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Abstract
AIM: To evaluate the effect of ulinastatin (UTI) on the 
expression of nuclear factor-kB (NF-kB) and related 
cytokines in acute necrotic pancreatitis (ANP) in rats.

METHODS: Thirty Sprague-Dawley rats were random-
ly divided into sham operation (SO) group, ANP group 
and UTI treatment group. The levels of NF-kB, interleu-
kin-6 (IL-6), tumor necrosis factor-a (TNF-a) and ser-
um amylase in rats were detected. ANP model was in-
duced by retrograde administration of 50 g/L sodium 
taurocholate into biliary-pancreatic duct.

RESULTS: In ANP group, the levels of serum amylase 
(195 907.51±38 618.39 nkat/L), TNF-a (41.37±7.54 
ng/L), IL-6 (32.32±8.62 ng/L) as well as the expression 
of pancreatic and pulmonary NF-kB were all increased 
as compared with those in SO group (all P  <0.01). Aft-
er treatment with UTI, the levels of serum amylase 
(69 804.30±19 432.55 nkat/L), TNF-a (18.66±6.45 ng/L), 
IL-6 (23.41±7.65 ng/L) as well as the expression of pa-
ncreatic and pulmonary NF-kB were all significantly de-
creased as compared with those in SO and ANP group 
(P  <0.01).

CONCLUSION: In the pathogenesis of ANP, activated 

NF-kB and up-regulated TNF-a and IL-6 aggravated 
the injuries of pancreas and lung tissues. UTI plays a 
protective role in ANP by inhibiting the activation of NF-
kB, so as to alleviate the injuries of pancreas and lung 
tissues.
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摘要

目的: 探讨乌司他丁对急性坏死性胰腺炎大鼠核因子-κ 
B(NF-κB)的表达及有关细胞因子的影响. 

方法: 将30只Sprague-Dawley大鼠随机分为假手术组(SO
组)、急性坏死性胰腺炎组(ANP组)和急性坏死性胰腺炎

乌司他丁治疗组(UTI组), 比较各组大鼠NF-κB、IL-6、
TNF-a、血清淀粉酶的水平. 

结果: ANP组淀粉酶活性195 907.51±38 618.39 nka t/L, 
TNF-a值41.37±7.54 ng/L, IL-6值32.32±8.62 ng/L, 肺、胰

腺组织NF-κB表达增加, 与SO组比较P 均<0.01, 乌司他丁

治疗后, 淀粉酶活性69 804.30±19 432.55 nkat/L, TNF-a值

18.66±6.45 ng/L, IL-6值23.41±7.65 ng/L, 肺、胰腺组织NF-
κB表达降低, 与SO组和ANP组比较P均<0.01. 

结论: 急性坏死性胰腺炎时NF-κB活化, 上调IL-6、TNF-a, 
加重胰腺及肺的损伤, 乌司他丁抑制NF-κB表达而减轻胰腺

及肺的损伤, 改善急性坏死性胰腺炎的预后. 

关键词: 急性坏死性胰腺炎; 乌司他丁; NF-κB; 肺损伤; IL-6; 

TNF-a; 血清淀粉酶
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0  引言

急性坏死性胰腺炎(ANP)是普外科最常见的急腹症之一, 
是由胰腺广泛出血、坏死而引起的一种严重疾病, 临床

表现重, 病死率高, 平均约为20-30%[1], 其发病也有逐年升
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高的趋势. 目前, ANP确切的发病机制尚未完全阐明. 国
内外学者以前推崇的是胰酶自身消化学说, 认为是胰酶

的广泛激活而引起的一种全身性损害. 但近年来的大量

实验数据提示, 细胞因子级联效应也是ANP病程不断恶

化的主要原因[2,3]. 
核因子-κB(NF-κB)是一类能与多种基因启动子部位

κB位点发生特异性结合, 并促进基因转录的蛋白质总称. 
目前发现急性胰腺炎早期腺泡细胞就发生NF-κB的过度

表达, 其对急性胰腺炎时细胞因子的表达有调控作用[4].  
NF-κB表达与急性胰腺炎的肺损伤密切相关[5,6]. 广谱蛋

白酶抑制剂乌司他丁具有抑制多种胰酶和抑制炎症介质

释放的作用, 是治疗急性胰腺炎的有效药物[7,8], 但其作用

机制是否与抑制NF-κB的表达有关, 国内外研究甚少, 我
们试图揭示乌司他丁与NF-κB变化的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 (1)牛磺胆酸钠(S igma公司), 乌司他丁(广东

