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Abstract
AIM: To investigate the role of cytokine-induced 
neutrophil chemoattractant (CINC) in the 
pathogenesis of acute lung injury (ALI) during 
acute pancreatitis (AP).

METHODS: AP model was induced by intra-
peritoneal injection of cerulein or retrograde 
infusion of 50 g/L sodium taurocholate into the 
bili-pancreatic duct in Sprague Dawley rats. A 
total of 84 rats were randomly divided into 4 
groups: cerulein group, saline control group, 
sodium taurocholate group and operational 

control group. The level of serum amylase, 
the pulmonary dry/wet weight ratio and his-
tological changes were measured at different 
time points in each group. The expression of 
pulmonary CINC protein and mRNA were 
detected by immunohistochemistry and semi-
quantitative reverse transcriptase polymerase 
chain reaction (RT-PCR), respectively.

RESULTS: No significant difference was found 
between cerulein group and saline control group 
at different time points (P > 0.05). In compari-
son with those in operational control group, the 
level of serum amylase and pulmonary dry/wet 
weight ratio were significantly higher in sodium 
taurocholate group 1 h after operation (P < 0.01), 
and the expression of pulmonary CINC mRNA 
started to increase at the 1st h after operation 
(1  h: 0.23 ± 0.07 vs 0.07 ± 0.04, P < 0.05; 3 h: 0.36 
± 0.07 vs 0.06 ± 0.04, P < 0.05; 6 h: 0.56 ± 0.07 vs 
0.09 ± 0.05, P < 0.01; 12 h: 0.49 ± 0.09 vs 0.11 ± 0.03, 
P < 0.01). The expression of pulmonary CINC 
protein was detected at 3rd h after operation, 
and then up-regulated gradually. Moreover, the 
expression of CINC was correlated with pulmo-
nary histological changes.

CONCLUSION: CINC plays an important role 
in the pathogenesis of ALI during AP.
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Neutrophil chemoattractant; Immunohistochem-
istry; Semi-quantitative reverse transcriptase 
polymerase chain reaction
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摘要
目的: 探讨中性粒细胞趋化因子(CINC)在急性

胰腺炎相关的急性肺损害(ALI)中的作用. 

方法: 分别采用ip雨蛙肽和胰胆管逆行注射
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■背景资料
急性胰腺炎发病

率呈上升趋势, 重
症患者可出现休

克和腹膜炎 ,  病
情凶险 ,  死亡率

高 . 早期诊断、

早期治疗仍然是

临床难题 .  中性

粒细胞趋化蛋白

( C I N C ) 在急性

胰腺炎中所起的

作用逐渐受到人

们的重视. CINC
在急性胰腺炎的

发病和病情演变

过程中起何种作

用 ,  及如何参与

免疫介导的炎症

反应尚不太清楚. 
CINC在胰腺炎相

关的急性肺损害

等并发症中所起

作用研究甚少.



50  g/L牛磺胆酸钠建立大鼠轻症、重症急

性胰腺炎模型. 84只SD大鼠随机分为雨蛙肽

组、生理盐水组、牛磺胆酸钠组和手术对照

组. 分别检测各组不同时间点血清淀粉酶、肺

干湿重比和肺组织病理学改变, 用免疫组织化

学法和半定量逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)
法检测肺组织中CINC蛋白和CINC mRNA表

达的变化情况. 

结果: 雨蛙肽组各时间点CINC蛋白和CINC 
m R N A的表达与生理盐水组无明显差异

(P >0.05); 牛磺胆酸钠组与手术对照组相比, 
血清淀粉酶、肺干湿重比显著升高(P <0.05), 
术后1 h肺组织CINC mRNA的表达开始升

高(1 h: 0.23±0.07 vs  0.07±0.04, P <0.05; 3 h: 
0.36±0.07 vs  0.06±0.04, P <0.05; 6 h: 0.56±
0.07 vs  0.09±0.05, P <0.01; 12 h: 0.49±0.09 vs 
0.11±0.03, P <0.01), 术后3 h开始有CINC蛋白

的表达, 随着时间的延长表达逐渐增强, 且与

肺组织的病理改变呈正相关.

