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Abstract
AIM: To investigate the effects of ethyl pyruvate 
(EP) on the levels of tumor necrosis factor-α 
(TNF-α), interleukin-1b (IL-1b) in serum and 
mRNA expression of high mobility group box 
1 (HMGB1) in lung tissues, and explore the 
mechanisms of ethyl pyruvate in protecting 
the lungs against acute injury induced by acute 
necrotizing pancreatitis (ANP).

METHODS: ANP model was induced by retro-
grade injection of 50 g/L sodium taurocholate 
into pancreatic duct. Animals were divided 
randomly into 3 groups: control group, ANP 
group, and EP treatment group. EP solution was 
administered intravenously every 6 hours (40 
mg/kg once). The serum levels of TNF-α and 
IL-1b were measured by enzyme-linked immu-
nosorbent assay (ELISA). The mRNA expres-
sion of HMGB1 in lung tissues was detected by 
reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR). The partial pressure of blood oxygen 
(PaO2) was measured, and histological examina-
tion of the lungs was also performed�.

RESULTS: The serum levels of TNF-α and IL-6 
were rapidly increased after ANP model was in-
duced, and reached peak at the 6th hour, but they 
were decreased at the 12th hour. In comparison 
with those in ANP group, the serum levels of 
TNF-α and IL-1b were markedly lowered in EP 
group 6 and 12 hours after ANP model was in-
duced (TNF-α: 131.6 ± 29.6 ng/L vs 196.3 ± 16.3 
ng/L, 65.0 ± 16.6 ng/L vs 90.2 ± 20.1 ng/L, P < 
0.05; IL-1b: 194.9 ± 26.8 ng/L vs 223.0 ± 34.8 ng/L, 
105.2 ± 24.0 ng/L vs 130.4 ± 23.0 ng/L, P < 0.05). 
The mRNA expression of HMGB1 in lung tis-
sues was increased significantly at the 12th hour 
and maintained to the 24th hour after ANP mod-
el was induced, whereas in EP group, HMGB1 
mRNA expression was significantly lower than 
that in ANP group at each time point (0.68 ± 0.11 
vs 0.88 ± 0.11, 0.81 ± 0.11 vs 1.04 ± 0.10, 1.08 ± 0.08 
vs 1.33 ± 0.15, all P < 0.05). The injury of lung tis-
sues in EP group was milder than that in ANP 
group, and the value of PaO2 was also obviously 
higher in EP group than that in ANP group (P < 
0.05).

CONCLUSION: EP can inhibit the release 
of TNF-α and IL-1b, down-regulate HMGB1 
mRNA expression in lung tissues of ANP rats, 
and protect lungs from acute injury induced by 
ANP.
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摘要
目的: 观察丙酮酸乙酯(EP)对急性坏死性胰
腺炎(ANP)肺损伤大鼠血清肿瘤坏死因子-α 
(TNF-α)、白细胞介素-1b(IL-1b)和肺组织高
迁移率族蛋白B1(HMGB1) mRNA表达的影
响, 探讨丙酮酸乙酯治疗急性坏死性胰腺炎肺
损伤的机制. 

®

■背景资料
急性肺损伤是急
性坏死性胰腺炎
最常见的胰外器
官早期并发症. 目
前对其早期防治
尚缺乏有效的手
段, 本研究通过建
立大鼠急性坏死
性胰腺炎合并肺
损伤模型, 观察丙
酮酸乙酯延迟应
用对急性坏死性
胰腺炎肺损伤的
作用并探讨其可
能机制. 
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方法: 逆行性胰胆管注射50 g/L牛磺胆酸钠制
作ANP模型. 随机分成3组, 对照组、ANP组
和EP治疗组(40 mg/kg, 每隔6 h静脉注射一次). 
ELISA法检测血清TNF-α和IL-1b水平; 半定
量逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)法检测肺组
织HMGB1 mRNA表达, 并观察血氧变化及肺
组织的病理变化. 

结果: ANP组血清TNF-α和IL-1b水平在建
模后6 h达高峰, 12 h下降, 在此两时点治疗
组血清TNF-α和IL-1b水平明显低于ANP组
(TNF-α: 131.6±29.6 ng/L vs  196.3±16.3 ng/L, 
65.0±16.6 ng/L vs  90.2±20.1 ng/L, P <0.05; 
IL-1b: 194.9±26.8 ng/L vs  223.0±34.8 ng/L, 
105.2±24.0 ng/L vs  130.4±23.0 ng/L, P <0.05). 
ANP组大鼠肺组织HMGB1 mRNA表达水平
在ANP后12 h明显升高, 至24 h仍维持在高水
平. 治疗组肺组织HMGB1 mRNA表达水平
在各时间点均明显低于ANP组(0.68±0.11 vs  
0.88±0.11, 0.81±0.11 vs  1.04±0.10, 1.08±
0.08 vs  1.33±0.15, P <0.05), 且同期肺损伤比
ANP组轻. 治疗组PaO2均明显高于ANP组.