天普生化医药股份有限公司). (2)TNF-a、IL-6细胞因

子ELISA试剂盒(上海森雄科技实业有限公司), 洗板机

(ENLEY, DRAGON), 酶标仪(DENLEY, DRAGON), 振
荡器KJ-201A型, 混合型XH-B型, 温箱PYX-DHS-40×
50. (3)超薄切片机(LKBV型), 光学显微镜(Olympus BA). 
(4)LGR-160-W高速微量低温离心机. (5)蛋白抽提试剂盒

(Active Motiff公司), BCA蛋白定量试剂盒(Pierce公司), 
EMSA(电泳迁移率变迁检测)试剂盒(Pierce公司), DNA探

针(5'-GCC TCC AAT GTT CGC GAA CTT TCG-3')由上海

生工公司合成并进行末端生物素标记, 垂直电泳仪及半

干转移仪(Bio-Rad公司).  
1.2 方法

1.2.1 动物分组及模型制作[9] ♂Sprague-Dawley大鼠30
只, 体质量220-280 g, 随机分为假手术组(SO组)、急性

坏死性胰腺炎组(ANP组)及急性坏死性胰腺炎乌司他丁

治疗组(UTI组), 每组10只, 术前12 h禁食, 自由饮水. 假
手术组(SO组): 开腹后翻动胰腺, 经门静脉注射生理盐水

4 mL/kg. ANP组: 经胰胆管逆行加压注射50 g/L牛磺胆酸

钠溶液1 mL/kg, 然后立即经门静脉注射生理盐水4 mL/
kg, 5 min后可见整个胰腺出现明显充血、水肿、片状出

血, 证实ANP动物模型已建立成功. UTI组: ANP模型建立

后5 min, 经门静脉给予乌司他丁4 mL/kg(40 000 U/kg). 
各组动物均于术后6 h处死, 取血标本作淀粉酶、TNF-α, 
IL-6检测, 取胰腺、肺组织, 40 g/L甲醛固定, 组织切片行

HE染色及免疫组化检查. 
1.2.2 淀粉酶(Amy)检测 取血清样品待测液, 经碘-淀粉酶

法分别测定660 nm波长下测定管(加入血清样品)和对照

管(不含血清样品)的吸光度(A ), 计算淀粉酶含量. 
1.2.3 血清TNF-α、IL-6含量测定 取血清样品待测液, 通
过大鼠TNF-α、IL-6定量ELISA试剂盒测定, 严格参照试

剂盒操作说明进行. 

1.2.4 组织病理学检查 将胰腺、肺组织固定于40 g/L中
性甲醛溶液中, 常规脱水, 石蜡包埋切片, HE染色后光镜

下观察病理变化.
1.2.5 NF-kB活化表达检测 (1)SP(链霉素抗生素蛋白-过
氧化酶)法: 免疫组化法测胰腺、肺组织NF-kB的活化表

达, 标本取出后迅速放入中性(40 g/L)甲醛溶液中固定, 
常规脱水, 石蜡包埋切片, 采用SP法进行免疫组化染色, 
正常情况下NF-kB与抑制蛋白IkB结合, 胰腺炎时, IkB释
放, NF-kB的亚单位P65区暴露, 应用抗P65单克隆抗体与

其结合, 经过特殊处理, 可以在原位识别活化的NF-kB. 结
果评定: 着色强度按未着色, 淡黄, 粽黄及黄褐色分为-、

+、++、+++. 阳性比率: 随机观察5个中倍视野(10×20), 
计算阳性细胞占细胞数的比例. (2)EMSA法: 新鲜胰腺取

材组织称质量匀浆后抽提核蛋白, 步骤按试剂盒说明书. 
以BCA法测定抽得的蛋白浓度. 制备60 g/L非变性聚丙

烯酰胺凝胶. 按照EMSA试剂盒说明书, 每孔取抽提的核

蛋白6 mg, 与缓冲液及探针混匀, 室温孵育20 min后, 上
样电泳, 100 V, 1.5-2 h. 半干电转移(280 mA 40 min)将
蛋白转至带阳性电荷的尼龙膜. 紫外灯交联后化学发光

显色.
统计学处理 TNF-a、IL-6、Amy均以均数±标准差

(mean±SD)表示, 采用方差分析、q检验和等级相关分析. 

