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灯盏花素对急性出血坏死性胰腺炎大鼠脑组织

的保护作用

王勇飞，霍亮，吴阳，赵永福，张水军

（郑州大学第一附属医院 普通外科，河南 郑州 ４５００５２）

　　摘要：目的　探讨灯盏花素对急性出血坏死性胰腺炎大鼠脑组织保护作用的可能机制，为胰性脑
病的临床治疗和预防提供新思路。方法　将 ９０只雄性 ＳＤ大鼠随机分为 ３组，即正常对照组（Ｃ组），
急性出血坏死性胰腺炎组（ＡＨＮＰ组）和灯盏花素治疗组（Ｔ组），每组 ３０只。采用胰胆管逆行穿刺注
射 ５％牛磺胆酸钠建立大鼠 ＡＨＮＰ模型。分别在建模后的第 ６，１２，２４ｈ处死动物并取出脑组织标本。
采用免疫组化染色法检测脑组织中 ＰＫＣα和 ＮＦκＢ的活性，用 ＲＴＰＣＲ检测脑组织中 ＰＫＣαｍＲＮＡ的
表达，用放射免疫法检测血清中肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα）的水平，并检测脑组织含水量。结果　大鼠
脑组织 ＰＫＣα和 ＮＦκＢ的蛋白活性、ＰＫＣαｍＲＮＡ的表达、血清中 ＴＮＦα水平及脑组织含水量，Ｔ组均
较 ＡＨＮＰ组显著降低（Ｐ＜０．０５）。结论　灯盏花素可以抑制 ＰＫＣα活性，减少炎性介质的产生，减轻
ＡＨＮＰ大鼠脑组织的损伤程度。 ［中国普通外科杂志，２００８，１７（９）：８５７－８６０］
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　　 重 症 急 性 胰 腺 炎 （ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ，
ＳＡＰ）是临床上常见的急腹症之一，常并发全身炎
症反应综合征（ＳＩＲＳ）和多器官功能障碍综合征
（ＭＯＤＳ），病死率高达 ２０％ ～３０％［１］。胰性脑病

（ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ，ＰＥ），指 ＳＡＰ过程中并发
的中枢神经系统损害，是胰腺炎的严重并发症，国

内 ＰＥ病死率 ５２．６％，主要死于休克，多系统器
官衰竭（ＭＳＯＦ），肾功能衰竭，酮性酸中毒等［２］。

近年来，炎症介质在 ＳＡＰ和 ＰＥ发病过程中的作用
日益受到人们的重视。灯盏花素（ｂｒｅｖｉｓｃａｐｉｎｅ，
ＢＲＥ）是从灯盏花中提取的灯盏甲素、乙素混合
物，它可通过抑制蛋白激酶 Ｃ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣ，
ＰＫＣ）的活性，下调 ＰＫＣ通道的功能状态，减少炎
症介质的产生而发挥作用［３］。本研究拟从 ＰＫＣ信
号传导途径的角度探讨 ＰＥ的可能机制，并观察
ＢＲＥ对急性出血坏死性胰腺炎（ＡＨＮＰ）大鼠脑组
织的影响。

１　材料和方法

１．１　实验动物和试剂
雄性 ＳＤ大鼠９０只，体重２５０～３００ｇ，购自河

南省实验动物中心；兔 ＰＫＣα多克隆抗体和兔
ＮＦκＢＰ６５多克隆抗体，ＰＶ６００１二步法免疫组
织化学检测试剂盒及 ＳＡＢＣ染色试剂盒均购自北
京中杉金桥公司；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ一步法逆转录聚合
酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测试剂盒购自宝生物工程
（大 连）有 限 公 司；碘 ［１２５Ｉ］肿 瘤 坏 死 因 子 α
（ＴＮＦα）放射免疫分析试剂盒购自北京科美东雅
生物技术有限公司。

１．２　实验方法
１．２．１　动物模型的建立　参照文献［４］的方法并

略加改进。ＳＤ大鼠术前禁食 １２ｈ，自由饮水。
１０％水合氯醛（３０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉后固定
于手术台，腹部备皮消毒。上腹正中 ２ｃｍ切口进
腹，提起十二指肠，显露胆胰管，肝门部无创血管