结论: CINC可能在胰腺炎相关的急性肺损害

中起了重要的作用.

关键词: 急性胰腺炎; 急性肺损害; 中性粒细胞趋化

因子; 免疫组化; 半定量逆转录聚合酶链反应
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0  引言

急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)相关的急性肺

损伤(ALI)常常是AP并发全身炎症反应综合征

(SIRS)在肺部的表现, 严重者出现急性呼吸窘迫

综合征(ARDS)、多器官功能不全(MODS). AP
合并ALI, 病情凶险, 其病死率一般在40%-70%
之间 [ 1 - 5 ] .  本实验通过建立轻症急性胰腺炎

(MAP)和重症急性胰腺炎(SAP)两种不同类型的

AP模型, 比较不同类型模型中肺组织CINC的表

达变化情况, 初步探讨CINC在AP相关的ALI中
的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂SD大鼠84只, 清洁级, 体质量

250±30 g, 由南通大学医学院动物实验中心提

供. 雨蛙肽(Cerulein)和牛磺胆酸钠为美国Sigma
公司产品, 兔抗大鼠GRO/CINC-1抗体为美国
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Assay Designs公司产品, ABC免疫试剂盒为武汉

博士德公司产品, RT-PCR一步法试剂盒为芬兰

Finnzymes公司产品. 
1.2 方法

1.2.1 动物模型的建立 (1)MAP模型: 雨蛙肽组和

生理盐水组各18只大鼠, 禁食12 h和禁水6 h后, 
雨蛙肽组大鼠给予ip雨蛙肽(浓度10 mg/L, 剂量

20 μg/kg)每小时一次, 连续注射5次. 分别随机

选取6只大鼠在第1次注射后6, 12, 24 h予安乐

死, 心脏穿刺抽取血液3-5 mL, 4℃ 3000 g离心

15 min, 离心后取血清, 在-70℃中保存; 取部分

左肺组织用40 g/L中性甲醛固定24-48 h, 石蜡包

埋; 部分左肺组织立即放入-70℃中保存. 生理盐

水组给予ip与雨蛙肽组等量的无菌生理盐水, 标
本采集同雨蛙肽组; (2)SAP模型: 牛磺胆酸钠组

和手术对照组各24只大鼠, 大鼠术前禁食12 h和
禁水6 h, 用20 g/L戊巴比妥钠(50 mg/kg) ip麻醉, 
腹部皮肤消毒, 正中切口进腹, 胰胆管近端用无

损伤金属夹夹闭, 向十二指肠开口方向插入注

射器针头, 以0.1 mL/min的速度向胰胆管内注射

50 wg/L牛磺胆酸钠, 剂量为1 mL/kg, 5 min后拔

除注射针头, 松开金属夹, 缝合关腹. 手术对照组

仅向胰胆管注射与牛磺胆酸钠组等量的无菌生

理盐水. 分别随机选取6只大鼠在术后1, 3, 6, 12 h
予安乐死, 标本采集同前. 
1.2.2 标本处理 (1)血清淀粉酶测定: 采用酶法, 由
美国Vitros-250型全自动生化分析仪测定; (2)肺
组织病理学检查: 肺组织常规包埋切片, HE染色

