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Ｓ－腺苷蛋氨酸对大鼠重症急性胰腺炎肝损伤的
保护作用

张顺，杨福全，刘金钢，李航宇，马锐

（中国医科大学附属盛京医院 普通外科，辽宁 沈阳 １１０００４）

　　摘要：目的　探讨 Ｓ－腺苷蛋氨酸（Ｓａｄｅｎｏｓｙｌｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ，ＳＡＭ）对大鼠重症急性胰腺炎（ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅ
ｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ，ＳＡＰ）并发肝损伤的保护作用及机制。方法　４８只大鼠随机均分为：假手术组，ＳＡＰ模型

组，２个剂量的 ＳＡＭ（１００ｍｇ／ｋｇ，２００ｍｇ／ｋｇ）预处理 ＋ＳＡＰ模型组。各组于造模后 １８ｈ取血检测血清

淀粉酶（ＡＭＹ），丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ），天冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）水平；取肝脏组织，用 ＲＴＰＣＲ

和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα）的表达情况。结果　与假手术组比较，其余各组大鼠

肝脏 ＴＮＦα表达和血 ＡＭＹ，ＡＬＴ，ＡＳＴ水平均有不同程度升高（均 Ｐ＜０．０５）；２个剂量的 ＳＡＭ预处理

均能明显抑制 ＳＡＰ大鼠肝脏 ＴＮＦα表达，降低血 ＡＭＹ，ＡＬＴ，ＡＳＴ水平（均 Ｐ＜０．０５），且呈剂量依赖性

（Ｐ＜０．０５）。结论　外源性补充 ＳＡＭ对 ＳＡＰ后肝损伤具有保护作用，其机制可能与抑制肝脏 ＴＮＦα
的表达有关。 ［中国普通外科杂志，２０１１，２０（９）：９３５－９３９］
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　　急性胰腺炎（ａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ，ＡＰ）是一种发
病急骤，进展快，易导致远隔脏器损伤，病死率较

高的急腹症［１］。ＡＰ主要死亡原因是并发多器官
功能衰竭，发病机制目前尚不完全清楚。近年临

床研究发现，ＡＰ并发肝损伤的发生率为４０．０％～
５６．６％，而重症胰腺炎（ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ，
ＳＡＰ）并发肝损伤者高达 ８８．９％［２］。Ｃｈａｎ等［３］认

为是由于胰腺腺泡细胞受损后胰酶释放、单核 －
巨噬细胞激活，导致大量炎症介质及细胞因子

（ＴＮＦα，ＩＬ６，ＩＬ１等）释放的这种级联瀑布效
应，导致包括肝损伤在内的全身多器官损害。肝

脏作为胰腺血液回流的第一站，既是多种细胞因

子的灭活场所，更是细胞因子的主要靶器官之一，

同时又是自身受刺激再大量产生细胞因子的重要

器官，其损伤受多种因素影响。Ｓ－腺苷蛋氨酸
（Ｓａｄｅｎｏｓｙｌｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ，ＳＡＭ）是存在于人体所有组
织和体液中的一种生理活性分子，它参与体内多

种重要的生化反应，对于肝细胞再生、分化以及调

节肝细胞对于各种损伤的敏感程度都是非常重要

的［４］，但其抑制炎症反应的作用机制尚不完全清

楚［５］。本实验通过大鼠重症急性胰腺炎模型，检

测不同剂量 ＳＡＭ治疗前后肝脏 ＴＮＦα的表达情
况，探讨 ＳＡＭ对大鼠 ＳＡＰ肝损伤的保护作用及其
机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物及材料
健康成年雄性 ＳＰＦ级 ＳＤ大鼠 ４８只，体质量

（２５０±２０）ｇ，由中国医科大学实验动物中心提
供。牛磺胆酸钠与 ＳＡＭ均购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；
总 ＲＮＡ提 取 试 剂 盒 购 自 美 国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公 司；
ＳＹＢＲ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴＰＣＲ试剂盒购自日本 Ｔａｋａｒａ
公司；蛋白提取试剂盒购自南京凯基公司；ＢＣＡ蛋
白定量试剂盒购自上海碧云天生物技术公司；抗

ＴＮＦα单克隆抗体和多克隆抗体 βａｃｔｉｎ购自美
国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。
１．２　ＳＡＰ模型建立、分组与取材
１．２．１　造模　大鼠实验前 ２４ｈ开始禁食，自由
饮水。１０％水合氯醛（３ｍＬ／ｋｇ）腹腔内注射麻
醉，取仰卧位，将动物四肢及头固定于操作台上，

