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盐酸戊乙奎醚在大鼠急性重症胰腺炎相关肺损伤
中的作用

邱丽丽 邓芳 朱荣涛 张言鹏

  【摘要】 目的 探讨盐酸戊乙奎醚在大鼠急性重症胰腺炎相关肺损伤(PALI)中的作用及对缺氧

诱导因子(HIF)-1α相关炎症因子表达的影响。方法 40只健康雄性成年SD大鼠,应用随机数字法分

为三组:假手术组(S组,n=8)、PALI模型组(ALI组,n=16)、盐酸戊乙奎醚+PALI模型组 (P组,n=
16)。ALI组和P组采用4%牛磺胆酸钠1ml/kg逆行性胰胆管注射法建立大鼠PALI模型。P组在建

立模型后即刻给予大鼠腹腔内注射盐酸戊乙奎醚,S组和ALI组经腹腔注射等量生理盐水。造模后12
h处死大鼠,取肺组织称重后计算肺湿干重比(W/D),光镜下观察胰腺及肺组织病理学评分,ELISA法

测定肺组织HIF-1α、IL-1β、IL-6蛋白含量和血清胰淀粉酶含量,Westernblot检测肺组织TLR4、NF-κB

p65蛋白含量。结果 ALI组和P组大鼠的胰腺组织均存在广泛的中性粒细胞浸润、腺泡出血坏死和

脂肪坏死。与S组比较,ALI组与P组胰腺病理评分、肺损伤评分、肺 W/D明显升高,胰淀粉酶含量明

显降低(P<0.01);与ALI组比较,P组肺损伤评分、肺W/D明显降低(P<0.05)。与S组比较,ALI组

和P组大鼠肺组织 HIF-1α、IL-1β、IL-6含量明显升高,肺组织TLR4、NF-κBp65含量明显升高(P<
0.01);与ALI组比较,P组肺组织 HIF-1α、IL-1β、IL-6含量明显降低,TLR4、NF-κBp65蛋白含量明显

降低(P<0.05)。结论 盐酸戊乙奎醚在不改变急性重症胰腺炎的胰腺组织损伤的情况下能够显著减

轻急性重症胰腺炎相关肺损伤,机制可能与抑制HIF-1α等相关炎性因子的表达相关。
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【Abstract】 Objective Toinvestigatetheeffectofpenehychdinehydrochloride(PHCD)onacute
lunginjuryinducedbyacutesevereacutepancreatitisandtheexpressionofhypoxiainduciblefactor-1α(HIF-
1α)inrats.Methods FortyhealthyadultmaleSDratswereusedandrandomlydividedinto3groups,
groupSofshamoperation,groupALIofpancreatitis-associatedacutelunginjury(PALI)andgroupPof
PALIwithPHCD.RatsofgroupALIandgroupPwerethemodelestablishedofacutelunginjury
associatedwithSAPbyretrogradeinjectionof4%sodiumtaurocholateintobiliopancreaticduct.Ratsof
groupPofacutelunginjurywithSAPwereimmediatelygivenPHCDafterSAP.RatsofgroupSandgroup
ALIwereinjectedthesameamountof0.9%sodiumchloridesolution.Aftermodeling,theratsweresacri-
ficedat12h.Thewet/dryweightratio(W/D)oflungtissuewascalculated.Pathologicalchangesofpan-
creaticandlungtissueswerescored.HIF-1α,IL-1β,IL-6oflungtissuesandserumamylaseweredetected
byELISA.TheexpressionofTLR4,NF-κBp65inlungtissuewasdetectedbyWesternblot.Results Ex-
tensiveinfiltrationofneutrophils,alveolarhemorrhageandnecrosisandfatnecrosiswithpancreatictissue
wereobservedingroupPALIandgroupP.Pancreatictissueinjuryscorewassignificantlyhigherthanthatof
groupS(P<0.01).However,therewasnostatisticallysignificantdifferencebetweenthelevelofserum
amylaseingroupPandgroupALI.TheW/DratiooflungtissueinratsofgroupALIandgroupPwassig-
nificantlyhigherthanthoseingroupS(P<0.05).ComparedwiththoseofgroupALI,thelungtissue
pathologicalchangesofgroupPweresignificantlyimproved,andthelungW/Dvaluewassignificantlylower
thanthatofgroupALI(P<0.05).ComparedwithgroupS,theexpressionofTLR4,NF-κBp65,HIF-1α
inlungtissueofgroupALIandgroupPwassignificantlyhigher(P<0.01),andtheexpressionofTLR4,
NF-κBp65,HIF-1α,IL-1βandIL-6ingroupPwassignificantlylowerthanthatingroupALI(P<0.05).
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Conclusion PHCDcouldnotalleviatethedamageofpancreatictissueofSAP.Itsuppressedtheexpression
ofHIF-1α,IL-1βandIL-6andreducedtheacutelunginjuryinducedbySAPinrats,whichmightbedepen-
dedonsuppressingtheexpressionofinflammatoryfactors,suchasHIF-1α.