后行光镜观察; (3)肺干湿重比测定: 取大鼠的右

肺组织, 拭去血迹后称重, 所得数值为湿重. 将肺

组织放入60℃烤箱内72 h, 取出称重, 所得数值为

干重. 肺干湿重比为肺湿重/肺干重, 反应肺组织

水肿程度. 
1.2.3 免疫组织化学检测 石蜡包埋的组织标本

4 μm连续切片, 常规脱蜡, 30 mL/L的H2O2阻断

内源性过氧化物酶, 微波抗原修复, 三羟甲基氨

基甲烷缓冲液(TBS)漂洗后, 与兔抗大鼠GRO/
CINC-1抗体(工作浓度为1∶50)孵育, 用TBS代
替一抗作为空白对照, 再次TBS液漂洗, 用生物

素化羊抗兔IgG二抗孵育, 再以TBS液漂洗, 并以

0.5 g/L DAB-H2O2显色, 最后苏木素衬染及封片. 
1.2.4 RT-PCR检测 采用TRIzol试剂提取肺组织

总RNA, 根据GenBank中基因序列自行设计引

物(表1), 由上海生工生物工程公司合成. PCR循
环条件: 55℃ RT反应45 min; 92℃预变性2 min; 
92℃, 30 s, 55℃, 30 s, 72℃, 1 min; 循环40次; 
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■创新盘点
本文用两种不同

的方法分别建立

大鼠MAP和SAP
模型 ,  采用免疫

组化和RT-PCR等

全面的检测在不

同类型AP模型肺

组织中CINC及其

mRNA的表达情

况.
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72℃延伸5 min, 反应体系为50 μL. PCR产物在

17 g/L凝胶上作电泳观察结果, 用凝胶图像扫描

仪测定光密度值, 以GAPDH为内参照, 半定量测

定CINC mRNA的表达情况.
统计学处理 实验数据均用mean±SD表示, 

用STATA 7.0统计软件, t检验对两组均数进行显

著性检验, P <0.05为差异有显著性.

2  结果

2.1 血清淀粉酶结果 雨蛙肽组6 h淀粉酶明显升

高, 12 h明显下降, 24 h已基本降至正常水平. 6 h
和12 h淀粉酶均高于生理盐水组, 有显著性差异

(P <0.01, 表2). 牛磺胆酸钠组术后1 h淀粉酶与手

术对照组相比明显升高, 术后6 h达到高峰, 术后

12 h稍有下降. 相同时间点牛磺胆酸钠组血清淀

粉酶均高于手术对照组, 有显著性差异(P <0.01, 
表3). 
2.2 肺组织病理学改变 肉眼观察: 雨蛙肽组、生

理盐水组和手术对照组各时间点大鼠肺组织均

未见异常. 牛磺胆酸钠组术后1, 3 h肺组织亦未

见异常; 术后6 h可见肺充血水肿, 术后12 h胸腔

有积液, 肺水肿加剧, 暗红色肺表面可见散在小

出血点; 显微镜观察: 雨蛙肽组、生理盐水组和

手术对照组各时间点镜下未见异常. 牛磺胆酸

钠组术后3 h开始可见肺泡间质水肿, 少量炎性

细胞浸润, 术后6 h见肺泡间隔明显增厚, 肺充血

伴炎性细胞浸润, 术后12 h见肺泡内有明显出血, 
肺泡间隔增宽, 灶性或片状肺不张, 大量炎性细

胞浸润, 以中性粒细胞为主. 

2.3 肺干湿重比 雨蛙肽组各时间点的肺干湿重

比与生理盐水组相比差异无显著性(P >0.05, 表
2). 牛磺胆酸钠组术后1 h的肺干湿重比与手术对

照组术相比差异亦无显著性(P >0.05), 而牛磺胆

酸钠组术后3-12 h的肺干湿重比均较手术对照组

明显增高, 有显著性差异(P <0.01, 表3) . 
2.4 免疫组织化学染色 雨蛙肽组和生理盐水组

各时间点均未见CINC蛋白的表达. 手术对照组

亦未见CINC蛋白的表达(图1A), 牛磺胆酸钠组

术后3 h开始有CINC蛋白的表达, 随着时间的延

长肺泡细胞中CINC蛋白的表达逐渐增强, 术后

12 h表达情况与术后6 h类似(图1B).
2.5 逆转录聚合酶链反应 雨蛙肽组和生理盐水

组之间不同时间点肺组织CINC mRNA表达无

显著差异(P >0.05, 图2, 表2). 牛磺胆酸钠组不同

时间点肺组织CINC mRNA表达均高于手术对

照组(P <0.05或P <0.01), 且表达随时间变化逐渐

增强(图3, 表3).

