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乌司他丁对急性重症胰腺炎大鼠ＮＦκＢ活性ＮＦκＢ

ｍＲＮＡ表达的实验研究


杨　超，单爱军，钟源波（广东省深圳市人民医院急诊科　５１８０２０）

　　【摘要】　目的　研究乌司他丁对急性重症胰腺炎（ＳＡＰ）大鼠ＮＦκＢ活性、ＮＦκＢｍＲＮＡ表达的影响。方法　

大鼠６４只作为研究对象，随机分为对照组、ＳＡＰ模型组、乌司他丁静脉注射组和乌司他丁腹腔灌注组各１６只。在

给药后２４ｈ后处死大鼠，取出胰腺组织标本。对胰腺组织标本进行病理评分；测定胰腺细胞 ＮＦκＢ活性及胰腺组

织中ＮＦκＢｍＲＮＡ表达。比较４组大鼠病理评分；淀粉酶、脂肪酶检测结果；胰腺细胞ＮＦκＢ活性、ＮＦκＢｍＲＮＡ

表达。通过各项指标判断乌司他丁及其不同给药途径对实验性急性重症胰腺炎大鼠ＮＦκＢ活性、ＮＦκＢｍＲＮＡ的

影响。结果　对照组与ＳＡＰ模型组比较，ＮＦκＢ活性与急性胰腺炎呈正相关关系（狉＝０．５７２，犘＜０．０５）。乌司他

丁静脉注射组和腹腔灌注组对急性重症胰腺炎状况均有改善，且乌司他丁腹腔灌注组各方面均有优势，差异有统计

学意义（均犘＜０．０５）。结论　乌司他丁对急性重症胰腺炎（ＳＡＰ）大鼠ＮＦκＢ活性、ＮＦκＢｍＲＮＡ表达具有明显的

抑制作用，且腹腔灌注的给药途径作用更为显著。
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　　急性重症胰腺炎（ＳＡＰ）是一种病死率高达３０％的外科急

腹症，具有起病突然、发展迅速的特点，目前在临床医学上尚未

得到完全有效的控制［１］。有关资料显示，ＳＡＰ发病与 ＮＦκＢ

及ＮＦκＢｍＲＮＡ 的活性有密切联系
［２３］。ＮＦκＢ及 ＮＦκＢ

ｍＲＮＡ在受到刺激的细胞中被释放，通过细胞质转移到细胞

核之中并识别特异性结合点，调节基因靶向转录［４］。ＮＦκＢ及

ＮＦκＢｍＲＮＡ活性一旦失调，会在极大程度上扩散ＳＡＰ病

情。现将ＮＦκＢ及 ＮＦκＢｍＲＮＡ活性检测数据作为药物的

疗效指标，报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　大鼠６４只作为研究对象，其中雄性３４只，雌

性３０只，体质量（２２０．３±１３．２）ｇ，购于香港科技大学医学中

心（合格证号０１２５９６０）。随机分为对照组、ＳＡＰ模型组、乌司

他丁静脉注射组和乌司他丁腹腔灌注组各１６只。４组大鼠的

性别、体质量等方面差异均无统计学意义（犘＞０．０５），具有可

比性。实验前１２ｈ以及术后禁食、禁水。

１．２　仪器与试剂　ＲＴＰＣＲ试剂盒（ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）；乌司他

丁（河北智同生物制药有限公司）；淀粉酶、脂肪酶（ＯＢＲ，
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ＵＳＡ）；２％戊巴比妥拉钠、５％牛磺胆酸钠（湖北华中制药厂）。

