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Abstract
A I M : T o i n v e s t i g a t e t h e e x p r e s s i o n o f 
5-lipoxygenase in rat pancreatic tissue during 
acute necrotizing pancreatitis.

METHODS: Fifty four SD rats were random-
ized into 3 groups: sham operation group, acute 
necrotizing pancreatitis group (ANP group) and 
zileuton treatment group. The model of ANP 
was induced by retrograde injection of 5% so-
dium taurocholate into biliopancreatic duct. At 
6, 12, 24 h, the animals were sacrificed. Immu-
nohistochemistry and Western blot were used 
to detect the expression of 5-lipoxygenase of 
pancreas. The mRNA expression of 5-lipoxygen-
nase in the pancreas was determined using RT-
PCR. The serum level of LTB4 was analyzed by 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). 
The serum level of amylase was detected.

RESULTS: The levels of 5-LOX and 5-LOX 
mRNA were significantly lower at each time point 
in zileuton group than in ANP group (1.333% ± 

0.516% vs 2.667% ± 0.516%, 3.000% ± 0.632% vs 
4.500% ± 0.548%, 3.833% ± 0.753% vs 5.833% ± 
0.408%; 0.285% ± 0.005% vs 0.366% ± 0.004%, 0.608% 
± 0.005% vs 0.949% ± 0.013%, 0.297% ± 0.002% vs 
0.400% ± 0.006%, all P < 0.05). Compared with 
sham operation group, ANP group and zileuton 
group had significantly elevated serum levels of 
amylase and LTB4. However, serum levels of amy-
lase and LTB4 were significantly lower in zileuton 
group than in ANP group (amylase: 1967.50 ± 
41.21 IU/L vs 2123.50 ± 49.11 IU/L, 3242.33 ± 87.76 
IU/L vs 3531.17 ± 74.14 IU/L, 2286.83 ± 93.91 IU/L 
vs 2903.33 ± 90.90 IU/L, all P < 0.05).

CONCLUSION: The expression of 5-LOX is signifi-
cantly higher during acute necrotizing pancreatitis.

Key Words: Acute necrotizing pancreatitis; 5-lipoxy-
genase; Zileuton; Enzyme-linked immunosorbent 
assay
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摘要
目的: 研究5-脂氧合酶(5-lipoxygenase, 5-LOX)
在急性坏死性胰腺炎(ANP)病程中的表达. 

方法: 将SD大鼠54只随机分为3组: 假手术组、

ANP组和齐留通组. 经十二指肠行胆胰管逆行
加压注射50 g/L牛磺胆酸钠, 诱导大鼠ANP模
型. 各组大鼠分别于6、12、24 h处死. 用RT-
PCR、免疫组化和Western blot免疫印迹法检
测胰腺组织5-LOX mRNA及相应蛋白的表达. 
ELISA方法检测血清LTB4水平. 应用全自动生
化分析仪检测各组大鼠血清淀粉酶水平. 

结果: 与ANP组相比较, 齐留通组各个时点
5-LOX蛋白及mRNA表达均显著降低, 差异具
有统计学意义(1.333%±0.516% vs  2.667%±

0.516%, 3.000%±0.632% vs  4.500%±0.548%, 
3.833%±0.753% vs  5.833%±0.408%; 0.285%
±0.005% vs  0.366%±0.004%, 0.608%±

0.005% vs  0.949%±0.013%, 0.297%±0.002% 
vs  0.400%±0.006%, 均P <0.05). 假手术组血清

®

■背景资料
急性胰腺炎是临
床常见的消化系
统 急 症 ,  重 症 急
性 胰 腺 炎 ( 包 括
A N P ) 发 病 因 素
复杂 ,  并死率高 , 
其发病实质上是
一种严重的全身
炎症反应综合征
( S I R S ) .  白三烯
(LTs)是一类重要
的炎症和过敏介
质, 促进中性粒细
胞等炎性细胞活
化引起炎症反应. 
LTB4是5-LOX代
谢 产 物 .  本 文 旨
在研究5-LOX与
ANP的关系并观
察其抑制剂齐留
通的保护作用, 对
探讨ANP的发病
机制提供理论依
据.

■同行评议者
潘秀珍, 教授, 福
建省立医院消化
内科
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淀粉酶、LTB4水平很低, ANP组和齐留通组
水平都明显升高, 且齐留通组每个时点都较
ANP组水平降低, 差异有统计学意义(血清淀
粉酶: 1967.50±41.21 IU/L vs  2123.50±49.11 
IU/L, 3242.33±87.76 IU/L vs  3531.17±74.14 
IU/L, 2286.83±93.91 IU/L vs  2903.33±90.90 
IU/L, 均P <0.05).