备皮、消毒、铺无菌洞巾，于上腹正中作 ２ｃｍ切口
进入腹腔，显露胰胆管，在近肝门处用无创血管夹

夹闭胰胆管后，逆行缓慢向胰胆管推注 ３．５％牛
黄胆酸钠（１ｍＬ／ｋｇ），持续 ４～５ｍｉｎ，滞留 １０ｍｉｎ
后松除血管夹，恢复胰胆管正常生理通道。胰腺

出现水肿、充血及出血，即为造模成功，复原腹腔

内脏器，关闭腹腔。术毕大鼠背部皮下注射生理

盐水（２５ｍＬ／ｋｇ），补充术中体液丢失。术后自由
饮水。

１．２．２　分组与取材　ＳＤ大鼠随机分为 ４组：
（１）假手术组（ＳＯ组，ｎ＝１２），术前 ２ｈ注射与
ＳＡＭ组治疗用量等体积生理盐水，术中翻动十二
指肠并触摸胰腺 ３次；（２）ＳＡＰ模型组（ＳＡＰ组，
ｎ＝１２），术前 ２ｈ注射与 ＳＡＭ组治疗剂量等体积
生理盐水，术中制造 ＳＡＰ模型；（３）低剂量 ＳＡＭ预
处理 ＋ＳＡＰ模型组（ＬＳＡＭ组，ｎ＝１２），造 ＳＡＰ模型
术前 ２ｈ于腹腔内注射 ＳＡＭ１００ｍｇ／ｋｇ；（４）高剂
量 ＳＡＭ预处理 ＋ＳＡＰ模型组（ＨＳＡＭ组，ｎ＝１２），
造 ＳＡＰ模型术前 ２ｈ，于腹腔内注射 ＳＡＭ２００ｍｇ／
ｋｇ。于造模后 １８ｈ剖杀动物，留取静脉血及肝脏
组织检测以下项目。

１．３　检测项目
１．３．１　肝功能指标检测　采用自动生化分析仪
测定造模后 １８ｈ各组大鼠血清胰淀粉酶（ＡＭＹ），
丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ），天冬氨酸氨基转移酶
（ＡＳＴ）。
１．３．２　实时荧光定量 ＰＣＲ检测 ＴＮＦαｍＲＮＡ表
达　参照 ＲＮＡ抽提试剂盒说明书提取大鼠肝脏
组织总 ＲＮＡ。核酸紫外分析仪检测总 ＲＮＡ浓度
及纯度，１．５％琼脂糖电泳检测 ＲＮＡ完整性。取
１μｇ总 ＲＮＡ，利用 ＳＹＢＲ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴＰＣＲｋｉｔ
反转录成 ｃＤＮＡ，ＰＣＲ反应在 ＡＢＩ公司 ７５００型荧
光定量 ＰＣＲ仪上进行。选用 ＧＡＰＤＨ作为内参。
每次反应设置 ３个重复孔。采用 Ｐｒｉｍｅｒ３软件（美
国 ＰＥＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司）设计引物并由上海英俊生物
有限公司合成，具体引物序列如下：ＴＮＦα上游引
物和 下有 引 物分 别 为：５′ＣＡＴＣＴＴＣＴＣＡＡＡＡＣＴＣ
ＧＡＧＴＧＡＣＡＡ３′和 ５′ＴＧＧＧＡＧＴＡＧＡＴＡＡＧＧＴＡ ＣＡ
ＧＣＣＣ３′；ＧＡＰＤＨ上游引物和下游引物分别为：
５′ＧＧＣＡＡＧＴＴＣＡＡＣＧＧＣ ＡＣＡＧ３′和 ５′ＡＴＧＡＧＣ
ＣＣＴＴＣＣＡＣＧＡＴＧ３′。

ＰＣＲ反应完成后，利用溶解曲线判断产物的
特异性。采用相对定量的方法，以 ＧＡＰＤＨ基因
ｍＲＮＡ的表达为内对照，依据公式△Ｃｔ＝Ｃｔ目的基因 －
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Ｃｔ内参基因，分别计算实验组和对照组的△Ｃｔ，再依公
式△△Ｃｔ＝△Ｃｔ实验组 －△Ｃｔ对照组 计算出△△Ｃｔ值，
而在目的基因与内参基因的扩增效率一致的基础