【Keywords】  Penehychdinehydrochloride;Severeacutepancreatitis;Acutelunginjury;Hy-
poxiainduciblefactor-1α

  急性肺损伤 (acutelunginjury,ALI)及急性

呼吸窘迫综合征 (acuterespiratorydistresssyn-
drome,ARDS)是急性重症胰腺炎 (severeacute
pancreatitis,SAP)常见的严重并发症,二者统称为

急 性 重 症 胰 腺 炎 相 关 肺 损 伤 (pancreatitis-
associatedacutelunginjury,PALI),是SAP患者

早期死亡的主要原因之一[1,2]。PALI是各种肺内

外因素导致肺血管通透性增加和低氧血症为主的

临床综合征,其病理机制复杂,迄今尚未完全阐

明[2,3],倾向于认为PALI是急性胰腺炎导致的系统

性炎症反应对肺脏形成的损害[1,4]。有研究表明盐

酸戊乙奎醚能够通过抑制炎性因子的表达而改善

PALI[5],但机制有待进一步研究。缺氧诱导因子-
1α(hypoxiainduciblefactor-1α,HIF-1α)是一种转

录调节因子,在缺氧情况下高表达并受 Toll样受

体-4(TLR4)/核因子-κB(NF-κB)信号通路调控,在
炎性反应等中起重要“炎症开关”作用,参与炎症、
代谢、肺血管屏障功能紊乱[6]。因此,本研究拟通过

建立PALI模型,探讨盐酸戊乙奎醚改善PALI的

作用及对 HIF-1α相关炎性因子的影响,为进一步

阐明 TLR4/NF-κB、HIF-1α及IL-1β、IL-6等炎性

因子信号通路在盐酸戊乙奎醚减轻大鼠PALI中的

作用机制做初步探索。

材料与方法

实验动物和试剂 40只健康成年雄性SD大

鼠,清洁Ⅱ级,体重200~220g,由郑州大学动物实

验中心提供。兔抗大鼠 TLR4、NF-κBp65、β-actin
单克隆抗体,牛磺胆酸钠,注射用盐酸戊乙奎醚;大
鼠HIF-1α、IL-1β、IL-6的ELISA检测试剂盒。