结论: 丙酮酸乙酯能显著抑制TNF-α、IL-1b
和HMGB1等早晚期炎症因子, 改善低氧血症, 
对ANP肺损伤有明显保护作用.

关键词: 高迁移率族蛋白-1; 急性坏死性胰腺炎; 
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0  引言

重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, SAP)
是普外科常见的、危重的急腹症, 除有局部的

病理损伤表现外, 常伴有明显的全身炎症反应

及并发多器官损伤, 其病死率可达10%-25%[1-3]. 
其中急性肺损伤(acute lung in jury, AL I)/急
性呼吸窘迫综合征(acute respiratory distress 
syndrome, ARDS)是其常见并发症之一, SAP发
病1 wk内死亡的患者, 60%死于ALI/ARDS或伴

有ALI/ARDS的多器官功能障碍综合征(multiple 
organ dysfunction syndrome, MODS)[4], 防治肺

损伤成为降低SAP死亡率的重要措施. 促炎因

子拮抗剂或抑炎因子协同剂的作用是近年来

急性胰腺炎并发肺损伤的防治研究的热点. 最
近研究表明, 高迁移率族蛋白-1(high mobility 

group box1, HMGB1)是相对于肿瘤坏死因子

-α(TNF-α)、白细胞介素-1b(IL-1b)新的“晚

期”炎症因子, 能给脓毒症带来更广的“治疗

窗”[5-6]. 丙酮酸乙酯(ethyl pyruvate, EP)是一种

稳定的亲脂性丙酮酸衍生物, 许多研究表明他

具有抗炎和免疫调节作用[7-8]. 我们通过50 g/L牛
磺胆酸钠逆行胰胆管内注射诱发大鼠急性坏死

性胰腺炎(acute necrotizing pancreatitis, ANP)合
并肺损伤模型, 观察丙酮酸乙酯对相关炎症因

子的调节, 探讨丙酮酸乙酯对急性坏死性胰腺

炎肺损伤的保护作用及其机制, 为临床治疗提

供理论依据.

1  材料和方法

1.1 材料 丙酮酸乙酯和牛磺胆酸钠, S igma公
司; TNF-α, IL-1b的EL ISA试剂盒, 深圳晶美

公司; 总RNA提取及逆转录试剂盒, P romega
公司; PCR仪及电泳仪; 凝胶扫描分析系统, 美
国Kodak. ♂清洁级健康Wistar大鼠72只, 体质

量250-300 g(由中国医科大学实验动物中心提

供). 随机分为3组, 每组24只, 分别为假手术组、

ANP组及EP治疗组.
1.2 方法 
1.2.1 动物模型制备 大鼠于术前12 h禁食, 自由

饮水, 100 g/L水合氯醛(4 mL/kg体质量)腹腔内

注射麻醉, 固定. 参照Aho et al介绍的方法逆行

胰胆管内注射牛磺胆酸钠制作急性坏死性胰腺

炎模型. 行上腹部正中切口, 除假手术组仅开腹

暴露胰腺并轻轻翻动外, 余2组动物在胆管近肝

门端用小动脉夹暂时阻断胆汁流, 4.5号头皮针

经十二指肠壁插入胰管开口处, 逆行加压注入50 
g/L牛磺胆酸钠(1 mL/kg体质量, 推注速度为0.2 
mL/s), 拔出穿刺针后动脉夹夹闭穿刺点约5 min, 
见到部分胰腺明显水肿、出血后, 去除小动脉

夹, 将各器官纳入正常解剖位置. 分层关闭腹腔. 
各组按模型制备后6, 12, 24 h分成3个亚组, 每组

8只. 在上述时点分别采集动静脉血及切取双侧

肺叶. 
1.2.2 给药剂量及方式 EP治疗组分别于造模成

功后2, 8, 14和20 h经阴茎静脉或股静脉注射EP
溶液(EP溶于乳酸钠林格液中, 28 mmol/L), 6 h
组给药1次, 12 h组给药2次, 24 h组给药4次; 每
次剂量为EP 40 mg/kg. ANP组同时点注射等量

