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Abstract
AIM: To investigate the possible role of early 
growth response factor 1 (EGR-1) in a rat model 
of lung injury complicated by taurocholate 
sodium-induced acute pancreatitis.

METHODS: Forty male Wistar rats were random-
ly divided into four groups. Normal saline was 
injected into the common bile duct (CBD) of rats 
in group A, and taurocholate sodium was injected 
into the CBD of rats in groups B, C and D. Three 
hours after injection, all animals were sacrificed, 
and blood, pancreas and lungs were harvested. 
Serum levels of tumor necrosis factor (TNF)-α and 
interleukin (IL)-1β were measured. Pathological 
scoring of the pancreas was analyzed, and the 
pulmonary wet to dry weight ratio was measured. 
Immunohistochemical staining of EGR-1 on lung 
paraffin sections was observed and assayed semi-
quantitatively. Immunocytochemical staining of 
EGR-1 of AMs was observed and assayed semi-

quantitatively, and the concentration of TNF-α and 
IL-1β in culture fluid was measured. AMs were 
divided into four groups and treated with elastase 
as above. EGR-1, TNF-a and IL-1b mRNA expres-
sions were assessed using RT-PCR.

RESULTS: Pulmonary positive staining of 
EGR-1 was more intense in the model of se-
vere acute pancreatitis. Furthermore, EGR-1 
staining differed among acute pancreatitis 
models with different severities. EGR-1 ex-
pressed in lungs correlated with the param-
eters that demonstrated pancreatitis severity 
and pulmonary injury: pathological scoring 
of pancreatitis (r = 0.59), pulmonary wet to 
dry weight ratio (r = 0.61), and serum TNF-α 
(r = 0.63) and IL-1β (r = 0.58). EGR-1 pro-
tein and mRNA expressed in AMs were cor-
related with the TNF-α and IL-1β protein  
(r = 0.64, 0.51, P < 0.01) and mRNA levels (r = 0.62, 
0.59, P < 0.01), and were partly dependent on the 
ERK 1/2 pathway.

CONCLUSION: EGR-1 may play an important 
role in lung injury during acute pancreatitis, and 
the possible mechanism relates to its mediation 
of production of inflammatory cytokines.
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摘要
目 的 :  研 究 观 察 早 期 生 长 反 应 基 因 - １
(EGR-1)在急性胰腺炎(AP)大鼠肺组织与原代
培养肺泡巨噬细胞(AM)中表达的作用. 

方法: 将♂Wistar大鼠40只, 随机均分为4组, 
分别于胆总管内逆行注入生理盐水或不同浓
度牛磺胆酸钠溶液. 3 h后处死动物, 取血分离
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■背景资料
SAP的发病机制
一 直 是 研 究 热
点 ,  而 其 从“局
部炎症”播散成
为“全身炎症”

是其显著病理生
理特征之一. 激活
的单核巨噬细胞
所产生的炎性细
胞因子如TNF-α
及IL-1β在急性胰
腺炎的发病过程
中具有非常重要
的作用. EGR-1作
为一种核转录因
子通过与靶基因
启动子或增强子
EGR-1结合位点
结合而实现对靶
基因的表达调控. 
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血清, 并剪取胰腺及肺组织. 检测血清TNF-α
和IL-1b水平, 胰腺组织病理评分, 肺组织湿质
量/干质量比, 并对肺组织进行EGR-1免疫组
化染色. 原代培养AM分成4组, 分别采用不同
浓度胰弹性蛋白酶进行刺激, 免疫细胞化学染
色法检测EGR-1在AM的表达, 并检测培养液
中TNF-α和IL-1b浓度. RT-PCR分别检测AM,  
EGR-1, TNF-α, IL-1b mRNA表达. 

结果: 肺组织EGR-1表达随AP病情加重而呈
增强趋势, 并与血清T N F-α和I L-1b水平、

胰腺组织病理评分、肺组织湿质量/干质量
比均呈显著正相关(r = 0.63, 0.58, 0.59, 0.61, 
P <0.01) AM中EGR-1蛋白. mRNA表达程度与
TNF-α和IL-1b蛋白(r = 0.64、0.51, P <0.01)以
及mRNA水平均呈显著正相关(r = 0.62, 0.59,  
P <0.01).

结论: EGR-1可能在AP并发肺损伤中起重要
作用, 其机制可能与其介导炎性细胞因子生成
有关. 