ＮＦκＢ、β肌动蛋白引物（北京化工厂）。

１．３　动物模型制备方法　（１）对照组：大鼠经腹腔注射２％戊

巴比妥拉钠（０．３ｍＬ／１００ｇ）麻醉，起效后切开腹腔，翻动胰腺

后关腹。（２）ＳＡＰ模型组：大鼠经腹腔注射２％戊巴比妥拉钠

（０．３ｍＬ／１００ｇ）麻醉，起效后切开腹腔，逆行十二指肠乳头穿

刺胰腺注射５％牛磺胆酸钠０．１ｍＬ／１００ｇ，肉眼观察胰腺有坏

死、出血症状后关腹观察。（３）乌司他丁静脉注射组：同ＳＡＰ

模型组麻醉后，颈内静脉插管，同模型组制备模型后，立即通过

插管注射乌司他丁（５Ｕ／Ｋｇ）。（４）乌司他丁腹腔灌注组：同

ＳＡＰ模型组麻醉后，在胰腺外放置灌注管和引流管，同模型组

制备模型后，立即通过灌注管灌注乌司他丁至腹腔（５Ｕ／Ｋｇ）

后关腹。

１．４　检测方法

１．４．１　病理、淀粉酶、脂肪酶检测　４组在术后２４ｈ分别采

血、取出腹水并进行离心处理，将分离出的上清液贮存于

－２０℃冰箱（美的）备检；用１０％甲醛固定胰腺组织，２４ｈ后

病理、淀粉酶、脂肪酶进行检测。

１．４．２　ＮＦκＢ活性检测：石蜡切片法制备胰腺切片４μｍ，脱

蜡处理后脱水，使用双氧水对抗原修复，１０％甲醛固定胰腺组

织２４ｈ，ＤＡＢ染色处理完全后，将切片封存，用ＰＢＳ作为阴性

对照进行观察并计算阳性率，阳性率＝阳性细胞数／总细胞数

×１００％。

１．４．３　ＮＦκＢｍＲＮＡ表达检测：利用ＲＴＰＣＲ方法，按步骤

引入ＮＦκＢｐ６５序列，使产物的长度扩张为３９８ｂｐ；引入β肌

动蛋白的序列，使产物的长度扩张为１９０ｂｐ。分别在５０℃水

浴环境中进行４０ｍｉｎ逆转录后置于ＰＣＲ仪器中，按照仪器操

作步骤进行操作处理，得到的产物置于１５ｍＬ／Ｌ浓度的琼脂

糖凝胶上进行电泳处理，系统计算吸光度的比值，从而得到

ＮＦκＢｍＲＮＡ表达。

１．５　统计学处理　对标本进行切片及染色处理后，根据

Ｓｃｈｍｉｄｔ法评分处理。所得数据进行统计学处理，采用ＳＰＳＳ

１３．０软件进行分析，计量资料以狓±狊表示，采用犉检验，犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　４组病理检测结果　病理评分分别为对照组（５．３２±