的乳酸钠林格液. 
1.2.3 主要检测指标及方法 (1)动脉血气分析: 于
上述时点取抗凝股动脉血0.5 mL作血气分析, 采

■研发前沿
促炎因子拮抗剂
或抑炎因子协同
剂的作用是近年
来急性胰腺炎并
发肺损伤防治研
究的热点, 但这些
药物多针对单一
靶点, 其应用可致
炎性因子失衡进
一步加重; 且这些
药物的药代动力
学和毒性效应也
限制了其应用. 近
来在脓毒症中研
究颇多且疗效明
显的丙酮酸乙酯
在急性胰腺炎及
其器官功能损伤
中的作用尚鲜有
报道. 
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用全自动进口血气分析机测定动脉血氧分压; 
(2)血清TNF-α, IL-1b的检测: 于上述时点大鼠

100 g/L水合氯醛(4 mL/kg体质量)腹腔内注射麻

醉开腹, 下腔静脉采血, 室温下静置2 h, 待析出

血清后, 将血清分装冻存于-80℃待检测. 采用

ELISA法检测各时点血清TNF-α和IL-1b水平, 
具体操作步骤按说明书进行; (3)肺组织HMGB1 
mRNA表达水平: 采用逆转录聚合酶链反应技

术(RT-PCR)检测肺组织中HMGB1 mRNA的

表达, 以三磷酸甘油醛脱氢酶(GAPDH)作为内

对照. 大鼠HMGB1序列(扩增片段为680 bp): 
5'-ATGGGCAAAGGAGATCCTA-3'(上游); 5'-A
ATTCATCATCATCATCTTCT-3'(下游); GAPDH
序列(扩增片段为309 bp): 5'-TCCCTCAAGATT
GTCAGCAA-3'(上游); 5'-AGATCCACAACGG
ATACATT-3'(下游). PCR反应条件如下: 94℃预

变性3 min, 94℃ 45 s, 61℃ 40 s, 72℃ 1 min, 扩
增35个循环, 72℃延伸10 min, 4℃终止反应. 取
10 μL扩增产物经15 g/L琼脂糖凝胶电泳(120 
V, 45 min), 溴化乙锭染色后, 于凝胶成像分析

系统(GDS-8000)中进行条带密度扫描分析, 以
HMGB1与GAPDH条带密度比值表示HMGB1 
mRNA的表达水平. 
1.2.4 肺组织病理形态观察 肺组织40 g/L中性福

尔马林固定, 石蜡包埋, 切片, HE染色. 光镜下专

人阅片行组织学观察. 肺脏组织病理学评分参

照雷文章[9]和Osman et al [10]标准.

统计学处理 数据均以mean±SD表示. 统计

采用SPSS10.0软件, 单因素方差分析(One-way 
ANOVA). P <0.05认为差异有显著性.

2  结果

2.1 血气分析中血氧分压测定结果 ANP组和EP
治疗组的血氧分压随制模后时间的延长而降低. 
同一时间点的血氧分压水平, ANP组和EP治疗

组均明显低于假手术组; 而EP治疗组均较ANP
组为高, 且在12及24 h组有显著性差异(表1). 
2.2 肺组织中HMGB1 mRNA表达水平的变化 
ANP组大鼠肺组织HMGB1 mRNA水平在ANP
后12 h明显升高, 至24 h仍维持在高水平. 经丙酮

酸乙酯延迟治疗, 治疗组肺组织HMGB1 mRNA
水平均明显低于ANP组(P <0.05)(表1, 图1).
2.3 血清TNF-α和IL-1b水平的变化 ANP组大鼠

血清TNF-α和IL-1b水平在ANP后迅速升高, 约
在6 h达高峰, 之后迅速下降, 在ANP后12 h即大

■创新盘点
本文的创新之处
在于较系统地探
讨了丙酮酸乙酯
对急性坏死性胰
腺炎大鼠肺损伤
的保护作用及其
可 能 的 作 用 机
制, 并表明丙酮酸
乙酯在急性坏死
性胰腺炎肺损伤
发病后有较长的
“治疗窗”.

表  1  各组动物血氧分压测定值及肺组织HMGB1 mRNA变化(mean±SD, n  = 8)

     
	                                 血氧分压测定值(mmHg)                                                        肺组织HMGB1 mRNA

                                   6 h                           12 h                         24 h                         6 h                         12 h                      24 h  

假手术组         88.62±5.14          91.24±5.42          93.10±4.67          0.48±0.08          0.57±0.11         0.62±0.06

ANP组            80.61±8.97a         72.75±8.27a         69.36±9.90a         0.88±0.11a         1.04±0.10a        1.33±0.15a

治疗组            85.43±7.29          83.42±7.72ac        80.35±7.87ac        0.68±0.11ac        0.81±0.11ac       1.08±0.08ac

分组

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  ANP组.