关键词: 急性胰腺炎; 早期生长反应基因-1; 肺损
伤; 弹性蛋白酶; 肺泡巨噬细胞; 细胞外信号调节
激酶; 逆转录聚合酶链反应
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0  引言

肺损伤是急性胰腺炎(acute pancreatiits, AP)尤
其是重症急性胰腺炎(severe acute pancreatitis, 
SAP)最常发生的胰外器官并发症 [1-4]. 临床上

50%-70%急性胰腺炎患者有肺损害的表现[5]. 在
S A P中约30%-50%合并有肺损伤或急性呼吸

窘迫综合征(acute respiratory distress syndrome, 
ARDS), 是AP引起死亡的重要原因之一. 目前

认为单核巨噬细胞系统异常激活是引起AP肺损

伤的主要原因之一[3,6]. 我们观察早期生长反应

基因-1(early growth response factor 1, EGR-1)在
AP大鼠肺组织中的表达, 在原代培养肺泡巨噬

细胞(alveolar macrophage, AM)中的表达以及与

TNF-α和IL-1β水平的关系, 探讨EGR-1在AP肺
损伤中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂SPF级Wistar大鼠, 体质量230-250 g,  
购自第三军医大学实验动物中心 ,  牛磺胆酸

钠、胰弹力蛋白酶(e las tase)、PD98059购自

Sigma公司, 兔抗大鼠EGR-1多克隆抗体购自

Santa Cruz公司, AMV Reverse Transcriptase购
自Promega公司, Taq DNA Polymerase购自大连

TaKaRa公司, 大鼠TNF-α及IL-1β ELISA试剂盒

购自晶美公司, DMEM培养液购自Gibco公司. 
S-P试剂盒购自北京中山公司.
1.2 方法 
1.2.1 在体实验: ♂Wistar大鼠40只, 利用随机数

字表将其随机均分为A, B, C, D 4组. 参考文献[7]
制造AP动物模型, 分别于胆管内逆行注射生理

盐水, 10 g/L、30 g/L和50 g/L牛磺胆酸钠溶液(1 
mL/kg). 注射后3 h, 30 g/L戊巴比妥钠ip麻醉后剪

开胸腔, 自主动脉先后灌注生理盐水及40 g/L中性

甲醛后剪取肺与胰腺组织. 灌注前穿刺右心耳取

血分离血清, ELISA法检测TNF-α及IL-1β. 测肺

组织测湿质量/干质量比. 肺组织常规石蜡切片, 
根据试剂说明书以Envision二步法检测EGR-1蛋
白, 以图像分析软件Image pro plus 4.5进行半定

量分析. 胰腺组织常规石蜡切片, HE染色, 根据

文献[8]行病理评分.
1.2.2 体外实验: 采用在体支气管肺泡灌洗法

分离AM[9]. 先将AM放在有24 mm×24 mm玻

片的六孔板内培养12 h, 然后换液加入无血清

培养液饥饿培养24 h, 2块六孔板即为一组. 具
体分组及处理因素如下(elastase处理剂量参考

文献[10]): Ⅰ组: AM+生理盐水(30 mL/L培养

液), Ⅱ组: AM+elastase(0.5 kU/L培养液), Ⅲ
组: AM+elastase(1 kU/L培养液), Ⅳ组: 预处理

AM+elastase(1 kU/L 培养液). 其中Ⅳ组先以

PD98059预处理2 h, 后均加入无血清DMEM
培养液培养2 h, 根据试剂说明书以Envision二
步法检测EGR-1蛋白. 取培养液以ELISA法检

测TNF-α及IL-1β水平. 另同上法分离及培养

AM, 分组及处理方法相同. 各目的基因引物序

列、产物长度及退火温度见表1. PCR扩增条件: 
94℃ 5 min, 加Taq酶1 mL(41.675 nkat), 94℃变

性30 s, 58℃或57℃退火1 min, 72℃延伸1 min, 
共32个循环, 72℃温育10 min, 4℃结束反应. 
10 g/L琼脂糖凝胶常规电泳, 以Doc Gel 2000图
像分析系统分析，P C R产物量以吸光度值×

面积表示. 各产物与相应内参的比值作为最终 
结果. 

统计学处理 数据以mean±SD表示, 采用

SPSS12.0软件进行方差分析及双变量相关分析, 
以P <0.05为检验水准.