夹阻断胆管。１ｍＬ注射器经十二指肠前侧壁，潜
行穿刺进入胆胰管约 ０．５ｃｍ，夹闭胆胰管出口，
以 ０．２ｍＬ／ｍｉｎ的速度匀速注射 ５％牛磺胆酸钠
（Ｓｉｇｍａ公司）１ｍＬ／ｋｇ，压力约 ２０ｃｍＨ２Ｏ；拔针后
棉签压迫穿刺点 ２ｍｉｎ，以免药液逆流。注射后观
察 ５ｍｉｎ，确认大鼠脾胃之间胰腺组织呈暗红色后
去掉肝门部血管夹。查腹腔无活动性出血后逐层

关腹。

１．２．２　动物分组与样本收集　按随机数字表法
将 ９０只大鼠分为 ３组，即正常对照组（Ｃ组），急
性出血坏死性胰腺炎组（ＡＨＮＰ组）和 ＡＨＮＰ灯盏
花素治疗组（Ｔ组）。每组 ３０只。治疗组（Ｔ组）
在制成 ＳＡＰ模型之后立即经阴茎背静脉注射 ＢＲＥ
注射 液 （云 南 生 物 谷 灯 盏 花 药 业 有 限 公 司）

（１０ｍｇ／ｋｇ）；Ｃ组的手术操作同上，但将牛磺胆酸
钠改为生理盐水。且 Ｃ组和 ＡＨＮＰ组在制模后立
即经阴茎背静脉注射生理盐水 ２．５ｍＬ。各组于
术后 ６，１２，２４ｈ３个时点各处死 １０只大鼠，开颅
取出脑组织。一部分脑组织放入 ４％的多聚甲醛
溶液中固定，石蜡包埋，常规 ＨＥ染色观察其形态
学改变，同时行免疫组化检测。另取部分脑组织

置冻存管并立即投入液氮中保存，以 ＲＴＰＣＲ法
检测 ＰＫＣαｍＲＮＡ的表达情况。同时开腹自下腔
静脉取血约 ３ｍＬ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，留置
血清于 －３０℃冰箱保存。
１．３　检测指标与方法
１．３．１　血清 ＴＮＦα的含量　用放射免疫法检测
血清中 ＴＮＦα的含量，操作按说明书进行。
１．３．２　ＰＫＣα和 ＮＦκＢ的表达　用免疫组化染
色（ＰＶ二步法），操作步骤按试剂的产品说明书
进行：脱蜡、水化组织切片，ＰＢＳ缓冲液洗涤 ５ｍｉｎ
×３次，抗原修复液中 ９５℃ ２０ｍｉｎ，３％Ｈ２Ｏ２去离
子水 ３７℃孵育 １０ｍｉｎ，滴加一抗 ４℃冰箱过夜，
二抗 ３７℃孵育 ３０ｍｉｎ。每步骤后均用 ＰＢＳ缓冲
液洗涤 ５ｍｉｎ×３次，ＤＡＢ显色，自来水充分冲洗，
苏木素复染，脱水，透明，中性树胶封片。一抗工

作浓度 １∶１００。ＰＢＳ代替一抗为空白对照。ＰＫＣ
α的阳性细胞为胞质和胞膜染色，ＮＦκＢ的阳性
细胞为胞核染色，着色呈棕黄色。用 Ｂｉｏｓｅｎｓ数字
图像分析系统进行图像分析。随机取 ５个视野，
测出阳性区的平均光密度和阳性细胞的百分数。