结论: 急性胰腺炎时, 5-LOX表达明显增加, 使
用齐留通后, 5-LOX表达明显减少.

关键词: 急性坏死性胰腺炎; 5-脂氧合酶; 齐留通; 
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0  引言

急性胰腺炎是临床上较常见的急重症, 起病急

骤, 病情发展迅速, 病死率较高, 特别是临床上重

症急性胰腺炎, 病情变化快、机制复杂、治疗

困难, 病死率高达30%-50%[1-2]. 急性胰腺炎病因

学与病理生理学机制尚不完全阐明. 目前认为

急性胰腺炎实质上是一种严重的全身炎症反应

综合征(systemic inflammatory response syndrome, 
SIRS), 炎症细胞被过度激活并释放各种炎症介

质和细胞因子, 其效应被级联放大而形成恶性

循环, 最终可导致多器官功能障碍[3]. 已知白三

烯(leukotrienes, LTs)是强效的炎性介质, 参与炎

症、变态反应、休克等发病过程[4]. 在许多急、

慢性炎症性疾病中起重要作用, 如哮喘、类风湿

性关节炎、炎症性肠病、牛皮癣等. 5-脂氧合酶

(5-lipoxygenase, 5-LOX)是催化产生LTs生成的限

速酶, 其活性及数量可调节LTs的合成. 但是其在

急性胰腺炎中的表达及作用却鲜有报道, 本文应

用免疫组化及Western blot免疫印迹的方法检测

急性坏死性胰腺炎(acute necrotizing pancreatitis, 
ANP)时胰腺组织中5-LOX的表达, 使用RT-PCR
方法来检测胰腺组织5-LOX mRNA的表达, 并用

ELISA方法来检测血清中5-LOX代谢产物LTB4
的水平, 来研究5-LOX在ANP病程中的表达. 

1  材料和方法

1.1 材料 牛磺胆酸钠购自Sigma公司; 齐留通

由北京高盟化工有限公司提供原粉; 兔抗大鼠

5-LOX多克隆抗体、DAB显色剂、SABC免疫

组化试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司;  
PCR引物、DNA Marker购自上海生工生物工程

技术有限公司; TRIzol购自Invitrogen公司; RT-
PCR试剂盒购自大连宝生物工程公司; ELISA试

剂盒购自上海西唐生物科技有限公司. 羊抗兔

β-actin多克隆抗体、IgG辣根过氧化物酶标记的

羊抗兔二抗购自武汉博士德生物工程有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 造模及分组: 清洁级健康♂SD大鼠54只(由
中科院实验动物中心提供), 体质量180-240 g, 随
机分为3组: 假手术组(Sham组)、急性坏死性胰

腺炎组(ANP组)、齐留通组, 每组18只. ANP组
动物模型的建立参照AHO[5]法, 实验前12 h禁食

不禁水, 称取体质量后, 30 g/L戊巴比妥钠腹腔

内注射麻醉, 经胆胰管逆行加压注入50 g/L的牛

磺胆酸钠溶液(剂量0.1 mL/100 g), 完毕后维持

压力10-15 min, 诱导大鼠ANP模型, 术毕于左下

肢注射5 mL生理盐水, 并分别于制模后6、12、
24 h各时点处死. 对照组操作同ANP组, 但以等

容量的生理盐水代替牛磺胆酸钠. 齐留通组造

模前1 h给予齐留通100 mg/kg灌胃. 
1.2.2 标本的采集: 直视下以10 mL注射器经腹

主动脉穿刺抽血, 处死大鼠, 血样收集于试管中, 
室温放置10 min, 之后4000 r/min离心15 min吸
取血清. 
1.2.3 免疫组化法检测各组大鼠胰腺组织5-LOX
的表达: 术后各时相剖腹取病变较为一致的胰