■创新盘点
本 文 通 过 观 察
EGR-1在AP大鼠
肺组织及模拟AP
刺激的肺泡巨噬
细胞中的表达情
况及与TNF-a和
IL-1b的关系, 较
深 入 地 探 讨 了
EGR-1在AP肺损
害中的作用机制.
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2  结果

2.1 大鼠胰腺病理评分及肺组织湿质量/干质量

比 A、B、C、D 4组动物胰腺病理评分分别为

1.41±0.38, 5.75±0.82, 7.17±1.13和8.67±0.68, 
肺湿质量/干质量比分别为3.62±0.21, 3.77±
0.32, 4.16±0.53和4.38±0.37. 这表明AP病情及

肺损伤呈逐渐加重趋势.
2.2 大鼠血清TNF-α和IL-1b变化 B、C、D组血

清TNF-α、IL-1b显著高于A组(P <0.05或0.01,  
表2), 且亦呈逐渐升高趋势.
2.3 肺组织EGR-1蛋白表达 A组EGR-1仅仅在少

量肺间质细胞的胞质中有微弱表达. B组可见

EGR-1表达明显增强, 主要位于肺间质巨噬细胞

(胞质为主, 少量胞核也有表达), 少量毛细血管

内皮细胞及肺泡上皮细胞胞质内也有表达. C组
显示大量肺间质巨噬细胞表达. D组示肺间质巨

噬细胞强烈表达(胞核和胞质均有), 少量可见的

肺泡巨噬细胞也有很强表达(图1). EGR-1半定量

分析结果为40.3±11.4, 63.8±12.5, 78.2±12.3, 
198.0±49.2. 将EGR-1表达结果与胰腺病理评

分、肺组织湿质量/干质量比、TNF-α及IL-1b
水平分别进行相关分析, 发现均呈显著正相关 
(r = 0.59, 0.61, 0.63, 0.58, P <0.01), 显示肺组织

EGR-1表达程度与反映AP病情及肺损害指标之

间有密切正相关. 

2.4 AM中EGR-1表达与TNF-α和IL-1b水平 原
代培养AM免疫细胞化学染色结果显示, 对照组

(Ⅰ组)AM无EGR-1表达; Ⅱ组部分仅在胞质表

达, 另有部分细胞胞核和胞质均有表达; Ⅲ组可

见绝大部分细胞均有强烈表达, 大部分胞核和

胞质均有表达. PD98059预处理组(Ⅳ组)与Ⅲ组

相比, 表达明显减弱(图2). 经过图像分析, Ⅰ、

Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ 4组AM表达EGR-1分别为46.8±
8.7, 74.6±11.9, 159.2±28.7, 105.3±14.2. 统计

学分析显示, Ⅲ组显著高于Ⅰ组及Ⅱ组(P <0.05
及0.01), 而Ⅳ组较以同样浓度胰弹性蛋白酶刺

激的Ⅲ组显著减弱(P <0.05). 将各组A M表达

EGR-1结果与TNF-α及IL-1b水平(表3)分别进行

相关分析, 发现均呈显著正相关(r = 0.64、0.51, 
P <0.01). RT-PCR结果显示(表3, 图3), Ⅰ、Ⅱ、

Ⅲ、Ⅳ 4组AM在分别以不同浓度胰弹力酶刺激

或经PD98059预处理再以酶来刺激后, 其EGR-1, 
TNF-α与IL-1b mRNA变化趋势是完全一致的, 
即随着胰弹力酶浓度的升高, 3种基因表达也

上升. 而经PD98059预处理再以同样浓度胰弹

力酶来刺激, Ⅳ组较Ⅲ组有显著下降. 对EGR-1 
mRNA与TNF-α及IL-1b mRNA进行相关分析，

发现均呈显著正相关(r  = 0.62, 0.59, P <0.01).

3  讨论

EGR-1是立早反应基因家族中最重要的一员, 是
一种核转录因子, 与细胞增生、分化、凋亡及

炎性反应密切相关. 他偶联细胞外刺激与细胞

内信号转导, 介导多种下游致炎因子基因的表

达[11-12]. EGR-1的活化成为许多炎症相关性疾病

发生发展的重要环节. EGR-1作为一种核转录

因子, 调控着30多种与细胞生长分化、细胞凋

亡、炎性细胞趋化及免疫刺激有关的靶基因的

表达, 有多种是与炎性反应有关的基因, 如血小

板源性生长因子(platelet derived growth factor, 

表  1  三种目的基因引物序列、产物长度及退火温度

     
Gene	     GenBank No.	     长度(bp)	 引物序列(sense/antisense)	     	               退火温度

EGR-1	     NM_012551	          549               CCCGTATGCTTGCCCTGTTGAGTC                             58℃

			                                 CCCGTTGAGGTGCTGAAGGAGTTG

TNF-a	     X66539                         316               CATGATCCGAGATGTGGAACTGGC	                  57℃

			                                 CTGGCTCAGCCACTCCAGC

IL-1β	     M98820	          377               TTGTGGCTGTGGAGAAGCTG	                                  58℃

			                                 GCCGTCTTTCATCACACAG

β-actin	     NM_031144   	          241               TAAAGACCTCTATGCCAACACAGT	                   －

			                                 CACGATGGAGGGGCCGGACTCATC

表  2  各组大鼠TNF-a和IL-1b水平的变化(mean±SD, 
ng/L, n  = 10)

     

aP<0.05, bP<0.01 vs  A组.