实验动物分组及模型建立 应用随机数字法分

为三组:假手术组(S组,n=8)、ALI组(n=16)、盐酸

戊乙奎醚 (0.2mg/kg)+ALI组(P组,n=16)。以

10% 水合氯醛400mg/kg行腹腔内麻醉、固定,取腹

正中切口逐层切开入腹,于十二指肠内侧找到胰腺,
在胰胆管距十二指肠壁2mm处用4.5号针头逆行

进针,向胰胆管内注射4%牛磺胆酸钠(1ml/kg),持
续注射1min,停留5min后拔针,松开两端金属夹,
见胰腺被膜下明显水肿、出血后即SAP造模成功。

检测肺组织及胰腺组织病理,验证成功制备PALI模

型。S组剖腹后不注射牛磺胆酸钠,进腹后仅翻动胰

腺和十二指肠数次,其暴露腹腔的时间与ALI组和P
组相同。P组造模成功后立即腹腔注射盐酸戊乙奎

醚0.2mg/kg,S组和ALI组大鼠在各相应时点注射

等体积无菌生理盐水。
标本采集 全部大鼠分别于制模成功并药物处

理12h后麻醉,抽取静脉血液2~3ml,室温下以

3000r/min、离心20min,取血清置于-80℃冰箱保

存待检。严格无菌操作,经右心室插管至肺动脉,用
生理盐水快速冲洗后取右肺上叶,置于4%甲醛溶液

固定;取右肺下叶组织滤纸吸干表面水分,称质量待

检。取左肺下叶组织,加入9倍生理盐水匀浆器制成

10%匀浆液,4℃下离心后留取上清,-20℃保存备

用;取左肺上叶组织,-80℃保存备用。快速切取胰

腺组织,置4%多聚甲醛溶液中固定。
肺组织HIF-1α、IL-1β、IL-6及血清胰淀粉酶测

定 取左肺下叶组织的匀浆上清液,采用ELISA法

检测肺组织 HIF-1α、IL-1β、IL-6蛋白含量,测定血

清胰淀粉酶的含量,严格按照ELISA试剂盒说明

书规范操作。
胰腺和肺组织病理学检测 用滤纸吸干右肺

下叶组织的表面水分,用电子分析天平称湿质量

(W),然后置80℃电热干燥箱内烘烤24h左右,待

质量恒定后称干质量(D),计算肺组织湿/干质量比

值(W/D)。胰腺和右肺上叶组织经固定、脱水、石
蜡包埋、切片,进行 HE染色,显微镜下观察。采

用既往标准统一由专人进行胰腺及肺组织病理检

测及损伤评分。
肺组织 TLR4、NF-κBp65蛋白含量测定 取

冻存的左肺上叶组织,加入 细 胞 裂 解 液 匀 浆30
min,4℃离心15min,去沉淀,按照 BCA试剂盒要

求对上清进行蛋白浓度测定。SDS-PAGE电泳,取
凝胶稳流200mA转移至PVDF膜上等处理,胶片

在图像分析仪上用 QuantityOne图像分析软件进

行分析,以TLR4、NF-κBp65蛋白条带的平均吸光

度值与β-actin比值表示TLR4、NF-κBp65的相对

蛋白含量。
统计分析 采用SPSS15.0软件进行统计分
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析。正态分布计量资料以均数±标准差(x±s)表
示,组间比较采用单因素方差分析。P<0.05为差

异有统计学意义。

结  果

胰腺及肺脏病理组织学改变 ALI组与P组大

鼠胰腺组织,大体观察见胰腺出血、肿胀及坏死明显,
局部有皂化斑,并见中等量血性腹水;镜下见胰腺大

量炎性细胞浸润,片状出血,胰腺小叶结构破坏,大

量腺泡细胞坏死明显。S组大鼠胰腺大体无明显改

变,镜下组织结构完整,未见明显病理变化。

     注:A1:S组胰腺,A2:S组肺脏,B1:ALI组胰腺,B2:ALI组肺脏,C1:P组胰腺,C2:P组肺脏

图1 三组大鼠胰腺及肺脏的病理改变(×200)

ALI组及P组大鼠肺脏,大体观察见明显水肿

呈暗红色,肺表面可见散在的出血点,血性胸水;而

P组较 ALI组大鼠肺水肿明显较轻。镜下观察,

ALI组大鼠见肺泡及肺间质明显水肿、出血、灶性

或片状肺不张,肺泡间隔增宽,大量炎症细胞浸

润,肺组织结构紊乱等典型的ALI病理改变;P组

大鼠肺间质水肿、出血、炎症细胞浸润均较 ALI组

明显减轻。无论大体及显微镜观察S组大鼠肺组

织结构完整,未见明显病理变化(图1)。
与S组比较,ALI组与P组大鼠胰腺病理评

分、肺损伤评分、肺 W/D值和胰淀粉酶含量明显升

高(P<0.05)。与ALI组比较,P组大鼠肺损伤评

分、肺 W/D明显降低(P<0.05)(表1)。
肺组织HIF-1α、IL-1β、IL-6蛋白含量 与S组

比较,ALI组和P组大鼠肺组织 HIF-1α、IL-1β、IL-
6蛋白含量明显升高(P<0.01);与ALI组比较,P
组肺组织 HIF-1α、IL-1β、IL-6蛋白含量明显降低