上，即目的基因与内参基因的 ＰＣＲ标准曲线斜率
很接近时，最后计算相对表达量的差值即 ２－△△Ｃｔ，
它表示的是实验组目的基因的表达相对于对照组

的变化倍数。

１．３．３　蛋白免疫印迹检测 ＴＮＦα蛋白表达　参
照蛋白提取试剂盒说明书提取肝脏组织总蛋白，

用 ＢＣＡ蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度。取 ３０μｇ
总蛋白样品加上样缓冲液，１００℃加热 ５ｍｉｎ变性
后，行 １０％聚丙烯酰胺凝胶（ＳＤＳＰＡＧＥ）电泳分
离蛋白后转膜，用含 ５％脱脂牛奶的 ＴＢＳ室温封
闭 ２ｈ，分别加入 ＴＮＦα（１∶１０００稀释）和 βａｃｔｉｎ
（１∶２０００稀释），４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ洗膜 ６次，
每次 ５ｍｉｎ，加入二抗（１∶３０００稀释），室温孵育
２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜 ６次，每次 ５ｍｉｎ，加增强型化学发
光显色液（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ，Ｓｈａｎｇｈａｉ，Ｃｈｉｎａ），暗室压片，
显影，定影。方正 Ｚ３２０扫描仪扫描图像，ＩｍａｇｅＪ
软件进行灰度分析，将目的条带与 βａｃｔｉｎ的灰度
比值作为目的蛋白的相对表达量。

１．４　统计分析
数据以均数 ±标准差 （ｘ±ｓ）表示。采用

ＳＰＳＳ１３．０统计软件对数据进行 ｔ检验和方差分
析。Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＴＮＦαｍＲＮＡ与蛋白表达
将 ＳＯ组大鼠肝脏 ＴＮＦαｍＲＮＡ和蛋白相对表

达水平的平均值设为 １，相对于此平均值，ＳＡＰ组
大鼠肝脏 ＴＮＦαｍＲＮＡ和蛋白表达水平分别为
１．４７±０．０４，２．２１±０．０５；ＬＳＡＭ组大鼠肝脏中
ＴＮＦαｍＲＮＡ和 蛋 白 表 达 水 平 分 别 为 １．２７±
０．０４，１．８２±０．０９；ＨＳＡＭ组大鼠肝脏中 ＴＮＦα
ｍＲＮＡ和 蛋 白 表 达 水 平 分 别 为 １．１５±０．０７，
１．３２±０．０６。

与 ＳＯ组比较，ＳＡＰ，ＬＳＡＭ，ＨＳＡＭ组大鼠肝脏
ＴＮＦαｍＲＮＡ和蛋白表达升高（Ｐ＜０．０５）；与 ＳＡＰ
组比较，ＬＳＡＭ，ＨＳＡＭ组大鼠肝脏 ＴＮＦαｍＲＮＡ和
蛋白表达降 低 （Ｐ＜０．０５）；与 ＬＳＡＭ 组 比 较，
ＨＳＡＭ组大鼠肝脏 ＴＮＦαｍＲＮＡ和蛋白表达进一
步降低（Ｐ＜０．０５）（图 １－３）。
２．２　血 ＡＭＹ，ＡＬＴ，ＡＳＴ检测

与 ＳＯ组比较，ＳＡＰ，ＬＳＡＭ，ＨＳＡＭ 组大鼠血
ＡＭＹ，ＡＬＴ，ＡＳＴ水平升高（Ｐ＜０．０５）；与 ＳＡＰ组

比较，ＬＳＡＭ，ＨＳＡＭ组大鼠血 ＡＭＹ，ＡＬＴ，ＡＳＴ水平
降低（Ｐ＜０．０５）；与 ＬＳＡＭ组比较，ＨＳＡＭ组大鼠
血 ＡＭＹ，ＡＬＴ，ＡＳＴ水平进一步降低（Ｐ＜０．０５）
（表 １）。
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图１　各组大鼠肝脏ＴＮＦαｍＲＮＡ相对表达水平　　
注：１）与ＳＯ组比较，Ｐ＜０．０５；２）与ＳＡＰ组比较，Ｐ＜０．０５；
３）与ＬＳＡＭ组比较，Ｐ＜０．０５
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图２　各组大鼠肝脏ＴＮＦα蛋白相对表达水平　　注：１）与
ＳＯ组比较，Ｐ＜０．０５；２）与ＳＡＰ组比较，Ｐ＜０．０５；３）与
ＬＳＡＭ组比较，Ｐ＜０．０５
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图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组大鼠 ＴＮＦα蛋白表达　　
１：ＨＳＡＭ组；２：ＬＳＡＭ组；３，４：ＳＡＰ组；５，６：ＳＯ组