表  2  各组动物血清TNF-α及IL-1b检测结果(mean±SD, ng/L)(n  = 8)

     
	                                      血清TNF-α检测值                                                                血清IL-1β检测值

                                   6 h                           12 h                         24 h                         6 h                         12 h                      24 h  

假手术组          55.7±17.3             37.7±12.2           28.5±11.8            59.1±7.9            48.8±7.6           46.9±8.1

ANP组            196.3±16.3a            90.2±20.1a          82.7±28.8a         223.0±34.8a      130.4±23.0a       113.3±24.8a

治疗组            131.6±29.6ac           65.0±16.6ac         60.5±18.3a         194.9±26.8ac     105.2±24.0ac        89.9±21.9a

分组

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  ANP组.

M   A      B     C    A     B     C     A    B    C
6 h                  12 h                 24 h

700 bp
600 bp
400 bp
200 bp

100 bp

HMGB1(680 bp)

GAPDH(309 bp)

图  1  HMGB1 mRNA在3组大鼠肺组织中的表达(RT-PCR). A: 

治疗组; B: ANP组; C: 对照组.
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幅下降, 然后一直维持至24 h. 经丙酮酸乙酯延

迟治疗, 血清TNF-α和IL-1b水平均低于ANP组, 
且在6, 12 h差异显著(P >0.05, 表2).
2.4 丙酮酸乙酯延迟治疗治疗对ANP大鼠肺组

织损伤的影响 假手术组各时点肺脏光镜下未见

明显的形态学改变. ANP组及EP治疗组病理改

变均随制模后时间延长而加重. ANP组肺脏光

镜下见早期肺泡大小不一, 肺泡壁局灶性增厚, 
肺静脉及毛细血管充血, 间质充血水肿及炎性

细胞浸润, 肺泡内可见炎性细胞及红细胞. 24 h
可见肺组织结构紊乱, 局部可见肺泡壁完全性

破坏, 断裂、融合成肺大泡或形成局灶性肺不

张, 部分标本有间质及肺泡腔出血; EP治疗组与

APN组相比, 肺组织损伤明显减轻(图2).

3  讨论

有研究结果显示, ANP早期大量炎症因子过度

释放导致严重的全身炎症反应综合征(SIRS), 是
造成全身毛细血管渗漏综合征、多器官功能不

全综合征(MODS)、多器官功能衰竭(MOF)的
重要原因. 这些炎症因子包括TNF-α, IL-1b和

HMGB1等. 急性肺损伤是ANP最常见的胰外器

官早期并发症. 过度增加的促炎细胞因子对肺

脏等器官是有害的, 因此, 在ANP时探索合理的

免疫调节治疗策略是必要的. 
丙酮酸乙酯是一种稳定的亲脂性的丙酮酸

衍生物, 是有效的氧自由基清除剂[11-12], 在医学

领域的应用很广泛. 近期研究提出, 丙酮酸乙酯

是一种有效的抗炎药物[13-14], 对脓毒症引起的

SIRS组织损伤有显著保护作用. 他可抑制内毒

素诱导的巨噬细胞内TNF-α和HMGB1的表达, 
并且可能与调节NF-kB和p38-MAPK细胞信号

通路有关[15]. 既往普遍认为, TNF-α和IL-1b等在

全身性炎症反应的早期迅速合成释放, 是引起

机体失控性炎症反应和组织损害的关键介质, 
故称早期细胞因子[16-17]. 本实验结果显示, ANP
组大鼠血清TNF-α和IL-1b水平在ANP后迅速升

高, 约在6 h达高峰, 之后迅速下降, 在ANP后12 
h即大幅下降, 然后一直维持至24 h. 经丙酮酸

乙酯延迟治疗, 血清TNF-α和IL-1b水平均低于

ANP组, 且在6, 12 h差异显著. 既往研究表明外

源TNF-α和IL-1b可引起明显的组织损伤, 早期

应用相应抗体可减轻肺损伤的程度[18-19], 但临床

治疗难以做到早期或预防性干预, 治疗的时机

很难把握. 
高迁移率族蛋白(HMG)是一大类高度保守

的蛋白质, 分子量较低(30 kDa), 带电荷氨基酸

含量丰富, 因其在聚丙烯酰胺凝胶电泳中迁移

迅速而得名[20]. HMGB1是HMG家族成员之一, 
既往的研究表明, HMGB1是细胞核内含量最丰

富的非组蛋白染色质蛋白 ,  他可参与D N A复

制、细胞分化及基因表达等多种细胞生命活

 

■应用要点
本研究结果表明
丙酮酸乙酯延迟
应用能够减轻急
性坏死性胰腺炎
大鼠肺损伤, 为其
在急性坏死性胰
腺炎肺损伤治疗
中的应用提供理
论基础和实验依
据, 也为急性坏死
性胰腺炎肺损伤
的防治提供了新
的思路.