１．３．３　脑组织中 ＰＫＣαｍＲＮＡ的表达　采用文
献［５］中的 Ｔｒｉｚｏｌ（Ｐｒｏｍｅｇａ公司）一步法提取脑组织
中的总 ＲＮＡ。将提取出的总 ＲＮＡ行 ＲＮＡ电泳观
察 １８ｓ和２８ｓ条带，分光光度计检测２６０／２８０吸
光度比值，计算 ＲＮＡ浓度。用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ一步法
ＲＴＰＣＲ试剂盒反转录 ＲＮＡ并扩增。ＰＫＣα的上
游引物序列为５ＣＧＡＣＴＧＴＣＴＧＴＡＧＡＡＡＴＣＴＧＧ３，下
游引物为 ５ＣＡＣＣＡＴＧＧＴＧＣＡＣＴＣＣＡＣＧＴＣ３，扩增产
物片段为 ４４３ｂｐ。内参 βａｃｔｉｎ上游引物为 ５
ＣＡＣＣＣＧＣＧＡＧＴＡＣＡＡＣＣＴＴＣ３，下 游 引 物 为 ５

８５８



第９期 王勇飞，等：灯盏花素对急性出血坏死性胰腺炎大鼠脑组织的保护作用

ＣＣＣＡＴＡＣＣＣＡＣＣＡＴＣＡＣＡＣＣ３；扩 增 产 物 片 段 为
２０７ｂｐ。引物由宝生物工程（大连）有限公司合
成。５０℃反转录 ３０ｍｉｎ，９４℃ＲＴａｓｅ失活 ２ｍｉｎ，
９４℃变性 ３０ｓ，ＰＫＣα引物 ５５．８℃退火 ３０ｓ，
βａｃｔｉｎ引物５４．５℃退火３０ｓ，７２℃延伸３ｍｉｎ，共
３０个循环。ＰＣＲ扩增产物用 １．５％琼脂糖凝胶电
泳３０ｍｉｎ，用凝胶分析系统测定各扩增带的 Ａ值，
并将 ＰＫＣα电泳条带的 Ａ值和内参 βａｃｔｉｎ条带
Ａ值的比值，作为 ＰＫＣαｍＲＮＡ相对表达量。
１．３．４　病理组织学检查　脑组织 ＨＥ染色，光镜
下观察其形态学改变。

１．３．５　脑组织含水量的测定　用干重、湿重法
测定。取脑皮层 １块，约 ５ｍｍ×５ｍｍ×５ｍｍ大
小，电子天平称湿重后，置于真空恒温干燥箱，

１００℃烘烤 ２４ｈ称干重，并计算脑组织含水量。
脑组织含水量 ＝（湿重 －干重）／湿重 ×１００％。
１．４　统计学处理

用 ＳＰＳＳ１３．０对实验数据进行分析。数值以
均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。采用单因素方差分
析和 ｔ检 验 进 行 显 著 性 检 验。检 验 水 准 为
α＝０．０５，Ｐ＜０．０５为有统计学意义。

２　结　果

２．１　血清中 ＴＮＦα的变化
Ｃ组各时点 ＴＮＦα的含量无明显变化。Ｔ组

和 ＡＨＮＰ组同一时点较 Ｃ组均明显升高。Ｔ组同
一时点较 ＡＨＮＰ组明显降低，差异均有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）（表 １）。

２．２　脑组织中 ＮＦκＢ的表达
Ｃ组各时间点脑组织中只有少量细胞的 ＮＦ

κＢ活化，Ｔ组和 ＡＨＮＰ组同一时间点较 Ｃ组均明
显升高。Ｔ组同一时点较 ＡＨＮＰ组明显降低，差
异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）（表 ２）。