(P<0.05)(表2)。
肺组织TLR4、NF-κBp65蛋白含量 与S组

比较,ALI组和P组大鼠肺组织TLR4、NF-κBp65
蛋白含量明显升高(P<0.01);与ALI组比较,P组

大鼠肺组织TLR4、NF-κBp65蛋白含量明显降低

(P<0.05)(图2)。

讨  论

SAP早期即可出现远隔脏器的功能障碍等严

重并发症,而肺脏是常见的受累器官[1,4]。不同呼

吸功能障碍的并发症见于40%~70%胰腺炎患者,

45%的重症胰腺炎患者可出现ARDS[7]。PALI主

要因为肺内弥漫性炎症细胞浸润和肺毛细血管通

透性增加,临床表现为动脉低氧血症、肺泡渗出、肺
泡弥散功能障碍及ARDS等不同形式,临床治疗效

果有限[1,8,9]。PALI发病机制复杂,临床研究发现,

SAP早期即使患者没有肺泡渗出、肺不张及肺炎的

情况下,患者同样会出现 ALI,提示系统性炎症在

PALI发病中发挥更重要的作用[1]。目前多数观点

认为ALI是肺部的急性炎症反应性疾病,急性炎症

在ALI形成中发挥关键作用,炎性调控因子不但在

重症胰腺炎形成中发挥作用,在远隔器官的损伤中

也起到重要作用[10]。

SAP早期临床主要表现为全身炎症反应综合

征 (systemicinflammatoryresponsesyndrome,

SIRS),细胞因子直接或间接介导的促炎反应和代

偿性抗炎反应,均参与了PALI的病理生理过程,炎
性因子的激活和过度表达是PALI的重要机制之
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表1 三组大鼠胰腺病理评分、肺损伤评分、肺 W/D和胰淀粉酶含量的比较(x±s)

组别 只数 胰腺病理评分(分) 肺损伤评分(分) 肺 W/D值 胰淀粉酶(U/L)

S组 8 0.49±0.07 0.15±0.04 3.78±0.21 726.3±59.6
ALI组 16 9.62±1.83a 2.93±0.81a 5.37±0.27a 5083.1±87.5a

P组 16 9.35±1.52a 1.25±0.59ab 4.67±0.23ab 4995.7±98.3a

  注:与S组比较,aP<0.01;与ALI组比较,bP<0.05

表2 三组大鼠肺组织HIF-1α、IL-1β、IL-6蛋白

含量的比较(pg/ml,x±s)