腺头部, 固定于40 g/L的多聚甲醛溶液中, 石蜡

包埋. 以SABC法进行免疫组织化学染色, 步骤

按说明书操作, 主要步骤包括: 切片常规脱蜡至

水, 以30 mL/L H2O2阻断内源性过氧化物酶, 使
用微波法进行抗原修复, 滴加一抗进行孵育(4℃
过夜), 滴加二抗进行孵育, DAB显色, 素木素复

染、中性树胶封片. 以胞质染色为主, 呈浅黄色

-黄褐色. 最后表达以染色强度和阳性细胞率的

得分之和进行判断: 无染色记0分, 弱染色(浅黄

色)记1分, 中等染色(棕黄色)记2分, 强染色(黄
褐色)记3分, 阳性细胞率<5%记0分, 5%-25%记1
分, 25%-50%记2分, >50%记3分. 上述两项积分

相加, 0分为阴性(-), 1-2分为弱阳性(+), 3-4分为

中等阳性(++), 5-6分为强阳性(+++). 
1.2.4 Western blot法检测胰腺组织5-LOX的表达: 
取约50 mg液氮冻存胰腺组织常规提取总蛋白, 
-80℃保存备用. BCA法测定蛋白浓度, 聚丙烯酰

胺凝胶电泳分离蛋白. 半干转膜仪转膜2 h, 100 
g/L脱脂奶粉封闭1 h, 加入1∶400稀释的兔抗大

鼠5-LOX抗体, 4℃过夜. 加入1∶500稀释的羊抗

兔Ig-HRP, 室温下反应2 h, ECL显色. 图像使用

Total Lab软件灰度扫描, 计算目的蛋白(5-LOX)

■研发前沿
急性胰腺炎的发
病机制目前尚不
明确, 通常认为是
炎症级联瀑布反
应, 而白三烯作为
一类重要的炎症
介质, 能促进中性
粒细胞等炎性细
胞活化和释放各
种细胞因子, 促进
炎 症 发 展 .  探 讨
ANP与产生白三
烯有关的机制是
当前研究的热点. 
5-LOX是白三烯
合成的限速酶, 而
5-LOX在哮喘、

炎症性肠病、类
风湿性关节炎等
急、慢性炎症性
疾病中的发病作
用都有研究, 但是
5-LOX在急性胰
腺炎中的作用机
制研究却鲜有报
道.
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与内参蛋白β-actin的比值. 
1.2.5 胰腺组织5-LOX的mRNA表达水平测定: 
术后各时相取胰尾部组织冻存于液氮中备用, 
以TRIzol法提取细胞总RNA, 用半定量RT-PCR
对转录产物进行扩增, 以β-actin作为内参对照, 
扩增产物经琼脂糖凝胶电泳后拍照. 用凝胶图

像分析系统拍照并自动进行电泳条带密度分析, 
以(靶基因的条带密度)/(内参照β-actin的条带密

度)代表靶基因的表达水平. 大鼠β-actin引物(上
游5'-TTGTCACCAACTGGGACGATATGG-3', 
下游5'-CGACCAGAGGCATACAGGGACAAC
-3', 扩增片段为217 bp), 大鼠5-LOX引物(上游

5'-CCCGGGGCATGGAGAGCA-3', 下游5'-GCG
GTGGGGCAGCGTGTC-3', 扩增片段为515 bp).
1.2.6 血清LTB4水平: 应用ELISA法检测各组大

鼠血清LTB4水平, 严格按照说明书进行操作, 测
定A值, 绘制出标准曲线, 比照标准曲线查出各

个A值对应的浓度(ng/L). 

1.2.7 血清淀粉酶检测: 应用全自动生化分析仪

检测各组大鼠血清淀粉酶水平, 单位采用IU/L. 
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 经

过正态性和方差齐性(Levene检验法)检验, 多
个样本均数间的多重比较采用单因素方差分析

ANOVA中SNK检验. 以α = 0.05作为检验水准. 
采用SAS6.0统计软件进行分析.

2  结果

2.1 免疫组化法检测各组大鼠胰腺组织5-LOX的

表达 假手术组大鼠胰腺组织未见5-LOX表达, 
ANP组可见明显表达(P <0.05); 与ANP组相比较, 
齐留通组各个时点的表达均显著降低, 差异具

有统计学意义(P <0.05, 图1, 表1). 
2.2 Western免疫印迹法检测各组大鼠胰腺组织

5-LOX的表达 假手术组有极少的5-LOX表达, 
ANP组可见明显表达(P <0.05); 与ANP组相比较, 
齐留通组各个时点的表达均显著降低, 差异具

■相关报道
已往研究发现在
大鼠急性胰腺炎
模型中, 出现中性
粒细胞的活化和
白三烯B4的大量
生成. Cuzzocrea 
e t  a l 研 究 发 现 , 
5-LOX基因敲除
小鼠用雨蛙肽诱
导急性胰腺炎模
型, 其胰腺炎症明
显 减 轻 .  均 提 示
5-LOX在急性胰
腺炎的发生发展
中起重要作用, 但
是对于其表达和
作用机制不甚清
楚.