表１　各组血清ＴＮＦα水平的比较（ｎｇ／ｍＬ，ｘ±ｓ）

　组别 ｎ ６ｈ １２ｈ ２４ｈ

Ｃ组 ３０ ０．６０６０±０．０２２２ ０．６２２０±０．０２０４ ０．６１２４±０．０１８７

ＡＨＮＰ组 ３０ １．６５８０±０．０１２３１） １．７５３０±０．０１４９１） １．７１５２±０．０１３７１）

Ｔ组 ３０ ０．８４８０±０．０１９３１），２） ０．８９５６±０．０２５１１），２） ０．８５１７±０．０２３６１），２）

　　注：１）与Ｃ组比较，Ｐ＜０．０５；２）与ＡＨＮＰ组比较，Ｐ＜０．０５

表２　脑组织中ＮＦｋＢ阳性表达细胞的百分数（％）比较
（ｘ±ｓ）

　组别 ｎ ６ｈ １２ｈ ２４ｈ

Ｃ组 ３０ １５．５３００±１．６７７３ １６．２７１０±１．３２１６ １７．３０２７±１．５９８０

ＡＨＮＰ组 ３０ ７４．０３５０±２．２５６２１） ８５．２５６０±２．０３５７１） ７９．６３２７±２．１６４３１）

Ｔ组 ３０ ４４．９７６０±２．２２２７１），２）５４．９３８５±２．１８７８１），２） ５１．３８９１±２．２８４６１），２）

　　注：１）与Ｃ组比较，Ｐ＜０．０５；２）与ＡＨＮＰ组比较，Ｐ＜０．０５

２．３　脑组织中 ＰＫＣα的表达
Ｃ组各时点脑组织中 ＰＫＣα蛋白和 ＰＫＣα

ｍＲＮＡ的表达较低，Ｔ组和 ＡＨＮＰ组同一时点较
Ｃ组明显升高。Ｔ组同一时点较 Ｓ组明显降低，差
异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）（表 ３）。

表３　各组脑组织ＰＫＣαｍＲＮＡ表达的相对光密度值和ＰＫＣα蛋白阳性表达的平均积分光密度的比较

组别 ｎ
６ｈ

ＰＫＣαｍＲＮＡ ＰＫＣ蛋白

１２ｈ

ＰＫＣαｍＲＮＡ ＰＫＣ蛋白

２４ｈ

ＰＫＣαｍＲＮＡ ＰＫＣ蛋白

Ｃ组 ３０ １．２１７８±０．０１４１ ９４．３１２１±１．１０９１ １．２１０８±０．０１４０５ ９４．４１５３±１．１４２３ １．２０１３±０．０１１２ ９２．１８４３±１．２３０５

ＡＨＮＰ组 ３０ １．４５７３±０．００９４１） １０８．０７９０±１．３３０６１） １．４７４９±０．００９３１） １１１．６３２０±２．１４３２１） １．４５１９±０．０１２４１） １１０．７５１２±１．５０１６１）

Ｔ组 ３０ １．３２８２±０．００７１），２） １０５．４３２０±２．０５１７１），２） １．３８２３±０．００８４１），２） １０７．９１３０±１．５２０６１）２） １．３６５７±０．０１１１１），２） １０６．３５２１±１．７８２６１），２）

　　注：１）与Ｃ组比较，Ｐ＜０．０５；２）与ＡＨＮＰ组比较，Ｐ＜０．０５

２．４　脑组织的病理变化
光镜下 Ｃ组各时点脑组织未见异常，ＡＨＮＰ

组可见多灶性毛细血管出血，血管周围水肿，有

巨噬细胞反应，并有多量炎性细胞浸润及弥散性

脱髓鞘化的现象，以 ２４ｈ为明显。Ｔ组各时点较
ＡＨＮＰ组相比有所减轻。
２．５　脑组织含水量的变化

Ｃ组各时点脑组织含水量无明显变化，Ｔ组
和 ＡＨＮＰ组同一时间点较 Ｃ组明显升高，Ｔ组同
一时点较 ＡＨＮＰ组明显降低，差异均有统计学意

义（Ｐ＜０．０５）（表 ４）。

表４　脑组织含水量的测定结果（％）

　组别 ｎ ６ｈ １２ｈ ２４ｈ

Ｃ组 ３０ ７７．６２±０．７９ ７８．６１±０．６２ ７８．２１±１．０４

ＡＨＮＰ组 ３０ ８３．３８±１．７１１） ８４．８１±１．５８１） ８５．９４±１．５５１）

Ｔ组 ３０ ８０．９８±１．５５１），２） ８２．２１±１．３８１），２） ８３．０１±１．７４１），２）

　　注：１）与Ｃ组比较，Ｐ＜０．０５；２）与ＡＨＮＰ组比较，Ｐ＜０．０５
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３　讨　论
胰性脑病（ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ，ＰＥ）是胰