3  讨论

S A P并发M O D S的机制尚不清楚 ,  在所有的

SAP并发MODS的患者中, 都可以观察到不同

程度的ALI或ARDS[6], 说明SAP早期诱发SIRS/
MODS过程中, 肺脏常常是首先受损的靶器官[7]. 
ARDS、急性肾衰等是SAP致死的主要原因, 约
60%患者1 wk内死亡原因与胰腺炎相关的ALI
有关. 趋化因子(cwhemokine)是细胞因子超家族

成员中一类具有白细胞趋化作用的小分子蛋白

多肽, 分为CXC, CC, C和CX3C 4大类. 大鼠的

    

表  1  PCR扩增的引物序列及扩增片段的大小

基因         GenBank_ID         引物序列	                                             产物 (bp)

CINC

GAPDH

NM_030845

X02231

 5'- ATCGATGGTCGTTCAATTCC-3'
 5'- GGCATTGTGCCCTACAAACT-3'
 5'- ATGGGAAGCTGGTCATCAAC-3'
 5'- TTCAGCTCTGGGATGACCTT-3'

310

484

bP<0.01 vs 相同时间点生理盐水组.

     

表  2  雨蛙肽组和生理盐水组大鼠血清淀粉酶、肺干湿重比和肺组织CINC mRNA(mean±SD, n  = 6)

6 h	                                               12 h                      	                    24 h

血清淀粉酶 
(nkat/L)
肺干湿重比
CINC mRNA

 33423±3517        362022±38991b      50277±4834     176119±40125b              42225±7735        52694±10819
    
    3.88±0.23              3.97±0.36             3.89±0.21	         3.89±0.29	        3.86±0.26            3.82±0.40
    0.10±0.04	  0.18±0.04             0.13±0.03	         0.07±0.03	        0.08±0.03	   0.09±0.04

                             生理盐水                 雨蛙肽	     生理盐水                雨蛙肽	              生理盐水                 雨蛙肽

■应用要点
本文有助于AP发
病机制的认识, 为
进一步阻断CINC
治疗SAP提供理

论依据 ,  为临床

检测患者血液中

CINC水平, 判断

AP的严重程度及

判断预后提供一

个新的指标.
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CINC与人类生长相关基因蛋白-α(GRO-α)有相

似的氨基酸序列, 相当于人类含ELR的CXC类趋

化因子GRO-α, 以趋化中性粒细胞为主. CINC与
CXC受体2有高度的亲和力, 该受体高度表达于

中性粒细胞, 促使他们黏附上皮细胞、通过血

管壁迁移、组织入侵, 产生氧自由基、脱颗粒

和增加细胞内钙浓度, 进一步扩大炎症反应[8]. 
趋化因子在急性重症胰腺炎中起了重要

的作用[9-12]. 研究表明SAP患者血浆中含ELR的
CXC类趋化因子GRO-α, ENA-78水平明显高于

轻症患者, 且上升较早, 提示血浆CXC类趋化因

子的高水平似乎与SAP引起的SIRS, MODS和早

期高死亡率有关[13-14]. 本实验结果显示, SAP大
鼠术后1 h肺组织即有CINC mRNA表达的升高, 

术后3 h免疫组化显示CINC蛋白表达升高, 同时

肺干湿重比增大, 且在12 h内逐渐升高; 肺组织

损伤程度以及肺干湿重比与CINC的表达呈正

相关, 而手术对照组、生理盐水组和MAP大鼠

肺组织CINC几乎无表达, 提示CINC的高表达可

能是SAP发生ALI的原因之一, 与国外的文献报

道一致[15]. 
我们推测, SAP通过肺组织CINC的高表达

趋化了炎症细胞加重了局部炎症, 同时多形核

白细胞(PMNs)在肺毛细血管聚集, 激活肺泡巨

噬细胞大量释放CINC, TNF-α, IL-8, 血小板活

化因子(PAF)等炎症介质, 两者互为因果关系, 
形成恶性循环, 构成“第二次打击”, 呼吸爆

发、氧自由基、血小板聚集和微血栓形成造成

A B

图  1  免疫组织化学检测肺组织CINC蛋白的表达. A: 手术对照组12 h (×250); B: 牛磺胆酸钠组12 h (×500).

