Ｐ组大鼠 ＡＭ ＮＦκＢ的表达
较 Ｔ组显著增加。提示应用 ＴＬＣＫ可抑制 ＮＦκＢ
的表达，进而减少了炎症细胞因子的过度表达。

由此可见 ＡＨＮＰ大鼠全身应用 ＴＬＣＫ可获得与离
体细胞水平相同的实验结果。

肺泡灌洗液中 ＢＡＬＦ蛋白含量和肺组织 ＭＰＯ
活性是反映肺损伤的重要指标［５］。本研究显示 Ｐ
组大鼠这两个指标均明显高于正常对照组，提示

有肺损伤；应用 ＴＬＣＫ干预后则明显降低。表明
ＴＬＣＫ可以减轻 ＡＨＮＰ所致的肺损伤。ＴＬＣＫ干预
Ｐ组大鼠的 ７ｄ生存率也显著高于不干预组。提
示 ＴＬＣＫ对 ＡＨＮＰ大鼠肺损伤有确切的保护作用。
本研究形态学结果也证实了上述结论。

７ｄ生存率结果示，应用 ５，１０，２０μｇ／ｋｇ剂量
ＴＬＣＫ干预后的 ＡＨＮＰ大鼠生存率均有提高，说明
这几种剂量均在有效干预范围内，但以 １０μｇ／ｋｇ
效果最佳。而预防应用 ＴＬＣＫ后，其生存率与未
干预组无统计学差异，说明 ＴＬＣＫ无预防作用因
为先期入血的 ＴＬＣＫ即被机体所消耗。即时给药
与 ３０ｍｉｎ后给药均有显著效果，表明 ＴＬＣＫ在牛
磺胆酸钠诱导的 ＡＨＮＰ的早期可以有效地预防
ＡＨＮＰ所致急性肺损伤，而其中又以即时给药的
时间为佳。

综上所述，本研究结果表明 ＴＬＣＫ对 ＡＨＮＰ肺
损伤有保护作用；其机制可能是通过抑制 ＡＭＮＦ
κＢ的活化进而减少 ＴＮＦα等炎症介质的过度表
达，减少炎性细胞的聚集及活化从而减轻对肺脏

的损害。
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　　患者　女性 ５３岁。因体检发
现左乳无痛性肿物 １ｄ入院。既往
无乳腺疾患史，家族中无类似病史。

体检：左乳 １０～１１点距乳头２～３ｃｍ
处可触及 １．０ｃｍ×１．０ｃｍ肿物，质
硬，无压痛，边界清，与皮肤及胸肌

无粘连，乳头无溢液，皮肤无桔皮样

改变和局部凹陷，同侧腋下未触及肿

大淋 巴 结。血 ＣＥＡ １．２１ ｎｇ／ｍＬ，
ＣＡ１５３８．７６Ｕ／ｍＬ。乳腺钼靶报告
提示乳腺高密度肿块影，无毛刺及钙

化。术前诊断为左乳腺增生症，不除

外乳腺癌。连硬麻醉下行左乳腺肿

物切除，大体标本见肿块约１．５ｃｍ×
１．５ｃｍ，质硬，边界清，有完整的包
膜，与周围组织无粘连，剖面灰红，

实性伴有少许出血坏死。冷冻病理

切片报告提示乳腺上皮高度增生，腺

上皮增生呈腺泡样；胞浆嗜酸，呈大

汗腺样形态，异型明显，不除外大汗

腺癌。术后病理诊断为乳腺癌，再次

连硬麻醉下行左乳癌改良根治术，痊

愈出院。术后病理报告：乳腺大汗腺

癌，切除乳腺标本中无癌残留，左腋

下淋巴转移 ０／１２。
讨论　乳腺大汗腺癌（ａｐｏｃｒｉｎｅｃ

ａｒｃｉｎｏｍａｏｆｔｈｅｂｒｅａｓｔ）是乳癌浸润性特
殊癌中的一种罕见的乳腺恶性肿瘤，

发生率约占乳癌患者的 １％，占外科

手术者的 ５／１０万，也有报道约占乳
癌的 ０．４％ ～４％。发病率不同与诊
断标准中大汗腺型细胞所占的比例

不 尽 相 同 有 关
［１］
，国 内 仅 有 个 例

报告。

乳腺大汗腺癌来源于乳腺大汗

腺的具有分化潜能的储备细胞，主要

由大汗腺（顶泌汗腺）型细胞构成的

恶性肿瘤，在正常情况下可分化成上

皮细胞，或肌上皮细胞，分化成其他

各种形态，因此乳腺大汗腺癌是化生

癌的一种特殊形式
［２－３］

。

临床表现为乳腺内 质 硬，不 规

则，表面有结节感的肿物，发生在乳

腺外上象限者居多，无压痛，与皮肤

及胸肌无粘连，多数伴有同侧腋窝淋

巴结转移，与乳腺癌的临床表现差别

不大。大汗腺癌发展相对缓慢，主要

经淋巴转移，而血运转移较少，有明

显复发倾向。

超声图像上与其他类型乳腺癌

不易区分，但在肿块内部见双线样管

壁结构回声时，应高度怀疑为大汗腺

癌
［４］
。乳腺钼靶可见高密度肿块影，

并无特征性表现。

由于本病罕见，诊断主要依赖病

理检查，组织学多数为导管型，也可

为小叶型。本病的病理特征是癌细

胞大，胞浆丰富，含有细小颗粒，嗜

酸性，核圆形，核仁大而红，细胞多，

呈腺泡状或腺癌样排列，间质多含黏

液样物质
［１］
。免疫表型特征约 ５０％

瘤细胞表达 ＣＥＡ阳性，ｂｃｌ－２阴性，
ｃ－ｅｒｂＢ－２亦有较高阳性表达，不表
达 Ｓ－１００蛋白；７５％ 的大汗腺癌
ＧＣＤＦＰ－１５阳性；性激素受体 ＡＲ阳
性、ＥＲ和 ＰＲ阴性是大汗腺细胞有别

于其 他 乳 腺 病 变 的 特 征 性 免 疫 表

型
［５－６］

。

由于大汗腺癌的恶性程度较高，

针对其淋巴转移较早，发展较快的特

点，术式以标准根治术或改良根治术

为宜，手术应尽早实施。放疗和化疗

及内分泌治疗的报道较少。乳腺大

汗腺 癌 愈 后 较 好，１０年 生 存 率 达
４０％左右［３］

。
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