腺炎的严重并发症，主要表现为精神症状、脑膜

刺激征、脑脊髓病综合征等［６］。其发病机制目前

尚未完全阐明。近年来研究发现，白细胞过度激

活、细胞因子过度释放与 ＰＥ的发病机制密切相
关［７］。在重症急性胰腺炎的发病过程中引起单

核／巨噬细胞激活，这类细胞激活后释放出各种
细胞因子如肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα）及白细胞介
素 １（ＩＬ１）等，可引起全身的炎症反应；同时进一
步引起粒细胞及内皮细胞的过度激活，大量释放

损伤性炎性介质，促使血脑屏障通透性增加，从

而破坏血脑屏障［８］。有学者［９］研 究发现，血清

ＴＮＦα和 ＩＬ６水平在 ＰＥ患者大脑中的不同区域
均显著增高。Ｖａｌｅｎ等［１０］的研究也发现 ＴＮＦα在
ＰＥ动物模型的脑脊液中显著升高。这些炎症细
胞因子的增高进一步促进了 ＳＡＰ时脑组织损害
的发生和发展。

本实验结果显示，未给予任何处理的 ＡＨＮＰ
组，脑组织含水量及血清 ＴＮＦα含量均较 Ｃ组各
时点显著升高，且脑组织的损伤程度随时间的延

长逐渐加重，与 ＴＮＦα的升高程度平行。提示炎
症介质在 ＰＥ的发生发展中起重要作用。

细菌、毒素及炎症介质对炎症反应的激活主

要是通过细胞内多条信号转导通路而实现的，其

中 ＰＫＣＮＦκＢ通路在炎性细胞因子的表达调控
中起重要作用。该通路可以启动和调节多种细

胞因子和炎症介质的基因转录，进而启动一系列

炎症反应过程，最终导致器官功能损害。本实验

发现，在未给予任何处理的 ＡＨＮＰ组，各时点大鼠
脑组织中 ＰＫＣα和 ＮＦκＢ的表达、脑组织含水量
及血清中 ＴＮＦα含量均较 Ｃ组显著升高，光镜下
脑组织均有不同程度的病理损害，且随时间而逐

渐加重，以 ２４ｈ最重。以上结果表明，该通路在
早期即参与了 ＡＨＮＰ脑组织的损害过程，并起重
要作用。因此早期干预该信号转导通路的激活，

有可能在早期便可遏制过度炎症反应，防止器官

功能的损害。

蛋白激酶 Ｃ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣ，ＰＫＣ）可直接激
活其催化底物核因子 κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦ
κＢ）；活化后的 ＮＦκＢ可发生核易位，于靶基因
启动子或增强子上的 κＢ结合位点结合，从而启
动或增强这些基因的转录［１１］。由于 ＴＮＦα等多
种炎症细胞因子的启动子上存在着 ＮＦκＢ的结
合位点，因而导致 ＴＮＦα等炎症细胞因子的大量

产生，促进了 ＰＥ的发生和发展。
灯盏花素 目前 被认为 是 ＰＫＣ的有 效抑制

剂［１２］，它可通过抑制 ＰＫＣＮＦκＢ通路的信号传导
而发挥多种生理作用。在给予灯盏花素后，Ｔ组
大鼠脑组织中 ＰＫＣα和 ＮＦκＢ的表达、脑组织含
水量及血清 ＴＮＦα含量较 ＡＨＮＰ组同一时点显著
下降，且脑组织的病理损害程度均有所减轻。这

表明灯盏花素明显地减轻了脑组织的损伤程度。

这可能是灯盏花素抑制了 ＰＫＣ的活性，干预了该
信号转导通路的激活，从而抑制了其催化底物

ＮＦκＢ的活化，减少了炎症细胞因子的产生，减
轻了脑组织的损伤程度。此结论为临床治疗 ＰＥ
提供了一种新的可能有效的方法；即应用可抑制

ＰＫＣ活性的药物，达到治疗 ＰＥ的目的。但该通
路在 ＰＥ中的作用机制及灯盏花素在其他方面的
作用还待进一步研究。
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