０．４９）分、ＳＡＰ模型组（１６．５２±０．８４）分、乌司他丁静脉注射组

（１４．３０±０．６５）分和乌司他丁腹腔灌注组（１２．１１±０．４３）分。

ＳＡＰ模型组胰腺有坏死、出血症状，腹水含血、细胞充血，炎性

细胞大量扩散，乌司他丁静脉注射组及乌司他丁腹腔灌注组相

对于ＳＡＰ模型组均有较大程度上改善，且灌注组改善优于注

射组，差异有统计学意义（犉＝９．３７２，犘＜０．０５）。

２．２　淀粉酶、脂肪酶检测结果　４组淀粉酶、脂肪酶在手术后

均有变化，乌司他丁静脉注射组及乌司他丁腹腔灌注组均优于

ＳＡＰ模型组，且灌注组改善程度优于注射组，差异有统计学意

义（犘＜０．０５）。见表２。

２．３　ＮＦκＢ活性及ＮＦκＢｍＲＮＡ的表达变化结果　通过统

计数据显示，ＮＦκＢ活性与ＳＡＰ病理情况呈正相关关系（狉＝

０．５７２，犘＜０．０５）。乌司他丁静脉注射组和乌司他丁腹腔灌注

组ＮＦκＢ活性及ＮＦκＢｍＲＮＡ的表达均优于ＳＡＰ模型组，灌

注组两项数据较注射组均有明显优势，差异有统计学意义（均

犘＜０．０５）。见表３。

表２　４组大鼠术后淀粉酶、脂肪酶检测结果比较（狓±狊）

组别 狀 淀粉酶（Ｕ／Ｌ） 脂肪酶（Ｕ／Ｌ）

对照组 １６ ２５６８．９±１２４．３ ２５６．３±１８．３

模型组 １６ ６４０８．２±１８８．２ ８３０．９±１３．２

注射组 １６ ３３９２．１±１６４．９ ５０３．７±１６．８

灌注组 １６ ４４３９．３±１９２．３ ６８３．９±２２．３

犉值 ６．３７ ８．２５

犘值 ０．０２１ ０．０３８

表３　４组大鼠术后ＮＦκＢ活性、ＮＦκＢｍＲＮＡ的

　　　表达变化结果比较（狓±狊）

组别 狀 ＮＦκＢ活性 ＮＦκＢｍＲＮＡ表达

对照组 １６ ２０．３１±３．０１ ０．５８±０．０６

模型组 １６ ３８．４２±３．３３ ２．３８±０．５６

注射组 １６ ３０．１０±２．１１ １．６９±０．１２

灌注组 １６ ２２．３４±２．５２ １．０８±０．３２

犉值 ７．３４ ９．７９

犘值 ０．０４６ ０．０３９

３　讨　　论

ＳＡＰ的发病机制尚未完全阐明，难以进行有针对性的完

全有效地治疗，其又具有恶化迅速、并发症难以控制、病死率高

等特点，因此目前一直为研究的焦点。有关资料显示，外科手

术治疗的方法不能使病情得到有效控制，难以达到治疗效

果［５６］。目前研究认为其主要病因是胰腺细胞被刺激后自身破

坏，激活多种酶，导致全身性的炎性，恶性循环危及生命［７］。机

体中细胞受到外刺激后使结合 ＮＦκＢ的ＩκＢ的磷酸化和蛋白

降解，从而迅速活化 ＮＦκＢ，ＮＦκＢ进入线粒体与靶基因的启

动子和增强子上的加结合序列结合，启动多数细胞因子、趋化

因子、黏附分子、生长因子和免疫受体的表达，从而调节机体免

疫、炎性反应、细胞分化和生长的功能比，因此，ＮＦκＢ的活化

是ＳＡＰ发生和发展的关键环节
［８９］。乌司他丁是一种可以对

ＳＡＰ发生、发展等环节产生抑制作用的酸性糖蛋白，稳定胰腺

分泌，对于多种胰腺蛋白酶均有抑制作用，避免胰腺组织进行

自身破坏和溶解，引导胰液通畅流动，达到保护胰腺细胞的效

果。同时能对级联反应的继发炎性产生抑制作用，从而对血管

的内皮细胞进行功能调节，使微循环优化，通过对胰腺微循环

组织的局部改变，使胰腺组织释放介质抑制炎性，并对炎性因

子消除，达到控制炎症扩散，有效减少了疾病对全身性生理损

伤，降低器官衰竭危险性的效果［１０１２］。乌司他丁还具有抑制

各种消化酶释放的作用，如糜蛋白酶、胰蛋白酶、粒细胞弹性

酶、透明质酸酶等，可稳定线粒体和溶酶体膜，从而减少胃肠吸

收内源性毒素，控制病情扩散；此外，乌司他丁通过对心肌抑制

因子阻断合成作用，对其产生抑制，有效避免病患发生休克，危

及生命。乌司他丁的优势特征，对ＳＡＰ患者愈后的生理状况，

起到至关重要的作用。乌司他丁还有价格较为低廉的优势，不
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良反应少，患者易于接受。

本组研究乌司他丁对ＳＡＰ大鼠 ＮＦκＢ活性、ＮＦκＢｍＲ

ＮＡ表达的影响。对照组和ＳＡＰ模型组结果提示，ＮＦκＢ活

性与急性胰腺炎病理情况呈正相关关系（狉＝０．５７２），说明通过

ＮＦκＢ活性可抑制ＳＡＰ的发展。采用乌司他丁静脉注射和乌

司他丁腹腔灌注对ＳＡＰ均有治疗效果，淀粉酶、脂肪酶检测结

果表明，胰腺细胞ＮＦκＢ活性、ＮＦκＢｍＲＮＡ表达等方面均优

于对照组，与乌司他丁静脉注射组比较，乌司他丁腹腔灌注优

势更为明显。

综上所述，乌司他丁对ＳＡＰ大鼠有很好的疗效，可对ＮＦ

κＢ活性、ＮＦκＢｍＲＮＡ表达进行合理有效控制，且腹腔灌注

的给药方式效果更加显著，具有临床实际意义。
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