分组	                   TNF-a                                IL-1b

A	             26.8±11.0                       25.4±6.7

B	             55.5±18.7a                      87.7±25.1a

C	             88.9±31.9a                    182.8±49.3a

D	           137.9±48.6b                    248.2±54.7b

■相关报道
多项研究表明, 腹
腔巨噬细胞和枯
否细胞等TNF-α
基因启动子上存
在与EGR-1结合的
特异序列, EGR-1
与这一序列相结
合参与调控这些
细胞TNF-α的表
达.
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PDGF)[13-14]、组织因子(tissue factor, TF)[15]、细

胞间黏附分子(intercellular adhesion molecule-1, 
I C A M - 1 ) [ 1 6 ]、纤维连接蛋白 ( F N ) [ 1 7 ]、单

核细胞趋化蛋白-1(m o n o c y t e c h e m o t a c t i c 
protein-1, MCP-1)[18]、纤溶酶原激活剂抑制分 
子-1(p l a s m i n o g e n a c t i v a t o r i n h i b i t o r-1, 

PA I-1)[19]、转化生长因子-β1(t r a n s f o r m i n g 
growth fac tor-β1, TGF-β1)[20]、肿瘤坏死因

子-a(T N F-a ) [21-22]等 .  所有这些炎性相关基

因均认为与急性胰腺炎有或多或少的关

系. 众多炎性介质(主要是TNF-a, IL-1b, PAF
等 )在急性肺损伤中起重要作用 .  S A P时胰

A B

C D

图  1  大鼠肺组织中EGR-1的表达(Envision二步法,×100). A: 生理盐水胆管注射组; B: 10g/L牛磺胆酸钠溶液胆管注射组; C: 

30g/L牛磺胆酸钠溶液胆管注射组; D: 50g/L牛磺胆酸钠溶液胆管注射组. 

A B

C D

图  2  大鼠AM中EGR-1的表达(Envision二步法,×100). A: Ⅰ组; B: Ⅱ组; C: Ⅲ组; D: Ⅳ组. 

■应用要点
本实验研究肺组
织和肺泡的早期
生长反应因子 -1
的表达及其与急
性胰腺炎的作用. 
研究涉及目前较
新的炎症介质和
炎症反应过程, 对
于了解重症急性
胰腺炎的发病机
制有较大意义 . 
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腺局部的炎症介质不断产生并大量进入血