表１　各组大鼠血清ＡＭＹ，ＡＬＴ，ＡＳＴ测定结果（ｘ±ｓ，ｎ＝１２）

　组别 　ＡＭＹ（Ｕ／Ｌ） ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ）

ＳＯ组 　１４３７±１６３ 　５３±７ １６１±２１

ＳＡＰ组 　１２１０８±１１７２１） ４２５±６８１） ６８６±７６１）

ＬＳＡＭ组 　９８２０±８４６１），２） ２６９±３２１），２） ４４２±４８１），２）

ＨＳＡＭ组 　８７６４±８０７１），２），３） １０２±１１１），２），３） ３６９±４０１），２），３）

　　注：１）与ＳＯ组比较，Ｐ＜０．０５；２）与ＳＡＰ组比较，Ｐ＜０．０５；３）与ＬＳＡＭ组比较，Ｐ＜０．０５
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３　讨　论
急性胰腺炎是临床上常见的急腹症，临床分

为轻型和重型，可并发多种脏器如心、肝、肺、肾

等脏器功能障碍。急性胰腺炎并发肝脏损伤，导

致肝功能损害不但加重胰腺炎的病情，且对临床

治疗效果及病程和预后有重要影响。ＳＡＭ是存
在于人体所有组织和体液中的一种生理活性分

子，它作为生理性巯基化合物如谷胱甘肽、牛磺

酸等的前体（转硫作用）和甲基供体（转甲基作

用）参与体内重要的生化反应，如对抗氧应激与

脂质过氧化、跨膜的物质传递与信号转导等。在

体内，ＳＡＭ是由 ＳＡＭ合成酶催化甲硫氨酸（Ｍｅｔ）
和 ＡＴＰ反应得到的。但当肝脏受到损伤，ＳＡＭ合
成酶的活力会明显下降。此时，肝脏中 Ｍｅｔ转化
成 ＳＡＭ的比率减小，Ｍｅｔ堆积，可获得的 ＳＡＭ明
显减少，严重影响了肝脏内其他物质的新陈代

谢。因此，必须从外界补充 ＳＡＭ［６］。Ｌｉｅｂｅｒ［６］认为
ＳＡＭ是体内真正的必需营养素，而外源性补充
ＳＡＭ均可以显著缓解肝病症状［７］。

ＳＡＭ可以通过多种有效途径对肝脏发挥保
护作用。首先，研究表明，重症急性胰腺炎时肝

组织 Ｔｏｌｌ样受体（ＴＬＲｓ）和细胞核转录因子（ＮＦ
κＢ）表达增加可引起细胞因子过量合成和释放，
导致肝脏损伤加重［８９］。外源性补充 ＳＡＭ能负性
调节 ＴＬＲ／ＮＦκＢ信号通路［１０］，降低 ＴＮＦα等炎
性因子的表达［１１－１３］，发挥抗炎作用保护肝脏组

织。其次，ＳＡＭ是谷胱甘肽的前体物质，可以提
高体内还原型谷胱甘肽（ＧＳＨ）的含量。ＧＳＨ能
预防 花 生 四 烯 酸 诱 导 的 脂 质 过 氧 化［１４］，降 低

ＴＮＦα等炎性因子的表达［１５］，对肝细胞产生重要

的保护作用。此外，ＳＡＭ可以通过甲硫氨酸循环
提高肝组织腺苷含量。腺苷不但可以增加血流

量、舒张血管、抑制自由基的产生［１６］，减轻肝脏缺

血再灌注损伤，同时具有潜在的抗炎特性［１７］，能

抑制 ＴＮＦα的产生［１８］，减轻肝脏炎性损伤。

ＴＮＦα是急性胰腺炎发病后较早期产生的细
胞因子，既能直接损伤肝细胞，又通过诱生炎症

介质、激活中性粒细胞等产生间接毒性作用［１９］，

在重症急性胰腺炎发病以及全身并发症发生过

程中起重要作用。大量临床研究和动物实验表

明，ＳＡＰ时血浆 ＴＮＦα含量升高，同时 ＴＮＦαｍＲ
ＮＡ在肝组织中的表达升高，并与疾病的严重程
度和病死率呈正相关。Ｍｕｒｒ等［２０］研究发现胰弹

性蛋白酶能诱导肝 Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞产生 ＴＮＦα，在急
性胰腺炎肝损害中扮演着重要的角色。本研究