2  结果

2.1 血清Amy、TNF-a、IL-6变化(表1) ANP组较SO组及

UTI组明显增高, 有统计学意义(P <0.01), UTI组较ANP含
量低, 但高于SO组(P <0.01). 
2.2 病理检查

2.2.1 胰腺 SO组 胰腺组织分散, 形状不规则, 胰腺细胞形

态正常, 胰岛清晰可见, 胰腺小叶完整, 间质无充血水肿, 
无炎细胞浸润. ANP组: 胰腺水肿、出血明显呈暗红色, 
分叶结构模糊, 胰周腹膜大量皂化斑. 镜下胰腺组织大片

坏死, 细胞结构模糊, 片状出血, 小叶轮廓不清, 间质出血, 
大量炎细胞浸润. UTI干预组: 胰腺质软, 水肿较轻, 分叶

结构模糊, 点状出血坏死较少. 镜下小叶轮廓存在, 可见

点状出血, 偶见坏死灶, 间质有少量炎细胞浸润.
2.2.2 肺 SO组 两肺分叶清楚, 无水肿渗出充血. 镜下肺小

叶结构完整, 肺泡腔无渗出, 间质无充血水肿, 无炎细胞

浸润. ANP组: 肺组织充血水肿. 镜下肺泡壁增厚, 肺泡腔

浆液渗出, 肺泡间隔增宽, 间质有大量炎细胞浸润. UTI干

表 1   各组大鼠血清Amy、TNF-α、IL-6含量比较 (mean±SD)

bP<0.01 vs SO组; dP<0.01 vs  ANP组, SO组.

分组        n              Amy (nkat/L)           TNF-α (ng/L)      IL-6 (ng/L)

SO         10     12 004.07±2 209.61      12.35±7.82    11.85±6.64

ANP       10   195 907.51±38 618.39b   41.37±7.54b   32.32±8.62b

UTI         10     69 804.30±19 432.55bd  18.66±6.45bd  23.41±7.65bd
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预组: 肺组织炎症反应较ANP组明显减轻. 
2.3 胰腺、肺组织NF-kB的表达 
2.3.1 SP法(表2-3) 从表2和表3可见UTI组胰腺内NF-kB表
达量明显低于ANP组, 有显著性差异(P <0.01), 从表3可见

UTI组肺组织NF-kB的表达量明显低于ANP组, 有显著性

差异(P <0.01). 
2.3.2 EMSA法(图1) SO组无特异性阻滞条带; ANP组可见

活化蛋白与探针结合产生的明显阻滞条带; UTI组有少量

蛋白活化, 阻滞条带的面积与灰度均明显弱于ANP组.  

3  讨论

重症急性胰腺炎发病急骤, 病情较重, 死亡率居高不下. 
重要原因之一就是病变早期就可引起肺、肾、心脏等器

官功能衰竭[10,11]等. 其发病机制仍不清楚, 传统胰腺酶激

活和自身消化机制不能完全解释. 近年实验室研究表明

细胞因子的瀑布样级联反应在胰外器官损害中起着重要

的作用[12-14]. NF-kB是细胞因子释放的开关[15], 在急性胰

表 3   各组大鼠胰腺、肺组织阳性细胞比例数

bP<0.01 vs SO组; dP<0.01 vs  ANP组, SO组.

                                    胰腺	                                    肺

                0%  1-29%  30-69%  70-100%  0%1-29%  30-69%  70-100%

SO    10	 10       0	        0	       0	 10     0	      0            0

ANPb 10	   0       0	        5	       5	   0     2	      3	    5

UTId  10	   2       4          4              0	   7     2          1             0

合计  30	 12       4	        9	       5	 17     4	      4	     5

分组    n

腺炎发病机制中起着重要作用, 本实验也证实此点. 
NF-kB是NF-kB/Rel家族中的最主要成员之一[16], 正

常情况下NF-kB以无活性状态存在于细胞质中, 他是一

条由M r 50 000的多肽链(NF-kB1)和一条M r 65 000的多肽

链(RelA)构成的二聚体, 与其抑制蛋白IkB结合形成非活

性的三聚体, 处于不表达状态. 细胞外的许多刺激物如

LPS、TNF-a、IL-1b、生长因子、病毒蛋白以及缺血-
再灌注、内毒素血症、氧中毒等病理生理状态下均可激

活NF-kB. 首先引起NF-kB诱导激酶的活化, 继而活化IkB
激酶, IkB磷酸化, IkB从NF-kB复合体上脱落, 活化的NF-
kB移向细胞核内, 结合到靶基因的启动子或增强子的kB
结构域, 引起许多因子的转录, 包括细胞因子: TNF-a、
IL-1b、IL-2和IL-6等; 化学趋化因子: IL-8, 巨噬细胞趋