表  1  免疫组化检测各组大鼠胰腺组织5-LOX蛋白及mRNA表达 (mean±SD, %)

     
分组

			            蛋白					             mRNA

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

假手术组	     0.000±0.000       0.000±0.000       0.000±0.000       0.192±0.017       0.189±0.010       0.186±0.008

ANP组	     2.667±0.516a      4.500±0.548a      5.833±0.408a      0.366±0.004a      0.949±0.013a      0.400±0.006a

齐留通组	     1.333±0.516c      3.000±0.632c      3.833±0.753c      0.285±0.005c      0.608±0.005c      0.297±0.002c

aP<0.05 vs  假手术组; cP<0.05 vs  ANP组相应时点.

A B C

D E F

图  1  ANP组和齐留通组胰腺组织5-LOX表达(免疫组织化学×400). A-C: ANP组6、12、24 h; D-F: 齐留通组6、12、24 h.



www.wjgnet.com

徐敏, 等. 5-脂氧合酶在大鼠急性坏死性胰腺炎组织中的表达						                1295

有统计学意义(P <0.05, 图2).
2.3 5-LOX mRNA的表达 假手术组胰腺组织有较少

的5-LOX mRNA表达, ANP组各时点表达水平较假

手术组均有所升高, 且差异有统计学意义(P<0.05); 
齐留通组各时相5-LOX mRNA表达水平均低于

ANP组, 差异有统计学意义(P<0.05, 图3, 表1). 
2.4 各组大鼠血清LTB4水平 假手术组各时点大

鼠血清LTB均较低, ANP组较假手术组LTB4水
平明显升高, 两者差异具有统计学意义(P <0.05); 
与ANP相比, 齐留通组各时点LTB4水平均显著

下降(P <0.05, 图4). 
2.5 各组大鼠血清淀粉酶水平 假手术组淀粉酶

水平均很低, ANP组各时点的淀粉酶水平均升高

(P <0.05); 与ANP组相比, 齐留通组水平均降低, 
差异有统计学意义(P <0.05, 表2). 

3  讨论

急性胰腺炎是临床常见的消化系统急症, 发病

因素复杂, 近年的研究证实, LTs是一种重要的

炎症和过敏介质, 而5-LOX是LTs产生的限速

酶. 5-LOX途径的主要代谢产物为白三烯, 包括

LTA4、LTB4、LTC4、LTD4、LTE4等. LTs是目

前已知最强的中性粒细胞和嗜酸性粒细胞活化

因子之一, 在许多炎症和过敏性疾病中都起到

重要作用, 如哮喘、类风湿性关节炎等, 其能够

介导内皮细胞和中心粒细胞表面黏附分子的表

达, 促进中性粒细胞等炎性细胞的迁移、渗出

和聚集, 引起炎症反应. 已有研究发现在大鼠急

性胰腺炎模型中, 出现中性粒细胞的活化和白

三烯B4的大量生成[6]. 
许多研究证实5-LOX及其代谢产物在许多

慢性炎症性疾病中起到很重要的作用. 近年来

关于LTs与哮喘的研究比较多, Turner et al [7]研

究表明LTB4可使中性粒细胞从肺毛细血管滤

出, 同时增加呼吸道对组胺及乙酰胆碱的反应

性. LTC4、LTD4、LTE4对血管、支气管组织

具有强烈的致痉作用, 抑制5-LOX活性可减少炎

症介质和过敏性慢反应物质的生成. Chen et al [8]

通过对5-LOX基因敲除的小鼠进行研究, 用卵清

蛋白致敏再用卵清蛋白气雾剂自小鼠气道吸入

的小鼠“哮喘”模型中, 与5-LOX野生型相比, 
5-LOX基因缺失型小鼠对卡巴胆碱刺激不产生

明显的气道阻力增加, 并且募集至气管和肺组

表  2  各时点胰腺组织淀粉酶水平 (IU/L, mean±SD, n  = 18)

     
分组		                6 h		              12 h		              24 h

假手术组		    576.00±14.19		    581.67±13.03		    577.17±15.30

ANP组		  2123.50±49.11a		  3531.17±74.14a		  2903.33±90.90a

齐留通组		  1967.50±41.21c		  3242.33±87.76c		  2286.83±93.91c

aP<0.05 vs  假手术组; cP<0.05 vs  ANP组相应时点.