   1        2        3       4        5       6       7

484  bp
310  bp

500  bp
300  bp

500  bp
300  bp

484  bp
310  bp

   1     2     3      4      5    6     7     8    9

图 2  雨蛙肽组和生理盐水组肺组织CINC mRNA的表达. 1:
Marker; 2-4:雨蛙肽组6, 12, 24 h; 5-7: 生理盐水组6, 12, 
24  h.

图 3  牛磺胆酸钠组和手术对照组肺组织CINC mRNA的表
达. 1-4: 手术对照组1, 3, 6, 12 h; 5-8: 牛磺胆酸钠组1, 3, 6, 
12 h; 9: Marker.

     

表  3  牛磺胆酸钠组和手术对照组大鼠血清淀粉酶、肺干湿重比和肺组织CINC mRNA(mean±SD, n = 6)

术后1  h	                                 术后3 h	                       术后6 h                                 术后12  h

血清淀粉酶  
(nkat/L)
肺干湿重比 
CINC mRNA

手术对照     牛磺胆酸钠     手术对照     牛磺胆酸钠      手术对照      牛磺胆酸钠      手术对照        牛磺胆酸钠

aP<0.05, bP<0.01 vs  相同时间点的手术对照组.

43942
±1950
3.89±0.25
0.07±0.04

69247
±10385b

3.97±0.21
0.23±0.07a

57594
±6951
3.96±0.21
0.06±0.04

156364
±17203b

4.31±0.25b

0.36±0.07a

43509
±3417
3.83±0.19
0.09±0.05

207025
±31923b

4.74±0.38b

0.56±0.07b

33790
±2784
3.80±0.22
0.11±0.03

165483
±15770b

4.93±0.39b

0.49±0.09b

■名词解释
1  趋化因子是细

胞因子超家族成

员中一类小分子

蛋白多肽 ( 8 - 1 0 
kDa),其氨基酸组

成具有特异的半

胱氨酸(Cys),根据

其半胱氨酸排列

位置的不同分为

CXC、CC、C、

CX3C四类, 主要

生物学作用包括

细胞的迁移、创

伤的愈合、Th1 / 
T h 2  细胞的发

育、血管形成、

肿瘤的生长和转

移、感染、淋巴

器官的发育、树

突状细胞的成熟

等.
2  中性粒细胞趋

化因子(CINC)是
含ELR的CXC类

趋化因子 , 主要

由激活的单核细

胞、内皮细胞、

成纤维细胞产生,
受体是C X C R 2 ,
介导中性粒细胞

的趋化、脱颗粒

及呼吸爆发 . 中
性 粒 细 胞 趋 化

因子(CINC)、巨

噬 细 胞 炎 症 蛋

白-2(MIP-2)与人

的GRO-α有相同

的氨基酸序列,提
示CINC、MIP-2
是人类GRO-α同
源的趋化因子,功
能类似于GRO-α.
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肺内皮细胞、肺实质细胞和脂膜的损害, 形成

瀑布效应, 最终导致SIRS和MODS[16-17].  Ulich 
et al [18]研究表明用抗CINC抗体能阻断60%-70%
的气管内滴入LPS 所引起的肺部PMN浸润和局

部炎症反应; Bhatia et al [19]用绵羊抗CINC抗体

处理雨蛙肽诱导的大鼠AP模型, 虽然对胰腺局

部的损害没有明显作用, 但减轻了相关的急性

肺损害. 因此, 我们可以尝试通过用中和趋化因

子或阻断趋化因子受体来抑制急性胰腺炎早期

趋化因子的活性减少有害的免疫应答, 避免炎

症反应的进一步加重, 从而到达治疗急性胰腺

炎和减少并发症的目的[20]. 
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