化肽; 细胞黏附分子: E-选择素, ICAM-1, VCAM-1; 生长

因子: IL-3, GM-CSF; 免疫受体; 急性期反应蛋白等[17,18].  
Gukovsky et al [19]发现NF-kB的激活是急性胰腺炎发病中

重要的早期事件, 制作急性胰腺炎模型后6 h NF-kB达

高峰, 此后开始下降. Telek et al [20]认为急性胰腺炎早期

腺泡细胞氧自由基大量生成并造成细胞损伤与NF-kB的
激活密切相关. Vaquero et al [21]在以大鼠胰胆管逆行注射

50 g/L牛磺胆酸钠建立的急性坏死性胰腺炎模型上发现

胰腺组织NF-kB的活性与TNF-a及IL-6等炎性细胞因子

和化学趋化因子的表达密切相关, 而且与胰腺组织损伤

的程度也密切相关, 因而认为NF-kB的激活在急性重症

胰腺炎的发病中起重要作用. 我们在模型制成后6 h处死

大鼠, 取胰腺及肺组织测定NF-kB的表达, 结果表明, 假
手术组很少表达, ANP组表达明显增强并有统计学意义

(P <0.01), 相应地, TNF-a、IL-6和淀粉酶也显著高于假手

术组(P <0.01).  我们另一研究内容发现NF-kB和TNF-a、
IL-6表达呈正相关, 说明NF-kB活化过量表达在ANP的病

程演变及ANP肺损伤时起重要作用, 为治疗急性坏死性

胰腺炎提供线索. 
乌司他丁是从人尿中分离纯化出的一种糖蛋白[22], 

分子质量为67 ku, 经国内外学者研究证实其主要有以下

作用: (1)具有抑制胰蛋白酶、弹性蛋白酶、纤溶酶等蛋

白水解酶、透明质酸酶、淀粉酶、脂肪酶等糖类和脂类

水解酶的作用[23]. (2)稳定溶酶体膜, 抑制溶酶体的释放. 
ANP发生后, 由于溶酶体膜、线粒体膜受到损伤, 导致细

胞呼吸功能受损, 最后引起多脏器功能衰竭. 因此, 乌司

他丁用于ANP后, 可稳定溶酶体膜, 减少细胞损伤, 具有

保护器官作用. (3)抑制炎症介质和细胞因子的释放, 从而

减轻ANP后全身炎症反应并预防多器官功能损害[24], 其
抑制炎症介质释放的机制未完全阐明. 我们从基因水平

研究了乌司他丁在治疗ANP时对细胞因子影响的机制. 
从结果中我们可以看出, 乌司他丁干预组与ANP组血清

中TNF-a、IL-6及胰腺、肺组织中NF-kB的表达差别显

著(P <0.01). 提示乌司他丁治疗ANP预防并发症可能和抑

图 1  大鼠胰腺组织NF-κB表达EMSA结果. 1: UTI干预组; 2: ANP模型

组; 3: SO组.

表 2   各组大鼠胰腺组织着色强度的例数

bP<0.01 vs SO组; dP<0.01 vs  ANP组, SO组.

分组	        n 	          -	           +	             ++	  +++

SO                10               10               0                 0                     0    

ANPb                      10                 0               2                 3                     5

UTId                         10	           4               5                 1                     0

合计	      30	         14	           7	              4	                    5

       1       2      3 

阻滞条带

游离探针
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制NF-kB活化有关, 为我们更好地认识乌司他丁的治疗作

用机制提供了新的思路. 
本实验结果表明: ANP时NF-kB活化, 上调TNF-a、

IL-6等细胞因子, 参予ANP的病程, 并促进ANP肺损伤的发

生. 乌司他丁可能通过抑制NF-kB活化、下调TNF-a、IL-6
的表达而减轻胰腺炎及胰腺炎肺损伤, 改善ANP的预后. 
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