■创新盘点
本论文深入研究
了5-LOX在大鼠
ANP胰腺组织中
mRNA和蛋白水
平的表达活化程
度以及代谢产物
LT B 4 的 合 成 增
加, 为进一步探讨
5-LOX在急性胰
腺炎发病机制中
的作用提供充分
的理论依据.

图  2  ANP组和齐留通组胰腺组织5-LOX、β-actin蛋白的
表达. 1、3、5: ANP组6、12、24 h; 2、4、6: 齐留通组6、

12、24 h.
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5-LOX (78 000 bp)

b-actin (42 000 bp)

图  3  ANP组和齐留通组胰腺组织5-LOX、β-actin mRNA
表达. 1、3、5: ANP组6、12、24 h; 2、4、6: 齐留通组6、

12、24 h.
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图  4  各组大鼠血清LTB4水平.
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织的炎症细胞(如嗜酸性粒细胞)也显著减少. 
5-LOX代谢产物LTB4是一个作用很强的趋

化因子, 他可以激活并聚集许多炎性和免疫效

应细胞, 作用于各种免疫现象所涉及的T细胞释

放各种细胞因子, 如IL-1、IL-2、INF-γ、肿瘤坏

死因子及基质金属蛋白酶-2、基质金属蛋白酶

-3和基质金属蛋白酶-9[9-11]. 有研究员证实口服

LTB4受体拮抗剂可对类风湿性关节炎进行长期

治疗[12], 这也提示LTB4在炎性过程及类风湿关

节炎的发病机制中起到重要作用. Gursal et al研
究发现类风湿性关节炎患者滑液和血清中含有

高浓度的LTB4[13], Nickerson et al通过对Ⅱ型胶

原诱导的关节炎小鼠模型进行研究, 证实抑制

5-LOX的活性后, 可抑制中性粒细胞在关节内的

聚集和渗出, 降低了关节部位的炎症反应程度, 
减轻了疼痛症状, 抑制了Ⅱ型胶原诱导的关节

炎小鼠关节的病情发展[14]. Cuzzocrea et al [15]也

用实验证实, 5-LOX在炎症性肠病中起到重要作

用, 通过实验证实, 与5-LOX野生型炎症性肠病

小鼠相比, 5-LOX基因缺失型小鼠结肠损伤范围

和程度都明显降低, 并且ICAM-1、VCAM-1、
P-selectin、E-selectin表达也显著减少. 

但是, 关于5-LOX在急性胰腺炎中的作用

机制研究却鲜有报道, Cuzzocrea et al [16]通过对

5-LOX基因敲除小鼠进行研究, 发现在雨蛙肽处

理过的5-LOX基因敲除急性胰腺炎小鼠的胰腺

和肺组织中, 细胞内的黏附分子-1, P-选择素, E-
选择素的表达、髓过氧化物酶活性、胰腺炎症

和组织损伤程度都较5-LOX野生型小鼠显著减

少. 据此推断, 5-LOX在急性胰腺炎的发生发展

中起到重要作用. 
齐留通是一种5-LOX选择性抑制剂, 本实验

使用齐留通进行干预, 使用免疫组化和Western 
blot免疫印迹来检测各组大鼠胰腺组织5-LOX的

蛋白表达, 发现假手术组5-LOX表达极微, ANP
组每个时点5-LOX表达都较假手术组明显增加, 
齐留通组5-LOX表达较ANP组明显减少. 

总之, 5-LOX与急性胰腺炎的关系十分密

切, 其代谢产物是急性胰腺炎发生、发展中十

分重要的一类炎性介质, 是急性胰腺炎治疗的

靶分子之一. 对5-LOX蛋白的表达及调节的研究

在急性胰腺炎治疗中具有发展前景. 随着人们

对急性胰腺炎中5-LOX和代谢产物LTs作用的逐

步认识和相关药物的开发, 对急性胰腺炎发病

机制的认识会更全面, 治疗会更合理. 
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■同行评价
本研究立题依据
充分, 研究目的明
确, 设计严谨, 流
程合理, 实验动物
和材料规范, 技术
难度较大, 结果可
信, 文章简洁, 重
点 突 出 ,  图 文 并
茂, 结果对ANP的
发生机制提供理
论依据, 对临床重
症急性胰腺炎的
防治有一定的参
考意义.