图  2  肺组织病理变化(×400). A, C: ANP组12, 24 h; B, D: 治疗组12, 24 h.
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动[21]. 最近有研究发现, 细胞经内毒素刺激后, 可
将HMGB1分泌到细胞外, 介导了内毒素的致死

效应. 由于内毒素攻击后HMGB1的产生明显晚

于其他介质并持续时间较长, 故被称为脓毒症

的“晚期”介质[22]. HMGB1通过两种不同的途

径释放至细胞外: 活化的单核/巨噬细胞的主动

分泌和坏死细胞的被动释放[5,23], 同时存在内源

危险信号的两种不同释放机制说明了HMGB1
作为内源性炎症介质的重要性. 与TNF-α和IL-
1b等早期细胞因子相比, HMGB1出现较晚且持

续时间更长, 因而可能成为脓毒症防治切实可

行的潜在干预目标[24-25], 能给脓毒症和其他SIRS
提供更广的治疗窗. 本实验结果显示, ANP组大

鼠肺组织HMGB1 mRNA水平在ANP后12 h明显

升高, 至24 h仍维持在高水平, 这可能与炎症时

中性粒细胞在肺组织募集有关[26]. 经丙酮酸乙酯

延迟治疗, 治疗组肺组织HMGB1水平12和24 h
明显低于ANP组(P <0.05). 同时同一时间点的血

氧分压水平, EP治疗组均较ANP组为高, 且在12
及24 h组有显著性差异, 且EP治疗组与TPN组相

比, 肺组织损伤明显减轻. 
本研究表明, 丙酮酸乙酯能明显抑制ANP

肺损伤早期和晚期炎症细胞因子的释放或表达, 
减轻肺组织病理损伤程度, 与专门调控单一细

胞因子的重组蛋白相比, 丙酮酸乙酯在ANP肺
损伤发病后有较长的“治疗窗”, 无潜在的免

疫反应, 无细胞毒性, 这些优点充分说明, 丙酮

酸乙酯对ANP肺损伤的防治具有良好应用前景. 
鉴于目前所有的治疗经验都来自动物实验, 所
以对丙酮酸乙酯的抗炎作用机制和安全性仍需

作进一步研究.
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毒症和其他SIRS
提供更广的治疗
窗.
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全国消化及消化内镜诊断与治疗进展学术研讨会征文启事

本刊讯 为提高我国消化内镜诊疗技术的整体水平, 《中华消化内镜杂志》编辑部拟于2007-08在新疆乌鲁木

齐市召开“全国消化及消化内镜诊断与治疗进展学术研讨会”, 邀请消化和消化内镜专家作有关专题学术报

告. 会议将出论文汇编, 并授予继续教育Ⅰ类学分, 《中华消化内镜杂志》将择优刊登应征论文. 

1       征文内容

征文内容包括消化系统疾病的内镜(食管镜、胃镜、十二指肠镜、小肠镜、大肠镜、肠道镜、腹腔镜、超声

内镜等)诊疗技术; 内镜外科的临床应用及进展; 食管、胃、肠、肝胆、胰腺疾病的基础研究、临床诊治及其

进展(炎症、溃疡、出血、肿瘤、异物等); 消化系统疾病的中医、中西医结合治疗及其进展; 消化内镜消毒及

护理技术, 消化系统疾病的急诊护理. 

2      征文要求

应征文章按《中华消化内镜杂志》稿约要求撰写打印, 并寄3000字以内全文及500字以内的论文摘要各一

份; 已投《中华消化内镜杂志》尚未发表的稿件, 请注明稿号. 应征文章经单位推荐盖公章后, 寄南京市紫竹

林3号《中华消化内镜杂志》编辑部卜小乐、赵在文同志收. 邮编: 210003. 信封左下脚注“征文”字样, 同

时汇寄审稿费10元. 请自留底稿, 恕不退稿. 截稿日期2007-05-31. 有关会议的具体事项另行通知. 联系电话: 

025-83472831, 86086091.

■同行评价
本文研究了丙酮
酸乙酯对急性坏
死性胰腺炎大鼠
肺损伤的保护作
用 ,  论 文 书 写 规
范, 逻辑清楚, 参
考文献引用也比
较新颖, 有着实际
的指导意义.