液循环, 形成全身炎症反应综合征(s y s t e m i c 
inflammatory response syndrome, SIRS), 导致

远处脏器内单核细胞巨噬系统激活, 释放毒性

物质 ,  成为继发肺部严重炎性反应的始动因 
素[23-26]. 多项研究表明腹腔巨噬细胞、枯否细

胞等T N F-a基因启动子上存在与E G R-1结合

的特异序列, EGR-1与这一序列相结合后参与

调控这些细胞TNF-a的表达[27-28]. Ji et al发现, 
在EGR-1基因缺失小鼠利用雨蛙素腹腔注射诱

导的急性胰腺炎其TF、PAI、IL-6、MCP-1、

I C A M-1 m R N A水平较野生型小鼠有显著下

降 ,  因而认为其在急性胰腺炎发病过程中是

一种重要的调控因子[29]. 国内曾有Gong e t a l 
观察了EGR-1在小鼠急性胰腺炎模型上胰腺组

织中的基因与蛋白表达情况[30]. EGR-1作为一种

立早反应基因在SAP从最初的局部炎症转变为

严重威胁生命的全身病变中有无作用, 如何起

作用, 目前国内外研究极少. 在本研究中, 我们

首先观察了EGR-1在AP大鼠肺组织中的表达. 
我们发现, 其表达细胞类型广泛, 包括肺间质巨

噬细胞、肺泡巨噬细胞、肺泡上皮细胞及毛细

血管内皮细胞等. EGR-1表达随大鼠AP病情加

重而呈增强趋势, 而且在表达细胞类型上也有

很大差别. 对于注射生理盐水的对照组, 仅仅在

肺间质细胞胞质中有极少量的表达. 在10 g/L牛
磺胆酸钠溶液注射组, 可见在肺间质巨噬细胞

有较强表达, 大部分位于胞质, 小部分在胞核有

表达, 此外还有小部分毛细血管内皮细胞和肺

泡上皮细胞胞质内也有表达. 经30 g/L牛磺胆酸

钠注射后, 可见有大量的肺间质巨噬细胞表达, 
胞核和胞质均有. 而在50 g/L牛磺胆酸钠注射组, 
则可见强烈的肺间质巨噬细胞表达, 少量视野

中可见的肺泡巨噬细胞中也有表达. 各组AP大
鼠肺组织EGR-1表达程度与反映AP程度及肺损

伤各指标之间如胰腺病理评分、血清TNF-a和
IL-1b水平、肺组织湿质量/干质量比均呈显著

正相关. 因此, EGR-1在AP发病过程中可能发挥

了重要作用, 并与AP肺损伤有关. 
为了进一步了解E G R-1在A P肺损伤中的

作用机制, 我们又研究了EGR-1与原代培养AM 
TNF-a及IL-1b表达的关系. 我们采用在体支气

管肺泡灌洗法来分离AM. 在体灌洗法分离AM
无需取下肺叶, 操作简便, 另外也减少了因取下

肺叶可能造成的污染机会. 多项研究认为, 胰弹

性蛋白酶是胰腺局部炎症与全身性炎症反应及

胰外器官并发症之间的桥梁和纽带, 在刺激胰

分组 

表  3  大鼠AM炎性细胞因子水平及目的基因表达(mean±SD, n  = 12)

     
	                    细胞因子(ng/L)                                                               目的基因

                       TNF-a                          IL-1b                         EGR-1                          TNF-a                           IL-1b

Ⅰ          	 19.5±4.8 	   22.5±8.3 	 0.22±0.08	 1.04±0.22	 0.29±0.06

Ⅱ          	 53.8±10.9b	 156.1±20.8b	 0.73±0.16c	 2.55±0.58c	 0.84±0.25c

Ⅲ          	 93.2±17.6b	 247.8±36.4b	 1.35±0.21b	 4.30±0.98b	 1.66±0.29b

Ⅳ          	 47.3±10.2a	 138.5±17.3a	 0.82±0.15a	 1.87±0.26a	 1.26±0.22a

aP<0.05 vs  A组; bP<0.01 vs  A组; cP<0.05 vs  A组.

分组

图  3  肺泡巨噬细胞电泳结果. A: EGR-1 mRNA; B: 

TNF-a mRNA; C: IL-1b mRNA.
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■同行评价
本文书写规范, 内
容新颖, 设计合理, 
图片清晰, 结论可
信, 对于了解重症
急性胰腺炎的发
病机制有较大意
义. 
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外器官炎性细胞因子生成中起主要作用, 在很

多方面可以模拟急性胰腺炎所造成的损害[31-32].
因此, 我们选用其作为原代培养AM的刺激因子. 
免疫细胞化学染色与RT-PCR均表明, 肺泡巨噬

细胞EGR-1蛋白与mRNA表达随着胰弹性蛋白

酶浓度的升高而呈增强趋势. 染色发现, Ⅱ组与

Ⅲ组部分AM胞核内均有强烈表达, 表明有核移

位发生, 显示EGR-1可能作为一种核转录因子

对目标基因发挥转录调节作用. 为研究其信号

转导途径, 我们对Ⅳ组AM先以PD98059行预处

理, 再用与Ⅲ组同样剂量弹力酶来进行刺激, 发
现EGR-1, TNF-a, IL-1b蛋白表达和mRNA水平

均较C组有显著下降. 这表明AM在弹力蛋白酶

刺激后EGR-1的表达有ERK1/2信号途径的参与. 
对4组肺泡巨噬细胞EGR-1蛋白与mRNA表达分

别与TNF-a和IL-1b进行相关分析, 均存在显著

正相关. 这提示EGR-1可能与AM受胰弹性蛋白

酶刺激后TNF-a与IL-1b生成有关, 并且EGR-1
在AM中的表达以及炎性细胞因子TNF-a和IL-
1b的生成中有ERK1/2信号途径的参与. 这些表

明EGR-1可能在AP并发的肺损伤中起重要作用, 
且这种作用可能与其介导炎性细胞因子TNF-a
和IL-1b生成有关. 
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