发现，ＳＡＰ大鼠造模前给予不同剂量 ＳＡＭ治疗

后，血清中 ＡＬＴ，ＡＳＴ水平及肝脏中 ＴＮＦα表达
明显低于模型组，而且 ＳＡＭ高剂量治疗组血清
ＡＬＴ，ＡＳＴ水平及肝脏中 ＴＮＦα表达较 ＳＡＭ低剂
量治疗组进一步降低。这表明 ＳＡＭ对重症急性
胰腺炎肝损伤具有保护作用并呈剂量依赖性，降

低肝脏 ＴＮＦα表达可能是其发挥保护作用机制
之一。
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胃癌乳腺转移１例
汪志春，武彪，李健
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　 　 患 者 　 女，４１岁。患 者 于
２００６年底在我院行胃癌根治术，术
后行 ２次化疗；２００９年 １０月 ２６日
在我院行根治性右半结肠癌切除术，

术后病理示：转移或浸润性印戒细胞

癌，上下两切端、肠系膜淋巴结未见

癌累及。３个月前无意中发现左乳
外上象限肿块，鹌鹑蛋大 小，可 活

动，无发热、红肿，无压痛，不伴有乳

头溢 液。到 我 院 肿 瘤 科 就 诊，于

２０１１年 ３月 ５日，３月 ３１日，５月
２６日分 别 行 ＥＯＸ方 案 化 疗 ３次。
６月２日行左乳包快穿刺，病理报告：
左 乳 印 戒 细 胞 癌，免 疫 组 化：

ＣＫ７（２＋），ＥＣＤ（＋），ＣＥＡ（２＋），
ＣＫ２０（－），ＶＩＬＬＩＮ（＋／－），ＥＲ
（－），ＰＲ （－），ｃｅｒｂＢ２（－），
ＣＫ５／６（－）， ＧＣＤＦＰ１５ （ － ），

ＣＤＸ２（－）。２０１１年 ６月 ８日钼靶摄

片提示：（１）左乳腺体致密，恶性病
变？ＢＩＲＡＤＳⅣ。（２）双乳腺增生改
变 ＢＩＲＡＤＳⅡ。６月 ８日乳腺彩超
示：（１）左乳内异常光团，考虑占位。
（２）双侧腋窝内异常光团，考虑淋巴
结。（３）右侧乳腺回声均匀。６月
９日测ＣＡ１５３为 ９．２３Ｕ／ｍＬ。６月 １３
日全身骨显像（ＳＰＥＣＴ）：未见骨转移
征象。于６月１６日在全麻下行左乳癌
改良根治术。术后病理报告：左乳腺

印戒细胞癌，脉管内见癌栓，乳头深

面可见癌累及。乳腺各象限均可见

癌累及。腋窝淋巴结 ２１枚，其中 １７
枚可见癌转移（１７／２１）。免疫组化：
ＣＫ７（２＋），ＥＣＤ（２＋），ＣＥＡ（３＋），
ＣＫ２０（－），ＶＩＬＬＩＮ（２＋），ＥＲ（－），
ＰＲ（－），ｃｅｒｂＢ２（－），ＣＤＸ２（－），
ＣＫＨ（－），ＣｇＡ（－），Ｓｙｎ（－），
ＣＤ５６（－）。６月 ２４日出院，瞩患者出
院后到肿瘤科进一步治疗。

讨论　胃癌乳腺转移目前国内外
鲜有报道，约为 ０．３％［１］

。本例胃癌

转移至乳腺可能经血行和（或）淋巴

途径所致。其一，癌细胞直接入血经

血循环或者先侵入淋巴管经胸导管

人血转移至乳腺。其二，癌细胞侵入

淋巴管汇入胸导管后逆胸壁淋巴途

径或者通过淋巴交通支侵入胸前壁

深淋巴管，最后到达乳腺。由于乳腺

恶性肿瘤的病理类型中也有印戒细

胞癌，故乳腺的原发癌和转移癌的鉴

别诊断是非常有意义的。首先，本例

患者胃癌术后 ４年出现乳腺恶性肿
瘤，０９年 １０月证实胃癌结肠转移；其
次，文献

［２］
报道胃癌乳腺转移临床特

点多累及左侧乳腺，系单个无痛包

块，约 ２／３位于乳腺外上象限，乳头
溢液和比原发乳腺癌少见，生长迅

速。并可伴腋下及锁骨区淋巴结转

移；再次，病理诊断左乳腺印戒细胞

癌；最后，结合临床和病理以及 ＣＡ
１５３等考虑本例属于胃癌乳腺转移。
胃癌乳腺转移的预后不良，治疗上是

切除乳腺转移包块还是行改良或根

治术存在争议，但原发病灶情况治疗

占据重要意义。本例行乳腺癌改良

根治术，对其预后仍需追踪、随访。
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