组别 只数 HIF-1α IL-1β IL-6

S组 8 327.1±46.1 5.7±0.6 6.9±0.8
ALI组 16 893.2±62.7a 83.3±5.2a 35.7±3.2a

P组 16 586.0±53.6ab49.7±2.6ab 21.5±1.7ab

  注:与S组比较,aP<0.01;与ALI组比较,bP<0.05

  注:与S组比较,aP<0.01;与ALI组比较,bP<0.05

图2 三组大鼠肺组织TLR4和NF-κBp65含量的比较

一[1,3,11]。HIF-1α在缺氧的环境中稳定表达并转录

至细胞核,在细胞核内与 HIF-lβ形成二聚体,激活

下游的目标基因,参与炎症及肺血管屏障功能紊

乱,在ALI发挥重要作用[7,12],但 HIF-1α是否参与

PALI,目前研究极少。
盐酸戊乙奎醚能够缓解肺组织毛细血管痉挛、改

善局部微循环、减轻水肿,还能稳定细胞膜及溶酶体、
线粒体等细胞器的膜结构,抑制TNF-α、IL-6等炎性

因子释放,减轻炎症反应[5,13]。近年临床研究发现其

具有预防和治疗围术期肺部并发症的作用,部分动物

实验提示其减轻炎症反应的机制可能是通过抑制肺

组织TLR4的表达[14],但是具体机制未明。
本研究通过对比大鼠肺组织病理学结果,表明盐

酸戊乙奎醚能明显改善PALI模型大鼠肺组织水肿,盐
酸戊乙奎醚干预后大鼠的肺水肿程度明显减轻,中性

粒细胞及单核细胞浸润减少,改善肺泡腔炎症渗出、间
质出血情况,证实盐酸戊乙奎醚对于PALI的缓解起到

了一定作用,其改善肺损伤的效果与既往研究结果一

致[5,14]。但是,盐酸戊乙奎醚干预后大鼠血清淀粉酶水

平并未明显降低,大鼠胰腺组织形态学改变也未见明

显改善,表明盐酸戊乙奎醚并不能减轻胰腺的组织病

理学改变,证实盐酸戊乙奎醚改善PALI与胰腺炎状态

无关,与肺脏的局部炎症反应相关。盐酸戊乙奎醚虽

经腹腔给药,但是如何对胰腺本身没有直接作用,而在

肺脏的作用明显,可能与药物对脏器选择性或者是脏

器表达分子谱的不同有关,其中是否与动物模型的特

异性相关[15],原因目前仍不了解,但选择性机制有待于

通过不同的动物模型进一步探讨。本研究提示盐酸戊

乙奎醚可抑制致炎性因子的产生,其改善PALI的机制

可能是通过HIF-1α调控抑制炎症因子的表达。

SAP早期阶段SIRS的形成包含多种细胞、炎
性因子、黏附分子、趋化因子等因素的参与,其中部

分因素不但在SAP发病中发挥重要作用,也促进了

PALI的形成[1,4]。NF-κB是胰腺炎病程中表达炎

症相关蛋白的重要转录因子,参与炎症及免疫调

控,在胰腺炎发病中调控包括细胞因子及黏附分子

等,且在形成PALI的肺组织中 NF-κB明显高表

达,当阻断NF-κB或者降低IL-1β降低表达时,ALI
明显好转[16]。IL-1β多由单核巨噬细胞产生并通过

受体发挥作用,不仅参与SAP形成,同时促进PALI
发 展,检 测 发 现 IL-1β 在 ALI肺 泡 液 中 高 表

达[16,17]。而IL-6可由单核巨噬细胞、上皮细胞、纤
维细胞、平滑肌细胞等多种细胞,是急性应激状态

下的炎性因子。在SAP患者IL-6表达与ALI轻重

一致,是较好的疾病预后预测指标。研究SAP动物

模型发现IL-6或TLR4缺陷者较野生型ALI相对
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较轻,当给予IL-6后ALI加重[18,19]。在SAP形成

中,多有感染及内毒素的作用,在炎症反应中,IL-
1β、IL-6的表达受TLR4/NF-κB通路的调控,提示

TLR4/NF-κB调控的IL-1β、IL-6可能参与 PALI
的形成。而LPS可以通过TLR4途径促进 HIF-1α
高表达,动物实验发现在重度感染形成的脓毒血症

时,LPS通过TLR4促进 HIF-1α高表达而促进炎

性因子IL-1β、IL-6等表达,促进炎症进展,提示

HIF-1α在感染早期发挥促炎作用[19,20]。本实验发

现应用盐酸戊乙奎醚改善PALI的效果与降低肺组

织IL-1β、IL-6表达相关,证明了盐酸戊乙奎醚改善

PALI的效果可能与其抑制炎症分子的表达相关,
推测其机制可能是盐酸戊乙奎醚通过 TLR4/NF-
κB调控的 HIF-1α而抑制IL-1β、IL-6的表达而发

挥作用,但有待于进一步研究。
本研究进一步证实了盐酸戊乙奎醚在PALI的

保护作用,并完善了盐酸戊乙奎醚发挥抑制IL-1β、

IL-6的表达而改善PALI作用的可能机制,为盐酸

戊乙奎醚在临床麻醉及重症监护PALI患者的应用

提供了理论基础。但是本研究发现在盐酸戊乙奎

醚明显抑制IL-1β、IL-6炎性因子表达的情况下,肺
损伤改变只是明显减轻,未全部缓解,推测PALI仍

存在盐酸戊乙奎醚作用以外的分子机制。同时,由
于炎性因子的网络调控作用,盐酸戊乙奎醚还可能

通过其他途径调控PALI的炎症状态而改善PALI
病理损伤,其他具体的可能分子机制有待进一步研

究证实。本研究的终点为PALI造模后12h,虽然

盐酸戊乙奎醚能够抑制 HIF-1α、NF-κB及IL-1β、

IL-6等的表达,从而改善PALI,但能否改善PALI
大鼠的最终预后有待进一步研究证实。
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